Mitokondrialis biogenezis eltéré futokapacitassal rendelkezé patkanyok hereszovetében

Bevezetés:

A XXI. szazad rengeteg veszélynek teszi ki a szervezetiinket. E fajta veszély a
civilizacidés betegség egyik formaja, a metabolikus szindroma. Napjainkban is folynak a
kutatdsok a témadaval kapcsolatosan, hisz igazi gydgyszert, megoldast nem talaltak a
problémara, csak javaslatok vannak a kezelés kiilonb6zé formadira, mint példaul, helyes
¢letvitel, rendszeres testmozgas...sth. Egyes kutatok, mint példaul Bratic és Trifunovic
(Bratic and Trifunovic 2010) szerint, a metabolikus szindroma a mitokondrialis biogenezissel
szoros kapcsolatban van. Dolgozatomban a metabolikus szindroma és edzés, illetve a
mitokondrialis funkcidok kapcsolatara kerestem a valaszt. Kisérletemet Wistar patkdnyokkal
végeztem, és az 0 hereszovetiik vizsgalataval kaphattam meg a hipotéziseimre a valaszt. Miért
pont a hereszovet? Az eddigi szakirodalmak érdekes eredményeket kozoltek a kiilonb6zo
szovetek (izom, agy) (Radak, Taylor és mtsai 2001, Bevilacqua, Ramsey és mtsai 2005) és a
mitokondrialis biogenezis kozott fennalld kapcsolatokrdl, és az engem is foglalkoztatott. A
herékben termel6dd spermium elengedhetetlen az utddok nemzéséhez, mely a fajfenntartés
szempontjabol rendkiviil fontos. Az utdbbi idében kideriilt, hogy a spermiumok életképessége
jelentdsen csokkent a kordbbi adatokhoz képest, és felmeriilt az, hogy ez dsszefiiggésben van
a fizikai inaktivitdssal. A mitokondridlis biogenezis szdmos szdvetben testedzés fiiggd, de a
herében ezt még nem vizsgaltak. A fentiek miatt fontosnak tartom, hogy kidertiljon, hogy a
testedzés és a taplalkozas befolyasolja-e a herékben a mitokondrium mennyiségét, ami
Osszefiiggésben van a szabadgyok termeléssel és oxigén ellatassal is.

Szakirodalmi attekintés:
A metabolikus szindréma a modern rohand vilag egy olyan gyakori betegsége,

amelyre koros elhizas (obesitas), magas vérnyomads, magas vércukorszint és koros vérzsir-



Osszetétel (diszlipidémia) jellemzd. A felsorolt kockéazati tényezok egyiittes jelenléte nagyban
megnoveli a koszoriér betegség, a diabetes kialakulasanak esélyét.

A metabolikus szindroma diagnoézisat akkor mondhatjuk ki, ha az alabbi kockazati
tényezOk kozil legalabb harom jelen van: elhizés (centralis, in. alma tipust), koros vérzsir-
Osszetétel (alacsony HDL-koleszterin, emelkedett triglicerid), magas éhgyomri vércukor,
emelkedett vérnyomas.

A helytelen taplalkozas, tehat a vitaminokban, &svanyi anyagokban hianyos, nem
valtozatos taplalkozas; a testmozgas hianya: a mindenkinek ajanlott, lehetdleg a hét minden
napjan, de legalabb 5-szor, legalabb 30 perces konnyti, kozepes, fizikai aktivitas (lihegtetd) +
heti 2-szer rezisztenciaedzés (ellenallassal szemben) elmaradasa befolyasold tényezoi
lehetnek a metabolikus szindroma kialakulasanak. De ugyanennyire befolyasolhatja a
genetikai hattér: genetikai hajlam és a kutatdsunkban is szerepet jatsz6 mitokondrialis
biogenezis megvaltozasa. Mindezek hatnak a maximalis oxigén felvételre (VO2max), amely
kapcsolatban lehet az edzettséggel.

A mitokondrium egy 5-100 mikrométer nagysagu, tobbnyire hengeres alakt 2
membranréteggel rendelkezd sejtalkotd. Az eukariota sejtekben legalabb egy, de tobb ezer
példanyban fordulhat eld. A sejt energiatermeld €s energiaraktarozé sejtalkotdja, a lebontasi
folyamatokbol szarmazo ATP 90%-a itt képzddik. Az alapéallomany gélszerti, tartalmazza a
sajat, prokariota jellegli, gyliri alaki DNS-t ¢és riboszomat, benne jatszodik le a
citromsavciklus. A mitokondriumban jatszodik le a zsirsavak oxidacidja (béta-oxidacio) is. A
bels6 membran tartalmazza a 1égzési lanc (terminalis oxidacid) mikodéséhez sziikséges
fehérjéket, emiatt hozz4 kothetd a legjelentdsebb mértékit ATP-szintézis.

Az endoszimbionta elmélet szerint a mitokondrium Ose egykor heterotrof, aerob
baktérium lehetett, amit az Gs eukariota sejt bekebelezett, de nem emésztett meg. Igy

szimbiozis alakult ki koztiik. Ezt tdmasztja ala a sejtszervecske alakja és mérete, a kettds
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membranrendszere, a sajat DNS-e és fehérjeszintetizalo rendszere. A koevolucio soran olyan
szoros lett az egyiittmikddés, hogy ma mar nem tudndnak egymas nélkiil meglenni (a
mitokondrium mitkddéséhez sziikséges fehérjék egy részét nem a sejtszervecske, hanem a sejt
allitja eld).

A mitokondrialis biogenezis az a folyamat, amelynek soran 0j mitokondriumok
alakulnak ki a sejtben. Ez a folyamat aktivalodik szamos kiilonb6z6 cellularis stressz idején
vagy a kornyezeti ingerekre adott valaszként. Kutatasunkban ezek az ingerek a resveratrol
adagolas és a testedzés (1. abra).

A mitokondrium egy kulcsfontossagi szabalyozoja a sejtnek, és szintén egy fontos
organelluma a szabadgyokok termelésének és lebomlasanak. Kutatasok szerint a magasabb
mitokondrial kopiaszam (vagy magasabb mitokondridlis tdémeg) védi a sejtet.

A mitokondriumok, amelyek a transzkripcié és a transzlacios gének altal allitbdnak
eld, egyarant a nukledris genomban és a mitokondridlis genomban taldlhatéoak. A legtobb
mitokondrialis fehérje a nuklearis genombol szarmazik, mig a mitokondrialis genom kodolja
legtobb részén az elektron transzport lancot egylitt a mitokondrialis rRNS-sel és tRNS-sel.
(Miranda, Foncea és mtsai 1999, Schmitz, Axmacher és mtsai 1999, Bevilacqua, Ramsey ¢és
mtsai 2005, Figueiredo, Powers és mtsai 2009)

Fontos hogy beszéljiink a futasi kapacitasrol, mivel az edzés kapcsolatban all a
mitokondrialis biogenezissel. Ahogy minden ember mads, futdsi kapacitasunk is eltéro.
Altaldnossagban beszélhetiink alacsony és magas futasi kapacitasu allatokrol. Ez a kapacitas
lehet szerzett és 6roklott.

Egy 0j tanulmany szerint, amelyet Steven Britton €s Lauren Gerard Koch végzett, a
kifejezetten kevesebb aerob gyakorlatokra kivalasztott €s kitenyésztett patkdnyok sokkal
inkabb hajlamosak a civilizacids betegség megszerzésére, mint a magasabb edzés kapacitassal

rendelkezOk. A tanulmanyban résztvevd patkanyok 11, mesterségesen kivalasztott generacio
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utddjai. Bar az 0sszes allat ugyanazon alapitod partol szarmazik, a kisérlet soran a patkanyok
mar alaposan kiilonbdznek egymastol, ez a kiillonbség az oxigén felhasznaldsukat és energia
termelésiiket illeti, mivel naponta mas ,,edzés”-ben részesiiltek. Példaul a nagy kapacitasu
patkanyok a 11. generacioban 42 percen keresztiil képesek megszakitas nélkiil rohangélni egy
taposomalomban, mieldtt kifulladnanak, mig az alacsony kapacitastak csak 14 percig. Az
atlagos kiilonbség a futasi kapacitasban 347 szazalék (Koch and Britton 2001).

Hasznos adatokat kaptak abbdl, hogy az dallatok metabolikus szindroma
rizikofaktorainak emelkedése €s az alacsony aerob edzésben részesiilésiik kozott kapcesolatot
talaltak. Hasonlosagokat fedeztek fel az emberekre jellemzo tényezokkel (Apor 2011).

Az alacsony aerob kapacitassal rendelkezé patkanyoknal a rizikéfaktorok ardnya is
magasabb volt (melyeket elézoekben mar felsoroltam). Emellett a 2 kutaté mitokondrialis
diszfunkciot is tapasztalt. A magasabb edzésben 1év6 patkanyokkal ellentétben a masik
csoport patkdny alacsonyabb oxidativ enzimekkel és proteinekkel rendelkeztek. Ezeket a
proteineket a mitokondrium mikodésénél jatszanak fontos szerepet (Koch and Britton 2001,
Radak, Taylor és mtsai 2001).

Koch ¢s Britton olyan gének kifejlesztéséért folytatjdk a tenyésztést, melyek a
mitokondrialis funkcidban részt vevod proteinek alacsony szintjét kddoljak. Az elmélet szerint
a nem megfeleld mitokondrialis miikodés lehet az oka az alacsony aerob kapacitasnak ¢€s a
betegségeknek.

A 11 generacios szelektiv tenyésztés utan, az alacsony kapacitdsu patkdnyoknal
abnormalisan alacsony proteinszinteket mértek, melyek pedig sziikségesek lennének a
megfelel6 ATP termelés fenntartdsdhoz. A jo kondicidoban 1évé patkanyoknal viszont
felhalmozodtak azon gének, melyek a mitokondridlis proteinek és az ATP megnovekedett

termelését kodoljak.



A tanulméanyban, amelyet egy norvég egyetem, az ohidi orvosi féiskola és a Williams,
valamint az U-M egészségiigyi iskolak végezték, Koch és tarsa altal a patkdnyok korabban
nem vettek részt edzésben. 11 hetes korukban kezdték el a szoktatast a futoszalagos edzéshez.
Az eredeti alapitd populacid 168 patkanybol allt, melyek atlagban 23 percig birtak futni.
Azota az atlagosan a kapacitasuk 41,8 méterre nott generacionként a kondiban 1évo, és 16,1
méterrel csokkent a lustdbb patkanyoknal. Az atlagos kiilonbség a futasi kapacitasban 347
szazalék (Koch and Britton 2001).

A kutatok azt remélik, hogy a patkdnyok segithetnek olyan 1jfajta terapids
készitmények kifejlesztésében, melyeket kardiovaszkularis betegségek, diabétesz esetén
alkalmazhatnak, illetve melyekkel olyan diagnosztizal6 teszteket alkothatnak meg, amelyek
azonositjak a betegségre hajlamos embereket (Koch and Britton 2001).

Tehat ezen tanulmany alapjan is megbizonyosodhatunk rola, hogy a futasi kapacitas
nagy részben 6roklott. A tanulmany szerint, ha magas kapacitast allatokat paroztatunk magas
kapacitasuakkal akkor az utdédok is magas kapacitassal fognak rendelkezni, és igy igaz az
ellenkezdjére is.

Hipotézisek:
A korédbban felsorolt ismereteink alapjan az alabbi hipotéziseket hoztuk meg.
1. Edzés hataséara az alacsony futokapacitasu allatok csoportjai képesek elérni a magas
futdkapacitasu kontrol allatok futési teljesitmény szintjét.
2. Feltételeztikk, hogy az eltér6 genetikdval rendelkezd éllatoknal a testedzés, ill. a
resveratrol adagolas hatasara a mitokondrialis biogenezisben csokken a kiilonbség.
Anyag és modszertan:

22. generacios him Wistar patkanyt hasznaltunk a vizsgalatunkban, amelyek a futasi

képességeik alapjan voltak szelektalva.

Az éllatokat két kiilonb6z6 csoportra kiilontiltek el tenyésztési sajatossagaik alapjan:



1. magas futasi kapacitasu - ,,high running capacity” (HRC)

2. alacsony futasi kapacitasu - ,,Jow running capacity” (LRC)
A vizsgalat kezdetén tovabbi 4-4 csoportot kiilonitettiink el, a kezelés sajatsagai alapjan,
miszerint kontroll, edz6, resveratrolt kap¢ illetve kombinalt (tehat resveratrolban és edzésben
részesiild) csoportrol beszéltiink. (1. Kontroll alacsony futd kapacitasu (C.low),2. Edzett
alacsony futo6 kapacitast (T.low),3. Kontroll resveratrol taplalt alacsony fut6 kapacitasi (RSV
low),4. Edzett resveratrol taplalt alacsony futd kapacitasti (T+RSV low), 5. Kontroll magas
futokapacitast (C.high), 6. Edzett magas futokapacitasa (T.high), 7. Kontroll resveratrol
taplalt magas futokapacitasu (RSV high), 8. Edzett resveratrol taplalalt magas futd kapacitasa
(T+RSV high)).

A kisérlet 4 honapos id6tartama alatt minden masnap resveratrol, sirtuin aktivatort
(SRT) adagoltunk 4 allatcsoportnak.

A resveratrol, polifenol, amely a piros sz6lében eléforduld névényi anyag, s ugy hat,
hogy egy olyan gént aktival, amelynek hatdséara sejtvédd anyag termelddik. Serkenti a sirtuin
(1asd kés6bb) mitkodését, és egyben erds antioxidans is (Farina, Ferranti és mtsai 2006).

Nagyon sok betegség ellen nyujthat védelmet. A resveratrolnak a szivbetegség
megeldzésében, a gyulladasok csokkentésében ¢éppugy szerepe lehet, mint a rak
megeldzésében vagy a hormonpdtlasban. A mélyebb okokat még ma is kutatjak, egyeldre
allatkisérletekre alapozzak a tudosok allitasaikat (Farina, Ferranti és mtsai 2006).

Ez id6 alatt az allatok 4 csoportja futopadon edzett (Tréner) heti 5 alkalommal, napi 1
orat a megallapitott VO2max-hoz tartoz6 sebesség 60%-an. A futast szoktatassal kezdtiik,
majd fokozatosan emeltiik a futdsi sebességet €s idétartamot.

Hetente ellendriztiik az allatok teststly valtozasat. Ezen feliil kétheti rendszerességgel
mértiik az allatok maximalis oxigénfelvételének valtozasat. Az éllatok relativ kapacitasdnak

mérése egy specidlisan a patkdnyok részére kifejlesztett, zart rendszerli spiroergométerrel



tortént. Az allat gépbe helyezését kdvetden, 10 perces megnyugvasi id6 utan mért VO2
értéket tekintettik VO2 minimumnak. A 10. perctdl inditottuk a futdszalagot 10 m/perc
sebességrol, mely értéket 3 percenként 5 m/perccel emeltiik, egészen az allat kifulladdsaig. Az
allat relativ aerob kapacitasat a kifulladas el6tti id6 pillanatban mért maximalis VO2 értékkel
azonositottuk.

Az ezt kovetd id6északban Western-blot technikat alkalmaztunk, mely sordn a fehérjék
mennyiségi valtozasait vizsgaltuk az erre tokéletesen megfeleld here szovetben.

Mindezekbdl a kapott adatokat statisztikailag elemeztik az ANOVA-val 5%-0s
szignifikancia szint mellett
Eredmények:

Az edzés szignifikansan, mig a resveratrol mérsékelten novelte a VOonmax értékeket az
alacsony kapacitasu resveratrolt kapd csoportban a kontrol allatokhoz képest. A magas
kapacitasu allatokban is szignifikansan noétt ennél a csoportnal a VOymax (2.4bra).

Szamos korabbi kutatas, mint amiket példaul Suwa és munkatarsai (Suwa, Nakano és
mtsai 2008) is végeztek kideriilt, hogy a sirtuinok szoros kapcsolatban vannak a
mitokondrialis biogenezissel.

A sirtuinok enzimfehérjék, szamos biologiai folyamatban jatszanak kiemelkedd
szerepet, legyen sz6 a stressz valaszrdl, az energia metabolizmusrol, vagy a genomidlis
szabalyozas és DNS javitas megfeleld fenntartasarol. Feltételezett szabalyozoi tovabba az
oregedés folyamatanak és a rosttipus differencialodasanak, valamint szoros kapcsolatban
vannak a szabadgyokokkel is (Hipkiss 2008, Suwa, Nakano és mtsai 2008, Koltai 2011).

A Kkutatas soran lathatova valt, hogy szignifikans a kiilonbség a 2 kontrollcsoport

kozott



Az alacsony futasi kapacitasu allatoknal resveratrol hatasara szignifikdnsan ndtt, mig a
kombinalt kezelés esetén csak mérsékelten nétt a szintje a kontroll csoportéhoz képest. Ilyen
fajta valtozast nem vettiink észre a magas fut6 kapacitasu allatoknal (3. abra).

A PGC-1 alfa egy transzkripcios koaktivator amely szabalyozza a géneket az energia-
anyagcserében. Kdlcsonhatdsban van, és szabalyozza a tevékenységét a nukledris 1€gzési
faktoroknak (NRFs). Biztositja a kozvetlen kapcsolatot a kiilsé fiziologiai ingerek és a
mitokondrialis biogenezis kozott, és jelentds tényezd, amely szabalyozza az izomrost tipus
meghatarozast (Wu, Puigserver és mtsai 1999, Suwa, Nakano és mtsai 2008). Igy ennek a
faktornak is a vizsgalatat is fontosnak tartottam. Megfigyelhettiik, hogy az alacsony
futokapacitast allatoknal szignifikansan nétt az edz6, mig a resveratrolt kapo allatoknal csak
mérsékelten noétt a szintje a kontroll csoporthoz képest. A magas kapacitasuaknal pedig a
resveratrolt kapoknak szignifikansan nétt a szintje mind a kontroll és mind az edz6 csoporthoz
képest. Megallapithatjuk még, hogy szignifikans a kiilonbség a csak resveratrolt kapo és a
kombinalt kezelésben részt vevd patkdnyoknal. Az alacsony és magas futdkapacitasu allatok
csoportjaban egymashoz képest szignifikans volt a kiilonbség a két edzo és a két resveratrolt
kapo csoport kozott. (4. abra)

A NRFs aktivalja a mitokondrialis transzkripcios faktort (TFAM), és az expresszidjat
néhany kulcsfontossag metabolikus gént szabalyozo, a sejtnovekedéshez és 1égzéshez
szilkséges nuklearis géneknek (Tiranti, Rossi és mtsai 1995). Az alacsony kapacitasu
allatoknal a kontroll csoporthoz képest nétt a resveratrolt kapo allatoknal a szintje. A magas
kapacitasu allatoknal a kontroll csoporthoz képest szignifikansan n6tt a NRFs szintje mind az
edz6 és a resveratrol kapo allatoknal. A két kiilonb6z6 kapacitasu csoportnal szignifikans a
kiilonbség a resveratrol és az edz6 csoportoknal (5. abra).

A mitochondrial transcription factor A (TFAM) kozvetleniil felelds a nukledris-kodolt

mitokondrialis fehérjék atirasaért. A beavatkozds hatdsara valtozas a magas kapacitasu
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allatoknal volt megfigyelhetd. Miszerint az edz6hoz képest szignifikans a kiilonbség a
resveratrolt és a kombinalt kezelést kapd allatoknal. A csupan resveratrol és a kombinalt
kezelésben résztvevOknal is szignifikdns a kiilonbség. A két kapacitdsu csoport
Osszehasonlitdsanal az edzoknél és a kombinalt kezelésben résztvevoknél figyelhetd meg
kiilonbség (6. abra).

Osszefoglalas:

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy egy teljesen 1j teriiletet volt alkalmunk megvizsgalni,
hiszen az eddigi szakirodalmak mas szovetekkel végeztek kutatast, mint pl sziv, izom, ma4j.
fgy csak feltételeztiik, hogy a hereszovet szoveti kiilonbségének ellenére hasonlé véltozasokat
fogunk tapasztalni, mint az eddigi tanulmanyokban. Tovabba megallapithatjuk, hogy a
resveratrol adagolas j6 hatassal van a mitokondrialis biogenezis folyamatanak erésitésére. Es
a kutatas jo alapul szolgal tovabbi kutaté munka folytatasara.
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1. ébra: abra Mitokondrialis biogenezis folyamata
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2. Maximalis aerob kapacitas valtozas
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3. éabra: SIRT-1 szint valtozas
A: A SIRTI fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szdvetben. A csikok
denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel.
B: A SIRT1 oregedés és edzés hatasara 1étrejové mennyiségi valtozasa. Az abrakon: C
— kontroll, T — edzett, RSV — rezveratrol kezelt, T+RSV — edzd és rezveratrollal

kezelt. A feltiintetett értékek: atlag + SE; *p<0.05.
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4. ébra: PGC-1la szint valtozas
A: A PGC-la fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szdvetben. A csikok
denzitasanak normalizaldsa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel.
B: A PGC-1a oregedés és edzés hatasara 1étrejovo mennyiségi valtozasa. Az abrakon:
C — kontroll, T — edzett, RSV — rezveratrol kezelt, T+RSV — edzd és rezveratrollal

kezelt. A feltlintetett értekek: atlag + SE; *p<0.05. # <p 0.05
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5. ébra: NRF1 szint valtozas
A: A NRFI1 fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szdvetben. A csikok
denzitasanak normalizaldsa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel.
B: A NRF1 oregedés és edzés hatasara 1étrejovo mennyiségi valtozasa. Az abrakon: C

— kontroll, T — edzett, RSV — rezveratrol kezelt, T+RSV — edzd és rezveratrollal

kezelt. A feltlintetett értekek: atlag + SE; *p<0.05. # <p 0.05
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6. abra: TFAM szint valtozas
A: A TFAM fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szovetben. A csikok
denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel.
B: A TFAM oregedés és edzés hatasara 1étrejovo mennyiségi valtozasa. Az abrakon: C
— kontroll, T — edzett, RSV — rezveratrol kezelt, T+RSV — edz¢6 és rezveratrollal

kezelt. A feltlintetett értekek: atlag + SE; *p<0.05. # <p 0.05



