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Bevezetés

A vazizom a legnagyobb szerviink, ami a testtomeg 40%-at teszi ki. Rendkivil
fontos a normalis élet folyaman, hiszen a mozgasban, a testtartasban és a
szervezet energia metabolizmusaban fontos szerepet jatszik. A vazizom tomege
edzéssel ndvelhetd, mozgas hianyaban és id6s korban azonban csékken. A jobb
életkorilmények miatt a szlletéskor varhatd élettartam mdra mar kitolddott,
aminek kovetkeztében egyre nagyobb az idés populacié. Ennek kovetkeztében
az id6skori szarkopénia (a vazizom tomegének és az er6nek a csokkenése) is
népbetegséggé ndtte ki magdat. Barmilyen terapia, ami lassitani tudna az
oregkori izomsorvadast vagy gyorsitani az izomsérilések utani regeneraciot,
jelentés pozitiv nemzetgazdasagi és tarsadalmi hatassal jarna. Ezért
széleskorlien vizsgaljak a szarkopénia hatterét és kezelésének lehetfségeit.

Az izomtémeg folyamatosan csokken az életkorral. Ez a folyamat felgyorsul 70
éves kor utan, azonban ezekben a mechanizmusokban részt vevé bioldgiai
folyamatok még nem teljesen tisztazottak. Az izmok regeneracids képessége és
ereje szintén csokken az életkorral. Egy fontos résztvevd lehet ezekben a
folyamatokban a lelassult alapanyagcsere-sebesség, amely hozzajarul az
izomtomeg csokkenéséhez. Ezek a jelenségek csokkent fizikai aktivitashoz,
taplalékhianyhoz, kroénikus gyulladashoz és csokkent hormonkivalasztashoz
vezethetnek A vazizom leny(ig6z6 plaszticitassal rendelkezik, amely lehet6vé
teszi, hogy alkalmazkodjon az egész életen at tarté mikddéshez. Feltételezziik,
hogy a fiatal korban szerzett nagyobb izomtomeg igéretes kiindulasi pontot
jelenthet az oOregedés soran a megfelel6 izomzat és fizikai teljesitmény
fenntartasa érdekében. A megnovekedett izomtomeg azonban nem feltétlendil
vezet fokozott teljesitményhez. Példaul, ilyen fenotipusu a miosztatin hidnyos
egér, mely csokkent in vivo fizikai aktivitast mutat. Mas részrél az az altalanos
vélemény, hogy a folyamatosan végzett mérsékelt testmozgas j6 formaban
tartja az izmokat. Az izomképzés hozzajarul a megndvekedett aktivitas komplex
igényeinek kielégitéséhez a megndvekedett kapillaris s(irliség és enzimaktivitas
révén, az izom-anyagcsere fokozdédasa érdekében. Tovabba a kontraktilis
fehérjék megnovekedett termelése nagyobb kontraktilis er6t tesz lehetévé. A
szarkopénia nagyon bonyolult mechanizmus, amely sokkal tobb jelenséget
foglal magdban, mint a fizikai aktivitas csokkenése az életkorral. A tapldlkozas
hatdsa és a hormontermelés valtozasai az élet soran er6sen hozzajarulnak az



izomtomeg csokkenéséhez. E két tényez6 hozzajaruldsanak jellege és mértéke
az izom egészséges és funkcionalis meg6rzéséhez még nem ismert.

Az Oregedés soran a vazizom funkcid vesztése példaul az oxidativ stressz
kovetkezménye is lehet, ami a reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok (ROS/RNS)
akkumulalédasanak az eredménye. A fizioldgias koriilmények kdz6tt az oxidativ
egyensulyt a ROS/RNS termelés, illetve ezeknek eltavolitasa kozott az
antioxidans rendszer szabdlyozza. Ezen reaktiv gyokok fizioldgias
koncentraciéjanak fontos szerepe van tobb jelatviteli utvonalban, mind a tul
alacsony, mind a tul magas szintjik is karos lehet a sejt funkcidkra nézve. A
vazizom rengeteg oxigént haszndl, igy nagy mennyiségli ROS/RNS képes
termel6dni, amelyek egyik legfontosabb forrasa a mitokondrium, ami oregedés
soran csokkent kapacitassal mikodik. Az 6regedé izmokban a megndvekedett
oxidativ stressz az excitaciés kontrakcids-kapcsolat (ECC) és a Ca?* homeosztazis
megvaltozasahoz vezethet.

A szelén antioxidans tulajdonsaggal rendelkez6 nyomelem, és fontos szerepet
jatszik tobb izomfunkcidban . Teheneknél a szelénhidny fehér izombetegséget
okoz (a csontvaz és a szivizom gyengesége és degeneracidja). Embereken
hasonlé miopatiat irtak le. A sulyos szelénhianyhoz elégtelen vazizom-funkcidk
kapcsolddnak . A fiatal egerekkel kapcsolatos korabbi munkankban kimutattuk,
hogy a szelénnel kiegészitett étrend noveli a kalcium felszabaduldsat a
szarkoplazmatikus retikulumbdl (SR), és igy javitja a vazizom in vivo és in vitro
teljesitményét. Ezeket a hatasokat az izmok megndvekedett szelenoprotein N
szintje kisérte, ami fokozott oxidativ stressz-toleranciat eredményezhet hosszu
tdvu Osszehlzoddasok sordan . A szelenoproteinek olyan kémiai reakcidkban
vesznek részt, mint az oxidativ reduktiv reakcidk, az instabil oxigén tartalmu
molekulaktél valé védekezésben esszencidlis szereplik van. Habar a
szelenoprotein N pontos mikoédése nem ismert, de valdszinlileg az oxidativ
stressztél védi a sejteket. Sziletés el6tt sok szovetben aktiv, s részt vesz az
izomszovet kialakulasdban (miogenezis). Fontos szerepe van a sziiletés utani
normal izommdlkodésében, és a kalcium homeosztazisban is. Az izom
szelenoprotein N-tartalmanak cs6kkenését kimutattak a kor el6rehaladtaval.

Az ankyrin a protein-adapterek csalddjaba tartozik, részt vesz a specialis
membrandomének szervezésében. Mindharom ankyrin gén (Ankl, Ank2 és
Ank3) tobb splicing eseményen keresztiil nagyszamu ankyrin izoformat kédol,
amelyek k6zos altalanos szerkezettel rendelkeznek. A harantcsikolt izmokban
mindharom ankyrin gén az izom-specifikus izoformakat kédolja A legtdbb



szervben taldlhatd ankyrin izoformanak nagy a molekulatémege (220-130 kDa),
viszont az Ankl génben taldlhatd belsé promoter a kis izom-specifikus
izoformakat expresszdlja, amelyek 20-25 kDa-osak, és egylittesen sAnkl1-nek
nevezziik 6ket (sAnkl1.5, sAnk1l.6, sAnkl.7 és sAnk1.9). Ezekben az sAnkl
izoformakban hianyzik a legtobb kanonikus ankyrin domén, viszont az NH2-
véglkon egyedilalld hidrofob domént tartalmaznak, amely az SR-hez koti Sket.
Ezen kisebb izomizoformak kozil az sAnk1.5 expresszalédik a legszélesebb
korben, mig a tobbi izoforma alacsonyabb szinten taldlhaté meg. Az sAnk1.5
citoplazmatikus vége egy olyan specifikus szekvenciat tartalmaz, amely
kozvetlen kotédést tesz lehetévé az obszkurinnal. Ez egy olyan szarkomerikus
fehérje, amely az M-sav stabilitasanak fenntartasahoz sziikséges a vazizomban.
Az sAnk1.5 és az obszkurin kozotti kolcsonhatas elengedhetetlen ahhoz, hogy
az SR-t a miofibrillumok kézvetlen kdzelében tartsak. Erre bizonyiték, hogy az
sAnkl izoformdk kilitése patkany flexor digitorum brevis (FDB) izombdl
szarmazé primer sejtkultirakban anasztomoézist eredményezett az SR
longitudindlis tubulusaiban, mig a junkcionalis SR-t csak alig befolyasolta. Az
sAnkl hianyos (KO) egerekben pedig azt talaltak, hogy az sAnkl hidnya
jelentésen csokkentette az SR mennyiségét. Viszont az SR kalcium
csatorndjanak és pumpajanak expresszios szintjei és a lokalizaciéi nem
kilonboztek az sAnkl KO egerekbdél szarmazd gyors és lassu izmok rostjai
esetén a kontroll egerekhez képest. Az obszkurin KO egerek vazizomrostjainak
szinte azonos valtozasait figyelték meg az SR morfoldgiajaban, megerésitve az
sAnk1l és az obszkurin kozotti kdlcsonhatas jelent6ségét az SR szerkezetének
megbrzésében. Tovabbi vizsgadlatokban azt talaltdk, hogy az életkor
novekedésével az sAnkl KO egerekb8l szarmazé rostokban szerkezeti
karosodasok és nagy terilet( kontrakturak alakultak ki, illetve az SR fehérjéket
tartalmazé tubuldris aggregatumok keletkeztek. Mindezeket a szerkezeti
valtozasokat az sAnk1 KO izmok elektrofizioldgiai tulajdonsagainak és erejének
romlasa kisérte. Ezek az eredmények 0&sszhangban allnak egy korabbi
kutatassal, amely szerint a sAnk1l hianyos tenyésztett izomrostok csokkentett
Ca?* felszabaduldst mutatnak az SR-bél.



Célkittizés

Az Oregedés soran jelentkez6 izomtomeg csokkenés, ami lehet a mar a
népbetegséggé valt szarkopénia kovetkezménye, az izomerd jelentGs
elvesztésével és a megndvekedett faradassal jar. Ez lehet annak is a
kovetkezménye, hogy a korral el6rehaladva né a reaktiv oxigén gydkok
termelése is, ami tovabb roncsolja a sejteket. Tovabba a ROS jelenléte
befolyasolja az ECC-ban résztvevd fehérjéket is, ami a vazizom normal
miikédésében kulcsfontossdgi Ca?*-homeosztazishoz csokkent mikodéséhez
vezet. Célunk az volt, hogy kideritsiik ez a folyamat miként lassithatd. A
megvalaszolandd kérdéseink a kovetkez6k voltak:

e vajon az antioxidans szelén étrend-kiegészités megforditja-e az oregedés
soran fellépd izomfunkcid csokkenést?

o Az egész életen at tartd edzés miként befolyasolja az izomfunkcidk
meglrzését oreg korra?

e Ezek hogyan befolyasoljak az ECC-ban résztvevd fehérjék mikodését és
az izom kalciumhomeosztazisat?

e A szelenoprotein N szintje hogyan valtozik a szelén étrend-kiegészités
hatasara id6s egerekben?

A vazizomban jelenlévé sAnkl fehérjék fontos szerepet jatszanak az SR
miofibrillum  kozelében tartdsaban, amelynek normalis mdikodése
elengedhetetlen a Ca?*-homeosztazisban. Mivel még nem ismert, hogy ennek a
fehérjének a hidnya befolydsolja-e a vazizomrostok Ca?* homeosztazisat a fiatal
és oreg sAnk1 KO egerek esetén, ezért a kovetkez6 kérdéseink voltak:

e sAnkl KO egerek esetén a fehérjének a hianya befolydsolja-e a
vazizomrostok intracelluldris Ca?* homeosztazisat?
e az Oregedés hogyan befolyasolja ezeket a valtozasokat?



Anyagok és moddszerek
Allatmodellek

Allatkisérleteinket az Eurdpai Unid iranyelveinek (86/609/EEC) megfelelGen
végeztik. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjéléti
Bizottsag engedélyével (31/2012/DE MAB) hajtottuk végre. A vegyes nemli
allatokat fémracs fedel mdlanyag ketrecekben helyeztilk el. Az egereket
normal ragcsald tappal etettik, a vizhez ad libitum hozzaférésik volt. Az allatok
helyiségének megvilagitdasa automatikusan 12 dra vilagos és 12 ora sotét
ciklusok valtakozasaval volt megoldva, a hémérsékletet pedig 22-25° C
tartomanyban tartottuk. Kisérleteinket vegyes nem{ C57 BL/6, Cmpt illetve
sANK1 KO egereken végeztiik.

Az Oregedés hatdsait vizsgald kisérletsorozatban 5 féle allatcsoporton
végeztink méréseket. Az els6 csoportban, amelyet edzett kontrollnak
neveztlink el, C57 BL/6 egerek voltak, amelyeket normal étrenden tartottunk és
edzésképpen futdmalommal felszerelt ketrecbe helyeztilk, amit 14 napon
keresztll 6nkéntesen hasznalhattak 2 havonta, 2 hénapos koruktél, az életik
végeéig. A masodik és harmadik, azaz a nem edzett fiatal (4 hdnapos) és nem
edzett idGs (20-22 hdénapos) kontroll csoportban szintén C57 BL/6 egerek
voltak. Ok is normdl étrendet kaptak, viszont a ketreciikben nem volt
futdmalom. A negyedik, azaz a nem edzett Cmpt csoportban, 20-22 hdnapos
Cmpt egerek, szintén normal étrenden és normal ketrecben, tehat futémalom
nélkil voltak tartva. Az 6todik, nem edzett szelénnel etetett csoportban 20-22
hénapos C57 BL/6 egerek voltak, akik a tobbi nem edzett csoporthoz hasonlé
korilmények kozott voltak tartva, viszont megnovelt szelén tartalmua étrendet
kaptak.

In vivo kisérletek:
Onkéntes futomalom :

Az edzett kontroll csoportba tartozd egereket olyan ketrecbe helyeztiik,
amiben egér futdmalom volt. A malmokat 6sszekapcsoltuk egy szamitdgéppel,
majd az adatokat 20 perces id6kdzonként, folyamatosan 14 napig rogzitettiik.
Minden egyes egérre kiszamitottuk a napi atlagos és maximalis sebességet, a
megtett tavolsagot és a futassal toltott id6 hosszat.



Grip- teszt:

A mellsé |ab fogasi tesztjét ugy végeztiik, hogy amikor az allatok megbizhatdan
megfogtak erémér6hoz kapcsolt fém keretet, akkor a farkukndl fogva dvatosan
elhdztuk O6ket az eré6mér6tél. Az egereket parhuzamosan tartottuk az
er6méréhoz kapcsolt kerettel. A maximalis er6t akkor regisztraltuk, miel6tt az
allat elengedte a keretet. A jeleket 2 kHz-es frekvencidn digitalizaltuk, és egy
online csatlakoztatott szamitogépen taroltuk. A tesztet egerenként 10-15
alkalommal megismételtik majd az adatokat atlagoltuk, hogy egyetlen
adatpontot kapjunk allatonként. Az edzett csoportok méréseit mindig a 14
napos futdsi periddus el6tt végeztiik. Az 6sszes tobbi csoport esetében a grip
tesztet az allatok felaldozasanak napjan végeztik.

In vitro kisérletek:

Az allatokat elaltattuk majd feldldoztuk a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyott protokollja szerint (31/2012 / DE MAB),
(22/2011/ DE MAB, 2012). Pentobarbitalis altatds (27 mg / kg) és cervicalis
dislocatio utdn az m. flexor digitorum brevis (FDB), m. extensor digitorum
longus (EDL), m. soleus (SOL) és m. quadriceps femoris szarmazd izmokat
hasznaltuk fel.

lzomero mérés:

Az EDL (gyors) és a SOL (lassu) izmokat csipesz és ollds segitségével manualisan
kipreparaltuk. Ezutan vizszintesen elhelyeztik egy kisérleti kamraban, amelyet
folyamatosan (10 ml / perc) karbogénnel (95% O, és 5% CO,) perfundalt Krebs-
oldattal (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,5 mM CaCl;, 1 mM MgSQOs, 10 mM Hepes,
10 mM glukdz, 10 mM NaHCOs; pH=7,2; szobah&mérséklet) mostunk a vitalitas
megdrzésének céljabdl. Az izom egyik végét egy kapacitiv mechano-elektromos
erémér6hoz rogzitettiik, a masik vége pedig egy rovart(ivel volt kiszurva. Rovid
O0sszehuzddasok kivaltasara két, az izom alatt elhelyezett platina elektrodot
hasznaltunk a szupramaximalis amplitudoju, 2 ms hosszu impulzusok leadasara,
0,5 Hz-en. A tetanusz kivaltasara ugyan ilyen egyedi impulzusokat alkalmaztunk
200 Hz frekvencian 200 ms (EDL) illetve 100 Hz frekvencian 500 ms (SOL)
hosszan. A faradast 150 db tetanusz addsaval idéztik el6, a tetanuszokat 0,5 Hz
frekvencian ismételve. A faradas szamszer(sitése érdekében az egymast kovetd
tetanuszok amplituddjat normalizaltuk az els6é tetanuszra. Azokat az izmokat,
amelyek lathatéan megsériltek a kézi preparacié soran, kizartuk az
értékelésb6l. A mérések végeztével az izmok maximalis atmérgjét



fénymikroszkép alatt hatdroztuk meg. EbbGl szamoltuk az izmok
keresztmetszeti fellletét (CSA) kor keresztmetszetet feltételezve. Az er6
adatokat erre a keresztmetszeti fellletre normalizaltuk atlagolas el6tt.

Egyedi vazizom rostok izolalasa:

A kalcium koncentracido méréseinket egyedi FDB vazizom rostokon végeztiik. Az
izom manualis kipreparaldsakor kalciummentes Tyrode oldatot hasznaltunk,
ami a kovetkez6ket tartalmazta mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 5
ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), 11,8
HEPES; 1 glL-1 glikdz; pH=7,4. Az egyedi vazizomrostok izoldlasahoz,
enzimatikusan emésztettik az FDB-t. Ehhez 0,2% |-es tipusu kollagenazt (Sigma,
St Louis, MO, USA) adtunk a preparald oldathoz, majd az izmot ebben tartottuk
37 °C-on 35-65 percig. Ezutan az emésztést enzim mentes normal Tyrode
oldattal (1,8 mM CacCl,) allitottuk le, és ebben taroltuk az izmokat felhasznalasig
4°C-on. A méréseket megel6z6en az FDB izmokbdl enyhe fokd manualis
triturdlassal nyertink egyedi vazizomrostokat.

Teljes sejtes intracellularis Ca%* koncentracié mérés:

Az intracelluldris Ca?*-koncentrécid valtozédsait Fura-2 AM festék segitségével
figyeltik meg. Ez a fluoreszcens festék raciémetrikus, tehat a Ca**-ot koétott
formdjanak abszorpciés maximuma (340 nm) eltér a Ca*-ot nem kotott
formaétdl (380 nm). Az egyedi izomroston a két kilonb6z6 abszorpcios
maximumnak megfelel6 hulldmhosszon vald gerjesztést kdvetben, az emittalt
fluoreszcens fény intenzitdsdnak hanyadosabdl kiszamithatd a [Ca?*]..

A fluoreszcens mérésekhez izolalt egyedi FDB rostokat haszndltunk, amit
lamininnal bevont fed8lemezre trituraltunk. Ezutan lecseréltik az oldatot
festékes oldatra, ami 1 ml normal Tyrode-ben 5 uM Fura-2 AM-et és 150 nM
neostigmint tartalmazott. Az utdbbi az extracellularis acetilkolin-észteraz enzim
gatlasa miatt kellett, hogy megakadalyozzuk a festék rostokba jutasa el6tti
aktivacidjat. Ez azért fontos, mert miutan az acetoxi-metilészer (AM) formaju
festék atjut a sejtmembranon, a Fura-2-r6l a sejten bellli intracelluldris
észterazok lehasitjdk az acetoxi-metilésztert, s igy kapjuk meg a funkcid képes
raciometrikus kalcium indikatort. A festékes oldatban a rostokat 60 percig 37°C-
on toltottik. A rostokat ezutan festék mentes Tyrode oldatban
szobahémérsékleten 30 percig tartottuk a mérések el6tt.

Kett6s hullamhosszisagy monokromatorral felszerelt PTI készulékkel
(Deltascan, Photon Technology International, New Brunswick, NJ, USA)
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végeztik a valtakozo gerjesztést (340 és 380 nm), mig az emissziot 510 nm-en
mértik meg foton-elektronsokszorozé illetve interferenciaszlrék segitségével
10 Hz gyakorisaggal rogzitettliik egy szamitdgépen.

Az intracellularis kalcium koncentraciét minden esetben a mért fluoreszcencia-
intenzitasok hanyadosabdl szamitottuk in vivo kalibralds alkalmazasdval. A
mérések kezdetekor az adott fedSlemezen el6szor egy sejtmentes teriileten
felvettlk a hatteret. Kiilsé perfuzids rendszer segitségével folyamatosan normal
Tyrode oldattal perfundaltuk a rostokat. A kivalasztott rostok kezeléséhez egy
lokalisan poziciondlt perfuzidés kapilldris t(it (Perfusion Pencil™; AutoMate
Scientific, Berkeley, CA, USA) hasznaltunk. A 0,35 ml/perc atfolyasi sebességd
tlinek az oldatadagolasat egy lokalis perfuziés rendszerrel (Valve Bank™ 8
version 2.0, AutoMate Scientific, Berkeley, CA, USA) vezéreltik. A td mikro-
manipulatorral a mérendd rostra torténd iranyitasaval értik el, hogy a
kiilonb6z6 oldatok szinte azonnal és csak a kivalasztott rostot érjék el. A
kalcium-felszabadulds tanulmdanyozdsdhoz a Ca?' tranzienseket depolarizald
oldattal valtottuk ki, ami 120 mM NaCl helyett ugyanennyi KCl-ot tartalmazott.
Ezt a lokalis perfuzid segitségével 5 s-ig adagoltuk a kivalasztott sejtre. A
mioplazmdba felszabadult Ca?* meghatdrozdsara a kalcium kotédését az
intracellularis kot6helyekhez és eltavolitasat az intracellularis  térbdl
kovetkez8képpen modelleztiik: a Ca?* intracelluldrisan koét6dhet a SERCA
pumpahoz, a troponin C-hez, a parvalbuminhoz és a festékhez; mig az
eltdvolitdsa a Ca®* pumpa aktivitasaval volt figyelembe véve. A kalcium pumpa
maximalis szallitdsi sebességét a Ca?* tranziens stimuldciot kévetd leszalld
fazisabdl a legmegfelel6bb paraméterek illesztésével hataroztuk meg. A modell
Osszes tdbbi paraméterét allandd értéken tartottuk. A Ca?* felszabadulds
sebességét (fluxus) a Ca?* tranziens id8beli derivéltjaként szdmitottuk ki. A
hosszu depolarizacié alatt (5 s) felszabadult Ca2+ mennyisége pedig jo becslése
az SR kalciumtartalmanak.

Az SR Ca?-tartalmdnak kozvetlen mérésére egy masik mérési protokollt is
alkalmaztunk. El&szor lokalis perfuzid segitségével normdl Tyrode oldatot
adagoltunk a rostokra, majd ezt kalciummentes Tyrode oldatra cseréltiik, amely
5 mM EGTA-t tartalmazott. Az intracelluldris Ca2+-raktart egy koktél (200 uM 4-
klér-M-krezol és 10 upM ciklopiazonsav) felhasznaldsaval Uritettiik ki
kalciummentes Tyrode-ban. A koktél eredményeként az SR-bdl nagy
mennyiségli Ca®* szabadult fel a RyR-eken keresztiil. Az dsszes lokélisan adagolt
oldat 50 uM BTS-t tartalmazott, hogy csokkentsiik a rost mozgasat a kalcium
felszabaduldsa sordn. Nyugalmi [Ca?*]; értékét Ggy szamoltuk, hogy atlagoltuk a
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fluoreszcencia hanyadosokat normal Tyrode-ban. Az SR Ca*-tartalmat a
nyugalmi [Ca*']i és a koktél alkalmazdsa soran mért hanyados maximuma
kozotti kiilonbségeként szamitottuk ki.

Elemi kalciumfelszabadulasi események (CREs) mérése permeabilizalt
izomrostokban:

Az izolalt egyedi FDB izomrostokat szaponinnal permeabilizaltuk, és 0,1 mM
fluo-3 festékkel toltottik fel. A rostokat relaxdld oldatban (6sszetevéi mM-ban:
6 MgCl,, 5 Na,-ATP, 125 K-glutamat, 10 HEPES, 1 EGTA, 0,13 CaCl,, 10 gliikdz,
10 Na-foszfo-kreatin, pH=7,2) tartottuk 2-3 percen keresztil 0,002% szaponin
jelenlétében. fgy a felszini membran kilyuggatasaval nemcsak az elemi
események szamat tudtuk fokozni a rostokon, hanem egyuttal a kalcium-
indikator festék bejutasat is segitettik a rost belsejébe. A felszini membran
permeabilizalddasat mikroszkép alatt a fluo-3 fluoreszcencia intenzitasa
novekedéseként kovettik nyomon. Ezt az oldatot ezutdan mérési oldatra
cseréltik (6sszetevéi mM-ban: 6 MgCl,, 5 Nax-ATP, 95 K2SOa4, 10 HEPES, 1 EGTA,
0,13 CaCl;, 10 gliikdz, 10 Na-foszfo-kreatin, pH=7,2). A képeket 40x olaj-
immerzios objektivvel (NA = 1,3) rogzitettik egy ultra gyors Zeiss 5 LIVE lézeres
pasztazé konfokalis mikroszképon (Zeiss, Oberkochen, Németorszag). A fluo-3
festéket argonion lézerrel 488 nm-en gerjesztettik, majd a rost altal
kibocsatott fluoreszcens fényt 505 nm hulldmhossz felett gydjtottik ossze. A
mérési oldat alkalmazasat kovetd tizenot perc elteltével minden vizsgalt rostrol
nyolc kilénb6z6 helyen 120 db 512x512 pixel nagysagu (x, y) képet tartalmazé
képsorozatot készitettiink 67 ms/kép sebességgel. Az egyes sorozatok elsé
képén meghataroztuk a hatteret és a rost korvonalat. Ezutdn az atlagolt hattér-
fluoreszcenciat kivontuk minden sorozat 0sszes képének minden pixelébdl. A
rost Z-vonalainak detektalasara az Osszes kép frekvencia-spektrumat
kiszamitottuk gyors Fourier-transzformacié (FFT) alkalmazasdval. Ezutan a
szarkoméreknek megfelel§ frekvenciakomponensek inverz FFT-jét hasznaltuk a
Z-vonalak eltdvolitasara a képekrél. Stacionarius wavelet moddszert
alkalmaztunk alacsony kiiszobérték sz(iréssel, hogy kimutassuk az elemi Ca2+
felszabadulasi eseményeket (CRE vagy spark) a rostokon . Végil a sparkok
kovetkezd paramétereit szamitottuk ki: amplitudd és két térbeli szélességet a
maximum felénél (FWHM), meré6legesen (FWHM-x) és parhuzamosan (FWHM-
y) a Z-vonalakkal. A CRE sordn felszabadult Ca®* mennyiségének becsléséhez
kiszamitottuk a jel sGr(iséget (Signal Mass, SM).
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Fesziiltség Clamp mérések és Ca?* tranziens analizis:

Az izolalt FDB rostokon fesziiltség clamp korilmények kozott (Axoclamp 2B,
Axon Instruments, Foster City, CA, USA) az el6bb bemutatott konfokalis
mikroszkdéppal (Zeiss 5 Live) készitettlink képeket a kovetkezd dsszetétell kiilsé
oldatban:(mM-ban) 140 TEA-CH3SOs, 1 CaCl,, 3,5 MgCl,, 10 HEPES, 1 4-amino-
piridin, 0,5 CdCl,, 0,3 LaCls, 0,001 TTX és 0,05 BTS, pH=7,2, ozmolalitas 320
mOsm. A pipettat rhod-2 fluoreszcens kalcium indikatort tartalmazé belsé
oldattal toltottik fel (ennek 6sszetevéi mM-ban: 110 N-metil-glucamin, 110 L-
glutaminsav, 10 EGTA, 10 Tris, 10 glikdz, 5 Na ATP, 5 foszfo-kreatin Tris, 0,1
rhod-2, 3,56 CaCly, és 7,4 MgCl,, pH=7,2, ozmolalitds 320 mOsm). Az Osszes
kisérletet 20-22°C-on végeztik, és a nyugalmi membran potencialt -80 mV-on
tartottuk. A pipetta ellenalldasa 1-2 MQ tartomanyban valtozott. Analdg
kompenzéciét alkalmaztuk a linedris kapacitiv dramok korrigéldsara. A Ca®*
tranzienseket egy modell alkalmazasaval analizaltuk, amely kiszamitja a kalcium
felszabadulds fluxusat. A modell figyelembe veszi a [Ca®*]iy valtozasait egyetlen
térfogat egységben, beleértve a kalcium eltavolitasi folyamatokat, mint példaul
a SERCA pumpa maximalis transzport sebessége (Vmax). A kisérleteket kalcium
puffer (10 mM EGTA) jelenlétében végeztiik, igy az endogén puffereket szinte
elhanyagolhatdnak tekintettik az kalcium eltdvolitdsi folyamatban. A Ca?'
felszabadulas aktivalédasanak fesziltségfliggését a Boltzmann fliggvény irja le.
A kalcium felszabadulds fluxusbdél (a kalcium csatornakon keresztiilmend
fluxusbdl) kivonva a pumpa eltavolitd fluxusat, az SR-bdl kilépd nettd fluxus
meghatarozhatdé. A nettd fluxus integralja megadja a depolarizaciéval
felszabadithatd SR kalcium tartalmat, vagy mas néven a felszabadult Ca2+
mennyiségét (a[Ca?*]i ssszes).

ROS mérések:

Az egyedi FDB rostokat szobah&mérsékleten 20 percig nTyr-ben, 3 nM
dihidroetidiummal toltottik. A nyugalomban levé rostok fluoreszcencia
intenzitasat 532 nm hulldmhosszon torténd gerjesztéssel és 550 nm folotti
hulldmhosszon detektaltuk. A mérést megismételtiik ugyanazon a roston 100
darab  tetanusz utan, amit téringerléssel (2 ms  hosszusagu
négyzetimpulzusokkal 50 Hz gyakorisaggal 100 ms id6tartamig) valtottunk ki. A
hattérre korrigalt fluoreszcencia értékeket atlagoltuk egy kivalasztott teriileten
a rostok hossztengelyével parhuzamosan. A kiszamitott gorbék a fluoreszcencia
periodikus novekedését és csokkenését mutattak, amely a festék eloszlasanak a
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szarkomér menti mintazatat tukrozi. Feltételeztik, hogy a gorbék atlagértékei
aranyosak a rostok ROS-termelésével.

Western blot analizis:

A hatsé végtaghdl szarmazd musculus quadriceps femoris szovetmintait
lizispufferben homogenizaltuk (20 mM Tris — Cl, 5 mM EGTA, proteaz-inhibitor
koktél (1: 100) a Sigma-tdl), és jégen szonikatorral szétbontottuk. A mintak
fehérjetartalmat maddositott bicinchininsav fehérje-teszttel (Pierce, Rockford,
IL, USA) mértiik, szarvasmarha szérum albumin alkalmazdsaval. A Western-blot
analizishez a teljes izom homogeniztatumhoz 1/5 térfogati Otszoros
toménységl elektroforézis mintapuffert (310 mM Trise-HCl pH=6,8, 10% SDS,
50% glycerol, 100 mM dithiothreitol (DTT), 0,01% brom-fenol-kék) adtunk és
ezutan 5 percig 802C-on féztuk Sket.

10 pg fehérjét elvalasztottunk 5% és 7,5% natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) géllel a vizsgdlt fehérjék immunoldégiai
kimutatasara. A fehérjéket elektroforetikusan vittik at a nitrocelluléz
membranokra (BioRad, Bécs, Ausztria).

Miutan blokkoltuk az aspecifikus kdt6helyeket PBS-ben oldott 5% -os sovany
tejporral, a membranokat egy éjszakan at 4° C-on inkubaltuk a megfelel6é
primer antitestekkel.

Miutan hdromszor 10 percig mostuk PBST-vel (PBS, 0,1% Tween 20-val
kiegészitve), a membranokat a szekunder antitesttel inkubdltuk 1 6rdn at. Az
utobbi az elsédleges antitestet termel6 faj (nyul vagy egér) ellen termeltetett,
tormaperoxiddzzal (HRP) konjugalt kecske immunoglobulin (Bio-Rad) amit 5%
sovany tejport tartalmazé PBS-ben 1:1000 aranyban higitottunk. A jeleket
fokozott kemilumineszcencia (ECL) reakcidval detektdltuk (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). Az egyes savok intenzitdsat és ugyanazon kép hatterét
Image) programmal (NIH, Bethesda, MD, USA) hatdroztuk meg. A hattérre
korrigalt normalizalt értékeket a haztartasi gének intenzitasa alapjan adtuk meg
ugyanazon mintdkban. Végil ezeket az adatokat a kontrollhoz viszonyitva
fejeztik ki.
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Az izmok szeléntartalmanak meghatarozasa:

Az EDL izom teljes szeléntartalmanak becsléséhez Hydride Generation Atomic
Fluorescence Spectrometry —t (HG-AFS) haszndltunk. A mintdkon nedves
emésztést végeztik ugy, hogy 5 ml 65% HNOs-t adtunk 1 g mintahoz, 60°C-on
60 percig, majd 120°C-on 240 percig emésztettik, miutan 3 ml 30% -os H,0,-t
adtunk hozza. A kapott mintakat 15 ml-re higitottuk 3 M sdsavval, majd
lesz(rtik. A hidrid képz6déshez HCl-t hasznaltunk a higitashoz. A méréseket
Atomic Fluorescence Spectrometer (Millenium Merlin, P.S. Analytical,
Orpington, Anglia) segitségével végeztik, a kovetkez6 beallitasokkal: 15 | / perc
argon gdz adagolas, 40 s mérés, 40 s mosasi id6, 100-as erGsitéssel. A
hidridgeneracids reakcidhoz savoldatként 3 M sosavoldatot és redukald
szerként 0,1 M NaOH-ban 1,4 w/V % NaBH, -et hasznaltunk.

Adatelemzés és statisztika:

Az Osszesitett adatokat atlag + atlag hibdjaként (SEM) fejeztik ki. Az atlagot és
a SEM-t sulyozott atlagok és sulyozott standard hibak alapjan szamitottuk ki
ugyanazon allatbdl szarmazé izmok szamanak megfelel6 sulyozasaval, mig a
mintak szama az adott csoportba tartozd allatok szama volt. Az allatcsoportok
kozotti kiilonbségeket egy-utas illetve két-utas varianciaanalizissel (ANOVA) és
paronkénti tobbszords Osszehasonlitasi eljardasokkal (Bonferroni tobbszords
dsszehasonlitd teszt; Student-Newman-Keuls moddszer) értékeltik, a Prism
statisztikai program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) haszndlatdval. A
0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettik. Egyedi
mediaciés modellt (Casual mediation model; CMM) készitettiink annak
megvizsgalasdra, hogy a szelenoprotein expresszid szintje és a maximalis
tetanuszos eré kozotti kapcsolatot az intracellularis Ca2+ koncentracid
mediatorként valtoztatja-e.
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Eredmények
In vivo kisérletek:

Az dllatok in vivo izomteljesitményének ellenérzésére grip tesztet hasznaltunk.
A kontroll allatok testtomegre normalizalt fogdsi ereje csokkent az életkorral,
mivel a testsulyuk nétt, viszont a fiatal allatokhoz hasonld maximalis erét
produkdltak. A Compact mutaciét (Cmpt) hordozd, idés miosztatin hianyos
egerek szignifikansan nagyobb maximalis er6t produkaltak, mint az id6skoru
kontroll allatok, de a testtomegre tortént normalizaldas utan teljesitményik
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll egereké. A szelénkezelés nem
valtoztatta meg a maximalis fogasi er6t id6skorban, de a testtomegre
normalizalt kapaszkodasi eré szignifikdnsan magasabb lett, mint a kontroll
egereké. A kontroll allatok egy csoportja (8 egér) 14 napos Onkéntes futd
malom kisérletekben vett részt (edzett csoport) 9 és 90 hetes koruk kozott (ez 2
és 22 hénapnak felel meg). Ahogy az varhatd volt, az egerek egész életen at
tartd edzése jelent6sen megnovelte a maximalis kapaszkodasi er6t a nem
edzett id6s kontroll allatokhoz képest. Az onkéntes futdé malom kisérletek
eredményei az életkor fliggvényében valtoztak. A specialis ketrecben eltoltott
2-3 nap utdn az atlagos futdsi sebesség egy adott szinten stabilizalddott. Az
0sszes tobbi mért paraméter (napi maximalis sebesség, futasi id6 és tavolsag)
hasonld tendenciat kovetett a futas két hetében. Az 6nkéntes futdas minden
paramétere csokkenést mutatott a 40. hetes életkor utan a kontroll egerekben.
Ezenkivil elvégeztilk az 6nkéntes futd malom kisérletet olyan 21 hdnapos
allatokon is, akik kordbban még nem futottak életiikben (nem edzett csoport).
Az atlagos sebesség és a napi tavolsag szignifikansan alacsonyabb volt a nem
edzett kontroll csoportban 85 hetes korban. Erdekes médon a nem edzett id6s
allatok majdnem ugyanannyi id6t toltottek a futokerékben, mint az idés edzett
egerek. Osszességében ezek a kisérletek egyértelmden jelezték, hogy az egerek
Oregedése az izomteljesitménylikre negativ hatassal van. E jelenség alapjaul
szolgalé mechanizmusok tisztazasa érdekében a tovabbiakban részletesen
megvizsgaltuk az in vitro erdt és az ECC |épéseit.
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In vitro kisérletek:
Eré mérés:

Ahogy vartuk, a korral csokken az in vitro izomer6 a kontroll allatokban. Hogy
kideritstik a hipermuszkularis fenotipus, az élethosszig tartd edzés, vagy pedig a
szelén étrend kiegészités mddositja-e kdzvetlenll az izom funkciokat, in vitro
izomerd mérést végeztiink egy fiatal és négy oreg allatcsoportban. Szignifikdns
kiilonbséget taldltunk az EDL izmok egyedi 0Osszehuzéddsainak atlagos
amplituddjaban, a Cmpt, a szelénnel etetett, az edzett és a kontroll allatok
kozott. Mig a szelénnel etetés és az egész életen at tartd edzés novelte, addig a
Cmpt fenotipus csokkentette a rangasok maximalis erejét. Hasonld szignifikans
kiildnbséget talaltunk a tetanikus erében is. Erdekes moddon ezek a
kilonbségek nem voltak megfigyelhet6ek a soleus izomban. Nem volt
kiilonbség az egyedi rangas/tetanusz aranyban az allatcsoportok kozott. Ez a
paraméter a neuromuszkularis junkcid normalis mikodésérdl arulkodik.
Tovabba a szelén és az edzés csokkentette az izmok faradasat a 150 tetanuszt
tartalmazo protokoll alatt EDL izmokban, viszont az oreg allatok SOL izmaiban
nem. Ezzel ellentétben az id8s Cmpt egerekbdl szarmazé mind gyors, mind
lassu izmok szignifikansan faradékonyabbak voltak, mint az id6s kontroll egerek
azonos tipusu izmai. Nem talaltunk szignifikans kilonbségeket a fiatal és az id6s
kontroll egerek k6zott az EDL izmok faradékonysagaban.

Intracellularis kalcium koncentrécio valtozasok (a[Ca%*];) 6reg allatokban:

Megvizsgaltuk az izomhipertréfia, az edzés és a szelénkezelés hatdsait a
kalcium-homeosztazisra id6s egerek egyedi FDB izomrostjaiban. A rostokat a
mérésekhez a kalcium-érzékeny Fura-2 acetoxi-metil (AM) festékkel toltottlink
fel. A nyugalmi [Ca?*]; szignifikdnsan magasabb volt a Cmpt rostokban, mint a
kontroll egerekbdl szarmazdakban. A szelénkezelés és edzés jelent6sen
csokkentette a nyugalmi [Ca®*]; szintet a fiatal llatok szintjére és mindhdrom
szignifikdnsan kisebb volt az 6reg egerek izomrostjainak nyugalmi intracellularis
kalciumkoncentracidjatal.

Az SR kalciumtartalmanak megallapitasahoz — vagyis az SR-bél felszabadithaté
kalcium mennyiségének mérésére - 5 masodpercig tarté 120 mM KCl-dal
torténé depolarizaciét alkalmaztunk. A  kalcium-tranzienseket ilyen
depolarizacidkkal idéztink el6 normdl (1,8 mM) extracellularis
kalciumkoncentracié jelenlétében. A szelén etetés és az edzés novelte a
kalcium-tranziensek amplitudéjat, mig Cmpt allatokban ez kisebb volt, mint a
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kontroll egerekben. Az Osszesitett adatok megerésitik, hogy a szelén étrend-
kiegészités és az edzés statisztikailag szignifikans novekedést okozott a [Ca®'];
valtozasdban a kontroll allatok izomrostjaihoz képest, ami azt mutatja, hogy
ilyen korulmények kozott az SR-bél nagyobb a kalcium felszabadulds mértéke. A
szelén majdnem megdupldzta, és az edzés csaknem megharomszorozta a
kalcium tranziensek amplitudojat. Ezzel ellentétben a depolarizacidval kivaltott
kalcium-tranziensek a Cmpt allatokban lényegesen kisebbek voltak, mint a
kontroll rostokban.

A tranziensek tovabbi vizsgalata bizonyitotta, hogy az SR-bél felszabaduld
kalcium mennyisége az edzés utan szignifikdnsan nagyobb, és szignifikdnsan
alacsonyabb a Cmpt allatokban, mint a nem edzett kontroll rostokban, mig ez a
szelénkezelés utan valtozatlan volt. Meg kell jegyezni, hogy mig az SR-bdl
felszabadulo kalcium mennyisége a szelénnel taplalt egerekben nem valtozott,
a kalcium tranziens amplituddja jelentésen megnétt. Ez az SR kalcium
felszabadulasanak modositott kinetikdjara utalhat, amelyet meger@sitettiink az
SR Ca?" felszabadulds sebességének (fluxus) kiszamitdsaval. Ez szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult mind a szelénnel taplalt, mind az edzett egereknél, mig a
Cmpt allatokban szignifikansan alacsonyabb volt, a nem edzett kontroll
egerekhez viszonyitva.

Az id&s izom [Ca?*]i-t szabdlyoz6 fehérjéinek 6sszetétele:

Megvizsgaltuk az EC-kapcsolat kulcsfontossagu fehérjéinek expresszids
mintazatat a vazizmokban. Erdekes médon a RyR1 erds korfliggd csokkenést
mutatott minden nem edzett allatcsoportban, de az edzett egerekben nem.
Szembet(nd, hogy az egész életen at tarté futas a teljes hosszisagu RyR1
tartalmat megdbrizte a fiatal allatok szintjén. Masrészt a RyR1 kisebb
molekulatomeg( bomlastermékének szignifikdnsan megnovekedett
mennyisége figyelheté meg id8s allatokban. Ezzel szemben az egész életen at
tartd edzés a normal, 550 kDa-os protein szignifikdnsan kevesebb bomlasat
eredményezte. A RyR1 expresszidos mintazatat két kiuloénb6z6 antitesttel
igazoltuk. Erdekes médon, a RyR1-el ellentétben nem volt szignifikdns
kiilonbség a SERCA és a DHPR normalizalt szintjében az id6s allatok kiilonb6z6
csoportjai kozott. Ezenkivil nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a DHPR és a
SERCA mennyiségében a fiatal és az id6s kontroll allatok kozott sem. Mivel a
szelén etetés hatékonyan ellensulyozta az izmok teljesitményének életkorhoz
kapcsolddoé csokkenését (amint azt az el6z6ekben bemutattuk), és egy korabbi
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tanulmdanyunkban megmutattuk, hogy noveli az izmok szelenoprotein N (Sepn)
tartalmat, érdemes volt megvizsgdlni, hogy a szelenoprotein N expresszidja
valtozik-e az életkorral, és ha igen, vajon a szelén kiegészitése ellensulyozhatja-
e ezt a valtozast. A 70 kDa-os Sepn expresszidja fokozatos csokkenést mutatott
az életkorral, a 22 hdnapos egereknél 31%-ara csokkent az Gjszulott allatokban
mért értéknek. A szelénnel kiegészitett étrend utan figyelemre méltd
emelkedést figyeltliink meg a szelenoprotein N szintjében. Ezzel parhuzamosan
meghatdroztuk az id6s egerek EDL izmainak atlagos szeléntartalmat, és ez
szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a szelénnel taplalt egerek izmaiban
(197,1+6,6 ng/g, n=4, p<0,05), mint a kontroll allatokban (140,5+1,8 ng/g, n=4).

Megnovekedett ROS-termelés az id6s izomban:

Egy korabbi tanulmanyban leirtdk, hogy a RyR1l-et az oxidativ stressz
befolyasolja, és ezért feltételeztik, hogy a szelenoproteinek védhetnek a ROS
rianodin receptorra kifejtett negativ hatasa ellen. A fenti eredmények arra
utalnak, hogy az id6s allatok izmai fokozottabb oxidativ stressznek lehetnek
kitéve, mint a fiatal egerekbdl szarmazéak. Ennek a hipotézisnek a
megerGsitésére megvizsgaltuk az izomrostok oxidativ allapotat a ROS-termelés
mérésével. E célbdl a fiatal (4 hdnapos) és az id6s (22 hdnapos) egerek FDB
izmaibol izoldlt rostokat Dihydroethidium-mal toltottik fel, és a festék
fluoreszcencidjat regisztraltuk egy farasztasi protokoll el6tt (Fp) és azt kovetben
(Ff). A protokoll 150 darab tetanuszbdl allt, amit 50 Hz frekvenciaval adott 2 ms
hosszu négyzet impulzusok valtottak ki. A ROS-termelést a hattérre korrigalt
fluoreszcencidk (F¢/Fp) aranyanak kiszamitasaval szamszer(sitettiuk. Ez az érték
szignifikdnsan magasabb volt a farasztasos protokoll utan az 6regek egerek
esetében (1,54+0,14, n=4, p<0,05), a fiatal izomrostokhoz viszonyitva
(1,1140,07, n=6). Ez megerGsitette azt a feltevésiinket, hogy az oreg izmok
fokozott oxidativ stressznek vannak kitéve.

Az sAnkl KO egerekbdl szarmazo vazizom rostoknak csokken az SR kalcium
tartalma:

Munkank masodik részében szintén az 6regedés hatasat vizsgaltuk a vazizmok
m(ikodésére egy specialis egérmodellben. Ezekben az allatokban az SR
lokalizaldsaban kulcsfontossagu szerepet jatszé sAnkl fehérje hianyzott.
Korabbi vizsgdlatokban mar kimutattdk, hogy az életkor novekedésével az
sAnkl KO egerekbdl szarmazé izomrostokban sulyos szerkezeti karosoddsok
alakulnak ki. Ezért megvizsgdltuk, hogyan valtozik a vazizmok kalcium
homeosztazisa ebben az egérmodellben a kor el6rehaladtaval.
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Az sAnkl hidnydnak hatdsidt a Ca** homeosztazisra 4 hdnapos (fiatal) és 10
hdnapos (6reg) egerekbdl szarmazé egyedi FDB rostokon vizsgaltuk.

Elszér megmértik a nyugalmi [Ca®*]i-ot a kontroll és sAnkl KO egerekbdl
szarmazé nem ingerelt FDB rostokon. A mérések alapjan a nyugalmi [Ca%']i nem
kiilonboztek szignifikansan sem a 4, sem a 10 hdnapos sAnkl KO egerekbdl
szdrmazé FDB rostokban a kontrollhoz viszonyitva. Kalcium mentes
extracellularis oldatban, kalcium felszabadulast okozé oldattal (releasing
koktél) valé kezelés hatasara kialakulé reprezentativ Ca2+ tranziensek jonnek
létre. A Ca** eltdvolitdsa az extracelluldris oldatbdl alkalmanként
depolarizdlhatja a rostokat, aminek kovetkeztében enyhe novekedés
kovetkezhet be a [Ca?*]i-ban (ez lathaté a tranziensek elétt). A releasing koktél
adagoldsa a kontroll egerekbdl szdrmazd rostokon nagy Ca?* tranzienseket
eredményezett, ami mar akkor el kezdett csékkenni a kalcium raktar
drdlésének eredményeként, amikor a koktél még jelen volt a roston. A
genetikailag mddositott egereken végzett mérésekbdl azt kaptuk, hogy a Ca?
tranziensek amplitiddjanak atlagos valtozdsa (a[Ca']) szignifikdnsan kisebb
volt a 4 és 10 hdonapos KO egerekbdl szarmazd rostokban, az azonos koru
kontroll egerekhez viszonyitva. Ez arra utalhat, hogy az SR térfogat, és igy a
teljes Ca®* tartalma kisebb az sAnk1 KO egerekben, mint a kontroll egerekben.

A kovetkez8kben [Ca?']; valtozdsokat teljes sejtes fesziiltség clamp technika
alkalmazasaval vizsgaltuk, ugy hogy fokozatosan noveltik a membran
depolarizaciét -60 mV és +30 mV kozott. A Ca®* tranziensek amplitiddjéban
lévé atlagos valtozasok szignifikdnsan kisebbek voltak a 4 hdnapos KO egerek
esetén a kontrollhoz viszonyitva. Hasonld kisérletek soran a 10 hdnapos egerek
esetén is megfigyeltiink kilonbséget a sAnk1l KO és kontroll allatoknal, viszont
ez nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet. Amikor kiszamitottuk a teljes
felszabadult Ca?** mennyiséget a legnagyobb depolarizicids pulzus (+30 mV)
alatt, csak a 4 hdénapos egerek esetén talaltunk szignifikans kilonbséget a
sAnk1 KO és kontroll egerek kdzo6tt, viszont a 10 hdnaposak esetében mar nem.
A tranziensek feszlltség-flggését leird Boltzmann fliggvény paramétereit csak
kismértékben befolyasolta a sAnkl hianya a fiatal és oreg allatoknal, bar az
utébbiakndl a fliggvény kevésbé volt meredek. Erdekes médon, a Boltzmann
gorbék kozépsb pontjahoz tartozo fesziiltség jobbra tolédott majdnem 20 mV-
al, azaz a pozitivabb fesziiltség felé mind a két 6reg (10 hénapos) dllatcsoport
esetében.
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Annak kideritése érdekében, hogy a releasing koktéllal végzett kezelés utan
megfigyelt, vagy a membran depolarizicié indukalta csékkent Ca?* tranziensek
a SERCA pumpa megvaltozott kalcium transzport eredményeként keletkeztek-
e, kiszdmoltuk a pumpa maximaélis Ca?* szallitdsi sebességet (Vmax) a kontroll és
a sAnkl KO egerek rostjaiban. Az analizis alapjan kiderilt, hogy a Vmax
jelentésen csokkent az oreg allatokban a fiatalokhoz képest mind a kontroll
(p=0,0057), mind a sAnkl KO csoportban (p<0,0001). Ez arra utal, hogy a Ca**
tranziensek figyelemre méltd, de statisztikailag nem szignifikans csokkenése az
életkorral részben magyarazhaté az alacsonyabb SERCA pumpa aktivitassal.
Ugyanakkor a kontroll és az sAnkl KO izomrostok k6zott 4 hdonapos korban
megfigyelt Ca?* tranziensek kiillénbsége nem tulajdonithaté a SERCA pumpanak,
mivel ebben a korban nem volt kilénbség a Vmax-ban a két genotipus kozott
(4,72+0,08 és 4,79+0,07 mM s, p=0,54, n=9 mindkét csoportban).

A spontdn Ca%* felszabaduldsi események (CRE) kisebbek sAnkl KO
egerekben:

A spontdn Ca®* felszabaduldsi események mérése a szaponinnal permeabilizalt
izomrostokban lehet8séget nyujt a RyR1 funkciondlis tulajdonsagainak nativ
kornyezetben torténé tanulmanyozasara, fluggetlenil a DHPR kontrolljatdl.
Ezzel a mddszerrel teszteltiik, hogy a sAnkl hianya befolyasolja-e a spontan
Ca?* felszabaduldst az SR-bél. A spontdn CRE méréseket konfokalis
mikroszképon kétdimenzids (XY) képalkotassal végeztik 4 és 10 hdnapos
kontroll és sAnkl KO egerekb6l szarmazé fluo-3-mal feltoltott FDB
izomrostokon.

A CRE-k gyakorisaganak jelent6s csokkenését észleltik a 4 hdonapos sAnkl KO
egerek rostjaiban, 0sszehasonlitva az azonos koru kontroll egerekkel. A CRE-k
gyakorisaga csokken a 10 hénapos kontroll egerek rostjaiban is a fiatal kontroll
allatokhoz képest. Oregkorban azonban a KO és a kontroll egerek kézétt nem
észleltiink tovabbi kilénbséget a CRE-k frekvenciajaban.

Ezt kovetGen kiszamoltuk az atlagos CRE amplituddt (F/F0), és szignifikans
csokkenést talaltunk a 4- és 10 hodnapos KO egerekben az azonos koru
kontrollhoz viszonyitva. A CRE-k amplituddinak eloszlasat elemezve azt
mutattuk ki, hogy a kisebb amplitudéju CRE-k nagyobb frekvenciaval voltak
jelen a KO allatokban az azonos koru kontrollhoz viszonyitva. A CRE-k térbeli
kiterjedésének elemzése azt mutatta, hogy az események maximumanak
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felénél mért szélessége (FWHM) mind a Z-vonalakkal parhuzamosan (FWHM-
X), mind arra merélegesen (FWHM-Y) jelent&sen csokkent a 4- és a 10 hénapos
KO egerekben is. Ez egylitt jart a megnovekedett szamu kis amplitidéju CRE-vel
a KO egerek rostjaiban. Ezek a valtozasok egyértelmien tikroz6dtek a
felszabadult Ca?* szamitott mennyiségében, amelyet a CRE-k alatt a
jelstrlséggel (SM) becsiilnek meg. Az sAnk1 hidnyat az SM jelent6s csdkkenése
kisérte, az egerek koratol fliggetlendl. Ezek az adatok azt jelzik, hogy az SR-ben
az azonnali felszabaduldshoz rendelkezésre allé Ca®* mennyisége csdkken, vagy
a Ca?* csatorndk nyildsa kdrosodott, esetleg ez egyszerre is megtérténhet.
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Osszefoglalas

A szarkopénia, az Oregedéssel jaré izomtomeg- és izomerdbvesztés, ami az
eloregedd tdrsadalom életmin&ségét negativan  befolydsold, fizikai
teljesitményt és napi aktivitast er6sen korlatozé betegsége. Az izmokat érint6
elvaltozdsok esélye néhet az esszencialis nyomelem szelén hianydban, ami
izomfajdalmat, faradast és gyengeséget is okozhat. Hasonld negativ
kovetkezményei lehetnek izom specifikus fehérjék hianyanak is mar fiatal és
oregkorban is.

Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az onkéntes futas mértéke, a maximalis
rangds és tetanuszos erd, valamint az izmok belsé raktaraibdl felszabadult Ca?*
mennyisége csokkent, mig a reaktiv oxigén gydkok termelése, megndétt az id6s
egerek esetén, a fiatal allatokhoz képest. Ezek a valtozasok a kalciumcsatorna
RyR1 és a Selenoprotein N tartalom csokkenésével és a RyR1 bomlasanak
novekedésével jartak egyltt. Mind az egész életen at tarté edzés, mind a rovid
tavu szelén étrend kiegészités képes volt kompenzalni az izomerd és az SR-bdl
torténé Ca?* felszabadulds csdkkenését idGs egerekben. Viszont a fiatal korban
megjelend izomtomeg ndvekedés erre nem volt képes, amit miosztatin hianyos
egereken végzett kisérleteink bizonyitottak. A szelén étrend-kiegészités
szignifikansan novelte a Selenoprotein N szintjét az oreg egerekben és
megmutattuk, hogy izmokra kifejtett jotékony hatasa RyR1 fliggetlen utvonalon
keresztll valosul meg.

Megvizsgaltuk az SR normalis elhelyezkedéséért felel6s sAnkl hianyos
egerekben az SR kalcium tartalmat, ami jelent6sen lecsokkent a fiatal és id8s
sAnkl KO allatokban, mig a jarulékos strukturalis mddosuldsok csak az
Oregedés soran jelentek meg. Bebizonyitottuk, hogy az sAnkl hidnya az
intracelluldris Ca?* homeosztazist is befolydsolja. Mig a nyugalmi citoszolikus
Ca?* szint nem véltozott a sAnkl KO egerekbdl szarmazdé rostokban, a
depolarizdlé pulzusokkal kivéltott Ca?* tranziensek amplitiddja lecsokkent
bennik a feszultségfliggésiik megvaltozasa nélkil. Tovabba a szaponinnal
permeabilizdlt rostokon végzett spontdn Ca** felszabaduldsi események
(sparkok) elemzése azt mutatta, hogy a sparkok gyakorisdga szignifikdnsan
alacsonyabb volt a fiatal és id6s KO egerek esetén is, a kontrollhoz viszonyitva.
Ezenkivil, a sparkok amplitudoja és térbeli kiterjedése, és igy a felszabaduld
kalcium mennyisége is szignifikansan kisebb volt a KO allatokban.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy eredményeink alapjan a mérsékelt
edzésnek és a szelén étrend kiegészitésnek jotékony hatdasa van az SR-bél
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torténd kalcium felszabadulasra és az izomer6re Oreg korban, mig a
megnovekedett izomtdmeg nem javitja a fizikai teljesitményt az oregedés
soran. Tovabbd a sAnkl hidnya nem csak az SR strukturdjara van negativ
hatassal, hanem annak csékkent Ca®* raktdrozasi kapacitdsat is okozza, ami
végil kisebb Ca?* felszabaduldst és kovetkezményesen gyengébb izomerdt
eredményez. Eredményeink az idéskori szarkopénia és genetikai eredet(
izombetegségek Uj terapias lehetdségei el6tt nyithatnak utat.
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