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1. Bevezetés

1.1. A testmozgas egészségre kifejtett jotékony hatasai

A testmozgas szamtalan jotékony hatassal rendelkezik mind a testi, mind a mentalis
egészséglink tekintetében, manapsag pedig mar elfogadott tény, hogy a rendszeres testedzés
hatékony megoldasként szolgalhat kardiovaszkularis, metabolikus, és mozgasszervi betegségek
esetén (Kramer, 2020). Az edzés ezek mellett az agy egészségének megdrzéséhez is hozzéjarul
azaltal, hogy csokkenti a demencia, a depresszid €s a stressz kialakuldsanak valosziniiségét,
valamint fontos szerepet jatszik a kognitiv funkciok helyreéllitdsaban és fenntartasaban
(Pedersen, 2019). A testmozgas hatésait altaldban két szempontbol szoktak vizsgalni. Egyfeldl,
hogy milyen hatassal van a teljesitményre, mint példaul az erd és az alloképesség fejlodésére.
Masfeldl pedig az egészségre, pontosabban a kardiovaszkularis rendszerre, a metabolikus
folyamatokra ¢és mentalis egészségre gyakorolt hatdsat szoktdk kutatni (Kramer, 2020).
Szakdolgozatom soran az utobb emlitett perspektiva egy részét szeretném bemutatni.

Az egészség definicioja az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) meghatarozasa szerint:
Az egészség a teljes testi, lelki, szellemi és szocialis jollét allapota, és nem csupan a betegség
vagy fogyatékossag hianya.” Ebbdl kovetkezik, hogy a fizikai teljesitmény javitdsa novelheti
az altalanos jollétet, és ennek kdszonhetden jotékony hatast gyakorol az egészségre is, betegség
jelenlététol fiiggetlentiil (Kramer, 2020).

A kronikus betegségek felelosek a haldlozasok 74%-ért vilagszerte. JelentOs
mennyiséget, a halalesetek 44%-at a sziv- és érrendszeri betegségek okozzak, ami az 0sszes
halaleset 30%-4t jelenti (Institute for Health Metrics and Evaluation 2019). A kardiovaszkularis
betegségek kialakulasdnak kockéazatat a rendszeres testmozgas, aktiv életmod kozel 50%-kal
csokkentheti (Myers és mtsai., 2004).

A mozgasszegény ¢életmod elterjedésével az anyagceserezavart érintd betegségek is egyre
gyakoribba valtak. Metabolikus-szindroma az alabbiakban felsorolt korallapotok koziil harom
egylittes fennallasa esetén alakul ki: elhizas (>BMI 30), magas vérnyomas, gliikdz intolerancia,
emelkedett szérum triglicerid és csokkent HDL-koleszterin szint (Ford és mtsai., 2002). Ez a
fajta anyagcserezavar betegség Osszefiigg a sziv- és érrendszeri betegségekkel is, igy ebben az
esetben a testmozgas szisztematikusan fejtheti ki jotékony hatdsait. Napi 30 perc moderalt
intenzitasu testedz€s mar csokkentheti a betegség kialakulasdnak kockézatat, enyhitve az
inzulinrezisztencia €és a magas vérnyomas meértékét (Bassuk & Manson, 2005).

Egyes mozgasszervi megbetegedéseket, mint pl. sarcopenia, dynapenia, ostepenia,

osteoporosis, foként az idéskor velejardinak tekintiink, azonban kialakulasukat a szakirodalom



a rendszeres testmozgas hianyaval kezdi Osszefiiggésbe hozni. Rendszeres és megfeleld,
altalaban alloképesség fejlesztdé edzés segitségével hatékonyan megeldzhetjiik a legtobb
mozgasszervi betegség kialakulasat (Hall és mtsai., 2016).

Az utobbi 10 évben egyre nagyobb figyelem iranyult a testmozgas €s az agy
egészségének kapcsolatara. A rendszeres testmozgas hatassal van szamos pszichologiai jollétet
befolyasold tényezdre; csokkenti a depresszid és a stressz mértékét, illetve a szocidlis
készségekre is pozitiv hatast gyakorol. A stressz hatasara megnovekedett gliikokortikoid-, és
katekolamin-szint, valamint a szimpatikus idegrendszer fokozott aktivitasa fizikai inaktivitas
mellett hozzajarul az anyagcsere-zavarok, valamint a sziv- ¢és érrendszeri betegségek
kialakulasdhoz (Tsatsoulis és Fountoulakis, 2006). A testmozgéas szdmos jotékony hatas
medidtora, eldsegiti az agyi angiogenezist, tamogatja a neurogenezist és a szinaptikus
plaszticitas mértékét a hippokampusz teriiletén, fokozza az agyi vérellatast, csokkenti a vér-agy
gat permeabilitasat, illetve serkenti az oxigéndus vér szallitasat az agy teriiletére (Scisciola és
mtsai., 2021). Stimulélja tovabba a prefrontélis cortex és a hippokampusz idegsejtjeit, mely
kovetkeztében az emlékek kodolasaért, visszahivasaért felelds agyrégiok teriiletén fokozza a
neuronok serkenthetdségét (Guise & Shapiro, 2017).

Napjainkban tobb edzésfajta is létezik, ezek kiilonbozhetnek egymastol az edzés
modjaban, idtartamaban illetve intenzitdsaban. A dolgozatom sordn az aerob edzés hatésairol
szeretnék részletesebben beszamolni. Az aerob alloképesség fejlesztd edzés (aerobic training)
célja a kardiovaszkularis egészség fejlesztése, mely mozgasformak a nagy izmok huzamosabb
ideig torténd, ritmikus mozgatasan alapulnak (Uszas, futds) (Barha & Liu-Ambrose, 2018). Egy
masik edzésforma, az ellenallasos edz€s (resistance training), az izmok erejének novelésére
iranyul. Az érvényben 1év6 egészségligyl irdnymutatasok mind az alloképességet, mind az
izmok erdsségét timogato tevékenységeket ajanljak (Kramer, 2020).

Napjainkban mar szdmos szakirodalmi adat tdmasztja ald, hogy a rendszeres aerob
testmozgds tamogatja a kognitiv funkcidk javulasat. Egy kutatds sordn a két edzéstipus
kombinacidjanak kognitiv funkciodra gyakorolt hatasat vizsgaltdk egészséges id0s embereken.
A résztvevok 4 héten keresztiil végeztek alloképesség fejlesztd és erdsitd gyakorlatokat, amely
eredményeképp jelentds fejlodést tapasztaltak a résztvevok végrehajtofunkciojaban, epizodikus
ellenére, hogy a szakirodalomban f6ként 1d6s populaciorol talalhatunk adatokat, az aerob
testmozgas €s a hippokampusz mérete kozti pozitiv iranyt korrelaciot gyermekeken (Chaddock

és mtsai., 2010) és fiatal-serdiilokon (Herting & Nagel, 2012) végzett kisérletek soran is



megfigyelték, azonban a vizsgalatok a memoria funkcidk javuldsaval nem mutattak
Osszefliggést.

Ezen szakirodalmi adatokat, korrelacidkat csoportunk elézetes kutatdsi eredményei is
alatdmasztjak. Munkatarsaim egy korabbi kisérlet soran egészséges ¢€s elhizott hiperlipidémias
egerek kognitiv funkcidjat vizsgaltdk Barnes Maze teszt alkalmazéasaval (1.A abra) 7 hénap
futopados edzést kovetden. Ennek eredményeképpen azt talaltdk, hogy a futds hatasara
szignifikansan javult az egerek memoridja, viszont ez csak a ndstény egyedek esetében volt

megfigyelhetd (1.B abra).
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1. abra A Barnes Maze teszt a térbeli meméoria vizsgalatara

hatasara (A). Az oszlop diagram a mérés eredményeit mutatja: mig a vad tipust és az elhizott hiperlipidémias
néstény egerek memoria funkciodi szignifikansan javultak a kontroll csoporthoz képest, addig a himek memoria

funkciéiban nem kovetkezett be javulas a testmozgas hatasara.(B)

Azt, hogy a fizikai aktivitas kognitiv funkciora gyakorolt hatasanak mértékét a bioldgiai
nem jelentdsen befolydsolhatja, el6szor egy meta-analizisben vetették fel (Colcombe és
Kramer, 2003). Jellemzd, hogy a végrehajtd funkcidkban aerob edzés hatdsara kialakult javulas
azokban a kisérletekben bizonyult jelentdsebbnek, amelyben nagyobb ardnyban vettek részt
nék. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a nék szamdra az adott edzés tipus effektivebb a
kognitiv funkcidk fejlesztésének tekintetében (Barha, Davis, és mtsai., 2017). Ezt a felvetést
alatamasztja egy olyan kutatas is, melyben enyhe vaszkularis demenciaval diagnosztizalt idds
betegek 6 honapon keresztill végeztek aerob tipust testmozgast. A kisérlet eredményei
igazoljak a korabban leirtakat, ugyanis csak a ndk esetében figyeltek meg javulast a végrehajto
funkciok tekintetében, a férfiakban nem jegyeztek fel ilyen jellegli valtozast (Barha, Hsiung, és

mtsai., 2017). Egy masik kutatas kapcsan pedig a subiculum, a hippokampusz poszterior részén



talalhatd agyi struktira méretében mutattak ki jelentds novekedést a rendszeres testmozgast
végz6 ndkben (Varma és mtsai., 2015). A szakirodalmi adatok tehat azt mutatjak, hogy az aerob
tipusu edzés kognitiv funkcidkra kifejtett jotékony hatasa feltételezhetéen erdteljesebben
érvényesil a nok, illetve nOstény kisérleti allatok esetében.

Ahhoz, hogy azonositani tudjuk a testmozgas hatasara a kognitiv funkcié javulasaban
szerepet jatszo molekuldris mechanizmusokat, tovabbi kutatasok sziikségesek, elsésorban az
izom-agy endokrin korben résztvevd molekuldris utvonalak felderitése érdekében. Korabbi
irodalmi adatok olyan molekula csoportokra iranyitjak a figyelmet, mint példaul a miokinek,
vagy a hdsokkfehérjék, amelyek fontos szerepet tolthetnek be az emlitett folyamatok

szabalyozasaban.

1.2. A miokinek altalanos jellemzése

A miokinek olyan bioregulator molekuldk, amelyek a vazizomban termelddnek
testmozgéds hatdsira, ¢és részt vesznek egyes anyagcsere-, ¢és €lettani folyamatok
szabalyozasaban (Tymochko-Voloshyn és mtsai., 2023).

Olyan peptideket, vagy citokineket sorolunk a miokinek kozé, amelyeket a vazizom
sejtjei expresszalnak, €¢s amelyek autokrin, parakrin, illetve a vérkeringésbe jutva endokrin titon
fejtik ki a hatdsukat mas sejtekre, szovetekre vagy szervekre (Pedersen és mtsai., 2007).
Elséként Goldenstein irta le a lehetdségét annak, hogy az izom kontrakci6 hatasara kiilonb6z6
,»humoralis” faktorokat szabadithat fel, amelyek részt vehetnek egyes anyagcserefolyamatok
szabalyozasaban (Goldstein, 1961). Evtizedekkel késobb az interleukin-6 citokin volt az els6
miokinként definialt faktor, amelyrél bebizonyosodott, hogy a testmozgas hatdsara
szekretalodik a véraramba a kontrahalé vazizomszovetbdl, majd a mdgjban glikoz
felszabadulast idéz eld, igy biztositva az izom szamara megfeleld energiaellatast (Febbraio és
mtsai., 2004). A felismerés, hogy az izom egy endokrin szerv és képes szekretalni proteineket,
vagyis miokineket, amelyek részt vesznek a kiilonbozd szovetekkel valo kommunikacidban,

fontos eldrelépés volt a testmozgas- egészség paradigmaban (Whitham és Febbraio, 2016).

1.3. A miokinek szerepe az izom-agy endokrin korben

A fizikai aktivitds kognitiv képességekre kifejtett pozitiv hatasaiért, legalabb részben a
kontrahdld izombol felszabaduld miokinek lehetnek felelések. A miokinek olyan agyi
folyamatok serkentésében vehetnek részt, mint a neurogenezis, szinaptikus plaszticitds vagy
akar a hosszutavua szinaptikus hatékonysag fokozodasa. Ezekkel szoros 0sszefiiggést mutatnak
az agy szerkezetében ¢s funkcidjaban testmozgés hatdsara bekovetkezd valtozasok, gy mint
az idegsejtek aktivitasban és a neurdlis haldzatban 1étrejovo fejlédés (Kim és mtsai., 2019).
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Tobb szakirodalmi adat is azt az elképzelést tamogatja, hogy a miokinek a kozponti
idegrendszerben kiilonb6zé ndvekedési faktorok, kiilondsképpen a BDNF (brain-derived
neurotrophic factor, agyi eredetii ndvekedési faktor), expresszidjanak indukalasa altal fejtik ki
jotékony hatasaikat(Delezie & Handschin, 2018).

A fizikai inaktivitas kovetkeztében lecsokkent miokin szintézis hozzajarulhat a szellemi
hanyatlas és egyes neurodegenerativ mechanizmusok kialakuldsahoz. Ez mind jol szemlélteti,

hogy a vazizom milyen befolyéssal rendelkezhet az agy egészsége felett (lizuka és mtsai 2014).

1.3.1. BDNF

A BDNF egy olyan neurotr6f faktor, amely kiemelt szerepet jatszik a neuronok
tulélésének, novekedésének €s fenntartasanak tdmogatasaban (Leibrock és mtsai., 1989). Részt
vesz az aktivitds fiiggd szinaptikus plaszticitas, pre- €s poszt szinaptikus mechanizmusok
nyulvanyainak elagazodasat (branching) és ujrarendezédését (remodelling) (Shimada és mtsai.,
1998); a szinaptikus transzmisszié hatékonysagat, (Lohof és mtsai., 1993) és a serkentd
szinapszisok érését (Rutherford és mtsai., 1998). Kimutattak, hogy ez a neurotrof faktor részt
vesz a fizikai aktivitds hatdsdra bekovetkezd sejtproliferacié ¢és differencidlodas
szabalyozasaban a hippokampuszban talalhatd gyrus dentatus teriiletén, amely a memoria és
tanulasi folyamatok kodolasaban fontos tertilet (Vaynman és mtsai., 2004).

A BDNF a kozponti idegrendszer teriiletén kiviil a periférids szovetekben is
expresszalodik. A vdzizomban a BDNF termelddése és szekretalddasa is testmozgas-fiiggd
folyamat. Az izom altal termelt BDNF elsdsorban autokrin és parakrin hatasokkal rendelkezik
(Pedersen €s mtsai., 2009), azonban az, hogy endokrin médon kommunikél-e az aggyal, tovabbi
vizsgalatok targyat képezi.

A testmozgas jotékony hatédsait azonban leginkabb a hippokampusz teriiletén kifejez6dd
BDNF kozvetiti, amely expresszigjat tobb, testmozgés hatdsara termel6dé miokin (cathepsin b,
FNDCY5) is indukalhatja. Ennek kovetkeztében megemelkedik a BDNF szintje az agyban, ami
a szinaptikus hatékonysag fokozasaval hozzéjarulhat a kognitiv funkciok fejlesztéséhez (Moon

¢s mtsai., 2016; Wrann és mtsai., 2013).

1.3.2. FNDCY/irisin

A membrankotott FNDCS (Fibronectin type III domain containing 5, fibronektin III
domént tartalmazé transzmembran fehérje 5) a hormon-szerli, miokinek kézé tartozé irisin
prekurzor molekuldja (Zhang és Zhang, 2016). Fizikai aktivitas kovetkeztében a vazizomban
megemelkedik a PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator)
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transzkripcidos ko-aktivator faktor expresszioja, amely fokozza az FNDC5 molekula
kifejezodését (Pedersen, 2019). Legujabb kutatéasi eredmények alapjan az FNDC5 megtalalhato
az agy egyes régidiban is, mint példaul a cerebellum, a hipotalamusz, a gerincveld (Zhang és
Zhang, 2016) illetve a hippokampusz teriiletén, ahol testmozgds hatasara jelentdsen
megemelkedik az expresszids szintje, ami a BNDF génexpresszidjanak fokozodasahoz vezet
(Wrann és mtsai., 2013). Az izom altal szekretalt, szisztémdsan jelenlévé FNDCS5 szintjének
novekedése eredményeként is emelkedett BDNF expresszio figyelhetd meg, amely ezen
keresztiil szerepet jatszhat a testmozgas neurogenezist és a tanulasi folyamatokat tdmogatd
hatasdban (Wrann ¢és mtsai., 2013). Ez tovabba felveti azt a kérdést, hogy az FNDCS5 hasitott
alakja, az irisin képes-e¢ athatolni a vér-agy gaton, azaltal kozvetleniil aktivalva a BDNF
expresszidjat.

A szakirodalomban nincs egységes allaspont az irisin szint testmozgast kovetd
novekedésének tekintetében (Pedersen, 2019), azonban tomegspektrométerrel végzett
analizisiek bizonyitjak, hogy a plazmaban talalhatd irisin szintje a testmozgas éltal szabalyozott
(Jedrychowski és mtsai., 2015). Az irisin testmozgas hatdsara keringésbe torténd szekrécioja
magyarazhatna a leirt kapcsolatot az FNDCS5 és a BDNF expresszios dinamikdja kozott, amely

ujabb bizonyiték lenne az izom ¢€s az agy kommunikacidjara.

1.3.3. Cathepsin B

A cathepsin b (CTSB) testiink minden sejtjében expresszalédo (Turk és mtsai., 2012)
lizoszomalis cisztein protedz, amely szamos fiziologiai funkcioval rendelkezik (Mort & Buttle,
1997). Edzést kovetden megemelkedik a Cathepsin b gén transzkripcids aktivitdsa a
vazizomban, amelyet a vérplazma ndvekvé CTSB szintje kovet. Egérmodellben kimutattak,
hogy a keringéssel a kozponti idegrendszerig eljutd cathepsin b fehérjék képesek atjutni a vér-
agy gaton, ahol a neuroprotektiv BDNF ¢és a doublecortin (DCX) expressziojat indukaljak
mRNS ¢és fehérje szinten egyarant (Moon és mtsai., 2016). Aerob edzést kovetden a
hippokampusz teriiletén is megnovekedett CTSB szint figyelhetdé meg, ugyanis a fizikai
aktivitas kovetkeztében kialakuld hypoxia (Radak és mtsai., 2013) serkentheti a Cathepsin b
expressziojat (Yakovlev & Gulyaeva, 2015). A cathepsin b olyan neuroportektiv molekula
(Bendiske & Bahr, 2003), amely részt vesz az idegsejttormelékek elimindldsdban (Devi &
Kiran, 2004), felndttekben a neurogenezis indukaldsdban €s a memoria funkciok javitasaban

(Abrous & Wojtowicz, 2015).



Ebbdl kovetkezden a testmozgas hatdsara expresszalodo CTSB, mint neuroprotektiv
molekula lokalisan, és mint miokin, a BDNF expresszidjanak serkentésével kozvetetten is

hozzéajarulhat az agy egészségének kialakitdsdhoz.

1.4. A hosokkfehérjék altalanos jellemzése

A hosokkfehérjék (HSP-k) egy olyan diverz fehérje csoport, melynek tagjai minden
sejtben kifejez6do, evolucidsan konzervalt gének termékei (Toth és mtsai., 2015), és minden
jelentdsebb sejtalkotoban jelen vannak (Tkacova €s Angelovicova, 2012). A hésokk-, vagy mas
terminologiaval stresszfehérjék fokozott expressziojat a stressz szamos formaja kivalthatja,
tobbek kozott a magas homérséklet, hipoxia, iszkémia, nehézfém vagy etanol kezelés. Ezen
kiviil kiilonb6zo betegségek, fertézések soran is megemelkedik a szintjiik a sejtek védelmének
érdekében (To6th €s mtsai., 2015). Dolgozatom soran a mérsékelt testmozgas hatisara a
vazizomban ¢és az agyban indukalddott stresszfehérjék jelentdségét szeretném bemutatni.

A sejt normal allapotaban a hdsokkfehérjék fontos szerepet toltenek be a protein
homeosztazis fenntartasaban azaltal, hogy részt vesznek a szintetizalodott fehérjék helyes
térszerkezetének kialakitdsaban, transzportjaban és az esetleges eliminacidjaban (Téth és
mtsai., 2015).

A stressz hatdsara indukalddott hdsokkfehérjék mas funkcidkat latnak el a
proteinhomeosztazis fenntartasaban, mint a sejt fiziologias allapotaban jelenlévok. Ilyenkor a
sejt védelmének érdekében a kifejezddott HSP-k megakadalyozzak a koros szerkezetii fehérjék
illetve gatoljak az apoptotikus Gitvonalak egyes 1épéseit. A stressz hatdsara kialakul6 helyteleniil
feltekeredett fehérjék (“unfolded proteins”), €s a membran szerkezetének megvaltozasa
stressz—szignalizaciés utvonalak indukalasaval felel a hdsokkfehérjék megndvekedett
faktor (HSF) normal koriilmények kozott a citoplazméban monomer formdban taldlhatd meg,
amely nem képes kotddni a DNS lanchoz. Stressz hatdsara azonban foszforilalodik, és olyan
trimer molekula képzddik beldle, amely a hdsokkfehérjéket kodold gének promoteréhez valo

kotddésével indukalja azok transzkripcidjat (Morimoto, 1998).

1.5. A hosokkfehérjék csoportjai, és altalanos jellemzésiik

A hdsokkfehérjék kozé eredetileg a stressz hatasara indukalodo, a magas hdmérséklet,
illetve a helyteleniil feltekeredett fehérjék altal okozott karosodas elleni védelemben szerepet
jatszo fehérjéket soroltdk. Azonban késobb felfedezték, hogy a HSP csalad konstitutivan
kifejez6dé fehérjéket is tartalmaz. A hdsokkfehérje csalad novekedésével a molekulasuly
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alapjan rendszerezd nomenklattra elavulttd valt. Emiatt 2009-ben Kampinga ¢és mtsai egy 0j
iranyelv alapjan soroltak be a fehérjéket: HSPH (HSP110), HSPC (HSP90), HSPA (HSP70),
DNAJ (HSP40), HSPB (kis molekulasulyd HSP) és a chaperonin csaladok HSPD/E
(HSP60/10) és CCT (TRiC) (To6th és mtsai., 2015). Dolgozatom soran a HSPB és a HSPA csalad

tagjainak az agy egészségének kialakitasdban betoltott szerepét szeretném részletezni.

1.5.1. HSPB (kismolsulyu hosokkfehérje) csalad

A kismolstulyt hdsokkfehérjék csalddjaba a 16-40 kDa molekularis tomeggel
rendelkezd, ¢és a C-termindlis végiikon konzervalt, 100 aminosavbol allo, un. a-crystallin,
domént tartalmazd hdésokkfehérjék tartoznak (de Jong és mtsai., 1998). Az emldsokben 10
fehérjét definialunk HSPB-ként, ezek koziil is a legjobban tanulmanyozott a HSPB1 (HSP27),
HSPB4 (0A-crystallin) és a HSPBS (aB-crystallin). A HSPB fehérjék csak kis eltéréseket
mutatnak molekularis sulyuk tekintetében a kiilonb6z6 fajok kozott, ez jol mutatja a csalad
evolucids konzervaltsagat (Toth és mtsai., 2015).

A kismolsulyu hdésokkfehérjék megovijak a sejtet az apoptdzissal és az oxidativ stresszel
szemben, ezenfelill a citoszkeletonhoz €s a sejtmembranokhoz vald kotddéstikkel biztositjak
azok védelmét stressz esetén (Sun & MacRae, 2005). A HSPB csalad tagjaira jellemzd, hogy
képesek kotddni a hibdsan feltekeredett, részlegesen denaturalt, sériilt fehérjékhez,
tartjak dket (Nakamoto & Vigh, 2007). Stressz soran csokkent ATP szint jellemzi a sejtet, emiatt
a HSPB fehérjék funkciojukat ATP-fliggetlen moéddon latjdk el. Amint helyredllt a sejt
energiaszintje, ATP-fliggd chaperon fehérjékhez (HSPA/DNJA) széllitjak dket, amelyek ATP
felhasznalasaval képesek serkenteni a fehérje nativ térszerkezetének felvételéhez sziikséges

molekularis folyamatokat (Sun & MacRae, 2005).

1.5.2. HSPA (HSP70) csalad

A HSPA csaladba tartozo fehérjék az N-termindlis végiikon egy 45 kDa-s ATPaz
domént, a C-termindlis végilikon pedig egy 25 kDa-s szubsztratkté domént hordoznak. Ebbe a
csaladba 13 kiilonbozd fehérjét sorolunk, hasonlod strukturalis és funkcionalis tulajdonsagaik
alapjan (Vos és mtsai., 2008).

Stressz esetén a HSPA fehérjecsalad legfontosabb funkcidja a denaturdlt fehérjék
,refolding”-ja, vagyis helyes konformécio felvételének eldsegitése, mivel a nativ allapotat
elvesztett polipeptidlanc hidroféb tulajdonsagu aminosavai a felszinre keriilnek, ami megnoveli
a fehérjék aggregaciora vald hajlamat. A hdsokkfehérjék C-termindlis végén talalhato
szubsztratktd doménjével képes kotddni a denaturalt fehérjék hidrofob régidihoz, igy
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létrehozva HSPA-fehérje komplexet. Az N-terminalis doménhoz k6tédd ATP hatasara a HSPA
konformécioja megvaltozik, a HSPA-fehérje komplex disszocidl, és a levalt fehérje
konformécioja is megvaltozik (Gragerov €s mtsai., 1994). Ez a kotddés-disszociacio 1épés mind
annyiszor ismétlodik, mig a hidrofob régiok fedésbe nem keriilnek és a fehérje ismét nativ
allapotba nem kertil (Qiu és mtsai., 2006).

Amennyiben sziikséges, a HSPA csaladd tagjai ko-chaperonok segitségével képesek
facilitdlni a koros fehérjék proteoszomalis lebontasat is. Ezeknek a folyamatoknak
koszonhetéen fenntartjdk a protein homeosztazist, amely a megfeleld sejtmikodés alapvetd
feltétele (Soti & Csermely, 2002). A HSPA fehérjék képesek megakadalyozni a sejthalélt a
prokaszpaz-9 apoptoszémalis komplex inhibiciojaval. Illetve az apoptozis késobbi, kaszpaz
kaszkad aktivaciojat kovetd iddszakban is képesek termindlni a sejthalalt (Jaatteld és mitsai.,

1998).

1.6. A hosokkfehérjék neuroprotektiv tulajdonsagai

A kiilonb6z6 csaladokba tartozd hdsokkfehérjék egymassal egyilittmiikodve, a
proteinhomeosztazis ¢és a sejtmembran megfeleld allapotanak fenntartasdban jatszott
szerepliknek koszonhetden eldsegithetik a fehérje homeosztazis felboruldsaval jaro
neurodegenerativ betegségek megeldzését.

Az egyik leggyakoribb demencidval egylitt jaré neurodegenerativ betegség az Alzheimer-
kor. Jellemzd neuropatologiai elvaltozasai az intracelluldris neurofibrillaris kotegek illetve az
extracellularis térben taldlhatd, amiloid-p fehérjébdl allo szenilis plakkok, ezenfeliil az oxidativ
stressz €s az idegsejtek pusztuldsa is a betegség velejaroja (Haass & Selkoe, 2007). A tobbi
protein homeosztazis felboruldsaval jard betegségre is, mint pl.: Huntington-koér, Parkinson-
kor, jellemzd a fokozott oxidativ stressz. A szervezet oregedése soran megnd a reaktiv
oxigéngyokok mennyisége, a sejt védekezOképessége pedig gyengiil, ami a szabalytalanul
feltekeredett, hibasan degradalodott fehérjék tovabbi felhalmozddasdhoz vezethet (Andersen,
2004).

A neurodegenerativ betegségben szenveddk agyara jellemzé a HSP-k fokozott jelenléte,
amelynek egyre tobb szakirodalom tulajdonit neuroprotektiv hatast (Sun & MacRae, 2005). Ezt
jol mutatja, hogy a kiilonb6z6 csaladba tartozd6 HSP-k a koros fehérje-plakkokkal asszocialtan
detektalhatéak. A HSPB csalad tagjai példaul a szenilis plakkokban és a cerebralis amiloid
angiopatia soran az agyi erek faldra lerakodott amiloid-f plakkokban is megtaldlhatdak
(Wilhelmus és mtsai., 2006). A HSPA transzgenikus taltermelése csokkentette az amiloid-f3
plakkok képzddését, az idegsejt pusztulas mértékét és a kognitiv funkciok csokkenését
Alzheimer-koros transzgenikus egér modellben (Hoshino €s mtsai., 2011). Csoportunk korabbi
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kisérletei azt mutatjak, hogy a HSPB1 transzgenikus tultermelése Alzheimeres egerekben
visszaszoritotta a kognitiv funkcidok romlésat, csokkentette az amiloid-f§ plakkok mennyiségét
a hippokampusz ¢és a kortikalis régiok teriiletén, illetve helyreallitotta az allatok szinaptikus
funkcioit (Toth €s mtsai., 2013). A hdsokkfehérjék a stressz soran a membranban taldlhato
fehérje , lipid-raftok-hoz kotve novelik azok rendezettségét, stabilizaljak a sejtmembrant és
helyreallitjdk annak funkcidit, ezzel novelve a sejt ellenalloképességét. Ezenfelill képesek
kozvetleniil a membran foszfolipid részéhez is kotddni, ezzel tovabb ndvelve a membran
stabilitasat €s a sejt védekezoképességét (Horvath €s mtsai., 2008; Nakamoto és Vigh, 2007).
Osszefoglalva tehat a hdsokkfehérjék fokozott jelenléte a kdzponti idegrendszer teriiletén
szamos jotékony hatdst gyakorol az agy egészségére. Jelenlétilk biztositja a megfeleld
proteinhomeosztazist, ami a sejtek egészséges mikodésének alapfeltétele. Ezenfeliil
neuroprotektiv hatdsaiknak kdszonhetéen enyhithetik a koros elvaltozasokat az agyban, igy
preventiv hatassal vannak kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek kialakulasat illetden. Mivel
a testmozgas miatt kialakuld fizioldgias valtozasok, mint példaul a megndvekedett
testhdmérséklet vagy a csokkent véroxigén szint hatdsdra az agyban megemelkedik a
hésokkfehérjék expresszioja, feltételezhetd, hogy legalabb részben szerepiik van a testmozgas

kognitiv funkciokra kifejtett jotékony hatisaiban.
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2. Célkituizes

Jelen dolgozatom célja azon molekulak azonositasa, amelyek szerepet

jatszhatnak a testmozgéas kognitiv funkciokra kifejtett jotékony hatdsainak kozvetitésében.

Tovabba a kutatocsoportunk korabbi kisérlete soran, a memoria funkcidok javulasaban

megfigyelt nemi kiilonbségek lehetséges okainak azonositéasa.

A feltett kérdések megvalaszolasanak érdekében a kovetkezdket tervezziik

elvégezni:

A vizsgélando egereket, egy héten keresztiil, fokozatosan nehezedd

mérsékelt intenzitasu testedzésnek tessziik ki;

Az edzési periodus végeztével megmérjilk az allatok test, sziv, agy és

vazizom tomegét;

Az artérids vérbol vett mintan fiziologiai vizsgalatot végziink;

Az allatok agy- és izomszovetébdl RNS-t és fehérjét izolalunk, majd qPCR
¢s Western-blot analizis segitségével a génkifejezddés kiilonb6zd szintjein
bekovetkezd valtozasokat vizsgaljuk;

Az  izomszovetbdl tovabba  metszeteket  készitiink, amelyeken

immunfluoreszcens festéssel vizsgaljuk a fehérjék szoveten beliili

expresszios mintazatat.
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Allatok kezelése

Kisérleteink soran 6 hoénapos ndstény és him C57BL/6 egereket hasznaltunk. A
kisérletiink soran felhasznalt allatok allando, kontrollalt koriillmények kozott (12 ora fény/12
ora sotét ciklus, 22 C° tartdsi homérséklet, igény szerint hozzaférhetd ivoviz és normal
ragcsalotap) voltak tartva. A kisérletek elvégzéséhez a Csongrad Megyei Kormanyhivatal
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosiga altal jovahagyott allatkisérleti
engedéllyel rendelkeziink (XVI./776/2018).

Kisérletiink soran az allatok szdmara egy moderalt intenzitdsu edzést allitottunk be,
amely soran az éllatok 7 napon keresztiil végeztek futopados edzést (1. tablazat). Az allatok a
kisérlet els6 két napjan 45 percet futottak max. 0,8 km/h sebességgel, a harmadik napon 55
percet futottak max. 0,9 km/h sebességgel. A negyedik naptol a hetedik napig 60 percen
keresztiil futottak max. 0,9 km/h sebességgel. A kontroll csoport allatai az iilééletmod
modellezése érdekében nem végeztek futdedzéseket, azonban a testmozgést végzd csoporttal

egy helyiségben tartottuk oket a futas ideje alatt is.

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap 5. nap 6. nap 7. nap
AT (perc) |v(km/h)| AT (perc) |v(km/h)| AT (perc) [v(km/h)| AT (perc) |v(km/h)| AT (perc) |v(km/h)| AT (perc) [v(km/h)| AT (perc) |v(km/h)
10 0,5 10 0,5 10 0,5 10 0,5 10 0,5 5 0,5 5 0,5
10 0,6 10 0,6 10 0,6 10 0,6 10 0,6 5 0,6 5 0,6
10 0,7 10 0,7 10 0,7 10 0,7 10 0,7 10 0,7 10 0,7
10 0,8--06 10 0,8-06 10 0,8 10 0,8 10 0,8 10 0,8 10 0,8
5 0,5 5 0,5 10 0,9--0,6 10 0,9 10 0,9 20 0,9 20 0,9
5 0,5 g 0,8--0,6 B 0,8--0,6 g 0,8--06 5 0,8--06
5 0,5 5 0,5 5 0,5 = 0,5

1. tablazat: A kisérletben hasznalt futasi protokoll

Az éllatokat a hetedik napon a déleldtti futopados edzésiiket kdvetden délutan
munkatdrsaim termindltak. Isofluran gazzal torténd altatas sordn egy injekcids tl segitségével
a bal kamrabdl artérids vért vettek, majd az érrendszert 20 ml 1x foszfat-puffer (PBS) perfuzios
folyadékkal mostak 4at. Az allatokbodl ezt kovetden vazizom (m. quadriceps femoris) €s
hippokampusz mintdkat gyiijtdttek. A mintdkat a késdbbi felhasznalasuknak megfeleléen
taroltuk: a bal oldali hippokampusz mintat 4% paraformaldehid oldatban, a kontralateralis
hippokampuszt RNA later stabilizalé oldatban -80°C-on tartottuk. Tovabba a bal oldali vdzizom
mintat OCT-be 4gyazva, a jobb oldali vazizom mintat eppendorf csében szarazjégen
lefagyasztottuk, majd -80 °C-on taroltuk felhasznalasukig. A vérmintat 1 6ran keresztiil 37°C-
on hagytuk kicsapodni, ezt kovetéen 1000 rpm-en 10 percen keresztiil centrifugaltuk, és az igy

kapott mintat -80 °C-on taroltuk.
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3.2. Vérvizsgalat
A vér fiziologias paraméterei valtozasanak mérésével az allatok testmozgashoz vald
végeztiik, vizsgalva a bal kamrabdl altatas sordn vett artérias vér pH-jat, vérgaz-, elektrolit- és

metabolit értékeit (Siemens Healthcare, Ottawa, Kanada).

3.3. Total RNS izolalas

3.3.1. Izomszovet

A -80°C-on tarolt vazizom (m. quadriceps femoris) mintakat szarazjégen poritottuk. 20-
30 mg poritott mintat 300 ml lizis pufferbe helyeztiink, majd egy fecskendd segitségével
homogenizaltuk az izomszovetet. Az izomszovet fibrozus tulajdonsaga miatt indokolt fehérje
emésztési 1épés soran a mar homogenizalt lizdtumhoz 590 ul RN4az mentes vizet adtunk, majd
10 pl Proteinaz K oldat hozzdadéasa utan 55°C-on 10 percen keresztiil inkubaltuk az emésztd
enzim oldatban a mintakat. Ezt 3 perces centrifugalas (10 000 x g, 15-25°C) kovette. A (kb. 900
ul) feliilaszot egy tiszta 2 ml-s centrifugacsObe vittik at, majd a lizdtum tisztitdsdhoz 2
térfogatnyi EtOH-t hasznaltunk. A mintankbol 700 pl-t, egy 2 ml-es gylijtdcsdbe helyezett,
RNeasy Mini centrifuga oszlopra mértiink, és ezt 15 masodpercig (8000 x g, szobahdmérséklet)
centrifugaltuk, majd megismételtilk a minta maradékaval is. Az RNeasy Mini centrifuga oszlop
membranjanak tisztitdsahoz az 350 ul RW1 puffert hasznaltunk, és az el6z6 paramétereknek
megfelelden centrifugéltunk. Ezt kdvetden 10 ul DNaz I toérzsoldatot 70 ul RDD pufferben
feloldottunk, a keveréket az RNeasy Mini centrifuga oszlop membranjara mértiik és 15 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten. Az inkubacids 1d6 letelte utan 350 ul RW1 Puffert adtunk a
DNaz I oldathoz és 15 masodpercig centrifugaltuk (8000 x g, szobahdmérseklet). A membran
tisztitdisdhoz a RNeasy Mini centrifuga oszlopot 500 pl RPE pufferrel 15 masodpercig
centrifugaltuk (8000 x g, szobahOmérséklet). A mosasi 1épést megismételtik 2 perc
centrifugalasi idével is, hogy a membran széraz legyen é¢s EtOH-t61 teljesen mentes. Az RNeasy
Mini centrifuga csévet maximum sebességen 1 percig centrifugaltuk, hogy elimindljuk az
oszlopon maradt puffer folyadékot. Ezt kovetden 50 ul RNaz mentes vizet adtunk kézvetleniil
a centrifuga oszlop membranjahoz majd 1 percen keresztiil centrifugéaltuk (8000 x g) az izolalt

crcr

ND-1000) segitségével detektaltuk.
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3.3.2. Agyszovet

A hippokampusz mintdkat -80°C-on RNA laterben taroltuk a felhaszndlasukig. A
homogenizalas soran a mintdkat 500ul, 1% p-merkaptoetanolt tartalmaz6 pufferbe tettiik. A
szovet tomegével megegyezd mennyiségi, 0,5 mm-es liveggyongyok hozzdadasa utan a
mintakat Bullet Blender gép segitségével homogenizaltuk (6-os sebesség, 3 perc, 4°C). A
lizatumot NucleoSpin® Filter/oszlop segitségével tisztitottuk, ahova a mintat a felvitele utan 1
percig centrifugéltuk (11000 x g, szobahdmérséklet). Az atfiltralt mintdhoz 250 pl 70%-o0s
EtOH-t adtunk majd szuszpendalassal segitettiik az elkeveredését. A mintakat 2 ml-es
centrifugacsobe helyezett NucleoSpin® RNA oszlopra mértiik, ezt 30 masodperc centrifugalas
kovette (11000 x g, szobahdmérséklet), amely sordn felkotott a minta nukleinsav tartalma az
oszlopra. Az oszlopot 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer) pufferrel 1 percen keresztiil
centrifugaljuk (11000 x g), ezzel elvonjuk a membrantdl a sot és szaritjuk azt. A minta DNS
tartalmanak emésztéséhez hasznalt keverék 10 ul rDNazt és 90 ul reakcio puffert tartalmazott,
ebbdl 95 pl-t kdzvetleniil az oszlop membranjara mértiink és 15 percig, szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Ezt harom mosasi 1épés kovette, el6szor 200 ul RA2 puffert centrifugaltunk (30
mp, 11000 x g) at a mintan, amellyel inaktivaltuk a DNazok mitkddését. Masodik 1épés soran
600 pul RA3 puffert centrifugaltunk (30 mp, 11000 x g) 4t a membranon. Az utolsd mosaési 1épés
soran 250 ul RA3 puffert centrifugéltunk (2 perc, 11000 x g) at a membranon. Az izolalt total
RNS elualasahoz 60 pl RNaz mentes vizet hasznaltunk a centrifugalashoz (11000 x g). A minta

crer

3.4. Génexpresszio vizsgalat

A hdsokkfehérje ¢€s a miokin gének aktivitdsat valds idejii kvantitativ reverz
transzkriptaz- polimeraz lancreakcio (qQRT-PCR, qPCR) analizissel hataroztuk meg. A vizsgalt
szovetekbdl izolalt RNS molekuldkat reverz transzkripcioval ¢cDNS-¢ irtuk 4t majd ezek
segitségével qPCR vizsgalatot végeztiink.

3.4.1. Reverz transzkripcio

A gPCR vizsgalatokhoz kijelolt mRNS mintdkat High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystem) segitségével irtuk at cDNS-é. A reverz transzkripcidhoz
sziikséges reakcioelegy 1 pg RNS-t (15 ul), 1,5 pl reverz transzkriptazt, 3 pl primert, 1,2 pl
dNTP-t, 3 ul puffert és 6,3 ul RN4z mentes vizet tartalmazott. A qPCR reakcidhoz felhasznalt
protokoll: inkubacid: 25°C-on 10 perc, reverz transzkripcid: 37°C-on 2 6ra, inaktivacio: 85°C-

on 5 perc.
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3.4.2. PCR analizis

Az eldzdleg atirt cDNS termékeket a qPCR reakcidhoz hiisszorosara higitottuk. A qPCR
reakcioelegy 9 ul cDNS-t, 1 ul primert és 10 pul Power Syber Green PCR Master mix enzim
keveréket tartalmazott ¢&s egér glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh) gént
hasznaltunk belsé kontrollként vizsgélataink soran. A PCR reakciokat RotorGene 3000
instrument (Corbett Research) gép segitségével hajtottuk végre. A PCR program 39 ciklusbol
allt, amely sordn a kdvetkezd 1épések kovették egymast: UDG inkubécio: 50°C-on 2 percig,

denaturacio: 95 °C-on 2 percig, denaturacid: 95 °C-on 15 masodpercig, annealing: 60 °Con 45

masodpercig. A qPCR analizishez felhasznalt primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza.

Gén Forward primer Reverz primer
L | Gapdn GGGTTCCTATAAATACGGACTGC CCATTTTGTCTACGGGACGA
2 | Hsp25 ATCCCCTGAGGGCACACTTA GGAATGGTGATCTCCGCTGAC
3 Hsp70 GAGATCGACTCTCTGTTCGAGG GCCCGTTGAAGAAGTCCTG
4 Cryab GTTCTTCGGAGAGCACCTGTT GAGAGTCCGGTGTCAATCCAG
5 Hspb8 AGACCCCTTTCG GGACTCA GGC TGT CAA GTC GTCTGG AA
6 Erfe TCCTCTATCTACAGGCAGGACA GAAGTGAGAGCCACTGCGTA
7 Fndc5 TTGCCATCTCTCAGCAGAAGA GGCCTGCACATGGACGATA
8 Ctsb ATTCACACCAATGGCCGAGT TAGCCACCATTACAGCCGTC
9 |16 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA | CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
10| j11 GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
1 Tnf CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG
12| cdes GACCTACATCAGAGCCCGAGT CGCCATGAATGTCCACTG
13 | Bip TTCAGCCAATTATCAGCAAACTCT | TTTTCTGATGTATCCTCTTCACCAGT
14 | 1bal ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA CAGCATTCGCTTCAAGGACATA
15 | Gfap CGGAGACGCATCACCTCTG AGGGAGTGGAGGAGTCATTCG
16 | Bdnf GCATCTGTTGGGGAGACAAG TCACCTGGTGGAACATTGTG
17 | Dex CATTTTGACGAACGAGACAAAGC TGGAAGTCCATTCATCCGTGA

2. tablazat: A qPCR reakcio soran hasznalt primerek szekvenciai

3.5. Immunhisztokémia

3.5.1. Metszetek készitése

A vazizom mintdkon a fehérje expresszids mintdzatok megvizsgéalasdnak érdekében
fluoreszcens immunhisztokémiai festést végeztink. Az OCT-be agyazott izommintakbol
fagyasztd mikrotom segitségével -20°C-on 10 um-es metszeteket készitettiink. A metszeteket

hordoz6 targylemezeket festokadba allitottuk, ahol 10%-o0s formaldehidben fixaltuk azt 20
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percen keresztiil. Ezt kvetden a targylemezeket desztillalt vizben mostuk és elszivofiilke alatt

szaritottuk.

3.5.2. Immunhisztokémiai festés

Az eljaras elsO napjan a targylemezen a mintakat ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP
Pen H-4000 hidrofob tollal korbejeldltiikk. Ezutdn haromszor 5 percen keresztiil, rdzaton, 1x
PBS-ben mostuk a metszeteket. Ezt haromszor 10 perc 1x PBS-el torténé mosas kovette, ezt
kovetden 1 oran keresztiil szobahémeérsékleten, razatoén blokkoltunk. A blokkol6 oldat 24 ml 1x
PBS-t, 72 mg (0,3%) szarvasmarha szérumalbumint (BSA), és 0,2% Triton X-100-at
tartalmazott. Ezt ismét haromszor 10 perc 1x PBS-ben valé mosas kovette razaton,
szobahdmérsékleten, majd 4°C-on egész éjszakan at inkubaltuk blokkold oldatban feloldott
elsddleges ellenanyagban a mintainkat (100 ul/minta). Az elsédleges ellenanyaghoz (1:1000
higitas) 30 mg BSA-t és 10 ml PBS-t hasznaltunk, majd ebbdl az oldatbol 1,5 ml-t elegyitettiink
Ossze 3 pl ellenanyaggal (anti-HSP25 (ADI-SPA-801; Enzo Life Sciences), anti-HSP70 (ADI-
SPA-810; Enzo Life Sciences)).

Az immunhisztokémia festés masodik napjan ismét haromszor 10 perc 1x PBS-ben
torténd mosassal kezdtlink, majd BSA-t tartalmaz6 PBS-ben oldott méasodlagos ellenanyag
(Alexa Fluor™ 594 konjugaltatott anti-nyal; Alexa Fluor™ 488 konjugéltatott anti-egér)
(higitas 1:1000) ramérését kovetden szobahdmérsékleten, razaton, lefedve inkubaltuk két 6ran
keresztil a mintainkat. Ezt ismét haromszor 1x PBS-ben torténd mosas kovette
szobahdmérsékleten és rdzaton. A sejtmagok megfestéséhez 4',6-diamidino-2-fenil-indol
(DAPI) (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) festéket hasznaltunk, amelyet PBS-ben
higitottunk 1:1000 aranyban és 10 percen keresztiil inkubaltuk a mintdkon. Ezt a haromszor 10
perc 1x PBS-ben torténd mosasi ciklus kovette, majd a mintat fénytdl elzarva, szabad levegon
hagytuk megszaradni. A szdraz mintdkat feddlemezzel lefedtiik, és azt confocal matrix

segitségével fixaltuk.

3.6. Fehérje izolalas

-80°C-on tarolt m. quadriceps femoris vazizom mintdnkbol fehérjét izolaltunk a
Western-blot analizishez, a folyamat soran végig jégen dolgoztunk, a mintank megfeleld
allapotban tartasanak érdekében. Az izommintakbdl 30 mg-ot hasznaltunk fel allatonként,
csoportonként 6 allatbdl szarmazo mintat egyesitettiink. Az igy 0sszesen 180 mg egyesitett
izommintdkat 300 pl 1x RIPA és proteaz enzim inhibitor koktél keverékével Potter-Elvehjem
eszkozzel homogenizaltuk. Ehhez tovabbi 300 pl 1X RIPA és proteaz inhibitor mix-et adtunk
majd 4°C-on 1400 rpm-en razattuk 1 o6ran keresztiil. Ezt kovetéen 4 °C-on 15000 rpm
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centrifugaltuk 10 percen at, majd a fehérjét tartalmazo feliiliszobol 250-300 pl-t nyertiink ki.

crer

alkalmazaséaval hataroztuk meg, gyart6i ajanlas alapjan.

3.7. Western blot analizis

A kezelés hatasara a fehérje szinten létrejovo valtozasok vizsgalatahoz Western-blot
analizist hasznaltunk.

SDS-poliakrilamid gélelektorforézis: A fehérjék elvalasztasahoz hasznalt gél egy 5%-os
stacking ¢s egy 12%-os szeparalo részbdl allt. Egy 12%-o0s szeparald gél elkészitéséhez 1600
ul UP vizet, 1300 pl 1.5 M Tris-HCI-t (pH 8.8), 50 ul 10%-0s SDS-t, 2 ul TEMED-et és 2000
ul 30%-os poliakrilamidot hasznaltunk fel. Ebbdl 3,5 ml-t mértiink a két tiveglap kozé, a tetejére
200 pl butanolt dntdttiink, majd 40 percen keresztiil hagytuk polimerizalddni. Ezt kévetéen UP
viz segitségével kimostuk a butanolt, és a stacking gélbdl 1 ml-t rétegeztiink a polimerizalodott
szeparalo gél tetejére. Egy 5%-os stacking gél 1400 ul H20, 250 ul 1.5M Tris-HCI (pH8.8), 20
ul 10%-os SDS, 2 ul TEMED és 330 ul 30% poliakrilamid elegyitésitésébdl allt. A stacking
gélbe belehelyeztiik a zsebek kialakitasahoz sziikséges ,,féstit”, majd 40 percen keresztiil
hagytuk polimerizalodni.

Futtatds/loading: A gélen zsebenként 10 pl mintat futtatunk kb. 1 6ran keresztiil, 150
mV-on. Molekulasuly markerként PeqGold protein markert hasznéltunk.

Blottolas: Ezt kdvetden a gélt blottolo pufferben 15 percen keresztiil billegd razogépen
mostuk. A hasznalt blottold puffer Schafer-Nielsen puffer 20% MeOH-val kiegészitve, ami igy
5,82 g Tris-base-t, 2,93 g glicint, 500 ml desztillalt vizet és 200 ml MeOH-t tartalmazott, melyet
1000 ml-re egészitettiink ki desztillalt vizzel. Ez alatt a polivinilidén-fluorid (PVDF) membrant
az aktivalasahoz 10-20 mp-re metanolba helyeztiik, majd 1-2 percre UP vizben helyeztiik és
végiil 2-3 percen keresztiil a blottolo pufferben billegtetve atmostuk. Blottol6 tankba rétegeztiik
a gélt és aktivalt membrant, amelyeket a blottolo folyadékkal nedvesen tartottunk, majd 15 V
fesziiltségen 30 percig blottoltuk a membrant.

Blokkolas: Az aspecifikus kotddések elkeriilésének érdekében a membrant 5%-os
tejporos oldatban 1 6ran keresztiil razaton blokkoltuk.

Jelolés: Ezt kovetden haromszor 0,1% Tween-20-al kiegészitett Tris-puffer sooldatban
(TTBS) razaton mostuk a membranokat, amelyekre rdhelyeztiik az elsddleges antitesteket (3.
tablazat), majd egész éjszakan at 4°C-on inkubaltuk.

A protokoll masodik napjan az membranokrol ledntottiik az elsddleges ellenanyagot,

majd hdromszor mostuk TTBS segitségével. A masodlagos ellenanyagokat (3. tablazat) 3%-os
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tejporos oldatban 1 o6ran keresztiil inkubaltuk a mintdkon szobahdn. A bels6 kontrollnak
hasznalt GAPDH ellen termeltetett elsddleges és masodlagos antitesteket is csak 1-1 oran
keresztiil inkubaltuk szobahémérsékleten.

El6hivas: A jelolt membranokat Pierce ECL Western Blotting Substrate 1:1 aranyu
elegyével 1 percen keresztiil inkubaltuk, majd nagyfelbontast kamera segitségével detektaltuk.
Utolso 1épésben Coomassie Brilliant Blue festékkel megfestettiik a membranokat, amelyeket
fényképez6 segitségével digitalizaltuk.

A Western-blot analizist kétszer megismételtiik, a kapott denzitometrias adatok

kiértékeléséhez az Image Lab 6.0.1. (© 2017 Bio-Rad Laboratories, Inc) szoftver hasznaltuk.

Elsodleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag
cikkszam (gyarté) higitas cikkszam (gyarto) higitas
HSP70 ADI-SPA-810 . i
(Enzo Life Sciences) 1:8000 A3682 1:40000
-SPA- ti-M IgG (Merck
HSP25 ADI-SPA-801 12000 ntiMouselzGMerck) 0000
(Enzo Life Sciences)
oB-crystallin ~ ADI-SPA-223 . .
(Enzo Life Sciences) 1:1000 A9169 1:60000
GAPDH G9545 1:15000 anti-rabbit IgG (Merck) 1:85000

(Merck)
3. tablazat: A Western-blot analizis soran alkalmazott els6dleges €s masodlagos ellenanyagok

adatai.

3.8. Statisztikai analizis

A vizsgalataink kiértékeléséhez a Sigmaplot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA) programot hasznaltuk. A statisztikailag szignifikans szintet p <0.05 hatdroztuk meg, az
értekeket atlag+ SEM-ként adtuk meg. A vérvizsgalat, testtdomeg valtozas és a szervek
tomegének kiértékelésehez két-utas ANOVA tesztet hasznaltunk, a qPCR ¢és Western-blot
analizis eredményeinek statisztikai elemzéséhez pedig T-probat alkalmaztunk. Szignifikdns

eredmények esetén Holm-Sidak post hoc tesztet alkalmaztunk az ANOVA teszt utan.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Allatok test-, és szervtomegének valtozasa

A moderalt testedzés molekularis szintli hatdsainak ¢és a nemek kozott megmutatkozé
kiilonbségek megfigyeléséhez vad tipust ndstény €s him C57BL/6 egerek egy héten keresztiil
futopados edzést végeztek. A kontroll csoport alacsony aktivitdson tartott ndstény és him
C57BL/6 egerekbdl allt. Az allatok testtomegét termindladsukat megeldzden, az egyes szerveik,
mint a m. quadriceps femoris, az agy és a sziv tomegét pedig azt kovetden mértilk meg az
esetleges kiilonbségek megfigyelésének érdekében. A testmozgas hatdsara nem kovetkezett be
statisztikailag szignifikdns véltozds sem az allatok szerveit, sem a testsulyukat illeten.
Azonban a csoportunk altal mar korabban észrevett tendencia, ami szerint a ndstény egerek
agya szignifikdnsan nagyobb tomegl, mint a him egereké, ebben az esetben is megfigyelhetd

volt (2. abra).

A Testtémeg B Combizom tomege
35 250
30 I 200 1
= 25 g
=2 E 150
P 2 P
£ 15 £ 100
< 10 2
50
5
0 0
Kontroll Futtatott Kontroll Futtatott Kontroll  Futtatott = Kontroll Futtatott
Him Ndstény Him Ndstény
C Agy tomeg D Bal Kamra Tomege
*
480 160
470 140
B 460 - 1% I
< 450 £ 100
& 440 a0 80
:g £ 60
2 430 2 40
420 20
410 0
Kontroll Futtatott = Kontroll — Futtatott Kontroll  Futtatott = Kontroll — Futtatott
Him Ndstény Him Ndstény

2. abra: Szerv- és testtomeg valtozas 1 hét futast kovetden
A diagrammon a kontroll és a testedzést végzo egerek test- (A), vazizom (m. quadriceps femoris) (B), agy (C)
¢és bal kamra (D) tomegeinek atlaga +SEM értékei lathatoak. Két-utas ANOVA teszt, Szignifikancia: *p<0,05,

egyedszam/csoport: n=6, 6ssz. egyedszam: n=24.
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4.2. Vérvizsgalati eredmények

A bal kamrabol vett artérids vérmintak eredményei alapjan az allatok fiziologias
valtozésait, vagyis az allatok testmozgéashoz vald adaptacidjanak mértékét vizsgaltuk. A
hematokrit és a hemoglobin érték a futast kovetden mind két nem esetében novekedést mutatott,

azonban csak a ndstények esetében érte el a statisztikailag relevans szintet (3. abra).

A Hemoglobin B Hematokrit ,

16 * 45

14 I $ 40 =
12 ~ 35
3 10 2 30
C: 8 225
o) £ 20
T 6 215
Q ©

4 £ 10

2 L 5

0 0

kontroll futtatott kontroll futtatott kontroll futtatott kontroll futtatott
him ndstény him ndstény

3. abra: A vér hemoglobin és hematokrit értékei egy hét testmozgast koévetoen
Az allatok vérparamétereit véranalizator segitségével az utolsé edzést kovetden megmértiik. Szignifikans
novekedést a testmozgast végzé ndstények hemoglobin (A) és hematokrit (B) értékei mutattak a kontroll
csoporthoz képest. A diagram a csoport atlag = SEM értékeit mutatja. Két-utas ANOVA teszt, szignifikancia szint:
*p<0,05, egyedszam/csoport: n=6, dssz. egyedszam: n=24

A szakirodalmi adatok azt mutatjak, hogy a hematokrit érték, vagyis a vér sejtes
eleminek aranya a teljes vértérfogathoz képest megemelkedik fizikai aktivitas soran. Ugyanis
testmozgas kozben a fokozott verejtékezésnek, levegdvételeknek és ozmotikusan aktiv anyagok
extracellularis térben valé felhalmozodasdnak koszonhetéen a vérplazma viz tartalma
jelentésen lecsokken (Costill és mtsai. 1974). Az éltalunk hasznalt modell allatokra azonban a
verejtékezés és a lihegés nem jellemzé (Gordon, 2012), ezért valoésziniileg a vérplazma
folyadéktartalmanak csokkenése csak részben jarult hozza a megemelkedett hematokrit
értékhez. Szdmos kutatdsban a teljes vértérfogat és a plazmatérfogat kozvetleniil edzést
kovetéen mar emelkedést mutatott. A vordsvértest szintjében csak napokkal késobb kovetkezett
be novekedés, emiatt a hematokrit értékben az edzési periddus elején kisebb csokkenést
mutatott és csak par nappal késobb, a vorosvértestek adaptacioja hatdsara kezdett el emelkedni,

amely késébb egy Uj steady-state szintben allapodott meg (Sawka és mtsai. 2000).
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Ezen szakirodalmi adatokkal Osszevetve eredményeinket azt mondhatjuk, hogy a
ndstények hatékonyabban és gyorsabban kezdtek el alkalmazkodni az adott edzéstipushoz és
intenzitashoz, amelyet a megnovekedett hematokrit és hemoglobin szint is mutat, mint a him

egerek, amelyek szdmara kevésbé volt adaptiv ez a fajta edzéstipus és intenzitas.

4.3. Vazizomszovet vizsgalati eredmények

4.3.1. gPCR

Feltételeztilk, hogy a testmozgas kognitiv funkciora kifejtett hatadsat részben a
vazizomszovetbol kontrakcid hatasara felszabaduld miokinek kozvetithetik. Annak érdekében,
hogy tanulmanyozzuk ezen faktorok testmozgasra adott valaszat, az allatok m. quadriceps
femorisabol vett mintdinkon kvantitativ valos idejii PCR analizist végeztiink, amely soran
tobbek kozott a mionektint kodold Erfe, az irisin membrankotott propeptidjét kodolod Fndces és
a chathepsin b fehérjét kodold Ctsb géneket vizsgaltuk.

Erdekes modon, egy hetes futast kovetéen az allatok vazizomszovetében nem talaltunk
szignifikans novekedést miokinek génexpresszidjat illetden (4. &bra). Mivel egy korabbi
kisérletiinkben harom nap edzést kovetden az Erfe gén szintjében ndvekedést tapasztaltunk,
elképzelhetdnek tartjuk, hogy az allatok az egy hetes edzési periddus végére adaptalodtak
annyira testmozgashoz, hogy nem lathatunk génexpresszids szinten eltérést. Ugyanakkor
fehérje szinten még lehetnek kiillonbségek a csoportok kozt. Ennek a felderitéséhez tovabbi,

fehérje szintll vizsgalatok sziikségesek.

A vazizomban létrejove génexpresszios valtozasok egy hét futas hatasara

250
8
N __ 200
S
Qo x~ 150
X O
e 8
e § 100
> 5
T so ii
: .
e 0

rfe Fndc5 Ctsh -6 l-16 TNFa Cde8
B Him H Ndstény

4. abra: A miokinek és gyulladasos faktorok génexpressziojanak relativ valtozasanak
vizsgalata qPCR analizissel
Az oszlopdiagrammokon a vazizomban (m. quadriceps femoris) futas hatdsdra bekovetkezd relativ
génexpresszids valtozasokat abrazoltuk szdzalékban kifejezve (%), ahol kontroll allatok értéke =100%. A
diagrammon a csoportok atlag = SEM értékeit lathatoak. Szignifikancia szint: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;

egyedszam/csoport: n=6; dssz. egyedszam: n=24
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Azonban az [/-6 citokin génexpresszidjaban szignifikans csokkenést figyeltiink meg a
futdedzést végzd ndstények vazizomszovetében a kontroll dllatokhoz képest. Habar a testedzés
aktivalja az /-6 gén expresszidjat az izomban (Keller és mtsai. 2001) és fehérje szintje is
exponencialis novekedést mutat, edzés végeztével ezt gyors csokkenés kovetheti, amely
szakirodalmi adat a mi eredményeinkre is magyaréazatul szolgélhat (Steenberg és mtsai 2000).
Az interleukin-6 alapvetden pro-inflammatorikus citokinként van szamontartva, ellenben az
izombol felszabadulo formajanak olyan anti-inflammatdrikus hatdsokat tulajdonitanak, mint a
TNFa pro-inflammatorikus citokin termelddésének gatlasa (Benatti és Pedersen 2015). A
testmozgast végzod himek esetében megfigyeltiik a Tnfa génexpresszios szintjének szignifikans
csOkkenését. Amennyiben azt feltételezziik, hogy az IL-6 szintje ténylegesen megemelkedett a
futdedzés alatt, amely szakirodalom szerint gatld hatassal bir a Tnfo kifejezddésére, akkor ez a
valtozés potencialis magyarazatként szolgdlhat a Tnfo génexpresszids szintjében megfigyelt
csokkenésére (4. abra).

Az esetleges gyulladds monitorozasanak érdekében a Cd68 makrofag marker
génexpresszios szintjét is megvizsgaltuk. A ndstények esetében nem taldltunk valtozast a
kontroll csoporthoz képest. Ezzel szemben a testmozgést végzd him allatok vazizom szdvetében
kozel kétszeres novekedést tapasztaltunk, amely utalhat a testmozgas altal kivaltott szoveti

sériilés hatasara kialakuld makrofag infiltraciora (4. abra).

Génexpresszios valtozasok a vazizom mintakban 1 hét futas hatasara

W
~0
[}
Pt 1400 s e
< 1200
0
™ 1000
¢ = 800
5 &
x 600
[~
o 400 * *
= 200
5 0 i M - M Bl =
o .
Hsp70 Hsp25 aB-crystallin HspB8

B Him H Nostény

5. abra: A hosokkfehérjék génexpressziojaban bekovetkezo relativ valtozasok vizsgalata

qPCR technikaval
A vazizomszovetben a hdsokkfehérjék génexpresszidjanak valtozasait qPCR-al azonositottuk. A kontroll
csoporthoz képest 1étrejovo relativ génexpresszios kiillonbségeket szazalékban fejeztiik ki (kontroll csoport =
100%). A csoportok atlag+SEM értékeit abrazoltuk. Szignifikancia szint: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;

egyedszam/csoport: n=6, 06ssz. egyedszam: n=24
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A fizikai aktivitds hatasdra kialakuld sejtszintli stresszvalasz megfigyeléséhez a
hésokkfehérjék expresszids szintjében bekovetkezd valtozasokat vizsgéaltuk (5. ébra). A
kismolsulyt hésokkfehérjék koziil a Hspb8, Hsp25, és az aB-crystallin-t kodold Cryab gének,
a HSPA csaladbol pedig a Hsp70 gén transzkripcids aktivitasat kovettiik nyomon (5. abra). A
vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a HSPB csaladba tartozo fehérjék koziil mind a Hsp25,
mind Cryab gén expresszidja szignifikdnsan megndvekedett a futdedzést végzo himek vazizom
mintdjaban a kontroll csoport értékéhez képest, mig a ndstények esetében nem figyelhettiink
meg ilyen valtozast. A testmozgasra valaszul a Hsp70 gén expressziojaban pedig tobb mint
tizszeres emelkedést tapasztaltunk a him allatok esetében a kontroll csoporthoz képest, mig a
néstényekben megfigyelhetd kisebb mértékii emelkedés nem érte el a statisztikailag
szignifikans szintet.

A makrofdg marker és a stresszfehérje gének expresszidjanak nagyobb mértékii
novekedése a him allatok izomszovetében akar futds hatasara kialakuld szoveti sériilésre is
utalhat, szemben a ndstényekben megfigyelhetd kisebb mértékli valtozasokkal. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a kisérletiinkben haszndlt tipust és intenzitasu

testmozgés a himek szaméra nagyobb megerdltetéssel jart, mint a ndstények esetében.

4.3.2. Western-blot vazizomszévet

A génexpresszioban megfigyelt valtozasok megerdsitésének érdekében Western-blot
analizist végeztiink. Vizsgalataink soran els6sorban arra voltunk kivancsiak, hogy a him allatok
izomszovetében a HSP-ket kodold gének expresszidjaban megfigyelt emelkedést fehérje
szinten milyen valtozasok kisérnek.

A western-blot eléhivas sordn késziilt képeken (6. abra) jol lathat6, hogy a HSPB
csaladba tartozd konstitutivan termelddé HSP25 és aB-crystallin (CRYAB) esetében a
génexpresszioban mért novekedést a fehérjék kifejez6désében is megfigyelhetjiik. A him
allatok mintain végzett vizsgalatok soran a CRYAB fehérje szintjében jelentds, tizenhétszeres,
a HSP25 szintjében hét és félszeres ndvekedést figyeltiink meg a testmozgast végzd allatok
mintdiban a kontrollcsoporthoz képest, amely a génexpresszioban megfigyelt valtozdsokhoz
képest joval nagyobb mértékii. A ndstények mintdiban mig génexpresszids szinten nem
tapasztaltunk szignifikans novekedést, addig a fehérjék vizsgalatakor mind a CRYAB, mind a
HSP25 szintje kb. négyszeresére emelkedett, amely novekedés statisztikailag szignifikdnsnak
bizonyult.

A vézizomszovetben a konstitutivan nem, csak stressz hatasara expresszalodo HSP70

fehérje szintjében csak a him allatok mintdiban mértiink novekedést, amely a Hsp70
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génexpresszidjaban latott ndvekedéshez hasonldan itt is kozel tizszeresére emelkedett. A
HSP70 szintje a testmozgast végz6 ndstény, €s kontroll allatok mintdiban elhanyagolhato.

A testmozgas hatdsara bekovetkezd génexpresszids valtozdsokban megfigyelt nemi
kiilonbségeket fehérje szinten is igazoltuk, amely megerdsiti a feltételezést, hogy a him egerek

szervezetére a végzett testmozgds intenzitdsa sokkal nagyobb stresszt gyakorolt, mint a

néstényekére.
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6. abra: Az aB-CRSYTALLIN, HSP25 és HSP70 fehérjék vizsgalata Western-blot
modszerrel
A digitalizalt membranképen kontroll néstények és himek, illetve a futott néstények és himek vazizomszovet
mintaibdl izolalt fehérjék lathatoak (A). A diagrammon (B) a denzitometrias kiértékelés eredményei lathatoak,
amely a kontroll csoporthoz képest (=100%) testmozgas hatasara bekovetkezo relativ kiilonbségeket szazalékban
(%) kifejezett atlag +SEM értékeit abrazolja. Szignifikancia szint: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;

egyedszam/csoport: n=6; &ssz. egyedszam: n=24

4.3.3. Immunhisztokémiai festés

A him egerek vazizomszovetében fokozottan termelédé HSP25 és HSP70 fehérjék
sejten beliili lokalizacigjat is megvizsgaltuk fluoreszcens immunhisztokémiai festés
segitségével (7. éabra). Ennek eredményeképpen lathattuk, hogy a két fehérje eltérd
lokalizacioval rendelkezik az izomsejteken beliil, azonban a sejtmembran koriil mindkettd
jelenléte megfigyelhetd. A HSP70 fehérje lokalizacidja a vazizomsejtekben foként a sejthartya
és a citoszkeleton koriil koncentralodott. Ekdzben a HSP25 olyan pont-szerii elrendezddést
mutatott, amely leginkabb sejtmagok kdrnyékén és a sejtek hataran volt megfigyelhetd, de

jelenléte citoplazma teriiletén is detektalhato.
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abra: a hsp2S5 és a hsp70 expresszios mintazata vazizomszovetben

A hosokkfehérjék vazizomsejten beliili lokalizacidjanak megfigyelésének érdekében  fluoreszcens
immunhisztokémiai festést alkalmaztunk him allatok m. quadriceps femoris mintain 1 hét futast kovetéen. A

HSP70 fehérje zolddel, a HSP25 narancssargaval a sejtmagok pedig kékkel jelolten lathatdak.

Megfigyelésiinket magyarazhatja, hogy a sejt védelmének érdekében stressz hatisara a
HSPB csaladba tartoz6 fehérjék jellemzden a sejtmembran, a citoplazma illetve a nukleusz
kozelébe transzlokalodnak (McClaren & Isseroff, 1994; Sun & MacRae, 2005). A HSP70 pedig
a citoszkeletont alkoté mikrotubulusokhoz és intermedier filamentumokhoz valo koétédésével,
illetve a sejtmembrant stabilizalo funkcioi révén tAmogatja a sejt tulélését stressz koriilmények

kozott (Balogi és mtsai., 2019; Liang & MacRae, 1997).

4.4. Agyszovet vizsgalati eredmények

A testmozgas kognitiv funkciokra kifejtett pozitiv hatasainak felderitéséhez az egy hét
futds hatdsara bekdvetkezd génexpresszids valtozasokat a hippokampusz teriiletén is
megvizsgaltuk qPCR analizis segitségével. Szakirodalmi adatok a futas hatasdra memoria
funkcidkban 1étrejott fejlodést a Bdnf kifejezodésének fokozddasaval hozzak parhuzamba,
amely expresszidjat a vazizombdl felszabaduld miokinek is aktivalhatjak kiilonboz6 jelatviteli
utakon keresztiil (Pedersen, 2019).

Az éllatok agyszovetén elvégzett qPCR tesztek soran glia aktivacids markerek koziil az
ionizalt kdlcium-k6té adaptor molekula 1-t (/bal) és a glidlis fibrillaris savas fehérjét (Gfap)
kodolo gének, a neurogenezis karakterizalasdhoz pedig a doublecortin (Dcx) gén kifejezodését
vizsgaltuk. Tovabba kivancsiak voltunk a neurotréf faktorokat kédold gének koziil a Bdnf
expressziojaban 1étrejovo valtozasokra, mivel a vazizomszovet mintdkban nem tapasztaltunk
novekedést a miokinek génexpressziojat illetden. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
testmozgasra valaszul a Bdnf expresszidja szignifikansan megnovekedett a hippokampuszban

a kontroll csoporthoz képest, és ezt a valtozast mind a két nemben egyarant megfigyelhettiik.
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8. abra: Relativ génexpresszié valtozas a hippokampusz teriiletén
A hippokampusz mintdkon qPCR segitségével a relativ génexpresszidos valtozasokat vizsgaltuk. Az
eredményeinket szazalékban kifejezve abrazoltuk, ahol kontroll allatok értéke = 100 %. A diagrammon a
csoportok atlag + SEM értékeit abrazoltuk. Szignifikancia szint: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

egyedszam/csoport: n=6, §ssz. egyedszam: n=24

Ezenfelil a Hsp-k génexpresszids aktivitasanak valtozasaira is kivancsiak voltunk,
ugyanis a proteinhomeosztazis fenntartasaval fontos szerepet jatszhatnak az agy egészségének
kialakitasaban és megdrzésében, igy csokkentve a neurodegenerativ betegségek kialakuldsanak
valdszinliségét (Toth és mtsai., 2015). Kisérletiink soran a Hsp70, Hsp25, Cryab és glikoz
szabalyozott protein 78 fehérjét kodold Bip gének transzkripcios aktvitas valtozasara voltunk
kivancsiak. Egy hét futds hatasara csak a HSPB csaladba tartozo Hsp25 gén expresszidjanak
novekedése érte el a statisztikailag relevansnak tekinthetd szintet, ezt a ndvekedést mind himek
mint néstények esetében megfigyelhetjiik.

Feltételezhetd tehat, hogy a hippokampusz mintakban megfigyelt génexpresszids
aktivitas novekedés a BDNF és a HSP25 fehérjét kodolo gének esetén hozzajarulhat azokhoz a

jotékony hatadsokhoz, amelyet a testmozgas gyakorol a kognitiv funkciokra.
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5. Osszefoglalas

Csoportunk korabbi kisérlete soran megfigyelte, hogy a rendszeres testmozgast végzo
ndstény egerek térbeli memoria funkcidi szignifikans javulast mutattak a futdoedzést nem végzo
kontroll csoporthoz képest, mig him &llatokban nem fedeztek fel ilyen jellegli valtozast.
Munkénk soran e jelenség magyarazataul szolgaldo molekuléris folyamatok felderitését tliztiik
ki célul. Egyrészt kivancsiak voltunk arra, hogy a kognitiv funkciokban tapasztalt javulas
milyen molekulak kozvetitésével jott 1étre a testmozgast végzd egerekben. Masrészt a nemek
kozt megfigyel kiillonbség hatterében allo folyamatokat szerettiik volna feltdrni. A kérdések
megvalaszolasdnak érdekében him és ndstény C57BL/6 egerek moderalt intenzitast futopados
edzést végeztek egy héten keresztiil. A kontroll csoport allatai nem végeztek semmilyen tipusu
kényszeritett testmozgast.

A korabbiakban ismertetett edzési protokoll befejezését kovetden feljegyeztiik az allatok
test-, illetve egyes szerveinek tomegét, amelyekben nem tapasztaltunk szignifikdns véltozast a
futds hatdsara. Az edzés hatdsara bekovetkez6 fizioldgiai valtozasokat vérvizsgalati tesztekkel
is megvizsgaltuk. A testmozgast végzd ndstény egerek megndvekedett hematokrit ¢és
hemoglobin értékeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a ndstény allatok hatékonyabban
alkalmazkodtak az adott edzés tipushoz.

Annak érdekében, hogy a génkifejezddés kiilonboz6 szintjein edzés hatasara létrejott
valtozasokat megvizsgaljuk, az allatok terminaldsat kovetden eltdvolitott m. quadriceps femoris
¢s hippokampusz mintakbol totaIRNS-t és fehérjét izolaltunk. Szakirodalmi adatok alapjan
feltételeztiik, hogy legalabb részben, a miokinek és a hdsokkfehérjék allnak a megfigyelt pozitiv
hatasok mogott, ezért foként ezen molekulacsoportok génexpresszids valtozasait vizsgaltuk
qPCR analizis segitségével. Varakozasainkkal ellentétben a testmozgast végzo allatok vazizom
mintdin végzett vizsgalatok sordn nem taldltunk novekedést a vizsgalt miokinek
génexpressziojanak aktivitdsdban. Feltételezziik, hogy az éallatok egy hét alatt adaptalodtak az
edzés intenzitdsdhoz, ami kovetkeztében ekkora a miokinek expresszalodasanak mértéke is
lecsokkent. Azonban a hippokampusz mintdkon végzett vizsgdlataink azt mutatjak, hogy
testmozgas hatasdra mind a két nemben egyarant megemelkedik a Hsp25 és Bdnf gének
transzkripcids aktivitdsa. Ezen molekuldk fokozott jelenléte a hippokampusz teriiletén,
neuroprotektiv és szinaptikus plaszticitast tdmogatd tulajdonsagaiknak koszonhetden,
hozzajarulhat a memoria funkcidk javuldsdhoz (Toth és mtsai.,, 2013; Vaynman, Ying, &
Gomez-Pinilla, 2004). Egy masik kutatds soran hasonl6 kisérleti felallasban, 5 nap dnkéntes

testmozgast kovetden Sprague-Dawley patkanyok térbeli memoria funkcidiban megfigyelt
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javulassal egylitt a hippokampalis Bdnf mRNS szintjének novekedését is detektaltdk. Ez a
tanulmany az els6 kozvetlen bizonyitékot szolgaltatta arra, hogy a testmozgas a BDNF
szintjének fokozasaval is hozzdjarul a kognitiv funkciok javuldsdhoz (Vaynman, Ying, &
Gomez-Pinilla, 2004). Az altalunk is megfigyelt génexpresszios valtozasok a hippokampusz
teriiletén tehat magyarazatul szolgéalhatnak a testmozgas kognitiv funkciokra kifejtett jotékony
hatéséra. Ezzel szemben a memoria javulasanak mértékében mért nemi kiilonbségre nem adnak
magyarazatot, ugyanis mindkét nemben kozel egyenldé mértékii novekedés volt megfigyelhetd.
fgy a kiilonbség lehetséges okainak felderitéséhez tovabbi vizsgalatokat végeztiink.

A korabbiakban emlitett vérvizsgalati eredmények azt mutattak, hogy mig a néstények
gyorsan adaptalodtak a testmozgashoz, addig a himek fiziologias értékei egy hét edzés utan
még nem mutattak szignifikans valtozast. Ezért megvizsgaltuk, hogy a gyulladasban, sejtszinti
stresszvalaszban létrejonnek-e olyan nemi kiilonbségek, amelyekbdl arra kovetkeztethetnénk,
hogy a himek szdmara megerdltetobb volt a végzett testedzés tipusa és intenzitasa. A qPCR
vizsgalat eredményei alatdmasztottak a felvetésiinket, ugyanis a vizsgalt hdsokkfehérjék koziil
a Hsp70, Hsp25 ¢és a Cryab gének expresszidjaban, illetve a Cd68 makrofag markergén
kifejezddésében jelentds novekedést csak a him allatok vazizom mintdiban figyeltiink meg.
Ndstény allatok vazizomszovetében futas hatdsdra nem fokozddott szamottevéen a Hsp-k
expresszioja. Eredményeinket western-blot analizissel is megerdsitettiik, a hdsokkfehérjéket
kodold gének fokozott aktivitasa tehat nem csak az mRNS, hanem a kifejez6dott fehérjek
szintjében is nyomon kdvethetd. Az immunhisztokémiai festés segitségével lathatova tett
expresszios mintdzatuk is mutatja, hogy a kifejez6dott HSP-k sejt védelmének érdekében a
sejtmembran, a citoplazma és a sejtmag kornyékére transzlokalddtak.

Eredményeink alatamasztjak, hogy testmozgas hatasdra megemelkedik az agyban egyes
hésokkfehérjék illetve neurotrof faktorok expresszidja, ami korabbi irodalmi adatok alapjan
hozzajarulhat a rendszeres edzés neurodegenerativ betegségeket megel6z0 hatasahoz.
Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy a kisérletiinkben alkalmazott kdzepes intenzitasu
futdopados edzés a him allatok szamara megerdltetobb, mint ndstény allatoknak. A him allatok
vazizom mintdiban mérhetd magasabb szintii hésokkfehérje és makrofag marker gén expresszid
ugyanis szoveti sériilésre utalhat, amit ndstény allatokban nem figyeltiink meg. Feltételezhetd,
hogy a korabbi kisérletiink sordn a 7 honapig tartd futdedzés a him egerekben tuledzettséghez,
kronikus gyulladas kialakuldsahoz vezethetett, amely elnyomta a testmozgas agy egészségére
gyakorolt jotékony hatdsait, emiatt nem volt megfigyelhetd memoria javulés a himek esetében.
Ezzel szemben a néstények valdsziniileg konnyebben adaptalodtak az adott testmozgéashoz, igy

benniilk nem alakult ki tartdés stresszvalasz és szabadon kifejezOdhetett a futds hatdsara
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aktivalédo fehérjék memoria javitd hatasa. Megfigyeléseink egybevagnak azon korabbi
eredményekkel, amelyek szerint az aerob tipusi edzés hatékonyabban javitja a kognitiv
funkciokat id6s6d6 ndkben, mint férfiakban. Ez egyuttal felhivja a figyelmet az edzésforma ¢és
-intenzitas személyre szabasanak fontossagara, hogy a testmozgas valoban hatékony megoldas

legyen agyunk egészségének fenntartasaban.
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Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott (Koltai Zséfia) nyilatkozom, hogy a 37. TDK-ra benyujtott (Nemi
kiilonbségek az izom- és agyszovetben termelédé miokinek és hosokkfehérjék
expressziojaban egy hét futist kovetéen) cimili palyamunkdmban leirtak esetében az alabbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:
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