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,»Az ember érzi, amint derengeni kezd az agyaban, hogy 6nallé6 gondolkodas
nélkiil csak tudalékossagra vezet a tanulas, €s hogy a vildg minden
felhalmozott tudésa azért jut el hozzéank, hogy vilagosabban tudjunk
gondolkozni... Magunknak kell elrendezniink a dolgokat akkor is, ha kozben
sokszor tévediink, és csak oly ritkdn van igazunk."

Eric Knight
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1. Bevezetes, irodalmi attekintes

1.1. Az oregedés

1.1.1. A szabadgyokok szerepe

Az dregedés egy olyan generalizalt folyamat, mely a természetben eléforduld 6sszes
¢l6 szervezetnél megfigyelhetd. Az életkor eldrehaladtaval a legtobb szerv funkcidja
csokken, szamos betegség eléfordulasa pedig fokozodik, s6t néhanyukat egyenesen az
Oregedéssel egyiitt jard valtozasok idéznek eld. Ezek kovetkeztében azonban az élet
mindsége is jelentds romlast mutat. Felmertil a kérdés, hogy ez vajon késleltethetd, esetleg

megeldzhetd-e?

Tobbféle elmélet 1étezik az oregedési folyamat magyarazatara. Jelen dolgozatban
azonban nem célunk valamennyit tdrgyalni, csupan arra tériink ki, ami a témakorhoz
szorosan kapcsolodik, s mely mindemellett az egyik legelfogadottabb feltételezés is, a
szabadgyokos elmélet (Harman 1956). A szervezetben fiziologias koriilmények kdzott tobb
helyen is termelédnek szabadgyokok. Termelddésiik egyik f6 helye a sejt energiatermeld
kozpontja, a mitokondrium, ahol a 1égzési lanc soran, az oxigénbdl ATP termelddés mellett

viz képzddik (1. abra). Ez a folyamat a kovetkezdképpen irhato le:

4------

v
Szuperoxid Hidrogén-peroxid  Hidroxil gyok

1. abra
A szabadgyokok kepzodeési folyamata




A reakcid soran a koztes termékek koriilbeliill 2%-a ,,megszokik” a rendszerbdl.
Ezek a molekulak a szabadgyokok, melyeknek kiilsé elektronhéja telitetlen és ez lehetdvé
teszi extra elektron belépését, ami a legfontosabb tulajdonsagukat, a nagy
reakciokészségiiket kolcsonzi szamukra. Nagy reaktivitdsuk kovetkeztében keletkezési
helyliik kozelében, a masodperc tort része alatt reakcioba lépnek a koriilottik 1évo
molekulakkal, a sejt alkotoelemeivel, a fehérjékkel, zsirokkal vagy akar a DNS-sel. Ez a
talalkozas a sejt alkotéelemei szamara altaldban nem eldnyds, mivel ezek a reaktiv oxigén
gyokok (ROS — Reactive Oxygen Species) a sejtalkotok funkcidjat rontjak, szélséséges
esetben pedig a sejt haldlat okozhatjdk. Nagy reaktivitasuk révén oxidansként hatnak
kornyezetiikre, igy ha a mennyiségiik felszaporodik, a fizioldgidsan redukalt allapoti sejt

milid oxidalt irdnyba tolddik el.

A sejt rendelkezik azonban antioxiddns rendszerrel, mely védelmet jelent a
szervezet szamara a szabadgyokok tulzott felszaporodasaval szemben. Ez a rendszer egy
belsd, szervezeten beliil termelddd, enzimatikus, illetve egy kiils6, a taplalkozassal
bejuttathatd, nem-enzimatikus részbdl tevodik Ossze. Az enzimatikus részhez tartozik a
DNS-be kodolt antioxidans enzim rendszer, mely olyan gyokfogd enzimeket foglal
magaba, mint a katalaz (CAT), a glutation peroxidaz (GPX), vagy a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), melyek a mar ismert szabadgyok keletkezési folyamatban katalizatorként segitik
eld a reaktiv oxigén gyokok detoxifikalasat. Ebben a folyamatban a szuperoxid-dizmutaz a
szuperoxidot hidrogén peroxidda, mig a katalaz és a glutation peroxidaz a HyO,-ot vizzé
alakitja. A sejtben SOD enzimnek két tipusa ismeretes, a SODI1, azaz a réz-cink-SOD
(Cu,Zn-SOD) és a SOD2, a mangan-SOD (Mn-SOD) (McCord és Fridovich 1968). A
Cu,Zn-SOD a sejtplazmaban, mig az Mn-SOD a mitokondriumban alakitja a szuperoxidot
hidrogén peroxidda. A sejten kiviil helyezkedik el az EC-SOD (Marklund 1990). A CAT és
GPX a sejtplazmaban és mitokondriumban is megtalalhatd. Az antioxidans rendszer nem
enzimatikus részéhez kiilonb6z6 antioxidans hatasu anyagok tartoznak, mint a C-vitamin,
az E-vitamin, a karotinoidok, vagy a hugysav, melyek az enzimatikus résszel 6sszhangban

a szabadgyokok karos hatasaitol védik a szervezetet.
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A szabadgyokok azonban nem csak kartékonyak, ahogy felfedezésiik utan sokaig
gondoltdk. Ma mar tudjuk, hogy kis mennyiségiik sziikséges bizonyos jelatviteli
folyamatokhoz. Az oxidalt milid aktivalhat tobb redox érzékeny transzkripcios fakort és a
H,0, jelzdmolekulaként is mikodik. A gond akkor jelentkezik, ha felborul az egyensuly a
szabadgyok mennyiség és a védekezd mechanizmusok szintje kozott. Ezt az allapotot
nevezziik oxidativ stressznek, melynek oka lehet a szabadgyokok tulzott termelddése, vagy
az antioxidans rendszer ,,mennyiségének” vagy aktivitdsanak nem kielégité volta. Ez a
zsirok, fehérjék és a DNS novekvé oxidativ modosulésat eredményezi, ami csokkend szintii
fiziologias funkciokkal jar egyiitt (Carney ¢és mtsai 1991, Gredilla és mtsai 2010, Liu és
mtsai 2011, Yang ¢és mtsai 2010) és a szervezet leépiilését eredményezi. Ez a megfigyelés

jelenti az alapjat a szabadgyokokhoz kapcsolddo oregedési elméletnek.

1.1.2. A feheérjék oxidativ modifikdcioja

1.1.2.1. A fehérje karbonilaciod

Az oxidativ sériilések a fehérjek esetében a karbonil kotések felszaporodasanak
form4ajaban jelentkeznek, melyek a fehérjék funkcigjat karosithatjdk. Mas oxidans
termékekhez viszonyitva a fehérjéken kialakuld karbonil csoportok mérése relative konnyti,
mivel az oxidativ karosito folyamat korai szakaszdban kialakulnak és a képzddott
karbonilalt fehérjék viszonylagosan stabilak. A karbonil csoportok kimutatasat 2-4-
dinitrophenylhydrazine-nal (DNPH) végzett szarmazékképzéssel torténik, melybdl a
reakcié soran keletkezd dinitrophenylhydrazone (DNP) termék spektrofotometrias
eljarassal, ELISA-val (Enzyme-linked immunosorbent assay), vagy Western blot
modszerrel egyarant detektalhato. Mennyiségiik felhalmozddasa figyelhetd meg olyan
betegségekben is, mint az Alzheimer kor, a reumatoid artritisz, a diabetes, a szepszis, a

kronikus vese elégtelenség vagy a 1égzési distress szindroma (Dalle-Donne és mtsai 2003).
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A széles korben végzett human és allatkisérletek soran kiilonbozé szdvetekben
vizsgaltak a fehérje oxidativ karosodasdnak mértékét. A karbonil csoport, mint jelentds
oxidativ stresszt jelzd biomarker mennyiségének valtozasat irtak le szuper marathon
futdéversenyt kdvetden a vérben és a vizeletben egyarant. Az extrém fizikai terhelés akut
hatdsaként a vizeletben jelentkezd proteinuria mellett a vér és vizelet fehérjék magas
karbonilacios és nitrotirozin szintjét figyelték meg a verseny elsé napjat kovetéen, mely
szint platot ért el a masodik, harmadik és negyedik napon (Radak és mtsai 2003). Ugyan ez
a munkacsoport rendszeres edzés hatasara vazizomban bizonyos fehérjék karbonilacidjanak
bizonyitéka (Radak és mtsai 1999). Ugyancsak a rendszeres edzés oxidativ stressz-
adaptacios képességét mutatja az a vizsgalat, melyben egy iszkémia-reperfiizidt kovetden a
rendszeresen fizikai aktivitast végz6 allatoknal a sziv balkamrai fehérje karbonilacios
szintje jelentésen alacsonyabb volt, mint a nem edzé tarsaik esetében (Le Page és mtsai
2009).

Az Oregedés hatasara 1étrejovo valtozasoknal az irodalmi adatokat tanulmanyozva a
kiilonb6z6 szovettipusok esetében dontden ndvekedést tapasztalunk az oxidativ fehérje
sériilés mértékében. Patkanyok labszar inaiban Oregedés hatasara az oxidativ sériilések
felhalmozddasanak jeleként novekvd karbonil koncentraciot mutattak ki, amit a diétas
megszoritasok részben csokkenteni tudtak (Radak és mtsai 2002b). A szivizomban
Oregedés hatdsira szintén nagy novekedést figyeltek meg a karbonilaciés szintben
(Szczesny és mtsai 2010). A vazizom esetében a kép azonban vegyes. Néhany vizsgalat
nem mutatott ki valtozast a vazizom karbonil szintjében 6regedés hatasara (Radak és mtsai
2002a, Radak és mtsai 2002b), mig masok, a tobbi szovethez hasonldan a fiatalokhoz
képest emelkedést irtak le id6s patkanyok gastrocnemius izmaban (Breusing és mtsai 20009,
Thomas és mtsai 2010). Le Page és munkatarsai agyszovetbol végzett vizsgalataik soran
nem talaltak kiilonbséget a fehérje karbonilacioban az oreg és fiatal allatcsoportok kozott
(Le Page és mtsai 2009). Ennek magyarazatat az agy szovettipusok kozti specialis helyzete
adhatja, mivel ismeretes, hogy az agyszovet vérelldtdsa, oxigenizacidja viszonylagos

allandésagot mutat nyugalmi allapotban és fizikai terhelés alatt egyarant.
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1.1.2.2. A(z) ubiquitin-proteaszoma rendszer

Az oxidativ fehérje sériilés felhalmozddasanak egyik oka a sériilt fehérjék
lebontasanak csokkenése, melyet a proteaszoma rendszer aktivitasa befolyasol. A fehérje
degradacio kozponti szerepet jatszik sok sejt funkcidban. A hasznalhatatlanna valt, vagy
sérilt fehérjék eltavolitodnak a sejtbdl a toxicitas elkeriilése érdekében. Eukariota sejteknek
két f6 utvonala van a hasznalhatatlannd valt, vagy toxikus fehérjék lebontasara: a) a(z)
ubiquitin-proteaszoma rendszer, mely a sejtplazmaban, a sejtmagban és kiilonb6zo
sejtrégiokban egyarant megtalalhat6, illetve b) az autofagias-lizoszémalis utvonal, mely
csak a citoplazmaban van jelen. A két rendszer koziil az elsé a jelentdsebb, amit az
elhelyezkedése is bizonyit, illetve, hogy ez az a rendszer, mely a sejt irdnyitd kdzpontjanak,

a sejtmag stabilitasanak meg6rzéséért is felelds (Li és Li 2010).

A proteaszoma legaltalanosabb megjelenési formaja a 26S proteaszoma, mely egy
2.5 megadalton sulyt multiprotein komplex. Két funkcionalis egységbdl tevodik 0ssze. A
»~magjat” képezi egy 20S alegység, melyhez egyik, vagy mindkét végén kapcsolodik a 19s
szabalyoz6 alegység. Harom fajta proteolitikus aktivitassal, kimotripszinhez hasonld,
tripszinhez hasonld és kaszpazhoz hasonld aktivitassal rendelkezik, melyek a 20S
alegységben talalhatoak. A lebont6 folyamat sordn a lebontésra itélt fehérjékhez eldszor
egy ubiquitin kapcsolddik, mely jelzoként szolgal a proteaszoma szamara a lebontashoz. A
folyamat elsé Iépéseként a(z) ubiquitin egy ATP-fiiggd reakcidban aktivalodik a(z)
ubiquitin-aktivald enzim (E1) altal. Ezt kovetéen az aktivalt ubiquitin a(z) ubiquitin
konjugalé enzimhez (E2) kapcsolodik, majd elszallitddva egy ubiquitin protein ligaz (E3)
kapcsolja a szubsztrat fehérjéhez, melynek soran izopeptid kotés alakul ki a(z) ubiquitin C
vége és a szubsztrat fehérje belsd lizin gyoke kozott. Altaldban tobbszords ubiquitinacid
(ubiquitin lanc) sziikséges a lebontd folyamat meginditasahoz. A felcsavarodott fehérje
szerkezetek kiegyenesitését hd sokk fehérjék (HSP) végzik, igy a proteaszoma képes

bekebelezni a hosszi aminosav strukturabol allo fehérje lancokat is.

A proteaszoma tehat f6 funkcioként a fehérje degradacidért, s ezaltal a homeosztazis

fenntartasaért felelds. Részt vesz a sejtciklus fehérjéinek, tumor szupresszoroknak,
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transzkripcios faktoroknak, gatlo, vagy sériilt fehérjéknek az eltavolitasaban. Oregedéssel a
mitokondrium funkcidja fokozatos csokkenést mutat, ami egyiitt jar a mitokondridlis DNS
novekvé ROS termeléshez vezet. Gyenge foku oxidacid esetén a proteaszomalis degradacio
fokozodik, magasabb oxidans szint azonban mar gatlolag hat a proteaszoma lebontod
funkcidjara. Mivel az ATP-stimulalt 26S proteaszoma érzékeny az oxidalt milidre, a
proteaszoOma maga is érintett az oxidativ stresszben. A nem degradalt protein aggregatumok
ugyanis képesek a proteaszomahoz kapcsolddni, ezaltal rontjdk a lebontasra vard fehérjék

eliminalasat (Li és Li 2010).

Az irodalmi adatokban altalanos tendenciat mutat a proteaszoma aktivitas
oregedéssel egyiittjard csokkenése a kiillonbozé szovetekben. Raddk ¢s munkatarsai
patkdnyok 1ab inaiban az oregedéssel novekvd karbonil mennyiség mellett proteaszoma
aktivitas csokkenést irtak le, amire a diétas megszoritasok preventiv hatassal voltak (Radak
¢és mtsai 2002b). Az adatok a vazizomban is altalanossagban csokkenést mutatnak az id6s
¢letkorban (Strucksberg és mtsai 2010), mig a fizikai aktivitas novekedést el6idéz6 hatasa
fiatal és id6s korban egyarant bizonyitast nyert (Radak és mtsai 1999). A tid6 és
majszovetben mért proteaszoma aktivitds is koveti az altalanos trendet, az Oregedéssel
csokkené aktivitasi szintet mutat (Breusing és mtsai 2009). Egy 2005-ben patkanyokon,
egereken és selyemmajmokon végzett vizsgalat szerint a patkdnyok €s egerek agyanak
kiilonb6z6d régidiban csokkent proteaszoma aktivitas figyelhetd meg, a selyemmajmok
Osszes vizsgalt agyi teriiletén viszont egyOntetll az aktivitds életkorral egyiittjaro
novekedése (Zeng és mtsai 2005). Ez a vizsgalat alatamasztja azt a feltételezést, hogy a
proteaszomat érintd Oregedés fiiggd valtozasok mégsem annyira homogének. Az életkorral
egylittjar6 nagy mennyiségli izomtomeg vesztés (szarkopénia) 4altalanosan elfogadott
megfigyelés. Ezt a tényt azonban nagyon nehéz dsszeegyeztetni egy csokkend proteolitikus
tevékenységgel. Ezzel 0Osszhangban Altun és munkacsoportja Oregedés hatdsdra a
vazizomban két-haromszoros novekedést talalt a proteaszoma mennyiségében, és ennek a
megnovekedett enzim mennyiségnek a(z) ubiquitin fiiggd ¢és fliggetlen aktivitasa is

magasabb volt, igy a varakozasokkal ellentétben az idés izomszovetben jelenlévd nagy
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mennyiségli proteaszoOma aktivitasa megtartott. A megfigyelést az is aldtdmasztja, hogy a
fiatal allatokndl mesterségesen eldidézett izom atrofia esetén jelentds ubiquitinacids és

proteaszomalis novekedés tapasztalhatd (Altun és mtsai 2010).

Itt meg kell jegyezni, hogy a fehérjék karbonilacioja dnmagaban marker lehet a
proteaszOma szamdara a szubsztrat felismeréshez. Az aminosavak karboniladcidja miatt
megvaltozik a fehérjék hidrofobicitdsa, és ez Gnmagaban, ubiquitinicio nélkiil is jelzést ad
a lebontasra. Ez rendkiviil fontos, hiszen ATP felhasznélds nélkiil is biztositja az oxidalt
fehérjék mihamarabbi lebontasat (Grune és mtsai 1997). gy a normalisan miikodé
proteaszoma rendszer megakaddlyozhatja az oxidalt fehérjék felszaporodasat. Az
oregedésre csokkend proteaszoma aktivitds ezért veszélyes, mert egyiitt jar az oxidalt

fehérjék nagy mennyiségii felhalmozodasaval.

1.1.3. 4 DNS sériileés és javitas

Az 0Orokitd anyag - szerepébdl és funkcidjabol addddan - integritdsanak és
tisztasdganak megOrzése jelenti a szervezet szamara a prioritast. Ez olyannyira igy van,
hogy a sejt apoptozissal, azaz programozott sejthalallal elpusztitja dnmagat, ha DNS-ét
olyan mértékil sériilés érte, mely a replikacid révén tovabbadddva sulyos elvaltozasokhoz
vezetne,. A DNS-ben megmaradé sériilések azonban mutacidhoz vagy a sejt halalahoz is
vezethetnek. Irodalmi adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy a védekezd mechanizmusok
ellenére egy nap koriilbeliil szdzezer sériilés éri egy sejt DNS-ét, igy az antioxidans
rendszer mellett a szervezetnek sziiksége van javitdé mechanizmusokra, melyek a mar
kialakult sériilések kijavitasaért feleldsek. A DNS esetében a javitd mechanizmusokat
miikodési elviik alapjan két csoportra oszthatjuk. Azok az enzimek, melyek a DNS kettds
a-hélix lancabdl a sériilt nukleotid egységet vagja ki, a NER (Nucleotide Excision Repair)
csoportba tartoznak, mig csak a sériilt bazis kivagasaért a BER (Base Excision Repair)
enzim csoport tagjai feleldsek. A javité enzimek hatasaként a napi szdzezer DNS sériilésbol

koriilbeliil egy marad meg. A megmarado6 sériilések az 1d6 elérehaladtaval akkumulalodnak
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és egyre inkabb utjat alljak a fiziologids sejt mechanizmusoknak. A human genom
méretének ismeretében ez a szdm nem lenne igazan jelentds, a teljes szervezetet felépitd
sejt mennyiséget és az életiink végéig eltelt napokat szamba véve azonban mar belathaté a

szabadgyokos oregedési elmélet 1étjogosultsaga.

A DNS nagymértékli sériilése pro-apoptotikus ¢és DNS javité fehérjék
aktivaciojahoz vezet, majd a sériilés nagysagatdl és a javitdé mechanizmus sikerességétol
fliggden a sejt vagy €letben marad, vagy meghal (Lovell és Markesbery 2007, Rass és mtsai
2007, Yang és mtsai 2010). A 8-ox0-7,8 dihydroguanine (8-oxoG) az egyik legnagyobb
mértékben keletkezd ROS-fliggd DNS sériilés tipus, ami a mutagenezisben is érintett
(Damsma ¢és Cramer 2009, Lu és Liu 2010, Thomas és mtsai 1997), és érintheti a
genomialis, a mitokondrialis vagy a telomeralis DNS-t, illetve az RNS-t is. Ez a sériilés
tipus a DNS guanin bazisabol képzodik. Mas DNS sériilésekhez viszonyitott nagy
szamanak oka lehet, hogy a guanin-citozin (G:C) bazispar eléfordulési aranya az evolucid
magasabb fokan 4llo, alland6 testhdmérsekletli, dontden aerob energianyerésii €161ényeknél
joval magasabb, illetve, hogy a két bazis kozott fennallé haromszoros koétés az adenin-timin
(A:T) bazisparhoz viszonyitva nagyobb stabilitast biztosit, ami eldnyt jelent az é161ény
szamara (Naya és mtsai 2002, Sueoka 1962). A sériilésre valo érzékenységét bizonyitja
azonban, hogy a guaninnak a legalacsonyabb a redox potencialja a DNS bazisok kozott,
ami kiemelked6en nagy vonzé erét jelent a szabadgyokokre. Emlésokben a 8-oxoguanin
DNA glikozilaz (OGG1) az a specifikus javitdo enzim, mely egy BER reakcio révén képes
kivagni a 8-0x0G-t, hogy a sejt elkeriilje a transzverziot, vagy a DNS sériilés indukalta
apoptdzist. A sériilt bazis eltavolitdsa utdn a DNS-ben az abazikus hely alakul ki, ahol tehat
sem purin, sem pirimidin bazis nem taldlhatd. Ezen a helyen fejtik ki hatdsukat a DNS
sériilésjavitdo mechanizmus kovetkezé elemei, az AP (apurin/apirimidin) endonukledzok,
melyek koziil humanban csak egyetlen tipust irtak le, az APE1-et. Ez az enzim, az abazikus
helyen hasitja a DNS cukor-foszfat lancat, 1étrehozva egy 3 hidroxil-5’dezoxiribozfoszfat
véget, majd polimerazok ¢€s ligazok 1) nukleotidot/nukleotidokat szintetizalnak a javitandd
teriiletre. A javitatlan abazikus hely mutacidt okozhat a szemikonzervativ replikacio révén.

Megfigyelték azonban, hogy az OGGI1 knockout allatok nagy mennyiségii 8-0x0G-t
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halmoznak fel DNS-iikben, de nem élnek rovidebb ideig, mint vad tipusu tarsaik, nem
fejlesztenek ki patologias elvaltozasokat, tumort, s6t novekvd gyulladasos rezisztenciaval
rendelkeznek. Ezek alapjan ugy tinik, hogy a 8-0xoG optimalis szintje a DNS-ben és az
RNS-ben sziikséges a normal fizioldgias miikddéshez, pufferként enyhiti az oxidativ stressz
hatast a DNS-ben, valamint traszkripcios és kromatin relaxacios funkciot is betolt (Radak
¢s Boldogh 2010). A fokoz6dd oxidativ sejt metabolizmusnak igy kedvezd hatasai is
lehetnek, mely egybevag a fizikai aktivitas soran kifejlodo oxidativ stressz allapot kedvezo
adaptacids hatasaval. A 8-0xoG mennyiségének hatasmechanizmusaban is megfigyelhetjiik
ezaltal a forditott U vagy J alaku hormézis gorbét, mely sok, kizarolag karos hatasu
anyagként szamon tartott tényezo esetén bizonyitott mar. Igaz ez példaul a reaktiv oxigén
gyokok, vagy az aminosavak oxidativ sériilés soran kialakuldo karbonildciojanak
mennyiségére is. A 8-0xoG mennyisége az Oregedéssel ndvekedést mutat, mig a javitd
enzim aktivitasa hanyatlik (Radak és Boldogh 2010) A legujabb irodalmi adatok szerint az
OGGI aktivitasanak valtozasat a legtobb enzimmel ellentétben nem a foszforilaci6, hanem
az acetilacié aktivalja. In vitro kisérletben bizonyitottak, hogy az OGG1 Lizin 338/341
gyok acetilacidja a p300 fehérje révén indukdlhatd, ami szignifikdnsan megndvelte az
enzim aktivitasat. A vizsgalatbol sziiletett eredmények alapjan feltételezik, hogy az
acetilacio in vivo koriilmények kozott is képes az aktivitds novelésére. Embrionalis
fibroblaszt sejteken oxidativ stressz hatasara 2,5-5z6ros novekedést tapasztaltak az OGG1

acetilaciojaban (Bhakat és mtsai 2006).

1.2. A sirtuin enzim csalad

Tanulméanyok olyan ko6z0s szabalyozd mechanizmusokat tartak fel, melyek
magukban foglaljak a genetikai integritds megtartasat, az inzulinhoz hasonlé novekedési
faktor-jelzérendszert (IGF) és a silent information regulator (sirtuin) csoportot; melyek
kolesondsen hatnak egymaésra, tobbszintli mechanizmusok révén hatassal vannak a
programozott sejthalalra, igy feleldsnek latszanak az é€lettartamért, és befolyasolnak olyan

komplex mechanizmusokat, mint az 6regedési folyamat. A leglijabb kutatasi eredmények
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azt sugalljak, hogy ezen faktorok kozott a sirtuinek kiemelkedden fontos szabalyozoi az

oregedési folyamatnak az egysejtli organizmusoktol az emlésokig (Imai 2009).

A hiszton deacetilazok (HDAC), melyek a hiszton lizin aminosavan 1év6 acetil
csoportok eltavolitasat végzik, négy csoportra oszthatok. A legfrissebb adatok alapjan a
hiszton deacetilazok elnevezése HDAC-rdl lizin deacetilazra (KDAC) mddosul, ami jelzi a
szubsztrat csoport kibdviilését szdmos nem-hiszton fehérjével. Ezek a deacetilazok szinte
minden szévetben jelen vannak, normalban és a malignusban egyarant, szovet specifikus
expresszios mintazattal. A HDAC/KDAC csoport harmadik osztalyat képezik a sirtuinek.
Az élesztoben felfedezett Sir2 (silent mating-type information regulation 2) génnek hét
homologjat azonositottak emldsok esetében (SIRT1-7), valamint kimutattak, hogy
miikodésiik nagyban fiigg a nikotinamid adenine dinucleotide-tol (NAD"), melynek révén
szoros kapcsolatban allnak a metabolizmussal, az energia termeléssel és a DNS javitd
mechanizmusokkal (Imai és mtsai 2000, Lombard és mtsai 2008). Elhelyezkedésiiket
tekintve a SIRT1 és 2 a citoplazmaban ¢és a sejtmagban is megtalalhato; a SIRT3, 4 és 5 a
mitokondriumban van jelen, a SIRT6 és 7 pedig csak a sejtmagban lokalizalodik. Mig mas
fehérje deacetilazok csak hidrolizaljdk az acetil lizin gyokot, addig a sirtuin vezérelte
deacetildcional a lizin deacetilaiciohoz NAD" hidrolizise is tarsul. A folyamat soran o-
acetyl-ADP-ribose, nikotinamid és deacetilalt szubsztrat keletkezik, amik végtermék
gatlassal hatnak a sirtuin aktivitisira. A NAD'-nak a sirtuin hatdsmechanizmusaban
jatszott fontos szerepét tamasztja ala a nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT,
mas néven PBEF vagy Visfatin) mennyiség/aktivitasi szintje, mely a NAD" bioszintézisét
végz0 enzim, ami megndveli a vaszkuldris simaizom sejtek replikativ €lettartamat a SIRT1
aktivalasan keresztiil (van der Veer és mtsai 2007). A NAD*/NADH arany is tiikrozheti a
sejt illetve szervezet redox statuszat. Bebizonyitottdk, hogy a szabadgyokok (ROS)

befolyasoljak a sirtuinek aktivitasat (Furukawa és mtsai 2007).

A SIRTI tehat képes befolyasolni az 6regedési folyamatot és sok, az oregedéssel
egylitt jard betegséget, beleértve metabolikus zavarokat, mint a diabetes, vagy olyan
neurodegenerativ korokat, mint az Alzheimer vagy a Parkinson betegség, illetve a rakot és

az oszteoporozist is. Az oregedési folyamat részben az erdteljes deacetilald funkciot betoltd
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SIRT-ek révén valésul meg (Porcu ¢és Chiarugi 2005). Példaul a kromoszomak
felépitésében résztvevd hisztonok lizin részének SIRT altali deacetildlasa egy zart kromatin
alakzatot hoz létre, és ezaltal a transzkripcios folyamatok lecsendesitését (silent funkcid)
eredményezi (Shahbazian és Grunstein 2007). A hiszton deacetilacio mellett a SIRTI
szamos transzkripcids faktort céloz meg, mint a nuclear factor kB (NF-xB), a p53-as
fehérje és a peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-la (PPAR-y),
amik szerepet jatszanak a gyulladas, az apoptozis, a mitokondridlis biogenezis és a vazizom

differencialodas folyamataiban (Fulco és mtsai 2003, Lavu és mtsai 2008, Radak és mtsai

2004) (2. bra).
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2. abra
A SIRT1-hez kapcsolt folyamatok

A sejtek belso kornyezetében a redox allapot életkorral egyiitt jard oxidalt milid felé
tolodasa jol jellemezheté a NAD'/NADH arannyal, ami gy tiinik, hatdssal van a NAD"
fliggd sirtuinek aktivitasara. Igy a megnovekedett szabadgyok szint befolyasolja a SIRT1
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expresszidjat (Fulco és mtsai 2003, Hipkiss 2008) és az életkorral egyiitt jard, szovetfiiggd
SIRT1 aktivitas valtozasat (Kwon és Ott 2008). A SIRT1 a SIRT6-hoz hasonléoan a DNS
javitd mechanizmus szabalyozdja (Mostoslavsky és mtsai 2006, Oberdoerffer és mtsai
2008, Wang ¢és mtsai 2008). SIRT6-deficiens egerek olyan degenerativ elvaltozasokat
mutatnak, amik megegyeznek az 6regedéssel egyiitt jardé abnormalitdsokkal, mint amilyen a
genetikai stabilitds megtartasanak hianyossaga (Mostoslavsky és mtsai 2006). A SIRT6
deficiencia emellett egerekben a DNS javito BER befolyasolasa révén rdévidebb
¢lettartamhoz vezet, €s az 6regedéshez hasonld degenerativ fenotipus kialakitasaért felelos.
SIRT6 knockout sejtvonalon pedig a DNS sériilésre valo hiperérzékenységet mutattak Ki.
Sériilés bekovetkezése esetén a SIRT6 makromolekularis komplexet képez a DNS dupla
szalu torést (DSB — double strand break) javité faktorral (DNA-PK — DNA-dependent
protein kinase), és eldsegiti a DSB javitasat, valamint a kromatinhoz kapcsolddva akut
csokkenést idéz elé a sejt teljes hiszton lizin acetilacidjaban. A SIRT6 DNS sériilés
javitasaban jatszott molekularis mechanizmusai azonban még jorészt ismeretlenek (McCord

és mtsai 2009).

A sirtuinek NAD-fiiggé hiszton deacetilazok, melyek a sejt redox allapotat
jelentdsen képesek befolyasolni. Altalanossagban anti-apoptotikus és sejt tulélést segitd
hatassal rendelkeznek (Jung-Hynes és Ahmad 2009, Puca és mtsai 2010). A SIRT1 és
SIRT6 fehérjék szerepet jatszanak a DNS sériilés javitasaban (Jeong és mtsai 2007,
McCord és mtsai 2009, Michan ¢és mtsai 2010, Rodgers és Puigserver 2006, Wang ¢és mtsai
2008, Yamagata és Kitabayashi 2009, Yamamori és mtsai 2010). Tobb tudomanyos
kozlemény is leirta, hogy az acetilacio/deacetilacio in vivo koriilmények kozott
megvaltoztatja az OGG1, a Ku70 és a human AP-endonuclease (APE1) aktivitasat (Bhakat
¢és mtsai 2003, Bhakat és mtsai 2004, Sundaresan és mtsai 2008, Szczesny és mtsai 2004),

ami jelentdsen befolyasolja a DNS javitast, s ezaltal a sejt sorsat.

A kaldria visszafogds (CR) ismert, mint anti-apoptotikus hatasti tényezd, mely
human sejtekben a SIRT1 ndvekvd expresszidjaval tarsul, amit azonban az IGF-1 adagolas
csokkent (Cohen és mtsai 2004). Leirtak, hogy a Ku70 SIRT]1 altal eldidézett deacetilacioja

csOkkenti az apoptozist és eldsegiti a sejt tulélést (Cohen és mtsai 2004). Jollehet, széles
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korben elfogadott, hogy a kaloria visszafogassal 0Osszefiiggd inzulin/IGF-1 utvonal
kontrolalas az egyik kulcs tényezd, melynek révén a CR ndvelni képes a maximalis és atlag

életkort a ragesaloknal (Fontana és mtsai 2010, Herrick 1991).

Masrészr6l gy tiinik, hogy az agyra, arra a szervre, mely az egyik legmagasabb
metabolikus rataval rendelkezik, az IGF-1 altal kozvetitett szignalizacidés tutvonalak
kedvez6 modon hatnak (Di Giulio és mtsai 2000, Llorens-Martin és mtsai 2009). Friss
irodalmi adatok azt mutattdk ki, hogy a SIRT1 nagymértékben részt vesz a memoria
folyamataiban, dont6 szerepét SIRT1 knockout allatmodellben bizonyitottak (Gao és mtsai
2010, Michan és mtsai 2010). Jollehet arra, hogy az életkor fiiggd agy funkcié hanyatlas
hogy fligg 6ssze a SIRT1-el, még nem deriilt fény. A SIRT3 fehérjét kapcsolatba hoztdk a
hosszu élettel, jollehet ezen sirtuin mennyiségének és expresszidjanak valtozasa az agyi
oregedés soran még ismeretlen. A SIRT3 a mitokondriumban lokalizaloédik, de néhany
kutato leirt kis mennyiségii sejtmagi SIRT3-at is. A mitokondriumbdl a sejtmagba torténd
transzlokaciot az irodalmi adatok szerint kiilonboz6 stresszorok indukaljak (Scher és mtsai
2007), de megnovekszik citotoxinok hatasara is, ami a DNS vég felismeré Ku70 fehérje
deacetilacigjat és az apoptdzis modositasat okozza (Pace és mtsai 2010, Sundaresan és

mtsai 2008).

1.2.1. A4 sirtuinek és a DNS sériilés kapcsolata

Az egy bazist, vagy nukleotidot ért DNS sériilés mellett 1étrejohet a DNS kettds
szall torése is, melyet a kornyezetiinkbdl érkezd ionizald sugarzas vagy az Oregedés is
indukalhat. A dupla szalo DNS torés hatasara aktivalodo, és a ’nonhomologous end
joining” DNS javitd utvonalban szerepet jatszo6 Ku70 javitdé faktor szintén a SIRTI
szubsztratjat képezi. A fehérje novekvo acetilacioja széttori a kapcsolatot a Ku70 és a Bax
kozott, s ezaltal gatolja a Ku70-et, hogy csokkentse a DNS sériilés indukalta, Bax altal
kivaltott apoptozist. Deacetilacidja viszont eldsegiti a sejt tulélését a Bax mitokondriumon

kiviili elszeparalasa révén (Yuan és Seto 2007). A DBS az emlds sejtekben egy
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foszforilacidos kaszkadot is indukal, melynek soran bizonyos faktorok foszforilacidja
késlelteti a sejtciklus folyamatat, amely id6t hagy a DNS sériilés javitasara. Ilyen molekula
példaul az NBS1, melyet a Nijmegen breakage syndrome-ban azonositottak. Az NBS1 részt
vesz a DNS sériilés felismerésében, a jelzé ¢és javitd mechanizmusban, foszforilaciojat
viszont a fehérje acetilacios statusza befolyasolja, amit a SIRT1 deacetilator fehérje képes
modositani. Az NBS1 SIRT éltali hipoacetilalt statuszanak megdérzése donté a DNS sériilés
hatasara létrejové hatékony NBS1 foszforilacioban, mivel a fehérje csak akkor tud
foszforilalédni, ha deacetilalt allapotban van. A SIRT1 igy funkcidja révén esszencialis
modositojava valt a DNS sériilési valaszreakcidonak, s expresszidja eldsegiti a DNS sériilés
javitasi aktivitast. Lecsendesiti a kromatin aktivitasat a hiszton deacetilalasa révén és fontos
szerepet jatszik az Oregedésben és a genomidlis stabilitdsban. Valdsziniileg a genomialis

instabilitas gatlasa révén képes ndvelni az élettartamot is.

Az eml6s sejtek harom kiilonb6zé utvonalon mehetnek végig a DNS sériilés
kovetkeztében. Teljesen megujulhatnak a sériilés javitasa révén; sériilés indukalta apoptozis
kovetkezhet be; illetve a nem-javitott DNS sériilés toleralasa révén mutacio jelentkezhet
(Yuan és Seto 2007). Arrol, hogy az é16 sejtek milyen valaszreakciot inditanak egy DNS
sériilés bekdvetkezése esetén, és hogy ebben a folyamatban milyen szerepet toltenek be a
sirtuinek, ellentmondasosnak tiind informéciokat taldlunk az irodalomban. Az igazsag
valoszinlileg abban rejlik, hogy a leirt folyamatok mindegyike lejatszodik, csak a
kiilonboz8 események pillanataiban megfigyelhet aranyuk valtozik. Igy példaul egy
apoptozis folyamatanak gatlasa a talélés iranydba mutathat, mig egy javithatatlan sériilést

szenvedett sejt apoptozisa a szervezet tilélését segitheti eld.

Emlds sejtekben a sirtuin két uton képes befolydsolni a DNS sériilésre adott
valaszreakciokat. Modositja a kromatin szerkezetét a sériilt teriileten, amely befolyasolja a
javitd enzimek hozzaférését, vagy a p53 hiperacetilacidjanak prevencidja révén hat a p53-
fliggdé apoptozisra (Kruszewski és Szumiel 2005). Emellett azonban a DNS javito
folyamatban vészt vevd kiilonbozd fehérjék acetilacios statuszanak véltoztatdsa tovabbi

szabalyozo6 funkciot biztosit.
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Mig a hiszton deacetilalasa a kromatin csendesités iranyaba hat, az ellenkezd iranya
folyamat szerepére is vannak feltételezések. A szuperoxid szabadgyok nitrogén oxiddal
(NO) valo reakcidja kovetkeztében egy citotoxikus, erés oxidaloszer, peroxinitrit (ONOQO")
keletkezik. Ez a DNS egyszala torését indukalja, mely a Poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) aktivilodasahoz vezet. Az enzim a sériilés kdrnyékén NAD" segitségével PAR
polimereket allit eld, melyek meghajlitjadk a DNS-t, eldsegitve a javité enzimek megfeleld
pozicionalodasat. A PARP enzim miikodését azonban nikotinamid termelédés kiséri, ami
az egyik leghatékonyabb gatloja a sirtuin aktivitasnak. Igy a SIRT1 deacetilacids
funkcidjanak blokkoldsa révén lehetévé valik a hiszton acetildlasa, amely tovabb segit a
kromatin kibontasaban. A kalodria visszafogas hatas mechanizmusaban - mint a jelenleg
ismert egyetlen lehetdség a maximalis élettartam fokozdsdra — szintén feltételezik a
nikotinamid szerepét. Csokkent kaloria bevitel esetén ugyanis a nikotinamidaz enzimet
kodold PNCL1 gén aktivalodik, ami a nikotinamid koncentracid csokkenését, és ezzel egyiitt
a Sir2 aktivitds ndvekedését okozza. Ezért szoros kapcsolatot feltételeznek a kaloria-
visszafogas kovetkeztében létrejové hosszabb élettartam €és a novekvd SIRT aktivitas
kozott (Kruszewski és Szumiel 2005). Informaciok vannak arrdl is, hogy a hiszton
deacetilaz inhibitorok ndvelik a tumorsejtek radioszenzitivitidsat, ugyanakkor bizonyos

hiszton deacetilaciok sziikségesek a DNS javitashoz.

A p53 tumor gatlo fehérjét, a ,,genom védelmezdjeként” tartja szdmon az irodalom.
DNS kérosodas esetén a javitas aktivalasaval, a sejtciklus megallitasaval, mely 1d6t enged a
javitd mechanizmusoknak, és javithatatlan sériilés esetén apoptozis kivaltasaval fontos
szerepet tolt be a DNS sériilési reakcidoban. Sériilés keletkezése a p53 acetilacigjat valtja ki,
mely stabilizalodast, transzkripcids aktivitas fokozodast és proliferaciod gatlast eredményez,
majd a sériilés javitasat vagy az apoptozist kovetden a sejtciklus folytatodik. A SIRTI1 a
deacetilalas révén gatolja a p53 aktivaciojat, s ezaltal az apoptozist (Yuan és Seto 2007). A
korabban leirt, DNS sériilést koveté PARP aktivacios folyamat soran ugyanakkor a
nikotinamid altal gatolt SIRT aktivitas a p53 hiperacetilaciojat is el6idézi, ami fokozza a

pro-apoptotikus  gén traszkripcidt és apoptozist valthat ki. fgy SIRT1 hianyaban
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szignifikansan magasabb a p53-fiiggd y-sugarzas indukalta apoptozis (Kruszewski és

Szumiel 2005).

Az oregedés témakore nemzetkdzi viszonylatban is jelenleg az egyik legtobbet
vizsgalt teriilet. Vilagszerte egyre nagyobb megoldasra vard problémat jelent a népesség
eloregedése, mely egyben jelent egészségiigyi, szocialis ¢és gazdasagi nehézségeket az
érintetteknek és a tarsadalomnak egyarant. Eppen ezért a tudoméanyos kutatasok egyik f6
csapasiranyat jelenti az Oregedési folyamat mikro- ¢és makroszinten lejatszodo
folyamatainak a minél részletesebb megismerése, hogy preventiv €s terapias modszereket
dolgozzanak ki az oregedést kisérd, leépiiléssel és degenerativ elvaltozasokkal egyiitt jaro

korfolyamatok késleltetésére, lassitasara vagy kezelésére.

Az Oregedés nagyon Osszetett mechanizmus, tehat az ellene valo kiizdelemnek is
Osszetettnek kell lennie. A tiineti kezelések csak szlik korii és atmenetei megoldast
jelenthetnek. Mai tuddsunk szerint mind a helyes taplalkozasnak, mind pedig a rendszeres,
megfeleld intenzitassal végzett fizikai aktivitasnak olyan kedvezdek a hatasai, hogy nincs
gyogyszer, melynek hatdsa ehhez foghatd lenne, és szdmos betegségben helyettesitheti

vagy kiegészitheti a gyogyszeres kezelést, jelenlegi tuddsunk szerint mellékhatasok nélkiil!

1.3. Az Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

Az IGF-1, mas néven somatomedin C, vagy mechano growth factor szervezetre gyakorolt
hatasa nagyon sokrétli, az €16 szervezetben torténd termelddése fiziologias koriilmények
kozott is megfigyelhetd (3. dbra). Elsddlegesen endokrin hormonként a méjban termelddik,
valamint a célszervekben parakrin/autokrin modon. Mivel az IGF-1 a ndvekedési faktorok
csaladjaba tartozik, gyermekkorban a ndvekedésben, mig felndttkorban anabolikus hatés

kifejtésben jatszik szerepet. Els6dleges hatasat a specialis IGF-1 receptorokhoz valo

24



Protein synthesis - Protein Degradation
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3. abra
Az IGF-1 3D szerkezete (A) és az dltala medidlt szignalizdcios utvonal (B)

(Grounds és mtsai 2008, http://en.wikipedia.org) - médositott

kotddése révén kozvetiti, melyek sok sejttipusban és sokféle szovetben jelen vannak. Ezek
az IGF-1 fizioldgias kotddési helyei. Az inzulin receptorhoz az inzulinhoz viszonyitva csak
0.1-szeres affinitassal kapcsolodik. Receptorahoz vald kotddése esetén egy tirozin kinaz
altal medialt szignalizacios utvonalat aktival. Az IGF-1 az egyik legfontosabb természetes
aktivatora az Akt-szignal utnak, mely a sejt ndvekedés és proliferacid stimuldlasért
valamint a programozott sejthalal gatlasaért felelés. Az inzulinhoz hasonldé molekularis
struktardju IGF-1 tehat képes fokozni a kiilonbozd szervekben az ) sejtek képzodését,
indukalni a szervezet folyamatos megujulasat. A posztmitotikus szovetek, mint amilyen az
izom vagy az agy, kialakuldsuk utan altaldban nem képesek tovabbi sejtosztodasra, igy
regeneracios képességiik jelentdsen korlatozott. Talalhatok azonban ezekben a szdvetekben
is olyan Ossejtek, melyek osztodva ¢€s differencidlodva 1) sejtdllomany létrehozasara
képesek (Florini és mtsai 1996, Galvin és mtsai 2003, Perez-Martin és mtsai 2010). A
folyamat ingere lehet izom esetében a szovet sériilése vagy az IGF-1 jelenléte, melyek
kovetkezményesen fehérjeszintézis fokozodast, ezaltal pedig funkciondlis hipertrofiat
eredményeznek. Az IGF-1 hatdsara Iétrejovo izomhipertrdofia esetén altalaban nem alakul ki

a korfiiggd izomatrofia, mivel az IGF-1 lelassithatja az 6regedési folyamatot. Emellett
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képes fokozni a csontokban az oszteoblasztok (csontépitd sejtek) aktivitasat, igy preventiv

vagy terapias hatast lehet a korfliggd csontleépiilés, az 0szteoporozis ellen is.

Az IGF-1 eddig megismert pozitiv hatdsai mellett a szisztémas funkciokat érintd
kutatasi eredmények némiképp meglepetést okoznak. C. elegansban végzett kisérletekkel
kimutattdk, hogy a ko6zds inzulin/IGF-1 receptor génjének, a daf-2-nek a mutécioja
megduplazta a féreg élettartamat (Dorman és mtsai 1995). Hasonlo felfedezéseket tettek
kutatok a torzsfejlédés magasabb szintjét képviseld ragcsalokndl is, ahol a ndvekedési
hormon-IGF-1 tengely transzgenetikus gatlasa révén élettartam novekedést értek el
(Shimokawa és mtsai 2003). Emellett széles korben elfogadott tény, hogy a kaloria
visszafogas altal gatolt inzulin/IGF-1 tvonal az egyik kulcstényezdje a CR altali atlag és
maximalis élettartam novekedésnek (Fontana és mtsai 2010, Herrick 1991). Szamos
kozlemény szerint az IGF-1 szignal utvonal a szabalyozatlan sejt proliferacido révén
szerepet jatszik a rak kialakulasaban is, igy a ndvekvd IGF-1 szint, ndvekvd rak rizikohoz

vezet (Velcheti és Govindan 2006).

Az IGF-1 kiilonboz6é szovetekre kifejtett morfologiai és funkciondlis hatdsaiban
tovabbi paradoxonokat talalunk. Tobb kutatocsoport az IGF-1 idegrendszerre kifejtett
kedvezd hatasat publikalta, melyet a neurogenezis €s a sériilés utani reinnervacié révén hoz
létre (Di Giulio és mtsai 2000, Llorens-Martin és mtsai 2009). Mindemellett friss irodalmi
adatok kimutattak, hogy az agyi fejlodésre nézve az IGF-1-nek lehetnek kedvezd és karos
hatasai egyarant (Pang és mtsai 2010), ami tamogatja azt a korabbi megallapitast, miszerint
az IGF-1 jelzérendszer hiperaktivalasa felgyorsitott Oregedéshez és béta-amiloid
termel6déshez vezet az agyban (Costantini és mtsai 2006). Muller és munkatarsai
kimutattak, hogy a fizikai edzés noveli a periférias inzulin szenzitivitast, valamint javulast
eredményez az egerek térbeli tanulasi képességében, amit a hippokampuszban az inzulin
jelzérendszer aktivacidjaval magyardztak, mely az Akt serd73 foszforilacidjanak
kovetkeztében jon létre. Azon allatok esetében azonban, akiknek az edzés mellett
intrakranidlisan IGF-1-et injekcidztak, memoria funkcidjuk a kontroll allatokkal azonos

szintre esett vissza, melyet az inzulin szignalutvonal hiperaktivacidjaval, excitotoxicitassal
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magyaraztak (Muller és mtsai 2010). Ezért az edzés, az IGF-1 és a sirtuinek kozti
lehetséges kapcsolatok feltdrasa az 6regedés soran valtozo agyfunkcidban izgalmas kutatési

tertiletet jelent.

1.4, A fizikai aktivitas szerepe az oregedés folyamatara

Az oregedési folyamat rendkiviili komplexitasa az ellene valo kiizdelemben olyan
beavatkozédst igényel, mely nem az egyes tiineti kezeléseket célozza meg, hanem
generalizalt mechanizmusok révén képes az egész szervezetben kifejteni hatasat. A
rendszeres mozgas alap biokémiai folyamatokra hatva, a kiilonb6zd szervekben eltérd
modon veszi fel a harcot az Oregedéssel szemben. Hatékony a Magyarorszagon vezetd
halalozési aranyt elért sziv és keringési betegségekkel szemben, hiszen képes mérsékelni az
¢letkorral egyiitt jard sziv és érfunkcié hanyatlast és befolydsolja az érelmeszesedést. Az
idések jelentds részét érintd csontritkulasban képes lassitani a csontleépiilés mértékét, a
mozgas sordn javuld koordinécioval és izom tomeg/izom erd megtartassal pedig preventiv
lehet az esések, balesetek elkeriilésében. Szamos human, illetve altalunk is elvégzett allat
kisérlet is bizonyitotta, hogy az inaktivitdssal és Oregedéssel Osszefliggésbe hozott agyi
funkcidéromlast a testedzés megel6zi, illetve javitja a leromlott funkcidt (Radak és mtsai
2001a, van Praag 2009). gy tehat a rendszeres mozgas az egészséges Oregedés céljat
szolgélja, hogy képesek legylink az életmindségiinket minél hosszabb ideig, magas szinten

megtartani.

Az oregedést befolyasold tényezOk kozott a szabadgyokok mellett, a leglijabb
kutatasok feltartdk a NAD" fiiggd, II1. tipust hiszton deacetilazok, a sirtuinek (SIRT1-7)
szerepét. Az régdta ismert, hogy az alacsony szintli inzulin-fliiggd jelzOérendszer egyiitt jar a
hosszabb élettartammal, példaul kaloria visszafogés alatt jelentésen csokken az IGF-1 jelzd
rendszer aktivitdsa. Erdekes azonban, hogy az agyban, ugyanakkor az IGF-1 neuroprotektiv
hatasu. A testedzés befolyasolhatja a szabadgyokok, a sirtuinek és az IGF-1 mennyis€gét €s

ezzel az oregedés folyamatat is (Hipkiss 2008).
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1.4.1. A testedzés hatasa a vazizomra

Az Oregedés szervenként eltérd modon zajlik, melyben a vazizom kiilonds helyet
foglal el. A vazizom madas szovetekhez hasonléan megnovekedett mennyiségii oxidativ
sériilést halmoz fel 6regedéssel (Radak és mtsai 2007, Radak és mtsai 2008). A rendszeres
edzés csokkenti az oxidativ sériilés mértékét az izom ndvekvd antioxidans potencidlja
révén, mely valtozast modosithatja a SIRT1 mennyisége és aktivitasa (Ferrara és mtsai
2008, Radak és mtsai 2008, Suwa és mtsai 2008). Oxigénhianyos koriilmények kozott
novekvé mennyiségl reaktiv oxigén gyokok alakulhatnak ki az izomban, mely a hypoxia-
inducible factor-1a (HIF-1a) nagyobb mennyiségli termelédését eredményezi. Ez az
expresszid fontos a vazizomban a fizioldgids redox kornyezet megtartdsdhoz, kiilondsen az
id6s emlds él6lények esetében (Clanton 2007, Mayr és mtsai 2008, Moller és mtsai 2001,
O'Hagan ¢és mtsai 2009). A rendszeres alloképességi edzés indukalta HIF-lo szint
megvaltozdsa mitokondrialis biogenezissel és angiogenezissel tarsul, mely utdbbi a
vascular endothelial growth factor (VEGF) részvételével egyiitt valosul meg (O'Hagan és
mtsai 2009).

Az ¢letkor elorehaladtaval a kiilonbozd szdvetekben mitokondridlis funkcid
csokkenés figyelhetd meg, mely erds korrelacidot mutat a zsir metabolikus zavarral €s az
inzulin rezisztenciaval. Mivel az AMP-aktivélta protein kinaz (AMPK) fontos szabalyozoja
a sejten beliili zsir oxidacionak és a mitokondrialis biogenezisnek (Reznick és mtsai 2007),
ezért a sejtek energia homeosztdzisat jol jellemzé mutatd. Szamtalan szdvetben
expresszalodik, igy a majban, az agyban €s a vazizomban is. Stimuldlja a vazizom zsirsav
oxidaciojat és cukorfelvételét, tovabba szabalyozza a GLUT4 cukor-transzportert és a
mitokondrialis biogenezist. Aktivacidja sordn noveli a sejt energia szintjét, gatolva az
anabolikus energia-felhasznalo utakat, stimulalva az energiatermelést. Hosszantarté edzés
metabolizmusba t6rténé atmenetet, mely folyamatokban aktivalja a Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-t (PGC-1), a(z) UCP3 (Mitochondrial

uncoupling protein 3) , a cytochrome C és TFAM (Transcription factor A, mitochondrial)
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fehérjéket (Ojuka 2004, Stoppani és mtsai 2002). Az AMPK aktivitasa edzés hatasara
novekedést, oregedés hatdsara pedig csokkenést mutat a vazizomban, emellett az aktivalt
enzimforma (phospho-AMPK, p-AMPK) mennyisége is joval alacsonyabb az idds

izomszovetben (Qiang és mtsai 2007).

Az AMPK aktivalta UCP3 egy mitokondrialis membran transzporter, mely
elsddlegesen a vazizomban expresszalodik. Csokkenti a mitokondridlis membran
potencidlt, védi az izomsejtet a tulzott zsirsav felvételtdl illetve valdszintsitik, hogy
csokkenti a talzott ROS termelést. Az AMPK mellett a(z) UCP3 fontos szabdlyozdja a

atirasat (Amat és mtsai 2007).

Az edzés hatasara 1étrejovo mitokondrialis biogenezis folyamata igényli az AMPK
aktivacioja mellett a PGC-la aktivaciojat is, mely szamos transzkripcioés faktorhoz
kapcsolodva nagyszamu mitokondrialis és sejtmagi fehérje expresszidjanak koordinalasat
végzi (Ojuka 2004). A SIRT1 deacetilacio révén aktivalja a PGC-1a-t (Rodgers és mtsai
2008), igy a SIRT1-PGC-1a titvonal fontos szabalyozdja az edzés adaptacionak és szerepe

lehet az életkorral kialakuld mitokondrialis diszfunkcid prevenciojaban.

1.4.2. A testedzés hatasa az agyra

A testedzés hatdsara 1étrejovo metabolikus valtozasok nem jelentenek meglepetést a
vazizom esetében. A fizikai aktivitas és az agyfunkcio valtozas kozti kapcsolat tényleges
biokémidja azonban még ismeretlen. A folyamat egyik kulcstényezd lehet azonban a tejsav.
A laktat termelés teljes nyugalmi/aerob koriilmények kozott is folyamatos a kiilonb6zo
szovetekben. Alternativ energiaforrasa az agynak, melyet kimerité koriilmények kozott
haszndl. Novekvd tejsav termelés soran azonban - ilyen folyamat az edzés is -
megnovekszik az agyban a vér-laktat energiaforrasként vald felhasznalasa a vér-gliikozzal
szemben (Ross és mtsai 2010). Az oOregedés soran kialakuld, az agyat sem kimélo

mitokondrialis diszfunkcid, mely a karosodott idegi funkciok alapja is lehet, az aerob
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respiraciotol a glikolitikus metabolizmus fel¢ vald eltolodast eredményez. Ez a piruvat-
laktat atalakuldsban a tejsav képzddés iranyaba vald eltolodast feltételez, ami a laktat-
dehidrogenaz A (LDH-A — M alegység dominancia) génjének fokozott expresszidjat teszi
sziikségessé. Ross ¢és munkatarsai egerek agyaban oOregedés hatasara kétszeresére
emelkedett laktat szintet detektaltak, amit igy az Oregedés egyik jelz6 molekulajaként

publikaltak (Ross és mtsai 2010).

Jol dokumentalt tény, hogy a rendszeres edzés kedvezden hat az agy funkciora
olyan soktényezés mechanizmus révén, mely magaban foglalja a neurogenezist (Fabel és
Kempermann 2008, van Praag 2009), a novekvO Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), Nerve growth factor (NGF) és Vascular endothelial growth factor termelést
(Cotman és mtsai 2007, Duman 2005, During és Cao 2006, Gomez-Pinilla és mtsai 2008)
és a csokkend oxidativ stresszt (Radak és mtsai 2010). Rendszeres edzés hatasara a
hippokampusz gyrus dentatus teriiletén bizonyitottan 0j idegsejtek képz6dnek, melyek
funkcionalisan is hasznosnak tiinnek, ezért az aktiv ¢letmodnak szerepe lehet az életkorral
vagy a neurodegenerativ elvaltozasokkal egylitt jardo kognitiv funkcié hanyatlas
megel6zésében vagy csokkentésében (van Praag 2009). Az oxidativ stresszel kapcsolatos
valtozasok tarsulhatnak a sirtuinekhez, mivel az oxidativ kihivasok moddosithatjak Oket
(Arunachalam és mtsai 2010, Nakamaru és mtsai 2009, Yu és mtsai 2009). Az aerob edzés,
melyet gyakran hasznalnak a fizikailag aktiv életforma agyfunkciora gyakorolt hatasanak
tesztelésére, mérsékelt intenzitasa és hosszu idotartama révén ezen kiviill csokkenti a

kering6 IGF-1 mennyiségét (Matsakas és mtsai 2004).
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2. Célkitiizések és korlatozo tényezok

2.1. A vizsgalat célja

Doktori disszertaciomban foglalt vizsgélataim célja a sirtuin-fliggd Oregedés
sejtszintll valtozéasainak tanulmanyozasa, melynek soran két szovettipusra, a vazizomra és
az agyra koncentralok. Feltételezéseink szerint a sirtuinek €s az altaluk befolyasolt reakcio
utak Oregedés hatdsara valtozast mutatnak, és a szervezetet daltalanossagban sujtd
szervfunkcid-csokkenés mogott felfedezhetiink olyan molekularis tényezdket, melyek aztan
az altalunk alkalmazott rendszeres fizikai aktivitds és IGF-1 kezelés altal pozitiv iranyba

befolyasolhatok.

Jelen vizsgalatomat ennek megfelelden két részre osztottuk. Az elsd fejezetben a
gastrocnemius izomszovetbdl sziiletett mérési eredmények talalhatok. A vazizom emlésok
esetében a testtomeg jelentds szdzalékat teszi ki, embernél mintegy 40% a részesedése a
testtomegbdl. Ebbdl addoddan is a vazizomban bekdvetkezd, életkorral egylitt jard
valtozasok feltételezhetden szinte az egész szervezetre kifejtik hatasukat. Ismert tény, hogy
példaul az oregedés fiiggd izomtdmeg csokkenés, a cachexia kdvetkeztében az izomrostok
elvesztése az Oket elldtd nagy mennyiségli kapillaris érhaldzat vesztésével parosul, ami
ezaltal, az Ossze-ér keresztmetszet csokkenése révén hozzdjarul az iddskori periférids
ellenallas novekedéséhez. Masrészrdl az izom, mint az egyik legjelentdsebb cukor felvevd
szerviink, tomegcsokkenése révén idéskorban mar nem tud olyan mértékii szerepet vallalni
a cukor felhasznalasban, igy az életkor eldrehaladtaval kialakuld inzulin-rezisztencia
mellett tovabb fokozza a cukor homeosztazis instabilitdsat. Mindemellett az altalunk
tesztelni kivant fizikai aktivitds hatdsai varhatéan el6szor a vazizomban jelentkeznek. A
sirtuineknek, mint az Oregedés legfrissebben leirt szabalyozdinak kulcsszerepét
feltételezziik az oregedési folyamat befolydsoldsaban, ezért célunk a sirtuinek oregedési

folyamatban, illetve az edz¢s indukalta alkalmazkodasban jatszott szerepének vizsgalata.

Jelen vizsgélatot azon hipotézis tesztelésére terveztiik, hogy:
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Al

A2

A3

A4,

A rendszeres fizikai aktivitds befolyasolja a SIRT1 mennyiségét/aktivitasat
¢s az ehhez kapcsolodd mechanizmusokat.

A rendszeres edzés SIRT1-fiiggd utak révén lelassitja a vazizom Oregedési
folyamatat.

Az altalunk alkalmazott fizikai edzés preventiv hatdsu az életkorral egytitt
jéré energiatermel6 folyamatokat érintd elégtelenséggel szemben.

Az oregedés soran oxidativ stressz allapot fejlodik ki, melynek mértékét a

rendszeresen végzett fizikai aktivitas képes mérsékelni.

Vizsgalatunk maésodik részében ugyan ezeken az 4allatokon az agyi oOregedés

vizsgalatat céloztuk meg. Az agynak azon részét valasztottuk a vizsgalatunkhoz, melyrdl

mar ismert, hogy olyan agyi tevékenységekért felelds, mint a memoria, vagy a tanulds, és

olyan oregedés fliggd betegségekben, mint amilyen az Alzheimer-kor is, ezen agyi teriilet

¢érintettsége kifejezett. A rendszeres mozgas agyra kifejtett kedvezd hatdsa mar jo néhany

kutaté altal bizonyitott, a sirtuinek esetleges szerepének bizonyitdsa azonban még csak

részleteiben feltart.

Ezért a hippokampdlis agyi teriiletet érintd vizsgélatainkat annak a hipotézisnek a

tesztelésére terveztiik, hogy:

B.1.

B.2.

B.3.

B.4.

B.5.

A rendszeres edzés javitja az agyfunkciot, ezen beliil is az allatok térbeli
tanulasi képességét.

Az IGF-1 adagolas és/vagy a fizikai aktivitds pozitiv hatdssal van
neurogenezisre és az agy funkciora.

Kapcsolatot talalunk az ¢letkor-fiiggd oxidativ DNS sériilés és az agyfunkcio
kozott, kiillonos tekintettel az OGG1 €s a Ku70 javitd enzimekre.

A DNS javitashoz tarsuld sirtuinek szerepet jatszanak az Oregedési
folyamatban.

Kapcsolatot talalunk az agyfunkci6, a mért biokémiai valtozok és a

neurogenezis kozott.
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2.2. Korlatozo tényezék

Vizsgalataink soran természetesen szamolnunk kellett néhany limitalé tényezovel,
melyek a vizsgalati lehetdségeinkbdl adodtak, s melyek reményeink szerint nem
korlatozzak jelentésen a messzebbmend kovetkeztetések levondsat, de mindenképp

Ovatosabb becslésekre intenek.

Kutatasom korlatozo tényezdje, hogy financialis okokbol nem volt lehetoségem
olyan allatcsoport vizsgalatara, ahol onalldan értékelhettem volna az IGF-1 kezelés hatasat.
Az irodalmi adatokat tanulmanyozva naponta, testtomeg kilogrammonként 5 mikrogramm
mennyiségii IGF-1 adagolas mellett dontottiink (Lynch és mtsai 2001). Ez az altalanosan
alkalmazott mennyiségi tartomany als6 felébe tartozik, igy a kisérlet megtervezésekor ugy
itéltiikk, hogy ez a mennyiség valosziniileg kevés ahhoz, hogy 6nalloan jelentds hatasokat
valtson ki, viszont alkalmas lehet arra, hogy a rendszeres edzés hatdsara megindul6 pozitiv
valtozasokat tovabb javitsa vagy az esetleges negativ hatdsokat enyhitse. Vizsgélataim
alapjan remélem, hogy képet kapok arrél, az IGF-1 okoz-e barmilyen jellegii elvaltozast az
altalam vizsgalt biokémiai szabdlyoz6 rendszerekben, ami alapot adhat a

hatdsmechanizmusok késObbi részletes tanulményozésara.

A vizsgalataim kezdetén a gastrocnemius izomszovetbdl elvégzett eldkisérletek soran,
azt tapasztaltuk, hogy az altalunk mért biokémiai paraméterekre az alkalmazott IGF-1
adagolds nem volt jelentds hatassal, ezért tigy dontottiink, hogy jelen kutatomunkaban a
vazizom tanulmanyozéasakor az IGF-1 kezelés hatasvizsgalatat melldzziik, s a figyelmiinket
inkabb az Oregedés és a fizikai aktivitas szerepe felé forditjuk. Az agy hippokampalis
IGF-1 kezelésre, hatasara valtozast figyeltink meg a funkcidban, ezért az agyszovet
vizsgélatakor a funkcid-valtozas magyarazatdhoz molekularis szintii eltéréseket kerestiink.
Az izomszdvet esetében azonban funkcids vizsgalatara nem volt lehetdségiink, igy az eld-
kisérlet eredményeit Gsszegezve a fokuszvaltas mellett dontéttiink. fgy lehetéségiink nyilt

nagyobb szdmu valtozo6 vizsgalatara is, amivel eredményeinket az oxidativ és metabolikus
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valtozasok szemszogébdl értékelve reményeink szerint egy teljesebb képet kaptunk az

oregedés és edzés Osszefiiggéseirdl.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Allatok és edzés protokoll

Tizenkét fiatal (3 honapos) és 12 idés (26 honapos) him Wistar patkanyt
hasznaltunk a vizsgalatokhoz, melyeket fiatal kontrol (YC — young control), fiatal edzett
(YE — young exercise), 6reg kontrol (OC — old control) és 6reg edzett (OE - old exercise)
csoportokba soroltunk. Az agyszoveti vizsgalatok esetében a 24 f0s vizsgalati 1étszamot
tovabbi hat fiatal és hat id6s allattal bovitettiik, akik a csak edzésében részt vevo, megfeleld
¢letkori csoportokkal azonos fizikai terhelésben részesiiltek, az edzés mellet azonban IGF-1
adagolast kaptak (YEI - fiatal edzett+IGF-1 kezelt, OEIl — id6s edzett+IGF-1 kezelt). A
kisérletet a hatalyos allatkisérletekre vonatkozo eléirasoknak (*The Guiding Principles for
Care and Use of Animals, EU’) megfeleléen és a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval
végeztik. Az edzett allatokat 3 napon 4t szoktattuk a futdszalagos edzéshez, majd a
kovetkezd 2 hétben a futdszalag sebességét 10m/perc-re, meredekségét 5°-ra allitottuk,
mely paraméterek mellett az allatok 30 percet futottak. A futdsi sebességet és az
1doétartamot fokozatosan emeltiik, igy a 6 hetes edzésprogram utolsé hetében a fiatal allatok
22m/perces sebességgel, 10 %-os meredekséggel egy Ordig, mig az 1dds allatok

13m/perccel, 10%-o0s meredekségen szintén egy oraig edzettek (4. abra).
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4, abra
A vizsgalatban részt vett edzo allatok edzés programja a hat-hetes protokoll sordan

Célunk volt, hogy az edzés az allatok alloképességének fejlesztésére iranyuljon.
Vizsgalataim soran kordbbi kutatasaink eredményeit illetve irodalmi adatokat hasznéltam
fel az edzésprogram kialakitasahoz (Radak és mtsai 2002a, Radak és mtsai 2004). Az
altalunk alkalmazott id6 és futasi sebesség a 60-70%-0s VO,max. intenzitast célozta meg.
Feltételezéseink tehat részben kordbbi vizsgalatainkon alapulnak, részben pedig azon, hogy
a patkany VOomax. értékek szamszertileg is nagyon hasonloak az emberekéhez (Kemi és

mtsai 2005).

Az allatokat intraperitonealis (IP) ketamine (50 mg/kg) injekcioval elaltattuk, 4%
foszfat pufferben oldott paraformaldehyde-del perfundaltuk (PBS, pH 7,4), majd
dekapitaltuk. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik az utolsé edzésbdl adodo akut metabolikus
hatasokat, a beavatkozast az utolsd edzést kovetd 2. napon végeztiik. A gastrocnemius
izmot €s a nagyagy hippokampusz teriiletét koriiltekintden -eltavolitottuk, folyékony
nitrogénbe helyeztiik, majd a minta elemzéséig -80 °C-on taroltuk. Ezt kdvetéen a szdvetek
egy részét lizis pufferben homogenizaltuk. A SIRT1 enzim aktivitas, illetve a NAD"

mennyiségének méréshez sziikséges specidlis sejt komponensek szeparalasanak modjat az
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érintett fejezetekben részletesen targyalom. Az Ossze-fehérje koncentracidé mérését a
homogenizald pufferekben felhasznalt detergenseknek megfeleléen Bradford modszeren

alapulo Bio-Rad Protein Assay Kittel (Bio-Rad #600-005) végeztem.

3.2. BrdU és IGF-1 adagolas

3.2.1. Bromo-deoxyuridine (BrdU) adagolasa

Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 szovetekben nyomon tudjuk kovetni az uj sejtek képzodését,
a kisérletben részt vett 0sszes allatnak az edzésprogram utolsé négy hetében, heti egy
alkalommal 5-Bromo-2’-deoxyuridine-t (BrdU) adtunk. Az adagolas soran testtomeg
kilogrammonként, hetente 50 mg BrdU-t kaptak az allatok IP injekcioval. Ezen anyag
sajatossaga, hogy szelektiven beépiil az Gjonnan képzdodott sejtek DNS-Ebe a sejtosztddas
S-fazisa soran. A késObbiekben az adott szovetbdl késziilt metszeteket BrdU-ellenes
antitestekkel kezeltilk, melynek révén lehetévé valt az Gjonnan képzddott sejtek

fluoreszcens technikaval torténd vizualizalasa.

3.2.2. Az IGF-1 adagolasa

Az IGF-1 adagolasat Alzet pumpa segitségével végeztem (Alzet mini-osSmotic pump-
model 2002., Durect Corporation #0000296) (5. abra), melyet a 4. edzés hét végén az
allatok hatbore ala {iltettem. Az IGF-1 adagolasban nem részesiilé allatok a pumpan
keresztiil fiziologias sooldatot kaptak, mig a fiatal és Oreg kezelt csoportban az adagolt
IGF-1 mennyisége 5 pg volt testtomeg kilogrammonként naponta. A pumpakat a beiiltetés
elott steril desztillalt vizben feloldott IGF-1-el toltottem fel (Sigma #I3769), melyet a

pumpa két hét alatt folyamatosan adagolva 0.5 pl/ora sebességgel juttatott az allat
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szervezetébe. A kisérlet végén vérbol az IGF-1 kezelés sikerességének ellendrzésére IGF-1

relativ mennyiség meghatarozast végeztem.

Agent Osmotic Semipermeable Impermeable Flow
Layer Membrane Reservoir Moderator

5. abra

Alzet pumpa felépitése

(www.alzet.com)

3.3. Morris Maze teszt

Az agy funkciot a kisérlet végén Morris Maze teszttel vizsgaltam. A teszt
elvégzésére az utols6 négy egymast kovetd edzésnapon, minden esetben a napi edzést
megeldzden keriilt sor, mialatt minden nap négy ismétlést végeztem. A teszt soran egy 6 cm
atmér6ji platformot helyeztem el egy kor alaku, fekete medence észak-nyugati negyednek
kozepére, egy cm-rel a viz felszine ald. A medence atmérdje 100 cm, magassaga 60 cm, a
viz hémérséklete 22-23 °C volt a vizsgalat soran. Miutdn az allatokkal megismertettem a
medencében elhelyezett ,,pihend” szigetet, a patkanyokat belehelyeztem a medencébe a
lehetséges négy kezddpont (észak, dél, kelet, nyugat) egyikébe, miutan 90 mésodperc allt
az allatok rendelkezésére, hogy megtaldljak a platformot. Ha az 4llat nem talélt ra a pihend
pontra a masfél perc alatt, manudlisan rdhelyeztem a platformra 30 masodpercre. A

masodik, a harmadik és a negyedik kisérlet kezdépontja az el6zéekben nem alkalmazott
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irany valamelyike volt. A kezddpontok sorrendjét minden allat esetében azonosan,
pszeudorandom moédon valtoztattam minden nap. Mértem a platform megtaldlasdhoz
sziikséges 1dOt, a napi négy ismétlés idejét atlagoltam, majd a négy nap soran tapasztalt

valtozasokat statisztikai modszerekkel értékeltem.

3.4. Fehérjék mennyiségi analizise Western blot-tal

A Western blot eljards egy szemi-kvantitativ modszer, mely egy immunreakcioval
alkalmas a kiilonboz6 szovetmintakban 1évo specidlis fehérjék kimutatasara, és azok
kiilonb6z6 hatdsokra torténd esetleges mennyiségi valtozasanak mérésére. Az eljaras soran
a szovetmintdk homogenizéaladsat izomszdvet esetén politronnal, mig agyszovet esetén
potterrel végeztem. A 10-szeres mennyiségben alkalmazott lizis puffer a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta: 137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2% NP40, 10% glycerol
és proteaz inhibitorok (PMSF, aprotinin, leupeptin, orto-vanadat). A mintakat ezt kovetéen
30 percig razattam jégen, majd 15 000xg sebességgel centrifugaltam 15 percig, 4 °C-on. A
pipettaval szeparalt feliiliszot a tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltam. Az izom illetve
agy homogenatumokbol 50 pg fehérjét toltottel fel 8-12%-os (v/v) toménységii
poliakrilamid gélre (SDS-PAGE - Sodium Dodecil Sulfate-polyacrilamide gel
electroforesis), melyben elektromos aram hatasara a mintaban 1év6 fehérjék molekula-
stulyuknak megfeleléen szeparalodnak. Ezt kovetden a fehérjéket a gélbdl egy Transzfer-
eljaras soran elektromos arammal PVDF (Polyvinylidine Fluoride) membranra juttattam. A
PVDF membrant ez utdn 5%-0S TBS-T-zsirmentes tejpor oldattal (blokkold puffer)
blokkoltam a nem specifikus antitest kotések elkeriiléséért, majd szobahdmérsékleten a
kimutatni kivant fehérje ellen termeltetett specialis antitestet tartalmazé oldattal inkubaltam

(1-2. tablazat).
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1. tablazat
Az (A) vizsgalatban alkalmazott elsédleges antitestek

Antitest/antigén Higitasi arany Katalégus szam

SIRT1 1:500 Abcam ab53517
SIRT6 1:500 Sigma-Aldrich S4322
NAMPT (PBEF) 1:500 Abcam ab37299
AMPKa 1:1400 Cell Signaling 2532
Phospho-AMPKa 1:500 Cell Signaling 2535
Acetylated protein 1:1000 Abcam ab193
UCP3 1.200 Sigma u7757
HIF-1lalpha 1:4000 Sigma H 6536
VEGF 1:500 Chemicon MAB1665
Cytochrome C 1:200 Santa Cruz sc-7159
DNP 1:150 Chemicon S7150
0OGG1 1:500 Abcam ab204
alpha-tubulin 1:15000 Sigma T6199
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2. tablazat
A (B) vizsgdlatban alkalmazott elsédleges antitestek

Antitest/antigén Higitasi arany Katalégus szam

SIRT1 1:500 Millipore, Upstate ~ 07-131
Ku70 1:1000 Sigma-Aldrich K4763
SIRT3 1:2000 Abcam ab40006
Acetylated-Lysine 1:500 Cell Signaling 9441
SIRT4 1.1000 Abcam ab10140
PGC-1 (H-300) 1:500 Santa Cruz sc-13067
LDH 1:1000 Santa Cruz sc-33781
alpha-tubulin 1:15000 Sigma T6199

Az elsédleges antitesttel tortént inkubalas utdn a membrant 3x10 percig mostam
TBS-Tween 20 mosod oldatban, majd horseradisch peroxidase-zal (HRP) konjugalt
masodlagos antitest oldattal 4°C-on 1 6ran 4t inkubaltam. Ezt kdvetéen a membrant Ujra
mostam, majd a HRP-vel reagald szubsztrat oldatba helyeztem (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific #34080). A kemilumineszcens reakcio
révén keletkezd fényt rontgen filmen detektaltam. A fehérje csikok intenzitdsat Imagel
programmal kvantifikaltam, majd a belsd kontrollként hasznalt a-tubulinhoz

normalizaltam.

3.5. Karbonilalt fehérjék kimutatasa

Az oxidalt fehérjék mennyiségi valtozasanak meghatarozasdhoz Oxyblot Kittet
(Chemicon/Millipore) hasznaltam, melyet a gyari leirasnak megfeleléen hasznaltam. A

fehérjék szerkezetét 4-dinitrophenylhydrazine-nal (DNPH) torténé 15 perces kezeléssel
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atalakitottam, majd szobahdémérsékleten inkubaltam az elegyet neutralizald pufferrel. Az
atalakitott fehérjéket 10%-0s SDS-PAGE-en futtattam, majd PVDF membranra
transzferaltam. A membrant 5% zsirmentes tejport tartalmazd Dulbecco-PBS-T-ben
(PBS+0,5% Tween 20) blokkoltam 3 6raig, majd DNP-ellenes antitesttel inkubaltam egy
éjszakan keresztiil 4°C-on. PBS-T-ben térténd haromszori mosas utdn a membrant 1 6ran
at, szobahOmérsékleten HRP-konjugalt masodlagos antitesttel kezeltem. Az immun

komplexet kemilumineszcens szubsztrat hozzaadasaval rontgenfilmen vizualizaltam.

3.6. SIRT1 aktivitasméreés

A SIRTI fehérje deacetilaz aktivitasanak mérésére Cyclex SIRT1/Sir2 Deacetylase
Fluorometric Assay Kit-et (Cyclex, CY-1151) hasznaltam. A sejtmag és a citoszol
szétvalasztasat a gyari leirasnak megfeleléen végeztem. Az izomszovetet mintdkat (100
mg) lizis pufferben (10mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl, 15 mM MgCl,, 250 mM
Sucrose, 0,5% NP-40, 0,1 mM EGTA) homogenizaltam, majd 15 percig jégen inkubaltam.
Az homogenatot 4 ml Sucrose oldaton (30% Sucrose, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM
NaCl, 3 mM MgCl,) atcentrifugiltam, majd a feliiliiszot (sejtplazma) a mérésig -80°C-on
taroltam, a nuklearis csapadékot pedig hiit6tt, 10 mM-os Tris-HCl-el (pH 7,5) és 10 mM-0s
NaCl-al mostam. Ezt kovetden a sejtmagi csapadékot 100 pl extrakcios pufferben (50 mM
Hepes-KOH pH 7,5, 420 mM NaCl, 0,5 mM EDTA Na,, 0,1 mM EGTA, 10% Glycerol)
felszuszpendaltam. A mintat 30 masodpercig szonikaltam, majd 30 percig jégen taroltam és
15000 rpm sebességgel 10 percig centrifugaltam. A feliiluszot (nyers nuklearis extrakt) a
mérésig -80°C-on taroltam. Mikrolemezen 10 ul sejtplazma illetve sejtmag kivonatot 40 pl
reakcio keverékkel elegyitettem, melynek Osszetétele: 50 mM Tris—HCI pH 8,8, 4 mM
MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,25 mAU/ml Lysyl endpeptidase, 1 mM Trichostatin A, 20 mM
Fluoro-Substrate Peptide és 200 mM NAD®. A keveréket szobahdmérsékleten 10 percig
inkubaltam, majd a fluoreszcens intenzitast (ex. 355 nm, em. 460 nm) két oran at 10
percenként leolvastam (Thermo Scientific Fluoroskan Ascent FL) és normalizaltam a

fehérje koncentracioval.
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3.7. NAD'/NADH szint mérése

A gastrocnemius izommintakat (20 mg) homogenizaltam NADH/NAD extrakcios
pufferben, majd a keletkezett homogenatot atsziirtem 10 kDa-0s Microcon cut-off sziirdn.
A mérés kivitelezéséhez NAD'NADH Quantification Kit-et (Bio Vision, K337-100)
hasznaltam a megadott protokollnak megfeleléen. Eloszér a minta NADH mennyiségét
hataroztam meg, majd a mintaban 1évé NAD"-ot 60°C-ra torténd melegitéssel (30 perc) és
lehtitéssel NADH-va redukaltam. Ezt kovetéen a megnovekedett, teljes NADH
mennyiséget (NADt) 10 ul NADH elohivé folyadék hozziadasa utan 450 nm-es
hullamhosszon ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX) detektiltam a
szinreakcié kifejlédése alatt 30 percenként, 5 6ran at. A NAD" mennyiséget a NADt-
NADH kiilonbségébdl becsiiltem.

3.8. DNS sériilés és javitas mérése

Az 8-hydroxy-20-guanine (8-oxo-Gua) mennyiségének mérését a korabbiakban
leirtak szerint végeztiink (Radak és mtsai 2002a). Az OGGl1 szint meghatarozasa Radak és
mtsai. (Radak és mtsai 2007) altal leirt modon tortént. 20 pmol 8-0xo-Gua-t (Trevigen,
Gaithersburg, MD, USA) tartalmaz6 szintetikus szubsztratot 32p izotoppal jeldltiink az 5’
végen polynucleotide T4 kinase-t (Boeringer Mannheim, Germany) hasznélva. A jeldld
reakciohoz a fehérje kivonatot (2 ng) 20 ul reakcio keverékkel elegyitettiink, amely 0,5 M
N-[2-hydroxyethel]piperazine-N’-[ethanesulfonic acid]-ot, 0,1 M EDTA-t, 5 mM of
dithiolthreitol-t, 400 mM KCl-ot, tisztitott BSA-t és a jeldlt anyagot tartalmazott (kb. 2000
cpm). A reakci6é 30°C-on 15 percig zajlott, majd az elegy jégre helyezésével allt le. Ezt
kovetéen 30 pl chloroform-ot adtunk hozza, majd a mintat lecentrifugaltuk és a vizes
fazisbol 15 ul 90%-o0s formamide-ot, 10 mM NaOH-ot és kék-narancs festéket tartalmazo
loading pufferrel kevertiik. 95°C-on torténd 3 perces melegitést kdvetden a mintat
lehtitottikk és 7 M urea-val €s 1xXTBE-vel 20%-os polyacrilamide gélre vittiik fel, majd 400
mV-on futtattuk 2 oran at. A jeldlt szubsztrat lehasitott termékének radioaktiv jelét STORM
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Bioimaging Analyzer-rel (Molecular Dynamics, USA) kvantifikaltuk. A szeparalt,
lehasitott termékben ¢és az sértetlen oligo csikokban megfigyelt radioaktivitast
Phospholmager-t  tartalmazé6 (Molecular Dynamics) Image Quant software-rel
szamszerusitettiik. A 8-0X0-Gua sériilést javitd aktivitdsat a szubsztrat Ilehasitott

termékének szazalékos aranyaban hataroztuk meg (Radak és mtsai 2007).

3.9. A Proteaszoma Kimotripszinhez hasonlo aktivitasanak mérése

A gastrocnemius izomban a proteaszoma kimotripszinhez hasonlé aktivitasanak
mérésére luminometridas modszeren alapuld Proteasome-Glo Chymotrypsin-Like Cell-
Based Assay Kittet hasznaltam (Promega #G8660). 100 mg-nyi szdvetmintat gyari
ajanlasok ¢s irodalmi adatok alapjan (Hepple és mtsai 2008) 10-szeres mennyiségi
pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM MgCl,, 1ImM DTT, 5% glycerol, 5mM ATP)
homogenizaltam. A homogenatot 10 000xg sebességgel, 30 percen at, 4°C-on
centrifugdltam majd pipettaval szepardltam a feliilisz6t. Ezt kovetden fehérje mennyiség
meghatarozast végeztem Bradford moddszerrel, majd az azonos fehérje koncentraciora
higitott mintdkbol a gyari leirasnak megfeleléen végeztem a proteaszoma specidlis
aktivitdsanak mérését. 96 lyukt fehér mikrolemezre 94 pl desztillalt vizet toltottem. A
mikrolemez els6 felében a duplikatumokban felvitt 5 pl mintdhoz 1 ul DMSO-t adtam,
mely a nem proteaszomahoz kotott protedz aktivitast is méri. A mikrolemez maésik felében
5 pl mintdhoz Iul ImM epoxomicint (DMSO-ban oldva), specifikus proteaszoma gatlot
adtam. Ez az oldal a proteaszoman kiviili proteaz aktivitast méri. A mérés végén a két

mintasor aktivitas kiilonbsége adja a proteaszoma szubsztrat-specifikus aktivitasat.

A reakcid oldat létrehozasahoz egy iiveg Luciferin Detection Reagent-hez 10 ml
Cell-Based Buffert-t adtam, majd szobahémérsékleten 50 pl, a kimotripszinhez hasonlo
aktivitas méréséhez specifikus Suc-LLVY-aminoluciferin (Succinyl-leucine-leucine-valine-
tyrosine-aminoluciferin) szubsztratot kevertem az oldatba. Az igy elkésziilt Proteasome-

Glo Cell-Based Reagent-bél 30 perc inkubalas utan - a mikrolemez szobahdmérsékleten
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torténd 15 perces inkubaldsa utan - minden mintadhoz 100 pl-t adagoltam. A mikrolemezen
1év6 elegyet 1 percig 250 rpm sebességgel razattam, majd 10 perc inkubalas utan lemértem

a reakcio soran létrejott lumineszcenciat (Thermo Scientific Fluoroskan Ascent FL).

3.10. A vérplazma IGF-1 szintjének mérése

Az dllatok dekapitalasa utdn az aortabol vért gyljtottem, majd a véralvadas
megakadalyozésara tultelitett EDTA-t adtam hozza. A vérmintakat 3000xg sebességgel, 10
percig, 4°C-on centrifugaltam, majd a vérplazma komponenst pipettaval szeparaltam és a
mérésig -80°C-on taroltam. Quantikine Mouse/Rat IGF-1 Assay Kit-et (R&D System,
#MG100) hasznaltam a vér IGF-1 szintjének, IGF-1 adagolasra feltételezett valtozasanak
meghatdrozasara. A mérést a vérminta és a reagensek a megadott protokollban leirtak
szerinti eldkészitése utan 96 lyuku mikrolemezen végeztem. Egér illetve patkdny IGF-1
ellenes monoklonalis antitesttel bevont mikrolemezre 96x50 pl kalibrator oldatot mértem.
Ezt kovetéen duplikatumban 50 ul standard-et, kontrollt és mintat toltéttem a megfeleld
lyukakba. A lemezt ezt kovetden lefedtem, majd razatds mellett két orat inkubéltam
szobahOmérsékleten. A lyukak kiliritése utan a lemezt mos6 pufferrel mostam 6tszor.
Ezutan 100 pl HRP-vel konjugalt egér/patkany ellenes poliklonalis antitestet adtam a
mintdkhoz, mellyel két 6ran 4t inkubaltam szobahdmérsékleten. A mosasi 1épés ismétlése
utdn 100 pl hidrogén-peroxidot és kromogént tartalmazo szubsztrat oldatot kevertem a
mintakhoz, majd az elegyet szobahdmérsékleten fénytdl védve 30 percig inkubdltam. Az
optikai denzitdst ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX) 450 nm-en

olvastam le, majd az IGF-1 mennyiséget ng/ml-ben kalkulaltam.
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3.11. Az idegsejt képzodés immunhisztokémiai vizsgalata

Az allatok dekapitalasat kovetden formalinos fixacio és 70% etanolos kezelés utan
az allatok fél nagyagy szovetét paraffinba agyaztuk. A szovetmintdkbol 5 pm vastag
szeleteket vagtunk, majd xylen-nel és etanollal tortént deparaffinalas utan a metszeteket
3x10 percig PBS-ben mostam. A mintakat ezt kdvetéen DNAase pufferben és 96%-0S
etanolban mostam, majd DNAase I-et (Sigma Aldrich #DN-25) hasznaltam a DNS
emésztéshez. Az antigén citrat pufferrel (pH 6,0) torténd feltarasa utan a mintakat 15 percre
95°C-ig melegitettem, majd hagytam lassan szobahdmérsékletre visszahiilni. 3x5 perces
PBS-sel tortént mosas utan a mintakat kecske szérummal blokkoltam (Vector #S-1000) egy
oran at szobahdmérsékleten. Az elsédleges BrdU ellenes egér antitestet (BD Pharmingen
#555627) blokkol6 szérumban oldottam fel, majd az Gjonnan képzddott sejtek vizsgalatara
1:200-as higitasban a metszetekre tettem, egy éjszakara, 4°C-on. Miutan a metszeteket
0,2% Triton X-PBS-ben mostam, Alexa Fluor 546 festékkel konjugalt, kecskébdl
szdrmazo, egér ellenes masodlagos antitestet hasznaltam a kotddés kimutatasara (30 perc,
szobahomérséklet, 1:200, Molecular Probes #A11001). Mosas utan a metszeteket
idegsejtmag (NeuN) ellenes, Alexa Fluor 488-al konjugalt monoklonalis antitest oldattal
inkubaltam (Millipore #MAB377X) egy ¢jszakan at, 4°C-on, az idegsejtek vizualizalasara.
0,2% Triton X-PBS-ben torténé mosas utan Hoechst 33342 festéket (Molecular Probes
#H3570) alkalmaztam a sejtmagok megjelenitésére (10 perc, szobahdmérséklet). A
metszetek Gel Mount-tal (Sigma #G0918) torténd fedése el6tt a mintakat desztillalt vizben

mostam.

A metszeteken az agy hippokampalis teriiletén a gyrus dentatus és a hilus CA4-es
vizualizalasahoz Axiovert 200M inverz mikroszkoppal és 63x-0s Plan Apochromat olaj
immerzios differencial interferencia kontraszt objektivvel (DIC) (NA/numerikus
apertura=1,4) felszerelt Zeiss LSM 510 Meta konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopot
hasznaltunk (Carl Zeiss, Jena, Németorszadg). A Hoechst magfestést 405-30 dioda 1ézerrel

(excitacio: 405 nm) gerjesztettik, majd a fluoreszcenciat 420-480 nm hulldmhossz

46



tartomanyban detektaltuk. A NeuN jel vizualizalasara 488 nm-es argon l1ézert hasznaltunk,
az emissziot 505-570 nm kozott detektaltuk. A BrdU jelet 543 nm-es HeNe lézerrel

gerjesztettiik, az emittalt fluoreszcens jelet 560-615 nm kozott detektaltuk.

3.12. Intrahelikalis 8-0xodG becslése

Optimalis vagasi homérsékleten fixalt, paraffinba dgyazott izom mintakbol 5 um
vastagsagu metszeteket készitettiink. A targylemezen fixalt metszeteket deparaffinaltuk,
PBS-ben mostuk, levegdn megszaritottuk, majd a zsirokat aceton-metanol keverékével (1:1
arany) eltavolitottuk. Ezt kdvetéen a metszeteket PBS oldatban 15 percig rehidraltuk és
korlatozott proteaz emésztésnek vetettitk ala (100 mg/ml pepsin, Sigma Biochemicals) 0,1
N HCl-ban (15 perc, 37°C — elézetes kisérletek alapjan meghatarozva) (Boldogh és mtsai
2001). Ezt a preparatumot 0,1 pg/ml, nem-immunis IgG-vel inkubaltuk 30 percig, majd
0,5% BSA-t és 0,1% Tween-20-at tartalmazé PBS oldatban mostuk. A 8-desoxoguanine
antitesttel (Trevigen Inc.) tortént egy oOrds inkubdlast kdvetden (1:300) a mintdkat PBS-T
oldatban mostuk 3x15 percig. Ezutan fluoreszcein-konjugalt (F(ab');) masodlagos antitestet
(Santa Cruz Biotechnology) alkalmaztunk 60 percig. PBS-T-vel tortént haromszori mosas
utan a DNS-t 10 ng/ml DAPI-val (4’6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)
jelenitettik meg. A metszeteket ezutan halvanyuldst gatldé médiummal (Dako Inc.

Carpinteria, CA) fedtiik.

Zeiss LSM 510 META konfokdlis mikroszkép rendszert hasznaltunk, a
fluoreszceint 488 nm-es lézerrel gerjesztettiik. A mikroszkopos képeket 60X-0s, olaj
immerzios objektivvel (NA=1,4) készitettiik. A fluoreszcencia intenzitast metszetenként
minimum 40 egységnyi teriileten (kb. 300 sejt) MetaMorph szoftverrel (Version 9.0r,
Universal Imaging Corp) elemeztiik (Bacsi és mtsai 2007, Bhakat és mtsai 2006).
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3.13. Az OGGI1 és az AcOGG1 szint mérése

A mikroszkop targylemezen elhelyezett 5 pm vastagsagh metszeteket
deparaffinaltuk és PBS-ben mostuk, levegén megszaritottuk, majd a zsirokat aceton-
methanol keverékkel (1:1 ardny) tavolitottuk el. A mintdkat pre-immun heterolog
szérummal 30 percig blokkoltuk (1:10 higitas PBS-T-ben, mely 0,5% BSA-t, 0,1% Tween-
20-at tartalmazott), majd inkubaltuk az elsddleges antitestekkel. 1.) A reakciohoz egy
szintetikus peptid (C-DLRQSRHAQEPPAK) - mely az OGG1 C-végzddését reprezentalja -
ellen termeltetett tisztitott OGG1 ellenes egér antitestet (human OGGI reaktiv) hasznaltunk
(Antibodies-Online GmbH, Atlanta, GA, USA). 2.) Az OGGI1 acetilalt formajanak
kimutataséara acetil K338 + K341 tisztitott human reaktiv nyal poliklonalis OGGI ellenes
antitestet (Abcam, #ab93670) alkalmaztunk. Egy 6ras, 37°C-on tortént inkubalast kdvetSen
a mintakat 3x15 percig PBS-T-ben mostuk. Tisztitott masodlagos antitest oldattal (kecske
ellenes F(ab"),-fluoreszcein-konjugalt és nyul ellenes F(ab');-rodamin-konjugalt, Santa Cruz
Biotechnology) egy oran at kezeltiik a metszeteket, majd haromszor mostuk ¢ket PBS-T-
ben. Ezt kovetéen a DNS-t DAPI-val (10 ng/ml) jeloltiikk. A mintdkat halvanyulast gatlo
feddanyaggal fedtiik.

A jelolt sejtelemek vizualizalasara Zeiss LSM 510 META konfokalis mikroszkop
rendszert hasznaltunk. A fluoreszceint 488 nm-en argon lézerrel, mig a rodamint 543 nm-en
HeNe lézerrel gerjesztettiik. A megfeleld dikroikus tiikrokkel és az emittalt fluoreszcencia
detektalasara alkalmas szlirdkkel felszerelt mikroszkoppal igy elkiilonithetd volt a zold és a
vords fluoreszcens jel. A képeket 60x-os nagyitassal készitettiik. A két jel kozti
kolokalizaciot a zold és vords képek egymasra helyezésével, MetaMorph szoftver (version
9.0r, Universal Imaging Corp, Sunnyvale, CA) segitségével vizsgaltuk (Bacsi és mtsai

2007, Bhakat és mtsai 2006).
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3.14. Statisztikai elemzés

A statisztikailag szignifikdns eltéréseket illetve Osszefiiggéseket normalités
vizsgélatot kovetden Statisztika 8.0 programmal vizsgaltam. A paraméteres adatsorok
esetén a csoportok kozotti kiilonbozdéségek kimutatdsara egy-utas ANOVA-t hasznaltam,
mig az Osszefiiggéseket Korrelacidos matrix-al vizsgaltam. A nem-paraméteres adatok
elemzésére Kruskal-Wallis ANOVA-t alkalmaztam. A szignifikancia szintet p<0,05-ben

hataroztam meg.
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4. Eredmények

4.1. Az (A) vizsgalatbdl sziiletett eredmények — valtozasok a

gastrocnemius izomszovetben

4.1.1. Az oregedés és az edzés is hatassal van a SIRTI-re

A SIRTI a sejt plazmajaban és sejtmagjaban is megtalalhatd, igy mennyiségét €s
aktivitdsat mindkét sejt komponensben megmértem. Az dregedés szignifikansan (p<0.01)
novelte a SIRT1 mennyiségét a sejtplazmaban (6. abra A és B), mig az enzim specifikus
aktivitdsa nem valtozott oregedéssel (6. abra C). Az edzés kovetkeztében azonban az
Oregedés hatasara megemelkedett SIRT1 mennyiség a fiatalkorihoz hasonld szintre
csokkent (6. abra A és B, p<0.01), mig a rendszeres mozgas az enzim relativ aktivitasat

mindkét életkori csoportban megndvelte (6. abra C, p<0.01 — fiatal, p<0.05 - oreg).
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6. abra
A SIRTI mennyiség és aktivitdas valtozasa a szarkoplazmaban oregedés és fizikai edzés
hatasara.

A SIRT1I fehérje mennyisegének auto-radiogramja a szarkoplazmaban. (4) A csikok
denzitasanak normalizaldsa az o-tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. A
SIRTI oregedés és edzés hatasara létrejovo mennyiségi valtozasa. (B) A SIRTI relativ
aktivitasanak grafikai reprezentdcioja. (C) Az (4)-(C) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE
- fiatal edzett; OC - oreg kontroll; OE - dreg edzett. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat

allat esetében csoportonként; *p<0.05, **p<0.01.

A sejtmagban a szarkoplazmahoz hasonld képet talaltam, azaz életkor fliggd
novekedést az enzim fehérje mennyiségében (p<0.05), valtozatlan relativ aktivitds mellett
(7. abra A-C). A fiatal és idds, fizikailag inaktiv életmodot folytatd csoportokban

megfigyelt SIRT1 mennyiség edzés hatasara mindkét csoportban jelentds csokkenést
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mutatott (7. abra B, p<0.01). Mindemellett az edzés novelte a SIRT1 relativ aktivitasat a
sejtmagban is minkét életkori csoportban (7. abra C, p<0.05).
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7. abra
A sejtmagban év4 SIRTI mennyiségének és aktivitdsdnak viltozdsa fiatal és idbs dllatok
vazizmaban.

A SIRTI fehérje auto-radiogramja a vazizom sejtmagjaban (A). A csikok denzitasanak
normalizaldsa a lamin A-hoz tértént, mely belsé kontrollként szerepel a sejtmagban. A
SIRT1 oregedés és edzés hatasara létrejovo mennyiségi valtozasa. (B) A SIRTI relativ
aktivitasanak grafikai reprezentdcioja az egyes csoportokban. (C) Az (4)-(C) panelekben:
YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - oreg kontroll; OF - 6reg edzett. A feltiintetett
ertékek: atlag + SE, hat allat esetében csoportonkeént, *p<0.05, **p<0.01.
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4.1.2. Az életkor fiiggo, SIRT1-hez kapcsolt folyamatok edzéssel
befolyasolhatoak

A NAMPT mennyisége, mely az egyik NAD" bioszintézis mértékét limitald enzim,
a fiatalokhoz képest csOkkenést mutatott az idés allatcsoportokban (8. dbra A ¢és B;
p<0.01). Ezzel 6sszhangban a NAD" mennyisége szignifikansan csékkent az idds 4llatok
vazizmaban (8. abra C, p<0.05). Az edzés mind a fiatal mind pedig az idds csoportok
esetén szignifikdnsan novelte a NAMPT mennyiségét (8. dbra A ¢és B; p<0.05).
Figyelemreméltd, hogy az oreg edzett allatok esetében a NAMPT szintje elég széles
tartomanyban valtozott, de a csoport atlagértéke kozel azonos volt a fiatal kontroll
allatokban tapasztalt értékkel. A NAD' mennyisége esetében a fizikai aktivitas
szignifikdnsan megndvelte az idds korban megfigyelhetdé csokkent szintet (8. abra C,
p<0.05). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az életkorral egyiitt jar6 NAD" és NAMPT
mennyiség csOkkenése edzéssel megfordithatd volt, ami hozzéjarulhatott a SIRT1

specifikus aktivitdsanak valtozasahoz.
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8. abra
A NAMPT és a NAD' mennyisée viltozdsa a gastrocnemius izomban

A NAD*-bioszintetizal6 enzim, a NAMPT mennyiségének auto-radiogramja. (A) A csikok
denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belso kontrollként szerepel. A
NAMPT enzim mennyiségének valtozasa 6regedés és edzés hatasara. (B) A fizikai
aktivitasnak id6s kori NAD" szint valtozasaban mutatkozo kedvezd hatdasa. (C) Az (A)-(C)
panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - 6reg kontroll; OE - dreg edzett. A
feltiintetett értékek: atlag = SE, hat allat esetében csoportonként; *p<0.05, **p<0.01.

A zsir metabolizmusban és a mitokondridlis biogenezisben fontos szerepet jatszo
AMP-Kinaz (AMPK), mely a sejt energia homeosztazisat jol jellemzd mutatd, szignifikans
csOkkenést mutatott Oregedés hatasara (9. abra A és B, p<0.01). A rendszeres fizikai

aktivitas hatasara a fiatal kontrol csoportnal megfigyelhetd magas szint tovabb mar nem
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novelhetd. Jelentds eredmény viszont, hogy az idds allatok esetében, ahol a mitokondrialis
diszfunkcié fontos tényezd az oOregedési folyamatban, mintegy 500 %-os ndvekedést
sikeriilt elérni az energia egyensulyt szabalyoz6 AMPK mennyiségében (9. abra B,
p<0.01). Az AMPK aktivalt formajaként ismert phospho-AMP-Kinaz a teljes AMPK
mennyiséghez hasonldan szignifikdns csokkenést mutatott 6regedés hatasara (9. abra C és
D, p<0.05). Az edzés pozitiv hatdsaként novekvd tendenciat latunk az idds allatoknal a p-

AMPK mennyiségében, a valtozas azonban nem érte el a szignifikans szintet (9. abra D).
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9. abra

AMP-Kinaz (A,B) és phospho-AMP-Kinaz (C,D) valtozasa oregedés és edzes hatdasara

Az AMPK auto-radiogramja. (A) Az AMPK mennyiségének valtozasa oregedés és edzés
hatasara. (B) A p-AMPK auto-radiogramja. (C) A p-AMPK mennyiségének valtozdisa a
vizsgdlati csoportokban. (D) Az (A)-(D) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett;
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OC - oreg kontroll; OF - oreg edzett. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat dallat esetében
csoportonkent; *p<0.05, **p<0.01.

A mitokondrialis biogenezis €s az energia metabolizmus fontos eleme, a PGC-1a
mennyiségében a gastrocnemius izomban Oregedés hatasara szignifikans csokkenést
tapasztaltunk (10. abra A és B, p<0.01). A fiatal csoportok kozott mozgas hatasara valtozas
nem kovetkezett be, az idOskori mitokondrialis deficitet csokkentve azonban a rendszeres
mozgasnak a preventiv hatdsa mutatkozik, hiszen az edzés kovetkeztében a PGC-la

mennyisége a fiatalkorihoz hasonld szintre emelkedett (10. dbra A, p<0.01).

14
* % k%

12 B

1,0
08 PGC-10 \‘- - - — 90KkDa
0,6 : o
0.4 o-fubulin _ — S5kDa
- YC YE 0OC  OE
oC OE

YC YE

A
v
A
v

Relativ denzitas

10. abra
PGC-1a mennyiségének vdltozasa az egyes dallat csoportokban

A PGC-1a gastrocnemius izomban létrejovo valtozasat mutato hisztogram. (A) A fehérje
mennyiségi valtozasat reprezentdlo rontgen-kép. (B) Az (A)-(B) panelekben: YC - fiatal
kontroll; YE - fiatal edzett; OC - dreg kontroll; OE - dreg edzett. A feltiintetett értékek:

atlag + SE, hat allat esetében csoportonkent; **p<0.01.

A sejtmagi frakcioban a teljes acetilacios szintet Western blot analizissel

vizsgaltam. Az acetilalt lizin gyokok mennyisége szignifikdns kiilonbséget (p<0.05) mutat
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a kontroll és edzett allatok kozott mind a fiatal, mind pedig az idés csoportok esetében (11.
dbra A és B). Altalanossagban, az edzés csokkentette a teljes fehérje acetilacios szintet,
mely adatok dsszhangban vannak az edzés hatasara novekvo SIRT1 aktivitassal (7. abra C).

Az oreg edzett allatok sejtmagi fehérjéinek acetilacids képe igy a fiatal kontroll allatokéhoz

hasonlova valt (11. abra A és B).
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11. abra
Az acetilalt feheérjék mennyiségi valtozasa az izom sejtmagjaban

Az acetilalt fehérjék mennyiségének grafikus megjelenése a vizsgalati csoportokban. (A)
Acetilalt fehérjék mennyiségi valtozdsa a sejtmagi lizatumban (auto-radiogram). (B). A
csikok denzitasanak normalizalasa a lamin A-hoz tortént, mely belso kontrollként szerepel
a sejtmagban. Az (4) és (B) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - 6reg
kontroll; OE - oreg edzett. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat allat esetében

csoportonként; *p<0.05.

Az intracellularis ROS legnagyobb része a mitokondrialis respiraciés mechanizmus
mellékterméke. Irodalmi adatok szerint a(z) UCP3 fehérje csokkenti a reaktiv oxigén
gyokok keletkezését (Jiang és mtsai 2009). Tovabba a(z) UCP3 nagy mennyiségben

keletkezik a vazizomban és aktivitasat a SIRT1 képes szabalyozni (Amat és mtsai 2007). A
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12. A és B abran latszik, hogy a vazizomban dregedésre a(z) UCP3 mennyisége csokkent
(p<0.05). Kontroll vizsgalat soran a cytochrome c¢ (Cyto ¢) mitokondrialis szintje nem
mutatott szignifikans kiilonbséget az ¢életkor tekintetében és az edzés sem befolyasolta a
Cyto ¢ mennyiséget (nem kozolt adatok). Edzés hatasara mindkét életkori csoportban
novekvo tendenciat tapasztaltam a(z) UCP3 mennyiségében, a kiilonbségek azonban nem

érték el a szignifikans szintet (12. dbra A és B).
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12. abra
UCP3 szint valtozasa a vizsgalati csoportokban.

A valtozas grafikai illusztracioja. (A) A UCP3 fehérje szint valtozasa kontroll és edzett allat
csoportok vazizmaban.(B) A csikok denzitasanak normalizalasa az o-tubulinhoz tortént,
mely belsd kontrollként szerepel. Az (A) és (B) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal
edzett; OC - oreg kontroll; OE - oreg edzett. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat allat

esetében csoportonként; *p<0.05.

4.1.3. A fizikai aktivitas noveli az ellendlldst az oxidativ stresszel szemben

A sejtekben és szovetekben 1€vo fehérjeket ért oxidativ stresszt altalaban a reaktiv
karbonil szarmazékok mennyiségével becsiilhetjiik, azzal a szinttel, amely az életkor

elérehaladtaval novekedést mutat (Figueiredo és mtsai 2009, Kayali és mtsai 2007). Ennek
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megfelelden szignifikans novekedést tapasztaltunk a fehérje karbonilacids szintben az idds
allatok vazizmaban (13. dbra A és B, p<0.01). A fiatal allatok esetén az edzésnek nem volt
szignifikans hatasa a fehérjék karbonilaciojara. Fontos azonban, hogy az oreg allatoknal az

edzés szignifikansan (p<0.01) csokkentette az oxidativan sériilt fehérjék mennyiségét (13.

abra A ¢és B).
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13. abra
Karbonilalt fehérjek mennyiségi valtozasa oregedeés és edzés hatasara.

Az intenzitasmérés eredményeinek grafikus illusztracioja. (A) A csoportokat reprezentdlo
karbonilalt fehérje auto-radiogram kontroll és edzett dllatok vazizmabol. (B) A csikok
denzitasanak normalizaldsa az a-tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. Az
(A) és (B) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - 6reg kontroll; OFE - oreg

edzett. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat dllat esetében csoportonként; **p<0.01.

Habar szignifikans kiilonbséget talaltunk a fiatal és oreg allatok kozott a fehérje
karboniléciés szintben, a DNS-ben 1évé 8-0X0-Guanin mennyiségben szignifikans
csOkkenést nem tapasztaltunk. Az 8-0X0-Guanin szintek a kovetkez6k voltak: YC: 0.87 +
0.23, YE: 0.79 + 0.17, OC: 0.76 + 0.15, OE: 0.77 + 0.27 (8-0x0-Gua/10° guanin bazis). Ezt

a DNS sériilést els6sorban az OGG1 enzim javitja (Bohr és mtsai 2002, Hazra és mtsai
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2002), melynek a fehérje mennyisége novekvé tendencidt mutat a fiatal és Oreg edzett
allatok izmanak sejtmag lizadtuméban (relativ csik intenzitas: YC: 100 + 8, YE: 143 + 16,
OC: 138 £ 19, OE: 182 + 25; 13. abra A). Az OGG] javité enzim aktivitasaban létrejovo
valtozasok nem érték el a szignifikans szintet (14. abra B). Erds funkcionalis kapcsolat nem
mutatkozott az OGG1 és a SIRT6 kozott a jelen mintdban, bar mind az OGGI, mind a
SIRT6 mennyisége ndvekedett az Oregedés hatasdra, mely novekedést az edzés

szignifikansan csokkentett (14. dbra C és D).
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14. abra
Az OGGI és a SIRT6 mennyisége és aktivitdasa az inaktiv és edzd, fiatal és idos dallatokban.

A csoportokat reprezentalo OGGI szint auto-radiogramja. (A) A csikok denzitasanak
normalizaldasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. Az OGG1
aktivitasat reprezentalo auto-radiogram. (B) A csoportokat reprezentadlo SIRT6 auto-

radiogram. (C) A csikok denzitasanak normalizdlasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsd
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kontrollkeént szerepel. A SIRT6 mennyiség intenzitds elemzésének grafikai illusztracioja. (D)
Az (A)-(D) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - 6reg kontroll; OE -
oreg edzett. A feltiintetett értékek: atlag = SE, hat allat esetében csoportonként; **p<0.01.

A fizikai edzés szamos adaptaciés mechanizmust indukal, ami ndveli a vazizom
oxidativ €s metabolikus kapacitasat, melyek koziil a HIF-1a expresszido novekedése az
egyik fontos faktor (Mason és mtsai 2007). Jelen modellben, a redox egyensuly életkor
fliggd eltolodasa (amit a karbonildlt fehérjék novekvd szintje mutat 13. abra A és B)
jelentésen noveli a HIF-1o mennyiségét az idos allatok izommintaiban (15. dbra A és B,
p<0.01). A HIF-1a mennyisége azonos volt a fiatal kontroll és edzett allatokban. A HIF-1a
a VEGF-en keresztiil vaszkularizaciot valt ki, mely utobbi mindkét életkorban pozitiv
korrelaciot mutat a HIF-1a-val (r=0.815; 15. abra C és D). Ezek az adatok azt sugalljak,
hogy a fizikai edzés az oxidativ stressz markereit tekintve csokkenti a fiatal és idds

patkanyok kozotti kiillonbséget.
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15. abra

Az oregedés noveli a HIF-1a és a VEGF szintet, melyet a fizikai edzés szignifikdnsan

A HIF-1a fehérje mennyiségi valtozasanak auto-radiogramja. (4) A csikok denzitasanak
normalizaldsa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. A HIF-1a
valtozasanak grafikai illusztracioja. (B) A VEGF oregedés és edzés hatasara létrejovo
valtozas. (C) A csikok denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé
kontrollként szerepel. A VEGF valtozasanak grafikai megjelenitése. (D) Az (4)-(D)
panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; OC - 6reg kontroll; OE - dreg edzett. A
feltiintetett értékek: atlag = SE, hat allat esetében csoportonkent; **p<0.01.

Az oxidativan sériilt ¢és elhasznalddott fehérjék lebontdsi folyamatdban dontd

szerepet jatszo proteaszoma komplex aktivitasat vizsgalva a karbonilalt fehérjék életkorral

egyiittjar6 novekedéséhez hasonldan emelkedett aktivitast tapasztaltam Oregedés hatasara
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(16. abra, p<0.05). A fizikai aktivitasnak jelen vizsgalatban nem volt szignifikans hatasa az

enzim aktivitasara.
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16. abra
Az oregedés hatdsa a Proteaszéma Kimotripszinhez hasonld aktivitdsdra

A proteaszoma luminometrias modszerrel becsiilt Kimotripszinhez hasonlé aktivitasanak
valtozasa az életkorral. Az abran alkalmazott roviditések: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal
edzett; OC - oreg kontroll; OF - oreg edzett. A feltiintetett értékek: datlag + SE, hat dllat

esetében csoportonként,; * p<0.05.

4.2. A (B) vizsgalatbol sziiletett eredmények — valtozasok a

hippokampalis agyszovetben

4.2.1. Az agyfunkcio és az idegsejt képzodés paradoxonja

A vérben a keringd IGF-1 mennyisége csokkent az életkorral (17. &bra, p<0.01). Az
edzés nem okozott szignifikdns valtozast a mennyiségében, jollehet csokkend tendenciat
mutat a fiatal csoportoknal. Két hetes IGF-1 adagolas megnovelte a vérben keringd IGF-1

mennyiségét az idds, edzett csoportban, a fiatal csoportban azonban nem (17. abra, p<0.05).
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17. abra
Az IGF-1 mennyisége a keringd vér plazmdban

erer

feltiintetett roviditések: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1
kezelt; OC - oreg kontroll; OE - éreg edzett; OEl — dreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett
értékek: atlag + SE, hat allat esetében csoportonként; * p<0.05, **p<0.01.

Emellett az allatok térbeli tanuldsi képessége is csokkenést mutatott, mivel

kiilonbséget talaltunk a fiatal és id6s kontroll csoportok kozott a Morris Maze teszt 4.

1dos allatoknak (p<0.05), mig szignifikdns kiilonbség a fiatal csoportok kozott nem volt
megfigyelhetd. Meglep6 modon az edzés térbeli memoriara kifejtett kedvezd hatasat az
IGF-1 adagolas eliminalta (p<0.01) igy a kontroll és edzett-IGF-1 kezelt csoport

teljesitménye kozel megegyezett a Morris Maze tesztben (18. abra A és B).
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18. abra
A Morris Maze teszt eredményei a fiatal és az idos dllat csoportokban
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Ido (nap)

A térbeli tanuldsi teszt soran a viz felszine alatt elhelyezett platform megtaldlasahoz

sziikséges ido 4 egymadst kovetd napon tortént feladat ismétlés soran a fiatal csoportokban.
(A) A platform megtalaldsahoz sziikséges id6 az idds dllatok esetén. (B) Az (A)-(B)
panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC -

oreg kontroll; OF - oreg edzett; OE| — oreg edzett+IGF-1 kezelt. A4 feltiintetett értékek:

atlag + SE, hat allat esetében csoportonkeént; * p<0.05.

Amikor a neurogenezis jelenlétét vizsgaltuk a BrdU jonnan képz6dott idegsejtek

DNS-ébe torténd beéplilésén keresztiil, adataink azt mutattdk, hogy az Oregedés

szignifikansan csokkentette az 1j idegsejtek képzodésének mértékét (19. abra A és B,

p<0.01). Tehat nagy kiilonbséget talaltunk a fiatal és Oreg allatok kozott, a fiatalok

hippokampuszaban joval nagyobb mennyiségii 0 idegsejt képzddott. Masrészrol az IGF-1

kezelés az edzéssel egyiitt a kontroll csoporthoz képest ndvelte a neurogenezis mértékét az

oreg allatok esetében (19. abra B, p<0.05).
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19. abra

A neurogenezis mértéekenek meghatarozasa a BrdU és a NeuN pozitiy sejtek kimutatasaval

A bal nagyagy féltekébdl késziilt szagittalis iranyu metszet hippokampdlis teriilete (5-sz6ros
nagyitas), illetve a csoportok kozti kiilonbségeket reprezentdlo metszetek 63-S20ros

nagyitott képe (4).A sejtmag, a BrdU és a NeuN festés tripla kolokalizaciojat mutato sejtek
panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC -

oreg kontroll; OE - oreg edzett; OE| — dreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett értékek:
dtlag = SE, hat allat esetében csoportonként; * p<0.05, **p<0.01.
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4.2.2. A DNS sériilés és javitas folyamata a hippokampuszban

Az oOregedés elfogadott oxidativ stressz elméletének megfeleléen a 8-0xo0G
mennyisége a fiatal allatokhoz viszonyitva szignifikdnsan novekedett 6regedés hatasara
(p<0.01), de jelentds valtozast nem mutatott edzés hatdsara. Az IGF-1 kezelés nem

befolyasolta az 8-0X0G mennyiségét (20. abra).

140 4 ¥ %

N
\ 4

>
re

N

* %
100

“ 1

60

A
A 4

40 -

N 8
0 T T

Fluoreszcencia intenzitas

YC YE YEI OC OE OEI

20. abra
A 8-0x0G mennviség oregedés hatasdara novekszik az immunohisztokémiai mintaelemzések

alapjan

A 8-ox0G-specifikus fluoreszcencia intenzitdas dtlagértékei az egyes vizsgalati
csoportokban. Az dbran alkalmazott réviditések: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI
— fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC - oreg kontroll; OF - éreg edzett; OEl — oreg edzett+IGF-

1 kezelt. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat dllat esetében csoportonként, **p<0.01.

Az OGGI1 javité enzim mennyiségében az oregedés ndvekedést idézett eld az edz6
¢és IGF-1 kezelt fiatal és id6s csoportok kozott (p<0.01), az edzés és az IGF-1 azonban nem

okozott valtozast az OGG1 mennyiségében (21. dbra A). Jelen vizsgalat lehet az OGG1
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acetilaciojanak elsé in vivo detektalasa, ami azt mutatja, hogy az oregedés csokkenti az
OGGI acetilaltsagat, igy valosziniileg az aktivitasat, mivel a 15-28 %-os mennyiség
novekedés mellett az acetilaltsag csokkenése mintegy 90-94 %-0s (21. abra B, p<0.01). A 6
hetes edzésprogram nem befolyasolta sem a javitd enzim mennyis€gét, sem az
acetilaltsagat. Az IGF-1 kezelés szignifikdns ndvekedést mutatott az OGG1 acetilaciojaban
a fiatal allatok esetén (p<0.05), az idds csoportokban azonban nem volt véltozas (21. dbra
B).
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21. abra
Az OGG1 mennyisége névekedeést (A), acetilaltsaga jelentos csokkenést (B) mutat oregedés
hatasara
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Az OGG1-specifikus fluoreszcencia intenzitdsat reprezentadlo grafikon. (A) Az AcOGG1
mintakon mért mennyiségének grafikai illusztracioja. (B) Példa az OGGI acetildcio
megjelenésére a fiatal allatokban. (C) Példa az OGGI acetilacio hianyara az idos allatok
esetében. (D) Az (4)-(D) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal
edzett+IGF-1 kezelt; OC - dreg kontroll; OE - reg edzett; OEl — 6reg edzett+IGF-1
kezelt. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat dllat esetében csoportonként; * p<0.05,
**p<0.01.

Masrészrol a DNS kettds szal torés javitasaért felelos Ku70 mennyisége novekedett
a fiatal csoportokhoz viszonyitva az dregedé hippokampuszban (22. abra A és B, p<0.05).
A Ku70 fehérje mennyisége az edzésprogram hatasara csokkend tendenciat mutatott az idds
csoportoknal, az IGF-1 adagolasa pedig tovabb ndvelte a kiilonbséget a kontroll és az OEI
allatok kozott atlépve ezzel a szignifikans kiilonbség statisztikai értékét (22. abra A,

p<0.05).
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22. abra
A Ku70 javito enzim mennyiségi valtozdsa oregedés, edzés és IGF-1 kezelés hatdsara

A Ku70 kiilonbozo csoportokban Western blottal meért mennyiségét bemutato hisztogram.
(A) A Ku70 vizsgalati csoportokat reprezentdlé auto-radiogramja. (B) A csikok

denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. Az
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(A)-(B) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1
kezelt; OC - oreg kontroll; OE - 6reg edzett; OEl — oreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett
ertékek: atlag + SE, hat allat esetében csoportonként; * p<0.05.

4.2.3. Az oregedes, edzés és IGF-1 befolyasolta sirtuin-valtozasok a

hippokampuszban

Mivel az OGG1 és a Ku70 aktivitasa is valtoztathato acetilacioval, megvizsgaltuk a
SIRT1 és SIRT3 NAD" filiggé deacetilizok valtozasit. A SIRT1 mennyisége csokkent
oregedésre (23. dbra A és B, p<0.05), amihez a sejt fehérjék acetildciojanak ndvekedése

tarsult (23. abra C és D, p<0.01). A fizikai aktivitas és az IGF-1 kezelés nem volt hatassal

crer
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23. abra

A deacetilator SIRTI és az acetildlt fehériék valtozdsa a hippokampalis agyszévetben

A SIRT1 fehérje vizsgalati csoportokban megfigyelt valtozasdat mutato auto-radiogram. (A)
A csikok denzitasanak normalizdlasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként
szerepel. A SIRTI koncentraciot reprezentalo grafikon. (B) A sejt fehérjék acetilaltsagi
dllapotat mutaté auto-radiogram. (C) Az ossz-acetildcio valtozdasat bemutatd hisztogram.
(D) A csikok denzitasanak normalizalasa az a-tubulinhoz tértént, mely belso kontrollként
szerepel. Az (A)-(D) panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal
edzett+IGF-1 kezelt; OC - dreg kontroll; OE - oreg edzett; OEl — éreg edzett+IGF-1
kezelt. A feltiintetett értékek: atlag + SE, hat dallat esetében csoportonként; * p<0.0, **
p<0.01.
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Masrészrél a SIRT3 koncentracidja novekedett dregedésre (p<<0.01), mig az edzés

¢s IGF-1 jelentds hatasat nem tudtuk kimutatni a fehérje mennyiségében (24. abra).
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24. abra
A SIRT3 fehérje mennyiségének valtozdsa a vizsgalati csoportokban

A SIRT3 oregedes hatdasara megfigyelheto felszaporodasa a hippokampalis agyi régioban.
(A) A SIRT3 mennyiségével aranyos kép az auto-radiogramon. (B) A csikok denzitasinak
normalizdlasa az o-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. Az (A)-(B)
panelekben: YC - fiatal kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC -
oreg kontroll; OF - oreg edzett; OEl — oreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett értékek:

dtlag + SE, hat allat esetében csoportonként; ** p<0.01.

Megvizsgaltuk a SIRT1 fehérje egyik fontos célpontjat, a PGC-1a-t, ami fontos
szerepet jatszik a mitokondrium biogenezisében, azonban sem Oregedés, sem edzés, sem az
IGF-1 hatdsara nem talaltunk szignifikdns modosulast a fehérje mennyiségében az agy

hippokampusz szovetében (25. abra A és B).

73



18
16
14 1 B
12 1

1,0 4

i

PGC-1o [y . - ... — 90 kDa

b _ B

YC YE YEI OC OE OEI

0,8

Relativ denzitas

0,6
04

0,2 q

0,0 +

YC YE YEI OC OE OEI

25. abra
A PGC-1a mennyisége nem mutat valtozast a vizsgdlati kezelések hatdsara

erer

intenzitdasokat reprezentdlo auto-radiogram. (B) A csikok denzitisanak normalizaldsa az a-
tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. Az (A)-(B) panelekben: YC - fiatal
kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC - éreg kontroll; OFE - oreg
edzett; OEIl — oreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett értékek: datlag + SE, hat dllat esetében

csoportonként.

A normal oregedési folyamat soran az agyban megfigyelhetd tejsav szint ndvekedés

a laktat dehidrogenaz altal katalizalt folyamat eredményeként alakul ki. Oregedés soran a

crer

mennyiséget tapasztaltunk (p<0.01). Rendszeres edzés hatdsara csokkend tendenciat latunk

az enzim mennyiségében, a valtozas azonban nem szignifikans (26. abra A és B).
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26. abra
A Laktdt-dehidrogendz enzim mennyisége né oregedés hatdsdra

A Laktat-dehidrogendz - mint oregedési marker — mennyiségi valtozasa. (A) Az LDH auto-
radiogramja a vizsgalt hat csoportban. (B) A csikok denzitasanak normalizalasa az o-
tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. Az (A)-(B) panelekben: YC - fiatal

kontroll; YE - fiatal edzett; YEI — fiatal edzett+IGF-1 kezelt; OC - 6reg kontroll; OE - oreg

edzett; OEIl — oreg edzett+IGF-1 kezelt. A feltiintetett értékek: datlag + SE, hat dllat esetében

csoportonkent; ** p<0.01.
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5. Megbeszélés

5.1. A gastrocnemius izombol sziiletett eredmények értékelése (A)

A SIRT1 egy egyediilalld deacetilator, mely a NAD™-t6l valo fiiggése miatt
szorosan kapcsolddik a sejt metabolikus folyamataihoz (Bhakat és mtsai 2006, Canto és
mtsai 2009, Sakamoto és mtsai 2009). Igy a SIRT1 aktivitasanak kiilonbozé faktorok altali
novekedése - mint a kaloria visszafogas, a rezveratrol vagy az SRT501 - megnovekedett
¢lettartamot mutat. A mechanizmusok sokrétiiek, melyek magukban foglaljak az apoptozist
¢és a gyulladas gatlasat, vagy a fokozott DNS javitast (Pallas és mtsai 2009, Porcu és
Chiarugi 2005). Bar a sirtuin aktivatorok kedvezé hatdsai az emldsok esetében még
ismeretlenek, néhany adat azt mutatja, hogy a sirtuinek protektiv és Oregedést-segitd
szerepet is jatszhatnak (Li és mtsai 2008). A SIRT1 6regedésben jatszott szerepe iranti nagy
érdeklddés ellenére, csak kevéssé ismert a fizikai aktivitas €s az dregedés hatdsa a SIRT1-

kozvetitette folyamatokban, a kiilonbozo szovetekben és kiilondsen a vazizomban.

Jelen eredmények azt mutatjdk, hogy az oregedés noveli a SIRT1 mennyiségét, de
csokkend tendenciat eredményez a relativ aktivitas esetén a vazizom sejtplazméjaban és a
sejtmagjaban egyarant. Ezért Ugy tlinik, hogy az aktivitas/SIRT1 molekula arany
alacsonyabb az 1dds patkanyok vazizmaban azt mutatva, hogy ezekben az allatokban tobb
inaktiv, vagy kevesebb aktiv fehérje van jelen. Fontos megjegyezni, hogy az oregedés
eltér6 modon hat a SIRTI szintre a kiillonbozé szovetekben (Kwon és Ott 2008). Ez a
megfigyelés parhuzamban van azzal az irodalmi adattal, miszerint humédn vézizom
sejtekben a sejtplazméaban tortént SIRT1 felhalmozodas mellett a sejtmagban SIRTI
mennyiség csokkenést tapasztaltak s-IBM-es (sporadic inclusion-body myositis) személyek
esetén (Nogalska ¢és mtsai 2010). Tovabba, a SIRT1 tultermelddése ndvelte, mig az
alacsony vagy kozepes expresszidja csokkentette transz genetikus egér szivben a kardialis
hipertrofia, az apoptozis/fibrozis, a kardialis diszfunkcio €és az Oregedés markereinek

¢letkorral egyiitt jard novekedést (Alcendor és mtsai 2007). Az is lehetséges, hogy az
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életkor-fiiggd csokkenés a NAD" koncentracidoban, ami a csokkent NAMPT mennyiség
kovetkezménye lehet, kompenzacids folyamatot eredményez a sejten beliil, ami ndvekvo
SIRTI termelddéshez vezet. A pontos mechanizmust nem ismerve az dregedés egy é€letkor
fliggd6 SIRT1 novekedéshez vezet, az azonban vildgos, hogy a rendszeres edzés
szignifikansan noveli a vazizomban a SIRTI relativ aktivitdsat oreg és fiatal allatok

esetében egyarant.

Jelen vizsgilati adatok szintén azt mutatjik, hogy az oregedés csokkenti a NAD"
termelés egyik kulcsenzimének, a NAMPT-nak a mennyiségét (Yang és Sauve 2006). A
csokkent NAD" termelddés a sejtben azonnali metabolikus valtozasokat eredményezhet, az
energiatermelés kimeriilését eredményezve (Breen és mtsai 2008, Skokowa és mtsai 2009).
Altalanosan elfogadott ismeret, hogy a genotoxikus stressz a nuklearis és citoplazmikus
NAD" tartalék elhasznalasaval megoli a sejteket (Burkle 2005), a NAD" DNS javito
mechanizmushoz torténd nagymértékii felhasznaldsaval. Jelen adatok azt mutatjak, hogy az
oregedés a NAD" mennyiség csokkenésével jar egyiitt, ami csokkenti a sejt tulélé
képességét a kiilonbozo stresszorok hatasara (Burkle 2005). Masrészrél a megnovekedett
NAMPT mennyiség a sejthalallal szemben szignifikansan nagyobb ellenallast mutat (Yang
¢s mtsai 2007), megegyezden a fizikai edzéssel kapcsolatos megfigyeléseinkkel, miszerint
ez kedvezd a sejt metabolizmus szdmara. Ezért ennek a munkdnak az egyik ujszerii
megallapitasa, hogy az oreg allatok vazizmaban a SIRT1 aktivitas megtartasa érdekében a
fizikai edzés preventiv lehet az életkorral egyiitt jaro NAD® és NAMPT mennyiség

csokkenésével szemben.

A SIRTI1 {6 funkciojaként a sejtmagban és a sejtplazmaban fehérjék deacetilalasat
végzi. Az acetilacid egy olyan poszt-transzlacios véltozas mely képes befolyasolni a
fehérjék/enzimek aktivitasat és stabilitasat. Bizonyos fehérjéket az acetilacio, mig masokat
a deacetilacio aktival, mindazonaltal a foszforilacidbhoz hasonléan az acetilacid is
altalanossagban aktivaciot indukal. Kimutattdk mar azonban, hogy a talfoszforildlds mar
ellenkezd hatast eredményez, melyet jol példdz az Alzheimer-kor oki tényezdi kozott
szdmon tartott hiperfoszforildlt tau fehérjék. Azonban mivel az acetilacio

hatdsmechanizmusaival kapcsolatos ismereteink joval révidebb idére nyalnak vissza, a

77



hiperacetilaci6 kovetkezményei jelenleg ismeretlenek. Feltételezziik azonban, hogy a
foszforilacié mintajara az acetilacio bizonyos helyen és lizin csoportokon aktivalhat, mig ha
tulzott, inaktivalhat is. Feltételezheto tehat az aktivacio és az acetilacids szint kozott is a
harang alakt gorbével leirhatd kapcsolat. A gastrocnemius izomban detektalt acetilalt
fehérje szint a sejt fehérjék altalanos acetilaltsagi allapotat tiikrozi. Természetesen egy sejt
acetilaltsagi statuszat nem csupan a SIRT1 befolyasolhatja, hanem az aktivan miik6do
acetilalok és deacetilalok kozti egyensuly hatdrozza meg. Fontos azonban megemlitent,
hogy a SIRT1 edzés hatasara létrejovo relativ aktivitasanak mindkét életkorban megfigyelt
novekedése egybeesik a mintdkban mozgés hatdsara 1étrejovo acetilalt fehérje mennyiség
csOkkenéssel. Az oOregedés hatasdra novekvd tendenciat mutatd acetilaltsagi allapot
Osszefiiggésben lehet a romlo élettani funkciokkal, melyet a SIRT1 aktivalodas a kaloria

visszafogds hatdsahoz hasonl6an meggétolhat.

A fehérje karbonilacié mértéke szignifikdnsan magasabb volt az oreg allatokban. Ez
az oxidativ sériilés tobb mas fehérjéhez hasonloan részben gatolhatja a SIRT1 aktivitast
(Radak és mtsai 2008). Erdekesség az is, hogy mind a fehérje oxidacio (karbonilacio), mind
az acetilacid esetében a lizin gyokok nagy mértékben érintettek azt sugallva, hogy a
magasabb karbonilacios szint csokkentheti bizonyos gyokok acetilacidjat, potencidlisan
befolyasolva a médositott fehérjék aktivitasat (Nakamura A., személyes kommunikécio). A
fizikai aktivitas kedvezd hatdsa az é€letkorral egyiittjardo redox egyensuly oxidalt iranyba
torténd eltolodasanak normalizalasaban mutatkozik, hiszen képes volt mintegy 50 %-al
csokkenteni az oxidativan karosodott fehérjék mennyiségét. gy az edzés, annak ellenére,
hogy ROS termelést fokozd tevékenység, az adaptacids folyamat révén védi a fehérjéket a

talzott oxidativ karosodastol.

A protein oxidacid az aerob élet természetes kovetkezménye, tilzott mértéke
azonban a fehérje funkcid/enzimatikus aktivitas csokkenéséhez vezet. A proteaszoma
rendszer felel6snek latszik az oldhatd intracelluléris fehérje degradacidért, amely a legtdbb
sejtben ATP és ubiquitinacio fliggetlen Uton is 1étrejon (Grune és mtsai 1997). A folyamat
soran a proteaszoma felismeri az oxidativ modifikacié révén kialakulo hidrofobicitas

valtozast az aminosavakon, mely ingert jelent a lebontasra. A redox sejt milié oregedés
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hatasara megfigyelhetd oxidalt irdnyba tolddasa, a nagymértékii oxidativan karosodott
fehérje kompenzacidos mechanizmusként az eliminald-rendszer, a proteaszoma komplex
aktivitasanak novekedését indukalja. Az Oregedés soran megfigyelt, altalanossagban
csokkenést mutatd proteaszoma aktivitds elmélete tobb kutatdsi eredmény alapjan is
megkérddjelezodik. Az idos életkorra jellemzo jelentds izomtomeg vesztés ugyanis nem
képzelhetd el alacsony proteolitikus aktivitas mellett (Altun ¢és mtsai 2010), ami
természetesen nem jelenti, hogy az oriasi mértékii sériilt fehérje felhalmozodast képes
preventiven befolyasolni. Az edzés hatasdra az oxidativan sériilt fehérjék szignifikans
csokkenése mellett a proteaszoma aktivitasa jelentésen nem valtozik, melynek hatterében

alkalmazkodas révén hatékonyabba valo lebontd folyamat kialakulasat feltételezziik.

Az oregedés valtozast okoz a mitokondrialis funkciokban, kiilondsen az elektron
transzport lancban, szabadgyokok keletkezését eredményezve (Figueiredo és mtsai 2009).
A UCP3 csokkenti a mitokondrium membran potencialjat, védi az izomsejteket a ttlzott
zsirsav felhalmozastol és csokkenti a ROS tulzott termelddését (Jiang és mtsai 2009). Jelen
eredményeim azt mutatjak, hogy az oOregedés eredményeként Iétrejovo UCP3 szint
csokkenés, ahogy azt korabban masok is leirtak (Hoeks és mtsai 2006, Kontani és mtsai
2002), az egyik oka lehet az életkorral egyiitt jaro6 ROS termelés novekedésének. A
vizsgalatomban életkor fliggé SIRT1 novekedést és UCP3 szint csokkenést figyeltem meg,
ami tamogatja Amat és munkatarsai (Amat és mtsai 2007) azon megfigyelését, hogy a
SIRT1 gatolja a(z) UCP3 gén expresszidjat. A fizikai terhelés mimikalja a kaloria
visszafogas hatdsat, miszerint mindkettd UCP3 fehérje koncentracid6 novekedést

eredményez (Bevilacqua és mtsai 2005).

A mitokondridlis funkcié és az energia homeosztazis karosodas ismert
mechanizmus az ¢életkorral egyiittjar6 biokémiai valtozasok kozott. Eredményeink
alatamasztjak ezt a megfigyelést, hiszen mind az AMPK, mind az aktivalt format jelentd
phospho-AMPK mennyisége csokkent oOregedés hatasara. Mivel az AMPK fontos
szabalyozdja a sejten beliili zsir oxidacionak, igy hozzajarulhat az életkor-fliggd inzulin
rezisztencia kialakulasahoz is (Qiang és mtsai 2007). A rendszeres fizikai aktivitas

jotékony, preventiv hatasanak bizonyitékat latjuk az AMPK-PGC-1-SIRT]1 tengely edzés
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hataséra 1étrejovo aktivacidjaban, mely dontd fontossadgu szerepet jatszik a mitokondridlis

biogenezis 1étrejottében.

A mitokondrialis biogenezis igényli ezen kiviil a mitokondridlis és a sejtmagi
fehérjék expresszidjanak koordinalasat. A mitokondrium mintegy 1000-1300 fehérjét
tartalmaz, melyek koziil csak 13 fehérjét képes kodolni az mtDNS, a tobbi a sejtmagbol
kiindul6 transzport folyamattal jut el a mitokondriumba. Ezen folyamat 6sszehangolasaban
van nagy szerepe a PGC-1-nek. A fehérje aktivalhato foszforilacidval és deacetilacioval
egyarant, igy a mitokondrium biogenezisében a SIRT1 altali szabalyozasnak fontos szerepe
lehet. Eredményeink megegyeznek az irodalmi adatokkal, miszerint a mitokondriélis
biogenezis mértéke, igy a PGC-1 is az életkorral csokkenést mutat (Bratic és Trifunovic
2010). Az edzés hatasara az izomban megndvekvé mitokondrium szam és az ezzel
egyiittjard6 PGC-1 aktivacio Holloszy és munkatarsai kutatasa révén ismeretes (Holloszy
2008), ami alatamasztja a sajat eredményeinket, ami igy az idés életkorban is javithato,

hatékony mitokondrium funkciot feltételez.

A SIRT6 deficiencia okozza a legkézzelfoghatobb fenotipust az Osszes sirtuin
knockout modell koziil, lasst novekedési litem és a genotoxikus agensek iranti érzékenység
jellemzi (Lombard és mtsai 2008). A SIRT6-ot kromatinhoz kotott fehérjeként hataroztak
meg, ami befolyasolja a DNS sériilés javitas hatékonysagat, valdsziniileg a DNS polimeraz
bétaval valdo kapcsolatan keresztiil (Mostoslavsky és mtsai 2006), ami betolti a DNS
lancban az iiresen marad6 helyet az 5°-dezoxiriboz-foszfat eltavolitasa utan, miel6tt a DNS
ligaz altal a BER utolso 1épése befejezddne. 8-0x0G az egyik legjellemzdbb DNS sériilés,
ami els6sorban az OGG1 altal javitodik. Egy korabbi méréstol eltéréen (Radak és mtsai
2002a) a jelen vizsgalatban nem tapasztaltam életkorral egyiitt jar6 8-0xoG szint
novekedést a gastrocnemius izomban. A két vizsgalatban hasznalt patkédnyok eltérd
megterhelése és életkora magyarazhatja a kiilonb6z6 eredményeket. Masrészrdl életkor
fiiggd SIRT6 és OGGI fehérje szint novekedést figyeltem meg, ami nem zarja ki, hogy a
SIRT6 képes szabalyozni az OGG1-¢t.
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Az OGGI1 sériilést kivago aktivitasa az acetilalodassal szignifikansan n6 (Bhakat és
mtsai 2006). Jelen vizsgalat eredményeibdl nem kdvetkeztethetliink egyértelmiien a SIRT1

vagy a SIRT6 pontos szerepére az OGG1 szabalyozasaban.

Vizsgalatom masik ujszerli megallapitasa, a HIF-1a és a VEGF szint életkorral
egyiitt jaré novekedése. Erdekes modon az edzés csokkentette a HIF-1o mennyiségét az
Oreg csoportban, ami ellentétesnek latszik azzal a felfogassal, hogy a HIF-1la irdnyitja a
irodalmi adatok a HIF-1a mitokondrialis adaptaciora gyakorolt negativ hatasat feltételezik
(Mason ¢és mtsai 2007). Azonkiviil a jelen adatokkal dsszhangban masok is megfigyelték,
hogy a fizikai aktivitas csokkenti a vazizom HIF-1a expresszidjat (Lundby és mtsai 2006).
Kimutattak, hogy az oxigén szint valtozéasa és a HIF-1a indukalasa fligg a mitokondrialisan
keletkez6é ROS-t0l, de fliggetlen az oxidativ foszforilaciotol (Brunelle és mtsai 2005). Ezért
a redox szenzitiv HIF-1a mennyiség novekedett az idds allatok vazizmaban, jelezve a nem
megfeleld oxigén ellatast. Ez a megfigyelés jol korrelal a ndvekvé VEGF mennyiséggel,
ami transzkripcids szinten fiigg a HIF-1a-t0l. Az edzés egyarant preventiv volt az életkorral

egylittjaro HIF-1a és a VEGF novekedéssel szemben.

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik a gastrocnemius izom

vizsgalathoz felallitott hipotéziseinkrdl:

Al A rendszeres fizikai aktivitas befolyasolja a SIRT1 mennyiségét/aktivitasat
¢s az ehhez kapcsolodd mechanizmusokat: IGAZ.

A2 A rendszeres edzés SIRT1-fliggd utak révén lelassitja a vazizom Oregedési
folyamatat: IGAZ.

A3. Az altalunk alkalmazott fizikai edzés preventiv hatasu az ¢€letkorral egyiitt
Jar6 energiatermel6 folyamatokat érintd elégtelenséggel szemben: IGAZ.

A4, Az Oregedés soran oxidativ stressz allapot fejlédik ki, melynek mértékét a

rendszeresen végzett fizikai aktivitas képes mérsékelni: IGAZ.
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A gastrocnemius izombo6l sziiletett mérési eredményeinket a kovetkezOképpen

foglalhatjuk 6ssze (27. abra).

NAMPT NAD

1 PGC-la
Tot:l acetilacio /- \ / —
£ \
SIRT1 konc. /\ / -
/I P B
Oregedés

SIRT1 o ——— Rl — —>VEGF

aktivitas \
Proteaszoma
aktivitas

HIF-1
RCD ™ UCP3

0GG1 SIRT6
OGG] akt
8-0x0G

27. abra
A gastrocnemius izombol sziiletett eredmeények dsszefoglalasa

— novelés, aktivdcio';-l csokkentés, gatlas.

Eredményeink alapjan a kovetkezd hipotetikus elképzelésiink van a vazizomban
lezajlo, SIRT1-el 0Osszefliggd valtozasokrol. Természetesen a folyamatokban minden
koncentraci6 és aktivitas fiiggd, igy alacsony vagy magas szint esetében mas és mas iranyu

kapcsolatok vannak a lenti szabalyoz6 rendszerben (28. abra).
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28. abra
A vazizomban lezajlo valtozdsok hipotetikus modellje

Egy vazizom sejt részlet sematikus képe. — aktivacio, -| gatlas.

A hippokampalis agyi régiobol sziiletett eredmények értékelése

(B)

A vérben keringd IGF-1 mennyiségét detektalva elsddlegesen az alkalmazott
kezelés ellendrzését kivantuk megtenni. Az Oregedéssel egyiitt létrejovd altalanos
tendenciat, tehat az anabolikus folyamatok hattérbe szorulasat €s a katabolikus folyamatok
térnyerését tiikrozi az életkorral egyiittjaro IGF-1 szint csokkenése. A fiatal allatcsoportok
esetében a fiziologidsan magas IGF-1 szintet a kiviilrél bejuttatott mennyiség nem
befolyasolta, viszont az dregedéssel lecsokkent mennyiség jelentésen ndvelhetd volt, mely

a felépitd folyamatok aktivaciojat szolgalhatja.
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Van Praag és munkatarsai (van Praag és mtsai 1999) altal publikalt korszakalkoto
cikk leirta, hogy az edzés nem csak javitja a térbeli memoriat, hanem neurogenezist is
eredményez, amit masok is bizonyitottak (Holmes és mtsai 2004). KésObb azt is
kimutattak, hogy ezek az Gjonnan képz6dott idegsejtek funkcionalisak (van Praag és mtsai
2002). Ezaltal az Gjonnan képzddott idegsejtek és az edzés funkciora kifejtett kedvezd
hatdsa kozotti kapcsolat bizonyitast nyert. Jollehet, a mi adataink szerint is az edzés
indukalta neurogenezis ¢és az edz¢s indukalta javuld agyfunkcio parhuzamos folyamatok,
azonban nem feltétleniil fliggnek Ossze. Az azonban mar eddig is ismeretes volt, hogy az
edzés nagyon sokrétli hatdssal van az agyra, igy a vaszkularizaciéra, a metabolikus
jelatviteli folyamatokra, a neurotrofin szabalyozasra vagy az oxidativ pre-kondicionalasra
(Radak és mtsai 2001a, Radak és mtsai 2010).

Az IGF-1 adagolasa edzéssel egyiitt novelte az 01j idegsejtek képzddését az oreg
allatok esetében, de nem vart modon elimindlta az edzés térbeli tanulasi képességre kifejtett
kedvezé hatasat. Friss irodalmi adatok azt mutatjak, hogy IGF-1 ellenes antitestek
adagolasa, mely blokkolja az IGF-1 funkcidt, egerek esetén nem befolyasolta az elrejtett
platform megtalalasanak idejét a Morris Maze teszt soran (Llorens-Martin és mtsai 2010).
Azt is leirtak, hogy az edzés altali neurogenezis és az agyi plaszticitas lehet IGF-1 fiigg6 és
fiiggetlen folyamat egyarant (Llorens-Martin és mtsai 2010), illetve, hogy az edzés
agyfunkciora kifejtett kedvez6 hatasai csak részben fliggnek az IGF-1-t61 (Trejo és mtsai
2008). Adataink részben megfelelnek ezeknek a megallapitasoknak, mig a kiillonbségeket
az edzésintenzitasbeli eltérések, illetve az allatok kozti fajta kiilonbségek okozhatjak. Friss
irodalmi adatok szerint azonban, mig az edzésnek pozitiv hatdsa van az agy funkciora
(Morris Maze teszt), addig az edzéssel egyiittesen, az agyba lokalisan bejuttatott IGF-1
adagolas felejtést idéz eld, ahol az edzett+IGF-1 kezelt csoport memoria teljesitménye a
nem mozgo6 allatokéhoz hasonldva valt. A javuld kognitiv folyamatok magyarazataként az
edzésre javul6 inzulin érzékenységet, a novekvd inzulin receptor (IR) aktivaciot, illetve az
fokozodasat nevezik meg Az edzés hatdsdra kialakult aktivalt inzulin jelzOrendszer

esetében azonban kiilsé IGF-1 adagolas hatdsara hiperaktivacid kovetkezik be, mely mar
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excitotoxikus hatast és gatlolag hat az agyi funkciora (Muller és mtsai 2010). Muller és
munkatarsainak IGF-el kapcsolatos megallapitdsa ujszerii, melyet sajat eredményeink is
megerdsitenek, ugyanakkor altalanos tény, hogy az IGF-1 neuroprotektiv hatast. A funkcid
csokkenés kialakulhatott tehat az inzulin jelzérendszeren keresztiil, a neurogenezis,
azonban mas utvonal aktivaciojanak eredménye. igy tehat az 1j idegsejt képzddés nem

mindig jar egyiitt a jobb agyi funkcidval.

Eredményeink kimutattdk, hogy az oreg agyban az edzés IGF-1 adagoléssal egyiitt
képes volt neurogenezis eldidézni, igy nem zéarhatjuk ki, hogy hasonlé jelenség a human
agyszovetben is lejatszodhat. Természetesen nem az 0sszes megfigyelésiink iiltethetd at az
emberi fajra, habdr tdvolabbi célunk human betegségekben és rendellenességekben is
alkalmazhat6 terapids eszk6zok megtalalasa lenne. Adataink tehat felhivjak a figyelmet az
edzés és IGF-1 kezelés komplex hatdsinak tovabbi tesztelésére, hiszen az 1j idegsejt

képzddés jelentds szerepet kaphat betegségekbdl valo felépiilésben.

Az edzés egyik agyra kifejtett figyelemreméltdé hatdsa a reaktiv oxigén gyokok
termelésének, a redox jelzéfolyamatoknak és az oxidativ sériiléseknek a befolyasolasa, ami
konnyedén képes a funkciokba beavatkozni (Foster 2006, Navarro és Boveris 2007, Radak
és mtsai 2001b). A DNS oxidativ modifikacidja konnyedén ndvekvd apoptozist
eredményezhet, a gatolt funkcidkat és a DNS sértilés idegsejtekben torténd felhalmozodasat
pedig az agyi Oregedés és a neurodegenerativ betegségek egyik f6 faktoranak tartjak (Bohr
¢és mtsai 1998, Schmitz és mtsai 1999).

Eredményeink azt mutattdk, hogy Oregedés hatdsara novekszik a patkanyok
hippokampuszdnak 8-0xoG szintje, ami potencialisan veszélyeztetheti az agyfunkciot
(Pastoriza Gallego és Sarasin 2003, Wong ¢és mtsai 2008), ezért a 8-oxoG tipusu DNS
sériilés javitasa a sejt talélése szempontjabdl az egyik legfébb prioritas. Az OGGI fehérje
mennyisége novekedett az idds patkanyok agyaban, ami egy kisérlet lehet a sejt részérdl,
hogy kiizdjon a megndvekedett mennyiségli 8-0x0G-vel, ebben az esetben azonban
sikerteleniil. Ennek az eredménytelenségnek az egyik oka az a tényezd lehet, hogy az

OGG]1 acetilacids szintje nagyon alacsony marad az idds allatok hippokampuszaban. Az
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OGG1 javito enzim acetilacioja az enzim funkcidjanak, tehat a hibas DNS rész kivagasanak
aktivacigjat jeleneti (Bhakat és mtsai 2006, Szczesny és mtsai 2004). Masrészrdl a fiatal
csoportokban az edzés, kiilonosen az IGF-1 adagoldssal egyiitt novelte az OGGI
acetilalasat. Els6ként mutattuk itt ki, hogy az OGGI1 enzim acetilacioja in vivo
koriilmények kozott végbemegy. Ez a megallapitds azt sugallhatja, hogy olyan
farmakologiai manipuldcid, amely az OGGI acetilaciojat idézi eld, kedvezd hatasu lehet
Oregedés illetve olyan betegségek soran, ahol a 8-0xoG kivaltotta apoptozis €s a mutacidok
jelentdsen fokozottak. Edzés hatasara jelen vizsgalatunkban nem sikeriilt csokkenést
kimutatni az Oregedés sordn megndvekedett 8-oxoG mennyiségében. Ez azonban a
legfrissebb, még biralat alatt 1év0 kutatdsi eredmények szerint nem biztos, hogy baj. A DNS
hélixébdl kivagott szabadon keringd 8-oxoG nagy mennyiségben apoptozist indukalhat,
szabadgyok termelddés novekedését eredményezhet, igy dregedést indukalhat (Boldogh 1,

Sarga L. szobeli kommunikécio).

A Ku70 fontos DNS javitdé fehérje, ami acetildlodva apoptdzist indukal
(Subramanian és mtsai 2005). Irodalmi adatok alapjan tgy tlinik, mind a SIRT1, mind a
SIRT3 deacetilalja a Ku70-et (Jeong és mtsai 2007, Sundaresan és mtsai 2008) és noveli a
sejt talélését. Az OGG1-hez hasonléoan a Ku70 oOregedés hatdsdra torténd mennyiségi
novekedése az Oregedéssel egylittjard dupla szala DNS torés gyakoribb eléforduldsdnak
hatdsara 1étrejové kompenzacidés mechanizmus lehet. Edzés és IGF-1 kezelés hatdsaként
jelentkezd csokkenése pedig az adaptaciés mechanizmusok kdvetkeztében kialakuld kisebb
mértékll sériiléssel magyarazhato. Jelen vizsgalatunkban nem nyilt lehetdség a Ku70 és a
zarjak ki a SIRT1-Ku70 kozti kdlcsonhatas lehetdségét az agyban, kiilondsen oregedés és

edzés soran.

Sirtuinek jelenleg tigy ismertek, mint az 6regedési folyamatban oki szerepet jatszo
tényezok (Bordone és Guarente 2005, Guarente és Picard 2005). A SIRT1 knockout
egereknél karosodott agyfunkciot figyeltek meg (Gao és mtsai 2010, Michan és mtsai
2010). Jelen kutatasunkban megfigyeltiik, hogy az dregedés csokkeni SIRT1-et, és novekvo

SIRT3 koncentraciot eredményez, ami a sirtuinek kiilonb6z6 szabalyozasi mechanizmusat
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feltételezi. A SIRT1 koncentracid szignifikans csokkenése egyiitt jart a hippokampalis
fehérjék acetilaciojanak jelentds valtozésaval, ami hatdssal lehet a fehérje stabilitasra
(Marton ¢és mtsai 2010). A lizin oldallancok acetilacidja preventiv hatdsu lehet ugyanazon
gyOk ubiquitinaciojaval szemben, igy az acetilacid hatassal lehet a fehérjék stabilitasara és
felezési idejére (Harting és Knoll 2010, Li és mtsai 2010, Mateo és mtsai 2010). Igy az
oregedd agy fehérjéi acetilaciojanak novekedése valdszinlileg hatassal van bizonyos

agyfunkciokra, ezért a fehérjék funkcidja acetilalassal konnyedén valtoztathato.

Az oOregedés mitokondridlis elmélete szerint a mitokondridlis DNS sériilése az
idével lassan akkumulalodik és oregedést okoz a bioenergetikai homeosztazis gatlasa
révén. Az agyban létrejovo mitokondridlis diszfunkcid az aerob respiraciotol a glikolitikus
metabolizmus felé torténd eltolédast eredményez és alapja lehet az életkor-fiiggd idegi
funkciok megvaltozasanak (Ross és mtsai 2010). Ismert tény, miszerint a mozgas tejsavat
termel. A képzddése soran a piruvat-laktat atalakulast katalizalo Laktat-dehidrogenaz enzim
a sirtuinekhez és a PARP enzimhez hasonléan NAD" fiiggd, ami versenyhelyzetet hoz létre
a harom molekula kozott az energiaforrasért. Ross €s munkatarsai idés ragesalok
hippokampuszaban megndvekedett mennyiségl laktatot mutattak ki (Ross és mtsai 2010),
ami savas kémhatésa révén pH valtozast okozhat, ami nem igazén kedvezd folyamat a pH-
fliggd enzimek szamara. Agyszoveti tejsav mérési lehetdség hianyaban a vizsgalatomban
meghatarozott LDH szint dregedéssel egyiittjaro ndvekedése alatamasztani latszik Ross €s
munkatarsai megéllapitasat. Alloképességi edzés hatasara a javuld oxigenizacio, a pH
egyensuly normalizdloddsa ¢€s az aerob energiatermelési folyamatok hatékonysag
novekedése kovetkeztében a mozgas kedvezd hatdsa mutatkozik az edzésre csokkend

tendenciat mutaté LDH szintben.

Az életkorral csokkend SIRT1 koncentracid mellett, a PGC-la szintjének
valtozasaban is hasonl6 tendenciat feltételeztiink, hiszen a SIRT1 jol ismert stimulatora a
PGC-1a-nak (Rodgers és mtsai 2008). Jelen eredményeink azt sugalljak, hogy a PGC-1a
nem a legfontosabb szabalyozdja a metabolikus folyamatoknak és a mitokondridlis
biogenezisnek az agyban, de fontos szerepe lehet az antioxidans enzimek expresszidjaban

(St-Pierre és mtsai 2006). Igy feltételezhetjiik, hogy a csokkené SIRT1 koncentracid
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ellenére az idegsejtek sikeresen szinten tartjdk a PGC-1a mennyiségét, megbirkézva az

¢letkor indukalta oxidativ stresszel.

Eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik a hippokampalis agy

vizsgalatahoz felallitott hipotéziseinkrol:

B.1. A rendszeres edzés javitja az agyfunkciot, ezen belill is az allatok térbeli
tanulasi képességét: IGAZ.

B.2. Az IGF-1 adagolas ¢és/vagy a fizikai aktivitas pozitiv hatdssal van
neurogenezisre ¢s az agyfunkciora — A két kezelés egyiittes alkalmazéasa
pozitiv hatasa a neurogenezisre: |GAZ, pozitiv hatasa a funkciéra: NEM
IGAZ.

B.3. Kapcsolatot talalunk az életkor-fliggd oxidativ DNS sériilés és az agyfunkcid
kozott, kiilonds tekintettel az OGG1 és a Ku70 javitd enzimekre: IGAZ.

B.4. A DNS javitashoz tarsuld sirtuinek szerepet jatszanak az Oregedési
folyamatban: IGAZ.

B.5. Kapcsolatot taldlunk az agyfunkcid, a mért biokémiai valtozok és a

neurogenezis kozott: IGAZ.

A hippokampaélis agyi régid vizsgalatdbol sziiletett eredményeinket a

kovetkezOképpen foglalhatjuk dssze (29. abra):
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29. abra
A hippokampuszbdl sziiletett eredméenyek osszefoglaldsa

— novelés, aktiva'cio’;-l csokkentés, gatlas.

Eredményeink alapjan a kovetkezd hipotetikus  elképzelésiink van a
hippokampuszban végbemend biokémiai valtozasokrol. Természetesen a folyamatokban
minden koncentracid €s aktivitas fiiggd, igy alacsony vagy magas szint esetében mas €s

mas irdnyl kapcsolatok vannak a lenti szabalyoz6 rendszerben (30. 4bra).

89



Mt;rris Maze teszt Funkcio
Neurogene hanyatlas
, &
, :

& @

30. abra

Az agyvban végbemend folyamatok hipotetikus modellje

Egy idegsejt részlet sematikus képe. — aktivacio, -| gatlas.
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6. Kovetkeztetések

Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy az edzés terhelés a fiatal és idds allatok
vézizmiban ndvelte a SIRT1 aktivitasat. Az Oregedés csokkend NAD' és NAMPT
koncentraciot eredményezett, mely folyamatokat a fizikai aktivitds, a novekvd SIRTI
aktivitas lehetséges magyarazatat szolgaltatva, képes volt szignifikansan csokkenteni. A
sejt fehérjék acetilaltsagi allapota a SIRT1 aktivitasanak megfelelé képet mutat, ami
bizonyithatja a sirtuinek dontd szerepét az acetilacio révén megvaldsuld alap biokémiai
szabalyoz6 rendszerekben. Az oxidativ fehérje sériilés mértéke, a karosodott fehérjéket
lebontd enzim aktivitasa, valamint a hipoxia indukalta faktor és a vaszkularizaciés faktor
valtozasai jol példazzak az oregedés hatdsara oxidalt irdnyba tolodott sejt homeosztazis, az
oxidativ stressz allapotat, amelyben a rendszeres fizikai aktivitds kedvezd, preventiv, a
redox miliét helyredllitdé hatdsa mutathatd ki. Az oOregedéssel egyiittjard degenerativ
folyamatok kovetkezményeként kialakuld mitokondridlis diszfunkcié esetében az AMP-
Kinazok, a PGC-1la és a(z) UCP3 mérési eredmények alapjan az edzés kiemelten pozitiv
hatasara kovetkeztetiink. Az oregedés SIRT6 és OGG1 novekedéssel jart, ahol edzés
hatéséra ellentétes folyamat indukéalhatd. A vazizom esetében adataim az sugalljak, hogy a
rendszeres edzés visszafogja a vézizom &regedési folyamatat a NAMPT-NAD'-SIRT1

rendszeren keresztiil.

Az agy esetében elmondhatjuk, hogy az edzés indukalta jobb teljesitmény a térbeli
tanulasi képességben egy komplex mechanizmus eredménye, mely fiiggetlen a
neurogenezistdl. A rendszeres fizikai aktivitas és az IGF-1 egyiittes hatdsaként ) idegsejt
képzddés idézhetd el patkanyok hippokampuszaban, az edzés és IGF-1 indukalta
neurogenezis azonban nem feltétleniil eredményez jobb agyi funkcidt. Adatainkbol arra
kovetkeztetiink, hogy az életkor-fiiggd DNS sériilés (8-0x0G) novekedés a javitd enzim
(OGGI) acetilacidjanak oregedés hatdsara 1étrejovo csokkenésével magyarazhato. Jelen
vizsgalatban el6szor mutattuk ki in vivo korilmények kozott az AcOGG1 jelenlétét.
Kimutattuk, hogy az 6regedés - valosziniisithetden a SIRT1 mennyiség csokkenése révén -

noveli a fehérjék acetilacios szintjét a hippokampuszban, ami aldtamasztja a SIRT1 fontos
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szerepét az agyfunkcio szabalyozasaban. Megfigyeltiik, hogy a mitokondriumhoz k&t6do
metabolikus valtozdsok a hippokampusz esetében nem olyan kifejezettek, mint a
vazizomban, melyet a viszonylagosan stabil energia és oxigén ellatas magyarazhat.
Osszességében megallapitottuk, a testedzés kedvezd hatasait az vazizom és agy

Oregedésére.
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7. Osszefoglalds

Az oregedés egylitt jar az agy, a vazizom és mas szervek fiziologias funkcidjanak
hanyatlasaval. Silent information regulator-ok fontos NAD" fiiggé fehérje deacetilalok,
amik szabalyozzak az dregedési folyamatot. Jelen vizsgalatban a sirtuin 1 (SIRT1) hat hetes
edzés hatasara kialakuld mennyiségi és aktivitas valtozasat vizsgaltuk fiatal (3 ho) és i1dds
(26 ho) patkanyok gastrocnemius izmaban. Eletkor fiiggé SIRT1 mennyiség novekedést
talaltunk, mig a testedzés szignifikdnsan novelte a SIRT1 relativ aktivitasat. Az oregedés
jelentdsen nem emelte a DNS sériilés szintjét, ami 6sszhangban volt az OGG1 aktivitasaval.
A rendszeres edzés SIRTI fiiggd utvonalak révén lassitja az Oregedési folyamatot a
NAMPT altali NAD" bioszintézis stimuldldsa révén.

Tovabbiakban vizsgaltuk két hetes IGF-1 adagolas (Spg/kg/nap) €s az edzés hatdsat a
adagolas megsziintette ezt a hatast. Az életkor fliggd neurogenezis csokkenést az edzés ¢€s
az IGF-1 kezelés egyiittesen képes volt mérsékelni. Az dregedés novelte a 8-0xoG és a
OGG]1 acetilaciojat elsoként detektaltuk in vivo koriilmények kozott, ami csokkenést
mutatott az oregedéssel. Adataink azt mutatjak, hogy az életkorral egyiittjaré 8-0xoG szint
novekedés a csokkend OGGI1 acetilacid kovetkezménye. A fiatal csoportban azonban a
testedzés és az IGF-1 kezelés novelte az AcOGG1 mennyiségét. A SIRT1-et és a SIRT3-at,
mint a DNS sériiléshez kapcsolodo lizin deacetilazokat mértiik, ahol a SIRT1 mennyisége
csokkent Oregedéssel, ami jelentds novekedést eredményezett az acetilalt lizin gyokok
mennyiségében a hippokampuszban. A hippokampuszban az életkorral egyiittjaré SIRTI
csokkenésnek és az ehhez tarsuld lizin acetilacid novekedésnek jelentds hatdsa lehet a
funkciora €s terapias célpontot jelenthet. Jelen vizsgalat tehat az sugallja, hogy a testedzés
hatdsa a DNS javitasra és a sirtuinekre az IGF-1-el egyiitt szerepet jatszanak az edzés €s

IGF-1 neuroprotektiv hatasaban.
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8. Summary

Aging is associated with decline in physiological function in brain, skeletal muscle and
other organs as well. Silent information regulators are potent NAD*-dependent protein
deacetylases, which have been shown to regulate aging process. Here, changes in the level
and activity of sirtuin 1 (SIRT1) in response to 6 wk of exercise in groups of young (3 mo)
and old (26 mo) rats were studied in the gastrocnemius muscle. There was an age-related
increase in SIRT1 level, while exercise training significantly increased the relative activity
of SIRT1. Aging did not significantly increase the level of DNA damage, which was in line
with the activity of 8-oxoguanin DNA glikozilaz. Regular exercise decelerates the
deleterious effects of the aging process via SIRT1-dependent pathways through the
stimulation of NAD" biosynthesis by NAMPT.

Furthermore we have investigated the effects of two wk of IGF-1 supplementation
(5pg/kg/day) and exercise training on neurogenesis, Exercise improved the spatial memory
of the old group, but IGF-1 supplementation eliminated this effect. An aging associated
decrease in neurogenesis was attenuated by exercise and IGF-1 treatment. Aging increased
the level of 8-o0xoG and Ku70 content, indicating the role of DNA damage in age related
neuropathology. Acetylation of 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1) was detected for
the first time in vivo, and this decreased with aging. Data revealed that the age-associated
increase in 8-oxoG level is due to decreased acetylation of OGG1. However, in young
groups, exercise and IGF-1 treatment increased AcOGGL level. SIRT1 and SIRT3, as DNA
damage associated lysine deacetylases, were measured, and SIRT1 level decreased with
aging, resulting in a large increase in acetylated lysine residues in the hippocampus. Age
associated decreases in SIRT1 and the associated increase in lysine acetylation in the
hippocampus could have significant impact on function and could suggest a therapeutic
target. The present study reveals that the effects of exercise on DNA repair and on sirtuins
with IGF-1 are involved in the neuroprotective roles of exercise and IGF-1.
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