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Roviditések

ATP: adenozin trifoszfat

BTS: N-benzyl-p-toluene Sulphonamide

Ca?*: kalciumion

A[Ca%];: intracelluldris Ca?*-koncentracié valtozasa

CICR: kalciumindukalt kalciumfelszabadulds (Calcium-Induced Calcium Release)
CMM: Casual mediation model

Cmpt: Compact genotipusu egér

CO;: szén-dioxid

DHPR: dihidropiridin receptor

ECRE: elemi kalciumfelszabadulasi esemény (Elementary Calcium Release Event)
EDL: m. extensor digitorum longus

EGTA: ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
FDB: m. flexor digitorum brevis

FWHM: térbeli félérték szélesség (full width at half maximum)

HG-AFS: Hydride Generation Atomic Fluorescence Spectrometry

ic: intracellularis

j-SR: junkcionalis SR

kDa: kilo Dalton

[-SR: longitudinalis SR

Ktrl: kontroll csoport

Mstn: miosztatin

mtsai: munkatarsai

nTyr: normal HEPES-Tyrode oldat

PBS: Phosphate-buffered saline

PBST: PBS, 0,1% Tween 20-val kiegészitve



PTI: (Photon Tecnology International)

ROS: reaktiv oxigén-gydkok (Reactive Oxygen Species)
RyR: Ryanodin Receptor

sAnk1.5: small ankyrin 1.5

SERCA: sarco- endoplazmaticus reticulum Ca?* — ATP-az
SDS-PAGE: natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis
SM: Signal Mass

Sol: m. soleus

Spark: spontan Ca?* felszabadulasi esemény

SR: szarkoplazmatikus retikulum

TTP: csucs eléréséhez sziikséges id6 (time to peak)

TTX: tetrodotoxin



I. Irodalmi attekintés

Avazizom a legnagyobb szerviink, ami a testtomeg 40%-at teszi ki. Rendkiviil fontos a normalis
élet folyaman, hiszen a mozgdsban, a testtartasban és a szervezet energia metabolizmusaban
fontos szerepet jatszik. A vazizom tomege edzéssel ndvelhet6, mozgas hianyaban és id6s
korban azonban csokken. A jobb életkdriilmények miatt a sziletéskor varhatd élettartam
mara mar kitolédott, aminek kovetkeztében egyre nagyobb az idGs populacido (Suzman és
mtsai., 2015; Szentesi és mtsai., 2019). Ennek kovetkeztében az idGskori szarkopénia (a
vazizom tomegének és az er6nek a csokkenése) is népbetegséggé nétte ki magat. Barmilyen
terapia, ami lassitani tudna az 6regkori izomsorvadast vagy gyorsitani az izomsérulések utani
regeneraciot, jelentds pozitiv nemzetgazdasagi és tarsadalmi hatdssal jarna. Ezért
széleskorlien vizsgaljak a szarkopénia hatterét és kezelésének lehetGségeit.

I.1. A vazizom

A vazizom a feln6tt ember teljes testsulyanak korilbelil 40%-a, ez a legmozgékonyabb és
legdinamikusabb szovetiink. A kémiai energiat (ATP, glikogén, gliikdz) mechanikai munkava
alakitja at, ezzel tobbek kozott a testrészek mozgatdsat, a test helyzetének stabilizalasat, a
testtartast, valamint a bels6 szervek alak- és méretvaltozasait teszi lehet6vé. A vazizom
felépitését a kotegekben elrendezett izomsejtek (izomrostok) és a kotészovet jol
meghatarozott kélcsénds elrendezése jellemzi.

[.1.1 A vazizom felépitése és miikodése

A vazizom felépitési egysége a tobb-magvu harantcsikolt izomrost. Az egyedfejl6dés soran
elészor egyedi izomsejtek, azaz mioblastok jelennek meg, melyek tdbb-magvu izomcsovekké
(miotubulusokka), végil oriassejtekké, azaz izomrostokka egyesiilnek. Utdbbi atmérGje 10-
100 um, hossza pedig 30-40 cm is lehet.

Minden egyes izomrostot, illetve az ezekbdl allo izomrostkotegeket (fasciculusokat) vékony
kotGszovetes réteg borit be és valaszt el a szomszédjatél. Ennek fontos szerepe van az
erGatvitelben, az izom eredési vagy tapadasi helyéhez valé rogzitésben, illetve az izomrostok
tapanyagellatasaban. Harom tipusa van, az egyik az egyedi izomrostokat koriilvevé burok, az
endomysium, ami finom racsrostokbol épal fel. Itt helyezkednek el a legkisebb atmérgjl erek
és idegrostok. A masodik tipus mar vastagabb, ez a perimysium, ami a fasciculusokat boritja
be. Az utolsé a tomott rostos kotészovetbdl alld tipus, az epimysium. Ez talalhato legkijjebb,
amit az izmot ellatd f6 erek és idegek furnak at. (1. dbra)
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1.dbra A vazizom felépitése (Forrds: Marley Dobyns, Animal Science Department, lowa State University)

[.1.2 A vazizom tipusai

A vazizomnak harom tipusa van, melyeket a rostok 6sszehlzédasi gyorsasaga, miozin-ATPaz
aktivitdsanak sebessége és metabolikus profilja alapjan kiilonboztetjlik meg. Az utdbbi az
oxidativ foszforilacioval és glikolizissel toérténd ATP-termelés kapacitdsat adja meg. A miozin-
ATPaz aktivitas sebessége azt mutatja meg, hogy a rost milyen gyorsasaggal bontja az ATP
molekuldkat a kontrakcidés ciklus soran. Azok az izomrostok, melyekre az oxidativ
metabolizmus jellemz6, nagy mennyiségl mioglobint (egyetlen hemoglobin alegységhez
hasonld felépitésl oxigénkotd fehérje) és mitokondriumot tartalmaznak.

l. lassu oxidativ: kis atméréjli, magas mioglobin és mitokondrium tartalmu rostok.
Lassu, nem faradékony motoros egységeket alkotnak, amik kisebb er6ét képesek
kifejteni. Miozin-ATPaz aktivitasuk alacsony. Pl. az ember hosszu hatizmaiban és a
maratoni futdk izmaiban nagy aranyban vannak jelen.

lIA.  gyors oxidativ/ glikolitikus: kbzepes atmérgjlek, nagyszamu mitokondriumot és
sok mioglobint tartalmaznak. Nagymennyiségl glikogén is talalhaté bennik, képesek
anaerob glikolizisre. Gyors, nem faradékony motoros egységeket alkotnak, amelyek
nagy izomfesziilést generalnak. Pl. a kozéptavfutdk izmaiban nagy ardnyban vannak
jelen.

IIB. gyors glikolitikus: nagy atmérdgjlek, kisszamu mitokondrium és alacsony
mioglobin tartalmuak. Glikogént tarolnak. Gyors, faraddsra hajlamos motoros



egységeket alkotnak, nagy erékifejtésre képesek. Miozin-ATPaz aktivitasuk gyors. Ezzel
homoldg szerkezetli rosttipus a lIX., mely emberben taldlhatd. (Scott és mtsai., 2001)PI.
emberben a kiils6 szemmozgatd izmokban és a révidtavfutok izmaiban nagy aranyban
vannak jelen.

[.1.3. A vazizom névekedésének szabalyozasa

Az izmok 3 féle mddon tudnak névekedni: a rostok szdma, hossza vagy keresztmetszete né
meg. Mivel a vazizom rostok nem képesek az osztodasra, ezért a legtdbbjiik a mioblasztok
egyeslilésébdl sziiletik. A felnSttkori tobb-magvu vazizomrostok mar sziletés el6tt kifejlédnek
az izmokban. A kialakuld vazizom rost izom magokat termelhet vagy veszthet. Ezért sziiletés
utan hatalmas izomtémeg noévekedés valdésul meg az izomrost nagyobboddsa
kdovetkezményeként. A hossz megnyulasa attdl fligg, hogy a meglévdé tobbmagvu rostok
egyeslilnek-e tobb mioblaszttal, ami noéveli az egyes sejtekben |évé magok szamat. A kerulet
novekedésekor mind a rostok megnyulnak, mind a kontraktilis miofibrillumok mérete és
szama megnd, amit az egyes izomrostok magjai tamogatnak. llyen torténik példaul a
sulyemeldk izmai esetén.

Egy extracellularis jelz6fehérje, a miosztatin (Mstn) szabdlyozza az izomsejtek szamat és
méretét. Funkcidja, hogy negativan szabdlyozza az izomnovekedést. A miosztatin a
transzformald novekedési faktor-béta (TGF-B) fehérjék szupercsaladjdhoz tartozik és a
vazizom sejtek valasztjak ki. Fiatal korban a vazizom novekedés alatt nagy mennyiségben van
jelen, de kis mennyiségl fehérje talalhato a feln6tt ember keringésében is (megnovekszik
AlIDS-es betegeknél, izomvesztés esetén). (Alberts B, 2002.) Korabban kimutattak, hogy Mstn-
hidnyos allatokban tulnyomo részt 11B tipusu rostok vannak jelen (Amthor és mtsai., 2007). Ez
a gyors, glikolitikus izomtipus lehet a felel6s a gyors faradékonysagért. Ezen egereknek az
izomzatuk hatalmas, legalabb 2-3-szor nagyobb, mint a kontroll egereké. Az izomsejtek szama
és mérete is novekedett (Hamrick és mtsai., 2006; McPherron & Lee, 2002). Ugyanazon gén
mutdcidja megfigyelhet6 az ugynevezett ,kettds izomzatu” szarvasmarhafajtakban is (Grobet
L. 1997; McPherron & Lee, 1997; Mosher és mtsai., 2007).

[.2. Az izomrostok felépitése

Az izomrostokon belldl miofibrillumok taldlhatéak, amik az izomrost hossztengelyével
parhuzamosan helyezkednek el. Vastag (miozin, 485 kDa) és vékony (aktin, 42 kDa)
filamentumokbdl alinak, ezek felel6sek az Gsszehuzddasért. Az izomrostok citoplazmajat
(szarkoplazma) ezek a kontraktilis elemek toltik ki, melyek lehetévé teszik az izomsejt
mechanikai munkavégzését. A miofilamentum kotegeket a simafelszinii endoplazmatikus
retikulum (szarkoplazmatikus retikulum, SR) veszi korbe .

Az izomrostok harantcsikozata a hossztengelyiilk mentén szabalyosan valtakozd sotétebb,
vastag és vékony filamentumokat egyarant tartalmazé (anizotrop, A-csik), és a vilagosabb,
csak vékony filamentumokat tartalmazo (izotrdp, I-csik) szakaszok valtakozasabol ered. A H-
csik az A-csik kdzepén taldlhatd, melynek kozepén az M-zéna helyezkedik el. A Z-lemezek az I-
csikok kozepén vannak, ez vazként szolgal, amihez a vékony filamentumok kapcsolédnak.
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Szarkomérnek nevezzik a két Z-lemez kozotti részt; ez a harantcsikolt izomrost funkcionalis
kontrakcids egysége. Ennek atlagos hossza egy emlGs vazizomban 2-3 um, mely a 4 um-t is
elérheti maximalis nyujtaskor és 1 um-es lehet maximalis 6sszehuzédaskor (2. dbra).
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2. dbra Az izomrostok felépitése és a csuszofilamentum modell. (Forrds: American Meat Science Association jovoltdbdl, Darl
Ray rajza alapjdn.)



Az 6sszehuzddast leird csuszofilamentum-mechanizmus soran az I-csik vékony filamentumai
becsusznak az A-csik vastag filamentumai kozé, igy a szarkomér megrovidil. Ennek
molekuldris alapja, hogy kereszthidak képz6dnek, ami soran a miozin feji régidja hozzakotédik
az aktin filamentumhoz és konformdaciévaltozas kovetkeztében begorbiil, majd az aktin
filamentumot elcsUsztatja. A relaxacié soran levalik az aktinrdl és visszatér eredeti
konformacidjaba. Mindkét folyamathoz energia sziikséges, melyet a miozin ATP bontasabdl
nyer (Cooke, 1997; K. E. Davies & Nowak, 2006; Fonyd, 2011).

Harom tovabbi oriasfehérje vesz részt a szarkomér megfelel6 szervez6désében: ezek a titin
(~3800 kDa), az obszkurin (850 kDa) és a nebulin (800 kDa). A titin, az elasztikus filamentum
alkotdja az M-zéndhoz és a Z-lemezhez is kotédik az N- és a C-terminalis régidival. Az M-
zondban a titin kélcsonhatasba Iép az obszkurinnal és a miomezinnel, igy biztositja az M-zéna
stabilitasat. A Z-lemezen az obszkurinhoz és az a-aktininhoz kétédik. A nebulin a Z-lemezhez
kotédik, az aktin filamentumok teljes hosszan végignyulik és a vékony filamentumok
elhelyezkedését segiti. Az obszkurin egy szarkomerikus fehérje, mely f6ként az M-zéndban
talalhatd meg és kisebb mértékben van jelen a Z-lemezben is. Az obszkurin egy izom-specifikus
fehérjével |ép kapcsolatba, ami az SR-ben taldlhatd, a small Ankyrin 1.5 (sAnk1.5)-tel. Ez a
kapcsolat felelGs az SR megfelel6 elhelyezkedéséért a miofibrillumok korul. Obszkurin-hianyos
egereken végzett friss tanulmanyok kimutattak, hogy az obszkurin felelGs a teljes M-zéna
stabilitasaért (Kontrogianni-Konstantopoulos és mtsai., 2006; D. Randazzo és mtsai., 2017;
Davide Randazzo és mtsai., 2017; D. Rossi és mtsai., 2017).

A disztrofin a szarkolemma és a miofilamentumok legkilsé rétege kozott elhelyezkedd
fehérje. Ez egy olyan fehérjekomplex része vazizomban, amely az izomrostokat erd&siti, és a
sérilést8l megvédi, mig az izom 6sszehuzddik és relaxal. A disztrofin horgonyként viselkedik,
ami 6sszekoti a citoszkeletont az extracelluldris matrixszal. Emberben a disztrofint kodold gén
mutdcidja kothet6 a Duchenne- és a Becker-féle izomdisztrofiahoz. Ez f6ként férfiakban
el6forduld sulyos izombetegség, amely folyamatos izomvesztéssel és atrofiaval tarsul.

A vékony filamentumban talalhatd az aktin, amelyhez regulator fehérjék csatlakoznak, a
tropomiozin és a troponin. Az aktinnak tobb formaja van, az egyik egy szabad monomer, azaz
G-aktin (globuldris), a masik a filamentum része, az F-aktin (filamentdzus). Az utdbbi
kialakulasdhoz a G-aktin polimerizalédik. Ennek szerkezete hasonlé egy kett6s, csavart
gyongysorhoz. Ehhez az F-aktinhoz kot6dik a tropomiozin az 0sszehuzddas soran. Ez két
azonos, 34 kDa molekulasulyu alegységbdl alakult ki. Ezek az I-filamentumokban vannak jelen,
ahol az aktinbdl all6 kettGs hélix kozott helyezkednek el. A tropomiozin 7 aktin-monomerhez
és egy troponinhoz kotédik. Az aktin, a tropomiozin és a troponin fehérjekomplex szlikséges
az aktomiozin szabalyzasahoz. Az 6sszehuzédas soran az aktin felliletén [év6 tropomiozinok
elmozdulnak, amit a troponin-C-hez kdt6d6 Ca?* valt ki. Nyugalomban a tropomiozin elfoglalja
a miozinfejek kotddési helyét az aktinon, majd miutan a tropomiozin-troponin konformacio
valtozason megy at, mar nem lesz akadalya az akto-miozin kapcsolat létrejottének, vagyis a



kereszthidak kialakuldasanak. A troponin komplex harom polipeptid alegységbdl all. Az egyik a
troponin-C, mely 17,8 kDa molekulatémeg( és nagy affinitassal és specificitassal koti meg a
Ca?*-ionokat, és ezutdn konformdcidvaltozason megy at. A masodik alegység a troponin-I,
mely 24 kDa molekulasulyu, ez gatolja az aktomiozin ATPaz-aktivitdsat. A C alegységgel
specidlis kdlcsdnhatdsban van, mivel ha ez Ca?*-t kot, komplexet képez vele, és ekkor az ATP4z-
aktivitas gatlasa megsz(inik. A troponin-T a harmadik alegység, amely 37 kDa molekulasulyu.
Ez az aktinhoz és a tropomiozinhoz is kotédik. A troponin komplex a miofibrillum azon
fehérjekomponense, amely megkdtve az SR-bél felszabaduld Ca?*-ot elinditja az izom
megrovidiilését.

[.3. Ankyrin

Az ankyrin a protein-adapterek csaladjaba tartozik, részt vesz a specialis membrandomének
szervezésében. Mindharom ankyrin gén (Ankl, Ank2 és Ank3) tobb splicing eseményen
keresztlil nagyszamu ankyrin izoformat kodol, amelyek kozos 4altalanos szerkezettel
rendelkeznek (V. Bennett & Chen, 2001). A harantcsikolt izmokban mindharom ankyrin gén az
izom-specifikus izoformakat kddolja (V. Bennett & Healy, 2009; Cunha, S.R.; Mohler, 2011;
Davide Randazzo és mtsai., 2013; Tee & Peppelenbosch, 2010). A legtobb szervben talalhato
ankyrin izoformanak nagy a molekulatémege (220-130 kDa), viszont az Ank1 génben talalhato
bels6 promoter a kis izom-specifikus izoformakat expresszélja, amelyek 20-25 kDa-osak, és
egylttesen sAnkl-nek nevezzik 6ket (sAnk1.5, sAnk1.6, sAnk1.7 és sAnk1.9). Ezekben az
sAnkl izoformdkban hianyzik a legtobb kanonikus ankyrin domén, viszont az NH2-végiikén
egyedildllo hidroféb domént tartalmaznak, amely az SR-hez koti 6ket (Gallagher & Forget,
1998; Kordeli és mtsai., 1998; Tuvia és mtsai., 1999; D. Zhou és mtsai., 1997). Ezen kisebb izom
specifikus izoformak kozlil az sAnk1.5 expresszalédik a legszélesebb korben, mig a tobbi
izoforma alacsonyabb szinten taldlhatdé meg (Armani és mtsai.,, 2006). Az sAnk1.5
citoplazmatikus vége egy olyan specifikus szekvenciat tartalmaz, amely kdzvetlen kot6dést
tesz lehet6vé az obszkurinnal (Bagnato és mtsai., 2003; Kontrogianni-Konstantopoulos és
mtsai., 2003). Az utébbi egy olyan szarkomerikus fehérje, amely az M-sav stabilitdsanak
fenntartasahoz sziikséges a vazizomban (Kontrogianni-Konstantopoulos és mtsai., 2006; D.
Randazzo és mtsai., 2017; Davide Randazzo és mtsai., 2017; D. Rossi és mtsai., 2017). Az
sAnk1.5 és az obszkurin kozotti kdlcsonhatds elengedhetetlen ahhoz, hogy az SR-t a
miofibrillumok kdzvetlen kdzelében tartsak (Barone és mtsai., 2015). Erre bizonyiték, hogy az
sAnk1 izoformdk kiltése patkdny flexor digitorum brevis (FDB) izombdl szarmazé primer
sejtkulturakban anasztomozist eredményezett az SR longitudindlis tubulusaiban, mig a
junkcionalis SR-t csak alig befolydsolta (Ackermann és mtsai., 2011). Az sAnk1 hianyos (KO)
egerekben pedig azt talaltak, hogy az sAnk1 hianya jelentGsen csokkentette az SR térfogatat.
Viszont az SR kalciumcsatornajanak és pumpadjanak expresszids szintjei és lokalizacidéi nem
kilénboztek az sAnkl KO egerekbdl szarmazo gyors és lassu izmok rostjai esetén a kontroll
egerekhez képest (Giacomello és mtsai., 2015). Az obszkurin KO egerek vazizomrostajainak
szinte azonos valtozasait figyelték meg az SR morfoldgiajdban, megerdsitve az sAnkl és az
obszkurin kozotti kdlcsonhatas jelentGségét az SR szerkezetének megébrzésében (Lange és
mtsai., 2009). Tovabbi vizsgdlatokban azt taldltak, hogy az életkor névekedésével az sAnk1 KO
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egerekbdl szarmazé rostokban szerkezeti karosoddasok és nagy teriletl kontrakturak alakultak
ki, illetve az SR fehérjéket tartalmazé tubularis aggregatumok keletkeztek. Mindezeket a
szerkezeti valtozasokat az sAnkl KO izmok elektrofiziolégiai tulajdonsagainak és erejének
romlasa kisérte (Giacomello és mtsai., 2015). Ezek az eredmények 6sszhangban allnak egy
kordbbi kutatdssal, amely szerint a sAnkl1-hidnyos tenyésztett izomrostok csékkentett Ca?*
felszabaduldst mutatnak az SR-bél (Ackermann és mtsai., 2011).

wildtype T-tubule
jumetional
Triad e angitedingl 5/ ——=— = g
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.
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3. dbra Az sAnk1.5 elhelyezkedése (Lange és mtsai., 2009)

[.4. Az excitacids-kontrakcids kapcsolat (ECC)

Az SR f6 funkcidja a kalciumionok (Ca?*) intracellularis raktdrozdsa. Az SR-nek két kiilénbodz8
része van: a longitudinalis (I-SR) és a junkcionalis (j-SR). Az utébbiak olyan halézatot hoznak
létre, amelyek cs8szerlien korllveszik a miofibrillumokat. Az SR madsik része a
miofibrillumokkal parhuzamosan elhelyezked6 hosszanti (longitudindlis) tubulus. A disztalis
végiikon az I-SR tubulusok egyesiilnek egy nagyobb struktiraba, melynek egymas felé néz6
kiszélesedett végeit terminadlis ciszternanak nevezik. A j-SR az A-csik és I-csik kozott
helyezkedik el. Minden A-l csik hataranal két terminalis ciszterna talalhato a T-tubulus két
oldaldn, ami a szarkolemma betiremkedése a szarkoplazmaba. Ezt a harmas strukturat
nevezzik triddnak. (Fonyd, 2011; Franzini-Armstrong, 2009; Sorrentino, 2011). A triddokon
megy végbe az excitacids-kontrakcids kapcsolat (ECC), amit elektromechanikai csatolasnak is
neveznek. Ennek sordan a motoneuronrdl érkezé akcids potencidl a szarkolemman
végigterjedve bejut a T-tubulusokba. Az itt taldlhaté dihidropiridin-receptorok (DHPR) a
vazizom feszultségérzékeld L-tipust Ca?*-csatorndi és a depolarizacié hatdsara aktivalddnak. A
DHPR mint kalciumcsatorna vazizomban nem m(ikddik, de konformacidvaltozdsaval megnyitja
a vele fizikai kapcsolatban allé rianodin-receptorokat (RyR), amelyek a j-SR terminalis
ciszterndjaban taldlhaté Ca%*-csatornak. A folyamat eredményeképpen felszabadul az SR-ben
tarolt Ca?* (Franzini-Armstrong & Protasi, 1997; Schneider, 1994), majd a rostokban 1év8
megemelkedett citoszolikus Ca?*-tartalom hatdsara a tropomiozin elcsuszik a vékony
filamentum mellett, és ez vezet az izomrost 0Osszehlzdédasahoz (Kontrogianni-
Konstantopoulos és mtsai., 2006) (4. dbra).
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A kontrakcid utdn az izom relaxdcidjdhoz fontos, hogy a citoszolikus Ca%*-koncentrécio
lecs6kkenjen a nyugalmi szintre. Ennek megtorténtéért féleg az SR Ca?*-pumpdja a felel8s, ami
az ATP hidrolizise sordn keletkezett energiat hasznalja, és aktiv médon pumpadlja vissza a Ca®*-
ot a citoplazmébdl az SR-be. Ezt a pumpat Szarko/Endoplazmatikus Retikulum Ca?*-ATP4z-nak
(SERCA) nevezik, amely az I-SR membranjaban talalhatd. Minden egyes ATP hidrolizaldsa soran
két Ca?*-ot pumpal vissza az SR-be (Fonyd 1999, Endo 2006, Réhlich 2006). Ez a pumpa a P-
tipust ionpumpak kozé tartozik, a Ca?*-kat elektrokémiai gradiensiikkel szemben
transzportalja.

motor
neuron

Fhubaius akcios potencial

szarkolemma

&% NMJ

terminalis ciszterna

kontraktilis apparatus

4. dbra Az excitdcids-kontrakcios kapcsolat

A RyR-nek harom izoformaja van emlGsokben, vazizomban jellemz&en a RyR1, szivizomban a
RyR2 mig az agyban a RyR3 taldalhatd meg. Bizonyos szovetek minden izoformat tartalmaznak.
Szdmos sejtes dsszetevd (pl. ATP, HCl, Ca%* és Mg?*), specifikus fehérjék (foszfatdzok és
kindzok) és endogén oxidativ anyagok szabalyozzak a RyR funkcidkat (Szentesi és mtsai., 2019).
Ez a Ca?*-csatorna négy azonos alegységbdl épll fel, azaz homotetramer. A legfontosabb
endogén aktivdtora a Ca?*. Ha a Ca?* kétédik a csatorna intracellularis oldaldn taldlhato
aktivaciés kotShelyéhez, akkor a csatorna megnyilik, és igy a Ca?*-k ki tudnak lépni a
kalciumraktdrakbél (CaZ*-indukalt Ca?*-kidramlds, azaz CICR). Tovabbi endogén aktivald
molekula az intracellularis ATP és a reaktiv oxigén gyokok. Exogén aktivalé molekula példaul a
koffein, ami a csatorna Ca?* irdnti affinitasat fokozza, igy megnd az egy akcids potencidl alatt
az SR-bél felszabadulé Ca?* mennyisége (Fonyd, 2011). A fiziolégidsan jelenlévd sejt
citoplazmajaban jelenlévé magnéziumionok gatoljak a csatorna mikodését, igy nyugalomban
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ezek z4rva tartanak. A RyR-on egy alacsony affinitasu kalciumkétéhely is taldlhatd. Ha ide Ca?*-
k kotédnek, akkor a csatorna bezarddik, azaz inaktivalédik. Ez nyugalomban kotéhely dres,
viszont aktivacio sordn az alacsony kalciumkoncentracié megnd, igy az alacsony affinitasu
kotShelyre bekdtédhetnek a Ca*-k.

Emberben az egyik fontos kation a Ca?*, amelynek ionizélt formaja a vérben 1,2 mmol/l.
(Pozzan és mtsai.,, 1994). Intracellularis koncentracidja atlagosan 100 nM, amit aktiv
folyamatokkal tartanak fent a sejtek. Extracellularis koncentracidja kb. 1,2 mM. Ezeknek a
mennyiségeknek koszonhetéen jé masodlagos hirvivé, mivel kis mennyiségl ion
energiaigényes mozgatasa nagy intracellularis kalciumkoncentracid ([Ca%*]) valtozdsokat
eredményez. Az [Ca?']; valtozdsa fontos szereppel bir tobbek kdzott a sejtmozgasban,
sejtosztodasban, differencidlédasban, kontrakcioban, ingerilet-atvitelben (Berridge, 1993;
Vermassen és mtsai.,, 2004; Yoshida, 1997). Vazizomban az SR-ben raktarozodik a
kalszekvesztrin fehérjéhez kétédve. A kalszekvesztrin (CSQ) az SR lumenében taldlhaté, a Ca?*-
k megkotésére alkalmas fehérje. Egy CSQ 40 darab Ca®* megkdtésére alkalmas.

[.5. A kalcium felszabadulasi események vizsgalata

Vézizomban az izom dsszehtzddédsakor az egész sejtre kiterjedd, tranziens [CaZ*]); emelkedés
torténik, amely elemi eseményekbdl, ,spark”-okbol all 6ssze. A spark-ok egy vagy tobb RyR
egyidej(i megnyildsa éltal létrejové SR-bél torténd Ca?*-felszabadulasi események. (Rios és
mtsai., 1999; Shirokova és mtsai., 1996, 1998; J. Zhou és mtsai., 2003) Felfedezésiket a
konfokalis mikroszkopia tette lehet6vé, amihez olyan fluoreszcens kalciumindikator
hasznalata elengedhetetlen, aminek alacsony a hattér fluoreszcenciaja. ElGszor
szivizomsejteken (Cannell & Soeller, 1997; H. Cheng és mtsai., 1996), majd késSbb vazizmokon
(Baylor, 2005; Tsugorka és mtsai., 1995) is leirtdk Ca®*-spark-okat. Ez a citoszolikus Ca?*
koncentracio 10-20 ms-ig tarté atmeneti megemelkedése, amely kis térrészben lokalizalt (2-3
um). Az elemi kalciumfelszabadulasi események masik tipusa az ,ember”. Errél feltételezik,
hogy csak egy RyR megnyildsanak a kovetkezménye, térbeli kiterjedése hasonld a spark-éhoz,
viszont az amplituddja jelentGsen kisebb és id6ben is hosszabb (Csernoch és mtsai., 2008;
Kirsch és mtsai., 2001; Klein & Schneider, 2006).

[.6. Cmpt allatmodell

A csOkkent miosztatin expresszald egerek esetén az Mstn génben egy 12 bp delécidt talaltak,
ezért kaptdk a MstnCmpt-dl1Abc (Szabd és mtsai.,, 1998) nevet. Ennek kdszénhetben a
miosztatin expresszid modosul, igy hipermuszkularis fenotipus jelenik meg (Varga és mtsai.,
2003). (5. abra) KésGbb kimutattak, hogy a megnovekedett izomtomeg nem jar
megnovekedett izomerdbvel, s6t ezek az egerek gyengébbek voltak a kontroll allatokhoz képest
(Amthor és mtsai., 2007). A Cmpt allatok alloképessége is rosszabb a kontrollokhoz képest
(Bodnar és mtsai., 2014), amit az EC kapcsolatban létrejové mddosuldsok okozhatnak. Ezen
allatoknak nagyobb a hajlamuk a metabolikus acidézisra. A kardio-respiratorikus rendszeriik
nem képes maradéktalanul kiszolgalni a megndvekedett izomtomeg oxigénigényét. A Cmpt
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allatokban eltolédik az izom anyagcseréje a glikolizis felé, az izomrostok tipusanak aranya
megvaltozik, tébb lesz a gyors izom benniik.

5. dbra Azonos koru Cmpt egér (alul) és kontroll egér (feliil)

.7. Az 6regedés hatasa a vazizmokra

Az izomtomeg folyamatosan csokken az életkorral. Ez a folyamat felgyorsul hetven éves kor
utan(Mitchell et al., 2012), azonban ezekben a mechanizmusokban részt vevd bioldgiai
folyamatok még nem teljesen tisztazottak (Mitchell és mtsai., 2012). Az izmok regeneracids
képessége és ereje szintén csokken az életkorral. Egy fontos résztvevé lehet ezekben a
folyamatokban a lelassult alapanyagcsere-sebesség, amely hozzajarul az izomtomeg
csokkenéséhez. Ezek a jelenségek csokkent fizikai aktivitashoz, taplalékhianyhoz, kronikus
gyulladdshoz vezethetnek (Aniansson és mtsai., 1986). A vazizom leny(igdz6 plaszticitassal
rendelkezik, amely lehet6vé teszi, hogy alkalmazkodjon az egész életen at tarté miikodéshez.
Feltételezziik, hogy a fiatal korban szerzett nagyobb izomtomeg igéretes kiindulasi pontot
jelenthet az 6regedés soran a megfelel§ izomzat és fizikai teljesitmény fenntartdsa érdekében.
A megnovekedett izomtdmeg azonban nem feltétlenll vezet fokozott teljesitményhez.
Példaul ilyen fenotipusu a miosztatin-hidnyos egér, mely csokkent in vivo fizikai aktivitdst
mutat (Bodnar és mtsai., 2014). Mdsrészrél az az altaldnos vélemény, hogy a folyamatosan
végzett mérsékelt testmozgds j6 formaban tartja az izmokat. A megnovekvd izomaktivitas
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komplex igényeinek kielégitéséhez novekszik a kapillaris-s(ir(iség és az enzimaktivitas az izom-
anyagcsere fokozddasa érdekében. Tovabba a kontraktilis fehérjék megnovekedett termelése
nagyobb kontraktilis er6t tesz lehetévé. A szarkopénia nagyon bonyolult mechanizmus, amely
sokkal tobb jelenséget foglal magaban, mint a fizikai aktivitas csokkenése az életkorral. A
taplalkozas hatdsa és a hormontermelés valtozasai az élet sordn erdsen hozzajarulnak az
izomtomeg csokkenéséhez. E két tényez6 hozzijaruldsanak jellege és mértéke az izom
egészséges és funkciondlis megbrzéséhez még nem ismert.

1.8. Az oxidativ stressz és antioxidansok hatasa vazizmokban

Az Oregedés soran a vazizom funkcidvesztése példaul az oxidativ stressz kovetkezménye is
lehet, ami a reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok (ROS/RNS) akkumuladléddsanak az
eredménye. Fizioldgias korilmények kozt az oxidativ egyensulyt a ROS/RNS termelés, illetve
ezek eltavolitasa kozott az antioxidans rendszer szabalyozza. Ezen reaktiv gyokok fizioldgias
koncentracidjanak fontos szerepe van tobb jelatviteli dtvonalban, mind a tul alacsony, mind a
tul magas szintjlik is karos lehet a sejtfunkciokra nézve (Bodnar és mtsai., 2016). A vazizom
rengeteg oxigént hasznal, igy nagy mennyiségli ROS/RNS képes termel&dni, amelyek egyik
legfontosabb forrdsa a mitokondrium, ami 6regedés soran csdkkent kapacitassal mikodik
(Anderson és mtsai., 2006). Az 6regedd izmokban a megnovekedett oxidativ stressz az EC-
kapcsolat és a Ca?*-homeosztézis megvéltozasdhoz vezethet.

[.9. A szelén mint antioxidans

Az izomgyengeség vagy az Oregedés soran fokozott mag- és mitokondrialis DNS-karosodas
(Hamilton és mtsai., 2001) Iéphet fel, amely az izomrostok szamanak csékkenéséhez vezet, és
ezaltal a vazizom-funkciok karosodasa kovetkezhet be. A szelén antioxidans tulajdonsaggal
rendelkezé nyomelem, és fontos szerepet jatszik tobb izomfunkciéban (Rederstorff és mtsai.,
2006). Teheneknél a szelénhidany fehér izombetegséget okoz (a csontvdz és a szivizom
gyengesége és degenerdacidja (Lofstedt, 1997)). Embereken hasonld miopatiat irtak le
(Ishihara, H., 1999). A sulyos szelénhianyhoz elégtelen vazizomfunkciok kapcsolédnak (Chariot
& Bignani, 2003). A fiatal egerekkel kapcsolatos korabbi munkankban kimutattuk, hogy a
szelénnel kiegészitett étrend noveli a Ca?* felszabaduldsat a szarkoplazmatikus retikulumbdl,
és igy javitja a vazizom in vivo és in vitro teljesitményét. Ezeket a hatdsokat az izmok
megnovekedett szelenoprotein N szintje kisérte, ami fokozott oxidativ stressz-toleranciat
eredményezhet hosszu tava 0OsszehlUzédasok soran (Bodnar és mtsai., 2016). A
szelenoproteinek olyan kémiai reakciokban vesznek részt, mint az oxidativ reduktiv reakcidk,
az instabil oxigén tartalmu molekuldktol (ROS) valé védekezésben esszencialis szerepiik van.
Habar a szelenoprotein N pontos m(ikddése nem ismert, de valdszin(ileg az oxidativ stressztél
védi a sejteket. Szliletés el6tt sok szovetben aktiv, s részt vesz az izomszovet kialakuldsdban
(miogenezis). Fontos szerepe van a sziletés utdani normal izommiikodésében, és a
kalciumhomeosztazisban is. (Castets és mtsai.., 2012) Az izom szelenoprotein N tartalmanak
csokkenését kimutattak a kor elérehaladtaval (Novoselov és mtsai., 2010).
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[1. Célkitlizések

Munkankban a célunk az volt, hogy kideritsiik, az 6regedés soran fellép6 izomerd csokkenés,
illetve az ECC-t befolyasolé fokozott oxidativ stressz miként lassithatd. A megvalaszolandd
kérdéseink a kovetkez6k voltak:

* Vajon az antioxidans szelén étrend-kiegészités megforditja-e az 6regedés soran fellép6
izomfunkcié csokkenést?

e Az egész életen at tartd edzés miként befolyasolja az izomfunkcidk megbrzését
oregkorra?

e Ezek hogyan befolydsoljak az ECC-ban résztvevd fehérjék miikddését és az izom Ca?*-
homeosztazisat?

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

Tovabba szerettiik volna megvizsgalni, hogy a vazizom egyik fontos fehérjének hidnya miként
befolyalja az ECC-t:

* sAnkl KO egerek esetén a fehérje hianya befolyasolja-e a vazizomrostok intracelluldris
Ca?*-homeosztazisat?

e Az 6regedés hogyan befolydsolja ezeket a valtozasokat?
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III. Anyagok és modszerek

I11.1. Allatmodell

Allatkisérleteinket az Eurdpai Unié iranyelveinek (86/609/EEC) megfelel6en végeztiik. A
kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjéléti Bizottsdg engedélyével
(31/2012/DE MAB) hajtottuk végre. A vegyes nem(i allatokat fémracs fedelli mianyag
ketrecekben helyeztiik el. Az egereket normal ragcsalo tdppal etettik, a vizhez ad libitum
hozzaférésiik volt. Az allatok helyiségének megvilagitdsa automatikusan 12 éras vilagos és 12
Oras sotét ciklusok valtakozasaval volt megoldva, a h&mérsékletet pedig 22-25° C
tartomanyban tartottuk. Kisérleteinket vegyes nem( C57 BL/6, Cmpt, illetve sANK1 KO
egereken végeztik.

Az Oregedés hatasait vizsgdld kisérletsorozatban 5 féle allatcsoporton végeztiink méréseket.
Az elsé csoportban, amelyet edzett kontrollnak neveztiink el, C57 BL/6 egerek voltak,
amelyeket normal étrenden tartottunk és edzésképpen futémalommal felszerelt ketrecbe
helyeztiik, amit 14 napon keresztiil 6nkéntesen hasznalhattak 2 havonta, 2 hdnapos koruktdl,
az életlik végéig. A masodik és harmadik, azaz a nem edzett fiatal (4 hdnapos) és nem edzett
idés (20-22 hénapos) kontroll csoportban szintén C57 BL/6 egerek voltak. Ok is normal
étrendet kaptak, viszont a ketreciikben nem volt futémalom. A negyedik, azaz a nem edzett
Cmpt csoportban 20-22 hénapos Cmpt egerek szintén normal étrenden és normal ketrecben,
tehat futdmalom nélkil voltak tartva. Az 6todik, nem edzett szelénnel etetett csoportban 20-
22 hoénapos C57 BL/6 egerek voltak, melyek a tobbi nem edzett csoporthoz hasonlé
korilmények kdzott voltak tartva, viszont megndvelt szelén tartalmu étrendet kaptak.

I11.2. A szelén diéta leirasa

Elemi nano méretli szelént (NanoSe) kevertlink normal ragcsalotapba és ezzel etettik 2
hénapon at a 20-22 hdnapos, nem edzett kontroll egereket. A szelént 5 ppm (részecske /
millid) koncentracidban alkalmaztuk. igy 1 kg ragcsalétap 5 mg Se tartalmazott, ami korilbeldl
40 pg / testtomeg kg / nap Se felvételt eredményezett a kisérleti allatokban. A nano méret(
elemi szelén elGallitasat korabban mar leirtuk (Eszenyi és mtsai., 2011).

111.3. Cmpt egér modell

A Compact, azaz a MstnCmpt-dl1Abc egerek Dr. Miiller Géza laboratériumabdl szarmaztak
(Varga és mtsai., 2003). Ezek az allatok - mivel miosztatin-hianyosak, ami az izomndévekedés
negativ szabalyozéja - megnovekedett izomtomeglek (5. dbra). A Cmpt mutdcié fenntartdsa
céljabdl heterozigdta egereket vad tipust C57BL6 (Mstn +/+; kontroll; 5. dbra felsG) és Cmpt
egerek (5. abra alsd) paroztatasaval nyertiink. A genotipus meghatarozasara farok csucsbal
szarmazo mintat hasznaltunk.
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[11.4. sAnk1 KO egér modell

A sAnkl KO egerek a Jackson Laboratériumbdl (Bar Harbor, ME, USA) szarmaztak. Az egér
koldnidt heterozigdta egerek keresztezésével tartotta fenn olasz kollaboracids partneriink, és
az utdodok genotipusat polimerdz lancreakcidval hataroztdk meg. Mi télik kaptunk fiatal
vegyes nem( allatokat és sajat allathazunkban tartottuk 6ket a kontroll egerekhez hasonld
kortilmények kozott a felhasznaldsukig. A kisérleteket sAnkl KO és vad tipusu alomtars
egerekkel végeztik, amely allatok sulya 20-30 g k6z6tt mozgott.

I11.5. In vivo kisérletek

I11.5.1. Onkéntes futébmalom mérések

Az edzett kontroll csoportba tartozd egereket olyan ketrecbe helyeztiik, amiben egér
futdmalom (Campden Instruments Ltd., Loughborough, UK) volt. A malmokat 6sszekapcsoltuk
egy szamitégéppel, majd az adatokat 20 perces id6kozonként, folyamatosan 14 napig
rogzitettik. Minden egyes egérre kiszamitottuk a napi atlagos és maximalis futdsi sebességet,
a 24 6ra alatt megtett tavolsagot és a futassal toltott idé hosszat. Majd a 4. és 14. napok kozotti
adatokat atlagoltuk és igy kaptuk meg az egyes allatok futasi teljesitményét. Végil az egy
kisérleti csoportba tartoto egerek adatainak atlagolasaval szamitottuk ki a kisérleti csoportok
értékét.

[11.5.2. Grip teszt

A mellsé |ab fogasi tesztjét ugy végeztiik, hogy amikor az allatok megbizhatéan megfogtak
er6méréhoz kapcsolt fém keretet, akkor a farkuknal fogva dvatosan elhdztuk Gket az
er6mérétsl. Az egereket parhuzamosan tartottuk az er6mér6hoz kapcsolt kerettel. A
maximalis er6t akkor regisztraltuk, miel6tt az allat elengedte a keretet. A jeleket 2 kHz-es
frekvencidval digitalizaltuk, és egy online csatlakoztatott szamitdégépen 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 futasi
periddus el6tt végeztik. Az Osszes tobbi csoport esetében a grip tesztet az allatok
feldldozasanak napjan végeztiik.

[11.6. In vitro Kkisérletek

Az 4dllatokat elaltattuk, majd feldldoztuk a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjéléti
Bizottsaganak jovahagyott protokollja szerint (31/2012 / DE MAB), (22/2011/ DE MAB, 2012).
Pentobarbitalis altatas (27 mg / kg) és cervicalis dislocatio utan az m. flexor digitorum brevis-
b6l (FDB), m. extensor digitorum longus-bol (EDL), m. soleus-bdl (SOL) és m. quadriceps
femoris-bél szarmazd izmokat hasznaltuk fel.

[11.6.1. Izomer6 mérés

Az EDL (gyors) és a SOL (lassu) izmokat csipesz és oll6 segitségével manualisan kipreparaltuk.
Ezutan vizszintesen elhelyeztik egy kisérleti kamraban, amelyet folyamatosan (10 ml / perc)
karbogénnel (95% O, és 5% CO,) perfundalt Krebs-oldattal (6sszetevéi mM-ban: 135 NaCl, 5
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KCl, 2,5 CaCl,, 1 MgS0a, 10 Hepes, 10 glukdz, 10 NaHCO3; pH=7,2; szobahémérséklet) mostuk
a vitalitds megd@rzésének céljabdl. Az izom egyik végét egy kapacitiv mechano-elektromos
eré6mérGhoz rogzitettik (Experimetria, Budapest, Magyarorszag), a masik vége pedig egy
rovart(ivel volt kiszurva. (6. abra)

6. dbra Az izomerd mérése

Rovid 6sszehuzodasok kivaltasara két, az izom alatt elhelyezett platina elektrédot hasznaltunk
a szupramaximalis amplitiddju, 2 ms hosszu impulzusok leadasara, 0,5 Hz-en. A tetanusz
kivaltasara ugyanilyen egyedi impulzusokat alkalmaztunk 200 Hz frekvencidan 200 ms (EDL)
illetve 100 Hz frekvencian 500 ms (SOL) hosszan. A faradast 150 db tetanusz adasaval idéztiik
el8, a tetanuszokat 0,5 Hz frekvencian ismételve. A faradas szamszerUsitése érdekében az
egymast kovetd tetanuszok amplitiddéjat normalizaltuk az els6 tetanuszra. Azokat az izmokat,
amelyek lathatéan megsériltek a kézi preparacio soran, kizartuk az értékelésbél. A mérések
végeztével az izmok maximalis atmérgjét fénymikroszkép alatt hataroztuk meg. EbbdI
szamoltuk az izmok keresztmetszeti felliletét (CSA) kor keresztmetszetet feltételezve. Az erd
adatokat erre a keresztmetszeti felliletre normalizaltuk atlagolas el6tt.

[11.6.2. Egyedi vazizom rostok izolalasa

A kalcium koncentracio méréseinket egyedi FDB vazizom rostokon végeztik. Az izom manualis
kipreparaldasakor kalciummentes Tyrode oldatot haszndltunk, ami a kbvetkez6ket tartalmazta
mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCly, 5 ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-
tetraacetic acid (EGTA), 11,8 HEPES; 1 gL' glucose; pH=7,4. Az egyedi vazizomrostok
izoladldasahoz enzimatikusan emésztettik az FDB-t. Ehhez 0,2% l-es tipusu kollagenazt (Sigma,
St Louis, MO, USA) adtunk a preparald oldathoz, majd az izmot ebben tartottuk 37 °C-on 35-
65 percig. Ezutdn az emésztést enzimmentes normal Tyrode oldattal (1,8 mM CaCl,) allitottuk
le, és ebben taroltuk az izmokat felhasznalasig 4 °C-on. A méréseket megel6z6en az FDB
izmokbdl enyhe fokd manudlis trituralassal nyertlink egyedi vazizomrostokat.
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[11.6.3. Teljes sejtes intracellularis Ca%*-koncentracié mérés

Az intracelluldris Ca?*-koncentracio valtozasait Fura-2 AM festék segitségével figyeltik meg.
Ez a fluoreszcens festék raciometrikus, tehdt a Ca®*-ot kotott formajanak abszorpcids
maximuma (340 nm) eltér a Ca*-ot nem kotott formaétdl (380 nm). Az egyedi izomroston a
két kiilonb6z6 abszorpcids maximumnak megfeleld hullamhosszon vald gerjesztést kovetGen
az emittalt fluoreszcens fény intenzitdsok hanyadosabdl kiszamithatd a [Ca®*]i (Grynkiewicz és
mtsai., 1985).

[Caz+]i =Kg ' B (R Rpin)/(Rmax™R), (1)

ahol Kq a festék disszociacios allanddja, Rmax a fluoreszcencia hanyados, ha a festék Ca%*-nal
telitett, Rmin a fluoreszcencia hanyados, ha a festék egyaltaldn nem kot Ca®*-ot, R a mért
fluoreszcencia értékek hanyadosa, B a rendszerre jellemzd allandd. Az Rmax, Rmin €s B értékeit
kalibracios mérések soran hataroztuk meg a kovetkezd modon. A kalibraciot az intracelluldris
oldatnak megfelel6 oldatban végeztik kilénb6zé kalciumkoncentracid mellett Fura-2
jelenlétében. A nominalisan kalciummentes oldatot EGTA hozzdadasaval készitettlik el. A
kalibracié soran a mér6 kadat feltoltottiik az adott kalciumkoncentracioju oldattal és a PTI
rendszerrel mindkét (340 és 380 nm) hulldamhosszon megvilagitottuk. A mérések utan
elkészitettuk az atlagos hanyados (R) értéket a két hullam hosszan mért jelekbdl (F3a0/F3s0). Az
Rmin értékét a kalcium mentes oldatban mért hanyados adja meg. Az Rmax értékét pedig a
biztosan szaturélt fluoreszcens jelet adé maximalis [Ca%*]-ju oldatban mért jelek hanyadosa
szolgéltatja. A B értékét pedig a kalciumkoncentraciét megadé ([Ca?*]=KaB:(R-Rmin)/(Rmax-R))
egyenletnek a mért R értékekre tortént illesztésbdl hatdroztuk meg.

A fluoreszcens mérésekhez izolalt egyedi FDB rostokat hasznaltunk, amit lamininnal bevont
fed6lemezre triturdltunk. Ezutadn lecseréltiik az oldatot festékes oldatra, ami 1 ml normal
Tyrode-ben 5 uM Fura-2 AM-et és 150 nM neostigmint tartalmazott. Az utébbi az
extracellularis acetilkolin-észteraz enzim gatlasa miatt kellett, hogy megakadalyozzuk a festék
rostokba jutdsa el6tti aktivacidjat. Ez azért fontos, mert miutdn az acetoxi-metilészter (AM)
csoporttal ellatott festék atjut a sejtmembranon, a Fura-2-rél a sejten belili intracellularis
észterazok lehasitjak az acetoxi-metilésztert, s igy kapjuk meg a funkcioképes raciometrikus
kalcium indikatort. A festékes oldatban a rostokat 60 percig 37 “C-on toltottiik. A rostokat
ezutan festék mentes Tyrode oldatban szobah&mérsékleten 30 percig tartottuk a mérések
elétt.

Kettds hulldamhosszusagy monokromatorral felszerelt PTI késziilékkel (Deltascan, Photon
Technology International, New Brunswick, NJ, USA) végeztik a valtakozd gerjesztést (340 és
380 nm), mig az emissziét 510 nm-en mértilk meg foton-elektronsokszorozé illetve
interferenciasz(irGk segitségével 10 Hz gyakorisaggal rogzitettiik egy szamitdgépen. (7. dbra)

Az intracelluldris kalcium koncentraciét minden esetben a mért fluoreszcencia-intenzitdsok
hanyadosabdl szamitottuk in vivo kalibrdlds alkalmazasaval (1. egyenlet). A mérések
kezdetekor az adott fed6lemezen el6szor egy sejtmentes teriileten felvettiik a hatteret. Kiils6
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perfuzids rendszer segitségével folyamatosan normal Tyrode oldattal perfundaltuk a rostokat.
A kivalasztott rostok kezeléséhez egy lokalisan pozicionalt perfuzids kapillaris tlt (Perfusion
Pencil™; AutoMate Scientific, Berkeley, CA, USA) hasznaltunk. A 0,35 ml/perc atfolyasi
sebességl tlnek az oldatadagolasat egy lokalis perfuzids rendszerrel (Valve Bank™ 8 version
2.0, AutoMate Scientific, Berkeley, CA, USA) vezéreltiik. A t(i mikro-manipulatorral a mérendé
rostra torténd iranyitasaval értiik el, hogy a kilénb6z6 oldatok szinte azonnal és csak a
kivalasztott rostot érjék el.

»

N

340

) s |
T () om

"I Dikroikus tikor

Interferencia szUro
510 nm

PMT

7. abra PTI mérérendszer felépitése. Megvildgito egysége egy 75 W-os XENON izz6, amely a Idthaté hullémhossz
tartomdnyban vildgit és folytonos a spektruma. A késziilék két darab egymastdl fiiggetlentil dllithaté monokromdtorral
rendelkezik (340 és 380 nm). Az emittdlt fény sz(ir6jének (510 nm) sdvszélessége 20 nm.

A kalciumfelszabadulds tanulméanyozasdhoz a Ca?*-tranzienseket depolarizalé oldattal
valtottuk ki, ami 120 mM NaCl helyett ugyanennyi KCl-ot tartalmazott. Ezt a lokalis perfuzid
segitségével 5 s-ig adagoltuk a kivélasztott sejtre. A mioplazmaba felszabadult Ca®*
meghatdrozasara a kalcium kotédését az intracellularis kot6helyekhez és eltavolitasat az
intracellularis térbél kbvetkez6képpen modelleztiik: a Ca?* intracellularisan két6dhet a SERCA
pumpahoz (P), a troponin C-hez (TN), a parvalbumin (parv) és a festékhez; mig az eltavolitdsa
a Ca?*-pumpa aktivitdsaval volt figyelembe véve. A kalcium pumpa maximalis szallitdsi
sebességét a Ca’*-tranziens stimuldciot koévetd leszalld féazisdbdl a legmegfelelGbb

paraméterek illesztésével hataroztuk meg.

A mioplazmatikus térbe kijuté és onnan eltdvolitasra keriil6 Ca** mennyiségének valtozdsat az
alabbi differencial egyenletrendszer irja le, amelyet Brum és mtsai. (1988) dolgoztak ki. Ebben
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szerepel a Ca?* kiilonbdz8 kotShelyekre térténd kotédése és onnan levaldsa. A troponin
esetében ezt a

d[CaTN]
dt

= kon,carn - [Ca?*] - [TN] = koff carn - [CaTN] (2)

egyenlet irja le, ahol [TN] a teljes troponin, mig [CaTN] a kalciumot ko&tott troponin
koncentracidja.

Ezen két6helyek kdziil néhdny a Ca?* mellett Mg?*-t is két. llyen a parvalbumin (PARV), amelyre
ezért két egyenlet is vonatkozik.

d[CaPARV
[ adt 1= Koncapary * [Ca?*] - [PARV] = koff caparv - [CaPARV] (3)
és
d[MgPARV
am gdt I _ Konmgparv - [Mg**] - [PARV] = korpmgpary - [MgPARV] (4)

ahol [PARV] teljes parvalbumin, mig [CaPARV] a kalciumot és [MgPARV] a magnéziumot kotott
parvalbumin koncentracidja.
Az SR Ca?*-pumpdjéra a kévetkezd két egyenlet vonatkozik:

(d[;ta])}, = —Vnax - ([CPLTP])Z (5)

ahol [P]t a pumpa teljes koncentracidja, mig [CaP] a kalciumot kotott pumpa koncentracidja
és a négyzetre emelésben van figyelembe véve, hogy a pumpa két db Ca?*—ot két. A pumpa
Ca**—kotését pedig a kdvetkezd egyenlet irja le:

[Plr-[ca?*]
[Ca2+]+Kp

[CaP] = (6)

ahol Kp a pumpa Ca?* irdnti disszociacids konstansat jeldli. Végezetiil a Ca%*-érzékeny festék is
kot6helyként van figyelembe véve:

d[CaD]
dt

= kon,CaD ’ [Ca2+] ’ [D] - koff,CaD ’ [CaD] (7)

ahol [D] a teljes festék, mig [CaD] a kalciumot kotott festék koncentracioja.
A teljes [Ca?*]; véltozast leird differencidlegyenlet a fenti egyenletek 6sszege:

d[ca] d[CaTN]  d[CaPARV]
= - - — Vnax *
dt dt dt Pr

[caP\%  d[caP] d[caD]
) ~~a a L (8)

ahol L az egyetlen pozitiv tag és az SR-bél nyugalomban kicsurgé [Ca?*]-ot jelenti. Ez konstans,
fuggetlen az id6t6l és egyenls a nyugalmi [Ca?*]i-vel.

A modell 6sszes tobbi paraméterét allando értéken tartottuk [PARV] = 690 UM, kon, caparv = 160
UM 572, Koff, caparv = 1,5 573, Kon, mgparv = 0,4. UM ™ 572, Kotf, mgpary = 8 572, [TN] = 250 UM, Kon, catn
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=20 M~ s7L, Kotf, catn = 150 s72, [P] = 200 uM, ke = 0,5 uM. A K, a pumpa fehérje Ca?* irdnti
disszociacids konstanséat jeldli A Ca?* felszabadulas sebességét (fluxus) a Ca?*-tranziens idébeli
derivaltjaként szamitottuk ki. A hosszu depolarizacié alatt (5 s) felszabadult Ca?* mennyisége
pedig j6 becslése az SR kalciumtartalmanak (Ursu és mtsai., 2005).

Az SR Ca?*-tartalmanak kdzvetlen mérésére egy masik mérési protokollt is alkalmaztunk.
El6szor lokalis perfuzid segitségével normal Tyrode oldatot adagoltunk a rostokra, majd ezt
kalciummentes Tyrode oldatra cseréltilk, amely 5 mM EGTA-t tartalmazott. Az intracellularis
Ca%*-raktért egy koktél (200 pM 4-klér-M-krezol és 10 uM ciklopiazonsav) felhasznéldsaval
uritettiik ki kalciummentes Tyrode-ban. A koktél hatdsara az SR-b6l nagy mennyiség(i Ca?*
szabadult fel a RyR-eken keresztil. Az 6sszes lokalisan adagolt oldat 50 uM N-benzyl-p-toluene
Sulphonamide-t (BTS-t) tartalmazott, hogy csokkentsiik a rost mozgasat a kalcium
felszabaduldsa soran. Nyugalmi [Ca®*]; értékét gy szdmoltuk, hogy atlagoltuk a fluoreszcencia
hdnyadosokat normdl Tyrode-ban. A SR Ca?*-tartalmat a kalciumtranziensekbdl a Ca?*-
felszabaduldst és -visszavételt leird modellbdl szamoltuk ki. Ez elfogadott mddszer az Ca?*-
tartalmanak becslésére.

[11.6.4. Elemi kalciumfelszabaduldsi események (CREs) mérése permeabilizalt
izomrostokban

Az izoldlt egyedi FDB izomrostokat szaponinnal permeabilizaltuk, és 0,1 mM fluo-3 festékkel
toltottik fel. A rostokat relaxalé oldatban (6sszetevéi mM-ban: 6 MgCl,, 5 Nax-ATP, 125 K-
glutamat, 10 HEPES, 1 EGTA, 0,13 CaCl,, 10 gliikdz, 10 Na-foszfo-kreatin, pH=7,2) tartottuk 2-
3 percen keresztiil 0,002% szaponin jelenlétében. igy a felszini membran kilyuggatasaval
nemcsak az elemi események szamat tudtuk fokozni a rostokon, hanem egyuttal a
kalciumindikator festék bejutasat is segitettiik a rost belsejébe (Szentesi és mtsai., 2004). A
felszini membran permeabilizalddasat mikroszkép alatt a fluo-3 fluoreszcencia intenzitasa
novekedése révén kovettik nyomon. Ezt az oldatot ezutdn mérési oldatra cseréltiik
(6sszetevéi mM-ban: 6 MgCly, 5 Nay-ATP, 95 K,SOa4, 10 HEPES, 1 EGTA, 0,13 CaCl,, 10 glikdz,
10 Na-foszfo-kreatin, pH=7,2). A képeket 40x olaj-immerzids objektivvel (NA = 1,3) rogzitettik
egy ultragyors Zeiss 5 LIVE |ézeres pasztdazd konfokalis mikroszképon (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag). A fluo-3 festéket argonion lézerrel 488 nm-en gerjesztettiik, majd a rost altal
kibocsatott fluoreszcens fényt 505 nm hulldmhossz felett gydjtottik ossze.
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8. dbra XY szkennelés, és egy spark. A. Egy fluo-3 kalciumérzékeny festékkel téltétt izomrost képe. A nyillal jelélt vildgosabb
teriileteken taldlhatéak a spark-ok. B. Az A panel hattér fluoreszcencidra normalizdlt (F/Fo) képe. A képeket ugy dllitottuk
el6, hogy normalizdltuk a kiinduldsi fluoreszcencidra (Fo) a hattér levondsa utdn (a roston kiviil meghatdrozva). A melegebb
szinek nagyobb [Ca?*]i-nek felelnek meg. C. A B panelen nyillal jel6lt spark kinagyitott képe, a rostok hosszanti tengelyével
pdrhuzamos (X) vagy arra meréleges (Y) térbeli profiliaval egyiitt. A térbeli profilok a nyilakkal jel6lt helyeken 5 pixel széles
savok dtlagoldsdaval késziiltek.

A mérési oldat alkalmazasat kovetd tizenot perc elteltével minden vizsgalt rostrél nyolc
kiilonb6z6 helyen 120 db 512x512 pixel nagysagu (x, y) képet tartalmazd képsorozatot
készitettiink 67 ms/kép sebességgel. Az egyes sorozatok elsé képén meghataroztuk a hatteret
és a rost korvonaldt. Ezutan az atlagolt hattér-fluoreszcenciat kivontuk minden sorozat 6sszes
képének minden pixelébdl. A rost Z-vonalainak detektalasdra az Osszes kép frekvencia-
spektrumat kiszamitottuk gyors Fourier-transzformacié (FFT) alkalmazdsaval. Ezutan a
szarkoméreknek megfelel frekvenciakomponensek inverz FFT-jét hasznaltuk a Z-vonalak
eltavolitasara a képekrdl. Stacionarius wavelet mddszert alkalmaztunk alacsony kiiszobérték
szliréssel, hogy kimutassuk az elemi Ca?* felszabaduldsi eseményeket (CRE vagy spark) a
rostokon (8. 4dbra). Végil a spark-ok kovetkez6 paramétereit szamitottuk ki: az amplitudot és
két térbeli szélességet a maximum felénél (FWHM), a Z-vonalakra merélegesen (FWHM-x) és
azokkal parhuzamosan (FWHM-y). A CRE soran felszabadult Ca?* mennyiségének becsléséhez

kiszamitottuk a jel sGr(iséget (Signal Mass, SM).

Signal Mass = A * 1,206 * FWHM —x * FWHM —y * FWHM —z (9)

ahol A a spark-ok amplituddja (Hollingworth és mtsai., 2001). A z irdanyu (azaz az optikai
tengely irdnyd) FWHM becslésére a két FWHM (x és y irdnyu) atlagat hasznaltuk.

[11.6.5. Fesziiltség clamp mérések és Ca2*-tranziens analizis

Az izolalt FDB rostokon fesziiltség clamp korilmények kdzott (Axoclamp 2B, Axon Instruments,
Foster City, CA, USA) az el6bb bemutatott konfokalis mikroszkdppal (Zeiss 5 Live) készitettlink
képeket a kovetkezd Osszetétell kiils6 oldatban: (mM-ban) 140 TEA-CH3SOs, 1 CaCly, 3,5
MgCly, 10 HEPES, 1 4-amino-piridin, 0,5 CdCl,, 0,3 LaCls, 0,001 TTX és 0,05 BTS, pH=7,2,
ozmolalitds 320 mOsm. A pipettat rhod-2 fluoreszcens kalciumindikatort tartalmazo belsé
oldattal toltottiik fel (ennek 6sszetevéi mM-ban: 110 N-metil-glucamin, 110 L-glutaminsav, 10
EGTA, 10 Tris, 10 gliikdz, 5 Na ATP, 5 foszfo-kreatin Tris, 0,1 rhod-2, 3,56 CaCl,, és 7,4 MgCl,,
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pH=7,2, ozmolalitdas 320 mOsm). Az 6sszes kisérletet 20-22 °C-on végeztiik, és a nyugalmi
membranpotencialt -80 mV-on tartottuk. A pipetta ellendlldsa 1-2 MQ tartomanyban
valtozott. Analég kompenzaciot alkalmaztuk a linearis kapacitiv aramok korrigalasara. A Ca?*-
tranzienseket egy modell alkalmazasaval analizaltuk, amely kiszamitja a kalciumfelszabadulas
fluxusat. A modell figyelembe veszi a [Ca?*]i(t) valtozasait egyetlen térfogategységben,
beleértve a kalciumeltavolitasi folyamatokat, mint példaul a SERCA pumpa maximalis
transzportsebessége (Vmax, illesztett paraméter). A kisérleteket kalciumpuffer (10 mM EGTA)
jelenlétében végeztiik, igy az endogén puffereket szinte elhanyagolhaténak tekintettik a
kalciumeltdvolitasi folyamatban. A Ca?*-felszabadulds aktivalodasanak fesziltségfiiggését a
Boltzmann fuggvény irja le:

[Ca2+]i(Vm) = [Ca2+]i,max/(1 + exp(_(vm - VSO)/k) (10)

ahol V5o az 50%-0s aktivacidhoz tartozo fesziiltség, k a fuggvény meredekség logaritmusanak
reciproka, és Vm az adott depolarizacios fesziiltség. A vonalmenti szkennelés képeket egy
altalunk készitett program segitségével elemeztiik a kovetkez6 paraméterek felhasznaldsaval:
Kd rhod-2= 18 UM és kon = 0,7x108 M~1s71. A Ca?*-felszabadulds fluxusbdl (a kalciumcsatorndkon
keresztiilmend fluxusbdl) kivonva a pumpa eltavolitd fluxusat, az SR-bél kilép6 nettd fluxus
meghatarozhatd. A nettd fluxus integrdlja megadja a depolarizacidval felszabadithaté SR
kalciumtartalmat, vagy mas néven a felszabadult Ca?* mennyiségét (A[Ca?*]issszes).(Brum és
mtsai., 1988)

[11.6.6. ROS mérések

Az egyedi FDB rostokat szobahémérsékleten 20 percig nTyr-ben, 3 nM dihidroetidiummal
toltottik. A nyugalomban levd rostok fluoreszcencia intenzitdsat 532 nm hulldamhosszon
torténd gerjesztéssel és 550 nm folotti hulldmhosszon detektdltuk. A mérést megismételtiik
ugyanazon a roston 100 darab tetanusz utan, amit téringerléssel (2 ms hosszusagu
négyzetimpulzusokkal 50 Hz gyakorisaggal 100 ms idGtartamig) valtottunk ki. A hattérre
korrigdlt fluoreszcencia értékeket 4atlagoltuk egy kivalasztott teriileten a rostok
hossztengelyével parhuzamosan. A dihidroetidium feldusul a sejtmagokban és tokéletesen
megadja azok elhelyezkedését. igy minden roston egy olyan azonos nagysagu teriileten
végeztlk a szamolast, ahol nem volt sejtmag. Ez a terlilet szamos szarkomért lefedett és igy
lehetett biztositani, hogy nagyjabol azonos mennyiségli mitokondriumbdl szarmazé
fluoreszcens jelet vegyiink figyelembe az analizis soran. A kiszamitott gorbék a fluoreszcencia
periodikus ndvekedését és csokkenését mutattdk, amely a festék eloszlasanak a szarkomér
menti mintazatat tikrozi. Feltételeztlik, hogy a gorbék atlagértékei aranyosak a rostok ROS-
termelésével.

[11.6.7. Western blot analizis

A hatso végtaghdl szarmazd musculus quadriceps femoris szovetmintait lizispufferben
homogenizaltuk (20 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA, proteaz-inhibitor koktél (1: 100) a Sigma-tadl),
és jégen szonikatorral szétbontottuk. A mintak fehérjetartalmat médositott bicinchininsav
fehérje-teszttel (Pierce, Rockford, IL, USA) mértiik, szarvasmarha szérum albumin
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alkalmazasaval. A Western-blot analizishez a teljes izom homogeniztatumhoz 1/5 térfogatu
OtszOoros toménységl elektroforézis mintapuffert (310 mM Tris-HCl pH=6,8, 10% SDS, 50%
glycerol, 100 mM dithiothreitol (DTT), 0,01% brém-fenol-kék) adtunk és ezutan 5 percig 80°C-
on f6éztlk Sket.

10 ug fehérjét elvdlasztottunk 5% és 7,5% natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) a vizsgalt fehérjék immunoldgiai kimutatasara. A fehérjéket
elektroforetikusan vittiik at a nitrocellul6z membranokra (BioRad, Bécs, Ausztria).

Miutan blokkoltuk az aspecifikus kot6helyeket PBS-ben oldott 5%-o0s sovany tejporral, a
membranokat egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk a megfelel6 primer antitestekkel. (1.
tablazat)

Miutdan haromszor 10 percig mostuk PBST-vel (PBS, 0,1% Tween 20-szal kiegészitve), a
membranokat a szekunder antitesttel inkubaltuk 1 6ran at. Az utébbi az elsGdleges antitestet
termeld faj (nyul vagy egér) ellen termeltetett, tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt kecske
immunoglobulin (Bio-Rad), amit 5% sovany tejport tartalmazé PBS-ben 1:1000 aranyban
higitottunk. A jeleket fokozott kemilumineszcencia (ECL) reakciéval detektaltuk (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA). Az egyes savok intenzitasat és ugyanazon kép hatterét Imagel
programmal (NIH, Bethesda, MD, USA) hataroztuk meg. A hattérre korrigalt normalizalt
értékeket a haztartasi gének intenzitasa alapjan adtuk meg ugyanazon mintakban. Végul
ezeket az adatokat a kontrollhoz viszonyitva fejeztiik ki.
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Fehérje Gazda

Forgalmazé Kat. szam Higitas Epitop
neve szervezet
Thermo , L -
DHPR . MA3-921 egér 1:500 nyul dihidropiridin receptor
Scientific
Ajandék I. , L, .
RyR1 l. Marty , nyul 1:5000 disznd rianodin receptor
Marty-tol
Thermo i csirke pektorialis izom
RyR1 o MA2-925 egér 1:1000 . .
Scientific eredet( rianodin receptor
Themo , nyul vazizom eredetl ATPaz
SERCA1 R MA3-912 egér 1:1000 ) )
Scientific aminosav 506-C-terminus

) ) human eredet( aktin C-
Aktin Santa Cruz sc-1616 nyul 1:500 .
terminusa
humadn eredet( SEPN1 belsé
Sepn Santa Cruz  sc-98960 nyul 1:500 régiojabdl szdrmazod 293-452
aminosav

human eredet(i a-aktinin C-
a-aktinin  Santa Cruz  sc-166524 egér 1:500 terminusaban 872-891
aminosavak

1. tabldzat Western blot-hoz haszndlt antitestek

[11.6.8. Az izmok szeléntartalmanak meghatarozasa

Az EDL izom teljes szeléntartalmanak becslését korabban részletesen ismertettik (Ungvari és
mtsai., 2014). Roviden, az EDL izom teljes szeléntartalmanak becsléséhez Hydride Generation
Atomic Fluorescence Spectrometry-t (HG-AFS) hasznaltunk. A mintakon nedves emésztést
végeztiink ugy, hogy 5 ml 65% HNOs-t adtunk 1 g mintahoz, 60 °C-on 60 percig, majd 120 °C-
on 240 percig emésztettiik, ezutan 3 ml 30% -os H20,-t adtunk hozza. A méréseket Atomic
Fluorescence Spectrometer (Millenium Merlin, P.S. Analytical, Orpington, Anglia) segitségével
végeztlk, a kovetkez6 bedllitasokkal: 15 |/perc argon gaz adagolas, 40 s mérés, 40 s mosasi
id6, 100-as erfsitéssel.

I11.7. Adatelemzés és statisztika

Az Osszesitett adatokat atlag + atlag hibajaként (SEM) fejeztik ki. Az atlagot és a SEM-et
sulyozott atlagok és sulyozott standard hibak alapjan szamitottuk ki ugyanazon allatbol
szarmazo izmok szamanak megfelel§ sulyozasaval, mig a mintdak szama az adott csoportba
tartozo allatok szama volt. Az allatcsoportok kozotti kiilonbségeket egy-utas illetve két-utas
varianciaanalizissel (ANOVA) és paronkénti tobbszorés oOsszehasonlitasi eljarasokkal
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(Bonferroni tébbszords 6sszehasonlitd teszt; Student-Newman-Keuls mdadszer) értékeltiik, a
Prism statisztikai program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) hasznalataval. A 0,05-nél
kisebb p-értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettik. Egyedi medidciés modellt (Casual
mediation model; CMM) készitettlink annak megvizsgalasara, hogy a szelenoprotein
expresszié szintje és a maximalis tetanuszos erd kdzétti kapcsolatot az intracelluldris Ca%*
koncentracio mediatorként valtoztatja-e.
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IV. Eredmények

IV.1. In vivo Kisérletek

Az allatok in vivo izomteljesitményének ellen6rzésére grip tesztet hasznaltunk. A kontroll
allatok testtomegre normalizalt fogasi ereje csokkent az életkorral, mivel a testsulyuk nétt,
viszont a fiatal allatokhoz hasonlé maximalis er6t produkaltak (2. tablazat). A Compact
mutdciét (Cmpt) hordozd, id6s miosztatin-hidnyos egerek szignifikdnsan nagyobb maximalis
er6t produkaltak, mint az id6skord kontroll dllatok, de a testtomegre tortént normalizdlas utan
teljesitményik szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll egereké (2. tablazat). A
szelénkezelés nem valtoztatta meg a maximalis fogasi er6t idGskorban, de a testtomegre
normalizalt kapaszkoddsi erd szignifikdnsan magasabb lett, mint a kontroll egereké (2.
tablazat).

Fiatal Oreg
(3 hénapos) (20-22 hénapos)
Kontroll Kontroll Cmpt Szelénnel Kontroll
(8) (6) (7) etetett (6) edzett (8)
i 19,7+1,1 52,8+1,8

Testsuly (g) xx 31,2+1,2 xx 28,6+1,0 26,9+0,8**
o 138,415,1 112,143,1

Maximalis eré (mN) 98,0+2,0 99,5+3,2 xx 104,0+2,9 s
Testsulyra 5,02+0,13 2,61+0,09 3,63+0,10 4,1710,12

3,22i0,12 % % * % % % %

normalizalt (mN/g) *Hk

2. tabldzat Testsuly és kapaszkoddsi eré. A zdardjelben szerepl6 szamok az dllatok szamat jelélik. *, ** és *** g szignifikdns
kiilénbséget jelolik az éreg kontrollhoz képest, p<0,05, p<0,01 és p<0,001.

A kontroll allatok egy csoportja (8 egér) 14 napos onkéntes futé malom kisérletekben vett
részt (edzett csoport) 9 és 90 hetes koruk kdzott (ez 2 és 22 honapnak felel meg). Ahogy az
varhatd volt, az egerek egész életen at tartd edzése jelentGsen megndvelte a maximalis
kapaszkodasi erG6t a nem edzett idGs kontroll allatokhoz képest (2. tablazat). Az 6nkéntes futd
malom kisérletek eredményei az életkor fliggvényében valtoztak. A specidlis ketrecben
eltoltott 2-3 nap utan az atlagos futasi sebesség egy adott szinten stabilizalédott (I1dsd a 9. dbra
A paneljének betét grafikonjan). Az 6sszes tobbi mért paraméter (napi maximalis sebesség,
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futasi idG6 és tavolsag) hasonlo tendenciat kovetett (ezeket az adatok nem mutatom be) a futas
két hetében.
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9. dbra Az 6nkéntes futds dtlagos napi sebessége, tdvolsdga és idétartalma. 8 kontroll egér, 2 havonta 2 héten dt végzett
Onkéntes futdsdnak kévetése. A: dtlagos napi sebesség; B: datlagos napi tavolsag; C: dtlagos napi futdssal toltétt id6. Az lires
kérék a 10. héten az egerek elsé futdsi eredményét mutatjak. Az iires kérék a 85. héten egy olyan 6reg egerekbdl dllé
csoport eredményeit mutatjak, amelyek elGtte egyszer sem futottak. A *, ** és *** szignifikdns eltérést mutat 90. héten
kapott dtlagoktdl p<0,05, p<0,01 és p<0,001 szinten. Az A panel betét grafikonja a nyillal jelélt pont szamoldsdhoz haszndlt
14 napos mérési eredményt mutatja.

Az 6nkéntes futas minden paramétere csokkenést mutatott a 40. hetes életkor utan a kontroll
egerekben (9. abra). Ezenkivil elvégeztiik az dnkéntes futd malom kisérletet olyan 21 hénapos
allatokon is, amelyek korabban még nem futottak életiikben (nem edzett csoport). Az atlagos
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sebesség (9A. abra) és a napi tavolsag (9B. abra) szignifikansan alacsonyabb volt a nem edzett
kontroll csoportban 85 hetes korban. Erdekes médon a nem edzett id8s allatok majdnem
ugyanannyi id6t toltdttek a futokerékben, mint az id8s edzett egerek (9C dbra). Osszességében
ezek a kisérletek egyértelmden jelezték, hogy az egerek 6regedése az izomteljesitményikre
negativ hatdssal van. E jelenség alapjaul szolgalé6 mechanizmusok tisztazasa érdekében a
tovabbiakban részletesen megvizsgaltuk az in vitro er6t és az ECC [épéseit.

IV 2. In vitro Kkisérletek

IV.2.1. Erémérés
Ahogy vartuk, a korral csokken az in vitro izomerd a kontroll allatokban (10. dbra).

Nem edzett
Fiatal kontroll Kontroll Cmpt Se Edzett
A
N 1 mN/mm? A
\ [\
l, \ I\
\ | | A\
I’ \ | \
I' \ 50 ms
J Se / S —
/7
B II \\ 2 mN/mm?
I \ —
! \ 100 ms &
/ \
J N
C D
Nem edzett Nem edzett
3 * 15 * %k
Y * * [3Y]
£ I £ +x *x
E2 £ 10 N
Z * z \
E 4 % E 5 \ 2
0 10 0 k 10
W LN m oo LN
Fiatal Kontroll Cmpt Se  Edzett Fiatal Kontroll Cmpt  Se  Edzett
Oreg

Oreg

10. dbra Izometrikus erd az EDL izomban. Egyedi révid dsszehuzodds (twitch) (A,C) és tetanusz (B,D) méréseket végeztiink 4
honapos, nem edzett kontroll (barna, szaggatott vonal); 20 honapos nem edzett kontroll (fekete); Cmpt (piros); szelénnel
etetett (z6ld); és edzett kontroll (kék) egerekbél szarmazd EDL izmokon, szobahémérsékleten (24 °C). Az erét az izom
keresztmetszeti feliiletére normalizdltuk. Az oszlopokban Iévé szdmok mutatjdk a vizsgdlt izmok szamdt. *,**, *** jelzi a
szignifikans kiilénbséget az dreg kontrollhoz képest, p<0,05, p< 0,01, p<0,001. A vizsgdlt dllatok szamdt a 3. tabldzatban
adtuk meg.

Hogy kideritsiik a hipermuszkularis fenotipus, az élethosszig tarto edzés, vagy pedig a szelén
étrend kiegészités maddositja-e kozvetlenll az izom funkcidkat, in vitro izomer§ mérést
végeztiink egy fiatal és négy oreg dallatcsoportban. Szignifikdns kiilonbséget talaltunk az EDL



izmok egyedi 6sszehuzddasainak atlagos amplituddéjaban (10. abra A, C), a Cmpt, a szelénnel
etetett, az edzett és a kontroll dllatok kozott. (3. tablazat).

Eré paraméterei

Maximalis
erd

(mN/mm?)

TTP® (ms)

HRT? (ms)
Id6tartam
(ms)

Tw/Te

Faradas” (%)
tetanusz

alatt

CSA (mm?)

Tw®

Te®

Tw

Te

Tw

Te

Tw

Te

50.

100.

150.

lzmok szama

Fiatal

kontroll

n=11

2,38+0,20*

10,83+0,97**

34,6%1,1
173,2+4,2
29,0+1,0
72,845,0
216,5%£32,6
336,1+4,7
0,20+0,01
31,6%2,0
60,4%3,2
67,613,7

1,0310,06*

16

Oreg
kontroll,
nem edzett
n=9
1,71+0,16

7,6810,61

32,4+0,7
168,8+6,9
30,9+1,3
75,3%7,4
185,3+22,8
329,7+7,3
0,22+0,03
32,5+2,0
54,7+2,4
68,0+2,8

1,22+0,08

16

Oreg
Cmpt,
nem edzett

n=7

1,09+0,16*

4,95+0,77*

30,4+1,4

164,7+7,0
28,0+1,2

74,615,2

136,4+6,9
322,148,6
0,27+0,10
40,1+5,5

67,7+4,9*
80,0+3,5*

1,90+0,21*

*

10

Oreg
szelénnel
etetett,
nem edzett

n=5
2,331+0,21%*

10,89+0,60*

*

32,740,6
189,3+3,3*
29,9+1,4
64,2+1,8
179,2+24,1
361,3+9,4*
0,21+0,01
22,3+1,1%%*
40,242,5%**
49,143,3%**

0,91+0,05*

10

Oreg
kontroll,
edzett

n=5

2,01+0,22

10,92+0,88

ook ok

2,55%0,33
188,2+2,5™
27,5+1,7
62,9+2,5
132,4+12,2"
350,247,9
0,2240,01
22,8+1,6™"

43,1+2,6

48,5%2,3

0,80+0,08

9

3. tabldzat Az EDL izmon végzett twitch és tetanusz mérések dtlagolt paraméterei. Az dllatcsoportokndl szerepld értékek a
vizsgdlt dllatok szamdt mutatjdk. *,** *** a szignifikans kiilbnbséget jeldli az 6reg nem edzett kontroll csoporthoz
viszonyitva; p<0,05, p<0,01; p<0,001. Az 50., a 100. és a 150. tetanuszt az elsé tetanuszra normalizdltuk. A faraddst gy
szamoltuk, hogy 100*(1-(normalizdlt tetanusz amplitiddja)). TTP: cstcs eléréséhez sziikséges idé (time to peak), HRT: fél
relaxdcios idé (half relaxation time), Tw: Twitch, Te: Tetanusz, CSA: az izom keresztmetszeti feliilete
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Oreg

Fiatal Oreg Oreg i Oreg
szelénnel
. i . kontroll kontroll, Cmpt, kontroll,
Eré paraméterei etetett,
nem edzett nem edzett edzett
nem edzett
n=11 n=9 n=7 n=5
n=5
Maximalis
. § 2,06+0,26 2,03+0.36 1,83+0,41 2,07+0,29 2,01+0,22
eré
2
(mMN/mm?)  gs 11,36+1,46  10,21#1,62 11,07+1,33 10,06+1,31  10,92+0,88
TTPS (ms) Tw 70,5+4,3 64,7+3,5 68,2+4,2 81,1+2,5™ 97,746,2""
Te 505.9+2.8"" 516.0+2.2 520,0+7,8 521,3+1,7 526,612,6™
HRTS$ (ms) Tw 67,1+5,8 63,3+3,5 65,4+5,8 73,4+3,9 86.1+4.4"
Te 91,5+2,3™" 126,2+6,7 109,545,6 149,7+3,1" 119,4+46,0
Idotartam Tw 311,1+22,2 286,9+18,2 273,1+18,8 306,7£15,9 364,8+25,3"
(ms)
Te 701,6+7,9"" 820,9+25,5 796,6+34,4 862,6+13,9 780,8+13,6
Tw/Te 0,20£0,03 0,22+0,04 0,1540,02 0,21+0,02 0,20£0,04
Faradas* 50. 33,5+4,2" 22,810,7 34,9+3,9" 20,9+2,3 29,7+1,0"
(%)
tetanusz 100. 54,6+4,5 40,7+1,8 60,1+4,0°"" 36,6+3,9 44,6%2,2
alatt .
150. 63,3+4,6 48,8+12,7 72,313,7 48,514,2 50,9+2,6
CSA (mmz2) 1,01+0,07 1,07+0,13 1,05+0,14 1,02+0,09 0,93+0,07
Izmok szama 14 15 11 10 9

4. tdbldzat A soleus izmon végzett twitch és tetanusz mérések dtlagolt paraméterei. Az dllatcsoportokndl szerepld értékek a
vizsgdlt dllatok szamdt mutatjak. *,** *** a szignifikans kiilbnbséget jeldli az 6reg nem edzett kontroll csoporthoz
viszonyitva; p<0,05, p<0,01; p<0,001. Az 50., a 100. és a 150. tetanuszt az elsé tetanuszra normalizdltuk. A faraddst gy

szamoltuk, hogy 100*(1-(normalizdlt tetanusz amplitiddja)). TTP: cstcs eléréséhez sziikséges idd (time to peak), HRT: fél
relaxdcios idé (half relaxation time), Tw: Twitch, Te: Tetanusz, CSA: az izom keresztmetszeti feliilete
Mig a szelénnel etetés és az egész életen at tartd edzés novelte, addig a Cmpt fenotipus
csokkentette a rangasok maximalis erejét. Hasonld szignifikans kilonbséget talaltunk a
tetanikus erében is (10. dbra B, D). Erdekes médon ezek a kiildnbségek nem voltak
tablazat).
rangas/tetanusz aranyban az allatcsoportok kozott (3. és 4. tablazat). Ez a paraméter a

megfigyelhetéek a soleus izomban. (4. Nem volt kilonbség az egyedi

neuromuszkularis junkcié normalis m(ikodésérdl arulkodik.
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11. dbra Fdradds mérése. Az EDL izmok faraddsat 0,5 Hz frekvencidval ismételt 150 darab tetanusszal vdltottuk ki, az
egymdst kévetd tetanuszok amplituddit az elsé kivdltott tetanuszra normalizdltuk. A: Fiatal és éreg egereknél a faradds
hasonlo volt, de az 6reg Cmpt egerekben szignifikinsan nagyobb, mint a tobbiben. B: Az edzett és szelénnel etetett egerek
kevésbé faradtak, mint azt tapasztaltunk az 6reg egerek esetében. A folyamatos vizszintes vonalak a gérbék alatt (piros:
nem edzett Cmpt; z6ld: nem edzett szelénnel etetett; kék: edzett kontroll) azt az intervallumot mutatjdk, ahol az adatok
szignifikansan kiilénb6znek a nem edzett 6reg kontrolltdl (p<0,05). A vizsgdlt izmok darabszéma és a konkrét 50., 100. és
150. faradds értékek a 3. szamu tabldazatban taldlhatoak.

Tovabba a szelén és az edzés csdkkentette az izmok faradasat a 150 tetanuszt tartalmazo
protokoll alatt EDL izmokban (11B dbra, 3. tablazat), viszont az 6reg allatok SOL izmaiban nem
(4. tablazat). Ezzel ellentétben az id6s Cmpt egerekbdl szarmazo mind gyors, mind lassu izmok
szignifikansan faradékonyabbak voltak, mint az idés kontroll egerek azonos tipusu izmai (11A
abra, 2. tablazat,). Nem taldltunk szignifikans kilonbségeket a fiatal és az id6s kontroll egerek

kdzott az EDL izmok faradékonysagaban (11A. abra, 2. tablazat).
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[V.2.2. Intracellularis kalciumkoncentraci6 valtozasok (A[Ca2+]i) 6reg allatokban
Megvizsgaltuk az izomhipertréfia, az edzés és a szelénkezelés hatasait a
kalciumhomeosztazisra idGs egerek egyedi FDB izomrostjaiban. A rostokat a mérésekhez a
kalciumérzékeny Fura-2 acetoxi-metil (AM) festékkel toltottik fel.

Nem edzett Edzett
Fiatal kontroll Kontroll Cmpt Se Kontroll
A
0.5 pﬂ
a 2s

KC| =—

B
L———
//
/ 1 mM
1
-

0.4 mM/s

\
__ \\\___ / \ — -

12. dabra KCl depolarizdciéval kivdltott Ca?*-tranziensek és az SR-bél felszabaduld Ca?* mennyisége és sebessége FDB
rostokban. A: KCl depolarizdcio dltal kivdltott intracelluldris kalciumkoncentrdcid vdltozdsok, B: a felszabadult Ca?*
mennyisége, C: a Ca?*-felszabadulds fluxusa 4 hénapos nem edzett (barna, szaggatott vonal), 20 hénapos nem edzett
kontroll (fekete), szelénnel etetett (z6ld) és edzett kontroll (kék) egerekbdl szarmazo FDB rostokban. A fekete vizszintes
vonalak a kalciumtranziensek alatt a KCl adagoldsdt mutatjdk.

A nyugalmi [Ca?*]; szignifikdnsan magasabb volt a Cmpt rostokban, mint a kontroll egerekbdl
szarmazdakban (5. tablazat). A szelénkezelés és edzés jelentésen csdokkentette a nyugalmi
[Ca?*]i szintet a fiatal 4llatok szintjére (5. tabldzat) és mindhdrom szignifikdnsan kisebb volt az
oreg egerek izomrostjainak nyugalmi intracellularis kalciumkoncentracigjatol.

Az SR kalciumtartalmanak megallapitasdhoz — vagyis az SR-b4l felszabadithatd kalcium
mennyiségének mérésére - 5 masodpercig tarté 120 mM KCl-dal torténé depolarizaciot
alkalmaztunk. A 12A 3&bra reprezentativ Ca®*-tranzienseket mutat, amelyeket ilyen
depolarizaciokkal idéztiink el6 normal (1,8 mM) extracellularis kalciumkoncentracio
jelenlétében. A szelén etetés és az edzés novelte a Ca?*-tranziensek amplitidéjat, mig Cmpt
allatokban ez kisebb volt, mint a kontroll egerekben. Az 5. tablazatban szerepl 6sszesitett
adatok megerdsitik, hogy a szelén étrend-kiegészités és az edzés statisztikailag szignifikans
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névekedést okozott a [Ca?*]; valtozasdban a kontroll dllatok izomrostjaihoz képest, ami azt
mutatja, hogy ilyen kdrilmények kéz6tt az SR-b8l nagyobb a Ca?*-felszabadulds mértéke. A
szelén majdnem megduplazta, és az edzés csaknem megharomszorozta a Ca®*-tranziensek
amplitudojat. Ezzel ellentétben a depolarizacidval kivaltott Ca2*-tranziensek a Cmpt allatokban
Iényegesen kisebbek voltak, mint a kontroll rostokban (12A abra, 5. tablazat).

Fiatal Oreg
Szelénnel Kontroll, edzett
Kontroll (6) Kontroll (4) Cmpt (6)
etetett (6) (3)
Nyugalmi
5 71,5+0,8*** 78,1+1,6 88,3+4,9* 68,1+2,1%** 70,0+1,5*
[Ca*]i (nM)
A[Ca™]; 643,7+63,6 566,3+62,4 163,4+24,1*** 1080,3+193,5** 1702,1+230,2***
(1M)
Ca* fluxus
(uM/s) 644,7+41,7** 481,2+34,0 186,8+31,3***  691,9+100,8* 1116,5+66,3***
uM/s

Felszabadult

caZ+

L. 1332,2492,7 1326,6+112,5 426,7+81,0%** 1355,6+202,7 1716,5+159,5%*
mennyisége

(uM)

Rostok

. 39 25 11 14 8
szama

5. tdbldzat A kalcium tranziensek és az SR-bél felszabadulé Ca?* mennyiség dtlagos paraméterei FDB izomrostokban. A
zdrajelben lévé szamok az dllatcsoportok neve mellett a vizsgdlt dllatok szamat jeldlik. *,**, *** mutatja a szignifikdns
kilénbséget, p<0,05, 0,01 és 0,001, az idGs kontroll csoporthoz viszonyitva.

A tranziensek tovabbi vizsgalata bizonyitotta, hogy az SR-b6l felszabaduld kalcium mennyisége
az edzés utdn szignifikansan nagyobb (12B. abra, 5. tablazat), 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-bél felszabaduld kalcium mennyisége a
szelénnel taplalt egerekben nem viltozott, a Ca*-tranziens amplitiddja jelentésen megnétt.
Ez az SR-b4l torténd kalciumfelszabadulas maddositott kinetikajara utalhat, amelyet
megerdsitettiink az SR Ca?*-felszabadulds sebességének (fluxus) kiszdmitasaval. Ez
szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult mind a szelénnel taplalt, mind az edzett egereknél, mig a
Cmpt allatokban szignifikdnsan alacsonyabb volt, a nem edzett kontroll egerekhez viszonyitva

(12C. abra, 5. tablazat).
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IV.2.3. Az id6s izom [Ca?*]i-t szabalyozo fehérjéinek 0sszetétele
Megvizsgaltuk az EC-kapcsolat kulcsfontossagu fehérjéinek expressziés mintdzatat a
vazizmokban. Az 13A. dbra reprezentativ Western blotot mutat az 6sszes allatcsoportbdl.

fiatal oreg o6reg oreg oreg std oOreg oreg Oreg Oreg

A ktrl kil Cmpt Se edzett ktrl  Cmpt Se edzett
#1 #2
v A
RyR1 k . - - 550 kDa
- . d - ﬁ — Y degradacio
B >
- 3 '
[ ‘ . 4 # (250 kDa g
#3 ; #4

550 kD
FuR 5 O‘V1 ;.* :‘* n 3 k degradzcié
. “ .‘ . v ’ 2'5@% . P

#6
RyR1 ~ 550 kDa
. v “ F 4 degradacio
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B
ﬁas_*** * %k K —~ 80 -
R > i
2 % 6 _ o 60 -
» o 1
OE 41 LTS 40
2> ¥ ©
s 21 5; 20
zs g, ]
§9 0~ > A\ ° 0 \ X
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& & & «® 2 & e g2
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Oreg Oreg

13. dbra A RyR1 expressziéjdnak vdltozdsa 6reg egerek izmaiban. A: 8 darab 6reg (mindegyik csoportbdl 2) és egy fiatal
dllattol szarmazo specifikus RyR1 antitestekkel festett immunoblotok reprezentativ membrdnjai. A kbzépsé, fekete
fliggbleges vonalak jelzik a hatdrt a standard (std) és a minta savok kézott. Az #1 és a #2 blot Thermo Scientific antitesstel
volt jelélve, mig a #3 blot I. Marty-tdl szarmazo antitesttel, (1. tabldzat) amit lumineszcens mddon volt detektdlva. B:
Atlagolt RyR1 (550 kDa sdv) tartalom normalizélva az éreg kontrollra, 4 darab fiatal és 6 darab 6reg egérbél minden egyes
csoportbdl. C: Osszes Western blotbdl szdrmazé degraddlt RyR1 dtlagolt szdzalékai. * ** *** mutatja a szignifikdns
kiilénbséget a nem edzett éreg kontroll csoporthoz képest, p<0,05, 0,01 és 0,001.

Erdekes médon a RyR1 erds korfliggd csokkenést mutatott minden nem edzett
allatcsoportban, de az edzett egerekben nem (13B. abra). Szembet(ing, hogy az egész életen
at tarto futas a teljes hosszusagu RyR1 tartalmat megdrizte a fiatal allatok szintjén (13B. abra).

Madsrészt a RyR1 kisebb molekulatomegl bomlastermékének szignifikdansan megndvekedett
mennyisége figyelhet6 meg idds allatokban (13C. dbra). Ezzel szemben az egész életen at tartd
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edzés a normal, 550 kDa-os protein szignifikansan kevesebb bomldsat eredményezte (13C.
abra). A RyR1 expresszids mintazatat két kiilonb6z6 antitesttel igazoltuk (1. tdblazat, 13. dbra).

Erdekes mddon, a RyR1-el ellentétben nem volt szignifikans kiilénbség a SERCA és a DHPR
normalizdlt szintjében az idGs allatok kilonb6z6 csoportjai kdzott (14. dbra). Ezenkivil nem
taldltunk szignifikans kiilonbséget a DHPR és a SERCA mennyiségében a fiatal és az idG6s
kontroll allatok k6zott sem (15. abra). Mivel a szelén etetés hatékonyan ellensulyozta az izmok
teljesitményének életkorhoz kapcsolddd csdokkenését (amint azt az el6z6ekben bemutattuk),
és egy korabbi tanulmanyunkban megmutattuk, hogy néveli az izmok szelenoprotein N (Sepn)
tartalmat (Bodnar és mtsai., 2016), 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 hénapos egereknél 31%-ara csokkent az Ujszilott allatokban mért értéknek (16. dbra). A
szelénnel kiegészitett étrend utan figyelemre mélté emelkedést figyeltink meg a
szelenoprotein N szintjében (16. abra). Ezzel parhuzamosan meghataroztuk az id6s egerek EDL
izmainak atlagos szeléntartalmat, és ez szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a szelénnel
taplalt egerek izmaiban (197,146,6 ng/g, n=4, p<0,05), mint a kontroll allatokban (140,5+1,8
ng/g, n=4).

Nem edzett

Kontroll Cmpt Szelén Edzett

SERCA1 ] —— e . o \115kDa

DHPR | | 140 kDa
Aktin | ———————— |45kDa
B C
815 815
- N 2
32 10 210
@ < T E
w > o>
NT 05 T 05
[0] [V]
4 4
0.0 0.0
A \ X A\
& Q N O Q )
& T F S & T S
Nem edzett Nem edzett

14. abra SERCA1 és DHPR expresszidja 6reg izmokban. A: Reprezentativ Western blot képek mutatjdk a SERCA1 és DHPR
expressziojat quadriceps femoris izmokbdl. Aktint haszndltunk téltési kontrollként. B: SERCA1 és C: DHPR dtlagolt tartalma
minden csoportbdl 4 6reg egér izmaibdl, el6szér aktinra, majd utdna nem edzett kontrollra normalizdlva.
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SERCA1 ~ 115 kDa

Aktin ~ 45 kDa

DHPR ~ 140 kDa

a-aktinin ~110 kDa

15. dbra SERCA1 és DHPR expresszidja fiatal és 6reg izmokban. A: Reprezentativ Western blot képek mutatjak a SERCA1 és a
DHPR expressziojdt quadriceps femoris izmokban. a-aktinint és aktint haszndltunk téltési kontrollként. Az dtlagolt SERCA1
(B) és DHPR (C) expresszidja fiatal és 6reg kontroll egerekbdl szarmazd izmokon, illetve Cmpt egerek, amit elészor a téltési

kontrollra, majd a fiatal kontrollra normalizaltunk. Az oszlopokban lathatd szamok mutatjdk a vizsgalt dllatok szamdt. A
fekete vizszintes illetve fiiggéleges vonalak jelélik a hatdrt a standard (std) és a minta sdvok kézétt. A savok kiilénb6z6
expozicios idével késziiltek.
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16. dbra Selenoprotein N kortdl fliggd expresszidja C57BL/6 egerekben. A: Reprezentativ immunoblot specifikus
Selenoprotein N (Sepn) antitesttel festve; 4 napos (Neonatdlis), 4 hénapos (fiatal) és 22 hénapos (6reg) kontroll és szelénnel
etetett egerekbdl szarmazo quadriceps femoris esetén. A bal oldali oszlop a standard (std). a-aktinint haszndltunk téltési
kontrollként. B: 3 membrdn dtlagolt relativ intenzitdsai (12 darab egér, 3 minden csoportbdl). * és ** mutatja a szignifikdns
kiilbnbséget az éreg kontrollhoz képest, p<0,05 és p<0,01. A fekete vizszintes illetve fliggbleges vonalak jel6lik az hatdrt a
standard (std) és a minta sdvok k6z6tt. A savok kiilénb6z6 expozicids idbvel késziiltek.
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[V.2.4. Megnovekedett ROS-termelés az id6s izomban

Egy korabbi tanulmanyban leirtak, hogy a RyR1-et az oxidativ stressz befolyasolja (Rederstorff
és mtsai., 2006), és ezért feltételeztiik, 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 szarmazdak.
Ennek a hipotézisnek a megerGsitésére megvizsgaltuk az izomrostok oxidativ allapotat a ROS-
termelés mérésével. E célbdl a fiatal (4 hdnapos) és az idGs (22 hdnapos) egerek FDB izmaibdl
izolalt rostokat Dihydroethidium-mal toltottiik fel, és a festék fluoreszcenciajat regisztraltuk
egy farasztasi protokoll el6tt (Fu) és azt kovetben (F¢). A protokoll 150 darab tetanuszbdl allt,
amit 50 Hz frekvenciaval adott 2 ms hosszu négyzet impulzusok valtottak ki (17. abra). A ROS-
termelést a hattérre korrigdlt fluoreszcencidk (Fi/F,) ardnyanak kiszamitdsaval
szamszerdUsitettik. Ez az érték szignifikdnsan magasabb volt a farasztasos protokoll utan az
oregek egerek esetében (1,54+0,14, n=4, p<0,05), a fiatal izomrostokhoz viszonyitva
(1,11+0,07, n=6). Ez megerGsitette azt a feltevésiinket, hogy az 6reg izmok fokozott oxidativ
stressznek vannak kitéve.
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17. dbra ROS mérések. A: 3 mM dihidroetidiummal feltéltétt nyugalomban levé FDB rost fluoreszcens intenzitdsa (532 nm-
en gerjesztve és 550 nm félétt mérve). B: Ugyanazon rost képe 150 db 2 ms hosszu négyszégimpulzussal (téringerlés)
kivaltott tetanusz utdn. C: A rostok hossztengelyével padrhuzamosan kijelélt téglalapok teriiletébdl dtlagolt fluoreszcencia
értékeket a hdttérre normalizdltuk; az A panelen z6ld; stimuldcio elétti fluoreszcencia (Fb) és a B panelen rézsaszin;
stimuldciot kévetd fluoreszcencia (Ff). A fluoreszcencia periodikusdn valtakozé névekedése és cs6kkenése a festék
eloszldsdanak a szarkomért kévet6 mintdzatat mutatja.
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[V.2.5. SAnk1 KO egerekbdl szarmazé vazizom rostoknak csékken az SR kalciumtartalma
Munkank masodik részében szintén az 6regedés hatdsat vizsgaltuk a vazizmok mikodésére
egy specialis egérmodellben. Ezekben az allatokban az SR lokalizalasaban kulcsfontossagu
szerepet jatszo sAnkl fehérje hianyzott. Korabbi vizsgalatokban mar kimutattak, hogy az
életkor novekedésével az sAnkl KO egerekbdl szarmazd izomrostokban sulyos szerkezeti
karosoddsok alakulnak ki (Giacomello és mtsai., 2015). Ezért megvizsgaltuk, hogyan véltozik a
vazizmok kalciumhomeosztazisa ebben az egérmodellben a kor el6rehaladtdval.

Az sAnkl hidnydnak hatdsat a Ca%*-homeosztézisra 4 honapos (fiatal) és 10 hdnapos (6reg)
egerekbdl szarmazé egyedi FDB rostokon vizsgaltuk.

Fiatal Oreg
Ktrl KO Ktrl KO

5R
50s
B . C _ _ .
Fiatal , Oreg = Fiatal |, Oreg
14 ‘ »n 2.5 - i
=) : > |
8 12 - T O 5, | 1
2 10 i o <V P T
g 10 | = |
z 8 s % i
L 61 * S 40- 5
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S | 5 05 1 :
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Kirl KO' Ktrl KO Ktrl KO Ktrl KO

18. abra Csékkent amplitudoju Ca?*-tranziensek sAnk1 KO egerekbdl szarmazé FDB izmokon. A: reprezentativ, releasing
koktéllal kivaltott Ca?* tranziensek, 4 és 10 hénapos kontroll (Ktrl) illetve sAnk1 KO egerek FDB izmaibdl izoldlt rostokon
térténé mérésekbdl szarmaznak. B: maximadlis [Ca?*]; nGvekedés; R egység: ratio. C: a nyugalmi [Ca?*],. Az oldatadagolds
protokollja a kévetkezd volt: 0-70 s normdl (1,8 mM Ca?*) Tyrode, (1.8, folyamatos vonal), 70-300 s Ca?*-mentes Tyrode 5
mM EGTA-val (0, folyamatos vonal), 150-220 s releasing koktél (200 uM 4-chloro-M-cresol és 10 uM ciklopiazonsav) Ca?*-
mentes Tyrode oldatban (szaggatott vonal). Az oszlopokban Iévé szamok az dtlagolt rostok szamdt mutatjdk. A kiilénb6zé
csoportokban lévé dllatok szama 3 és 4 k6z6tt mozgott. * mutatja a szignifikdns kiilonbséget a kontroll csoporttol, p<0,05.
El6sz6r megmértiik a nyugalmi [Ca?*]i-ot a kontroll és sAnkl KO egerekbdl szarmazé nem
ingerelt FDB rostokon. A mérések alapjan a nyugalmi [Ca®*]i értékek nem kildnbdztek
szignifikdnsan sem a 4, sem a 10 honapos sAnkl KO egerekbdl szarmazd FDB rostokban a
kontrollhoz viszonyitva (18C. d&bra). Kalciummentes extracelluldris oldatban, Ca%*-
felszabaduldst okozd oldattal (releasing koktél) valé kezelés hatasara kialakuld reprezentativ

Ca?* tranziensek lathatdak a 18A. abran. A Ca?* eltavolitdsa az extracellularis oldatbdl
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alkalmanként depolarizalhatja a rostokat, aminek kovetkeztében enyhe novekedés
kovetkezhet be a [Ca®*]i-ban (ez lathatd a tranziensek el6tt). A releasing koktél adagolasa a
kontroll egerekbdl szarmazo rostokon nagy Ca?* tranzienseket eredményezett, ami mar akkor
elkezdett csokkenni a kalcium raktar Grilésének eredményeként, amikor a koktél még jelen
volt a roston (18A. abra). A genetikailag modositott egereken végzett mérésekbdl azt kaptuk,
hogy a Ca?* tranziensek amplitudéjanak valtozasdnak (A[Ca%*]i) atlaga szignifikdnsan kisebb
volt a 4 és 10 hdnapos KO egerekbdl szarmazé rostokban, az azonos koru kontroll egerekhez
viszonyitva (18B. dbra). Ez arra utalhat, hogy az SR térfogat, és igy a teljes Ca®*-tartalma kisebb
az sAnk1 KO egerekben, mint a kontroll egerekben.

A kévetkez6kben [Ca?*]i valtozasokat teljes sejtes fesziiltség clamp technika alkalmazdasaval
vizsgaltuk ugy, hogy fokozatosan noveltiik a membran depolarizaciét -60 mV és +30 mV kozott
(19. és 20. dbra). Amint az 19. 4dbra A, B és D panelja mutatja, a Ca?* tranziensek
amplitudoéjaban |évé atlagos valtozasok szignifikansan kisebbek voltak a 4 hénapos KO egerek
esetén a kontrollhoz viszonyitva. Hasonld kisérletek soran a 10 hdonapos egerek esetén is
megfigyeltiink kilonbséget a sAnkl KO és kontroll allatoknal, viszont ez nem érte el a
statisztikailag szignifikdns szintet (20. dbra B, D). Amikor kiszamitottuk a teljes felszabadult
Ca%* mennyiséget (A[Ca®']iot) @ legnagyobb depolarizacids pulzus (+30 mV) alatt, csak a 4
honapos egerek esetén talaltunk szignifikans kiilonbséget a sAnk1 KO és kontroll egerek kozott
(19E. dbra), viszont a 10 hdnaposak esetében mar nem (20E. abra). A tranziensek feszliltség-
fliggését leird Boltzmann fliggvény paramétereit csak kismértékben befolyasolta a sAnkl
hidnya a fiatal (19C. dbra) és 6reg (20C. abra) allatoknal, bar az utébbiaknal a fliggvény kevésbé
volt meredek. Erdekes mddon, a Boltzmann gorbék kozépsd pontjahoz tartozd fesziiltség
jobbra tolédott majdnem 20 mV-al, azaz a pozitivabb fesziltség felé mind a két o6reg (10
hénapos) allatcsoport esetében (6. tablazat).

Boltzmann Kontroll 4 ) Kontroll 10 )
. i 3 KO 4 honapos i KO 10 honapos
illesztés hdénapos i hénapos 3
i . i (5 egér, 9 rost) i (4 egér, 9 rost)
paraméterei (4 egér, 9 rost) (4 egér, 9 rost)

[Ca?*]i,max 1,91+0,27 1,11+0,19* 1,61+0,34 1,39+0,32

k (mV) 7,25+1,09 5,57+0,85 5,88+0,92 8,67+1,16%
Vso (mV) -21,84+4,96 -20,68+2,97 -4,76+4,44% -3,62+6,17%

6. tablazat Az értékek az egyedi rostok kalciumkoncentrdcio vdltozdsainak Boltzmann fiiggvénnyel (10. egyenlet) tortént
illesztésének paramétereibdl szamolt dtlagok. * szignifikdns eltérést mutat a kontroll értékektél p<0,05 szinten. #
szignifikdns eltérést mutat az azonos genetikai csoportba tartozo fiatal egerek értékeitsl p<0,05 szinten.
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19. dbra A [Ca?*]; membrdnpotencidl fliggé vdltozdsai 4 hénapos kontroll és sAnk1 KO egerekben. A: Vonal menti pdsztdzdsi
képek a [Ca?*]; vdltozdsairdl teljes sejtes fesziiltség clamp kériilmények kézott. Az ingerlés 100 ms-ig tartd, folyjamatosan
névekedd membrdn depolarizdciokbdl dllt -60 mV és + 30 mV kézétt; 10 mV névekedéssel minden 500 ms-ban. Minden
sejtet -80 mV-os nyugalmi membrdnpotencidlon tartottunk és 10 mM EGTA-t tartalmazo kiilsé oldattal mostunk. A
baloldalon Iévé skdla mindkét vonal menti pdsztdzdsi képre vonatkozik. B: A [Ca?']; id6beli vdltozdsai az A panelen lévé
képekbdl szamolddtak 50 vonal dtlagoldsdval, miutdn a nyugalmi fluoreszcencidra (FO) normalizéltunk. C: A [Ca?*];
vdltozdsdnak fesziiltség-fliggése. Az értékeket egyedi rostokbdl nyertiik tgy, hogy Boltzmann-eloszldssal illesztettiink és
aztdn az adott rostbdl kinyert maximumra normalizdltuk, végiil rostonként dtlagoltuk. A folytonos vonalak mutatjak a
Boltzmann- fiiggvény dtlagértékeket legjobban megkézelité gorbéit, melyek paraméterei: k=8,95 és 6,17 mV, illetve
Vsp=-21,60 és -20,91 mV, a kontroll (n=10) és a KO (n=9) dllatokban. Atlagolt A[Ca?*]; (D) és az dtlagolt A[Ca? :o: (E) 4 db
kontroll és 5 db KO egérbél. A A[Ca?*]; maximumdt (D) 100 ms, mig a A[Ca?*]i+—ot (E) 1 s hosszii +30 mV-os
depolarizaciékndl mértiik. Az oszlopokban szerepld szamok a mért rostok szamat mutatjdak. * szignifikdns eltérést mutat a
kontrollhoz képest p<0,05 szinten.
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20. dbra A [Ca?*]; membrdnpotencidl fiiggd vdltozdsai 10 hénapos kontroll és sAnk1 KO egerekben. A: Vonal menti
pdsztazasi képek a [Ca?*]; vdltozdsairdl, amiket ugyanazzal a depolarizdacids protokollal vdltottunk ki, mint az eléz6 dbrdn. A
baloldalon Iévé skdla mindkét vonal menti pdsztdzdsi képre vonatkozik. B: A [Ca?*]; idGbeli vdltozdsai az A panelen lévé
képekbdl szamolddtak, ahogy azt az el6z6 dbrdn bemutattuk. C: A [Ca?*]; vdltozdsdnak fesziiltségfiiggése. Az értékeket az
el6z6 abrdn leirtak szerint kaptuk meg. A folytonos vonalak mutatjak a Boltzmann fliggvény dtlagértékeket legjobban
megkézelité gorbéit, melyek paraméterei: k=8,09 és 14,67 mV, illetve V50=-5,94 és -7,86 mV, a kontroll (n =9) és a KO (n =
9) dllatokban. Atlagolt A[Ca?*]; (D) és az dtlagolt A[Ca? ot (E) 3 db kontroll és 5 db KO egérbél. A A[Ca?*]; maximumdt (D)
100 ms, mig a A[Ca?*]i—ot (E) 1 s hosszu +30 mV-os depolarizdcidkndl mértiik. Az oszlopokban szerepld szamok a mért

rostok szamdt mutatjdk.

Annak kideritése érdekében, hogy a releasing koktéllal végzett kezelés utan megfigyelt, vagy
a membran depolarizacié indukalta csdkkent Ca?* tranziensek a SERCA pumpa megvaltozott
kalciumtranszport eredményeként keletkeztek-e, kiszamoltuk a pumpa maximalis Ca?*
szallitasi sebességét (Vmax) a kontroll és a sAnkl KO egerek rostjaiban. Az analizis alapjan
kideriilt, hogy a Vmax jelentGsen csokkent az o6reg 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 magyardzhaté az alacsonyabb SERCA pumpa aktivitdssal. Ugyanakkor a kontroll és az
sAnk1 KO izomrostok k6z6tt 4 hdnapos korban megfigyelt Ca?* tranziensek kiilénbsége nem
tulajdonithaté a SERCA pumpanak, mivel ebben a korban nem volt kiillonbség a Vmax-ban a két
genotipus kozott (4,72+0,08 és 4,79+0,07 mM s2, p=0,54, n=9 mindkét csoportban).

45



[V.2.6. A spontan Ca?* felszabadulasi események (CRE) kisebbek sAnk1 KO egerekben

A spontan Ca?* felszabaduldsi események mérése a szaponinnal permeabilizalt izomrostokban
lehet6séget nyujt a RyR1 funkcionalis tulajdonsagainak nativ kornyezetben torténd
tanulmanyozasara, figgetleniil a DHPR kontrolljatél (Kirsch és mtsai., 2001; Lukacs és mtsai.,
2008). Ezzel a mddszerrel teszteltiik, hogy a sAnkl hidnya befolydsolja-e a spontdn Ca®*
felszabadulast az SR-bél. A spontan CRE méréseket konfokalis mikroszképon kétdimenzids
(XY) képalkotdssal végeztiik 4 és 10 hénapos kontroll és sAnk1 KO egerekbdl szarmazé fluo-3-
mal feltoltott FDB izomrostokon. Az 22. dbrén egy 20 s-os periodust lefedd 120 darab egymast
kovetd XY képbdl szarmazd dsszesitett képek lathatdak.

Ktrl

21. dbra Spontdn Ca?* felszabaduldsi események, szaponinnal permeabilizalt FDB izomrostokban. Reprezentativ XY kompozit
képek 4 (A) és 10 (B) hénapos kontroll (baloldal) és sAnk1 KO (jobboldal) egerek esetében. Az [Ca?*]; vdltozdsokat fluo-3-mal
feltéltott rostokon figyeltiik meg. Az abran mindegyik kép 120 db 16 Hz frekvencidn régzitett kép 6sszegzésébdl késziilt. A
bal felsé képen lévé skala mindegyik képre vonatkozik. A szinskdla a bal alsé képen mindegyik képnél megegyezik. A
vildgosabb szinek nagyobb [Ca?*]; vdltozdsnak felelnek meg.

A 4 és 10 honapos egerek jellemz6 CRE-jeit nagyitott skdlan mutatjuk be, a 22A., illetve a 23A.
abran. A CRE-k gyakorisaganak jelentGs csdkkenését észleltiik a 4 hdnapos sAnkl KO egerek
rostjaiban, 6sszehasonlitva az azonos koru kontroll egerekkel (22B. dbra, 7. tablazat). A CRE-k
gyakorisaga csokken a 10 hénapos kontroll egerek rostjaiban is a fiatal kontroll allatokhoz

képest (7. tablazat). Oregkorban azonban a KO és a kontroll egerek kdzétt nem észleltiink
tovabbi kilonbséget a CRE-k frekvencidjaban (23B. dbra, 7. tablazat).
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Kontroll
4 honapos
(3 egér, 43 rost)

KO 4 hénapos
(9 egér, 87 rost)

Kontroll
10 honapos
(3 egér, 76 rost)

KO 10 hénapos
(4 egér, 105 rost)

Spark-ok
) 1084 1231 1063 1646
szama
Amplitudoé 0,158 + 0,003 0,171 + 0,003
0,216 + 0,005 0,205 + 0,006
(F/FO) * %k * sk k
FWHM-x 2,048 £ 0,020 1,972 + 0,020
2,239 +0,023 2,312 +0,025 #
(I"lm) %k sk k * x k #H#
FWHM-y 1,784 + 0,017
1,968 + 0,020 1,991 + 0,022 1,761 + 0,017 ***
(um) o
Signal
1,852 + 0,090
mass (SM) 3,195 +0,130 xs 2,909 £0,124 1,996 + 0,088 ***
(um?3)
Frekvencia
o 65,8 + 13,8 28,8+8,6 * 350+5,7* 39,1+6,9
(mm=—2s)

7. tabldzat CRE paraméterei kontroll és sAnk1 KO rostokban. * és *** mutatja a szignifikdans kiilénbséget, p<0,05 és p<0,001
szinten a kontrollhoz képest. # és ## mutatja a szignifikdns kiilbnbséget a fiatal, genetikailag megegyezé egerektdl p<0,05 és
p<0,01 szinten.

Ezt kovetSen kiszamoltuk az atlagos CRE amplitudot (F/Fo), és szignifikans csokkenést talaltunk
a 4- és 10 hénapos KO egerekben az azonos koru kontrollhoz viszonyitva (7. tablazat). 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
(22C. és 23C. 4bra). A CRE-k térbeli kiterjedésének elemzése azt mutatta, hogy az események
félérték-szélessége (FWHM) mind a Z-vonalakkal parhuzamosan (FWHM-x), mind arra
merGlegesen (FWHM-y) jelent6sen csokkent a 4- és a 10 honapos KO egerekben is (7.
tablazat). Ez egyltt jart a megnovekedett szdmu kis amplitidéju CRE-vel a KO egerek
rostjaiban (22. dbra D, E és 23. dbra D, E). Ezek a véltozasok egyértelm(ien tiikr6z6dtek a
felszabadult Ca?* szamitott mennyiségében, amelyet a CRE-k alatt a jels(r(iséggel (SM)
becsiilnek meg (10. egyenlet) (Hollingworth és mtsai., 2001). Amint azt a 7. tablazatban
bemutatjuk, az sAnkl hianyat az SM jelentGs csokkenése kisérte, az egerek koratdl
fliggetlenll. Ezek az adatok azt jelzik, hogy az SR-ben az azonnali felszabadulashoz
rendelkezésre all6 Ca?* mennyisége csdkken, vagy a Ca?* csatorndk nyildsa karosodott, esetleg

ez egyszerre is megtorténhet.
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22. dbra Ca?* felszabaduldsi események jellemzé paraméterei 4 honapos kontroll és sAnk1 KO egerekben. A: egyedi
normalizdlt fluoreszcencia (F/Fo) XY képek. A képeket ugy dllitottuk elé, hogy egy képet kivdlasztottunk egy sorozatbdl
(amint azt a 19. dbra szemlélteti), és normalizaltuk a kiinduldsi fluoreszcencidra (FO) a hdttér eltdvolitdsa utdn (a roston
kiviil meghatdrozva). A nagyitott részek az eredeti képen megjelélt (fehér nyilak jel6lik) Ca?* felszabaduldsi eseményeket
(CRE) mutatjdk, a rostok hosszanti tengelyével parhuzamos (x) vagy meréleges (y) térbeli profiljaikkal egyiitt. B-E: A CRE-k
Osszesitett adatai. B: frekvencia, C: amplitudd, és teljes szélesség a maximum felénél (FWHM) x (D) és y (E) iranyban kontroll
(Ktrl, események szama, n=1084) és KO (n=1231) rostokon.
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23. dbra A Ca?* felszabadulds események jellemz6i 10 hénapos kontroll és sAnk1 KO egerekben. A: egyedi, normalizalt
fluoreszcencia (F/Fo) XY képek. A képeket az el6z6 dbrandl leirt médon készitettiik el. B-E: A CRE-k bsszesitett adatai. B:
frekvencia, C: amplitudé, és teljes szélesség a maximum felénél (FWHM) x (D) és y (E) iranyban kontroll (Ktrl, események
szdma, n=1063) és KO (n=1646) rostokon.
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V. Diszkusszio

Munkam soran a vazizom oregedés soran bekovetkezett valtozasait vizsgaltam egereken. A
bemutatott eredmények egyrészt a szelén étrend kiegészit6ként valé alkalmazdsardl és az
egész életen at tartd edzés hatasairdl adtak Uj ismereteket. Masrészt a vazizom egy fontos
fehérjéjének hidnya esetén az oOregedéssel kialakuldé moddosult kalciumhaztartasrol
szolgaltattak uj adatokat.

V.1. Az 6regedés hatasa az izmok teljesitményére

Az Oregedés soran a vazizom erejének és tomegének jelentés csokkenése (szarkopénia)
fokozott faradékonysaggal, megromlott regeneracidos képességgel és alacsony fizikai
teljesitménnyel jar (Distefano & Goodpaster, 2018; Evans & Hurley, 1995; Rolland, 2008). A
szarkopénia patofizioldgidjat fokozott oxidativ stressz és csokkent hormontermelés jellemzi,
és a legfrissebb adatok azt mutatjak, hogy a megndvekedett miosztatin szint szintén
hozzajarulhat ehhez a folyamathoz (Yarasheski és mtsai., 2002). Mivel vizsgalataink soran nem
tapasztaltunk pozitiv eltérést a csokkent miosztatin expresszidval rendelkez6 Cmpt egerek
izomteljesitményében a vad tipusu egerekhez képest, igy eredményeink arra utalnak, hogy a
miosztatin szint valtozasa nem befolydsolhatja jelent8sen az id8sek izomteljesitményét.
Viszont azt talaltuk, hogy egerekben a fizikai aktivitas és a testmozgds megakadalyozhatja vagy
kompenzdlhatja az izom o6regedését. Tovabba mdsok arrél is beszamoltak, hogy mindezek
enyhitik az izomer6hoz, tomeghez és regeneracidés képességhez kapcsoldodd korral jard
betegségeket, és emellett megakadalyozzak az izom anyagcsere kéros valtozasait is (Distefano
& Goodpaster, 2018). A csokkent keresztmetszetre normalizalt eré (fajlagos feszilés) a f6
Osszetev@je az izom feszilés csokkenésének. Tovabbi tanulmdanyok azt mutattdk, hogy ezt
inkabb az aktomiozin kereszthidak szamanak cstkkenése okozza, nem pedig az egyetlen
kereszthid altal kifejtett eré csokkenése (D’Antona és mtsai., 2003).

Azt is meg kell jegyezniink, hogy az dregedéssel jaré csokkent fizikai teljesitmény részben a
sziv- és érrendszeri kapacitas gyengiilésének is tulajdonithatd (Farris és mtsai., 2017). Az
oregedd sziv fokozott kamrai hipertrofiat mutat és csokken a testmozgas tolerancia a
maximalis pulzusszam csokkenése miatt. Ez pedig a periférias izomtémegben csékkent oxigén
extrakciohoz vezet.

V.2. A hosszu tava edzés hatasa az izmok teljesitményére

A rutinszer(, enyhe testmozgds pozitiv hatasairdl szdmos emberekkel és kisérleti allatokkal
végzett vizsgalatban mar korabban beszamoltak (Boveris & Navarro, 2008). Kimutattak, hogy
a folyamatos edzés kis mértékben noveli a patkanyok élettartamat (Holloszy és mtsai., 1985),
és egerekben is hasonlé hatasokat allapitottak meg mérsékelt testmozgas esetén (Navarro és
mtsai., 2004). A rendszeres enyhe testmozgas a teljes testre kifejtett jotékony hatasainak
tanulmanyozasa soran megfigyelték, hogy egerekben az 6regedéssel jaré neuroldgiai valaszok
miként valtoznak (Boveris & Navarro, 2008). A hosszu tavu testmozgds javitotta az egerek
teljesitményét a fizikai tesztekben, ami arra utal, hogy a neuromuszkularis ingertlet atvitel és
itotta a testmozgas pozitiv hatdsait a magas vérnyomasra (Kokkinos és mtsai., 2001), a
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hiperkoleszterinémiara (Stone, 2006) és a hiperglikémiara (Bhaskarabhatla, K. V. & Birrer,
2005), melyek koros értékei altaldban csokkentek fizikai aktivitas hatdsara. Azonban még
tovabbra sem tudjuk pontosan, hogy a testmozgds milyen mechanizmusokon keresztiil vezet
ezekhez a pozitiv hatasokhoz.

Az egyik lehetséges valasz, hogy az izmok alkalmazkodnak a folyamatos testmozgashoz, a
mitokondrialis funkcidk fokozédnak, tovabba a megnévekedett energiaigény kiszolgalasahoz
szilkséges légzési lanc Uj elemei szintetizalédnak (K. J. A. Davies és mtsai., 1981). Kordbbi
tanulmanyok azt mutattak, hogy a ROS-termelés aktivalhatja a jelatviteli utvonalakat, melyek
Osszekapcsoljak a vazizmok adaptacidjat a testmozgdssal (Paulsen és mtsai., 2014; Ristow és
mtsai., 2009). Ezért feltételezhetd, hogy az élethosszan tartd edzés el6feltétele lehet az id6s
izmok ROS toleranciajanak. Valdjaban mi is és masok (Navarro és mtsai., 2004) is kimutattak,
hogy a folyamatos edzés jotékony hatdssal van az idGs egerek fizikai teljesitményére. Ezen
hatasok két lehetséges utvonalat kell mérlegelni, amelyek mindegyike kapcsolatban van az
oxidativ stresszel. Az els6 az, hogy mivel a RyR1 nagyon érzékeny az oxidativ valtozasokra, a
kalciumcsatorna oxidativ stresszhez valé alkalmazkodasa az egész életen at tartd edzés révén
javithatja a csatorna expresszios szintjét és miikodését, amint azt a RyR1 altalunk talalt
csokkent degradacioja is mutatta az edzett allatokban. A masodik pedig, hogy habar a RyR1
degradacidja nem csdkken a szelén étrend kiegészitéssel idGs allatok esetén, ennek ellenére a
szelén antioxidansként fokozta az izmok teljesitményét mind fiatal (Bodnar és mtsai., 2016),
mind id6s allatokban, és ez egy RyR1-fliggetlen Utvonal létezését tamasztja ala.

V.3. A RyR1 expresszidja idés korban

A karosodott EC-kapcsolat szintén hozzdjarulhat az izom erejének a csokkenéséhez, mivel
egyre tobb bizonyiték van az EC szétkapcsoldddsdra az Oregedés soran: a DHPR
fesziiltségérzékels funkcidja sériil, ami az SR-b8l szdrmazd Ca?*-felszabadulds csdkkenéséhez
vezet (Delbono és mtsai., 1995; Payne & Delbono, 2004). Tovabba a RyR1 foszforilaciojat és
redox-fligg mddosulasait rendellenes Ca** homeosztazishoz és kontraktilis diszfunkcidhoz is
tarsitottdk hosszU tavl izomfiradas esetén (Allen és mtsai.,, 2008). Az SR-bél valé Ca?*-
felszabadulds karosodasardl szamoltak be életkorfliggé izomgyengeségben (Gonzalez és
mtsai., 2003). Mi csokkent RyR1 tartalmat mutatunk ki 6reg izom esetén, amit az egész életen
at tartdé edzés kompenzalt. Erdekes médon a csdkkent RyR1-el parhuzamosan megfigyelhetd
a szétesett kalciumcsatorna fehérje megnovekedett mennyisége az Osszes oOreg
allatcsoportban (lasd 13. dbra). A RyR1 ilyen degradacidjat kordbban egy masik kutatécsoport
is megfigyelte (Marty és mtsai., 1994). Bar ez a tendencia nem fordult meg teljesen az edzett
allatokban, az ép RyR1 kézel olyan szinten volt jelen, mint a fiatal egerekben (13. abra). igy
feltételezhet6, hogy az izmok folyamatos hasznalata megakadalyozza a RyR1 egyébként
elkeriilhetetlenil fokozédd lebomlasat id6s korban, ami tehat el6segiti a sziikséges szamu
mikodGképes kalciumcsatorna jelenlétét az izmokban.

50



V.4. Az izomtomeg és a kontraktilis erd kozotti ellentmondas

Eredményeink egyértelmlien azt mutatjak, hogy a Cmpt egerek nagyobb izomtomeggel
rendelkeznek, mint a kontroll allatok, és ez az id8s korban is igy marad. Ez egyiitt jar a nagyobb
maximalis in vivo erGvel is, ha azonban ezt normalizdljuk a testtomegre, akkor a Cmpt
allatoknal lényegesen alacsonyabb értéket kapunk a vad tipusu allatokhoz képest (2. tablazat)
annak ellenére, hogy a testtomeg kiilonbség féleg az izomtdmeg novekedésébdl szarmazik.
Hasonlé eredményeket kaptak korabban miosztatin-hianyos egerek esetében is (Amthor és
mtsai., 2007). Tovabba a fizikai teljesitmény csokkenés és az in vitro faradas kifejezettebb a
Cmpt egereknél (11. abra). Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy az izomteljesitmény
nemcsak az Oregedéssel parhuzamosan romlik, amint azt szamos korabbi megfigyelés
bemutatta, és a fiatal korban meglévé nagyobb izomtomeg nem sziikségszer(ien eredményezi
az idGs egerek jobb teljesitményét. Ez szamos publikaciéval 6sszhangban all, amelyek azt
targyaltak, hogy az izomtdmeg és eré nem feltétlenil korreldl egymassal az 6regedés soran és
az izomfaradast az iddskor is befolydsolja (Manring és mtsai., 2014). Mdsrészrél azonban
human tanulmanyokban azt is kimutattak, hogy az izomteljesitmény nemcsak az éregedéssel
csokken fokozatosan, hanem neurolégia tényezdk és az elhizas is befolyasolhatja (Moore és
mtsai., 2014). Természetesen azt is meg kell jegyezni, hogy a Cmpt egerekben a sziv- és
érrendszer nem képes kielégiteni a megndvekedett anyagcsere-igényt, és fenntartani a
normalis keringést az érrendszer nagyobb periférids ellenalldsa ellen. Ezen tulmenden
kimutattak azt is, hogy a miosztatin pro-oxidans és ndveli a ROS-termelést a vazizomban
(Sriram és mtsai., 2011), igy lehetséges, hogy a Cmpt egereknél megnovekedett a bazalis
antioxidans enzimszint, és hatékonyabb a felesleges ROS eltavolitasa. Mindezek alapjan azt
mondhatjuk, hogy a miosztatin gatlas és kovetkezésképpen a Cmpt egerek megvaltozott fizikai
eredményei nem értelmezhetéek egyszerden.

V.5. A szelén hatasa az izom teljesitményre

A szelént széleskorlien haszndljak étrendkiegészit6ként, akar ©6nmagdban vagy mas
vitaminokkal egyutt. Korabban mar bemutattuk, hogy milyen elényds hatasai vannak az izom
teljesitményére fiatal egerekben (Bodndr és mtsai., 2016). Két hét szelénnel torténé kezelés
utan jelent6sen né6tt az onkéntes futas maximalis sebessége és az izmok in vitro faradas-
toleranciaja fiatal egerekben. Jelen tanulmanyunkban hasonlé jotékony hatasokat talaltunk
oreg egereknél az EDL és SOL erejére 8 hétig tartd szelén adagolast kovetéen. A faradas-
tolerancia szignifikdnsan javult EDL esetén (11. dbra) és hasonld tendenciat figyeltiink meg
soleusnal is (4. tablazat). Az ismert, hogy az 6regedés kilénosképpen hatassal van a IIB tipusu
rostokra (Larsson, 1983), és az EDL tobb IIB tipusu rostot tartalmaz, mint a SOL, igy az volt
varhato, hogy a szelén étrendkiegészités vagy az élethosszan tartd edzés az elGbbire nagyobb
hatdassal lesz, mint az utébbira. Mivel ezeket az izomteljesitményre kifejtett el6nyds hatasokat
nem kisérte atrofia vagy az EC-kapcsolatban résztvevd kulcsfontossagu fehérjék expresszids
szintjében torténd valtozasok, a szelén az 6sszehlzddas metabolikus Utvonaldban jatszhat
szerepet. Ezt a mediacios analizislink is alatamasztja (24. abra), ami szerint a szelén
étrendkiegészités hatasat nem az intracellularis kalciumkoncentracid6 maodositasa utjan
fejtette ki.
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Mediacids analizis

Modell

2+,
X: fuggetlen paraméter [(il?/l) ]
Y: fugg6é paraméter a b
M: mediator paraméter
Sepn expresszio Tetanuszos erd
(X) e (Y)

1. 1épés Végezzilink egy egyszeres regresszids analizist az X-szel az Y B,=199,7
becslésére, hogy teszteljuk a ,c” itvonalat Gnmagaban,
Y=B,+B,*X+e

2. lépés Végezzink egy egyszeres regresszios analizist az X-szel az M B,=1126,7
becslésére, hogy teszteljuk az ,a” utvonalat 6nmagaban,
M=B,+B,*X+e

3. lépés Végezzlink egy egyszeres regresszids analizist az M-mel az Y B;=0,175
becslésére, hogy teszteljuk a ,b” Gtvonalat 6nmagaban,
Y=B,+B;*M+e

4. |épés Végezziink egy tobbszoros regresszids analizist az X-szel ésaz M-  B,=202,6
mel az Y becslésére, Y=B,+B,*X+B;*M+e B;=-0,00256

24. abra Mddszer: Az egyedi medidcios modellt annak vizsgdlatdra készitettiik, hogy megtudjuk, vajon a szelenoprotein és a
maximdlis eré k6zotti kapcsolatot az intracelluldris Ca?* koncentrdcio szabdlyozza-e. Az analizist a szelénnel etetett dllatok
atjatainak meghatdrozdsdra végeztiik el. Jegyzet: Az ,e” reprezentdlja a mérések hibdjdat a regresszics egyenlet esetén.
Ertékelés: Mivel a B; és B4 paraméterek szinte azonosak és szignifikdnsan nagyobbak, mint 0, illetve Bs nem nagyobb
szignifikansan, mint 0, igy az [Ca?*]i—nak nincs kézvetlen és medidcios hatdsa sem a tetanuszos erére.

Tudjuk, hogy a reaktiv oxigén és nitrogén fajtak dont6 szerepet jatszanak a vazizom
plaszticitasaban edzés illetve inaktivacio soran. Ezek a szarkolemmaban, a T-tubulusokban, az
SR-ben, a citoszolban és a mitokondriumban termel6dhetnek (Sakellariou és mtsai., 2013), de
az edzés altal termelt szuperoxidok eredete még mindig vitatott. Kordbban leirtak, hogy a
szelénnek pozitiv antioxidans hatdsa van a csirke vazizmon hésokk-hatdst kovet6en (Harsini
és mtsai., 2012). A hosszantartd 6sszehuzédasok alatt az oxidansok akkumulalédhatnak az
izomban, ami csokkent erékifejtéshez vezethet. Mi azt taladltuk, hogy a tetanuszos ingerlési
protokoll soran jobban nétt a ROS termelés az 6reg allatok izmaiban a fiatal egerekhez
viszonyitva (17. abra). Ebbdl arra kovetkeztethetilink, hogy a vizsgalataink soran tapasztalt
csokkent er6 a nem edzett 6reg egereknél részben a megnovekedett oxidativ stressznek
kdszonhetd. Erdekes mdédon a hatékonyabb faradas tolerancia kapcsolatban &ll a szelén
kezeléssel, ami hasonld hatasu volt az élethosszig tartd edzéshez. A szelén ezen hatasa jol
hasznosithaté lehet 6regkorban, amikor is az izomtdmeg lecsokken. Erdekes kiilonbség az
élethosszig tarto edzéshez képest, hogy a szelén étrend kiegészités nem valtoztatta meg az SR
Ca?* tartalmat, viszont novelte az SR-bél térténd Ca®* kidramlds maximalis sebességét. Ez
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a megndvekedett Sepn szint megakadalyozhatja,

legaldbbis részben, a RyR oxidativ mddosulasat.

52



V.6. A szelén étrend kiegészités és a szelenoprotein tartalom éregkorban

Korabbi kutatasok az id6s korban adagolt szelén hatésairdl arra utalnak, hogy az antioxidans
étrendkiegészités javithatja a leucin azon képességét, ami az 6reg patkanyokban fokozta az
izomfehérjék szintézisét (Marzani és mtsai., 2008). Ez a folyamat csokkentheti az oxidativ
stressz mértékét. Hasonlé eredményeket figyeltek meg akkor is, amikor az egerek magas
szeléntartalmu antioxidans tapkeveréket kaptak (van Dijk és mtsai., 2016). Az allatok altalanos
oxidativ allapota javult, csokkent az izomfaradas és megndtt a maximalis kapaszkodasi erejik.
Az antioxidans kiegészités eredményeként egy megnodvekedett mitokondrialis funkciot
feltételeztek a szerz6k. Mi Ooreg egerekben a szelén jotékony hatdsait taldltuk az in vivo és in
vitro izom funkcidkban, valamint a kalciumhomeosztazisban. Az a tény, hogy a szelénnek
hasonlé pozitiv hatasa van a fiatal (Bodnar és mtsai., 2016) és 6reg allatok (sajat eredmények)
izmaira nézve, azt hangsulyozza, hogy potencidlisan alkalmazhatd lehet a szarkopénia
kezelésében. Szamos tanulmany, koztik a miénk is bizonyitotta (Bodnar és mtsai.,2016), hogy
a szelén étrend kiegészités novelheti a szelenoprotein expresszidjat. Azt is leirtdk, hogy az
Oregedés sordn a szelenoprotein expresszidja csokken (Novoselov és mtsai., 2010). Mi szintén
azt taladltuk, hogy a vazizom szelenoprotein tartalma csokken az Oreg egerekben, ami
visszafordithatd volt 2 hdnapos szelén étrend kiegészitéssel (16. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink egyrészt azt bizonyitjdk, a mérsékelt
edzéssel ellentétben a megnovekedett izomtomeg 6nmagdban nem akadalyozza meg az
izomerd és a normalis RyR1 tartalom csokkenését a korral. Masrészrél azt talaltuk, hogy a
szelén étrend kiegészités soran fellépd antioxidans stratégia megfelel6 terapias eljaras lehet
nemcsak izombetegségekkel, hanem az 6regedéssel jard betegségek kapcsan is.

V.7. Az sAnk1 hidnyanak hatasa a Ca2* homeosztazisra

A vazizom rostokban az SR specifikus morfoldgiai adaptacidkkal rendelkezik, hogy hatékonyan
fenn tudja tartani a Ca?* felszabaduldsdt az izmok &sszehlzdddsa szaméara (Franzini-
Armstrong, 2018; Reggiani, 2014; A. E. Rossi & Dirksen, 2006). Az sAnk1 az SR membranon
lokalizaldadik, és az obszkurin nevil szarkomérben elhelyezkedd orias fehérjéhez kapcsoladik.
Ez a fehérje-fehérje kapcsolat fontos az SR tubulusok pontos elhelyezkedésének
kialakuldsdhoz, mivel a miofibrillumok kéril itt raktdrozdodik a Ca?*, ami kdzvetleniil
szabalyozza az izom 6sszehuzddasat. Egy korabbi cikkben bemutattak, hogy az sAnk1 hianya
SR térfogat csokkenéshez vezet 4 hodnapos egerekben, ami kontrakturdk, tubularis
aggregatumok és a miofibrillum rendellenességek megjelenésével tarsul az 6regedé sAnk1 KO
allatokban (D. Rossi és mtsai.,, 2017). Ezek az elvdltozasok 0Osszekothetéek a
kiegyensulyozatlan intracellularis Ca?*-szinttel, ami az életkor soran az 6reg allatoknal
izomkarosodashoz vezethet.

Mi a fiatal és 6reg egerekbdl szarmazé vazizom rostokon is azt tapasztaltuk, hogy a teljes SR
Ca?*-tartalom csdkkent sAnk1 KO &llatok izmaiban az azonos koru kontroll dllatokhoz képest.
A fesziiltség lépcs6vel ingerelt rostok Ca®*-tranziensei csokkentek a 4 hdnapos, viszont nem a
10 hoénapos sAnk1 KO egerekben a korban megegyez6 vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva. Azt
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azonban meg kell emliteniink, hogy a Ca?*-tranziensek amplitiddja eleve kisebb volt a 10
honapos kontroll egerekben a 4 hénapos vad tipusuakéhoz képest. Ez egybevag a korabban
mar leirt adatokkal, amik azt mutatjak, hogy az 6regedés soran az SR-bdl torténd Ca?*-
felszabadulds csokkenést mutat (Jiménez-Moreno és mtsai., 2008). Azonban a 4 honapos
sAnkl KO egerekben a fesziiltség Iépcs6 indukalta Ca?*-tranziensek hasonldak voltak a 10
honapos sAnkl KO egerekbdl izoldlt rostokon taldltakhoz. Ez azért nem meglepd, mert a 4
hénapos sAnk1 KO egerekben a Ca?*-tranziensek amplitiddja eleve csékkent az azonos koru
kontroll egerekhez képest. A fesziiltség 1épcsé indukalt Ca?*-tranzienseket dsszehasonlitottuk
a 10 hoénapos allatokban is, ebben az esetben az sAnkl KO egerek eredményei hasonldak
voltak a kontrollokéhoz. Ezek az eredmények 6sszhangban allnak azzal a megallapitassal, hogy
az sAnkl KO egerek SR térfogat csokkenést mutatnak mar a fiatal allatokban is, ami igy
magyarazhatja a Ca?* tranziensek amplitiddjanak csokkenését, ami bennik korral mar nem
nd tovabb. Erdekes mdédon az SR-bél térténé Ca?*-felszabadulds fesziiltségfiiggését az sAnk1
hidnya nem befolydsolta, ami arra utal, hogy az sAnk1 KO rostokban megfigyelt megvaltozott
Ca**-felszabadulds a csokkent kapacitdsu Ca®*-tdrolast tiikrozi. Ez valdszinlileg az sAnk1l KO
egerekben megfigyelt |-SR térfogat csokkenése miatt van, nem pedig a megvaltozott DHPR
indukalt RyR1 aktivacié okozza.

V.8. A Ca2z*-tarolas csokkenése

A vazizomrostok Ca?*-tartalmdnak csokkenését az sAnkl KO egerek izmaiban elemi
kalciumfelszabaduldsi események (CRE) mérésével bizonyitottunk. A CRE-k a RyR1
csatorndkon keresztili elemi Ca?*felszabaduldsi események nyugalomban, amelyeket a
citoszolikus és/vagy lumindlis Ca?* aktival (Heping Cheng & Lederer, 2008). Kisérleti
modellinkben (szaponinnal permeabilizalt izomrostok) a spark-ok kialakuldsanak
legfontosabb hajtéereje a lumindlis Ca®*-tartalom, aminek csdkkenését egyértelm(ien
mutatta, hogy a KO egerek izomrostjaiban a CRE-k amplituddja, térbeli eloszlasa és
gyakorisaga csokkent a kontroll izomrostokhoz képest. Ezen kivil a spark paraméterekbdl
szamitott jel-siir(iség értékek, amelyek a felszabadult Ca?* mennyiségének indirekt értékeit
reprezentaljak (Rios és mtsai.,, 1999), szignifikansan alacsonyabbak voltak az sAnkl KO
rostokban. Ez egy tovabbi bizonyiték az sAnkla hidnyos rostok csékkent a Ca%*-tartalmara. Az
ismert, hogy a RyR-ek lumindlis oldaldn egy kalciumszenzor van, ami CaZ* kotését kévetSen
stimuldlja a csatorna nyitasat (Burdakov és mtsai., 2005), igy elképzelhetd, hogy az SR csokkent
Ca?*-tartalma felel8s lehet a spark-ok ritkabb el6forduldsaért (a RyR-ek ritkabb megnyildsaért)
az sAnkla hidnyos rostokban.

V.9. A SERCA pumpa aktivitasa

A SERCA pumpa aktivitasanak indirekt mérése soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
két genotipusu allat kozott. A 10 hénapos sAnkl KO egereknél a SERCA pumpa maximalis
transzportkapacitasa (Vmax) viszont szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll allatokban.
Mivel az SR térfogatanak csdkkenése 6sszehasonlithatdé mértéki a fiatal és 6reg sAnkl KO
egerekben, igy a 10 hdnapos allatok esetén megfigyelt jelent6s SERCA pumpa aktivitas
csokkenést nem okozhatja sem az SR morfoldgiajanak valtozasa, sem az sAnk1.5 és a SERCA
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és/vagy szarkolipin kozotti kapcsolat elvesztése (Desmond és mtsai., 2015, 2017). Inkabb az
Ooreg sAnkl KO egerek vazizmain megfigyelt szerkezeti valtozasok lehetnek ennek a
hatterében (Giacomello és mtsai.,, 2015), viszont nem zdarhatunk ki tovabbi, még nem
azonositott okokat sem. Egy alternativ magyardzat lehet, hogy olyan kompenzacids
mechanizmusok, amelyek még m(ikddnek a fiatal sAnkl KO egerekben, mar nem eléggé
hatékonyak a 10 hdnapos allatokban.

Osszességében azt mondhatjuk el, hogy az eredményeink alapjan az sAnk1.5 hidnya a Ca?*-
homeosztazis karosodasahoz vezet a fiatal sAnk1l KO egerekbél szarmazo vazizom rostokban
a korban hozzaill6 kontroll izomrostokhoz képest. A Ca?*-homeosztazisban megfigyelt
kilonbségek kevésbé szembet(in6ek a korral elS6rehaladva, mivel a Ca?*-felszabadulés
hatékonysaga az oreg kontroll egerekbdl szarmazd vazizomrostokban szintén csdkken
(Jiménez-Moreno és mtsai., 2008). Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a fiatal sAnk1l KO
egerek Ca?* homeosztazisa mar a kezdetektdl fogva karosodott, és hasonld szinten makodik
ahhoz, amit az 6reg kontroll egereknél talaltunk. Masrészrdl viszont a korral el6rehaladva a
KO egerekben szerkezeti valtozasok térténnek, mint példaul megjelennek tubularis
csoportosulasok és kontrakturak, amelyek nem talalhatdéak meg a kontroll izomrostokban.

V.10. Kitekintés

A szarkopénianak tobb oka is lehet, példaul a rossz taplalkozas is. Nagyobb figyelmet eddig
csupan a fehérjebevitel hianyossagara forditottak. Egy nemrég megjelent attekint6 cikkben
leirtak, hogy az asvanyi anyagok is fontosak lehetnek a szarkopénia megel6zésében és
kezelésében, ezeket viszont eddig kevésbé tanulmanyoztak (van Dronkelaar és mtsai., 2018).
Tobb tanulmanyban is azt talaltak, hogy a szelénbevitelnek pozitiv hatasa van az izomtémegre
(Chen és mtsai., 2014). llletve az is megfigyelték, hogy a szarkopénias id&sek esetén joval
alacsonyabb a szelénbevitel a nem szarkopénias id6sekhez képest (ter Borg és mtsai., 2016).
A szelenoproteinek révén a szelénrdl Ggy gondoljak, hogy jé hatassal lehet az izom szintézisre
és funkciodra, bar ezeket a mechanizmusok még nem tisztazottak.

Masrészrél az izomm{(ikddés fehérjéinek hianyahoz is kapcsolhatdak kiilonb6z6 miopatiak: pl.
a SEPN1 (Terry & Diamond, 2012), vagy obszkurin (Davide Randazzo és mtsai., 2017). Mivel
ezeknek fontos szereplik van a normal izomm(ikodésben, ezért a hianyukat mutatd
genetikailag mddositott allatmodelleken végzett kisérletek iranyt mutathatnak kilénb6zé
miopatiak, oregedéssel jard izomveszteségek terapias kezelésében, megel6zésében. Tovabba
ez lehetGséget teremt a ma mar fejl6dé génterapidra, mint ahogy azt a Duchenne-féle
izomdisztrofia esetén mar leirtak (Chamberlain és mtsai., 2017).
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VI. Osszefoglalas

A szarkopénia az Oregedéssel jard izomtomeg- és izomerGvesztés, ami az eléregedd
tarsadalom életmingségét negativan befolyasolo, fizikai teljesitményt és napi aktivitast er6sen
korlatozd betegsége. Az izmokat érintd elvaltozdsok esélye néhet az esszencialis nyomelem
szelén hianyaban, ami izomfajdalmat, faradékonysagot és gyengeséget is okozhat. Hasonld
negativ kovetkezményei lehetnek izomspecifikus fehérjék hianyanak is mar fiatal és
oregkorban is.

Vizsgdalatainkban kimutattuk, hogy az onkéntes futas mértéke, a maximalis rangas és
tetanuszos erd, valamint az izmok bels8 raktdraibdl felszabadult Ca?* mennyisége csékkent,
mig a reaktiv oxigén gyokok termelése megndtt az idds egerek esetén a fiatal allatokhoz
képest. Ezek a valtozasok a kalciumcsatorna RyR1 és a Selenoprotein N tartalom
csokkenésével és a RyR1 degradacidjanak ndvekedésével jartak egyitt. Mind az egész életen
at tartd edzés, mind a révid tavu szelén étrend kiegészités képes volt kompenzalni az izomerd
és az SR-bdl térténd Ca?* felszabadulds csokkenését idSs egerekben. Viszont a fiatal korban
megjelend izomtdmeg novekedés erre nem volt képes, amit miosztatin hianyos egereken
végzett kisérleteink bizonyitottak. A szelén étrend-kiegészités szignifikansan novelte a
Selenoprotein N szintjét az 6reg egerekben és megmutattuk, hogy izmokra kifejtett jotékony
hatasa RyR1-fliggetlen Utvonalon keresztiil valdsul meg.

Megvizsgaltuk az SR normadlis elhelyezkedéséért felel6s sAnkl-hianyos egerekben az SR
kalcium tartalmat, ami jelentGsen lecsdkkent a fiatal és idds sAnkl KO allatokban, mig a
jarulékos strukturdlis modosuldsok csak az 6regedés soran jelentek meg. Bebizonyitottuk,
hogy az sAnkl hidnya az intracelluldris Ca**-homeosztazist is befolydsolja. Mig a nyugalmi
citoszolikus Ca%*-szint nem valtozott a sAnk1 KO egerekbdl szarmazé rostokban, a depolarizald
pulzusokkal kivéltott Ca?*-tranziensek amplitiddja lecsokkent benniik a feszultségfiiggésiik
megvaltozdsa nélkiil. Tovdbba a szaponinnal permeabilizalt rostokon végzett spontan Ca?*-
felszabaduldsi események (spark-ok) elemzése azt mutatta, hogy a spark-ok gyakorisaga
szignifikansan alacsonyabb volt a fiatal és idGs KO egerek esetén is, a kontrollhoz viszonyitva.
Ezenkivll, a spark-ok amplituddja és térbeli kiterjedése, és igy a felszabaduld kalcium
mennyisége is szignifikansan kisebb volt a KO allatokban.

Osszefoglaldsképpen elmondhatjuk, hogy eredményeink alapjan a mérsékelt edzésnek és a
szelén étrend kiegészitésnek jotékony hatasa van az SR-b4l torténd kalcium felszabaduldsra és
az izomerdre 6reg korban, mig a megnovekedett izomtomeg nem javitja a fizikai teljesitményt
az oregedés soran. Tovabba a sAnk1 hianya nem csak az SR strukturajara van negativ hatassal,
hanem annak csdkkent Ca?*-raktdrozdsi kapacitdsat is okozza, ami végil kisebb Ca?*-
felszabaduldst és kovetkezményesen gyengébb izomer6t eredményez. Eredményeink az
id&skori szarkopénia és genetikai eredet(i izombetegségek Uj terdpias lehetdségei el6tt
nyithatnak utat.
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VII. Summary

Sarcopenia, aging-related loss of muscle mass and muscle strength, is a disease that negatively
affects the quality of life of an aging society and severely limits physical performance and daily
activity. The absence of the essential trace element selenium may increase the chances of
muscle damage, which can also cause muscle pain, fatigue and weakness. Lack of muscle-
specific proteins can have similar negative consequences in young and old age.

In our studies, the rate of voluntary running, maximal twitching and tetanus force, and the
amount of Ca?* released were shown from the internal stores of muscles decreased, while the
production of reactive oxygen radicals increased in elderly mice compared to young animals.
These changes were associated with decreased calcium channel RyR1 and Selenoprotein N
content and increased RyR1 degradation. Both lifelong exercise and short-term selenium
dietary supplementation were able to compensate for the decrease in muscle strength and
Ca?* release from SR in elderly mice. However, the increase in muscle mass at a young age was
not able to do so, as demonstrated by our experiments in myostatin-deficient mice. Selenium
supplementation significantly increased Selenoprotein N levels in old mice and we have shown
that its beneficial effect on muscles is mediated through a RyR1 independent pathway.

The calcium content of SR was examined in sAnk1-deficient mice responsible for the normal
location of SR, which was significantly decreased in young and old sAnk1 KO animals, whereas
additional structural changes appeared only during aging. The absence of sAnkl also affects
intracellular Ca?* homeostasis. While resting cytosolic Ca%* levels did not change in fibers from
sAnk1 KO mice, the amplitude of Ca?* transients induced by depolarizing pulses decreased in
them without changing their voltage dependence. Furthermore, analysis of spontaneous Ca?*
release events (sparks) on saponin-permeabilized fibers showed that the frequency of sparks
was also significantly lower in young and elderly KO mice compared with the control. In
addition, the amplitude and spatial extent of the sparks, and thus the amount of calcium
released, were also significantly lower in KO animals.

In summary, our results suggest that moderate exercise and selenium dietary
supplementation have a beneficial effect on calcium release from SR and muscle strength in
old age, while increased muscle mass does not improve physical performance during aging.
Furthermore, the lack of sAnk1 not only has a negative effect on the structure of SR, but also
causes its decreased Ca?* storage capacity, which ultimately results in lower Ca?* release and
consequently weaker muscle strength. Our results may show the way for new therapeutic
options for sarcopenia and genetic muscle diseases in old age.
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Az in vivo tesztekben (Grip-teszt, Onkéntes futdmalom) részt vettem és a mérési
eredményeket is f6leg én analizaltam.

Az in vitro izomerd mérésben részt vettem, analizist is én végeztem. Az 6sszes teljes sejtes
intracelluldris Ca?* mérést én végeztem és a mérések analizisét is én készitettem el. Fesziiltség
clamp mérésekben és az adatok analizisében is részt vettem. Az elemi kalciumfelszabadulasi
események mérési eredményinek analizisében vettem részt. A Western blot kisérletekben a
mintak gyljtésében és el6készitésében vettem részt. ROS mérésekhez a preparatum
el6készitésében és az analizisben vettem részt.
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