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1. Bevezetés

Az egészséges taplalkozas és rendszeres testmozgéas elengedhetetlen egy kiegyensulyozott
¢lethez. A fizikai aktivitas komplexitasat és jotékony hatasait nem lehet eléggé hangstlyozni,
mivel ezek szervezetiink minden miikddési teriiletére pozitiv hatassal vannak. Az ugrasszerti
tudomanyos és technolégiai fejlodés gyokeresen megvaltoztatta a mai ember életét. Régen az
egyszerl napi teenddk faraszto, hosszadalmas munkat jelentettek, méra viszont mindent gépek
végeznek helyettiink, “megsporolva” sok kalorianyi energiat. Gondoljunk csak a kozlekedésre:
régen hossza sétakra volt sziikség, hogy eljussunk valahova, ma pedig egyszeriien jarmube
iillink, és pillanatok alatt célba ériink.

Régen a levelek ¢és tizenetek kézbesitése is hasonld modon tortént. A mai generacié mar nem
ismeri a képeslapkiildés élményét, mivel mindent pillanatok alatt elintézhetnek a telefonjukrol.
A mindennapi teendéket atgondolva hamar belatjuk, hogy szinte mindent meg lehet oldani egy
gombnyomassal a fotelben iilve. E tarsadalmi fejlddés negativ hatdsait tovabb fokozza a
konnyen hozzaférhetd ¢élelmiszerek mennyisége és mindsége. A mindennapi étkezés ma mar
nem talélési rizikofaktor, sokkal inkabb a fogyasztoi tdrsadalom potcselekvése, melynek célja
nem a szlikségletek kielégitése, hanem 6romhormonok szerzése.

Ha Osszegezziik az atlagember csokkent energiaigényét és az ehhez kapcsolodd kaloriadis
¢lelmiszereket, nem meglepd, hogy sok '"népbetegség" van jelen, mint az elhizas,
cukorbetegség, valamint kardiovaszkularis és idegrendszeri megbetegedések.

A kényelmiinket lehetdvé tevd nagymértéki és hirtelen fejlddést az ember genetikdja nem tudta
ilyen léptekben kovetni. Szervezetiink, bar lassan, de hihetetleniil tokéletesen adaptalodott az
Osember idejében, biztositva a talélést. Akkoriban az edzettség, mindennapos vandorlas és a
tapanyagok hatékony lebontdsa vagy raktarozasa volt a tulélés kulcsa. Ehhez alkalmazkodott a
gasztrointesztinalis bélrendszer is, beleértve a mikrobiomnak nevezett baktériumok 6sszességét
¢s mindségét. Kezdetben, sziiletéskor még nem rendelkeziink bélfloéraval; ennek kialakulasa és
mindsége szdmos tényezotol fligg. Az életkorunk, taplalkozasunk, €letviteliink, szokasaink és
a sportmozgas jelenléte mind befolyasolo tényezdk. Kutatasok kimutattdk, mennyire fontos,
hogy a gyermek anyatejet fogyasszon kozvetleniil az édesanyja mellébdl, nem pedig tapszert
cumisiivegen keresztiil. Ez ugyanis befolyasolja a bels6 baktériumok dsszetételét, alakitva ezzel
immunrendszeriink ellenalloképességét. Egy 70 kilogrammos emberi szervezetben koriilbeliil
2,5 kg baktérium talalhato, ami tizszer annyi, mint ahany emberi sejt van benne. Egészséges
szervezetben ezek a mikroorganizmusok a lehetd legnagyobb alapossaggal igyekeznek

felhaszndlni a tdpanyagot. Az Osidokben a torzsek gyakran kiizdottek az élelemért, és
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eléfordult, hogy hirtelen jutottak sok ¢lelemhez, majd hetekig alig valamihez. Ezért a szervezet
az el nem égetett ¢lelmet zsirraktarakban tarolta a ttlélés érdekében.

Ezért figyelhetd meg a mai vilagban az az érdekes kettdsség, hogy genetikai kodoltsagunk nem
mindig szolgalja a céljainkat. Azok az egyének, akiknek mikrobiomja optimélis Osszetételli és
mukodést, szervezetiik a lehetd leghatékonyabban raktarozza el a fel nem hasznalt energiat.
Ezzel szemben egy kevésbé hatékony mikroorganizmus Osszetétellel rendelkezd egyén erre
kevésbé képes. A szervezetiink elsddleges feladata a talélés, amire be van kédolva. Ma azonban
ez a mechanizmus hatranyosan hat, mivel mar nem a szavannan éliink, és nem nehéz élelemhez
jutni, mik6zben mozgasszegény ¢letmodunk miatt az energiaigényiink is alacsonyabb.

Szamos kutatds alatamasztja a testedzés szisztematikus hatasait mind egészséges, mind
betegségben szenvedd egyéneknél. A rendszeres mozgas nemcsak a szervezet teherbirdsat
noveli, hanem jelentdsen hozzdjarul az immunrendszer ellendlloképességének noveléséhez,
amely gyakran a gyomor-béltraktus megfelelé miikodésével kezd6dik.

A gybgyszeripari reklamok és marketing is hangsulyozzék a belsd bélflora megdrzésének
fontossagat, specialisan Osszevalogatott baktériumtorzseket tartalmazo termékekkel, mint a
bifidus essensis vagy bifidus actiregularis. A huméan mikrobiomrol és a human tapcsatornat
benépesitd baktériumokrol mar régdta rendelkeziink ismeretekkel, de alaposabb vizsgdlatuk
csak az elmult évtizedben, a molekularis technologiak fejlédésével keriilt elotérbe. 2007-ben
indult el a Huméan Mikrobiom Projekt a NIH (National Institutes of Health) timogatasaval,
hogy tobbet tudjunk meg a huméan mikrobiomrol, és valaszt kapjunk arra, hogy a mikrobiom

révén befolyasolhatd-e az egészség és jobban megérthetdk-e a betegségek kialakulasanak okai.

A dolgozatom ujszerilisége abban rejlik, miszerint bar szamos alkalommal mértek kiilonboz6
GI szegmensek aktivitdsaban bekovetkezd valtozasokat stressznek, gyogyszernek, vagy
valamilyen taplalkozasi paraméternek a modositasa révén, azt, hogy a sportolas milyen hatéassal
lehet a bélrendszer miikodésére, annak dinamikéjara, egy kevésbé kutatott teriiletnek szamit.
Ilyen komplex mddon megvizsgalva a sportmozgés hatdsait a motilitdsra, a mikrobiomra, a
kognitiv funkcidkra és egyéb fiziologiai paraméterekre, legjobb tudomasunk szerint eddig még
kevésbé kutatott teriilet. Disszertaciom egyik {6 feladata ezen bonyolult folyamatoknak és azok
komplexitasanak, egymasra esetlegesen oda-vissza hato kdlcsonhatasaiknak a jobb megértése,

attanulmanyozasa.



2. Célkitiizések

A doktori disszertacidomban megfogalmazott vizsgalatok legfébb célja, hogy feltarja az agy-
testmozgas-bél-mikrobiom tengely fontosabb Osszefliggéseit. Feltételezéslink szerint a
sportmozgas altal kivaltott adaptiv valasz nemcsak a tengely egyes részeire hathat kiilon-kiilon
(amelyrdl mar szdmos kutatds késziilt), hanem ezek egyiittesen, egymasra hatva, kolcsondsen
oda-vissza hato kapcsolatban allnak. Tudomasunk szerint azonban mindezen osszefliggéseket
¢s komplexitasukat ilyen részletesen még nem vizsgaltak. Ezért kutatasunk soran biokémiai,
morfologiai €s fizioldgids vizsgalatokat is elvégeztiink az allatokon, hogy atfogobb képet
kapjunk ¢€s jobban megértsiik ezeket a bonyolult folyamatokat és azok kihatasait a szervezetre
¢€s egymasra.

Disszertaciom vizsgalatai két alapvetd részre oszthatok. Kutatdsunk elsd szakaszdban humén
alanyokon végeztiink vizsgalatokat, akik kronikus ér elzarasos (okkluzids) edzésmodszert
alkalmaztak, és ennek hatdsara a vazizomban bekdvetkezO miRNS-mennyiségi valtozasokat
tanulmanyoztuk. Ezen kutatdsi eredmények alapjan alakitottuk ki disszertaciom masodik,
markansabb részének célkitiizéseit. Ebben a szakaszban allatmodellen vizsgaltuk a hossza tava
testmozgés hatasat és annak komplex Osszetételét, kiilonos tekintettel a bélrendszerre.

Hipotéziseinket ezek alapjan a kdvetkezoképpen fogalmaztuk meg:
Az allatmodelles vizsgalatnal feltételeztiik, hogy:

1. Az onkéntesen végzett testmozgas valtozast idézhet eld a bél motilitdsdban.

2. Mindemellett az onkéntes testmozgas befolyasolja a mikrobiomot, megvaltoztatni képes
annak Osszetételét.

3. Feltételeziink egyfajta kapcsolatot, dsszefliggést a mikrobiom és a bélmotilitas, azok
testmozgas altal kivaltott alkalmazkodéasa, modosulasa kozott

4. Valamint kapcsolatot feltételeziink az iires bél biokémidjaval kapcsolatosan mért adatok

és a mikrobiomnal el6forduld baktériumok szama és eloszlasa kozott
A human vizsgalatnal feltételeztiik, hogy:

1. Feltételeztiik, hogy a kronikus testmozgas képes befolyasolni olyan miRNS-ek
mennyiségi dsszetevdit, melyek a bélrendszerbe eljutva is képesek lehetnek kifejteni

pozitiv hatasukat.



3. Anvag és modszer

3.1. Onkéntes testmozgas vizsgilata allat modellen

3.1.1. Vizsgalati allatok

A kutatas soran a tizennégy kozépkoru (11 honap, suly: (591.58 £60.9¢) him Sprague-Dawley
(Charles-River Laboratorium, Budapest, Hungary) patkany két csoportra lett bontva. Egy
kontroll (Control=C. n=6), valamint egy onkéntesen edz6 csoportra (Voluntery Exercise=VE,
n=8). Az onkéntesen edzé csoportnak allando jelleggel futdkereket biztositottunk, a futasi
tavolsagokat pedig egy vezetékes kerékpar computer segitségével (MARWI 5 funkcids
UNION-5N) minden nap ugyanabban az id6pontban reggel feljegyeztiik. Mieldtt az 6nkéntesen
edzd csoportot behelyeztilk volna a futdketreceikbe felmértiik a maximalis oxigénfelvételt
minden allatnak (VOzmax). A 6 hétnyi futds utdn mértiink az allatoknak Morris Maze vizi
utveszt$ tesztet, valamint ismét elvégeztik a VOzmax mérést, mely mar egy Vita maxima
terhelésnek mindsiilt, kdzvetleniil utdna pedig tejsavmérést hajtottunk végre farok vénabol.

A vizsgéalat soran az Aallatokat kettesével helyeztik el kiilon-kiilon ketrecekben és a
lakohelységilikben 12 orankénti fény és sotétség valtakozast alkalmaztunk. Az allatok taplalék

¢s folyadék ellatottsaga ad libitum volt.

3.1.2. Morris maze teszt

A kognitiv funkcio, a térbeli tanulds mérésére a széles kdrben ismert Morris Maze vizi Gtvesztd
tesztet alkalmaztam. A felmérést 5 egymas utani napon végeztem el, kdzvetleniil az testmozgas
programjanak vége utan. Egy 100 cm 4tmérdjii és 60 cm magas fekete, kor alaku medencében
elhelyeztem egy 6 cm atmérdjii platformot, az észak-keleti negyed kozepén. A medence vizének
hofoka 22-23 °C volt, a feltoltésének magassaga pedig a platform folé emelkedett 1 cm-rel,
amig el nem lepte azt. El6szor az éllatokat a pihenésiil szolgdld platformra raktam 30
masodpercre, hogy megismerjék annak pontos helyét a medencében, majd behelyeztem dket a
lehetséges négy kezdOpont (észak, dél, nyugat, kelet) egyikébe. Innentdl Osszesen 90
masodperc allt rendelkezésiikre, hogy 01jbol megtalaljak a platformot. Abban az esetben, ha ez
a masfél perc nem volt elegendd, hogy rataldljanak a pihend allomasra, manualisan helyeztem
oket oda tovabbi 30 masodpercre. Azt ezt kovetd, majd a harmadik és a negyedik kisérletek
kezdépontja az el6zéekben nem alkalmazott 3 irany valamelyike volt. Minden allat esetében
azonosan, pszeudorandom moédon valtoztattam meg a kezddpontok sorrendjét minden nap. A
platform megtalalasdhoz sziikséges 1dot feljegyeztem, a napi négy ismétlés idejét atlagoltam,

majd az 6t nap soran tapasztalt valtozasokat statisztikai modszerekkel elemeztem. A referencia
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memoria azon képesség, mely a hosszil tavi memorian alapszik. Ennek kiszamitasara a
tesztnapok elsd tarsitasait hasonlitjuk 0ssze, mig a munka memoria kiszamitasdhoz az dsszes

kisérlet heti atlagait vettem szdmitasba.

3.1.3. Maximalis oxigénfelvétel mérése (VO2max)

A familiarizaciot minden allat esetében egy Ot napos, napi tiz perces szoktatd peridodussal
kezdtiink a motor hajtasu futépadunkon (Columbus Inst. Columbus, Ohio). A pontos protokoll
melyet alkalmaztunk megegyezik a régebbi kutatasainknal is alkalmazottal. Minden eseteben
5%-o0s emelkedés volt bedllitva a futdopadon, a sebességet azonban fokozatosan noveltiik 8
m/percrdl egészen 23 m /percig. A VOomax felmérését minden allat esetében harom kritérium
alapjan mértiik fel: (i) a VO2 nem valtozott a sebesség novelésekor, a patkanyok mar nem

tartottak meg a pozicidjukat a futopadon, és (iii) a 1égzési hanyados (RQ = VCO2/VO>) > 1 volt.

3.1.4. Vita maxima teszt és tejsav mérés

Az testmozgas programjanak végén a VOzmax felmérésénél a protokoll annyiban tért el az elsé
alkalomtol, hogy az allatok a fokozatosan emelkedd terhelés mellett a végs6é faradasi pontig
futottak, ameddig még képesek voltak normalisan megdrizni a helyzetiiket a futopadon. Ezt
kovetden a teszt utdn azonnal az allatok farok véndjabol vérvételt végeztiink, majd a Nova

Biomedical Lactate Plus tejsav mérd miiszerrel tejsavmeérést eszkozoltiink.

3.1.5. Elektromiograf (EMG) mérés

A kutatasunkhoz legalkalmasabb mérési modszernek a Sziics és munkatarsaik altal is hasznalt
TENS elektroddal torténé EMG mérési modszer bizonyult. Valasztasunk legfébb ok az volt,
hogy igy nincs sziikség egy szubkutan felhelyezhetd bipolaris elektrodpar bemiitésére. Ez
ugyanis egy transzkutan elektromos idegfelvételi feliileti elektrodak, mellyel egy teljesen
fajdalommentes, non-invaziv médszerrel mérhetjiik a gyomor, a vékonybél és a vastagbél
mioelektromos aktivitasat egy idben, egyszerre. Tovabba tobbszori Gjra felhasznalhatosagot
is kinal szamunkra. A TENS elektrodokat (Electrode PE Foam Solidgel, Bio Lead-Lok B Sp.
Zo.0, Jozefow, Lengyelorszdg) miitét nélkiil, egy egyszerli szOrtelenités utan ragtapasszal
(Leukoplaszt 5 cm, BSN medical GmbH, Hamburg, Németorszag) rogzitettiik a borfeliiletre.

Az elektrodak megfeleld vezetOképességének biztositdsa érdekében Ten20 EEG vezetd gélt
(Bio-Medical Instruments, USA) hasznaltunk a borfeliileten. A standard elektrodaparokat (2
elektréda) a hasfal jobb és bal oldalan rogzitettiik. Az GIT EMG méréseit 6 hét onkéntes
testmozgas utan végeztiik el az 6nkéntesen edzd csoporttal és a kontroll allatokkal egyidejiileg,

stresszmentes koriilmények kozott, 9:00 és 11:00 ora k6zott szobahdmérsékleten (24 °C). Ezt



megeldzdleg 2 hetes familiarizaciot alkalmaztunk minden allat esetében, hogy az EMG
dobozok ne 0j kornyezetként keriiljenek bevezetésre, és a lehetd legnyugodtabb méréseket
tudjuk majd régziteni. Minden mérés el6tt egyfajta ,,metabolikus ketrecként” ételmegvonasban
is részesiiltek az allatok, hogy kizarjuk az emésztésbdl fakado EMG jeleknek a rogzitését.

A vizsgalt elektrofiziologiai paramétereket minimum 30 (de lehetdleg 90) percen keresztiil
rogzitettiik, és egy online szamitdogépes jel felerdsitd rendszerrel elemeztiik, melynek 10
S.P.E.L. Advanced ISOSYS adatgyiijtd rendszer a pontos megnevezése (MDE GmbH,
Walldorf, Németorszag). A minél hosszabb rogzitésre a lehetd leghosszabb nyugalmi jelek
detektalasa miatt volt szlikség, melyhez a késObbiekben egy digitalisan beépitett vago
programot is hasznaltunk. Az elektromiografias (EMG) jeleket el6szor az MDE Kft. (Budapest,
Magyarorszag) altal tervezett egyedi erdsitdvel erdsitettiik. Az artefaktumok csokkentése
érdekében kettds sziirérendszert hasznaltunk. Minden analdg jelet eldszilirtiink egy elsérendii
Bessel-tipust alulateresztd sziirdvel, majd 2 Hz-es mintavételi frekvenciaval, 80 dB/dekad
meredekséggel digitalis jelekké alakitottuk. Az eldsziirt mioelektromos jeleket ezutan Bessel-
tipusu savsziirékkel tovabb szirtiik 0-30 ciklus per perc (cpm = contraction per minute)
frekvenciaval, 140dB/dekad meredekséggel. Mindegyik sziiré digitalis [IR-szlird volt. A
rogzitett jeleket Fast Fourier-transzformacioval (FFT) elemeztiik. Az elektromos aktivitas
frekvenciajat cpm-ben jellemeztilk, az aktivitds nagysagat pedig teljesitményspektrum-
strtiségként (PsD = power spectrum density) irtuk le. A fiziologiai paraméterek értelmezését
illetden, ha az értékek egy standard eltérésnél nagyobbak voltak, akkor azokat kiugrénak

tekintettiik, ezért a korabban leirtak szerint kizartuk az elemzésbol.

3.1.6. Biokémiai valtozasok detektalasara hasznalt médszerek

Miutén az testmozgas programja €s az azt kovetd egyéb fizologias tesztek is befejezddtek az
allatok intraperitonedlis ketamin (Richter, koncentracio: 100 mg/ml) /xylazine (Produlab
Pharma, koncentracio: 20 mg/ml) altatd injekcioval el lettek altatva, melybdl 0.1 ml/10g
testtomeg aranynak megfeleld dozisban részestiltek, tovabba heparinizalt, jéghideg sooldattal
transzkardialisan perfundaltuk dket. A has felnyitasa utan ~5 mm nagysagu vastagbél gytriiket
gyorsan eltavolitottuk a vastagbél leszallo szakaszabodl, valamint ~20 mm nagysaguakat az
ileocecalis csomoOpont alatt, a proximalis régioban pedig a transzmisszios
elektronmikroszkopos mintdkhoz (TEM, n=5 csoportonként). Az érintetlen mitokondriumok és

a teljes fehérje kivonathoz ~30 mm nagysagu vastagbél metszetet gyiijtottiink.



3.1.7. Western blot molekularis biologiai eljaras

A Western blot eljaras, egy olyan szemi-kvantitativ mddszer, mely a kiilonféle szovetmintakban
fellelhetd specidlis fehérjék immunreakcioval valo kimutatasara alkalmas. Jelen kutatdsomban
a vastagbélben fellelhetd kiilonbozo fehérjék mennyiségét vizsgaltam. A vastagbél kozépso
részEbdl kinyert mintakat eldszor Turrax homogenizatorral homogenizaltuk (IKA T10 basic
ULTRA-TURRAX DISPERSER 50/60Hz, Staufen im Breisgau, Németorszag) lizispuffer
hozzaadasaval (137mM NaCl, 1% NP 40, 10% glicerol, 20mM Tris 8.0 pH) jégen és
hozzaadtunk még proteaz/foszfatdz inhibitorokat [Aprotinin (2ug/ml), Leupeptin (Spg/ml),
PMSF (1mM), Na orthovanadat (ImM)]. Ezutan 40 percig jégen razattuk, majd 15000g-n
centrifugaltuk a feliiliszot pedig lepipettaztuk. A kovetkezd 1€pés a fehérje mérés volt, melyet
a Bradford (BioRad Protein Assay, Dye Reagent Concentrate) és Lowry protokollal végeztiink
el. A mintakat triplikdtumokban vittiik fel, majd 595 nm hulldmhosszon vizsgaltuk Multi Scan
EX (Thermo Labsystem) géppel, ezutan egységes koncentraciora higitottuk dket. A mintak
higitasat 2X-es Laemmli pufferrel végeztiik, majd 5 percig 90 °C fokon melegitettiik azokat.
Az igy keletkezett mar vizsgalatra kész mintékat -80 °C fokon taroltuk. A feldolgozés soran a
mintdkat mindig 10%-0s Sodium Dodecil Sulfate-poliakrilamide gélelektroforézis (SDS-
PAGE) gélekben vizsgaltuk, ahol az idGtartam 4atlagosan 1-1,5 6ra hosszaig tartott, konstans
150 V fesziiltség érétket alkalmazva. Az elektroforézis soran Biorad markert (Biorad 1610374)
alkalmaztunk. A zsebek feltdltése soran a markernél 5 pl-t, a mintak esetében pedig mindig
egységesen 10 pl-t vittiink fel. A gélelektroforézis befejeztével egy elére méretre vagott PVDF
membrant 1 percig metanolban aktivaltunk, majd 5 percre 20%-0s metanolos transzfer pufferbe
aztattuk a blot papirral egylitt, billengtetd eszkozzel egybekotve. Ezutan elvégeztiik a fehérjék
transzferalasat a gélr6l a membranra, amely sordan egy a membranbol, a gélbdl és a blot papirbol
alloé ugy nevezett ,,szendvicset” helyeztlink a transzfer egységbe. Ennek a szendvicsnek az
elkészitése soran minden 0sszetevdjét 20% metanolos transzfer pufferrel nedvesitettiink, hogy
elkeriiljiik az egyes komponensek kiszaradasat. A transzfert 1,5 oran keresztiil végeztiik
konstans 30 V fesziiltségen. Ezt kdvetden a membrant 1 percre Tris-pufferolt sdoldat-Tween
20 (TBST) oldatba helyeztiik, a gélt pedig 2 6rara a billegtetdre gélfestd oldatba (50% metanol,
39,75% H20, 10% ecetsav, 0,25% Coomassie Brilliant Blue). A membrant az 1 perc lejarta
utan athelyeztiik 2 orara vagy 0,5-5%-0s tejporral vagy 5%-0s BSA-val kombinalt TBST-ben.
Ezt a blokkolast 4 °C fokon végeztikk el szintén a billegteton. Ezutan a blokkolas soran
alkalmazott fehérjének megfelelé beoldott elsddleges antitesttel kezeltiik a membrant egy
¢éjszakan keresztiil 4 °C fokon billegtetve (1. tdblazat). A higitasat az elsddleges antitesteknek,

mindig a célfehérjének megfeleld, antitestet gyartd cég utasitsai alapjan végeztiik el. Masnap
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reggel haromszor 20 percen keresztil TBST-vel réaztatva mostuk a membrant
szobahdmérsékleten, hogy kikiiszoboljiik a nem specifikus kdtddéseket. A kovetkezo feladat a
masodlagos antitesttel vald kezelés volt a membranon, melyet 4 °C fokon 2 oran keresztiil
végeztiink el egy billegteton. Az inkubalas soran tormaperoxidaz-konjugalt egér, kecske és nyul
masodlagos antitesteket alkalmaztunk (Jackson 1:10000). Ezek utan ismét a membran mosasa
kovetkezett haromszor 20 perc TBST-vel szobahdmérsékleten raztatassal egybekotve. Miutan
a mosasokkal végeztiink a membrant tormaperoxiddzzal inkubaltuk 1 percig fénytdl védve,
szintén szobahdmérsékleten. Az inkubalt membrant ezutdn az AZURE 400 lathato
fluoreszcencia képalkoté miszer (1.7.6.1202-es verzio) segitségével elohivtuk, majd a
megfeleld molekulasulyoknal megjelend csikokat, melyek reprezentaljak célfehérjéinket
kiértékeltiik. Ehhez a kiértékeléshez az ImagelJ szoftvert hasznaltuk, melynél a relativ denzitast
mindig a ,.house keeping” fehérjére kalkuldltuk. Az utolsé 1épésként a membranfestd oldattal
(0,2% Coomassie Brilliant Blue, 45% metanol, 10% ecetsav, 44,8% H>0) megfestettiik a
membrant, amit az elébb eldhivott képekkel egyiitt szintén az Imagel] program segitségével

kiértékeltiink. A house keeping fehérje minden mérésiink esetében a tubulin volt.

3.1.8. Mitokondrialis, citoszolikus és nuklearis frakciok preparalasa

Scorrano és munkatérsai altal hasznalt protokollt hasznéltuk a frakcionédlds soran, kisebb
modositasokat eszkozolve. Az eljards minden Iépését 4 C° fokon végeztik el. A friss
kotészovet-, illetve zsirmentes vastagbélszovetet 10 mM EDTA-val kiegészitett jéghideg PBS-
be meritettiilk, majd a lehetd legkisebb darabokra daraltuk. Ezutdn a mintakat a Turrax
homogenizatorral homogenizaltuk (IKA T10 basic ULTRA-TURRAX DISPERSER 50/60Hz,
Staufen im Breisgau, Németorszag). A mintak feltarasat 0,05%-ps tripszinnel végeztiik 30
percnyi enyhe razogatassal (200 rpm), majd 1000 g-n 5 percig centrifugaltuk. A pelletet 10-
szeres mennyiségli IBm1 pufferben (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM EDTA, 0,2 % BSA
¢s 0,067 M szukroz pH 7,4) Gjra szuszpendaltuk, és par enyhe iitogetéssel homogenizaltuk
annak tartalmat. Ezt a homogenatumot 10 percig 600 g-n 4 °C fokon centrifugaltuk. A sejtmag
egy részét, beleértve a pelletet €s a citoszolikus feliiluszot is, egyéb Western blot elemzéshez
tartogattuk. Az mintat ezutdn ovatosan kivettiik a centrifugalobol, majd a feliiliszot leszivtuk
¢és kiilon egy 1) eppendorfba helyeztiik at, mely a mitokondrialis €s citoszolikus részeket
tartalmazta. Az aljan maradt csapadékbol egy csapott hegyti pipettdval 100 pl-t 4j eppendorfba
helyeztiink 20 pl NP40 lizalé pufferrel és 66 ul 4XSDSPPT hozzaad4saval a csomok elkeriilése
miatt. Ezt mind felszuszpendaltuk, finom {itogetésekkel Osszeraztuk, majd szonikator

segitségével 2 percig 3-4-es fokozaton még aprobb részalkotokra homogenizaltuk, amig fehéres



vildgoskékes szint nem kaptunk. Ezt kdvetéen 5 percig forraltuk 100 °C fokon, majd 14000
rpm sebességgel ismét lecentrifugaltuk. A feliiliszot leszedve megkaptuk a Nuklearis frakciot,
melyet -70 °C fokon késobbi felhasznalasig taroltunk. A félretett mitokondrialis, citoszolikus
részeket tartalmazd eppendorffal a centrifugalasi 1épést megismételtik az IB ml puffer
homogenizalasa utan, hogy j6 mindségii intakt mitokondriumokat nyerjiink. Mindezt 8000 g-n
(14000 rpm) 10 percig 4 °C fokon hajtottuk végre. A feliiliszé citoszolikus részb6dl 100 pl-t
dvatosan athelyeztiik egy tiszta eppendorfba 20 ul NP40 lizalé pufferrel és 66 pl 4XSDSPPT
hozzaadéasaval. Ezutan a mar ismert médon felszuszpendaltuk, dsszeraztuk, szonikatorral 2
percig 3-4-es fokozaton homogenizaltuk, majd 5 percig forraltuk 100 °C fokon. Mindezek utan
pedig -70 °C fokon taroltuk késobbi felhasznalasig. A mitokondrialis pelletet a lehetd
legkevesebb mennyiségii IBm2 pufferben (10 mM Tris-HCI, 3 mM Tris-EGTA és 0,25 M
szukréz pH 7,4) szuszpendaltuk. A fehérjekoncentraciot a mar fentebb emlitett modon a

Bradford-méréssel mértiik.

3.1.9. Reaktiv oxigén szabadgydk (ROS) termelddés vizsgalata
A mitokondriumokat (0,3 mg/ml) a kisérleti pufferoldatunkban (10 mM Tris/HCI, 5 mM
MgClz, 2 mM KH2PO4, 20 mM EGTA/Tris, 250 mM szukr6éz pH 7. 4) 1 uM Amplex Reddel

(gerjesztés: 560 nm; emisszid: 584 nm) és torma-peroxidazzal (10 NE) kiegészitve inkubaltuk
a ROS termelés értékeléséhez, a H2O> altal kivaltott fluoreszcencia monitorozasaval. Mindezt
Votyakova és munkatarsainak egy korabbi kutatdsa alapjan végeztiik el, kisebb modositasokkal
végrehajtva. Miutan felmértiik az alap ROS képzddést, 10 mM szukcinat (Suc) és/vagy 1 uM
rotenon keriilt hozzaadasra. Szukcinat szubsztrat esetén a ROS-termelés az 1-es komplex
szintjén a forditott elektrondramlassal Osszefiiggd ROS-termeléssel egyiitt fog ndvekedni.
Ennek bevslésére a rotenonnal vald gatlast hasznaltuk. Ez utdbbi esetében a rotenon
hozzaadéasanak kettd lehetséges hatisa van az I. komplex szintjén: A ROS termelddés
novekedése az eldrefele irdnyuld elektronaramlashoz kothetd, mig annak csokkenése pedig a
visszafele aramlo elektronokkal. A hidrogén peroxid (H20.) termelés kalibralasat altalunk
ismert mennyiségli H2O2 hozz4adasaval értiik el. A fluorimetrias vizsgalatokhoz a Fluorskan
Ascent FL fluorimétert hasznéltunk 30 °C fokon a 96 lyukbol all6 lemezeken. Minden pontot

triplikdtumokban mértiink.

3.1.10. 16sRNS génamplikon szekvenalas

A mikrobiomra jellemzd sajatossagokat az allatok fécesz mintdjanak elemzésével vizsgaltuk
meg, amely a SeqOmics Kft.-vel vald kollaboracid soran valdsult meg. Ez az eljaras

modszertandban megegyezd egy korabbi human kutatdsunkéval, ahol sportold és inaktiv
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személyek mikrobiom elemzését hajtottuk végre COVID-19 fert6zés ideje alatt, illetve az utan.
Mind a bélmintdkat, mind a frissen begyijtott fécesz mintakat az eltdvolitds utdn azonnal
folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk, majd a hosszitava tarolas érdekében -80°C fokon
taroltuk. Minden minta esetében a DNeasy PowerSoil kit segitségével izolaltuk a teljes DNS-t
a gyartd altal meghatarozott protokoll szerint (kat. sz. 12888-100; Qiagen GmbH, Hilden,
Németorszag). A 16S rRNS gén V3-V4 régidit Polimeracios lancreakcidos modszerrel (PCR)
amplifikaltuk a kovetkez6é primerek segitségével: 16S Amplicon PCR Forward Primer = 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGTCAGATGTGTGTATAAGAGAGACAGCCTACGGGNGGGC
WGCAG, €s16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'-
GTCTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTGTGTATAAGAGAGACAGGACTACHVGGGT
ATCTAATCC

Az Illumina MiSeq szekvendlashoz sziikséges DNS konyvtarat a Nextera XT DNS-
konyvtarkészitd készlet (Illumina Inc., CA, USA) segitségével allitottuk eld szintén a gyartd
protokollja alapjan. A DNS konyvtar szekvenalasat az [llumina MiSeq 2 % 300 bp platformon
végeztik a MiSeq v3 Reagent Kit (Illumina Inc., CA, USA) hasznalataval, a gyartd
utasitdsainak megfeleléen. A szekvenciaolvasasokat a tovabbi elemzések eldtt mintdnként 10

000 olvasasra korlatoztuk.

3.1.11. Caveolak transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalata

A metszetek elkészitésében az Eotvos Lorand Tudoméanyegyetem Bioldgiai Intézetének az
Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbioldgiai Tanszék munkatarsai voltak segitségiinkre.

A TEM vizsgalathoz a mintdkat modositott Carnovsky-fixdloba (3,2% PFA, 0,2%
glutaraldehid, 1% szachar6z, 40 mM CaCl2 0.1M kakodilat puffer) helyezve 24 6ran at 4°C-on
fixaltuk. Ezutan miel6tt az utdfixalasként szolgald 5%-os glutaraldehidben / 0,1 M kakodilat
pufferbe keriiltek volna 12 o6rara 4°C-on, minden mintat két egyenld részre vagtunk a
midsaggitalis sikban. A dehidratalast propilén-oxiddal telitett, fokozatosan adagolt etanol
hozzaadasaval értiik el. Miel6tt Spurr alacsony viszkozitasii epoxigyantaba agyaztuk volna a
leellendriztiik. Minden szegmensbdl 2 miniblokk (1 mmy) kertilt kivagasra. Az ,,E” miniblokk
a teljes nyalkahartyat (epithelium, lamina propria, muscularis mucosa), mig az ,,M” miniblokk
a submucosa, muscularis propria és serosa rétegeket tartalmazta. Az "E" miniblokkokat (2/4llat,
10/4llat csoportonként) a hamsejtek morfometriai vizsgalatara, mig az "M" miniblokkokat a
caveola mennyiségének szamszerlisitésére hasznaltuk fel a korkords izomréteg (CML) legbelso

simaizomsejtjeiben (SMC). Miniblokkonként 6 db 50-60 nm ultravékony metszet vagtunk ki a
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Reichert OMU3 ultramikrorotomban, majd Formwar (Agar Sci., Essex, UK) bevonata réz
résracsra gyujtottiikk. Az egyes részek megfestéséhez uranil-acetatot €s Reynolds 6lom-citratot
hasznaltunk. A morfometriahoz Morada 11 megapixeles kameraval (Olympus) felszerelt JEOL
JEM 1011 transzmisszios elektronmikroszkopot alkalmaztunk. A caveoldk szamanak
elemzéséhez a legbelsO rétegbdl szarmazd SMC sejtek koziil valasztottunk 2-2 egymassal
szomszédosat, mindig kiilonb6z6 szelvényekbdl (4 SMC/éllat 2 kiilonbdzd helyen). A
mikrofelvételek azonos nagyitassal (x 30 000) késziiltek és a kivalasztott teljes SMC hosszt
lefedték. A plazmalemma hosszat (C — 386467,82+160708,19 nm, VE —414775,53+226673,91
nm) és a caveolak szamat (C — 16,24+1,24 um, VE — 24,14+2,67 um) az iTEM szoftver mérési

funkcidjaval hatdroztuk meg.

3.1.12. Morfolégiai mérések

A mitokondriumok és vezikulak morfologiai mérését az APEER Online Machine Learning
Platform segitségével vizsgaltuk, a Zeiss és a Fiji programok altal. A megkiilonboztethetd
mitokondriumokat ¢és vezikuldkat korabbi felmérés alapjan egy definialt ,,mélytanulasi”
modszerrel (deep learning) kovettik nyomon a felndtt patkdnyok vastagbélmintdin (5
allat/csoport, 3-4 fliggetlen kép 20 000x-es nagyitasban), egy mar elére meghatarozott
morfologiai bedllitassal kezelve. Az Apeer program altal vezérelt mélytanulds harom
kiilonb6z6 csoportot hozott 1étre a mitokondriumok egyes osztalyai kdzott, azok morfologiai
megjelenése alapjan: Az ,,A csoportban” helyezkedtek el a normalis, siiri matrixxal benne
parhuzamos, keskeny cristdkkal rendelkez6 mitokondriumok; a ,,B csoport” esetében a
rendezetlen mitokondriumokrol beszélhetiink, ahol a matrix még ugyan mindig stiri, de mar
rendezetlen cristak, és egyes lipidcseppek is talalhatoak; a ,,C csoportban” pedig a duzzadt
mitokondriumok vannak, ahol a cristdknak és a matrix stirliségének széles kiterjedésében vagy
teljes egészében a hidnyarol, a belsd szerkezet jelentds elvesztésérdl szamolhatunk be. A
kérdéses mitokondriumokat és/vagy vezikuldkat Gjraértékeltiik. Az igy kapott eredményeinket
elészor a Fiji programba atexportaltuk, majd annak segitségével megkaptuk a kovetkezd
paramétereket: relativ mitokondridlis és vezikularis teriilet, mitokondrialis méret; keriilet;
aspect ratio (AR, hossz-szélesség arany) mint [(nagytengely)/(kistengely)]; formafaktor (FF, a
mitokondriumok komplexitasi aspektusat tiikrozi) mint [(keriilet2)/(4n * feliilet)]. A tovabbi
adatelemzéshez a kiszamitott értékeket a Prism 6 (GraphPad Software) programba importaltuk.

A statisztikai szignifikanciat az atlag 95%-os konfidenciaintervalluma (C.1.) alapjan értékeltiik.
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3.2. Kréonikus okklizios modszer alkalmazasa human modellen

3.2.1. Vizsgalati személyek

A vizsgalatunkra 22 egészséges fiatal férfi jelentkezett onként. Ezutan véletlenszertien két
egyenld csoportba osztottuk az alanyokat, egy okkluzios (O — életkor: 23.9+ 1.7 év, testsuly:
77+ 8.9 kg, magassag: 182.3 £7.8 cm, terhelési egység: 82.2 + 18.6 kg) és egy kontroll (C —
¢letkor: 24.1+6.1 év, testsuly: 81.3+6 kg, magassag: 184.5+7.2 cm, terhelési egység:
86.7 £ 12.9 kg) csoportra. Minden résztvevo részletes tajékoztatast kapott a vizsgalat céljarol
¢s annak eljarasairol. A kutatds megkezdése elott mindenki atesett egy orvosi vizsgalaton,
valamint kitoltottek egy orvosi kérddivet is, mellyel igy kizartunk minden kardiolégiai,
metabolikus, neurolégiai vagy mozgésszervi rendellenességet. Minden eljarast jovahagyott a
Testnevelési Egyetem Etikai Bizottsiga (ET-KEB/No08/2017), és a kutatds a Helsinki
Nyilatkozat eldirdsai szerint zajlott. Minden résztvevonek felmértiikk az edzésprogram eldtt,
illetve utdn a maximalis erejét €és az erd alloképességét. Tortént ezeken kiviil szintén kétszer

mikro izombiopszia mintavétel is, melyeket a késébbiekben laborunkban analizaltuk.

3.2.2. Maximalis er6 felmérése

Az okkliziés edzésprogram megkezdése eldtt egy héttel minden alany maximalis
eréfelmérésen vett részt, melyet egy guggold keretben, rogzitett palyan hajtottak végre a
sériilések megeldzése érdekében. Minden alany szamara mar ismert mozgas volt a guggolas,
valamint végeztek mar korabban hasonlo eréedzéseket. A maximalis erd felmérése a harom
ismétléses maximum (3RM) teszttel tortént, a National Strength and Conditioning Association
iranyelvei szerint vizsgaltak. A tesztet egy 10 perces kerékpar ergométeren végzett bemelegités
elozte meg. A vizsgalati fazisban a résztvevok tiz ismétlést végeztek a testsulyuk felének
megfeleld ellendllassal. Ezt egy 4-6 ismétlésbdl 4116 sorozat kovette teljes testsullyal. Az utolsod
szakaszndl az onkénteseknek négy alkalmuk volt a 3RM elérésére. Az igy elért érték az egy
ismétléses maximum (1RM) 90-93%-aként definialhato. A terhelést fokozatosan noveltiik, és a
probak kozott legalabb két, de maximum 5 perces pihendidot alkalmaztunk. Sikeresnek akkor
volt tekinthetd egy ismétlés, amennyiben nem volt sziikség kiilsé segitségre a stly

megmozgatasahoz, tovabba, ha a comb a talajjal parhuzamos helyzetet ért el.

3.2.3. Terhelési protokoll

Harom nappal az utolsé mikro izombiopszia mintavétel utan és négy nappal az elsé edzés elott

megmértiik a maximalis er6t a 3RM teszttel. Két pihenénap utan erd alloképességi tesztet
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eszk6zoltlink, ahol a terhelést az 1IRM 70%-4nak megfeleld ellenallasban hataroztunk meg,

teljes guggolésos eréfelméréssel. Mindezt a négyhetes edzések elétt, illetve utan végeztiik el.

3.2.4. Biopszia mintavétel

Az edzésprogram megkezdése elott 3 nappal vettilk az elsd mikro izombiopszia mintakat a
vizsgalati személyektdl, a masodikat pedig az edzésprogram lejarta utdn 24 6raval. A biopszia
kinyerése egy félautomata tiivel (EASY-RAM 14Gauge 100 mm (hossz) helyi
fajdalomcsillapitds (20 mg/ml lidokain-hidroklorid; EGIS, Budapest, Magyarorszag)
alkalmazaséval tortént, szakképzett személy altal a jobb oldali vastus lateralis izombol. Ezutan
egybdl az izommintakat PBS pH 7,4-es oldattal lemostuk, majd folyékony nitrogén segitségével
lefagyasztottuk. A kés6bbi miRNS mérések idejéig pedig -80 C°-on taroltuk.

3.2.5. RNS Kkitermelés kvantitativ valés ideji polimeraz lancreakcio (qRT-PCR) a

mikroRNS atiratok vizsgalatahoz

A mintdk miRNS méréséhez Kvantitativ valos idejli polimeracios lancreakcios modszert (QRT-
PCR) alkalmaztunk. Az 5-10 mg nagysagt izomdarabokbodl az RNS kinyerése Trizol reagensek
(TRI Reagens®: TR 118, MRC Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével tortént. 260 nm-en ¢€s
280 nm-en hullamhosszon megmért abszorbancia alapjan vizsgaltuk az RNS tisztasagat. A
kinyert RNS, melynek aranya 1,8-nal nagyobb volt, késébbi elemzéshez is felhasznaltuk. A
teljes RNS (10ng) visszaallitasa a MicroRNA Reverse Transcription Kit (TagMan™ Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kit: A28007, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével tortént. A gyartd protokollja alapjan, kisebb moédositdsokkal hataroztuk meg az
egyes cél miRNS-ek mennyiségét. A kdvetkezd TagMan MikroRNS Analiziseket hasznaltuk:
miR-486, miR-499, miR-206, miR-1, miR-133a és miR-233b. Minden anyagot az Applied
Biosystems szallitotta (TagMan™ Advanced miRNA Assay: A25576, Applied Biosystems). A
gRT-PCR-t a TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Kat#: 4366072, Applied Biosystems)
alkalmazasaval végeztilk egy 7500 Fast Real-Time PCR rendszerben, a gyarté protokollja
szerint. Minden mintat triplikdtumokban futtattunk, és a kordbban leirtak szerint tortént a
normlaizalasuk. Normalizaloként a miR-191-et hasznaltuk minden mintaban, tovabba minden

reakciot kiilon futtattunk és a kvantifikaciohoz Ct (AACt) médszert alkalmaztunk.

3.3. Statisztikai analizis

Az allatmodellen elvégzett Morrise maze teszt sordn a csoportkiilonbségeket kétiranyu
ANOVA-val vizsgaltuk, a csoportos atlagokat pedig Tukey teszttel hasonlitottuk Ossze. Az

allatok maximalis oxigénfelvételében bekovetkezd valtozasokat egy mintas T probaval mértiik.
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A kontroll és edz6 csoport kozotti kiilonbségek kimutatasara (a vita maxima tesztet kovetd
laktatszint, a bélperisztaltika EMG mérései, a bélszakaszok mitokondrium és szabadgyok
mérései, a fehérjék Western blot vizsgalata, valamint a bélszakaszok morfologiai mérései
soran) két mintas T probat alkalmaztunk. A normalis eloszlas kimutatasara Shapiro-Wilk tesztet
hasznaltunk. Ha nem talaltunk normal eloszlast, Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk Tukey
teszt helyett. Minden mikrobiommal kapcsolatos bioinformatikai analizist a Snaq programmal,
a 16S mikrobiom adatok elemzését pedig a QIIME2 programmal végeztik. Az
amplikonszekvencia-valtozatok levezetésére a DADA?2 algoritmust hasznaltuk, és taxonomiai
osztalyozasukat a SILVA 128 referencia adatbazis segitségével végeztiik el, a torzstdl a
nemzetség szintjéig. A mintdkon beliili faji diverzitds mérésére a Shannon-diverzitdsi indexet
hasznéltuk. A human modellben Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk a normalitast, és minden
bemutatott valtozd normal eloszlast kovetett. A testmozgas eldtti és utdni statisztikai
kiilonbségek meghatarozasdhoz egy mintds T probat, a csoportok kozotti kiilonbségek
kimutatdsdhoz pedig két mintds T probat alkalmaztunk. Az Osszefiiggések vizsgalatanal

Pearson korrelaciot hasznaltunk, és a szignifikancia szintet p<0,05 értékben hataroztuk meg.

4, Eredmények

4.1. Onkéntes testmozgast vészé allat modell eredményei

4.1.1. Morris Maze teszt értékei

A kognitiv tesztként szolgdlé Morris Maze vizi Utvesztd esetében, habar mind a referencia-,
mind a munka memoria esetében megfigyelhetd volt a tendencia, miszerint a VE csoport allatai
a kontroll éllatokhoz viszonyitva rovidebb 1d6 alatt taldltak meg az elrejtett platformot a
medencében; szignifikans kiilonbséget csupan a munkamemoria méasodik (C —70,55+27,68 sec,
VE —45,13436,85 sec, p<0,001) és a negyedik napjan (C —46,86+28,49 sec, VE —30,75+£30,64
sec, p<0,001) figyelhettiink meg. A munkamemoriat az egyes napokon a vizben toltott 4 proba
atlagaként, mig a referenciamemoriat az egyes napok elsd probainak atlagaként szamoltuk ki.
Az eredmények a kontroll (C, n=6) és az Onkéntes testmozgdson részt vevd (VE, n=8)

patkanyok atlaga + SE.

4.1.2. Maximalis oxigénfelvétel (VO2max) eredmények

A VOomax szintjében szignifikans emelkedést mértiink a VE csoport esetében (62,95+14,53
ml/kg/perc = 75,32+11,56 ml/kg/perc, p<0,001), mig a kontroll csoportnal szignifikans
csokkenést (65,77+14,18 ml/kg/perc = 60,69+9,09 ml/kg/perc, p<0,05) figyeltiink meg.
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4.1.3. Vita maxima eljaras és tejsav mérési eredmények

A Vita maxima teszt elvégzése utdn a levett vérvétel laktat szint érétkei a VE csoportban
mutattak ki szignifikansan értéket, 0sszehasonlitva a C csoporttal (C - 6+2,8 mmol/l, VE —

3,21,4 mmol/l, p<0,001).

4.1.4. Elektromiografia (EMG) mérések eredményei

A simaizmok EMG méréseinek eredményei hasonléak voltak a VE és a C csoportokban.
Minden VE csoportndl mért traktus esetében azonban (vékonybél, vastagbél és gyomor) a
simaizmok mioelektromos jelei kisebbek voltak. Szignifikans Osszefliggést azonban ezen
méréseinknél nem talaltunk, csak némi tendencia figyelheté meg.

A kontroll és az edzett patkanyok esetében sem a vékonybélnek (C — 1,133+0,51 uV?, VE —
0,887+0,51 pV?), sem a vastagbélnek (C — 2,273+0,73 pV?, VE — 1,99+0,91 uV?), sem pedig
a gyomornak (C —2,777+1,34 uV2, VE — 2,493+1,31 uV?) az elektromos jelaktivitasaban nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget. A jelek kiértékelését a Sziics és munkatarsai altal
kidolgozott modszer alapjan tortént.

4.1.5. Western blot molekularis bioldgiai eljaras eredményei

A vastagbél mintak Western blot analizise soran az eNOS (p<0,05) és az Aktl (p<0,01)
szignifikansan megnovekedett szintjét mutatta ki a VE csoportban, mig a SIRT1, SIRT3, NRF1,
PGC-1a, NFkB, CS és NAMPT fehérjeszintjén nem ¢észleltiink jelentds valtozasokat.

4.1.6. Reaktiv oxigén szabadgvok (ROS) termel6dés vizsgalatanak eredménye

A bélbdl frissen izolalt mitokondriumok ROS termelddését vizsgalva nem talaltunk
szignifikdnsnak tekinthetd kiilonbséget a C és VE csoportok kozott. Az onkéntes testmozgas
moddszere tehat nem eredményezett jelentds valtozast a ROS termelésben sem a szukcinat
beadasa eldtt, sem pedig azutdn. A szukcinat beadasat kovetd rotononkezelés pedig minden

esetben a ROS termelés teljes gatlasat eredményezte.

4.1.7. 16sRNS génapmlikon szekvenalas eredménye

A mikrobiom analizis sordn nagyon hasonl6 adatokat figyelhettiink meg a baktérium kultira
Shannon diverzitasi indexénél.

Az dnkéntes testmozgas novelte a bélmikrobiota négy {6 fajanak egyikeként ismert fajnak, az
Actinobacteria-nak a relativ abundanciajat. A Csalad szintjén létrejové valtozasoknal a
Bifidobacteria és a Ruminococcaceae relativ abundanciaja nétt, feltételezhetéen az SCFA
fokozott termelésének kovetkezményeként. Bar az NF-kB nem valtozott, az Acetatifactor

abundancija cs6kkent a VE csoportban a C éallatokhoz képest.
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4.1.8. Osszefiigoések vizsgalata

A mért adatok Osszefliggéseit vizsgalva azt lehetett megallapitani, hogy a laktat szint negativan
korrelalt az Akt és eNOS szintekkel (r=-0,646 és r=-0,511), valamint pozitivan korrelalt az
NRF1 szintjével (r=0.742). A térbeli memoria negativan korrelalt a VOomax szintjével (r=-
0,457). A Bifidobacteriales és Bifidobacteriaceae mennyiségi el6fordulasa a mikrobiomban

pedig Osszefiiggést mutatott a VO,max szintjével (r=0,436).

4.1.9. Morfolégiai mérések eredménvye

Az elektronmikroszkopos adatok alapjan azt lehetett kijelenteni a mitokondriumok morfoldgiai
vizsgalatabol, hogy bar a VE novelte a mitokondriumok mennyiségét, ezzel egyiitt a normal
mitokondriumok megnyulésat is okozta.

Az Apeer program altal vezérelt mélytanulds harom kiilonb6z6 csoportot hozott létre a
mitokondriumok egyes osztalyai kozott, azok morfologiai megjelenése alapjan: Az (a)
csoportban helyezkedtek el a normalis, stirli matrixxal benne parhuzamos, keskeny cristakkal
rendelkez6 mitokondriumok; a (b) csoport esetében a rendezetlen mitokondriumok voltak, a
matrix még ugyan mindig strli, de mar rendezetlen cristakkal talalhato, és egyes lipidcseppek
is megjelennek; a (c) csoportba pedig a duzzadt mitokondriumok tartoznak, ahol a cristak és a
matrix stirliségének széles kiterjedésében vagy teljes egészében a hidnyarol, a belsd szerkezet
jelentds elvesztésérdl szamolhatunk be. Az Apeer program tovabba a vezikulakat is szintén
azonositotta.

A caveolak mennyiségét mikroszkop segitségével mértik fel (C — 16,24+1,24 um, VE —
24,1442,67 um), amelyek szama ugy tlinik a VE hatasara novekszik a GIT falaban.

A szamszerlisités sordn csupan azok az iivegcse alakii membran beflizOdéseket vettiik
figyelembe, amelyeken lathato nyilasok helyezkednek el a sejt felszinén, vagy amelyeken a
membran fedésben van a nyilassal. A megnyult vagy a metszet sikjdban a plazmalemmaval

kapcsolatot nem mutaté membranképzédményeket nem vettiik figyelembe.

4.2. Kronikus okklizios modszert alkalmazéo human modell eredménvyei
A human vizsgalat soran mind a miRNS-1 (C — 7,45+1,78 - 7,31£2,29, O — 7,71+1,00 >
5,62+2,37, p<0,05), mind a miRNS-133a (C — 11,11+£2,56 - 10,76+3,97, O — 12,06+2,1 -

9,07+4,40, p<0,05) szintje csokkent szignifikdnsan az okklizion atesett edz0 emberek

izommintaiban, Osszehasonlitva a kontroll csoporttal. Figyelemre mélté méddon tovabba
szignifikans pozitiv korrelaciot tudtunk kimutatni e kozott a két miRNS relativ expresszios

szintje kozott, amely feltételezhetden utalhat egyfajta kozos fiziologiai szabalyozasra.
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5. Kovetkeztetések

5.1. Az onkéntesen végzett testmozgas valtozast idézhet el6 a bél motilitasaban

A patkanyok simaizomzatanak EMG mérése sordn hasonl6 eredmények sziilettek a VE és a C
csoport kozott, mind a vékonybél, a gyomor, vagy akar a vastagbél mioelektromos aktivitasat
megfigyelve. Habar egyfajta tendencia megfigyelhetd, miszerint a kontroll allatok EMG jelei
magasabbak a VE csoportéhoz viszonyitva, szignifikans kiilonbséget nem tudtunk
megallapitani a két csoport kozott, igy ezt az allitasunkat NEM FOGADJUK EL.

Ezen adatokra tamaszkodva arra kdvetkeztetiink, hogy egy ilyen enyhébb intenzitasu, dontéen
inkdbb aerob jellegli sportmozgéis hatdsira a szervezet nem kifejezetten a motilitas
modositasaval probal meg alkalmazkodni az 6t ért ingerek ellen. Elképzelhetonek tartjuk, hogy
a szervezet szamara sokkal inkabb biokémiai és/vagy strukturalis valtozdsokat megcélzo
folyamatok bizonyulnak hatdsosabb stratégidnak, esetleg a mikrobiom 0&sszetételének
modositasaval éri el a szervezet az adaptaciot.

Azt fontosnak tartom azonban megjegyezni, hogy az onkéntes testmozgast végzo patkanyok
EMG jeleinek rogzitésében a mozgasos artefaktumok jelentették a legnagyobb limitald faktort.
Eppen ezen okokbol kifolyolag sok adatot kénytelenek voltunk kizarni a méréseinkbél. Egy
késdbbi kutatas esetében még tobb elemszam és/vagy még tobb familiarizacié alkalmazasaval
talan mérsékelni lehetne az artefaktumok eléfordulasat, ezzel tobb adatot megdrizve a késObbi
analizalashoz. Igy meglehet a jelenleg lathato tendencia a késébbiekben maér egy szignifikans

kiilonbséget jelenthetne szamunkra.

5.2. Az onkéntes testmozgas befolyasolja a mikrobiomot, megvaltoztatni képes annak
osszetételet

A 16sRNS génamplikon szekvendlds soran a baktérium kultira Shannon diverzitasi indexét
figyelembe véve nagyon hasonl6 adatokat figyelhettiink meg a C és a VE csoport esetében.
Mindazonaltal az Aallitdist ELFOGADJUK, mivel az Onkéntes testmozgds novelte a
bélmikrobiota négy f6 fajanak egyikeként ismert Actinobacteria-nak a relativ abundanciajat,
Csalad szintjén a Bifidobacteria és a Ruminococcaceae relativ abundanciaja nétt a C csoporthoz
képest, (vélhetéen a rovid szénlancu zsirsavak fokozott termelésének koszonhetden),
Nemzetség szinten pedig az Acetatifactor abundanciaja csokkenést mutatott a C csoporthoz
képest.

Ezen baktériumtorzsek koziil az Actinobacteria habar csak igen kis szazalékat teszik ki a

mikrobiomnak, szerepe kulcsfontossagii a GIT homeosztazisanak fenntartdsiban. Az elmult
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idészakban tobb kutatas témaja fokuszalt az Actinobacteriumok-ra. Ennek a torzsnek az
osztalyait (, kivaltképp a nalunk szintén kiilonbséget mutatd Bifidobacterium-t) széles korben
alkalmazzak probiotikumként védelmi funkcidjuk miatt, jotékony hatdsukat mar szamos
patologias betegségben bebizonyitottak.

A Ruminococcaceae és a Lachnospiraceae tagjai kiegészitik egymast a butirat termelésében és
ezaltal a gyulladéas szabalyozasaban foglalnak szerepet. Ugyanezen baktériumcsaladok nagy
mennyiségii rostbevitel utdn nagy mennyiségli butirat baktérium-metabolitot termelnek,
amelyeknek preventiv szerepet tulajdonitottak a vastagbélrak esetében.

Ezek az eredmények mind igazoljak a sportmozgas mikrobiomra kifejtett pozitiv hatésait,
melynek igen fontos prediktiv szerepe van a betegségekkel szemben, valamint kihatassal van

az altalanos alloképességre egyarant.

5.3. Kapcsolat, dsszefiiggés a mikrobiom és a bélmotilitas, azok testmozgas altal kivaltott
alkalmazkodasa, moédosulasa kozott

A bél mikrobiom ¢és a GIT mioelektromos aktivitdsanak adatai kozott semmilyen kozvetlen
Osszefiiggést, korrelaciot nem tudtunk megallapitani, igy ezt az allitast NEM FOGADJUK EL.
Miutan viszont az agy-bél-edzés-mikrobiom tengely egy nagyon komplex, igen Osszetett
rendszert alkot, amelynek minden komponense megannyi uUtvonalon keresztiill képes
szabalyozni a masikat, meglehet, hogy kozvetett modon képesek kihathatni egymasra. Ebbdl
kifolyolag nem vetném el teljesen annak lehetGségét, hogy egy késébbi kutatas keretein beliil
ezen hipotézist Ujra teszteljiik, mas meérési stratégiat alkalmazva, esetleg egy nagyobb

elemszam hasznalataval.

5.4. Kapcsolat a bél biokémiajaval kapcsolatosan mért adatok és a mikrobiomnal
eléforduld baktériumok szama és eloszlasa kozott

A vastagbél mintak Western blot analizise soran az eNOS, illetve az Aktl fehérjék esetében
figyeltiink meg szignifikansan magasabb szintet, mig a SIRT1, SIRT3, NRF1, PGC-1a, NFkB,
CS ¢és NAMPT fehérjeszintjén nem észleltiink jelentds valtozasokat az Onkéntesen edzd
csoportban a kontrollhoz viszonyitva.

A bélbdl frissen izolalt mitokondriumok ROS termelddését vizsgalva szintén nem talaltunk
szignifikdnsnak tekinthetd kiilonbséget a C és VE csoportok kozott. Az dnkéntes testmozgas
modszere tehat nem eredményezett jelentds valtozast a ROS termelésben sem a szukcinat
beadasa eldtt, sem pedig azutan. A szukcinat beadasat kovetd rotononkezelés pedig minden

esetben a ROS termelés teljes gatlasat eredményezte.
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A meért adatok Osszefliggéseit vizsgalva azt lehet megallapitani, hogy a laktat szint negativan
korrelalt az Akt és eNOS szintekkel, valamint pozitivan korrelalt az NRF1 szintjével. A térbeli
memoria szintén negativan korrelalt a VOzmax szintjével. A Bifidobacteriales ¢és
Bifidobacteriaceae mennyiségi el6fordulasa a mikrobiomban 6sszefliggést mutatott a VO2max
szintjével.

Ezen hipotézis aspektusabol figyelembe véve az egyetlen igen fontos és kiemelkedd kapcsolat,
melyet taldltunk az Aktl fehérjetartalmanak és a székletben talalhatd Bifidobaktériumok
mennyiségének korrelacidja.

Az Akt fehérjének szdmos é¢lettanilag fontos szerepe van, kozottiikk ismeretes a periférias
glikkézfelvétel, az inzulinérzékenységre gyakorolt hatasa. egyes kutatdsok annak jelatviteli
szerepét Osszefiiggésbe hoztak az agyban keletkez6 depresszioval egyarant.

Ezek alapjan allitdsunkat miszerint van kapcsolat a bél biokémidjaval kapcsolatosan mért

adatok és a mikrobiomnal el6forduld baktériumok szama és eloszlasa kozott: ELFOGADJUK.

5.5. A kronikus testmozgas képes befolvasolni olyvan miRNS-ek mennyiségi 0sszetevoit,

melyek a bélrendszerbe eljutva is képesek lehetnek Kifejteni pozitiv hatasukat

A kronikus testmozgéas hatdsara szignifikdns csokkenést mértiink az okkluzids edzdcsoport
izommintaival a miRNS-1 és miRNS 133a szintjében, dsszehasonlitva a kontroll csoporttal,
igy ezt az allitast ELFOGADJUK.

Fontos kihangsulyozni, hogy ezek a kodolni nem képes RNS-ek, igen komplex folyamatokon
keresztiil szamos szabalyozasban részt tudnak venni, mind az izomban, mind a véradram altal
eljutva a szervezet mas egyéb teriiletein. Igen sokrétli, egymasra oda-vissza hatd
hatdsmechanizmusainak pontosabb feltérképezése érdekében, mindenképpen fontos lenne az

eredmények mas aspektusbol torténd tjboli vizsgalata.
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