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1. Irodalmi attekintés

1.1. A fizikai aktivitas/inaktivitas és a testedzés hatasai, valamint az edzhetdség

alapjan szelektiven tenyésztett patkany populacio kitenyésztésének alapjai

A doktori disszertaciom egyik fontos kutatasi témaja az edzhetdség, amelynek
kiemelt szerepe van az élsportolok edzésében, hisz csucsteljesitmény elérésére
torekszenek, de fontos a rekreacios sport tevékenységeknél is.

Az edzhet6ség alapja a fizikai aktivitas, amely minden olyan testmozgast
magaba foglal, amely izomosszehuzodassal jar és energia sziikséges hozza (Caspersen
¢és mtsai 1985). A World Health Organization (WHO) adatai alapjan a fizikai inaktivitas
a negyedik vezetd halalok, amely ~3.2 millid6 ember halalaért felelés vilagszerte. A
fizikai inaktivitas az 0sszes halalozasok 6%-ért felel, ,,csak” a magas vérnyomas (13%),
dohanyzas (9%) és a vele azonos értéket képviselé magas vércukorszint (6%) el6zi meg
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs385/en/ ,
http://www.who.int/topics/physical_activity/en/).

A fizikai aktivitas és az aerob kapacitas Osszefliggenek egymassal (Kishida és
mtsai 1997). Az alacsony aerob kapacitas szamos betegség kialakulasaval, kockazati
tényezdjének a megjelenésével van kapcsolatban (Andersen 1995, Sullivan és mtsai
2005). Ennek alatamasztasara, a hatterében allo genetikai tényezok feltarasara Lauren
Gerard Koch és Steven L. Britton futasi képességeik alapjan szelektiven tenyésztett
Sporttudomanyi Kutaté Intézet is dolgozott (Sarga és mtsai 2013, Hart és mtsai 2014).

A fizikai inaktivitas amellett, hogy szamos betegség el6fordulasaban szerepet
jatszik (21-25% mell- és vastagbél rak, 27% cukorbetegség, 30% isémias szivbetegség)
(WHO) hatalmas terhet r6 az orszag gazdasagara, egészségiigyi rendszerére (Ishizaki és
mtsai 1992, Colditz 1999, Scarborough és mtsai 2011).

A fizikai aktivitdsnak ezzel szemben megel0z0, egészségiigyl szerepe van
szdmos ¢letmod-fiiggd betegség kialakuldsaban. A rendszeres fizikai aktivitas jotékony
hatéassal van az elhizasra (Jakicic 2002, Lakka és mtsai 2005), csontritkulasra (K. Zhu és

mtsai 2015), sziv- és keringési rendszer betegségeire (Shiroma ¢és mtsai 2010,



Countryman és mtsai 2013), cukorbetegségre (LaMonte és mtsai 2005, Van Buren és
mtsai 2014), mell- és vastagbél rakra (Friedenreich és mtsai 2002, Lynch és mtsai
2011), metabolikus szindromara (Lakka és mtsai 2007), depressziora (Strohle 2009) és
demenciara (Ahlskog és mtsai 2011). A legtobb civilizacios betegség esetében a
rendszeres fizikai aktivitdsnak nemcsak elsddleges, preventiv szerepe van, hanem nagy
mértékben hozzajarul a mar kialakult betegség tiineteinek enyhitéséhez, kezeléséhez is
(Fletcher és mtsai 1996, Warburton és mtsai 2006).

Rendszeres fizikai aktivitdson (physical activity) minden olyan mozgast értiink,
amely a vazizomzat segitségével jon létre és tobblet energiat igényel, mint a pihenés. A
rendszeres fizikai aktivitas nem egyenld a rendszeres testedzéssel (physical exercise),
bar sokszor egymds szinoniméjaként hasznaljak. A rendszeres testedzésnek sok k&zos
vonasa van a fizikai aktivitassal (mindkett6 izomosszehtizodassal ¢és energia
felhasznalassal jar), de kiilonboznek abban, hogy a testedzés tervezett,
szervezett/strukturalt, ismétlddd/rendszeres és célja, hogy fenntartsa vagy fejlessze a
fizikai fittség egy vagy tobb Osszetevojét (kardiovaszkularis alloképesség, izom ereje és
alloképessége, testosszetétel és hajlékonysag) (Caspersen és mtsai 1985).

Természetesen igy a rendszeres testedzésnek is — akarcsak a rendszeres fizikai
aktivitdsnak — szdmos pozitiv hatasa van az emberi szervezetre. A rendszeres testedzés
szerepet jatszik a vazizomzat mitokondrialis biogenezisében (Holloszy és mtsai 1984),
jotékony hatassal van a kardiovaszkularis- (Joyner és mtsai 2009), a hormonalis- (Pool
és mtsai 2001) és a vazizom rendszerre (Holloszy 1967), valamint befolyasolja a
kedélyallapotot (Zoladz és mtsai 2010) és a kognitiv funkciokat is (Radak és mtsai
2001).

A rendszeres testedzés soran az edzhetdség, az, hogy ki és milyen mértékben
képes alkalmazkodni az adott terhelésre, fontos szerepet tolt be nemcsak az élsportban,
hanem a mindennapos, rendszeres fizikai aktivitisban is. Hiszen nemcsak egy
élsportoloban, hanem egy rekreativ céllal adott sportagat, sporttevékenységet 1z6
sportoloban is felmeriilhet az az igény az egészségmegdrzés mellett, hogy minél jobb
legyen. Ehhez viszont fontos szerepet tolt be az, ha tisztaban vagyunk az edzhet6ség

molekularis alapjaival is. Az ezzel kapcsolatos kutatdsok eredményeit felhaszndlva



képesek lehetiink személyre szabott edzéstervet késziteni, tanacsot adni a rekreativ
céllal sportoloknak is.

Genetikai epidemioldgiai vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a kardiorespiratorikus
alloképesség fenotipusanak orokolhetdsége 25-40% kozotti, ha korhoz, nemhez és
egyeb jellemzokhoz korrigdljuk. Koztudott, hogy alloképességi edzés hatdsdra nd a
maximalis oxigénfelvétel (VO,max) és, hogy a ndvekedés mértékében nagy egyéni
kiilonbségek figyelheték meg (Bouchard és mtsai 1992). Az alloképességi edzhetdség,
az adott terhelésre adott valasz nagyban fiigg a genetikatdl, ahogy azt szadmos
ikerkutatas, ill. csaladon beliili kutatas is alatimasztja (Bouchard és mtsai 1986).

Az egyik legatfogdbb képet a Health, Risk Factors, Exercise Training and
Genetics (HERITAGE) Family Study szolgaltatja az egyéni kiilonbségekrdl az
edzhetdségben. A kutatdsba 742 egészséges, de iilé életmodot folytatdé vizsgélati
személyt vontak be, amelynek soran egy magasan standardizalt, jol-kontrollalt,
laboratériumi vizsgélatokon alapuld 20 hetes alloképességi edzés programot végeztek
el. A vizsgalat végén szignifikans valtozasokat mértek az atlagos VOo,max és mas, a
kardiorespiratorikus fittséget és teljesitményt jellemz6 mutatokban. Mig az atlagos
VO,max noévekedés 400 ml O, min™ + 200 ml O, min* volt, addig az egyéni valaszok
sz¢éles hatarok kozott mozogtak; a nincs valtozastol egészen az 1000 ml O, min!
valtozasig (Bouchard 2012).

Szintén a HERITAGE Family Study-t felhasznalva 324611 db egypontos
nukleotid-polimorfizmust (single nucleotide-polymorphisms — SNPs) tanulmanyoztak,
hogy beazonosithassak azokat az a SNP-ket, amelyek Osszefiiggésben allhatnak a
VO,max-szal. 21 SNP-b6l allo panelt talaltak, amelyek felel6sek lehetnek a VO,max
értekek edzéshatasra bekdvetkezd valtozasdban. 221 ml/min-el nétt azon vizsgalati
személyek VOomax értéke, akik <9 kedvezd allélt hordoztak, mig 604 ml/min-es

novekedést értek el azok, akik >19 kedvez6 allélt hordoztak (Bouchard és mtsai 2011).

A maximalis oxigénfelvétel —, melynek mértékét teljes kimeriilésig végzett
futészalagos terhelés sordn hatdrozhatjuk meg — nemcsak az aerob teljesitmény
novekedést jelzi, hanem szorosan Osszefiigg a halalozassal és a tuléléssel is (Blair és
mtsai 1989, Sandvik és mtsai 1993). Szamos tanulmany szamol be arr6l, hogy a

rendszeres alloképességi edzés noveli a VO,max értékét — ahogy azt az elézéekben
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lathattuk —, és hozz4jarul az atlag élettartam ndvekedéséhez allatok és emberek esetében
egyarant.

Goodrick tanulmanyaban (Goodrick 1980) 140 patkanyt egész életiikben
ketrecben tartottak. A ketrecek fele mokuskerékkel volt szerelve, mig masik részében
nem volt ilyen kerék. Az 6nkéntes mokuskerék hasznélata novelte mind a him, mind a
ndstény allatok atlag élettartamat a kontroll csoporthoz képest.

Egy maésik vizsgalatban a mokuskerék hasznalata mellett a taplalék bevitel
mennyiségét is vizsgaltak ndstény patkanyok esetében. Annak ellenére, hogy a
mokuskereket hasznalé allatok tobbet ettek, mint kontroll tarsaik, mindkét csoport tagjai
hasonl6 csucs testtomeg értéket értek el. A futd csoport atlag élettartama szignifikansan
nétt, mikdzben az egyes allatok maximadlis életkora nem nétt az inaktiv csoporthoz
képest. A kisérlet soran bebizonyitottdk, hogy a rendszeres testedzés ndvelte az atlagos
¢lettartamot, és a nagyobb taplalék bevitel sem volt karos, ha az nagyobb energia
leadassal parosult (Holloszy 1993).

Humén vizsgélatok sordn 221 egészséges felndtt férfi bevonésaval
tanulmanyoztak, hogy a fizikai fittség, edzettség és a fizioldgiai életkor milyen
Osszefliggésben all. Megfigyelték, hogy azok, akik jobban teljesitettek az ¢lettani
mutatokat vizsgalo, ill. a fizikai fittséget mérd tesztekben, azok fizioldgiailag
fiatalabbak voltak, mint kevésbé fitt, nem edzett tarsaik. A vizsgalat eredményei azt
sugalljak, hogy a jo fittségi allapot és jo fiziologiai kondicid, valamint a rendszeres
testedzés késleltetni tudja az Oregedéssel egylitt jard élettani valtozasokat, és igy
kovetkezésképpen hozzajarulhat az élettartam novekedéséhez (Nakamura és mtsai
1996).

Egy masik tanulméanyban élsportold finn férfiak varhato élettartamat és a
kronikus betegségek el6fordulasat vizsgaltak. A varhato élettartam minden esetben
magasabb volt az élsportolok csoportjaiban, mint a kontroll csoportban. Az atlagos
¢lettartam novekedését fOleg a kisebb mértékben el6forduld kardiovaszkularis
halalozasi szammal magyaraztak (Sarna és mtsai 1993).

Yates és munkatarsainak a vizsgalataban is szoros 0sszefliggést taldltak tobbek
kozott a varhatd élettartam és a kisebb mértékben el6forduld kardiovaszkularis
megbetegedések (pl.: magas vérnyomas) kozott. 1981 és 2006 kozott 2357 egészséges
férfit (atlag életkor 72 év) vizsgaltak a Physicians’ Health Study keretein beliil, hogy

11



megallapithassdk azokat a faktorokat, amelyek hatdssal lehetnek az élettartamra. A
dohanyzas, cukorbetegség, magas vérnyomds vagy az 1lé életmdd hidnya 70 éves
korban 54%-os valosziniiséggel jelentette a 90 éves kor elérését. Az egészséges ¢letmod
faktorai azon kiviil, hogy novelik az élettartamot, hozzajarulnak a jobb fizikai-szellemi
egészséghez is (Yates és mtsai 2008).

A fizikai aktivitds egészségre kedvezd hatasai, és ebbdl kifolyolag a fizikai
aktivitds hianyabol eredd betegségek kialakulasa jol dokumentalt, ahogy az ebbdl a
rovid attekintésbol is latszik. Ellenben az edzhetdség mértéke és a betegségek
kialakuldsa kozti kapcsolat nem, amint azt a PubMed adatbdzisban tortént 2017.
marcius 20-1 keresés is tiikkr6zi. A ,, trainability and health” keres6 szavakat beirva 73
cikket kapunk. A kozlemények rovid 6sszefoglalojat elolvasva talalhatunk vizsgalatokat
a hormonhaztartast figyelembe vevd eréedzésre (Sung és mtsai 2014) vagy egyes gén
polimorfizmusokat, amelyek feleldsek lehetnek az alloképességi edzés szivizomra tett
hatasarol (Lin és mtsai 2017).

Az edzhetéség vizsgalata elit sportolok esetében még eléggé uj teriiletnek
szamit, amit a PubMed adatbazisban torténo keresés is alatamaszt. A keresés 2017.
marcius 20-an tortént a kovetkezd kulcsszavak segitségével: ,, trainability and top
sport”, ,, trainability and elite sport”, , trainability and top athletes” és ,,trainability
and elite athletes”. A keresés eredményeként dsszesen 24 db cikket talaltunk, de nagy
volt az atfedés, mert egyes cikkek tobb kulcsszonal is megjelentek. Miutan a tobbszor is
eléforduld tanulmanyokat kiszedtiik, 16 db cikk maradt.

A cikkek atolvasdsa utdn megallapithatjuk, hogy a publikdciok egy része
meghatarozott gén polimorfizmussal kapcsolatban vizsgalta az edzhetséget (Lucia és
mtsai 2006, Wang és mtsai 2008, Kikuchi és mtsai 2015), mig masok egy kivalasztott
paraméter értékeihez (Klusiewicz és mtsai 2014) vagy egy adott hormon szintjéhez
(Haluzik és mtsai 1999) vonatkoztatva vontak le kdvetkeztetéseiket az alloképességi
edzettség meghatarozasara.

Ebbdl is lathatjuk, hogy az edzhetdség vizsgalata még igen csak 1j teriilet, amely

igy szamos kérdés megvalaszoldsat teszi lehetévé a jovobeni kutatasok altal.

A rendszeres fizikai aktivitisnak szamos jotékony hatasa van, amit mi sem

bizonyit jobban, hogy a témaval kapcsolatban rengeteg tudomanyos kutatas késziilt. A
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mindennapos fizikai aktivitds a legtobb betegség €s civilizacios artalom ellen véd, de
legalabbis csokkenti a kialakuldsuknak a valdszintiségét. Az edzhetdség kulcsszerepet
jatszik az ¢€lsportban, amelynek alapja a fizikai aktivitds. Ennek tanulmanyozasara
edzhetéség alapjan szelektiven tenyésztett patkdny populdciot hoztak 1étre amerikai

kutatok.

1.2. A vazizomzat funkcioja, a mitokondrium, mitokondrialis biogenezis és a

mitokondrialis mindség kontroll szerepe a rendszeres testedzés soran

A maximalis oxigénfelvétel — annak ellenére, hogy értéke javithatd rendszeres
alloképességi edzéssel, és hozzajarul az élettartam novekedéséhez — nem az egyetlen
jelzdje az alloképességi teljesitménynek (Timmons és mtsai 2010). A VO,max mellett a
tejsav kiiszob, a hatékonysag/gazdasagossag (Joyner és mtsai 2008) és a vazizomzat
alkalmazkodasa is fontos tényezdje az alloképességi teljesitménynek (Keller és mtsai
2007). A vazizomzat mitokondrialis biogenezise, mitokondrialis halozatanak
mennyisége és mindsége szintén limitald faktora lehet az alloképességi teljesitménynek
(Baar 2004, Holloszy 2008).

A vazizomzat sok sejtmagot tartalmazd, energetikailag nagyon aktiv szovet,
amely jelentds hanyadat (40-50%) teszi ki a teljes testtomegnek. Két kiilonbozo
mitokondriumot tartalmaz. A szarkolemma alatt elhelyezkedd mitokondrium az
izomban talalhaté mitokondriumok ~10-20%-at teszik ki, és féleg a membrankotések
funkcioinak az energiaellatasaért feleldsek, mig az intermiofibrillaris mitokondriumok
(~80-90%) az adenozin-5’-trifoszfat (ATP) termelésben és az izomdsszehtizodasban
jatszanak kiemelt szerepet (Saleem és mtsai 2009, Romanello és mtsai 2010).

A mitokondrium egy kettds membrannal rendelkez6 fél automata sejtszervecske
sajat genommal, amely oxidativ modon termel energiat ATP formdjaban, mikdzben
reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species — reaktiv oxigén gyokok — ROS)
szabadulnak fel. Szamos sejtszintli folyamatban vesz részt: jelatviteli jelz6folyamatok,
sejtciklus szabalyozas, oxidativ foszforilacid, termogenezis €s apoptozis (Peterson és
mtsai 2012).
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Régota tudjuk, hogy az alloképességi edzés ndveli a véazizomban a
mitokondrialis biogenezist és az oxidativ kapacitast (Holloszy 1967, Gollnick és mtsai
1973, Constable és mtsai 1987, Holloszy 2004). Mitokondrialis biogenezis soran 1j
mitokondriumok jonnek létre a sejtben (Jornayvaz és mtsai 2010), mig az eloregedett
és/vagy sériilt mitokondriumok ,,eltiinnek”/lebontdédnak (Vina és mtsai 2009), ezzel is
fenntartva a szervezet homeosztazisat (Figueiredo és mtsai 2008).

A mitokondrialis biogenezis f6 szabalyoz6 fehérjéje a peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1l-alpha (PGC1l-a) (Austin és mtsai 2012). A
PGC1-a transzkripcids koaktivatort 1998-ban fedezték fel a barna zsirszovetben, mint a
proliferator-activated receptor gamma (PPARy) koaktivatora (Puigserver és mtsai
1998). Koaktivatorként a PPAR és a nuklearis respiratorikus faktorok (Baar 2004),
estrogen-related receptor (L. L. Zhu és mtsai 2010) és forkhead box O1 (Puigserver és
mtsai 2003) transzkripcios faktorokat szabalyozza. A PGC1-o megtalalhato a szivben
(Sano és mtsai 2005), majban (Olesen és mtsai 2010), agyban (Tritos és mtsai 2003),
zsirszovetben (Wan és mtsai 2014) és a vazizomban (Arany 2008) is. A mitokondrialis
biogenezis mellett részt vesz a zsir- és szénhidrat anyagcserében (Potthoff és mtsai
2009), angiogenezisben (Arany és mtsai 2008) és antioxidans védekezésben (Valle és
mtsai 2005), de szerepe van a gyulladasos folyamatokban is (Handschin és mtsai 2008).

Safdar és munkatarsai egerek segitségével vizsgaltak az egyszeri alloképességi
testedzés hatasait a PGCl-a tartalomra, ill. a mitokondridlis biogenezist.
Megallapitottak, hogy edzés hatdsara akut novekedés figyelhetd meg a PGC1-a fehérje
mitokondrialis szintjében, valamint a testedzés és/vagy izomdsszehuzodas gyors
novekedést eredményez a PGC1-a mMRNS szintjében (Safdar és mtsai 2011).

Goto és munkatarsai alacsony intenzitasu, hosszantart6 Gsz6 edzést (2 ora Gszés
(4x30 perc 5 perc pihendvel) 3, ill. 7 napon keresztiil) alkalmaztak patkdnyoknal. Az
epitrochledris izomban a PGCl-oo mRNS szintjének novekedését figyelték meg a 3.
(154%) és a 7. (163%) napon az edz6 csoportban a kontroll csoporthoz képest (Goto és
mtsai 2000).

Szintén uUsztattdk a patkdnyokat abban a vizsgéalatban, ahol az allatok egy
csoportja 10 percet Uszott 2 napon keresztiil, majd 6 oraval az edzés utan lettek
feldolgozva. Ennél a terhelésnél a PGCl-o mRNS szintjének gyors novekedését

figyelték meg. Az allatok masik csoportja szintén napi 10 percet uszott, de 5 napon
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keresztiil. Az utolsé edzés utan 18 oraval tavolitottak el az izmot, amiben a PGC1l-a
fehérje szintjének novekedését talaltak (Baar és mtsai 2002).

Egy masik vizsgalatban a kutatok arra voltak kivancsiak, hogy az alloképességi
edzés vajon képes-e valamilyen modon befolyasolni a 1égzési deficittel rendelkez6
PGC1l-a knock-out egereket. Az 5 hetes, heti 5x60 perces edzéseket kdvetden arra a
megallapitdsra jutottak, hogy a hosszantartdé edzés képes alternativ szabalyozo
fehérjéket aktivalni, amelyek a PGCl-a hidnyaban is képesek fenntartani a

mitokondrialis 1égzési lanc normalis miikodését (Adhihetty és mtsai 2009).

A mitokondrialis biogenezis a PGC1-a — nuclear respiratory factor 1 (nuklearis
respiratorikus faktor — NRF-1) — mitochondrial transcription factor A (TFAM) tengely
mentén megy végbe, amelynek elinditdsdban az elézdekben targyalt PGCl-o az
els6dleges stimuldtor (1. abra). Az NRF-1 egy kozbiilsé transzkripcids faktor, amely
fokozza a TFAM-ot, ami a mitokondrialis DNS (mtDNS) megduplazodasaért felel
(Vina és mtsai 2009).

Az emldésokben talalhato NRF-1 a sejtmagi 1égzésért felelés gének
transzkripcidjanak a pozitiv szabalyozasaért felel. Leginkabb az NRF-1 az, ami a human
MtDNS-t kodolo géneket, fehérjéket, mint a TFAM-ot is, szabalyozza. Ezen kiviil az
NRF-1 kapcsolatban van a vas bioszintézisében kozremiikodé mitokondrialis és
citoszolikus enzimek expresszidjaval is. Ez a fehérje integraldo szerepet jatszik a
sejtmagi-mitokondrialis k6lcsonhatasokban (Scarpulla 2006, Scarpulla 2008).

Eukariota sejtekben a mitokondridlis biogenezis folyamatahoz két kiilonbozo
helyen (mitokondriumon, ill. a sejtmagon beliil) talalhatdé genomra van sziikség
(Virbasius és mtsai 1994). Mivel a PGC1l-a képes szabalyozni a sejt oxidativ stresszre
adott valaszat, ezért a testedzés soran termelddd ROS elindithatja a mitokondridlis
biogenezist azaltal, hogy aktivalja a sejtmagon beliil talalhatdé PGCl-a-t (Vina és mtsai
2009), (Puigserver és mtsai 1998). A PGC1-a igy elinditja az NRF-1 gén expressziojat,
amely kapcsolatba keriil a TFAM-mal (Jornayvaz és mtsai 2010), mivel az NRF-1
rendelkezik TFAM kot6 hellyel, ill. fontos szabalyozdja a Tfam gén expresszidjanak in
vitro koriilmények kozott (Bengtsson és mtsai 2001). A TFAM egy létfontossagi
fehérje, amelyet kezdetben a(z) mtDNS nehéz és konnyl lancanak transzkripcios
faktoraként fedeztek fel. A TFAM — mint sejtmagi kédolasa DNS-k6t6 fehérje — képes
atkeriilni a mitokondriumba (Vina és mtsai 2009), ahol a(z) mtDNS D-hurkaba kotédve
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felelds a replikacio és a transzkripcio folyamataért (Wu és mtsai 1999), mivel képes a
DNS-t meghajlitani és legombolyitani (Kaufman és mtsai 2007).

Korabban mar emlitettiik, hogy szdmos tanulmany kimutatta, hogy az
alloképességi testedzés noveli a PGC1-a szintjét (Wright és mtsai 2007, Safdar és mtsai
2011). Emellett a testedzés noveli az NRF-1 szintjét is (Murakami és mtsai 1998, Baar
2004), igy nem meglepé modon a TFAM szintje is né edzés hatasara (Bengtsson és

mtsai 2001, Irrcher és mtsai 2003).

ALLOKEPESSEGI
TESTEDZES

.

sejtmag

/

mitokondrium

1. abra A mitokondrialis biogenezis

Mitokondridlis biogenezis soran uj mitokondriumok jonnek létre a sejtben, mig az
eloregedett és/vagy sériilt mitokondriumok ,, eltiinnek”/lebontodnak, ezzel is fenntartva
a szervezet homeosztazisat. A mitokondrialis biogenezis a PGC-1o. — NRF-1 — TFAM

tengely mentén megy végbe, melynek fo kivalto tényezdje az alloképességi mozgas!

A mitokondrium egy dinamikusan valtozo sejtszervecske, amely igy egy
dinamikus halézatot alkot (Romanello és mtsai 2013), melynek egyenstlyban tartasaért
két ellentétes folyamat — a mitokondridlis f0zid és fizio — a felelés. A fuziods
folyamatokért a mitofusin 1 (Mfnl), mitofusin 2 (Mfn2) és az optic-atrophy-1, mig a
fizios folyamatokért a mitochondrial fission factor, a dynamine related protein és a

mitokondrialis fission 1 (Fis1) felel (Zungu és mtsai 2011).
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A mitokondridlis fizionak fontos szerepe van a sériilt/depolarizalt
mitokondrialis membranaktivitds javitasaban azaltal, hogy hozzajarul a metabolitok ¢és
a(z) mtDNS 6sszekeveredéséhez (Zungu és mtsai 2011), igy védve a sejtet a sejthalaltol
(Santin és mtsai 2013). Két mitokondrium kozotti fuzidé képes lehet megmenteni a
kiilonboz6 génektdl mutalodott mitokondriumokat azaltal, hogy kiegészitik egymast, és
igy pl. a toxikus stresszre adott valaszreakcidjukban maximalizalni tudjék az oxidativ
kapacitasukat (Youle és mtsai 2012).

A mitokondrialis fizi6 a(z) mtDNS megfeleld szamanak a fenntartasahoz
sziikséges (Philp és mtsai 2011), és ahhoz, hogy a novekedéssel és osztodassal
megfeleld szama mitokondriummal népesitsék be a sejtet. A fizi6 gyakran
proapoptotikus szerepet jatszik (Santin és mtsai 2013) azaltal, hogy elkiiloniti a
leginkabb sériilt mitokondriumokat annak érdekében, hogy megdrizze a mitokondridlis
halozat egészségét/épségét (Youle és mtsai 2012) (2. abra)

Ding ¢s munkatarsai az egyszeri terhelés hatasat vizsgaltdk néhany, a
mitokondrialis funkcioval kapcsolatos gén és fehérje esetében. Azt talaltadk, hogy az
Mfn1/2 hirvivé RNS-ek (messenger RNA — mRNS), valamint az Mfnl fehérje szintje is
csokkent. A Fisl mRNS és fehérje szintjében viszont szignifikans novekedést
tapasztaltak testedzés utan (Ding és mtsai 2010).

Bo ¢és kollégai is csokkend Mfnl/2, mig novekvd Fisl expresszidt taldltak
testedzés alatt. Ezen valtozdsok nagysdga a vizsgalat szerint fligg a testedzés

id6tartamatol (Bo és mtsai 2010).
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2. abra Mitokondrialis egyensily fenntartasa

A mitokondrium egy dinamikusan vadltozo sejtszervecske, melynek egyensulyban
tartasaert ket ellentétes folyamat — a mitokondrialis fuzio és fizio — a felelés. A fuzios

folyamatokért az Mfnl, mig a fizios folyamatokert a Fisl felel részben.

A maximalis oxigénfelvétel nemcsak az aerob teljesitményt jelzi, hanem szoros
Osszefliggésben van a haldlozassal és a taléléssel is. Az alloképességi teljesitményt a
maximalis oxigénfelvétel, a vazizomzat mitokondriadlis biogenezise és mitokondrialis
halézat, mindsége egyarant befolyasolja. A  mitokondridlis biogenezis (0]
mitokondriumok létrejtte) a PGC-1a — NRF-1 — TFAM tengely mentén megy végbe,
mig a dinamikus hal6zat egyenstlyanak fenntartaséért a Fisl és Mfnl nevili fehérjék a

felelosek részben.

1.3. Szabadgyokok, fehérje karbonilacid, fehérje lebont6 rendszerek

Ahogy azt mar kordbban is emlitettiik a vazizomzat sok sejtmagot tartalmazo,
energetikailag nagyon aktiv szovet, amely ~80-90%-ban intermiofibrillaris
mitokondriumokat tartalmaz (Saleem és mtsai 2009). A mitokondrium oxidativ modon
termel energiat ATP formajaban (Peterson és mtsai 2012), ami az izomosszehtuzoédashoz
is elengedhetetlen (Huxley 1957), de a folyamat soran szabadgyokok is képzédnek.

A szabadgyokok olyan atomok vagy molekulak, melyek kiilsé elektronhéjan egy
vagy tobb parositatlan elektron talalhaté (Marzatico és mtsai 1997). A szabadgyokok
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igy igen instabilak és reaktivak, konnyen tudnak felvenni elektront mas molekulaktol. A
keletkezd reaktiv oxigén gyokok (ROS) képesek moddositani a sejt alkotoelemeit, a
DNS-t, a fehérjéket, szénhidratokat és lipideket (Lobo és mtsai 2010), de akar a sejt
halalat is okozhatjak (Orrenius 2007).

Szervezetliink antioxidans rendszerrel rendelkezik, melynek feladata a
karosodasok minimalizalasa, illetve megelézése (Halliwell 1995). A sejt egy belsd,
enzimatikus, és egy kiils6, a taplalkozas altal beviheté antioxidans rendszerrel
rendelkezik (Sies 1997). A 6 enzimatikus antioxidansok a szuperoxid-dizmutaz (SOD),
a katalaz és a glutation peroxidaz (Birben ¢és mtsai 2012), melyek semlegesitik, vizzé
alakitjak a keletkez6 szabadgyokoket (Ji és mtsai 2000) A SOD-nak harom fajtajat
kiilonboztethetjik meg; a réz-cink-SOD a sejtplazmaban, a mangan-SOD a
mitokondriumban, mig az extracellularis SOD a sejten kiviil talalhatd (Zelko és mtsai
2002). A katalaz és a glutation peroxidaz a sejtplazmaban és a mitokondriumban
egyarant megtalalhatdo (Matsuo M. és mtsai 2000). A kiils6, nem-enzimatikus
antioxidansok ko6zé tartozik példaul a C-vitamin, E-vitamin, karotinoidok, hugysav
(Birben és mtsai 2012).

A szabadgyokokrol egészen az 1990-es évekig azt gondoltak, hogy nagy
mennyiségben csak negativ hatasuk van a szervezetre, amely felelds az oxidativ stressz
(amikor is a reaktiv oxigén gyokok (szabadgyokok) és az antioxidans rendszer kozotti
egyenstlyban zavar keletkezik (Betteridge 2000)), és az dregedés folyamataért. Ma mar
tudjuk, hogy megfeleld mennyiségben sziikséges bizonyos jelatviteli folyamatokhoz. A
ROS indit el tobbek kozott egy olyan folyamatot, amely a mitokondrialis biogenezisben
kulcsszerepet jatszo PGC-1a novekedéséhez vezet. Ezenkiviil szerepe van a fiziologias
és patologias koriilmények kozott 1étrejove autofagiaban is. Tovabba egyre tobb
bizonyiték van arra, hogy a ROS képes — a legtobb esetben csékkenteni — a miogenikus

differencialodas hatékonysagat. (Barbieri és mtsai 2012).

Ahogy azt mar emlitettiik a szabadgyokok karosithatjak a fehérjéket (Lobo és
mtsai 2010), amely a fehérjék karbonil kotéseinek felszaporodasaval jar (Suzuki és
mtsai 2010). A felszaporodott karbonil kotéseket 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
segitségével (Suzuki és mtsai 2010) konnyen ki lehet mutatni. A DNPH-boI stabil
dinitrofenilhidrazon (DNP) keletkezik, amelyet spektrofotométerrel, ELISA-val
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(enzyme-linked immunosorbent assay) vagy Western-blot technikaval detektalhatunk
(Dalle-Donne és mtsai 2003).

Karbonilalt fehérjék szintjét mérték plazmaban nem dohanyzo6, edzett férfiaknal
kerékpéros ergométeren a maximalis oxigénfelvételiik 70, 75 és 80%-an. A karbonilalt
fehérjék koncentracidja a teszt utdn egybdl, ill. 30 perccel a 75 és 80%-0s VO,max
teljesitmény mellett nétt (de Gonzalo-Calvo és mtsai 2013).

Egy masik tanulményban szintén az oxidativ stressz markerek novekedését
figyelték meg. Itt kimeritd aerob és nem-aerob izometrids terhelés utan mérték tébbek
izometrids terhelés utdn 12%-0S novekedést figyeltek meg a karbonildlt fehérje
szintjében a teszt el6tti allapothoz képest (Alessio és mtsai 2000).

Wadley ¢s munkatarsainak (Wadley és mtsai 2016) dsszefoglald tanulmanyabol
atfogd képet kaphatunk arra vonatkozolag, hogy melyek azok az edzésterhelési
OsszetevOok (intenzitas, idétartam, terjedelem), amelyekre a karbonilalt fehérjék
felhalmozddasa érzékeny. Tanulmanyuk alapjan lathatjuk, hogy szédmos vizsgalat
szerint magas intenzitast edzés (a VO,max 80%-nak megfeleld intenzitas) hatasara né a
karbonilalt fehérjék szintje a plazmaban terhelés utan. De ennek ellenkezdjére is hoznak
fel példat a szakirodalombol. Magas intenzitast, szubmaximalis terhelés soran nem
talaltak valtozast, vagy épp csokkeno értékeket mértek a plazmaban talalhato karbonilalt
fehérjék szintjében. Azonban az intenzitas mellett az idétartam is fontos faktor lehet a
karbonilalt fehérjék felhalmozodasaban. Példaként emlitenek egy olyan vizsgalatot, ahol
a 120 percig tartd kerékparozas a VOomax 70%-an nagyobb novekedést eredményezett
a noi1 és férfi résztvevok plazmdjdban meért karbonilalt fehérje szintjében, mint az
ugyanekkora intenzitdson végzett 30 és 60 perces terhelés. Osszefoglalasként
megemlitik, hogy az edzés intenzitds (> VO,max 70%) és az idétartam (> 60 perc) tlinik

a legfobb faktoroknak, amelyeknek hatdsara n6 a karbonilalt fehérjék koncentracigja.

A felszaporodott, karosodott fehérjék szamos jelatviteli folyamatra hatassal
lehetnek, melyek kiilonb6z6 rendellenességek, betegségek kialakulasért felelhetnek. A
karosodott fehérjék szama fiigg a keletkezésiikk és a lebontdsi folyamatuk kozti
egyensulytol (Chondrogianni és mtsai 2014). A sériilt fehérjék lebontasa két 6
utvonalon torténhet: az autofagias-lizoszomas utvonalon, és a(z) ubiquitin-proteaszoma

rendszeren keresztiil (Pan és mtsai 2008, Chondrogianni és mtsai 2014). A proteaszéma
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egy multikatalitikus rendszer, amely fontos szerepet jatszik a nemkivanatos fehérjék —
az ép fehérjék, a karosodott, a mutalodott vagy a feltekeredett fehérjék — lebontasaban
(Costa és mtsai 2007). Jelen vizsgalatunkban a proteaszoma fehéjét a PSMAG6

segitségével mértiik.

A(z) ubiquitin-proteaszéma rendszer az elsddleges fehérjelebontd az eukaridta
sejtekben, ahol a 26S proteaszoma jatssza a legfontosabb szerepet (Forster és mitsai
2013). A 26S proteszoma egy 2,5 megadalton stlyu protein komplex, amely t6bb mint
30 kiilonboz6 fehérje alegységbdl épiil fel. Ezek koziil a legjelentdsebb a kozponti részt
képez6 20S alegység, és a szabalyozasért felelos 19S alegység (Voges és mtsai 1999,
Kim ¢és mtsai 2011). A(z) ubiqutinacio egy ATP-fiiggd folyamat, amely egy
haromlépéses kaszkad segitségével megy végbe. Elsé 1épésként a(z) ubiquitin-aktivald
enzim (E1) aktivalodik, amely a(z) ubiquitin-konjugaldé enzim (E2) segitségével a(z)
ubiquitin protein ligazhoz (E3) szallitédik, ahol a(z) ubiquitin izopeptid kotéssel a
fehérje lizin oldallancahoz kotédik. Az igy poliubiquitindlddott fehérjét mar felismeri a
26S proteaszoma, €s igen rovid id6 alatt rovid fehérjékké bontja le (Kim és mtsai 2011,
Amm és mtsai 2014).

Egerek esetében vizsgaltak az aerob edzés hatdsat a calpainra és a(z) ubiquitin-
proteaszoma rendszerre. 8 hetes aerob edzés hatasara a 26S proteaszoma aktivitas
emelkedését figyelték meg (Cunha és mtsai 2012). Id6s és fiatal patkanyok esetében a
fizikai aktivitas szintén novelte a proteaszoma aktivitast (Radak és mtsai 1999).

A(z) ubiquitin-proteaszoma rendszer mellett a mitokondrialis matrixban
talalhat6 Lon proteaz (LonP) is fontos szerepet jatszik a proteolizis folyamata soran a
karosodott fehérjék eltavolitasaban (I. Lee és mtsai 2008), amely az autofagias-
lizoszomas rendszer része.. A LonP egy ATP-fiiggd proteaz, amely segit fenntartani a
sejt homeosztazisat, szerepet jatszik a DNS sériilések tulélésében, valamint a stressz
altal okozott valtozasok karos hatasainak kikiiszobolésében (I. Lee és mtsai 2006). A
LonP ezen kivill kozremiikodik a(z) mtDNS fenntartasaban és a génexpresszio
szabalyozasaban (Liu és mtsai 2004), részt vesz a TFAM lebontasaban is, amikor a
szubsztrat pl. foszforilalodik, tovabba fenntartja a TFAM/mtDNS aranyt (Lu és mtsai
2013) a TFAM szelektiv lebontasa révén (Matsushima és mtsai 2010).
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A mitokondrium oxidativ modon termel energiat, melynek soran szabadgyokok
képzddnek. A szabadgyokok kiilsé elektronhéjan egy vagy tobb parositatlan elektron
talalhatd, igy igen instabilak és reaktivak, karosithatjak a fehérjéket. A sériilt fehérjék
lebontasa az autofagias-lizoszomas, valamint a(z) ubuquitin-proteaszoma utvonalon
torténhet. A mitokondridlis matrixban a Lon protedz nevili enzim vesz részt a karosodott

fehérjék eltavolitasaban.

1.4. Sirtuinok (silent information regulator)

A vazizom mikodése energiaigényes folyamat (Baker ¢és mtsai 2010,
Westerblad és mtsai 2010), melynek soran szabadgyokok képzédnek (Powers és mtsai
2011), ill. ennek kovetkezményeként karosodhatnak a fehérjék is (Fedorova és mtsai
2009). Az anyagcsere folyamatok és a szabadgyok képzddés kozott a kapcsolatot a
sirtuin enzim csalad biztositja (Li és mtsai 2011).

A sirtuinok a hiszton deacetilazok harmadik osztalyat képezik, amelyek minden
egyes deacetilacios ciklus soran egy molekula nikotinamid adenine dinucleotide-ot
(NAD") igényelnek (Imai és mtsai 2000). A sirtuin fehérjék koziil elséként a silent
information regulator 2-t (SIR2) fedezték fel az élesztben (Wierman és mtsai 2014),
amelynek emldsok esetében hét homologjat (SIRT1-7) azonositottak (Vaquero 2009). A
SIRT1, SIRT6 és SIRT7 fehérjék a sejtmagban, mig a SIRT3, SIRT4 és SIRTS a
mitokondriumban talalhatok. A SIRT2-t kezdetben, mint citoszolikus fehérje irtak le, de
a legfrissebb kutatasok alapjan tudjuk, hogy a sejtmagban is megtalalhato (Chang és
mtsai 2014). A sirtuinok a sejt kiilonb6zo részeiben talalhatoak, ezért tobbek kozott az
oregedési folyamatokban (Koltai és mtsai 2010, Marton és mtsai 2010), zsir- és cukor
anyagcserében (Fiorino és mtsai 2014, Guclu és mtsai 2016), DNS javitasban (Choi és
mtsai 2014), mitokondrialis biogenezisben (Sack és mtsai 2012), gyulladasi
folyamatokban (Hwang és mtsai 2013), daganatok kialakulasaban (Ohanna és mtsai
2014), apoptozisban (Verdin és mtsai 2010), agyi funkciokban (Libert és mtsai 2013),
valamint az izomrostok differencialoédasaban is fontos szerepet jatszanak (Fulco és
mtsai 2003). Emellett feltételezziik, hogy a sirtuinok kulcsszerepet jatszanak a szervezet
stressz ellenallasaban (Alcendor és mtsai 2007), és felelések a kaloria megszoritasos

diéta élettartam novel6 hatasaiban (Park és mtsai 2013).
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A SIRT1 mar tobb mint egy évtizede a kutatok érdeklédésének a
kozéppontjaban all. Azéta tudjuk rola, hogy NAD'-fiiggd fehérje deacetildz, amely a
kiilonboz6 anyagcsere folyamatokért felelds szovetekben kulcsszerepet jatszik. Tovabba
a SIRT1 szabalyozza a gén expressziot, amely igy szamos folyamatot (pl.: energia
metabolizmus, stressz valasz) szabalyoz. De ezen kiviil szabélyozza a glikoz és lipid
anyagcserét, az inzulin kivalasztast a hasnyalmirigyben, érzékeli a tapanyag
elérhetdéséget a hipotalamuszban, befolyasolja az elhizas kivaltotta gyulladast a
makrofagokban €s moédositja az anyagcserében résztvevo szovetek cirkadian ritmusat
(Li 2013).

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a SIRT1 kozvetitd szereppel bir az oxidativ
stresszel szemben azaltal, hogy Sok, az antioxidans gének szabalyozasaért felelés
transzkripcids faktort kozvetleniil deacetilal. Nevezetesen, a SIRT1 a forkhead box
transzkripcids csaladhoz tartozd szamos faktort aktivalja, amelyek eldsegitik a SOD2
gén expresszojat. A SIRT1 egy onszabalyzo hurokban a korai novekedésért felelés early
growth response fehérjével miikodik egyiitt, amely szabalyozza a SOD2-t, hogy az
0sszehuzodo izomsejteket megvédje az oxidativ stressztél (Brunet és mtsai 2004, Pardo
¢és mtsai 2012, Merksamer és mtsai 2013).

A SIRTI1 mellett a sirtuin enzim csalad tobbi tagja is hozzajarul a sejtekben az
oxidativ stresszre adott valaszhoz. A SIRT3 védelmet biztosithat a tumorgenezis ellen
az oxidativ stressz mechanizmuséan keresztiil, mig a SIRT2 deacetildlja a forkhead box
O3a-t és elosegiti a sejt ellenallasat a hidrogén-peroxide-dal szemben. A SIRT6 a poly
(ADP-ribose) polymerase 1 mono-ADP ribozilacioja soran stimulalja a duplaszala DNS
torés javitasat az oxidativ stresszre adott valaszban, de a SIRT7 is noveli az oxidativ

stresszel szembeni ellenallast (Merksamer és mtsai 2013).

A SIRT1 fehérje szintje alloképességi testedzés hatasara n6 az agyban (Sarga és
mtsai 2013), a vazizomban (Huang és mtsai 2016), mint ahogy az irodalmi adatok
alapjan ismeretes. Mint azt tudjuk a PGC1-1a fontos szerepet jatszik a testedzés altal
kivaltott metabolikus adaptacioban vazizom esetében, amit a SIRT1 befolyasol. Suwa
¢s munkatarsai patkdnyok vazizomzatat vizsgéltdk akut edzés hatasara (futopad: 20
m/min, 18.5% meredekség, 45 perc). Az edzés utan 2 oraval a SIRTI, 18 oraval a
PGC1l-a novekedését figyelték meg. Tovabba intenzitds alapjan is mérték a fehérjék

szintjét. 14 nappal az alacsony (futopad: 20 m/min, 18.5% meredekség, 90 perc/nap) és
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a magas (futépad: 30 m/min, 18.5% meredekség, 60 perc/nap) intenzitast edzés utan is
nétt a SIRT1 szintje (Suwa és mtsai 2008).

Egy masik tanulmanyban a SIRTI szintjét edzés hatdsara fiatal és Oreg
patkanyokban mérték. Itt Oregedésre nétt a SIRT1 szintje, mig a testedzés
szignifikansan novelte a SIRT1 aktivitast (Koltai és mtsai 2010).

Human kisérletben is vizsgaltdk a SIRT1 valtozasat az edzés hatdsara. 6 hetes
nagy intenzitasu interval edzés (high-intensity interval training — HIT) utan az izom
SIRT1 aktivitasa (31%) és az aktivitds SIRT1 fehérje szintjére vonatkoztatott érték
(58%) noétt, annak ellenére, hogy a SIRT1 fehérje szintje (20%) csokkent (Gurd és mtsai
2010).

Egy masik, szintén HIT modszert alkalmaz6 kutatdsban a kiilsé vaskosizomban

a teljes SIRT1 tartalom ~56%-kal n6tt edzés utan (Little és mtsai 2010).

A sirtuinok NAD"-fiiggd fehérjék, amelyek koziil elséként a SIR2-t fedezték fel
az ¢lesztoben. Késobb hét homoldgjat azonositottdk emldsok esetében. A sejt
kiilonb6zd részeiben talalhatdak, szdmos folyamatban (6regedési folyamatok, DNS
javitas, mitokondrialis biogenezis, stb.) kiemelkedd szereppel birnak. A SIRT1 szintje
edzés hatasara nd, ahogy azt sok tanulmany is megerdsiti. Hatassal van a PGC-1a-ra,

igy befolyésolja a mitokondrialis biogenezist.

1.5. A sirtuinok és a NAD'/NADH kapcsolata

Mivel a SIRT1 egy NAD'-fiiggd fehérje (Pardo és mtsai 2011) ezért nem
meglepd, hogy a SIRT1 aktivitasa szorosan fligg a kornyezeti valtozasoktol, amelyek a
sejtben talalhato NAD® elérhetdséget befolyasolhatjdk. Az alacsony energia allapot,
amely létrejohet ¢hezés, kaldria visszafogas, testedzés soran, noveli a sejt NAD"
szintjét, amely stimulalja a SIRT1 aktivitast. Masrészrdl a magas energia allapot, mint a
magas zsirtartalmu diéta és az akut gyulladasos folyamatok csokkentik a NAD™ szintet,
amely igy csokkenti a SIRT1 aktivitast (Canto és mtsai 2012, Li 2013).

A sejtben talalhatd NAD® mennyisége nagyban fiigg a nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT/PBEF/Visfatin) szintjétol, hiszen NAMPT hatasara

lesz a nikotinamidbol NAD'. Az emberi szervezetben, beleértve a vazizomzatot is
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mindenhol jelen van a NAMPT, amely hozzasegiti a NAD"-ot, mint koenzimet a
metabolikus-/energia folyamatokban valé részvételhez, ill. a SIRT1 szamara ,,kotelez6”
szubsztratot jelent (Costford és mtsai 2010).

A NAD" a citoszolban, mitokondriumban és a sejtmagban talalhato.
Nyugalomban 1évé ember vazizomzatdban a NAD'/NADH arany magasabb a
citoszolban, mint a mitokondriumban. Allatkisérletek soran edzés hatisara a NADH
szint csokkenését, ezaltal a NAD" szint és a NAD'/NADH arany novekedését mérték.
De talalhatunk olyan irodalmi adatokat is, ahol a NADH nétt és a NAD'/NADH arany

csokkent edzés soran (White és mtsai 2012).

A sirtuin NAD"-fiiggd fehérje, hiszen minden egyes deacetilacios ciklushoz egy
NAD" molekula sziikséges, amely igy nagy mértékben fiigg minden olyan kornyezeti

véltozastol, amelyek a sejten beliil talalhaté6 NAD" mennyiségét befolyasoljak.

1.6. Az AMPK szerepe az energiahdztartiasban és a mitokondrialis biogenezisben

Szervezetiinkben az AMP-aktivalta protein kinase (AMPK) tobbek kozott a sejt
¢€s az egész szervezet energia egyensulyanak a fenntartasaért felel, de szerepet jatszik a
mitokondrialis biogenezisben is (Hardie 2008, Hardie 2011). Az izomdosszehuzodas
energiaigényes folyamat, amelynek soran megné az izom ATP igénye (Romanello és
mtsai 2010). Az él6 szervezetek sejtjeiben az ATP és az ADP feltoltheté elemhez
hasonléan mukodnek, ahol a feltéltés soran az ATP-bol hidrolizis soran ADP és foszfat
keletkezik. A mitokondrium megjelenésével egy idében sziikség volt egy olyan rendszer
kialakulasara, amely érzékeli az energia allapot valtozasat. Ezt a szerepet az AMPK tolti
be, amely nemcsak az AMP-t és ATP-t, de az ADP-t is szabalyozza. Az AMPK
metabolikus stressz hatdsara aktivalodik, amely létrejohet az ATP lebontasabol (pl.:
hypoxia, ischémia) vagy megnovekedett ATP fogyasztasbol (pl.: izomdsszehuzodas),
valamint novekvé sejten belili ADP:ATP és AMP:ATP aranybol Az energia
homeosztazis fenntartdsdhoz az AMPK bekapcsolja a lebontd folyamatokat, amelyek
ATP-t termelnek, és lekapcsolja azokat, amelyek ATP-t fogyasztanak (Hardie 2008,
Richter és mtsai 2009, Hardie 2011, O'Neill 2013).
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Az AMPK szabalyozza a PGC1l-o-t, amely mint tudjuk az NRF-1 — TFAM
tengelyen keresztiil felelds a mitokondrialis biogenezisért. Az AMPK kdzvetleniil
foszforilalja a PGC1-a-t, ezzel is eldsegitve a transzkripciojat (Hardie 2011).

Az AMPK a mitokondriélis biogenezis f6 szabalyozodja, amely szabalyozza az
intracellularis energia metabolizmust akut energia valsag esetén. Transzgenikus egerek
izomzataban overexpresszaltdk a dominant-negative mutalt AMPK-t, amelyet f-
guanadinopropionic acid-dal kezeltek. Ez a kezelés nem volt hatiassal az AMPK
aktivitasra vagy a mitokondrium tartalomra a dominant-negative mutalt AMPK
egerekben, de a vad tipusban elésegitette az izomzat AMPK és mitokondrialis
biogenezis aktivalasat. Mas AMPK antagonista hasznalat, mint az 5-amino-4-
imidazolecarboxamide 1-p-d-ribofuranoside (AICAR), megerésitette az AMPK

A testedzés a legerételjesebb fiziologias aktivatora az AMPK-nak, amely
emberek esetében noveli az AMPK aktivitasat vazizomban, €s ragcsalok esetében az
intraabdomindlis zsirszovetben, majban €s valdsziniileg mas szervekben is. Az AMPK
mennyisége a vazizomban alloképességi edzés hatasara valtozik. Edzett emberek
esetében az al AMPK magasabb, mint edzetleneknél. Tovabba 3 hetes intenziv
alloképességi edzés novelte az al és a2 AMPK expressziojat fiatal, egészséges egyének

esetében. (Richter s mtsai 2009).

Szervezetiinkben az AMPK tobbek kozott a sejt és az egész szervezet energia
egyensulyanak a fenntartasaért felel, de szerepet jatszik a mitokondrialis biogenezisben
is. Az AMPK kozvetleniil foszforilalja a PGC-1a-t, amely az NRF-1 — TFAM tengely
mentén keresztlil felel a mitokondriadlis biogenezisért. Az AMPK szintje testedzés

hatasara no.
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2. Célkituzések

2.1. A vizsgalat célja

A doktori disszertacidmban targyalt vizsgalat célja az volt, hogy valaszt kapjunk
az eltéré edzhetdséggel rendelkezd patkanyok esetében alloképességi edzés hatasara a
mitokondrialis biogenezisben bekdvetkezo kiilonbségekre vazizomban.

Az edzhetdség nemcsak az élsportban, hanem a rekreacios tevékenységek soran
is kiemelt jelentéséggel bir, melynek hatterében a genetika meghatdrozo szerepet tolt
be, ezért fontos annak tanulmanyozasa, hogy az eltéré genetikaval rendelkez6 egyének
esetében melyek lehetnek azok a mitokondridlis biogenezissel is 0sszefiiggd faktorok,

amelyek az edzhet6séget befolyasolhatjak.
Jelen vizsgalatot a kdvetkezd feltételezések tesztelésre terveztiik:
1. Az altalunk alkalmazott 12 hetes futdszalagos terhelés utan az LRT és HRT
csoportokat vizsgalva jelentds eltérés lesz mérhetd az allatok maximalis oxigén

felvétele és futési teljesitménye kozott a kontroll és az edz6 csoportokat illetden.

2. Az edzés altal bekdvetkezett valtozasok a redox egyenstlyban szerepet jatszanak

az edzésre adott eltéro valaszokban.

3. Az adenozin-monofoszfat-aktivalta protein kinaz (AMPK) jelentds hatassal bir a

vazizomzatban az edzésre.

4. A mitokondridlis biogenezisben szerepet jatsz6 faktorok magyarazzak az LRT és

HRT allatok eltéré edzhetdségét.
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3. Modszerek

3.1. Allatok és edzés protokoll

Genetikailag heterogén patkany populaciébol (N/NIH torzs, n=152) szarmazo,
végeztiik vizsgalatainkat. Az ,,edzésnek ellenallo” (low response trainers — LRT, n=13)
és ,,edzhet6”/,,edzésre reagald” (high response trainers — HRT, n=14) vonalat a
korabban mar emlitett amerikai kutatocsoport, Lauren Gerard Koch és Steven L Britton
dolgozta ki (Koch és mtsai 2013). 2001-ben egy masodik allatmodell kidolgozasaba
kezdtek azért, hogy az aerob edzéshez valé alkalmazkodasrol minél tobb informaciohoz
jussanak. Harom kiilonbozd patkédny populéciot elemeztek az edzhetdséghez valod
alkalmazkodas vizsgalata soran. Az 1. populacié (n=120) 10 éltaldban hasznalt patkdny
torzsbol, a 2. populacié (n=152) genetikailag heterogén N/NIH patkanyokbdl allt. A 2.
populacié allatai alkotjak az alap populaciot a szelektiv tenyésztéshez, a 3. populacid
(n=3114) létrehozéasahoz.

Minden 4llatot 10 hetes koratol kezdve egy 11 hetes edzés protokollnak vettetek
ald, amelynek soran hozzaszoktattdk Oket a 1) futdszalaghoz, 2) edzetlen allapotban
megmeérték a maximalis futasi tavolsagukat (DISTl), 3) 8 hetes aerob edzést végeztettek
veliik és 4) edzett allapotban is megmérték a maximalis futdsi tavolsagukat (DIST?).

Az edzhetOség alapjan szelektiven tenyészett patkanyok létrehozasdhoz a N/NIH
populéciobdl (2. populacio) 10 ndstény €s 10 him patkanyt valasztottak ki a legfelsé 10,
és a legalso 10 percentilis értékbdl, amit az edzésre adott valasz alapjan szdmoltak ki
(ADIST = DIST?— DIST?). fgy a fenotipikusan ,,legjobb” néstény és him allatok lettek a
3. populacio alapitd sziildi, akikbdl aztan kitenyésztették az altalunk is vizsgalt

»edzésnek ellenalldo” (low response trainers — LRT) és ,,edzhet6/,,edzésre reagald”

crer

Az LRT és HRT allatok 12 honaposak voltak a kisérlet megkezdésekor, amikor

iIs mindegyik csoporton beliil véletlenszerli mddon kontroll és edzé alcsoportot
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alakitottunk ki: kontroll LRT (control LRT — LRTC, n=6), edz6 LRT (exercised LRT —
LRTE, n=7), kontroll HRT (control HRT — HRTC, n=6) és edz6 HRT (exercised HRT —
HRTE, n=8).

Az allatoknak 12 — 12 éras vilagos — sotét megvilagitasi periodust biztositottunk
szobahdmérséklet mellett (22+1 °C), amelynek soran normal méretii ketrecben tartottuk
Oket, ketrecenként két allattal, ahol ad libitum fértek hozza a taplalékhoz és vizhez. A
kisérletet a helyi etikai bizottsdg jovahagyasaval végeztiik, és betartottuk az
allatkisérletekre vonatkoz6 eldirdsokat (The Guiding Principles for Care and Use of

Animals, EU), melyek a Helsinki Egyezményen (1964) alapulnak.

A 12 hétig tartdé edzés elsd hetében a kontroll és edzd csoport dallatait
megismertettiik, hozzaszoktattuk egy hat, kiilonallo savval rendelkez6 motor hajtotta
futészalaghoz, amelyet a Tektronik Kft. egyedi megrendelés alapjan készitett a
Sporttudomanyi Kutato Intézet szdmara. A futdszalaghoz valo adaptalodas elsd 5 napja
soran az allatok 10 percet futottak a futdszalag 5°-os meredeksége mellett, mikdzben az
egyes alkalmak sordn a sebességet fokozatosan noveltiik 8 m/percrél 23 m/percre.

A szoktatas, és a késobbiek soran is, masokhoz hasonléan (Koch és mtsai 2013)
jartunk el azokkal az allatokkal, amelyek nem voltak hajlandéak futni, ill. lecstisztak a
szalagrol. E16szor kézzel 6sztonoztiik 6ket, hogy tovabbfussanak. Ha ez nem miikodott,
akkor a szalag végén talalhato elektromos darammal (dramerésség: 1.2 mA, frekvencia: 3
Hz, iddtartam: 1.5 madasodperc) ellatott racs hasznalataval késztettiik az &llatokat a
feladat elvégzésére. Természetesen ennek az utdbbi lehetdségnek az alkalmazésat
probaltuk minimalisra csokkenteni, annak érdekében, hogy az allatokat minél kevesebb
stressz hatasnak tegylik ki, amelyek esetleg befolydssal lehetnek a késébbi
eredményeinkre.

A teljes edzés 12 hétig tartott az edzd allatok szdmara. Heti 6t alkalommal 30
percet futottak 12 héten keresztiil. A sebességet a csoport atlag maximalis
oxigénfelvételéhez (VO,max) tartozdé 70%-nak megfelelden allitottuk be, és igy
fokozatosan emeltiik 15 m/percrél 25 m/percre. Mindkét csoport VO,max-at kéthetente
mértiik egy specidlisan a patkdnyok szdmara kifejlesztett, zart rendszer(i
spiroergometrias késziilék segitségével (Columbus Instruments, Columbus, OH). A
maximalis oxigénfelvétel mérésének napjan az allatok egyéb futdszalagos terhelésben

mar nem részestltek.
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Célunk az alloképességi edzés hatasainak a vizsgalata volt, amihez a 70%-0S
maximalis oxigénfelvételhez tartozo intenzitast irodalmi adatok (Gaesser és mtsai 1984)
és sajat vizsgalataink alapjan valasztottuk (Radak és mtsai 2002, Sarga és mtsai 2013,
Hart és mtsai 2014, Marton és mtsai 2015, Marton és mtsai 2016). Koztudott, hogy az
aerob kapacitds fejlesztése az edzés intenzitasaval, idOtartamaval és az edzések
szdmaval Osszefliggésben van. Felnéttek esetében a fittségi szint fenntartdsdhoz, ill.
fejlesztéséhez a VO,max 50 — 85%-os intenzitasdnak megfeleld, legalabb 15 — 60 perc
folyamatos fizikai aktivitas ajanlott hetente 3 — 5 alkalommal (Gaesser és mtsai 1984).
Ezenkiviil a patkdnyok és az emberek VO,max értékei nagyon hasonldéak egyméshoz,
amely szintén a 70%-os intenzitas mellett szolt (Kemi és mtsai 2005).

A VO,max mérése a korabbi kutatdsaink soran alkalmazott protokollt kovette
(Hart 2012, Hart és mtsai 2013, Sarga és mtsai 2013). Az elsé 10 perc soran a
futdszalag nem ment, annak érdekében, hogy az éllat megnyugodjon, és igy
meghatarozhassuk a nyugalmi VO, értékét. A 10. perctdl 10 m/perces sebességgel
inditottuk a futdszalagot, amit 3 percenként tovabbi 5 m/perccel emeltiink egészen az
allat kifulladésaig.

A  mérés sordn harom szempontot vettink figyelembe a VO,max
meghatdrozasanal: 1) nem tortént valtozas a VOy-ben, amikor ndveltiik a sebességet, 2)
az allat nem tudott fennmaradni a futészalagon, és 3) a respiracidos kvociens
(RQ=VC,/VO,y)>1. A VO,max mérést befejezettnek tekintettiik, a vizsgalatot
leallitottuk €és nem ismételtiik meg, ha a felsorolt szempontok koziil legalabb egy

megvaldsult. A teszt elétt mértiik az allatok testsulyat és kozben a futdsi tavolsagot is.

Az allatokat az edzés protokoll befejezése utan két nappal dekapitaltuk, hogy
elkertiljiik az utols6 edzésbdl eredd akut metabolikus hatdsokat. A gastrocnemius izmot
kortiltekintéen eltavolitottuk az allatbol, lemértiik a tomegét, folyékony nitrogénbe
helyeztiik, majd tovabbi felhasznalasig — 80 °C-on taroltuk. A szdvetek egy részét lizis
pufferben homogenizaltuk, ill. a NAD*/NADH arany meghatarozashoz sziikséges

specialis sejtalkotok szepardlasanak modja a késobbiekben részletes ismertetésre kertil.

30



3.2. Western blot

A Western blot egy szemi-kvantitativ eljaras, amelynek segitségével
meghatarozhaté a szovetben 1évd fehérjék kiilonbozé hatdsokra torténd lehetséges
mennyiségi valtozasa (Mahmood és mtsai 2012). Az el6z6leg — 80 °C-on tarolt, fagyott
gastrocnemius izomszdvet homogenizalasa politronnal tortént. A homogenizalashoz 10-
szeres mennyiségili, enzim gatlokat (fenilmetilszulfonil fluorid, aprotinin, leupeptin
hemiszulfat, sodium orthovanadat) is tartalmazo lizis puffert (137 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH 8.0, 2% Nonidet P-40, 10% glycerol) hasznaltunk. A homogenizalast
kovetden a mintdkat 30 percig jégen razattuk, majd 4 °C-on és 15300xg-n
centrifugaltuk. Ezutan a feliiluszot atpipettazva egy uj eppendorf cs6be, a mintakat
tovabbi felhasznalasig — 80 °C-on taroltuk.

A  homogenat fehérjetartalmat a homogenizalé pufferben felhasznalt
detergenseknek megfeleléen Bradford (Bradford és mtsai 1976) mddszeren alapuld Bio-
Rad Protein Assay Kittel (Bio-Rad #600-005) végeztik. Az azonos fehérje
koncentraciora higitott mintakbol (5,4 mg/ml) 10 — 30 ul mennyiséget 8 — 12%
toménységli (v/v) poliakrilamid gélen (Sodium Dodecil Sulfate-polyacrilamide gel
electroforesis — SDS-PAGE) futtattunk, amelynek soran a fehérjék az elektromos aram
hat4sara molekulastilyuknak megfeleléen szeparalodtak. Ezutan a fehérjéket — szintén
elektromos aram segitségével — PVDF (Polyvinylidine Fluoride) membranra
(Immobilon-P°? Membrane, Merck Millipore) transzferdltuk. A transzfer utan a
membrant 5%-os zsirmentes tejporos TBS-T (Triss Buffered Saline Tween 20) vagy
1%-o0s Bovine Serum Albumin oldatban blokkoltuk 4 °C-on. Blokkolas utan egy egész
¢jszakan 4t 4 °C-on, a kimutatni kivant fehérje ellen termeltetett specidlis antitestet
tartalmazo oldattal kezeltiik a membrant (1. tablazat). Az elsddleges antitesttel inkubalt
memrant 3x10 percig TBS-T-vel mostuk, majd blokkoldé oldatban higitott HRP-
konjugalt (Horseradish Peroxidase) masodlagos antitesttel (1. tablazat) kezeltiik tovabbi
1 6ran keresztiil 4 °C-on. A masodlagos antitestekkel valo inkubdalas utan ismételten
3x10 percig TBS-T-vel mostuk a membrant. Ezt kovetden a membrant HRP-vel reagalo
szubsztrat oldatba helyeztiik 5 percre (SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate, Thermo Scientific #34080). A kemilumineszcencias reagens hatasara
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keletkez6 fényreakciot rontgen filmen rogzitettiik. A fehérje csikok intenzitdsat imagel

szoftverrel végeztiik és a-tubulinhoz normalizaltuk, ami belsd kontrollként szolgal.

1. tablazat A vizsgalat soran felhasznalt elsodleges és masodlagos antitestek

Elsodleges antitest/antigén

Higitasi arany Gyarto Katalogusszam
COX-4 1:1000 Santa Cruz SC-69359
DNP 1:150 Chemicon S7150
PSMAG6 1:1000 Cell Signaling 2459
LonP1 1:500 sajat készités
HSP78 1:5000 Abcam ab87253
AMPKa 1:1400 Cell Signaling 2532S
pAMPKa 1:500 Cell Signaling 2535S
SIRT1 1:500 Millipore, Upstate 07-131
PGC1l-a 1:500 Santa Cruz sc-13067
TFAM 1:1000 Santa Cruz sc-30963
NRF-1 1:1000 Santa Cruz sc-33771
Fisl 1:500 Santa Cruz sc-98900
Mfnl 1:3000 Santa Cruz 50330
a-tubulin 1:15000 Sigma T6199
Masodlagos antitest/antigén
anti goat IgG | 1:3000 Sigma A5420
anti rabbit 1gG | 1:3000 Sigma A9169

3.3. Karbonilalt fehérjék kimutatasa

Az oxidalt fehérjék mennyiségi valtozasanak meghatarozasahoz Oxyblot Kittet

(Chemicon/Millipore, S7150) hasznaltunk a gyari leirasnak megfeleléen. A mintakat 4-

dinitrofenilhidrazinnal

(DNPH) kezeltiik, majd

szobahOmeérsékleten

15 percig

inkubaltuk neutralizalé pufferrel (Chemicon/Millipore). Az igy moddositott fehérjéket
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10%-0s SDS-PA gélen megfutattuk, majd PVDF membranra blottoltuk. A transzferalas
utan a membrant 5%-os zsirmentes tejporos Dulbecco-PBS-T-ben (Phosphate Buffered
Saline+0.5% Tween 20) blokkoltuk 3 oraig ¢és anti-DNP elsddleges antitesttel kezeltiik
egy ¢jszakan keresztiil 4 °C-on. 3x10 perces PBS-T-s mosast kdvetéen a membrant 1
oran keresztiil szobahémérsékleten HRP-konjugélt masodlagos antitesttel inkubaltuk.
Az immun komplexet kemilumineszcens szubsztrat hozzdadéasaval rontgenfilmen valo

elOhivassal jelenitettiik meg.

3.4. Citrat szintetaz aktivitas mérés

A citrat szintetdz (CS) a citromsav-ciklus elsd reakciojat katalizalo
folyamatszabalyoz6 enzim. Az enzim az acetil-koenzim-A és az oxalacetat kozotti
reakciot katalizalja a citromsavbol. Ezt az enzimet a sértetlen mitokondrium szam
becsléséhez hasznaljuk.

A mérést Shepherd és Garland (Shepherd és mtsai 1969) leirasa alapjan
lyuku 4tlatsz6 mikrolemezre. A méréshez a kovetkezd reagenseket hasznaltuk: 0.1 M
Tris-HCI pH 8.0, 10 mM 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), 50 mM kalium-oxalacetat
pH 7.5, 5 mM acetyl-CoA. Miutan 6sszemértiik a reagenseket a mintaval, az optikai
denzitast ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX) 405 nm-en olvastuk le
a 0., 1., 2. és 3. percben, majd az aktivitast pmol/min/mg fehérje mennyiségben

hataroztuk meg.

3.5. NAD"/NADH szint mérése

Az izomszévet NAD'/NADH aranyinak meghatirozasakor a NAD'/NADH
Quantification Kit (Bio Vision, K337-100) gyari protokolljat kovettiik. 20 mg szovetet
NADH/NAD extrakcios pufferben homogenizaltunk, majd 10 kDa-0s Microcon cut-off

szUrdn atszlrtiik a homogenatot. Elséként a minta NADH mennyiségét hataroztuk meg,
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majd a mintdban 1évé NAD'-ot 60 °C-ra torténd felmelegitéssel (30 perc) majd
lehiitéssel NADH-va redukaltuk és a 96 lyuku atlatsz6 mikrolemezre mértiik. Ezutan a
megndvekedett, teljes NADH mennyiséget (NADt) 10 ul NADH el6hivo folyadék
hozzaadasa utan 450 nm-es hullamhosszon ELISA leolvasdval (Thermo Labsystems
Multiskan EX) detektaltunk az 5 o6ras folyamat soran 30 percenként. A NAD®
mennyiséget a NADt-NADH kiilonbségébdl becsiiltiik.

3.6. A reaktiv oxigén gyokok meghatarozasa

A teljes reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species — ROS) mennyiségének
meghatarozasara a diklorodihidrofluoreszcein diacetatot (H,DCFDA) hasznaltuk
(Radak és mtsai 2004). A H,DCFDA (Invitrogen-Molecular Probes #D399)
festékanyagot 12.5 mM-ra higitva ethanolban oldottuk fel és — 80 °C-on, sdtétben
taroltuk. A téarolt torzsoldatot mérés el6tt kalium-foszfat pufferrel 125 pM-0s
koncentraciora higitottuk. A fluoreszcens reakcidoban 152 pl/lyuk kalium-foszfat puffert
(pH 7.4) vittiink fel a 96 lyukt fekete mikrolemezre, amihez 8 pl higitott izomszdvet
mintat mértiink és 40 pl 125 pM-o0s H,DCFDA festéket adtunk, hogy elérjiik a 25 pM-
os veégsd koncentraciot. A fluoreszcens intenzitds valtozast 30 percen keresztil 5
percenként mértiilk 485 nm-es excitacios €s 538 nm-es emisszios hullamhossz
hasznalataval (Fluoroskan Ascent FL). A fluoreszcens intenzitast a fehérjetartalommal

normalizéltuk és relativ unit / mg fehérjében fejeztiik ki.

3.7. Génexpresszios vizsgalat (real-time quantitative RT-PCR)

Az AMPKo (PRKAA1L) hirvivdé RNS (messenger RNS — mRNS) szintjének
mérését a korabban leirtak szerint végeztiik (Radak és mtsai 2011, Marosi 2012). Az
RNS-t ~30 mg izomszovetbdl a NucleoSpin® RNA/Protein kit segitségével (Macherey-
Nagel, Diiren, Germany) izolaltuk a gyari leirast kovetve. Az izolalas soran nyert RNS-

bél komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk a megfeleld kit felhasznalasaval
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(cDNA Syhnthesis kit, Bioline, #Biol-65026). A real-time polimeraz lancreakciokat
(real-time polymerazse chain reaction — real-time PCR) Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research, Australia) késziilékkel végeztiik. A mérés soran SYBR Green (EVA-Green,
Biotium, #31000) és ImmoMix (#IMX-110C, Bioline) reagenseket hasznaltunk. A
SYBR Green interkaldlodo festék a duplaszala DNS-hez kotddik, foton formajaban
leadott tobbletenergidja 530 nm-en kimutathatd. A bekotédott SYBR Green 1
mennyisége, ¢és igy a detektalt jel nagysaga aranyos a kettds szalu DNS hosszaval ¢és
mennyiségével. Mivel a SYBR Green I minden duplaszalit DNS-hez képes kotddni, a
hibas koncentracid érték elkeriilése érdekében a kapott PCR termékeket az olvadasi
gorbe analizisen kiviil még minden esetben agardz gél-elektroforézissel is ellendriztiik.
A kovetkezd PCR koriilményeket alkalmaztuk: 95 °C 10 perc; 95 °C 15 mésodperc, 60
°C 1 perc (40 cikluson keresztiil).

A mintak ,,cycle treshold” (Ct) értékei a PCR reakcid soran minden gén esetében
a 20-40 ciklusok kozotti tartomanyba estek. Az egyes gének expressziojat relativ
kvantifikalassal hataroztuk meg az Applied Biosystem (User Bulletin #2) Gtmutatasat
kévetve az tGgynevezett ““Ct formulat hasznalva. A kezeletlen mintak endogén
kontrollal valé normalizalt (*Ct) expresszids értékébol kivontuk a kezelt mintak értékeit
(**Ct), majd a relativ expressziét a PCR hatékonysaginak figyelembe vételével
hatéroztuk meg (2-**“"). A PCR reakci6 soran hasznalt primereket a 2. tablazat foglalja

Ossze. Az AMPKa mRNS gén expresszidjat B-actinhoz normalizaltuk.
2. tablazat A PCR reakcié soran hasznalt primerek

Primer szekvencia

Referencia gén
p-actin | Forward 5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3’
p-actin | Reverse 5-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCT-3'

Cél (target) gén
AMPKao | Forward 5’-GACTGGACATAAAGTTGCTGTGA-3’23
AMPKa | Reverse 5-°GGATTTTCCCGACCACGTC-3’ 19
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3.8. Statisztikai elemzés

Az adatok kiértékelését, a szignifikans kiilonbségek megallapitasat
STATISTICA 11.0 programban normalitas vizsgalatot kovetden vizsgaltuk. Mivel a
valtozok jelentds része nem mutatott normal eloszlast, igy az 0Osszes valtozd
elemzésénél nem paraméteres, Kruskall-Wallis ANOVA-t hasznaltunk. Ezt kovetéen
post-hoc analizist végeztliink, melynek alapja a 2 mintds t-proba nem paraméteres
vizsgalata (Mann-Whitney proba). Egyes adatok esetében nem paraméteres kétmintas t-

probat is alkalmaztunk. A szignifikancia szintjét p<0,05 és p<0,01-nél hataroztuk meg.
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4. Eredmények

Az Eredmények fejezetben a szignifikdns kiilonbségek minden esetben a
csoportok kozti kiilonbségeket jelentik.

Az éllatok teststlyat a 12 hetes edzés soran hetente mértiikk. Az ,,edzésnek
ellenalld” és az ,,edzhet6” allatok kiindulasi teststlya azonos volt. A harmadik mérési
alkalomtol kezdve az ,edzésnek ellenalld” allatok és az ,,edzhet6” allatok edzo
csoportjanak testsulya folyamatosan csokkent. A(z) LRTE allatok testsulya a kiindulasi
értékekhez képest szignifikansan csokkent az edzés periddus végére (p<0,05) a(z)
LRTC csoporthoz képest (422,14+15,19 vs. 474,00£14,10 g), valamint hasonlo
valtozast figyeltink meg a HRTE ¢és HRTC csoportoknal is (410,63+£9,52 vs.
471,00+12,88 Q).

Az edzés program elkezdése eldtt a maximalis oxigénfelvétel (VO,max) hasonld
volt a négy kisérleti csoport kozott — LRTC, LRTE, HRTC és HRTE —, atlagban
~65+7,5 ml/kg/min. Az alloképességi edzés szignifikdnsan novelte a VO,max szintjét
a(z) LRTE és HRTE csoportokban (p<0,05) a kontroll allatokhoz képest. Ez a
kiilonbség a harmadik mérési alkalomtdl kezdve élesen elkiiloniil az edzd és a kontroll
csoportok kozott, amely a ndvekedés az edzés protokoll utolsé hetében sokkal
erbteljesebb volt a HRTE allatok esetében (p<0,01), mint a(z) LRTE allatok esetében

(p<0,05) (3. abra), amit nem paraméteres kétmintas t-probaval elemeztiink.
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3. abra Maximalis oxigénfelvétel

A maximalis oxigénfelvétel (VO,max) valtozdasa a 12 hetes edzés periodus alatt, amelyet
kéthetente mértiink. Az dbran: LRTC — , edzésnek ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE —
,,edzésnek ellendllo”, edzo, (n=7); HRTC — , edzésre reagdlo”, kontroll, (n=6), HRTE
— ,,edzésre reagdlo”, edzo, (n=8). A feltiintetett értékek: datlag+SE, *p<0,05 HRTC vs.
HRTE, **p<0,01 HRTC vs. HRTE, +p<0,05 LRTC vs. LRTE, ++p<0,01 LRTC vs.
LRTE.

Ahogy az mar a Mddszerek fejezetben emlitésre kertilt, a VO,max teszt soran az
allatok futdsi képességét is mértiik ugy, hogy rogzitettik az allatok altal megtett
tavolsagot. Hasonloan az aerob kapacitds eredményeihez, az alloképességi edzés
megkezdése eldtt itt sem volt kiilonbség a csoportok kozott, és a futasi tavolsag
folyamatosan €s szignifikdnsan nétt az edzd allatok korében a kontroll csoport tagjaihoz
képest. Ezen feliil szignifikans kiilonbséget figyelhettiink meg a(z) LRTE és HRTE
csoportok kozott. A HRTE allatok tobb mint 20 %-kal nagyobb futasi tavolsagot tettek

meg az utolsd mérési alkalom soran, mint a(z) LRTE csoport allatai (4. abra).
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4. abra Futasi tavolsag

A maximalis futasi tavolsag vdaltozasa a 12 hetes edzés periodus alatt, amelyet
kéthetente mértiink a VOymax méréssel egy idoben. Az abran: LRTC — , edzésnek
ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edzo, (n=7); HRTC -
,edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,edzésre reagdlo”, edz6, (n=8). A
feltiintetett értékek: atlag+SE, **p<0,01 HRTC vs. HRTE, ++p<0,01 LRTC vs. LRTE;
Ap<0,05 LRTE vs. HRTE.
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A vazizomzat mitokondrium szamat a COX-4 fehérje szintjével mértiik, amely
soran szignifikansan kiilonbséget mértiink a(z) LRTC és a(z) LRTE, valamint a HRTC
és HRTE csoportok kozott (5. abra).
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5. abra A COX-4 fehérje mennyiségi valtozasa

A COX-4 feherjével a vazizomzat mitokondrium szamat mertiik. A COX-4 fehérje
mennyiségi valtozdasat mutatoé hisztogram (A). A COX-4 fehérje mennyiségének
valtozasat reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — |, edzésnek
ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC -
,edzésre reagdlo”, kontroll, (n=6), HRTE — , edzésre reagdalo”, edzd, (n=8). A
feltiintetett értékek: atlag=SE,*p<0,05.
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A citrat szintetaz (CS) enzim aktivitdsat, ahogy azt mar korabban emlitettiik, a
sértetlen mitokondrium szam megméréséhez hasznaltuk. A CS aktivitashoz hasonldan a
COX-4 esetében is szignifikans kiilonbséget mértiink az ,,edzésnek ellenalld” €és az
»edzhetd¢” allatok kontroll és edzd csoportja kozott. Annyi kiillonbséget itt
felfedezhetiink, hogy az ,edzésnek ellenall6” kontroll és edzd csoport kozott itt
ellentétes iranya a folyamat, hiszen szignifikdns csokkenés tortént. Ezenkiviil a(z)
LRTE ¢és HRTE csoportok kozott is szignifikans kiilonbséget mértiink, az edzo
»edzhetd” allatok nagyobb mértékben reagaltak az edzésre, mint az ,,edzésnek ellenallo”
edz6 allatok. Ellentétben a COX-4-gyel, a CS esetében csak a HRTE allatoknal mértiink
szignifikdns kiilonbséget a HRTC vs. HRTE ¢és LRTE vs. HRTE (p<0,05)
osszehasonlitasban. Erdekesség, hogy a CS aktivitas szignifikinsan alacsonyabb volt az

edz6 LRT, mint a kontroll LRT allatokban (6. abra).
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6. abra Citrat szintetaz aktivitas a vazizomzatbol

A citrat szintetdz (CS) aktivitassal a vazizomzat sértetlen mitokondrium szamat mértiik.
Az abran: LRTC — ,,edzésnek ellenallo”, kontroll, (n=6); LRTE — ,, edzésnek ellendllo”,
edzo, (n=7); HRTC — , edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,,edzésre reagalo”,
edzo, (n=8). A feltiintetett értékek: atlag+SE, *p<0,05.

A reaktiv oxigén gyokok legnagyobb része a mitokondrialis 1égzési folyamat
mellékterméke (Austin és mtsai 2011), amelynek szintjét a HoDCFDA eljaras
segitségével mértiik. Szignifikdnsan alacsonyabb szintet mértiink a HRT 4allatok kontroll
csoportjaban a(z) LRT allatok kontroll csoportjahoz képest (14 % volt a kiilonbség a
HRTC és LRTC csoportok kozott). Az edzés hatdsara ndvekvd tendenciat figyelhetiink
meg a ROS szintjében a(z) LRT és HRT csoportoknal (7. abra).
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A ROS szint véltozasaval ellentétes kapcsolatot talaltunk a NAD'/NADH
aranynal, — amely a redox egyensuly meghatarozasara szolgal — mert itt csak a HRTE és
LRTE csoportok kozott tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni. A HRTC
csoportban a NAD*/NADH arany magasabb volt, mint a(z) LRTC csoportban (8. dbra).
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7. abra A reaktiv oxigén gyokok mennyiségének valtozasa

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) szintjének valtozasat a H,DCFDA-t felhaszndlva
fluoreszcens eljaras soran hataroztuk meg. Az abran: LRTC — ,,edzésnek ellenallo”,
kontroll, (n=6); LRTE —,, edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagdlo”,
kontroll, (n=6), HRTE — , edzésre reagalo”, edz6, (n=8). A feltiintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05.
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8. Abra NAD'/NADH arany valtozasa a vazizomzatban

A NAD*/NADH ardny segitségével a redox folyamatok egyensulydt mértiik. Az dbran:
LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edzo,
(n=7); HRTC — ,, edzésre reagadlo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,, edzésre reagdlo”, edzd,
(n=38). A feltiintetett értékek: atlag+SE, *p<0,05.

A sejtekben ¢€s szovetekben 1évo fehérjéket ért oxidativ stresszt, amelyet edzés is
kivalthat (Finaud és mtsai 2006), altalaban a reaktiv karbonil szarmazékok
mennyiségével becsiilhetjiikk (Radak és mtsai 2000). A karbonilalt fehérjék érzékenyek
lehetnek az intenzitasra és az idGtartamra is (Wadley és mtsai 2016), ahogy az az 1.3.
Szabadgyokok, fehérje karbonilacio, fehérje lebonté rendszerek cimi fejezetben is
emlitésre keriilt. A karbonildlodott fehérjék felhalmozodhatnak, amelyek igy szamos
betegség kialakulasanak a forrasai lehetnek (Koltai 2011, Hart 2012). Adataink alapjan
szignifikans kiilonbséget mértiink a HRTE és a HRTC allatok kozott, mig a(z) LRTE
csoportban nem tapasztaltunk semmiféle valtozast az ,,edzésnek ellenalld” kontroll

csoporthoz képest. (9. abra).
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9. abra A karbonilalt fehérjék mennyiségi valtozasa

A karbonilalt fehérjék szintje az oxidativan modosult fehérjéket jelzik. A karbonilalt
fehérjék mennyiségi valtozasat mutato hisztogram (A). A karbonildlt fehérjék
mennyiségének vdltozdsat reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben:
LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edzo,
(n=7); HRTC — ,,edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,,edzésre reagdlo”, edzo,
(n=38). A feltiintetett értékek: atlag+SE, **p<0,01.
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A sériilt fehérjék lebontasdban kdzremiikodd enzimek koziil a proteaszoma az
egyik f6 fehérje bontd enzim (Sorokin és mtsai 2009, Koltai 2011, Hart 2012). Edzés
hatasara a proteaszoma (PSMAG) altalunk mért R2-es alegységénck mennyisége edzés

hatasara mind a(z) LRT, mind a HRT csoportokban is szignifikdnsan nott (10. abra).
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10. abra A proteaszoma R2-es alegységének mennyiségi valtozasa

A proteszoma fehérje bonto enzim, amely igy hozzdjarul a feherjék mindségi
kontrolljdhoz. A proteaszoma mennyiségi vdltozdsat mutaté hisztogram (A). A
proteaszoma mennyiségének valtozasat reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B)
panelekben: LRTC - , edzésnek ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek
ellendllo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,, edzésre
reagadlo”, edzo, (n=38). A feltiintetett értékek: datlag+SE, *p<0,05.
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Mig a citoszdlban a proteszoma felelds a sériilt fehérjék lebontasaért, addig a
Lon proteaz a mitokondriumban végzi ugyanezt a feladatot (Hori és mtsai 2002, Hart
2012). Edzés hatasara csak a HRT csoportban mértiink szignifikans kiilonbséget, az
LRT csoportban nem tortént valtozas. Tovabba szignifikans a kiilonbség a(z) LRTE ¢és
HRTE csoportok kozott (11. bra).
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11. abra A Lon proteaz mennyiségi valtozasa

A Lon protedz a mitokondriumban felelos a sériilt fehérjék lebontasaért. A Lon protedz
mennyiségi valtozasat mutato hisztogram (A). A Lon protedaz mennyiségének valtozasat
reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — , edzésnek ellenallo”,
kontroll, (n=6); LRTE —,, edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagdlo”,
kontroll, (n=6), HRTE — , edzésre reagalo”, edz6, (n=8). A feltiintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05.
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A HSP78 egy mitokondridlis chaperone, amely a mitokondriumban a sériilt
fehérjéket jeloli meg a lebontd enzimek szdmara. A HSP78 szintjében nem tortént

valtozas a négy kisérleti csoporton beliil (12. abra).
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12. abra A HSP78 fehérje mennyiségi valtozasa

A HSP78 mennyiségi valtozasat mutaté hisztogram (A). A HSP78 mennyiségének
valtozasat reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — |, edzésnek
ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edzé, (n=7); HRTC -
,edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,edzésre reagdlo”, edzo, (n=8). A

feltiintetett értékek: atlag+SE.

Az AMPKa aktivitds fontos visszajelzdje a vazizom edzéshez valo
becstiltiik. Szignifikans novekedést figyelhetiink meg a HRTC csoportban a(z) LRTC,
ill. a HRTE csoporthoz képest (13. abra). A vazizomban taldlhat6 AMPKa fehérje
mennyisége mellett megmértik az AMPKa mRNS szintjét is, de itt nem talaltunk
kiilonbséget az egyes csoportok kozott (14. abra).
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13. abra Az AMPKa aktivitasa (pAMPKa/AMPKa arany)

crer

AMPKo. és a pAMPKa mennyiségi valtozasat mutato hisztogram (A). Az AMPKa és
PAMPK mennyiségének vdaltozasat reprezentalo rontgen kép (B). Az (A) és (B)
panelekben: LRTC — , edzésnek ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek
ellendllo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,,edzésre
reagadlo”, edzo, (n=8). A feltiintetett értékek: atlag=SE, *<p0.05.
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14. abra Az AMPKo mRNS expresszidja

Az AMPKa mRNS expressziojat RT-PCR modszerrel meértiik. Az abran: LRTC —
,edzésnek ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellendllo”, edzo, (n=7);
HRTC — ,, edzésre reagalo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,,edzésre reagalo”, edzo, (n=38). A
feltiintetett értékek: atlag+SE.
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A SIRTI1 fehérje érzékeny markere a metabolikus valtozasoknak (Li 2013).
Kontroll csoportok kozott nem mértiink kiillonbséget (LRTC vs. HRTC), de edzés
hatasara mindkét kisérleti csoportban (LRTE és HRTE) szignifikans kiilonbséget,

novekedést mértiink a szintjében (15. 4bra).
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15. abra A SIRT]1 fehérje mennyiségi valtozasa

A SIRTI fehérje, mint metabolikus valtozasra érzékeny marker. A SIRT1 mennyiségi
valtozasat mutato hisztogram (A). A SIRT1 mennyiségének valtozasat reprezentdlo
rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll,
(n=6); LRTE — ,, edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagadlo”, kontroll,
(n=6), HRTE - ,edzésre reagalo”, edz6, (n=8). A feltintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05, **<p0.01.
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A mitokondrialis biogenezis egyik fontos eleme a PGC1l-a, amelyrdl tudott,
hogy edzés hatasara né a szintje (Safdar ¢s mtsai 2011). Ennek ellenére novekedést csak
a HRTE csoportban mértiink, a(z) LRTC ¢és a(z) LRTE csoport kozott nem valtozott a
PGC1-a szintje (16. abra).
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16. abra A PGC1-o fehérje mennyiségi valtozasa

A PGCl-a fehérje a mitokondrialis biogenezis fo szabalyozdja. A PGCl-o mennyiségi
valtozasat mutato hisztogram (A). A PGCl-a mennyiségének valtozasat reprezentdlo
rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll,
(n=6); LRTE — ,, edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagadlo”, kontroll,
(n=6), HRTE - ,edzésre reagalo”, edz6, (n=8). A feltiintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05.
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A PGCl-a szabalyozza a mitokondridlis biogenezisben résztvevd TFAM és
NRF-1 fehérjéket. A(z) NRF-1 fehérje szintjének valtozasa a PGCl-la szintjéhez
hasonl6 mintdzatot mutatott. A(z) NRF-1 edzés hatdsara csak a HRTE csoportban
mutatott szignifikans kiilonbséget az ,,edzhet6” kontroll csoporthoz képest, ndvekedést,

mig a(z) LRTC és a(z) LRTE csoportok kozott nem talaltunk kiilonbséget (17. abra).
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17. abra Az NRF-1 fehérje mennyiségi valtozasa

Az NRF-1 fehérje a mitokondridlis biogenezisben vesz részt. Az NRF-1 mennyiségi
valtozdsat mutato hisztogram (A). Az NRF-1 mennyiségének valtozasat reprezentdlo
rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll,
(n=6); LRTE — ,, edzésnek ellendllo”, edzé, (n=7); HRTC — ,, edzésre reagald”, kontroll,
(n=6), HRTE - ,edzésre reagalo”, edz6, (n=8). A feltiintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05.
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A TFAM fehérje szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a(z) LRTE csoportban,
mint a(z) LRTC csoportban. A HRT allatok esetében a testedzés pedig novelte ezen
fehérje mennyiségét (18. abra).
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18. abra A TFAM fehérje mennyiségi valtozasa

A TFAM fehérje a mitokondridlis biogenezisben vesz részt. A TFAM mennyiségi
valtozasat mutato hisztogram (A). A TFAM mennyiségének vdltozasat reprezentdlo
rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben: LRTC — | edzésnek ellendllo”, kontroll,
(n=6); LRTE — ,, edzésnek ellenallo”, edz6, (n=7); HRTC — ,,edzésre reagadlo”’, kontroll,
(n=6), HRTE - ,edzésre reagalo”, edzd, (n=8). A [feltiintetett értékek:
atlag+SE, *p<0,05, **<p0.01.

A mitokondriumok mindéségi kontrolljanak szabalyozasaért részben fizios és
fuzios folyamatok felelnek (Chan 2006, Westermann 2010). A mitokondriumban a
fizios folyamatokért részben a Fisl felelds, melynek szintje a HRTC allatokban
szignifikansan alacsonyabb volt a(z) LRTC allatokhoz képest (19. abra). Edzés hatasara
mindkét csoportban (LRT és HRT) novekvé tendenciat figyelhetiink meg a kontroll
csoporthoz képest, bar szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt kimutatnunk.

A mitokondrium fazios folyamataért felelos fehérje, az Mfnl szintje ellentétesen
valtozott a Fisl-hez képest. Kontroll koriilmények kozott nem volt kiilonbség, mig
edzés hatasara szignifikdnsan csokkent a tartalma mindkét edz6 (LRTE és HRTE)
csoportban (20. abra).
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19. dbra A Fisl fehérje mennyiségi valtozasa

A mitokondrium mindségi kontrolljaért felelds a Fisl fehérje, mely a fizios folyamatokat
szabdlyozza. A Fisl mennyiségi valtozasat mutato hisztogram (A). A Fisl
mennyiségének valtozdsat reprezentdalo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben:
LRTC — , edzésnek ellendllo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellendllo”, edzd,
(n=7); HRTC — ,, edzésre reagdlo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,, edzésre reagdlo”, edzd,
(n=38). A feltiintetett értékek: atlag+SE, *p<0,05.

A B

3.5 1
3.0 1

2.5 1

20 A Mfnl . -— . u_ -86kDa

* %
*%
—>
1.5 1 !
¢-tubulin “ . . —55KkDa

N —— —

LRTC LRTE HRTC HRTE
0.5 A
0.0 A - : . ,

LRTC LRTE HRTC HRTE

Relativ denzitis

20. abra A(z) Mfn1 fehérje mennyiségi valtozasa

A mitokondrium mindségi kontrolljaért felelds a(z) Mfnl fehérje, mely a fiizios
folyamatokat szabdlyozza. A(Z)Mfn1 mennyiségi vailtozasat mutato hisztogram (A). A(z)
Mfnl mennyiségének valtozasat reprezentadlo rontgen kép (B). Az (A) és (B) panelekben:
LRTC — , edzésnek ellenallo”, kontroll, (n=6); LRTE — , edzésnek ellenallo”, edzo,
(n=7); HRTC — ,, edzésre reagdlo”, kontroll, (n=6), HRTE — ,, edzésre reagdlo”, edzd,
(n=38). A feltiintetett ertékek: atlag+SE, **p<0,01.
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5. Megbeszélés

Az edzhetdség a profi sport szintjén Oriasi jelentdséggel bir, de a mindennapi
egészség érdekében végzett rendszeres testedzEés soran is kiemelt szerepe van, hisz egy
amatOr sportolo is mindig fejlodni akar. Az edzhetdség egy igen Osszetett dolog, amely
sz€les hatarok kozott mozog, tobbek kozott a genetika is befolyasolja. Ezért nagy
kihivas egy olyan figyelemre méltd mechanizmust meghatarozni, amely hozzajarulhat
az ugyanarra az edzés ingerre adott eltéré reakciok alaposabb megismeréséhez, ill.
ahhoz, hogy megértsik az edzhetdség hatterében zajlo folyamatokat. Jelen
disszertdcioban lehetdséglink volt edzhetdség alapjan szelektiven tenyésztett
patkanyokon elfogulatlanul vizsgalni az edzhetéséget, az alloképességi edzés hatasat a

mitokondrialis biogenezisre vazizomzatban.

A vizsgéalat megkezdése eldtt feltételeztiikk, hogy az daltalunk alkalmazott 12
hetes futoszalagos terhelés utan az LRT és HRT csoportokat vizsgadlva jelentos eltérés
lesz mérheté az dllatok maximalis oxigén felvétele és futdsi teljesitménye kozott a
kontroll és az edzé csoportokat illetéen (1. hipotézis). A 12 hetes futdszalagos edzés
megkezdése el6tt a(z) LRT és HRT allatok VO,max értékei és futasi tavolsaga kozott
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, amely azt sugallja, hogy az edzhetdség nem
fiigg teljes mértékben a kiindulasi VO,max értékektél (Bouchard és mtsai 1999).
Alloképességi edzésre adott sokkal nagyobb mértékii valasz figyelhetd meg a futasi
tavolsagban a(z) LRT és HRT allatok kozott, mint a VO,max-nél, amely a VO,max
értékekben bekovetkezd valtozasok korlatolt edzhetdségét jelzik. Ezt a megallapitast
szamos human tanulmany is alatamasztja (Keller és mtsai 2011), miszerint a magas-
intenzitasu aerob teljesitmény nincs kapcsolatban a maximalis oxigénszallito
kapacitassal (Vollaard és mtsai 2009), valamint a kiindulasi aerob kapacitds sem
pozitivan sem negativan nincs Osszefiiggésben a testedzés altal kivaltott maximalis
aerob teljesitménnyel (Timmons és mtsai 2010). Tovabba, szintén human vizsgalatokkal
azt is alatamasztottak, hogy az edzéshez valo alkalmazkodas soran az aerob
teljesitményben ¢és az aerob kapacitasban torténd fejlédés egymastol fliggetleniil is

végbemehet (Radak és mtsai 2011).
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Természetesen az aerob kapacitdson kiviil sok mas tényezd is hozzajarulhat a
jobb futoteljesitményhez, amelyek magyardzatul szolgalhatnak a HRT allatok
jelentdsebb eredményeihez a futasi tavolsagot illetéen a 12 hetes terhelés végére, ahogy
azt Weston ¢és munkatarsai tanulmanyabol megtudhatjuk. 9 afrikai és 8 kaukazusi kozel
azonos VO,max értékekkel rendelkezd 10 km-es hosszatavfutonal vizsgaltak a plazma
laktat szintet és a citrat szintetaz aktivitast, mikozben mérték a maximalis O,
fogyasztasukat, cstics futoszalagos sebességiiket (peak treadmill velocity) és a
faradéassal szembeni ellenéllasukat egy magas intenzitasu futdszalagos terhelés soran.
Az afrikai futék faradassal szembeni ellenallasa, citrat szintetdz aktivitasa és 3-
hydroxyacyl-CoA dehidrogenaz szintjiik is magasabb volt kaukazusi tarsaikhoz képest,
amely magyarazatot adhat az afrikai futok dominancidjara a hosszutavfutas
versenyszamaiban (Weston és mtsai 1999). Mas szerzok is mutattak ki kapcsolatot a
plazma laktat szintje és a verseny irama kozott hosszutavfutas esetében (Farrell és mtsai
1979).

A mitokondriélis halozat kiemelkedd jelentdséggel bir a testedzés altal kivaltott
metabolikus valtozasokkal szembeni megkiizdés folyamataban. Holloszy allatkisérleten
alapul6 uttéré munkaja kimutatta, hogy a rendszeres testedzés noveli a mitokondrialis
enzimek aktivitasat és a mitokondrium tartalmat is (Holloszy 1967). Holloszy
felfedezését human vizsgalatok is alatamasztjak. Spina €s munkatarsai a citrat szintetaz
aktivitas, béta-hydroxyacyl-CoA dehidrogenaz, mitokondrialis tiolaz és a karnitin
acetiltranszferaz kozel 30%-os novekedésér6l szamolnak be edzés hatasara (Spina és
mtsai 1996).

Vizsgalatunk elején feltételeztiik, hogy az edzés dltal bekévetkezett vailtozasok a
redox egyensulyban szerepet jdatszanak az edzésre adott eltérd valaszokban (2.
hipotézis). Davies és munkatarsai kutatasa alapjan azt mondhatjuk, hogy a ROS az
edzés altal kivaltott mitokondrialis biogenezisben fontos szerepet jatszik (Davies és
mtsai 1982). Ahogy azt az eredményeknél lathatjuk a ROS kiindulasi szintje
szignifikansan alacsonyabb volt a(z) HRT éllatokban, mint a(z) LRT allatokban. A ROS
nemcsak izomsejten beliili, hanem izomsejten kiviili forrasokbol is termelddhet.
Megerdltetd terhelés izomsériilést eredményezhet, amely a neutrofilok és makrofagok
aktivalodasahoz vezethet az interferon-y, interleukin-1 és tumor nekrozis faktorokon

keresztiil. Ezek az immunsejtek nagymértékben termelnek ROS-t, amelyek a neutrofil
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védelmi vonal kozponti elemei (Steinbacher és mtsai 2015). Vizsgalatunkban a két
kontroll csoport allatainal taldltuk a ROS kiindulasi szintjében a kiilonbséget, amely
allatok a kéthetente esedékes futdszalagos VO;max mérésen kivill semmilyen
terhelésnek nem voltak kitéve. Ezenfeliil az allatok dekapitalasa is 2 nappal az utolséd
edzés befejezése utan tortént, hogy elkeriiljiik az akut metabolikus hatasokat. Ennek
ellenére lehetséges, hogy a(z) LRT allatok kontroll csoportjaban ezért detektaltunk
magasabb ROS szintet. Mivel vizsgalatunk soran az interferon-y, interleukin és tumor
nekrozis faktorokat nem mértiik, igy nem tudjuk eredményekkel alatamasztani ezt a
lehetdséget, igy pontos valaszt sem tudunk adni a két kontroll csoport kozott
tapasztalhato eltérésre. A ROS szintet H,DCFDA segitségével mértiik, amely nem
mutatott kiilonbséget a HRTE és LRTE csoport kdzott.

Emellett a ROS szamos jelzd folyamatban vesz részt, a redox homeosztazis
fenntartasaban is, ami szorosan kapcsolodik a sejtszintli anyagcseréhez (Radak és mtsai
2012). Jelen vizsgalatunkban ellentétes irany a ROS szintje és a NAD*/NADH arany
az ,edzésre reagald” allatok kontroll és edzd csoportja kozott (HRTC és HRTE
csoport), amely kontrollalt redox homeosztazist feltételez. A NAD'/NADH arany
csokkenésérdl novekvo intenzitasu edzés mellett (10 perc edzés kerékparon a VO,max
40 és 70%-an) masok is beszamolnak (Sahlin és mtsai 1987), amely megfigyelések
egybevagnak az altalunk kapott eredményekkel. Azonban ezt a kapcsolatot nem talaltuk
az ,,edzésnek ellendllo” (LRT) csoportok kozott. Masrészrol, a COX-4 szintjében sem
mutattunk ki szignifikans eltérést a két kontroll csoport kozott, ami azt sugallja, hogy a
redox egyensulyban bekovetkezd lehetséges eltérések nem befolyasoljak szignifikansan
a mitokondrialis biogenezist. COX-4 esetében szignifikans novekedést csak a(z) LRTC
¢s LRTE, valamint a HRTC és HRTE csoportok kozott mértiink, amely eredménytink
Osszecseng Short és munkatarsai megfigyelésével, akik 16 hetes aerob edzés hatdséra az
altalunk is vizsgalt markerek hasonlo valtozasat irtak le. A citrat szintetdz és a citokrom
¢ oxidaz aktivitas nétt, de a COX-4 mRNS szintje, valamint a PGC-1la, NRF-1 és
TFAM szintje is (Short és mtsai 2003).

Disszertaciomban szignifikansan magasabb szintet figyeltiink meg a karbonilalt
fehérjék szintjében a HRTE patkanyok csoportjaban az HRTC csoporthoz képest, mig
a(z) LRT éllatok esetében ilyen valtozast nem tapasztaltunk. A fehérje karbonilacio a

fehérje oxidacio egyik tipusa, amelyet a ROS elésegit (Pradeep és mtsai 2013), ha né a

56



ROS szintje, akkor né a karbonilalt fehérje szintje is (Nystrom 2005). A karbonilalt
fehérjéket a fehérjék oxidativ kdrosoddsdnak markereként hasznaljuk, azonban a
mérsékelt foku karbonilacid 0Osszefiiggésben lehet a fehérje turnover folyamatdval
(Radak és mtsai 2011). Igy a fehérje karbonilacié jelzi, hogy a sériilt fehérjék
lebontasra keriiljenek javitdsra, mert a karbonilacio egy visszafordithatatlan/
javithatatlan modosulas (Nystrom 2005). A fehérje degradacié szintjét a proteaszoma
R2-es alegységének és a LonP fehérjének a segitségével mértiikk, amely housekeeping
fehérjékrol tudjuk, hogy a rendszeres testedzés ndvelni tudja a szintjiiket. Ez egy fontos
folyamat, mert a fehérjék oxidativ modosuldsai a fehérjék funkcidvesztését
eredményezik (Poppek és mtsai 2006, Radak és mtsai 2008). A(z) LRT és HRT
csoportok kozotti kiilonbség hianya a proteaszoma indukcioban azt jelezheti, hogy ez a
citoszolban talalhato fehérje fiiggetlen lehet az edzhetdségtdl. Azonban nem ez tortént a
mitokondriumban lebomlé oxidalt fehérjékkel, mivel a LonP csak a HRTE csoportban
nétt a(z) LRTE és HRTC csoportokhoz képest.. A Lon protedz enzim szintje a HRTC
csoportban alacsonyabb szinthez kozelit, mint a(z) LRTC csoportban (p=0.22).
Azonban, egy kordbbi vizsgilatunk eredményeit figyelembe véve tudjuk, hogy az
oregedés gatolja a Lon protedzt a vazizomban, és ennek hatasat a testedzés mérsékelni
képes, az alloképességi teljesitmény novelni (Koltai és mtsai 2012). Ezért nem

jelenthetjiik ki, hogy a Lon proteaz fehérje szerepet jatszik az edzhetdségben.

Kutatasunk elején feltételeztiik, hogy az adenozin-monofoszfait-aktivailta protein
kinaz (AMPK) jelentés hatdssal bir a vdzizomzatban az edzésre (3. hipotézis). Az
AMPK-r6l érdemes tudni, hogy a terhelés intenzitdsdnak megfelelden aktivalodik,
amely aktivalodast mar a maximalis aerob kapacitas = 60 %-anal is megfigyeltek, mig
masok alacsony intenzitdsnal az AMPK aktivitas hosszantarto, elnytjtott hatasat talaltak
(Richter és mtsai 2009). Az AMPK egy fontos jelzd molekulaja az alloképességi
edzésnek, és az AMPK AICAR-ral val6 stimulalasaval novekvo aerob teljesitményrdl
lehet beszamolni (Narkar és mtsai 2008). A nem edz6 kontroll allatok csoportjai koziil a
HRT csoportban szignifikansan nagyobb AMPK aktivitast mértiink, mint a(z) LRT
csoportban, amely igy a HRT allatok szamara nagyobb ¢érzékenységet mutat a
metabolikus valtozasok érzékelése felé. Ebbdol adddéoan nem jelenthetjik ki
egyértelmiien, hogy az AMPKa aktivitdssal jar6 magasabb szint kedvezobb metabolikus

alapot jelent a jobb acrob edzhet6ség szamara. Az AMPKa mRNS szintjében nem
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talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott, de a(z) mRNS és a fehérje szint
kozotti eltérés nem igazan meglepd, a(z) mRNS lebomlasa, a nem megfeleld
transzkripcid, a(z) miRNS szabdlyozasa vagy a megvaltozott fehérje lebontas
kovetkeztében. Lessard és munkatarsai (Lessard és mtsai 2013) egy tanulmanyukban
arrol szdmolnak be, hogy akut edzés hatdsara az AMPK megfelelden aktivalddott a(z)
LRT ¢és HRT éllatokban, és nem valdszinti, hogy kapcsolatban 4ll az edzés ingerre adott
eltér6 alkalmazkodassal (Ai és mtsai 2002). Az edzésre csokkend AMPK aktivitas a(z)
LRT csoportban a citrat szintetiz csOkkenéssel egyiitt azt sugallja, hogy a
mitokondriummal &sszefiiggd faktorok fontosak lehetnek az edzhet6ség soran. Valdban,
az AMPK béta alegységének csokkenése a vdzizomzatban csokkent edzés toleranciat
eredményez anélkiil, hogy jelentds valtozas kovetkezne be a mitokondrium tartalomban
vagy a cukor anyagcserében (H. B. Lee és mtsai 1990).

Edzés hatasara novekvo SIRT1 szintet mértiink az ,,edzésnek ellenallo” és az
»edzésre reagald” csoportokban, amely alapjan feltételezhetjiik, hogy a(z) LRT és HRT
allatok edzhetésége kozotti kiilonbség fiiggetlen a SIRTI szinttél. Erdekes, hogy a
PGC1-a tartalom csak a HRTE csoportban nétt. Jelenleg megoszlanak a vélemények
arr6l, hogy a SIRT1 szerepet jatszik-e a PGCl-a aktivacidjaban. Néhany tanulmany
(Puigserver és mtsai 1999, Nemoto és mtsai 2005), beleértve Holloszy kutatocsoportjat
(Goodrick 1980) is, azt feltételezik, hogy a PGCl-a deacetilacidja gatolja a SIRT1
aktivitast és a mitokondridlis biogenezist, mig mas cikkek a SIRT1 altal deacetilalt
PGCl1l-a aktivitasrol szamolnak be (Lagouge és mtsai 2006, Feige és mtsai 2008, Canto
¢s mtsai 2009).

Jelen vizsgalat célja a mitokondrialis biogenezis tanulmanyozasa volt, amely
hozzajarulhat az edzésre adott eltér6 alkalmazkodas folyamatahoz. Feltételeztiik, hogy a
mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszo faktorok magyardzzak az LRT és HRT
allatok eltérd edzhetdségét (4. hipotézis). A mitokondrialis biogenezist a PGC1-a, NRF-
1 és TFAM fehérjék szabalyozzak. Ahogy azt korabban emlitettik, a PGC1-a edzés
hatasara nétt a HRTE csoportban a HRTC-hez képest, de nem nétt a(z) LRTE
csoportban a(z) LRTC-hez képest. A TFAM szintje edzésre csokkent az ,,edzésnek
ellendllo” LRT allatokndl, és nétt az ,,edzésre reagald” HRT csoportban. A TFAM
kapcsolatban van a magasabb aerob alloképességgel (Norrbom és mtsai 2010), amit mi
is nagyobbnak mértiink a HRTE csoportban. A TFAM ellentétesen valtozik edzés
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hatasara a(z) LRT csoportban a HRT csoporthoz képest, amely alapjan ez a fehérje
limitalo faktor lehet az edzhetdségben. Ezen kiviil a Lon protedz szintje parhuzamosan
valtozott a TFAM szintjével. A Lon proteaz kozremiikddik a fehérjék stabilitdsaban,
TFAM, steroidogenic acute regulatory protein és az akonitaz fehérjék lebontasaban
(Matsushima és mtsai 2012). Tovabba az NRF-1 a PGC1-a-hoz hasonldan valtozott; az
NRF-1 edzés hatasara indukalodott a HRT csoportban, de a(z) LRT csoportban nem.
gy a PGC1-a altal szabalyozott elemek csak az edzésre fogékony allatok csoportjaban
néttek.

Eredményeink alapjan a vazizom vizsgalatahoz megfogalmazott hipotézisekre a

kovetkezd vélaszokat adhatjuk:

1. Az altalunk alkalmazott 12 hetes futdszalagos terhelés utan az LRT és HRT
csoportokat vizsgalva jelentds eltérés lesz mérhetd az allatok maximalis oxigén
felvétele és futasi teljesitménye kozott a kontroll és az edzd csoportokat illetden.
A kontroll csoportokhoz képest mind a(z) LRTE, mind a HRTE
csoportokban szignifikans novekedést mértiink a maximalis oxigén felvétel
és a futisi teljesitmény esetében. Eppen ezért jelentds eltérést nem
figyeltink meg a maximalis oxigén felvételnél, igy ez a rész NEM
IGAZolédott be, mig a futasi tavolsagnal IGAZ a hipotézisiink, hiszen a két

edzé csoport kozott jelentos volt a kiilonbség.

2. Az edzés altal bekovetkezett valtozasok a redox egyensulyban szerepet jatszanak
az edzésre adott eltér6 valaszokban. NEM IGAZ, mert nem talaltunk
egyértelmii oxidativ marker(eke)t, amely(ek) megmagyarazna(k) az eltéro
edzhetéséget. Bar a ROS szintjében szignifikans volt a kiillonbség a(z) LRT
és HRT allatok kontroll csoportja kozott.

3. Az adenozin-monofoszfat-aktivalta protein kinaz (AMPK) jelentds hatassal bir a
vazizomzatban az edzésre. IGAZ, mert a HRTC és. LRTC allatok kozott
szignifikansan nagyobb volt az AMPK aktivitas szintje, amely nagyobb

potencialt jelent a metabolikus valtozasok érzékelése felé. Ezenkiviil a
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csokkend tendenciat mutato AMPK és szignifikansan csokkent citrat

szintetaz aktivitas a(z) LRTE allatokban szintén ezt a megfigyelést erositi.

A mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszo faktorok magyarazzak az LRT és
HRT allatok eltérd edzhetéségét. IGAZ, mert a vizsgalt mitokondrialis

biogenezisben szerepet jatsz6 PGC-la, NRF-1 és TFAM fehérjék edzés
hatasara szignifikinsan néttek a HRT csoportban, mig a(z) LRT
csoportban nem.

A kutatds soran kapott mérési eredményeinket a kovetkezOképpen foglalhatjuk

Ossze (21. abra):
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21. abra A kutatas soran kapott eredmények 6sszefoglalasa

LRT: = =% nodvekedés, — — -® csokkenés;

HRT: —— novekedes, ——e csokkenes.
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6. Kovetkeztetések

Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy az ,edzésnek ellendllo” LRT ¢és az
»edzésre reagald” HRT patkanyok az els6 olyan heterogén kisérleti allatmodellt
képviselik, amely segitségével megérthetjiik az eltéré edzhetéség hatterében alld
molekularis halozatot (Koch és mtsai 2013). Eredményeink azt sugalljak, hogy a (1)
kiindulasi VO,max értékek nincsenek hatassal az aerob edzésre; (2) az edzés kivaltotta
valtozasok a redox egyenstlyban nem limitald tényez6i az eltéré edzhetdségnek; és (3)
az AMPK aktivitas, citrat szintetdz, karbonilalt fehérjék, NRF-1, PGC1l-a, TFAM és a
Lon proteaz alloképességi edzés soran felelosek az edzhetéségért. Az ,,inbred”
allatmodellekhez képest, ahol lényegében minden lokusz rdgzitett, az ,,outbred”
szelektalt vonalak fenntartjdk a genetikai komplexitast, amely egyediilallo
lokuszok esetében, amely szelekcids nyomas hatasara gazdagodik (Carlborg és mtsai
2006). Transzlacios célra az ,,edzésnek ellenalld” és az ,,edzésre reagald” szelektalt
vonalakban latszolag elkiiloniilnek a mitokondridlis biogenezisért felelds elemek, és
ezért elfogulatlan bizonyitékot szolgaltatnak annak a feltételezésnek a tdmogatasara,
amely szerint a ndvekedés és a remodeling jellemzdk a feleldsek az edzés sordn elért
kiilonbségekért (Timmons és mtsai 2010, Koch és mtsai 2012), de nem bizonyitja az ok

okozat dsszefiiggését (Koch és mtsai 2012).
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7. Osszefoglalas

Az edzhetéségnek nagy jelent6sége van a mindennapi, rekredcids
sporttevékenységet végzoknél és az elit sportoloknal egyarant. Edzhetdség alapjan
szelektiven tenyésztett patkanyokkal (,,edzésnek ellenallé — low response trainers (LRT)
¢és ,,edzhetd”/,,edzésre reagald” — high response trainers (HRT)) végeztiik kutatasunkat
annak érdekében, hogy az alloképességi edzés hatasat vizsgéaljuk a mitokondrialis
biogenezisre. Az allatok 3 honapon keresztiil, a hét 5 napjan 30 perces futdszalagos
terhelésen vettek részt, ahol a sebességet a VO,max-uk 70%-nak megfeleléen
allitottunk be. Ahogy azt vartuk, edzés hatdsara szignifikdns kiilonbséget mértiink a
futdsi tavolsagban a(z) LRT és HRT allatok kozott. Azonban a VO,max, a COX-4, a
redox homeosztazist biztosité markerek (reaktiv oxigén gyokok (ROS)), silent-
informator-regulator 1 (SIRT1), NAD*/NADH arany, proteaszoma (R2 alegység), és a
mitokondrialis halozat fenntartasaért felelés mitochondrial fission protein (Fisl) és
mitochondrial fusion protein (Mfnl) vizsgalata utan kijelenthetjiik, hogy ezek a
markerek nem befolyasoljak egyértelmiien az eltérd edzhetdséget a(z) LRT és HRT
csoportban. Masrészrdl, eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az AMP-
acitvated protein kinase alpha (AMPKa) alap aktivitasaban talalhaté kiilonbség, és az
alloképességi edzés kivaltotta valtozas a citrat szintetdz, karbonilalt fehérje, peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator-lo (PGCI1-a), nuclear respiratory
factor (NRF1), mitochondrial transcription factor A (TFAM) és Lon protedz szintjében
limitdlo tényezd lehet az altalunk vizsgéalt edzhetdség alapjan szelektalt patkany
populacioban. Eredményeinkre tdmaszkodva megallapithatjuk, hogy a mitokondrialis
biogenezissel Osszefiiggd faktorok eltér6 modon alkalmazkodnak alloképességi edzés

soran az ,,edzésnek ellendlld” és az ,,edzésre reagald™ patkanyokban.
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8. Summary

Trainability is very important in every day recreational physical activity and
professional athletes, too. In this study, we were interested in the effect of exercise in
the mitochondrial biogenesis in training resistance (low response trainers (LRT)) and
training sensitive (high response trainers (HRT)) rats. Rats were trained five times a
week, 30 min per day for 3 months at the 70% VO,max. As expected, we found
significant different in running distance between LRT and HRT groups. However, we
declared that VO,max, COX-4, redox homeostasis associated markers (reactive oxygen
species (ROS)), silent mating-type information regulation 2 homolog (SIRTL),
NAD*/NADH ratio, proteasome (R2 subunit), mitochondrial fission protein (Fis1) and
mitochondrial fusion protein (Mfnl) not influence strongly the differences in
trainability between LRT and HRT animals. On the other hand, we found difference in
basal activity in AMP-acitvated protein kinase alpha (AMPKa) level, and the endurance
training-induce changes in level of citrate synthase peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator-lo  (PGCl-a), nuclear respiratory factor (NRF1),
mitochondrial transcription factor A (TFAM) and Lon protease could limit the
trainability between these studied groups. We conclude that mitochondrial biogenesis-
associated factors adapt differently to aerobic exercise training in training resistance and

training sensitive rats.
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