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BEVEZETES

A szervezetet érd kéaros behatdsokkal szemben az immunrendszer veszi fel a harcot. Az
elsé védelmi vonal a velesziiletett immunvalasz, mely felismerve a kiilonb6z6 patogén asszocialt
molekularis mintazatokat (pathogen-associated molecular pattern; PAMP) valamint a karosodott
sajat sejtekbdl szarmazo molekulakat (danger-associated molecular pattern; DAMP) megfeleld
valaszreakci6 indukalasara képes, mely gyakran gyulladasban nyilvanul meg.

Az akut gyulladas gyorsan kialakul6 és szigorian szabalyozott folyamat, melynek fontos
elemei a mintazatfelismerd receptorok, a gyulladaskeltd effektor molekulak (citokinek,
kemokinek) valamint a negativ regulator molekulak. A szabalyozas barmely szintjén
bekovetkezd defektus kronikus gyulladashoz vezethet.

A gyulladéasos bélbetegségek (inflammatory bowel disease; IBD) koziil a Crohn-betegség
(CD) illetve a colitis ulcerosa esetén a tapcsatorna egy részét vagy egészét érinté kronikus
gyulladés jellemz6. A betegség stulyos hasi gorcsokkel, hasmenéssel és a felszivodas zavaraival
jar. A kronikus, elhuz6do gyulladas a betegek életének minden teriiletére kihatva az életmindség
csokkenéséhez vezet [1].

A fizikai aktivitas altalanos kozérzetre és egészségre gyakorolt jotékony hatdsat szdmos
tanulmény taglalja. A mozgéas, tobbek kozott hozzajarul a mentdlis és testi egészség
kialakitasahoz és fenntartasahoz, ezaltal az életminéség javitasahoz. A reumatoid artritisz (RA),
mely szintén kronikus gyulladdssal jaré autoimmun betegség, esetén is a mozgas jotékony
hatdsarol szamolnak be az altaldnos egészségi allapot €s a betegség aktivitdsanak tekintetében
[2]. Ezzel szemben a fizikai aktivitas IBD-s betegek allapotara gyakorolt hatasarol kevés
tanulmany késziilt, és ezek is ellentétes eredményrdl szamolnak be [3].

Az autoimmun betegségekre (pl.: RA, CD) altalanosan jellemz6 kronikus gyulladas a
velesziiletett immunitds azon defektusabol ered, mely sordn mar nem képes kiilonbséget tenni a
sajat ¢s az idegen molekuldk és strukturak kozott. A sajat alkotokat idegenként érzékelve
autoimmun valaszt general, mely egy 6nmagat gerjesztd gyulladasos folyamatta alakulhat.

A velesziiletett immunrendszer szabalyozasaban résztvevo receptorok

A gyulladasos folyamatok elinditasdhoz sziikséges a szervezetet érd karos hatasok
érzékelése, mely receptorok aktivalédasan keresztiil jelatviteli molekulak segitségével kaszkad
mechanizmusok beinditasahoz vezet. A molekularis mintdzatok (PAMP, DAMP) felismerése
mintazat felismerd receptorokon keresztiil valosul meg (pattern-recognition receptor; PRR),
amelyek koziil a legtobbet tanulmanyozottak a Toll-like receptorok (TLR) és NOD-like
receptorok (NLR) [4].



A TLR csalad tagjai, melyek membrankotott formaban fordulnak el a sejthartyak illetve
endoszomadk felszinén a kiilonb6zé mikrobdkbol (pl.: Gram-negativ baktériumok sejtfalabol
szarmazo6 lipopoliszacharid; LPS) vagy a gazda szervezetbdl (pl.: h6-sokk fehérjék) szarmazo
DAMP-okat ismerik fel. A receptorok aktivalédasukat kovetden gyulladas-keltd ¢és -gatld

Ezzel szemben az NLR csalad tagjai a citoplazmaban helyezkednek el és hatasuk joval
szerteagazobb. Emberben 22 NLR fehérjét irtak le, pl NOD1, NOD2, NLRP3 és NLRP6. A
NODL1 iE-DAP (D-gamma-Glu-mDAP), a NOD2 pedig MDP (muramil dipeptid) felismerésre
képes ¢és az NF-kB-n keresztiil szabalyozza a gyulladas-kelt6 és -gatld6 molekulak kifejezodését.
Fontos kiemelni, hogy a NOD2 polimorfizmusait tobb tanulmany is 0ok-okozati Gsszefliggésbe
hozza a Crohn-betegség kialakulasaval [6]. A NLRP3 az inflammaszéma kialakitasan keresztiil
gyulladaskelt6 mediatorok termelését serkenti [7]. Az NLRP3-mal ellentétben az NLRP6
negativan szabdlyozza a velesziiletett immunvalaszt, vagyis gatolja a gyulladéaskeltd effektor
molekulak kifejez6dését [8].

A TAM receptor csalad tagjai a Tyro3, az Axl és a Mertk, valamint ligandjaik a Gas6 és a
Protein S (ProS) nélkiilozhetetlenek, tobbek kozott, az apoptotikus sejtek fagocitozisaban és
immun-, ideg- valamint reproduktiv-rendszer megfelelé miikodésében. Ezen feliil dendritikus
sejtekben és makrofagokban a TLR-ek indukalta gyulladasos valasz inhibitorai [9].

A TAM receptorok funkciojat elsésorban knock-out (KO) egereken vizsgaltdk, melyek az
autoimmun betegségekre jellemzd tlineteket produkaltak: a periférids limfoid szervek megndttek,
a Iép és a nyirokcsomok sokszorosukra duzzadtak, az iziiletek megdagadtak, valamint a vérben
megndtt a keringd antitestek, autoantitestek szdma. A TAM jelatvitelben bekovetkezo
deficienciakat kapcsolatba hoztak tobb autoimmun betegséggel, pl.: reumatoid artritisszel (RA)
vagy szisztémas lupus erythematosusszal (SLE) [10].

A velesziiletett immunrendszer effektor molekulai

A ligandnak a receptorhoz valo kotédésével megtorténik a jelatviteli utvonal aktivacioja,
mely soran a citoplazmatikus transzkripcios faktorok (pl. NF-«kB) a sejtmagba transzlokalodnak.
Az NF-xB jelatviteli Ut valamint a MAP kinaz kaszkad gyulladas-keltd és -gatlo effektor
molekulak termelését indukaljak: az expresszalodod citokineknek és kemokineknek fontos
szerepe van a gyulladas szabalyozasaban. Ezek az alacsony molekulastlyu fehérjék elsdsorban a
sejtek kozotti jelatvitelben vesznek részt és attdl fliggden, hogy a gyulladast milyen iranyba
befolyasoljak, beszélhetiink gyulladas-kelté pl. TNFo (tumor necrosis factor o), IL1J
(interleukin 1P) és -gatlé pl. IL10 (interleukin 10) citokinekrdl illetve kemokinekrdl pl. CXCL1
(Chemokine (C-X-C motif) ligand 1).



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti felallas

Kisérleteink soran him Wistar patkanyok (250-300 g) csoportjanak felét a hathetes kisérleti
periodus alatt futdkerékkel ellatott ketrecekben tartottuk, ezéltal barmikor végezhettek rekreativ
jellegli fizikai aktivitast. A fizikailag aktiv és inaktiv csoportok felének vastagbelébe 6 hét
elteltével 10 mg TNBS-t (2,4,6-trinitrobenzén szulfonsav 250 pl 50%-0s etanolban feloldva), a
masik feliikbe hordozoanyagot injektaltunk (negativ kontrol), majd harom nap mulva az Gsszes

allatbdl citratos csdovekbe vért vettiink, valamint eltavolitottuk a vastagbeleket (1. abra).

RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ polimeraz lanc reakcio (qPCR)

Fizikailag aktiv illetve inaktiv és kezeletlen vagy TNBS-kezelt him Wistar patkanyok
vastagbelét 1 ml TRIzol Reagensbe (Life Technologies; LT) helyeztiik. A mintakat ULTRA-
TURRAX T-18 homogenizator segitségével homogenizaltuk (2x30 masodpercig 5000 rpm-en),
majd 1/3-ad mennyiségli kloroformot (Sigma) adtunk a szuszpenziokhoz és erételjesen
vortexeltiik. A mintdkat ezutdn 13000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk, végiil totdl RNS-t
izolaltunk RNeasy Plus Mini Kit-tel (Qiagen) a gyarto altal javasolt protokoll szerint. Ezzel
parhuzamosan az allatokbol PBMC-t (peripherial blood mononuclear cells) izolaltunk Ficoll
Paque Plus (GE Healthcare) segitségével gradiens centrifugalassal. A PBMC-bdl az el6zéekben
leirt modszerrel szintén totdl RNS-t izoldltunk. Az izoladlt RNS mennyiségét és mindségét
NanoDrop (Thermo Scientific) és Bioanalyzer (Agilent) késziilékekkel hataroztuk meg. Az
izolalt total RNS-bSl SuperScript® VILO™ ¢cDNA Synthesis Kit vagy High Capacity RNA to
cDNA Kit (mindketté Life Technologies) segitségével cDNS-t szintetizaltunk a gyartd altal
javasolt protokoll szerint. Az egyes molekulat kifejez6désének mértékét kvantitativ PCR-ral
(QPCR) StepOne Plus Real-Time PCR System (LT) segitségével hataroztuk meg. A qPCR
reakciokat Power SybrGreen (LT) vagy TagMan Gene Expression Master Mixeket
felhasznalasaval mértiik Ossze, a megfeleld specifikus primereket alkalmazva (1. tablazat). A
fals-pozitiv eredményeket, melyek a cDNS genomi DNS szennyezddésébdl adodhatnak, exon-
exon hatdrokra tervezett primerek alkalmazéasaval kiiszoboltiik ki.

Minden mérést két technikai ismétléssel végeztiink és tobb mint 5 biologiai parhuzamost
alkalmaztunk. A vizsgalt gének relativ génexpresszidjat a 18S rRNS szintjéhez normalizalva

AACTmodszer alkalmazasaval szamitottuk ki.



SAGE-Seq (Serial analysis of gene expression by next generation sequencing)
A SAGE-Seq kisérletekhez az RNS mintak feldolgozasat SOLID SAGE Kit (LT)
segitségével végeztiik a gyarto altal javasolt protokoll szerint, majd SOLiD S4 (LT) Gjgeneracios

szekvenald késziiléken hataroztuk meg a szekvenciakat . A protokoll kivonata a 2. abran lathato.

A SAGE-Seq bioinformatikai kiértékelése

A SOLIiD altal generalt nyers szekvenciakat a SOLID SAGE Analysis Software v1.10-el
térképeztiik a patkdny referencia mRNS adatbazisra (BIOPROJECT  Accession:
PRINA12455ID). A miivelet utdn az egyes génekre térképezodd szekvencidk szamabol digitalis
expresszios értéket kapunk. A modszerrel mintan beliil illetve normalizalds utdn mintak kozott is

Osszehasonlithatdak a génexpresszios szintek.

Beagyazas, immunfluoreszcens festés

A vastagbelek beagyazasa Technovit 7100 protokoll alapjan tortént. A Reichert Jung 1140
Autocut mikrotommal 7 pm-es metszeteket készitettiink, melyeket targylemezre rogzitettiink. A
metszetek koré Dako Pen S2002 segitségével a folyadékok szamara atjarhatatlan, vizallo,
alkoholban és acetonban oldhatatlan vonalat htztunk. A mintakat 200 pl 0,1% TritonX-et
(Sigma) és 5% szérumot (Fetal bovine serum (FBS); LT) tartalmazo PBS-el (egységesen PBT)
blokkoltuk 20 percig. A blokkolast kdvetéen a mintakat egér anti-Ax| (Santa Cruz) ellenanyagot
tartalmazo PBT oldattal inkubaltuk egy ¢jszakan at 4°C-on. Ezutan a metszeteket haromszor 5
percig PBT-vel mostuk, majd 90 percig sotétben inkubaltuk FITC-el konjugalt anti-egér IgG
(Sigma) masodlagos ellenanyaggal. Haromszor 5 perces PBT-s mosas utdn, a metszeteket 5
percig inkubaltuk DAPI-t (4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmazo PBT-vel. 5 perces PBT-s
mosast kovetden a metszeteket Citifluorral fedtiik, amely megakadalyozza a fluorescens jel
kioltasat. Az igy elkészitett mintakat Zeiss Axio Observer Z1 fluoreszcens mikroszkoppal

elemeztiik.

Statisztika és abrazolas

A feltiintetett adatok minden esetben legalabb harom fiiggetlen bioldgiai mintan mért
értékek ¢és atlagai (fiiggdleges vonal). A statisztikai analizishez SPSS 19 adatfeldolgoz6 szoftvert
hasznaltunk. Az adatok feldolgozasa, a szignifikancia megallapitisa ANOVA program
segitségével tortént LSD-, valamint Bonferroni-tesztek alkalmazasaval. Az egyes értékek kozotti

kiilonbséget szignifikansnak a p<0,05 teljesiilése esetén tekintettiik.



EREDMENYEK

Munkénk sordn TNBS indukalt patkany IBD modellben vizsgaltuk a kiilonboz6é gének
expresszids mintdzatanak valtozasat. Els6 kisérletsorozatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy a
gyulladas helyén mért expresszids valtozdsokat mennyire tiikrozik a keringd PBMC-kben mért
adatok (3A. abra). A kezelt illetve kezeletlen allatcsoportokbdl izolalt PBMC-k génexpresszios
értékeinek valtozasa alapjan azt tapasztaltuk, hogy az inaktiv kezeletlen csoporthoz képest, a futd
kezeletlen allatok esetén a vizsgalt gyulladas-keltd valamint -gatld citokinek/kemokinek (TNFa,
IL1B, CXCLI illetve 1L10) kifejez6dése csokken. A TNBS-kezelt fizikailag aktiv és inaktiv
csoportok gyulladéaskelté citokin/kemokin expresszidjaban szamottevd kiilonbséget nem
tapasztaltunk, azonban a gyulladas-gatlo IL10 alacsonyabban fejezddott ki a rekreativ jellegl
mozgast végz0 patkanyoknal (3A. abra).

A teljes vastagbél szakaszok (3B. abra) vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy maga a
fizikai aktivitds nem okoz szignifikans valtozast a vizsgalt gének expresszidjdban. Az altalunk
vizsgalt gyulladés-keltd citokinek/kemokinek koziil azonban az IL1P és a CXCL1 esetében is a
génexpresszid szignifikdns emelkedését tapasztaltunk fizikailag inaktiv TNBS kezelt allatok
vastagbelében; a fizikai aktivitas ezt a markdns emelkedést szignifikdnsan csokkentette. Ezen
allatcsoportok kiilonbséget mutattak az IL10 expresszidjaban is, azonban mig a kezelt futo
patkanyokban az IL1B és CXCLI1 alacsonyabb, addig az IL10 magasabban expresszalddott a
TNBS kezelt inaktiv patkanyok értékeihez képest, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
gyulladas-kelté mechanizmusokkal parhuzamosan aktivalodik a gyulladas-gatlas is.

A PBMC-bdl és a teljes vastagbél szakaszokbdl szarmazod eredményeinket Osszevetve
megallapitottuk, hogy a keringd PBMC-k esetében mért expresszidos adatok nem tiikrozik a
gyulladas helyén mért adatokat. Példdul PBMC-ben az IL1J expresszioja TNBS kezelés hatasara
nem valtozik a kontrollhoz képest, mig ugyanazon patkdnyok vastagbelében szignifikans
emelkedést mértiink. Még ellentmonddbb a CXCLI1 expresszidja, amely TNBS kezelt allatok
PBMC-iben szignifikdnsan csokken, a vastagbélben pedig megemelkedik. Végiil az IL10
expresszioja is eltérd képet mutat PBMC-k és a vastagbél esetén. Ezek az eredmények arra
kovetkeztetnek, hogy a vérbdl izolalt mononuklearis sejtekben mért génexpresszios értékek nem
utalnak a szervezetben fenndlld gyulladasra, amit a bélben mért génexpresszids adatok
egyértelmiien igazolnak.

A TNBS kezelés hatasara az allatok vastagbelében markans gyulladas jott 1étre, mely jol
elkiilonithet volt a nem-gyulladt régioktol (1. abra). A gyulladt/nem-gyulladt teriiletek aranya

allatonként valtozott, ezért annak érdekében, hogy ezen szakaszok génexpresszids értékei ne



titraljak ki egymast, a teljes vastagbél szakaszokat tovabb fragmentaltuk gyulladt és nem-
gyulladt régiokra és a tovabbi vizsgalatainkat mar ezeken a mintdkon végeztiik el.

A SAGE-Seq szekvenalas soran minden egyes mintabol > 18 millid szekvencia taget
generaltunk. A szekvencidk bioinformatikai feldolgozasa utan a teljes transzkriptomarol, azaz
tobb mint 20000 gén expresszidjanak valtozasardl kaptunk képet a TNBS-kezelés altal kivaltott
gyulladas valamint a fizikai aktivitas tikrében. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a SAGE-
Seq modszerrel nem a génexpresszio relativ mértékét, hanem az expresszid irdnyanak valtozasat
mérjik. A megvaltozott expresszidju gének egy része mar korabbrol ismert patkany
bélgyulladasos modellben, mint pl. az IL1B, a TNFa[11] és az IL23 megemelkedett expressziodja:
ezeket a kisérletsorozatunk pozitiv kontrolljanak tekinthetjiik, hiszen a SAGE-Seq megerdsitette
a kordbban ismert adatokat. Ugyanakkor szdmtalan olyan gén expresszidjdban is mértiink
valtozast, amelyeket korabban még nem hoztak Osszefiiggésbe a betegséggel. A tovabbiakban
ezek egy része keriil bemutatdsra, pl. a gyulladdsos folyamatokban negativ reguldtorként ismert
TAM receptor csalad és ligandjaik valamint az NLR gén-csalad, illetve az effektor szerepet
betdltod citokinek/kemokinek (4., 5. dbra).

Az Gjgeneracids szekvendlasi eljarasok (mint pl. SAGE-Seq) el6tt a teljes transzkriptomat
érintd valtozasok monitorozasara elsésorban microarray technologiat alkalmaztak. Az elmalt 15
év soran azonban kideriilt, hogy a microarray analizisek sordn mért génexpresszios valtozasok
egyrészt nehezen reprodukalhatok, masrészt fliggetlen modszerrel vizsgalva (pl. qPCR) gyakran
eltéréd eredményre deriil fény. Annak érdekében, hogy igazoljuk a SAGE-Seq eredményeink
megbizhatdsagat, 13 gén expressziojat qPCR-el is megvizsgaltuk. Ezek a gének egyrészt a
kisérletsorozatunk els6 fazisaban is vizsgalt gyulladas-kelté valamint -gatlo citokinek/kemokinek
(TNFa, IL1B, CXCL1 illetve IL10) tovabba a TAM receptorok ¢€s ligandjaik (Tyro3, Axl, Mertk,
Gas6 ¢és ProS), illetve az NLR csaladdba tartoz6 gének (NOD1, NOD2, NLRP3 és NLRP6).
Mivel mindegyik qPCR-ral kapott eredményiink alatamasztja a SAGE-Seq soran mért adatokat,
ezért utdbbi a teljes transzkriptdémara nézve reprezentativnak tekinthetd.

A kemokin receptorok és ligandjaik expresszidja (5. abra) kozott parhuzam figyelhetd
meg: ahol a receptor expresszidja a kontrollhoz képest megemelkedett, ott tobbnyire a
ligandjdnal is ezt tapasztaltuk. Szdmos gén esetében a fizikai aktivitds szignifikdnsan
befolyasolta az expresszio mértékét: a) a gyulladt teriileteken pl. emelkedett CCL3 expressziot
mértiink, mely fizikai aktivitas hatasara tovabb nétt,b) ezzel szemben a CCL5 kifejez6dése a
gyulladt teriileteken lecsokken és futas hatasara tovabb csokkent; végiil c) a CCL21 és CXCL13
expresszidja az inaktiv allatok gyulladt régidiban fokozodott, mind a kontrollokhoz, mind az
aktiv patkanyok gyulladt teriileteihez képest. Az egyes proinflammatorikus citokinek (IL1a,
IL1B, IL11, IL23a, IL33, TNFa) expresszioja jelentdsen nott a fragmentalt vastagbél szakaszok



gyulladt régidiban, mind a kontroll allatok, mind a TNBS kezelt nem-gyulladt teriiletek
értékeihez viszonyitva. Meglepd méddon az antiinflammatorikus IL10, IL16 és a TGFp harom
altipusa is a gyulladaskeltd mediatorokhoz hasonl6an megndvekedett expressziot mutatott. A
TNFaIP-k (TNFa inducible protein) koziil a TNFalP2 és TNFalP6 esetében mértiink a gyulladt
vastagbél szakaszokban megnovekedett expresszidt a TNBS kezelést kovetden.

A fragmentalt vastagbél régiokbol szarmazéo SAGE-Seq (5. abra) és qPCR (6. abra) adatok
is azt mutatjak, hogy ellenben a teljes vastagbéllel, a TNFa expresszidja szignifikdnsan nétt a
TNBS-kezelt gyulladt teriileteken mind a kontroll csoportokhoz, mind a TNBS-kezelt nem-
gyulladt régiokhoz képest. Ugyanez mondhato el az IL1p, CXCL1 és IL10 kifejez6désérdl is: a
gyulladt teriileteken szignifikansan nétt a gének expresszidja, azonban a TNBS-kezelt nem-
gyulladt régiok nem mutatnak szignifikdns valtozast a kontroll csoportokhoz képest. Az inaktiv
¢s aktiv kezeletlen csoportok a vizsgélt citokinek tekintetében nem mutatnak szignifikans
eltérést, vagyis a fizikai aktivitasnak nem volt hatdsa a vizsgalt gének expressziodjara.

A SAGE-Seq adatok alapjan érdekesnek talaltuk a TAM receptor csaldd tagjainak illetve
ligandjaiknak az expresszids mintazatat (4. 4bra). Erdekes modon, amig a Mertk mindegyik
csoportban illetve régidban azonos mértékben expresszalodott, addig az Axl és a Tyro3
kifejezddésében eltérést tapasztaltunk a gyulladt régiokban. Ezen feliil, mig az Axl fokozott
expresszidjat tapasztaltuk a gyulladt teriileteken, addig a Tyro3 downregulalodott. Ahogy maguk
a receptorok ugy ligandjaik expresszidja sem mutatott egységes képet: a Gas6 expresszidja nem
valtozik fizikai aktivitds vagy TNBS-kezelés hatdsdra, a ProS azonban az AxI-hez hasonlo
megemelkedett expresszios mintazatot mutat a gyulladt teriileteken (7. abra).

Az eddig bemutatott eredmények a transzkripcid szintjén lejatszodd valtozasokat
reprezentaljak. Mivel azonban szamos poszttranszkripcids szabalyozd mechanizmust ismeriink,
amelyek meggatolhatjak, hogy az adott mRNS-r6l fehérje irddjon at, ezért kivancsiak voltunk,
hogy az Axl esetében tapasztalt megemelkedett mRNS szint megemelt fehérje szinttel parosul-e.
Ennek érdekében immunfluoreszcens festését végeztiink, specifikus anti-Axl ellenanyag
felhasznalasaval. A 8. é&bran jol latszik, hogy csak a gyulladt teriileteken tapasztalhatd a
megemelkedett Axl fehérje expresszid, ami egybevdg az ugyanezen teriileteken mért
megemelkedett génexpresszidval.

Az NLR csalad tagjai kozil a CIITA, a NODI, a NOD2, a NLRP3 és az NLRPI10
expresszioja szignifikdnsan megemelkedett a gyulladt teriileteken, ezzel szemben az NLRP6 a
kifejezédése a gyulladt teriileteken csokkent. Erdekes megfigyelés, hogy a Crohn-betegséggel
polimorfizmusai miatt mar kordbban kapcsolatba hozott NOD2 expresszioja a gyulladt
teriileteken szignifikansan nott (9. abra) ami tovabb emeli a NOD2 szerepét a betegség

kialakitasaban/fenntartasaban.



DISZKUSSZIO ES KOVETKEZTETESEK

Munkacsoportunk patkanyokban 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav (TNBS) altal indukalt
IBD modellben ujgeneracidos szekvenalds segitségével transzkriptoma vizsgalatot végzett.
Kisérleteink soran nem csupan arra voltunk kivancsiak, hogy a gyulladas folyaméan mely gének
kifejez0dése valtozik meg, hanem arra is, hogy a rekreativ jellegii mozgasos tevékenység

megvaltoztatja-e az adott gének expresszidjat.

Kvantitativ real-time PCR-rel megerdsitett eredményeink azt mutatjak, hogy amig a
rekreativ jellegh fizikai aktivitas Gnmagéaban csokkenti a vérbdl izolalt mononuklearis sejtekben
a gyulladaskeltd effektorok kifejezodését, addig ez gyulladas esetén mar nem kovetkezik be.
Megfigyeléseink arra is ramutatnak, hogy a PBMC-k esetén kapott értékek alapjan nem
detektalhat6 a szervezetben fennallé gyulladds. A bélszakaszokat vizsgalva megallapitottuk,
hogy a gyulladt régidkban jelentdsen megnovekszik az Gsszes vizsgalt gyulladéaskeltd effektor
molekula expresszidja, ezzel szemben a negativ szabdlyoz6 molekuldk kifejezddése nem mutat
egységes képet. Amig ugyanis az Axl, a ProS, a NOD2 ¢és az NLPR3 expresszioja jelentdésen
megemelkedik, addig a Tyro3 és a NLRPG6 kifejezddése lecsokken.

Eddigi megfigyeléseink arra utalnak, hogy a gyulladasos teriileteken az egyes negativ
szabalyozd molekuldk kifejezédésének csokkenése eldidézheti a gyulladéaskeltd effektor

molekuldk folyamatos €s magas szintli expressziojat.



10.
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1. abra Kontroll (A) és T
AR T

FUGGELEK

NBS-kezelt (B) patkany vastagbél preparatuma

T e
. A )

2. abra SAGE-Seq eljaras 1épései: A tisztitott totdl RNS-b6l a poly(A) RNS-eket Dynabeads Oligo(dT) EcoP
magneses gyongyokre hibridizaltuk. SuperScript I1I reverz transzkriptazzal és E. coli DNS polimerazzal dupla szala
CDNS-t szintetizaltunk a gyongyon kihorgonyzott RNS-ekb6él. A ¢cDNS Nla III restrikcids endonukleazzal torténd
emésztése utdn GTAC thlnyald végek jottek 1étre, melyre a Barcode adaptor A-t (IA-EcoP15]) ligaltuk, ami egy
EcoP15 restrikcids enzim kotOhelyet és egy belsé adaptor (IA) szekvenciat tartalmaz. EcoP15 emésztéssel az
adaptortol 25-27 bp tavolsagban downstream irdnyba 2 bp-os talnyulo véget 1étrehozva lehasitottuk a gyongyokrol a
konstruktot. A 2bp-os tulnytlo véget felhasznalva ezutdn a P1 szekvenciaval rendelkezé Adaptor B-t ligaltuk az 5’
végre. Mindegyik kdnyvtarat kiilonb6z6 Barcoded SOLID 3’ primerrel jeloltik, melyek a SOLID emulziés PCR-
hoz sziikséges P2 szekvenciat tartalmaztdk. Az ePCR soran a szekvenald gydngyodk felszinére felamplifikalt
konyvtarakat szekvenald lemezre rogzitettiik, majd Gjgeneracios szekvenalasi modszerrel (SOLiD V4 System, Life
Technologies) megszekvenaltuk, mintanként >18 millié nyers szekvencia taget generalva.

____________ AAAAAAAA(A)
TTTTTTTT-EcoP(dT)

____________ AAAAAAAA(A)
____________ TTTTTTTT-EcoP(dT)

------------ AAAAAAAA(A)
GTAC -----=------ TTTTTTTT-EcoP(dT)
mEooptsl ORGP T)
P
mgoopis O A T
iaEooptst  GATG====7""7""7" MN = pjseq
P2 Seq-Barcode- IA-EcoP15l  ________________.  Plseq
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3. abra A gyulladas-kelté és -gatlo citokinek/kemokinek expresszidja eltéré képet mutat PBMC és teljes
vastaghél szakaszok esetén. TNFa, IL1B, CXCLI1, IL10 génexpressziojanak valtozasa A. PBMC (peripheral blood
mononuclear cell) és B. teljes vastagbél szakaszok esetében rekreativ jelleggel végzett fizikai aktivitas
és/vagy TNBS kezelést kovetden inaktiv, kezeletlen allatok génexpresszios értékeihez képest. (¥*p<0,05)
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4, abra A TAM-receptor tirozin kinaz csalad és ligandjaik, valamint az NLR- receptor csalad génexpresszios
valtozasai fragmentalt vastaghél szakaszok gyulladt illetve nem-gyulladt régioiban fizikai aktivitas és/vagy

TNBS Kkezelés hatasara. (Szinskala: zold-alacsonyabb, piros-magasabb értékek)
TAM receptor tirozin kinadz csalad és ligandjaik

MERTK

GAS6

PROS

fizikailag aktiv
TNBS
gyulladas

NLR receptorok
CITA 11 10 10 13
NOD1 204 218 178
NOD2 13 13 90 11
2467| |NLRP3 16 13 19
639 |NLRP6 23 14 42 7
- - + + NLRP10 13 4 6 5
+ + + + NLRX1 11 10 10 10
- - fizikailag aktiv - + - - +
TNBS - - + + +
gyulladas - - - + -



5. abra A kemokin receptorok és ligandjaik, illetve citokinek génexpressziés mintazatanak valtozasa

fragmentalt vastagbél szakaszok gyulladt illetve nem-gyulladt régiéiban fizikai aktivitas és/vagy TNBS
kezelés hatasara (Szinskala: zold-alacsonyabb, piros-magasabb értékek)

Kemokin receptorok és ligandjaik Citokinek
CCR1 IL1a 40 43 42
CCL3 IL1B 11
CCL5 IL7 25 22 17 16
CCL7 IL11 5 7
CCR2 IL12a 6 8
CCL7 IL15
CCL12 IL16 129 121 80| 224
CCR5 IL18 1 2
CCL3 IL23a 5 5 8
CCL5 IL33 549 481
CCR6 1L34 119 65 120 81
CCL20 TGFa 51 37 39 42
CCR7 TGFB1 58 66
CCL21 TGFB2 6 8
CCR9 TGFB3 31 36 38
CCR10 TNFa 2 3 2
CCL28 TNFalP1 801 828 887 800
CXCL1 TNFalP2 796 891
CXCR3 TNFalP6 67 43 62
CXCL9 TNFalP8 647 596 793
CXCL10 fizikailag aktiv - + - - +
CXCR4 49 TNBS - - + + + +
CXCL12 247 gyulladas - - - + - +
CXCR5
CXCL13 | 649
CXCR7
fizikailag aktiv - - - +
TNBS - + + +
gyulladas - - + -

6. abra A qPCR validalas megerdsitette a SAGE-Seq eredményeit. TNFa, IL13, CXCL1 ¢és IL10 génexpresszios
mintazatanak valtozasa fragmentalt vastagbél szakaszok esetében rekreativ jelleggel végzett fizikai aktivitas és
TNBS kezelést kovetéen inaktiv kezeletlen allatok értékeihez viszonyitva. (*p<0,05)
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7. abra A TAM receptorokat és ligandjaikat eltérd expressziés mintazat jellemzi. Az Axl, Tyro3, Mertk, Gas6
¢és a ProS génkifejez0désének valtozasa fragmentalt vastagbél szakaszok esetében rekreativ jelleggel végzett fizikai
aktivitas és TNBS kezelést kovetéen inaktiv kezeletlen allatok génexpresszios értékeihez képest. (*p<0,05)
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8. abra Az Axl fehérje kifejez6désének immunfluoreszcens vizsgalata. (kék - DAPIL: sejtmag, zold - FITC: Axl;

skala: 100 um)
fizikailag
inaktiv

fizikailag
aktiv

TNBS - + o
gyulladas = = +

9. abra Az NLR gén-csalad tagjai eltérd expressziéos mintazatot mutatnak TNBS indukalta bélgyulladasban.
Amig a NOD 2 és az NLRP3 expresszidja a gyulladt teriileteken szignifikdnsan megemelkedik, addig az NLRP6
kifejez6dése lecsokken. NOD1, NOD2, NLRP3 és NLRP6 génkifejezddésének valtozasa fragmentalt vastagbél
szakaszok esetében fizikai aktivitas és/vagy TNBS kezelés utan inaktiv kezeletlen allatok értékeihez viszonyitva.
(*p<0,05)
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1. tablazat Specifikus primer parok és assay-ek, amelyeket a SybrGreen (A) illetve a TagMan alapi (B)
qPCR reakciokban hasznaltunk.

A Forward primer (5’ — 3°) Revers primer (5’ — 3°)
TNFa GCTCCCTCTCATCAGTTCCA GGCTTGTCACTCGAGTTTTGA
IL1B CAGGAAGGCAGTGTCACTCA AGACAGCACGAGGCATTTTT
CXCL1 CATTAATATTTAACGATGTGGATGCGTTTCA GCCTACCATCTTTAAACTGCACAAT
1L10 CCTGCTCCTACTGGCTGGAG TTGTTCAGCTGGTCCTTCTT
NOD1 GCTCATCCGGACCAAAACTA CTGCCCAGGTTTTCATTGTT
NOD2 TCCTTGCACACAAGCAGAAC TGATCAGCCACAACTTCAGC
NLRP3 GCTGCTCAGCTCTGACCTCT AGGTGAGGCTGCAGTTGTCT
NLRP6 TACCTGGTCATTGTGCTCCA TCAGAGGCTGAGGATGTGTG

B

Tyro3 Rn00567281_m1

Axl Rn01457771_ml

Mertk Rn00576094_m1

Gasb Rn00588984_m1

ProS Rn01527321_ml

18S Hs99999901
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