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Roviditések jegyzéke

AVP arginin-vazopresszin

ca* kalcium

cGMP ciklikus guanozin-monofoszfat

cNOS konstitutiv nitrogénmonoxid-szintaz

CO szén-monoxid

CRP C-reaktiv protein

CXCL1 kemokin (C-X-C motivum) ligand-1

EGTA etilén-glikol-bis (B-aminoetil éter) tetraecetsav
eNOS endotelidlis nitrogénmonoxid-szintaz

GTP guanozin-trifoszfat

HO hem-oxigenaz enzim

HO-1 hem-oxigenaz-1

HO-2 hem-oxigenaz-2

HO-3 hem-oxigenaz-3

IBD gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases)
IL-18 interleukin-13
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IL-6 interleukin-6
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1. Tudomanyos hattér

1.1. Problémafelvetés

A mozgasrol szamos kronikus betegség esetén — |Il. tipusu diabetes mellitus,
kronikus obstruktiv tuddbetegség, koszoruér betegség - feltételezik, hogy jotékony hatassal
bir (Colberg, Sigal et al. 2010, Butts, Belfer et al. 2013, Wienbergen and Hambrecht 2013).
Még tovabbi kutatasokat igényel azonban az, hogy teljes képet kapjunk arrdl, hogy a
mozgas milyen mechanizmusokon keresztul fejti ki pozitiv hatasat a sziv- és
errendszerben. Tisztazasra var az is, hogy az el6zetesen végzett fizikai aktivitas az
emésztérendszerben kialakulé gyulladasra milyen hatassal van. Ismert ugyanis, hogy
mozgas soran lecsdkken a hasi vérellatas, ami extrém esetekben, mint a maratonfutas
vagy az atlétika sulyos, gorcsodléssel, puffadassal, hasmenéssel, hanyassal jard tlineteket
okozhat, ugyanakkor a mozgasnak megel6z6 szerepe van a vastagbél-daganatok
kialakulasaban (Aoi, Naito et al. 2010, van Wijck, Lenaerts et al. 2012). Azonban kevés
informacié all rendelkezésiinkre azokrél a molekularis utvonalakrol, amelyek szerepet

jatszhatnak a mozgas hatasanak kozvetitésében a béltraktusban.

1.2. A fizikai aktivitas és az edzés fogalma, tipusai

A szakirodalom megkulonbozteti a “physical activity” és az “exercise” fogalmat.
Fizika aktivitas alatt értink minden olyan mozgasformat, amelyet a vazizomzat hajt végre
energia raforditasaval. A fizikai aktivitas alkategoriait tdbb szempont alapjan hatarozhatjuk
meg: a mozgas célja, mennyisége és tipusa. A fizikai aktivitas célja alapjan elkulonitink:

szabadidds/ rekreaciés, tovabba a mindennapokkal - foglalkozassal, kdzlekedéssel,
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haztartassal és a napi tevékenységekkel - jar6 testmozgast, illetve az edzést. Az “exercise”,
edzés tervezett, strukturalt fizikai aktivitas, a fizikai fittség egy vagy tobb komponensének —
ugy mint testfelépités, hajlékonysag, izomeré, alloképesség, aerob kapacitas — megtartasa
vagy fejlesztése érdekében végrehaijtott ismétlédé mozgasforma (Zanuso, Jimenez et al.
2010). A szabadid6s vagy rekreacios testmozgas magaba foglal minden belsé
motivaciobodl, kedvtelésbdl, a szabadidd aktiv eltoltése érdekében végzett mozgasformat,
ami felidllést, j6 kozérzetet ad, segit megdrizni az egészséget. A fizikai aktivitas
mennyiségét a mozgas intenzitasa (kis, mérsékelt és nagy intenzitas), id6tartama és
gyakorisaga egyutt adjak meg. A mozgas tipusa alapjan lehet aerob és anaerob edzés, erd,

illetve hajlékonysag fejlesztése céljabdl végzett fizikai aktivitas (Committee 2008).

1.3. Szabadidés testmozgas modellezése futokerékkel

Ragcsaldknal a fizikai aktivitas modellezésére altalaban a futopadot, a futokereket
€s az uszast hasznaljak. A futopad és az uszas esetén protokollban meghatarozott a
mozgas id6tartama, gyakorisaga, illetve futdpadnal a mozgas intenzitasa is, igy ezek a
mozgasformak az edzést modellezik, kivitelezhetéek veliuk a kilonb6z6 edzéstipusok:
aerob, anaerob mozgas és erénléti edzés (Davis, Moriguchi et al. 2013). Ezzel szemben a
futékerék az allatok ketrecének része, igy a ragcsalok sajat maguk ,szabalyozhatjak™ a
futas id6tartamat, gyakorisagat és intenzitdsat. Ez a mozgasforma parhuzamba allithaté a
szabadidds testmozgassal (Takeshita, Horiuchi et al. 2012). Elénye, hogy az allatok a
cirkadian ritmusuk szerint végeznek fizikai aktivitast (a ragcsaldk éjjel aktivak) (Verwey,
Robinson et al. 2013), a megszokott kornyezetikben futnak a kisérletet végz6 személy

jelenléte nélkul, illetve semmilyen mozgasra kényszerité tényez6 nem szikséges. Ezek a
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koriimények csokkentik a stresszt, igy kulonb6zé stresszre indukalodd faktorok

vizsgalatara is alkalmas ez a modell (Brocardo, Boehme et al. 2012).

1.4. A mozgas okozta oxidativ stresszre adott valasz

Az 1980-as évek elején két kutatocsoport is leirta, hogy az 6sszehuzodasokat végz6
vazizom szabadgyokoket termel, melyek szdvetkarositdé hatasuak (Davies, Quintanilha et
al. 1982, Jackson, Jones et al. 1983). Az 1990-es években folyd kisérletek feltartak, hogy
az antioxidans enzimek aktivitasa, oxidativ stresszre adott valaszként, megvaltozik mozgas
kovetkeztében (Ji, Fu et al. 1992, Criswell, Powers et al. 1993). Tovabbi kutatasok
bizonyitottak, hogy a mozgas soran keletkez6 reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékoknak
(RONS) karositd hatasuk mellett fontos szereplik van a sejt-szignalizaciés utvonalak
modositasaban, illetve a redox-érzékeny transzkripcios faktorok szabalyozasaban (Powers
and Jackson 2008).

Dean Jones meghatarozasa szerint az oxidativ stressz definialasanal a prooxidans
és a vele ellentétes jelentési antioxidans fogalmakbal kell kiindulni, igy az oxidativ stressz
alatt a redox szignalizaciéban és redox kontrollban bekovetkez zavart értjik (Jones 2006).
A sejtekben lezajlé oxidativ stressz soran prooxidans tulsuly érvényesul az antioxidans
védekezd folyamatokkal szemben, melyet a kdvetkez6kkel jellemezhetink:

1) nagyobb mértékben keletkeznek szabadgyokok és egyéb oxidalt molekulak

2) csoOkken a kis molekulasulyu és/vagy lipidoldékony antioxidansok mennyisége

3) a sejtszintl redox-egyensuly felborul



4) egyes sejtalkotok - mint példaul a lipidek, fehérjek, DNS, RNS - oxidativ
karosodast szenvednek.

E négy kategodriaba tudjuk besorolni az oxidativ stressz biomarkereit, meghatarozasukkal
kovetkeztethetink a sejtben lejatsz6dé esemeényekre. A biomarkerek mérését azonban
szamos tényez6 befolyasolhatja, illetve metodikai nehézségekbe Utkozik, igy jelenleg még
nincs olyan modszer, mellyel az oxidativ stressz mértékét teljes pontossaggal meg lehetne
hatarozni (Powers and Jackson 2008). Fizikai aktivitas soran a RONS féként a mikodé
harantcsikolt izmokban és a szivizomban keletkeznek, valamint a fehérvérsejtekben és a

tidében is képzddnek (Powers and Jackson 2008, Dong, Chen et al. 2011).

1.5. A fizikai aktivitas befolyasolja a gyulladasos markerek szintjét

A vazizomzat mikodése soran citokineket és egyéb jelmolekulakat szabadit fel,
melyeket 0sszefoglalé néven miokineknek nevezunk. Ezek a keringésbe jutva kozvetitik a
mozgas jotékony hatasat a kulonboz6 szervekhez. A fizikai aktivitasra adott valaszként
els6ként az interleukin-6 (IL-6) szintje emelkedik meg a vérben a mozgas intenzitasatol,
id6tartamatdl fuggd mértékben, ezt kdvetéen megnd az interleukin-1 receptor antagonista
(IL-1ra) és a gyulladascsokkentd citokinek kozul az interleukin-4 (IL-4) és az interleukin-10
(IL-10) mennyisége (Pedersen and Febbraio 2008, Ostapiuk-Karolczuk, Zembron-Lacny et
al. 2012), mig a gyulladaskelt6 C-reaktiv protein (CRP) szintje csdokken mérsékelt
intenzitdsu mozgas hatasara (Arikawa, Thomas et al. 2011, Al-Nassan, Fuijita et al. 2012).
Ezzel ellentétben a nagy intenzitdsi mozgas megndveli a gyulladaskeltd tumor nekrézis

faktor-a (TNF-a) és az interleukin-1B (IL-1B) szintjét is (Scott, Sale et al. 2013). Az IL-6
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negativan és pozitivan is befolyasolhatja a gyulladasos allapotot: ha a T sejtekbél és
makrofagokbdl szabadul fel, akkor gyulladasos valaszt stimulal, mig a mikdédé vazizmok
altal termelt IL-6 anti-inflammatérikus tulajdonsagu, mivel gatolja a TNF-a és az IL-18,
illetve serkenti az IL-1ra és az IL-10 felszabadulasat (Golbidi, Badran et al.).

A gyulladasos markerek — CRP, TNF-q, IL-1B3, IL-6 — tartésan emelkedett szintje a
kismértékli szisztémas gyulladasos allapot rizikétényezéje, illetve szamos krénikus
betegség velejardja, mint a ll-es tipusu cukorbetegség, egyes daganattipusok,
kardiovaszkularis megbetegedések, metabolikus szindroma (Mathur and Pedersen 2008,

Wang, Yatsuya et al. 2013).

1.6. Gyulladasos jelmolekulak a bélrendszerben

A gyomor-bélrendszerben a taplalék és a bélbaktériumok anyagcseretermékei
antigénkeént aktivaljak az immunrendszert. Ennek hatasara a bélnyalkahartya immunsejtjei,
a neutrofil leukocitak, a makrofagok, a dendritikus sejtek, a limfocitak és a bélhamsejtek
gyulladascsokkent6 és gyulladaskelté citokinek szekretalasaval valaszolnak (Paul, Khare
et al. 2012). Az egészséges bélben a f6 anti-inflammatérikus citokin az IL-10, a
gyulladasos allapotot azaltal ellensulyozza, hogy gatolja a gyulladaskelt6 citokinek
termelédését (Moore, de Waal Malefyt et al. 2001, Huibregtse, van Lent et al. 2007). Az IL-
10 szerepét hangsulyozza az a tény is, hogy az IL-10 génhianyos egerekben spontan
kialakul a vastagbélgyulladas (Sellon, Tonkonogy et al. 1998), tovabba az IL-10 adasara

csokken a gyulladas sulyossaga (Emami, Chokshi et al. 2012).
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A pro- és az anti-inflammatérikus folyamatok egyensulyanak felborulasakor az
immunvédekezésben szerepet jatszd6 mononuklearis sejtek gyulladaskelté mediatorokat
szabaditanak fel, tobbek kdzott a TNF-a-t és az IL-1B-t. Az aktivalt IL-18 fokozza a
fagoszémak antimikrobialis funkcidjat és elémozditja az intracellularis patogének elleni
védelmet (Nunes and de Souza 2013). A gyulladasos kaszkadban a széveti makrofagok és
a hizésejtek neutrofil kemoattraktansokat szabaditanak fel, mint példaul a neutrofilekre
kemoattraktans kemokin (C-X-C motivum) ligand-1-et, melyek hatasara a neutrofil
leukocitak kilépnek az érrendszerbdl és a gyulladt terlletre vandorolnak (Arijs, De Hertogh
et al. 2011, Khor, Gardet et al. 2011, Strober and Fuss 2011, De Filippo, Dudeck et al.
2013). A neutrofilek antimikrobialis aktivitasukat a fagoszémakban talalhaté mieloperoxidaz
enzim (MPO) révén fejtik ki. A MPO katalizalta reakcioban hidrogén-peroxid jelenlétében a
kloridion hipoklorsavva oxidalédik, ami reagal a bakterialis eredetli proteinekkel és
citotoxikus kloraminok keletkeznek (Nauseef 2007, Klebanoff, Kettle et al. 2013).

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases - IBD) pathomechanizmusat is
a gyulladaskelté mediatorok tulzott mértékl felszabadulasa és a leukocitak migracidja
jellemzi, melyekhez hozzajarul a RONS fokozott képzédése (Achitei, Ciobica et al. 2013).
A IBD két f6 tipusa a Crohn betegség és a colitis ulcerosa (fekélyes vastagbélgyulladas). A
betegségek pontos etioldgidgja még nincs feltarva, genetikai, kornyezeti, mikrobialis
tényez6k és koéros immunvalaszok jatszanak szerepet a betegségek kialakulasaban
(Zzhang and Li 2014). A TNF-a kozponti szerepét a gyulladasos kaszkadban alatamasztja,
hogy gatloszereit (pl. Infliximab) sikeresen alkalmazzak a IBD-ben szenvedd betegeknél a
remisszio el6idézésére és fenntartasara (Thomson, Gupta et al. 2012, Guo, Lu et al. 2013,

Pedersen, Coskun et al. 2014).
12



A 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsavval (TNBS) kivaltott vastagbélgyulladas modellt
els6ként Morris és munkatarsai irtdak le 1989-ben (Morris, Beck et al. 1989). Az eljaras
soran a TNBS-at 50%-o0s etanollal higitjak, s az oldatot kdzvetlenul a vastagbélbe juttatjak
altatasban. Az akut gyulladas a kezelést kovetd 2-3 napon belll tetézik. Elsd l1épésként a
TNBS és olddszere, az etanol karositja a bélnyalkahartya barriert, majd a TNBS, ami egy
haptén vegylulet, képes kotédni a bél sajat fehérjéihez, s ezen haptén-fehérje komplexek
az interleukin-12 és a T helper-1 kozvetitette immunvalaszt valtanak ki. Az aktivalt
makrofagok gyulladaskelté mediatorokat — TNF-a, IL-6, IL-1p - szabaditanak fel, ami a
bélfal minden rétegét érinté gyulladashoz vezet, s véres hasmenéssel és fogyassal jarod
tineteket okoz (Strober, Ludviksson et al. 1998, Kawada, Arihiro et al. 2007, Ishiguro,

Ando et al. 2010) (1.abra).
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1. abra: TNBS hatasmechanizmusa a vastagbélben. A bél sajat fehérjéihez kapcsolodik a TNBS, s az
igy kialakulo haptén-fehérje komplex valtja ki a Th1 kdzvetitette immunvalaszt (Strober, Ludviksson et al.
1998). APS = antigén prezentald sejt, T = T sejt, Thl = T helper 1 sejt, IFN-y = interferon-y, M =
makrofag, IL-12 = interleukin-12; TNF-a = tumor nekrézis faktor-a; IL-6 = interleukin-6; IL-18 = interleukin-

18

1.7. A hem-oxigenaz enzimrendszer

A hem-oxigenaz enzim (HO) katalizalja a prooxidans hatasu hem atalakulasat
biliverdinné, az tovabbalakul bilirubinna, illetve keletkezik még szén-monoxid (CO) és vas,
ami ferritinhez kotédik. Az antioxidans bilirubin jelenlétét megtdbbszdorézi egy kdrfolyamat:
a biliverdint a biliverdin reduktaz alakitja at bilirubinna, majd hidrogén-peroxid képes

visszaoxidalni biliverdinné (Jansen and Daiber 2012). A bilirubin az antioxidans
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tulajdonsagat egyrészt a RONS direkt semlegesitésén, masrészt indirekt uton a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidaz (NADPH oxidaz) és protein kinaz
aktivitasanak, a neutrofilek adhéziéjanak gatlasan, illetve a gyulladasos utvonalak
modositasan keresztul fejti ki (Abraham and Kappas 2008). A gaz halmazallapotu CO 6
forrasa a HO katalizalta reakcido, masrészt f6képp stressz hatasara HO-flggetlen
utvonalakon, szerves molekuldk, fenolok és flavonoidok oxidaciojaval, illetve lipidek
peroxidacidjaval is keletkezhet. A CO a ciklikus guanozin—monofoszfaton (cGMP) keresztul
vagy a cGMP-figgetlen utvonalon, kalcium (Ca®")-fliggd kalium csatorna aktivalasan
keresztul vazodilataciot okoz. Tovabba gyulladascsokkentd hatassal is bir, mivel gatolja a
gyulladaskelté citokineket (TNF-a, IL-13, makrofag inhibitor protein-1B) (Abraham and
Kappas 2008).

A HO-nek harom izoformaja ismert: az indukalhaté hem-oxigenaz-1 (HO-1) és a
konstitutivan expresszaldodé hem-oxigenaz-2 (HO-2) és hem-oxigenaz-3 (HO-3) (Zhu, Fan
et al. 2011). A 32 kDa-os HO-1 és a 36 kDa-os HO-2 két kulénb6zd gén termékei, melyek
kb 42% hasonlésagot mutatnak az aminosav-szekvenciajukban. Az uUjonnan felfedezett
HO-3 izoformardl keveset tudunk, egy 33 kDa protein, aminosav-szerkezetében 90%-0s
homolégiat mutat a HO-2-vel (McCoubrey, Huang et al. 1997), feltehetéen a HO-2
transzkriptjébdl szarmazo pszeudogén (Hayashi, Omata et al. 2004).

Fiziologias korulmények kozott a HO-1 Iépben és majban expresszalddik nagy
mennyiségben, ahol a vordsvértestek szétesésével felszabaduldé hem bontasat végzi. A
HO-1 sejten belul tdbb sejtalkotdban eléfordulhat, az endoplazmatikus retikulumban, a
kaveolakban és a mitokondriumban egy hidroféb transzmembran szegmens a citokrom

P450 reduktazzal és a biliverdin reduktazzal egyutt kihorgonyozza a membranhoz. Stressz
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hatasara a transzmembran domén lehasitasaval a megrovidult enzim a citoplazmaba vagy
a sejtmagba kerul (Dunn, Midwinter et al. 2014). A HO-1 izoforma transzkripciojat, melyet
hésokk protein 32-nek is neveznek, szamos tényez6 képes indukalni: pl. nehézfémek,
RONS, hipoxia, hésokk (Tsiftsoglou, Tsamadou et al. 2006). A IBD-ben szenvedd
betegeken és allatkisérletes modelleken végzett vizsgalatok igazoljak, hogy a gyulladt
bélben megemelkedik a HO-1 expresszidja (Barton, Rampton et al. 2003, Paul, Bataille et
al. 2005, Takagi, Naito et al. 2008), indukcidja pedig gyulladascsdkkenté hatassal bir. A
HO-1 enzim aktivitasanak és expressziojanak fokozasan keresztll is kifejti protektiv
hatasat az 5-amino-szalicilsav, a IBD-ben szenved6 betegek kezelésére széles kdrben
alkalmazott aminoszalicilatok hatéanyaga (Horvath, Varga et al. 2008). Tovabba példaul a
HO aktivitast serkenté hemin (Varga, Laszlo et al. 2007) és a hipertermia (Kokura, Yoshida
et al. 2007) csokkenti, mig a HO-1 aktivitasat gatld cink-protoporfirin IX és én-protoporfirin
IX (SnPP) sulyosbitja a kisérletes bélgyulladast patkanyban (Varga, Laszlo et al. 2007,
Zhong, Xia et al. 2010).

A fizikai aktivitas id6tartamatol és intenzitasatol figgéen képes befolyasolni a HO-1
expressziojat és aktivitasat. Mig a rovid ideig tarté mozgas nem nodveli a HO-1
expressziojat, addig a félmaraton, maraton szignifikans mértékben megemeli a
fehérvérsejtekben a HO-1 expresszidjat (Fehrenbach, Niess et al. 2003, Thompson, Basu-
Modak et al. 2005, Marfe, Tafani et al. 2010). Atlétdkban figyelték meg, hogy a HO-1
expresszioja nyugalmi allapotban represszalt, ami a rendszeres fizikai aktivitashoz valo
adaptalédasra utal (Niess, Passek et al. 1999). A mozgas HO-1 aktivitdsat fokoz6 hatasat
a keletkez6 RONS is kozvetitik NF-E2 kapcsolt faktor 2-n (Nrf2) keresztil (Golbidi, Badran

et al.) (2. abra). Nrf2 egy transzkripcids faktor, ami a sejtet ért oxidativ stressz hatasara a
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citoplazmabdl a sejtmagba kertl, ahol transzkripcios faktorokkal kapcsolédik dssze. A
keletkezett heterodimer képes koétéddni szamos antioxidans védekezésben szerepet jatszo
molekula — tdbbek kézott HO-1 — génjének promoter régidjaban levé antioxidans valasz

elem szekvenciahoz és ez altal fokozza a célgénjének atirasat (Bataille and Manautou

2012).
HO-1 T
hem m > co + Fe?* + biliverdin
NADPH NADP* l l l biliverdin reduktaz
vazodilatacié Ferritin-Fe bilirubin
antioxidans l
gyulladascsokkentd
antioxidans

(TNF-a |, IL-1B )

antiapoptoétikus

2. abra: A RONS hatasa a HO-1 expresszidjara. A hem bomlasabdl szarmazé CO és bilirubin
is részt vesz az oxidativ stressz leklizdésében (Golbidi, Badran et al.). RONS = reaktiv oxigén
és nitrogén szarmazékok, Nrf2 = Nf-E2 kapcsolt faktor 2, HO-1 = hem-oxigenaz-1, CO = szén-
monoxid, Fe®" = szabad vas, NADPH = redukalt nikotinamid adenin dinukleotid foszfat, NADP* =
oxidalt nikotinamid adenin dinukleotid foszfat, TNF-a = tumor nekrézis faktor-a, IL-1B =

interlekin-13
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A konstitutivan expresszaléddé HO-2-t szamos szervben kimutattak, nagy
mennyiségben megtalalhaté az agyban: a neuronokban, a gliasejtekben és az agyi
erekben (Parfenova and Leffler 2008, Leffler, Parfenova et al. 2011). Tovabba leirtak még
testisben, placentaban, uterusban, a bélidegrendszerben, cornea epitél sejtekben és a
keringési renszerben (Kreiser, Kelly et al. 2003, Shotton and Lincoln 2006, Piotrkowski,
Monzon et al. 2009, Bellner, Patil et al. 2011, Bagyanszki and Bodi 2012). Expresszidjat a
kortikoszteroidok befolyasoljak transzkripcidos szinten, illetve hipoxia vagy hipotenzio
hatasara a HO-2 aktivitasat a protein foszforilacids poszttranszlaciés mechanizmusok
dinamikusan szabalyozzak (Kim, Pae et al. 2011, Leffler, Parfenova et al. 2011).
Hisztokémiai tanulmanyok bizonyitjak, hogy a HO-2 jelen van a glomus caroticumban, ahol
feltehetbéen az altala katalizalt reakcidoban keletkez6 CO a glomus caroticum szenzoros
érzékenységét szabalyozza, illetve a Ca**-aktivalt kalium csatornak aktivalasan keresztill
vazodilataciét okoz (Leffler, Parfenova et al. 2011, Prabhakar 2012). A gyomor-
bélrendszerben a korkdrds simaizmokban pedig a transzmembran potencial gradiens
kialakitasaban van szerepe a HO-2 mikodése soran az idegi elemekbdl felszabaduldé CO-
nak (Sha, Farrugia et al. 2010). Irodalmi adatok alapjan a HO-1 és a HO-2 is szerepet

jatszik a gyulladas lekiizdésében és a sebgyogyulasban (Seta, Bellner et al. 2006).

1.8. A nitrogénmonoxid-szintaz enzimrendszer

Az oxidativ stresszben és gyulladasos folyamatokban szintén fontos szerepet télt be
a nitrogénmonoxid-szintaz enzimrendszer (NOS). Ezek az enzimek L-arginin L-citrullinna

alakulasat katalizaljak, a reakcid soran nitrogénmonoxid (NO) keletkezik. Mivel a
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lipidoldékony NO egy rovid életideji molekula (féléletideje az €16 szervezetben 10-30 sec),
igy a felszabadulasanak kozvetlen koérnyezetében hat (600 um tavolsagra képes
eldiffundalni) (Knowles and Moncada 1992). A NO sokféle szignalizacios utat elindithat,
melyek alapvetdéen két kiindulasi Iépésbdl agaznak tovabb: egyrészt a NO stimulalja a
guanilat ciklazt, ami guanozin-trifoszfatbdl (GTP) a cGMP keletkezését katalizalja,
masrészt fehérjéket S-nitrozilal, vagyis a fehérjék ciszteinjehez vagy tirozinjahoz
kovalensen kapcsolédik (Umar and van der Laarse 2010). A konstitutivan expresszalodo
NOS (cNOS) izoformak a neuronalis NOS (nNOS vagy NOS1) és az endotelidlis NOS
(eNOS vagy NOS3), Ca®*-fliggéek, mivel autoinhibitoros hélixiik van, ami alacsony Ca*'-
koncentracié mellett destabilizalja kalmodulin kétédését az enzimhez (Balligand, Feron et
al. 2009). A nNOS fbéként az idegi elemekben lokalizalédik, azonban megtalalhato
izomsejtekben, epitél sejtekben, hizésejtekben, neutrophil granulocitdkban. Az eNOS-t,
ahogy a neve is mutatja, el6szor endotél sejtekben azonositottak, azéta bebizonyosodott,
hogy szamos mas sejtben is eléfordulhat, mint példaul epitél sejtekben, idegi elemekben,
simaizom sejtekben, vérlemezkékben, T-sejtekben és hizésejtekben (Forstermann, Boissel
et al. 1998, Haverkamp and Eldred 1998, Gilchrist, McCauley et al. 2004, Zhou and Zhu
2009). A harmadik izoforma az indukalhaté NOS (iINOS vagy NOS2) Ca**-fiiggetlen, szinte
valamennyi sejttipusban megtalalhatd, szabalyozasa transzlacios és poszttranszlacios
szinten is megvalosul, aktivitasat példaul gyulladaskelté faktorok - TNF-a, interferon-y -
illetve egyes baktériumok képesek fokozni (Dijkstra, Yuvaraj et al. 2007, Pautz, Art et al.
2010, Rafa, Amri et al. 2010, Thurston, Larmonier et al. 2010).

Az eNOS és a nNOS katalizalta reakciéban kis mennyiségben keletkezik NO, ezzel

ellentétben az INOS nagyobb mennyiségd NO-ot termel (Kolios, Valatas et al. 2004). A
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NOS altal termelt NO jotékony és karositd is lehet, attél fliggéen hogy hol és mekkora
mennyiségben keletkezik. A kis mennyiségben keletkez6 NO a cGMP-on keresztll, a
vazodilatacié biztositasa révén a keringés finomhangolasaban is részt vesz (Derbyshire
and Marletta 2012). Az érendotél sejtekben expresszalodé eNOS szintjét tobbek kozott a
fokozddd nyirderd, a mozgas és az oxigénhianyos allapotok képesek ndvelni (Chatterjee,
Black et al. 2008). A NO egy reaktiv molekula, amely oxigén szabadgyodkokkel is képes
reakcioba |épni, ekkor citotoxikus dinitrogén-trioxid és peroxinitrit keletkezik, melyek
reakcioba léphetnek a DNS-sel, a fehérjékkel és a lipidekkel, ezaltal nagy mennyiségben
tovabbi oxidativ karosodasokat okoznak (Pacher, Beckman et al. 2007). Az INOS és az
altala nagy mennyiségben termelt NO szamos betegség patoldgias folyamataban szerepet
jatszik a keletkezd peroxinitrit révén: sziv- és érrendszeri megbetegedések, kronikus

gyulladassal jaré allapotok, daganatok, cukorbetegség (Pacher, Beckman et al. 2007).

1.8.1. NOS izoformak a béltraktusban

A béltraktusban mindharom NOS izoforma megtalalhaté mind a kapillarisok
endotéljében, a bélidegrendszer neuronjaiban és a bélfal izomzatdban, azonban
eloszlasuk, funkcidjuk és aktivitasuk eltér6 mértékben valtozik a fiziologias és patoldgias
folyamatokban (Vannucchi, Corsani et al. 2002, Vallance, Dijkstra et al. 2004, Van Geldre,
Fraeyman et al. 2004, Talapka, Bodi et al. 2011, Baccari, Traini et al. 2012). Eddigi
ismereteink alapjan a konstitutiv izoformaknak a bélrendszer fiziologias allapotanak
fenntartdsaban betoltott szereplk, hogy szabalyozzak az epitél réteg permeabilitasat. A
mikrovaszkularis tonus szabalyozasaban a nNOS altal termelt NO is részt vesz, azaltal

hogy bazalis vazomotor tonust és véraramlast tart fenn, mig az eNOS katalizélta
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reakciobol szarmazé NO a véraramlas dinamikus valtozasait biztositja (Seddon,
Chowienczyk et al. 2008, Shabeeh, Seddon et al. 2013). A bélidegrendszer nitrerg
neuronjaibdl felszabaduld NO a simaizomsejtek relaxaciéjan keresztll a bélperisztaltika
leszall6 aganak szabalyozodja (Hata, Ishii et al. 1990, Bartho and Lefebvre 1995). Az INOS
fehérje expresszidja az egészséges bélben is kimutathatd, hiszen a bélrendszer
folyamatosan érintkezik baktériumokkal. Ugyanakkor csupan kis mennyiségben van jelen,
féként a nyalkahartya lamina propria rétegében levé neutrophil granulocitakban és az epitél
sejtekben (McCafferty, Miampamba et al. 1999). Az erek endotéljében az eNOS mellett az
INOS is jelen lehet. Ezek az enzimek altal termelt NO gyulladascsdkkent6é hatast fejt ki,
ugyanis gatolja a leukocitak kitapadasat az endotélhez, értagitdé hatasu és szabalyozza az
endotél permeabilitasat. Paradox mddon a leukocitakban talalhaté iINOS a gyulladasos
reakciokhoz jarul hozza, mig az endotél sejtekben [évd NOS feltehetden

gyulladascsokkent6 (Cromer, Mathis et al. 2011, Danese 2011) (3.abra).
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3. dbra: A megvaltozott endotél funkcié a gyulladt bélben. A gyulladasos valaszban
lecsokken az endotél sejtekbdl szarmazé NO produkcié (Cromer, Mathis et al. 2011). D =
dendritikus sejt, T = T sejt, L = leukocita, M = makrofag, TNF-a = tumor nekrozis faktor-a, IL-
1B = interleukin-1f, IL-6 = interleukin-6, IL-10 = interleukin-10; cGMP = ciklikus guanozin-
monofoszfat; sGC = szolubilis guanilat ciklaz, GTP = guanozin-trifoszfat, NO =
nitrogénmonoxid, eNOS = endotelidlis nitrogénmonoxid-szintaz, iINOS = indukalhaté

nitrogénmonoxid-szintaz

A kllénboz6 izoformak termelte NO szerepének vizsgalatat a béltraktus gyulladasos
megbetegedéseiben szamos kutatas tlzte ki céljaul. Az eredmények abban megegyeznek,
hogy mig az egészséges bélben az INOS kis mennyiségben detektalhatd, addig a

béltraktus gyulladasos allapotaiban emelkedett iINOS expresszié mutathaté ki a colon
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gyulladt régidiban az epitél sejtekben és a lamina propria mononuklearis sejtjeiben, s ez
okozhatja a fokozott NO termelést (Ancha, Kurella et al. 2009, Gonzalez-Mauraza, Martin-
Cordero et al. 2014). Porras és mtsai. kisérletes vékonybélgyulladasban kimutattak, hogy
az INOS mRNS expresszidja ciklikusan a betegség aktiv fazisdban emelkedett, mig a
NNOS mRNS-e downregulalt a gyulladt vékonybélben (Porras, Martin et al. 2006). Beck és
mtsai. dextran szodium szulfat indukalta vastagbélgyulladasban nem mértek szignifikans
valtozast a nNNOS mRNS-ének expresszidjaban, ugyanakkor a gyulladt tertleteken a nNOS
fehérje nagyobb mennyiségben volt detektalhatdé (Beck, Xavier et al. 2004). Kisérletes
vastagbélgyulladasban az eNOS fehérje mennyisége jelentésen megné az endotél
sejtekben (Beck, Xavier et al. 2004, Vallance, Dijkstra et al. 2004). Azért, hogy jobban
megértsik, hogy az egyes izoformak milyen szerepet jatszanak a gyulladas folyamataban,
genmodositott  egereken  veégeztek  kisérleteket. Azonban az  eredmények
ellentmondasosak, Beck és mtsai. kisérleteiben az eNOS és az INOS is protektivnek
bizonyult, mig a nNOS génkititétt allatokban sulyosabb bélgyulladast kaptak (Beck, Xavier
et al. 2004). Tébb kutatdcsoport pedig épp az ellenkezdjérdl szamol be, az eNOS illetve az
INOS génmddositott egerekben egyarant sulyosabb gyulladast tapasztaltak a vad tipushoz
képest (McCafferty, Miampamba et al. 1999, Sasaki, Bharwani et al. 2003, Vallance,
Dijkstra et al. 2004). igy az egyes izoformaknak a bélgyulladads pathomechanizmusaban

betdltott pontos szerepének tisztazasa tovabbi kisérleteket igényel.
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1.8.2. NOS izoformak a kardiovaszkularis rendszerben

A sziv- és érrendszerben fizioldgias korulmények koézott az eNOS az endotél
sejtekben, illetve kisebb mennyiségben a szivizomsejtekben, a nNOS az intracardialis idegi
elemekben expresszalddik, mig az INOS egészséges szivben nincs jelen, gyulladasos és
stressz faktorok azonban indukaljak az expresszidjat (Umar and van der Laarse 2010).

Szivben az eNOS-t termel§ tdbb endotél réteget kildnbdztetink meg: az
endocardium és a miocardium Kkapillarisainak cardialis endotél rétegét, illetve az
epicardiumban |évé nagyobb koronariak és a miocardiumban futé kisebb koronariak
érendotél sejtjeit (Brutsaert 2003). eNOS aktivitasanak és a bioaktiv NO szintnek a
szOvetspecifikus, dinamikus szabalyozasa transzlaciés, poszttranszlaciés és epigenetikus
szinten is megvalosul (Dudzinski and Michel 2007). Az eNOS inaktiv allapotban a keringési
rendszer és a sziv ereinek endotél sejteiben caveolin-1-en keresztll plazmamembran
vezikulakhoz, caveolakhoz kihorgonyozva talalhaté (Feron and Kelly 2001, Miethke,
Feussner et al. 2003). A vér aramlasanak kovetkeztében az érfalra hatd nyiréerd képes
fokozni az eNOS aktivitasat. Gyors valaszként az eNOS disszocial a caveolakhoz rogzité
negativ regulatorardl, és kalcium-kalmodulinnal asszocialva aktivalodik (Rizzo, Mcintosh et
al. 1998, Duran, Breslin et al. 2010). Majd a NO szint tovabbi fenntartasahoz a NF-kB-n
keresztil az eNOS mRNS transzkripcidja és stabilitasa is n6. A keletkez6 NO a CO-hoz
hasonldéan, a szolubilis guanilat ciklazon (sGC) és a cGMP-n utvonalon keresztll is
vazodilataciot okoz (Balligand, Feron et al. 2009). Az eNOS a miokardiumban a
szarkolemma és a T-tubulusok caveolaihoz a caveolin-3-on keresztul kapcsolédik (Feron,
Belhassen et al. 1996, Umar and van der Laarse 2010) (4. abra). Az eNOS aktivitasat

fokozhatja a szivizomsejtek nyujtasa (Petroff, Kim et al. 2001), agonista kétédése a [33-
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adrenoreceptorokhoz vagy a muszkarinos M2 receptorokhoz (Massion and Balligand 2003,
Zhang and Casadei 2012). Az eNOS indukciojabdl fakadd hatas a keletkez6 NO
mennyiségétél, a sejt oxidativ allapotatdl és a kivaltd stimulustdl fliggéen lehet pozitiv vagy
negativ inotrép hatas. A szivizomsejtek relaxaciojat valthatja ki a kovetkezd utvonalakon
keresztul. A felszabadul6 nagyobb mennyiségl NO a cGMP-n keresztll aktivalja a protein
kinaz G-t (PKG), ami foszforildlja a troponin I-t, a foszforiralt troponin | pedig gatolja a
troponin C-t, ezaltal csdkken a miofilamentumok Ca®" érzékenysége (Layland, Li et al.
2002). Pozitiv inotrop hatast valt ki a kis koncentracidban jelen levé NO, ami S-nitrozilalja a
T-tubulusok fesziiltségfiiggé L-tipusti Ca®* csatornait és a szarkoplazmas retikulum 2-es
tipusu rianodin receptorait (Massion and Balligand 2003, Umar and van der Laarse 2010)

(4. abra).
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T-tubulus

K* csatorna

caveola

CaZ* csatorna

Caveolin-3

Csokken a Ca2+ érzékenység ) rkc?plazmas
Csokken a miofilamentumok retikulum

kontraktilitasa

4. abra: eNOS szignalizacios utvonalak a szivizomsejtekben. A szivizomsejtekben az
eNOS katalizalta reakcioban keletkez6 NO cGMP fliggé és fuggetlen utvonalakat is képes
indukalni. Trl = troponin I, PKG = protein kinaz G, sGC = szolubilis guanilat ciklaz, RyR =
rianodin receptor, cGMP = ciklikus guanozin-monofoszfat

Abra forrasa: http://docs.abcam.com/pdf/cancer/nitric_oxide_signaling.pdf nyoman

A nNOS, a masik konstitutiv izoforma, a szivizomsejtekben a szarkoplazmas
retikulumban talalhatd, nagyon koézel a rianodin receptorokhoz és a xantin
oxidoreduktazhoz. Génmddositott egereken és a NOS inhibitorok alkalmazasaval végzett
kisérletek nem adnak egyeértelmi valaszt a nNOS szerepére. Fiziologias korulmények
kdzott szabalyozza a szarkoplazmas retikulum Ca®* leadasat és visszavételét azaltal, hogy
az eNOS-hoz hasonléan S-nitrozilalja a 2-es tipusu rianodin receptorokat (Danson, Choate

et al. 2005). Roberto Saraiva és mtsai. egerekben igazoltak, hogy ha a nNOS downregulalt
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volt, akkor a xantin oxidoreduktaz aktivitasa fokozodott igy a nNOS-nak szerepe lehet a
miokardium redox allapotanak beallitasaban is (Saraiva, Minhas et al. 2007).

A konstitutiv formakkal ellentétben az iINOS expresszidjat és aktivitasat a
gyulladasos mediatorok, mint példaul az IL-18, az interferon-y (Balligand, Ungureanu-
Longrois et al. 1994, Pautz, Art et al. 2010), stressz faktorok mint a hipoxias allapot, vagy a

szepszis képesek fokozni (Jung, Palmer et al. 2000).

1.8.3. A fizikai aktivitas hatasa a NOS izoformakra a kardiovaszkularis rendszerben

A fizikai aktivitds szamos utvonalon keresztul hatédssal van az ereket bélelé endotél
sejtekre. Egyrészt hemodinamikai, mechanikai hatast fejt ki az erekre: emeli a
pulzusszamot, ami ndveli a véraramlast, az érfalra hatd nyiréerét és nyujtja az érfalat.
Masrészt kémiai jelmolekulakat szabadit fel, citokineket, izom-eredetli metabolitokat, idegi-
humoralis faktorokat (Whyte and Laughlin 2010). A mozgasra valaszként néhany
masodpercen belil megné az eNOS aktivitasa, vazodilataciét kivaltva, aminek
kovetkeztében a nyiréer6 meértéke normalizalodhat. A kulonbozd intenzitasu mozgasok
eltéréen befolyasoljak a NO termelését és bioaktivitasat, mig a kdzepes intenzitasu fizikai
aktivitas soran n6 a NO mennyisége, addig a megeréltetdé mozgas kovetkeztében

felszabaduldé ROS reagalnak a NO-dal, igy lecsdkkentik annak mennyiségét (5. abra).
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fiziologias allapot kbézepes intenzitasu megerdltetd

fizikai aktivitas

5. dbra: eNOS katalizalta NO felszabadulas okozta vazodilatacié kiulonbo6zé intenzitasu
tréning hatasara (Di Francescomarino, Sciartilli et al. 2009). A kdzepes intenzitdsiu mozgas
soran megnovekvé NO szint normalizélja az érfalra haté nyiréerét. A megeréltetd mozgas
kovetkeztében termel6dé ROS lecsokkentik a NO bioaktivitasat. eNOS = endotelidlis
nitrogénmonoxid-szintaz, NO = nitrogénmonoxid, GTP = guanozin-trifoszfat, GC = guanilat-

ciklaz, cGMP = ciklikus guanozin monofoszfat, ROS = reaktiv oxigén szarmazékok

A mozgas id6tartama is befolyasolja a NO felszabadulasat. Kdzepes idétartamu
edzéseknél az edzések alatt akut médon megemelkedd véraramlas és a nyirdéerd hatasara
fokozddik az eNOS expresszidja. Hosszantarté testmozgas soran strukturalis adaptalédas
is bekovetkezik, feltehetéen a NO-kdzvetitette uton: megné az ér atmérdje, ami
strukturalisan normalizélja a nyiréerét, igy a NO mennyisége alapszintre tér vissza (Di
Francescomarino, Sciartilli et al. 2009). A fizikai aktivitds antioxidans tulajdonsaga is

hozzajarul ahhoz, hogy a NO mennyisége nd. Az artériak falaban a NADPH oxidaz a f6
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RONS-at termelé enzim, az altala termelt reaktiv gyokok a NO-dal reagalhatnak,
csokkentve a NO szintet és ndvelve a nagyon reaktiv peroxinitrit mennyiségét (Rodino-
Janeiro, Paradela-Dobarro et al. 2013). A mozgasrél bebizonyosodott, hogy képes
csokkenteni a NADPH oxidaz aktivitasat, ugyanakkor ndéveli a RONS semlegesitéséért
felel6s enzimek, a szuperoxid-dizmutaz (SOD) és a glutathion peroxidaz aktivitasat (Leung,
Yung et al. 2008). E mechanizmusok altal is ndveli a NO szintet és javitia az endotél
funkciot (Di Francescomarino, Sciartilli et al. 2009). A mozgassal ellentétben a magas
vérnyomasra jellemzd oszcillalé nyiréeré prooxidans hatasu (Majzunova, Dovinova et al.
2013). Az eNOS altal termelt NO-nak nagy szerepe van abban, hogy a sziv a rendszeres
mozgashoz ,hozzaedz6djon”. Egyrészt fokozza a miokardium kontrakcios erejét, masrészt
a kardiovaszkularis rendszer regeneraciodjat is segiti azaltal, hogy fokozza a szivben és az
érben a progenitor sejtek mobilizaciojat, migraciojat és differencialdédasat (Ellison, Waring

et al. 2012).
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2. Célkitiizések

Korunk civilizacios betegsége a mozgasszegény életmdd. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk,

hogy a szabadid6és testmozgas milyen hatassal van a sziv- és érrendszerre és az akut,

kisérletes vastagbélgyulladasra patkanyban.

Kisérleteinkben a kovetkez6 kérdésekre kerestilk a valaszt.

1. Célul thztuk ki az antioxidans HO enzim szerepének igazolasat aortagydri-modellben.

2. Van-e nemek kozotti kuldnbség az aortagylrl kontrakcios valaszaban a HO aktivitas

gatlasat kovetben?

3. A 6 hetes szabadidés testmozgas hogyan befolyasolja a HO aktivitast aortaban és sziv

bal kamraban?

4. A 6 hetes szabadidbs testmozgas hogyan befolyasolja a cNOS aktivitast aortaban és

sziv bal kamraban?

5. A 6 hetes futas soran, illetve a TNBS kezelést kdvetéen hogyan valtozik az allatok

testtomege?
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6. Milyen hatassal van az el6zetesen 3, 6 és 10 héten at végzett futbkerekes mozgas a

TNBS kivaltotta akut colitis sulyossagara és kiterjedésére?

7. A 6 hetes szabadid6s mozgas indukalta folyamatok kovetkeztében vagy akut
gyulladasban, tovabba a ketté kombinaciéjakor hogyan valtozik a HO aktivitas patkany

vastagbélben?

8. A 6 hetes szabadidés mozgas indukalta folyamatok kovetkeztében vagy akut

gyulladasban és a kett6§ kombinaciojakor hogyan valtozik a cNOS és az INOS aktivitas

patkany vastagbélben?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Patkany aortagyiiri kontrakcié kisérletek

3.1.1. Felhasznalt allatok

Kisérleteinkhez him és ndstény Wistar patkanyokat (230-250 g) hasznaltunk. HO
gatlészereként SnPP-t alkalmaztunk 24 és 1 o6raval az aortagylri kontrakcid vizsgalata
elétt (SnPP; Frontier Scientific Europe; 30 pmol/kg, s.c., pH 7,4). A ndstényeken a
proosztrusz fazisban hajtottuk veégre a kisérleteket. A kisérleteket a Szegedi

Tudomanyegyetem altal elfogadott Allatkisérletes Etikai Kédex eldirasai szerint végeztiik.

3.1.2. Néstény patkanyok ivari ciklusanak meghatarozasa Giemsa festéssel

A reproduktiv életkorban lévé ndstény allatok ivari ciklusanak meghatarozasahoz
fiziologias sooldattal atitatott vattaval hivelyvaladékot vettink, targylemezre kenetet
készitettink. A kenetet lang folott fixaltuk, Giemsa oldattal (metilénazur eozin)
megfestettik, és fénymikroszkdépban vizsgaltuk. A metilénazur a fehérvérsejtek és a
hamsejtek magjait kékre, az eozin a hamsejtek citoplazmajat rézsaszinre festi. A
patkanyok ivari ciklusanak négy fazisa (prodsztrusz, 6sztrusz, metdsztrusz és didsztrusz) a
hiavelykenetben talalhatd sejttipusok (sejtmaggal rendelkezé laphamsejtek; elszarusodott,
sejtmag-nélkili laphamsejtek; fehérvérsejtek) eltéré aranyaival jellemezhetd. A prodsztrusz
fazisban, amikor az O&sztradiol szint eléri maximumat, a sejtmaggal rendelkez6

laphamsejtek dominalnak.
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3.1.3. Patkany aortagytirii-kontrakcio ex vivo vizsgalata

Cervikalis diszlokaciot kovetbéen az allatok hasi aortgjat kipreparaltuk, Krebs-
Henseleit bikarbonat oldatba (37 °C, 95,0% O, /5,0% CO,) (118 mM NacCl; 25 mM
NaHCOs3; 1,18 mM KH,POy; 4,7 mM KCI; 1,18 mM MgSOy; 2,5 mM CacCly; 5,5 mM glukéz;
pH 7,4) (Stallone 1993) helyeztik, majd a zsir- és kot6szoveti elemek eltavolitasa utan az
aorta hasi szakaszabdl 3 mm gydrat kivagtunk, tdmegét lemértik és két rozsdamentes
acélhorogra tettuk. Minden allatbol két szomszédos aorta-szakaszon végeztik
parhuzamosan a meéréseket. Az als6 horog egy rogzitett rozsdamentes acélrudhoz
csatlakozott, a fels6é pedig egy transzducerrel allt 6sszekottetésben az izometrias nyomas
mérése céljabol. Az aortafeszllés folyamatos mérése érdekében az érzékelbkar ISOSYS
szamitogépes programhoz (Experimetria, London, Egyesult Kiralysag) volt csatlakoztatva.
A felhelyezést kdvetben a gylriket azonnal 15,0 ml 37 °C-os, 95,0% O, — 5,0% CO,-dal
dusitottt inkubacios oldatot tartalmazé szervedényben inkubaltuk 20-30 percig, 2,5 g
passziv nyomason, majd 2,0 ug/ml arginin-vazopresszint (AVP, Organon, Hollandia)
adtunk az inkubacios elegyhez. Az AVP-re adott kontrakcidés valaszt az aortagyiri

nyomasaval fejeztuk ki (g/mg aortagy(r().
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3.2. Szabadidds testmozgas kisérletek — kardiovaszkularis rendszer vizsgalata

3.2.1. Felhasznalt allatok

Kisérleteinket 200-250 g kezdeti testtdmegl him Wistar patkanyokon végeztik. Az
allatokat standard korulmények koézott tartottuk (vilagitas, paratartalom, hémérséklet),
csapvizet ad libitum kaptak, standard granulalt patkanytapot fogyasztottak. A kisérleteket a
Szegedi Tudomanyegyetem 4altal elfogadott Allatkisérletes Etikai Kédex el6irasai szerint

vegeztuk.

3.2.2. Szabadidds testmozgas modellezése

A szabadid6s mozgas kisérleteknél a nem-futé csoportokba tartoz6 allatokat
négyesével, hagyomanyos ketrecekben, a futd csoport allatait kettesével, futokerékkel
felszerelt ketrecekben (ACELLABOR Kift., Budapest) tartottuk. A 6 hetes futast kovetdéen az
allatok sziv bal kamrajat és hasi aortgjat eltavolitottuk, folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, az aortat dorzsmozsarban elporitottuk. A mintakat a biokémiai mérésekig -
20 °C-on taroltuk. A mintakbdl a kovetkezd méréseket végeztuk el: HO és NOS enzimek

aktivitasanak és fehérjetartalmanak meghatarozasa.
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3.3 Szabadidds testmozgas kisérletek — vastagbélgyulladas vizsgalata

3.3.1. Felhasznalt allatok

Kisérleteinket 200-250 g kezdeti testtomegl him Wistar patkanyokon végeztik. Az
allatokat standard korulmények koézott tartottuk (vilagitas, paratartalom, hémérséklet),
csapvizet ad libitum kaptak, standard granulalt patkanytapot fogyasztottak, a TNBS
kezelést megel6z6en 12 6ran at megvontuk télik a taplalékot. A kisérleteket a Szegedi

Tudomanyegyetem altal elfogadott Allatkisérletes Etikai Kédex eléirasai szerint végeztiik.

3.3.2. Kisérletek menete

A szabadid6s mozgas kisérleteknél a nem-futé csoportokba tartoz6 allatokat
négyesevel, hagyomanyos ketrecekben, a szabadidés mozgast végz6 allatokat kettesével,
futékerékkel felszerelt ketrecekben (ACELLABOR Kift., Budapest) tartottuk. A futas ideje
alatt hetente mértik az allatok testtomegét, illetve a futd csoportoknal a lefutott tavolsagot
a futokerékre szerelt kilométer érardl olvastuk le.

A 3, 6 illetve 10 hét elteltével a nem-futo és a futo allatokat két-két csoportra osztottuk, igy
a kovetkez6 négy csoportot kaptuk (6. abra: 6 hetes futas protokollon bemutatva):

e abszolut kontroll (nem-futd, nem kapott TNBS-at)

e nem-futé TNBS (nem-futd, futasi idé végén kapott TNBS-at)

o futd kontroll (futdé, nem kapott TNBS-at)

o futd TNBS (futo, a futasi idé végén kapott TNBS-at)
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A TNBS kezelést kdvetden a futd csoport allatait tovabbra is a futdkerékkel felszerelt

ketrecekben tartottuk. Mintavétel soran eltavolitottuk az allatok vastagbelének végbéltél

szamitott 8 cm-es szakaszat, hosszaban felnyitottuk a mesenterium mentén, fizioldgias

sooldattal

fényképezbégép) a tovabbi

atmostuk, kifeszitettik,

lefotéztuk (Panasonic

lumix DMC-TZ6, digitélis

makroszkopikus planimetrias analizishez. A mintakat a

biokémiai mérésekig -20 °C-on taroltuk. A mintakbdl a kdvetkezé méréseket végeztik el:

MPO, HO és NOS enzimek aktivitasanak és fehérjetartalmanak meghatarozasa.

id6:

protokoll:

csoportok:

6. abra: Kisérletek menete. A 6 hetes szabadidds testmozgast kdvetd TNBS kezelés.

1-6. hét

7. hét

12h

72h

\

éheztetés TNBS kezelés | mintavétel

futdkerékben futas

absz. kontroll

nem-futd

nem-futé TNBS

futé kontroll

futo

TNBS = 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav

futé TNBS
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3.3.3. Vastagbélgyulladas kivaltasa

A vastagbélgyulladast helyileg adott 0,25 ml 50%-0s etanolban higitott TNBS-val
(10mg) valtottuk ki. (a TNBS kezelés metodikajat els6ként Morris és mtsai. irtak le (Morris,
Beck et al. 1989)). A TNBS kezelést megel6z6 12 éran at az 6sszes allattél megvontuk a
taplalékot. A nem-futd és a futd allatok egy-egy csoportjat intracolonalisan TNBS-val
kezeltik egy 8 cm-es polietilén kanul segitségével dietil-éteres altatasban. A TNBS oldatot
a kezelés napjan frissen készitettlik. Az allatok testtomegét naponta mértik. A mintavétel a

kezelést kovetéen 72 éraval tortént.

3.3.4. Nyalkahartya-gyulladas makroszkopikus paramétereinek vizsgalata

A gyulladas, [ézi6 kiterjedését planimetrids analizissel hataroztuk meg. A
bélszakaszokrol készitett képeken egy, a laborunk altal fejlesztett szamitdégépes
planimetrias program (Stat 2 1 1) segitségével lemértik a keletkezett gyulladasok
szazalékos kiterjedését a 8 cm-es bélszakaszhoz viszonyitva.

A gyulladasok sulyossagat a fotdk alapjan egy 11 pontos skala segitségével értékeltuk (a
skalat Boughton-Smith és mtsai. irtédk le (Boughton-Smith, Wallace et al. 1988)):

0: nincs valtozas

1: helyi vérbdség, nincs fekély

2: fekély, vérbdség és falvastagodas nélkil

3: fekély és gyulladas egy helyen

4: fekély és gyulladas két vagy tobb helyen

5: legalabb 1 cm-en keresztben fekély és gyulladas
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6: legalabb 2 cm-en keresztben fekély és gyulladas
7: legalabb 3 cm-en keresztben fekély és gyulladas
8: legalabb 4 cm-en keresztben fekély és gyulladas
9: legalabb 5 cm-en keresztben fekély és gyulladas
10: legalabb 6 cm-en keresztben fekély és gyulladas
11: legalabb 7 cm-en keresztben fekély és gyulladas

A mérések kivitelezését ,vakon” végeztik.

3.4. Enzimaktivitasok mérése

3.4.1. MPO aktivitasmérés

Kilénb6z6 gyulladasos folyamatok jellemzésére hasznaljak a MPO mérést (Bradley,
Priebat et al. 1982). Ez az enzim a neutrofil granulocitakban talalhatd, amely fehérvérsejtek
a gyulladasos folyamatban a vérbél a gyulladt teriiletre 1épnek ki. igy a MPO enzim
mennyisége ol jellemzi a gyulladas mértékét. A mintak homogenizalasat 0,5%
hexadeciltrimetilammaonium—-bromidot tartalmazé foszfat pufferben (50 mM, pH 6,0) jégen
végeztik. Ennek soran a feldarabolt vastagbelet 2 ml hideg foszfat pufferben, Ultra-turrax
homogenizald (Ultra-turrax T25 IKA-Labortechnik) segitségével (2x30 sec, 13000 rpm)
homogenizaltuk. A mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd 37 °C-on
vizfirdében felolvasztottuk. A fenti folyamatot haromszor megismételtik. Ezt kdvetéen
mintainkat centrifugaltuk (10000 g, 15 min, 4 °C), a mérésekhez a fellilisz6t hasznaltuk. A
MPO méréseinkhez peroxidazt hasznaltunk standardként (0; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2;

0,3; 0,4; 0,5 U/ml). A mérés soran 96-lyuku Elisa plate-be tettink 280 pl O-dianizidin-
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dihidrokloridot (0,167 mg/ml foszfat puffer). Ehhez adtunk a fellluszénkbdl vagy a
standardunkbdl 12 pl-t és a reakciét 10 ul 0,03%-0s hidrogén-peroxiddal inditottuk. 90
masodperces razatas utan 490 nm-en Elisa reader (Benchmark Microplate reader, Bio-Rad
Labs) segitségével mértik a kialakult szinvaltozasokat. Eredményeinket mU/ mg fehérjére

vonatkoztattuk.

3.4.2. HO aktivitasmérés

A HO aktivitasanak mérésénél Tenhunen modszerén valtoztatva a hem atalakulasa
soran keletkezd bilirubin szintet mértuk spektrofotometrias mdédszerrel (Tenhunen, Marver
et al. 1968). A mintdk homogenizalasat (Ultra-turrax T25, 2x30 sec, 13 000/sec) 2 ml
pufferben (10 mM N-[2-hidroxietil] piperazin-N’-[2-etanszulfonsav], 32 mM szacharéz, 0,1
mM EDTA, 10 ug/ml tripszin inhibitor, 10 ug leupeptin, 10 ug aprotinin, 1 mM dithiothreitol;
pH 7,4) végeztuk 4 °C-on. Ezt kdvetbéen a mintakat lecentrifugaltuk (30 min, 20000 g, 4 °C),
majd a fellluszéval dolgoztunk. A reakcié soran 1,5 ml végtérfogatu inkubalé oldatot
hasznaltunk: 200 mM KH,PO,4 2 mM MgCl,x6H,0, 10 pg tripszin inhibitor, 10 ug leupeptin
10 pg aprotonin, 0,1 mM DTT; 2 mM glikéz-6-foszfat, 0,14 U/ml glikoz-6-foszfat-
dehidrogenaz, 120 pg/ml biliverdin-reduktaz (patkanymaj citoszol), 15 yM hem, 150 pyM -
nikotinamid adenin dinukleotid foszfat (B-NADPH) pH 7,4. A mérésnél 75 pl minta
felUluszot adtunk az 1,5 ml inkubalé oldathoz, a reakciot 50 pl B-NADPH-tal (150 uM)
inditottuk, 1 oran keresztll 37 °C-os vizfurdében soététben inkubaltuk, majd a mintakat
jégre téve Allitottuk le a reakciot. A méréshez bilirubin oldatot hasznaltunk standardként

(58,47 pg/ml, 10 uM). A vak mintakat (B-NADPH-mentes reakcid elegy) azonnal lemértuk.
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A mérések 460 és 530 nm-en torténtek. A HO Osszaktivitas értékeket a B-NADPH-o0s és
vak mintak optikai denzitasanak egységnyi fehérjetartalomra vonatkoztatott kilénbsége

adta (nM bilirubin/6ra/mg fehérje).

3.4.3. NOS aktivitasmeérés

NOS aktivitasméréssel a [**C]-jelélt L-arginin L-citrullinna alakult mennyiségét
hataroztuk meg Boughton-Smith mddszerét néhany maodositassal alkalmazva (Boughton-
Smith, Evans et al. 1993). A mintakat a HO aktivitasmérésnél leirt médon homogenizaltuk,
majd a mérésekhez a felluluszot hasznaltuk. 10 percig 37 °C-on inkubaltuk a mintakat (40
pl) a kovetkezé 100 ul végtérfogatu puffer oldatban: 50 mM KH,PO4, 1,0 mM MgCl,, 50
mM L-valin, 0,2 mM CaCl,, 1,0 mM dithiothreitol, 1,0 mM L-citrullin, 15,5 nM L-arginin, 30
MM flavin adenin dinukleotid, 30 uM flavin mononukleotid, 30 uM tetrahidro-L-biopterin
dihidroklorid, 450 yM B-NADPH, 12 pM [*C]-L-arginin-monohidroklorid. A reakciét jégen
tartott 0,5 ml DOWEX-szel (Na* forma, 1/1 (v/v) desztillalt vizben oldva) allitottuk le, majd
850 pl jégen tartott desztillalt vizet adtunk hozza. Az igy kapott elegy feluluszojabdl vett
970 pl-ben mértuk a radioaktivitast jelz6 beutésszamot. Kalciumkotéként etilén glikol-bis
(B-aminoetil éter) tetraecetsavat (EGTA, 10 pl, 1 mM), NOS inhibitorként No-nitro-L-
arginin-metilésztert (LNNA, 10 ul, 3,7 mM) adtunk a puffer oldathoz. A fizioldgias séoldatot
tartalmazé pufferoldatos elegyben mértiik a legnagyobb [**C]-jeldlt L-citrullin mennyiséget
(INOS, cNOS és nem specifikus kotédés), a NOS inhibitort tartalmazé pufferoldatos
mintaknal a [*C]-jeldlt L-citrullin mennyiséget a nem specifikus kotédés adta, mig a

kalciumkotd EGTA-at tartalmazé mintak esetében az iNOS (Ca®* fiiggetlen NOS izoforma)
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és a nem specifikus kotédés eredményezte a mért [**C]-jeldlt L-citrullin mennyiséget. Az
iINOS aktivitast az EGTA-at és a NOS inhibitort tartalmazé mintak [**C]-jeldlt L-citrullin
mennyiségének kulonbségébdl kaptuk egységnyi fehérjére vonatkoztatva (pmol/ perc/ mg
fehérje). A ctNOS aktivitast a fiziologias sooldatot és az EGTA-t tartalmazé mintak [*C]-
jelélt L-citrullin mennyiségének kllonbségébdél kaptuk egységnyi fehérjére vonatkoztatva

(pmol/ perc/ mg fehérje).

3.4.4. Fehérjetartalom mérése Bradford mikromodszerrel

A fehérjemérésnél (Bradford 1976) a standard sorunkhoz (0-10 ug/ml) bovine serum
albumint hasznaltunk. Mintainkbol a szikséges higitas (25x vagy 50x) utan 20 pl-t tettink
980 pl desztillalt vizhez, ezutdan mind a standard sorhoz, mind pedig a mintainkhoz 200 pl
Bradford reagenst adtunk. 10 perc inkubacié utan 595 nm-en mértuk az optikai denzitast.

Eredményeinket mg fehérje/ ml koncentraciéban adtuk meg.

3.5. Statisztikai analizis

Eredményeink értékelése soran a kétmintas student ,t” tesztet alkalmaztuk. Az

eredményeket P<0,05 esetén tekintettlk szignifikansnak.

3.6. Felhasznalt anyagok

A szOvegben kuldon meg nem jeldlt vegyszereket a Sigma-Aldrich (USA) forgalmazta.
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4. Eredmények

4.1. HO rendszer szerepe az érendotélium vazodilatacidojaban

Ex vivo aortagylrl kontrakcids kisérletekben mar korabban igazoltuk, hogy him
patkanyokban szignifikdnsan magasabb az AVP-re (2,0 pg/ml) adott kontrakciés valasz
(Pdésa 2008). Az SnPP (30 umol/kg) el6kezelést alkalmazva (24 és 1 6raval a mérés el6tt)
azt tapasztaltuk, hogy himeknél és néstényeknél is megemelkedett az AVP-re adott valasz
a nem kezelt azonos neml csoporthoz viszonyitva, tovabba a HO aktivitasanak gatlasa

megszintette a nemek kozti kilonbséget (7. abra).

4.0-
3.5
3.0
251
2.0
15-
1.0-
0.5
0.0

Kontrakcio (g/mg aortagyiiri)

7. abra: Hasi aortagylirii kontrakcidjanak valtozasa a HO aktivitast gatlé6 SnPP adasat

kovetéen. A HO gatlasa megsziinteti a nemek kozti killdnbséget. Atlag + S.E.M.; n=9-11;

"P<0,05 a kezeletlen ndstény csoporthoz viszonyitva.
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HO aktivitas

4.2. A HO aktivitasanak valtozasa 6 hetes szabadidés testmozgas hatasara

aortaban és sziv bal kamraban

A 6 héten at tartd szabadidés testmozgas szignifikansan megndvelte az antioxidans

HO aktivitasat a hasi aortaban (0,73 £ 0,15 nM bilirubin/ 6éra/ mg fehérjérdl 1,6 £ 0,13 nM

bilirubin/ 6ra/ mg fehérjére) és a miocardiumban (0,83 = 0,21 nM bilirubin/ éra/ mg

fehérjérél 5,35 + 0,36 nM bilirubin/ 6ra/ mg fehérjére). Az eredményeket a 8. abran

mutatom be.
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8. abra: Szabadidés testmozgas hatasa a HO aktivitasara aortaban és sziv bal kamraban. A
6 hetes futas fokozta a HO aktivitasat a vizsgalt szervekben. Atlag + S.E.M.; n=12-15; ***P<0,001

az abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva.
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cNOS aktivitas

4.3. A cNOS aktivitasanak valtozasa 6 hetes szabadidés testmozgas hatasara
aortaban és sziv bal kamraban

A hat héten keresztll végzett szabadidbés testmozgas szignifikdnsan megemelte a
cNOS aktivitasat aortaban (105,38 + 40 pmol/ perc/ mg fehérjérél 181,78 £ 30,29 pmol/
perc/ mg fehérjére) és sziv bal kamraban (16,32 + 3,71 pmol/ perc/ mg fehérjérél 59,11 +

7,94 pmol/ perc/ mg fehérjére). Az eredményeket a 9. abran mutatom be.
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9. abra: Szabadidés testmozgas hatasa a cNOS aktivitasara hasi aortaban és sziv bal
kamraban. A 6 hétig tartd mérsékelt intenzitdsi mozgas szignifikdnsan megemelte a cNOS

aktivitasat a vizsgalt szervekben. Atlag + S.E.M.; n=8-15; *P<0,05; ***P<0,001 az abszolut

kontroll csoporthoz viszonyitva.

44



4.4. Az allatok testtomegének valtozasa futas és TNBS kezelés hatasara

A kerekekre szerelt kilométerorak segitségével mértuk az allatok altal megtett
tavolsagot, atlagosan 2600 métert futott egy patkany egy nap alatt. A 6 hét alatt a
rendszeres mozgast végz6 allatok testtomege nagyobb Utemben emelkedett, de
szignifikans kulénbség csak a harmadik hét végén volt megfigyelhetd a nem-futd
allatokhoz viszonyitva, a hatodik hét végére azonban a futd és nem futé allatok testtémege

k6zott nem volt kilonbség (10. abra).

2 -
00 =¥ - futo kontroll
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testtomeg valtozasa (%)
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10. dbra: Az allatok testtomegének szazalékos valtozasa a 6 hetes futas alatt az els6
naphoz viszonyitva. A nem-futdé és futé allatok testtdmege a 6 hét alatt eltér6 mddon

emelkedett, de a hatodik hét végére kbézel azonos sulyokat mértiink a két csoportnal. 100%-
nak a kiindulasi testtdmeget tekintettik. Atlag + S.E.M.; n=34-53; *P<0,05 az abszolut

kontroll csoporthoz viszonvitva.
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A TNBS kezelést kdvetéen az allatok testtdomeg-valtozasat naponta monitoroztuk. A

TNBS kezelést kapott allatok fogyni kezdtek, am a futd6 TNBS kezelt csoportban a

harmadik nap nem csdkkent tovabb a patkanyok testtémege (11. abra).

110+ v— futd kontroll

-8 ghsz. kontroll

100 —— futé TNBS

90+ —a— nem-futdé TNBS

testtomeg valtozasa (%)
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11. abra: A TNBS kezelés hatasa a testtomeg valtozasara 6 hetes futast kovetden. A
TNBS kezelt csoportokba tartozé allatok tdmege szignifikdnsan csokkent, am a futé
csoportokban ez a testtdtmeg-csdkkenés a masodik napon megallt. 100%-nak a TNBS
kezelés napjan mért testtdmeget tekintettiik. Atlag + S.E.M.; n=11-38; **P<0,01; ***P<0,001

az abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva
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4.5. Makroszkoépikus gyulladasi paraméterek a 3, 6 és 10 hetes futast koveté

TNBS kezelés hatasara

A 3 hetes mozgas nem okozott valtozast sem a gyulladas szazalékos

kiterjedésében, sem sulyossagaban. A 6 és 10 hétig tartd rendszeres mozgas

szignifikansan csokkentette a gyulladas sulyossagat (6 hetes futas esetén 8,1 + 0,5 pontrol

6,6 £ 0,3 pontra csOkkent, 10 hetes futast kdvetéen 8,5 + 0,4 pontrél 7,3 + 0,3 pontra

csOkkent). Eredményeinket a 12. abran mutatom be.

12. abra: Az elézetesen 3, 6 illetve 10 héten at végzett szabadidés mozgas hatasa a TNBS-

val kivaltott vastagbélgyulladas sulyossagara. A 6 és a 10 hétig tartd6 mozgas szignifikansan
csokkentette a gyulladas sulyossagat. Atlag + S.E.M.; n=5-18; *P<0,05 a 6 hetes nem-futé TNBS

csoporthoz viszonyitva, "P<0,05 a 10 hetes nem-futé TNBS csoporthoz viszonyitva.
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A 6 és 10 hétig tartdé szabadidés mozgas szignifikansan cstkkentette a gyulladas
kiterjedését (6 hetes futasnal 58,2 £ 3,9 %-rol 42,9 + 3,2 %-ra csdkkent, mig 10 hetesnél

63,5 £ 2,7 %-rél 54,1 + 3,1 %-ra csokkent). Eredményeinket a 13. abran mutatom be.
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13. abra: A 3, 6 illetve 10 hetes futast kovetéen TNBS-val kivaltott vastagbélgyulladas

kiterjedése. A 6 és a 10 hétig tartd mozgas szignifikdnsan csokkentette a gyulladas
kiterjedését. Atlag + S.E.M.; n=5-19; **P<0,01 a 6 hetes nem-fut6 TNBS csoporthoz

viszonyitva, +P<0,05 a 10 hetes nem-futdé TNBS csoporthoz viszonyitva.
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4.6. A MPO aktivitasanak valtozasai 6 és 10 hetes futast koveto TNBS kezelés
hatasara

A 6 és a 10 héten keresztul rendszeresen futd, majd a tréning periddust kdvetéen
TNBS kezelt allatoknal a MPO enzim aktivitasa egyarant csdkkent a nem-futé csoporthoz
viszonyitva: 6 hét futasnal 880,6 + 79,3 mU/mg fehérje koncentraciordl 568,4 + 59,9
mU/mg fehérje koncentraciéra csokkent, mig 10 hetes futasnal 999,8 + 63,0 mU/mg

fehérje koncentraciorél 691,2 + 98,0 mU/mg fehérje koncentraciora csokkent (14. abra).
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14. abra: A MPO enzim aktivitisanak valtozasa 6 illetve 10 hetes futast koveté TNBS
kezelés hatasara. Mind a 6 mind a 10 hetes futas szignifikdnsan csdkkentette a MPO enzim

aktivitasat a nem-futé allatokban mért értékekhez képest. Atlag + S.E.M.; n=7-13; **P<0,01 a 6
hetes nem-fut6 TNBS csoporthoz viszonyitva, *P<0,05 a 10 hetes nem-futé TNBS csoporthoz

viszonyitva.
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4.7. A HO aktivitasanak valtozasa a TNBS kezelés és/vagy a 6 hét futas
hatasara patkany vastagbélben

A 6 hétig tart6é futas nmagaban mintegy haromszorosara emelte a HO aktvitast az
abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva (1,3 + 0,2 nM bilirubin/ 6ra/ mg fehérje értékrél 2,8
+ 0,3 nM bilirubin/ éra/ mg fehérje értékre). A kivaltott akut gyulladas tovabb fokozta a HO
aktivitas emelkedését az abszolut kontroll érték hétszeresére, am a nem-futd és futd TNBS
kezelt csoportok kézott nem volt kilénbség (nem futé TNBS csoportban 6,9 £ 0,4 nM
bilirubin/ 6éra/ mg fehérje, futé TNBS csoportban 7,4 + 0,3 nM bilirubin/ éra/ mg fehérje; 15.

abra).

8- +++

HO aktivitas
(nM bilirubin/ éra/ mg fehérje)

15. abra: A HO enzim aktivitasanak valtozasa 6 hetes futast kovetéen TNBS kezelés
hatasara. A 6 hetes futas szignifikdnsan megemelte a HO aktivitdst, ami a gyulladas
kovetkeztében tovabb emelkedett, am nem volt kildnbség a nem-futd és futd allatok gyulladt

+.

vastagbelének HO aktivitasaban. Atlag + S.E.M.; n=8-16; ' P<0,001 az abszolut kontroll

csoporthoz viszonyitva.

50



4.8. A cNOS és az iNOS aktivitasanak valtozasa a TNBS kezelés és/vagy a 6

hét futas hatasara patkany vastagbélben

A cNOS aktivitasat a futas szignifikdnsan megemelte mind a futé kontroll, mind a
futd TNBS csoportban a megfeleld6 nem-futd csoportokhoz viszonyitva. A mozgassal
ellentétben a gyulladt belekben jelentésen csdokkent a cNOS aktivitas (321,1 + 35,157
pmol/ perc/ mg fehérjérél 108,9 + 25,6 pmol/ perc/ mg fehérjére). Abban az esetben, ha a
TNBS kezelést megel6z6 6 hetes mozgas kovetkeztében magasabb értékrél indult a
csokkenés, akkor az abszolut kontroll allatokhoz hasonlé cNOS aktivitas értéket kaptunk a

futé TNBS csoportban (333,9 + 32,3 pmol/ perc/ mg fehérje; 16. abra).
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16. abra: A cNOS aktivitasanak valtozasa vastagbél-gyulladasos allatokban
hosszantarté szabadidés mozgast kovetden. A 6 hetes futas visszaallitotta a TNBS
kezelés hatasara szignifikansan lecsokkent cNOS aktivitast. Atlag + S.E.M.; n=6-14;
"P<0,05 "P<0,001 az abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva, ***P<0,001 a nem-futd

TNBS csoporthoz viszonyitva.
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Az iINOS aktivitdsa a TNBS kezelt allatok vastagbelében szignifikansan megnétt az
abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva. A mozgas pozitiv hatasa ezen enzim esetén is
megmutatkozott, mivel mérsékelte az INOS aktivitdsanak nagyfoku emelkedését a gyulladt

belekben (217,5 £ 26,4-r6l 128,9 + 15,8 pmol/ min/ mg fehérje értékre csdkkent; 17. abra).
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17. abra: Az iINOS aktivitasanak valtozasa 6 hetes mozgast kovetéen TNBS kivaltotta
vastagbél-gyulladasos allatokban. A 6 hetes rendszeres mozgas kivédte a TNBS okozta
iINOS aktivitas-emelkedést. Atlag + S.E.M.; n=6-15; *'P<0,01 ; ***P<0,001 az abszolut kontroll

csoporthoz viszonyitva; "P<0,05 a nem-futé TNBS csoporthoz viszonyitva.
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5. Megbeszélés

A szabadidés testmozgas protektiv, megel6z6 szerepét szamos krénikus
betegségben leirtak, tobbek kozott sziv- és érrendszeri megbetegedésekben (Dhaliwal,
Welborn et al. 2013), vastagbéldaganatnal (Thune and Furberg 2001), azonban a
rekreaciés mozgas altal befolyasolt folyamatok egyes részletei, Osszefiggései még
tisztdzasra varnak mind a kardiovaszkularis, mind pedig a gyomor-bélrendszerben.

Aortagydri-kontrakcio vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a HO rendszernek szerepe van
az aorta vazodilatacidjaban, és a kontrakcios valaszban megfigyelt néstények és himek
kdzotti nemi dimorfizmus kialakitdsaban is részt vesz. Kontroll allatokat SnPP-nel
kezeltink 24 és 1 6raval a mintavétel el6tt, ekkor hasi aortagylri ex vivo vizsgalata soran
a ndstényeknél szignifikansan nagyobb kontrakcids valaszt kaptunk AVP-re, mig himeknél
tendencialis jellegi volt a klilénbség (Posa, Kupai et al. 2013). Korabbi kisérletek igazoltak
az Osztrogén kardiovaszkularis védé szerepét (Posa 2008). Eredményeinket és a
szakirodalmi adatokat figyelembe véve a himek a veszélyeztetettebbek a kardiovaszkularis
rizikbtényezbket tekintve, igy a tovabbi vizsgalatainkat him patkanyokra korlatoztuk.
Eredményeink Osszhangban allnak Meng-Wei Sung és mtsai. megallapitasaival, akik
kontroll és 6 hetes futopados edzést végzd allatokon nézték az aortagylr( acetilkolinra
adott relaxacios valaszat, amit a mozgas fokozott. A kontroll allatokban a NOS inhibitor
telies mértékben, mig futd allatoknal csak részben gatolta az acetilkolinra adott dilataciés
valaszt. Abban az esetben kaptak a futé csoportnal kontrollhoz hasonlé kontrakcios valaszt,
ha a HO és a NOS aktivitasok gatloszerét egyszerre alkalmaztak (Sun, Zhong et al. 2008).

Vagyis a mozgas okozta vazodilatacio kozvetitésében a HO enzimrendszer is részt vesz. A
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tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a 6 héten at tarté rendszeres futds hogyan
befolyasolja a HO és a NOS enzimek aktivitadsat hasi aortaban és sziv bal kamraban.

A fizikai aktivitas hatasainak vizsgalatainal kedvelt allatok a ragcsalok, melyek
természetes mozgasformaja a futas és az uszas. A kisérletek két nagy tipusat lehet
elkuloniteni aszerint, hogy az allatok a vizsgalat vezet6jének jelenlétében kényszeritve
vannak a mozgasra, edzés jellegl a fizikai aktivitasuk - tipikusan ilyen kisérletek a
futdpados és az usztatasos protokollok —, vagy oOnszantukbdél mozognak altalaban a
ketreclk részét képezd futdkerékben, ami megfeleltethetd a szabadidés vagy rekreacios
testmozgasnak. A két mozgasformat 6sszehasonlitdé vizsgalatokbdl kiderilt, hogy a
kényszerbll végzett mozgas oxidativ stresszt okoz a szervezetben, mig az dnszantukbal
végzett fizikai aktivitas esetén az oxidativ stressz jelentésen kisebb mértéki és feltehetéen
j6tékony hatasu azaltal, hogy stimulalja az antioxidans védémechanizmusokat (Asami,
Hirano et al. 1998, Melo, Lunz et al. 2009). Ez utébbi mozgasformat valasztottuk, igy
allatainkat futokerékkel felszerelt ketrecekben tartottuk.

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a mérsékelt intenzitasu és mennyiségu,
kronikus mozgas megemelte aortaban és a miokardiumban a HO enzim génexpresszidjat
és fehérjetartalmat is (Marini, Lapalombella et al. 2007, Sun, Zhong et al. 2008), mellyel
o0sszhangban all, hogy kisérleteinkben megemelkedett az enzim aktivitasa. Feltehet6en
mozgas hatasara megné a HO termelte CO szint, ami hozzajarul a vérkeringés fokozasan
keresztul a kardiovaszkularis védelemhez, hiszen el6zetesen igazoltak, hogy mozgas
hatasara megné egyéb, az antioxidans valaszban szerepet jatsz6 molekuldk, mint a
mangan-SOD, glutathion-peroxidaz, ciklooxigenaz-2 expresszidja is (Marini, Lapalombella

et al. 2007).
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogyan valtozik a 6 héten at végzett szabadidds
testmozgas hatasara a cNOS aktivitAsa a kardiovaszkularis rendszerben. A NOS
enzimrendszer a HO termelte CO mellett egy masik vazoaktiv gaz, a NO keletkezéséért
felelés enzim. Aortdban hosszabb idén at végzett futdopados edzés az 6ssz eNOS
fehérjemennyiségét megemelte (Sun, Zhong et al. 2008), de a foszforilalt (szerin 1177),
vagyis aktivalt eNOS mennyiségét és a cNOS aktivitasat nem befolyasolta (McAllister and
Price 2010). Kisérleteinkben a futokerékben szabadon végzett 6 hetes mozgas szignifikans
cNOS aktivitdas emelkedést okozott a hasi aortaban. Ennek hatterében az allhat, hogy
feltételezhetben a fizikai aktivitas hatasara né a hasi aortaban a nyiréer6, ami néveli szerin
/ treonin protein kinazon (Akt) keresztll az eNOS foszforilacidjat, s ez a poszttranszlacios
modositas aktivalja az enzimet (Fleming, Fisslthaler et al. 2005, Zhang, Li et al. 2007).

Szivben feltehetéen a mozgasprogram idétartama meghatarozé a cNOS aktivitasat
tekintve, ugyanis egy héten at végzett futépados futas nem befolyasolta a NOS izoformak
fehérjemennyiségét, sem a NOS aktivitasat sziv bal kamraban (Lunz, Capettini et al. 2011),
azonban a 10 héten at tarté Uszas megemelte az eNOS expresszidjat (Zhang, Li et al.
2007). 8 hetes futdépados edzés csak az eNOS fehérje expresszidjaban okozott
emelkedést, mig a cNOS és az iNOS valtozatlan maradt a miokardiumban (Husain 2004).
Minthogy az eddigi irodalmi adatok iranyitottan végzett usztatasra és futépados futtatasra
vonatkoznak, ezért megnéztuk, hogy egy mas jellegii, szabadon végzett mozgasprogram
hogyan hat a cNOS aktivitasara. Azt tapasztaltuk, hogy a 6 hetes futokerékben végzett
futas szignifikans emelkedést okozott a cNOS aktivitasaban sziv bal kamraban.

A kardiovaszkularis rendszer mellett kivancsiak voltunk, hogy a bélrendszerben

milyen hatassal van a futdkerékben végzett mozgas az akut gyulladasra. Két olyan

55



szervrendszert valasztottunk tehat vizsgalatunk targyaul, melyekben fizikai aktivitas soran
ellentétesen valtozik a vérellatas. Mig a szivet ellatdé koronariakon ataramlé ver
mennyisége megnd (Laughlin, Bowles et al. 2012), addig a bélrendszer vérellatasa
lecsOkken (van Wijck, Lenaerts et al. 2011). Az aortagylrl kontrakcié vizsgalatok
eredményeihez hasonléan a bél gyulladasos megbetegedéseiben is van nemek szerinti
kildnbség, néstényeknél a nemi hormonok befolyasoljak a gyulladas sulyossagat (Berko,
Horvath et al. 2005, Houdeau, Moriez et al. 2007, Voss, Lewerenz et al. 2012), igy tovabbi
vizsgalatainkat is him allatokon végeztuk.

A kisérletek teljes id6tartama alatt monitoroztuk az allatok testtémegét. A nem-futd
és a futdé csoport allatainak testtomege kozel azonos mértékben gyarapodott a 6 hét alatt.
Feltehetben a testosszetételben, a zsir és a vazizom aranyaban alakulhatott ki kiillonbség a
két csoport allatai kozott, azonban erre iranyuld méréseket nem végeztink. A
szakirodalomnak megfeleléen a TNBS kezelés szignifikans fogyast eredményezett mind a
futd, mind pedig a nem-futd allatoknal az abszolut kontroll csoporthoz képest (Waldner and
Neurath 2009), azonban a futé csoport esetében a harmadik napon megallt a testtdmeg
csokkenése. A fogyas jol korrelal a betegség sulyossagaval (Xiong, Lin et al. 2013),
hatterében a kezelés kovetkeztében kialakuld hasmenés illetve a rossz kozérzet miatt
lecsokkent étvagy allhat, ami a gyulladas mérséklédésével javul.

Vizsgalatainkban el6szor a futdkerékkel felszerelt ketrecekben toltott id6t hataroztuk
meg. A szakirodalomban az egerekkel és patkanyokkal végzett krénikus
mozgasprogramok tobbnyire 4 illetve 6 hétig tartottak, és gyulladascsokkentének
bizonyultak a dextran szodium szulfat vagy ecetsav kivaltotta vastagbélgyulladasban

(Kasimay, Guzel et al. 2006, Sun, Zhong et al. 2008, Saxena, Fletcher et al. 2012, Cook,
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Martin et al. 2013). Ezért 3, 6 és 10 hétig futdkerékkel felszerelt ketrecekben szabadon
futhattak az allatok, majd ezt kovetbéen kezeltik 6ket TNBS-val. A TNBS kezelés
kovetkeztében az allatoknal jellemzéen eléfordul a hasmenés és a fogyas, melynek
pathomechanizmusaban a RONS is szerepet jatszanak (Xavier and Podolsky 2007, Khor,
Gardet et al. 2011, Shi, Winston et al. 2011). Xuan-Zheng Shi és munkatarsai igazoltak,
hogy a TNBS a bélfal mélyebb rétegeire is kiterjedd gyulladast okoz: a neutrofil leukocitak
muszkularis externa rétegében is szignifikdnsan megemelkedik a kontroll csoporthoz
képest, s a legmagasabb aktivitasértéket a harmadik napon mutatja (Shi, Winston et al.
2011). Ezért kisérleteinkben a mintavétel a TNBS kezelést kovetd harmadik napon tortént.
A 8 cm-es vastagbél szakaszokrdl készilt fotdk alapjan meghatarozott makroszkopikus
gyulladasi paraméterek alapjan a 3 hétig tarté futds nem okozott valtozast, mig a 6 és 10
hétig futd allatoknal szignifikans csdkkenést tapasztaltunk a gyulladas kiterjedésében és
sulyossagaban. A 6 és 10 hetes mintakbdl meghataroztuk a neutrofil infiltraciét jelz6 MPO
aktivitast is, amely szignifikdnsan csoOkkent 6sszhangban a makroszkoépikus gyulladasi
faktorokkal. Ezen eredmények alapjan tovabbi kisérleteinkhez és méréseinkhez a 6 hetes
futas protokollt valasztottuk.

Ismert, hogy a gyulladasos kaszkad soran, illetve fizikai aktivitas végzésekor is
keletkeznek RONS. Azonban mig a gyulladasos folyamatban felborul az antioxidans és
prooxidans egyensuly, addig a szabadidés mozgas soran keletkez6 RONS, melyek f6
forrasai a mikdédd vazizom és a szivizom, beinditidk az antioxidans védekezd
mechanizmusokat (Gomez-Cabrera, Domenech et al. 2008, Scheele, Nielsen et al. 2009).

Szamos tanulmany beszamolt réla, hogy a mérsékelt intenzitasu, rendszeresen végzett
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fizikai aktivitas képes indukalni az antioxidans folyamatokat kilénb6z6 szervekben. Brooks
€s mtsai. egereken végzett kisérletében a 8 hétig tarté futbpados mozgas lecsdkkentette a
mikoédd vazizmokbdl felszabadul6 RONS mennyiségét és megndvelte azok antioxidans
glutathion tartalmat (Brooks, Vasilaki et al. 2008). George és mtsai. patkany vérplazmaban
és vese proximalis tubulusokban mértek emelkedett SOD és HO expressziot és aktivitast
12 hetes futdpados futast kovetéen (George, Lokhandwala et al. 2009). Ezért azt
vizsgaltuk tovabba, hogyan befolyasolja az antioxidans HO és a NOS enzimek aktivitasat a
szabadidds testmozgas a vastagbélben.

A HO enzim aktivitasat patkany vastagbélben a mozgas és az akut gyulladas is
fokozta. Feltehetéen a mozgas kovetkeztében tapasztalt emelkedett aktivitast a HO-1
izoformat indukalo faktorok: a bélrendszerben fellépd hipoxias allapot, illetve az oxidativ
stressz egyuttesen okozhatta. Hoffman-Goetz és mtsai. egerekben vizsgaltak a 16 hétig
tart6 futékerekes mozgas SOD, katalaz és glutation-peroxidaz expressziojat fokozd hatasat
a bélrendszerben jelenlevé limfocitakban (Hoffman-Goetz, Pervaiz et al. 2009). Azonban
kevés adat all rendelkezéslinkre a mozgas indukalta HO aktivitas szerepérdl
bélgyulladasban, holott a HO indukalé szerek gyulladascsokkentd hatasa kulonb6zd colitis
allatmodellekben bizonyitott (Yukitake, Kimura et al. 2011). Ozgir Kasimay és mtsai.
ecetsav indukalta colitis modellben azt talaltak, hogy a rendszeres mozgas kdvetkeztében
a glutathion-tartalom nd, mig a gyulladas csokken (Kasimay, Guzel et al. 2006).
Eredményeink és a korabbi adatok alapjan feltételezhetjik, hogy a szabadidés testmozgas
az antioxidans védd enzimek és molekulak, koztuk az altalunk vizsgalt HO enzim

aktivitasanak indukciojan keresztil is kifejti gyulladascsdkkent6é hatasat a vastagbélben. A
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pontos molekularis utvonalak azonban, amelyek a HO aktivitasanak fokozdédasahoz
vezetnek, még tisztazasra varnak.

Vizsgalatok igazoltak a rendszeres mozgas jotékony hatasat a vastagbéldaganat
megel6zésében, amely feltehetéen az INOS expresszid gatlasan keresztil is megvalosul
(Aoi, Naito et al.). Kimutattak, hogy szisztémasan, human CD34+ periférids vér
mononuklearis sejtekben a rendszeres fizikai aktivitds hatasara megemelkedik az eNOS és
csokken az INOS expresszidja (Jenkins, Landers et al. 2011). Kisérleteinkben arra
kerestlk a valaszt, hogy a szabadon végzett, hosszantart6 mozgas az akut gyulladasos
folyamatban milyen valtozast okoz a cNOS és az iINOS aktivitdsaban vastagbélben. A
mozgas a cNOS aktivitasat szignifikansan megemelte, mig az iINOS aktivitasaban nem
okozott valtozast a vastagbélben. A TNBS kezelés hatasara a vastagbélben a csokkent
cNOS és az emelkedett INOS aktivitas megegyezik korabbi allatkisérletes eredményekkel
(Porras, Martin et al. 2006). Kisérletes bélgyulladas modellekben vizsgalt tébb
bélgyulladast csokkent§ anyag esetén mértek csokkent iINOS aktivitast (Clemente, Dos
Santos et al. 2012, Xing, Sun et al. 2012). A konstitutivan expresszaléddé eNOS izoforma
védd szerepét is igazoltak, ugyanis Sasaki és mtsai. fokozott gyulladasos valaszt kaptak az
eNOS génkiltott egerekben indukalt vastagbélgyulladasnal (Sasaki, Bharwani et al. 2003).
Bar erre iranyulo vizsgalatokat nem végeztiink, a szakirodalomban leirtak, hogy a HO és a
NOS rendszer kdlcsdndsen hat egymasra. A gyulladt bélben a NO hatasara megné a HO-1
MRNS expresszidja (Durante, Kroll et al. 1997), ugyanakkor a HO-1 protektiv szerepe ugy
is megnyilvanul, hogy gatolja az iINOS expressziojat (Wang, Guo et al. 2001). A HO-1 és

az INOS ellentétes szabalyozas alatt all a bél epitél sejtekben, ha azok citokineknek vagy
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oxidativ stressznek vannak kitéve, mellyel egy ellentétesen mdkoddé veédelmi
mechanizmust biztosit a két rendszer (Dijkstra, Blokzijl et al. 2004).

IBD betegek bélrendszerébdl vett kapillarisokra az endotelialis diszfunkcio jellemzd,
amelyet a cNOS altal termelt NO-fliggé vazodilatacié hianya kovetkeztében kialakult
csokkent perfuzid, a sebgyogyulasban bekovetkezd zavar és a kronikus gyulladas
fenntartasa is okozhat (Hatoum, Binion et al. 2003, Horowitz, Binion et al. 2007). A nem-
futdé TNBS és a futd TNBS csoportokban ellentétes valtozast tapasztaltunk a cNOS és az
INOS aktivitas valtozasaban. A TNBS kezelés hatasara lecsdkkent cNOS aktivitas értéket
az el6zetesen végzett 6 hetes mozgas meg tudta tartani a kontroll szinten. Ezzel
ellentétben az iINOS aktivitasat a TNBS kezelés nagymértékben megemelte, am a
megel6z6 hosszantartd mozgasprogram szignifikansan le tudta csdkkenteni ezt a magas
értéket. Feltételezhetjik, hogy az altalunk mért valtozasok a kulénb6zd NOS izoformak
aktivitasban, hozzajarulnak a szabadidés testmozgas gyulladascsokkentd hatasahoz

(Szalai, Szasz et al. 2014).
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6. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a kovetkez6ket allapithatjuk meg.
A sziv-és érrendszerre vonatkozoan:

1. A HO rendszer részt vesz az ér kontrakcio szabalyozasaban.

2. Az ér kontrakcioban nemek kozti kulonbség mutatkozik. A HO rendszer aktivitasanak

blokkolasa az eltérést csokkenti.

3. A 6 hetes futokerékben végzett mozgas fokozza a HO aktivitasat hasi aortaban és sziv

bal kamraban.

4. A 6 hetes futdkerékben végzett mozgas fokozza a cNOS aktivitasat hasi aortaban és

sziv bal kamraban.

A vastagbélre vonatkozdan:

5. . A futdkerékben végzett 6 hetes mozgas nem befolyasolta az allatok testtomegét sem a

hatodik hét végére, sem a TNBS kezelést kdvetben.

6. A 3 hetes szabadid6s testmozgas nem elegendé az antioxidans rendszerek

aktivalasahoz.
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7. A szabadid6s testmozgas gyulladascsokkentének bizonyult, ha 6 illetve 10 héten at
tartott: csokkent a TNBS indukalta vastagbélgyulladas makroszkopikusan megfigyelhetd

kiterjedése és sulyossaga, tovabba a MPO enzim aktivitasa.

8. 6 hetes futdkerékben végzett mozgas indukalta folyamatok kovetkeztében

megemelkedik a HO aktivitas a vastagbélben.

9. A TNBS kivaltotta HO aktivitas emelkedését a 6 hetes szabadidfs testmozgas nem

emeli meg szignifikansan.

10. A 6 hetes szabadidds testmozgas fokozza a cNOS aktivitasat a vastagbélben.

11. A 6 hetes szabadidds testmozgas nem befolyasolja az iNOS aktivitasat a vastagbélben.

12. A 6 hetes szabadid6s testmozgas utan TNBS-val kivaltott gyulladasnal magasabb

cNOS és alacsonyabb iINOS aktivitas tapasztalhaté a mozgast nem végzé allatokhoz

képest.
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7. Osszefoglalas

Irodalmi hattér: A szabadid6s testmozgas protektiv, megel6z6 szerepét szamos krénikus
betegségben leirtak, tobbek kozott sziv- és érrendszeri megbetegedésekben,
vastagbéldaganatnal, azonban a rekreacidos mozgas altal befolyasolt folyamatok egyes
részletei, 0sszefuggései még tisztazasra varnak mind a kardiovaszkularis, mind pedig a
gyomor-bélrendszerben. A fizikai aktivitas kismértékl oxidativ stresszt okoz, amire a
szervezet az antioxidans védekez6 rendszer fokozott aktivitdsaval valaszol. A mozgas
szisztémas gyulladascsokkentd hatassal is bir azaltal, hogy a proinflammatorikus és anti-
inflammatorikus citokin / kemokin egyensulyt pozitivan befolyasolja. Az azonban kevéssé
ismert, hogy a rekreacios testmozgas milyen hatassal van az akut vastagbélgyulladasra.
Célkitlizések: Kisérleteinkben arra kerestik a valaszt, hogy

1. A HO termelte CO-nak van e szerepe az ér atméréjének szabalyozasaban hasi aortaban,
tovabba van-e nemek kozotti kilonbség a HO rendszer gatlasat kovetéen az aortagy(r(
AVP-re adott kontrakciés valaszaban.

2. A 6 hetes szabadidés testmozgas milyen hatassal van a kardiovaszkularis rendszerben
— hasi aortdban és sziv bal kamraban - a HO és a cNOS enzimek aktivitasara.

3. A 3/ 6/ 10 héten at végzett szabadidés testmozgas milyen hatassal van a vastagbélben
kivaltott akut gyulladasra.

4. A 6 hetes szabadid8s testmozgas hogyan befolyasolja az akut gyulladasos folyamatban

a HO és a cNOS/ iNOS enzimek aktivitasat.

63



Moédszerek: Az aortagyiri vizsgalatokhoz him és néstény Wistar patkanyokat hasznaltunk,
24 és 1 6ras SnPP el6kezelést (30 mg/kg, s.c., pH 7,4) kévetéen mértik az AVP-re (2,0
Mg/ml) adott kontrakcids valaszt.

Tovabbi kisérleteinkhez him allatokat hasznaltunk. A szabadidés mozgast ugy modelleztuk,
hogy az allatokat futokerékkel felszerelt ketrecekben tartottuk a kisérletek teljes ideje alatt,
mig a nem-futé allatok hagyomanyos ketrecben voltak. 6 hetes szabadidés mozgast
kovetben kivettlk az allatok hasi aortajat és sziv bal kamrajat. A mintakbol meghataroztuk
a HO ( keletkezett bilirubin spektrofotometrias mérése) és a cNOS aktivitasokat (L-citrullin
L-arginin modszer).

3, 6 és 10 hetes futast kovetéen kezeltik a megfelel6 csoportokat TNBS-val. A
vastagbélgyulladast 10 mg, 50 %-os ethanolban oldott, 0,25 ml térfogatban beadott TNBS-
val valtottuk ki, a kezelés el6tt 12 oraval az allatokat éheztettiik. A mintavétel a TNBS
kezelést kovetben 72 oraval tortént, kivettlk az allatok vastagbelének vegbéltél szamitott 8
cm-es szakaszat. A vastagbél-mintakbdl meghataroztuk a nyalkahartyagyulladas
makroszképikus paramétereit (sulyossagi skala, 1€zid) és spektrofotometrias modszerrel a
MPO enzim aktivitasat. A hat hetes szabadidés testmozgast végzé allatok mintaibdl mértik

a HO, cNOS és iINOS aktivitasokat.
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Eredmények

Az aortagylri AVP kezelésre adott kontrakcidja fokozédott, ha a HO aktivitas
gatloszerével, SnPP-nel elbkezelést végeztink. A himek és néstények kdzott tapasztalt
szignifikans kilénbséget a HO aktivitas blokkolasaval megszintettik.

A kardiovaszkularis rendszerben a 6 hetes szabadidés testmozgast kovetéen
szignifikansan megemelkedett a HO és a cNOS aktivitdsa hasi aortaban és sziv bal
kamraban.

Az el6zetesen végzett 6 és 10 hétig tartd futas szignifikdnsan csdkkentette a kivaltott
vastagbélgyulladas kiterjedését és sulyossagat, illetve a MPO aktivitasat, viszont a 3 hetes
szabadidds testmozgas nem csokkentette a vastagbélgyulladast Tovabbi vizsgalatainkhoz
a 6 hetes futas protokollt alkalmaztuk.

A 6 hétig tartdé futas dnmagaban mintegy haromszorosara megemelte a HO aktivitast a
vastagbélben az abszolut kontroll csoporthoz viszonyitva. A gyulladast kovetdéen kialakuld
magas HO aktivitast a futas kis mértékben fokozta. Kontroll allatokban cNOS aktivitasat a
futas szignifikansan megemelte mind a futd kontroll, mind a futé TNBS csoportban a
megfelel6 nem-futd csoportokhoz viszonyitva. A gyulladasos folyamat a cNOS
alapaktivitasanak csokkenését eredmeényezte, am az elbzetesen végzett mozgas
kovetkeztében emelkedett alap cNOS aktivitast csupan a kontroll szintig csokkentette. Az
iINOS aktivitdsaban a gyulladas szignifikans emelkedést okozott. A mozgas pozitiv hatasa
ezen enzim esetén is megmutatkozott, mivel csokkentette az INOS aktivitasanak nagyfoku

megemelkedését.

65



Eredmények megbeszélése

Az aortagylri-kontrakcio vizsgalatok igazoltak, hogy a HO enzim is részt vesz az aorta
kontrakciéjanak szabalyozasaban. A HO aktivitas blokkolasa megszilnteti az AVP-re adott
kontrakcidos valaszban megmutatkozé nemek kozotti kulonbséget. Tovabba ezen
eredmények is alatamasztjak, hogy himek esetén nagyobb a rizik6 a kardiovaszkularis
megbetegedésekre. A 6 hetes futdkerékben végzett futas aortaban és sziv bal kamraban
fokozta a HO és a cNOS enzimek aktivitasat. A HO és a NOS katalizalta folyamatban
keletkezd vazoaktiv gazok, a CO és a NO egyarant szerepet jatszhat a vérkeringés fizikai
aktivitashoz igazitasaban.

A vastagbél mintakbdl végzett méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy a 3 hetes szabadid6s
testmozgas nem elegendé az antioxidans rendszerek aktivalasahoz. A szabadidds
testmozgas gyulladascsokkentének bizonyult, ha 6 illetve 10 héten at tartott: csokkent a
TNBS indukalta vastagbélgyulladas makroszkopikusan megfigyelhetd kiterjedése és
sulyossaga, tovabba a MPO enzim aktivitasa. A 6 hetes futdkerékben végzett mozgas
indukalta folyamatok kdévetkeztében megemelkedik a HO és a cNOS aktivitas, mig az
iINOS aktivitas nem valtozik a vastagbélben. A TNBS kivaltotta HO aktivitas emelkedését a
6 hetes szabadidés testmozgas nem emeli meg szignifikansan. A mozgas hatasara
megemelkedett cNOS aktivitas miatt, a TNBS altal kivaltott gyulladas miatti cNOS aktivitas
csokkenés utan a cNOS aktivitas értékek a normal szinten maradtak. A mozgas
kovetkeztében kialakulé magasabb enzim szintek és aktivitasok (HO, cNOS) miatt kisebb
gyulladasok alakultak ki, ami a kisebb iINOS aktivitas értékben is megmutatkozott.

Ezek alapjan feltételezhetjuk, hogy a kulonb6zé NOS és HO izoformak aktivitdsaban mért

valtozasok hozzajarulnak a szabadidés testmozgas gyulladascsokkent hatasahoz.
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8. Summary

Introduction: The beneficial effects of recreational exercise training on chronic diseases
such as cardiovascular complications and colon cancer has been demonstrated. On the
other hand the underlying mechanisms induced by recreational exercise in the
cardiovascular system and in the gastrointestinal tract have not been elucidated. Oxidative
stress caused by moderate physical activity induces the antioxidant defense mechanisms.
Exercise has an anti-inflammatory effect through the modulation of cytokine — chemokine
balance. Oxidative stress and inflammatory cytokines and chemokines play role in the
pathomechanisms of acute colitis. The impact of recreational physical activity on acute
colonic inflammation is not well established.

Aims: Our aims was to investigate

1. the effects of HO inhibitor, tin-protophorphyrin IX (SnPP), which is the inhibitor of the
heme oxygenase (HO) activity on aorta ring contraction in male and female rats

2. the effects of 6 week-voluntary exercise on activities of HO and constitutive nitric oxide
synthase (cNOS) in abdominal aorta and heart left ventricle.

3. the effects of 3/ 6/ 10 weeks of voluntary exercise on acute colonic inflammation.

4. the effects of 6 weeks of voluntary exercise on the activity of HO, cNOS and inductive
nitric oxide synthase (iNOS) enzymes in the inflamed colon.

Methods: Aorta ring contraction was provoked by arginine vasopressin (AVP; 2,0 pg/ ml).
HO activity was inhibited by SnPP (30 mg/ kg, s.c., pH 7.4) 24 hours and 1 hour before

measurements in male and female Wistar rats.
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To study the effect of voluntary physical exercise we used male Wistar rats which were
divided into non-running and running groups. Running rats were placed into cages installed
with a running wheel. After 6 weeks of voluntary exercise period abdominal aorta and heart
left ventricle were removed. HO activity (bilirubin formation) and cNOS activity (conversion
of [**C]-radiolabelled L-arginine to L-citrulline) were measured.

After 3, 6 or 10 weeks of voluntary exercise colitis was induced by 2,4,6 trinitrobenzene
sulphonic acid (TNBS; once 10 mg in 0.25 ml of 50% ethanol, v/v). Food was withdrawn
overnight before TNBS challenge. 72 hours after the induction of colitis colon samples
were collected and colonic damage, lesion and enzyme activities (myeloperoxidase
enzyme - MPO, HO, cNOS, INOS) were measured.

Results of cardiovascular measurements:

SnPP pretreatment increased aortic ring contraction induced by AVP in male and female
rats. Inhibition of HO activity abolished the gender differences.

The 6 week-voluntary exercise caused a significant augmentation in the activity of HO and
cNOS in aorta and heart left ventricle.

Results of colonic measurements:

Colonic damage and lesion induced by TNBS treatment were not influenced by 3 week-
voluntary exercise. On the other hand, 6 and 10 weeks of running decreased the extent of
lesions, severity of mucosal damage and the activity of MPO. For the further investigations
we used 6 week-running protocol.

After 6 week-running there were no differences in the body weight between non-running
and running animals. While there was a progressive fall in body weight after the induction

of colonic inflammation in the TNBS treated group, voluntary training attenuated this
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decrease of body weight of TNBS challenged rats. 6 weeks of running caused significant
increase in colonic HO activity compared to the absolute control group. Treatment with
TNBS alone led to even higher HO activity, and there was no significant difference
between the running TNBS group and the non-running TNBS animals.

6 weeks of running elevated cNOS activity significantly in the running control and the
running TNBS groups compared to the proper non-running groups. In the non-running
TNBS group, we measured a significantly decreased cNOS activity compared to the non-
treated control group. Voluntary exercise before TNBS administration augmented the low
cNOS activity. TNBS challenge significantly elevated iINOS activity independently from
exercise. Importantly, 6 week-running before TNBS treatment significantly reduced this
increase of INOS activity.

Discussion: The inhibition of HO activity increased aortic ring contraction induced by AVP
and there were gender differences. These results suggest that males are more susceptible
for cardiovascular diseases.

The increased HO and cNOS activities in aorta and cardiac left ventricle reflect the role of
vasoactive gases, carbon monoxide and nitric oxide produced by HO and NOS enzymes in
the adaptation of cardiovascular system to physical activity.

The macroscopic parameters of inflammation and results of MPO activity show that 6 and
10 weeks of wheel running have anti-inflammatory effects on acute colitis in rats. 6 weeks
of freewheel running alone increased the activity of HO and cNOS and did not change the
activity of INOS. The 6 weeks of running did not cause differences in the HO activity
induced by TNBS treatment. Voluntary exercise before TNBS administration increased

cNOS and decreased INOS activity compared to sedentary TNBS treated group.
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Reactive oxygen and nitrogen free radicals produced during recreational physical exercise
may play a role in the augmentation of the activity of HO and NOS. Moreover, it is
suggested that the anti-inflammatory effect of recreational physical exercise in rat colon is
associated with augmented cNOS activity and lowered iINOS activity.

In our study we demonstrated that 6 weeks of running wheel exercise protocol is effective
to activate beneficial mechanisms in the protection of the examined systems, mentioned

above.
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