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Roviditések jegyzéke

AMPK: ADENOZIN MONOFOSZFAT KINAZ

ATRA: ALL-TRANSZ RETINSAV

AX: ASTAXANTHIN

CBR1: KANNABINOID RECEPTOR 1

CPTI: KARNITIN PALMITOILTRANSZFERAZ |
CRU: KALCIUMOT KIBOCSATO EGYSEG (CALCIUM RELEASE UNITS)
CTRL: KONTROLL

CSQ: KALSZEKVESZTRIN

DHA: DOKOZAHEXAENSAV

DHPR: DIHIDROPIRIDIN-RECEPTOR

DRP1: DINAMINHOZ KOTOTT FEHERJE 1

ECC: EXCITACIOS KONTRAKCIOS KAPCSOLAT
EDL: M. EXTENSOR DIGITORUM LONGUS

EPA: EIKOZAPENTAENSAV

FDB: M. FLEXOR DIGITORUM BREVIS

Fis1.: FISSION 1

HRT: FELRELAXACIOS IDO

IMM: BELSO MITOKONDRIALIS MEMBRAN
LDL: ALACSONY SURUSEGU LIPOPROTEINEK
MCU: MITOKONDRIALIS KALCIUM UNIPORTER
MFF: MITOCHONDRIALIS HASADASI FAKTOR
MFN1/2: MITOFUZIN 1 £S 2

MICUL1: MITOCHONDRIALIS KALCIUM FELVETEL 1
MTCBI1R: MITOKONDRIALIS CB1-RECEPTOR
OMM: KULSO MITOKONDRIALIS MEMBRAN
OPAL: OPTIC ATROPHY 1

PUFA. TOBBSZOROSEN TELITETTLEN ZSIRSAVAK
RAR: RETINSAV RECEPTOR

RNS: REACTIV NITROGEN GYOKOK
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Bevezetés

A vézizom a mozgas aktiv szervrendszere, amely a testtartasért is felelds. Az emberi
test tomegének koriilbeliil a 40-50%-at teszi ki, €s egyben az egyik legmetabolikusabb "szerve"
az emberi testnek. Tekintettel arra, hogy egy aktiv szovetr6l van sz6, mitkkodéséhez kelld
mennyiségi ATP is sziikséges, melyet az izmok energiatermeld "kozpontjai", a
mitokondriumok termelnek. Metabolizmusuk sordn melléktermékként reaktiv oxigén és
nitrogén gyokok (ROS és RNS) termelddnek. A ROS és RNS molekulak a sejt szignalizacioban
fontos szerepet toltenek be, mint reguldtor molekuldk, viszont szintézisiik tulzott mértéke
kibillentheti az oxido-redoxi egyenstlyunkat, melyet belsé antioxidans rendszeriink probal

fenntartani.

Egy egészséges emberi szervezetben a belsd antioxidans rendszer erds védelmi vonalat
képes biztositani a talzott ROS termelés ellen, viszont nem szabad megfeledkezniink a kiilsé
forrasbol szarmazd, taplalékkal felvehetd antioxidans vegyiiletekrdl sem, melyek kozé tartozik
a méltan hires C- és A-vitamin. A tdplalékkal felvehetd és a benniink 1évd antioxidansok
egylittesen képesek visszadllitani a redox egyensulyt, mely egy patologids éllapot soran

eltolodhat, oxidativ stresszt kialakitva.

A kiils6 antioxidansok koz¢ tartoznak a karotinoidok, amelyek a kiilonb6zd zoldségek
¢és gylimolcsok vords szinéért felelosek. Az A-vitamin prekurzora, a béta-karotin is egy ilyen
molekula, de ebbe a csoportba tartozik egy nemrég rivaldafénybe keriilé Kkarotinoid, az
astaxantin, amely a Haematococcus pluvialis mikroalgaban vagy a krillben is megtalalhato.
Kiilonleges kémiai szerkezetének kdszonhetden hatékonyan képes védeni a membranokat mind
a belsd, mind a kiilsé ROS tamadasoktdl, nem ugy, mint mondjuk a membranokba

parhuzamosan beékel6dd béta-karotin, vagy csak a sejt kiils6 részén 1évé C-vitamin.

Az dregedés egy fiziologias folyamat, amely a fizikai és szellemi képességek altalanos
csokkenését okozza. A vazizomzatot nagymértékben érinti, mivel fokozatosan csokken az
1izomtomeg ¢€s az izomfunkcid, faradtsag/kimeriiltség, gyengeség és a mozgasképesség romlasa

jelentkezik, ami rontja az iddsek €életmindségét.

Ennek ismeretében kivancsiak voltunk arra, hogy az astaxantin hogyan befolyasolja
fiatal, valamint 1d0s6d6 egerek fizikai teljesitoképességét, ideértve az izomerdt, illetve
kivancsiak voltunk az egerek stlyvaltozéasaira is. Az izomerd mellett az egerek vazizmanak
kalcium-homeosztazisat is terveztiik vizsgalni, valamint kivancsiak voltunk az 6reged6 egerek

tanulasi képességére gyakorolt hatasara is.



[rodalmi attekintés

Avéazizom

Az izomszovet kiilonb6zo sejttipusbol all, melyek kontrakcidra vannak specializalodva.
Mindegyik sejttipusban jelen van az aktin és miozin kontraktilis fehérje, de kiilonbség van az
eloszlasukban, aminosav-sorrendjiikben, valamint az dket szabalyoz6 fehérjék mitkddésében.
A "klasszikus" kontraktilis izomsejtek harom tipusat kiilonboztetjiik meg, amelyek eredetileg a

mesodermabdl szarmaznak (1. abra).

Vazizom sejt Szivizom sejt Simaizom sejt

i

Co
S

(. ( (|

1. abra. Azizomsejtek kiilbnb6zé formai. (forras: www.biorender.com)

Mig a simaizmok nem rendelkeznek szabélyosan elhelyezkedd szarkomerakkal, a sziv-
és vazizom sejtek jol szervezett harantcsikolt strukturat tartalmaznak, amely
fénymikroszkoppal jol megfigyelhetd. A simaizmok részt vesznek a belsd szervek
felépitésében, a szivizom felelds a vérkeringés folyamatos fenntartdsaért, mig a csontvazhoz
kapcsolodo vazizomzat biztositja a testtartast és mozgast. A sima- és szivizmot az autondm
(vegetativ) idegrendszer irdnyitja, mig a vazizmot a periférids idegrendszer szomatomotoros

rostjai idegzik be, igy akaratlagosan szabalyozhato.

Avazizom jellemzéi
A 19. szazad végén valt koztudottd a tudomanyos irodalomban, hogy a vazizmot tobb
rosttipus alkotja. Ranvier [1] kiilonboztette meg eldszor 1873-ban a vords és fehér izmokat,

ezutan Griitzner (1883) és Knoll (1891) [2] végezték hisztologiai tanulmanyaikat, ahol
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"atlatszo" és "homalyos" egyedi izomrostokrol szamoltak be. Kriiger [3] 6sszefoglalta a két f6

vazizomrost tipus szoveti jellemzoit ezen korabeli ismeretek alapjan.

Az 1920-as évek ota a tudosok egyre kifinomultabb technikdkat alkalmaznak az
izomrostok sokféleségének feltardsara. A korai morfometriai és mikrofotografiai méréseket
mara hisztokémiai, immunhisztokémiai ¢és fiziologiai-biomechanikai mikromddszerek
egészitik ki. Ezek a technikdk egyiittesen lehetdvé teszik az izomrostok pontos azonositasat és

jellemzését [4].

Az utdbbi években a molekularis biologia fejlédése jabb betekintést engedett az
izomrostok miikodésébe, amivel példaul azonositottak a vazizomrostokban talalhatd proteinek
kiilonb6z6 formait és valtozatos kifejezddésiiket. Ezek a felfedezések hozzajarultak ahhoz a
megértéshez, hogy a rostok funkcionalis paraméterei rendkiviil valtozatosak, és széles skalan
mozoghatnak. Engel (1962) [5] nyoman két rosttipust kiillonboztethetiink meg, a miozin ATPaz
aktivitas szerint. Az L. tipust rostok kis, mig a II. tipusu rostok nagy ATPaz aktivitast mutatnak
(1. tablazat). Barany és kollégai [6] kutatasaikban azt talaltak, hogy a miozin ATPaz aktivitasa
erés Osszefliggést mutat az egyes izomrostok kontrakcids sebességével. Az izomrostok
anyagcseréje alapjan (oxidativ és glikolitikus) a gyors rostokat ujabb két alcsoportba lehet
sorolni. Az ATPaz miikodés és a metabolikus enzimaktivitas két anyagcsere-jellemzéje
Osszhangban van, ¢és ezzel egyiittesen mar harom kiilonb6zé izomrosttipust Ilehet
megkiilonboztetni: gyors glikolitikus (fast-twitch glycolitic, FG) gyors oxidativ-glikolitikus
(fast-twitch oxidative glycolitic, FOG) és lasst oxidativ (slow-twitch oxidative, SO). Masik
fontos alkotd elem, amiben a sejttipusok kiilonboznek egymastol, azok a miozin izoformak,
azon belill is a miozin fej részét alkotd nehéz lanct miozin (myosin heavy chains, MHC) eltérd

izoformai.

Az 1. tipusu rostok feleldsek a lassu és tartds Osszehuzodasért, ezért foleg a testiink
tartasaért felelds izmokban talalhatoak meg. Ezek a rostok kis atmérdjiiek, hosszl kontrakcios-
relaxacios ciklussal (100 ms hosszi kontrakciok), gazdag mioglobin tartalommal, sok oxidativ

enzimmel és mitokondriumal rendelkeznek.

A II. tipusu rostok féleg a helyvaltoztatasban szerepet jatsz6 izmokban vannak jelen (példaul a
végtagok izomzata). A kontrakcid €s a relaxacio is ms-ok alatt megy végbe. A II. tipust rostok

harom f6 csoportba sorolhatok: II.A, I1.B és I11.D/X.



Jellemzék I. tipus I1. A tipus I1. X/D tipus I1. B tipus
(SO) (FOG) (FG) (FG)
Kontrakci6 ’Iassu 9y_°rs
ténusos fazisos
Miozin ATP-4z alacsony magas magas magas
aktivitasa
2
SR Ca**pumpa alacsony magas magas magas
aktivitasa
Oxidativ kapacitas
- mitokondrium magas kézepes kodzepes alacsony
- kapilléris siiriiség _Vorés izom” ,,fehér izom”
- mioglobin tartalom
rostatmérs kicsi kozepes kdzepes nagy
metabolizmus oxidativ tébbnyire oxidativ oxidativ és tobbnyire
glikolitikus glikolitikus
mechanikai valasz lass( lass(l gyors gyors
MHC izoforma MHC I MHC II. A MHC II. X MHC II. B

1. tablazat. A vazizomrostok osztalyozéasa.

A 1B tipust rostok, amelyek a "fehér" izom részei, kevés mioglobint ¢és

mitokondriumot tartalmaznak.

o A Il A tipust rostok egy részében a kontrakcios sebesség, a mioglobin mennyisége és a

mitokondriumok szama 0sszevethet6 a fehér izommal.

e A ILLD/X tipusu rostok egy atmeneti tipus, amely a I1.B és a II.A tipust rostok kozott

helyezkedik el.

Fontos megjegyezni, hogy az emlésok anatomiailag elkiilonitheté izmait mindig

kiilonbozo tipusu rostok alkotjak, és az egyes izmok kozotti kiilonbségek a rosttipusok

aranyaban nyilvanulnak meg. Példaként a mi altalunk is hasznalt egér m. extensor digitorum

longus (EDL) gyors izomban a rostok aranya a kovetkez6képp alakul: 5,5% I. tipus, 18,5% I.A

tipus, 76% ILB tipus [7], mig a szintén gyors izomnak szamitd6 m. flexor digitorum brevis
(FDB) esetében: 4,4% 1. tipus, 44% II.A tipus és 51,6% I1.X tipus [8].
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A vazizom morfolégiai sajatossagai
Avazizom felépitése

Egy felndtt szervezetben a vézizomzatot alkotdé izomrostok sokmagvu, valddi
syncytiumot alkot6 oriassejtek (2. abra). Az izomrostokat és izomrostkotegeket kotdszovetes
rétegek veszik koriil, ahol megtalalhatok az erek és idegek is. Az endomysium koézvetleniil az
izomrostokat veszi koriil, a perimysium a fascikulusokat, mig az epimysium a teljes izmot
boritja. Az izomsejteket sejtmembran boritja, melynek specialis neve szarkolemma. Az
izomrostokban a sejtmagok a szarkolemma alatt helyezkednek el. Az izomrostok citoplazmajat,
amelyet vazizom esetében szarkoplazmanak vagy myoplazmanak neveziink, jelent6s részében
a kontraktilis fehérjékbol felépiilé myofibrillumok teszik ki. A miozin molekuldk alkotjak a
vastag filamentumok vazat, mig az aktin molekuldk alkotjak a vékony filamentumokat. A
szarkoplazmaban megtalalhatok az energiasziikségletet biztosito alkotok (glikolitikus enzimek,
mitokondriumok), valamint a szarkolemma alatt elhelyezkedd sejtmagok. A myofilamentumok
stirin  csoportosulnak a myofibrillumokban, amelyeket egy komplex sejten beliili
membranrendszer, nevezetesen a szarkoplazmatikus retikulum (SR) veszi koriil. EQy izomrost
tobb szdz myofibrillumot tartalmaz, és mindegyikiiket Z-lemezek valasztjak el, 1étrehozva
mintegy 2,5 um hosszi szakaszokat, az Gin. szarkomerakat [9]. A mikroszkopos megfigyelések
soran a szarkomerakban valtakozo vilagos és sotét savok jelennek meg, amelyek a miozin (~15
nm atméréji, 1,6 um hosszh) és az aktin filamentumok (~6-8 nm atméréji, 1,0 pum hosszi)
kiilonb6z6 fénytorési tulajdonsagainak a kovetkezményei. A szarkomeraban az aktin és miozin
filamentumok atfedése alkotja a sotétebb A (anizotrop) csikot, mig a csak aktint tartalmazo
terliletek a vilagosabb I- (izotrop) csikot képezik. A H-zona, mas néven Hensen-zéna, a csak
miozinbol allo tertilet, amely a szarkomerdnak a kozepén helyezkedik el, a M-vonal két oldalan

(2. ébra).

Kontraktilis fehérjék
A vazizomban talalhaté f6 motorfehérje a miozin, ami tobb szakaszbol all (3. dbra). A

miozin elsd szakasza egy kettéagazo fejrésszel rendelkez6 fehérje, amely az S1 fragmentumot
alkotja, és ATPaz aktivitassal rendelkezik. Ez a fejrész iziiletszerlien kapcsolodik egy nyaki
szakaszhoz, az S2 fragmentumhoz. A fejrész €s a nyaki rész egyiittesen alkotja a nehéz
meromiozint (Heavy MeroMyosin, HMM), amely mintegy 200 kDa tomegii. Az HMM-hez
iziiletszerlien csatlakozik a farki rész, amely a konnyli meromiozint (Light MeroMyosin, LMM)
jelenti, €s 15-30 kDa tomegti. Koriilbeliil 200 miozin molekula dimerizacioja utdn a dimerek

farki részei egy bipolaris "vastag" filamentumma egyesiilnek.
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Vazizom

;.: Izomrost

1 csik A csik 1 csik

H-z6na

Z vonal M vonal

Actin Myosin Titin

Sarcomer

2. abra. A vazizom felépitése. (forras: www.biorender.com)

A vazizom vékony filamentuméanak f6 komponense az aktin (4. dbra). Az aktin fehérje
két variansa fordulhat eld: globularis monomerként (G-aktin, 42 kDa-os molekulatomegii),

illetve fibrillaris polimerként (F-aktin, tobb szaz polimer).

Az aktinhoz szorosan szabalyozé fehérjék kapcsolodnak. Az egyik ilyen fehérje a
tropomiozin (Tm), amely fonalszeriien tekeredik az aktin polimerrel. Egy Tm molekula hét
aktin monomert (G-aktint) fed le. Ez az elhelyezkedés fontos szereppel bir az izom
Osszehtizodas soran kialakuld molekularis események lebonyolitasaban. A Tm helyzete
lehetové teszi az aktin-miozin kolcsOnhatas gatlasat a rost nyugalmi allapotaban. Két
tropomiozin alegység létezik: az a-tropomiozin (molecular weight, MW=34 kDa) és a -

tropomiozin (MW=36 kDa).
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S1 fragmentum

- e

fe;
& TP
b nehéz meromiozin

nyak- .\-‘“ ;

konnyli meromiozin

3. abra. A miozin felépitése. (forras: http://www.sci.u-szeged.hu)

troponin

aktin M tropomiozin

c T

10 nm

4. abra. A vékony filamentum felépitése. (forras: http://www.sci.u-szeged.hu )

A kalciumjelet dekodold egység a troponin (Tn), amely harom alegységbdl all:

a troponin-C (Tn-C, MW=18 kDa), felelés a Ca®*-kotésért.
a troponin-T (Tn-T, MW=37 kDa), kapcsolja a Tn-t a Tm-hez.
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e a troponin-1 (Tn-I, MW=24 kDa), megakadalyozza az aktin és miozin kozotti
hidképzddést a nyugalmi allapotban. A Tn-I gatlo hatasa megszlnik, amikor a Tn-C

Ca’*-ot kot.

A Tn-C négy Ca?*-kotohelyet tartalmaz. Ketté koziiliik specifikusan koti a Ca?*-ot
(Kg=10" mol/l), de csak amikor a myoplazma kalciumszintje megemelkedik az SR-bél torténd
kalciumfelszabadulas utan. A masik két kotdhely nem specifikus, és képesek kotni Ca?*-t

(Kg=10® mol/1) és Mg?*-t (K¢=10"* mol/l) egyarant.

A vazizom specialis membran rendszerei

A szarkolemma
Az elektronmikroszkopos vizsgalatoknak koszonhetéen fedezték fel az izomrost

felszinén talalhatd harom alkotdelemet: az endomysiumot, a lamina basalist és a szarkolemmat.
Az endomysium, ami az izomrostot koriilveszi, kollagén rostokbol all. A lamina basalis, vagyis
az alaphartya, molekularis kapcsolatban van a szarkolemmadval, amelynek feliiletén tobb
betliremkedés is el6fordul. A szarkolemma fontos jellegzetességei kozé tartoznak a kaveolak,
amelyek specialis lipid csoportok, vagyis a membran koleszterinben gazdag részei. A
vazizomban a kaveoldk csak az izomra jellemz6 Cav-3 fehérjét tartalmaznak. A szarkolemma
([Ca*']e = 2,5 mM) és a citoplazma ([Ca?*]i= 100 nM nyugalmi allapotban) . A szarkolemma
szerkezete azonos tovabbi ingerelhetd6 membranokkal, vagyis kettds lipid réteg alkotja,

amelyben integrans fehérje molekulék talalhatok.

T-tubulus és szarkoplazmas retikulum

A kifejlett vazizomban az 6sszehuzodasért felelds rendszer, a nagy tomege miatt a sejtek
szélére szoritja ki az izomrostokon beliili sejtmagokat. A vazizomnak specifikus
endoplazmatikus retikuluma van, amelyet szarkoplazmatikus retikulumnak (SR) neveziink (5a
abra). Az SR longitudinalis tubulusai a rost tengelyével parhuzamosan helyezkednek el és a Z-
lemezek kozelében terminalis ciszternakka tagulnak. Az SR tubulusai és a szarkolemma
betiiremkedéseivel 1étrejovo transzverzalis tubulusok (T-tubulusok) nagyon szoros fizikai
kozelségbe keriilnek egymassal a triaddokban (5b abra). A T-tubulusok az A és I vonalak mentén
helyezkednek el emlés vazizomban [10]. Mindkét oldalrél az SR terminalis ciszternai
kapcsolddnak a T-tubulusokhoz, és igy harman alkotjak a triadot. A triad fontos szerepet tolt
be az excitacios-kontrakciés kapcsolatban. Az SR longitudinalis tubulusa haldszerien

crcr

talalhatok az aktiv transzportot végzé szarko-(endo)plazmatikus retikulum kalcium ATP-az
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(SERCA) pumpak. A T-tubulusok kiilonleges elrendez6dése lehet6vé teszi a teljes
vazizomrostok egyidejli aktivalasat. Ezen folyamatok az elektro-mechanikai kapcsolas révén
torténnek, amikor is az akcids potencial a T-tubulusokon keresztiil terjedve aktivalja az SR-ben
talalhaté kalciumcsatornakat, ami kalciumfelszabadulast eredményez a szarkoplazmatikus

retikulumbol. Ez a kalcium szerepet jatszik az izomosszehuzodas folyamataban.

myofibrillumok

sarcolemma

SR longitudindlis tubulusai

SR terminalis ciszterna

T-tubulus

triad

(b) SR terminalis
ciszterna

5. abra. (a) A szarkotubularis rendszer (http://www.sci.u-szeged.hu) (b) a triad
szerkezete (Royer és Rios, 2009)
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Az SR harom fontos folyamatban jatszik szerepet:

1.) Ingerlés hatasara torténd kalciumfelszabadulas: Az SR termindalis ciszternain
talalhato kalciumcsatornékon, a rianodin receptorokon (RyR) keresztiil torténik a
kalcium felszabadulasa az SR-b6l. Amikor az akcios potencial eléri a T-tubulusokat,
ez stimulalja az ott elhelyezked6 dihidropiridin-receptorokat (DHPR), és a
kalctumionok a koncentracié gradiens irdnyaban aramlanak ki az SR-bol a
citoplazmaba. Ez a kalciumfelszabadulds kulcsfontossagu az izomdsszehuzodas
kivéltasahoz.

2.) Kalcium visszajuttatasa az SR-be: Az izom relaxacioja alatt a kalciumionokat vissza
kell juttatni az SR-be, hogy ujra rendelkezésre alljanak a kdvetkezd
izomosszehtizodashoz. Ez a visszaszallitas igen jelentés koncentracio gradienssel
szemben torténik, és aktiv transzport révén valosul meg. A SERCA pumpa végzi a
kalciumionok visszaszallitasat, amely soran ATP-t hasznal fel.

3.) Kalcium tarolasa: Az SR-ben talalhato kalszekvesztrin (CSQ) nevii kalciumkotd
fehérje kulcsfontossagu a kalcium tarolasaban. A terminalis ciszternakban
elhelyezkedd CSQ képes nagy mennyiségii kalciumiont kotni és felszabaditani, igy
fontos szerepet jatszik a kalcium-homeosztazis fenntartasaban ¢és az

izomosszehuzodashoz nélkiilozhetetlen gyors kalciumvalasz kialakitasaban.

Féleg ezek a folyamatok biztositjak a kalcium szabalyozasat az izomsejtekben, ami
elengedhetetlen az izomosszehtizddas ¢€s relaxacid pontos szabalyozasahoz. A kalciumionok
koncentraciovaltozésai a citoplazmaban befolyasoljdk a miozin €s az aktin kdlcsonhatasat, ami

a kontrakcio és relaxacio alapveté mechanizmusat képezi.

Avazizom elektro-mechanikai kapcsolata

Az izomdsszehiizodast és relaxicidt a citoplazma Ca?" szintjének gyors valtozisa
szabalyozza. Egy fiziologidsan mikodé vazizomszovetben az Osszehuzodas az elektro-
mechanikai kapcsolattal (Excitation Contraction Coupling, ECC) jon 1étre, melynek soran az
akcios potencial (elektromos jel) Ca?*-felszabadulast (mechanikai valasz) eredményez (6.
abra). Ennek a jelatalakitasnak a helyszinei a fentebb emlitett triadok, ahol az ECC soran
mechanikai kolcsdnhatasok alakulnak ki a fesziiltségfiiggd L-tipusa Ca?*-csatornak (Cavl.1)
vagy masnéven dihidropiridin-receptorok (DHPR), és az 1-es tipust rianodin receptorok
(RyR1, az SR membranban taldlhato Ca?* csatorna kozott). A T-tubulus membranjanak

depolarizaciojat kovetéen a DHPR fesziiltségérzékeld fehérjéi konformdacids valtozason
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mennek keresztiil, ami a kozvetlen mechanikai kapcsolatnak koszonhetéen a RyR1
kalciumcsatornak megnyilasahoz vezet. A Ca?* ezt kdvetd gyors és massziv felszabadulasa a
mioplazmaba inditja el az izomdsszehuzodast. A myoplazmatikus térbe kijutd Ca?* ionok a
troponin C-hez kotédnek, ami a kontrakcios mechanizmust inditja el. Az aktin és miozin

egymason valo elmozdulésa idézi el az izom kontrakciojat €s az erd kifejtését.

A SERCA pumpa, illetve mitkondriumok altali Ca®* felvétel teszi lehetdvé az

izomrelaxaciot [11], elokészitve az izmot az ECC kovetkez6 ciklusara.

In situ a RyR1 receptor tobb regulalé enzimmel van kapcsolatban. Ezek az enzimek az
SR bels6 tere (pl. CSQ vagy Sarcalumenin), a membranja (pl. triadin, junctin, junctophilin
(JP45)), a sejttér (pl. FKBP12, sorcin, calmodulin), vagy a sarcolemma (pl. DHPR al-
alegysége) iranyabol kerlilnek kapcsolatba a RyR1-el (6. abra). A RyR1 igy egy igen Osszetett
receptorkomplexet épit fel.
Akciés potencial

\
Sejt membrén —_—

15— |
/ Kontraktilis
—————————

mechanizmus

Mitokondrium
Kalcium

aramlas

[ . =
\ Fra o

T-tubulus

Triadin \ l‘ r ‘.
DNQ _—1 Katzskvestiin . . o . < " . . Szarkoplazmatikus retikulum
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‘Ca™ e
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6. abra. Avazizom elektro-mechanikai kapcsolata. (forrds médositva Sztretye és
mtsai. 2019 nyoman)




Mitokondriumok

A mitokondrium kulcsfontossagl az izom megfelelé mikodésében, mert fontos ATP
forras, illetve befolyassal bir a redox statuszra, modosithatja a pH szintet és a kalcium
haztartasban is fontos szerepe van, mint puffer rendszer. ATP ¢€s kalcium hidnyaban az izmok
nem képesek 6sszehtizodni, igy a mitokondriumok barmilyen nemti valtozasa miopatiahoz vagy
mas elégtelen vazizommiikodéshez kapcsolt betegéghez vezethet. A vazizomrostokban

talalhaté mitokondriumokat harom csoportba lehet sorolni:

(a) hosszanti mitokondriumok, amelyek sorokban helyezkednek el a miofibrillumok

kozott (foként oxidativ, lassu-rostokban);

(b) szubszarkolemmalis mitokondriumok, amelyek csoportokban helyezkednek el a
felszini membran alatt a kapillarisok kozelében (igy gyakrabban fordulnak elé a jobban

vaszkularizalt izmok oxidativ rostjaiban);

(c) transzverzalis mitokondriumok, amelyek két ferde sorban helyezkednek el mindkét

oldalon a Z-vonalak mentén, kortil 6lelve a miofibrillumokat az I-savban [12].

A vézizomzat mitokondriumai a mitokondrialis Ca?* uniporteren (MCU), egy 40-kDa
molekula tomegii Ca?* szelektiv csatornan keresztiill aktivan hozzijarulnak az SR-bél
felszabadult Ca?* térbeli és idébeli eloszlasahoz. A citoszolikus Ca?* szint emelkedése elésegiti
az MCU-k megnyilasat, igy lehetévé téve a Ca?* dramlast a magas elektrokémiai gradiens
alapjan a citoplazmabol a mitokondrialis matrixba. A Ca?" a mitokondriumban serkenti tbb
enzim aktivitasat a trikarboxil-sav (TCA) ciklusban ¢€s az elektrontranszport lancban, ideértve
a piruvat dehidrogenaz, az izocitrat dehidrogenéz, az alfa-ketoglutarat dehidrogendz enzimeket,
valamint az F1/Fo ATPaz ATP-szintetizalo aktivitasat [13]. gy a mitokondriumok szabélyozzak
a citoplazmatikus Ca?* koncentraciot [14], és energetikailag kapcsolodnak az izom

anyagcseréjéhez.

A vazizomzatban a Ca?" alapii szabdlyozas lényeges szerepléje a MICUL
(mitochondrial calcium uptake 1) fehérje, amely a MCU komplex modulalo, kapuzo
alkotdegysége. Funkcidvesztdé mutacioi sulyos klinikai izomfenotipusok kialakulasdhoz

vezethetnek betegekben (példaul sulyos izomgyengeség vagy kronikus faradtsag) [15,16].

A mitokondrialis halozat dinamikajat a fuzié (fussion) és a hasadas (fission) kozotti
kifinomult egyensuly szabalyozza. A fizi6 lehetdvé teszi a mitokondridlis populacion beliili

tartalmi keveredést, ezaltal megakadalyozza az alapvetd Osszetevok tartds elvesztését. A
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hasaddas 1) mitokondriumok létrehozasahoz sziikséges, de lehetové teszi a sérilt

mitokondriumok eltavolitasat is, igy elésegitheti az apoptdzist nagyfoku sejtstressz esetén.

A Mitofuzin 1 és 2 (Mfnl/2) részt vesz a kiils6 mitokondrialis membran (outer
mitokondridlis membran (inner mitochondrial membrane, IMM) fuzidjat segiti. A
mitokondriumok hasadasat a mitokondrialis hasadas 1 (fission 1, Fisl), a dinaminhoz
kapcsolddo fehérje 1 (Drpl) és a mitokondrialis hasadasi faktor (mitochondrial fission factor,
MfY) fehérjék iranyitjak [17]. A Mfn2 jelen van a mitokondriumokban és a vazizomzat SR
membranjaiban iS. Kimutattak, hogy kulcsszerepet jatszik olyan mitokondrialis
tevékenységekben, mint példdul a morfologia, lokalizacio, fluktuacid, transzport és a
funkcionalis SR-mitokondrialis Ca®" kapcsolat [18]. Az oregedés az Mfn2 szintjének
folyamatos csokkenésével jar egyiitt, és ennek kovetkeztében az Mfn2 hianya a mitofagia
romlasat és az oxidativ stressz fokozddasat okozza, ami végiil a hibas mitokondriumok
felhalmozodasahoz vezetett az egér vazizmokban [19]. A kozelmultban végzett vizsgalatok
ravilagitottak az endokannabinoid rendszer, nevezetesen a kannabinoid receptor 1 (CBR1)
mitokondrialis oxidativ aktivitast szabalyoz6 szerepére [20]. A mitokondrialis CB1-receptorok
(mtCB1Rs) megtalalhatok a kozponti idegrendszer neuronjaiban €s hasonld ardnyban a
periférias szovetekben, példaul a harantcsikolt izmokban is, ahol az OMM-ben helyezkednek
el [21]. Felmeriilt, hogy a mtCB1R-ek aktivalodasa részt vesz az izom oxidativ aktivitasanak
szabalyozasaban, valosziniileg a piruvat-metabolizmusban részt vevd kapcsolddd enzimeken

keresztiil, amelyek a Krebs-ciklus aktivitasanak f6 alkotoelemei [21].

Tobb betegség is timadhatja a mitokondriumot, egyik példa a Barth szindroma, amely
egy X-kromoszoéméahoz kotott recessziv génmutacid kovetkezménye. Ez a szindroma
izomgyengeseéget ¢€s kardiomiopatiat okoz, valamint a tafazzin (egy mitokondrialis
He és munkatarsai[22] hibas tafazzint hordozo miocitakat kezeltek mito-Tempoval, egy
mitokondrium-specifikus antioxidanssal. Azt tapasztaltak, hogy a kezelés hatasara a tafazzin
szint fiziologids szintre emelkedett, a mitokondridlis ROS termelés csokkent, €s a sejten beliili

ATP szint megnovekedett.

A pathologias allapotok mellett, az 6regedés is egy olyan tényezd, amely hatassal van a
mitokondriumok miukodésére. Az Oregedés ¢és korral jard betegségek kialakitasdban a
mitokondriumot tekintik a legfdbb medidtornak, ugyanis a sejtorganellum nem megfeleld
mitkddése hozzajarul tobb human betegség kialakulasahoz. Mivel az antioxidansok képesek a
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ROS tultermelés visszaszoritasara, igy feltételezés szerint az dregedés folyamatat is képesek
lehetnek lelassitani. Ezért szdmtalan tanulmény vizsgalja nem csak a bels6 antioxidans rendszer
miikodését, hanem a kiilsé antioxidans kezelés oregedésre és korral jard betegségekre vald

hatasait.

Reaktiv oxigén gybkok
Az elmult évszazadok soran az emberek atlagos élettartama fokozatosan novekedett,

aminek kovetkezménye, hogy a vilag népessége idosodové valt. Ahogy az életkor halad eldre,
egyre nagyobb valdszinliséggel jelentkeznek kronikus betegségek, csokkennek a kognitiv
képességek és megnd a rokkantsag kockazata. Az "Oregedés Szabadgyok-elméletét" a mult
szazad 50-es éveiben Hartman fogalmazta meg [23], a sejtek és a molekuldk szintjén
magyarazva az Oregedés mechanizmusat. Az elmélet szerint a sejtek anyagcseréje soran
keletkez6 reaktiv oxigén- és szabadgyokok (reactive oxygen species, ROS) karositjak a
sejtalkotokat, és az ezekb6l adodo karosodasok felelések az 6regedésért. Azonban ez az elmélet
onmagadban nem nyujt kielégitd magyardzatot az oregedés kialakulasara, ugyanakkor ezt a
jelenséget sem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hiszen szamos adat bizonyitja, hogy a reaktiv
oxigén- ¢s szabadgyokok felelések az oOregedd fenotipus és a korral jard betegségek

kialakulasaért [24—26].

Az intracellularis ROS leggyakoribb formai kdz¢ tartoznak a szuperoxid anion (O27), a
hidroxil gyok (*OH), a hidrogén peroxid (H202) és a lipid hidroperoxidok (LOOH) [27]. A ROS
molekulak legnagyobb hanyada a vazizomban termelddik kontrakcio kozben, de nyugalmi
allapotban is [28]. A legfébb ROS molekula a O2™ forma, ami sok sejtalkotoban termel6dik a
sejt miikddése soran, beleértve a peroxiszémakat, az endoplazmatikus retikulumot, valamint a
mitokondriumokat [29]. Sok citoszolikus enzim, mint példaul a NADPH oxidazok és a
monoamin oxidazok, helyileg is létrehoznak O>" molekulékat [30]. Az emlds sejtekben az ATP
{6 forrasa a mitokondridlis elektrontranszport lanc, amely legalabb 11 kiilonb6zd helyen tud
02" molekulakat eléallitani a belsé mitokondrialis membran mindkét oldalan (7. abra) [31].
Fiziologias koriilmények kozott az 1. és III. komplexumokat tartjak jelenleg a f6 O2™ termeld
helyeknek [32]. Mivel az O>" til er6sen toltott ahhoz, hogy konnyen atlépje a belsd

mitokondrialis membrant, helyileg szerepet jatszhat a mitokondriumok miikddésében [33].

A reaktiv oxigén gyokok az ECC mechanizmus szamos részvevdjét befolyasolhatjak
hatranyosan tobb tanulmany szerint. Mind a DHPR-re, mind a RyR1-re hatassal vannak a ROS

agensek, ezért a sejt redox allapota jelentdsen befolyasolhatja a vazizom kalcium-

crcr
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7. abra. A ROS molekulék legfébb forrasai. (forras: Chen és mtsai, 2022 Chakrabarty,
R.P. és N.S. Chandel eredeti abrajabdl).

Az elektrontranszportlanc I. és lll. komplexumait tartjak az O," f6 termeléhelyeinek. Az
O." gyorsan és spontan médon H,0,-vé alakul, amit a SOD2 katalizal. Ezutan a Prxs,
GPx, CAT és Trx katalizdljak a H,O, atalakitasat H,O-va. A H,O, kénnyen athatol a
sejtmembranon és Fe?*-vel reagalva eOH-t hoz létre, ami az ROS legerGsebb
oxidalészere. Ezen kivil, a SOD1 katalizalja a sejtmagban a NOX altal termelt O™
atalakitasat H,O,-vé; az ACOX és DAO is képes H,0, létrehozdsara a peroxiszomaban.

Roviditések: TCA, trikarbonsav-ciklus; SOD1, szuperoxid diszmutaz 1; SOD2,
szuperoxid diszmutaz 2; ATP, triphoszfat; Prxs, peroxidredoxin;, CAT, katalaz; Trx,
tiorredoxin;, GPx, glutation-peroxidaz; PUFAs, t6bbszérdsen telitetlen zsirsavak;
ROOH, szerves hidroperoxidok; DAO, d-aminosav-oxidaz; ACOX, acil-CoA oxidaz;
NOX, NAPDH-oxidaz; L-Arg, L-arginin; BH4, tetrahidrobiopterin.

Oregedés és szarkopénia
Az dregedés egy fiziologiads folyamat, amely a fizikai és szellemi képességek altalanos

csokkenését okozza. A vézizomzatot nagymértékben érinti, mivel fokozatosan csokken az
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izomtomeg ¢€s az izomfunkcid, faradtsag/kimeriiltség, gyengeség és a mozgasképesség romlasa
jelentkezik, ami rontja az idések életmindségét. Napjainkban a vilag népességének egyre
nagyobb hanyada id6s kor, és ez az arany az eldrejelzések szerint 2050-ig meg

haromszorozodik.

A mai napig szdmos elméletet allitottak fel az dregedés élettani magyarazatara, mint
példaul a genetikai hajlam, a programozott oéregedés, a DNS-romlés, az endokrin miikddési
zavar, a szabadgyokok aranyanak novekedése és a mitokondrialis diszfunkci6 [34-36]. Az
oregedés sejtszintii mechanizmusanak és pathogenezisének megértése alapvetd feladat a
megeldz6 és terapids stratégiadk kidolgozésa, az egészséges dregedés biztositasa és az érintettek
¢letmindségének javitidsa érdekében. Az oregedés folyaman tapasztalt sejtszintli valtozasok
kozvetlen hatdssal vannak a vézizomzat miikodésére, ami hozzdjarulhat az izomerd és az
altalanos fizikai teljesitmény csokkenéséhez. Idds izomban a fesziiltségérzékelés és az L-tipusu
kalcium csatornak aramainak csokkenése Osszefiiggésbe hozhatd a nem megfeleld fesziiltség
fliggd Ca?* felszabaduls és a specifikus izomerd csdkkenéssel. Boncompagni és munkatarsai
2006-ban egy masik hipotézist allitottak fel az dreg egerekbdl szarmazo rostok aberralt Ca?* -
homeosztazisra [37]. Human izombiopszidkban azt figyelték meg, hogy a kalcium kibocsatod
egységek (Calcium Release Units, CRU) szama csokkent idds embereknél (kb. 40-50% -0s
csokkenést irtak le a fiatal felndttek izmahoz viszonyitva), és szerintiik ez lehet felelds az
izomer6 csokkenéséért. Ezt a megfigyelést késébb egér [38] és human izombiopsziakban [39]
végzett egyéb tanulmanyok is alatdmasztottak. Miutan megvizsgaltak a mitokondriumokat,
jelentds csokkenést tapasztaltak mind a CRU-k teljes szamaban/stirtiségében, mind a CRU—
mitokondrium parok szdmaban az Oreg egerek/emberek izmaiban. Ezekkel a szerkezeti
valtozasokkal parhuzamosan megfigyelheté volt az SR Ca?*-felszabadulés csokkenése az ECC
soran, a mitokondrialis Ca?*-felvétel karosoddsaval és az oxidativ stressz ndvekedésével egyiitt

[38].

Az izomerd csokkenés egy masik magyardzata lehet az SR megvaltozott Ca?'
kibocsatasa is, amit a RyR1 oxidativ stressz altali modosulésa valthat ki. Marks és kollégai azt
talaltak, hogy a RyR1 oxidacio/nitrozilacié megnovekedett a kor elérehaladtaval, az FKBP12
disszociacidval és az SR-bol torténd Ca®* szivargis megjelenésével egyiitt. Az elektromosan
kivaltott Ca®* felszabadulds csucsértéke és az izomerd lecsdkkent az id6sodd egerekbol

szarmazo izmokban [40].

A szarkopénia az 6regedéssel egyiitt jaro vazizom tomegének csokkenését is jelenti, ami
napjainkban egy jelentds egészségiigyi kihivads. A szarkopéniat az izomtdmeg €s az izomerd
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csokkenése, a faradtsagra vald fokozott hajlam és a csokkent izomdsszehuzodasi sebesség
jellemzi [41]. Az izomtomeg csokkenése foként a rostok szamanak és méretének csokkenése
miatt kovetkezik be [42]; ugyanakkor az Ossejt-kimeriilés kovetkezményeként megjelend
neuromuszkularis junkciok degeneracidja [43] is megfigyelhetd, ami miatt bekovetkezik a

motoros egységek elvesztése [44].

A Ca?*-homeosztazis szabalyozasanak zavara és a fokozott oxidativ stressz és ROS
termelddés olyan mechanizmusok, amelyek hozzdjarulnak az izomerd korfliggd
csokkenéséhez. Delbono ¢és kollégai kimutattdk, hogy az ¢letkorral Osszefiiggd izomerd

csokkenése a DHPR és RyR1 fehérjék kozott funkcionalis zavarra vezethetd vissza [45].

Oxidansok es antioxidansok

A sejtorganellumok vagy citoplazmatikus enzimek altal termelt O2™ gyorsan atalakul
H202-vé, és ezt a folyamatot a szuperoxid diszmutaz (SOD) izoformak katalizaljak (7 .abra)
[30]. A H20: szamit az elsédleges redox szignalizacios molekulanak a biologiai jelenségek
redox szabalyozasaban [33]. Habar a H20> intracellularis koncentracidja alacsony szinten (1-
100 nM) van, a teljes sejtes koncentracidja sokkal magasabb, mint a 10 pikoM koncentracioban
lévé O2™ [46]. Ugyanakkor a koncentracioja szigora dinamikus egyensulyi allapotban van a

sejtekben fiziologias koriilmények kozott.

Az emberi szervezet endogén antioxidans rendszere

Alapallapotban a metabolizalo sejtjeinkben a ROS termelés €s az elleniik irdnyuld, belsd
vagy kiilsd forrasbdl szarmazo antioxidansok kozott preciz egyensuly alakult ki. Fiziologias
koriilmények kozott a ROS és a reaktiv nitrogén gyokok (reactive nitrogen species, RNS) fontos
szerepet toltenek be a sejt jelatviteli folyamataiban. Ilyenkor a termelt gyokok koncentracioja
alacsony, ¢és az altaluk okozott sejtkarok gyorsan regeneralodnak. Példaul jelatviteli
molekulaként a H.O, kozvetleniil oxiddlja a ként tartalmaz6é aminosavakat (ciszteint €s
metionint). Ezek Iétfontossaguak a fehérje funkcidja, aktivitasa, stabilitdsa, sejtszintii
elhelyezkedése és kolcsonhatasai szempontjabol. Igy szabalyozzak az olyan fizioldgiai
folyamatokat a sejtekben ¢és szervekben, mint példaul a sejtaktivacio, proliferacio,

differencialodas, migracio, fuzid és angiogenezis [47,48].

A sejtek endogén antioxidans rendszerének tagja a kataldz, superoxid diszmutaz,
laktoperoxidaz és glutation peroxidaz enzimek is. Ezek megakadalyozzak a prooxidans hatast

gyokok termelését, igy segitik a sejtjeinken fenntartani az egyensulyt.
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Oxidativ stresszrol akkor beszélhetiink, amikor a prooxidansok €s antioxidansok kozotti
egyensuly felborul, és ennek kdvetkeztében a sejt belsé kontrollja és redox jelatvitele nem
funkcional megfelelden [49]. Prooxidansnak szamitanak azok a faktorok, melyek segitik a ROS
termelést, ¢és igy kozvetetten hozzajarulnak a sejtalkotdé molekuldk roncsolasahoz, gy mint
fehérje oxidaciohoz, lipid peroxidaciohoz és DNS sériiléshez [50]. Mivel a reaktiv
oxigéngyokok legfobb forrdsa a mitokondrium, a mitokondridlis DNS-t (mtDNA) vélik a
legkiszolgaltatottabbnak ROS tamadas esetén [36].

Antioxidansok

Antioxidansnak szamit barmilyen anyag, amely a reaktiv oxigén gyokoket képes

megkotni, vagy gatolja a sejtben zajlo oxidacios folyamatokat [51].

Az antioxidansok pozitiv hatdsaira mar akkor felfigyeltek, amikor Bagi és munkatarsai
megmutattak, hogy a C-vitamin hossza tavi alkalmazasa patkanyokban lecsokkentette az
izoprosztan szintet [52]. Ezen kiviil a C-vitamin bizonyitottan lecsokkenti az a-tocopheroxyl
gyok szintjét sejtmembranokon azaltal, hogy visszaredukalja a-tokoferolla, ami egy E-vitamin

féle. Illetve az alacsony stirtiségii lipoporoteinek (LDL) szintjét is csokkenti [53].

Az A-vitamin (retinol) szintén részt vesz a redox-folyamatokban, és potencialis antioxidansnak
tekinthetd a testmozgds okozta oxidativ stresszben. Azonban egyes vizsgalatokban a hatdsa
nem volt elényds, mivel a vdzizomzatban ndvelte az oxidativ stresszt, ami szévetkdrosodashoz
vezetett [54,55]. Az E-vitamin protektiv hatasait is sokan megmutattak, mely soran a vitamin

direkt hatassal van az oxigén gyokokre.

Ennek megfelelden az antioxidansok hataskore igen széles. Kozvetleniil képesek a
szabadgyokok megkotésére, gatolhatjadk a ROS termelddést, valamint lecsokkenthetik a peroxid
koncentraciot és a membran oxidativ allapotat is visszaallithatjak [56]. Az antioxidansok masik
hatdsmechanizmusa a szervezet antioxidativ génjeinek az aktivaldsa, az LDL koleszterin
oxidacidjanak a megakadalyozasa, és igy antiapoptotikus védelmet biztositanak az agynak, a

szivnek és a majnak [57].

A karotinoidok és hatasmechanizmusuk

A Kkarotinoidok az A-vitamin prekurzorai, amik természetes pigmentjei a
gyiimolcsoknek és zoldségeknek (8. dbra). Nagyszamt konjugalt kotéseinek koszonhetéen

biztositjak a sarga, narancs vagy voros szint a természetben [58].
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8. abra. Természetes karotinoidok és azok ,,sokszin(i” természetes el6fordulasa.

(forras: https://www.aicr.org/resources/blog/carotenoid-foods-may-protect-against-

certain-breast-cancers/)

Kémiai szerkezetiik szerint két f6 csoportba sorolhatjuk dket:

1.) karoténok, mas néven karotinoidok, csak hidrogént és szenet tartalmaznak;

2.) xantofillok, amelyek tobbféle oxigéntartalmu funkcids csoportot tartalmaznak ugy

mint az epoxi, methoxi, hydroxi, carbonil és carboxi.

A Kkarotinoidok kiemelt figyelmet kaptak az utobbi évtizedekben, erés antioxidans,

regenerativ, antiproliferativ, antiimflammatorikus és potencidlisan 6regedésgatld hatasaiknak

koszonhetden, amiért geroprotektoroknak is nevezik oket.

Az A-vitamin (retinol) részt vesz a szervezet redox folyamataiban, és mint potencialis

antioxidans a fizikai terhelés altal kivaltott ROS termelés ellen hathat. Az A-vitamin
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szarmazékai, gyljtonéven retinoidok, kulcsfontossdgli szerepet jatszanak a gerincesek
fejlodésében. Mivel a retinoidokat a szervezetiink de novo nem képes szintetizalni, ezért csak
taplalék utjan tudjuk a szervezetiinkbe juttatni, gy mint tej, mdj és tojas, valamint répa, tok,
kelbimbo, narancs és mas voros gyltimoles és zoldségek fogyasztasaval [59]. Szerepet jatszanak
bizonyos epitél sejtek differenciacios folyamataban, valamint a latas, novekedés, reprodukcio
¢s fert6zés elleni védelemben is fontosak [60]. A retinol a keringésben mikromolaris
koncentracioban megtaldlhatd természetes retinoid, amit a retinol kotd protein szallit ¢és
ahonnan barmely sejt képes felvenni, raktarozni, illetve potencidlian retinsavva alakitani. A
sejteken beliil a retinolt a rovid lanct dehidrogenaz/reduktazok retinalla konvertaljak egy
reverzibilis reakci6 sordn. A reakciout elsd 1épése a retinol retinaldehidda valo konverzidja,
mely egyben NADH termeléssel is jar, a végso 1épés pedig a retinsav kialakitasa, melyet a
citoszolikus aldehid dehidrogenaz végez (9. dbra). A retinsav képes aktivalni a sejtmagi
receptorokat, a retinsav receptor csaladdot (retinoic acid receptor, RAR) és retinoid X
receptorokat (retinoid X receptor, RXR). Harom kiilonb6z6 RXR receptort fedeztek fel eddig
(alfa, béta és gamma) [61]. Az alfa és béta receptorok expresszidja széleskoriibb,
megtalalhatdbak az agyban, a vesében valamint a bérben is, mig a gamma receptorok
expresszioja a leglimitaltabb, foleg az agyban, a hipofizis eliilsé lebenyében és a vazizomban

fejezddik ki [62].

A retinsav az A-vitamin aktiv metabolitja, mely jelentds hatassal bir a zsir és energia
anyagcserére a szervezetben, ugyanis az adenozin monofoszfat aktivalt protein kinaz (AMPK)
¢s Akt foszforilacios allapotat képes befolyasolni [63]. Korabban kimutattak, hogy
myotubulusokban a gliik6z felvételt képes befolyasolni [64]. Azt is leirtak, hogy az all-transz
retinsav (atRA) lecsokkentette az egerek testtomegét és zsirdsszetételét anélkiil, hogy valtozott
volna az élelem bevitel [65]. Ezen kiviil az egerekben javult az inzulin érzékenység és gliikoz

felvétel, valamint javitotta a vazizom zsirsav oxidacidjat és irizin termelését [66].
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9. abra. A retinol-retinsav atalakitasi folyamata. (forras: Sztretye és mtsai. 2019)

Geroprotektiv karotinoidok: astaxanthin (AX) és krill olaj

A xantofillok csoportjaba tartozik az utobbi idében kiemelt figyelmet ¢élvezd

astaxanthin (AX) (/0. dbra), amit eldszor Kuhn €és Soerensen izolalt homarbol [67]. Foleg
algafélék termelik, példaul a Hematococcus pluvialis, de termelddik Chlorella zofingiensis,
Chlorococcum, valamint a Phaffia rhodozyma éleszt6ben is. Ez a kiilonleges karotinoid felel6s

a lazac és rakfélék élénkvords, valamint a flaming6 rézsaszin szinéért is. Az AX de novo nem

termelddik, ezért kiils6 forrasbol, tobbnyire taplalékbol kell bevinni.
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Az AX legfébb forrasa a krill olaj, ami a Csendes-dceanban elterjedt Euphausia superba
kisméretli rakfélébol nyerhetd ki [68] és feldolgozastol fiiggéen 0,1 és 1,5 mg/ml kodzott
tartalmaz astaxanthint [69]. A krill olaj az AX mellett tartalmaz A- és E-vitamint, asvanyi
anyagokat, ®-3 telitetlen zsirsavakat (w-3 polyunsaturated fatty acids, ®-3 PUFAS),
foszfolipideket és flavonoidokat is. Ezért manapsag a krill olajat is vizsgaljak, mint lehetséges
egészséget javitd taplalék kiegészit6. A PUFA-k, mint példaul az eikozapentaénsav
(eicosapentaenoic acid, EPA) és dokozahexaénsav (docosahexaenoic acid, DHA-t), olyan
hosszu lancu w-3 szabad zsirsavak, amit kozvetleniil felhasznalhat a szervezetiink, a foszfolipid

formaban 1év0 zsirsavakkal ellentétben.

Egyedi a lipidtartalma (0,5- 3,6%) [70], ugyanis a krill olaj nem csak triglicerideket
tartalmaz, hanem 30-65%-ban foszfolipideket is, amik szintén kdzkedvelt étrendkiegészitok.
A krill olaj 6 foszfolipide a foszfatidil-kolin, amelyhez a zsirsavak 40%-a k6tédik, mint példaul
az EPA és a DHA [71]. A krill olajban talalhatd EPA és DHA -3 zsirsavak tobb hasznos
tulajdonsagot mutattak egyes kronikus betegségek kezelésében, ideértve a kardiovaszkularis,
neuroldgiai és gyulladdsos betegségeket, valamint a rak megel6zését €s a bélflora egészségének
elosegitését [72]. A krill olaj tobbszorésen telitetlen zsirsav tartalmanak koszonhetéen
természetes gydgymod lehet az emlitett betegségek tiineteinek enyhitésére a hagyomanyos

terapiak kombindlasaval.

Akrill olajat 2008-ban engedélyezte az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatal
(FDA), 2009-ben Eurdpaban is jovahagyast kapott élelmiszerként, majd 2014-ben Kina
kovetkezett. Végiil, az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag terhes és szoptatd nék szamara is

jovahagyta 2014-ben.

Tobb tanulmany vizsgalta a krill olaj kognitiv funkciokra kifejtett hatasat. Lee és
munkatarsai tanulmanyoztak a krill olajbol izolalt foszfatidil-szerin (PS) adagolasanak
memoria- és tanulasfunkcidra gyakorolt hatasat dreg patkanyokban. Kimutattak, hogy a PK 20
vagy 50 mg/kg/nap adagolasa 7 napig szignifikdnsan javitotta a menekiilési latencia 1dot a
Morris-vizi labirintusban azokhoz a patkanyokhoz képest, akik 50 mg/kg/nap szdjababbol
izolalt foszfatidil-szerint kaptak [73]. Tovabba a PK kezelésnek koszonhetden visszaszorult a
kolinerg immunreaktivitas, a muszkarin receptorok és kolintranszporterek elvesztése, amelyek
amugy altalaban megfigyelhetok az 6reg patkanyok hippocampuséaban [74]. Ezek alapjan Lee
¢s munkatarsai felvetették a krill olaj haszndlatat, mint lehetséges neuroprotektiv taplalek

kiegészitd.
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10. abra. Az astaxanthin kémiai szerkezete. (forrds: modositva
https://www.abcam.com/en-hu/products/biochemicals/astaxanthin-antioxidant-
agent-ab144193#overlay=images)

Az AX zsiroldékony vegyiilet, am ®-3-ban gazdag zsirokkal egyiitt is konnyen
felszivodik. Kiilonleges kémiai szerkezetének koszonhetden képes a sejtek membranjaba
beépiilni olyan orientacidban, amivel a lipid kett6sréteg mindkét oldalat képes a ROS
tamadastol védeni (/1. dbra) [75]. Ez azért fontos, mert az E-vitamin és B-karotin csak a sejten
kiviil, mig a méltan hires C-vitamin csak sejten kiviil véd. Az astaxanthint tobb mint hiisz éve
hasznaljak téaplalékkiegészitoként, példaul a lazacok tapjaban (vords szint adva a lazac
huséanak), de emberi fogyasztasra is. Az altalanosan elfogadott ajanlott fogyasztasi mennyiség
12 mg naponta, ami akar 20 évig is biztonsagosan fogyaszthat6 [76]. Szamos jotékony hatasat
irtak le, hiszen az astaxanthin fogyasztasa javitotta a vérkeringést, megnovelte a voros vérsejtek

membran flexibilitasat [77].

Az AX rakellenes [78], antidiabetikus [79], gyulladascsokkenté [80], immunerdsitd
[78] antioxidans [81], valamint neuro, kardiovaszkularis, szem és bor védd hatasanak
koszonhetden kiemelt kutatasi célpont az utobbi években [82]. Az astaxanthin képes
csokkenteni az hiperglikémia altal kivaltott oxidativ stresszt hasnyalmirigy p-sejtekben,
valamint fizioldgias tartomanyba viszi a cukorbetegek gliikkoz és szérum inzulin szintjét [83].
Tovabba érelmeszesedés ellen is ajanlottak, mint terapias taplalék kiegészitd [84]. Barros és
munkatarsai kimutattak, hogy az AX képes athatolni a vér-agy gaton, ezéltal az emldsok tobb

agyi teriiletét is képes elérni [82].
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11. abra. Az astaxanthin elhelyezkedése a sejtmembranon bellil. (forras:
https://www.4upharma.com)

Gao és munkatarsai [85] csirkéken vizsgaltak a Haematococcus pluvialisbol szarmazd
természetes AX étrendkiegészitd antioxidans ¢€s a lipid anyagcserére kifejtett hatasat, valamint
az AX tojotytkok tojassargajaban vald felhalmozodasat. Megallapitottak, hogy a teljes
antioxidans kapacitas, valamint a szuperoxid-diszmutaz szint és a glutation-peroxidaz szint is
szignifikdnsan megndtt a tojotyukok plazmajaban, a méajukban és a tojassargajukban.

Az AX hatasai vazizomban

A vazizom fiziologias miikddése soran mitokondrialis vagy azon kiviili forrasokbol,
mint példaul NADPH-b6l szarmaz6 nitrogén oxigén gyokok (nitric oxigen species, NOS) és
ROS keletkezik. Edzés sordn a szervezetiink fenntartja a megfeleld oxidativ egyensulyt, amit
egy kifinomult bels6 antioxidans rendszerrel ér el. Mindehez olyan antioxidans hatasu fehérjék
sziikségesek, mint a glutation peroxidaz, szuperoxid dizmutaz, thioredoxinok, peroxiredoxinok

¢és a katalaz. Ezek képesek a ROS mennyiségének lecsokkentésére és a belsé antioxidans
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rendszer szubsztratjai, mint a glutation, meg is tudjak kétni a ROS/RNS anyagokat. Rendszeres
edzés soran a bels6 antioxidans védekez6 rendszer is feljavul és olyan patologias koriilmények
kozott, mint a diabétesz vagy rak, ez lehet a leghatékonyabb egészséget védé mechanizmusunk.
Ennek megfeleléen az antioxidansok hasznalata gyogyaszati kezelésekben elterjedt, illetve
sporttevékenységet folytatd személyek is hasznaljak, és megnovelt teljesitményt varnak a
fogyasztasuk soran. Ezek a kezelések modosithatjak a vazizom jelatviteli rendszerét, ezaltal az
erdkifejtés mértékét, a glikoz felvételt, az inzulin érzékenységet, ion pumpa funkciokat,
valamint a mitokondrialis biogenezist. A legtobbet hasznalt antioxidansok a jol ismert C- és E-
vitamin, csak altalanosan fejtik ki hatasukat. Mivel egyes esetekben e vitaminok hasznalata
nemhogy nem csokkenti, hanem még noveli is a ROS termelést, valamint humén betegségek

kialakulasanak esélyét [86], sziikség van specifikusabban mitkodé antioxidansok hasznalatara.

Egereknél Yoshihara és munkatarsai [87] Osszefoglaloan targyaljak az AX-kiegészités
vazizomra hato antioxidans hatasait. Emberben, az AX vazizomra Kifejtett pozitiv hatasait
szamos tanulmany bizonyitja. Sawaki és munkatdrsai kimutattdk, hogy 6 mg AX egy honapig
tarto fogyasztasa lecsokkentette a tejsav szintet a vazizomban 1200 m-es sprint futas utan [88].
Wolf és munkatarsai kimutattdk, hogy az AX megndvelte a mitokondriumok respirdcios ratdjat
energiatermelése megnétt [89]. Tobb adat is utal arra, hogy az AX képes védeni a
mitokondriumokat az oxidativ stressztdl a membranpermeabilitasanak koszonhetéen. Ezért az
AX kiemelkedd szerepet jatszhat az aktiv életmddot folytaté emberek és sportolok szamara,

akiknek fontos a magasabb teljesitmény €s gyorsabb felépiilés.

Egereken végzett edzéskisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy az AX taplalék
kiegészités hatékonyan csokkenti a testmozgds megndvekedett anyagcseréjével jard
munkatarsai kisérlete soran az egerek faradékonysaga csokkent 4 hetes AX kezelés utan [90].
Az egerek szervezete AX hatasara jobban fiiggott a lipid metabolizmustdl, mint a gliik6ztol,
ezaltal novekedett az egerek ellenallo képessége és csokkent a zsirszovet mérete. A szerzok az
AX masik jotékony hatasat is megfigyelték, ugyanis megvédte az olyan ROS molekulak altal
célzott fehérjéket, mint példaul a karnitin-palmitoil-transzferazl (CPT I) fehérjét, aminek
stressz altal okozott modositasat az AX ellensulyozta [91]. Liu és munkatarsai [92] azt
feltételezték, hogy az AX fogyasztasa ndveli a PGC-1a szintjét a vazizomban, ami javitja az
edzés kozbeni mitokondrialis aerob metabolizmust €s eldsegiti a lipid felhasznalast. Polotow

[93] kisérletében 45 napig tartd6 AX etetés utan azt tapasztalta, hogy novekedett a
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mitokondriumok glutation tartalma Wistar patkanyokban, ami cs6kkentette az oxidativ stresszt

¢s kisebb mértékii faradékonysagot eredményezett edzés kdzben.

Ugyanakkor megemlitendd, hogy van némi ellentmondas az AX jotékony hatésait
tekintve, hiszen Res és munkatarsai [94] nem tapasztaltak a felsorolt eredményeket a kutatasuk
soran amikor edzett férfiakban vizsgaltak a 4 hetes AX kezelés hatdsait. Nem észleltek javulast
a sportolok kitart6 képességében hosszabb edzési idoben még a magasabb AX adag (20 mg/nap,
4 hétig) alkalmazasa soran sem. EQy masik tanulmény szerint azonban a magas karotin tartalmu
étrend hatékonynak bizonyult a szarkopénia negativ hatdsainak mérséklésében a DNS-
karosodas csokkentése révén alacsony fizikai teljesitmény esetén idés emberek korében [95].
Bebizonyosodott, hogy az AX tartalma étrend megvaltoztatta a PGC-1a szintet, ezaltal az in
vivo mitokondrialis biogenézis is javult [92]. Egy masik kutatasban a krill olaj kezelés az
mTORCI szignalizacios Gtvonalra is hatassal volt C2C12 myoblastokban [96], viszont fiatal,
edzést altalaban nem végzo egészséges egyéneknél 3g krill olaj (ami 0,5 g AX tartalommal birt)
alkalmazasa 8 héten at nem befolyasolta az izomerdt. Idds egyéneknél (65 és 85 év kozott) 12
mg AX tartalmu étrend (ami 10 mg tokotrienolt és 6 mg cinket is tartalmazott), jelentdsen
megnovelte a teljesitOképességet az alloképességi edzéseknél, ami mellett az izomerd és

izomtomeg is megnovekedett a placebo kezelést kapod kontroll csoporthoz képest [97].

Egy friss tanulmanyban Yu és munkatarsai kimutattak, hogy az AX kezelés hozzajarul
a mitokondridlis integritds és miikodés megdrzéséhez hd okozta vazizom sériilés esetén
patkanyokban. Az AX alkalmazisa megakadéalyozta a mitokondridlis fragmentaciot é€s
depolarizaciot, csokkentette a sejthalalt, valamint novelte a PGC-la és a mitokondridlis
transzkripcios faktor A expressziojat [98]. Embereknél is végeztek hasonlo vizsgalatokat annak
érdekében, hogy bemutassak a testmozgas okozta izomsériilés hogyan képes az AX mérsékelni.
Az egyik tanulmanyban 3 hétig edzett férfiakon excentrikus terhelést alkalmaztak, majd
teszteltek. Az eredmények alapjan az antioxidans taplalékkiegészités nem mutatott kedvezd
hatast a fent emlitett mutatokra [99]. Egy masik tanulmanyban a sziv troponin felszabadulasat
vizsgaltak kerékparosoknal alloképességi edzés utan. Ebben a kisérletben az AX kezelés nem
befolyésolta az antioxidans kapacitast (hugysav, malondialdehid) és a gyulladast (magas-
szenzitivitasa C-reaktiv protein), és nem valtoztatta meg az edzés okozta kreatin kinadz
felszabadulast. Ugyanakkor edzést altaldban nem végzd egészséges férfiaknal az AX pozitiv
antioxidans hatasai jelentkeztek, ahol a taplalékkiegészitd fogyasztasa szignifikansan novelte a

szénhidrat oxidéaciot és az oxigénfelhasznalast az edzés sordn, valamint csokkentette a plazma
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inzulinszintjét [100]. Osszeségében, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az AX-ban gazdag
ételek pozitivan befolydsolhatjak a szénhidrat és zsir aerob anyagcseréjét pihenés és edzés
kézben egyarant. Tovabba az AX kiegészités hatékonyan csokkenti az oxidativ stressz és
gyulladas jeleit. Az antioxidans taplalékkiegészitok alkalmazasaban az izomsériilés enyhitésére
szamos szempontot figyelembe kell venni. Bar ugy tiinik, hogy ezek a kiegészitok csokkentik
az izomsériilés bizonyos jeleit, az tovabbra is kérdéses, hogy mennyi az optimalis fogyasztando
adag és meddig érdemes a kezelést folytatni. Tovabba fel kell még tenniink azt a kérdést is,
hogy az AX hatasossaga specifikus-e azon személyekre, akik korabban fizikai tréningben nem

részesultek.
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Célkitlzés

Az izommunka révén termel6do reaktiv oxigén gyokok (ROS) szerepet jatszhatnak az

izmok elektro-mechanikai kapcsolataban résztvevé kiilonboz6é komponensek karositasaban,

beleértve a DHPR-t és a RyR-t. Ezen kiviil, feltételezések szerint a ROS hatéssal lehet a

mitokondrialis kalciumfelvételre is. Az még tisztdzasra szorul, hogy a kiilsé forrasbol

szarmazo, taplalkozas soran bejuttatott antioxidansok milyen hatassal birnak a vazizom elektro-

mechanikai kapcsolatra, illetve a mitokondrialis kalcium-homeosztazisra.

PhD munkdm els6 felében célul tiiztem ki, hogy megvizsgaljam az AX etetésben részt

vett fiatal felnétt egészséges egerekben tortént valtozasokat az izomerd, az elektro-mechanikai

kapcsolat és a mitokondrialis kalcium-homeosztazis szempontjabol. Ehhez a célhoz az alabbi

kérdéseket fogalmaztunk meg:

Az AX etetés milyen mértékben befolyasolja az egerek fizikai teljesité
képességét, beleértve az izomerd mértékét?

Hogyan befolyésolja az AX etetés a sulygyarapodast?

Hogyan befolyasolja az AX az egerek vazizmanak kalcium-homeosztazisat,
ideértve az elektro-mechanikai kapcsolat miikodését és a mitokondrialis

kalcium-homeosztazist?

PhD kutatdsom masodik szakaszdban vizsgalni kivantam az AX ¢s a krill olaj taplalék

kiegészités hatterében allo potencidlis molekularis mechanizmusokat 1d6s6dd egerek

vazizmaban. Vizsgalatainkhoz igy a kdvetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

Milyen hatassal van az AX ¢és krill olaj taplalékkiegészités az 1d0s6do egerek
fizikai teljesitd képességére, beleértve az izomerd mértékét?

Hogyan befolyasolja az AX ¢és krill olaj az id6s6d6 egerek vazizmanak kalcium-
homeosztazisat, ideértve az elektro-mechanikai kapcsolat €s a mitokondrialis
kalcium-homeosztazist?

Hatassal van-e a krill olaj taplalékkiegészités az Oregedd egerek tanulasi

képességére?
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Anyagok és maddszerek

Allatok tartasa

Az éallatkisérletek soran betartottuk az Eurdpai Kozosség ide vonatkozo iranyelveit
(86/609/EGK). A Debreceni Egyetem Intézményi Allatjoléti Bizottsaga jovahagyta a kisérleti
protokollt (3-1/2019/DEMAB). A C57/BIl6 kevert nemii egereket racsos tetével rendelkezd
milanyag ketrecekben helyeztiik el, és normal szobahdmérsékleten (22-25°C) tartottuk. Az
egerek szamara korlatlanul hozzaférhetd ivoviz és élelem volt biztositva. A helyiség

megvilagitasa automatikus moédon 12 oras sotét és 12 6ras vilagos ciklusban tortént.

Astaxanthin és krill olaj taplalékkiegészités

A kisérleteink soran AstaReal A1010-et (AstaReal Co., Ltd., Nacka, Svédorszag)
hasznaltunk, egy astaxanthin tartalmu természetes biomassza anyagot, amelyet a
Haematococcus pluvialis mikroalgak szaritott és zuzott sporaibol allitanak eld. Az AstaReal
A1010 egy pasztérozott készitmény, amely 5-5,6% -a észterezett AX-t tartalmaz, vizben

oldhatatlan vords por formajaban, az algékra jellemzd szaggal.

Az AX fiatal, egészséges szervezetekre kifejtett hatdsdnak vizsgalatahoz tizennyolc, 4-
6 honapos kevert nemii C57/Bl6 egeret véletlenszerlien két csoportra osztottunk. Az AX diéta
(per os) 4 héten at tartott (AX csoport), mig az azonos szdrmazasu egyedek standard egértapot
kaptak (CTRL csoport). A specialis tdpot a standard egértaphoz 4 g/kg AstaReal A1010 (100%
etanolban oldott) hozzaadasaval készitettiik el, igy a végleges koncentracio 0,02% AX volt. Ez

a koncentraci6 az irodalom alapjan lett kivalasztva Aoi és munkatarsai nyoman [101].

A kisérleteink egy részében krill olajat hasznaltunk (Rimfrost Inc. Alesund, Norvégia).
Munkankban 25 g/kg koncentracioban alkalmaztuk a krill olajat annak érdekében, hogy elérjiik
a koréabbi kisérletekben hasznalt 0,02%-0s AX koncentraciot. Mindkét készitményt a gyartok

ingyen bocsajtottak rendelkezésiinkre kutatési célra.

Az AX és krill olaj 6regedd szervezetekre kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz kevert nemi
C57/Bl6 egeret alkalmaztunk, akik 13 és 17 honapos kor kozott voltak. A véletlenszerlien
kialakitott AX-al etetett és CTRL csoport mellett kialakitottunk egy harmadik csoportot is
(Krill), akik krill olajjal kiegészitett ragcsalotapot kaptak, 25 g/kg végkoncentracioban szintén
4 héten at.
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In vivo kisérletek

Testsuly mérés
Az etetési protokoll megkezdése elott (1. nap) és a négy hetes etetési idoszak utan (28.
nap) mértilk meg a CTRL, AX ¢és Krill csoportba tartozd egerek testsulyat. A testtomeg

valtozasat az ¢lelem-fogyasztassal egyiitt kovettiik, rogzitettiik és csoportonként atlagoltuk.

Grip teszt

Az egereket vizszintesen tartva egy kapacitiv erdmér6hdz csatlakoztatott ridhoz
tartottunk, amit a mellsd labaival megragadott; a hatsé végtagokat nem engedtiik, hogy
barmilyen feliilethez érjen. Amikor az egér a mellsd 1abaval megbizhatéan megragadta a rudat,
6vatosan elhuiztuk az allatot az eszkoztdl a farkdnal fogva, amig el nem engedte azt. Ezéltal a
kapaszkodo képességét, az igynevezett grip-et, vagyis markolasi vagy fogderdt mértiik. Akkor
regisztraltuk a mért maximalis erdt, miel6tt az allat elengedte a rudat. Az adatokat egy a mérd
rendszerhez kotott szamitdgépen taroltuk. A tesztet 10-15 alkalommal ismételtiik meg a mérés
soran, amiket atlagolva kaptuk meg az in vivo izomerd értékét. Az igy kapott fogderodt az allatok
testtomegére normalizaltunk. A méréseket az etetési idészak eldtt és utdn végeztik el. A

valtozasokat mindig az adott csoport kontrolljahoz viszonyitottuk.

Barnes Maze teszt

Az oOregedd egerek krill olajal torténd taplalékkiegészités tanuldsra és memoriara
gyakorolt hatasanak értékelésére a Barnes Maze protokollt [102] alkalmaztuk. A teszthez egy
92 cm-es kor alakt fa platformot hasznaltunk, amelyen 20 db lyukat (5 cm atméréjii) egyenléen
elosztottunk az ¢l mentén. Egy adott lyuk ala egy alommal megt6ltott milanyag dobozt
szereltiink fel. A platformot ugy helyeztiik el, hogy harom kiilonallo vizualis tajékozodasi pont
vegye koriil. A platform elhelyezkedését nem valtoztattuk meg a kisérlet soran, és a platform
folyamatos megvilagitas alatt volt. Az egerek mozgésat a platformon egy felsé webkameraval
(GeniusWideCam F100, Genius, New Taipei City, Tajvan) videofelvételen rogzitettik. A

minden egyes allaton elvégzett protokoll harom részbdl allt:

e A habituacio soran (1. nap) az egeret a platform kozepére helyeztiik, és egy zart
teteji hengerrel (8 cm atmérdjii) lefedtiik 1 percre. A henger eltavolitisa utan az
egeret 5 percig hagytuk, hogy megismerkedjen a kornyezettel, vagy amig
megtalalta és kijutast a menekiilési dobozba.

e Az akviziciés tréning 10 napon keresztiil zajlott, naponta kétszer 1 Oras

id6kozonként. Az egeret 15 masodpercig letakartuk a hengerrel, majd ennek
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eltavolitasa utan az egér 3 percet kapott, hogy megtalalja a menekiilé doboz
helyét. Az egerek menekiilésre késztetéséhez erds fényt és 90 dB fehér hattérzajt
hasznéltunk. Ha az egerek nem talaltdk meg idoben a menekiilési lyukat, a
menekiilddobozba helyeztiik Oket, és 1 percig bent tartottuk oket szoktatasi
célbol.

e A vak probat 3 nappal az akvizicids tréning utan tartottuk. Minden 1épés azzal
megegyezé volt kivéve, hogy a teszt hossza csak 1 perc volt és a

menekiilédobozt eltavolitottuk.

Videdk kiértékelése az AnimalTracker program segitségével

A Barnes Maze kisérletek soran az allatok mozgasat rogzité videdk elemzéséhez az
AnimalTracker [103] programot hasznaltuk, amely az ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA)
képfeldolgozd program nyilt forraskod bévitménye. A Morris-féle vizlabirintus moduljat a
Barnes-labirintushoz igazitottuk, hogy kiszamitsuk az egerek altal a kiindulasi helytél a

céllyukig megtett id6t és tavolsagot.

In vitro kisérletek

A kisérleti allatok felaldozasahoz cervikalis diszlokaciot alkalmaztunk CO> tuladagolast
kovetéen. Az egerek hatso lababol kipreparaltuk a m. flexor digitorum brevis (FDB), valamint
m extensor digitorum longus (EDL) izmokat, illetve molekularis biologiai vizsgalatainkhoz

ezen izmokon kiviil még a m. tibialis anterior (TA) és m. glutealis izmokat is.

A kisérletekben hasznalt oldatok Osszetétele a 2. tdbldzat tartalmazza.
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Oldat

Osszetétel

Kreb’s oldat 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2,5 mM CaCl;, 1 mM MgSO4, 10 mM
HEPES, 10 mM gluk6z, 10 mM NaHCOs; pH 7.2
Normal Tyrode 137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CaClz, 0,5 mM MgCl>, 11,8
oldat mM HEPES; 1 g glukéz; pH 7,4

Ca?* mentes

Tyrode oldat

Ugyanaz az 6sszetétel mint a normal Tyrode oldatnak, de CaCl nélkiil

késziil

Patch Kkiilso oldat

140 mM TEA-CH3SO3z, 1 mM CacCly, 3,5 mM MgClz, 10 mM HEPES,
1 mM 4-AP, 0,5 mM CdCl, 0,3 mM LaCls, 0,001 mM TTX (citrat),
0,05 mM BTS.

A pH-t TEA-OH-val 7,2-re, az ozmolalitast pedig TEA-

metanszulfonattal 320 mOsm-re allitottuk be.

Patch belso oldat

110 mM N- metilglutamin, 110 mM L-glutaminsav, 10 mM EGTA,
10 mM Tris, 10 mM glukéz, 5 mM Naz ATP, 5 mM PC Tris, 0,5 mM
rhod-2, 3,56 mM CaCly, 7,4 mM MgClzaz 1 mM [Mg?*] és 100 nM
[Ca?*] koncentracidk eléréséhez.

A pH-t NaOH-val 7,2-re, az ozmolalitast pedig N-metilgliikkaminnal
320 mOsme-re allitottuk be.

Retinol

torzsoldat: 10 mM koncentracié 100% EtOH-ban beoldva.

2. tablazat. A kisérletek soran alkalmazott oldatok.

Réviditések: BTS: N-benzil-p-toluén sulfonamid EtOH: etanol; EGTA: etilénglikol-

bisz(2-amino-etil-éter)-N,N,NO,NO-tetraecetsav

Izomerd mérés

A szobahdmérsékleten torténd in vitro izomerd méréshez az EDL izmokat vizszintesen

helyeztiik el egy kisérleti kamrdban, ahol folyamatosan perfundaltuk karbogénnel (95% O2 és

5% CO2) buborékoltatott Krebs-oldattal (10 ml/perc). Az izom egyik végét egy kapacitiv

mechano-elektromos erdméréhoz (Experimetria, Budapest, Magyarorszag), mig a masik végét

egy rovar tithoz erdsitettiik. Az izmokat ezutdn olyan hosszlsagra feszitettilk, amelynél a

maximalis erdt tudja kifejteni. 5 perces varakozasi utdn, az izmokat alulrdl érinté két

platinaelektrodat hasznaltunk 2 ms-os szupramaximalis (5 V) impulzusok leadasara. Ezeket a
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cre

elnevezés szerint twitch-et) valtsunk ki. A tetanusz kialakulasahoz az egyedi impulzusokat (5
V, 2 ms) 200 Hz-es frekvenciaval alkalmaztuk 200 ms-ig. A kialakulo erét 2 kHz-en
digitalizaltuk TL-1 DMA interfész segitségével, és egy online csatlakoztatott szamitogépen
taroltuk Axotape szoftverrel (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Az er6t végiil az adott

EDL izom keresztmetszeti teriiletére normalizaltuk.

Egyedi FDB izomrostok izolalasa

A kalciumméréseket az egerek FDB izmabol szarmazd egyedi vazizomrostokon
végeztiik. Az FDB izom normal Tyrode-oldatban torténd manualis preparalasat enzimatikus
emésztés kovette 0,2% I-es tipust kollagenazt tartalmazd kalcium mentes Tyrode-oldatban
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, katalégusszam: SCR103) 37 °C-on, 50 percig. Az
enzimes kezelés utan az FDB izmokat normal Tyrode-oldatba helyeztiik, és hiitészekrényben
taroltuk 4 °C-on felhasznalasig (maximum 36 oran beliil). Az izom pipettaval torténd finom

trituralasa utan egyedi FDB-rostokat kaptunk.

Feszultség clamp mérés és konfokalis mikroszkoépia

Az FDB rostokon torténd kalcium mérésekhez a patch clamp technikat alkalmaztuk. A
mérés kezdetekor az izolalt FDB rostokat kiilso oldatba helyeztik (lasd 2. Tablazat), és
fesziiltség-clamp technikaval rogzitettiink a nyugalmi potencidljukat (Axoclamp 200B, Axon
Instruments, Foster City, CA, USA). A citoszolikus kalcium valtozasainak vizsgalatdhoz
kiilonb6z6 depolarizald fesziiltségeket alkalmaztunk a pClamp 11.0-n programon keresztiil
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA), és egyidejiileg konfokalis mikroszkoppal (Zeiss 5
Live, Oberkochen, Németorszag) vonalmenti szkennelés, mas néven line-scan felvételeket
rogzitettiink a keletkezo jelekrSl. A rostokat patch pipettan keresztiil dializaltuk 50 uM rhod-2
¢s 10 mM EGTA tartalmt belsd oldattal (1asd 2. Tabldazat), majd 15-20 perc inkubalas elteltével
alkalmaztunk depolarizaldé impulzusokat. A rhod-2 gerjesztését 543 nm-en végeztiik, az 550
nm feletti emissziot megfeleld sziird segitségével vettiik fel. Az idéfelbontas 0,5 ms soronként,
mig a térbeli felbontas 0,24 pm/sor volt. A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik (20-22
°C). A nyugalmi potencialt —80 mV-ra allitottuk, a pipetta ellendlldsa 2 és 4 MQ kozott

valtozott.

A line-scan képeket egy sajat fejlesztésii programmal elemeztiik ki, melyben Royer
[104] altal leirt modellt vettiik figyelembe a kovetkezd paraméterekkel: Kqg (rhod-2) = 1,58 uM

és kon = 0,07 uM ! mst. A Ca?*-felszabadulas fluxusabol (amely a kalciumcsatornakon
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keresztiil torténd rhod-2 aramlést jelenti) levonva a pumpa eltavolitasi fluxusat, meghatarozhato
az SR-bdl kilépd nettd fluxus. Ennek integralja meghatdrozza a depolarizacié altal

felszabadithato SR kalciumtartalmat, méds néven a felszabaditott Ca** mennyiségét.

A Ca®*-felszabadulas fluxusidt (Rrer) a citoplazmatikus Ca?* szintek valtozasabol
szamoltuk, majd egy modellel illesztettik. A modell a kalcium intracellularis térb6l torténd
eltavolitasi folyamatokat tartalmaz, ahogy azt eredetileg Melzer és munkatarsai irtak le [105].
A linearis kapacitiv aramokat analog kompenzacioval korrigaltuk. Az aktivalas fesziiltség (Vm)

fliggésének leirasara Boltzmann-fiiggvényt hasznaltunk:
Ca (V) = Camax/(1 + exp(-(Vm - Vs0)/K) Eq. (1)

Az Eq.(1) egyenletben a Vs a félaktivacios fesziiltség, ez adja meg nekiink, hogy hany
mV-nal érjiik el a maximalis kalcium tranziensnek felét, ennek a segitségével tudjuk deffinialni
az ECC mechanizmus mindségét. A Camax a maximalisan mért kalcium érték, mig az 1/k a
fiiggvény logaritmikus meredeksége. Az egyes adatpontokat a Camax értékre normalizaltuk, és

a membranpotencial fliggvényében abrazoltuk.

A Ca®* tranzienseket a line-scan felvételekbdl a kovetkezOképpen szamoltuk: a
kiindulasi vagy masnéven alap (hattér) fluoreszcenciat (Fo[x]) az elsé depolarizalé impulzus
el6tti idotartomanyban 15-20 vonal atlagolasaval szamitottuk ki. A depolarizacié impulzus
soran kialakuld fluoreszcencia jel intenzitasat erre a Fo[x]-re normalizalva fejeztik ki
(F[X]/Fo[X]). Az F/Fg csucsértékeket ezutan a line-scan képeken 1évé adatpontok atlagolasaval
kaptuk, és a maximalis depolarizacidhoz kozeli értékeknél abrazoltuk. Ha egy sor tetanikus
depolarizal6 impulzust alkalmaztunk, egyetlen exponencialis filiggvényt alkalmaztunk a

felszabadult kalcium meghatarozasara az alabbiak szerint:
y = Yo+ ae™ Eq. (2)

Ezzel a képlettel illesztettiik a maximalis F/Fo valtozasanak id6beli lefutasat, ami igy

lehetdvé tette az SR kalciumtartalom becslését. A fenti egyenletben x az alkalmazott tetanikus

crcr

az utolsé depolarizalé impulzust kovetden mig yo a teljes és a fennmaradd SR kalciumtartalom

kiilonbsége.

Egyes kisérletekben, az izolalt FDB rostokat 10 uM retinol-al el6kezeltiik 3 oran at

normal Tyrode oldatban, 4 °C-on.
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Mitokondrialis kalcium felvétel mérés

A mitokondridlis kalciumszint valtozasait az egyedi FDB rostokban Ainbinder és
munkatarsai (2015) nyoman rhod-2 AM kalcium érzékeny festéket alkalmazva vizsgaltuk
ismétl6do6 elektromos ingerlést kovetéen [106]. A rhodamin-alapu indikatorok kationosak, ami
specifikusan a mitokondriumokba torténd potencial vezérelt festékfelvételt eredményez és ez
altal lehetdségiink nyilik az aktivitasfiiggd mitokondrialis kalciumfelvétel kovetésére. Az FDB
rostokat 5 uM rhod-2-AM-mel inkubaltuk 15 percig szobahdmérsékleten, majd normal Tyrode
oldattal mostunk. A rostokat elektromosan stimulaltuk (S88 Stimulator, Grass Technologies,
Warwick, RI, USA) egy par platinaelektrodan keresztiil, amelyeket az egészségesnek itélt, ép
struktaraju rost kozelében helyeztiink el. A rostokon 5 egymast kovetd tetanuszos
ingerléssorozatot (500 ms id6tartama, 100 Hz) alkalmaztunk szupramaximalis aktivalo
fesziiltség mellett. x-y képeket (512 512 pixel, 0,5 ms/pixel) készitettiikk nyugalomban, az 1. és
5. tetanusz utan. A mitokondriumokbol szarmazo rhod-2 fluoreszcencia értékek (Fmito)
kiszamitasat a kovetkezOképpen végeztiik: a rost hossztengelyével parhuzamos hosszanti oldala
téglalapot jeloltiink ki, amely teriilet felett Zeiss Zen Blue (Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
programmal kiszamitottuk az atlagos fluoreszcens értéket. Az Fmito normalizalt mitokondrialis
kalciumfelvételt az igy kapott hullam alaka gorbék csucsértékei (I-csik fluoreszcencia,
mitokondriumot reprezentalva, Ficsik) és a mélypontok (A-csik, fluoreszcencia, alapvonal, Fa-

csik) Ismeretében szamitottuk ki az alabbi egyenlet segitségével:
Frmito=(F1-csik — FA-csik)/FA-csik Eq. (3)

Molekularis Biolégia

RNS preparalas, Reverz Transzkripcid (RT) és Kvantitativ Polimeraz Lanc
Reakcio (Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)

A teljes RNS-frakciot TRI-reagenssel (MRC, Cincinnati, OH, USA, katalogusszam:
TR118) izolaltuk CTRL, AX ¢és krill olajjal taplalt egerekb6l szarmazé homogenizalt TA
vazizom mintdkbol. Az izolalt RNS-t nukleazmentes vizben Ujra szuszpendaltuk és -80°C-on
taroltuk a kisérletek megkezdése elétt. Az RNS koncentracidjat és mindségét
spektrofotométerrel hataroztuk meg 260 nm hulldmhosszon (NanoDrop ND1000; Promega
Biosciences, Madison, WI, USA). Az izolalt RNS-t DNazzal ¢s RNaz inhibitorral kezeltiik
(Ambion, Austin, TX, USA). Az Omniscript RT kittel (Qiagen, Germantown, MD, USA,;
katalégusszam: 205113) az izolalt 6sszes RNS-bol 1000 ng-ot reverz transzkripcioval

komplementer DNS-¢ (cDNS) alakitottuk. A c¢DNS-szintézist random hexamerek
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felhasznalasaval végeztiik 25 pl reakciotérfogatban. A kvantitativ RT-PCR-hez Tagman Gene
Expression Assays-t hasznaltunk a Tagman™ Gene Expression Master Mix-szel (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Az amplifikaciot Light Cycler 480 Master miiszerrel
(Roche, Basel, Svijc) végeztiikk (kat. sz. lemezekhez, Roche: 04729692001; kat. sz.
zarofoliakhoz, Roche: 04729757001). A Tagman génexpresszids vizsgalatokhoz a Thermo
Fisher Scientific-t61 (Waltham, MA, USA) vasarolt és a 4. Tdbldzatban 6sszefoglalt Tagman
probakat hasznaltunk. Az amplifikacids program 10 perc volt 95 °C-on, majd 50 ciklusonként
15 masodpercig 95 °C-on és 1 perc 60 °C-on. A transzkriptumok relativ expresszios értékeit
Osszehasonlito Ct modszerrel szamitottuk ki, és AP3D1-et (Mm00475961 ml) hasznéltuk
normalizalashoz. Minden qPCR reakciodt triplikdtumban végeztiink. A Cp értékeket a Light
Cycler 480 SW 1.5.0 szoftverrel (Roche) hataroztuk meg, a relativ masolatszamokat pedig a
DCp modszerrel szdmitottuk ki. Végiil a vizsgalt (MCU, Mfn2, CB1, Drpl) és normalizicios

gén (AP3D1) esetében a mért értékek ardnyai adték a relativ expresszios szinteket.

Vizsgalt gén Termék szam (Thermo Fisher Scientific)
MCU (Mm01168773_m1)
Mfn2 (Mm00500120_m1)
CB1 (Mm01212171_s1)
Dnm1l (MmO03_42)
AP3D1 (MmO00475961_m1)

3. Tablazat. PCR soran hasznalt Tagman préobak.

Western Blot

Western blot kisérletekhez a teljes sejtlizatumot a m. glutealis-bol mechanikus
erokivondsos modszerrel izolaltuk. A szovetmintakbdl sejtlizatumokat készitettiink tigy, hogy
a sejteken rozsdamentes acél golyokkal nyiroerdt alkalmaztunk. A fehérjetartalmat modositott
BCA fehérje vizsgalattal (Pierce, Rockford, IL, USA) mértiik. A mintdkat ezutan natrium-
dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézisnek vetettiik ala; 10%-os géleket savonként
egyenld (40 pg) mennyiségli fehérjével toltottiink fel. A mintdkat ezutdn nitrocelluloz
membranra vittik at (Bio-Rad). A fehérjekotd nitrocelluloz membranokat 5%-0s tej-PBS
oldattal blokkoltuk. A fehérjéket nyul-anti-MICU1 primer antitestekkel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, PA5-77364, poliklonalis, 1:500), nyal anti-Mitofusin-2-vel
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(Cell signaling Technology, Danvers, MA, USA 9482 ¢és 8570, 1:500) és egér anti-Drpl-el
(Santa Cruz, Dallas, TX, USA, sc-271583, monoklonalis, 1:500) jeldltiik 5% tejport tartalmazo
PBS-be higitva. Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal konjugalt, kecskébdl szarmazo
anti-nyul IgG Fc antitesteket (Bio-Rad; 1:1000 5% tejport-t tartalmazo PBS-ben) hasznaltuk,
¢s az immunreaktiv savokat SuperSignal® West Pico vagy Femto Chemiluminescent Substrate
fokozott kemilumineszcencias kittel (Pierce, Rockford, IL, USA) tettiik lathatova KODAK Gel
Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company, Kodak, Tokio, Japan) segitségével.
Az egyenld fehérjefelvitel meghatarozasdhoz a membranokat Gijra megvizsgaltuk egér anti-a-
actinin antitesttel (1:1000 higitas 5% tejport-t tartalmazé PBS-ben, Santa Cruz, Dallas, TX,
USA, sc-166524), és a fent leirtak szerint lathatdva tettiik.

Fehérje Gazdas Gyarts Katalogusszam Higitis
zervezet
, Thermo Fisher PA5-77364 )
MICU1 nyul Scientific 1:500
Mitofusin-2 nyul Cell Signalling 9482 1:500
Technology

Drp-1 egér Santa Cruz sc-271583 1:500

a-actinin egér Santa Cruz sc-166524 1:1000

4. Tablazat. Western Blot soran hasznalt antitestek.

Statisztikai elemzes

Ebben a munkéban az dsszesitett adatokat az atlag+standard hibaként (standard error of
the mean, SEM) adtuk meg. Az in vivo grip teszt mérésekhez paros t-probat alkalmaztunk, hogy
Osszehasonlitsuk az adatokat a taplalékkiegészitokkel vald etetés eldtt €s utdn az egyes
csoportok esetében. Az in vitro erdmérésnél az atlagot és a SEM-et az ugyanabbol az allatbol
szarmazo izmok értékeinek atlagaként szamoltuk ki, mig a mintdk szdma az adott csoporton
beliili allatok szdma volt. A CTRL, AX ¢és krill olaj adatok Osszehasonlitdsara egyiranyu
varianciaanalizist (ANOVA) és paronkénti Bonferroni-féle tobbszords oOsszehasonlitasi
modszert is alkalmaztunk. Minden mas esetben a statisztikai szignifikancia értékelését a Prism

statisztikai programmal (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) végeztiik.
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Eredmények

Az AX és krill olaj taplalékkiegészités megnoveli az in vivo izomerdt

Feltételeztiik, hogy az AX erdsen befolyasolhatja a sejtanyagcserét, ezért kezdetben
megvizsgaltuk az AX etetés testsulyra gyakorolt kronikus hatasat. A kisérlet 1. és 28. napjan
megmértiik a standard ragcsalotappal (CTRL csoport), valamint az AX-al kiegészitett tappal
etetett egerek testtomegét. Fiatal felnott egerek esetén az 4tlagos testtomeg-ndvekedés
szignifikansan kisebb volt az AX egerekben, mint CTRL allatokban (5. tdbldzat). Ez a
kiilonbség nem a csokkent taplalékfelvételnek volt kdszonhetd, mivel az atlagos tapbevitel
azonos volt a két csoportot nézve (0,21 £ 0,01 (CTRL) és 0,22 + 0,02 (AX) g/nap/testtdmeg-
gramm). Az atlagos testsulyok a két csoport esetén az alabbiak voltak: 27,7 £ 1,0 g (1. nap) és
28,8 £ 0,8 g (28. nap) a CTRL csoportban, mig az AX csoport esetén: 28,1 + 0,7 g (1. nap) és
28,2+ 0,7 g (28. nap).

In vivo adatok

Paraméterek CTRL AX
Allatok szdma 9 7
Testsuly valtozas (g) 1,1+1,8 0,1+1,4%*

Normalizalt er6 valtozdsa(mN/g) 0,16 +0,39  0.560+ 0,12*

5. tablazat. A testsuly és a fogderé valtozasa a specidlis AX tartalmu
taplalékkiegészités 4 hetes alkalmazasat kovetben fiatal-feln6tt egerek esetén.
*p<0,05; **p<0,01 a kontrollhoz képest.

A fiatal feln6tt allatok in vivo izomteljesitményének meghatarozasara grip, vagy mas
néven fogoerd tesztet alkalmaztunk az AX taplalék-kiegészitéssel torténd etetési iddszak elején
¢s végén is. Ennek megfeleléen 4 hét utan az AX-al etetett egerek atlagosan nagyobb

erokifejtésre voltak képesek (5. tabldazat, 12. abra, A panel).

Hasonlo eredményeket kaptunk az oregedd egerek AX-al és krill olajjal valo etetése
soran. Mig az AX etetés nagyobb mértékli fogyast eredményezett a specidlis diétan eltoltott
negyedik hét végére, a krill olajjal kiegészitett tapot fogyasztd allatcsoport hasonld

teststilyvaltozési tendencidkat mutatott, mint a CTRL csoport (6. tdbldzat). A testtdmeg
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valtozasa itt sem a csokkent taplalékfelvételnek és nem is a csokkent izomtomegnek volt
tulajdonithatd (az atlagos tapfogyasztas: 0,21 + 0,01, 0,22 + 0,02 és 0,21 £ 0,03 g/nap/
testtomeg-gramm a CTRL, az AX és a Krill csoport esetében). 1d6sddo egerek esetén is azt
tapasztaltuk, hogy a CTRL csoporthoz képest az AX és a krill olaj is jelentésen megndvelte a

testtomegre normalizalt markolderét négy hét elteltével (6. tabldzat, 12. dbra B panel).

In vivo adatok

Paraméterek

CTRL AX Krill
Allatok szama 6 4 I
Testsuly valtozas(q) -1,04 £0,66  -3,98 +£0,31*** -0,73 £0,34
Normalizalt er6 valtozdsa (mN/g) -0,11 £0,23 0,42 +£0,23* 0,44 +0,16*

6. Tablazat. Az 6regedd egerek testsuly €s in vivo izom teljesitményének valtozasai AX
és krill olaj 4 hetes taplalékkiegészités kdvetkeztében. *p < 0,05 és ***p<0,007 a

kontrollhoz képest.
A B
08 7 & @ 7
Z ’ (*) Zz 0,8 * (*)
g E o6 |
» 0,6 P
\% :g 0l4 1
=2 2 02
E: 0.4 . s (6)
‘2 &) 2 0,0
E 0,2 é 0,2
£ 00 S04
CTRL AX CTRL AX Krill

12. abra. A testsulyra normalizalt maximalis izomeré novekedése az AX és krill olaj
etetést koévetben fiatal (A) és 6regedéb (B) egerek esetén. A zardjelben [évé szamok a
csoportonként vizsgalt allatok szamat jelélik. *p<0,05 a kontrollhoz képest.
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Az AX és krill olaj taplalékkiegészités megnoveli az in vitro izomero6t
Annak megallapitasara, hogy az AX diéta megvaltoztathatja-e kozvetleniil az
izomfunkciot, in vitro izomer6t vizsgaltunk fiatal feln6tt egereken. Az EDL izmok normalizalt
egyszeri rangéasanak atlagos amplitid6jaban nem volt kiilonbség az AX-al etetett és a CTRL
csoport kozott (7. tablazat, 13. abra A panel). Ez némileg eldrelathato volt, mivel az EDL izmok
keresztmetszete nem kiilonbodzott a csoportok kozott (1,30 + 0,07 mm? a CTRL és 1,27 + 0,05
mm? az AX esetében). Ezzel ellentétben, az AX etetés jelentésen megnovelte a tetanusz alatt
kifejtett er6t (7. tabldazat, 13. dbra B panel). EDL izmok esetén, mindkét csoportban a csucs
eléréséhez sziikséges 1d6 (time to peak, TTP) és a fél relaxacios id6 (half relaxation time, HRT)

esetén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (7. tablazat).

Amikor O6regedd egerek esetén vizsgaltuk az AX és krill olaj taplalékkiegészités
hatésait, azt talaltuk, hogy jelentésen megndvekedett a normalizalt egyszeri rangasok (twitch)
¢s a tetanuszok amplitiddja a kezelt allatokban (8 tdbldzat, 13. abra C, D panel). Eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy id6s6d6 egerekben az AX-al torténd taplalékkiegészités
hatékonyabbnak bizonyult a krill olajal szemben, mivel az izomeré markansabb novekedését

okozta egyedi rangésok és tetanusz esetén egyarant.

Paraméterek Twitch Tetanusz
CTRL AX CTRL AX

Izmok szama 9 9 9 9

Eré (mN/mm?) 1,69+0,13 1,76+0,08 7,13+0,49 8,67+0,53*

TTP (ms) 32,5¢1,4  33,1+1,1 173,9£5,3 169,44+4,3

HRT (ms) 29,2+1,0  28,8+1,0 75,1+6,6  81,0+3,5

Roviditések: TTP: csucs eléréséhez sziikséges ido;, HRT: félrelaxdcios ido

7. tablazat. Fiatal felnétt egerek esetén az in vitro er6mérés paraméterei 5 darab
kontroll és 5 darab AX diétan tartott egérb6l szarmazd EDL izom esetén. *p<0,05 a
kontrollhoz képest.
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Twitch

Paraméterek CTRL AX Krill
Izmok szama 30 12 9
Eré (mN/mm?) 1,65+0,12 3,06 £0,63** 2,33 +0,38
TTP (ms) 30,1 +£0,3 31,0+ 1,3 34,3 £ 1,7%%*
HRT (ms) 26,0 £ 0,6 26,0+ 1,3 28,1+ 1,4
. Tetanusz
Paraméterek CTRL AX Krill
Izmok szama 30 12 9
" 2 14,52 +
Eré (mN/mm®) 8,13+ 0,40 2 04x* 1024+ 1,11*
TTP (ms) 173,7+4,4 177,8 +7,8 190,1 +5,8
HRT (ms) 80,2 + 4,6 76,7 = 8,3 65,7+7,2

Roviditések: TTP: csucs eléréséhez sziikséges ido, HRT: félrelaxacios ido

8. tablazat. Id6s6d6 egerekben az in vitro izomdsszehuzddas paramétereinek
valtozasa EDL izmokban az AX és krill olaj diétat kbvetben. *p<0,05; **<0,01,***<0,001
a kontrollhoz képest.
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13. abra. Nagyobb izomeré generaldas EDL izmokban az AX és krill olaj
taplalékkiegészitést kbvetéen fiatal (A,B) és id6sodé (C,D) egerek esetén. A zardjelben
lév6 szamok a felhasznalt allatok szamat jellik. Az oszlopokban lév6 szamok a vizsgalt
izmok szamat jelzik. * és ** a kontrollhoz képest szamolt szignifikans kilénbséget jeldli
*p < 0,05 és **p < 0,01 értéken.

Ugyanakkor, az AX kezelés hatasara sem a twitch, sem a tetanusz esetén nem észleltiink
szignifikans kiilonbséget az olyan paraméterekben, minta TTP vagy a HRT (8. tabldazat). Ezzel
szemben, azt talaltuk, hogy a krill olaj adagolas az egyedi rangdsok esetén szignifikansan

megnyUjtotta a TTP értékét a kontrollhoz képest.
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A kalciumtranziensek feszultségfluggése valtozatlan marad a karotinoid
taplalékkiegészités utan

Az AX, valamint a krill olaj tartalma diéta a DHPR és RyR1 kozotti mechanikali
kapcsolat, vagyis az ECC mechanizmus egyik kulcsfontossagu 1épésére gyakorolt hatasainak
felmérésére kalciumtranzienseket vizsgaltunk teljes sejtes fesziiltség-clamp technikat
alkalmazva. Enzimatikusan izolalt FDB rostokon 100 ms hosszisagu depolarizaciokat
alkalmaztunk -80 mV tartofesziiltségrdl indulva —60 és +30 mV kozott, 10 mV-onként novelve
a depolarizal6 impulzusokat. A két impulzus kozotti késleltetés 1100 ms volt. Ezzel
parhuzamosan a kalciumtranzienseket Zeiss Live konfokalis mikroszkopon mértiik. A 14. dbra
A paneljén az adott protokoll mellett rogzitett reprezentativ line-scan (x-t) kép lathato. A fehér
szinll gorbe az atlagos nyugalmi Fo(x) értékekre normalizalt fluoreszcencia intenzitast mutatja,
amelyet a kép 50 soranak atlagolasaval kaptunk. A /4. abra B panelje a fiatal feln6tt egércsoport
atlagos normalizalt fluoreszcencia értékeinek fesziiltségfiiggését hasonlitja Ossze 12 darab

CTRL (fekete) és 17 darab AX (piros) FDB rost esetén.

Az Anyagok és Modszerek fejezetben bevezetett Eq.(1) képletet alkalmazva Boltzmann
fiiggvényt illesztettiink az adott mérés soran rogzitett maximalis fluoreszcencia értékekre. Sem
a fél-aktivaciés fesziiltségben (Vso), sem az illesztett gorbék meredekségeiben (1/k) nem
talaltunk eltérést a CTRL és AX rostok adatainak Osszehasonlitisa soran (94 tdbldzat).
Kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy a kalciumfelszabadulas fesziiltségfiiggése nem valtozott
a két csoportban, vagyis az AX kezelés vélhetéen nincs hatassal a kalciumfelszabadulés

aktivalasara, tehat a DHPR és RyR1 kozotti mechanikai kolcsonhatasra.
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14. abra. A taplalékkiegészit6k adagolasa nem valtoztatta meg az FDB rostokon mért
kalciumtranziensek feszliltségfliggését fiatal felndtt egerek esetén, mig Oregedd
egerekben enyhén balra tolta azt. (A) A rhod-2 fluoreszcenciat bemutatd Fo(x)
alapértékre normalizalt reprezentativ konfokalis line-scan felvétel egy kontroll sejtben,
amelyet egymast kdvetd depolarizald feszliltségnek tettiink ki (a képen lathato
protokollt kovetve) egészsejtes fesziiltség-clamp technikat alkalmazva. (B, C) A
kalcium tranziensek fesziiltségfliggésének Boltzmann illesztései fiatal, valamint
Oregedé egerekbdl szarmazd egyedi FDB rostokon.

Amikor megvizsgaltuk az 1d6s6dd egerek esetén a taplalékkiegészités hatdsait a
kalciumtranziensek fesziiltségfiiggésére azt talaltuk, hogy a krill olaj tartalmu diéta enyhén
balra, vagyis negativabb fesziiltségértékek iranyaba tolta a Vso értéket. Az illesztések
paramétereit a 9. fabldzat B része foglalja 0ssze, mig a /4. abra C paneljén a fluoreszcencia

atlagértékekre tortént legjobb illesztések lathatok 6 darab FDB rost esetén (zold).

A fluoreszcencia intenzitas csucsértékébodl szamolt kalcium tranziensek maximuma
(+10 mV-os depolarizacio esetén) statisztikailag nem kiilonbozott a fiatal egerek két csoportja
kozott (3,46 £ 0,22 a CTRL és 3,68 £ 0,35 az AX csoport esetében, 15. dbra). Mivel a

depolarizaldo impulzus idétartama mindig allando volt (100 ms), az F/Fo tranziensek alatti
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teriiletet az impulzus elejétdl a végéig szamoltuk ki, és nem taldltunk statisztikailag eltérd
értékeket (172,1 + 17,9 ms a CTRL esetében, illetve 176,4 + 19,2 ms az AX esetében; p > 0,8).
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az AX egerekben megfigyelt nagyobb tetanikus erd

vélhetéen nem a fokozott kalciumfelszabadulas kdvetkezménye.

A
A Boltzmann fiiggvény
Paraméterek illesztett paraméterei - fiatal
CTRL AX
Allatok szdma 4 6
FDB rostok szama 12 17
Vso (MV) -13,03+£2,29 -16,57+2,70
1/k 791+0,54 10,04 +0,79
B
A Boltzmann fiiggvény illesztett paraméterei -
Paraméterek 1ddsodd
CTRL AX Krill
Allatok széma 7 5 5
FDB rostok szama 13 10 6
Vso (MV) 107+482 -580+389 -877+5287
1/k 11,35+0,75 12,78+1,47 8,65+1,57

9. tablazat. A Boltzmann fliggvények illesztésének paraméterei fiatal (A) és id6s6dd
(B) egerek esetén.
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15. abra. (A) A normalizélt fluoreszcencia értékek idébeli profiljai az adott nagysagu
100 ms hosszusagu depolarizdld impulzusoknal fiatal CTRL és AX egerek FDB
rostjaiban. (B) A maximalis depolarizacios impulzusok kézelében (+10 mV) kapott F/F,
csucsértékek 6sszesitett adatai. Az oszlopokban levé szamok a vizsgalt sejtek szamat,
mig a zardjelben lévd szamok a vizsgalt dllatok szamat jelolik.

A retinol médositja a Ca?* felszabadulast vazizomban

A kovetkezd kisérletsorozatban 10 uM retinol akut hatasat vizsgaltuk a vazizom elektro-
mechanikai kapcsolat miikodésére, fiatal egerekben. A retinol szerkezetileg hasonld az AX-hez,
de az intracelluldris metabolizmusa eltérd. A 16. abra A panel-jén bemutatott reprezentativ
kisérletben az alkalmazott protokoll lathato. Eredményeink azt mutatjak, hogy a retinol akut
alkalmazasa eltolta a kalciumtranziensek fél aktivacios fesziiltségét és megvaltoztatta azok
meredekséget (/6. abra B panel). A kapott pontok atlagos értékeire Boltzmann-fiiggvényt
illesztettiink az Eq. (1) alapjan (/0. tdablazat). Ez a hatas a raktarbol felszabadulé kalcium

csucsértékének jelentds csokkenésével jart egyiitt a retinollal el6kezelt rostok esetében (16.
dbra C panel).
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A Boltzmann fiiggvény

Paraméterek illesztett paraméterei
CTRL Retinol
Allatok szama 4 6
FDB rostok szama 12 11
V5o (MV) -13,03+2,29 -8,52+3,70
1/k 7,91 +0,54 14,76 + 0,68

10. tablazat. A Boltzmann fliggvények illesztésének paraméterei fiatal kontroll és
akut retinol kezelésen atesett FDB rostokon.

Mivel a Ca®" visszavétele a raktiarba a nyugalmi SR kalciumtartalom legfobb
szabalyozoja, kivancsiak voltunk, hogy az azonnali — aktivalastol aktivalasig terjedé — Ca?*
visszavételt is modositja-e a két vizsgalt hasonld szerkezetli vegyiilet. A szerek hatdsanak
tesztelésére maximalis depolarizacioju tetanusz sorozatot alkalmaztuk a /6. dabra D, E és F
paneleken lathato protokollt kdvetve CTRL, AX és retinollal kezelt rostokon. A kalcium
tranzienseket 1,5 s késleltetéssel, egyenként 200 ms iddtartamu, +30 mV-ra torténd
depolarizalo impulzusok sorozataval valtottuk ki. Ebben a kisérleti elrendezésben a folyamatos
¢s ismételt depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek megfeleltetheték a fiziologias

izom0sszehtizodas soran fellépd tetanuszos rangasokkal.
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16. abra. Akut retinol kezelés hatasa fiatala egerek FBD rostjainak elektro-mechanikai
kapcsolatanak mikédésére. (A) Reprezentativ konfokalis line-scan felvétel a
feszliltség aktivalt intracellularis kalciumtranziensekrél egy kontroll FDB rost esetén. A
fehér gorbe a térben atlagolt F(t)/Fo-t jelzi. (B) A kalciumtranziensek fesziiltségfliggése.
(C) Normalizalt fluoreszcencia cstcs a maximalis depolarizaciohoz kézeli (+10 mV)
értéknél. *** szignifikans eltérést (p < 0,001) jelol a CTRL-hoz képest. A délt betis
szamok a vizsgalt sejtek szamat, mig a zaréjelben lév6 szamok a vizsgalt allatok szamat
jelolik. (D, E, F) Az FDB rostok kalciumraktarainak Urilésének mértékét bemutatd
reprezentativ line-scan képek CTRL (D), AX (E) és retinol (F) kezelt sejtekben. (G) A
normalizalt fluoreszcenciat minden egyes impulzusra abrazoltuk, és az F/F, csbkkenés
értékeléséhez egy-egy exponencialis fliggvényt illesztettiink a pontokra. * és **az AX
és a retinol k6zotti szignifikéns eltérést jeloli az adott depolarizacid esetében (*p < 0,05
és **p <0,01).

A 16. dbra G panelje szemlélteti a normalizalt fluoreszcencia értékek (F/Fo) alakulasat
az ismétlédo tetanuszos stimulacié soran CTRL, AX és retinollal kezelt FDB rostokban. A
sorozatos ingerlés hatasara, folyamatosan csokken az F/Fo érték, hiszen egyre inkabb {iriil a raktar

kalciumtartalma és egyre kisebbek lesznek a kalciumtranziensek. Meglepve tapasztaltuk, hogy
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az AX kezelt rostokban kevésbé volt dramai ez a csokkenés. Ezzel szemben a retinol kezelés
szignifikansan lecsokkentette azt (16. abra F panel, G panel zold gorbe). Mindharom esetben, a
fluoreszcencia csokkenést egy exponencialis fiiggvénnyel illesztettik meg az Anyagok és
Mbddszerek fejezetben megadott Eq. (2) képlet alapjan; az illesztési paraméterek a kovetkezok
voltak: yo = 1,77, 1,53 és 1,61, a = 1,46, 2,29 és 0,59; b = 0,19, 0,16 és 0,15 a CTRL, AX és
retinol esetében. Retinol alkalmazasa esetén az illesztett exponencialis gorbe joval a kontroll és
AX illesztés alatt marad, ami arra utal, hogy az akut retinol kezelést kovetden az izomrostok

hajlamosabbak a faradékonysagra, hamarabb kimertilnek.

Valtozatlan Ca* tranziensek és Ca* fluxusok antioxidans
taplalékkiegészités utan
A 17. dbra A paneljén lathatdo a CTRL (fekete), AX (piros) és krill olaj (z61d) dreged6
egerekbdl szarmazd FDB izomrostokban rogzitett maximalis depolarizacioval kivaltott rhod-2
fluoreszcencia valtozasainak &sszehasonlitasa. A 17. dbra B panel a netto felszabadulé Ca®*
mennyiségét mutatja, mig a C panelen az intracellularis [Ca?*] véltozasaibol szamolt Ca?*fluxus
lathatd. Az atlagos F/Fo cstcs fluoreszcencia értékekben nem figyeltiink meg szignifikans
valtozast a vizsgalt csoportok kozott (17. dbra D panel), nevezetesen ezek az értékek: 3,40 +
0,39; 2,93 + 0,31, illetve 3,53 + 1,06 voltak a CTRL, AX és krill olaj esetében. Osszességében
elmondhat6, hogy a fluoreszcencia, az abbdl szamolt kalciumkoncentraciok, valamint
kalciumfluxus nagyon hasonlé id6beliséget mutatnak a CTRL és a taplalékkiegészitével etetett
allatokban, ami arra utal, hogy ezek tekintetében nincs jelentés valtozas a specialis karotinoid

tartalmu étrend alkalmazas kovetden.
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17. &bra. A tapldlékkiegészitbk Ca?'-tranziensekre és Ca’"fluxusokra gyakorolt
hatasanak 6sszehasonlitasa oregeddé egerek FDB izomrostjaiban. (A) Reprezentativ
F/F, fluoreszcencia véaltozasok 100 ms hosszu depolarizélé impulzusok hatasara. (B)
Az F/F, tranziensekbdl szamitott netté felszabadulé Ca** mennyisége (C) Ca?*-fluxus
gorbék a B panel gorbéibél szamolva. (D) A maximalis depolarizalé impulzusoknal (100
ms, +30 mV) kapott F/F,csucsértékek 0sszesitett adatai. A pontok egyedi sejteknek
felelnek meg; a négyzetek az egyes csoportokra szamitott atlagot (+SEM) jelzik. (E, F)
Az atlagos kibocsajtott Ca?* mennyisége, valamint a Ca?" fluxus. Az oszlopokban lévé
szamok a vizsgalt dllatok szamat, mig a zarojelben lév6 szamok a vizsgalt sejtek szamat
jelolik.

A karotinoid taplalékkiegészités valtozé hatasai az aktivitas-fuggd
mitokondrialis kalciumfelvételre

A 18. dbran lathatok egy CTRL és egy AX-al kezelt egérbdl szarmaz6 egyedi FDB
izomrost konfokalis felvételei. Itt a rhod-2 AM fluoreszcenciajat hasonlitjuk 6ssze nyugalmi
allapotban (18. dbra A panel), valamint egy (18. abra B panel) és 6t (18. dbra C panel) egymast
kovetd tetanikus depolarizalé impulzust kdvetden. A rost tengelyével parhuzamosan atlagolt
fluoreszcencia a tetanuszos stimulaciot kovetéen novekszik (18 dbra D, E, F), am az atlagos

fluoreszcencia-novekedés kisebbnek bizonyult az AX-al etetett egércsoport rostjai esetében.
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18. abra. Csdkkent aktivitasfiiggd kalciumfelvétel az AX-al etetett egerek FDB

rostjainak mitokondriumaiban. (A, B,

Reprezentativ képek a rhod-2

fluoreszcenciajardl FDB rostokban tetanikus stimulédcid elétt és utan (1. és 5. tetanusz)
CTRL (a) és AX (b) egerekben. (D, E, F) Mitokondrialis fluoreszcencia-intenzitasprofilok
az Aa, Ba, Ca és Ab, Bb, Cb képeken kiemelt négyzet alakdu terliletekb6l szamolva.

Hasonldo méréseket végeztiink az id6sodoé egereken is. Egy oreg kontroll egérbodl

szarmaz6 FDB rost reprezentativ konfokalis képei lathatoak a 19. dbra A paneljén

nyugalomban, illetve 1 vagy 5 ingerlést kdveten. Az atlagolt fluoreszcenciat itt is egy rosttal

parhuzamos teriiletb6l (a kijelolt fehér téglalap) hataroztuk meg (/9. dbra B, C és D panelek).
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19. abra. A mitokondrialis kalciumfelvétel aktivitas-fliggé valtozasai éregedé egerek
FDB rostjaiban. (A) A rhod-2 fluoreszcencia abrazoldsa egy kontroll FDB rostban,
nyugalmi dllapotban és tetanuszos stimulédciot (1 és 5 tetanusz) kévetéen. (B, C, D)
Reprezentativ mitokondrialis fluoreszcencia-intenzitasprofilok az A panelen lathatd
téglalap alakdu teriiletekbdl szamolva egy kontroll (fekete), AX (piros), és krill olaj (z6ld)
diétan tartott egérbd6l szarmazdé FDB rostok esetén.

A 20. abra 6sszefoglalva mutatja a fiatal felnott csoport (A panel) mellett az 6regedd
egereken (B panel) rogzitett mitokondrialis fluoreszcencia értékek (Fmito) atlagait. Az Fmito
kiszamolasa az Anyagok és Mdodszerek részben megadott Eq.(3) képlet alapjan tortént. Jol
lathaté, hogy mindkét allatcsoport esetén az ingerlés hatasara fluoreszcencia

intenzitasnovekedést tapasztaltunk, am a fiatal allatok esetén az AX diéta Ggy tlinik, hogy

58

12



hatasosabb volt, hiszen megvédte a mitokondriumokat a kalcium taltoltédés (overload) ellen.

Az 1d6s6d6 csoportban, a krill olajjal kiegészitett diétanak volt hasonld hatasa.

A

0,25

— —

a &

= & 0,20

= =]

= =

= =

p = 015 |

E =

== LHE

= = 0,10

E = 005 |

£ E 17 19 12

S
z Z 0,0
Alap Ltetanusz 5. tetanusz Alap 1.tetanusz 5. tetanusz

* #p<0,01
** ¥ p<0,05

20. abra: A normalizalt atlagos mitokondrialis fluoreszcencia (Fmiro) abrazolasa. (A)
CTRL és AX-al etetett fiatal feln6tt egerekb6l szarmazd FDB rostokban nyugalmi
allapotban és a tetanuszos ingerlést kévetéen, valamint id6s6dé egerek (B) atlagos
Frmito értékei a specialis diétat kbvetden.*, #, ¥ p < 0,05 jelzi az adott csoporton bellili
szignifikans kllénbséget a tetanuszos ingerlést kévetéen. ** p < 0,05 a CTRL és az AX
kozotti szignifikans eltérést jelzi az 6todik tetanusznal. Az oszlopokban lévé szamok a
vizsgalt izmok szamat, mig a zardjelben lévd szamok a vizsgalt allatok szamat jelolik.

A karotinoid taplalékkiegészités valtozd hatasai a mitokondrialis
dinamikara

A kisérleteink folytatasaban arra voltunk kivancsiak, hogy mi allhat a fokozott in vivo
¢és in vitro erGgeneralas hatterében az alkalmazott taplalékkiegészités kapcsan. Ezért arra
kerestik a valaszt, hogy a mitokondrialis dinamikaban (fizios és hasadis) és a Ca®"
szabalyozasban részt vevo egyes fehérjéket befolyasolja-e az AX valamint krill olaj tartalmt
specialis étrend. A mitokondrialis fuzid jellemzésére az Mfn2-t, a mitokondrialis fission vagyis
hasadas kapcsan pedig a Drpl-t vizsgaltuk, a mitokondrialis kalcium felvétellel kapcsolatban
pedig az MCU expresszids szintjét elemeztiik. Ezen tl még a CB1 fehérjét is tanulmanyoztuk,
mivel azt korabban mar leirtdk, hogy az oregedés soran megvaltozik a fehérje expresszios
szintje. A kontroll, AX és krill olajjal etetett id6s6d6é egércsoportok esetén kvantitativ PCR
analizist végeztiink az m. tibialis anterior (TA) izmokon és az MCU, Mfn2 és CBI1

transzkriptum-szintjében szignifikans kiilonbségeket talaltunk a taplalékkiegészitést kovetden.

59



Az AX szignifikansan novelte az MCU mRNS transzkriptum szintjét (21. dbra A panel), mig

a krill olaj nem befolyasolta azt. Masrészt az Mfn2 mRNS-szintjét a krill olaj szignifikansan

megvaltoztatta a CTRL-hoz képest, AX-kiegészitést kovetden csak enyhe emelkedést

észleltiink az expresszios szinten (21. abra B panel).
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21. abra. A 4 hetes tapldlékkiegészités valtozd hatdssal van a mitokondrium
haztartasaban részt vevé egyes fehérjékre. (A, B, C) az MCU és az Mfn2 mRNS
transzkriptum expresszidjaban az RT-qPCR analizis szignifikans kiilonbségeket mutat
az AX és krill olaj diétan tartott egerek TA izmaiban. A CB1T mRNS szintje nem valtozott.
Az adatokat négy-négy egérbdél nyertiik csoportonként. * p<0,05 a kontrollhoz képest.
(D, E) Reprezentativ Western blot a MICU1 és Mfn2 fehérje vizsgalatara. A szamok a
vizsgalt allatok azonositészamat jelzik a gélen. (F) A MICU1 és Mfn2 fehérjék atlagos
expresszids szintje. Belsé kontrollként a-aktinin alkalmaztunk. Az adatok két fliggetlen

kisérletbbl szarmaznak.

A CBI1 transzkriptumok valtozatlanok maradtak négy hét specialis étrend utan (21. abra

C panel). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az 6regedd izmokban megndvekedett Mfn2

€s MCU transzkriptumok szintjei a fehérjeforgalom valtozasanak kovetkezménye lehet. Hogy

pontosabb képet kapjunk, szemi-kvantitativ  Western blot modszerrel megvizsgaltuk a
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kapcsolddo fehérjeszinteket, &m nem talaltunk szignifikans valtozast az étrendkiegészités utan
(21. abra D, E, F panel). Eredményeink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a négyhetes
specialis étrend latszolag nem okoz jelentds valtozast a vazizmok mitokondrialis fuziojaban és

a kalciumhaztartasaban.

A mitokondrialis hasadés egy tobblépcsds folyamat, amely foként a citoszolikus GTPaz
dinaminhoz kapcsolddo protein 1-t61 (Drpl) fiigg. Az AX etetést kovetden qPCR méréseink
szignifikansan megnovekedett Drpl transzkriptum-szintet mutattak ki (22. abra A panel), mig
fehérje szinten meglepd moédon szignifikans csokkenést észleltiink a CTRL csoporthoz képest.
A krill olajjal etetett csoportban ilyen jellegii valtozast nem tapasztaltunk mRNS szinten, &m

fehérje szinten hasonldan szignifikans csokkenést tapasztaltunk (22. abra B, C panel).

A

2,4 ; "
2,0
1,6
1,2
0,8

0,4

Relativ mRNS expresszio
AP3D1-re normalizalva

0,0
CTRL AX Krill

W
o

1,0 4 = CTRL

™ 12341234 1234

Protein expresszié o-
aktininre normalizalva

C-ACTINTN [ o e e s s e o= = | _110) kD

Drp1

22. abra. A taplalékkiegésziték adagolasanak hatdasa a mitokondrialis Drp1-re. (A) RT-
gPCR elemzés. Az adatokat csoportonként 4 egérb6l nyertik. * p < 0,05. (B)
Reprezentativ Western blot a Drp1 fehérje vizsgalatara. ***p<0,001 a kontrollhoz
képest. A gélen lév6 szamok a vizsgalt allatok szamat jelzik. (C) A Drp1 atlagos
expresszios szintje. Bels6 kontrollként a-aktinint hasznaltunk. Az adatok 2 fliggetlen
kisérletb6l szarmaznak.

61



A krill olaj és a memédria

A krill olajban (de nem az AX-ban) jelenlévé ®-3 PUFA-k tanulasi képesség ¢és
memoridra valo hatasanak vizsgalatara a Barnes Maze kisérletet alkalmaztuk kontroll és 4 héten
at krill olajjal kiegészitett tapot fogyasztd iddsodd egereken. Az ismételt kisérletek soran
megfigyelt kiilonbségek (ha vannak) a menekiilési lyukig megtett latenciaban (id6tartamaban)
¢s tavolsagaban (Gtvonaldban) varhatdéak, amik a hippokampusz-fiiggé memoriafunkcio
indikatoraként értelmezhetok. 8-8 kontroll és krill olajjal etetett egeret az akvizicios id6szakban
képeztiink ki (részletek az Anyagok és Modszerek fejezetben) 10 egymast kdvetd napon, majd
haromnapos pihen6idé utan vak tesztet végeztiink. Az akviziciés napokon a céllyukba valo

belépésig eltelt idot (latencia) és az addig megtett tavolsagot mértiikk centiméterben.

CTRL Krill

Barnes'Maze

23. abra. A Barnes-Maze teszt 6. napjan a céllyuk megtaldlasénak utvonala 4 hetes krill
olaj taplalékkiegészitést kovetben. A kontroll egér (A, B) €s a krill olajal etetett egér (C,
D) altal megtett ut. A céllyuk megtalalasanak ideje (A, C) 59,0 mp vs. 15,4 mp, mig a
megtett tavolsag (B, D) 260,5 cm vs. 127,1 cm volt a CTRL és a krill olaj diétan tartott
egér esetében.
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24. abra. A krill olaj taplalékkiegészités részben javitja az id6s6d6 egerek tanuldsat és
memdriajat. (A) A céllyuk helyének megtaldlasahoz sziikséges idé. (B)A céllyuk
helyének megtalalasahoz vezeté ut hossza. Az adatpontokat kétnaponta atlagoltuk. *
p < 0,05 szignifikdns kilénbséget jeldl a kontroll és a krill olaj kbzbtt.

A kisérlet eredményeként elmondhatd, hogy a krill olajjal etetett egerek a kisérlet alatt
gyorsabban megtanultdk a céllyuk elhelyezkedését és céltudatosabbak voltak (23. dbra C, D
panel), mint a kontroll allatok (23. dbra A B panel), ugyanis szignifikans kiilonbséget (*p <
0,05) talaltunk a két allatcsoport kozott a latenciaban (4—6. nap) (24. dbra, A panel) és a megtett

tavolsagban (6. nap) (24. dbra, B panel). A kisérlet végére, vagyis a 14.-ik napra az el6bbi két
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paraméter atlagértéke mindkét allatcsoportban azonos volt, vagyis a krill olaj hatésa csak a

kisérlet egy részében volt észlelhetd és mérhetd.
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Eredmények megbeszélése

Az astaxanthin (AX) egy tengeri algakbol kinyert karotinoid, melynek fogyasztasa,
természetes antioxidans hatasanak koszonhetdéen szamos egészségiigyi elénnyel jar. Az AX
egyedi amfipatikus molekularis szerkezetének koszonhetéen képes magat beékelni a
sejtmembranokba és a vérben kering6 lipoproteinekbe, igy hatékony védelmet tud nyujtani az
oxidativ stressz ellen [107]. A vazizomzat kontraktilis aktivitasa soran (de nyugalomban is)
ROS-t termel. Az izomtevékenység soran bekovetkezé redox egyenstly kibillenés jelentésen
hozzajarulhat a kontrakcios eré csokkenéséhez, a faradékonysaghoz és a sériilésekre valo
nagyobb hajlamhoz. Fiatal és idds korban egyarant javasolt az antioxidansok, ugy minta C-, E-
¢s A-vitamin, tovabba a karotinoidok (melyek az A-vitamin zsirban oldodo prekurzorai)
fogyasztisa. Ezek segithetnek az oxidativ kéarosodds mérséklésében, a teljesitmény

novelésében, regeneracidban, valamint az izomrendszer betegségeinek megel6zésében.

Aoi és munkatarsai mutattak ki el6szor egérben az AX felszivodasat és a keringés révén
a vazizomba ¢és szivizomsejtjeibe valo akkumulalodasat [108]. Ezen tul, eddig nem voltak
ismereteink az AX hatasairol a vazizom elektro-mechanikai kapcsolat folyamataiban,

kiilonosen a RyR1-DHPR interakciora és a kalcium-homeosztazisra nézve.

A doktori disszertaciomban bemutatott kutatishoz az AstaReal A1010 terméket
hasznaltuk, amely AX-ban gazdag. A termék gyartoi adatlapja szerint 5-5,6% AX-t, valamint
kismértékben néhany mas antioxidanst, mint példaul 0,6% d-a-tokoferolt (E-vitamin) és 0,3%
aszkorbil-palmitatot is tartalmaz. Bar nem zarhato ki, hogy e két utobbi OsszetevOnek
valamilyen hatdsa lehet az izommiikodésre, ugy gondoljuk, hogy ezek az alacsony
koncentraciojuknal fogva nem befolyasoltak az AX hatésait jelen tanulmanyunkban. Bar az AX
alkalmazott AX készitmény jo abszorpcids tulajdonsagait [101]. Fontos kiemelni, hogy a
megfigyelt hatdsok - a tetanuszos er6 emelkedése ¢és a mitokondrialis kalcium
felhalmozodasanak csokkenése ismételt stimuldcid utan - Osszhangban allnak a korabbi
irodalomban talalhatd mérésekkel, ahol mas antioxidansokat alkalmaztak az izommiikodés

fokozasara [108].
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Taplalékkiegészitok és vazizom teljesitmény
Tanulmanyunk alatdmasztja azt a tényt, hogy az AX javitja az in vivo izomteljesitményt
(12. dbra) és az in vitro tetanuszos izomer6t (/3. dbra), anélkiil, hogy szamottevé hatast

gyakorolna a vazizom kalcium-homeosztazisara és az clektro-mechanikai kapcsolatra (14.

abra).

Keveset tudtunk viszont a retinol vazizom tipusi ECC mechanizmusra kifejtett
hatasair6l. Az altalunk végzett FDB izomrostok akut kezelése 10 uM retinol-al egyértelmiien a
fesziiltségaktivalt kalcium tranziensek Vso értékében eltolodast eredményezett és jelentdsen
csokkentette a kalciumtranziesek F/Fo csucsat is (/6. dbra A-C. panelek). Ezek szerint az
izomsejtek valdsziniileg nem tudnak elég kalciumot kiadni a citoplazmatikus térbe, igy a retinol

negativan befolyasolhatja az izmok Ca?*-homeosztazisait.

Erdemesnek talaltuk tovabbi kutatisokat végezni annak érdekében, hogy megértsiik,
milyen alternativ utvonalak lehetnek felel6sek az itt vizsgalt karotinoid taplalékkiegészitok altal
eldidézet izomerd novekedéséért. Egy lehetséges magyarazat szerint az AX felgyorsithatja a
lipid felhasznalast, ami noveli a metabolikus aktivitast a retinoid jelatvitel és az antioxidans
hatas révén. Ezt az elképzelést megerdsitik azon eredményeink, amelyek azt mutatjak, hogy az
AX tartalmu tapot fogyaszto egerek kisebb mértékben hiztak a 4 hetes etetési iddszak alatt (6.
és 7. tablazat), mik6zben azonos mennyiségli egértapot fogyasztottak, mint a kontroll csoport
egerei (~0,2 g/nap/ttg). Ez 6sszhangban van Ikeuchi és munkatarsai munkajaval [109], akik azt
talaltak, hogy az AX nem befolyésolja a taplalékfelvételt, de csokkenti a testtomeg-novekedést
hizésra hajlamos kisérleti egerekben, valdsziniileg az energiafelhasznalas novekedése révén.
Ruiz és munkatarsai, akik el6szor irtak le a retinoidsav-anyagcsere szerepét a vazizomban,

hasonl6 eredményekr6l szamoltak be [110].

AX és mitokondridlis Ca?* jelatvitel

A vazizom a szervezetliink metabolikusan legaktivabb szovetei kozé tartozik, igy
rendkiviil nagy az ATP-igénye, amit a rosttérfogat 10-15%-at kitevé mitokondriumok
elégitenek ki. Az izomdsszehuzodast kovetden az intracellularis raktarbol felszabaduld dsszes
Ca" ion nem hagyja el az izomrostot. A mitokondriumok mintegy 10-18% -ban veszik fel a
kalctumot a mitokondrialis uniporter (MCU) és mas alternativ csatornak segitségével (példaul
a voltage-dependent anion-selective channel 1 (VDACL)). Megfigyeltiik a mitokondrialis
fluoreszcencia (Fmito) tartos novekedését elektromos stimulacié utan, ami valdsziniileg szerepet

jatszik az ATP-képzddés kalcium altali aktivalasdban, ahogy azt Rossi és munkatarsai kordbban
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mar felvetették [111]. Mi azt tapasztaltuk, hogy az AX-al etetett egerek csoportjaban a
mitokondrialis kalciumfelvétel csokkent az ismételt tetanikus stimuldcidé utdn a CTRL
csoporttal 6sszehasonlitva. Eredményeink 6sszhangban allnak azzal a megfigyeléssel, hogy az
AX-kiegészités pozitivan befolyasolja a mitokondrialis kalcium-homeosztazist, és csokkenti az
aktivitas-fliggd mitokondrialis kalcium egyensulyanak felborulasat. Feltételezésiink szerint ez
azért lehet, mert az AX képes megkdtni €s semlegesiteni a képzodott ROS-t, és ezzel csokkenti
a mitokondrialis kalciumfelvételt (20. adbra) megakadalyozva ezéltal a mitokondriumok Ca?" -
al valo tal t6ltédését [93].

Feltételezésiink szerint, az AX kezelés kis mértékben moddosithatja az MCU
kalciumérzékeny szabalyozojanak (MICU1) expresszios szintjét a vazizomzatban, viszont ez
nem gyakorolt szignifikans hatast a kalcium-homeosztazisra. A kezdeti depolarizacios aktivalas
soran nem lattunk eltérést a kontroll és AX egércsoportok FDB rostjain mért mitokondrialis
kalciumszintek kozott, csak az 6todik tetanikus ingerlés utan voltak ezen eltérések

detektalhatok.

Egy masik lehetdség, hogy az AX befolyasolja a MICU1 kalciumérzékenységét, mivel
Reane és munkatarsai arr6l szamoltak be, hogy a MICUI egyik splice-valtozata modositott
kalciumkot6 tulajdonsagokkal rendelkezik [112]. Barmelyik eset is valosul meg, vélhetéen
intenziv edzés soran a mitokondrialis kalcium felvétel lehet az egyik védelmi mechanizmusunk
a kalcium tulterhelés, masnéven overload ellen. Masrészrol, a vazizomban a MICUI1
befolyasolja az ATP-termelést, kozvetleniil novelve a kalciumon keresztiil az alapvetd
metabolikus enzimek aktivitdsat a mitokondriumokban. Mésok kimutattak, hogy a MICU1
hidnya nem valtoztatja meg a nyugalmi izomrostok mitokondrialis miikodését, de csokkenti az
oxigénfogyasztas novekedését a kalcium stimulacio soran [113]. Elképzelhetd, hogy az AX
kezelés javitja az ATP kozvetlen foszforilaciojat a MICUI-en keresztiil, és eldsegiti a
testtomegnovekedést eredményez, ahogyan a jelen tanulmanyunkban mi is talaltuk. Hasonlo
eredményeket irtak le egy vazizom-specifikus MCU-hianyos egérmodellben, ahol a delécio
nem befolyasolta a myofibrillumok intracellularis Ca®*-homeosztazisat, de gatolta az akut
mitokondrialis Ca?* bearamlast és a Ca®* altal stimulalt mitokondrialis 1égzést, ami az egerek
akut fizikai teljesitményének csokkenését eredményezte [113]. Ezenkiviil egy friss tanulmany
kimutatta, hogy az izomspecifikus MICU1 hiany katabolikus valaszt valtott ki mind a majban,

mind a zsirszovetben, ugyanis a katabolizmusban részt vevd enzimek expresszidja megnott a
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vizsgalt mintakban [114]. Tovabbi feltételezésiink szerint az AX javitja az ADP foszforilaciot,

igy novelve az izomerot és ennek kompenzalasara fog megndni a zsiranyagcsere.

AX és gliikoz metabolizmus

Mivel az AX-t metabolikus valtozasokkal hoztak oOsszefliggésbe (lasd fentebb), azt
feltételeztiik, hogy hasonldan a retinsavhoz, az AX is javitja az izomteljesitményt azaltal, hogy,
noveli a glikkozfelvételt és/vagy a glikogén raktarokat. Az L6 myotubulusok retinsav kezelése
(a retinol karbonsav formajaban) fokozta az inzulin altal stimulalt gliikkozfelvételt ¢és GLUT4
expressziot [64], csokkentette a testsulyt és a zsirosodast sovany és elhizott egerekben [65],
valamint ndvelte a zsirsav-oxidaciot és az irizin expressziot in vivo [115]. Ruiz és munkatarsai
azt talaltak, hogy egerekben a retinsav aktivalja az mTORC2-t és az inzulin jelatvitelt. Az
SRP35 - kis molekulasulyu retinol-dehidrogenaz fehérje - tulzott expresszidja pedig javitja az
izomteljesitményt azaltal, hogy tobb energiat biztosit a vazizomnak a gliikozfelvétel és glikogén

raktarak novelésével [110].

Sematikusan Osszefoglalva a 25. dbra bemutatja az AX vazizomzatra gyakorolt f6
jelatviteli utvonalait, amelyek a gliikoz homeosztazishoz és az inzulin jelatviteli utvonalhoz is
kapcsolodnak. Ebbdl a szempontbdl az AX hatdsa hasonl6 a retinolhoz. Azonban az eltérd
kémiai szerkezet miatt - a molekula végén két B-ionon gytri - térbeli orientacidja merdleges a
lipid kettdsréteg sikjara, ezért a természetes AX megnoveli a hidrofob jelleget a biologiai
membranok kozponti magjaban, ellentétben a retinol-al, ami parhuzamosan helyezkedik el a
lipid molekulak hidrofob végével. Ezek a tulajdonsagok magyarazatot adhatnak a retinol és az

AX kalcium jelatvitelre gyakorolt hatasai kozotti kiilonbségekre.
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25. abra: Az AX lehetséges hatasmechanizmusa a vazizomzatban. Az AX az
inzulinreceptor szubsztratjara (IRS) hat, aminek kévetkeztében aktivalodik a PI3K/Akt
utvonal, ami a GLUT4 transzlok&dcidjat indukalja a szarkolemmaba. Ez ndveli az izmok
gliikézfelvételét, ami végsd soron a glikolizis fokozéddsahoz vezet. Az AX természetes
lipid kett6és rétegek sikjgra merélegesen hidrofob magjanak koészénhetben, az AX
erételjes antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik, és védelmet nyujt a biologiai
membranoknak, beleértve a szarkolemmat, a szarkoplazmatikus retikulumot és a
mitokondrialis membranokat. Ezaltal csbkkenti a mitokondrialis kalcium tulterhelés
okozta oxidativ stresszt, mikézben nem befolyasolia az ECC mechanizmus
tulajdonsagait.

Taplalékkiegészitok és izomteljesitmény id6sod6 korban

Az izomzatban a kontraktilis tevékenység sordn oxidativ stressz, avagy reaktiv oxigén

és nitrogén gyokok keletkeznek, amelyek jelentds hatassal lehetnek az izom teljesitményére és
egeészségére, kiilondsen az 1ddsebb korosztalyban. Az antioxidansok, mint példaul a C-, E-, A-
vitamin, valamint az altalunk is vizsgalt xantofill astaxanthin bevitelével lehetdség nyilhat az
izom oxidativ karosodasanak csokkentésére €s az izomteljesitmény novelésére A krill olajat
demenciaban, illetve Alzheimer betegségben szenvedd idosek kezelésére hasznaljak, valamint

Osszefliggésbe hoztak a testmozgas és az antioxidans/gyulladascsokkentd markerek javulésaval
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[116]. Az egyik lehetséges hatasmechanizmus, hogy a krill olaj aktivalja az mTOR jelatvitelt
¢s az EPA ¢és a DHA kombinacidja fokozza az izomfehérje szintézis sebességét azaltal, hogy
noveli az mTOR-p70s6k jelatviteli tvonal aktivitasat fiatal és kozépkoru férfiakban és nékben.
A halolaj-kiegészités, edzés mellett novelheti az er6t és a funkcionalis képességeket idésebb
felnétteknél [117]. Fontos megjegyezni, hogy ezek a kutatasok korlatozottak, és tovabbi
vizsgalatokra van sziikség a témaval kapcsolatban. A metabolikus események €s az antioxidans
allapot vizsgalata az izomzatban lehetévé tenné a pontosabb kovetkeztetések levonasat az AX

¢s a krill olaj hatdismechanizmusaval kapcsolatban.

Jelen kutatasban mind a fiatal és az id6s6d6 egércsoportok esetén azt talaltuk, hogy a
négy hétig tartd AX/krill olaj fogyasztasa jelentGsen javitotta az izomer6t in vivo és in vitro. A
testtomeg enyhe csokkenése mellett torténtek ezek a valtozasok. Az egyes allatcsoportok
taplalékfelvétele gyakorlatilag azonos volt, valamint nem talaltunk szignifikans valtozast az
egércsoportok izomtomegében sem. Ez azt sugallja, hogy a testtomeg-csokkenés nem az
izomtomeg vesztéssel magyarazhatd. Az egyik lehetséges magyardzat a nagyobb izomerd
kifejtésre az id6sod6 egér csoport esetén az lehet, hogy az AX-kiegészités felgyorsitja a
glilkozfelvételt és fokozza a lipid felhasznalast, ami ndveli a vazizomszdvet retinsav
metabolikus aktivitasat. Ezenkiviil az AX fogyasztasa javithatja az ATP foszforilacigjat a
MICU1l-en keresztiil, ¢s az energiafelhasznalast tobb zsirsav-oxidéacio felé tolhatja el, ami

kisebb testtomeg-gyarapodast eredményezhet.

Taplalékkiegészitbk és kalcium-homeosztazis id6sodo6 korban
A taplalékkiegészités sordn megndvekedett izomerd lehetséges masik magyardzata
lehet a kontraktilis filamentumok kalciumérzékenységének megvaltozasan tal (amit jelen

munkéaban nem vizsgaltunk) a RyR1 csatorna aktivitasanak valtozasa.

Az oregedéssel morfologiai és ultrastrukturalis valtozasok alakulnak ki a vazizmokban.
Az SR membranok tubularis aggregatumai felhalmozédnak, igy abnormalis SR Ca®*
raktarozast és Ca?'-felszabadulast okoznak [118]. Tovabba olyan molekularis valtozasok
alakulhatnak ki, amelyek mennyiségi (csokkent expresszios) €s funkcionalis mddositasokat
okoznak az L-tipusu fesziiltségfiiggé Ca?*-csatorndkban [119]. Az 6regedd egerekbdl szarmazé
vazizomrostokban a DHPR ¢és a RyRI1 funkcionalis szétkapcsoldsa csokkenti a
kalciumfelszabadulasat az SR-b6l [120]. A RyR1-ek rendkiviil érzékenyek az oxidativ

valtozasokra, €és mikodésiik az Oregedd izmokban akadalyozott a cisztein-maradékaik
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oxidacidja és nitrozilacidja miatt. Ez Ca®" szivargist eredményez az SR-bol és

izomgyengeséget okoz [121].

Ezekbdl az eredményekbdl kiindulva arra az elhatarozasra jutottunk, hogy
megvizsgaljuk az oOregedd egerekben a DHPR és a RyR1 kozotti kapcesolat lehetséges
modosulasait a teljes sejtes patch-clamp technika és a konfokalis képalkotas kombinalasaval.
A négyhetes, antioxidans étrendet alkalmazasat kovetéen nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast sem a depolarizalé impulzusok altal kivaltott kalcium jelekben, sem a kalcium
tranziensek cstcsértékeiben, a Ca?* felszabadulas fluxusaban, és a felszabaduld kalcium

mennyiségében (15 és 17. dbra).

Taplalékkiegészitok és mitokondrialis funkcid

A vazizomkutatas legfrisebb allaspontja szerint, a mitokondriumok fontos szerepet
jatszanak az intracellularis Ca?* koncentraci6 szabalyozasaban az elektro-mechanikai kapcsolat
¢és a kontraktilis aktivitas soran. Az mar ismert, hogy az id6s szervezetekben nagyobb foku az
oxidativ stressz és ez csokkent mitokondrialis Ca?* felvételnez vezet [122]. Mig fiatal felndtt
egerekben az AX-kiegészités kedvezden csokkentette az aktivitasfiiggd mitokondrialis kalcium
felvételt, oregedd egereknél nem észleltiink hasonlé hatasokat (20. abra). Ez azt jelentheti, hogy
mind az AX, mind a krill olaj antioxidans hatasa miatt csokkenhet az FDB izmokban a ROS
termelés. Adataink nem mutatnak dramai valtozast a kalciumtranziensek és a kibocsatasi fluxus
paramétereinek tekintetében, ezért mas folyamatok jatszhatnak kozre. Egy lehetséges
magyardzat lehet az étrendkiegészités idOtartama. Elképzelhetd, hogy a négyhetes specidlis
diéta elegend6 volt a fiatal felndtt egerek szamara, hogy a szer kifejtse kedvezd hatasat. Az
id6s6d6 egereknél -ahol az oxidativ stressz és a ROS termelés kiemelked6bb- alkalmazott,
hasonld idétartamu etetés valosziniileg nem volt elégséges. Arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az AX fogyasztasat egy honapnal tovabb lenne érdemes fenntartani idGs szervezeteknél,

am ezt egy jovobeli tanulmanyban lehetne tovabb vizsgalni.

Tobb rendellenességet irtak le az 6reg egerek vazizmabol izolalt mitokondriumokban,
mint példaul megnodvelt ROS termelést, csokkent elektrontranszport mechanizmust az I-es és
V-6s komplexekben, valamint a mitokondrialis DNS-ben bekovetkezd sériilések [123]. A
kannabinoid receptor 1 (CB1) jelenléte a hardntcsikolt izom mitokondriumaban és a
mitokondrialis oxidativ aktivitas szabalyozasaban jol ismert [20,21]. Megallapitast nyert, hogy
az mtCB1 receptorok aktivalodasa szerepet jatszhat az izomszovet oxidativ aktivitasdnak

szabalyozasaban a harantcsikolt izomban. Ainbinder és munkatarsai [106] leirtak, hogy az
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Mfn2 fehérje expresszidja fokozatosan csokken a vazizmokban, és ez nem a csokkent
génexpresszio vagy az Mfn2 mRNS transzlacidja miatt kovetkezik be. Hasonloképpen, Filadi
¢s munkatarsai [124] azt talaltadk, hogy az Mfn2-t nem tartalmazé sejtek csokkent MCU
expressziot mutatnak, ami magyarazat lehet a mitokondrialis Ca?* jelek csokkenésére. Ezek az
eredmények arra 6sztondztek minket, hogy megvizsgaljuk az AX és krill olaj kezelés hatasat a
mitokondrialis dinamikdra és a kulcsfontossagi fehérjék expresszids szintjére, amelyek
szerepet jatszanak a vazizom kalcium-homeosztazisaban. Ennek érdekében el6szor qRT-PCR
reakcid segitségével megvizsgaltuk az Mifn2, MCU, Drpl ¢és CB1 relative mRNS-
transzkriptumszintjét. Az AX-al etetett csoportban az MCU ¢és DRPI mRNS szinti
expressziojanak szignifikans novekedését tapasztaltuk, mig a Krill csoportba tartozo egerek
Mifn2 mRNS expresszidja novekedett meg szignifikansan. (21. dbra, A—C panelek). Fontos
megjegyezni, hogy a kapcsolodd fehérjeszintek mennyiségi meghatarozasakor (21. dbra F
panel) nem voltak kimutathatok az RNS szintli kiilonbségek, a MICU1 és Mfn2 fehérje
expresszidja nem mutatott kiilonbséget a csoportok kozott. Ezért arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a Western blot modszerrel kimutatott valtozatlan Mfn2 ¢s MICUI1
fehérjeszintek (21. abra D-F panelek) magyarazatot nyujthatnak a patch clamp és az ismétl6do
stimulacié altal kivaltott mitokondridlis Ca®" felvételi kisérletek soran megfigyelt
kalciumtranziensek és Ca®* jelek valtozatlan paramétereire. Erdekes volt az a megfigyelés,
hogy bar mRNS szinten a Drpl expresszid szignifikansan ndvekedett, fehérje szinten mind az

AX, mind a Krill csoportban szignifikansan csokkent a kifejezédése (22. abra B-C panelek).

Krill olaj és a tanulasi képesség

A krill olaj nagy mennyiségben tartalmaz -3 zsirsavakat és foszfolipideket (ami
biztositja a jobb és konnyebb felszivodast a szervezetben), valamint kisebb mennyiségben
vitaminokat, asvanyi anyagokat, AX-t és flavonoidokat. A krill olaj kivalo forrdsa az
esszencialis tapanyag kolinnak és a kiilonféle aminosavaknak, ideértve az esszencialis
aminosavakat is. A krill olajban 1évé magas AX tartalom segit megelézni az oxidaciot,

stabilizalja a terméket és meghosszabbitja az eltarthatosagat.

Az ¢letkor meghatarozd tényez0 a tanuloképesség szempontjabol, amit a térbeli
memoria teljesitményének fokozatos csokkenése jellemez, és jelentds hatassal van a tanuldsi
vegyliletként tartjak szamon, amely képes lehet megérizni az agy egészségét. [125]. Az AX-
kiegészités agyra gyakorolt hatdsait ebben a tanulmanyban nem értékeltiik kozvetleniil, mi csak

a krill olaj hatasat vizsgaltuk a Barnes—Maze protokollon keresztiil. Grimming és munkatarsai
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[126] megvizsgaltak az AX hatasat a kognitiv funkcidkra és az idegi plaszticitasra fiatal és id6s
egerekben. A szerzok arra jutottak, hogy az AX egy honapos alkalmazésa javitotta a kognitiv
teljesitményt és ndvelte a hosszu tava potencirozast idosebb egereknél. Ez 6sszhangban van a
mi megfigyelésiinkkel, miszerint a négyhetes krill olaj taplalékkiegészités pozitiv hatast
mutatjak, hogy az 1d6s6dé egerekben javult a kognitiv képesség a kisérlet soran, mivel az

egerek gyorsabban megtanultak a kijarat helyét az utvesztdben (24. dbra).

A halolaj és a krill olaj jelentés mennyiségi PUFA-t (EPA és DHA) tartalmaznak,
kiilonboz6 szerkezeti formakban kotve. A halolajban az EPA és a DHA trigliceridekként
talalhatok, ezért kevésbé bioaktivak, mint a krill olajban, ahol féleg foszfolipidek formajaban
talalhatok (2:1 ardnyban). Igy biologiailag konnyebben hozzaférhetéek, killondsen az agy
szamara, amely akar 60%-ban 4ll lipidekbdl (ennek nagy része PUFA, talnyomoérészt DHA)
[127]. Ellentmondasos informaciok allnak rendelkezésre a halolaj-kiegészités egerekre
gyakorolt hatasair6l. Magalhdes és munkatarsai [128] arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
halolaj-kiegészités nem hosszabbitja meg a normal egészséges egerek élettartamat. Hasonlod
kovetkeztetésre jutottak mdas kutatocsoportok is, akik azt talaltdk, hogy az izolalt ®-3
zsirsavakban gazdag olajok fogyasztdsa nem noveli meg az eredetileg egészséges egyének
¢lettartamat vagy egészségét, hanem inkdbb ndveli az oxidativ stresszt, csokkenti a
sejtmiikodést és szervi diszfunkciot okoz [129,130]. Masrészr6l azt talaltak, hogy a krill olaj
jotékony hatassal bir a tanulasi képességre [131], antidepresszans hatast fejt ki patkanyokban
anélkiil, hogy nyugtato hatast mutatna [132], és noveli az EPA és DHA mennyiségét a Zucker
patkanyok agyaban. [133]. Ezek az eredmények a mi eredményeinkkel egyiitt arra utalnak,
hogy a krill olaj lipid-Gsszetétele és AX tartalma meghatarozd szerepet jatszik id6sodo
egerekben a kognitiv funkciok javitdsaban. Azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség annak
feltarasara, hogy az AX Onmagéban barmilyen kozvetlen hatassal lenne a kozponti

idegrendszerre.
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Konkluzio

Eredményeink abba az irdnyba mutatnak, hogy az AX, egy altalanosan elismert és egyre
sz¢élesebb korben hasznélt biztonsagos étrendkiegészitdé nemcsak antioxidansként szolgal,
hanem megvaltoztatja a mitokondrialis kalciumjelatvitelt anélkiil, hogy befolyasolné a vazizom
elektro-mechanikai kapcsolatot, fokozhatja a gliikoz anyagcserét, és ez altal hozzajarulhat a
kontraktilis funkcio javitasahoz. Ez 0j kezelési iranyokat nyit meg az anyagcsere-betegségben
szenvedd betegek eldtt, de tovabbi vizsgdlatokra van sziikség a lehetséges mogottes

mechanizmusok megértéséhez mind sejtszinten, mind szervi szinten.

Az Oregedés a vazizom funkcid és erd csokkenésével jar egylitt. Az élettartam
novekedésével fontossa valt az idds lakossag egészségének és fizikai allapotdnak megdrzése,
valamint az agyi funkciok és az altalanos jolét fenntartasa. Ennek eredményeként az egészséges
oregedés eléréséhez a vazizomrostok jelatvitelében bekovetkezo valtozasok feltarasa, valamint
a kalciumszabalyozas 1épéseinek megfejtése tekinthetd az egyik fontos feladatunknak. Mivel
az Oregedés egyik 6 jellemzdje a vazizomtomeg, az erd és a mozgas progressziv csokkenése,
ebben a tanulmanyban két lehetséges Ugynevezett geroprotektiv antioxiddns anyag: az
astaxanthin és a Krill olaj hatasat vizsgaltuk a vazizom teljesitmény és az intracellularis
kalcium-homeosztazis fenntartasaban. Kiemelt figyelmet szenteltiink az ECC mechanizmusra
¢s a mitokondrialis kalciumszabalyozasra. Jelenlegi eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a
taplalékkiegészitoknek kedvezd hatdsa van a vazizom teljesitményére anélkiil, hogy jelentésen
megvaltoztatnak az elektro-mechanikai kapcsolatot és a mitokondrialis kalciumjelatvitelt. Ugy
véljiik, hogy a krill olajban talalhat6 foszfolipid formaban 1évé PUFA tartalom okozza a
kognitiv funkciok javulasat id6s6d6 egerekben. Sajnos jelen munkaban a vérben keringd, illetve
az izmok vagy agyban 1évé AX koncentracio kozvetlen mérése nem tortént meg. Vélhetden az
AX kozvetlen hatasainak vizsgalata a kozponti idegrendszer neuronjaira, segitenék megérteni

az oregedés elleni védo hatésait.

Osszefoglalva jelen kutatdsrol elmondhato, hogy az erds antioxidans és geroprotektiv
hatast étrendkiegészit6k ugy, mint az altalunk is vizsgalt AX, valamint krill olaj, mas
beavatkozasokkal egyiitt, mint példaul rendszeres testmozgas, specialis taplalkozas, jo
hatékonysagot nyujthatnak az agy és a vazizom egészségének ¢és teljesitményének
fenntartasaban ¢€s esetenként megsziintethetik/visszafordithatjdk vagy legalabb szinten

tarthatjak az 6regedés soran tapasztalt negativ hatasokat.
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Osszefoglalas

Az Oregedés és a gyengiilés az izomerd csokkenésével jar, amit az izomrostok
mennyiségének csokkenése és mindségének romlasa jellemez. Az dregedésben vezetd szerepet
jatszanak a reaktiv oxigéngyokok, a terminalis oxidacio melléktermékeinek keletkezése.
Negativ hatasukat antioxidans-kiegészitéssel lehet mérsékelni.

Az astaxantin (AX), egy tengeri algabol izolalt karotinoid, amely erds természetes
antioxidans hatasokkal bir és véd az oxidativ stresszel szemben. Az AX ¢és a forrasaul szolgalod
krill olaj szdmos egészségfejlesztd, geroprotektiv, gyulladascsokkentd, faradas-csokkentd
hatassal rendelkezd taplalékkiegészitOk. A retinol és szdrmazékai a lipid- és energia-
anyagcserét befolyasoljak. Mindeddig az AX, a krill olaj és a retinol hatasai a vazizomzat
excitacios-kontrakcios kapcsolasara (ECC) kevésbé volt ismert.

Ebben a munkaban az AX és krill olaj funkcionalis hatdsait vizsgaltuk fiatal és oregedo
egerekben. In vivo és in vitro vazizomfunkciot, valamint az intracellularis és mitokondrialis
kalcium-homeosztazis aspektusait, tovabba id6s6d6 egereknél a krill olajat illetéen a tanulasi
képességet €s a térbeli memoriat vizsgaltuk.

Munkank elsé részében fiatal (4-6 honapos) C57BI16 egereket két csoportra osztottunk: a
kontroll csoport normal egértapot, mig a masik 4 héten keresztiil AX-t fogyasztott. In vivo és
in vitro izomerét és intracellularis kalcium-homeosztazist vizsgaltunk. Néhany kisérletben akut
retinol kezelést alkalmaztunk. Munkank masik részében ugyanezt az etetési protokollt
alkalmaztuk id6s6d6 egereken, viszont itt egy harmadik csoportot is kialakitottunk, amely krill
olajjal kiegészitett tapot fogyasztott.

Az in vivo és in vitro erémérések soran azt talaltuk, hogy a taplalékiegészités jelentGsen
javitotta az izomer6t mindkét Kkorcsoport esetén. Amikor a kalcium tranziensek
fesziiltségfliggését vizsgaltuk egyedi m. flexor digitorum brevis enzimatikusan izolalt rostokban
patch clamp technikat alkalmazva, nem talaltunk szignifikans valtozasokat a
taplalékkiegészitést kovetden egyik korcsoportban sem. Fiatal felnétt egerek esetén a retinol
csokkentette a kalcium tranziensek csucsértékét. Az aktivitds-fliggd mitokondrialis
kalciumfelvétel Kisebb volt az AX csoportban fiatal egyedek esetén, mig id6s6d6 egereknél
nem talaltunk ilyen kiilonbséget. Megmutattuk tovabba, hogy a krill olaj taplalékkiegészités
hataséra javult a térbeli memoria és a tanulési képesség az 6regedd egerekben.

Osszességében adataink az antioxiddns taplalékkiegésziték geroprotektorként vald
alkalmazasa mellett szolnak, mivel a tanulasi képességet és a fizikai teljesitményt javitjak.
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Summary

Ageing and frailty are associated with a loss of muscle strength, which is a direct
consequence of a reduction in the quantity and quality of muscle fibres. The generation of
reactive oxygen radicals, by-products of terminal oxidation, plays a leading role in ageing. Their
negative effects can be reduced by antioxidant supplementation.

Astaxanthin (AX), a marine carotenoid, is a powerful natural antioxidant that protects
against oxidative stress. AX and its main source (krill oil) are dietary supplements with
numerous health-promoting, geroprotective, anti-inflammatory, and anti-fatigue effects.
Retinol and its derivatives affect lipid and energy metabolism. To date, the effects of AX, krill
oil and retinol on excitation-contraction coupling (ECC) of skeletal muscles are poorly
understood.

In this work, we investigated the functional effects of AX and krill oil in young and aging
mice. We investigated in vivo and in vitro skeletal muscle function, aspects of intracellular and
mitochondrial calcium homeostasis, cognition and spatial memory in aging mice supplemented
with krill oil.

In the first part of our work, we divided young (4-6 months old) C57BI6 mice into two
groups: the control group consumed normal mouse chow, while the other consumed AX for 4
weeks. In vivo and in vitro force generation and intracellular calcium homeostasis were
investigated. In some experiments, acute retinol treatment was used. In the second part of our
work, we used the same feeding protocol in aging mice, where we established a third group that
consumed krill oil supplemented diet.

In vivo and in vitro force measurements revealed that antioxidant supplementation
significantly improved muscle strength in both age groups. When we investigated the voltage
dependence of calcium transients in individual m. flexor digitorum brevis enzymatically
isolated fibers using patch clamp technique, we found no significant changes following
antioxidant supplementation in either age group. In young adult mice, retinol reduced peak
calcium transients. The activity-dependent mitochondrial calcium uptake was lower in the AX
group in young individuals, whereas no such difference was found in aging mice. We also
showed that krill oil supplementation improved spatial memory and learning ability in aging
mice.

Overall, our data support the general use of antioxidant supplements as geroprotectors
because they improve learning ability and physical performance.
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Koszonetnyilvanitas

Elsdsorban szeretném kifejezni hadldmat témavezetémnek, Dr. Sztretye Monikanak, aki
a PhD képzésem soran alapvetéen meghatarozta és formalta tudomanyos utamat. Tamogatasa
nélkiil nem tudtam volna elvégezni a munkamat, ¢s mind szakmai, mind emberi téren példaként

all el6ttem.

Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Csernoch Laszlé Professzor Urnak, aki lehetévé
tette szamomra, hogy az Elettani Intézetben végezzem kutatasaimat, és mindig segitett abban,

hogy tudomanyos kérdéseimet kritikusan vizsgéljam.

K6sz6ndm munkatarsaimnak, az Elettani Intézet Intracellularis Kalciumhomeosztazis
Munkacsoport minden tagjanak, akik &llandé gyakorlati tanacsaikkal és segitségiikkel
hozzajarultak tudasom elméleti és gyakorlati fejlesztéséhez. Koszonet illeti a jelenlegi és volt

PhD hallgatokat is, akik baratsagos kornyezetiikkel nagyban segitették a munkamat.

Végiil, szeretném megkdszonni Edesanyamnak, Edesapamnak, valamint kozeli
hozzatartozoimnak €s barataimnak a folyamatos tdmogatast, amik nélkiil nem jutottam volna el

oda, ahol most vagyok.

A kutatast az Innovacios és Technologiai Minisztérium FelsGoktatdsi Intézményi
Kivalosagi Programja (NKFIH-1150-6/2019) finanszirozta, a Debreceni Egyetem Terapids
alapt tematikus programjanak keretében. Tovabba, a kutatast a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési

¢és Innovacids Hivatal NKFIH PD-128370 kutatasi palyazata tamogatta.

Tovabbi tamogatdink a TKP2020-IKA-04 szamu projekt, a Nemzeti Kutatasi,
Fejlesztési és Innovacios Alap tdmogatasa, a 2020-4.1.1- TKP2020 tdmogatasi program
keretében. Tovabb4a a munka a GINOP-2.3.4- 15-2016-00002 szamu projekt, valamint az
EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 szamu, az EU és az Eurdpai Szocialis Alap altal

tarsfinanszirozott projekt tamogatasaval valosult meg.

PhD képzésem soran az ,,Uj Nemzeti Kivalosig Program” cimii, UNKP-21-3-11-DE-
291 szamu palyazat, valamint a Mecentura MEC 21 141135 palyazat tamogatta a

kutatasomat.
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