A magas aerob kapacitas szerepe a programozott sejthalalban patkany herében: rak

prevencio?

Bevezetés

Régota ismert az a tény, hogy az alacsony maximalis oxigén felvétel (VOzmax) noveli
kiilonbozoé betegségek megjelenésének kockazatat. Szertedgazd ennek preventiv jellege,
tobbek kozott a daganatos megbetegedésekre, a sziv-, €s érrendszeri betegségekre, a
diabéteszre €s az obezitasra is igazoltan pozitiv hatdssal van a maximalis oxigén felvétel
magasabb szintje. Az aerob kapacitds genetika és ¢letmod fliggd. A fizikai aktivitds €s a
taplalkozas is egyén specifikus, kiilonb6zé modon hatnak az eltérd genetikdval rendelkezdk
testosszetételére (Nehrenberg, Hua és mtsai 2009).

A rakos megbetegedések esetében, a magas VOomax csokkenti a mellrdk, vastagbélrak
¢s prosztatarak eléforduldsat, &m a mechanizmus mellyel ez a preventiv folyamat lejatszodik
eddig még nem igazan ismert. Az egyik tamadaspont a programozott sejthaldl, apoptdzis,
megvaltozott szabalyozasa lehet.

Az apoptdzis, mechanizmusanak megfelelé mikodése dontd fontossagu mind a
sejtciklus folyamataban, mind az egyedfejlodésiink soran példaul az ujjak szétvalasaban. A
kutatasunk kapcsan az apoptozis legnagyobb jelentdségli aspektusa, hogy a daganatok
kialakulasaban is szerepet jatszik, mivel a daganatos sejtekben az apoptdzis folyamata nem
tud végbemenni, igy torténhet meg, hogy a daganatos sejtek osztddasa nem esik gatlas ala.
Eppen ezért az apoptozis vizsgalata elengedhetetlen barmilyen daganatos megbetegedés
patogenezisének vizsgalatahoz.

A Bcl-2 egy onkogén eredetill, apoptozist elnyomd molekula, amely a follikularis
limfomak 90%-anal kimutathatdo (Marlene Ochmann, Christiane Copie-Bergman és mtsai

2012). Egyéb daganatos megbetegedésekben is ismert a jelenléte (melanoma, melldaganat,



prosztata daganat, tiido karcinoma) csakigy, mint a skizofrénidnal és kiilonb6zé autoimmun
betegségeknél (pl. 1-es tipusi diabétesz). A Bax elnevezésii pro-apoptikus fehérjével
folyamatosan versengenek a programozott sejthalal elnyomasaért illetve serkentéséért (Basu
¢s Haldar 1998).

sejtciklus G1/S1 fazisat ellenérzi (Basu és Haldar 1998). Amennyiben a DNS hibas, a p53

fehérje foszforildlodik. Ezzel elindit egy folyamatot, melynek végén a sejtciklus ledll. Ez

funkcidvesztéshez, korlatlan osztédéashoz, ezaltal tumorképzddéshez vezet. A p53 a human

daganatok tobb mint felében nem funkciondl megfelelden. Az orvostudomany teriiletén

betoltott legfontosabb szerepe, hogy a kemoterapia hatasat is pozitivan befolyasolja. Ez a

rezveratrolrdl is igazolast nyert (Wang, Galson és mtsai 2011). Ma mar végeznek a p53

jelenlétét vizsgald eljarast. Amennyiben nincs jelen a szervezetben, a kemoterapia nem tudja

kifejteni hatasat, a szervezetre igy kizardlag negativ hatassal van (Goh, Coffill és mtsai

2011). A p53 aktivitasanak az egyik aktivaloja a SIRTT.

A sejten beliili anyagcsere folyamatok is szorosan kapcsolodnak a sejtosztédashoz, €s
az anyagcsere folyamatok egyik O szabalyzdja a sirtuin fehérje csalad. A SIRT1 enzim
kivaloan aktivalhatd rezveratrollal. igy megvizsgaltuk a rezveratrol adagolds hatasait. Ez az
anyag gyumolcsokben, ezen beliil is kifejezetten a vOoros szoloben taldlhatdo meg. Jelentds
mennyiségben tartalmaz rezveratrolt a kakad, az étcsokoladé és a mogyoro is.

A rezveratrolt a ndvény immunvalasza soran termeli, mely ezaltal a fertdzésektdl véd.
Allatkisérletekben megfigyelt rakellenes, gyulladascsokkentd, vércukorcsokkentd, és a
kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt jotékony hatasat human vizsgalatokban is igyekeznek
feltérképezni. Az eddig publikalt rezveratrollal kapcsolatos pozitiv eredményli human
vizsgalatokban a rezveratrol nagy dozisa volt sziikséges a vércukorszint csokkentéséhez vagy

hasonld, a 2-es tipust cukorbetegséget pozitivan befolyasold kezelésében (Bhatt, Thomas és



mtsai 2012). Human vizsgalatok kapcsan szamos eltérd eredményt talalhatunk, példaul az
obezitassal kapcsolatban kétségek meriilnek fel a rezveratrol inzulin érzékenységre,
vérnyomasra, metabolikus biomarkerekre valo hatasossagaval kapcsolatban (Poulsen,
Vestergaard és mtsai 2012). Ez koszonheté lehet a human modell még kevéssé kifinomult
beallitasanak is.

A daganatos megbetegedésekre és a gyulladasos folyamatokra pozitiv hatast fejt ki. Ez
elmondhat6 a SIRT1 fehérjérél is (Olmos, Brosens és mtsai 2011). Ez a fehérje NAD
jelenlétében képes deacetildlni mas fehérjéket, mely jelenthet aktivalast vagy géatlast is.
Mindemellett végeztek olyan vizsgalatot is, mely szerint a rezveratrol nem tudja kifejteni
kedvezd hatasait megfeleld mennyiségti SIRT1 fehérje nélkiil. A fentiek alapjan az alabbi

hipotéziseket fogalmaztuk meg.

Hipotéziseink

1. A rendszeres edzés és/vagy rezveratrol adagolas befolyasolja a SIRT1 szintjét és az ehhez
kapcsolddo folyamatokat.

2. Edzés ¢és/vagy rezveratrol hatasara az apoptdzissal és a tumor szupresszidval
Osszefliggésben 4llo fehérjék (p53, Bax) szintje nd, mindemellett a tumor képzddéssel

kapcsolatos fehérje (Bcl-2) szintje csokken a herékben.

A vizsgalat menete

Szelektiven tenyésztett patkdnyokkal végeztiik a vizsgalatot. Alacsony futési
kapacitasu allatokat (LRC) egymassal, mig a magas futasi kapacitasu allatokat (HRC) is
egymassal paroztattdk generaciokon keresztiil, a tenyésztés Kochnak és Brittonnak
koszonhetd. Vizsgalataik altal az is nyomon kovethetd, hogy a futdsi kapacitds milyen

mértékben valtozik a generaciok folyaman. Kimutattak, hogy a 6. generacio esetén 171%-0S



kiilonbség mutatkozott az allatok futasi kapacitasaban (Koch and Britton 2001), a 11.
generacioban pedig 347%-0s volt a kiilonbség a két csoport kozott (Wisloff, Najjar és mtsai
2005). Ez a tendencia kizardlag a genetika hatasa, az allatokat nem vetették mas beavatkozas
ala, nem edzették ket és nem kaptak semmilyen dket befolyasold anyagot.

Nyolc csoportba soroltuk az allatokat a vizsgalat soran: kontroll LRC (C. low), edz6
LRC (T. low), rezveratrolt kapé (RSV. low), edz6 és rezveratrolt kapd (T.+RSV. low),
kontroll HRC (C. high), edz6 HRC (T. high), rezveratrolt kapd (RSV. high), edzé és
rezveratrolt kapod (T.+RSV. high). Tehat mind az alacsony futasi kapacitasu, mind a magas
futasi kapacitast csoporton beliil négy csoportot kiilonitettiink el.

Két héten keresztiil (5 nap/hét) edzettiik Oket napi fél 6rdn at. A futdszalag sebessége
10m/perc volt, amihez 5%-o0s emelked6t allitottunk be. Ezutan megmértik az allatok
maximalis oxigén felvételét. A mérési eredmények alapjan kezdtiikk Oket futtatni jabb 10
hétig, szintén heti 5 napon at. A sebességet a korabban mért VOyma-Uk 60%-ahoz tartozo
sebességben hataroztuk meg. Az emelkedd ekkor is 5% volt. Kéthetente mértiik az allatok
maximalis oxigén felvételét, igy az alkalmazkodasukat figyelembe véve valtoztattuk a futasi
sebességet.

Tizenkét héten at minden masodik nap 100 mg/kg-ban meghatarozott rezveratrolt
adtunk szajon at az allatoknak. A rezveratrollal nem kezelt allatok fiziol6gids séoldatot
kaptak.

A fehérjék mennyiségi vizsgalata Western-blot technikdval tortént, a minta vétele
pedig a patkanyok hereszdvetébol.

Az adatok elemzését ANOVA-val végeztik 5%-0s szignifikancia szintet

meghatarozva.



Eredményeink

Rezveratrol adagolds hatdsara szignifikdnsan megnétt a SIRT1 szintje az LRC
csoportok hereszovetében. Azonban az is elmondhatd, hogy a kontroll LRC csoport ¢s a
kontroll HRC csoport SIRT1 szintje nagymértékben eltér egymastol. Edzés hatasara a HRC
csoport SIRT1 szintje jelentdsen alacsonyabb a kontroll allatokhoz viszonyitva (1. abra).

Az LRC csoportba tartozd edzé és rezveratrollal is kezelt csoport értékei joval
magasabbak, mint a kizarolag edzd illetve a kizdrolag rezveratrolt kapd allatok p53 értekei
(p<0.05). Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a fizikai aktivitds és a taplalkozas hatdsa
0sszeadodik. A genetikailag magas futasi kapacitast allatoknal mind az edzés, mind kiilon a
rezveratrol adagolas szignifikdnsan megndvelte a p53 értékeket az allatokban (2. abra).

A Bax fehérje valtozasai mutatjak legjobban, hogy a metabolikus szindréma jeleit is
mutaté LRC csoportba tartozo allatok mennyire kiilonbozOen reagaltak az edzésre, illetve a
rezveratrollal vald kezelésre, mint a genetikailag magas futasi kapacitasu allatok. A
rezveratrollal kezelt allatok csoportjanak eredményei novekvd tendenciat mutatnak a kontroll
csoporthoz képest. Azoknal az allatoknal pedig, akik edzettek is €s rezveratrolt is kaptak mar
szignifikdnsan magasabb volt a Bax nevli fehérje szintje. Ellentétben a HRC-es allatokkal,
amelyeknél a kontroll csoporthoz képest nem valtozott a masik harom csoport Bax szintje (3.
abra). Ezzel egészen jol tudjuk modellezni a mar beteg szervezetet (LRC-alacsony futési
kapacitasu allatok) és az egészséges szervezetet (HRC-magas futédsi kapacitastu allatok). Az
egészséges szervezetnek nincs sziiksége az apoptdzis nagy mértékii befolyasolasara, ami nem
mondhat6 el a daganatos szervezetrol.

A Bcl-2 fehérje mérésénél azt talaltuk, hogy a mennyisége ennek a fehérjének
csokkent a testedzés hatdsara (4. abra). Ez rendkiviil fontos megfigyelés, mert indokolhatja
azt, hogy miért van a rendszeres testedzésnek preventiv hatdsa a rak eléforduldsara bizonyos

rak tipusok esetében.



Hipotézisvizsgalat
Az eredményeink alapjan az elsé hipotézis valdésnak bizonyult, a masodik hipotézis
esetén pedig a mar emlitett Bel-2 fehérje valtozasa miatt, lehetséges, hogy megtalaltuk a

molekularis vonalat, mellyel a testedzés csokkentheti bizonyos rak tipusok eléfordulasat.

Osszefoglalas

Osszegzésként kijelenthetjiikk, hogy az alacsony és magas futdsi kapacitasi csoport
tagjai tobb fehérje kapcsan is kiilonbozOen reagéltak a rezveratrol nevezetli anyag adésara,
illetve az edzésre a hereszovetben. Ennek okat az eltér6é genetikaval magyarazhatjuk, hiszen a
szelektiv tenyésztés miatt esetiinkben ez kifejezett volt. Eredményeinkre tdmaszkodva
felvethetjilk, hogy a tumorképzddés gatlasa, a daganatos megbetegedések prevencioja
testedzéssel és a helyes taplalkozassal valoszintisithetden kivitelezhetd. Feltételezziik, hogy ha
kozos gyogyszer nincs is a civilizacids betegségekre, azok prevenciojaban (és részben akar
kezelésében is) az altalunk vizsgalt modszerek hatasosnak bizonyulhatnak. Rendkiviil fontos,
hogy ezt a megfigyelést a hereszovetben tettiik, melynek mikodése elengedhetetlen a

fajfenntartas szempontjabol.
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Abrak:

A) SIRT-1 ~100kDa
B.) a tubulin ~55kDa
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1. abra A SIRT1 mennyiségi valtozasa here szovetben

(A) A SIRT1 fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szdvetben. A csikok
denzitdsanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. (B) A
SIRT1 edzés és rezveratrol adas hatdsara létrejové mennyiségi valtozasa. Az dbrakon: RSV —
rezveratrol kezelt, edz6 +RSV — edz6 és rezveratrollal kezelt. A feltiintetett értékek: atlag +

SE;*p<0.05,+p<0,05.
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2. abra A p53 mennyiségi valtozasa here szovetben

N
v

(A) A p53 fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szovetben. A csikok denzitdsanak
normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsé kontrollként szerepel. (B) A p53 edzés és
rezveratrol adas hatasara Iétrejové mennyiségi valtozasa. Az abrakon: RSV-rezveratrol
kezelt, edz6 +RSV — edz0 és rezveratrollal kezelt. A feltiintetett értékek: atlag += SE; *p<0,05,

+p<0,05, #p<0,05.
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3. abra A Bax mennyiségi valtozasa here szovetben

(A) A Bax fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szovetben. A csikok denzitdsanak
normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. (B) A Bax edzés és
rezveratrol adas hatdsara 1étrejové mennyiségi valtozasa. Az abrakon: RSV — rezveratrol

kezelt, edz6 +RSV — edz6 és rezveratrollal kezelt. A feltiintetett értékek: atlag += SE; +p<0,05.
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4. abra A Bcl-2 mennyiségi valtozasa here szovetben

(A) A Bcl-2 fehérje mennyiségének auto-radiogramja a here szovetben. A csikok
denzitdsanak normalizalasa az a-tubulinhoz tortént, mely belsd kontrollként szerepel. (B) A
Bcl-2 edzés és rezveratrol adas hatasara 1étrejové mennyiségi valtozasa. Az abrakon: RSV —

rezveratrol kezelt, edz6 +RSV — edz6 és rezveratrollal kezelt.
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