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Bevezetés

Az agy Oregedése soran szamos strukturalis és fizioldgiai valtozds megy végbe, melynek
kovetkeztében kiilonbozd mértékii kognitiv funkcioromlds tapasztalhaté iddskorban. Ismert,
hogy az oregedés soran fellépd degenerativ valtozasok progressziojat szamos endogén és exogén
faktor befolyasolja. Az exogén faktorok koziil a rendszeres testmozgas, mig az endogén faktorok
koziil —holgyek esetén- az Osztrogénpotld terapia jatszhat kiemelkedd szerepet a prevencioban.
Az Osztrogén szamos pozitiv neurobioldgiai szereppel bir. Befolyédsolja a neurotranszmissziot,
trofikus hatdssal van a kolinerg rendszerre. Szerepet jatszik a neurogenezisben, a sejttulélésben
valamint a szinaptogenezis indukalasaban a hippokampuszban. Emellett a hormon csokkenti az
oregedd agyban az oxidativ stressz mértékét, igy az 0Osztrogénpotlds tobb neurologiai
betegségben preventiv szereppel birhat.

Azonban az 6sztrogén terdpia alkalmazasa elonyOs neuroldgiai hatasai ellenére a klinikumban
nem rutinszeri, mivel az megnoveli a kardiovaszkularis és egyes daganatos betegségek
kockazatat.

A rendszeres testmozgis az irodalmi adatok alapjan az Osztrogénhez hasonld neurologiai
szereppel bir, ezért felmeriilhet a kérdés, hogy a mozgasterapia kiegészitheti-e illetve
helyettesitheti-e az 0sztrogén terapidt menopauzaban. A testmozgas az aktivalja az agyi eredetii
novekedési fakort (BDNF), befolyasolja a neuro, -€s szinaptogenezist. A hatasait feltehetdleg az
Osztrogénnel azonos szignalizacios utvonalak (PKA/Akt/CREB ¢s MAPK/CREB) aktivaciojan
keresztiil fejti ki. Azonban még egyetlen tanulmanyban sem hasonlitottak Ossze az emlitett két
fakor hatasait az agy dregedésére.

Tovabbi kérdés lehet, hogy az oOregedés soran fellépd fokozott mértékii oxidativ stresszt a
testmozgas hogyan befolyasolja a hippokampuszban. Allatkisérletekben kimutattik, hogy a
a redox-szenzitiv jelatvivo rendszerek aktivaciojat idézheti el6 a neuronokban. Azonban a pontos
hatasmechanizmus ismeretlen az agyban.

Az ¢élethosszon at tartd fizikai aktivitas allatmodellje fontos 0j informaciokkal szolgalhat a
testmozgas idegrendszerre kifejtett hatasair6l, mivel a szakirodalomban eddig nem alkalmaztak

hasonlé modellt. A kronikus, élethosszon 4t tarté mozgas idegrendszeri hatasai ismeretlenek.



Célkitizések

A. Kisérlet: A hosszi-tava osztradiol kezelés és a hosszu-tavi, kozepes intenzitasu aerob

testmozgas kognitiv és neurobiologiai hatasai idosodo és idos néstény patkanyokban.

Célul tiiztiik ki tehat, hogy Osszehasonlitsuk a hosszl-tavi Osztradiol és hosszu-tava fizikai
aktivitas kognitiv és neurobioldgiai hatésait az €letkor fliggvényében. A kdvetkezd hipotéziseket
fogalmaztam meg:

- a mozgastréning az Osztradiol kezeléshez hasonléan javithatja a memoriat, figyelmi
képességet és a tanulast 6regedé és idéskorban egyarant, mivel

- atestmozgas a neuronokban az Osztradiollal azonos olyan szignalizdscids Utvonalakat és
fehérjéket aktivalhat, amelyek részt vesznek a tanuldsban és a memoriaformalasban.

- az edzés az Osztradiolhoz hasonléan segit fenntartani a neuronok redox ¢és
energiaegyensulyat 0gy, hogy mérsékli az oxidativ stresszt és tamogatja az
energiatermeld folyamatokat.

Tovabbi célom volt, hogy megvizsgaljam, milyen valtozasok kovetkeznek be a felsorolt kognitiv
és neurofizioldgiai funkciokban, ha a két kezelést (mozgas és Osztradiol kezelést) egyiittesen

alkalmazunk.

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

Célul tliztem ki a rendszeres, ¢lethosszon &t tartd testmozgas kognitiv és neurobiologiai
hatasainak vizsgalatat id6s him patkanyok hippokampuszéaban.

Hipotézisem szerint az €lethosszon at tartod fizikai aktivitds preventiv szereppel birhat az agy
oregedése sordn; javithatja a kognitiv képességeket, és befolyasolhatja a neurotrofikus és
neurogenetikus szignalizaciés utvonalakat, a neuronok miikddésének energetikai hatterét

biztosité faktorokat, a kolinerg transzmissziot és a redox egyensulyt.



Anyagok és médszerek

Kisérleti allatok

A. Kisérlet: A hosszi-tava osztradiol kezelés és a hosszu-tavi, kozepes intenzitasu aerob

testmozgas kognitiv és neurobiologiai hatasai idosodo és idos néstény patkanyokban.

A kisérlet soran 32 db 12 hoénapos kozépkort, és 32 db 24 hoénapos idés ndstény Wistar
patkanyokkal dolgoztam. A 32 db 12 hoénapos allatot random modon 4 kisérleti csoportra
osztottam. A 32 db id6s allatot is random modon 4 kisérleti csoportra osztottam. A kovetkezd
csoportokat hoztuk 1étre a két életkoron beliil: 1. kontroll allatcsoport (C), melyek 0,1 ml/kg
szezamolajat kaptak szubkutan injektalva hetente kétszer. 2. edzd allatcsoport (EX), melyek 0,1
ml/ kg szezamolajat kaptak szubkutan injektalva hetente kétszer, valamint 18 m/min sebességgel
napi 30 percet futottak futdopadon 3. Osztradiol kezelésben részesiilt allat csoport (E2), mely
hetente 30 pg/ kg 17- B Osztradiolt kapott szezamolajba feloldva, szubkutan injektalva. Az
Osztradiolt hetente 2 adagra elosztva kaptak az éllatok. 4. Osztradiol illetve edzés egyiittes
alkalmazasa (E2+EX). Az éllatok a fent leirt modon Gszrtadiolt kaptak és futopadon futottak. A

kognitiv képességeket 15 hét kezelést kdvetden teszteltem le.

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

A B. kisérlet soran 16 db him Wistar patkanyokkal dolgoztam, melyeket random moédon 8-8 f6s
csoportokra osztottam:1 . kontroll allat csoport (C): ketrecben tartott, inaktiv allatok. 2. edz6 allat
csoport (EX), melyek 3 honapos koruktol 24 honapos korukig 18 m/min sebességgel hetente
haromszor 60 percet futottak futopadon.

Kognitiv tesztek
A figyelmi funkcidra épiil6 targy-felismerést ismert kornyezetben, nyilt porondon vizsgaltam.Az
allatok rovidtava memoriajarol, az aktivitasarol a spontan alternacio teszt adott informaciot.A

patkanyok térbeli tanulasi képességét Morris vizi utvesztd tesztben vizsgaltam.



Plazma hormonszint meghatarozasok

A patkanyoktol egyenként 2 ml vért vettem a dekapitalas soran. A vérmintakhoz 50 ul heparint
adtam. A mintdkat 2 percig 153000 g fordulatszamon -centrifugaltam, az Osztradiol és
kortikoszteron mennyiségét a vérplazmaban ELISA Kkittel hataroztam meg a gyartd utasitasai

szerint.

Western blot

A fagyasztott szovetet homogenizaltam enzim gatlokat tartalmazo lizis puffer oldatban. A szovet
fehérjetartalmat Bradford protein teszttel hatdroztam meg. Minden mintabdl azonos (20 pg)
protein mennyiséget valasztottam el 8-15% (v/v) poliakrilamid gélen SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel. A fehérje savokat PVDF nitrocelluloz membranra transzferaltam. A
membranokat 5% nem zsiros tejport tartalmazé TBS-Tweenben blokkoltam szobahémérsékleten
2 oran at, majd els6dleges ellenanyagban inkubaltam 4°C-on egy éjszakan keresztiil. TBST- ben
torténd mosast kovetden blokkold oldatban higitott masodlagos ellenanyagban inkubdltam a
membranokat, szobahdmérsékleten 1 o6ran keresztiil. Kemilumineszcencids szubsztrat
segitségével X-ray filmen hivtam el6 a fehérje bandeket, melyek intenzitasat Image J szoftverrel

kvantifikaltam. Kontrollként -aktint hasznaltam.

Reaktiv oxigén gyokok meghatarozasa

A reaktiv oxigén gyokok meghatarozasara fluorometrids modszert hasznaltunk. 96 lyuku platen
egyenként 8 ul frissen eldallitott hippokampusz homogenatumot, 152 pM tdménységli kalium
foszfat puffert (pH 7.4) és 40 ul H,DCF-DA toérzsoldatot adtam. Az oxidalt H,DCF-DA altal

kibocsatott fluoreszcens szignalt fluorimérterrel mértem 0, 1 €és 30 perc elteltével.

A karbonilalt fehérjék meghatarozasa

A karbonildlt fehérjék mennyiségét Oxyblot kittel hataroztam meg. A fehérjéket 4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH)-nal kezeltem 15 percig, majd szobah6mérsékleten inkubaltam
az oldatot neutralizalo pufferben. Az atalakitott fehérjéket 10% SDS-PAGE gélen futattam meg,
majd PVDF membréanra transzferaltam at az elekrtoforezis soran molekulatomeg szerint

elvalasztott fehérjéket. A nem-specifikus kotShelyeket 5%-os zsirmentes tejport tartalmazo



Dulbecco's PBS-T-vel blokkoltam 4°C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kdvetéen a membrant anti-DNP
els6dleges ellenanyaggal inkubaltam. Ezt kdvetve a membrant 3 alkalommal PBST-ben mostam,
majd HRP-masodlagos ellenanyaggal inkubaltam szobahémérsékleten 1 oran keresztiil. Harom
mosast kovetden az immunokomplexeket ECL plus reagens felhasznalasaval rontgenfilmen
vizualizaltam. Ezt kovetéen X-ray filmen detektaltam a fehérje bandeket, melyet image J

szoftverrel kvantifikaltam. Kontrollként B-aktint hasznaltam.

Immunhisztokémia

A fél patkany hippokampuszokat 4 %-os, foszfat-pufferelt paraformaldehid-oldatban kertiltek a
°C-on. Folyékony nitrogénben torténd fagyasztast kovetden a hippokampuszokboél mikrotdmmal
20 um vastag metszetek késziiltek. A metszetek mosasa PBS-ben (pH 7.4) tortént. Az endogén
peroxidazok aktivitasat 20 perces, 1 %-0S H,O,-ben torténd inkubalas blokkolta. 3X20 perc PBS
mosas utan a nem-specifikus ko6tohelyeket PBS-ben oldott 5 %-os normal szérum oldat
blokkolta. Az inkubacié a primer ellenanyag oldataban 3-5 éjszakan keresztiil tortént, +4 °C-on.
Ezutan 0jbol 5X20 perc PBS mosés kovetkezett, majd a szekunder ellenanyagban valé 3-4 6rés
inkubalas szobahdmérsékleten. A 30 percen at tartd6 ABC reakciot PBS mosas kovette, majd a

DAB reakcio.

Statisztikai analizis

Az Akisérlet soran a kezelések hatasait kiilonbozé életkorokban két-iranytt ANOVA-val
értékeltem. Ezutan csoportok Osszehasonlitasat Fisher-féle post hoc tesztet végeztem. A p<0,05
értéket fogadtam el statisztikailag szignifikansnak. Az egész ¢leten at tartd edzés (B) hatasainak

vizsgalata esetében az eredmények kiértékeléséhez két mintés t-probat hasznaltam.



Eredmények

A. Kisérlet: A hosszi-tavu osztradiol kezelés és a hosszu-tava, kozepes intenzitasu aerob

testmozgas kognitiv és neurobiologiai hatasai idosodo és idos néstény patkanyokban.

Kognitiv tesztek eredményei

Uj targy felismerési tesztben, az edzés (EX), osztradiol kezelés (E2) és a kombinalt kezelések is
(E2+EX) javitottak az uj-targy felismerést 15 honapos korban. 27 hénapos korban az E2 és
E2+EX csoportok teljesitetek jobban a tesztben az azonos kort kontrollokhoz képest. Spontan
alternécio tesztben az Osztrogén (E2) és kombinalt kezelések (E2+EX) novelték az alternaciok
szamat 15 honapos és 27 honapos korban egyarant. Az edzés 15 hdnapos allatok esetén javitotta
a munkamemoriat. Morris vizi utvesztoben az Osztrogént kapott csoport (E2) gyorsabban talalta
meg a viz alatt elrejtett platformot a negyedik, 6todik, hatodik és hetedik napokon a kontroll
csoporthoz képest.

Plazma hormonszintek

Az osztradiol kezelésben részesiilt (E2, E2+EX) 15 honapos és 27 honapos csoportok plazma
osztradiol szintje magasabb volt az azonos koru kontroll és edz6é csoportokhoz képest. A plazma
kortikoszteron mennyisége nem valtozott szignifikansan a kezelések hatasara egyik életkorban

sem.

Trofikus hatasok a hippokampuszban

A 15 honapos allatoknal az edzés (EX), Osztrogén (E2) és a kombinalt (E2+EX) kezelések
hatasara novekedett volt az dsztrogén receptor alfa (ERa) mennyisége. 27 honapos allatok esetén
az E2 és E2+EX kezelések emelték meg a receptor mennyiségét. A BDNF fehérje tekintetében
hasonlo eredményeket tapasztaltam. 15 honapos korban az EX, E2 és E2+EX csoportokban
magasabb volt a BDNF szintje a kontrollokhoz képest. 27 hénapos korban az Osztrogén és

kombinalt kezelések a neurotrofin mennyiségének ndvekedését eredményezték.

Intracelluralis szignalutvonalak

A szignidlmolekuldk (MAPK, Akt, AMPK) ¢és a CREB aktivaciojat foszforilalt forméjuk
mérésével vizsgaltuk. 15 honapos korban a MAPK, Akt és a CREB foszforilacioja novekedett
edzés, Osztrogén €s kombinalt kezelések hatasara a kontroll csoporthoz képest. A p-AMPK

mennyisége nétt edzés (EX) hatasara 15 honapos korban. 27 honapos korban a sem a p-Akt, sem



a p-AMPK mennyisége nem valtozott. A MAPK és CREB foszforiladcioja szignifikansan
magasabb volt az E2 és E2+EX csoportokban az azonos koru kontrollokhoz képest 27 honapos

korban.

Szinaptikus markerek

A szinaptikus markerek expressziojat is befolyasoltdk a kezelések mindkét életkorban. A
szinaptofizin mennyisége ndtt a 15 honapos allatok hippokampuszaban az EX, E2 és E2+EX
csoportokban. A szinapszin foszforilacioja is magasabb volt az edz0, Osztrogén és kombinalt
kezelésben részesiilt allatokban a kontroll csoporthoz képest. 27 honapos korban az 9sztrogén
illetve a kombinalt kezelés emelete meg a szinaptofizin mennyiségét. A p-szinapszin fehérje

szintje az E2 csoportban volt nagyobb a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

Redox egyensiily szabalyozasa

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) mennyisége alacsonyabb volt mind 15 mind 27 honapos korban
az Osztrogén (E2) és kombinalt (E2+EX) kezelésben részesiilt csoportokban. 15 hénapos edz6
allatokban a szabadgyok mennyiség szignifikdnsan alacsonyabb volt az azonos koru kontroll
csoporthoz képest. 15 honapos korban alacsonyabb volt a fehérje karbonilok mennyisége az edzd
(EX), 0sztrogént kapott (E2) és kombinalt kezelésben (E2+EX) részesiilt csoportokban, mint az
azonos koru kontroll allatcsoportban. 27 honapos korban nem volt szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott. A PGCl-a mennyisége nétt a 15 honapos allatok hippokampuszaban az EX,
E2 és csoportokban. 27 honapos korban nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. A
szuperoxid diszmutaz-1 (SOD-1) mennyisége 15 hoénapos életkorban nétt a futdo és az E2
kezelésben részesiilt csoportokban. Az Osztrogénkezelés megnovelte a SOD-2 mennyiségét a
kontroll csoporthoz képest. A glutation peroxidaz (GPx) fehérje expresszidja 15 honapos korban
véltozott meg a kezelések hatdsdra. Az EX kezelés megnovelte a GPX mennyiségét a kontroll

csoporthoz képest.



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

Az ¢lethosszig tartd testmozgas javitotta a memoriat uj targy felismerési tesztben. Morris vizi
utvesztOben az edzd csoport jobban teljesitett a kisérlet 3 napjan, mint a kontroll csoport.

A BDNEF ir. rostok denzitdsa szignifikansan nétt a testmozgas hatasara a hippokampusz CA1-es
¢s CA3-as régidiban. A doublecortin mennyisége nétt a hippokampusz molekularis rétegében. A
Glut-1 ir. rostok denzitasa szignifikansan magasabb volt az edzett allatok hippkampuszanak
GyrusDentatus (DG) régiojaban. Tovabba, a mozgas novelte a CA-1-es és a DG régidokban a
ChATir. rostok mennyiségét. Szignifikans novekedést mértem az AMPK és az Akt fehérjék
foszforilacigjdban a futd csoportban a kontroll csoporthoz képest. Szignifikdns ndvekedést

mutattam ki az edzd allatoknal szinaptofizin fehérje mennyiségében a kontroll csoporthoz képest.
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A BDNF immunoreaktiv rostok denzitasa a hippokampusz CA1 és CA3-as régidjdban

Az élethosszig tarto testmozgas megnovelte a BDNF ir. rostok mennyiséget mind a CAl, mind a
CA3 régiokban a hippokampuszban. A feltiintetett értékek: atlag + SEM, *p<0,05, **p<0,01

vs. azonos koru kontroll csoport.



Kovetkeztetések

Munkdm sordn kimutattam, hogy a hosszi tavl testmozgas potencialis nem-farmakoldgias
prevencios modszer lehet id0s6do korban, mivel a menopauza kezdeti szakaszaban képes javitani
a kognitiv képességeket és olyan molekuldris valtozasokat indukalni a hippokampuszban,
melyek hozzajarulnak az agy egészséges oOregedéséhez. 1d6sodé korban a testmozgis az
Osztrogénnel azonos szignalttvonalakat aktivalt a neuronokban ¢és novelte a szinaptikus
molekuldk mennyiségét is. Emellett a rendszeres, kdzepes intenzitdson végzett testmozgis
csokkentette a szabadgyokok és az oxidativ karosodds mértékét is az agyban, mivel olyan
szignalutvonalakat aktivalt, melyek részt vesznek az antioxidans enzimek expressziojanak
szabalyozasaban. 1d6s korban az altalam alkalmazott mozgés tréning hatdsa nem volt hasonl6 az
Osztrogén terapia hatasahoz. Azonban nem zarhat6 ki, hogy optimalis tréning kondiciok mellet
1d6s korban is pozitiv valtozasok érhetéek el mozgas terapiaval.

Him allatok esetén az ¢lethosszig tartd rendszeres testmozgasnak jelentds hatdsai voltak az
idegrendszerre. A mozgas neurotrotrofikus hatast volt, befolydsolta a neuronok anyagcseréjét
szabalyoz6 szignalmolekuldkat is a hippokampuszban. Az idds him allatok kognitiv funkcioi
javultak a testmozgas hatdsara. Azonban sem a ndstény allatoknal sem a him allatokban nem
sikeriilt 1d6s korban kimutatni a redox valtozdsokat mozgas hatisara. A redox egyensulyt
szabalyozo faktorok expresszidja feltehetdleg olyan mértékben megvaltozik oregedéskor, hogy
az mozgassal nem kompenzalhat6 az adataink alapjan.

Osszefoglalva a rendszeres fizikai aktivitds pozitiv hatassal van az agy oOregedésére, de a
kiilonbozo életkorokban €és a nemeket tekintve is mas és mas edzésmodszer sziikséges a kivant

eredmények eléréséhez.
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