Specialisan szabalyozott elektron deprivacio hatasa
az élettartam novelésére és az oregedés késleltetésére
kozépkoru rotifereknél

eNTIAR,
L by,

(S
0, (<)
TUnopANSY

Ph.D. Tézisflizet

Micsai Lilla
Klinikai Orvostudomanyi Doktori Iskola
Kisérletes és Klinikai Idegtudomany Alprogram

Témavezet6: Dr. Datki Zsolt Laszlo
Altaldnos Orvostudomanyi Kar
Pszichiatriai Klinika
Szegedi Tudomanyegyetem

Szeged
2020



Az értekezés alapjat képezo kozleménvyek

I Macsai L, Olah Z, Bush Al, Galik B, Onody R, Kalman J, Datki Z.
Redox modulating factors impact longevity regulation in rotifers. J
Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2018;74:811-814. doi:
10.1093/gerona/gly193; IF: 4.711; Q1

Il. Macsai L, Datki Z, Csupor D, Horvath A, Zomborszki ZP. Biological
activities of four adaptogenic plant extracts and their active substances
on a rotifer model. Evid Based Complement Alternat Med.
2018;3690683 doi: 10.1155/2018/3690683; IF: 1.984; Q1

1. Datki Z, Olah Z, Hortobagyi T, Macsai L, Zsuga K, Fulop L, Bozso
Zs, Galik B, Acs, E, Foldi A, Szarvas A, Kalman J. Exceptional in vivo
catabolism of neurodegeneration-related aggregates. Acta Neuropathol
Commun. 2018;6:6. doi: 10.1186/s40478-018-0507-3; IF: 5.883; Q1

V. Datki Z, Olah Z, Macsai L, Pakaski M, Galik B, Mihaly G, Kalman J.
Application of BisANS fluorescent dye for developing a novel protein
assay. PLOS One. 2019;14:e0215863. doi: 10.1371/journal.
pone.0215863; IF: 2.776; Q1
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Roviditések jegyzéke

2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide

inner salt (XTT); 4,4'-dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonic  acid
dipotassium salt (BiSANS); arannyal-jelolt béta-amiloid 1-42 (gold-tagged
beta-amyloid-1-42; Au-Ap42); béta-amiloid (beta-amyloid; AB) béta-amiloid
1-42 (beta-amyloid 1-42; AB42); éles fény irritacio (bright light irritation; BLI);
éles fény elkeriilés (bright light avoidance; BLA); €16 rotiferek szama (number
of rotifers alive; NRA) extrém kaloria restrikcid (extreme caloric restriction;
ECR); fényérzékenység (bright light disturbance; BLD); garatmiikodés
(mastax contraction frequency; MCF); Kongovoros (CR); nikotinamid-adenin-
dinukleotid, oxidalt forma (NADY); nikotinamid-adenin-dinukleotid, redukalt
forma (NADH); normalizalt atlag élettartam (normalized mean lifespan; NML);
pasztazo elektronmikroszkop (scanning electron microscope; SEM); phenazine



methosulfate (PMS); propidium jodid (Pl); redukcidos kapacitis (cellular
reduction capacity; CRC); testméret index (body size index; BSI).

1. Bevezetés

Az oregedés, mint természetes és progressziv fiziologiai hanyatlas az id6
mulasaval egyre valosziniibben vezet funkciovesztésekhez és a betegségekkel
szembeni fokozott érzékenységhez. A felnéttkori korképek jelentds része a kor
elérehaladtanak kozvetett kovetkezményei, melyek napjainkra egyre nagyobb
tarsadalmi rétegeket érintenek. A természetes jelenség hatterében allo
elkeriilhetetlen folyamatok kisérletes modellezéséhez és egyben azok
alkalmazott oregedési allatmodellnek legalabb harom kulcsfontossagu
kritériumokban kell megfelelnie: (1) a faj legyen kellden rovid élettartamu; (2)
mérheté fenotipusos valtozasokat mutasson, melyek hattérmechanizmusa
filogenetikailag konzervalt az éldvilagban; (3) laboratériumi koériilmények
kozott célszeri a konnyii kezelhetség (pl.: kis testméret, gyors szaporodasi rata,
koltségkimélo tenyésztés).

Az in vitro sejtkultarak alkalmasak az Oregedés sejtszintli folyamatainak
vizsgélatara, azonban esetiikben valddi élettartamrol nem beszélhetiink. A
gerinctelen allatok (pl.: Drosophila melanogaster és Caenorhabditis elegans)
voltak az els6 hatarozott élettartammal bird, in vivo genetikai modelljei az
Oregedésnek. Napjainkban, ebben a kategoriaban, a kerekesférgeket (rotiferek)
egyre szélesebb korben alkalmazzak ugyszintén az élettartam és az oregedés
kutatdsban. A jelen témaban a magasabb rendi gerinces fajok természetesen a
legtobb alkalommal elénydsebbek a human-relevancia tekintetében, de
kivitelezésiik nehézkes és néha nem életszerti. A human klinikai vizsgélatokat
preklinikai elézmények nélkiil lefolytatni lehetetlen, igy minden modell, amely
hasznalhatd informaciot eredményez a valds élettartam vizsgalataban,
megfeleld 1étjogosultsaggal bir.

A mikroszkopikus méretti (200-300 pum) gerinctelen bdelloid (kétpetefészki)
rotifereket széles korben alkalmazzak Okotoxikologiai- farmakologiai- és
oregedés-kapcsolt kutatasokban. Ezek a fajok adott szomatikus sejtszammal
(950-1000 ko6zott), valamint jellegzetes morfologiai strukturakkal (fej, csillos
kerékszerv, torzs, 1ab) és komplett szervrendszerekkel (agydic, gyomor, bél,
mastax, paros petefészkek) rendelkezé él61ények. A bdelloidok alkalmazasat
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kisérleteinkben a kovetkez6 bioldgiai elényok indokoltak: (1) rovid élettartam;
(2) karakterisztikus mikro-etologia; (3) szliznemzés (genom stabilitis) és
kozvetlen fejlédés; (4) nagyfoktt adaptiv fenotipikus plaszticitas; (5)
gerincteleneket érintd megengedod etikai kovetelmények.

Egy biologiai szervezet adaptiv és komplex vélaszat egy adott fokozodo
mértéki kémiai vagy kdrnyezeti hatdshoz hormézisnek nevezziik. Ez a jelenség
pl. enyhe redox stressz kivaltasa révén képes befolyasolni egy relevans egyed
¢élettartamat. A mérsékelt taplalékmegvonas ugyszintén redox-modulalo
faktorként ismeretes, mivel a tapanyag mennyisége kozvetlen kapcsolatban van
a NAD*/NADH molekulak aranyaval, amely egyben relevians mutatdja a
cellularis metabolizmusnak. Kisérletes koriilmények kozott a kiilonb6zo
elektron hordozok ¢és akceptorok egyiittes hatasa lehet6vé teszi a sejtszinti
redukcios kapacitas (mint egy életképességi marker) mesterséges szabalyozasat.
A rotiferekben a kaloria restrikcio és ezaltal egyfajta elektron-modulacio
szorosan oOsszefonodik az 6 tulélési képességiikkel. Az éheztetett bdelloid
rotiferek kivételes modon képesek a természetes aggregatumokat és
konglomeratumokat anyag- és energiaforrasként hasznositani.

Az evoluciosan konzervalt mechanizmusok vizsgalata a mikro-in vivo
modellekben szamos interdiszciplinaris ujdonsagokat eredményezhet. Ez a
felismerés ma mar természetes a vilag legtobb kutatdintézetében, igy az
Oregedés vizsgalataban a farmakologiatol (pl. névényi hatéanyagok szlirése) a
neurodegeneracioig barmilyen témaban jatszhatnak kézponti modell-szerepet a
rotiferek.

2. Célkitiizések

o Az Oregedés és befolyasolo tényezdinek kutatasa in vivo modellben;

e Bdelloid rotifer alkalmazasa redox kozpontl, valds élettartamu, a
vizsgalatok szempontjabol optimalis 6regedési modell kidolgozasaban;
vizsgalata;

o Az alkalmazott rotifer fajnal a lehetd leghosszabb, extrém modon kitolt,
rekord jellegli élettartam elérése, kémiai hatéanyagok és biologiai
folyamatok optimalizalt kombinaci6javal;

e Eheztetett egyedekben (in vivo elektron megvonassal) a potencialis
alkalmazkodo képesség interdiszciplinaris felhasznalasa és érvényesitése,
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rendhagyo katabolikus folyamatok kivaltasa és vizsgalata természetes
aggregatumok alkalmazasaval;

e NoOvényi kivonatokbdl szdrmazd hatéanyagok tesztelése az adaptiv
fenotipikus plaszticitas hatarainak vizsgalatdban az adott rotiferen
(feltarva ezzel a faj alkalmazkodo képességének korlatait).

3. Anyagok és médszerek
3.1. Invivo médszerek bdelloid rotifereken

A munkam soran alkalmazott modell a bdelloid Philodina acuticornis rotifer,
ezért a vizsgalatokhoz a jelenlegi szabalyozas alapjan nem volt sziikség etikai
engedélyre. Ezen allatok tenyésztési, taplalasi és izolalasi 1épéseinek rovid
Osszefoglalasa: az egyedeket fél-steril, ellendrzott laboratoriumi koriilmények
kozott tartottuk. A tenyésztéshez sejttenyészto flaskakat alkalmaztunk (tartalma
15 mL standard médium, kétnaponta cserélve; pH 7,5). Az 0 kultarakat egy
egyed attelepitésével inditottuk. A flaskakat szobahdmérsékleten, 12/12 o6ras
fény-sotét ciklus alatt taroltuk. A kezelés és a tenyésztés minden 1épését
fénymikroszkoppal ~ folyamatosan  ellenériztik. A normal  taplalas
Saccharomyces cerevisiae élesztd6 homogenizatummal tortént minden
médiumcserét kovetéen. Az egyedek izolalasa egy gyors hiitéssel kezd6do,
majd tobbszorés mosast magaba foglald folyamat, mely az életképes egyedek
felszinre kitapadé képességén alapul. A tovabbiakban a kisérletekhez
megkdozelitdleg 5 (fiatal; kdzvetleniil a reprodukcios ciklus megkezdése elbtt)
vagy 15 (érett) napos egyedek keriiltek kivalogatasra, majd individuumként
és/vagy populacioként vizsgaltuk Oket.

3.2. El6készitési és kezelési modszerek
3.2.1. Biologiai és kémiai elektron deprivacio

Biologiai (tApanyag) és kémiai alapu redox modulacioval egy gyors és révid,
valamint egy lassu és elhuzodo kezelést alkalmaztam.  Elézményként
megvizsgaltam a tipanyag mennyiségének hatasat a P. acuticornis élettartamara
(pg/mL): 0 (€hezés), 50 (extrém kaloria restrikcio; ECR), 200 (kaloria
restrikcié), 600 (normal taplalas). Az  optimalizalt, kombinalt
elektronmegvonasi modszer szakaszai:

(1) Eldszelekcids fazis: erételjes és relative rovid (72 6ras) elektron megvonas,
mely soran a rotifer populaciok és a kozépkort (15 napos) izolalt allatok kémiai



kezelést kaptak (PMS, 5uM; XTT és aszkorbinsav, 1000-1000 pM;
egyszeresen vagy kombindltan), teljes taplalék megvonds alatt.

(2) Kondiciondldsi fazis: mérsékelt és relative hossza tava (t6bb honapos;
médiumcsere kétnaponta) XTT vagy aszkorbinsavas (50-50 uM) kezelése az
els6 szakaszt taléls példanyoknal, normal taplalassal vagy ECR-el kisérve. A
kontrollokat kémiai/biologiai eldszelekcionak kKitettiik, de a masodik fazisban
kémiai kezelésiik elmaradt.

3.2.2. A béta-amiloid el6készitése és rotiferek kezelése

Az AB42 peptid szintézisét és jellemzését kooperacios partneriink végezte. Az
aggregacios id6 3 ora vagy 3 nap volt (24 °C, pH 3,5). A peptid detektalasahoz
(a rotiferek emésztérendszerében) az AP42-t abszorbens vagy fluoreszcens
festékkel jeloltem. A SEM detektalashoz az aggregalt (1 mg/mL, 3 nap) Ap42
oldatot elegyitettem (2 6ra) AuCls oldattal, 1:4 mdl aranyban, a monomer AP42
aranykotd helyeinek szama szerint (harom hisztidin, egy metionin). A pellet-
peptid mennyisége Qubit Protein Assay Kit alkalmazasaval keriilt
meghatarozasra. A 15 napos (kozépkort) rotifereket 2 napig éheztettitk, majd
Au-AB42 komplexszel kezeltem (100 pg/mL, 1 nap). A jelolt egyedeket 96%-
os ultra hideg etanollal (—75 °C-os/5 perc) fixaltam, majd rehidrataciot végeztem
rajtuk. Az 1%-os paraformaldehiddel torténd rogzités utan (30 perc) az adott
plate-t kétszer mostam desztillalt vizzel. Az Osszegyiijtott példanyokat
athelyeztem egy kerek iiveg boritolap kdzéppontjaba, és hagytam raszaradni. A
kivalasztott egyedek nem kaptak tovabbi felszini nano-aranyfestést. A rotiferek
testének szerkezeti integritdsat Nikon D5500 fényképezogéppel digitalisan
ellendriztem és rogzitettem.

3.2.3. Vizsgalt novényi hatéanyagok

A vizsgalt névényeket (P. ginseng W. frutescens, L. carthamoides és R. rosea)
és hatoanyagokat (Ginzenozid Rbl, witanolid A és B, witaferin A, rozavin,
szalidrozid, tirozol, fahéj alkohol, rodiozin, 20-OH ekdizon és ajugaszteron) a
kooperacios partneriink szerezte be. A rotifereket a standard izolalasi folyamat
utan 24 o6raval kezeltik (100 pM, 0.1% DMSO tartalommal) és naponta
monitoroztuk. Az abszolat kontroll csoportot standard médiumban, a kezelés-
azonos kontroll csoportot 0,1% DMSO-t tartalmazo standard médiumban
tartottuk. A toxicitasi intervallum (72 éra) alatt az egyedek éheztek, a negyedik
naptdl pedig egészen a kisérlet végéig ECR alatt alltak, melynek mértéke



lehet6vé teszi a talélést, de meggatolja a szaporodast. A kezelt egyedek allapotat
a kontroll csoporthoz hasonlitottuk.

3.2.4. A biologiai mintak fehérje mérése
Intakt rotifer (P. acuticornis) egyedek és éleszté sejtek (S. cerevisiae)
szolgaltak komplex fehérje forrasként az ujonnan kidolgozott, fluoreszcens
festék (BiSANS) alapu fehérje koncentraciés mérési modszer teszteléséhez. A
mintdk homogenizacidja tobblépcsds centrifugalasos folyamat volt, mely
fagyasztast/kiolvasztast, valamint ultrahangos vizfiird6t is tartalmazott.

3.3. Optikai képalkotasi- és detektalasi modszerek

3.3.1. Mikroszkoép-alapti  Kkisérletes = monitorozas  (fenotipusos

markerek)

3.3.1.1. Fénymikroszkopia

Az €16 rotiferek szama (NRA) megadja a rotiferek haldlozasi aranyat adott
kezelés soran, egy adott iddpontban. A kontroll jelenti a 100%-ot. A testméret
index (BSI) egy matematikai hanyados, amely egy bizonyos kalibracios gorbe
alapjan a standard tenyészetekbdl izolalt P. acuticornis rotiferek életkoranak
meghatarozasara szolgal. Az allatok garatmiikédése (MCF), mint kvantitativ
életképességi marker alkalmazhatd. A normalizalt atlagos élettartam (NML) a
rotiferek atlag élettartamat adja meg a kezelési idGszak alatt. A fényérzékenység
(BLD) az egyedek valaszreakcidjat méri nagy felbontasban és pontossaggal.
Eletképességi mutatoként a BLD 100%-hoz kozeledik, amikor tiikrozi az
egyedek maximalis érzékenységét és reakciojat az erds megvilagitasra. A
rotifereknek maximalisan 5 perciik van elhagyni a megvilagitott teret, ezt
kovetden menekiilésre képtelennek itéljiikk oket, és 0-as BLD értéket kapnak. A
szaporodasi képesség vizsgalata megadja a rotiferek peterakési készségét,
valamint a szaporodasuk kinetikajat. A fagyasztasi tolerancia vizsgalata soran
mérjiik a felengedést kovetden életképes egyedek szamat. Az exogén, aggregalt
AB42 (100 pg/mL, 3 nap) detektalasa a rotiferek testében CR festéssel (in vitro;

50 uM, 1 ora) tortént.

3.3.1.2. Fluoreszcens mikroszképia
A kivalogatott és egy napig ¢éheztetett, 6t napos (fiatalkor) rotifereket
jeloletlen AB42 aggregatumokkal (100 pg/mL; 3 6ra vagy 3 nap inkubAacio),
mint ,tdpanyag forrassal” kezeltiikk. A 12-ik nap elteltével a well-ek tartalmat
aggregalt és festett AB42-re (3 ora, in vitro jelolve 10 uM BisANS fluoreszcens
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festéekkel 30 percig) cseréltem. Az 5 oras kezelést (,.etetés”) kovetéen az
egyedek emésztérendszerében az optikai jeleket fluoreszcens mikroszkoppal
(OLYMPUS) detektaltam. Reprezentativ digitalis fényképeket készitettem az
AP42 lokalizacidjarol a csoportok (éheztetett, normal modon taplalt és kezeltek)
Osszehasonlitasahoz.

3.3.1.3. Elektron mikroszkopia
A kivalasztott rotiferek testének nagy felbontasu struktirajat SEM (Zeiss)
alkalmazasaval figyeltilk meg és dokumentaltuk 8 mm-es munkatavolsaggal 10
kV fesziiltségen, kiilonféle nyomasmoéodban hasznalt visszaszort-elektron
detektor segitségével, 30 Pa vakuum-nyomason. A SEM képek
fehéregyensulyat a nem specifikus hattérre normalizaltuk.

3.3.2. Plate-reader alapu optikai detektalas (fiziolégias markerek)
3.3.2.1. Abszorbancia (optikai denzitas)

A PMS/XTT rendszer NADH-fiiggésének igazolasara az XTT redukcidjat
in vitro és in vivo egyarant mértem spektrofotométerrel (Spectramax Plus) 492
nm-en, 630 nm hattér referenciaval. Az in vitro kisérletekben PMS (5 uM), XTT
(1000 uM) és NADH (100 uM) keriilt alkalmazasra onmagukban vagy
kombinalva (7 éras s6tét inkubacidé utan) standard médiumban. Az in vivo
vizsgalatok soran a rotifereket 24 oran at kezeltem, exogén eredetii NADH
nélkiil. A rotiferek redukcios kapacitasainak (CRC) mérésére modositott
EZ4U sejtproliferacios assay-t alkalmaztam. Az abszorbanciat 492/630 nm-en
mértem, melyeket normalizaltam az adott well-ben 1év6 egyedek szamara. Az
abszorbancia és a kezeletlen kontroll allatok hanyadosa volt a 100%. Az
intracellularis NADH szintet NADH Quantification Kit alkalmazasaval
végeztem (abszorbancia: 450 nm) és az igy kapott értékeket az elészelekcio
tuléléinek szamara normalizaltuk.

3.3.2.2. Fluoreszcencia (emisszio)

BisANS-alapu fehérje mennyiség meghatarozasahoz a bdelloid rotiferekbél
(P. acuticornis) vagy éleszt6bdl (S. cerevisiae) szarmazo mintakat hasznaltuk,
melyeket feltard pufferben izolaltuk. Az alap médiumot kiegészitettik a
kelatképz6 EDTA-val, a detergens SDS-el és inhibitorokkal (leupeptin
hidroklorid és pepsztatin A). A fehérje vizsgalatokban a feltar6 puffer volt a vak
proba, és a BisANS fluoreszcens festék (50 uM; pH 6,5) 6énmagéban jelentette
a nem specifikus hatteret. A méréseket 96-well plate-ben végeztikk, BMG
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NOVOstar plate readerrel, 405/520 nm exciticio/emisszid értékekkel. Az
A kereskedelemben kaphaté Qubit Protein Assay Kit szolgalt a mérések
validalasara. A normal és a szuper rotiferek nukleinsav/fehérje aranyanak
mérésére Pl (5 pM) és BisANS (50 pM) festékeket alkalmaztunk (10 perc
inkubéciot kovetden). A beallitasok és a miszer megegyezik a BisANS
vizsgalatban leirtakkal. A PI méréshez 530/620 nm excitacid/emisszio értékeket
hasznaltunk. A méréseket a rotiferek szamara normalizaltuk.

3.4. Statisztika

A statisztikai analizist és az eredmények abrazolasat SPSS 23.0 szoftverben
(SPSS Inc.) egy-utas ANOVA Bonferroni post hoc teszttel valaint GraphPad
Prism 7.0b szoftver (GraphPad Software Inc.) alkalmazasaval végeztiik.
Kaplan-Meier gorbékkel (log-rank; Mantel-Cox) prezentaltuk a csoportok
talélését.

4. Eredmények
4.1. Kombinalt redox modulicié hatisa a P. acuticornis tlélésére és
életképességére
Az Osszetett elektron-deprivacios modszer alkalmazasa el6tt a rendszer
komponenseit (biologiai és kémiai) egyenként vizsgaltam meg. Az éheztetett
egyedek élettartama mutatkozott a legrovidebbnek (median = 13,5 nap), mig a
kaloria restrikcio alatt allé csoporté a leghosszabbnak (median = 48 nap). A
normal etetés soran a fajra jellemzé élettartamot (medidn = 33,5 nap) is
meghataroztam. Az extrém kaloria restrikcio alatt allo rotiferek élettartama
szignifikansan rovidebb volt (medidn = 23 nap), pl. 6sszehasonlitva a normal
egyarant mértiik. Az XTT oldott formazanna redukalddott in vivo. A PMS- és
XTT-tartalmtt kombinalt rendszert (in vitro, sejtmentesen) NADH jelenlétében
teszteltem. Ezek a kisérletek megerdsitették, hogy az in vivo mérésekben az
intracellularis NADH volt az extracellularis XTT redukcidjanak forrasa. A
PMS, mint intermedier elektron hordozd, jelentésen gyorsitotta ezt a reakciot.
NADH hianyaban az XTT redukcidja in vitro nem zajlott le.
Az elbszelekcid soran a PMS/XTT vagy a PMS/aszkorbinsav kombinacioja az
¢l6 rotiferek szamaban és az intracellularis NADH szintben szignifikansan
kisebb mértékii csokkenést eredményezett, mint a PMS kezelések soran.
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Ugyanezen tendenciat figyeltilk meg az MCF érték esetében is. Sem az XTT,
sem az aszkorbinsav 6nmagéaban nem volt kiemelked6 hatassal az életképességi
markerekre, ellenben egy masodlagos védé hatast feltételeztiink (a NADH
metabolizmus aktivalasan keresztil) a PMS-el szemben. Az él16 rotiferek
szamanak alakulasa, az MCF ¢és az intracellularis NADH szintje pozitiv
korrelaciot mutattak egymassal.

A t0lélé egyedeket egy tartds kondicionalasi fazisnak vetettem ala, mely
alland6 (tobb honapig tarto), de mérsékelt (alacsony dozist) kémiai elektron
megvonasbal allt, normal taplalas vagy ECR alatt. A P. acuticornis példanyok
tulélését kiilonféle kezelési korlilmények kozott vizsgaltam. A kombinalt
ECR/XTT kezelés az el6kondicionalt rotifer csoportban, szinergizmussal
extrém mértékben meghosszabbitotta az élettartamot (akar 182 napig; atlagban
155 nap) a kezeletlen kontrollokhoz képest. Kevésbé kifejezett, de
hasonloképpen kiemelkedd hosszu élettartamot figyeltiink meg a masodik
fazisban az XTT-vel kezelt csoportban normal taplalas alatt. Az XTT és az
aszkorbinsav egyarant szignifikansan (bar kevésbé figyelemre méltéan)
meghosszabbitotta az eldkondicionalt rotiferek élettartamat a kizarolag
el6kondicionalt és a teljesen kezeletlen kontrollokkal Osszehasonlitva. A
taplalék mennyisége nem birt jelentsebb befolyasolo hatassal ebben az esetben.

A PMS/XTT/éheztetés alapa eldszelekcid és az XTT (ECR mellett)
kondicionalas kombinacidja létrehozta az ugynevezett ,szuper rotifereket”,
melyek neve tiikrozi azok egyedi tulajdonsagait. A kivalasztott kozépkoru (15
napos) normal rotifereket és az idés (110 napos) szuper rotifereket 10 napig
monitoroztuk normal taplalas alatt, kémiai kezelés nélkiil, az életképességi
markereik Osszehasonlitasa céljabol. A szuper rotiferek BSI értéke
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, mig az MCF értéke alacsonyabbnak,
mint a normal egyedeké. Az id6s allatok képesek voltak életképes petéket rakni
(mely tiikrozi a kezelésnek a reprodukcios szakaszra gyakorolt pozitiv hatasat);
emellett a 10 napos periddus utan az utédok szdma szignifikdnsan nagyobb volt,
mint a normal csoportban. Megfigyeltiik, hogy a szuper rotiferek jobban
toleraltdk a fagyasztdst, tovabba szignifikdnsan tobb tulélét taldltam a
tenyészetiikben (5,0 + 0,52 egyed), mint a kontrollokban (2,6 + 0,40 egyed). A
normal etetés ujboli bevezetése utan a 110 napos allatok ,,fennmaradd
¢lettartama” az eredeti varhat6 értékre (25 + 4,2 nap) allt vissza.

4.2. Eutelizmus bizonyitasa a megnivekedett példinyokban
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A BisANS-alapu fehérje meghatarozas optimalis alkalmazhatdsagat teszteltiik
komplex bioldgiai mintdkon, interferdlé szerek jelenlétében. Méréseink
validalasara Qubit assay-t alkalmaztunk. Nem volt szignifikans kiilonbség a
sajat modszeriinkkel mért adatok és a Qubit kozott. Ezt kovetden parhuzamosan
mértik a normdl és szuper rotiferek testében a fehérje és nukleinsav
mennyiséget. A BisANS moédszer kimutatta a szuper rotiferekben a fehérje
koncentracié novekedését a kontroll csoporthoz mérten. A Pl-alapu vizsgalattal
nem detektaltunk kiilonbséget a normal s a szuper rotiferek nukleinsav tartalma
kozott. Elmondhaté, hogy a testméret ndvekedése nem jart egyiitt
sejtosztodassal.

4.3. Az aggregalt AP42 peptid jotékony hatasa a rotiferekre teljes
taplalék megvonas soran

Megvizsgaltuk az AB42 hatasat a P. acuticornis példanyokra. Az allatok AB42
aggregatummal torténd kezelése szignifikansan hosszabb atlagélettartamot (51
+ 2,71 nap) eredményezett az éheztetett (14 + 2,29 nap) és normal-taplalt (32 +
2,72 nap) csoportokkal szemben. Kisérletes mérési modszerekkel
karakterizaltam az AP42-kezelt rotifereket. A 3 6ras vagy 3 napos aggregalt
AP42-vel kezelt csoportok NML értéke jelentdsen megndtt a kontrollokhoz
képest. A BSI és a BLD novekedése a kezelt allatok fenotipusos és élettani
valtozasait mutatta az éheztetett kontrollokhoz viszonyitva. Az MCF-ben ¢és a
CRC-ben bekovetkezett modosulasok valtozo energiaszintre utaltak, melyek a
neuromuszkularis és a sejtes redox folyamatokra vezethetdek vissza. Az AP42-
vel kezelt, izolalt rotifer egyedek sokkal jobban teljesitettek a mért
paraméterekben, mint az ¢éheztetett kontroll példanyok, és nem kiilonboztek
jelentdsen a normal taplalasu tarsaiktol. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
AP42 nem toxikus a P. acuticornis-ra, sét, ezen egyedek képesek felhasznalni
a peptidet kizardlagos tapanyagforrasként egy hermetikusan elkiilonitett
kdrnyezetben az életben maradashoz és fejlédéshez.

Az exogén eredetli aggregalt (3 oras és 3 napos) AP42 jelenlétét a rotiferek
emésztérendszerében kozvetleniil az ,etetés” utan fluoreszcens (BiSANS) és
abszorbens (CR) festékekkel mutattam ki. Annak érdekében, hogy a katabolizalt
peptid maradvanyait a mélyebb szdvetekben is kimutathassuk, az é16 rotifereket
arannyal jelolt AP42 aggregatumokkal taplaltuk. Az elektronmikroszkopos
monitorozas soran a szemcséket homogén eloszlasban figyeltiikk meg az egyedek
testében. Az arany egyetlen forrasa kizarolag az Au-Ap42 komplex lehetett.
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4.4, Fenotipus-modulalé tulajdonsaggal biré novényi extraktumok
alkalmazasa taplalékként
Héarom ¢életképességi markert (NRA, MCF ¢és BSI) vizsgaltunk a
kezel6anyagok hatasanak felmérése céljabol. A rozavin, a fahéj alkohol, az Rb1
ginzenozid, a witanolid B, a witanolid A és a witaferin A vegyiiletek az NRA és
az MCF értékek szignifikdns csokkenését okoztak. Ugyanakkor a BSI
novekedését figyeltiik meg a talélok korében, feltételezhetden képesek voltak a
vegyiileteket tapanyagként hasznositani. Jelentés novekedést figyeltiink meg a
W. frutescens és R. rosea kivonatokkal kezelt csoportok BSI értékeiben, az NRA
és az MCF szintek enyhe emelkedésével parhuzamosan. A szalidrozidnak valo
kitettség azonban szignifikdnsan csokkentette az MCF-et, mig a BSI normal
értéket mutatott a talélékben. A 20-OH-ekdizont kapott csoportban az €16
rotiferek szamaban 40%-os csokkenést figyeltitk meg, a csokkent BSI és normal
MCEF szintek mellett. A 14 vizsgalt vegyiilet koziil a witaferin A bizonyult a
legmérgezdbbnek. Korabbi kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy normal mértéki
tapanyag és 20-OH-ekdizon jelenlétében a rotiferek szaporodasa megindult,
azonban petéiket nem tudtak lerakni és az egyedek elpusztultak. Mindezek
ellenére a fiatal példanyok kikeltek az anyjuk testében (a germovitellariumban)
és kijutottak a kornyezetbe.

5. DiszKkusszio

A specifikus és jol karakterizalt mikro-in vivo modellrendszeriink lehet6vé
teszi szamos koriilmény egymastol fliggetlen és egyidejii mérését, egyben
megbizhatd vizsgalati eszkozt biztosit az élettartam-, az Oregedés- és a
plaszticitas kutatdsdban. Eredményeink tovabbi magyarazatot adnak az
Oregedés mechanizmusara, valamint a redox rendszer és a megndvekedett
¢lettartam kozotti ok-okozati sszefliggésekre.
Munkam soran célom volt egy oOregedési modell létrehozasa, melynek
kozpontjaban az ¢€let legkisebb egységének, az elektronoknak a manipuldlasa
all. Modositottam a P. acuticornis bdelloid rotifer faj redox rendszerét in vivo,
egy kombindlt biologiai-kémiai elektron megvondson alapuld eljarassal. A
kombindlt PMS-XTT el6szelekcid (€heztetés mellett), majd a tuléldkon
alkalmazott moderalt XTT kezelés (ECR alatt) szinergista mddon hatott az
egyedek élettartamara és fenotipusara. Az igy kialakult forma a ‘szuper rotifer’,
utalva az egyedek kiilonleges tulajdonsagaikra. A tudomanyos irodalomban a
P. acuticornis esetében eddig még nem publikalt, extrém hosszu élettartamot
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irtunk le. A fenotipusos jellemzdk vizsgalata kozépkoru és kiemelkedden hosszu
¢lettartamu egyedeknél tortént meg, 10 napos normal Gjra-taplalast kdvetden,
tovabbi kémiai kezelések nélkiil. A szuper rotifereknél ujraindult a szaporodas,
raadasul életképes petékkel, szignifikinsan nagyobb szamban, mint normal
tarsaiknal. Tudomasunk szerint ilyen hosszil élettartamot reprodukcios
kapacitas megdrzése mellett (lappangd allapot nélkiil) még senki nem kozolt a
rotifereknél. Az allandé szomatikus sejtszammal rendelkez6 (eutelizmus)
mikrolényeknél a BiSANS-alapt metodikankat alkalmazva kimutattam, hogy a
méretndvekedés nem sejtproliferacid, hanem sejttérfogat- és tomeg névekedés
kovetkezménye. Szignifikans korrelaciot talaltunk a BSI érték és a fehérje
mennyiség k6zott (normal/szuper rotifer aranyokban). A szuper rotifer egyedek
tolerancidja a fagyhatdsra jobbnak bizonyult, valamint a kultarak feléledése is
sikeresebb volt, mint a kontroll csoportban. A megnévekedett élettartam és a
késleltettet 6regedés (fokozott reprodukcios képességgel) a P. acuticornis
adaptiv fenotipikus plaszticitasanak hatarain beliil maradt. Az alacsony kaléria
bevitel és a megndvekedett élettartam kozti forditott aranyossag twjabb
megerdsitést nyert.

Kaléria restrikcio alatt, izolalt mikrocsepp kornyezetben egy ujszerii
katabolikus aktivitast figyeltiink meg a P. acuticornis egyedeknél. A részleges
éheztetés nem csak az élettartamra hat, de extrém lebontd képességeket is
aktivalhat. Aggregalt AB42 kezelést, vagy nevezziik ,etetést” kapott példanyok
szignifikdnsan hosszabb élettartamot mutattak, tovabba az életképességi
markereik is jobbak voltak kezeletlen, nem etetett kontroll tarsaiknal. A bevitt
AP42 aggregatumokat el6szor az egyedek emésztd rendszeréb6l mutattuk ki,
bizonyitva, hogy elfogyasztottak az allatok a peptidet. Kiilon kisérletben az
arannyal jel6lt peptid maradvanyait elektron mikroszkop alkalmazasaval a teljes
testben monitoroztuk. Mivel a kezelt P. acuticornis példanyok megérizték
életképességiiket, fenntartottdk funkcidjukat és redox kapacitasukat,
feltételezziik, hogy a neurodegeneracio-kapcsolt aggregatumok
energiaforrasként szolgaltak a glitkoneogenezis folyamatahoz kisérletes
koriilményeink kozott.

A tovabbiakban kisérleti modellszervezetiink adaptiv képességének limitacioit
teszteltiik adaptogén novényekbdl szarmazo extraktumokkal. Megfigyeltiik,
hogy a nyers extraktumok kevésbé bizonyultak toxikusnak, ellenben a tiszta
anyagok (szubletalis dozisban) gyakran negativan befolyasoltak az egyedek
életképességét. A 20-OH-ekdizon hatdsa a szaporodasra atlépte a rotiferek
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fiziologias tlir6képességét, az adott egyed és az utddja elhullasat idézve eld.
Novényi eredeti hatéanyagok és extraktumok tovabbi tesztelése
modellallatunkon a faj adaptiv képességének alaposabb megértését segitette eld.
Ezen informaciok birtokaban megbizonyosodhattunk, hogy a rotifereket nagy
biztonsaggal alkalmazhatjuk nagyléptékii farmakologiai tesztelésekre.

Az altalunk létrehozott, redox-rendszert modulald protokoll extrém hossza
¢lettartamot eredményezett mikroszkopikus méreti kisérleti
modellszervezetnél, tovabba tesztelte a faj adaptiv fenotipikus plaszticitasat.
Célunk, hogy tovabbi élettartam-modulald molekuldak (pl.: szongorin,
spermidin, cAMP) alkalmazasaval, ’omics’ megkozelitéssel feltarjuk az
Oregedést gatlo folyamatok molekularis hatterét is. Az in vivo fenotipikus és
sejtszintii modulacio lehetvé teheti az interdiszciplinaris szemléletek béviilését
a farmakologiai vizsgalatokban és neurodegenerativ betegségek kutatasa soran.

6. Osszefoglalas

A doktori tézis alapjat képezo kisérletek az ’dregedés — élettartam —
metabolizmus — reprodukcio — adaptiv fenotipikus plaszticitdas’ relacioit
vizsgaltak egy reneszanszat él6 in vivo kerekesféreg (rotifer) modellben
(Philodina acuticornis). A redox alap, valos élettartami1 és egyben optimalizalt
alapi in vivo elektron megvonassal) vizsgaltuk, kiterjesztve az adaptiv
fenotipikus plaszticitasra és annak interdiszciplinaris felhasznalasara. A
témahoz kapcsolodd farmakognéziai vizsgalatok soran kiilonb6zé ndvényi
hatéanyagok tesztelését is elvégeztiik a faj bioldgiai hatarait feszegetve.

A kozépkoru rotifer egyedeken alkalmazott intenziv, 72 o6ras kémiai
elékezelés (elektron hordozo és akceptor, teljes taplalék megvonds) kombinalva
az ezt kovetd mérsékelt, hosszu id6tartamu kondicionalassal (elektron akceptor,
ECR) rendkiviil hosszu (6tszords, korabban nem dokumentalt élettartam, pl. 182
nap), valamint sajatos fenotipikus valtozasokat (testméret novekedés és fokozott
szaporodasi képesség) eredményezett. A folyamat NADH-fiiggé redukcidjat
in vitro és in vivo egyarant tanulmanyoztuk. A fenotipusok jellemzdinek
vizsgalata normal (15 napos) és kiemelkedden hosszl élettartamu (110 napos)
egyedeknél tortént, 10 nap normal taplalas mellett. Egy sajat fejlesztés,
fluoreszcens (BisANS) alapu mérési modszerrel bizonyitottuk, hogy az allandé
sejtszammal (eutelizmus) rendelkezd rotiferekben a méretbeli valtozast nem a
sejtproliferacio okozta, sokkal inkabb példaul a fehérjemennyiség novekedése.
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Az éheztetés alapt in vivo elektron megvonas adaptiv fenotipikus plaszticitast
indukalt ezen mikroszkopikus gerinctelenekben.

A modelliink alkalmazasanak interdiszciplinaris jellegét jol tiikrozi az a
jelenség is, hogy ezen kétpetefészkli rotiferek képesek voltak a human
neurodegeneracidban szerepet jatszo, sok mas fajban toxikusnak bizonyulo
aggregalt AB-t katabolizalni. Egyediilalldé moddon képesek taplalékként
felhasznalni az AP42-t, amely trofikus moédon megnovelte az élettartamot,
normal életképességi szint mellett. A disszertacié az extrém hosszu élettartam
Oregedési folyamatok nélkiili elérésének, valamint az alkalmazott
modellrendszer plaszticitasanak és limitacidinak Wjszerli és komplex
tanulmanya.

A rotiferek kisérletes alkalmazhatosdga a ,micro-invivomics’ teriiletén
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