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[rodalmi attekintés

Avazizom

Az izomszovet kiilonb6zd sejttipusbol all, melyek kontrakciora
vannak specializalodva. Mindegyik sejttipusban jelen van az aktin és miozin
kontraktilis fehérje, de kiilonbség van az eloszlasukban, aminosav-
sorrendjiikben, valamint az Oket szabalyozo fehérjék miikodésében. A
"klasszikus" kontraktilis izomsejtek harom tipusat kiilonboztetjik meg,
amelyek eredetileg a mesodermabdl szdrmaznak; ezek a simaizom, a szivizom
¢és a vazizom. Mig a simaizmok nem rendelkeznek szabalyosan elhelyezkedd
szarkomerakkal, a sziv- és vazizom sejtek jol szervezett harantcsikolt
struktiirat tartalmaznak, amely fénymikroszkoppal jol megfigyelhetd.

Avézizom specidlis membran rendszerei

T-tubulus és szarkoplazmas retikulum

A kifejlett vazizomban az 6sszehuzodasért felelés rendszer, a nagy
tomege miatt a sejtek sz¢élére szoritja ki az izomrostokon beliili sejtmagokat.
A vazizomnak specifikus endoplazmatikus retikuluma van, amelyet
szarkoplazmatikus retikulumnak (SR) neveziink. Az SR longitudinalis
tubulusai a rost tengelyével parhuzamosan helyezkednek el és a Z-lemezek
kozelében termindlis ciszternakka tagulnak. Az SR tubulusai és a
szarkolemma betiiremkedéseivel 1étrejovo transzverzalis tubulusok (T-
tubulusok) nagyon szoros fizikai kozelségbe keriilnek egymaéssal a
triaddokban. A T-tubulusok az A ¢és I vonalak mentén helyezkednek el emlds
vazizomban. Mindkét oldalrél az SR terminalis ciszternai kapcsoldédnak a T-
tubulusokhoz, és igy harman alkotjak a triadot. A triad fontos szerepet tolt be
az excitacios-kontrakcios kapcsolatban. Az SR longitudinalis tubulusa
haldszertien korbefonja a myofibrillumokat, és jelentds szerepet jatszik az
(endo)plazmatikus retikulum kalcium ATP-az (SERCA) pumpak. A T-
tubulusok kiilonleges elrendezddése lehetdvé teszi a teljes vazizomrostok
egyidejl aktivalasat. Ezen folyamatok az elektro-mechanikai kapcsolas révén
torténnek, amikor is az akcios potencial a T-tubulusokon keresztiil terjedve
aktivalja az SR-ben talalhato kalciumcsatornakat, ami kalciumfelszabadulast
eredményez a szarkoplazmatikus retikulumbol.

A vazizom elektro-mechanikai kapcsolata

Az izomdsszehlizoddst és relaxaciot a citoplazma Ca?* szintjének
gyors valtozasa szabalyozza. Egy fiziologidsan miikddd vazizomszovetben az
Osszehtizodas az elektro-mechanikai kapcsolattal (Excitation Contraction



Coupling, ECC) jon 1étre, melynek soran az akcids potencial (elektromos jel)
Ca?*-felszabadulast ~ (mechanikai  vdlasz) eredményez. Ennek a
jelatalakitasnak a helyszinei a fentebb emlitett triadok, ahol az ECC soran
mechanikai kolcsonhatasok alakulnak ki a fesziiltségfiiggd L-tipusti Ca?*-
csatornak (CaV1.1) vagy masnéven dihidropiridin-receptorok (DHPR), és az
1-es tipust rianodin receptorok (RyR1), az SR membranban taldlhat6 Ca?*
csatorna kozott. A T-tubulus membranjanak depolarizacidjat kovetéen a
DHPR fesziiltségérzékeld fehérjéi konformacidés valtozason mennek
keresztiil, ami a kozvetlen mechanikai kapcsolatnak kdszonhetéen a RyR1
kalciumcsatornak megnyilasahoz vezet. A Ca®* ezt kovetd gyors és massziv
felszabadulasa a mioplazmaba inditja el az izomdsszehuzodast. A
myoplazmatikus térbe kijutd Ca?* ionok a troponin C-hez kotédnek, ami a
kontrakciés mechanizmust inditja el. Az aktin és miozin egymason vald
elmozdulasa idézi eld az izom kontrakcidjat és az erd kifejtését. A SERCA
pumpa, illetve mitkondriumok altali Ca®* felvétel teszi lehetévé az
izomrelaxaciot, elokészitve az izmot az ECC kovetkez6 ciklusara.

Mitokondriumok

A mitokondrium kulcsfontossagl az izom megfelelé miikodésében,
mert fontos ATP forras, illetve befolyéssal bir a redox statuszra, modosithatja
a pH szintet és a kalcium haztartasban is fontos szerepe van, mint puffer
rendszer. ATP és kalcium hianyaban az izmok nem képesek &sszehuzodni,
igy a mitokondriumok barmilyen nemii valtozdsa miopatidhoz vagy mas
elégtelen vazizommiikdodéshez kapesolt betegéghez vezethet.

A vazizomzat mitokondriumai a mitokondrialis Ca?* uniporteren
(MCU), egy 40-kDa molekula tdmegli Ca®* szelektiv csatorndn keresztiil
aktivan hozzajarulnak az SR-bdl felszabadult Ca?* térbeli és id6beli
eloszlasdhoz. A citoszolikus Ca?* szint emelkedése elBsegiti az MCU-K
megnyilasat, igy lehetdvé téve a Ca?* dramldst a magas elektrokémiai gradiens
alapjan a citoplazmébél a mitokondridlis matrixba. A Ca®* a
mitokondriumban serkenti tobb enzim aktivitasat a trikarboxil-sav (TCA)
ciklusban és az elektrontranszport lancban, ideértve a piruvat dehidrogenaz,
az izocitrat dehidrogenaz, az alfa-ketoglutardt dehidrogendz enzimeket,
valamint az F1/Fo ATPaz ATP-szintetizal6 aktivitasat.

A vazizomzatban a Ca®" alapt szabalyozas lényeges szerepléje a
MICUI (mitochondrial calcium uptake 1) fehérje, amely a MCU komplex
modulald, kapuzd alkotoegysége. Funkcioveszté mutacidi sulyos klinikai
izomfenotipusok kialakulasdhoz vezethetnek betegekben (példaul sulyos
izomgyengeség vagy kronikus faradtsag).

A mitokondrialis halézat dinamikajat a fuzio (fussion) és a hasadas
(fission) kozotti kifinomult egyensuly szabalyozza. A fzid lehetové teszi a
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mitokondrialis populacion beliili tartalmi keveredést, ezaltal megakadalyozza
az alapvetd OsszetevOk tartds elvesztését. A hasadas j mitokondriumok
létrehozasahoz sziikséges, de lehet6vé teszi a sériilt mitokondriumok
eltavolitasat is, igy eldsegitheti az apoptdzist nagyfoku sejtstressz esetén.

A Mitofuzin 1 és 2 (Mfnl/2) részt vesz a kiilsd mitokondrialis

hasadas 1 (fission 1, Fisl), a dinaminhoz kapcsol6dd fehérje 1 (Drpl) és a
mitokondrialis hasadasi faktor (mitochondrial fission factor, Mff) fehérjék
iranyitjak. A Mfn2 jelen van a mitokondriumokban és a vazizomzat SR
membranjaiban is. Kimutattdk, hogy kulcsszerepet jatszik olyan
mitokondrialis tevékenységekben, mint példaul a morfologia, lokalizacio,
fluktudcid, transzport és a funkcionalis SR-mitokondrialis Ca®* kapcsolat

A pathologias allapotok mellett, az dregedés is egy olyan tényezo,
amely hatassal van a mitokondriumok miikddésére. Az 6regedés és korral jard
betegségek kialakitdsaban a mitokondriumot tekintik a legfébb medidtornak,
ugyanis a sejtorganellum nem megfelelé mikddése hozzajarul t6bb human
betegség kialakuldsahoz.

Reaktiv oxigén gyokok

Az "Oregedés Szabadgyok-elméletét" a milt szazad 50-es éveiben
Hartman fogalmazta meg, a sejtek és a molekuldk szintjén magyarazva az
oregedés mechanizmusat. Az elmélet szerint a sejtek anyagcseréje soran
keletkez reaktiv oxigén- és szabadgyokok (reactive oxygen species, ROS)
karositjak a sejtalkotokat, és az ezekbdl adddd karosodasok felelések az
Oregedésért.

Az intracellularis ROS leggyakoribb formai kozé tartoznak a
szuperoxid anion (O2"™), a hidroxil gyok (¢*OH), a hidrogén peroxid (H202) és
a lipid hidroperoxidok (LOOH). A ROS molekuldk legnagyobb hanyada a
vazizomban termelddik kontrakcié kdzben, de nyugalmi allapotban is. A
legfébb ROS molekula a O2™ forma, ami sok sejtalkotoban termelddik a sejt
milkddése soran, beleértve a peroxiszomakat, az endoplazmatikus
retikulumot, valamint a mitokondriumokat.

Az emlés sejtekben az ATP {0 forrdsa a mitokondridlis
elektrontranszport lanc, amely legalabb 11 kiilonb6z6 helyen tud O2”
molekulakat eléallitani a belsd mitokondrialis membran mindkét oldalan.

A reaktiv oxigén gyokok az ECC mechanizmus szamos részvevojét
befolyasolhatjak hatranyosan tobb tanulmany szerint. Mind a DHPR-re, mind
a RyR1-re hatassal vannak a ROS agensek, ezért a sejt redox allapota
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jelentdsen befolyasolhatja a vazizom kalcium-homeosztazisat, és igy az izom

Oregedés és szarkopénia

Az Oregedés egy fiziologias folyamat, amely a fizikai és szellemi
képességek altalanos csokkenését okozza. A vazizomzatot nagymértékben
érinti, mivel fokozatosan csokken az izomtdmeg és az izomfunkcio,
faradtsag/kimeriiltség, gyengeség és a mozgasképesség romlasa jelentkezik,
ami rontja az idések életmindségét. Napjainkban a vilag népességének egyre
nagyobb hanyada idGskort, és ez az arany az eldrejelzések szerint 2050-ig
meg haromszorozodik.

A mai napig szamos elméletet allitottak fel az Oregedés élettani
magyarazatara, mint példaul a genetikai hajlam, a programozott dregedés, a
DNS-romlas, az endokrin miikddési zavar, a szabadgyokok aranyanak
novekedése és a mitokondridlis diszfunkci6. Az Oregedés sejtszintii
mechanizmusanak és pathogenezisének megértése alapvetd feladat a
megel6zé ¢és terapias stratégidk kidolgozadsa, az egészséges Oregedés
biztositasa és az érintettek életmindségének javitasa érdekében. Az dregedés
folyaman tapasztalt sejtszintli valtozasok kozvetlen hatassal vannak a
vazizomzat miikodésére, ami hozzéjarulhat az izomerd és az altalanos fizikai
teljesitmény csokkenéséhez. 1d6s izomban a fesziiltségérzékelés és az L-
tipusu kalcium csatornak aramainak csokkenése dsszefiiggésbe hozhaté a nem
megfeleld fesziiltség fiiggé Ca?* felszabadulds és a specifikus izomerd
csokkenéssel.

Az izomer6 csokkenés egy masik magyardzata lehet az SR
megvaltozott Ca?* kibocsatasa is, amit a RyR1 oxidativ stressz altali
modosulasa valthat ki.

A szarkopénia az Oregedéssel egylitt jard vazizom mennyiség
csokkenését jelenti, ami napjainkban egy jelents egészségligyi kihivas. A
szarkopéniat az izomtdmeg és az izomerd csokkenése, a faradtsagra vald
fokozott hajlam és a csokkent izomdsszehuzodasi sebesség jellemzik. Az
izomtdmeg csokkenése foként a rostok szamanak és méretének csékkenése
miatt kovetkezik be; ugyanakkor az Ossejt-kimeriilés kovetkezményeként
megjelené neuromuszkularis junkciok degeneracidja is megfigyelhetd, ami
miatt bekovetkezik a motoros egységek elvesztése.

A Ca?* homeosztazis szabalyozasanak zavara és a fokozott oxidativ
stressz €s ROS termelddés olyan mechanizmusok, amelyek hozzajarulnak az
izomerd korfliggd csokkenéséhez.



Oxidansok és antioxidansok

A sejtorganellumok vagy citoplazmatikus enzimek altal termelt O2™
gyorsan atalakul H,O,-vé, és ezt a folyamatot a szuperoxid diszmutaz (SOD)
izoformak katalizaljak. A H,O, szamit az els6dleges redox szignalizacios
molekulanak a biologiai jelenségek redox szabalyozasaban.

Antioxidansok

Antioxidansnak szamit barmilyen anyag, amely a reaktiv oxigén
gyokoket képes megkdtni, vagy gatolja a sejtben zajlo oxidacios folyamatokat

Az A-vitamin (retinol) szintén részt vesz a redox-folyamatokban, és
potencidlis antioxidansnak tekinthetd a testmozgas okozta oxidativ
stresszben. Azonban egyes vizsgalatokban a hatdsa nem volt eldnyds, mivel a
vazizomzatban novelte az oxidativ stresszt, ami szovetkarosodashoz vezetett.

Ennek megfeleléen az antioxidansok hataskore igen széles.
Kozvetleniil képesek a szabadgyokok megkdtésére, gatolhatjdk a ROS
termelédést, valamint lecsokkenthetik a peroxid koncentracidt és a membran
oxidativ  allapotat is visszadllithatjdk. Az antioxidansok masik
hatdsmechanizmusa a szervezet antioxidativ génjeinek az aktivalasa, az LDL
koleszterin oxidacidjanak a megakadalyozédsa, és igy antiapoptotikus
védelmet biztositanak az agynak, a szivnek és a méajnak

Mivel az antioxidansok képesek a ROS thltermelés
visszaszoritasara, igy feltételezés szerint az Oregedés folyamatat is képesek
lehetnek lelassitani.

A karotinoidok és hatasmechanizmusuk

A Kkarotinoidok az A-vitamin prekurzorai, amik természetes
pigmentjei a gylimdlcsdoknek és zoldségeknek. Nagyszamu konjugalt
kotéseinek koszonhetben biztositjak a sarga, narancs vagy voOrds szint a
természetben.

Kémiai szerkezetiik szerint két f6 csoportba sorolhatjuk dket:

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

2.) xantofillok, amelyek tobbféle oxigéntartalmu funkcids csoportot
tartalmaznak vigy, mint az epoxi, methoxi, hydroxi, carbonil és carboxi.

A karotinoidok kiemelt figyelmet kaptak az utdbbi évtizedekben,
erfs antioxidans, regenerativ, antiproliferativ, antiimflammatorikus és



potencidlisan  Oregedésgatld  hatdsaiknak  kOszOnhetden,  amiért
geroprotektoroknak is nevezik 6ket.

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 szarmazékai, gy(jténéven retinoidok,
kulcsfontossagn szerepet jatszanak a gerincesek fejlédésében. Szerepet
jatszanak bizonyos epitél sejtek differenciacios folyamataban, valamint a
latas, névekedés, reprodukcio és fert6zés elleni védelemben is fontosak.

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 szdrmazékai, gy(jténéven retinoidok,
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a gerincesek fejlodésében. Szerepet
jatszanak bizonyos epitél sejtek differencidcidos folyamatdban, valamint a
latas, novekedés, reprodukceio ¢s fertdzés elleni védelemben is fontosak.

Geroprotektiv karotinoidok: astaxanthin (AX) és krill olaj

A xantofillok csoportjaba tartozik az utobbi idében kiemelt
figyelmet élvezd astaxanthin (AX), amit elészor Kuhn és Soerensen izolalt
homarbol. Féleg algafélék termelik, példaul a Hematococcus pluvialis, de
termelddik Chlorella zofingiensis, Chlorococcum, valamint a Phaffia
rhodozyma élesztdben is. Ez a kiilonleges karotinoid felelds a lazac és rakfélék
¢élénkvoros, valamint a flaming6 rozsaszin szinéért is. Az AX de novo nem
termelddik, ezért kiils6 forrasbol, tobbnyire taplalékbdl kell bevinni.

Az AX legfobb forrasa a krill olaj, ami a Csendes-6ceanban elterjedt
Euphausia superba kisméretii rakfélébol nyerhetdé ki és feldolgozastol
fliggden 0,1 és 1,5 mg/ml kozott tartalmaz astaxanthint. A krill olaj az AX
mellett tartalmaz A- és E-vitamint, asvanyi anyagokat, ®-3 telitetlen
zsirsavakat (©-3 polyunsaturated fatty acids, PUFAS), foszfolipideket és
flavonoidokat is. Ezért manapsag a krill olajat is vizsgaljak, mint lehetséges
egészséget javitdo taplalék kiegészit6. A PUFA-k, mint példaul az
eikozapentaénsav (eicosapentaenoic acid, EPA) ¢és dokozahexaénsav
(docosahexaenoic acid, DHA-t), olyan hossz( lanci ®-3 szabad zsirsavak,
amit kozvetleniil felhasznalhat a szervezetiink, a foszfolipid formaban 1évo
zsirsavakkal ellentétben.

Az AX hatasai vazizomban

A vazizom fizioldgids mitkodése soran mitokondrilis vagy azon
kiviili forrasokbdl, mint példdul NADPH-bol szarmazd nitrogén oxigén
gyokok (nitric oxygen species, NOS) és ROS keletkezik. Edzés soran a
szervezetlink fenntartja a megfelelé oxidativ egyensulyt, amit egy kifinomult
belsé antioxidans rendszerrel ér el. Mindehhez olyan antioxidans hatast
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fehérjék sziikségesek, mint a glutation peroxidaz, szuperoxid dizmutdz,
thioredoxinok, peroxiredoxinok ¢és a katalaz. Ezek képesek a ROS
mennyiségének lecsokkentésére és a belsé antioxidans rendszer szubsztratjai,
mint a glutation, meg is tudjak kotni a ROS/RNS anyagokat.

Rendszeres edzés soran a belsé antioxidans védekezd 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 gydgyaszati 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 gliikoz
felvételt, az inzulin érzékenységet, ion pumpa funkciokat, valamint a
mitokondrialis biogenezist. A legtdbbet 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 néveli is a ROS
termelést, valamint humén betegségek kialakulasanak esélyét, sziikség van
specifikusabban miikodé antioxidansok hasznalatéra.

Emberben, az AX vazizomra kifejtett pozitiv hatdsait szamos
tanulmany bizonyitja. Sawaki ¢s munkatarsai kimutattak, hogy 6 mg AX egy
hoénapig tartd fogyasztasa lecsokkentette a tejsav szintet a vazizomban 1200
m-es sprintfutds utdn. Wolf ¢és munkatirsai kimutattdk, hogy az AX
megnovelte a mitokondriumok respiracios ratajat azaltal, hogy megnovelte az
megnétt. Tobb adat is utal arra, hogy az AX képes védeni a mitokondriumokat
az oxidativ stresszt6él a membran permeabilitdsanak koszonhetden. Ezért az
AX kiemelked6 szerepet jatszhat az aktiv életmodot folytatd emberek és
sportolok szamara, akiknek fontos a magasabb teljesitmény és gyorsabb
felépiilés.

Célkitlzes

Az izommunka révén termel6dé reaktiv oxigén gyokok szerepet
jatszhatnak az izmok elektro-mechanikai kapcsolataban résztvevo kiilonbzo
komponensek karositasaban, beleértve a DHPR-t és a RyR-t. Ezen kiviil,
feltételezések szerint a ROS hatéssal lehet a mitokondrialis kalciumfelvételre
is. Az még tisztazasra szorul, hogy a kiilsé forrasbol szarmazo, taplalkozas

soran bejuttatott antioxidansok milyen hatdssal birnak a vazizom elektro-
mechanikai kapcsolatra, illetve a mitokondrialis kalcium-homeosztazisra.

PhD munkam els6 felében célul tiiztem ki, hogy megvizsgaljam az
AX etetésben részt vett fiatal felnbtt egészséges egerekben tortént
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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
teljesitd képességét, beleértve az izomerd mértékét?

* Hogyan befolyasolja az AX etetés a sulygyarapodast?

* Hogyan befolyasolja az AX az egerek vazizmanak kalcium-
homeosztazisat, ideértve az elektro-mechanikai kapcsolat mikodését
és a mitokondrialis kalcium-homeosztazist?

PhD kutatasom masodik szakaszaban vizsgalni kivantam az AX és a
krill olaj taplalékkiegészités hatterében allo potencialis molekularis
mechanizmusokat id6s6dé egerek vazizmaban. Vizsgalatainkhoz igy a
kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

* Milyen hatassal van az AX és krill olaj taplalékkiegészités az
1dds6do egerek fizikai teljesité képességére, beleértve az izomerd mértékét?

* Hogyan befolyasolja az AX és krill olaj az id6s6d6 egerek
vazizméanak kalcium-homeosztazisat, ideértve az elektro-mechanikai
kapcsolat és a mitokondrialis kalcium-homeosztazist?

+ Hatassal van-e a krill olaj taplalékkiegészités az Sregedd egerek
tanulasi képességére?

Anyagok és mddszerek

Allatok tartasa

Az allatkisérletek soran betartottuk az Eurdpai Kozosség ide
vonatkoz6 iranyelveit (86/609/EGK). A Debreceni Egyetem Intézményi
Allatjéléti Bizottsaga jovahagyta a kisérleti protokollt (3-1/2019/DEMAB). A
C57/B16 kevert nemili egereket racsos tetdvel rendelkez6 mianyag
ketrecekben helyeztiik el, és normal szobahémérsékleten (22-25°C) tartottuk.
Az egerek szamara korlatlanul hozzaférhet6 ivoviz és élelem volt biztositva.
A helyiség megvilagitasa automatikus médon 12 6ras sotét és 12 6ras vilagos
ciklusban tortént.
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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 zzott
sporaibol allitanak el6. Az AstaReal A1010 egy pasztérozott készitmény,
amely 5-5,6% -a észterezett AX-t tartalmaz, vizben oldhatatlan vords por
formajaban, az algakra jellemz6 szaggal.

Az AX fiatal, egészséges szervezetekre kifejtett hatasanak
vizsgalatdhoz tizennyolc, 4-6 hoénapos kevert nemii C57/Bl6 egeret
véletlenszeriien két csoportra osztottunk. Az AX diéta (per os) 4 héten at
tartott (AX csoport), mig az azonos szarmazasu egyedek standard egértapot
kaptak (CTRL csoport). A specidlis tapot a standard egértdphoz 4 g/kg
AstaReal A1010 (100% etanolban oldott) hozzaadasaval készitettiik el, igy a
végleges koncentraci6 0,02% AX volt. Ez a koncentréaci6 az irodalom alapjan
lett kivalasztva Aoi és munkatarsai nyoman.

A kisérleteink egy részében krill olajat hasznaltunk (Rimfrost Inc.
Alesund, Norvégia). Munkankban 25 g/kg koncentracidban alkalmaztuk a
krill olajat annak érdekében, hogy elérjilk a korabbi kisérletekben hasznalt
0,02%-0s AX koncentraciot. Mindkét készitményt a gyartok ingyen
bocsajtottak rendelkezésiinkre kutatasi célra.

Az AX és krill olaj oregedd szervezetekre kifejtett hatdsanak
vizsgalatdhoz kevert nemii C57/Bl6 egeret alkalmaztunk, akik 13 és 17
hoénapos kor kozott voltak. A véletlenszertien 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.

In vivo kisérletek

Testsulymérés

Az etetési protokoll megkezdése el6tt (1. nap) €s a négy hetes etetési
iddszak utan (28. nap) mértilk meg a CTRL, AX és Krill csoportba tartozé
egerek testsulyat. A testtomeg valtozasat az élelem-fogyasztassal egyiitt
kovettiik, rogzitettiik és csoportonként atlagoltuk.
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Grip teszt

Az egereket vizszintesen tartva egy kapacitiv erdmér6hoz
csatlakoztatott radhoz tartottunk, amit a mellsé 1abaival megragadott; a hatso
végtagokat nem engedtiik, hogy barmilyen feliilethez érjen. Amikor az egér a
mellsé 1abaval megbizhatéan megragadta a rudat, 6vatosan elhuztuk az allatot
az eszkozt6l a farkanal fogva, amig el nem engedte azt. Ezaltal a kapaszkodo
képességét, az ugynevezett grip-et, vagyis markolasi vagy fogoer6t mértiik.
Akkor regisztraltuk a mért maximalis er6t, miel6tt az allat elengedte a rudat.
Az adatokat egy a méré rendszerhez kotott szamitogépen taroltuk. A tesztet
10-15 alkalommal ismételtiik meg a mérés soran, amiket atlagolva kaptuk
meg az in vivo izomer6 értékét. Az igy kapott fogder6t az allatok testtomegére
normalizaltunk. A méréseket az etetési idGszak el6tt és utan végeztik el. A
valtozasokat mindig az adott csoport kontrolljahoz viszonyitottuk.

Barnes Maze teszt

Az dregedd egerek krill olajal torténd taplalékkiegészités tanulasra
és memoriara gyakorolt hatasanak értékelésére a Barnes Maze protokollt
alkalmaztuk. A teszthez egy 92 cm-es kor alaku fa platformot hasznaltunk,
amelyen 20 db lyukat (5 cm atmér6jit) egyenlden elosztottunk az ¢l mentén.
Egy adott lyuk ald egy alommal megtoltott miianyag dobozt szereltlink fel. A
platformot ugy helyeztiik el, hogy harom kiilonallé vizualis t4jékozodasi pont
vegye koriil. A platform elhelyezkedését nem valtoztattuk meg a kisérlet
soran, és a platform folyamatos megvilagitas alatt volt. Az egerek mozgasat a
platformon egy felsd webkameraval (GeniusWideCam F100, Genius, New
Taipei City, Tajvan) videofelvételen rogzitettiik. A minden egyes allaton
elvégzett protokoll harom részbdl allt:

e A habituaci6 soran (1. nap) az egeret a platform kozepére
helyeztiik, és egy zart tetejii hengerrel (8 cm atmérdji)
lefedtiik 1 percre. A henger eltavolitasa utan az egeret 5
percig hagytuk, hogy megismerkedjen a koryezettel,
vagy amig megtalalta és kijutast a menekiilési dobozba.

e Az akvizicids tréning 10 napon keresztiil zajlott, naponta
kétszer 1 oras idokozonként. Az egeret 15 masodpercig
letakartuk a hengerrel, majd ennek eltavolitdsa utan az
egér 3 percet kapott, hogy megtaldlja a menekiilé doboz
helyét. Az egerek menekiilésre késztetéséhez erds fényt
¢és 90 dB fehér hattérzajt hasznaltunk. Ha az egerek nem
talaltdk meg idében a menekiilési lyukat, a
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menekiilédobozba helyeztiikk o6ket, és 1 percig bent
tartottuk 6ket szoktatasi célbol.

e A vak probat 3 nappal az akviziciods tréning utan tartottuk.
Minden lépés azzal megegyezd volt kivéve, hogy a teszt
hossza csak 1 perc volt és a menekiilédobozt
eltavolitottuk.

Videok kiértékelése az AnimalTracker program segitségével

A Barnes Maze kisérletek soran az allatok mozgasat rogzit6 videok
elemzéséhez az Animal Tracker programot hasznaltuk, amely az ImageJ (NIH,
Bethesda, MD, USA) képfeldolgozo program nyilt forraskodi bovitménye. A
Morris-féle vizlabirintus moduljat a Barnes-labirintushoz igazitottuk, hogy
kiszamitsuk az egerek altal a kiindulasi helytdl a céllyukig megtett id6t és
tavolsagot.

In vitro kisérletek

A kisérleti allatok feldldozdsdhoz cervikalis diszlokéciot
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.

lzomerémérés

A szobahdmérsékleten torténd in vitro izomerd méréshez az EDL
izmokat vizszintesen helyeztiik el egy kisérleti kamraban, ahol folyamatosan
perfundaltuk karbogénnel (95% Oz és 5% COz2) buborékoltatott Krebs-oldattal
(10 ml/perc). Az izom egyik végét egy kapacitiv mechano-elektromos
erdmérohoz (Experimetria, Budapest, Magyarorszag), mig a masik végét egy
rovar tithdz erdsitettiik. Az izmokat ezutan olyan hosszusagra feszitettiik,
amelynél a maximalis er6t tudja kifejteni. 5 perces varakozasi utan, az
izmokat alulrol érint6 két platinaelektrodat hasznaltunk 2 ms-0S
szupramaximalis (5 V) impulzusok leadasara. Ezeket a 0,5 Hz-es frekvencidju
impulzusokat arra hasznaltuk, hogy legalabb 10 egyedi rangast (angol
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
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kialakul6 er6t 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
véazizomrostokon végeztilk. Az FDB izom normal Tyrode-oldatban torténd
manualis preparalasat enzimatikus emésztés kovette 0,2% I-es tipusu
kollagenazt tartalmazé kalcium mentes Tyrode-oldatban (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, katalogusszam: SCR103) 37 °C-on, 50 percig. Az enzimes
kezelés utan az FDB izmokat normdl Tyrode-oldatba helyeztiik, és
htitészekrényben taroltuk 4 °C-on felhasznalasig (maximum 36 6ran beliil).
Az izom pipettaval torténé finom trituraldasa utan egyedi FDB-rostokat
kaptunk.

Feszlltség clamp mérés és konfokalis mikroszképia

Az FDB rostokon torténé kalcium mérésekhez a patch clamp
technikat alkalmaztuk. A mérés kezdetekor az izolalt FDB rostokat kiilsé
oldatba helyeztiik (lasd 2. Tabldzat), és fesziiltség-clamp technikaval
rogzitettiink a nyugalmi potencialjukat (Axoclamp 200B, Axon Instruments,
Foster City, CA, USA). A citoszolikus kalcium valtozésainak vizsgéalatahoz
kiilonb6z6 depolarizald fesziiltségeket alkalmaztunk a pClamp 11.0-n
programon keresztiil (Molecular Devices, San Jose, CA, USA), és egyidejlileg
konfokalis mikroszkoppal (Zeiss 5 Live, Oberkochen, Németorszag)
vonalmenti szkennelés, mds néven line-scan felvételeket rogzitettiink a
keletkezd jelekr6l. A rostokat patch pipettan keresztiil dializaltuk 50 pM rhod-
2 és 10 mM EGTA tartalm belsd oldattal (1asd 2. Tablazat), majd 15-20 perc
inkubalas elteltével alkalmaztunk depolarizald impulzusokat. A rhod-2
gerjesztését 543 nm-en végeztiik, az 550 nm feletti emissziot megfeleld sziird
segitségével vettiik fel. Az id6felbontas 0,5 ms soronként, mig a térbeli
felbontas 0,24 pm/sor volt. A kisérleteket szobahémérsékleten végeztiik (20-
22 °C). A nyugalmi potencialt -80 mV-ra allitottuk, a pipetta ellenallasa 2 és
4 MQ ko6z6tt valtozott.

A line-scan képeket egy sajat fejlesztésti programmal elemeztiik ki,
melyben Royer [104] altal leirt modellt vettik figyelembe a kovetkezd
paraméterekkel: Kq (rhod-2) = 1,58 uM és kon = 0,07 pMt ms™2,

Az aktivalas fesziiltség (Vm) flggésének leirasara Boltzmann-
fiiggvényt hasznaltunk:

Ca (V) = Camax/(1 + exp(-(Vm - Vs0)/K) Eqg. (1)
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Az Eq.(1) egyenletben a Vso a félaktivacios fesziiltség, ez adja meg
nekiink, hogy hany mV-nal érjiikk el a maximalis kalcium tranziensnek felét,
ennek a segitségével tudjuk deffinialni az ECC mechanizmus minéségét. 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.

Egyes kisérletekben, az izolalt FDB rostokat 10 pM retinol-al
elokezeltiik 3 6ran at normal Tyrode oldatban, 4 °C-on.

Ill. 4. 4. Mitokondrialis kalciumfelvétel mérés

A mitokondrialis kalciumszint valtozasait az egyedi FDB rostokban
Ainbinder és munkatarsai (2015) nyoman rhod-2 AM kalcium érzékeny
festéket alkalmazva vizsgaltuk ismétlédd elektromos ingerlést kovetden
[106]. A rhodamin-alapt indikatorok kationosak, ami specifikusan a
mitokondriumokba torténd potencial vezérelt festékfelvételt eredményez és
ez altal lehetéségilink nyilik az aktivitasfiiggd mitokondrialis kalciumfelvétel
kovetésére. Az FDB rostokat 5 pM 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 struktiraju rost kozelében helyeztiink el. A rostokon 5 egymast kdvetd
tetanuszos ingerléssorozatot (500 ms idétartamu, 100 Hz) alkalmaztunk
szupramaximalis aktivalo fesziiltség mellett. x-y képeket (512 512 pixel, 0,5
ms/pixel) készitettik nyugalomban, az 1. és 5. tetanusz utan. A
mitokondriumokb6l szarmazoé rhod-2 fluoreszcencia értékek  (Fmito)
kiszamitasat a kovetkezOképpen végeztik: a rost hossztengelyével
parhuzamos hosszanti oldalu téglalapot jeloltiink ki, amely teriilet felett Zeiss
Zen Blue (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) programmal kiszdmitottuk az
atlagos fluoreszcens értéket. Az Fmito normalizalt mitokondrialis
kalciumfelvételt az igy kapott hullam alakt gorbék cstcsértékei (I-csik
fluoreszcencia, mitokondriumot reprezentalva, Ficsik) és a mélypontok (A-
csik, fluoreszcencia, alapvonal, Fa-csik) ismeretében szamitottuk ki az alabbi
egyenlet segitségével:

Frmito=(Fi-csik — FA-csik)/FA-csik Eqg. (2)
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Molekularis Biolégia

RNS preparalds, Reverz Transzkripcié (RT) és Kvantitativ
Polimeraz Lanc Reakcié (Quantitative Polymerase Chain
Reaction (QPCR)

A teljes RNS-frakciot TRI-reagenssel (MRC, Cincinnati, OH, USA,
katalogusszam: TR118) izolaltuk CTRL, AX és krill olajjal taplalt egerekbol
szarmaz6 homogenizalt TA véazizom mintakbol. Az izolalt RNS-t
nukledzmentes vizben ujra szuszpendaltuk és -80°C-on taroltuk a kisérletek
megkezdése eldtt. Az RNS koncentraciojat és mindségét spektrofotométerrel
hatdroztuk meg 260 nm hullimhosszon (NanoDrop ND1000; Promega
Biosciences, Madison, WI, USA). Az izolalt RNS-t DNazzal és RNaz
inhibitorral kezeltiik (Ambion, Austin, TX, USA). Az Omniscript RT Kittel
(Qiagen, Germantown, MD, USA; katalogusszam: 205113) az izolalt 6sszes
RNS-b61 1000 ng-ot reverz transzkripcioval komplementer DNS-¢ (cDNS)
alakitottuk. A cDNS-szintézist random hexamerek felhasznalasaval végeztiik
25 ul reakcidtérfogatban. 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 miuszerrel (Roche, Basel, Svéjc) végeztik (kat. sz.
lemezekhez, Roche: 04729692001; kat. sz. =zarofoliakhoz, Roche:
04729757001). A Tagman génexpresszios vizsgalatokhoz a Thermo Fisher
Scientific-t61 (Waltham, MA, USA) vasarolt és a 4. Tabldzatban 6sszefoglalt
Tagman probakat hasznaltunk. Az amplifikacios 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 dsszehasonlitdé Ct modszerrel
szamitottuk ki, és  AP3Dl-et (MmO00475961 ml)  hasznaltuk
normalizalashoz. Minden qPCR reakciot triplikatumban végeztink. A Cp
értékeket a Light Cycler 480 SW 1.5.0 szoftverrel (Roche) hatiroztuk meg, a
relativ masolatszamokat pedig a DCp mddszerrel szamitottuk ki. Végiil a
vizsgalt (MCU, Mfn2, CB1, Drpl) és normalizacios gén (AP3D1) esetében a
meért értékek aranyai adtak a relativ expresszios szinteket.

Western Blot

Western blot kisérletekhez a teljes sejtlizatumot a m. glutealis-bol
mechanikus erfkivonasos modszerrel izolaltuk. A szdvetmintakbol
sejtlizatumokat készitettiink gy, hogy a sejteken rozsdamentes acél
golyokkal nyirderdt alkalmaztunk. A fehérjetartalmat modositott BCA fehérje
vizsgélattal (Pierce, Rockford, IL, USA) mértiik. A mintadkat ezutan natrium-
dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézisnek vetettiik ala; 10%-0s
géleket savonként egyenld (40 pg) mennyiségl fehérjével toltottiink fel. A
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mintakat ezutan nitrocelluléz membranra vittikk 4t (Bio-Rad). A fehérjeko6td
nitrocelluléz 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), nytl anti-Mitofusin-2-vel (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)
jeloltik 5% tejport tartalmazdé PBS-be higitva. Masodlagos antitestként
torma-peroxidazzal konjugalt, kecskébdl szarmazd anti-nyal IgG Fc
antitesteket (Bio-Rad; 1:1000 5% tejport-t tartalmazd PBS-ben) hasznaltuk,
és 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
egyenl6 fehérjefelvitel meghatarozasahoz a membranokat ujra megvizsgaltuk
egér anti-o-actinin antitesttel (1:1000 higitas 5% tejport-t tartalmazé PBS-
ben, Santa Cruz, Dallas, TX, USA, sc-166524), és a fent leirtak szerint
lathatova tettiik.

Statisztikai elemzés

Ebben a munkdban az Osszesitett adatokat az atlagtstandard
hibaként (standard error of the mean, SEM) adtuk meg. Az in vivo grip teszt
mérésekhez paros t-probat alkalmaztunk, hogy 6sszehasonlitsuk az adatokat
a taplalékkiegészitokkel valo etetés eldtt €s utan az egyes csoportok esetében.
Az in vitro ermérésnél az atlagot és a SEM-et az ugyanabbdl az allatbol
szarmaz6 izmok értékeinek atlagaként szamoltuk ki, mig a mintak szama az
adott csoporton beliili allatok szama volt. A CTRL, AX és krill olaj adatok
Osszehasonlitasara egyiranyu varianciaanalizist (ANOVA) és paronkénti
Bonferroni-féle tobbszords 0Osszehasonlitasi modszert is alkalmaztunk.
Minden mas esetben a statisztikai szignifikancia értékelését a Prism
statisztikai programmal (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
végeztiik.

Eredmények

Az AX és krill olaj taplalékkiegészités megnoveli az in vivo
izomer6t

Feltételeztiik, hogy az AX erésen befolyasolhatja a sejtanyagcserét,
ezért kezdetben megvizsgaltuk az AX etetés testsulyra gyakorolt kronikus
hatasat. A kisérlet 1. és 28. napjan megmértilk a standard ragcsalotappal
(CTRL csoport), valamint az AX-al kiegészitett tappal etetett egerek
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testtomegét. Fiatal felndtt egerek esetén az atlagos testtomeg-novekedés
szignifikansan kisebb volt az AX egerekben, mint CTRL allatokban (5.
tablazat). Ez a kiilonbség nem a csokkent taplalékfelvételnek volt koszonhetd,
mivel az atlagos tapbevitel azonos volt a két csoportot nézve (0,21 + 0,01
(CTRL) és 0,22 + 0,02 (AX) g/nap/testtomeg-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)
¢s 28,2 + 0,7 g (28. nap).

A fiatal felndtt Aallatok in  vivo izomteljesitményének
meghatarozasara grip, vagy mas néven fogoer6 tesztet alkalmaztunk az AX
taplalék-kiegészitéssel torténd etetési idészak elején és végén is. Ennek
megfeleléen 4 hét utan az AX-al etetett egerck atlagosan nagyobb
erékifejtésre voltak képesek.

Hasonlé eredményeket kaptunk az dregedd egerek AX-al és krill
olajjal vald etetése soran. Mig az AX etetés nagyobb mértékli fogyast
eredményezett a specialis diétan elt6ltott negyedik hét végére, a krill olajjal
kiegészitett tapot fogyaszté allatcsoport hasonld testsilyvaltozasi
tendenciakat mutatott, mint a CTRL csoport (6. tdbldzat). A testtomeg
valtozasa itt sem a csokkent taplalékfelvételnek és nem is a csokkent
izomtdmegnek volt tulajdonithaté (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 Kirill
csoport esetében). 1d6s6dd egerek esetén is azt tapasztaltuk, hogy a CTRL
csoporthoz képest az AX és a krill olaj is jelentdsen megnovelte a testtomegre
normalizalt markoloerét négy hét elteltével.

Az AX és krill olaj taplalékkiegészités megnoveli az in vitro
izomer6t

Annak megallapitasara, hogy az AX diéta megvaltoztathatja-e
kozvetleniil az izomfunkciot, in vitro izomerét vizsgaltunk fiatal felndtt
egereken. Az EDL izmok normalizalt egyszeri rangasanak atlagos
amplitidojaban nem volt kiilonbség az AX-al etetett és a CTRL csoport
kozott. Ez némileg eldrelathatd volt, mivel az EDL izmok keresztmetszete
nem kiilénbozott a csoportok kozott (1,30 + 0,07 mm? a CTRL és 1,27 + 0,05
mm? az AX esetében). Ezzel ellentétben, az AX etetés jelentdsen megnovelte
a tetanusz alatt kifejtett er6t. EDL izmok esetén, mindkét csoportban a csucs
eléréséhez sziikséges id6 (time to peak, TTP) és a fél relaxacios id6 (half
relaxation time, HRT) esetén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

Amikor Oregedd egerek esetén vizsgaltuk az AX és krill olaj
taplalékkiegészités hatasait, azt talaltuk, hogy jelentdsen megnovekedett a
normalizalt egyszeri rangasok (1,65 + 0,12 mN/mm? CTRL esetében, 3,06
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0,63 mN/mm? AX és 2,33 £ 0,38 mN/mm? Krill esetében) (twitch) és a
tetanuszok amplitidoja a kezelt 4llatokban (8,13 + 0,40 mN/mm? CTRL
esetében, 14,52 £ 2,94 mN/mm? AX és 10,24 £ 1,11 mN/mm?Krill esetében).
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy id6s6dd egerekben az AX-al
torténé taplalékkiegészités hatékonyabbnak bizonyult a krill olajal szemben,
mivel az izomer0 markansabb ndvekedését okozta egyedi rangdsok és
tetanusz esetén egyarant. Ugyanakkor, az AX kezelés hatdsara sem a twitch,
sem a tetanusz esetén nem észleltiink szignifikans kiilonbséget az olyan
paraméterekben, mint a TTP vagy a HRT (8. tdbldzat). Ezzel szemben, azt
talaltuk, hogy a krill olaj adagolas az egyedi rangasok esetén, szignifikansan
megnyujtotta a TTP értékét a kontrollhoz képest.

A kalciumtranziensek feszlltségfliiggése valtozatlan
marad a karotinoid taplalékkiegészités utan

Az AX, valamint a krill olaj tartalmu diéta a DHPR és RyR1 kozotti
mechanikai kapcsolat, vagyis az ECC mechanizmus egyik kulcsfontossagu
Iépésére gyakorolt hatasainak felmérésére kalciumtranzienseket vizsgaltunk
teljes sejtes fesziiltség-clamp technikat alkalmazva. Enzimatikusan izolalt
FDB rostokon 100 ms hossztisagu depolarizaciokat alkalmaztunk -80 mV
tartofesziiltségrél indulva —60 és +30 mV kozott, 10 mV-onként novelve a
depolarizald impulzusokat. A két impulzus kozotti késleltetés 1100 ms volt.
Ezzel parhuzamosan a kalciumtranzienseket Zeiss Live konfokalis
mikroszkopon mértiik.

Az Anyagok és Modszerek fejezetben bevezetett Eq.(1) képletet
alkalmazva Boltzmann fliggvényt illesztettiink az adott mérés soran rogzitett
maximalis fluoreszcencia értékekre. Sem a fél-aktivacios fesziiltségben (Vso),
sem az illesztett gorbék meredekségeiben (1/k) nem talaltunk eltérést a CTRL
és AX rostok adatainak Osszehasonlitasa soran (94 tablazat). Kisérleteink
alapjan elmondhat6, hogy a kalciumfelszabadulds fesziiltségfiiggése nem
valtozott a két csoportban, vagyis az AX kezelés vélhetéen nincs hatassal a
kalciumfelszabadulas aktivalasara, tehat a DHPR és RyR1 k6z6tti mechanikai
kolcsonhatasra.

Amikor megvizsgaltuk az idds6dé 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 (Vso = 1,07; -5,80; és -8,77 mV
valamint 1/k = 11,35; 12,78; és 8,65 a CTRL, AX és krill olaj csoportoknal).

A fluoreszcencia intenzitds csucsértékébdl szamolt kalcium
tranziensek maximuma (+10 mV-os depolarizaci6 esetén) statisztikailag nem
kiilonbozott a fiatal egerek két csoportja kozott (3,46 + 0,22 a CTRL és 3,68
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+ 0,35 az AX csoport esetében). Mivel a depolarizalé impulzus idétartama
mindig allandé volt (100 ms), az F/Fo tranziensek alatti teriiletet az impulzus
elejétol a végéig szamoltuk ki, és nem talaltunk 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 vélhetden nem a fokozott kalciumfelszabadulas
kovetkezménye.

A retinol médositja a Ca?* felszabadulast vazizomban

A kovetkezd kisérletsorozatban 10 puM retinol akut hatésat
vizsgaltuk a vazizom elektro-mechanikai kapcsolat miikddésére. A retinol
szerkezetileg hasonl6 az AX-hez, de az intracellularis metabolizmusa eltérd.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a retinol akut alkalmazasa eltolta a
kalciumtranziensek fél aktivacids fesziiltségét és megvaltoztatta azok
meredekségét (1/k = 7,91 és 14,76 mV, valamint Vso =-13,03 és -8,52 mV a
CTRL és retinol csoportoknal). A kapott pontok atlagos értékekre Boltzmann-
figgvényt illesztettink. Ez a hatds a raktarbol felszabaduldé kalcium
csucsértékének jelentds csokkenésével jart egyiitt a retinol-al elékezelt rostok
esetében.

A kovetkezd kisérletsorozatban 10 puM retinol akut hatdsat
vizsgaltuk a vazizom elektro-mechanikai kapcsolat mitkodésére, fiatal
egerekben. A retinol szerkezetileg hasonld az AX-hez, de az intracellularis
metabolizmusa eltérd. A 16. dbra A panel-jén bemutatott reprezentativ
kisérletben az alkalmazott protokoll 1athato. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a retinol akut alkalmazisa eltolta a kalciumtranziensek fél aktivacios
fesziiltségét és megvaltoztatta azok meredekséget (1/k = 7,91 és 14,76 mV,
valamint Vso =—13,03 és —8,52 mV a CTRL és retinol csoportoknal). A kapott
pontok atlagos értékeire Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink az Eq. (1) alapjan.
Ez a hatas a raktarbol felszabadulo kalcium cstcsértékének jelentds
csokkenésével jart egyilitt a retinollal elékezelt rostok esetében.

Mivel a Ca?* visszavétele a raktarba a nyugalmi SR
kalciumtartalom legfébb szabalyozdja, kivancsiak voltunk, hogy az azonnali
— aktivalastol aktivalasig terjedd — Ca?* visszavételt is modositja-e a két
vizsgalt hasonld szerkezetli vegyiilet. A szerek hatdsanak tesztelésére
maximalis depolarizacioju tetanusz sorozatot alkalmaztuk CTRL, AX és
retinollal kezelt rostokon. A kalcium tranzienseket 1,5 s késleltetéssel,
egyenként 200 ms id6tartamu, +30 mV-ra torténé depolarizald impulzusok
sorozataval valtottuk ki. Ebben a kisérleti elrendezésben a folyamatos és
ismételt depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek megfeleltethetdk a
fiziologias izomdsszehtizodas soran fellépd tetanuszos rangasokkal.
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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 az AX kezelt rostokban
kevésbé volt dramai ez a csokkenés. Ezzel szemben a retinol kezelés
szignifikansan lecsokkentette azt. Mindharom esetben, a fluoreszcencia
csokkenést egy exponencidlis fiiggvénnyel illesztettik meg. Retinol
alkalmazasa esetén az illesztett exponencialis gorbe joval a kontroll és AX
illesztés alatt marad, ami arra utal, hogy az akut retinol kezelést kdvetéen az
izomrostok hajlamosabbak a faradékonysagra, hamarabb kimeriilnek.

Valtozatlan Ca* tranziensek és Ca*fluxusok antioxidans
taplalékkiegészités utan
Az atlagos F/Fo cstcs fluoreszcencia értékekben nem figyeltiink meg
szignifikans valtozast a vizsgalt csoportok kozott, 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 elmondhatd, hogy a fluoreszcencia, az abbdl szamolt
kalciumkoncentraciok, valamint kalciumfluxus nagyon hasonlod id6beliséget
mutatnak a CTRL és a taplalékkiegészitGvel etetett allatokban, ami arra utal,

hogy ezek tekintetében nincs jelentds valtozas a specialis karotinoid tartalmu
étrend alkalmazas kovetden.

A karotinoid taplalékkiegészités valtozd hatasai az
aktivitas-fuggd mitokondrialis kalciumfelvételre

A rost tengelyével parhuzamosan atlagolt fluoreszcencia a
tetanuszos stimulaciot kovetden novekszik, am az atlagos fluoreszcencia-
novekedés kisebbnek bizonyult az AX-al etetett egércsoport rostjai esetében.

Mindkét allatcsoport esetén az ingerlés hatasara fluoreszcencia
intenzitasndvekedést tapasztaltunk, am a fiatal allatok esetén az AX diéta ugy
tiinik, hogy hatdsosabb volt, hiszen megvédte a mitokondriumokat a kalcium
taltdltédés (overload) ellen. Az id6s6dd csoportban, a krill olajjal kiegészitett
diétanak volt hasonld hatasa.
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A karotinoid taplalékkiegészités valtoz6 hatasai a
mitokondrialis dinamikara

A kisérleteink folytatasaban arra voltunk kivancsiak, hogy mi allhat
a fokozott in vivo és in vitro erbgenerdlas hatterében az alkalmazott
taplalékkiegészités kapcsan. Ezért arra kerestik a valaszt, hogy a
mitokondridlis dinamikdban (fuziés és hasadas) és a Ca?*szabdlyozasban
részt vevo egyes fehérjéket befolyasolja-e az AX valamint krill olaj tartalmu
specialis étrend. A mitokondriadlis fizio jellemzésére az Mfn2-t, a
mitokondrialis fission vagyis hasadas kapcsan pedig a Drpl-t vizsgaltuk, a
mitokondridlis kalcium felvétellel kapcsolatban pedig az MCU expresszids
szintjét elemeztiik. Ezen tal még a CB1 fehérjét is tanulmanyoztuk, mivel azt
korabban mar leirtak, hogy az Oregedés soran megvaltozik a fehérje
expresszios szintje. A kontroll, AX és krill olajjal etetett id6sod6
egéresoportok esetén kvantitativ PCR analizist végeztiink az m. tibialis
anterior (TA) izmokon és az MCU, Mfn2 és CB1 transzkriptum-szintjében
szignifikans kiilonbségeket talaltunk a taplalékkiegészitést kovetden. Az AX
szignifikansan novelte az MCU mRNS transzkriptum szintjét, 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.

A CBI1 transzkriptumok valtozatlanok maradtak négy hét specialis
étrend utan. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az 6regedd izmokban
megnovekedett Mfn2 és MCU transzkriptumok szintjei a fehérjeforgalom
valtozasanak kovetkezménye lehet. Hogy pontosabb képet kapjunk, szemi-
kvantitativ. Western blot moddszerrel megvizsgaltuk a kapcsolodd
fehérjeszinteket, 4m nem talaltunk szignifikans valtozast az étrendkiegészités
utan. Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a négyhetes
specialis étrend latszélag nem okoz jelent6s valtozast a vazizmok

s

A mitokondrialis hasadas egy t6bblépcsds folyamat, amely foként a
citoszolikus GTPaz dinaminhoz kapcsolddo protein 1-t61 (Drpl) fiigg. Az AX
etetést kovetden qPCR méréseink szignifikdnsan megndvekedett Drpl
transzkriptum-szintet mutattak ki, mig fehérje szinten meglepé modon
szignifikans csokkenést észleltiink a CTRL csoporthoz képest. A krill olajjal
etetett csoportban ilyen jellegii valtozast nem tapasztaltunk mRNS szinten, am
fehérje szinten hasonldan szignifikans csokkenést tapasztaltunk.

Akrill olaj és a memdria

A krill olajban (de nem az AX-ban) jelenlévé ®-3 PUFA-k tanulasi
képesség és memoridra vald hatasanak vizsgalatara a Barnes Maze kisérletet
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alkalmaztuk kontroll és 4 héten at krill olajjal kiegészitett tapot fogyasztd
id8s6d6 egereken. Az ismételt kisérletek soran megfigyelt kiilonbségek (ha
vannak) a menekiilési lyukig megtett latencidban (id6tartamaban) és
tavolsagaban (Utvonalaban) varhatéak, amik a hippokampusz-fiiggd
memoriafunkcid indikatoraként értelmezheték. 8-8 kontroll és krill olajjal
etetett egeret az akvizicios idészakban képeztiink ki 10 egymast kdvetd napon,
majd haromnapos pihendidd utan vak tesztet végeztiink. Az akvizicios
napokon a céllyukba valo belépésig eltelt id6t (latencia) és az addig megtett
tavolsagot mértiik centiméterben.

A kisérlet eredményeként elmondhato, hogy a krill olajjal etetett
egerek a kisérlet alatt gyorsabban megtanultak a céllyuk elhelyezkedését és
céltudatosabbak voltak, mint a kontroll allatok, ugyanis szignifikans
kiilonbséget (*p < 0,05) talaltunk a két allatcsoport kozott a 1atenciaban (4-6.
nap) és a megtett tavolsagban (6. nap). A kisérlet végére, vagyis a 14.-ik napra
az elobbi két paraméter atlagértéke mindkét allatcsoportban azonos volt,
vagyis a krill olaj hatdsa csak a kisérlet egy részében volt észlelhetd és
mérhetd.

Eredmények megbeszélése

Taplalékkiegészitbk és vazizom teljesitmény

Tanulmanyunk alatamasztja azt a tényt, hogy az AX javitja az in
Vivo izomteljesitményt és az in vitro tetanuszos izomer6t, anélkiil, hogy
szamottevé hatast gyakorolna a vézizom kalcium-homeosztdzisara és az
elektro-mechanikai kapcsolatra.

Keveset tudtunk viszont a retinol vézizom tipusu ECC
mechanizmusra kifejtett hatdsairdl. Az altalunk végzett FDB izomrostok akut
kezelése 10 puM retinol-al egyértelmilen a fesziiltségaktivalt kalcium
tranziensek Vso értékében eltolodast eredményezett és jelentésen csokkentette
a kalciumtranziesek F/Fo csticsat is.

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 fogyaszté egerek kisebb
mértékben hiztak a 4 hetes etetési idoszak alatt, mikdzben azonos mennyiségi
egértapot fogyasztottak, mint a kontroll csoport egerei (~0,2 g/nap/ttg). Ez
Osszhangban van Ikeuchi és munkatarsai munkajaval, akik azt talaltak, hogy
az AX nem befolyasolja a taplalékfelvételt, de csokkenti a testtomeg-
novekedést hizasra hajlamos kisérleti egerekben, valosziniileg az
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energiafelhasznalas novekedése révén. Ruiz és munkatarsai, akik el9szor irtak
le a retinoidsav-anyagcsere szerepét a vazizomban, hasonld eredményekrol
szamoltak be.

AX és mitokondrialis Ca?* jelatvitel

A mitokondriumok mintegy 10-18% -ban veszik fel a kalciumot a
mitokondrialis uniporter (MCU) és mas alternativ csatornak segitségével.
Megfigyeltik a mitokondrialis fluoreszcencia (Fmito) tartés ndvekedését
elektromos stimulacié utdn, ami valdszinlileg szerepet jatszik az ATP-
képzddés kalcium altali aktivalasaban, ahogy azt Rossi és munkatarsai
korabban mar felvetették. Mi azt tapasztaltuk, hogy az AX-al etetett egerek
csoportjaban a mitokondriélis kalciumfelvétel csokkent az ismételt tetanikus
stimulacié utdn a CTRL csoporttal 0Osszehasonlitva. Eredményeink
Osszhangban allnak azzal a megfigyeléssel, hogy az AX-kiegészités pozitivan
befolyasolja a mitokondridlis kalcium-homeosztazist, ¢és csokkenti az
aktivitas-fliggd mitokondrialis kalcium egyenstilyanak felborulasat.

Feltételezésilink szerint, az AX kezelés kis mértékben modosithatja
az MCU kalciumérzékeny szabalyozojanak (MICU1) expresszids szintjét a
vazizomzatban, viszont ez nem gyakorolt szignifikans hatdst 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 lehet6ség, hogy az AX befolyasolja a MICUI1
kalciumérzékenységét, mivel Reane és munkatarsai arrél szamoltak be, hogy
a MICUL egyik splice-valtozata modositott kalciumkoté tulajdonsagokkal
rendelkezik. Barmelyik eset is valosul meg, vélhetden intenziv edzés soran a
mitokondrialis kalcium felvétel lehet az egyik védelmi mechanizmusunk a
kalcium tulterhelés, masnéven overload ellen. Masrészrél, a vazizomban a
MICUI befolyasolja az ATP-termelést, kozvetleniil névelve a kalciumon
keresztiil az alapvet6 metabolikus enzimek aktivitasat a mitokondriumokban.
Masok kimutattdk, hogy a MICU1 hidnya nem valtoztatja meg a nyugalmi
izomrostok mitokondridlis miikddését, de csokkenti az oxigénfogyasztas
novekedését a kalcium stimulacié soran. Elképzelhetd, hogy az AX kezelés
javitja az ATP kozvetlen foszforilaciojat a MICU1-en keresztiil, és eldsegiti a
vazizomzat energiafelhasznalasat a zsirsavak oxidacidjanak iranyaba tolodva.
Ez alacsonyabb testtomegndvekedést eredményez, ahogyan a jelen
tanulmanyunkban mi is talaltuk. Hasonlé eredményeket irtak le egy vazizom-
specifikus MCU-hianyos egérmodellben, ahol a delécido nem befolyasolta a
myofibrillumok intracelluldris Ca?* homeosztazisat, de gatolta az akut
mitokondridlis Ca?* beAramlést és a Ca?* ltal stimulalt mitokondridlis 1égzést,
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ami az egerek akut fizikai teljesitményének csokkenését eredményezte.
Ezenkiviil egy friss tanulmany kimutatta, hogy az izomspecifikus MICU1
hiany katabolikus valaszt valtott ki mind a majban, mind a zsirszévetben,
ugyanis a katabolizmusban részt vevé enzimek expresszidja megnott a
vizsgalt mintakban. Tovabbi feltételezésiink szerint az AX javitja az ADP
foszforilaciot, igy novelve az izomer6t és ennek kompenzalasara fog megnéni
a zsiranyagcsere.

AX és glukdz metabolizmus

Mivel az AX-t metabolikus valtozasokkal hoztdk &sszefliggésbe,
azt feltételeztiik, hogy hasonléan a retinsavhoz, az AX is javitja az
izomteljesitményt azaltal, hogy, noveli a gliikézfelvételt és/vagy a glikogén
raktarokat. Ruiz és munkatarsai azt talaltik, hogy egerekben a retinsav
aktivalja az mTORC2-t és az inzulin jelatvitelt, az SRP35 - kis molekulasalyt
retinol-dehidrogendz fehérje - talzott expresszidja pedig javitja az
izomteljesitményt a gliikozfelvétel és glikogén raktarak novelésével.

Mivel az AX-t metabolikus valtozasokkal hoztak Gsszefiiggésbe,
azt feltételeztiik, hogy hasonléan a retinsavhoz, az AX is javitja az
izomteljesitményt azaltal, hogy noveli a gliikozfelvételt és/vagy a glikogén
raktarokat. Ruiz és munkatarsai azt talaltik, hogy egerekben a retinsav
aktivalja az mTORC2-t és az inzulin jelatvitelt. Az SRP35 - kis molekulasulyt
retinol-dehidrogenaz fehérje - thlzott expresszidja pedig javitja az
izomteljesitményt azaltal, hogy tobb energiat biztosit a vazizomnak a
gliikozfelvétel és glikogén raktarak novelésével.

Taplalékkiegészit6k és izomteljesitmény id6sod6 korban

Az antioxidansok, mint példaul a C-, E-, A-vitamin, valamint az
altalunk is vizsgalt xanthophyll astaxanthin bevitelével lehetdség nyilhat az
izom oxidativ karosodasanak csokkentésére ¢és az izomteljesitmény
novelésére A krill olajat demencidban, illetve Alzheimer betegségben
szenvedd idések kezelésére hasznaljak, valamint Osszefiiggésbe hoztdk a
testmozgas és az antioxidans/gyulladascsokkentd markerek javulasaval. Az
egyik lehetséges hatasmechanizmus, hogy a krill olaj aktivalja az mTOR
jelatvitelt és az EPA és a DHA kombinacioja fokozza az izomfehérje szintézis
sebességét azaltal, hogy néveli az mTOR-p70s6k jelatviteli itvonal aktivitasat
fiatal és kozépkoru férfiakban és ndkben.

Jelen kutatdsban mind a fiatal és az id6s6d6 egércsoportok esetén
azt talaltuk, hogy a négy hétig tart6 AX/krill olaj fogyasztasa jelentésen
javitotta az izomer6t in vivo és in vitro. A testtomeg enyhe csokkenése mellett
torténtek ezek a valtozasok. Az egyes allatcsoportok taplalékfelvétele
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gyakorlatilag azonos volt, valamint nem talaltunk szignifikans valtozast az
egéresoportok izomtdmegében sem. Ez azt sugallja, hogy a testtomeg-
csokkenés nem az izomtémeg vesztéssel magyarazhatd. Az egyik lehetséges
magyarazat a nagyobb izomerd6 kifejtésre az id6s6d6 egér csoport esetén az
lehet, hogy az AX-kiegészités felgyorsitja a glilkozfelvételt és fokozza a lipid
felhasznalast, ami noveli a vazizomszovet retinsav metabolikus aktivitasat.
Ezenkiviil az AX fogyasztasa javithatja az ATP foszforilaciojat a MICU1-en
keresztiil, és az energiafelhasznalast tobb zsirsav-oxidacio felé tolhatja el, ami
kisebb testtomeg-gyarapodast eredményezhet.

Taplalékkiegésziték és kalcium-homeosztazis id6sodd
korban

A taplalékkiegészités soran megndvekedett izomerd lehetséges
masik magyarazata lehet a kontraktilis filamentumok
kalciumérzékenységének megvaltozasan tal (amit jelen munkédban nem
vizsgaltunk) a RyR1 csatorna aktivitdsanak valtozasa.

Az Oregedéssel morfologiai és ultrastrukturalis valtozasok
alakulnak ki a vazizmokban. Az SR membranok tubularis aggregatumai
felhalmozodnak, igy abnormalis SR Ca?* raktarozast és Ca?*-felszabadulast
okoznak. Tovabba olyan molekuldris valtozasok alakulhatnak ki, amelyek
mennyiségi (csokkent expresszios) és funkciondlis médositasokat okoznak az
L-tipusu fesziiltségfiiggé Ca®*-csatornakban. Az dregedd egerekbdl szarmazo
vazizomrostokban a DHPR ¢és a RyR1 funkcionalis szétkapcsolasa csokkenti
a kalciumfelszabadulasat az SR-b6l. A RyR1-ek rendkiviil érzékenyek az
oxidativ valtozasokra, és miikodésiik az 6regedé izmokban akadalyozott a
cisztein-maradékaik oxidicidja és nitrozilaciéja miatt. Ez Ca?* szivargast
eredményez az SR-bdl és izomgyengeséget okoz.

A négyhetes, antioxidans étrendet alkalmazdsat kovetéen nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast sem a depolarizalé impulzusok altal
kivaltott kalcium jelekben, sem a kalcium tranziensek csuicsértékeiben, a Ca?*
felszabadulas fluxusaban, és a felszabadulo kalcium mennyiségében

Taplalékkiegésziték és mitokondrialis funkcid

Mig fiatal felnétt egerekben az AX-kiegészités kedvezden
csokkentette az aktivitasfliggd mitokondrialis kalcium felvételt, 6regedd
egereknél nem észleltlink hasonl6 hatasokat. 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 magyarazat lehet az
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étrendkiegészités idotartama. Elképzelhetd, hogy a négyhetes specialis diéta
elegend6 volt a fiatal feln6tt egerek szamara, hogy a szer kifejtse kedvezo
hatasat. Az id6s6d6 egereknél -ahol az oxidativ stressz és a ROS termelés
kiemelked6bb- alkalmazott, hasonlé idétartamu etetés valdsziniileg nem volt
clégséges.

Tobb rendellenességet irtak le az oreg egerek vazizmabdl izolalt
mitokondriumokban, mint példaul megndvelt ROS termelést, csokkent
elektrontranszport mechanizmust az I-es és V-6s komplexekben, valamint a
mitokondrialis DNS-ben bekdvetkezd sériilések. Ainbinder és munkatarsai
leirtak, hogy az Mfn2 fehérje expresszidja fokozatosan csokken a
vazizmokban, és ez nem a csokkent génexpresszido vagy az Mfn2 mRNS
transzlacidja miatt kovetkezik be. Hasonloképpen, Filadi és munkatarsai azt
talaltak, 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 hat4sat a mitokondrialis dinamikara és a kulcsfontossagu
fehérjék expresszios szintjére, amelyek szerepet jatszanak a vazizom kalcium-
homeosztazisaban. Ennek érdekében elészor qRT-PCR reakcid segitségével
megvizsgaltuk az Mf2, MCU, Drpl ¢és CB1 relativn. mRNS-
transzkriptumszintjét. Az AX-al etetett csoportban az MCU és DRP1 mRNS
szintli expresszidjanak szignifikans novekedését tapasztaltuk, mig a Krill
csoportba tartozd egerek Mfn2 mRNS expresszidja novekedett meg
szignifikansan. Fontos megjegyezni, hogy a kapcsolodd fehérjeszintek
mennyiségi meghatarozasakor nem voltak kimutathatok az RNS szintii
kiilonbségek, a MICU1 ¢és Mfn2 fehérje expresszidja nem mutatott
kiilonbséget a csoportok kdzott. Ezért arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
Western blot modszerrel kimutatott valtozatlan Mifn2 ¢és MICU1
fehérjeszintek magyarazatot nyujthatnak a patch clamp és az ismétl6do
stimuldcié altal kivaltott mitokondridlis Ca?* felvételi kisérletek soran
megfigyelt kalciumtranziensek és Ca®* jelek véltozatlan paramétereire.

Krill olaj és a tanulasi képesség

Az életkor meghatdrozd tényez6 a tanuloképesség szempontjabol,
amit a térbeli memoria teljesitményének fokozatos csokkenése jellemez, és
jelentGs hatassal van a tanuldsi folyamatokban részt vevd agyi struktirak
szamon, amely képes lehet megdrizni az agy egészségét. A négyhetes krill
olaj taplalékkiegészités pozitiv hatast gyakorolt az id6s6dé egerek térbeli
id8s6d6 egerekben javult a kognitiv képesség a kisérlet soran, mivel az egerek
gyorsabban megtanultak a kijarat helyét az Gitvesztdben.
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A halolaj és a krill olaj jelentds mennyiségii PUFA-t (EPA és DHA)
tartalmaznak, kiilonb6z6 szerkezeti formakban kotve. A halolajban az EPA és
a DHA trigliceridekként talalhatok, ezért kevésbé bioaktivak, mint a krill
olajban, ahol féleg foszfolipidek forméjaban talalhatok (2:1 aranyban). igy
biologiailag konnyebben hozzaférhetdek, kiilondsen az agy szamara, amely
akar 60%-ban all lipidekbdl (ennek nagy része PUFA, tilnyomorészt DHA).
Ellentmondésos informaciok allnak rendelkezésre a halolaj-kiegészités
egerekre gyakorolt hatasairdl. Eredményeink arra utalnak, hogy a krill olaj
lipid-Osszetétele és AX tartalma meghatarozd szerepet jatszik idésodd
egerekben a kognitiv funkcidk javitasaban. Azonban tovabbi vizsgalatokra
van sziikség annak feltarasara, hogy az AX 6nmagaban barmilyen kozvetlen
hatassal lenne a kdzponti idegrendszerre.

Osszefoglalas

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

Az astaxantin (AX), egy tengeri algabol izolalt karotinoid, amely
erds természetes antioxidans hatdsokkal bir és véd az oxidativ stresszel
szemben. Az AX ¢és a forrasaul szolgalo krill olaj szamos egészségfejleszto,
geroprotektiv, gyulladascsokkentd, faradas-csokkentd hatdssal rendelkezd
taplalékkiegészitok. A retinol és szarmazékai 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 munkdban az AX és krill olaj funkcionalis hatésait
vizsgaltuk fiatal és Sregedd egerekben. In vivo és in vitro vazizomfunkciot,
valamint az intracelluldris ¢és mitokondridlis kalcium-homeosztazis
aspektusait, tovabba id6s6d6 egereknél a krill olajat illetden a tanulési
képességet és a térbeli memoriat vizsgaltuk.

Munkénk els6é részében fiatal (4-6 honapos) C57BIl6 egereket két
csoportra osztottunk: a kontroll csoport normal egértapot, mig a masik 4 héten
keresztiill AX-t fogyasztott. In vivo és in vitro izomer6t és intracellularis
kalcium-homeosztazist vizsgaltunk. Néhany kisérletben akut retinol kezelést
alkalmaztunk. Munkank masik részében ugyanezt az etetési protokollt
alkalmaztuk id6s6dé egereken, viszont itt egy harmadik csoportot is
kialakitottunk, amely krill olajjal kiegészitett tapot fogyasztott.
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Az in vivo és in vitro erdmérések soran azt talaltuk, hogy a
taplalékiegészités jelentsen javitotta az izomer6t mindkét korcsoport esetén.
Amikor a kalcium tranziensek fesziiltségfiiggését vizsgaltuk egyedi m. flexor
digitorum brevis enzimatikusan izolalt rostokban patch clamp technikat
alkalmazva, nem talaltunk szignifikans valtozasokat a taplalékkiegészitést
kovetden egyik korcsoportban sem. Fiatal felndtt egerek esetén a retinol
csokkentette a kalcium tranziensek cstcsértékét. Az aktivitas-fiiggo
mitokondrialis kalciumfelvétel kisebb volt az AX csoportban fiatal egyedek
esetén, mig id6s6d6 egereknél nem talaltunk ilyen kiilonbséget. Megmutattuk
tovabba, hogy a krill olaj taplalékkiegészités hatasara javult a térbeli memoria
és a tanulasi képesség az dreged6 egerekben.

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