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1. Bevezetés

Szamos megfigyelés igazolja, hogy az Oregedés sordn a szervezet és igy a
kozponti idegrendszer is, veszit a funkciondlis rezerv kapacitdsaibol, melynek
kovetkezményeképp megnd a kiilonbozé mértékii demencidk €s neurodegenerativ
betegségek incidencidja. 1d6sddd tarsadalmunkban igy a prevencid illetve az agy
egészséges Oregedésének tdmogatasaaz egészségtudomanyok egyik fO irdnyvonalava
valt.

Az utobbi években bebizonyosodott, hogy az Osztrogén igen pozitiv hatdssal van az
oreged6 agyra (Dumitriu et al., 2010, Henderson, 2010). Ennek ellenére az Gsztrogén-
potlo terapia potencialis mellékhatasai miatt egyelére nem bizonyult globalis
megoldasnak az idOskori egészségmeglirzésében. A gydgyszeripari kutatasok pedig még
nem talaltak megfeleld Osztrogén-analogo(ka)t. De mivel a szteroid hormon
hatdsmechanizmusa jol ismert az agyban, a kisérletes Osztrogén-kezelésmegfeleld
modellként szolgalhat hasonlé hatassal biré farmakonok és nem gyogyszeres modszerek
kifejlesztése szempontjabol.

Munkam soran az Osztrogénkezelés és a mozgas-tréning agy Oregedésére kifejtett
hatasait vizsgaltam allatkisérletekben. Célom volt a fizikai tréning és az Osztrogén
kezelés neuropszichologia és neurofiziologiai hatasainak Osszehasonlitisa annak
érdekében, hogy informaciot kapjunk arrol, hogy a mozgasterapia kiegészitheti-e illetve
helyettesitheti-e az 6sztrogén terapiat menupauzaban.

Vizsgalataimat kiilonbozo ¢€letkort, idds és id0s6dd ndstény patkdnyokon végeztem a
kezelések  életkor-fliggd  hatdsainak  megéllapitasa  céljabol. A kognitiv
teljesitményértékelésemellett célom volt az Osztrogén ¢és a fizikai aktivitas
hatasmechanizmusaban szerepet jatszo neuronalis jeldtviteli utvonalak vizsgalata,
valamint egyes szinaptikus plaszticitisban szerepet jatsz6 markerek mérése.
Allatkisérletes modellben az egész ¢életen 4t tartd folyamatos mozgis tréning
idegrendszeri hatasait is vizsgaltam. A Kkutatas kiemelkedé fontossagu, hiszen eddig
nem tanulmanyoztak, hogy az élethosszig tartd fizikai aktivitds hogyan befolyasolja
neurotrofikus/neurogenetikus faktorokat, kolinerg rendszert, és az energia valamint
redox egyensuly fenntartasaban szerepet jatszo6 molekulakat a neuronokban.Mivel a
vizsgalatban him allatokat treniroztam, lehetéségem volt tanulmanyozni, hogy a fizikai

aktivitas befolyédsolja-e az 0sztrogén szignalizacids utvonalat him patkanyok esetén is.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Oregedés, az agy oregedése

Az utdbbi évtizedekben jelentés demografiai valtozasok torténtek, a fejlett
orszagokban; az id0s populacidé nagysaga jelentésen megnovekedett. Hazankban
jelenleg a népesség 14%-a 65 év feletti lakosbol all. Az OECD 2009-es Health at
Glance tanulmanyaban ravilagit arra, hogy 2050-re a 65 éven feliili népesség nagysaga
megduplazodik az OECD orszagokban (Healthat a Glance 2009: OECD Indicators ©
OECD 2009). Hazankban is megfigyelhetd az id6s korosztaly ndvekedésének
tendencidja, mely jelentds gazdasagi, egészségiigyi €s szocidlis kovetkezményekkel jar.
Ezért az ’egészséges Oregedés’, azaz a korral jaré degenerativ elvaltozasok potencialis
prevencidja valamint a kognitiv és fizikalis képességek megdrzése a népegészségligy €s
a humankineziologia egyik legfontosabb feladatava valt.

Oregedés sordn a szervezetalkalmazkodo-, és ellenalld képessége csokken,
fokozatosan elveszti kapacitasat, hogy ellenalljon a fizikai és kdrnyezeti stresszoroknak
¢és betegségeknek. A folyamat hatterében komplex bioldgiai valtozasok allnak, melyek
koziil az agyat érintd hatdsokat szeretném bemutatni disszertaciomban.Az oregedd
agyban a kor eldrehaladtaval jelentds strukturalis és funkciondlis valtozasok mennek
végbe (Grady and Craik, 2000, Baquer et al., 2009). A korral csokken az agy tomege, az
idegsejtek atrofidja és pusztulasa figyelhetd meg a neocortexben (Tang et al., 1997), a
hippokampuszban (Simic et al., 1997) ¢és a cerebellumban (Nairn et al., 1989). Emellett
a szerv vérellatasa, (Riddle et al., 2003) és a szinaptikus denzitas (Morrison and Hof,
1997) is csokken. Szamos, az immunvalaszban, energia metabolizmusban, szignal
transzdukcioban  valamint a szinaptikus plaszticitasban, redox egyensuly
fenntartasabanszerepet jatszogénexpresszidja is megvaltozik (Lu et al., 2004) a kor

elorehaladtaval.

A vizsgalatom kozéppontjaban a hippokampusz (1.abra) Oregedése all. A
hippokampusz a limbikus rendszer része, és a térbeli tanulasban valamint az epizodikus,
deklarativ memoriaformalasban vesz részt. Emellett szerepet jatszik az emocionalis és
teriilettel is kapcsolatban van. A ventrdlis hippokampusz kapcsolatban all a

rostromedialis entorhinalis cortexszel, prefrontalis cortexszel, az amygdalaval ¢s a

11
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nucleus accumbens-szel. A dorsalis hippokampusz afferens rostjai a lateralis és
caudomedialis enthorhinalis cortexbdl erednek, efferens rostjai pedig adorsalis lateralis
szeptumba és a corpus mammilareba projektalnak. A két régionak eltérd funkcioja van,
az elobbi az érzelmek kialakitasaért felelds, az utobbinak pedig a memoridban ¢és a

tanulasban van szerepe.

Patkdny fél hippokampuszdnak vdzlata (dorsalis metszet)

A hippokampusz régiéi: CA1=Cornu Ammonis 1, CA2= Cornu Ammonis 2, CA3=

Cornu Ammonis 3, DG=Dentate Gyrus

A hippokampuszban is jelentds strukturalis valtozdsok mennek végbe a kor
elérehaladtaval. A hippokampuszban csokken a neurogenezis (Kuhn et al., 1996)
valamint a dentrit tiiskék szama (Kawaguchi et al., 1995). Oregedés soran csokken a
hippokampusz volumene is (Convit et al., 1995), axonalis degeneracio 1ép fel(von
Bohlen und Halbach et al.,, 2006), csokken a gyrus dentatusba (DG) innervalo
noradrenerg és dopaminerg rostok szama (Ishida et al., 2000) valamint degeneralodnak
a hippokampuszba projektaldo kolinerg rostok is (Gilad and Gilad, 1987).Mivel a
kolinerg palyak részt vesznek a kognicidban, degenericidjuk memoria- és tanuldsi
képességek csokkenéséhez vezet (Lippa et al., 1980).

Neurodegenerativ betegségekben is csokken a kolin kiaramlasa és visszavétel a

szinapszisokban valamint megvaltozik az acetilkolin receptorok expresszidja IS
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(Picciotto and Zoli, 2002). Alzheimer kérban a kolinerg neuronok nagymértékii atrofiaja

figyelhet6 meg amely a memoria és figyelmi funkciok hanyatldsdval parosul
(Weinstock, 1995, Schliebs and Arendt, 2011).

Az egyik legelfogadottabb Oregedési elmélet alapjan a felsorolt degenerativ
valtozasokért -tobbek kozott- dontéen az oxidativ stressz — altal eldidézett hatasok

tehetdk feleldssé (Finkel and Holbrook, 2000).

2.1.2 A szabadgyikik szerepe

Aerob koriilmények kozott a termindlis oxidacio soran az oxigén a mitokondriumban
vizzé redukaldédik. Az oxigén molekuldk 1-2%-a elektron redukcion esik at, és
parositatlan elektronnal rendelkezd,- €s épp ezért igen reaktiv- szuperoxid aniont képez
(O2). Tovabbi elektron leadassal a szuperoxidbol hidrogénperoxid (H20;) keletkezik
(Chance et al.,, 1979). A Fenton reakci6 soran a H,O,-bdl OH’szabadul fel, amely
szuperoxid anionhoz ¢és a hidrogén peroxidhoz hasonldan reakcioba Iéphet a
sejtalkotokkal. A szuperoxidot a sejtben szuperoxid diszmutaz enzim (SOD) eliminalja.
A Hy0,-bdl a katalaz (CAT) és gluatation peroxidaz (GPX) enzimek altal katalizalt
reakcioban viz képzddik. Az enzimatikus atalakitas mellet a reaktiv oxigén gyokok
eliminalasa torténhet nem enzimatikus Uton is, amelyben egyes gyokfogo un.
antioxidans vegyiiletek vesznek részt (pl. C és E vitamin, karotinoidok).

Fontos megjegyezni, hogy a reaktiv oxigén gyokok szamos biologiai szereppel birnak
(Droge, 2002), karos hatasaik akkor jelentkeznek, ha a fiziologiasnal magasabb
koncentracioban vannak jelen a sejtekben. A kor elérehaladtaval csokken az antioxidans
rendszer kapacitasa, igy né az oxidativ sériilés mértéke, amely a sejtalkotok és a
sejtfunkciok karosodasaban nyilvanul meg (Gemma et al., 2007). A DNS-ben fellépd
oxidativ kérosodds mutdcidkhoz vezet, amely tokéletlen fehérjeszintézist, hibas
fehérjéket illetve sejthalalt eredményezhet. Az oxigén gyokok a mitokondriumot is
karositjak, membranlipidjei peroxidativ modifikacion mennek keresztiil, amely a
mitokondrialis diszfunkciot idéz elé (Finkel and Holbrook, 2000). A komplex IV
kapacitasanak csokkenése nagyobb elektron kiszivargassal és tobb szabadgydk

képzddéssel jar.
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A kutatok kimutattdk, hogy Oregedés sordn a neurondlis sejtmagokban ¢és
mitokondriumokban is né a DNS sériilés biomarkerének a hydroxy-2'deoxiguanozin (8-
OHAG) mennyisége (Richter et al., 1988). A mitokondrialis DNS kiilonosképp érzékeny
az oxidativ stresszre, mivel nem rendelkezik a hiszton fehérjék védelmével és a DNS
repair mechanizmusaval. Szdmos neurodegenerativ betegségben, mint példaul
Parkinson korban és Alzheimer kdérban mutattdk ki a mtDNS mutdciok novekedését
(Ikebe et al., 1990, Corral-Debrinski et al., 1994).

A DNS-t és a génexpressziot érintd valtozasok mellett a fokozott lipidperoxidacio €s a
fehérje oxidacio is hozzajarul az agy 6regedésének molekularis folyamatahoz (Montine
et al.,, 2002). A lipid peroxidacd kovetkezményeképp sériilnek a glutamat és gliikkoz
transzporterek, ami az ion és energiahaztartas diszregulaciéjahoz vezet (Mattson, 1998).
1d6s patkanyok agydban megfigyelték, hogy nem pathologias 6regedés sordn is csokken
a gliikkozfelvétel a neuronokban az agy egyes teriiletein (Patel and Brewer, 2003). A
glikozmetabolizmus  megvaltozasa  Alzheimer kor neuropathologiajahoz  is
bizonyitottan hozzajarul (Cunnane et al., 2011).

A fehérje oxidacio soran karbonil szdrmazékok jonnek létre az aminosav lancokon,
valamint keresztkotések szaporodnak fel a molekulan beliil. Kovetkezésképpen
megvaltozik a fehérjék hidrofobitasa és szerkezete, igy azok tobbé nem képesek ellatni
fiziologias funkcioikat (Stadtman, 2006). Idés patkanyok hippokampuszaban a
karbonilalt fehérjék mennyiségi novekedését irtdk le, amely a tanulasi képességek
csokkenésével korrelalt (Nicolle et al., 2001).

A fiziologiailag inaktiv fehérjék eliminalasa a sejtben a proteaszom enzim-komplex
altal, valamint autofagias-lizoszomas ttvonalon kersztiil valosul meg. Oregedés soran
egyes agyteriileteken csokken a karosodott fehérjék protoszomalis valamint autofag
lebontasa (Gray et al., 2003), igy fehérje aggregatumok halmozddnak fel. A protein
plakkok szerepet jatszanak egyes neurodegenerativ betegségek kialakuldsaban

(Stadtman, 2001).

Fontos kihangsulyozni, hogy az agyi strukturak oregedésének molekularis folyamtatat, a
neuronokban akkumlalodo karosodas mértékét agenetikai adottsagok valamint szamos
mas endogén és exogén faktor befolyasolja (2. abra).

Bizonyos genetikai polimorfizmusok és mutaciok hajlamositanak kiillonb6z6

crer
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kaszkédokat indithatnak el. Alzheimer korban presenilin 1 €s az amyloid precursor
fehérje mutaciéi a neurotoxikus amyloid fehérje plakkok képzddését indukalhatjak
(Faghihi et al., 2004). Parkinson korban a synuclein (szinuklein) és parkin gének
polimorfizmusait illetve mutacioit mutattdk ki, mely a proteaszém altal medialt
fehérjelebontas diszfunkcidjat okozzak (Pankratz and Foroud, 2004). A kornyezeti
rizikofaktorok kozé sorolhatok a dohanyzas, toxinok és az UV sugarzas, melyek
gyokképzodést generdlnak és ezaltal megnovelik az oxidativ stressz mértékét a

neuronokban.

Az agy egészséges Oregedést tamogatd endogén ¢és exogén tényezOk koziil a
dolgozatomban az Gsztrogén hormon potlas és a fizikai aktivitds szerepét szeretném

kiemelni és részletezni.
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2. abra

Az agy oregedését befolyasolo tényezok szemléltetése

Az oregedés soran molekularis valtozasok lépnek fel az agyban, amelyek neurondlis
diszfunkciokhoz vezetnek, illetve megnovelik a neurodegenerativ betegségek
fellépésének valoszintiséget. A kognitiv és fiziologias funkciok romlasanak mértékét
illetve a neurologiai betegségek Kialakulasat szamos faktor befolydsolja. Egyes
kornyezeti és genetikai tényezok gyorsithatjak az agy éregedését, mig mas faktorok

mérsékelhetik az oregedés soran fellépo negativ valtozasokat.
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2.2. Osztrogén neurobiologiai hatasai

2.2.1 Az dsztrogeén

Az 6sztrogének szteroid hormonok, szamos élettani folyamatot szabalyoznak.A harom
biologiailag relevans forma (Osztradiol, Osztron, Osztriol) koziil a legaktivabb,
legjelentdsebb a 17B-0sztradiol (3. abra). Amellett, hogy fontos szerepet jatszik a
reproduktiv funkciok szabalyozasaban, tobb igen jelentds nem reproduktiv hatassal is
rendelkezik. Le Goascogne ¢és munkatarsai (1987) mutattak ra el0szor, hogy az
Osztrogén az agyban is szintetizalodik. A kutatdcsoport felfedezése ota intenziv kutatas
zajlik az Osztradiol idegrendszerre Kifejtett hatasainak megismerésének céljabol. A
szteroid hormon de novo koleszterolbdl szintetizalodik vagy tesztoszteronbol képzoédik

az agyban az aromataz enzim altal katalizalt reakcioban (Panzica and Melcangi, 2008).

3. abra

A 17B- osztradiol molekula térszerkezete

Az 6sztrogén hormonnak alapvetd szerepe van a kozponti idegrendszer fejlédésében és
az agy egyes terliletein megfigyelhetd szexudlis dimorfizmus kialakitdsdban. A
kilencvenes években kimutattak, hogy a hormon tobb, szaporodastdl fliggetlen agyi
funkciot is befolyasol (Keefe et al., 1994). A menopauza fellépésekor a gonadalis
hormontermelés megsziinése mellett a neuroszteroidok produkcidja is lecsokken az

agyban, amely szamos fiziologiai és pszichés tiinettel jar.
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2.2.2 Az dsztrogén hatdsa akognitiv képességekre

A menopauza bekovetkeztével a kognitiv valtozasok elsdsorban a téri és verbalis
funkciok tekintetében a leghangstlyosabbak. Romlik a verbalis memoria, verbalis
fluencia, a finom mozgasok szervezése valamint bizonyos tériképességek (Wolf and
Kirschbaum, 2002). T6bb allatkisérletes és humantanulmany szamol be arrdl, hogy
Osztrogén hianyos dallapotban illetve menopauzdban az Osztrogén terapialassitotta a
kognitiv funkciéromlast (Dumitriu et al., 2010, Bayer and Hausmann, 2011).
Ovariumirtott allatok Osztrogén podtlasa javitotta a teljesitménytliket vizi utvesztd é€s
passziv elharitdo tanuldsi tesztekben, valamint pozitivan befolyasolta az 4llatok
hatterében az 0Osztrogén Osszetett neurofiziologiai szerepe 4all, melyek kozil a

neurotranszmisszo, agyi plaszticitas és a neuroprotekcié szabalyozasat fontos kiemelni.

2.2.3 Az osztrogén hatdsa a szinaptikus plaszticitasra

Patkany hippokampuszanak CAl régiojaban kimutattak, hogy a szinaptikus denzitas a
proosztruszban legnagyobb és folyamatosan fluktual a ciklus soran az dsztrogén szinttel
parhuzamban (McEwen and Woolley, 1994). In vitro hippokampusz sejtkultaran is
megfigyelték, hogy az Osztrogénkezelés fokozza a dentrit tiiskék denzitasat (Blanco et
al., 1990). A hossza-tava 6sztrogén kezelés pedig a szinaptikus vezikulak szamat is
noveli a preszinaptikus térben (Xu and Zhang, 2006). A szinaptogenezis serkentését az
Osztrogén feltehetdleg egyes szinaptikus ¢és strukturfehérjék expresszidjanak
regulacidjan keresztlil éri el. Az Osztrogén befolydsolja a szinaptofizin, szintaxin,
szpinophilin  valamamint GAP-43 (growth-associated protein-43) fehérje gének
expressziojat az agyban (Brake et al., 2001).

Az 6sztradiol szabalyozza az NMDA és glutamat receptorokat is (Cyr et al., 2001). A
receptorok az un. hosszl tavi potenciacio (long-term potentiation, LTP) kialakitasaban
¢és fenntartasdban kiemelkedd fontossdguak. Az LTP a tanuldas és az hosszi-tavi
memoria modellje, hossza-tava fesziiltségmodusulds amelyben Ca” jonok és csatornak,

intracelluralis kinazok és transzkripcios faktorok vesznek részt.
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2.2.4 Az dsztrogén neuroprotektiv és antioxiddans hatdsa

A kutatok megfigyelték, hogy a nék agysériilést kovetden gyorsabban épiilnek fel, mint
a férfiak (Herson and Hurn, 2010). Ez a jelenség nagyrészt az Osztrogének
neuroprotektiv hatasanak tulajdonithatd. Agyi ischaemia esetén ugyanis az Osztrogén
jelenléte csokkenti a neuronok elhalasanak mértékét, az elhalt teriilet nagysagat (Yong
et al., 2005). Az 6sztrogén redukalja az excitotoxicitast és a gyulladasos folyamatokat is
az agyban (Stein, 2001, Wise et al., 2009). A hormon neuroprotektiv hatasat
pontos hatdsmechanizmus bemutatasira a disszertacid késobbi fejezetében keriil sor.
Oregedésben és egyes neurodegenartiv betegségek prevencidjaban igen fontos szerepet
tulajdonitanak az Gsztrogén antioxidans hatasanak is (Nilsen, 2008). A hormon képes
redukalni a lipid peroxidaciot (Vedder et al., 1999), protein oxidaciot (Telci et al., 2002)
¢és a DNS sériilés mértékét (Sierens et al., 2001). Kimutattak, hogy a néstény patkanyok
agyaban az ¢letkor eldrehaladtaval kisebb az oxidativ sériilés mértéke, mint a himekben
ndstények varhatdo magasabb atlagélettartamaval (Vina et al., 2005).

Az 0Osztrogén kozvetleniil valamint indirekt médon vesz részt a szabadgyokok elleni
védelemben. Egyrészr6l a szteroid molekula A’ gyiirijének 3-as szénatomjan
elhelyezkedd hidroxil csoportja révén kozvetleniil semlegesiti a reaktiv oxigén gyokoket
(Manthey and Behl, 2006). Masrészr6l a hormon nuklealis receptorain keresztiil is

kifejtheti antioxidans hatésat.
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2.2.5 Az dsztrogén hatasmechanizmusa

Az  Osztradiol  sajtmagi  és  membranban  elhelyezkedé alfa és  béta
tipusureceptorainkeresztiil fejti ki hatasit. Els6ként Pietras és Szego (1977) fedezett fel
Osztradiol-kotd receptorokat edometrium sejtek membranjaban. Feltételezték, hogy a
membran receptorok azonosak lehetnek a klasszikus magi receptorokkal, ugyanannak a
génnek a termékei. Schleger és munkatarsai feltételezése szerint az 6sztrogén receptor o
¢s P specialis membranstuktirdknak az un. kaveoldknak caveolin-1 fehérjéihez
kotédnek, melyekhez pedig tovabbi szignal molekulak asszocialodnak (Schlegel et al.,
2001). In vitro patkany cortikalis sejtjeinek membranjaban azonositottak egy, az ER a-
tol és B-tol strukturalisan eltéré ER-X-nek elnevezett receptort is (Toran-Allerand et al.,
2002), amely az ERK 1 és ERK 2 tirozin lancanak foszforilaciojat indukalja. Ez viszont
feln6tt allatban csak is ischemia-okozta agyi sériilés utan sikeriilt kimutatni (Toran-
Allerand et al., 2002).

Az ERa szubtipus génje a 6. kromoszoman mig a B tipus a 14. kromoszoéman
helyezkedik el (Enmark et al., 1997). Mindkét receptor protein rendelkezik ligand ko6td
domainnel, DNS k&té doménnel és két transzkripcios aktivitasért felelds doménnel (AF-
1, AF-2) (Green et al., 1986). A két receptor nagymértékben homolog, a DNS-k6t6
doménjiik 95%-ban azonos, a ligand k6té doménjitk azonban csak 55%- ban egyezik
meg. Ennek ellenére a 17-B Osztradiolt hasonlé affinitassal kotik (Kuiper et al., 1997).
Mind az alfa mind a béta tipusnak tobb splicing variansa ismert (Hirata et al., 2003).
Jelenleg a variansok fiziologia jelentésége még nem ismert.

Az ER-o az agyalapi mirigyben, vesékben, mellékvesékben, mig az ER- a
prosztataban, tiidében, méhben, herékben és a petefészekbenmutat magasabb
expressziot (Pelletier, 2000). Mind a két szubtipus megtalalhato az agyban, ahol
kiilonb6zé eloszlast mutatnak. Az ER-o a hippokampuszbana ventromedialis
hypothalamikus magban, ventrolaterdlis thalamus magvakban, amygdala oldalsé
magvaiban, mig a béta szubtipus a hypothalamus paraventrikularis magvaiban, a
ventralis tegmentalis areaban van foként jelen (Kalita and Szymczak, 2003).A
receptorok eltér6 expresszioja feltehetéleg akét szubtipus kiilonboz6 funkcionalis
szerepére utal.

Ami a receptorok sejten beliili elhelyezkedését illeti, az dsztrogén receptorok mind a

20



doi:10.14753/SE.2013.1822

nukleuszban, mind a citoplazmaban megtalalhatoak. Az o6sztradiol n. klasszikus
hatasait magi receptoraikon keresztiil fejti ki. Ligand hianyaban a nuklealis receptorok
inaktiv, monomer forméaban vannak jelen multiprotein komplexet képezve hdsokk
fehérjékkel (pl. Hsp-90) (Hart and Davie, 2002). Ha a lipofil tulajdonsagt 6sztradiol a
sejtbe diffundal, ahol a receptoraval komplexet alkot. A komplex képzédése indukalja a
hosokk-fehérjék levallasat és a receptorok dimerizaciojat. A receptor-ligand komplexek
a sejtmagba a kromatinhoz koétddnek. Az 6sztradiol-ER komplexek vagy a célgének
promoterének 6sztrogén valasz eleméhez (ERE) kotédnek, vagy bizonyos transzkripcios
faktorokkal (pl. NF kappa B, SP-1, aktvator protein (AP)) interakcioban befolyasoljak a
génatirast (Stice and Knowlton, 2008).

Az 0Osztradiol gyors, an. nem-klasszikus hatasait a citoplazmaban jelen 1év0 szignal
molekulak aktivalasan keresztiil fejt ki (Ramirez and Zheng, 1996). Mig a genomialis
hatasok 4-8 orat vesznek igénybe, addig a citoplazmatikus kindzok aktivaldsa néhany
masodpercen illetve percen beliil megtorténik. Az intracelluraris kinazok gyors
aktivaciojan keresztill az Osztradiol sokféle sejtfunkciot befolyasolhat (Weiss and
Gurpide, 1988). A nem-klasszikus ttvonal aktivacidja a génexpressziot is
megvaltoztathatja, igy a klasszikus és nem-klasszikus hatasok biologiai szerepe atfedi

illetve kiegésziti egymast (Ordonez-Moran and Munoz, 2009).

Az Osztrogén nem kozvetlen genomidlis hatdsanak legfontosabb kozvetitéje a MAPK
(mitogén-aktivalta protein kinaz) (Migliaccio et al., 1996) és a PI3K (foszfatidilinozitol-
3 kinaz)/ Akt messenger utvonalak (4.abra) (Honda et al.,, 2000). A MAPK
szignalutvonal komponensei aRas, B-Raf, MEK ¢s a MAPK (ERK1/2) fehérjék, melyek
szevencialis foszforilacioja szamos citolplazmatikus szubsztrat aktivaciojat idézi el6. Az
aktivalt ERK 1/2 a sejtmagban génexpressziot szabalyozo transzkripcids faktorokkal
1ép interakcioba (Seger and Krebs, 1995). A jelatviteli tvonal olyan alapvet6 fiziologiai
folyamatokat szabalyoz, mint a sejtproliferacio, -differenciacio és sejttalélés (Fukunaga
and Miyamoto, 1998). T6bb tanulmany igazolja, hogy az ERK1/2 utvonalnak fontos
szerepe van az a kognitiv funkciokban, idegi plaszticitasban, a tanulasban és a memoria
kialakulasiban a CREB aktivacion keresztiil (Sweatt, 2004, Thomas and Huganir, 2004,
Giovannini, 2006).

A CREB transzkripcios faktor (c-AMP response element binding) a memoériaformalas
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¢sa neuronok tulélésének egyik 6 iranyitéja (Lamprecht, 1999). A CREB 43 kDa
molekulasulyu fehérje, amely a CRE (CAMP response element) promoterrel rendelkezé
gének expressziojat regulalja (Montminy et al., 1990). Géntermékei részt vesznek az 1j
szinapszisok kialakitasaban (Alberini, 2009), az LTP (long-term potentiation)
indukalasdban, azaz a memoriaformalds molekularis folyamatainak szabalyozasaban
(Murphy and Segal, 1997). A CREB expresszidjanak és szabalyozasanak megvaltozasa
Osszefligghet a korral-jar6 memoriaromlassal is. Kudo ¢és munkatarsai (2005)
kimutattdk, hogy a fiatal him patkdnyok jobban teljesitettek a feélelmen alapuld
kondicionalasi tesztben, mint az 1d6sebb allatok, amit a fiatalabb allatok
hippokampuszaban az aktivalt p-CREB magasabb immunreaktvitasaval magyaraztaka
kutatok.

A CREB fehérje részt vesz a sejttalélés szabalyozasaban is; ischemias modellben,
CREB foszforilacio hatasara nétt a sejttalélés a hippokampusz CA1 régidjaban (Walton
et al., 1996).

Az Osztradiol kezelés a MAPK/CREB kaszkad mellett PI3K/Akt az utvonal
aktivaciojan keresztiil is kifejtheti neuroprotektiv és antiapoptotikus hatasat az agyban.
Az Osztradiol receptoran keresztiil foszforildlja az Akt (protein kindz B) molekulat
(Simoncini et al., 2000). Az Akt az apoptozis folyamatat iranyitja, ugyanis képes
foszforilalni, és igy inaktivalni szamos apoptotikus szubsztratot (BAD-ot, capsase-9-et a
GSK 3-t és forkhead transcripcios faktorokat). Emellett a sejtmagban indukalja a Bcl-2,
a Bcl-xL, és tobb antiapoptotikus gén atirasat (Franke et al., 1997). A BAD és BAX
fehérjék a mitokondrium membran permeabilitasat fokozzak, mig a Bcl-2 és Bel-X a
mitokondrialis membran integritasanak és permeabilitasanak szabalyozasaban vesznek
részt (Boise et al., 1995). A mitokondrium membranpermeabilitas ndvekedése citokrom
¢ kiaramlaasahoz és az apoptozis folymatananak megindulasahoz vezethet (Yuan and
Yankner, 2000).

A PI3K/Akt utvonal a sejtttlélés regulacioja mellett részt vesz az inzulin jelatviteli
utvonal szabalyozasaban (Whiteman et al.,, 2002). Aktivacidja a GLUT-4 glikoz
transzporter athelyez6dését indukalja a citoplazmabol a membranba, valamint
szabalyozza a GLUT-1 és GLUT-3 expressziojat (Hajduch et al., 1998). Kisérletes
(Gonzalez et al., 2003) és klinikai (Karjalainen et al., 2001) tanulmanyok igazoljak,

hogy az Osztrogén hormonpoétlas segit fenntartani az inzulin szenzitivitdst menopauza
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utan, amely feltehetéleg az emlitett jelatviteli itvonal aktivacidjaval magyardzhato. 1d6s

patkédnyok izméaban az Osztradiol kezelés a GLUT-4 transzlokacidjat indukélta és
javitotta a gliitkoz homeosztazist (Moreno et al., 2010).
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Az osztradiol szignalizacios mechamizmus illusztrdcioja

Az dsztradiol a sejtmembranon diffuzioval dtjut és a sejtmagban valamint a
citoplazmaban receptorahoz kapcsolodik. A citoplazmaban a MAPK és PI3K
szignalkaszkadok aktivacidjat idézi el6. Az ERK 1/2 sejtmagba jut, ahol transzkripcios
faktorokkal (pl. CREB) interakcioban szabdlyozza a génatirast. A nukledris dsztrogén
receptorok a célgének ERE promoteréhez kotédnek illetve transzkripcios faktorokka
Ikomplexeket képezve inditjak el a transzkripciot. (az abra mosositva Lee et al. (2001)

utan)
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Az Osztradiol antioxidans és mitokondrialis funkciokat érinté hatasai az agyban még
kevéssé ismertek.

Alfa és béta tipusu Osztrogén receptorok jelenlétét a nukleusz mellett a
mitokondriumban is kimutattak (Chen et al., 2004). Azonban még nem teljesen
tisztazott, hogy az Osztrogénkodzvetlenil regulalja-e a mitokondrialis DNS
transzkripciojat a mitokondriumban, vagy a nukleuszban kdédolt mitokondrialis gének
expresszidjanak szabalyozasan keresztiil befolyasoljak a mitokondrialis funkciokat. A
legtobb kutatasi eredmény az utdbbi elképzelést tamasztja ala. Stirone et al. (2005)
kimutattdk, hogy az 6szrogén kezelés hatasara az NRF-1 fehérje mennyisége ndvekszik
az agyi erekben. Az NRF-1 a sejtmagban expresszalodd 68 kDa molekulatomegi
fehérje. Dimer form4jaban a nukleuszban kodolt mitokondrialis gének NRF-1 vélasz
eleméhez kotédik és sejtspecifikusan regulalja a gének expressziojat (Scarpulla, 2002).
Az NRF-1 szdmos mitokondridlis és citoszolikus antioxiddns enzim gént, a
mitokondridlis 1égzési lanc komponenseinek egyes génjeit, a hem bioszintézis ¢s a
mitokondridlis fehérje transzport génjeit, valamint tobb mint 400, a metabolizmusban,
DNS replikacioban és sejtciklus szabalyozasaban résztvevd gént szabalyoz (Scarpulla,
2006a). Emellett alapvetd szerepet jatszik a nukleo-mitokondrialis interakcidban, mivel
szabalyozza a mitokondrialis DNS transzkripcios faktorainak (mtTFA, mtTFB)
expresszidjat. Az mtTFA és mtTFB a mitokondriadlis DNS replikéaciojaban is fontos
szerepet jatszik (Scarpulla, 2006b). Az 0Osztrogén az NRF-1/mTTFA kaszkadon
keresztiil sejtspecifikusan szabalyozza a mitokondrialis biogenezist is. Egér szivben az
Osztrogén kezelés novelte a mtDNS mennyiségét, azonban agyban nem talaltak
valtozast (Irwin et al., 2008). Az NRF-1 transzkripcios faktor koaktivatora a PGC-1a,
mely szintén szerepet jatszik az antioxidans enzim gének és mitokondrialis funkcidk
szabalyozasaban (Valle et al., 2005). PGC-1a hianyos allatokban neurodegeneraciot,
fokozott mértékii ROS produkciot és oxidativ karosodast figyeltek meg (St-Pierre et al.,
2006). igy tehat feltételezhetd, hogy az Osztrogén az emlitett transzkripcios faktorokon
keresztiil képes szabdlyozni a neuronok redox egyensulyat és ez altal redukélni az
oregedés soran fellépd oxidativ karosodas mértékét. Jelenleg még kevés tanulmanyban
vizsgaltak az Osztrogén kezelés és az emlitett transzkripcios faktorok interakcidjat a

hippokampuszban.
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2.2.6 Hormonpatlo terdpia

A varhato élettartam novekedése miatt a fejlett orszagok tarsadalmaiban a nék életiik
egyharmadat is leélhetik Osztrogénhidnyos 4llapotban. Figyelembe véve a
szexualszteroid hianyallapot tiineteit valamint az 0Osztogén trofikus és protektiv
idegrendszeri hatasait, a hormonterapia alkalmazas egyre inkabb el6térbe keriilt a
klinikumban. Azonban aWomen’s Health Initiative tanulmanya nemrégiben felhivta a
figyelmet a posztmenopauzalis hormonpotld kezelés mellékhatasainak veszélyeire
(Rossouw, 2010). Az osztrogén (Premarin) és szintetikus progeszteron (Provera)
kombinalt kronikus terdpia novelte a stroke és az emlorak kialakuldsdnak kockéazatat
(Dougherty et al., 2004, Manson et al., 2007). A potencialis veszélyek miatt jelenleg a
klinikai gyakorlatbancsak indokolt esetben és szigorti orvosi feliigyelet mellett

alkalmazhat6 6sztrogén-potlo terapia.

A gyogyszeres egészségmegOrzés kockazatait figyelembe véve egyre nagyobb figyelem
fordult a nem-gyogyszeres prevenciora. Jol ismert, hogy a rendszeres fizikai aktivitas
csokkenti a kardiovaszkularis megbetegedések kockazatat, valamint véd az obezitastol
¢s az annak kovetkezményeként gyakran fellépd kettes ttipusu cukorbetegségtdl, magas
vérnyomastol, osteopordzistol (Archer and Blair, 2011, Sturek, 2011, Suzuki, 2011). Az
utobbi években az is igazolodott, hogy a rendszeres testedzés az agyi funkcidkat is
befolyasolja (Gomez-Pinilla, 2008). gy tehat felmeriilhet a kérdés, hogy a rendszeres
testmozgas az 0sztrogén kezeléshez hasonldan preventiv lehet- e az agy dregedésében
¢s az milyen molekularis valtozasokat indukal az oOregedd ¢és idOs allatok

hippokampuszaban.
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2.3 A testmozgas neurobiologiai hatasai

2.3.1 A testmozgds hatdsa a kognitiv képességekre

Az utobbi években bebizonyosodott, hogy, a rendszeres fizikai aktivitds neurodegerativ
betegségek esetén lassitja a betegség lefolyasat. Alzheimeres betegek mozgasterapiaja
csOkkentette a betegség depressziv tiineteit, javitotta a fizikalis ¢és kognitiv
teljesitOképességet a nem aktiv betegekhez képest (Teri et al., 2003). A klinikai
tanulmanyokkal parhuzamban tobb neurodegerativ betegség allatmodelljein végzett
kutatds is megerdsiti a testmozgéas neuroprotektiv szerepét. A Huntington szindroma
transzgenikus egér modelljében az edzés mérsékelte a kognitiv funkciok romlasat (Pang
et al., 2006). AD modell esetén pedig javitotta a térbeli tanulast és a memoriat (Liu et
al., 2011). A transzgenikus AD egérben a rendszeres testmozgas csokkentette a
(Adlard et al., 2005). A testmozgas ishaemias agysériilés esetén is pozitiv hatasq,
tamogatja a funkcionalis rehabilitaciot (Rabadi, 2007).

Egészséges allatokon végzett kisérletek is bizonyitottak a fizikai aktivitds pozitiv
hatasait a hippokampusz- fliggé tanulasi és memoria funkciokra (Fordyce and Farrar,
1991, van Praag et al., 2005b). Patkany modellekben a mozgas javitotta a térbeli
tanulast Morris Maze tesztben valamint pozitiv hatassal volt a rovid-tavi memoriara
passziv elharito és 0j targy felismerési tesztekben (van Praag et al., 2005a, Radak et al.,
2006, O'Callaghan et al., 2007) feln6tt allatokban. A hosszu-tavii, kronikus testmozgads
oregedd és idos dllatok kognitiv képességeire kifejtett hatasairél azonban egyeldre

keves irodalmi adat all rendelkezéstinkre.
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2.3.2 A testmozgds hatdsa a neurogenezisre, szinaptikus plaszticitasra

Fizikai aktivitds hatasara jelentés morfologiai valtozasokat figyeltek meg a
hippokampusz gyrus dentatus régidjaban. Mozgas hatasara nétt a dentritek hosszisaga,
a neuronalis kapcsolatok komplexitdsa, tovabba intenziv neurondlis progenitor sejt
proliferaciot és neurogenezist mutattak Ki az emlitett agyteriileten (Eadie et al., 2005).
Onkéntes fizikai aktivitast végzé egerek agyaban mar 5 nap utan 30%-al tobb ujonnan
képzddott sejtet mutattak ki mint a nem edz6 allatokéban (van der Borgh et al., 2009).
Az Ujonnan képzddott sejtek funkcionalis jelentdsége egyeldre nem tisztazott. A felnott
agyban képz6d6 neuronok feltételezhetGen szerepet jatszanak a tanulasi folyamatokban
(van Praag, 2008). A neurogenezis indikacidja leggyakrabban Brdu jeloléssel torténik.
Emellett doublecortin (DCX) ellenanyaggal is detektalhatoak az Gjonnan képzddott
sejtek az agyban. A neuronalis precursor sejtek a sejtosztodas kezdetén expresszaljak a
doublecortint, igy a fehérjét a neurogenezis egyik elfogadott markereként tartjak
szamon (Couillard-Despres et al., 2005).

Id6s korban csokken a neurogenezis mértéke a hippokampuszban, igy kisebb a DCX
expresszidja is (Seki and Arai, 1995). Kérdéses lehet, hogy a rendszeres testmozgds
képes-e kompenzalni a korral jaro neuronpusztuldst illetve képes lehet-e neurogenezist
indukalni idéskorban.

A fizikai aktivitas a neurogenezis mellettbefolyasolja a szinaptikus plaszticitast. DNS
microarray vizsgalatban kimutattdk, hogy mind az akut, mind a hosszu-tdva edzés
megvaltoztatta a szinaptikus plaszticitasban szerepet jatszé gének expresszidjat a
hippokampuszban (Tong et al., 2001). A neurogenezisben és szinaptikus fehérjék
szabalyozasaban fontos szerepet jatszanak a novekedési faktorok. Az edzés
megndvelheti a BDNF, IGF-I, VEGF és NGF neurotrofinok mennyiségét (Ding et al.,
2006a), amelyek a késObb részletezésre keriild szignal transzdukcids Gtvonalon hatnak
és befolyasolhatjdk a neuro,- és szinaptogenetikus folyamatokat. Oregedés soran
valamint neurodegenerativ rendellenességekben a szinapszisok degradalodasat a
szinaptikus markerek mennyiségi csokkenése is jelzi (Harrison and Eastwood, 2001).
Felmeriilhet a kérdés, hogy a fizikai aktivitds képes-e mérsékelni a szinaptikus fehérjék

kor-fiiggd csokkenését.
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2.3.3 A testmozgadsszerepe a redox rendszer szabadlyozdsdban

Az intenziv fizikai aktivitds a fiziolégiasnal nagyobb mértékli reaktiv oxigén gydk
(ROS) produkcioval jar a megnovekedett oxigénfelhasznalas miatt (Powers and
Jackson, 2008). Azonban bebizonyitottak, hogy a rendszeres fizikai aktivitas preventiv
kozrejatszik (Radak et al., 2005). Allatkisérletekben kimutattik, hogy a rendszeres
aerob fizikai aktivitds nem okoz oxidativ stresszt a patkanyok hippokampuszdban és
csokkenti a szuperoxid képzodését (Aksu et al., 2009). Az edzés a DNS sériilés és a
lipid peroxidacio mértékét is csokkentette a patkanyok agyaban (Radak et al., 2001).

A jelenség hatterében az edzés hatasara bekovetkezd alkalmazkodas allhat, amely
redox-szenzitiv jelatvivé rendszerek aktivaciojat. Azonban a pontos hatasmechanizmus
ismeretlen az agyban. Tovdbbi kérdés lehet, hogy az oregedés soran fellépd fokozott

mértékii oxidativ stresszt a testmozgas hogyan befolydsolja a hippokampuszban.

2.3.4 A testmozgas lehetséges hatasmechanizmusa az agyban

A fizikai aktivitas neurotrofikus és neuroprotektiv hatasat valdszinilileg egyes
novekedési faktorok aktivaciojan keresztiil fejti ki. A mozgas-hatas legpotensebb
kozvetiti lehetnek a BDNF, IGF és VEGF fehérjék. Az IGF-1 a neurogenezisben
(Trejo et al., 2001), mig a VEGF a neurogenezis mellett az angiogenezisben jatszik
fontos szerepet (Ding et al., 2006b).Vizsgalataink kdzéppontjaban a BDNF neurotrofin
all, mivel az IGF-1 és a VEGF trofikus faktorok életkor-fliggd hatasat mar korabban
vizsgalta kutatocsoportunk (Koltai et al., 2011).

A BDNF igen széleskorii hatassal van az agyra; befolyasolja a neurotranszmissziot
(Kang and Schuman, 1995), szabalyozza a szinaptikus proteinek mennyiségét
(Vaynman et al., 2006), a neuronok tal¢lését (Lindholm and Beck, 1994) és a
neurogenezist (Choi et al., 2009, Lee and Son, 2009).Szerepet jatszik a hosszu-tava
potenciacié (LTP) létrehozasaban a hippokampuszban (Messaoudi et al., 1998), igy a

kognitiv plaszticitas egyik igen fontos regulatora. Egan (2003) és mtsai kimutattak,
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hogy a BDNF gén specialis polimorfizmusai tanulasi problémakat okoznak embereknél.
BDNF knockout transzgenikus allatoknal az LTP hianya figyelheté meg, romlik a
tanulasi képességiik és memoriajuk (Patterson et al., 1996).

A BDNF tgy indukalja az LTP-t, hogy foszforilalja az NMDA receptorok NR1 és
NR2B alegységeit, aktivalja az AMPA receptorok GR1 alegységét valamint fokozza a
glutamat jelatvitelt (Suen et al., 1997) (5.abra).

A BDNF kiilonboz6 szignalizdciés utvonalakat aktivalhat a neuronokban. Az
Osztrogénhez hasonloan szabalyozza PKB és MAPK szignalmolekuldk foszforilaciojat
BDNF. A gén delécidja ugyanis egereknél a szinaptikus fehérjék és a
neurotranszmisszio csokkenéséhez vezet (Pozzo-Miller et al., 1999). Munkam soran
aszinapszin | és szinaptofizin fehérjék mozgas hatisara bekovetkezd aktivaciojaval
foglalkozunk részletesebben. A szinapszin I foszfoprotein a szinaptikus vezikulak
szervezésében vesz részt, valamint moduldlja a neurotranszmitter felszabadulést, az
komponense ¢€s a szinaptikus vezikuldk biogenezisében €és endocitozisdban van szerepe
(Daly et al., 2000). A molekulakat a szinaptikus denzitas f6 markerekeiként tartjak
szamon (Thiel, 1993).
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5. abra

A BDNF szerepe az LTP kialakitasaban és a génatiras szabalyozasaban

A neurondalis aktivitas fokozodas indukalja a BDNF gén expressziojat és stimulalja a
BDNF felszabaduldsdt a periszinaptikus térben (1). A BDNF a pre és posztszinaptikus
membranon lévo TrkB receptorhoz kotodik és a MAPK és PI3K szignalutvonalak
aktivaciojat ideézi eld. A szigndlutvonalak szabdlyozzdk a géndatirast (4). A BDNF/TrkB
aktivacio az NMDA receptorok foszforildciojat valtja ki (2) valamint fokozza a

neurotranszmitter felszabadulast (3). Ding et al. utan (2006a)

A kutatok azt is kimutattdk, hogy a BDNF részt vesz az energiametabolizmus
szabalyozédsaban is. Azok az egerek, amelyek BDNF gén deléciot hordoznak hiperfagiat
¢és obezitast mutatnak (Rios et al., 2001). A BDNF periférias vagy centralis infizidja
csokkenti a testsulyt és normalizalja a cukor szintet diabeteses allatokban (Tonra et al.,
1999). A neuronok energiaecgyensulyanak fenntartasa elengedhetetlen a neuronalis
funkciok és plaszticitdspotencialis megdérzéséhez,azaz az idegrendszer egészséges

oregedéséhez.
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A sejt energiahaztartasanak egyik kdzponti regulatora az AMP kindz, amely a magas
AMP/ATP arény illetve megvaltozott redox és pH egyenstly hatdsra aktivalodik. Az
glikolizist és a zsirsav oxidaciot izomszovetben (Hardie, 2004). A tudomanyos
eredmények alapjan a GLUT-1-nek is fontos szerepe lehet a neuronok
energiasziikségletének szabalyozasaban a tanulasi folyamatok soran (Choeiri et al.,
2005).

Endothél sejtekben megfigyelték, hogy az AMPK szabalyozza az PGC-1 transzkripcios
faktort és a SOD antioxidans enzim aktivitasat (Kukidome et al., 2006), kdvetkezésképp
tamogatja a mitokondrialis funkciokat, szabalyozza a sejtek oxidataiv statuszat,
csokkentheti reaktiv oxigén gyokok képzédését. Igy tehat szerepet jatszhat a sejt redox
egyensulyanak szabalyozasaban is.

Az AMPK a testmozgas egyik igen fontos molekularis hatdaspontjia a vazizomban. De
Jelenleg még nem tisztazott, hogy a hippokampuszban a mozgds képes-e befolydsolni az
AMPK-t és a molekulahoz kotheté szignalizacios utvonalakat. Figyelembe véve az
AMPK komplex szerepét a sejt energia,- és redox egyensulyanak fenntartasaban,
oregedés soran fontos kérdés lehet az AMPK aktivacijanak szabalyozasa a

hippokampuszban.
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3. Celkitlizések ¢€s korlatozé tényezdk

3.1 Célkitiizések

Doktori disszertaciomban két kisérletben vizsgaltam a rendszeres aerob tipusu fizikai
aktivitas agy oregedésére kifejtett hatasait. Ennek megfelelden a célkitiizéseket a két

vizsgalat koré csoportositva a kdvetkezoképp szeretném Osszefoglalni:

A. Kisérlet: A hosszi-tava osztradiol kezelés és a hosszia-tava, kozepes
intenzitasuaerob testmozgas hatasa az agy éregedésére Kiilonbozo életkori ndstény

patkanyokban.

A. Az Osztradiol kezelés pozitiv neurobiologiai hatasa ugyan jol ismert, am
hatékonysagat az ¢letkor fiiggvényében még kevés munkaban vizsgaltak. Célunk tehat
az osztradiol hatdasmechanizmusdnak életkorfiiggd tanulméanyozdsa. Vizsgalatunk soran
15 honapos 1d6s6d6 €s 27 honapos idds patkanyokat kezeltiink dsztradiollal. Patkdnyok
esetén a 15 honapos ¢letkor felel meg a menopauza kezdeti allapotanak, mig a 27
honapos korban perzisztens andsztrusz figyelheté meg. A menopauza allapotaban
bizonyitottan csokken az Osztrogén szint és azzal parhuzmaban romlanak a kognitiv
képességek (Lapolt et al. 1988; Moorthy et al. 2005).

A legtobb kutatdsban OVX modellen vizsgaljak az 06sztrogénhiany illetve a

hormonterapia hatasait. Ellenben fontos kérdés lehet, hogy milyen valtozasokat okoz az

Osztrogénkezelés a természetes Oregedés progresszidja sordn, ezért kisérletinkben nem

alkalmaztunk ovariumirtast az allatokon. Mésrészrdl vizsgélni kivantuk a 15 honapos
1dds0d6 és 27 honapos idds patkanyok kognitiv képességei kozotti kiillonbségeket €s az
oregedés soran fellépé biokémiai valtozasokat a hippokampuszban, ezért sem volt

indokolt az ovariumirtds. Hipotéziseimet a kdvetkezoképp fogalmaztam meg:
Al. Az oregedés soran romlanak a hippokampusz-fiiggd kognitiv képességek, a

27 hoénapos korban az &llatok varjatdan rosszabbul teljesitenek a kognitiv

tesztekben, mint a 15 honapos éllatok.
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A2. Oregedés soran csdkken a neurotrofikus faktorok és a szinaptikus molekuldk
mennyisége, nd a szabadgyokok mennyisége €s fokozodik az oxidativ karosodas
mértéke a hippokampuszban. A tartds Osztrogénhidny allapotdban 1évo
allatokban csokkent az Osztrogén receptor mennyisége is a 15 hdnaposokhoz
képest.

A3. Az Osztrogénkezelés képes javitani a hippokampusz-fiiggé kognitiv
képességeket 15 és 27 honapos korban.

A4, Az Osztrogénkezelés a hippokampuszban trofikus valtozasokat idéz eld
mindkét életkorban. Feltételezésiink szerint az §sztrogén receptor expresszidja
megemelkedik, és az Osztrogén szignalizacios Utvonal aktivalodik a kezelés
hatasara mindkét életkorban.

A5. Feltételezhetben a szinaptikus markerek szintje is megemelkedik a
kezelések hatasara mindkét életkorban.

A6. Az 6sztrogén antioxidans hatassal rendelkezik, csokkenti a szabadgyokok és
az oxidativ sériilés mértékét mindkét életkorban.

A7. Az Osztrogén képes befolyasolni redox dallapotot ¢és aktivalni a
mitokondridlis gének atirasat szabdlyozd transzkripcidos faktorokat a

hippokampuszban.

B. A rendszeres fizikai aktivitds hatasmechanizmusa az agyban az irodalmi adatokat
figyelembe véve az Osztradiolhoz igen hasonld lehet, amely az Gsszehasonlitasunk

alapjat képezheti. Célul tliztiik ki tehat, hogy dsszehasonlitsuk a hosszi-tava dsztradiol

és hosszu-tava fizikai aktivitas kogniti és molekuléris neurobioldgiai hatasait az életkor

fliggvényében. Hipotéziseim szerint az Osztradiol kezelés és a rendszeres testedzés
hatasai hasonloak, mivel:
B1l. A rendszeres testmozgas az dsztrogénkezeléshez hasonléan képes javitani a
hippokampusz-fiiggé kognitiv funkciokat 15 és 27 honapos korban.
B2. A rendszeres testmozgds  Osztrogénkezeléshez  hasonléan a

hippokampuszban trofikus valtozasokat idéz el6  mindkétéletkorban.

Feltételezésiink szerint BDNF és a DCX eXxpresszioja megemelkedik, ¢és a
MAPK/CREB illetve PI3K/CREB szignalizacios Gtvonal aktivaciojat
idézi el mindkét ¢letkorban.
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B3. Feltételezhetéen a szinaptikus markerek szintje is megemelkedik a
testmozgds hatdsara mindkét életkorban.

B4. A rendszeres tesmozgas befolyasolja a redox allapotot a hippokampuszban
mindkét életkorban.

B5. A testmozgas képes aktivalni a redox egyensulyt,- és a mitokondridlis

gének atirasat szabalyozé transzkripcios faktorokat.

C. Tovabbi célunk volt, hogy megvizsgaljuk, hogy, milyen valtozasokat
tapasztalunk a felsorolt kognitiv és neurokémiaifunkcidkban, ha a két kezelést

(mozgas és Osztradiol kezelést) egyiittesen alkalmazunk. Felmerilt a kérdés,

hogy a két kezelés kombinalt alkalmazasaval kivalthato-e additiv hatas vagy

ellenkezdleg, a faktorokgyengitik-e egymas hatasait.

B. Kisérlet: Az élethosszon at tarto fizikai aktivitas hatasa az agy oregedésére him

patkanyokban.

D. Az élethosszon at tartd fizikai aktivitds allatmodellje fontos 1Uj informacidkkal
szolgalhat a testmozgas idegrendszerre kifejtett hatasair6l, mivel a szakirodalomban
eddig nem alkalmaztak hasonld modellt. A rendszeres testmozgas hatasat a
szakirodalomban akut mozgastréning utdn tanulmanyoztdk ezidaig, igy a krénikus,

¢élethosszon at tartd mozgds idegrendszeri hatdsai ismeretlenek.

Hipotézisiink szerint az élethosszon at tartd fizikai aktivitas preventiv hatassal lehet az
agy Oregedésére, javithatja a kognitiv képességeket, és tobb neurondlis funkcionalis
rendszert befolyasolhat. Hipotéziseim az élethosszon at tartd testmozgas neurobiologiai

hatasait illetden:

D1. A rendszeres, ¢élethosszon-at tartd testmozgds képes javitani a
hippokampusz-figgé kognitiv funkciokat.
D2. Az élethosszon-at tartd testmozgés hippokampuszban trofikus véaltozasokat

1déz elo mindkét életkorban. Feltételezésiink szerint BDNF ¢és a DCX
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expresszidja megemelkedik, ¢és a MAPK/CREB illetve PI3K/CREB
szignalizaciods utvonal aktivaciojat idézi eld.

D3. Feltételezhetéen a szinaptikus markerek szintje is megemelkedik az
¢lethosszon-at tartd testmozgas hatdsara.

D4. Az élethosszon-at tartd testmozgas befolydsolja a redox 4allapotot a
hippokampuszban.

D5. Az ¢élethosszon-at tartd testmozgas képes aktivalni a redox egyensulyt,- és a
mitokondridlis gének atirasat szabalyozé transzkripcios faktorokat.

D6. Az élethosszon-at tartd testmozgas befolydsolja a kolinerg miikodést a
hippokampuszban, mivel megemeli az acetilkolin szintéziséért felelds kolin-

acetil-szintetaz szintjét az agyteriileten.

A kisérleteinkben vizsgalt kognitiv és molekularis faktorokat a 6. abra szemlélteti
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1 . 1
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4* Szinaptikus plaszticitas
Figyelem,
| munkamemoria Celluralis energetika
»| Kolinerg funkcio
» Redox statusz
6. abra

A kiserleteinkben vizsgalt paraméterek

A kisérleteink soran vizsgaltuk a kezelések hippokampusz-fiiggd kognitiv képességekre
kifejtett hatasait valamint annak hatterében allo molekularis valtozasokat a

hippokampuszban.
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3.2 Korlatozo tényezék

Vizsgalatim soran szamolnom kellett néhany, a lehetdséginkbdl addédo korlatozo

tényezovel, amelyeket a kdvetkezOekben szeretnék dsszefoglalni:

- Iddsebb kort allatokban a kiilonboz6 viselkedésvizsgalatok sokszor nehezen
kivitelezhetoek, mivel az allatok aktivitasa csokken a kor elorehaladtaval,
nehezebben alkalmazkodnak egyes szitudciokhoz, ezért tobb 27 honapos idds

patkdny nem teljesitette a teszt altal tamasztott kovetelményeket.

- Az hippokampusz mikodését nem csak az altalunk vizsgalt paraméterek
hatarozzadk meg, 4m a munkam sordn nem volt lehetéségem a tobb faktor
mérésére illetve mas technikak alkalmazdsira. Ennek ellenére az irodalmi
adatokra alapozva a kisérletben vizsgalt fehérjék és gének kulcsfontossaguak a

vizsgalt funkciok tekintetében.

37



doi:10.14753/SE.2013.1822

4. Anyagok ¢és modszerek

4.1 Kisérleti allatok

A. Kkisérlet

A kisérlet soran 32 db 12 honapos kozépkoru, €s 32 db 24 honapos idds ndstény Wistar
patkanyokkal dolgoztam. A 32 4llatot szobahdmérsékleten (22+1 °C) tartottam 12-12
oras vilagos/sotét megvilagitasi periddus alatt. A taplalékhoz és vizhez ad libitum
hozzaférésiikk volt. A 32 db 12 honapos allatot random modon 4 kisérleti csoportra
osztottam. A 32 db id6s allatot is random modon 4 kisérleti csoportra osztottam. A

kovetkezd csoportokat hoztuk létre a két életkoron beliil:

1. kontroll allatcsoport (C), melyek 0,1 ml/kg szezamolajat kaptak szubkutan

injektalva hetente kétszer.

2. edz6 allatcsoport (EX), melyek 0,1 ml/ kg szezamolajat kaptak szubkutan injektalva
hetente kétszer, valamint 18m/min sebességgel napi 30 percet futottak futopadon
(7.abra). A kisérlet kezdete elott az allatokat hozzaszoktattam a futopados futashoz: 5

napon at a sebességet 10-ré1 18 m/min —re emeltem.

3. osztradiol kezelésben részesiilt allat csoport (E2), mely hetente 30 ug/ kg 17-p
osztradiolt (17 B-estradiol benzoate, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) kapott
szezamolajba feloldva, szubkutan injektalva. Az Osztradiolt hetente 2 adagra elosztva

kaptak az allatok.

4. osztradiol illetve edzés egyiittes alkalmazasa (E2+EX), az allatok a fent leirt
modon Oszrtadiolt kaptak és futdpadon futottak. Az injekcid beaddsara mindig edzés

utan kertlt sor.

A kisérlet 15 hétig tartott, majd leteszteltem a kognitiv képességeiket. Az Osztradiol
adagolas a tesztek soran is folytatodott. Az allatok a tesznapokon is futottak a futdpadon
a tesztek befejeztével, kivéve a Morris vizi utvesztd tesz napjait. Az Gsszes kognitiv
teszt befejeztével ujabb 8 kezelési/edzés nap kovetett. 15 oraval az utolsé edzési/kezelés

utdn az allatokat szarazjégen torténd altatast kovetden dekapitdltam. Az allatok majat,
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petefészkét, méhét, hipofizisét és mellékveséit elkiilonitettem, megtisztitottam ¢és
lemértem. Az parauteridlis és retroperitonealis zsirszovetet is kioperdltam és lemértem.
A hippokampuszt az agy tobbi részétél lehiitott petricsészén elkiilonitettem,
lefagyasztottam és -80 °C-on taroltam a felhasznalasig. Az allatkisérletek a Semmelweis
Egyetem Allatvédelmi és Etikai. Bizottsiganak engedélyével és iranyelvei alapjan

torténtek.

B. kisérlet

A kisérlet soran 16 db him Wistar patkanyokkal dolgoztam. A allatokat
szobahémérsékleten (22+1 ‘C) tartottam12-12 éras vilagos/sotét megvilagitasi periodus
alatt. A taplalékhoz és vizhez ad libitum hozzaférésiik volt. A 16 him allatott random

moddon 8-8 fOs csoportokra osztottam:

1. kontroll allat csoport (C): ketreciikben ugyanolyan koriilmények kozott éltek, mint

az edz6 allatok, de nem végeztek testmozgast.

2. edzo allat csoport (EX), melyek 3 honapos koruktol 24 honapos korukig 18 m/min
sebességgel hetente haromszor 60 percet futottak futopadon.

Az edzési protokoll tehat 21 honapig tartott. A kisérlet utols6 hetében leteszteltiik a

kognitiv képességeiket.

Az éllatok a tesz napokon is futottak a futopadon a tesztek befejeztével, kivéve a Morris
vizi Utvesztd tesz napjait. Az dsszes kognitiv teszt befejeztével ujabb 8 kezelési/edzés
nap kovetett. 15 oraval az utolsé edzési utan az allatokat dekapitaltam. A
hippokampuszt az agy tobbi részétél elkiilonitettem, egyik és lefagyasztottam, -80 °C-
on taroltam a felhasznalasig, masik felét 8%-os paraformaldehidben fixaltam. Az
allatkisérletek a Semmelweis Egyetem Semmelweis Egyetem Allatvédelmi és Etikai.

Bizottsaganak engedélyével és iranyelvei alapjan torténtek.
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7. abra

A patkanvok futopados edzésmodjanak szemléltetése

4.2 Magatartasi tesztek

4.2.1 Nyilt porond teszt

Az open field vizsgalatban az allatok explorativ viselkedését, aktivitdsat, és az Uj
kornyezethez valo hozzaszokasat vizsgaltam (Walsh and Cummins, 1976; Nyakas et al.
1994). Ehhez a teszthez egy kor alapt, 80 cm atmérdji fa open field arénat hasznaltam,
amit egy 35 cm magas fémhenger vett koriil. Az aréna 20 szektorbol 4llt, amelyek két
kort (belsd és kiilsd) alkottak, amit feliilrél kdzépen egy 40 W-os izzoval vilagitottam
meg. Az allatokat az aréna kozepére helyeztem, majd 5 percig figyeltem a
viselkedésiiket. A vizsgalt paraméterek a kovetkezek:

Latencia — a folyamatos felderitd tevékenység megkezdésének latencia ideje

masodpercben (sec.) kifejezve

Rearing — agaskodas, mindkét mellsé labat felemelve. Az agaskodasok gyakorisagat
(epizdd) pontoztam, valamint az dgaskodas idejét szekundumokban mértiik a fal mentén

¢€s az aréna belsejében elkiilonitve.

Crossing — a szektorok hatarvonalain torténd athaladasok szamat pontoztam a kiils6 (fal

melletti) és belsd szektorokat elkiilonitve.
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Grooming — a grooming gyakorisagat pontoztam és idGtartamat szekundumokban

mértik.

Bolus — a defecatio mértékét a bolusok szamaval hataroztam meg.

4.2.2 Uj targy felismerése nyilt porondon

A figyelmi funkciora épild targy-felismerést ismert kdrnyezetben, nyilt porondon
vizsgaltam (Nyakas et al., 2009) (8.abra). A teszthez 80 cm atmér6jii, 35 cm
magassagii open field arénat hasznaltam. Az elsd tarsitds sordn 2 azonos targyat
helyeztem a tesztdoboz arénajaba a faltol egyforma tavolsagra, a kor kozepéhez képest
aszimmetrikusan. Ezutan az allatokat egyenként az aréna kozepére helyeztem. A
targyakat a patkdnyok 5 percig szabadon vizsgéalhattak az elsé tarsitas soran. Ezutan
visszakeriiltek a lakoketrecekbe. 120 perc elteltével keriilt sor a masodik tesz fazisra.
Két azonos targy koziil az egyiket kiilonbdzdre cseréltem, ami anyagdban, formajaban,
szinében ¢s feliileti simasagban is kiilonbozott az eredetitél. Az aréndba behelyezett
targyakat az adott allatnak mindkét tesztben ugyanabba a pozicidba helyeztem, a
kiilonb6zo allatoknak kiilonbozd helyekre. A masodik tarsitds szintén 5 percig tartott.
Azokat az egyedeket, amelyek legalabb Otszor nem latogattak az egyes targyakat,
kizartam a vizsgalatbol. A targy vizsgalataként értékeltem, ha az allat szagolgatta a
targyat, amit az orr szOrének mozgésa kisért, vagy hozzaérintette az orrat a targyhoz;
illetve ha a mells6 labaival érintette a targyat. A targyra lilést nem tekintettem a targy
vizsgalatanak. A masodik tarsitds alatt az 10j targy iranti preferenciat mértem
szekundumokban az &sszes, mindkét targyra iranyuld vizsgalati idének %-aban. Ha az
allat nem ismerte fel, hogy az egyik targy egy 1j targy, koriilbeliil azonos (50-50 %)
gyakorisaggal latogatta mindkett6t (megismert és 1)) a masodik teszt soran. Az 50%-0S

felismerési szint a valoszintiségi szintnek felel meg és kizarja a figyelmi felismerést.
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8. abra

Uj tdrey felismerési teszt

4.2.3 Spontdn alterndcio - Y utveszto teszt

Az Y-maze az allatok rovidtavii memoriajardl, az aktivitasarol, és a figyelemrdl ad
informaciét (9. abra) (Lalonde, 2002).A teszt doboz fekete milanyagbdl késziilt, karjai
50 cm hossziak és 10 cm szélesek (egymassal bezart szogiik 120°), falaik 30 cm
magasak voltak. A teszt doboz padlojara tiszta almot (faforgacs) szortunk, amit minden
vizsgalat utan Osszekevertem, hogy a szagmintakat elimindljam. A patkdnyokat
egyenként a harom-karu tesztdoboz kdzepére helyeztem, majd harom percig hagytam
Oket szabadon vizsgalni a terepet. A teszt doboz karjaiba vald belépések szamat és
helyét regisztraltam. Alternalasnak azszamitott, ha az allat egy olyan karba lépett be,
amit a két el6z6 belépéskor nem latogatott. A relativ alternaciot (%) a kovetkezOképpen
szamoltam: (alternacidk szdma/belépések szama-2)*100. Az alternici6é hidnya ebben a

tesztben a 33,3%-nak felel meg (véletlen szint).
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9. abra

A spontan alterndcio teszt szemléltetése

A vazlatos kép forrdsa: http://www.biobserve.com/products/viewer/plugins/ymaze.html

4.2.4 Morris vizi utveszto teszt

A patkanyok térbeli tanulasi képességat Morris vizi Gtvesztd tesztben vizsgaltam (10.
abra) (Morris, 1984). Erre a célra egy fekete, 100 cm atmér6jii, 80 magas milanyag
medencét toltottem fel 53 cm magassagig 26 + 1°C —os vizzel. A viz felszine alatt 1,5
cm-rel medence egyik negyedének kozepén (vagyis excentrikusan) helyezkedett el egy
fixalt 11 cm atmérdji platform, aminek a pozicidja nem valtozott a teszt soran. A
kozépkoru allatokat 5 napig, mig az idds allatokat 7 napig teszteltem. A teszt sordn 4
egymastol egyenld tavolsagra elhelyezkedd startpontot jeloltem ki a medence peremén.
Az allatokat a startpontoknal helyeztem a vizbe, a medence fala felé forditva dket. A
startpontok helyzete random modon valtozott az egymast kdvetd napok sordn, am egy
tesztnapon beliil allandé volt. Minden allat egy nap 4 tarsitdsban részesiilt a 4
kiilonboz6 startpontrol. Egy tarsitas addig tartott, amig az 4llat meg nem tallta a viz
alatt elhelyezett platformot. Erre maximum 90 masodperc allt rendelkezésére. Ha
megtalalta az allat a platformot vagy letelt a 90 masodperc, az éallatot rahelyeztem a

platformra, ahol 30 masodpercet pihenhetett, tdjékozodhatott. Ezt kovette még 3 tarsitas,
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30 masodperces tajékozodasi szakaszokkal. A platform megtaldlasanak latenciaidejét

rogzitettem minden tarsitas soran.

————

platform

Lynn Talton ©2007

10. abra

A Morris vizi utveszto teszt szemléltetése

A vazlatos kép forrasa: http://btc.bol.ucla.edu/mwm.htm
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4.3 Biokémiai modszerek

4.3.1 Western blot

A patkdnyok féloldali hippokampuszat feldolgozasuk soran elkiilonitettem,
lefagyasztottam és -80°C fokon taroltam. A fagyasztott szovetet homogenizaltam enzim
gatlokat (1 pl /ml leupeptin hemiszulfat # L2884 Sigma, 1mM fenilmetanszulfonil
fluorid, #P7626 Sigma, aprotinin, #A6279 Sigma, sodium orthovanadat, #S6508)
tartalmazo lizis puffer oldatban (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 2% Nonidet
P-40, NP-40S #74385 Fulka Biochemica, 10% glycerol #03490-101-340 Molar
Chemicals). A homogenizalt szovetet 30 percig inkubaltam a pufferben, majd 15 percig
15 300 g-n 4 °C-on centrifugaltam. A feliiliszot elvalasztottam és -20 °C-on taroltam

felhasznalasig.

A szovet fehérjetartalmat Bradford protein teszttel hataroztam meg (Bradford and
Williams, 1976). Minden mintabol azonos (20 pg) protein mennyiséget valasztottam el
8-15% poliakrilamid gélen SDS poliakrilamid gélelektroforézissel. A fehérje savokat
PVDF nitrocelluloz membranra transzferaltam (Amersham, Piscataway, NJ). A
membranokat 5% nem zsiros tejport tartalmaz6 TBS-Tweenben (Triss Buffered Saline
Tween 20) blokkoltam szobahémérsékleten 2 oran at, majd elsédleges ellenanyagban
inkubaltam (felhasznalt els6dleges ellenanyagok: 1. tablazat) 4°C-on egy éjszakan
keresztiil. Ezutan blokkolé oldatban higitott masodlagos ellenanyagban inkubaltam a
membranokat, szobahOmérsékleten 1 oran keresztil. Kemilumineszcencias szubsztrat
(ECL plus, RPN 2132, Amershham) segitségével X-ray filmen hivtam ¢l6 a fehérje
bandeket, melyek intenzitasat image J szoftverrel kvantifikaltam. A szoftver a fehérje
bandek optikai denzitasat méri. A foszfoproteinek esetén a foszforilalt forma denzitas
értékeit a nem foszforilat forma denzitas értékeivel osztotam el. Nem foszforilalt

fehérjék esetén kontrollként B-aktint hasznaltam.
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1. tablazat A kisérlet soran felhasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok

elsodleges
ellenanyag
ERa

CREB

p-CREB

MAPK (Erk1/2)

p-MAPK (Erk1/2)

Akt
p-Akt(Thr)
BDNF
synapsin |
p-synapsyn
synaptophysin
ChAT
GLUT-1
PGCla
NRF-1
MtTFA
DCX
AMPK
p-AMPK
SOD-1
SOD-2
GPx

{3 aktin

forras

nyul poliklonalis
nyul monoklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
egér poliklonalis
nyul monoklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
kecske poliklonalis
kecske poliklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
kecske poliklonalis
kecske poliklonalis
nyul poliklonalis
nyul poliklonalis
kecske poliklonalis
egér poliklonalis
nyul poliklonalis

egér poliklonalis

higitas

1:1000
1:1000

1:1000
1:1000

1:2000
1:1000
1:750
1:1000
1:500
1:1000
1:10000
1:500
1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:1000
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molekula-

suly
66 kDa
43 kDa

43 kDa
42 kDa

42 kDa
60 kDa
60 kDa
14 kDa
77 kDa
77 kDa
38 kDa
69 kDa
55 kDa
90 kDa
68 kDa
25 kDa
45 kDa
62 kDa
62 kDa
17 kDa
20 kDa
20 kDa

43 kDa

katalégusszam

# sc 542 Santa Cruz
#AB3006 Upstate
#05-807 Upstate

#9102 Cell Signaling

#9106 Cell Signaling

#9272 Cell Signaling

#9271 Cell Signaling
# sc 20981 Santa Cruz
#2315 Cell signaling

#2311 Cell signaling

# ab 23754 Abcam

# ab50415 Abcam

# sc 1605 Santa Cruz
# sc 13067 Santa Cruz
# sc 33771 Santa Cruz
# sc 30963Santa Cruz
# sc 8066 Santa Cruz
# 2532 Cell Signaling

# 2531 Cell Signaling

#AV45752 Sigma-Aldrich

#SAB1406465 Sigma-Aldrich

#7283P1 Sigma-Aldrich

#sc 81178
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Masodlagos ellenanyagok

Anti goat 1gG 1:5000 # A5420 Sigma
Anti mouse 1gG 1:5000 # A2554 Sigma
Anti rabbit 1gG 1:5000 # A9169 Sigma

4.3.2 Plazma hormonszint meghatdrozasok

A patkanyoktol egyenként 2 ml vért vettem a dekapitalds soran. A vérmintdkhoz 50 pl
heparint adtam. A mintakat 2 percig 153000g fordulatszamon centrifugaltam, azt
kovetden avérplazmat elkiilonitettem és -80 °C fokon taroltam. Az Osztradiol és
kortikoszteron mennyiségét a vérplazmaban ELISA kittel hataroztam meg a gyarto
utasitasai szerint. (Estradiol EIA kit, #5882251, Corticosterone EIA kit, #500651,
Cayman, USA).

4.3.3 Reaktiv oxigén gyokok meghatdarozdsa

A reaktiv oxigéngyokok meghatarozasara Kim és munkatarsaialtal kozolt fluorometrias
modszert hasznaltunk(Kim et al., 2000). A meghatarozast fluorimetrias célra alkalmas
fekete mianyag, 96 Ilyuku fekete palte-en végeztem. A H,;DCF-DA-bol (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, #D-399 Invitrogen) 15.5 mM toménységii
torzsoldatot allitottam el6. A plate mélyedéseibe egyenként 8 pl frissen eldallitott
hippokampusz homogenatumot, 152 uM toménységli kdlium foszfat puffert és 40 pl
H,DCF-DA torzsoldatot adtam. Az oxidalt H,DCF-DA Aaltal kibocsatott fluoreszcens
szignalt fluorimérterrel mértem 0, 1 ¢és 30 perc elteltével (exikacios/emisszios
hullamhossz: 485-538 nm, Fluoroskan Ascent FL). A kapott eredményeket unit ROS/
mg fehérje / perc egységben fejeztiik ki.
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4.3.4 A karbonildlt fehérjék meghatdrozdasa

A karbonilalt fehérjék mennyiségét Oxyblot kittel hataroztam meg ( #57150, Chemicon/
Millipore Temecula) a gyart6 elbirasait kovetve. A fehérjéket 4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH)-nal kezeltem 15 percig, majd szobahémérsékleten inkubaltam az oldatot
neutralizald pufferben. Az atalakitott fehérjéket 10% SDS-PAGE gélen futattam meg,
majd PVDF membranra transzferaltam at az elekrtoforezis soran molekulatomeg szerint
elvalasztott fehérjéket. A nem-specifikus kotOhelyeket 5%-0S zsirmentes tejport
tartalmaz6 Dulbecco's PBS-T-vel (0,05% Tween 20+Phosphate Buffered Saline)
blokkoltam 4°C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kdvetden a membrant anti-DNP elsédleges
ellenanyaggal inkubaltam (#S7150, Chemicon/ Millipore Temecula). Ezt kovetve a
membrant 3 alkalommal PBST-ben mostam, majd HRP-masodlagos cllenanyaggal
inkubaltam szobahdmérsékleten 1 Ordn keresztiil. Harom mosast kovetdéen az
immunokomplexeket ECL plus reagens (ECL plus, #RPN 2132, Amershham)
felhasznalasaval rontgenfilmen vizualizaltam. Ezt kovetéen X-ray filmen detektaltam a
fehérje bandeket, melyet image J szoftverrel kvantifikaltam. A szoftver a fehérje bandek

optikai denzitasat méri. Kontrollként B-aktint hasznaltam.

4.3.5 Génexpresszios vizsgalatok

Génexpresszios vizsgalatokra a B. kisérletnél keriilt sor. 5 futé és 5 kontroll allat
hippokampuszabdl. Az agyteriiletr6laz RNS-t kit segitségével (Total RNA Isolation
Nucleo Spin RNA Il, #740955.10m Macherey-Nagel) izolaltama gyartd utasitasai
szerint. Az izolalas soran nyert RNS-b6l cDNS-t szintetizaltam annak megfeleld Kit
felhasznalasaval (CDNA Synthesis kit, #Biol-65026, Bioline).

A real time PCR reakcidkat Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australia) késziiléken
végeztem. A polimerdz lancreakciokban keletkezd termékek detektilasdhoz SYBR
Green interkalalodo festéket (EVA-Green, #31000, Biotium), valamint ImmoMix
(#IMX-110C, Bioline) reagenst hasznaltam. A SYBR Green I a duplaszala DNS-hez
kotddik, foton forméjaban leadott tobbletenergidja 530 nm-en detektalhatd. A
beko6tddott SYBR Green I mennyisége, €s igy a detektalt jel nagysaga ardnyos a kettds
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szali DNS hosszaval és mennyiségével. Mivel a SYBR Green I minden duplaszalu
DNS-hez képes kotddni, a hibas koncentracio érték elkeriilése érdekében a kapott PCR
termékeket az olvadasi gorbe analizisen kiviil még minden esetben agaréz gél-
elektroforézissel is ellendriztem. A kdvetkezd PCR koriilményeket alkalmazva: 95 °C

10 perc; 95°C 15 masodperc, 60 °C 1 perc (40 cikluson keresztiil).

A mintak ,,cycle treshold” (Ct) értékei a PCR reakcié soran minden gén esetében a 20-
40 ciklusok kozotti tartomdnyba esett. Az egyes gének expressziojat relativ
kvantifikalassal hataroztam meg az ugynevezett ““Ct formulat hasznalva.A kezeletlen
mintdk endogén kontrollal vald normalizalt (“Ct) expresszids értékébdl kivontam a

kezelt mintak értékeit (““Ct), majd a relativ expressziot a PCR hatékonysaganak

-AACt
figyelembe vételével hataroztam meg (2 ). A PCR reakcid soran hasznalt

primereket a 2. tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat A PCR reakcio soran alkalmazott primerek

er alpha F 5 AGGAGACTCGCTACTGTGCTG 3’
R 5’ ATCATGCCCACTTCGTAACAC 3’
synaptophysin F 5’ TCTTCCTGCAGAACAAGTACCG 3’
R 5’ GCCAGGTGCTGGTTGCT 3’
glut-1 F 5’ GCCTGAGACCAGTTGAAAGAAC 3’
R 5’ CTGCTTAGGTAAAGTTACAGGAC 3’
bax F 5’ TCCAGGATCGAGCAGA 3’
R 5’ AAGTAGAAGAGGGCAACC 3’
bcl2 F 5’ CTGGTGGACAACATCGCTCTG 3’
R 5’ GGTCTGCTGACCTCACTTGTG 3’
bdnf F 5’ TGCGAGTATTACCTCCGCCAT 3’
R 5’ TCACGTGCTCAAAAGTGTCAG 3’
synapsin | F 5’ CCGCCAGCATGCCTT C 3’
R 5” TGCAGCCCAATGACCAAA 3’
ampk F 5" GACTGGACATAAAGTTGCTGTGAAG 3’
R 5’ GGATTTTCCCGACCACGTC 3’
pgcialpha F 5’ CGCACAACTCAGCAAGTCCTC 3’
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R 5’ CCTTGCTGGCCTCCAAAGTCTC 3’
creb F 5" GCCTCTGGTGATGTACAAACATACC 3’

R 5" GGGAGGACGCCATAACAACTC 3’
nrf-1 F 5" ATGGAGGAACACGGAGTGAC 3’

R 5" GCTTTTTGGGACAGTGAAAT 3’
tfam F 5’ GCTTCCAGGAGGCTAAGGAT 3’

R 5’ CCCAATCCCAATGACAACTC 3’
catalase F 5’ TTATGGCCTCCGAGATCTTTTC 3’

R 5" ACCTTGGTCAGGTCAAATGGAT 3’
sod1 F 5’ CGGATGAAGAGAGGCATGTT 3’

R 5’ CAATCACACCACAAGCCAAG 3’
sod2 F 5’ CACTGTGGCTGAGCTGTTGT 3’

R 5’ CCAAGCAATTCAAGCCTCT3’
beta aktin F 5’ TTGTAACCAACTGGGACGATATGG 3’

R 5" GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG 3’
ChAT F 5’ GCCACATCG TTCACT CTC TTG 3’

R 5’ CGGTTCAT AAGCAACACATC 3’
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4.3.6 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai méréseket a Groningeni Egyetemen végeztilkk korabban
publikalt médszertani leirasok alapjan (Nyakas et. al 2003; Nimmrich et.al 2008).A fél
patkany hippokampuszokat 4 %-os,foszfat-pufferelt paraformaldehid-oldatban (0,1 M;
szachar6z oldatban keriilt sor +4 °C-on. A hippokampuszokb6l mikrotémmal 20 um
vastag metszetek késziiltek. Az immunhisztokémiahoz szabadon uszé (free-floating)
metszeteket hasznaltam. A metszetek mosasa PBS-ben (pH 7.4) tortént. Az endogén
peroxidazok aktivitasat 20 perces, 1 %-0S H,O,-ben torténdinkubalas blokkolta. 3X20
perc PBS (pH 7.4) mosas utan a nem-specifikus kotéhelyeket PBS-benoldott 5%-0s
normal szérumoldat blokkolta (4 6ra). Az inkubacié a primer ellenanyag oldataban3-5
éjszakéan keresztiil tortént, +4 °C-on. Ezutan ujbol 5X20 perc PBS (pH 7.4) mosas
kovetkezett, majd a szekunder ellenanyagban valo 3-4 o6ras inkubalas
szobahémérsékleten. Az ABC reakciot (ABC Kit, 1:500; Vector) PBS mosas (5X
20perc) kovette, majd a DAB reakci6 (0.05 % DAB in Tris-HCI; pH=7.6 + 0.01 %,
H202; 5-30 perc). Az immunhisztokémia soran felhasznalt ellenanyagokat az 1.

tablazat tartalmazza.
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4.4 Statisztikai analizis

Az A. kisérlet sordn a kezelések hatésait kiilonboz6 életkorokban két-iranya ANOV A-
val értékeltem. Ezutan csoportok osszehasonlitasat Fisher-féle post hoc tesztet
végeztem. A spontan alternacié és az uj targy felismerés esetében a néstény allatokban
is a ’véletlen szinthez’ is hasonlitottam az adatokat (elsé esetben 33,3%; a masodik
esetben 50% volt) Student’s t-teszttel. A p<0,05 értéket fogadtam el statisztikailag
szignifikansnak. Az eredmények kozzott az F értéket valamint a szignifikancia Szintet
tlintetem fel. Az abramagyarazatokban a post hoc teszt eredményei szerepelnek, melyek
értelmében: 15 honapos allatok esetén * p<0,05; ** p<0,01 vs. azonos koru kontroll; 27
hoénapos korban : # p<0,05; ## p<0,01 vs. azonos kort kontroll.

Az egész ¢életen at tartd edzés hatasainak vizsgalata esetében az eredmények
kiértékeléséhezkét mintas t-probat hasznaltam. Az eredményekben a szignifikancia szint
szerepel. Az abraalairasokban a post hoc teszt eredményei szerepelnek, melyek

értelmében: * p<0,05; ** p<0,01 vs. kontroll.
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5. Eredmények

5.1 A. Kisérlet: A hosszu-tavu osztradiol kezelés és a hosszu tavu fizikai aktivitas
hatasa az agy oregedésére kiilonbozo életkoru nostény patkanyokban.

5.1.1 Kognitiv tesztek eredményei

Eletkorral jard valtozasok

Nyilt porond tesztben a 27 honapos allatok szignifikansan hosszabb latenciaidével
kezdték meg az exploraciot, mint a 15 honapos allatok (F=5,42, p<0,05). A 27 honapos
patkanyok exploracioja kevesebb volt, mint a 15 honapos allatok exploracioja (F=74,44,
p<0,01 ). Az exploracio komplonensei koziil, mind a jarkalasi (jarkalas beliil+jarkalas
kiviil), mind az agaskodasi aktivitas kevesebb volt az idés patkanyoknal, a kozépkoru
allatokkal 6sszehasonlitva (F=68,58, p<0,01;F=.66, 39, p<0,01). Uj targy felismerési
tesztben a 27 honapos patkanyok 1j targy felismerése rosszabb volt mint a 15 honapos
allatoké (F=6,43, p<0,01).

Spontan alterndcio tesztben nem mértem szignifikans életkor hatast.

Morris GtvesztOben a két utas ANOVA szignifikans életkor-hatast mutatott ki (F=9,78,
p<0,05). A 15 honapos allatok hamarabb talaltak meg a viz alatt elhelyezett platformot a
kisérlet harmadik, negyedik €s 6todik napjan.

A kezelések hatasa

Nyilt porond tesztben a 15 honapos edz6 (EX) csoportban az exploracid megkezdésének
latenciaideje szignifikdnsan révidebb volt, mint az azonos koru kontroll csoportban
(F=4,15, p<0,05) (11.B 4bra). A kombinalt kezelés esetén isalacsonyabb
latenciaidétmértem, de ez a valtozas nem volt szignifikans (p= 0,08). Emellett az
exploracié horizontalis komponensében mértem valtozast. A futd (EX) csoport jarkalasi
aktivitasa nagyobb volt a kontroll csoporttal dsszehasonlitva (F=3,60, p<0,05) (11.A
abra). A kombinalt kezelést kapott csoport horizontalis aktivitasa is ndvekvo tendenciat
mutatott (p=0,78). Az Osztrogén kezelés hatasara egyik paraméter sem valtozott meg a
tesztben. 27 honapos idés allatoknal nem mértem szignifikdns valtozast egyik

paraméterben sem a nyiltporond tesztben (11.C/D abra).
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15 honapos

Bli7Z 1

11. abra

EX
E2
E2+EX

EX
E2

E2+EX

sec.

60

40

20

40

20

A nvilt porond teszt eredménye 15 hénapos és 27 hdnapos korii csoportokban

Az dllatok agaskodasi, jarkalasi és felderitd tevékenysége (exploracio) 15 honapos

csoportokban (A). Az EX csoport horizontalis (jarkdlasi) aktivitdsa nott. A felderito

tevékenység megkezdésének latenciaideje csokkent az EX csoportban 15 honapos

korban (B). 27 honapos korban az dgaskoddasi és horizontdlis aktivitds nem valtozott a

kezelések hatasdra (C). A latenciaiddben sincs valtozas a csoportok kozott (D). A

feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05 vs. azonos koru kontroll csoport.

54



doi:10.14753/SE.2013.1822

Uj targy felismerési tesztben szignifikans kezelés-hatast mértem (F=5,14, p<0,05). A
Fisher-féle post hoc analizis eredménye szerint, az edzés (EX), 6sztradiol kezelés (E2)
¢s a kombinalt kezelések is (E2+EX) javitottak az uj-targy felismerést 15 honapos
korban (p<0,05) (12. abra). 27 honapos korban az E2 és E2+EX csoportok teljesitetek
jobban a tesztben azazonos kort kontrollokhoz képest (p<0,05) (12. abra). Az Gsszes
kozépkort csoport a véletlen szint felett teljesitette a tesztet (t=4,35, p<0,01). Az id6s
csoportok koziil az dsztradiolt €s kombinalt kezelést kapott csoportok ismerték fel az uj

targyat a véletlen szint felett (t= 2,49, p<0,05).
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Az uj targy felismerési teszt eredménye 15 és 27 honapos korban

A mozgas (EX), osztradiol (E2), és kombinalt (E2+EX) kezelések javitottak az uj targy
felismerést 15 honapos korban. 27 honapos korban az osztradiol (E2) és kombindl
(E2+EX) kezeléseket kapott csoportok teljesitettek jobban az azonos kor kontrollokhoz
képest. A feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05 vs. 15 honapos koru kontroll
csoport, # p<0,05 vs. 27 honapos koru kontroll.
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Spontan alternacio tesztben szignifikans kezelés-hatast mértem (F=6,90, p<0,01).

Spontan alternacié tesztben az Osztrogén (E2) és kombinalt kezelések (E2+EX)
novelték az alternaciok szamat 15 honaposés 27 honapos korban egyarant (13.abra). Az
edzés 15 honapos allatok esetén javitotta a munkamemoriat (p<0,05). Minden

kozépkoru és id6s csoport a 33,33%-o0s véletlen szint felett teljesitett (t=6,39, p<0,01).

80

70

60

50

40

30

EX
20

relativ alternacio

E2
10

BElizn

EZ2+EX

15 honapos 27 hénapos

13. abra

A spontan alterndacio teszt eredménye 15 és 27 honapos korban

A mozgas (EX), osztradiol (E2), és kombinalt (E2+EX) kezelések névelték az
alterndaciok szamat 15 honapos korban. 27 honapos korban az dsztradiol (E2) és
kombinal (E2+EX) kezeléseket kapott csoportok teljesitettek jobban az azonos koru
kontrollokhoz képest. A feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05, ** p<0,01 vs. 15

hénapos korii kontroll csoport, * p<0,05 vs. 27 hénapos korii kontroll.

Morris vizi utvesztében szignifikans kezelés-hatast 27 honapos korban figyeltem meg
(F=2,78, p<0,05). Az Gsztrogént kapott csoport (E2) gyorsabban talalta meg a viz alatt
elrejtett platformot a negyedik, 6todik, hatodik és hetedik napokon a kontroll csoporthoz
képest (14.B abra). 15 honapos korban nem volt kiilonbség a térbeli tanulasban a
csoportok kozott (14.A abra)
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14. abra

A Morris vizi utvesztd teszt eredménye 15 (A) és27 (B) hdonapos korban

15 honapos korban a térbeli tanuldsi képesség nem valtozott a kezelések hatdasara. 27
honapos korban az osztradiol (E2) javitotta a térbeli tanuldst, mivel a viz alatt
elhelyezett platform megtaldlasanak latenciaideje révidebb volt az E2 csoportban a 4.
5. 6. és 7. napokon. A feltiintetett értékek: dtlag = SEM *p<0,05 vs. 27 hénapos korii

kontroll csoport.
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5.1.2 A mért szervek sulya, zsirdepok mennyisége

Eletkorral jar6 véltozasok

A vizsgalt szervstilyok koziil az méh stlyanak tekintetében mutathatd ki szignifikans
¢letkori hatas (F=3,79, p<0,05). A méh sulya kisebb volt az idés kontroll és id6s edz6
allatoknal, a 15 honapos csoportokkal 0Osszehasonlitva (p<0,05). A zsirdepok
mennyisége (retroperitonedlis+tuteralis zsir) nagyobb volt a 27 honapos csoportokban,
mint a 15 honapos csoportokban (retroperitonealis zsir: F=4,01, p<0,05, uteralis zsir:

F=6,42, p<0,05) (3.tablazat).

Kezelések hatasa

A starisztikai analizis szignifikans kezelés-hatast mutatott a hipofizis sulyanak
tekintetében (F=7,48, p<0,01). A mirigy stlya nagyobb volt az E2 ¢és E2+EX
csoportokban a kontrollokhoz képest mindkét életkorban.

Edzés hatasara (EX, E2+EX) mind 15 hdénapos, mind 27 honapos korban csokkent a
retroperitonedlis és uteralis zsir mennyisége (retroperitonedlis zsir: F=3.55, p<0,05,
uteralis zsir: F=7,76, p<0,05). A ma4j, petefészkek, mellékvesék €s csecsemOmirigy

stlya nem valtozott szignifikansan a kezelések hatasara egyik életkorban sem.

3. tablazat A vérplazma osztradiol és kortikoszteron szintje, a hipofizis és méh sulya

valamint a zsirdepok mennyisége 15 és 271 honapos edzo (EX), osztradiolt (E2) és

kombinalt kezelest kapott csoportokban

A feltiintetett értekek: atlag + SEM *p<0,05 vs. 15 honapos kontroll, #p<0,05 vs. 27
honapos kontroll, **p<0,01 vs. 15 honapos kontroll, ##p<0,01 vs. 27 honapos kontroll

kortikoszteron méh (mg) retroperitonealis parauteraliszsir
kor kezelés osztradiol (pg/ml) hipofizis (mg)
(ng/ml) zsir (mg) (mg)
C 42,10+16,49 40,97+15,17 15,65+0,75 0,71+0,04 3,51+0,71 7,65+0,38
15h6. EX 101,10+35,60 46,14+7,21 16,58+0,67 0,75+0,06 2,73+0,60* 5,54+0,46*
E2 65,93+27,62 816,91£145,00** | 23,01+1,99** | 0,76+0,03* 2,85+0,83 6,18+0,39
E2+EX 65,61+27,11 892,35+135,04** | 25,41+2,82** | 0,82+0,07* 2,61+0,15* 5,65+0,59*
C 115,53+19,57 14,30+3,20 16,48+2,42 0,53+0,07 9,88+1,74 17,43+1,75
27ho EX 101,54+23,56 16,72+2,70 17,80+3,15 0,45+0,08 5,84+1,09# 10,40+1,19#
E2 111,57+33,45 333,33+55,36## 26,62+4,16## | 0,92+0,09# 7,44+1,56 14,26+1,66
E2+EX 142,81+33,73 255,71435,584## 31,87+5,994## | 1,09+0,094 | 4,03+0,61# 8,07+1,11#
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5.1.3 A vérplazma osztradiol és kortikoszteron szintje

Eletkorral jard valtozasok

Két utas ANOV A-val nem mutattam ki életkori hatdst a sem a plazma 6szrtadiol, sem a

crer

Kezelések hatasa

A plazma 6sztradiol szintjét vizsgalva szignifikans kezelés-hatast mutattam ki (F=31,62,
p<0,01). Az o6sztradiolt kapott (E2, E2+EX) 15 honapos és 27 honapos csoportok
plazma 6sztradiol szintje magasabb volt az azonos koru kontroll és edzd csoportokhoz
képest. Emellett szignifikans interakcio all fenn a kor faktor €s a kezelés faktor kozott
(F=10,16, p<0,05). Az osztradiol kezelés 15 honapos korban sokkal markansabban
megemelte a plazma Osztradiol szintjét. A plazma kortikoszteron mennyisége nem

valtozott szignifikdnsan a kezelések hatdsara egyik életkorban sem.

5.1.4 Biokémiai eredmények

Eletkorral jaré véltozasok

Az Osztrogén receptor alfa (ERa) immunreaktivitasa 15 hénapos korban nagyobb volt,
mint 27 honapos korban (F= 21,78, p<0,01). A BDNF mennyiségealacsonyabb volt 27
honapos korban (F=15,76, p<0,01) a 15 hénapos koru allatokkal Osszehasonlitva.
szignalmolekulak mennyiségében (Akt, CREB, MAPK) nem taldltam életkor-fliggd
valtozast. A szinaptikus markerek koziil a szinaptofizin fehérje mennyisége magasabb
volt a 15 honapos allatok hippokampuszaban a 27 honapos allatokhoz képest (F=22,21,
p<0,01). A szinapszin mennyisége nem valtozott Gregedés soran.

Az oxidativ stressz magasabb volt a 27 honapos allatok hippokampuszaban, mivel mind
a karbonilalt fehérjék mennyisége (F=4,31, p<0,05), mind a szabadgyok képzddése
(F=4,68, p<0,05) magasabb volt a 15 honapos allatokhoz képest. A PGC-la
mennyisége alacsonyabb volt az idds allatokban (F=8,12, p<0,01), mig az NRF-1 ¢és
MtTFA mennyiségében nem mértem kor-fliggd valtozast. Az antioxidans enzimek
mennyisége is csokkent oOregedéssel: SOD-1 (F=6,65, p<0,01), SOD-2 (F=12,32,
p<0,01). Az AMPK foszforilacioja alacsonyabb volt a 27 honapos allatok
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hippokampuszaban (F=5,10, p<0,05). A DCX mennyisége is kevesebb volt a 27
honapos allatokban (F=14,44, p<0,01).

Kezelések hatasa

A statisztikai analizis elvégzésével szignifikans kezelés-hatdst mutattam ki az ERa
fehérje mennyiségében (F=8,00, p<0,01) (15.abra). A 15 honapos allatoknal az edzés
(EX), Osztrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX) kezelések hatasara nétt az ERa
mennyisége. 27 honapos allatok esetén az E2 és E2+EX kezelések emelték meg a
receptor mennyiségét.

A BDNF fehérje tekintetében hasonld eredményeket tapasztaltam (kezelés hatas:
F=15,76, p<0,01). 15 honapos korban az EX, E2 és E2+EX csoportokban magasabb
volt a BDNF szintje a kontrollokhoz képest. 27 hdonapos korban az Osztrogén és
kombinalt kezelések a neurotrofin mennyiségének novekedését eredményezték

(16.abra).
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15. abra

Az Osztrogén receptor alpha (ERo) fehérje mennyisége 15 és 27 hdonapos dllatok

hippokampuszaban

Az dsztrogén receptor alpha (ERa) mennyisége nétt az edzé (EX), dsztrogén (E2) és a
kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban. 27 honapos korban az
osztradiol és kombinalt kezelések noveltek meg az ERa szintjét az azonos koru kontroll
csoporthoz képest a hippokampuszban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05 vs.
15 honapos koru kontroll csoport, # p<0,05 vs. 27 honapos koru kontroll.
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16. abra

A BDNF fehérje mennyisége 15 és 27 hdnapos dllatok hippokampuszaban

Az BDNF mennyisége nott az edzo (EX), osztrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX)
kezelésben részestiilt csoportokban. 27 honapos korban az osztradiol és kombinalt
kezelések novelték meg BDNF szintjét az azonos koru kontroll csoporthoz képest a
hippokampuszban. 4 feltiintetett értékek: atlag = SEM ** p<0,01vs. 15 hénapos kori
kontroll csoport, # p<0,05 vs. 27 hénapos koru kontroll.

A szignalmolekulak (MAPK,Akt, AMPK) és a CREB aktivaciojat foszforilalt formajuk
mérésével vizsgaltuk. A foszforilalt formakat a megfeleldé nem foszforilalt formahoz
illetve a B-aktin kontrollhoz normalizaltuk. A varianciaanalizis szignifikans kezelés-
hatast mutattam ki a kovetkezd fehérjék esetén: p-MAPK: F=15,16, p<0,01; p-CREB:
F=17,48, p<0,01, Akt: F=8,56, p<0,01, AMPK: F=12,34, p<0,01). 15 hénapos korban a
MAPK, Akt és a CREB foszforilacioja novekedett edzés, Osztrogén és kombinalt
kezelések hatasara a kontroll csoporthoz képest (17.abraA/B/C). A p-AMPK

mennyisége nott edzés (EX) hatasara 15 honapos korban (18.4abra). 27honapos korban a

62



doi:10.14753/SE.2013.1822

sem a p-Akt, sem a p-AMPK mennyisége nem valtozott. A MAPK és CREB
foszforilacioja szignifikdnsan magasabb volt az E2 és E2+EX csoportokban az azonos

kort kontrollokhoz képest 27 honapos korban.
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15 honapos 27 honapos
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17. abra

A MAPK (A), azAkt (B) és a CREB (C) fehérjék foszforilacidjals és 27 honapos dllatok

hippokampuszaban

Az p-MAPK mennyisége nott az edzo (EX), észtrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX)
kezelésben részestiilt csoportokban. 27 honapos korban az osztradiol és kombinalt
kezelések novelték meg p-MAPK szintjét az azonos koru kontroll csoporthoz képest a
hippokampuszban. Az p-Akt mennyisége nétt az edz6 (EX), dsztrogén (E2) és a
kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban 15 honapos korban. Az p-CREB
mennyisége nott az edz6 (EX), észtrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX) kezelésben
részesiilt csoportokban 15 honapos korban. 27 honapos korban az észtradiol és

kombinalt kezelések novelték meg p-CREB szintjét az azonos koru kontroll csoporthoz

képest a hippokampuszban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05, ** p<0,01 vs.

15 honapos koru kontroll csoport,# p<0,05, # #p<0,01 vs. 27 honapos koru kontroll.
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18. abra

A p-AMPK fehérje mennyisége 15 és 27 hdonapos dllatok hippokampuszaban

Az p-AMPK mennyisége nott az edz6 (EX) csoportban az azonos koru kontroll
csoporthoz képest a hippokampuszban. A feltiintetett értékek: datlag + SEM ** p<0,01

VS. 15 honapos koru kontroll csoport.

A szinaptikus markerek expressziojat is befolyasoltak a kezelések mindkét életkorban
(19. abraA/B). A szinaptofizin mennyisége ndtt a 15 honapos allatok
hippokampuszaban az EX, E2 és E2+EX csoportokban (F=3,62, p<0,05). A szinapszin
foszforildcidja is magasabb volt az edzd, 6sztrogén és kombindlt kezelésben részesiilt
allatokban a kontroll csoporthoz képest (F=9,15, p<0,05).

27 honapos korban az 6sztrogén illetve a kombinalt kezelés emelete meg a szinaptofizin
mennyiségét. A p-szinapszin fehérje szintje az E2 csoportban volt nagyobb a kontroll

csoporttal dsszehasonlitva.
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19. abra

A szinaptofizin (A) ésp-szinapszin (B) fehérje mennyisége 15 és 27 honapos dllatok

hippokampuszaban

Az szinaptofizin (4) és p-szinapszin (B) mennyisége nétt az edz6 (EX), dsztrogén (E2) és
a kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban 15 honapos korban. 27
honapos korban az dsztradiol és kombinalt kezelések novelték meg szinaptofizin (A)
szintjét az azonos kori kontroll csoporthoz képest a hippokampuszban. A p-szinapszin
fehérje mennyisége az E2 csoportban volt magasabb. A feltiintetett értékek: atlag +
SEM * p<0,05 vs. 15 honapos koru kontroll csoport, # p<0,05 vs. 27 honapos kori

kontroll.
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A reaktiv oxigén gyokok (ROS) mennyisége alacsonyabb volt mind 15mind 27 honapos
korban az Osztrogén (E2) és kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban
(kezelés-hatas: F=8,91, p<0,01) (20.abra).15 honapos edz6 allatokban a szabadgyok

mennyisé€g szignifikdnsan alacsonyabb volt az azonos kort kontroll csoporthoz képest.

M
c 15
o
-1 -
s
En c
= EX
S 05
E E2
3 E24EX
s 0 B

15honapos 27 honapos

20. abra

A reaktiv oxigén gyvokok mennyisége (ROS) 15 és 27 hdnapos dllatok

hippokampuszaban

Az ROS mennyisége csokkent az észtrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX) kezelésben
részesiilt csoportokban mindkét életkorban. A testmozgds csékkentette a ROS
mennyiséget 15 honapos korban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM, *p<0,05, vs. 15
honapos koru kontroll csoport, # #p<0,01 vs. 27 honapos koru kontroll.

A karbonilalt fehérjék mennyiségében életkori hatas mellett szignifikans kezelés-hatast
is kimutattam (F=6,96, p<0,01). 15 honapos korban alacsonyabb volt a karbonilalt
fehérjék mennyisége az edz6 (EX), Osztrogént kapott (E2) és kombinalt kezelésben
(E2+EX) részesiilt csoportokban, mint az azonos kort kontroll &llatcsoportban

(21.abra). 27 honapos korban nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott.
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21. abra

A karbonildlt fehériék mennvisége a 15 és 27 hdnapos dllatok hippokampuszdban

A karbonildlt fehérjék mennyisége csokkent az edzé (EX), oOsztrogén (E2) és a
kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban 15 honapos korban. A
feltiintetett értékek: atlag + SEM * p<0,05 , ** p<0,01 vs. 15 honapos koru kontroll

csoport.
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Szignifikans kezelés-hatast mutattam ki NRF-1 (F=3,77, p<0,05) és PGC1-a (F=2,78 ,
p<0,05) transzkripcios faktorok esetén (22.abraA/B). A 15 hoénapos korban nétt az
NRF1 mennyisége az 0sztrogénkezelésben (E2) részesiilt csoportokban az azonos koru
kontroll allatcsoporthoz képest. 27 honapos korban nem volt szignifikdns kiilonbség a
csoportok kozott. A PGCl-a mennyisége nott a 15 honapos allatok hippokampuszaban
az EX, E2 és csoportokban. 27 honapos korban nem volt szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott. Az mtTFA mennyisége nem valtozott a kezelések hatisara egyik

¢letkorban sem (nem szerepel diagram).
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22. abra

Az NRF-1(A) és PGClo (B) fehérje mennyisége 15 és 27 honapos dllatok

hippokampuszaban

Az NRF-1 (4) és PGCla (B) mennyisége ndtt osztrogén (E2) kezelésben részestilt
csoportokbanl5 honapos korban. Edzés hatasdra a PGCl-a fehérje mennyisége nétt 15
honapos korban. Az osztrogénkezelés a PGCl-a és NRF-1 fehérjék mennyiségét novelte

15 honapos korban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM *p<0,05 vs. 15 honapos korii

kontroll csoport.
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A SOD-1 mennyisége valtozott a kezelések hatdsira (F=3,65, p<0,05). A fehérje

mennyisége 15 honapos életkorban nétt a futdé és az E2 kezelésben részesiilt

csoportokban (23.abraA).

A SOD-2 mennyisége kozépkoru allatokban valtozott (F=5,01, p<0,05). Az &sztrogén-

kezelés megndvelte a SOD-2 mennyiségét a kontroll csoporthoz képest (23. aba B). A

GPx fehérje expresszidja 15 hdénapos korban valtozott meg a kezelések hatasara

(F=3,11, p<0,05). Az EX kezelés megnovelte a GpX mennyiségét a kontroll csoporthoz
képest (23.abra C).
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23. abra

Az antioxidans enzimek mennyiségelb és 27 honapos dllatok hippokampuszdban

15 honapos korban a SOD-1 mennyisége magasabb volt az edzo (EX), dsztrogént kapott
(E2) az azonos koru kontroll csoporthoz képest a hippokampuszban (A). Ugyanebben

az életkorban a SOD-2mennyisége magasabb volt az dsztrogént kapott (E2) kezelésben

részestilt csoportban az azonos koru kontroll csoporthoz képest (B). A GpX mennyisége
magasabb volt az edzé (EX) csoportban az azonos koru kontroll csoporthoz képest A

feltiintetett értékek: atlag + SEM *p<0,05 vs. 15 honapos koru kontroll csoport.
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A DCX mennyisége szignifikdnsan magasabb volt 27 hoénapos korban mindhdrom

kezelést kovetden (F=5,64, p<0,05) (24.abra).
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24. abra

A DCX mennyisége 15 és 27 honapos dllatok hippokampuszaban

Az DCXmennyiségenott edzés (EX), osztrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX) kezelésben
részesiilt csoportokban 27 honapos korban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM,
*p<0,05, vs. 15 honapos koru kontroll csoport, #p<0,05m ##p<0,01 vs. 27 honapos

koru kontroll.
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5.2 B. Kisérlet: Az élethosszon at tarté fizikai aktivitas hatasa az agy oregedésére
him patkanyokban.

5.2.1 Viselkedési teszt eredménye

Uj targy felismerési teszt. Az élethosszig tartd testmozgas javitotta a memoriat 0j targy
felismerési tesztben (p=0.031). Morris vizi utvesztében az edz0 csoport jobban

teljesitett a kisérlet 3 napjan, mint a kontroll csoport.

80 r

75 F

65 |

60

felismerési index

55 |

25. abra

Az uj targy felismerési teszt eredménye

Az élethosszig tarto testedzés javitotta memoriat az uj targy felismerési tesztben. A

feltiintetett értékek: atlag = SEM, *p<0,05, vs. kontroll csoport
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26. abra

Az Morris vizi utveszto teszt eredmeénye

Az edz6 csoport szignifikansan révidebb ido alatt talalta meg a viz alatt elrejtett

platformot a 3. tesztnapon. 4 feltiintetett értékek: datlag + SEM, *p<0,05, vs. kontroll

csoport
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5.2.2 Hisztologiai eredmények

A BDNF ir. rostok denzitasa szignifikdnsan ndtt a testmozgds hatdsara a
hippokampusz CAl-es (p<0,05) és CA3-as (p<0,01) régidiban (27. abra). A
doublecortin  mennyisége nétt a hippokampusz molekularis rétegében (p<0,01)
(28.abra).

A Glut-1 ir. rostok denzitasa szignifikdnsan magasabb volt az edzett allatok

crcs

mozgas novelte a CA-1-es (p<0,01) és a DG(p<0,01) régiokban a ChAT ir. rostok

mennyiségét (30.abra).

B CAl

RS o TR T

Kontroll (C)

27. abra
A BDNF immunreaktiv rostok denzitasa a hippokampusz CA1l és CA3-as

crer

Az élethosszig tarto testmozgas megnovelte a BDNF ir. rostok mennyiségét mind a CAl,
mind a CA3 régiokban a hippokampuszban. 4 jobb szélsé abran a CA3 régioban késziilt
mikroszkopos felvétel lathato. A feltiintetett értékek: atlag + SEM ,*p<0,05, **p<0,01

VS. azonos koru kontroll csoport.
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28. abra

A DCX immunreaktiv rostok denzitasa a hippokampusz molekularis rétegében

Az élethosszig tarto testmozgas megnovelte a DCX ir. rostok mennyiségét a

hippokampuszban. A jobb szélsé abran a DG molekularis rétegben késziilt

mikroszkopos felvétel lathato. A feltiintetett értékek: atlag £ SEM , **p<0,01 vs. azonos

koru kontroll csoport.
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29. abra

crer

Az élethosszig tarto testmozgas megnovelte a Glut-1 ir. rostok mennyiségét mind
a DG régiokban a hippokampuszban. A feltiintetett értékek: atlag = SEM, *p<0,05vs.

azonos koru kontroll csoport.
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30. abra

e rer

Az élethosszig tarto testmozgas megnovelte a Glut-1 ir. rostok mennyiségét mind
a CAl, mind a DG régiokban a hippokampuszba. A feltiintetett értékek: atlag + SEM ,

**p<0,01 vs. azonos koru kontroll csoport.

78



BDNF denzitis

doi:10.14753/SE.2013.1822

5.2.3 Biokémiai eredmények

A BDNF neurotrofin mennyisége szignifikansan (p=0,05) nétt az edz6 csoportban a

kontroll csoporthoz képest (31.abra).

*

s T

BDNF 8 888 13 kDa

B-aktin ” 43 kDa

C EX

31. abra

A BDNF mennyisége a kontroll (C) és edzo (EX) allatok hippokampuszaban

A BDNF fehérje mennyisége szignifikansan (p=0,05) ndtt az edzd csoportban. A
feltiintetett értékek: atlag + SEM

A CREB és a MAPK foszforilacioja nem valtozott. Szignifikdns névekedést mértem az
AMPK (p<0,05) és az Akt fehérjék (p<0,05)foszforilaciojaban a futdé csoportban a
kontroll csoporthoz képest (32. abra, 33.abra). Szignifikans novekedést mutattam ki az
edzd allatokndl szinaptofizin fehérje mennyiségében a kontroll csoporthoz képest
(p<0,05) (34.abra). Futo csoportban a p-szinapszin novekedésének tendenciaja

figyelhet6 meg (p=0,05) (35.abra).
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32. abra

A p-Akt mennvisége a kontroll (C) és edzé (EX) allatok hippokampuszaban

A p-Akt fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzé csoportban. A feltiintetett
eértékek: atlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.
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33. abra

A p-AMPK mennyisége a kontroll (C) és edzd (EX) allatok hippokampuszaban

A p-AMPK fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzo csoportban. A feltiintetett
ertékek: atlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.
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34. abra

A p-szinapszin mennyisége a kontroll (C) és edzo (EX) allatok hippokampuszaban

A p-szinapszin fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzd csoportban. A feltiintetett

eértékek: atlag = SEM, x p=0,05 vs. kontroll csoport.

B-aktin -43 kDa
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C EX
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35. abra

A szinaptofizin mennyisége a kontroll (C) és edzo (EX) allatok hippokampuszaban

A szinaptofizin fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzé csoportban. A feltiintetett

ertékek: datlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.
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A Glut 1 mennyisége szignifikansan magasabb volt a futd csoportban (p<0,05)
(36.abra). Hasonloképpen, a doublecortin (p<0,05) valamint a ChAT (p<0,05) fehérje
mennysége is nagyobb volt a futd csoportban a kontroll csoporthoz képest (37. abra,

38. 4bra).
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36. abra

A Glut-1 mennyisége a kontroll (C) és edz6 (EX) dllatok hippokampuszaban

A Glut-1 fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzé csoportban. A feltiintetett

eértékek: atlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.
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37. abra

A doublecortin (DCX) mennyisége a kontroll (C) és edzd (EX) dllatok

hippokampuszaban

A doublecortin fehérje mennyisége szignifikansan nétt az edzd csoportban. A feltiintetett
ertékek: datlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.
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ChAT denzitas

38. abra

A ChAT mennvisége a kontroll (C) és edzd (EX) dllatok hippokampuszaban

A ChAT fehérje mennyisége szignifikansan nott az edzd csoportban. A feltiintetett
eértékek: atlag = SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.

A reaktiv oxigén gyokok és a karbonildlt fehérjék mennyiségében nem mértem
szignifikdns kiilonbséget a két csoport kozott. Nem volt kiilonbség a kovetkezo
transzkripcios faktorok mennyiségét illetden sem: PGC1-a, NRF1, mtTFA. Az ER- o

mennyisége sem valtozott a fizikai aktivitas hatdsara a him patkanyokban.
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5.2.4 Génexpresszios mérési eredmények

A PCR reakciok soran csak a ChAT ¢és Glut-1 gének esetén mértiink szignifikdns
valtozast. A ChAT és a Glut-1 gének expreszidja magasabb volt az edz6 csoportban,

mint a kontroll csoportban. PCR reakciok eredményeit a tablazat foglalja 6ssze

4, tablazat A kisérlet sordan vizsgalt gének relativ expresszioja. A Chat és a Glut-1
expresszidja névekedett az edzé csoportban a kontroll csoporthoz képest. Ertékek: dtlag

+ SEM, *p<0,05 vs. kontroll csoport.

Gén neve valtozas rel.expresszid
CREB nincs valtozas 12 *
synapsin nincs véltozas * I
synaptophysin nincs valtozas 1 I
BDNF nincs valtozas 0,8 - |
ERa nincs valtozas mC
AMPK nincs valtozas 0  REX
ChAT OVerexpresszio 04 —
Glut-1 OvVerexpresszio 02 | |
NRF-1 nincs valtozas
PGC-1a nincs valtozas 0

i Chat Glut-1
katalaz nincs valtozas
SOD1 nincs valtozas
SOD2 nincs valtozas
bax nincs valtozas
bcl-2 nincs valtozas
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6. Megbeszélés

Munkam célja az volt, hogy megvizsgaljam, hogy a rendszeres testmozgas milyen
hatéassal van az idegrendszerre 6regedés soran. Kisérleteim soran tanulmanyoztam, hogy
a testmozgas és az Osztrogénkezelés hasonloan hat-e a hippokampusz-fiiggé kognitiv
képességekre valamint a két kezelés milyen intracellurdlis szignalmolekuladkat és
neurotrofikus fehérjéket aktival a hippokampuszban kiilonb6z6 életkort ndstény
patkdnyokban. A kisérlet eredményei alatdmasztottdk azt a feltételezést, hogy az
Osztrogénpodtlashoz hasonldéan a testmozgds javitja a memoriat és olyan molekulakat
aktival a hippokampuszban, melyek neurotrofikus hatastak illetve részt vesznek a redox
¢és energiaegyensuly fenntartasaban, mérséklik az oxidativ stresszt és tamogatjak az
energiatermelé folyamatokat. Azonban fontos megjegyezni, hogy hipotézisiink csak
oregedd, 15 honapos allatok esetén nyert bizonyitast a ndstény allatokban. Ezzel
ellentétben a hosszu-tdva andsztrusz dallapotdban, 27 hoénapos korban az

Osztrogénkezelésnek és a kombinalt kezelésnek volt csak jelentsebb pozitiv hatasa.

Az 0Osztrogénkezelés hatékonysagat a vérplazma 17B-0sztradiol szintjének markans
emelkedése tamasztotta ald mindkét ¢letkorban. Mivel a méh és a hipofizis is
érzékenyen reagal az Osztrogénra (Kelner et al., 1982), a szervek tomegének ndvekedése

mindkét életkorban szintén a kezelés hatékonysagat jelzi.

A kisérlet soran rendszeres, kozepes intenzitasi testmozgasban vettek részt az allatok,
melyet a ragcsalok szamara kifejlesztett futopadonvégeztek. A futopadon végzett
mozgas kényszeritett, un. *forced’ edzésnek mindsiil, amely konnyen kronikus stresszel
jérhat. Az intenziv stressz emelkedett kortikoszteron- elvalasztast és a memoriafunkciok
romlasat valthatja ki (McEwen and Sapolsky, 1995, Schaaf et al., 1998, Brown et al.,
2007). Annak érdekében, hogy ellenérizziik a testmozgasokozta stressz-hatast,
megmértem a plazma kortikoszteron mennyiségét minden allatban. Mivel nem volt
kimutathaté valtozas a hormonszint értékekben, az alkalmazott edzésprotokoll nagy
valoszinliséggel nem jelentett jelentds stresszhelyzetet az allatoknak, igy a stressz-
okozta negativ hatasok nem befolyasoltak a kisérlet eredményeit. A futopadon végzett
testmozgas azonban hatékonyan csokkentette a zsirdepok mennyiségét mindkét

¢letkorban, ezértaz jelentds pozitiv anyagcsere-hatasokkal jart.
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Az allatok 4ltalanos viselkedésérdl és aktivitasarol a nyilt porond teszt szolgalt
informacidoval. 15 honapos korban az edzd allatok horizontélis aktivitdsa nott, az
exploraci6 megkezdésének latenciaideje pedig csokkent, ami azt jelzi, hogy az edzés
hatéséra allatok a kontrollokhoz képest kevésbé idegesek, szorongdak. Ez az eredmény

a testmozgas pozitiv pszichés hatésait jelzi.

Ami a testmozgas kognitiv képességekre kifejtett hatasait illeti, a mozgas 15 hdnapos
¢letkorban javitotta a figyelmet és a memoriat 0j targy felismerési és spontan alternacio
tesztekben. Korabbi tanulmanyok is hasonld pozitiv hatasokrol szamoltak be kozépkort
¢s 1d6s6d6 patkanyok esetén (O'Callaghan et al. 2007; Van der Borght et al. 2007). 27
hénapos korban az edzés nem befolyésolta a kognitiv képességeket. Az irodalmi adatok
ellentmondasosak az idOskori testmozgas tanulasi képességekre kifejtett hatasait
illetéen. Albeck et al. (2006) kimutatta, hogy a mozgas pozitiv hatassal volt a tanulasi
képességekre, ezzel ellentétben Barnes et al. (1991) nem mutatott ki kiillonbséget az
edz6 és kontroll allatok térbeli tanulasi képességei kozott Morris vizi utvesztében. Ezek
az eredmények azzal magyarazhatoak, hogy Oregkorban az agy szenzitivitisa a
testmozgas hatéasaira lecsokken, ezért feltehetéen csak megfeleld intenzitast illetve
tipust tréninggel érhetiink el pozitiv valtozasokat. Laboratériumunkban jelenleg is
zajlanak olyan kisérletek, melyben kiilonb6z6 edzésprotokollok hatékonysaganak
tesztelése zajlik. Az elOkisérletek alapjan a koordinacids tréninggel ¢és szocialis
interakcioval kiegészitett mozgastréning megfelelé hatékonysagu lehet 27 hdnapos
korban.

Ezzel ellentétben az Osztradiol mindkét életkorban hatasosan javitotta a
memoriat. Kisérletink mas kutatasi eredménnyel is 6sszhangban (Frick, 2009)
alatamasztja, hogy az Osztrogén-potlas hatékonyan mérsékeli a kognitiv képességek
korral jaré hanyatldsat. A kombinalt kezelés is pozitiv viselkedésbeli valtozasokat
eredményezett mindkét életkorban, azonban a két kezelés egyiittes alkalmazdsanak
hatasa nem bizonyult additivnak. Néhany esetben pedig a kombinalt kezelés gyengébb
hatassal birt, mint az 6sztrogénkezelés. Igy példaul a Morris utvesztdben a kombinalt
kezelés nem befolyasolta a térbeli tanulast 27 honapos korban, annak ellenére, hogy az
Osztrogén javitotta a teljesitményt ebben a tesztben. Feltehetleg az Gsztrogén kezelés
pozitiv hatasai nem fokozhatdak tovabb edzéssel. Tobb kezelés egyiittes alkalmazésakor

eléfordulhat az is, hogy az egyébként pozitiv hatasu faktorok gyengitik egymas hatésat.
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Hasonloképp Koltai et al. (2011) megfigyelték, hogy a testmozgas és az IGF-1
szuplementéacié neurogenezist indukalt a hippokampuszban, a két kezelést egylitteses

alkalmazasa nem bizonyult hatdsosnak.

A kezelések hatasara javult kognitiv képességek a hippokampuszban bekovetkezo
molekuléris valtozadsokkal magyarazhatdéak. Az Osztrogén receptorok és a BDNF is
olyan intracellurdlis szignalutvonalakat szabdlyoznak, melyek részt vesznek a
memoriaformalas molekularis folyamataiban (Vaynman et al., 2004). Vizsgalatunkban
mind az Osztrogén, mind a mozgas €s a kombinalt kezelések noveltek a BDNF és az
ERa mennyiségét a hippokampuszban 15 honapos korban. Mindkét fehérje mennyisége
csokkent Oregedés soran, amely Osszefiigghet az ¢életkorral jar6 kognitiv

funkcidromlassal.

Korabban mas tanulmanyokban is kimutattdk, hogy a testmozgis megnoveli a BDNF
mennyiségét a hippokampuszban (Berchtold et al., 2005, Soya et al., 2007) a neuronalis
oregedés kezdeti szakaszdban. Azonban idds, 27 honapos életkorban nem mértem
valtozast a BDNF szintjében. Feltételezhetd, hogy idésebb korban a BDNF gén
regulacioja megvaltozik, kevésbé érzékenyen reagal bizonyos stimulusokra. A kutatok
kimutattak, hogy a gén szabalyozasa fligg az edzés intenzitasatol (Lou et al., 2008). gy
feltételezhetd, hogy az altalunk alkalmazott tréning intenzitdsa nem volt elegendd a
megfeleld hatas eléréséhez. A tréning intenzitdsa mellett tobb mas faktor, példaul
hormonalis tényezOk is befolyasoljak a BDNF gén szabalyozasat. Brechtold et al.
(2001) kimutattak, hogy az edzés hatasara bekovetkezé6 BDNF-valasz fligg az 6sztrogén
hormon jelenlététdl. A kutatok megfigyelték, hogy hosszu-tavli Osztrogénhianyos
allapotban a testmozgads nem emelte meg a BDNF MRNS szintjét, de amikor
Osztrogénpotlassal normalizéltdk a hormon-szintet, az 4allatok hippokampuszdban
megndtt a BDNF mennyisége edzés hatdsdra. Ennek alapjan feltételezhetd az is, hogy
kisérletiinkben a 27 honapos allatok esetén a hosszu-tava 6sztrogén hidny miatt nem
kovetkezett be jelentdsebb valtozds a BDNF szintjében. Ezzel ellentétben him
patkanyokban kimutathat6, hogy a testmozgds kompenzalja a BDNF szintjének
csokkenését oregedés soran (O’Callagan et al. 2009). Ennek oka, hogy a BDNF gén
kevésbé érzékenyen reagdl a tesztoszteron szint valtozdsra, mint az &sztrogén szint
valtozasra (Bakos et al., 2009). Igy ebben a tekintetben kiilonbségek lehetneka nemek

kozott. Tovabbi kutatds sziikséges ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy a BDNF
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regulacidja fenntarthato-e az életkor elérehaladtaval a menopauza kezdetén alkalmazott
rendszeres mozgésterapiaval.

A testmozgassal ellentétben az Osztrogénkezelés és a kombinalt kezelés mindkét
¢letkorban szignifikdnsan megemelte a BDNF mennyiségét. Feltételezhetd, hogy az
Osztrogén neurotrofikus hatasait részben a BDNF-en keresztiil fejti ki. Az 0sztrogén a
nukledlis receptorainak illetve a masodlagos messenger kaszkaddok aktivaldsa révén

valtoztathatja meg a BDNF expreszidjat (Berchtold et al., 2001).

Az ERa expresszioja szignifikansan csokkent a kor eldrehaladtaval. Az ERa
mennyiségének kor-fliggd csokkenését és az Osztrogénkezelés receptorara Kkifejtett
trofikus hatasat az agyban korabban mar tobb tanulmanyban leirtak (Mehra et al., 2005,
Bohacek and Daniel, 2009, Waters et al., 2011). A kisérletiink egyik legfontosabb
eredménye, hogy 15 honapos korban nem csak az §sztrogén kezelések, hanem a mozgas
is megndvelte az ERa mennyiségét, annak ellenére, hogy a plazma Osztradiolszintje
nem valtozott. Az ERa edzés-fliggd ndvekedését az izomban (Cartoni et al., 2005) a és a
majban (Hao et al., 2010) mutattak ki korabban. Azonban még egyetlen tanulmanyban
sem vizsgaltak a testmozgas és az ERa kapcsolatat az agyban.

Az ERa az 6sztrogén ligand jelenléte nélkiil is aktivalhato (Kato et al., 1995). gy pl. az
IGF-1 is képes aktivalni a receptort (Mendez et al., 2006). Az IGF-1 szintje
bizonyitottan né edzés hatasara (Llorens-Martin et al., 2008), igy feltételezhet6en az
IGF-1 szignalizaciés utvonalon keresztiil idézte el6 a testmozgas az ERa
expresszidjanak fokozodasat 15 honapos korban. Valdszinli tehat, hogy a rendszeres
testmozgas képes szabalyozni a neurotrofikus hatast 6sztrogén receptor-fliggo jelatvitelt
id6s6d6 korban. Kérdéses marad azonban, hogy ERa szabalyozasa rendszeres fizikai

aktivitassal mennyi ideig tarthat6 fenn az 6regedés progresszioja soran.

Kisérletiikkben a testmozgds, az Osztrogén és a kombinalt kezelések is stimulaltak a
MAPK, CREB ¢és az Akt fehérjék foszforilaciojat 15 honapos korban. A MAPK és Akt
utvonalak egyik célpontja a CREB transzkripcids faktor, amely szabalyozza egyes
szinaptikus fehérjék expressziojat (Meyer et al., 1993). Korabbi vizsgalatokban szintén
kimutattak a MAPK/CREB és Akt/CREB szignal Gitvonalak edzés hatasara (Shen et al.,
2001) és Osztrogénkezelés hatasara (Fan et al., 2008). bekovetkezé aktivaciojat feln6tt
patkanyokban. A p-szinapszin | és a szinaptofizin mennyiségének novekedését is

kimutattam a kisérlet sordn. Mivel ezek a fehérjék a szinaptikus vezikulak

88



doi:10.14753/SE.2013.1822

szervezésében fontos szerepet toltenek be, szintjiik emelkedése dsszefliggésben allhat a
kezelések hatdsara bekovetkezO memoriajavulassal is. Ez a megfigyelés mas
laboratoriumban sziiletett eredményeket tamasztja ala (Molteni et al., 2002, Hescham et
al., 2009).

27 hénapos életkorban a mozgas nem valtoztatta meg sem a szignalmolekuldk, sem a
szinaptikus fehérjék mennyiségét a hippokampuszban. Feltételezhetéen ez az eredmény
azzal magyarazhat6, hogy a szignalizdciés utvonalakat aktivalo BDNF fehérje

mennyisége sem valtozott meg edzés hatasara 1dds korban.

Az Osztrogén és a kombinalt kezelések a testmozgéssal ellentétben aktivaltak a
MAPK/CREB fttvonalat és megemelték a szinaptofizin €s p-szinapszin mennyiségét is.
A CREB és a szinaptofizin 0sztrogén kezelés hatasara bekovetkezé novekedését Sharma
et al. (2007) ovariumirtott allatokban mutattak ki. Az Akt foszforilacidjat azonban nem
valtoztattak meg a kezelések27 honapos korban. Yildirim et al. (2011) kimutattédk, hogy
az Akt 0sztrogénkezelés hatdsara bekovetkezd aktivacioja életkorfiiggd. Kisérletiikben,
a fiatal allatokban az Osztrogén hatékonyan fokozta az Aktfoszforildciojat, mig idds
korban nem tapasztaltak hasonld hatast. Ez a megfigyelés Osszhangban all a mi

eredményeinkkel is.

A kezelések a hippokampuszban jelentésen befolyasoltdk a redox homeosztazist. 15
honapos korban az edzés, Osztrogén és a kombinalt kezelések csokkentették a
szabadgyokok mennyiségét a hippokampuszban. Az irodalmi adatok alapjan az edzés
intenzitasa ¢€s idOtartama dontéen befolyasolja a szabadgyokok mennyiségét. Akut,
kimerit6 edzés megnovelte a ROS mennyiséget az izomban és a majban (Radak et al.,
1999). Az emelkedett szabadgyok mennyiség 20 oOraval az edzést kovetben is
kimutathat6 volt. Ezzel ellentétben a hosszu-tdva kozepes intenzitdsu tréning
csokkentette az oxidativ stressz markereket az agyban (Ogonovszky et al., 2005).
A csokkent ROS mennyiséggel 6sszhangban a karbonilalt fehérjék alacsonyabb szintjét
is kimutattuk az edz6 és az Osztrogén és kombinalt kezelésben részesiilt csoportokban
15 honapos korban. Hasonloképp Radék et al. (2001) is megfigyelték a 14 honapos him
patkanyok agyaban a karbonilalt fehérjék csokkenését kronikus iszas-tréning hatasara.
fgy a korabbi kisérleti eredményekkelosszhangban megéllapithaté, hogy a kozepes
intenzitdson végzett, rendszeres testmozgas csokkenti az oxidativ karosodas mértékét

1d0s6d6 korban néstény patkanyok esetén is. Az Osztrogén antioxidans hatasa jol ismert
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(Kumar et al. 2011a, b, c), kisérletiinkben az Gsztrogén és a kombinalt kezelések
mindkét életkorban szignifikansan csokkentették a ROS mennyiséget, valamint

mérsékelték a karbonilalt fehérjék mennyiségét 15 honapos korban.

A kezelések oxidativ statuszra kifejtett pozitiv hatdsai az antioxiddns enzimek
expresszidjanak novekedésével magyarazhatdbak. Munkam soran a Gpx, a citoszolban
jelen 1évé SOD-1 és a mitokondrialis SOD-2 szintjét vizsgaltam. Edzés hatasara nott a
Gpx ¢és a SOD-1 szintje, az Osztrogén kezelés pedig az Gsszes vizsgalt antioxidans
enzim szintjét megndvelte a hippokampuszban 15 hénapos korban. Um et al. (2011)
szintén kimutattdk a SOD enzimek expresszidjanak novekedését 3 honapos tréning
hatasara. 27 honapos korban nem valtoztak az enzim-szintek, igy a szabadgyokok
Osztrogén ¢€s kombinalt kezelésre bekovetkezd csokkenése az 0Osztrogén molekula

kozvetlen antioxidans hatasainak tudhatoak be.

A munkam soran kimutattam a PGC-1a novekedését testmozgas és Gsztrogén kezelés
hatasara. Steiner et al. (2011) is hasonldé megfigyelést tettek, kisérletilkben a PGC-1a
mRNS expresszidja nétt az agykiilonbozo terliletein 8 hetes edzésprogramot kdvetden.
A PGC-la a redox egyensuly egyik fontos szabalyozd fehérjéje, mivel szdmos
antioxidans enzim transzkripcidjat irdnyitja, igy aktivacidja az agyban csokkentheti az

oxidativ stresszt (St-Pierre et al., 2006).

PGC-1a az antioxiddns enzimek expresszidjanak szabalyozdsa mellett befolydsolja a
mitokondridlis funkciokat €s a mitokondridis biogenezist. A PGC-1a transzkripcios
faktor aktivalja az NRF-1 és a mTFA fehérjéket, melyek a mitokondrialis fehérje gének
atirasat illetve a mitokondridlis genom replikacidjat iranyitjak. Jelen vizsgélatunkban a
sem az NRF-1, sem az mTFA mennyisége nem valtozott edzés hatasara. Koltai et al.
(2011) a vazizomban hasonloképpen nem mutatott ki valtozast az NRF-1 és mtTFA
mennyiségében, annak ellenére, hogy a PGC-1a expresszidja ndvekedett edzés hatasara.
Eddig a hippokampuszban még nem kutattak a testmozgas szerepét az NRF-1 ¢s mtTFA
transzkripcios faktorok szabdlyozasaban.

Fontos megjegyezni, hogy az NRF-1 és mtTFA fehérjék mellett szamos mas faktor is
befolyasolja a mitokondridlis fehérjék formacidjat és az 1j mitokondriumok keletkezését
(Lopez-Lluch et al., 2008), Tovabba, a PGC-la aktivitasat poszttranszlacios

mechanizmusok is befolyasoljak, amelyek igy kozvetve érinthetik az NRF-1 és mtTFA
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szabalyozasat (Canto and Auwerx, 2009). Tovabbi kutatomunkat igényel annak
vizsgalata, hogy a testmozgas képes-e befolydsolni a mitokondridlis funkciokat az
agyban ¢és, ha igen, akkor az milyen intracellurdlis szignalutvonalak szabalyozasan at

valosul meg.

Munkam soran kimutattam, hogy a fizikai aktivitdas megndvelte az AMPK
foszorillaciojat a 15 honapos allatok hippokampuszaban. Az AMPK ¢és a PGC-1a kozott
kapcsolat feltételezhetd. Yu et al. (2010) kimutattak, hogy a kortikalis neuronokban az
AMPK farmakologias stimulacidja a PGC-la aktivacidjat eredményezte. Az edzés
hatasara bekovetkez0 AMPK aktivacidot a vazizomban mdar tobb kutatasban is
kimutattak (Canto et al., 2010). A hippokampuszban Gomez-Pinilla et al. (2008)
vizsgaltdk az edzés ¢és az AMPK kapcsolatat. A szerzOk kimutattdk, hogy az edzés
hataséara bekovetkez0 AMPK aktivacio szerepet jatszik a neurondlis plaszticitdsban €s a
neuronok metabolizmusanak iranyitdsdban. Bayod et al. (2011) szintén megfigyelték,
hogy a p-AMPK szint novekszik az agykiilonb6z6é régidiban 36 hetes hossza-tavi
tréning hatdsara. Ezekre az eredményekre alapozva megallapithato, hogy az AMPK a
vazizommal egyetemben az agybanis a testmozgas egyik fontos molekularis
hataspontja. Fontos kérdés lehet, hogy a testmozgds milyen molekularis
mechanizmuson keresztiil idézi el6 az AMPK aktivaciojat.

A fizikai aktivitas noveli a neurondlis aktivitast a hippokampuszban és moduléllja a
CaMKK szignalizacio ttvonalat (Hescham et al., 2009, Nishijima et al., 2012). Mindkét
faktor az AMPK aktivatoranak tekintheté (Yu and Yang, 2010; Hawley et al., 2005). A
CaMKK szignalizacidés ttvonal hipoxia és az oxidativ egyensuly megvaltozasakor
aktivalodhat. Feltételezhetd, hogy mozgés soran fokozott ugyan a szabadgyok termelés,
de az aktivalja CaMKK/AMPK/PGC-1la utvonalat, melynek hatasira fokozodik az
antioxiddns enzimek expresszidja. Az enzimatikus adapticiés folyamatok
eredményeképp a neuronok ellenallobbak az oxidativ stressznek, alacsonyabb az
oxidativ karosodas mértéke. Igy hosszi-tavon a rendszeres testmozgis antioxidans

hatasu lehet, ezért jelentds lehet olyan neurologiai betegségek prevenciojaban, melynek

crer

Az Osztradiol a mozgéashoz hasonloan hatékonyan ndvelte az antioxidans enzimek
szintjét és aktivalta a PGC-1a/NRF-1 transzkripcios faktorokat. A kombinalt kezelés

azonban nem bizonyult hatidsosnak. Idds, 27 hoénapos korban ugyan az Osztrogén
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csokkentette a szabadgyokok mennyiségét, de nem aktivalta az emlitett fehérjéket. igy
az Osztrogén szabadgyok csokkentd hatdsa valoszinlileg a molekula gydkfogd

tulajdonsagainak tudhato be.

Tovabbi fontos eredmény, hogy az 0Osztrogén és kombinalt kezelések mellett a
rendszeres testmozgas neurotrofikus hatast volt idés, 27 honapos korban, mivel ndvelte
a DCX mennyiségét a hippokampuszban. A DCX neurondlis progenitor sejtekben
expresszalddik, szintjének megemelkedése a fokozott neurogenezissel fiigghet Ossze.
fgy a kezelések feltételezheten segitenek mérsékelni a korral jaré neuron pusztulst.
Korabban Koltai et al. (2010) is leirtak, hogy az testmozgas fokozza a neurogenzist idds
patkanyok hippokampuszéban. Azonban a szerzOk az eredményeimhez hasonléan nem
talaltak korrelaciot a neurogenezis €s a kognitiv képességek kozott. Az edzés hatasara
az ujonnan képzddott neuronok funkcidjdnak megismerése tehat tovabbi kutatomunkat

igényel.

Az élethosszig tartd testmozgas is hasonloképp trofikus hatasti volt him allatokban is.
Az edzés novelte a DCX mennyiségét a hippokampuszban, melyet western blottal és
szovettani elemzéssel is kimutattunk. A rendszeres testmozgas tovabbi jelentds trofikus
hatasaként emlithetd a megndvekedett BDNF, szinaptofizin mennyisége is. A BDNF
tehat emelkedett az id6s him patkdnyok agydban mozgas hatasara, ellentétben a néstény
1d6s patkanyokkal. A kapott eredmények a nemek kozotti kiillonbségekkel vagy a
kiilonféle edzésprotokollok eltéré hatdsaival magyarazhatoak (pl. a testedzés
idétartamaval). Himekben a BDNF gén regulacidja ugyan fligg a tesztoszterontol, de
kevésbé meghatarozé faktor, mint néstényeknél az Osztrogén (Bakos et al., 2009).
O’Callagen et al. (2007) is kimutatta kordbban a BDNF szint novekedését testmozgas

hatasara id6s him patkanyokban.

Az ¢élethosszig tartd testmozgds pozitivan befolyasolta a neuronok anyagcseréjét. Nott
az inzulin szignalizdciés uUtvonalban szerepet jatsz6 Akt aktivacidja, az
energiaegyensilyt szabalyoz6 AMPK foszforilacidja és a gliikozfelvételért felelds Glut-
1 expresszidja. Ezek a valtozasok Osszefliggésben éallhatnak a szinaptikus markerek
emelkedett szintjével, mivel a szinaptogenezis energiaigényes folyamat. Az inzulin
jelatviteli itvonal (Akt) aktivacidja az agyra jelentds hatassal van. A kutatok kimutattak,

hogy a receptor aktivacio részt vesz a tanulas és a memoriaformalas szabalyozasaban
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(Zhao et al., 2004). A testedzés hatasara bekovetkez6 valtozasok a hippokampuszban
tehat hozzajarulnak a tanulds molekularis folyamatinak energiaigényének

biztositasahoz.

Az ¢élethosszon at tartd testmozgas pozitiv hatassal lehet a kolinerg jelatvitelre is, mivel
magasabb volt az acetilkolin szintéziséért felelds ChAT mennyisége az edz6 allatokban
a kontrollokhoz képest. A kolinerg rendszer degenerdcidéjanak prevencidja
kulcsfontossagi a kognitiv funkcidoromlas megel6zése szempontjabol. Az élethosszig
tartd testmozgast végzo allatok jobb memoriaval és tanulasi képességekkel birtak, mint
a nem edzd patkanyok. A jobb kognitiv képességek tehat betudhatoak a magasabb
ChAT, BDNF és szinaptikus markerek szintjének.

A redox rendszer szabalyozdsat nem érintette az ¢€lethosszig tartd testmozgés. 27
honapos korban ndstény allatokban sem tapasztaltunk valtozéast. A redox egyensulyt
szabalyoz6 faktorok expresszidja feltehetdleg olyan mértékben megvaltozik

oregedéskor, hogy az mozgéssal nehezen kompenzalhato.
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7. Kovetkeztetések

A Célkitlizések fejezetben feltett kérdésekre vizsgalataink alapjan az alabbi valaszokat

kaptam:

Al. Az eredményeim alapjan az andsztrusz alatt jelentds kognitiv funkcioromlas
tapasztalhatd, mivel a 27 honapos allatok rosszabbul teljesitettek mind az U

targy felismerési, mind a Morris Utvesztd tesztekben.

A2. Oregedés soran csokken a neurotrofikus hatasit BDNF és dsztrogén receptor alfa
mennyisége valamint a szinaptofizin mennyisége, amely aldtdmasztja a kognitiv
képességek korral-jaré romlasat. Ugyanakkor nétt a szabadgyokok mennyisége

¢s fokozodik az oxidativ karosodas mértéke a hippokampuszban.

A3. Az Osztrogénkezelés képes javitani a hippokampusz-fiiggd kognitiv képességeket
15 ¢és 27 honapos korban, tehat kisérletiink wjabb bizonyitékot szolgaltat a

hormonpo6tld kezelés hatékonysagara.

Ad. Az 6sztrogénkezelés a hippokampuszban trofikus valtozasokat idézett eld, novelte a
BDNF mennyiségét mindkét ¢életkorban. Az  Gsztrogén receptor alfa
expresszidja megemelkedett a kezelés hatasara, mely az Osztrogén
szignalizaci6s utvonal aktivacidjat  eredményezte mindkét életkorban.
Az Osztrogén szignalizaciés utvonal tehat az ¢letkortol fliggetleniil

szabalyozhat6 hosszu-tavii  Osztrogénkezeléssel.

Ab5. Aszinaptikus markerek szintje is megemelkedett az Osztrogénkezelés hatasara,

amely az 0sztrogén szinaptogenetikus hatdsat erdsiti meg.

A6. Az §sztrogén antioxidans hatassal rendelkezik, csokkenti a szabadgyokok és az
oxidativ sériilés mértékét. Ez az eredmény megerdsiti az Osztrogén

neuroprotektiv szerepét. Azonban id6s korban nem csokkentette a fehérje

94



doi:10.14753/SE.2013.1822

karbonilok mennyiségét, feltételezhetden az dregedés soran akkumlalodo sériilés
mértéke magas volt, igy a 15 hetes Osztrogénkezelés nem eredményezett

szignifikans  valtozast.

AT. Az 0sztrogén képes aktivalni a redox egyensulyt és a mitokondrialis gének atirasat
szabalyoz6 transzkripcios faktorokat valamint befolyasolja az antioxidans

enzimek szintjét a hippokampuszban korai andsztrusz allapotaban.

B1l. A rendszeres testmozgas az Osztrogénkezeléshez hasonloan képes javitani a
hippokampusz-fiiggé kognitiv funkciokat 15 honapos korban. 27 honapos

korban az altalunk alkalmazott mozgas mdodszer nem bizonyult hatasosnak.

B2. A rendszeres testmozgas Osztrogénkezeléshez hasonléana  hippokampuszban
trofikus valtozasokat idéz eld, megnoveli a BDNF ¢és az ERa mennyiségét, €s
aktivalja a MAPK/CREB illetve PI3K/CREB szignalizaciés Utvonalakat. A
mozgds tehdt az Osztrogénkezeléssel azonos neurobiologiai hatasokat
eredményez a menopauza kezdeti szakaszaban. 1d6s korban a 15 hetes kdzepes

intenzitasu teszmozgas pozitiv neurobiologiai hatasait nem sikertilt igazolni.

B3.A szinaptikus markerek szintje is megemelkedik a testmozgas hatasara id6so6dé
korban, igy az 0sztrogén hianyos allapot kezdeti szakaszdbana  testmozgas

tamogathatja a szinaptogenzist.

B4. A rendszeres testmozgas csokkenti a szabadgyokok mennyiségét és az oxidativ
karosodas mértékét a hippokampuszban. Igy a kozepes intenzitasi tréning
antioxiddns hatassal bir az 0sztrogénhidnyos allapot kezdeti szakaszan. Tartos,
Osztrogénhianyos 4llapotban az alkalmazott edzésmodszer nem képes

csokkenteni az oxidativ stresszt a hippokampuszban.
BS5. A testmozgas nem befolyasolta a mitokondridlis gének atirasat szabalyozd vizsgalt

transzkripcids faktorokat. A rendszeres testmozgas €s a mitokondridlis funkciok

kapcsolatanak vizsgalata tovabbi kutatomunka targyat képzi.
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C. Az oOsztrogénkezelés és a testmozgas hatdsai nem additivak, azok egyiittes
alkalmazasa nem eredményez az 0sztrogén kezelés és a testmozgas hatasaitol
eltérd valtozast, igy a kombindlt kezelés alkalmazasa az eredmények alapjan

nem indokolt.

D1. A rendszeres, élethosszon-at tartd testmozgas képes javitani a hippokampusz-fliggd

kognitiv funkciokat.

D2. Az ¢élethosszon-at tarto testmozgas hippokampuszban trofikus és neurogenetikus
valtozasokat idéz Magasabb a BDNF expresszidja, a doublecortin

mennyisége.

D3. A szinaptikus markerek szintje is magasabb volt az élethosszon-at tarto
testmozgas kovetkezményeképp a kontroll 4llatokhoz képest.A  testmozgas

tamogathatja a szinaptogenetikus folyamatokat.

D4. Az ¢lethosszon-at tartd testmozgas tamogatja a neuronok energiametabolizmusat a

Glut-1, AMPK és Akt molekulak aktivacidja révén a hippokampuszban.

D5. Az ¢lethosszon-at tartd testmozgds nem valtoztatta meg a redoX allapotot €s a
mitokondrialis gének atirasat szabalyozo transzkripcios faktorokat. A redox
egyensulyt és a mitokondridlis funkcidkat szabalyozd faktorok expresszidja
feltehetdleg olyan mértékben megvaltozik dregedéskor, hogy az  mozgassal

nem kompenzalhato.

D6. Az ¢lethosszon-at tartd testmozgds befolydsolja a kolinerg miikddést a
hippokampuszban, mivel megemeli az acetilkolin szintéziséért felelds kolin-

acetil-szintetaz szintjét az agyteriileten
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8. Osszefoglalas

Munkam soran kimutattam, hogy a hosszii tava testmozgds potencialis nem-
farmakologias prevenciés modszer lehet id6s6dé korban, mivel a menopauza kezdeti
szakaszaban képes javitani a kognitiv képességeket és olyan molekularis valtozasokat
indukalni a hippokampuszban, melyek hozzajarulnak az agy egészséges oregedéséhez.
1d6s6d6 korban a testmozgas az Osztrogénnel azonos szignalutvonalakat aktivalt a
neuronokban és novelte a szinaptikus molekulak mennyiségét is. Emellett a rendszeres,
kozepes intenzitason végzett testmozgéds csokkentette a szabadgyokok és az oxidativ
karosodas mértékét is az agyban, mivel olyan szignaltitvonalakat aktivalt, melyek részt
vesznek az antioxidans enzimek expresszidjanak szabalyozasaban.

Id6s korban az altalam alkalmazott mozgds tréning hatisa nem volt hasonlé az
Osztrogén terdpia hatdsdhoz. Azonban nem zéarhat6 ki, hogy optimalis tréning kondiciok
mellet idds korban is pozitiv valtozasok érhetdek el mozgas terapiaval. Him  allatok
esetén az ¢lethosszig tartd rendszeres testmozgasnak jelentds hatdsai voltak az
idegrendszerre. A mozgas neurotrotrofikus hatasi volt, befolyasolta a neuronok
anyagcser¢jét szabdlyozd szignalmolekuldkat is a hippokampuszban. Az id6s him
allatok kognitiv funkcidi javultak a testmozgéds hatdsdra. Azonban sem a ndstény
allatoknal sem a him 4llatokban nem sikeriilt idds korban kimutatni a redox
valtozasokat mozgas hatasara. A redox egyensulyt szabalyoz6 faktorok expresszidja
feltehetdleg olyan mértékben megvaltozik oregedéskor, hogy az mozgassal nem
kompenzalhato.

Osszefoglalva a rendszeres fizikai aktivitds pozitiv hatassal van az agy
oregedésére, de a kiilonbozd ¢Eletkorokban és a nemeket tekintve is mas €és mas
edzésmodszer sziikséges a kivant eredmények elérésé¢hez. Az allatkisérletes modellek és
annak alapjan az eredményes human idéskori edzésprotokollok kidolgozasa a jovo

feladata.
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9. Summary

In summary exercise can emerge as a potential non-pharmacological intervention that
can improve the cognitive vitality around the onset of menopause or the early stage of
postmenopausal period, because it exerted rather comparable behavioral and molecular
neurotrophic effects with estradiol treatment in female rats in the early ageing period
found in this study. The data from this study demonstrate that long term physical
exercise results in lower levels of ROS and protein carbonyls as well as elevated levels
of antioxidant enzymes in the hippocampal neurons of older rats. Physical training, thus,
can be an effective option to regulate the oxidative balance and thus delay the onset of
oxidative stress-related neurodegenerative processes. During the well advanced stage of
female ageing effectiveness of regular physical exercise proved to be far less
pronounced. However, it is not excluded that under other more optimized conditions
exercise might also be effective in aged female rats and the movement therapy may
compensate at least partly the natural decline of estrogens including their dose-

dependent beneficial actions on the ageing brain.

Life-long exercise has also resulted in beneficial effects on brain ageing in male rats.
Physical activity during the whole life-span had neurotrophic actions; it influenced the
signal molecules regulating the energy metabolisms of the neurons. In addition life-long
exercise had beneficial effects on cognition as well. The redox balance and the related
signaling molecules were not affected by exercise neither in the female nor in the aged

male rats.

In conclusion physical activity has preventive role in terms of brain ageing, however
there are gender and age differences regarding its effectiveness. Further studies are
necessary to establish the effective training protocols in different age groups and

genders.
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