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1. Roviditések jegyzéke

ANOVA
BMI
CAD
CcoO
COPD
CTRL
DCB
DES
DNS
DTNB
DTT
EDTA
ELISA
GPx
H202
HBA

HB-MaSC

HO-1
IGF-1
IL-1,-6,-35
1P

ISO

GSH

analysis of variance, egyiranyu varianciaanalizis
Body Mass Index, testtdmeg index

coronary artery disease, koszoruér-betegség
szén-monoxid

chronic obstructive pulmonary disease, kronikus obstruktiv tiidébetegség
kontroll csoport

drug-coated balloons, gyogyszerrel bevont ballonok

drug-eluting stents, gyogyszert felszabaduld sztentek
dezoxiribo-nuklein-sav

5,5'-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav

ditiotreitol

ethylenediamine tetraacetic acid, etilén-diamin-tetraecetsav

enzyme linked immunoassay, enzimhez k6tott immunoszorbens assay
glutathione peroxidase, glutation peroxidaz

hidrogén peroxid

Hyaluronan Binding Assay, hialuronsav kotodési teszt

Hyaluronan Bound Matured Sperm Count, hialuronsavhoz k6t6do érett

spermiumszam

haem oxygenase-1, hem oxigendz-1

Insulin-like growth factor, inzulinszerti n6vekedési faktor-1
interleukin-1,-6,-35

intraperitonealis

izoproterenol

redukalt glutation



GSR glutation-reduktaz

GSSG glutation diszulfid, oxidalt glutation

h ora

HCL hidroklorid

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfon sav

HRP Horseradish peroxidase, torma peroxidaz

LDH-1 laktat dehidrogenaz-1

LOH late onset hypogonadism, késdi megjelenésii hipogonadizmus
mg milligramm

MI miokardialis infarktus

mL milliliter

MPO mieloperoxidaz

mPTP mitochondrial permeability transition pore, mitokondrialis permeabilitédsi

atmeneti porus
mRNS messenger-RiboNucleic-Acid, hirvivd RNS

NADPH B-nikotinamid-adenin- dinukleotid-foszfat

NF-«xB Nuklearis Faktor-kappa-B

NO nitrogén monoxid

Nrf2 Nuklearis faktor erythroid 2-related factor2
'Oy szuperoxid anion

ODD O-dianizidin-dihidroklorid

‘OH" hidroxil-gyok

ONOO" peroxinitrit anion

P450scc P450 (Cholesterol) side-chain cleavage enzyme, P450 Koleszterin oldallanc

hasité enzim



PAC

PBS

pg

POST

PRE

"ROO

ROS

SD

SOD

TNF- a

Tris

TUNEL

USA

paclitaxel

fosztat-pufferelt sdoldat

pikogramm

potentia hydrogenii, hidrogénionok koncentracioja
kezelés utani

kezelés elotti

peroxil-gyok

reactive oxygen species, reaktiv oxigén gyokok
standard deviacio

superoxide dismutase, szuperoxid dizmutaz

tumor nekrozis faktor-alfa

tris (hidroximetil) aminometan

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling

Amerikai Egyesiilt Allamok


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase

2. Bevezetés

A sejtek homeosztazisanak egyik fontos eleme, hogy a normal mikodés
fenntartdsdhoz a reduktiv és oxidativ tulajdonsagokkal bir6 agensek egyensulyban
legyenek. Ha a redox egyensuly felborul, és az oxidativ tulajdonsagi molekulak
keriilnek tulsulyba, ami oxidativ stressz kialakulasahoz vezethet. Az oxidativ stressz
szovetekre gyakorolt karos hatdsa jol dokumentalt és szamos korabbi tanulmany
kézponti témaja [1;2].

Az oxidativ stressz ellen a sejtek kiilonb6z6 védekezdé mechanizmusokat hasznélnak
a homeosztazisuk fenntartdsdhoz. A leggyakoribb védekezd mechanizmusok
enzimatikus alaptiak; szdmos enzim koziil a legfontosabbak a szuperoxid-dizmutdz
(SOD), a glutation peroxidaz (GPx), a katalaz, valamint a hem-oxigenaz-1 (HO-1),
mely enzimek és szubsztratjaik endogén puffer rendszerekként viselkednek [3]. Az
oxidativ stressz szamos ismert betegség patogenezisében szerepet jatszik, ilyenek a
neurodegenerativ betegségek [4] (pl. Alzheimer betegség, Parkinson kor stb.),
malignus tumorok, cukorbetegség, kronikus vesebetegség, pszichiatriai betegségek
(depresszid, szkizofrénia, bipolaris zavar), tiidébetegségek (COPD, tiidétumor) és az
Oregedés [5].

Ertekezésemben két igen fontos szerv oxidativ stresszre adott valaszat, illetve az
azok elleni védekezés lehetdségeit vizsgalom allatkisérletes modellekben.

Elsé kisérletsorozatunkban (l.) a herék oxidativ stresszét idéztiik eld izoproterenol
(ISO) injekcidval, majd a rendszeres, mérsékelt iszéedzés hatasait vizsgaltuk, mind
az ejakulatumban, mind a hereszovetben [6].

A masodik kisérlet sorozatban a paclitaxel védd hatasat vizsgaltuk

szivizomszovetben, a karosité agensként hasznalt izoproterenol injekciot kévetéen

[7].
Irodalmi attekintés

. A férfi megtermékenyito képesség és a testmozgas kapcsolata
Bar a megtermékenyités minden faj taléléséhez elengedhetetlen, a mogottes
jelatviteli utvonalak és biokémiai mechanizmusok tovabbra is csak részben

tisztazottak.



Az oxidativ stressz himivarsejtekre gyakorolt karos hatéasait el6szor 1943-ban irtak
le [8], majd a kovetkezd évtizedben az oxigén ¢és redukalt formainak toxicitasat,
illetve a tobbi emberi szovetre gyakorolt hatasat vizsgaltak, majd az ’50-es évek
kozepén felallitottdk a megnovekedett szabadgyok képzddésen alapuld oOregedés
elméletet [9;10;11]. Az emberi szervezetben a spermiumok kiilonosen érzékenyek a
kornyezetiik valtozasaira. J61 dokumentélt, hogy megndvekedett reaktiv oxigén
szabadgyok (ROS) termel6dés kovetkezményeként az oxidativ stressz allapota all
be, mely a lipidek, fehérjék és a dezoxiribonukleinsav (DNS) karosodasaval jar.
Mindezek szubfertilitishoz, infertilitashoz és/vagy a terhesség korai
megszakadasahoz vezethetnek [1].

A klinikai gyakorlatban szdmos olyan kornyezeti tényez6 van, melyek a herékre
karos hatassal vannak, ezen karos hatasok sejt szinten oxidativ stressz formajaban
fejezddnek ki. A leggyakoribb oxidativ stresszt okozd hatdsok, a dohanyzas, a
herevisszér tagulat (varicocele), a jarmiivek kipufogd gazai, illetve a mozgasszegény
¢letmod.

A testmozgas komplex egészségligyi eldnyei jol ismertek. A rendszeres, mérsékelt
testmozgas csokkenti a sziv- és érrendszeri betegségek kockazatat és hozzajarul a
nem fert6z6 kronikus betegségek megelézéséhez [12]. Az utobbi évtizedekben egyre
nagyobb figyelem fordul a mozgasszegény ¢€letmdd altal okozott kronikus betegségek
felé, mint arra az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) is felhivta a figyelmet 2022-
ben. A kovetkezményes kronikus betegségek a fejlett vilag szinte minden orszagaban
az egészségiigyi raforditasok jelentds részét teszik ki [13]. Klinikai és kisérletes
vizsgalatok alatadmasztjak, hogy a mozgasszegény, jorészt ilé ¢letmdd jelentds
szerepet jatszik a férfi megtermékenyitd képesség csokkenésében és a medddség
eléfordulasanak novekedésében [14]. Epidemioldgiai vizsgalatok alatamasztjak,
hogy a férfiak a medddségi esetek 20-30% -aért feleldsek, és Osszességében az esetek
akar 50%-ahoz is hozzajarulnak [15]. Egyre t6bb bizonyiték utal arra, hogy a
mozgasszegény ¢letmod karosan hat a férfiak reproduktiv allapotara, hozzajarulva
az id6skori férfi hipogonadizmushoz (LOH), amelyet a csokkend tesztoszteronszint,
gyenge libido, merevedési zavarok, kognitiv képességek romlasa, androgén tipust
hizas, izomtomeg csokkenése €s csokkent spermium megtermékenyitd képesség
jellemez [16]. Ismert, hogy a fizikailag aktiv egyéneknél magasabb a megfelel6
motilitasu spermiumok aranya a mozgasszegény kontrollokhoz képest [17], tovabba

a rendszeres, mérsékelt intenzitasu testmozgas bizonyitottan csokkenti a spermiumok DNS-



karosodasat, a DNS fragmentacio aranyat [18] és a gyulladassal 6sszefiiggd oregedési
folyamatokat [19], javitva ezzel a megtermékenyités valdszinliségét.

A mozgasszegény ¢életmdddal Osszefliiggd kedvezbétlen mechanizmusokkal
kapcsolatban széleskorii konszenzus van abban, hogy az antioxidans/oxidans
homeosztazis, valamint a gyulladasos folyamatok a fé sebezhetd célpontok ¢és
utvonalak. El6zetes eredményeink azt bizonyitjak, hogy az {il6, mozgasszegény
¢letmdéd az oxidans/antioxidans homeosztazis zavaradt eredményezi, ami
kovetkezésképpen oxidativ karosodast okoz [20;21].

Ami a reproduktiv valtozasokat illeti, az oxidativ stressz a sejtmembranokat
karosithatja az azokat felépitd tobbszorosen telitetlen zsirsavakon keresztiil, a
herecsatorndk membranjai tobbszordsen telitetlen zsirsavakban gazdagok, ezért a
here rendkiviil érzékeny a ROS altal kivaltott karosodasra [22]. A gyulladasos
paraméterek, a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-o) és az interleukin-6 (IL-6)
kulcsfontossagu pro-inflammatorikus citokinek, amelyek 0sszefliggésbe hozhatok a
férfi  termékenységgel. Azenabor ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a
himivarsejtekben a citokinek fizioldgiasan is termelddnek, azonban a karos hatasok
a koncentraciojukat koros szintre tolhatjak. A herékben torténd citokin kifejez6dés mellett
ezek a valtozasok az ejakulatumban is megfigyelhetok [23].

Kutatocsoportunk korabban alatamasztotta, hogy a szovetkarosodas mogottes
mechanizmusai az oxidans/antioxidans homeosztazis egyensulyhianyanak és a
felgyorsult gyulladasos folyamatoknak koészonhetéek [20;24;25;26]. Bizonyitottuk
tovabba azt is, hogy az ISO altal kivaltott karosodasokat sikeresen helyreallitotta a
rendszeres, kontrollalt testmozgas 0sztrogénhormon-hianyos ndstény patkanyokban
[20]. Az Osztrogén altal kozvetitett folyamatok modulaciéja mellett az endogén
tesztoszteronszint csokkenése, csokkent antioxidans kapacitassal és a gyulladasos
paraméterek emelkedett szintjével jarhat egyiitt [27].

Emellett Cheng és munkatarsai megallapitottak, hogy az ISO adagolasa hozzajarul
a tesztoszteronszint csokkenéséhez és a herék karos szoveti valtozasaihoz [28]. Bar
a szexudlszteroid hormonok (azaz az Osztrogén ¢€s a tesztoszteron) hianya szoros
Osszefiiggésbe hozhatd az antioxidans védekezOképesség csokkenésével, a ROS
termelésére torténd eltolddassal, nem vildgos, hogy a rendszeres testmozgas
hozzéajarulhat-e a hereszovetben ¢és az ejakulatumban bekovetkezé kedvezd

gyulladasos €s antioxidans valtozasokhoz.



1. A paclitaxel és hatasai a szivizomban

A paclitaxel egy erésen citotoxikus vegyiilet, melyet el6szér a csendes-6ceani
tiszafa kérgébol izolaltak. Antiproliferativ tulajdonsagai miatt évtizedek Ota
alkalmazzak az onkoldégidban, tobbek koOzott a prosztatardk, az emldrak, a
tlidorak ¢és a petefészekrdk standard terdpidjaként. A sziv- és érrendszeri
alkalmazasokban a paclitaxelt el6szor a koszortiereknél alkalmaztdk, és ez a
gyogyszert felszabadulo sztentek (DES) és a gyogyszerrel bevont ballonok (DCB)
gyakori bevondé anyaga, mivel ez a hatdéanyag gatolja a simaizomsejtek
resztenozis és a céllézio revaszkularizacié el6fordulasat [29-34]. A paclitaxel a
gyulladas szabalyozasaban is szerepet jatszik. Ezek a funkciok a mikrotubulusok
irreverzibilis stabilizalasaval valosulnak meg, ami diszfunkcionalis struktirakat
eredményez, amelyek megzavarjak a létfontossagu sejtfolyamatokat, példaul a sejtek
jelatvitelét €s a szervezeti szervezddés fenntartasat [35;36].

Napjainkban a paclitaxellel bevont sztenteket és ballonokat gyakran alkalmazzak a
klinikai gyakorlatban, hogy cs6kkentsék a standard, bevonat nélkiili intrakorporalis
eszkozoket felhasznald eljardsoknal megfigyelheté magas posztintervencios
resztenozis aranyat [33;37]. Egy nemrégiben késziilt metaanalizis azonban
kérdéseket vetett fel ezen hatéanyag hossza tavl biztonsadgossagaval kapcsolatban,
amikor arr6l szamolt be, hogy az alternativ terapidkkal Osszehasonlitva a
gyogyszerrel bevont eszk6zok 2-5 év mulva megndvelték a haldlozas kockazatat a
periférias artérias beavatkozasokon atesett betegeknél [38]. A szerzOk azonban nem
tudtdk megmagyarazni a kés6i haldlozas lehetséges mechanizmusait. Ez
megdobbentd eredmény volt, mivel a paclitaxelt hosszii 1dén keresztiil
antiproliferativ szerként alkalmaztak a rakterapiaban anélkiil, hogy barmi jel utalt
volna az ezzel kapcsolatos halalozasra. Raadasul az endovaszkularis eljarasokban a
paclitaxel bevono dozisa jellemzOen kevesebb mint 10%-a annak, amit a
rakkezelésben egyszeri adagban adnak be [29]. A munka sok kritikat is kivaltott,
mivel nem vette figyelembe a betegek lemorzsoldédasat, valamint hianyoztak a
betegszintli elemzések.

A késobbi klinikai vizsgalatok sem értettek egyet e metaanalizis kovetkeztetésével.
Zeller és munkatarsai jelezték, hogy a paclitaxel alkalmazasa nem jart egyiitt az
amputacio vagy az osszhalalozas fokozott kockazataval az infrapoplitedlis artérias

betegség kezelését kovetdé 5 éves kovetés soran [39]. Ezenkiviil egy német
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tanulmany egészségbiztositasi adatokat elemzett, és 11 éven keresztiil nem talalt
kiilonbséget a halalozasi aranyban a paclitaxellel bevont ballonok/paclitaxel bevonata
sztentek és mas, gyogyszer nélkiili eszkozok kozott [40]. A paclitaxel ér- és
szivsejtekben  kifejtett molekularis hatasmechanizmusainak feltarasa  alapot
szolgéltathat a biztonsagossag, a hatékonysag ¢és a sziv- ¢és ¢érrendszeri
gyogyaszatban vald konkrét alkalmazas tekintetében.

Korabbi kutatasok kimutattdk ezen gydgyszer jotékony antioxidans funkcidit,
valamint karosité hatasait is. Csokkentette az iszkémias kamrai aritmiak sulyossagat
és az iszkémias-reperfuizidos karosodas mértékét, amikor 0,1uM és 1uM paclitaxelt
adtak izolalt patkanyszivbe, a nagyobb dozis mindkét esetben nagyobb hatast fejtett
ki [41]. Ezt kovetden ugyanaz a kutatdécsoport kimutatta, hogy a paclitaxel 0,1uM,
0,3uM ¢és 1uM dozisban csokkentette a ROS termelddését és indukalta a HO-1
expresszidjat, ami potencialisan magyarazhatja a koradbban ismertetett
védbhatasokat [42]. Ezen kutatasok alapjan a szerzok azt feltételezték, hogy a
mikrotubularis stabilizacido hozzajarulhatott a megfigyelt hatasokhoz a csokkent
intracellularis kalciumion (Ca®* talterhelésen keresztiil.

Ezekkel az eredményekkel ellentétben mas kutatok nem észlelték a paclitaxel
kardioprotektiv hatasat a latszolagos mikrotubularis stabilizacié ellenére. Egy
vizsgalatban szintén megndvekedett citoszolikus Ca?*-szintekrdl szamoltak be, ami
magyarazatot adhat a kardioprotekcié hianyara ebben a modellben [36].

Egy masik vizsgalatban a paclitaxel mitokondrialis permeabilitasi atmeneti porus
(mPTP) megnyilasat idézte eld szivizomsejtekben, amit a sejtek megemelkedett
ROS-szintjével magyaraztak [43]. Tovabba, a hosszu tava paclitaxel-adagolas
megnovekedett TNF-a fehérjeszinthez és apoptozishoz vezetett egér szivekben [44].
A kilonbozd (1-10 uM) doézisok és az ezekben a vizsgalatokban alkalmazott
protokollok magyarazhatjdk talan az eltérésekért, mivel a magasabb
gyogyszeradagok tulzottnak tiinnek, ¢s akar toxikus hatdsokat is kivalthatnak. A
dozisfiiggdséget Kang és munkatarsai is kimutattak, mivel az alacsony és a magas
paclitaxel-koncentraciok kevésbé voltak hatékonyak a simaizomsejtekbdl szarmazo
uM) novelték a gyulladasos IL-6 és csokkentették a gyulladascsokkentd interleukin-
35 (IL-35) citokin szintjét [45].

Bar a paclitaxel onkolégiai €és érrendszeri alkalmazasaval kapcsolatban rengeteg

11



kutatas 1étezik, a megfelel6 adatok hianya miatt nehéz kovetkeztetéseket levonni a
szivizomban Kifejtett sejtszinti hatasair6l. Ezért vizsgalatunkban a paclitaxel
potencidlis kardioprotektiv tulajdonsdgainak elemzésére torekedtiink az I1SO 4altal

kivaltott szivkarosodasnak Kitett patkanyokban.
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3. Célkitiizések

l. vizsgalat
Elso kisérletsorozatunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a mérsékelt intenzitasu fizikai
testmozgas (Gszas) feltételezett kedvezd hatasait a herék antioxidans statuszara és

« s ey

koto képességére, igy az egyed megtermékenyitd képességére.

I1. vizsgalat

Masodik vizsgalatunkban a korabbihoz hasonloan szintén az izoproterenollal
kivaltott oxidativ karosodas és az azt kivédé mechanizmusok feltérképezése volt a
cél paclitaxel hasznalata mellett.

A vizsgéalat soran a hipotézisiink az volt,hogy a paclitaxel addsa megvédi a szivet az
oxidativ és gyulladdsos folyamatok, mint példaul a TNF-a ¢és az NF-xB
proinflammatorikus jelatviteli itvonal elnyomasaval, illetve a véd6 molekulak, példaul

a HO-1 és a szuperoxid-dizmutaz (SOD) expresszidjanak serkentése révén.
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4. Anyagok és modszerek

Mindkét vizsgalatunkban him (Harlan-)Wistar patkanyokat (150-200 @)
hasznaltunk. Ketrecben, allandé homérsékleten (20-22 “C) és paratartalomban (40-
50%) 10 napig, 12/12 oras fény/sotét ciklusban tartottuk 6ket. Ad libitum élelmet és
vizet kaptak. A testtomeget a kiindulaskor és a kisérlet végén is megmértiik.
Vizsgalataink soran a patkanyok szamat a kisérletek elvégzéséhez sziikséges
minimumon tartottuk. A mintanagysagot a laboratoriumunkban végzett hasonlo
korabbi kisérletek ¢és kisérleti munkak alapjan, valamint er6forras-egyenlet

szamitassal hataroztuk meg.

I. vizsgalat:

l/a. Vizsgalati csoportok felallitasa

A vizsgalat kezdetén a patkanyokat 6t csoportra osztottuk az alabbiak szerint:

(1) Abszolut kontrollok (CTRL)

(2) l1zoproterenol-kezelt (1SO)

(3) Kezelés elétti uszotréning + izoproterenol (PRE+1SO)

(4) ISO + kezelés utani Gszotréning (ISO+POST)

(5) Kezelés el6tti uszas + izoproterenol kezelés + kezelés utani Uszas
(PRE+ISO+POST)

Vizsgalatunkban csoportonként legfeljebb 9 patkanyt hasznaltunk (az allatok teljes
szama n = 45). A heremorfoldgiai valtozasokat 1,0mg/kg injekcioval idéztiikk eld
(Sigma Chemicals Co., Poole, UK), melyet 1ml fiziologias s6oldatban higitva bor
ala injektaltunk. A megfeleld izoproterenol doézist korabbi vizsgalatainkban allitottuk
be, és el6zetes kisérletekben megbizonyosodtunk arrol is, hogy az alkalmazott dozis
nem toxikus, de elegendd a szivizomkarosodas kivaltasahoz [19]. A vizsgalat soran
minden erdfeszitést megtettiink annak érdekében, hogy az allatok szamara a lehetd

legkisebbre csokkentsiik a stresszfaktorokat.

I/b. A testedzés protokollja

Az allatok egy héttel az Gszas megkezdése el6tt alkalmazkodtak a vizhez. Ezt
kovetden a patkanyokat heti 5 napon at, 3 héten keresztiil egyénileg edzettiik egy 60
cm mély, 20cm x 20cm-es, 32-33°C-os vizzel t61tétt medencében [28]. Minden egyes

Uszas 25 percig tartott, ¢s minden edzést reggelente végeztiink, kikiiszobdlve a
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cirkadian ritmus valtozasabol ado6dé tesztoszteron szint valtozasokat. A fizikai
aktivitas utan a patkanyokat torolkozével megszaritottuk, majd visszatettiik Oket a
ketreciikbe. A PRE+ISO csoportba tartozo allatok az izoproterenol beadésa el6tt 3
hétig edzettek, mig az ISO+ POST csoportba tartozo allatok az izoproterenol
injekci6 beadasa utan 3 hétig edzettek. A PRE+ISO+POST csoportban 1évo
patkanyokat 3 hétig edzettiikk az izoproterenol kezelés elott, illetve utan. A teljes
kisérleti id6szak végén vér-, ejakulatum- ¢és hereszovetmintdkat gyijtottiink,

melyeken az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

I/c. A tesztoszteron szint meghatarozasa

A kisérleti idészakok végén a vérmintakat milanyag szérumszeparatoros géllel
késziilt vérvételi csOvekbe gyujtottik, majd 1000xg-nél, 4°C-on 10 percig
centrifugaltuk. Ezutan a teljes tesztoszteronszintet az Immulite 2000XPi (Siemens,
Miinchen, Németorszag) kemilumineszcens immunoassay-el mértiik, és ng/dl-ben

fejeztiik ki.

I/d. Ejakuldatumgyiijtés

A mesterséges ejakulaciot elektroejakulacioval, standardizalt modszerrel értiik el. A
patkdnyokat egy elektroejakulacios platformra helyeztiik haton fekvd helyzetben.
Az elektroejakulator 0,2 mm atmérdji és 40 mm hosszusagu szondaval volt
felszerelve. A szondat vazelinnel kentiik be, és megfeleléen behelyeztiik a végbélbe.
Az elektroejakulator kimenetét 2-3V-ra allitottuk. Az ejakulatumot steril pipettaval
gyujtottik, és egy 500ul-es mikrofuzids csébe toltottiikk. Az ejakulatumbol 7-10ul-t
azonnal felhasznaltunk a hialuronsav-kétési (HBA®) vizsgalathoz, a fennmarado
mennyiséget pedig -20°C-on taroltuk a tovabbi biokémiai elemzésekhez. Az
ejakulatum gyiijtés utdn a patkanyokat visszakeriiltek a ketreciikbe, €s naponta
megfigyeltik 6ket. A biokémiai mérésekhez és a hialuronsav-kotési vizsgalathoz

teljes ondomintakat hasznaltunk.

I/e. Hialuronsav kétédési vizsgalat (HBA®)

A himivarsejtek funkcionalis értékelését a kereskedelmi forgalomban kaphato
HBA® tesztekkel (Biocoat Inc., Horsham, PA, USA) végeztiik el. A HBA-teszt
alkalmas modszer lehet a szubfertilitas, illetve medddség eldrejelzésére. Az alacsony

HBA-pontszam az érett, megtermékenyitd képes spermiumok alacsony aranyara
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utal, mig a magasabb HBA-pontszdm az egészséges, ¢rett spermiumok normalis
jelenlétét mutatja. A modszer alapelve az, hogy egészséges termékeny egyedekben
az érett spermiumok kotédnek a hialuronsavhoz, mig az éretlen spermiumok nem
kotédnek. A hialuronsav a petesejt cumulus oophorusanak egyik f6 6sszetevoje, igy
a hialuronsavhoz valo kotédés a spermium-petesejt kapcsolodas egyik kulces
mozzanata, mely alapvetd feltétele a megtermékenyitésnek. A hialuronsavkotod
képesség, a spermiumok fején a hialuronsav kotd receptor felszini kifejezédése a
himivarsejtek érési folyamatanak egyik utols6 1épése, ezaltal a himivarsejtek
érettségének jo és klinikai gyakorlatban is jol hasznalhato markere [47;48]. A
hialuronsavval bevont targylemezt 0Ogy tervezték, hogy utdnozza a petesejt
korilvevd kornyezetet; igy mikroszkép alatt a kotott spermiumok konnyen
megkiilonboztethetdk a nem kotott spermiumoktol. A vizsgalatot a gyarto utasitasai
szerint végeztik el. Roviden, 7-10ul ejakulatumot pipettaztunk a lemezek
hialuronsavval bevont feliiletére. Mikroszkop alatt, 10-15 perces inkubacié utan
(Axiocam 506 mono kameraval felszerelt Zeiss Imager Z.2 fluoreszcens

mikroszkop) meghataroztuk a mozgd spermiumok kotddési aranyat.

A hialuronsavhoz k6t6d6 spermiumok szazalékos aranyat a kovetkezéképpen

szamolhatjuk Ki:

kotott motilis spermiumok

kotédési % = 100 x
kotott motilis spermiumok + nem kotétt motilis spermiumok

I/f. Proinflammatorikus citokinek: TNF-a és IL-6 koncentrdacio meghatdarozas
ELISA modszerrel tortént hereszovetmintabol. Az egyes vizsgalati ciklusok végén
a patkanyok hereszovetét Kimetszettiik, a szovetet foszfattal pufferben (PBS, pH 7,4)
homogenizaltuk, majd a mintakat 2500 fordulat/perc fordulatszamon 20 percig 4°C-
on centrifugaltuk.

A hereszovet preparatum feliiliszojat és az ejakulatumot ELISA vizsgalatnak
(GenAsia Biotech, Sanghaj, Kina) és fehérjeméréseknek vetettiik ala. A gyartd

s rer

ELISA moédszerrel. A TNF-a és IL-6 szinteket ng/mg fehérjetartalomban fejeztiik
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ki.

I/9. Redukdlt, az oxidalt és teljes glutation szint (GSH, GSSG;, GSH+GSSG)
meghatarozas

A teljes glutation szint (GSH+GSSG) tartalom mérése a GSH (glutation) vagy
GSSG (Glutation-diszulfid) biokémiai reakciojan (katalitikus hatasan) alapul a
DTNB (5,5'-ditio-bisz-2-nitrobenzoesav) redukciéjaban a glutation-reduktaz és a
NADPH (B-nikotinamid-adenin- dinukleotid-foszfat) keverékével. A herék
antioxidans statuszat jelzo teljes glutation-tartalmat (GSH+GSSG) az ejakulatum-
és hereszovetmintakbol mértiik. A here szovetet 0,25M szachar6z, 20mM Tris (tris-
hidroximetil-aminometan) és ImM ditiotreitol (DTT) oldatban homogenizaltuk,
majd 30 percig 4°C-on 15000 g-nél centrifugaltuk.

A feliiluszo6 frakciokat 6sszegyiijtottiik, és 0,1M CaClz, 0,25M szachardzzal, 20mM
Tris-el és ImM DTT-vel kezeltiik. A 30 perces, 0°C-on torténé inkubaciot és tovabbi
21450% g-nél 4°C-on 60 percig végzett centrifugalast kévetden, a tiszta frakciot
hasznaltuk az enzimtartalom mérésére. A glutation, a glutation-reduktaz, az 5,5'-
ditio-bisz-2-nitrobenzoesav (DTNB) és a B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
(B-NADPH) torzsoldathoz, higitd6 puffereként 125mM Na-foszfatot és 6,0mM
EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav) tartalmazo oldatot alkalmaztunk. 40 pL
ejakulatum és hereszovet mintdhoz 20 pLL DTNB torzsoldatot és 140 puL B-NADPH-
t adtunk, majd 25°C-on inkubaltuk 5 percig. Osszesen 10uL glutation-reduktazt
hasznaltunk a reakcio elinditasahoz, és az abszorbanciat 405 nm-en mértiikk 10
perccel a reakcio elinditisa utan mikrolemez olvasoval 10 perccel a reakcio
elinditdsa utan. Az Osszes glutation-tartalmat nmol/mg fehérjetartalomhoz
viszonyitva fejeztiik ki. A GSH+GSSG tartalom mérése a GSH vagy GSSG
biokémiai reakcidjan (katalitikus hatasan) alapul a DTNB redukcidjaban a glutation-

reduktaz és a NADPH keverékével [44].

I/h. A mieloperoxidaz (MPO) enzim aktivitas mérése

A patkanyherék szovetmintait jéghideg foszfat-pufterelt sboldatban (PBS, pH 6,0)
homogenizaltuk, haromszor fagyasztva-felolvasztva, majd kétszer 15 000xg-n 15
percig 4°C-on centrifugaltuk. A hereszovet feliiliszobol vagy ejakulatumbol 12l
aliguotot adtunk 280ul PBS ¢és 0,167 mg/ml O-dianizidin-dihidroklorid
keverékéhez. A reakciot 10uL 0,03%-0s hidrogén-peroxiddal inditottuk el, és a

mintat 90 masodperces razas utan 490 nm-en spektrofotometridsan vizsgaltuk. Az
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ondo ¢s a herék mieloperoxidaz aktivitasat pU/mg fehérjetartalomban fejeztiik ki.
I/i. Fehérje analizis

Kereskedelmi forgalomban kaphaté fehérje meghatarozo kit (Bio-Rad Labs,
Hercules, CA, USA) segitségével a higitott here- és onddémintak aliquotjait (20ul)
980ul desztilladlt vizzel kevertiik Ossze, majd minden egyes mintdhoz 200pul
Bradford-reagens keriilt. A keverés utan és 10 perces inkubacios idét kovetéen a
mintakat spektrofotometridsan, 595nm-en vizsgaltuk. A fehérjeszintet mg

fehérje/ml-ben fejeztiik ki.

I/j. Statisztikai elemzés

A statisztikai szamitasokat a GraphPad Prism for Windows szoftverrel végeztiik
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Minden adat a csoport atlagértékeként
+ standard eltérés (SD) szerepel. A Shapiro-Wilk-féle normalitasi tesztet hasznaltuk a
Gauss-closzlas becsléséhez. Az elemzést ezutdn egyirdnyu varianciaanalizis
(ANOVA) teszt segitségével végeztiik el, amelyet Tukey tobbszoros 0sszehasonlitas
utéteszt, post hoc analizis kovetett (ha az F elérte a p<0,05 értéket és a normalitas
tesztje megfelelt). Statisztikai elemzéseket csak olyan kisérletek esetében végeztiink,
ahol az egyes csoportok mérete (n) legalabb 5 volt. A 0,05-nél kisebb valdsziniiségi
értékeket (p) szignifikansan kiilonb6zOnek tekintettiik, €s a pontos p-értékeket minden
csoportra vonatkozéan az Eredmények fejezetben, szoraspont-diagramokon mutatom
be.

18



1. Vizsgalat

Az 1SO altal kivaltott szivizom karosodast és annak csokkentésben résztvevd
enzimek és jelatviteli utvonalak vizsgalatat célzd vizsgalatokban a kovetkezd

anyagokat és modszereket hasznaltuk fel:

Il/a. Vizsgalati csoportok feldllitasa

A Wistar patkanyokat a kisérleti koriilményekhez valé hozzaszoktatds utan 4
csoportra osztottuk (CTRL-kontroll csoport, 1SO-izoproterenollal kezelt csoport,
PAC-csak paclitaxellel kezelt csoport, ISO+PAC-izoproterenollal és paclitaxellel
kezelt csoport). Intraperitonealisan (IP) sooldatot (CTRL) vagy 1 mg/kg
izoproterenolt (ISO) adtunk be. Vérmintakat vettiink 20 6raval késébb a véna
saphenabdl a laktat-dehidrogenaz (LDH) ¢és a mioglobin szintjének
meghatarozasara, hogy igazolni lehessen a szivizomkarosodast. Harom héttel az
izoproterenol kezelést kovetden paclitaxelt adtunk (10 mg/kg/nap) 5 napon at szajon
keresztiil [49], mind a csak paclitaxellel kezelt patkanyoknak (PAC), mind a
korabban izoproterenollal kezelt patkanyoknak (ISO + PAC).

Minden patkanyt 24 6raval az utolsé adag paclitaxel szajon at torténd beadéasa utan
terminaltunk. A sziv bal kamrakat biologiai mérésekhez gyiijtottiikk be: HO-1, GSH,
GSSG, SOD, NF-xB, TNF-a és MPO szintet mértiink a szovetben. A bal kamrai
mintakat folyékony nitrogénben poritottuk, és az elemzésekig -80°C-on taroltuk (1.
abra).

Veérvétel Paclitaxel (PAC)

{v. saphena) ‘IOmgf’kg.fnap peros

@ ] 5 sgymdst kbvetd napon Kisérleti allatok terminaldsa
[ 20 éra mutva 3 héttel késdbb [ D> DD > 1napmiwa > Szévetnyerés

Kezelés:

Fiz.s6 (CTRL) vagy

Izoproterenol (ISO) \ /

Tmg/kg
Hi;kar:iil‘.t@ kirosodas Szivizomszovet:
megerositese
LDH-1 es mioglobin Antioxidans . gg——:
meghatarozas: markerek [elizie]
Az IS0 csoportban 50%-os S0D

emelkedes!
Szivizomszovet:

Gyulladasos NF-xB
markerek - TNF-a

MPO

1. abra. A paclitaxellel végzett kisérlet (Il.) id6évonala és protokolljai
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«rer

A poritott kamrai mintab6l 40mg-ot jéghideg foszfat pufferben (pH 7.4) 20
masodpercig homogenizaltunk, majd a feliiliszot 4°C-on torténd centrifugalas utan
(20 perc, 2500 rpm) nyertiik a tovabbi ELISA és fehérjeclemzésekhez. Minden
helyre 40uL szivszoveti feliiliszot vagy 50uL standard oldatot adtunk, beleértve a
monoklonalis antitestet is, a gyartd (GenAsia Biotech Co., Ltd., Sanghaj, Kina)
utasitasai alapjan. Ezutdn 10pL biotinnal jelolt masodlagos ellenanyagot adtunk
minden egyes mélyedésbe, majd 50uL Streptavidin-HRP-t adtunk a feliiluszohoz és
a standardhoz; a kovetkezdkben a biotinnal jelolt ellenanyaggal immunkomplexet
képeztiink. Ezt kovetden a lemezt 60 perces 37°C-on torténd inkubalas utan Otszor
mostuk, hogy a nem koétott enzimeket eltavolitsuk.

Az A és B szubsztratot (50ul) a mélyedésekbe raktuk és 10 percig inkubaltuk 37°C-
on a szinfejlédés érdekében. Az utolsé 1épésben 50uLl stop-oldatot pipettaztunk a
meélyedésekbe, ami a kékrdl sargara torténd szinvaltozast eredményezte. Az adatokat
450nm-es optikai denzitason hataroztuk meg egy mikrolemez olvaséval (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) (1. tablazat).

Atlag+SD Kontrol ISO PAC ISO+PAC
MPO (uU/ fehérje mg) 16511+£5944 27697+4979 16967+£3453 17260£2979
HO-1 aktivitas (nmol bilirubin/h/ fehérje mg) 0,431+0,0629 0,0354+0,0259 0,36=0,1346 0,242+0,05391
HO-1 koncentracié (pg/ fehérje mg) 491,1+58.87 237.8+42.52 467+50,29 381,4+79.82
Teljes glutation (nmol/ fehérje mg) 3,894+0,5405 1,758+0,5383 3,718+0,7018 2,762+0,7259
SOD (ng/ mL) 141,9£3,1 64,6+4,624 1324995 109,1£14,96
TNF-o (pg/ fehérje mg) 9,33+1,395 15,63+2 089 10,13+1,103 12,16+1,542
NF-«B (pg/ fehérje mg) 189.4+83,26 411,8442,69 119,6£29,52 185,747 .8

1.tablazat: A paclitaxellel végzett vizsgalatok eredményei. MPO: mieloperoxidaz, HO-1: hem oxygenaz-1, SOD:
szuperoxid dizmutaz, TNF-a: tumor nekrézis faktor-alfa, NF-kB: Nuklearis faktor kappa-B

Il/c. 4 sziv teljes glutation (GSH+GSSG) szintjének mérése

Els6 lépésben elkészitettiik az A puffert (0,25M szacharéz, 20mM Tris és ImM
DTT- ditiotreitol) és a B puffert (0,1M CaClz, 0,25M szachar6z, 20mM Tris és ImM
DTT). A poritott kamrakbol kezdetben kortilbeliill 40 mg-ot homogenizaltunk az A
pufferben, majd ezt kdvetden a B pufferben. A feliiluszot 30 percig centrifugaltuk
4°C-on, majd a visszamaradt tiszta citoszolos frakciot enzimvizsgalatra hasznaltuk.
A reagenseket (20pL DTNB, 140pL. NADPH, 10 pL glutation-reduktaz és 40puL
minta) egy 96 mélyedéses lemezen osszekevertiik. Az eredményeket 10 perccel a
reakcio kezdete utan 405 nm-en detektaltuk az DTNB képzodéssel. A GSH-szinteket

nM/fehérje milligramm mennyiségben fejeztiik ki (1.tablazat).
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I1/d. A szuperoxid-dizmutdz vizsgalata a szivizomszévetben

A szivizom SOD aktivitasat egy specifikus kit (Abcam, ab65354, Abcam,
Cambridge, UK) segitségével mértiink; a gyarté itmutatdsai szerint homogenizaltuk
a poritott szivkamrai szovetmintakat, és az enzimaktivitds meghatarozasdhoz a
vizben old6d6 formazan festék abszorbancidjanak novekedését 450nm-en
detektaltuk mikrolemez olvasoval. Az eredményeket ng/mL-ben fejeztiik ki.

(1.tablazat)

Il/e. A szivizom mieloperoxiddz aktivitisanak meghatdrozasa

A poritott kamrakbol koriilbeliil 40 mg-ot homogenizaltunk 0,5% hexadecil-trimetil-
ammonium-bromidot tartalmazo foszfatpufferben (pH 6,0). A mintakat el6szor
folyékony nitrogénbe, majd 37°C-0s vizfiirdébe helyeztilk, majd ezt a 1épést
haromszor megismételtiik. Ezutan a mintakat centrifugaltuk (15 000xg-vel 15 percig
4°C-on), ¢és a feliilaszokat Osszegyujtottiik. Egy 96 tregli lemezen 280ul-t (o-
dianisidin-diHCL-t 12uL mintaval vagy standarddal (peroxidaz oldatb6l higitva)
egyltt) adtunk az tliregekbe. 59 masodperces razast kovetéen az mieloperoxidaz

aktivitast 490nm-en detektaltuk, és pU/fehérje mg-ban fejeztiik ki. (1.tablazat)

I1/f. A sziv hem-oxigendz aktivitisanak meghatdrozasa

Jéghideg puffert készitettiink, amely 10,0mM HEPES-t (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etanszulfon sav)), 32,0mM szachar6zt, 1,0mM DTT-t, 0,10mM EDTA-t,
10,0g/mL tripszin inhibitort, 10,0pg/mL leupeptint és 2,0ug/mL aprotinint
tartalmazott (pH 7,4), majd a szivszovetmintakat ebben a pufferben homogenizaltuk.
A feliiluszot 20 percig 4°C-on 15 000xg-nél 20 percig tartd centrifugalast végeztiink.
A reakciodelegy 150,0pL feliiliszot, 2,0mM gliikk6z-6- foszfatot, 0,14U/mL gliikoz-
6-foszfat-dehidrogenazt, 15,0uM hemint, 120,0ug/mL patkanymadj citoszolt a
biliverdin-reduktaz forrasaként, 2,0mM MgCl>-6H20-t és 100,0mM KH2POs-t
tartalmazott.

A reakciot 100,0uL redukalt B-NADPH-val inditottuk el, majd a reakcidelegyet
sotétben inkubaltuk 60 percig 37°C-on. A bilirubin-tartalmat a 465 és 530nm-en mért
optikai sliriséggel hataroztuk meg, ¢és a két strliség kozotti kiilonbséget
kiszamitottuk. A hem oxigenaz-1 aktivitast az Oranként termel6d6 bilirubin
mennyiségeként (nmol-ban) hatdroztuk meg és milligramm fehérjére adtuk meg.

(1.tablazat)
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Il/g. Statisztikai analizis

Minden kisérletet ugy terveztiink, hogy azonos méretli csoportokat hozzunk létre
randomizaléassal. A csoportméretek a fliggetlen mintak/allatok szamat jelentik, nem
pedig a technikai ismétléseket. Az adatokat a csoport atlagértékeként + standard
eltérés (SD) szerepel, hacsak masképp nem jeleztiik. El6szor a kezelési csoportok
végpontparamétereinek Osszehasonlitdsdhoz a normalis eloszlast a D'Agostino és
Pearson-féle normalitasvizsgalattal becsiiltiik meg. A statisztikai elemzést ezutan
egyiranyl varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik, amelyet Tukey eljaras kovetett
(ha a normalitasvizsgalat megfelelt, és nem volt jelentds variancia-inhomogenitas),
vagy a Kruskal-Wallis-teszt, amelyet Dunn posztteszt kovetett (ha az el6z6
normalitasvizsgalat nem felelt meg). A statisztikai clemzéseket ugyancsak a
GraphPad Prism szoftverrel (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) végeztiik.
A 0,05-n¢él kisebb valoszintiségi értékeket (p) szignifikansnak tekintettiik, és
csillaggal jeloltiik a grafikonokon (*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****:
p<0,0001).

Minden kisérletet a Szegedi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga vizsgalt feliil és

hagyott jova.

Hasznalt etikai engedélyek:

I. vizsgalat: XX./1405/2021

I1. vizsgalat: XXXI1X./3546/2022, 01/2023
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5. Eredmények

I. vizsgalat: A férfi megtermékenyito képesség és a testmozgas kapcsolata

I/a. Viltozdsok a szérum tesztoszteron szintekben

A szérum tesztoszteronszintet a kisérleti iddszak végén minden csoportban
megmértilk. Amint a 2. abran lathat6, a f6 androgénhormon, a tesztoszteron
szérumkoncentracidja az izoproterenol hatasara jelentésen csokkent a kontroll
csoporthoz képest. A kezelés el6tti uszas (PRE) vagy a kezelés utani tiszas (POST)
kiilon-kiilon szignifikans névekedést idézett el a tesztoszteron szintjében a nem
edzett ISO csoporthoz képest. S6t, a kezelés elbtti és utani Uuszas kombinacidja
(PRE+ISO+POST) kétszer magasabb androgénszintet eredményezett, mint akar a

kezelés elotti, akar a kezelés utani edzés.

tesztoszteron

p=0,0156 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001
250+ vs. ISO vs. ISO vs. CTRL vs. ISO
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2. abra. A szérum tesztoszteronszint (ng/dl) valtozasa az izoproterenol-kezelés és az edzés hatasara.
Az eredmények atlag + S.D., n = 8-9/csoport, egyiranyt ANOVA, Tukey-féle eljaras. A kezelési
csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk be. PRE = tszas elétti, [ISO

= izoproterenol injekcio, POST = uszas utani, CTRL = kontrollcsoport.
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I/b. Hialuronsav-kotédési vizsgalat

A hialuronsav-kotédési vizsgalat (HBA®) eredményei szignifikansan csdkkentek az
izoproterenollal kezelt allatokban a kontroll csoporthoz képest, mig a 3 hetes
uszastréning, akar az izoproterenol injekcié eldtt vagy utan, akar kombinaltan,

szignifikansan novelte a HBA-értékeket (3. abra).

HBA

p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001
vs. I1SO vs. ISO vs. CTRL vs. ISO
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3. abra. A spermiumok mindségének és érettségének valtozasa (%) az izoproterenol-kezelés és a
testedzés hatasara. Az eredmények atlag £ S.D., n = 7-8/csoport, egyiranyG ANOVA, Tukey
utovizsgalat. A kezelési csoportok kozotti szignifikans kiillonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk
be. HBA = Hyaluronan Binding Assay, PRE = tuszas el6tt, ISO = lzoproterenol injekcio, POST=

uszas utani, CTRL = kontroll csoport.

I/c. Gyulladasos citokin vizsgdlatok

I/c/1l. TNF-a és IL-6 koncentrdcio meghatdrozasa az ejakuldtumban

A varakozasoknak megfeleléen a spermiumok TNF-a szintje szignifikdnsan
magasabb volt az izoproterenol beadasa utan a kontroll csoporthoz képest, és
hasonlé eredményeket kaptunk az IL-6 koncentraciojat tekintve iS. A harom hetes
rendszeres Uszas azonban jelentdésen mérsékelte a pro-inflammatorikus citokinek
ezen emelkedéseit mind a PRE+ISO, mind a POST+ISO csoportokban. A kezelés
el6tti és utani kombinalt aszoéedzés (PRE+ISO+POST) gyakorolta a legkedvezébb
kedvezo hatast a TNF-a és az IL-6 koncentraciojara az edzés nélkiili izoproterenol-
kezelési csoporthoz viszonyitva.

Minden megfigyelt valtozas statisztikailag szignifikansnak bizonyult az ISO- és a
CTRL-csoportokhoz képest (p<0,0001 mindkét 6sszehasonlitasnal). Az adatokat az

4. dbra mutatja be.
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(@)

(b)

1

ng/mg fehérje

ng/mg fehérje
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kifejezve. Az eredmények atlag = S.D., n = 7-8/csoport, egyiranyt ANOVA, Tukey-féle eljaras. A

kezelési csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk be. PRE = szas

elétti, ISO = izoproterenol injekcid, POST = tiszas utani, CTRL = kontrollcsoport, TNF-a = tumor

nekrézis faktor-alfa, IL-6 = interleukin-6.
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1/c/2. A herék TNF-o. és IL-6 koncentrdciojanak mérése
Amint a 5a. abra mutatja, az izoproterenollal kezelt csoportban a herében az IL-6
koncentracio szignifikans novekedését észleltiik a kontroll allatokhoz képest. Az
izoproterenol beadasa el6tt vagy utdn végzett uszas mérsékelte az izoproterenol
eredményezte az izoproterenollal kezelt és a kontroll csoporthoz képest. A kezelés
elétti és utani Uszasbol alloé kombinalt edzés bizonyult a leghatékonyabbnak az
izoproterenol  altal kivaltott emelkedett IL-6 koncentracié csokkentése
szempontjabol (p <0,0001 vs. ISO).
(a)

here IL-6

p=0,0086 p<0,0001 pP<0,0001  p<0,0001
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(o))
here TNF-a
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atlag = S.D., n = 7/csoport, egyirdnyt ANOVA, Tukey-féle eljaras. A kezelési csoportok kozotti
szignifikans kiilonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk be. PRE = uszas el6tti, ISO = izoproterenol
injekcid, POST = uszas utani, CTRL = kontrollcsoport, TNF-a = tumor nekrézis faktor-alfa, IL-6 =

interleukin-6.

Az IL-6 koncentracio valtozasahoz hasonldéan az izoproterenol kezelés
szignifikansan megnovelte a TNF-a szintjét a herében a kontroll (CTRL) csoporthoz
képest (p <0,0001). Az Gszas edzések ismét hatasosnak bizonyultak a TNF-a szintek
csOkkentése szempontjadbol a PRE+ISO ¢és POST+ISO, ¢és kiilondsen a
PRE+ISO+POST csoportokban (5b. abra).

I/d. A mieloperoxidaz aktivitas meghatdrozdsa

Az ejakulatumban és a herében a gyulladasos citokinszintekben észlelt
valtozasokhoz hasonléan a MPO aktivitas is szignifikdnsan magasabb volt az
izoproterenollal kezelt allatokban, mint a kontroll patkanyokban. Eredményeink
alapjan a herékkel és az ejakulatummal kapcsolatos gyulladdsos folyamatokat a
rendszeres fizikai aktivitas enyhiti: a PRE+ISO és POST+ISO csoportokban a MPO
aktivitas szignifikans csokkenését észleltiik az izoproterenollal kezelt és a CTRL
csoportokhoz képest (p <0,0001 mindkét 6sszehasonlitasnal). Tovabba a kezelés

elotti és utani uszas (PRE+ISO+POST) egyiittesen valtotta ki a mieloperoxidaz
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aktivitas legnagyobb mértékii csokkenését a csak izoproterenollal kezelt csoporthoz

képest (p<0,0001) (6a. abra).

(a)
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(b)
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6. abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatasa a herék mieloperoxidaz (MPO)
enzimaktivitasara (kifejezve: uU/mg fehérje). (b) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatasa az
ejakulatum mieloperoxidaz (MPO) enzimaktivitasara, pU/mg fehérjében kifejezve. Az eredmények

atlag + S.D., n = 6-8/csoport, egyiranya ANOVA, Tukey-féle eljaras. A kezelési csoportok kozotti

szignifikans kiilonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk be. PRE = uszas elétti, ISO = izoproterenol

injekcid, POST = Gszas utani, CTRL = kontrollcsoport, MPO = mieloperoxidaz enzim.
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I/e. A here és az ejakulatum glutation (GSH + GSSG) tartalmdnak értékelése

A kontroll allatokhoz képest a GSH szintje szignifikansan csékkent mind az
ejakulatumban, mind a herében (p <0,0001); az izoproterenol kezelés el6tti vagy
utani rendszeres Uszas azonban jelentdsen javitotta a herék ¢és az ejakulatum
antioxidans statuszat. Ismét a kezelés elotti €s utani kombinalt edzés eredményezte
a GSH-értékek legnagyobb javulasat: a valtozasok szignifikansak voltak mind a
CTRL-, mind az 1SO-csoporthoz képest (p <0,0001 mindkét 6sszehasonlitasnal). Az

adatokat a 7a. abra a herékre és a 7b. abra az ejakulatumra vonatkozéan mutatja be.
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(b)

ejakulatum GSH
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7.abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatasa a redukalt/oxidalt glutation (GSH) tartalom
aranyara a herében, nmol/mg fehérjében kifejezve. (b) Az izoproterenol-kezelés és a testmozgas-
edzés hatasa a redukalt/oxidalt glutation (GSH) tartalom aranyara, nmol/mg fehérjében kifejezve. Az
eredmények atlag + S.D., n = 7-8/csoport, egyiranyad ANOVA, Tukey-féle post hoc teszt. A kezelési
csoportok kozotti szignifikans kiillonbségeket pontos p-értékekkel mutatjuk be. PRE = uszas el6tti,
ISO = izoproterenol injekcid, POST = uiszas utani, CTRL = kontrollcsoport, GSH = teljes glutation.
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1. Vizsgalat: A paclitaxel és hatasai a szivizomban

Il/a. Hem-oxigendz-1 fehérje expresszidja
A HO-1 fehérje koncentracidja jelentésen csokkent az izoproterenol-kezelés
hatasara, mig a paclitaxel onmagaban nem befolyasolta a HO-1 fehérje expressziojat

a normal patkanyszivekben. Amikor a paclitaxelt izoproterenollal egyiitt adtuk, a

HO-1 koncentracidja nem kiilonb6zott a kontrollszinttdl (8. dbra).
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8. abra. A hemoxigenaz-1 fehérje koncentracioja CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben.
**:p <0,01; ****: p <0,0001.
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Il/b. A hem-oxigendz fehérje aktivitasa

A hem-oxigenaz aktivitasa szintén jelentésen csokkent izoproterenol-kezelés
hatasara, mig a paclitaxel 6nmagaban nem befolyasolta az enzim aktivitdsat a
patkanyszivekben. Amikor a paclitaxelt izoproterenollal egyiitt adtuk, a HO
aktivitdsa statisztikailag nem kiilonb6zott az izoproterenol altal elnyomott

aktivitastol (9. abra).
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9. abra. A hem-oxigenaz aktivitdas CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben. ***: p <0,001;
****:p <0,0001

Il/c. Szuperoxid-dizmutdz koncentracioja

A SOD fehérje koncentracioja szignifikansan csokkent a csak izoproterenollal kezelt
csoportban, mig a paclitaxel dGnmagaban nem befolyasolta a fehérje expresszidjat a
kontroll szivekben. Amikor a paclitaxelt izoproterenollal egyiitt adtuk, a SOD
koncentracio visszatért a kontroll szinthez, €s nem volt statisztikailag szignifikans

kiilonbség a csoportok kozott (10.4bra).

32



ng/ mL

200

150+

100+

50+

SOD

*k*k*%k
*kk*k
*kkk l *kk%k
| |
Secndes :::— vY
A K A 117_
vV
aeE= 8
CTRL ISO PAC ISO+PAC

10.abra. A szuperoxid-dizmutaz koncentracidoja CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben.
****:p <0,0001.

I1/d. Teljes glutation tartalom

Az 06sszes glutation szintje csokkent az izoproterenol adagolasaval, de kontroll

csoportéval azonos szinten maradt, amikor csak paclitaxelt alkalmaztunk. Az

izoproterenollal és paclitaxellel torténd egyiittes kezelés szignifikansan novelte az

Osszglutation-szintet a csak izoproterenollal kezelt csoporthoz képest, anélkiil, hogy

a kontroll csoporthoz képest kiilonbség lett volna (11. abra).
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11. abra. Teljes glutation szintek CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben. **: p <0,01; **%*:

p <0,0001.
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Il/e. Mieloperoxidaz aktivitds
A mieloperoxidaz aktivitds megnétt az izoproterenollal kezelt csoportban, ami a
paclitaxel egylittes adagolasaval visszaallt a kontrollszintre. A paclitaxel 6nmagaban

nem volt hatassal az micloperoxidaz aktivitasra (12. abra).
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12. abra. Mieloperoxidaz-aktivitas CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben. ****: p <(0,0001.

I1/f. NF-xB fehérje expresszio

Az izoproterenol jelentésen megnovelte a NF-kB koncentracidjat, mig a paclitaxel
onmagaban nem volt hatdssal az expressziojara. Amikor a paclitaxelt
izoproterenollal egyiitt adtuk, az NF-kB szintje helyreallt, és nem volt szignifikans

kiilonbség a kontrollhoz képest. (13. abra)
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13. abra. Nuklearis faktor-«B fehérje a CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben. *: p <0,05;
**: p <0,01; ****: p <0,0001.

I1/g. TNF-a fehérje expresszio

A TNF-a fehérje koncentracidja jelentésen megnétt a csak izoproterenollal kezelt
csoportban, mig a paclitaxel 6nmagaban nem befolyasolta a fehérje expresszigjat a
kontroll szivekben. A paclitaxel egyiittes adasa esetén a TNF-a szintje csokkent az
izoproterenol Onmagaban torténé adasahoz képest, és nem kiilonbozott

szignifikansan a kontrolltol (14. dbra).
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14. abra. Tumor nekrozis faktor-a fehérje koncentraci6 a CTRL-, 1SO- és PAC-kezelt
patkanyszivekben. *: p <0,05; ***: p <0,001; ****: p <0,0001.
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6. Megbeszélés

. A férfi megtermékenyito képesség és a testmozgas kapcsolata

Els6 kisérletsorozatunk azt mutatja, hogy az izoproterenol indukalt oxidativ stressz
elosegiti a steril heregyulladast és a hormonalis egyensuly felborulasat, amelyet
alacsony tesztoszteron koncentracié ¢és a herék antioxidans kapacitasanak
csOkkenése jellemez, ezen folyamatok végiil az érett/éretlen spermiumok aranyanak
csOkkenéséhez vezetnek. Ezen karos valtozasok Osszefiiggésbe hozhatok a férfi
megtermékenyitd képesség csokkenésével, illetve a férfi medddséggel.

Az oxidativ stressznek a himivarsejtekre gyakorolt negativ hatasaival kapcsolatos
megallapitasaink reproduktiv rendszerre gyakorolt hatasa 6sszhangban van szdmos
olyan vizsgalattal, amelyek szerint az oxidativ stressz herefunkcio zavarokat okoz.
Ezek a vizsgalatok arra is utalnak, hogy a here miligjében az oxidativ stressz DNS-
kéarosodassal és rendellenes himivarsejt termelédéssel jar, ami a csokkent férfi
termékenység novekvd gyakorisagat magyarazza [50-52]. S6t, az oxidativ
stresszfaktorok a vizsgalatok szerint ok-okozati szerepet jatszanak a spermiumok
rendellenességeinek €s a herék rendellenes mikodésének kialakulasaban [53;54].
Egy korabbi tanulmanyban Wagner ¢s munkatarsai 0sszefoglaltdk, hogy a ROS a
férfi meddéség egyik potencialis tényezdi, amelyrél az 1940-es évek Ota szamoltak
be az irodalomban. A spermiumok hibas miikddéséhez vezetd oxidativ stresszt a
korai tanulmanyokban mutattak ki, amelyek a peroxil- (ROQ") és hidroxil ("fOH")
gyokok, a szuperoxid ("O2°) anion, a H2O2, a nitrogén-monoxid (NO) és a peroxinitrit
anion (ONOO") spermiumok anyagcseréjére és mozgékonysagara gyakorolt toxikus
hatasat szemléltették [55]. A kivaltd agensektdl fliggetleniil az oxidativ stressz (pl.
a  kisérletinkben  alkalmazott  izoproterenol  kezelés) felboritja  az
oxidans/antioxidans egyensulyt, és befolyasolja az érrendszeri tonust €s a herék
véraramlasat. Nagyon valoszinti, hogy a csokkent véraramlas, valamint a hereszovet
kozvetlen oxidativ karosodasa hatassal van a tesztoszteron szintre; a csokkent
tesztoszteron termelésnek az izoproterenol Leydig-sejtekre gyakorolt kézvetlen
negativ hatasabol vagy a Leydig-sejtek vérellatasanak csokkenésébdl kell
szarmaznia. Az is valdszinii, hogy az izoproterenol altal kivaltott oxidativ stressz és
ebbdl kovetkezOen a herék csokkent vérellatasa, a tesztoszteron szekrécio
csOkkenésével egyiitt, csokkenti a spermiumok hialuronsav-kotodését (a

hialuronsav-koté receptor expressziojat a sejtfelszinen), ahogyan azt jelen
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kisérletiinkben kimutattuk. Emellett patkdnymodelliinkben mind a herében, mind az
izoproterenollal kezelt allatok ejakulatumaban szignifikdnsan alacsonyabb GSH
szintet talaltunk, ami arra utal, hogy az izoproterenol altal kivaltott herekarosodas
tonkretette a szovet antioxidans védelmét. A here csokkent GSH szintje szerepet
jatszhat a tesztoszteron bioszintézisének karosodasaban is az izoproterenol kezelést
kovetden.

A GSH egy tiol-tartalmt tripeptid, amely gyakorlatilag minden sejtben jelen van, és
donto szerepet jatszik a sejtek antioxidans védelmében. A GSH kulcsfontossaga
antioxidansként eltavolitja a sejtekbdl a hidrogén-peroxidot ¢és a szerves
peroxidokat, ezért szintjének csokkenése a ROS fokozott termelddéséhez vezet [56].
Az izoproterenol tovabbi karos hatasait mutattak ki Turner és munkatarsai 2008-as
tanulmanyukban, mely szerint a fokozott oxidativ stressz és az ebbdl kovetkezd
antioxidans deficit kivaltdé tényezdje lehet az izoproterenol altal kivaltott szoveti
karosodasnak [52]. Kisérleteinkkel azt is kKimutattuk, hogy az izoproterenol indukalt
folyamatot general, ami szintén hozzajarulhat a tesztoszteron-koncentracio
csOkkenéséhez ¢és az érett spermiumok csdkkent aranydhoz, ami szubfertilitdshoz
vagy infertilitashoz vezethet. Fontos megjegyezni, hogy a MPO a neutrofil
granulocitakban ¢és monocitdkban kifejez6dd enzim ¢és a neutrofilek oxidéans
termelésének kulcsfontossagua eleme. A MPO emelkedett szérumszintje
gyulladassal, neutrofil infiltracidval és fokozott oxidativ stresszel jar egyiitt [57;58].
A ROS altal aktivalt neutrofilek, ahogyan az izoproterenol kezelt csoportban is
megfigyelhetd volt, az oxigén-metabolitok termelésén ¢s a citotoxikus MPO enzim
aktivalasan  keresztiil sulyosbitjak a szoveti  sériilést.  Vizsgalatunkban
megnovekedett MPO aktivitast észleltiink az izoproterenol kezelést kovetden, ami
arra utal, hogy az izoproterenol altal a hereszdvetekben okozott oxidativ stressz
neutrofil felhalmozddassal jar. Patkanymodelliinkben azonban az izoproterenol
negativ hatasait a mérsékelt usz6 edzés enyhitette.

Erdekes modon a testmozgas/edzés heremiikodésre gyakorolt hatasardl szold
irodalmi adatok ellentmondéasosak. Arrol szamoltak be, hogy a nagy intenzitasu
fizikai aktivitas hozzajarulhat az oxidativ stressz kialakuldsahoz a him reproduktiv
rendszerben, igy zavarhatja a him termékenységet [22]. Tovabba az intenziv
uszbéedzés (3 oOra/nap, heti 5 napon at 6 héten keresztiil) szintén bizonyitottan

oxidativ stresszt valt ki a férfi reproduktiv rendszerben [59]. Ezzel szemben Yi és
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munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy a mérsékelt intenzitasi testmozgas képes
enyhiteni a herék oxidativ stresszét és a gyulladdsos valaszokat, mig a nagy
intenzitast fizikai aktivitdas ismét karosnak bizonyult ebbdl a szempontbol.
Hasonl6képpen azt is kimutattak, hogy a mérsékelt intenzitast testmozgas csokkenti
az elhizas negativ hatasait a férfi reproduktiv funkcidkra azaltal, hogy csékkenti a
herék oxidativ stresszét és gyulladasat [58].

A jelen kisérletsorozatunkban a kezelés el6tti és/vagy utani mérsékelt tiszas hatasat
vizsgaltuk az izoproterenol altal kivaltott gyulladasos valasz és a GSH kozvetitett
antioxidans rendszer csokkent kapacitasa elleni védelem érdekében. Figyelemre
melto, hogy mas tipusu fizikai tevékenységekkel (pl. futds) szemben az Giszasnak az
az eldnye, hogy minimalizadlja a herék homérséklet emelkedését, amely
bizonyitottan kéros hatassal van a spermiumokra. Legjobb tudomésunk szerint a mi
vizsgalatunk az elsd, amelynek célja annak tisztdzasa, hogy a mérsékelt
uszoéedzésnek van-e védo szerepe az oxidativ stressz altal kivaltott heregyulladéssal
szemben patkdanymodellben. A fizikai aktivitas sziv- és érrendszerre gyakorolt védo
hatésat széles korben tanulmanyoztdk, azonban a him reproduktiv rendszerre
gyakorolt potencialis elényei kevésbé jol jellemzettek. Az izoproterenol-indukalt
oxidativ stressz kardiovaszkularis kovetkezményeire Osszpontosité korabbi
kutatasaink kimutattdk, hogy a rekreacidos futdkerekes testmozgas enyhitheti a
szivizom infarktus méretét [60] és javithatja az antioxidans statuszt izoproterenol
kezelést kovetden petefészek-intakt és farmakoldgiai Osztrogénhianyos ndstény
patkanyokban [20].

Eredményeink azt mutatjdk, hogy akar a kezelés eldtti, akar a kezelés utani uszas
Onmagaban is hatékony az izoproterenol altal kivaltott karos hatasok ellen; a
legjelent6sebb eldny azonban a kombinalt, *kezelés el6tti és utani uszas’ csoportban
mutatkozott, ami azt jelzi, hogy a mérsékelt fizikai aktivitas (Gszas) erds potenciallal
rendelkezik az izoproterenol altal kivaltott gyulladas és az antioxidans kapacitas
eltoloédéaséanak javitasara.

A mérsékelt intenzitast uszoedzés javitotta az antioxidans statuszt, az endogén
antioxidans enzim, a glutation csokkent aktivitasanak fokozasa révén, tovabba, a
herékben ¢és az ejakulatumban megndvekedett MPO aktivitast sikeresen
visszaforditotta.

Hipotézisiink tovabbi alatamasztasara a pro-inflammatorikus citokinek szérum

crer

38



elemzése kimutatta, hogy a mérsékelt intenzitast uszas az IL-6 és TNF-a szintjének
csOkkenésével jart egyiitt, ami tovabb erdsiti, hogy a rendszeres fizikai aktivitas
csOkkentheti a heregyulladast. Ezek a megfigyelések Osszhangban vannak a
glutation aktivitas, a szérum tesztoszteronszint és az ejakulatum HBA-analizisének
eredményeivel.

Korabbi vizsgéalatok kimutattdk, hogy a HBA vizsgalat alkalmas, kdnnyen
kivitelezhetd és standardizalhaté vizsgalat az andrologiai klinikai gyakorlatban a
klasszikus ejakulatum analizis eredményei mellett, azok kiegészitéseként a férfi
megtermékenyité képesség meghatarozasara [47]. Szintén klinikai vizsgalat soran
bizonyitottuk, hogy a testtomeg index (BMI) Osszefiigg a férfi megtermékenyitd
képességgel, melyet HBA ¢és az abbol képzett HB-MaSC (Hyaluronan Bound
Matured Sperm Count) értékekkel is alatamasztottunk [48]. Eredményeink szintén
Osszhangban vannak a Yi és munkatarsai altal leirtakkal [61]. Korabbi in vitro
vizsgalatok megallapitottak, hogy a TNF-a a Leydig-sejtek miitkddésének hatékony
gatloja: gatolja mind a citokrom P450scc (side-chain cleavage), mind az Inzulin like
Growth Factor-1 (IGF-1) mRNS génexpressziojat [62].

Ezen korabbi eredmények ¢és a jelen vizsgalat eredményei alapjan ugy véljik, hogy
a mérsékelt intenzitast Uszas az oxidativ stressz csokkentésével gatolhatja a pro-
inflammatorikus citokineket, ami az antiinflammatorikus citokinek fokozasaval
eldsegitheti a tesztoszteron szintézist. Egy férfiaknal végzett vizsgalat azt is
csOkkentette az IL-6 és TNF-a szintézisét [62]. Szamos tanulmany ramutat arra,
hogy az IL-6 kulcsszerepet jatszik ebben a folyamatban, mivel képes modulalni a
gyulladasos folyamatban részt vevd egyéb pleiotrop citokinek (pl. TNF-a)
termelését, amelyek a gyulladasos valasz kezdetén szekretalodnak és lokalisan, a
sériillés helyén hatnak. Vizsgalatunkban izoproterenol injekciot alkalmaztunk,
melynek kovetkeztében a him patkdnyok hereszovetei magas oxidativ stressz €s
magas gyulladasos valasz allapotaban vannak. Ezt tamasztja ald az MPO, az IL-6 és
a TNF-a emelkedett szintje, valamint a GSH csokkent szintje. A hereszdvet
molekularis és biokémiai valtozdsai mellett az ejakulatumban is mélyrehato
valtozasok jelennek meg. A legajabb tanulmanyok alatamasztjak, hogy egyre tobb
karos kornyezeti tényezd, példaul a nehézfémek vagy a légszennyezés tovabb
befolyasolhatja az ejakulatum nuklearis alapfehérjét, ezaltal sulyos DNS-karosodast

okozva, €és végsO soron rontva az onddé mindségét [64;65]. A kornyezeti allapot
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mellett az ¢életmodd is karosan befolyasolja a spermiumok érését, morfoldgiajat és
mozgékonysagat.

Megaéllapitottuk, hogy az ¢érett, hialuronsav kotd képességgel rendelkezd
spermiumok szazalékos aranya jelentdsen javult a testmozgas hatasara.
Eredményeink alapjdn az antioxidans védelmi rendszer megzavarasa ¢és az
emelkedett gyulladds karos hatdssal van a férfi reproduktiv rendszerre, ami
herekarosodast és kedvezotlen valtozasokat okozhat az onddban. A mérsékelt
intenzitast uszéedzés azonban jelentds véddOhatassal birhat a herék oxidativ
stresszével ¢és gyulladdsaval szemben, valamint javithatja az érett/éretlen

spermiumok aranyat.
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Il. A paclitaxel és hatasai a szivizomban

Az izoproterenollal és paclitaxellel végzett kisérletsorozatunk f6 eredménye, hogy a
paclitaxel védte a szivizmot az izoproterenol altal kivaltott karosodassal szemben
azaltal, hogy csOkkentette a gyulladasos citokinek szintjét és novelte az antioxidans
gyulladdasos molekuldk NF-kB, TNF-a és MPO szint jelentds emelkedéséhez
vezetett, ugyanakkor kimeritette vagy gatolta az antioxidans és gyulladasgatlo
molekulak HO-1, SOD és GSH aktivitasat a bal kamra szovetében. Masrészt, ha
izoproterenollal egyiitt adtuk, a paclitaxel visszaallitotta e molekulak szintjét a
kontroll szintek felé. Ez az eredmény Osszhangban van Cao és munkatarsai
megallapitasaval, akik arrél szamoltak be, hogy a taxol 30 perces adagolasa az
érlekotés altal kivaltott iszkémia soran a HO-1 fehérje expresszidjanak jelentds
novekedéséhez  vezetett a  patkanyszivben [42]. A  megndvekedett
fehérjekoncentraci6 a ROS-szint csokkenésével és az I. és III. mitokondrialis
komplexek aktivitasanak fenntartdsaval jart egyitt. A HO-1 egy stressz-indukalt
fehérje, amely dontd szerepet jatszik a hem metabolizmusban, katalizadlva annak
szabad vassa, szén-monoxidda (CO) és biliverdinné torténd atalakulasat [66]. A
biliverdin/bilirubin és a CO gyulladascs6kkentd, antiapoptotikus és antioxidans
tulajdonsagokkal rendelkezik; ezaltal a HO-1 fehérje expresszidjanak helyreallitasa
vizsgalatunkban hozzajarulhat a szivizomkarosodassal szembeni ellenallashoz.
Masrészt tenyésztett szivizomsejtekben a paclitaxel onmagaban vagy angiotenzin II-
vel kombinalva apoptoézist indukalt, amit a fokozott kaszpaz-3 aktivitds €s a
terminalis dezoxi-nukleotidil-transzferaz altal kozvetitett dUTP nick end-labelling
(TUNEL) vizsgalat jelzett [67]. Ezek az eltéré6 eredmények az ezekben a
kisérletekben hasznalt kiilonb6zd modellekkel magyarazhatok. Tovabba ugy tlinik,
hogy a paclitaxel nagy dozisban karos lehet, mivel a mi vizsgalatunkhoz hasonldéan
azok a tanulmanyok, amelyek a sziv- és érrendszerben védo hatasrol szamoltak be,
a mi vizsgalatunkhoz hasonléan alacsonyabb paclitaxel-dozist hasznaltak (akar 1 M
vs. 1-10 uM). Kang és munkatarsai kimutattak, hogy 1uM feletti dézisok ndvelték
a gyulladasos ¢és csokkentették a gyulladascsokkentd citokin szinteket a
simaizomsejtekbdl szarmazo6 habossejtekben [45].

A hem-oxigenaz-1-hez hasonldan a paclitaxel egyiittes adagolasakor a szuperoxid
dizmutaz koncentracido és az Osszes glutation szint is jelentdsen eltért az I1SO

csoportban mért, csokkent szinttdl, bar a jelenlegi vizsgalatban nem tértek vissza
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teljesen a kontroll értékekhez. Elképzelhet6, hogy a paclitaxel ezen hatasa a HO-1
expresszidjan keresztiil valdsult meg, mivel Eltobshy és munkatarsai kimutattak egy
szivizomkarosodasi modellben, hogy a HO-1 kémiai indukcioja a GSH ¢és a SOD
aktivitas novekedését eredményezte az izoproterenol altal kivaltott csokkenéshez
képest [68]. A GSH koézvetlen antioxidansként miikodik, segit mas antioxidansok
ujrahasznositasaban ¢és véd a gyulladasos valaszok ellen, igy, ha kimertil, a sejtek
redox-kornyezete pro-oxidans allapotba valtozik [69]. A SOD egy enzimatikus
védomolekula, amely kézvetleniil alakitja at a szuperoxid gyokoket és a hidrogén-
peroxidot kevésbé reaktiv gyokokké [70]. Valdszinl, hogy a paclitaxel antioxidans
funkciodja a Nuklearis faktor erythroid 2-related factor2 (Nrf2) transzkripcios faktor
aktivalasan keresztiil nyilvanul meg, amely szabalyozza az 0Osszes mért
védoémolekula expresszidjat, a HO-1, a GSH és a SOD, [71] a glutation-reduktaz
(GSR) szabalyozasan keresztill a GSH redox allapotat is modositja [69]. Az
antioxidans és gyulladascsokkentd fehérje expresszidjanak serkentése mellett a
paclitaxel-kezelés a gyulladasos molekulakat is elnyomta a patkanyszivben. Korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy az izoproterenol az oxidativ stressz és a gyulladas
clésegitésével fejti ki a szivet karositd hatasat [46;72]. A MPO-t gyulladasos
markernek tekintik, amelynek aktivitdsa doxorubicin beadasaval megnd, és az
antioxidans vegyliletekkel torténd eldkezelés hatékonyan ellenstlyozhatja ezt az
emelkedést. [73] Az MPO elbre jelezte a koszoruér-betegség és a kardiovaszkularis
halalozas kockazatat is a koronaria angiografian atesett betegeknél [74]. A MPO, a
TNF-a és az NF-kB szintjei mind csokkentek, amikor modelliinkben paclitaxelt
izoproterenollal egyiitt alkalmaztunk; a ROS-szinteket azonban a jelenlegi
vizsgalatban nem mértiik. Ezért nem tudjuk biztosan kijelenteni, hogy ezt a hatast az
oxidans-termelés elnyomasa vagy a ROS fokozott elszivasa révén értikk-e el.
Erdekes modon Cao és munkatarsai kimutattdk, hogy a taxol infuzidja a sziv
iszkémiaja soran fenntartotta a mitokondrialis-komplex-I aktivitast, amely szerepet

jatszik a ROS és a sejthalal elleni védelemben [42;75].
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15. abra. A paclitaxel kardioprotektiv hatasanak mechanizmusa.

A fokozott HO-1 expresszié az egyik lehetséges mechanizmus, amely hozzajarult
ezekhez a hatasokhoz (15. dbra). Diabéteszes egerekben kimutattak, hogy a szivizom
szuperoxid-szintje mellett a plazma TNF-a szintje is csokkent a kémiailag indukalt
HO-1 emelkedés hatasara [76]. Mivel a TNF-a az NF-«B egyik f6 aktivatora, a mi
vizsgalatunkban a csokkent expresszido valdszinlileg ennek a kanonikus pro-
inflammatorikus jelatviteli itvonalnak a szuppresszidjat eredményezte [77].

A mi eredményeinkkel ellentétben a paclitaxel adasa megnovelte a szivizom TNF-a
kimutattak [50], vizsgalatukban a paclitaxelt harom naponként harom hoénapon
keresztiil intraperitonealis injekcidoval adtik be, mig a mi protokollunkban a 10
mg/kg paclitaxel adagot 6t napon keresztiil, szajon at, fecskendezéssel adtuk be, Kim
és munkatarsai vizsgalata alapjan [49]. Ezért ugy tinik, hogy a pontos doézis, a
beadas idStartama, modja és maga az allatmodell is kritikus fontossagu a paclitaxel-
kezelésben, mivel ezek hatarozzak meg a gyogyszerrel szembeni szdveti expoziciot.
Korabbi vizsgalatok alapjan a gyogyszer toxicitasa akkor alakul ki, ha a magas
paclitaxel-szinteket 6t 6ran tali, hosszabb ideig tartjak fenn [49;78]. Fontos, hogy a
25ug vs. 125pg paclitaxel adagolasa egy bevonatos sztenten determinilta a

crer

tizszeres névekedés volt tapasztalhat6 az alkalmazott alacsony dézishoz képest [79].
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A korabbi kutatasokkal [44;67] ellentétben jelen vizsgalatunkban a paclitaxel
Onmagaban torténd beadasa nem befolyasolta a mért molekuldk egyikének szintjét
sem a kamrakban, izoproterenol-indukalt karosodas nélkiil. Masok is kimutattak,
hogy a paclitaxel normoxia alatt izolalt patkanyszivekben nem okozott
szivizomkarosodast [36]. Eredményeink alapjan a jelenlegi vizsgalatban alkalmazott
oralis adagolassal megeldzhetd a helyi toxicitas [49]. A jelenlegi vizsgalat korlatai
kozé tartoznak a szivkarosodas morfologiai mutatdinak vagy a mikrotubularis
strukturak mérésének hianya. Jol ismert azonban, hogy az izoproterenol az emberben
tapasztaltakhoz hasonlo strukturalis és funkcionalis valtozasokat valt ki a patkanyok
szivizomzataban [46;71].

A jovObeni vizsgalatoknak mas citokinek, példaul az interleukin csalad tagjainak (pl.
IL-1, IL-6) szintjét is elemezniink kell, mivel ezekrdl bebizonyosodott, hogy
szerepet jatszanak a sziv kiilonb6zd gyulladasos allapotaiban, a korabbi vizsgalatok
alapjan az IL-1 blokkolasa csokkentette a doxorubicin altal kivaltott kdrosodast a
szivizomban, ami potencidlis célpontra utalhat az izoproterenol altal kérositott
modellben is. [80;81]

A tovabbiakban hasznos lenne az Nrf2 transzkripcios faktor expresszidjat is
vizsgalni ugyanebben a modellben annak tisztdzasa érdekében, hogy a paclitaxelnek
van-e¢ kozvetlen hatasa az antioxidans és gyulladascsokkenté molekulak de novo

szintézisére.
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7. Kovetkeztetések

l. A férfi megtermékenyité képesség és a testmozgas kapcsolata

Els6é vizsgalatunk alapjan, 1mg/kg izoproterenol injekcidé csokkentette az
antioxidans tulajdonsagtt GSH termelését és ’up-regulalta’ az MPO-IL6-TNF-a
gyulladasos utvonalat a herékben ¢és az onddban, ami stressz altal kivaltott
herekarosodashoz vezetett. Ez az elsé bizonyiték arra, hogy hogy a mérsékelt
intenzitast fizikai aktivitas (iszas) hatékonyan enyhitheti az izoproterenol altal
kivaltott gyulladas ¢és antioxidans kapacitaskarosodas negativ hatasait a férfi
reproduktiv rendszerre, igy preventiv és/vagy terapias stratégiaként hasznalhatd a
karos hatasok, mint példaul az oxidativ szovetkarosodas, a gyulladasos folyamatok,
a csokkent tesztoszteron bioszintézis ¢és a kedvezotlen érett/éretlen spermium arany
ellensulyozasara.

Eredményeink betekintést nyujtanak a mérsékelt usz6 edzés kedvezd hatasainak
biokémiai hatterébe, amely hatékony megkozelitésként szolgalhat a férfi
termékenység javitasara.

A kapott eredmények szintén Osszecsengenek azon, részben sajat Klinikai
vizsgalatok eredményével, melyek szerint az alacsonyabb BMI nagyobb
megtermékenyitd képességet jelez, mivel a rendszeres testmozgas a testtomeg

kontroll egyik fontos sarokkove.

1. A paclitaxel és hatasai a szivizomban

Masodik, a paclitaxel szivizomra gyakorolt védd hatasat vizsgald kutatassorozatunk
kimutatta, hogy a paclitaxel oralis adagolasa hatékonyan fenntartja a fontos
antioxidans ¢és gyulladascsokkenté molekuldk, a HO-1, a SOD ¢és a GSH
expresszidjat, és csOkkenti a TNF-a, MPO ¢és NF-kB termelését, amelyek részt
vesznek az oxidativ €s gyulladasos folyamatokban a szivizomkarosodas soran. Ezen
tilmenden ugy tlinik, hogy ennek a sejtes védekezésnek a f6 Osszetevdje a HO-1
expresszidja, amely képes csokkenteni a ROS-t, a TNF-a-t, és ezaltal az NF-«xB
jelatvitelt a szivizomban. [42;76;77]
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8. Osszefoglalas

A sejtek homeosztazisanak fenntartasa a sejtek tulélésének alapfeltétele, a
kornyezeti valtozasokhoz vald alkalmazkodas, ennek kiemelten fontos modszere a
redox egyensuly fenntartasa, az oxidativ (vagy adott esetben reduktiv) stressz elleni
mechanizmusok. Az oxidativ stresszt a szervezet Osszes szOvete eclszenved és
szamos betegség pathomechanizmusaban megtalalhaté, mint végsd, sejtet karositd
tényez6. Az oxidativ stressz jelatviteli Gtvonalai csak részben ismertek, illetve
szintén nem teljesen tisztazottak azok az intracellularis mechanizmusok, melyek
medialjak a folyamatot.

Elsé kisérletsorozatunkban az oxidativ stressz karos hatdsanak visszaforditasat
vizsgaltuk. Az oxidativ stresszt izoproterenol adasaval indukaltuk, majd a kisérleti
allatok a fent leirt protokoll szerint mérséklet intenzitasu uszoéedzésen vettek részt.
A harom hetes edzési idOszakot kovetden vért, hereszovetet €s ejakulatumot
gyujtottiink. A kisérleti idészak végén megmértiik a szérum tesztoszteronszintjét, a
spermiumok hialuronsav- kotédését és teljes glutation tartalmat, valamint a
mieloperoxidaz aktivitast, a Tumor Nekrézis Faktor alfa és az Interleukin-6
koncentraciojat a herében és az ejakulatumban.

A szérum tesztoszteronszintje, a spermiumok hialuronsav-kotése és glutation
tartalma szignifikansan csokkent, mig a mieloperoxidaz, a Tumor Nekrozis Faktor
alfa és az interleukin-6 koncentracioja a herében és az ejakulatumban emelkedett az
izoproterenol kezelést kovetden a kontroll csoporthoz képest.

Eredményeinkbdl egyértelmiien latszik, hogy a rendszeres, mérsékelt intenzitasu
uszoedzés hatékonyan enyhitette az oxidativ stressz negativ hatasait.

Kutatasunk eredményei szolgalhatnak az elsd bizonyitékként arra, hogy a rendszeres
uszas védelmet nyujt az izoproterenol altal kivaltott karos, oxidativ hatasokkal
szemben a him reproduktiv rendszer gyulladasos paramétereire, igy a felallitott
allatmodelliink alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a klinikai gyakorlatban is
megalapozottan ajanlhaté mozgasforma az oxidativ stresszt szenvedett herefunkcid

visszaallitasara, illetve megel6zésére

Masodik vizsgalatunkban szintén az izoproterenol, mint karositd, oxidativ stresszt

okozo agens elleni védekezés intracellularis mechanizmusait vizsgaltuk paclitaxel
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adasat kovetden. A paclitaxel a kardioldgiai gyakorlatban gyakran alkalmazott szer,
mellyel az intravaszkularis eszk6zoket bevonjak a resztendzis megel6zése céljabol.
Hatasa erdsen dozisfliggd, melyet korabbi vizsgélatok bizonyitottak.
Kisérletiinkben az izoproterenol altal karositott miokardium funkcid6 megdrzését
vizsgaltuk paclitaxel adasa mellett. Eredményeink azt mutattdk, hogy a hem-
oxigenaz-1 fehérje koncentracidja, a hem-oxigenaz aktivitas, a szuperoxid dizmutaz
fehérje koncentracidja ¢és az Osszes glutation szignifikdnsan csokkent az
izoproterenol kezelés hatasara.

Amikor a paclitaxelt izoproterenollal egyiitt adtuk, a hem-oxigenaz-1, a szuperoxid
dizmutaz koncentracidja és az 6sszes glutation nem kiilonbozott a kontroll szintektol
A mieloperoxidaz aktivitas, az Nuklearis Faktor kappa-B koncentracié és a Tumor
Nekrozis Faktor-alfa fehérje koncentracidja szignifikdnsan megndtt a csak
izoproterenolt kapott csoportban, mig e molekuldk szintje helyreallt, amikor a
paclitaxellel egytittesen alkalmaztuk.

Vizsgalatunkkal bizonyitottuk, hogy a paclitaxel alkalmazidsa megvédte a
szivizomszovetet az izoproterenol oxidativ stresszt kivaltdo karos hatasatol, szintén
bizonyitast nyert, hogy a szajon at adott paclitaxel az oxidativ és gyulladasos
folyamatokat elnyomja és ezen szupresszié a védd enzimek, mint a szuperoxid

dizmutaz és hem-osxigenaz-1 stimulalasan keresztiil valésul meg.
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9. Summary

The maintenance of cellular homeostasis is prerequisite for cell survival, adaptation
to environmental changes, and the maintenance of redox balance, mechanisms
against oxidative (or, where appropriate, reductive) stress, is a particularly important
way sustain it. Oxidative stress is suffered by all tissues of the body and is implicated
in the pathomechanism of many diseases as the ultimate cell-damaging factor. The
signaling pathways involved in oxidative stress are only partially understood, and
the intracellular mechanisms that mediate the process are also not fully understood.
In our first experiment, we investigated the reversal of the damaging effects of
oxidative stress. In the reproductive system, oxidative stress mainly affects the
polyunsaturated fatty acid components of cell membranes and induces inflammatory
processes, which are well characterized by the levels of pro-inflammatory cytokines.
In this experiment oxidative stress was induced by the administration of
isoproterenol, followed by moderate-intensity swimming training of the
experimental animals according to the protocol described above. After a three-week
training period, blood, testicular tissue and semen were collected. At the end of the
experimental period, serum testosterone levels, hyaluronic acid binding potential
and total glutathione content of spermatozoa, as well as myeloperoxidase activity,
tumor necrosis factor alpha and interleukin-6 concentrations in testis and ejaculate
were measured.

Serum testosterone levels, hyaluronic acid binding and glutathione content of
spermatozoa were significantly decreased, while myeloperoxidase, Tumor Necrosis
Factor-alpha and interleukin-6 concentrations in testis and semen were increased
after isoproterenol treatment compared to the control group.

Our results clearly show that regular moderate-intensity swimming training was
effective in mitigating the negative effects of oxidative stress.

The results of our study may serve as the first evidence that regular, moderate
intensity swimming protects against isoproterenol-induced adverse oxidative effects
on inflammatory parameters of the male reproductive system, and thus, based on our
animal model, we can conclude that it is a reasonable form of exercise to be
recommended in clinical practice for the restoration or prevention of testicular
function after oxidative stress. It would also be useful to test these results in a human

population, of course without the administration of isoproterenol, in patients with
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testicular oxidative stress due to smoking or varicocele.

In our second study, we investigated the intracellular mechanisms of defence against
isoproterenol as a damaging oxidative stress agent after administration of paclitaxel.
Paclitaxel is a commonly used agent in cardiology practice to coat intravascular
devices to prevent restenosis. Its effect is highly dose-dependent, as demonstrated in
previous studies.

In our study, we investigated the preservation of myocardial function impaired by
isoproterenol in combination with paclitaxel. Our results showed that heme
oxygenase-1 protein concentration, heme oxygenase activity, superoxide dismutase
protein concentration and total glutathione were significantly decreased by
isoproterenol treatment.

When paclitaxel was co-administered with isoproterenol, the concentrations of hem-
oxygenase-1, superoxide dismutase and total glutathione were not different from
control levels Myeloperoxidase activity, nuclear factor kappa B concentration and
tumor necrosis factor-alpha protein concentration were significantly increased in the
group receiving isoproterenol alone, while the levels of these molecules were
restored when co-administered with paclitaxel.

Our study demonstrated that the administration of paclitaxel protected myocardial
tissue from the damaging effects of isoproterenol in inducing oxidative stress, also
demonstrating that oral paclitaxel suppresses oxidative and inflammatory processes,
and that this suppression is achieved through stimulation of protective enzymes such

as superoxide dismutase and heme oxygenase-1.
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10. Targyszavak

Magyar
izoproterenol, testedzés, Uszas, oxidativ stressz, gyulladasos citokinek, férfi

megtermékenyitd képesség, HBA, paclitaxel, szivizom karosodas
Angol

isoproterenol, exercise, swimming, oxidative stress, inflammatory cytokines, male fertility

potential, HBA, paclitaxel, myocardial damage
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13. Tablazatjegyzék

1.tablazat: A paclitaxellel végzett vizsgalatok eredményei. MPO: mieloperoxidéz,
HO-1: hem oxygenaz-1, SOD: szuperoxid dizmutaz, TNF-a: tumor nekrézis faktor-
alfa, NF-kB: Nuklearis faktor kappa-B
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14. Abrajegyzék

1. abra. A paclitaxellel végzett kisérlet (II.) idévonala és protokolljai.

2. abra. A szérum tesztoszteronszint valtozasa az izoproterenol-kezelés és az edzés
hatasara.

3. abra. A spermiumok mindségének és érettségének valtozasa az izoproterenol-
kezelés és a testedzés hatasara.

4. abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testmozgas/edzés hatasa az ejakulatum
interleukin-6 (IL- 6) koncentraciojara. (b) Az izoproterenol-kezelés és a
testmozgas/edzés hatasa az ejakulatum tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a)

crer

5. abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testmozgas/edzés hatdsa a herék

e« ey

interleukin-6 (IL-6) koncentracidjara. (b) Az izoproterenol-kezelés és az edzés
hatasa a herék tumor nekroézis faktor-alfa (TNF-a) koncentracidjara.

6. abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatasa a herék mieloperoxidaz
(MPO) enzimaktivitasara. (b) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatasa az
ejakulatum mieloperoxidaz (MPO) enzimaktivitasara.

7.abra. (a) Az izoproterenol-kezelés és a testedzés hatdsa a redukalt/oxidalt
glutation (GSH) tartalom aranyara a herében. (b) Az izoproterenol-kezelés és a
testmozgas-edzes hatasa a redukalt/oxidalt glutation (GSH) tartalom aranyara.

8. abra. A hemoxigenaz-1 fehérje koncentraciéja CTRL-, 1SO- és PAC-kezelt
patkanyszivekben.

9. abra. Hemoxigenaz-1 aktivitas CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben.
10.abra. A szuperoxid-dizmutaz koncentracioja CTRL-, 1SO- és PAC-kezelt
patkanyszivekben.

11. abra. Teljes glutation szintek CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben.
12. abra. Mieloperoxidaz-aktivitas CTRL-, ISO- és PAC-kezelt patkanyszivekben.
13. abra. Nuklearis faktor-xB fehérje a CTRL-, ISO- ¢és PAC-kezelt
patkanyszivekben.

14. abra. Tumor nekrézis faktor-a fehérje koncentracio a CTRL-, ISO- és PAC-
kezelt patkanyszivekben.

15. abra. A paclitaxel kardioprotektiv hatdsanak mechanizmusa.
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