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1. BEVEZETES

1.1. Az izom homeosztazis

A vazizom a test tdmegének akar a 40%-at is Kiteheti, fontos része a légzésnek, a
mozgasnak, a testtartdsnak és az anyagcserének. Figyelemremélté 6nmegujitd képességgel
rendelkezik a szatellita sejteknek koszonhetben, igy biztositva sériilés utdn a szervezet
szerkezeti és funkciondlis helyreallitasat. A tapanyagok elérhet6sége 1étfontossagi ehhez a
folyamathoz, és mivel a glikoz befolyasolja az aktivalt szatellita sejtek, azaz mioblasztok
differencialodasat; a hidnya akadalyozhatja a vazizomrostok regenerdlddasat, valamint
hozzéjarulhat olyan allapotokhoz, mint a szarkopénia. Az életkorbdl eredé valtozasok is
befolyasoljak a glikdzfelvételt és az anyagcsereutakat, ezzel az izmok egészségét és

miukodését.
1.2. Jelatviteli folyamatok a vazizom glukdzfelvételének hatterében

Egészséges szervezetben, az emelkedett vércukorszint normalizalasaban a
kulcsszerepet a vazizom tolti be a 4-es tipusu glikoz transzportere (GLUT4) altal. Ez az
egyedili olyan glikéz transzporter a szervezetben, amelyik normal allapotdban nem a
plazmamembranban talalhat6 és inzulin fiiggd. Mioblasztokban még mind a GLUT4, mind a
GLUT]1 fontos, azonban a differenciaciét kovetden, a miotubulusokban mar csokkenta GLUT1
jelentdsége.

A GLUT4 membranba val6 transzlokécidjat elindithatja az inzulin beko6tédése az
inzulin receptorba. A receptor ezutan aktivalja foszfoinozitid 3-kindzt (PI3K) az inzulin
receptor szubsztrat 1 (IRS1) foszforilaciojan keresztiil. A PI3K egyfeldl képes a Ras-hoz
kapcsolodd C3 botulinum toxin szubsztrat 1 (Racl)/p2l-aktivalt kinaz 1 (PAKZ1)/cofilin
utvonalon szabalyozni az aktin atrendez6dést, ezzel biztositani az utat. Masfel6l a PI3K képes
aktivalni mozgato elemeket a foszfoinozitol-fuggé fehérje kinaz-1 (PDK1)/Akt/Akt szubsztrat
160 kDa (AS160; TBC1D4) utvonalon keresztil. Foszforilacio hianyaban azonban az AS160
képes a GLUT4 mozgatasahoz nélkuldzhetetlen Rab molekuldkat inaktiv allapotban tartani,
ezzel a GLUT4-et intracellulérisan tartani.

A GLUT4 transzlokacio meginditasara van egy alternativ, inzulin fiiggetlen utvonal is
az AMP-aktivalt fehérje kinaz (AMPK) lévén, ami szintén képes szabalyozni az AS160-at. Az
AMPK, mint egy energiaszenzor képes érzékelni az AMP/ATP aranyt és aktivalddik a magas
AMP szintre. A sirtuin 1-gyel (Sirtl) kdz6sen képes az AMPK szabalyozni a peroxiszoma

proliferator-aktivalt receptor-y koaktivator-la-t (PGC-1a), ami kulcsfontossagu transzkripcios



faktor szdmos biologiai folyamatban, mint példaul a mitokondrium biogenezise vagy a
glukoz/zsirsav metabolizmusa. A peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor-y (PPARY), ami
Egyméssal ellentétes hatassal, de az AMPK és az Akt is az emlds rapamycin célponton
(mTOR) keresztil képes szamos anyagcsere-Utvonalat befolyasolni, mint példaul a
glukoz/zsir/aminosavak metabolizmusat, és ezaltal hatast gyakorolni az @sszetettebb

folyamatokra, példaul a sejtndvekedésre vagy a talélésre.
1.3. A GLUT4 transzlokéacio karosodasa és a diabetes mellitus

A vazizom glikdz felvételének limitalo eleme a GLUT4, ugyanakkor az inzulin
rezisztencia f6 hibaja a k&rosodott GLUTA4 transzlokacio és a csokkent GLUT4 mennyiség. Az
inzulinrezisztencia és a nem megfeleld inzulinszekrécio all a 2-es tipusu diabetes mellitus
(T2DM) hatterében, amelyet nem inzulinfiiggé diabetes mellitusnak (DM) is neveznek és a
DM-o0s betegek 90%-at teszi ki. A cukorbetegségre jellemzé kronikus hiperglikémiés allapot
tobb szOvetben is képes oxidativ stresszt kivaltani, ami hossz( tavon kildnféle
szovodményekhez vezet. Tipikusan ilyenek a stroke, a sziv- és érrendszeri betegségek, a
periférias neuropatia, a retinopatia és a diabéteszes nephropathia. Ezenkivil a diabetes mellitus
kezelésének elérehaladtaval ) szovédmeényeket azonositottak, mint példaul a rak, fertézések,
funkciondlis és kognitiv karosodasok, majbetegségek és érzelmi zavarok. A helyzet stlyossaga
ellenére a betegség megeldzése €s gydgyitsa még nem ért el attorést, hiszen a diagnosztizalt
betegek szama évrdl évre csak n6, jelenleg mar eléri az 536,6 milliot és a jelenlegi tendencia
alapjan 2030-ra 634 millidan lesznek. A helyzetet tovabb rontja, hogy a cukorbetegek fele
feltehet6en nincs is diagnosztizalva. Mindezek ellenére kevés terapias lehetdség van, ami a
glikdz felvételt a jelatvitel szintjén tudna javitani. Egyedil a Metformin van ma is
hasznalatban, ami a mitokondrialis funkcidk leszabalyozasaval aktivalja az AMPK-t és

fokozza a glukoz felvételét.

1.4. Csont morfogenikus fehérjék (BMP-K) és a gliikoz felvétel szabalyozésa

Csont morfogenikus fehérjéek (BMP-k) a transzformalé ndvekedési faktor-f (TGF-p)
fehérjek szupercsaladjaba tartoznak, eredeti leirdsuk szerint a csont és porc kialakulasaban van
szerepiik, de szamos maés bioldgiai folyamatban is fontosak, mint példaul az adipogenezis,
elhizés és diabetes. A BMP-k szekretélt feherjék és hatasukat a sejtekre a heterodimer

receptorukon keresztiil, tobb Smad-molekula foszforilacios aktivalasaval fejtik ki.



A BMP-k reszt vesznek a glikoz felvétel szabalyozasaban is. A BMP7 noveli a
glukozfelvételt mind izom-, mind zsirszévetben a PDK1/PI3K/Akt Gtvonal és a GLUT4
transzlokécid altal. Ezzel 6sszhangban csdkken a mennyisége T2DM-os betegek szérumjéban,
mig a BMP2 mennyisége novekszik. Ugyanakkor a BMP2-nek a BMP6-tal inzulin érzékenyito
hatdsa van, egytt képesek névelni a GLUT4 transzlokacio mértékét és a PPARy altal a GLUT4
mennyisegét is. A BMP6 egymagaban kepes csokkenteni a szérum lipid és glikoz szintet ob/ob
egerekben mar 6 napos kezelést kovetden. Hiperglikémiara és a szabad zsirsavak novekedésére
fokozodik a BMP4 expresszioja, aminek a mennyisége emberekben korrelél az adipocitak
méretével, az elhizassal és az inzulin érzékenységgel. Sajnos azonban a BMP-k komplex
hatdsai még mindig nem teljesen feltartak és a komplex hatasukat egyttesen vizsgald, atfogo

tanulméanyok is hianyoznak.
1.5. Tiloron dihidroklorid

Egy, az 1970-es évek Ota alkalmazott antiviralis szerrél, a tiloron dihidrokloridrél (2,7-
bis[2-(dietilamino)etoxi]-9-fluorenon dihidroklorid; késébbiekben: tiloron) leirtak, hogy tiidd
epitél sejtekben néveli a BMP2 és BMP7 transzkripciojat. Valamint, hogy a tiloron képes
fokozni a Smad1/5/8 foszforilacidjat a BMP-ken keresztill, ezzel gatolva az izomtémeg
csokkeneseét és javitva az egerek tulélést cachexias izommodellben.

A tiloron szdmos orszagban kaphatd antivirdlis szer és javallott olyan virusos
fertdzésekkel szemben, mint az influenza, akut 1€guti virusfertdzés, virusos hepatitis €s virusos
agyvelogyulladas. Tovabba a tiloron olyan virusokkal szemben is hatékony, mint a herpes
simplex virus, a Nyugat-Nilus virus és az Ebola virus, valamint a human koronavirusokkal
szemben, ideértve a MERS-CoV-ot és SARS-CoV-2-t.

1.6. A reaktiv oxigén formak és a glikoz felvétel kapcsolata

A normalis anyagcsere soran képzod6 reaktiv oxigén- és nitrogénformak (ROS/RNS)
egészen addig esszencidlisak, amig az antioxidansokkal egyensulyban vannak. A redox
egyensuly felborulasa oxidativ stresszhez vezet, ez szamos betegség, akar a T2DM okozoja is
lehet. A ROS-ok, ideértve a szuperoxid anion gyok (O2™), hidrogén-peroxid (H202) és
hidroxilgyok (‘OH) képesek megrongalni a bioldgiai membranokat, a fehérjéket, az enzimeket
¢és a nukleinsavakat, mindezzel a sejtkarosodast és az oregedést eldsegiteni. A sejtekben a
mitokondrium ATP képzese soran keletkezik a legtébb ROS, de egyes metabolikus faktorok,
mint a magas kornyezeti glikdéz is hozzajarulhatnak a mitokondrialis diszfunkciohoz,

gyulladashoz és apopto6zishoz. A kéarosodott mitokondrialis funkci6 lipid felhalmozédashoz,



inzulinrezisztenciahoz és csokkent gliikdzfelvételhez vezet. A ROS okozta szerin foszforilacio
az IRS-en gatolja az inzulin indukalta tirozin foszforilaciot, ezzel blokkolva magat az inzulin
hatast, az Akt és az AS160 eredményezte GLUT4 transzlokaciot, valamint a ROS csokkenti a
GLUT4 mennyiségét és végeredmenyben a gliikoz felvételét. A peroxinitrit is gatolja az inzulin
valaszt az IRS1 tirozin foszforilacidjanak csokkentésével és az Akt aktivaciojanak
elnyomasaval. A redox egyensuly fenntartasa és helyreallitasa Iétfontossagu a karos hatasok

megelézéséhez.

1.7. Antioxidans védelem és az astaxanthin

Az emberi szervezet szamos antioxidanssal van felvértezve, amelyek az oxidansok
hatasainak ellenstlyozasara szolgéalnak. Ezeket két nagy csoportra oszthatjuk: enzimatikus €és
nem enzimatikus antioxidansok. Az astaxanthin egy xantofil karotinoid, ami a nem
enzimatikus antioxidansok kozé tartozik. Sok, fOként tengeri alga képes szintetizalni, és a
taplaléklancon keresztul kulonféle allatokban jelenik meg, igy az emberi taplalékokban is
megtalélhatd.

Az astaxanthin a tébbi karotinoidhoz hasonléan lipidoldékony, igy képes a lipid kettés
rétegbe beilleszkedni, és a szabad gyokoket mind a membranban, mind a membran feliletén
eliminalni tudja. Az astaxanthin erélyesebb olyan, nem enzimatikus antioxidansoknal, mint a
C-vitamin, a B-karotin és az a-tokoferol, képes jelentésen csokkenteni a magas gliikoz, TNF
vagy palmitinsav indukalta ROS szintet. Az astaxanthin képes csokkenteni a vércukor- és
HbAlc-szintet, valamint a TG és a koleszterin értékét T2DM betegekben.

2. AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

Az egyes BMP-k hatasat a glikdz felvételre és a metabolizmusra mar korabban is
vizsgaltak. Ez lehetévé tette szamunkra, hogy megértsiik, hogy egyes tagjai a BMP csaladnak
befolyasoljak a glikozfelvételt a GLUT4 expresszidjan és annak transzlokaciojan keresztil.
Tovabba, hogy a szérum BMP szintje 6sszefiigg az inzulinérzékenységgel és a T2DM-vel.
Azonban a BMP-k kombinalt hatdsai még ismeretlenek. Bizonyitott, hogy a ROS csokkenti a
GLUT4 mennyiségéet és rontja a GLUT4 transzlokécidjat, ami hossza tavon
inzulinrezisztenciahoz vezet. Mindazonaltal a ROS antioxidansokkal valo eliminacidja okozta
véltozasok a GLUT4 transzlokacié szabalyozasara még hianyosak. fgy célul tiiztiik ki, hogy

bdvitjiik az ismereteinket az alabbi kérdések kapcsan:



e Atiloron valéban képes szimultan tébb BMP szintjét megnovelni és aktivalni a BMP
utvonalat mioblasztokban?

e Hatassal van-e a tiloron a GLUT4 transzlokéacié szabalyozasara a mioblasztokban és
a miotubulusokban?

e Képes-e fokozni a tiloron kezelés a mioblasztokban a GLUT1 és GLUT4
mennyisegét, valamint a glikoz felvételét?

o Képes-e atiloron kezelés érzékenyebbé tenni a miotubulusokat az inzulinra?

e Milyen hatdssal van a tiloron kezeles a mioblasztok mitokondriumainak
mennyiségére és miikodésére?

e Befolyassal bir-e a szisztémas tiloron kezelés az egerek szdveti glukoz felvételére?

e Hatassal van-e az astaxanthin etetés a glikozfelveételt szabalyoz6 molekulakra az

egér vazizmaban?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtkultura, differenciacié és kezelés

A C2C12 egér mioblaszt sejtek 80%-ban magas gliikdz tartalmd Dulbeco modositotta
Eagle médiumot (DEMEM) és 20%-ban fotalis borjuszérumot (FBS) tartalmazé médiumban
novekedtek, ami 50 pg/ml végkoncentracioju gentamicinnel volt kiegészitve. A proliferalo
sejteket 20 és 35 nM tiloron dihidrokloriddal (2,7-bis[2-(dietilamino)etoxi]-9-fluorenon
dihidroklorid) kezeltiik 40 6ran keresztil.

A differenciacidhoz a 80-90%-ban konfluens sejttenyészet médiumat lecseréltik, olyan
differenciaciés médiumra, amelyben az FBS helyett 2% l6szérum volt, majd 5 napig hagytuk,
hogy a sejtekbdl miotubulusok képzdédjenek. A differencialt miotubulusok 20 nM-o0s tiloron (2
vagy 5 ora) kezelest kaptak, amit egyes vizsgalatok esetén 10 perces 100 nM-os inzulin kezelés

kovetett.
3.2. Kisérleti allatok

12 hetes, him C57BL/6J egereken tortén a tiloron oltas. A 4 hetes astaxanthin etetéses
kisérlethez 3 honapos, him C57BL/6 egereket alkalmaztunk. Az astaxanthin tartami AstaReal
A1010 készitményt hozzaadtuk a normal ragcsalé taphoz 4 g/kg aranyban. Az allatkisérleteket

az Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag jovahagyasaval (1/2017/DEBAB, 3-



1/2019/DEMAB) végeztiik. A laboratériumi allatok a magyar térvényeknek és az Eurdpai Unié

allatjoléti iranyelveinek és elbirasainak megfeleléen voltak tartva és kezelve.
3.3. Kvantitativ real-time (QRT)-PCR

A gRT-PCR-hoz teljes RNS mintat gyijtéttiink mioblasztokbol, majd reverz
transzkripciot végeztink. A SybrGreen reakcidkat a qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX
keverékkel hajtottuk vegre, a gyartd utasitdsainak megfelelden, az alabbi primerek
felhasznalasaval: [BMP2: NM_007553.3; BMP4: NM_007554.3; BMP7: NM_007557.3;
GDF5 (BMP14): NM_008109.3; Smad4: NM_008540.2; Slc2al (GLUT1): NM_011400.3;
Slc2a4 (GLUT4): NM_001359114.1; HPRT: NM_013556.2; RPL27: NM_011289.3]. Az
egyéni kiszobciklus (Cy) értékeket normalizaltuk a MmHprt és MmRplI27 &tlagos C: értékeihez,

mint bels6 kontroll génekhez. A relativ génexpresszids szinteket 222t értékként mutattuk be.

3.4. Gélelektroforézis és immunblot

A C2C12 sejteket 1mM NaF-al és proteaz inhibitorokkal kiegészitett RIPA pufferben
lizaltuk. A Biceps femoris és pectoralis izmait mind a kontroll, mind az astaxanthin etetett
egérnek protedz inhibitorokkal kiegészitett 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 100 mM NaCl, 10 mM
EDTA, 1 mM NaF, és 1 mM NasVO4 tartalmi homogenizal6 pufferben homogenizéltuk.

A sejtlizatumokat 5 percig, az izom homogenizatumokat 10 percig centrifugaltuk
16,000xg-n, 4 °C-on a sejtes tormelék eliminalasara. A mintak fehérje koncentraciéjat BCA
fehérje kit segitségével hataroztuk meg. Az egységes mennyiségii fehérjét SDS-poliakrilamid
gélen vélasztottuk szét, majd Protran membrénra blottoltuk at. A sovany tejes blokkolast
kovetden a membranokat egész éjszakan at inkubaltuk primer egér/nyul antitestekkel. A
megfeleld torma-peroxidazzal konjugalt anti-lgG masodlagos antitesttel valo inkubaciot
kovetben a tormaperoxidaz aktivitdas mérésére erdsitett kemilumineszcens metodikat
alkalmaztunk. A szignalintenzitast rontgenfilmeken rogzitettik, majd a Quantity One

szoftverrel szamszertsitettiik.
3.5. Fluoreszcens jeldles és mikroszkopia

A fluoreszcens jel6léshez elészor a mintakat szobahén fixaltuk  4%-0s
paraformaldehiddel, utana permeabilizaltuk 0,2%-0s Triton X100-al, majd 2%-0s BSA
tartalma PBS-el blokkoltuk. A GLUT4 lathatdva tételéhez nyulbdl szarmazé anti-GLUT4
primer antitestet alkalmaztunk, majd azt felismeré Alexa Fluor 488-konjugélt mésodlagos

antitestet. A mitokondrium jeloléséhez a sejteket elészor MitoTracker™ Deep Red FM-el



inkubaltuk normal kérilmények kozo6tt, majd 4%-os paraformaldehiddel szobahén, 15 percig
fixaltuk. A sejtmagokat Hoechst 33258 festettiik.

A széles latoteri fluoreszcens képekhez Nikon Eclipse Ni-U fluoreszcens mikroszkopot
hasznaltunk 100x objektivvel (Nikon CFI Plan Apo DM Lambda 100x Oil, NA = 1,45). A
képeket a sajat hatteriikre normalizaltuk, majd a jelintenzitist szamszerisitettik és a
kontrollhoz viszonyitva abrazoltuk. A képek kiértékelése és hotérképekké alakitasa Imagel
szoftverrel tortént.

A differencidlatlan (mioblaszt) és a differencialt (miotubulus) C2C12 sejtek

YEye

objektivvel (Leica Hi Plan 10x, NA = 0,28).
3.6. In vitro ¥F-fluoro-2-dezoxi-gliikdz (**FDG) felvétel mérése

A mioblasztok radioaktiv gliikoz analdg ®FDG felvételének monitorozasahoz a C2C12
sejteket 24-26 Oran at ndvesztettiik. Ezt kovetéen 1 6ran at 37 °C-on 10 pCi (0,37 MBq) ®FDG
jelenlétében inkubaltuk a sejteket 1 ml DMEM-ben, ami 1 mM glikozt és 20%-ban FBS-t
tartalmazott. Végll a sejteket begytijtottik, felszuszpendaltuk és a szuszpenzio radioaktivitasat
mértiik Packard Cobra-11 Auto Gamma Counter eszkozzel.

A tiloron kezelést 20 és 35 nM koncentracioban alkalmaztuk 40 6ran keresztil és a
tiloron jelen volt a ®FDG inkubélas soran is. A GLUT1 szerepének meghatarozasara a gliikoz
felvételében, a tiloron kezelt sejteket specifikus GLUTL1 géatléval, BAY-876 kezeltiik 2 6ran
keresztiil 10 nM-os koncentracioban.

A differencialt miotubulusok 8FDG felvételének méréséhez elészor a mioblasztokat 24
oran at ndvesztettiik, mig 90%-os konfluenciat nem mutattak, majd a 20% FBS-t lecseréltiik
2% loszérumra és 5 napon at hagytuk a sejteket miotubulusoka differencialddni. Az 5. napjan
a differenciacionak 20 nM tiloron kezelést alkalmaztunk a sejtkultirdkon 2 vagy 5 oOran
keresztiil, majd 10 percig 100 nM inzulinnal kezeltiik. A ®FDG felvételt a korabban leirtak

szerint mértik.

3.7. A mitokondrialis oxigénfogyasztas (O2 flux) mérése nagy felbontasu

respirométerrel

A csoportok koz6tti respiracios kiilonbégek meghatarozasara a mioblasztokat (3 x 10°
sejt) 2 ml MiRO05 respiracios mediumban (pH 7,1; oxigén oldhatdsagi faktor 0,92) vettiik fel,

majd finoman az oxigraf kamrajaba pipettaztuk.
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A stabil rutin respiraciot kovetden az intakt sejtek mitokondridlis ATP szintézisét
blokkoltuk az ATP-szintaz oligomicinnel valo gatlasaval. Az elektrontranszport rendszer
(ETS) maximalis kapacitasat protonofor fokozatos titralasaval értiik el. A komplex | géatlast
kdvetden az elektrontranszport rendszertdl fiiggetlen 1égzést (vagy maradék oxigénfogyasztast)
hataroztuk meg komplex Il inhibitor, antimycin A jelenlétében. A DatLab szoftvert hasznaltuk

a megjelenitéshez, a respirometrias adatgytijtéshez €s az elemzéshez.
3.8. Az allatok kezelése és in vivo képalkotas

C57BL/6J egerek intraperitonealisan 25 mg / testtdmeg kg tiloron injekcidt kaptak, ami
3 nappal az elsd oltast kdvetden meg lett ismételve. Az elsd oltdst megeldzden és a masodikat
kovetéen pozitronemissziés tomografia / komputertomogréafia (PET/CT) vizsgalatokat
végeztunk.

Az egereket 3%-0s Forane-nal altatttuk és 10,2+0,9 MBq ®FDG-t fecskendeztiink be
100 pl sooldatban a tiloron kezelés eldtt és a masodik tiloron kezelés utan. 50 perccel a
radiotracer injekcié beadasa utan teljes test PET/CT vizsgalatokat végeztink izofluran
altatasban a preklinikai nanoScan PET/MRI 1T keészulékkel. A képrekonstrukcio és a PET
képelemzés utan a standardizalt felvételi értéket (SUV) a kovetkezo képlet alapjan szamitottuk
ki: SUV = [ROI aktivitas (MBg/ml)]/[injektalt aktivitas (MBg)/allattomeg (g)].

3.9. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a Student-féle t-probaval vagy egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik, amelyet Dunnett vagy Sidak post-hoc teszt kdvetett.
A grafikus abrazolashoz és statisztikai elemzésekhez a GraphPad Prism 8.0 szoftvert
hasznaltuk. Az adatokat atlagként + a szorasok atlaga (SEM) vagy a median, a 25. és 75.
percentilisekkel egyitt, dobozdiagramokon abrdzoltuk. A p < 0,05 értéket tekintettiik

szignifikansan eltérének.

4. EREDMENYEK

4.1. A tiloron noveli a BMP jelatvitelt mioblasztokban

El6szor a tiloron BMP-k transzkripciojara gyakorolt hatasat vizsgaltuk C2C12
mioblasztokban, az irodalomban leirt kezelési id6 és koncentracio alkalmazasaval. A gqRT-PCR
kimutatta, hogy a BMP2, BMP4, BMP7 és BMP14 mRNS szintje mindkét (20 és 35 nM)
tiloron koncentracion emelkedett a mioblasztokban; azonban a BMP14 expressziojat csak a
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magasabb koncentracio novelte szignifikansan. A BMP jelatviteli Gtvonal aktivalodasat a
Smad4 mRNS szint emelkedése, valamint a Smadl/5/8 (Ser463/Ser456/Ser467)
foszforilaciojanak ndvekedése jelezte.

4.2. A tiloron hatdsa a GLUT4 transzlokaciot szabalyozo jelatviteli molekulakra

Megvizsgaltuk, hogy a tiloron altal kivaltott fokozott BMP transzkripcio és aktivalt
BMP jelétvitel hogyan hat a gliikdzfelvétel szabalyozé elemeire. A tiloron névelte a foszfo-
Akt2(Serd74)/Akt2 es foszfo-AMPK(Thrl72)/AMPK aranyokat, amik szignifikansak voltak
35 nM tiloron esetében. Az AS160 expresszié mennyiségét mindkét tiloron koncentracid
csokkentette, mig a foszfo-AS160(Thr642)/AS160 aranyéat novelte.

Miotubulusokon teszteltilk a tiloron rovid tavl hatasat, amelyeken el6szor a
differencialodast a dezmin fokozott expresszidjaval igazoltuk. A miotubulusokban a 20 nM
tiloron novelte a foszfo-AS160(Thr642)/AS160 aranyt mindkét (2 és 5 ora) kezelési id6ben.

4.3. A Tiloron fokozza a C2C12 sejtekben GLUT-ok expressziojat és a

glukozfelvételt

Vizsgéltuk a GLUT4 intracellularis expressziojat tiloron kezelt mioblasztokban
immunfluoreszcens festéssel és széles latoterti fluoreszcens mikroszkopiaval. A sejtek teljes
GLUT4 fluoreszcencia intenzitasanak szamszerisitése azt mutatta, hogy a tiloron kezelés utan
megn6tt a GLUT4 tartalom. Ezt kovetéen qRT-PCR-ral vizsgaltuk a Slc2a4 (GLUT4) és a
myoblast-specifikus Slc2al (GLUT1) mRNS szintet. Azt talaltak, hogy a kiilonb6z6
szintjének novekedését eredményezte. A tiloron kezelés hatasat Western blot technikaval is
megvizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy amig GLUTL1 tendencidzusan, addig a GLUT4
mennyisége mindkét koncentracional nétt. Western blot technikaval megvizsgaltuk a PPARy
mennyiségét is, amely a GLUT4 expressziojanak kritikus szabalyozoja, és az altalunk
alkalmazott mindkét tiloron koncentrécid hatasara ndvekedést észleltiink.

Miutan a tiloron kezelés hatasara a GLUT4 transzlokaciot szabalyozé elemek fokozott
aktivitasat és a GLUT4 mennyiségének novekedését mertik, kivancsiak voltunk arra, hogy a
sejtek gliikozfelvétele is Gsszhangban van-e mindezzel. A sejtek 8FDG felvételében 1,5-sz6ros
novekedést tapasztaltunk a 20 nM tiloron kezelés utan és tovabbi ndvekedést a magasabb
koncentracid hatasara. Annak céljabol, hogy elkulonitsiik a GLUT1- és GLUT4-hez kotheto
glukozfelvételt, egy specifikus GLUTL inhibitort, a BAY-876-ot alkalmaztuk, amely
jelentdsen csokkentette a cellularis 8 FDG felvételt.
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4.4, A tiloron noveli a **FDG felvételt és az inzulin érzékenységet

miotubulusokban

Miotubulusokon elészor az Akt2(Serd74) foszforilaciojanak novekedésével igazoltuk
az inzulin hatasat, majd vizsgaltuk a tiloron inzulin érzékenyité hatasat, amely vizsgalatkor azt
kaptuk, hogy a megel6z6 tiloron kezelés tovabb fokozta a pAkt2(Serd74)/Akt2 ardnyt inzulin
adast kovetoen.

Miotubulusokon is tanulméanyoztuk a 8FDG felvételét, és a tiloron kezelés utan (5 6ra)
a miotubulusok 8FDG felvételének novekedését figyeltik meg. Ezt kovetden az inzulin
novelte a ®FDG felvételét a kontroll és a tiloronnal kezelt (2 vagy 5 6ra) csoportban. Es a
tiloron alkalmazésa (5 6ra) tovabb tudta fokozni a miotubulusok inzulin altal kozvetitett
BEDG-felvételét.

4.5. A tiloron hatasa a mioblasztok mitokondridlis funkcidira

Nagy felbontasu respirometridval vizsgaltuk a megndvekedett gliikozfelvétel hatasat a
mitokondrialis 1égzési lancra és kdzvetve az oxidativ ATP termelésére. A kontroll csoporthoz
képest a 20 vagy 35 nM tiloronnal végzett kezelés az intakt mioblasztokban a rutin légzés
jelent6s csokkenését eredményezte. Ezenkivil a tiloron az ATP-kapcsolt légzést is
csokkentette.

A funkciondlis valtozasok miatt megvizsgaltuk a mitokondriumok biogenezisét
szabalyoz6 PGC-1a 6sszmennyiségét, amelynek fehérjeszintjében nem talaltunk valtozast.
Ezért a sejtek mitokondriumait MitoTracker™ Deep Red FM-mel jel6ltik, és egyenként
megvizsgaltuk a mioblasztok teljes mitokondridlis tartalmat, ahol szintén nem talaltunk
kilonbséget a tiloron kezelést kovetden.

4.6. A tiloron kezelés noveli a 8 FDG felvételét in vivo

Az in vitro vazizom mioblasztokban és miotubulusokban megfigyelt megndévekedett
glukdzfelvétel alapjan PET/CT kepalkotas segitségével vizsgaltuk a szisztémas tiloron hatésat
az in vivo BFDG felvételre. A FDG-PET képek kvantitativ analizisével a vazizomzat, a
zsirszdvet és a maj atlagos SUV-értékének szignifikans novekedését figyeltilk meg a tiloron

kezelést kovetéen, ami a radioaktiv jelol6 fokozott felvételére utal ezekben a szovetekben.
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4.7. Az astaxanthin etetés befolyasolja a vazizom metabolizmuséat szabalyoz6

molekulakat

A vazizmok méretlikb6l adodoan az egész szervezet anyageseréjének jelentds részéért
feleldsek. Ezért célunk volt annak vizsgalata, hogy egy erds antioxidans, az astaxanthin étrendi
alkalmazasa hatdssal van-e a vazizom anyagcserét szabalyozd fehérjékre. Az astaxanthin
hatasat olyan hosszl tavl, az erétermelésben részt vevd reprezentativ izmokban vizsgaltuk,
mint példaul az egerek hatsé végtagjainak (biceps femoris) vagy mellsé végtagjainak
(musculus pectoralis) izmai.

Mindkét vizsgalt izomban az mTOR(Ser2448) foszforilacioja nétt az astaxanthin etetés
hatasara. Ugyanakkor a teljes mTOR mennyisége is ndvekedést mutatott, igy a foszfo-
MTOR(Ser2448)/mTOR arany nem valtozott az astaxanthin kezelést kovetéen. Bar az Akt2 és
a foszfo-Akt2(Ser474)/Akt2 arany nem valtozott szignifikansan a vizsgalt mintakban, a foszfo-
AS160(Thr642)/AS160 arany mind a biceps femoris, mind a pectoralis mintakban nétt. A
PGC-1a expresszidja csak enyhe novekedést mutatott a biceps femoris és a pectoralis

izommintdkban az astaxanthin kezelést kovetden.

5. OSSZEFOGLALAS ES KONKLUZIOK

A vézizomsejtekben, legyenek azok mioblasztok, miotubulusok vagy
vazizomszOvetek, a glukozfelvétel egy Osszetett mechanizmus, amelyben a GLUT4
transzlokacid szabalyozasa kdzponti szerepet jatszik. Amennyiben az inditojelek érzékelése és
a jelatviteli Ut sériil, a GLUTA4 transzlokacidja elmarad és nem torténik meg a glukoz felvétele.
Ennek eredményeként tartdsan magas vércukorszint alakul ki, amely sulyos szovédmények
sokasagat okozhatja az egész szervezetben. Ennek elkerillése érdekében fontos a GLUT4
transzlokacid szabalyozasi mechanizmusainak mélyebb megértése és 0j jelatviteli folyamatok

felfedezése.

Az értekezés 1) eredményei a kdvetkezdkben foglalhatok dssze:

e A tiloron kezelés ndvelte a BMP2, BMP4, BMP7 és a BMP14 expresszidjat, tovabba
aktivalta a BMP jelatvitelt C2C12 sejtekben.

e A GLUT4 transzlokaciot szabalyoz6 elemek aktivacioja, mint foszfo-
Akt2(Serd74)/Akt2 és a foszfo-AS160(Thr642)/AS160 aranyok, névekedtek a tiloron

kezelés hatdsara mioblasztokban, ezzel elésegitve a GLUT4 transzlokaciot.
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e Megfigyeltik, hogy a tiloron hatasara megnétt a PPARy mennyisége, valamint a
GLUTL1 és GLUT4 szintje is a mioblasztokban.

e A tiloron kezelést kovetéen a miotubulusokban megnétt a  foszfo-
AS160(Thr642)/AS160 arany. Ezenkivil a foszfo-Akt2(Ser474)/Akt2 arény inzulin
stimulaciot kovetéen tovabb emelkedett a tiloron kezelt mintakban.

e A tiloron kezelést kovetéen a ®FDG gliikdzanaldg felvétele mind a mioblasztokban,
mind a miotubulusokban megnétt. Valamint miotubulusokban a tiloron kezelés tovabb
fokozta az inzulin altal kivaltott ®FDG felvételt.

e A szignifikdnsan megndvekedett glikdzfelvetel nem eredményezett fokozott ATP
termelést a mitokondrialis 1égzés altal; mind a bazélis, mind az ATP-kapcsolt 1égzés
csokkent a tiloron kezelést kovetéen a mioblasztokban, hozzajarulva az AMPK
indukciogjahoz, ndvelve a foszfo-AMPK(Thrl172)/AMPK aranyat.

e Az in vivo C57BL/6J egér kiserletekben a tiloron szisztemas adasa megndvekedett
BEDG felvételt eredményezett a vazizomzatban, a majban és a zsirszovetben.

e Az astaxanthin etetés nem valtoztatta meg a GLUT4 transzlokacioé inzulinfiiggd
szabalyozojanak, a phospho-Akt2(Ser474)/Akt2 aranyat a C57BL/6 egereknek sem a
biceps femoris, sem a pectoralis izmaban, mig a foszfo-AS160(Thr642)/AS160) aranya
névekedett.

e Az mTOR(Ser2448) foszforilacioja nétt az astaxanthin etetés hatasara a C57BL/6
egerek biceps femoris és pectoralis izmaban, de a teljes mTOR mennyiség is nétt, igy
a foszfo-mTOR(Ser2448)/mTOR arany nem valtozott.
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