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1.Bevezetés

Az Alzheimer kor (AD) vilagszerte a demencia leggyakoribb formaja, a tiinet
egylittest eloszor Alois Alzheimer irta le 1907-ben. Az AD felelés a demencidk 50-
75%-4ért mely leggyakrabban az iddsek betegsége, ezen feliil az AD mar a mésodik
leggyakoribb halalozéasi ok a fejlett orszagokban, de sajnos egyeldre még nincs ra
hatasos gyogymod. A betegségnek szamos klinikai és patologiai tiinete van. A Klinikai
tiinetek az enyhétdl a sulyosig valtoznak a betegség eldrehaladtaval. A kor kezdetén a
betegek rovidtavia memoridja romlik, csokken a beszédkészségiik, maganyosnak és
depressziosnak érzik magukat. Késébb problémat jelent nekik a térbeli tdjékozodas
példaul egy révid séta utdn nem taldlnak haza, romlik a hosszu td&vi memoriajuk, a sajat
csaladjukra sem emlékeznek. Az AD-nek 6 stadiuma van és a kor diagnosztizalasa
rendszerint az V. stddiumban torténik, amikor a betegség mar egy elérehaladott
allapotban van. Az utolsé stddiumban a betegeknek mar allandé feliigyeletre van
sziiksége. A kornak 2 el6fordulasi formaja van a sporadikus és az oroklédé. A
sporadikus forma az idds korban el6forduld valtozat, ami egy spontan génmutacionak
koszonhetd, mig az 6rokl6dé forma fiatal korban jelentkezik. A sporadikus AD sokkal
gyakoribb, ez tehet6 felelssé az esetek 99%-aért.

Szamos molekula jatszik szerepet a betegség kialakulasaban. A leggyakrabban
érintett molekuldk a kovetkezOk: amiloid prekurzor protein (APP), Presenilin 1 és
presenilin 2 (PS1, PS2), Neprilizin és neprilizin 2 (NEP, NEP2), Apolipoprotein E
(ApoE) és a Tau fehérje.

Rengeteg transzgenikus egérmodell all rendelkezése mely bemutatja a betegseg
korlefolyasat €s minimum 1 fent emlitett molekulat tartalmazza. Ezek a modellek az
orokletes formajat mutatjak be az AD-nek, mivel ez a betegség alapvetden nincs jelen
az egerekben. Annak ellenére, hogy rengeteg kiillonb6zé modell létezik egyik sem
alkalmas arra, hogy egy az egyben bemutassa ezt a kort. A betegség egyes molekularis
utvonalainak jobb megértésére van veliik lehetdség.

Az oxidativ stressznek is nagy szerepe lehet a betegség kialakuldsdban és
lefolyasadban. Azt gondoljék, hogy az oxidativ stressz altal okozott karok mar joval a
betegség detektalhatosaga eltt megtorténik. Az AD-ben a DNS karosito folyamatoknak
lehet nagy szerepe melyet leggyakrabban a 8-oxoguanin DNS glikozilaz 1 (OGGI)



javit. Ennek a glikozilaznak a szintje rendszerint szignifikansan alacsonyabb az AD-ben
szenvedo betegeknél, mint az egészséges kontrolloknal.

A mikroglia aktivalasnak fontos szerepe van a béta-amyloid (Ap)
eltavolitdsaban. A mikroglidk altaldban aktivalt allapotban vannak jelen a plakkok
koriil. Sajnos a kontroll nélkiili mikroglia aktivacio egy komoly gyulladdsos valaszt
hozhat 1étre mely feleldssé tehetd a neurodegenerativ betegségek kialakulasdban példaul

az AD-ben is.

Jelenleg nincs megfeleld gydégymod a betegség kezelésére, de szamos
prevencidos modszer elérhetd. A rendszeres testmozgas jotékony hatdsa szamos
egészségiigyi allapotban bebizonyosodott. A fizikai aktivitds indukalhatja a
neurogenezist a hippokampuszban, emellett megemeli az agyban az OGG1 szintjét, igy
segithet semlegesiteni a reaktiv oxigén gyokok altal okozott karokat, és védelmet
nyujthat a kozponti idegrendszer olyan betegségeivel szemben, mint az AD. A maratoni
tipustt edzést tobb kutatocsoport vizsgilta, mig az intervallum tipusi edzés csak
mostanaban keriilt a tudomanyos érdeklddés kozéppontjaba. Az intervallum tipusu
edzés hasonld hatassal lehet az agyi funkcidkra, mint a maratoni tipust edzés, és akar
prevencids modszerként is hatékony lehet.

A mikrobiom prevencidban betoltdtt szerepe még nem bizonyitott, am igéretes
eredmények vannak erre vonatkozéan. A mikrobiom egy folyamatosan valtozo
kornyezet, ahol tobb baktériumfaj van jelen. A mikrobiom Osszetétele fiigg az
¢letkortdl, a kornyezett6l, az étkezési szokasoktol, a fizikai aktivitastol és a
betegségektdl. Mig a fizikai aktivitds, az egészséges taplalkozas és az allando kornyezet
kedvezéen hat a jotékony baktériumtorzsek szaporodasahoz addig az Oregedés és a
betegségek a kartékony baktériumok szdmara kedveznek. Megfigyelték, hogy az AD
korai szakaszaban a probiotikumok hasznalata elonyds lehet, hozzajarulhatnak a
kognitiv funkcié fenntartdsahoz, ¢és tdmogathatjdk az antioxidans terelést. Ezen kiviil
eldsegitheti a butirat- és a vitamintermeld baktériumok megjelenését a bélfloraban, és
elosegitheti a hasznos baktériumtorzsek, mint példaul a Lactobacillus spp.
elszaporodasat. Mivel az AD féleg id6s korban fordul eld, az ateresztd bél szindroma
jelenlétét nem lehet figyelmen kiviil hagyni. Az atereszté bél szindroma az 6sszefoglald

neve egy olyan tiinet egyiittesnek melyben a bélfal nem rendelkezik megfeleld
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nyalkahartya réteggel, és amelyhez epitelidlis gyulladas tarsul. Az ateresztd bél
szindroma akkor fordul elé gyakrabban, ha a beteg tartos stressznek van kitéve, ha idés
korban van, és kronikus betegségben szenved. Figyelembe véve a fent emlitett
tényezoket, hatalmas esély van arra, hogy az AD-0s betegek atereszt6 bél szindromaban

szenvednek, és a mikrobiom dsszetételiik jelentdsen eltér az optimalisnak mondottol.

2. Célkitilizés

A Vvizsgalatban az intervallum tipusa futépados edzés és egy specifikus
probiotikum lizatumot tartalmazé taplalék kiegészité hatasat tanulmanyoztuk.
Kivancsiak voltunk arra, hogy a kezelések késleltetik-e a demencia kialakulasat az APP
/ PS1 transzgenikus egerekben.

Szamos publikaciét talaltunk, amelyekben bizonyitottdk a maratoni tipusa
testmozgas pozitiv hatasat az AD korlefolyasara, érdekelt minket, hogy ezen pozitiv
hatasok elérhetdek-e nagy intenzitasu intervallum edzésekkel is. Azt is bebizonyitottak,
hogy a nagyobb futasi sebesség nagyobb agyi anyagcsere-igényt eredményez. Mivel az
intervallum edzés hatasait akartuk tesztelni, amely a folyamatos sebességszabalyozason
alapul, nem tudtuk olyan modellt hasznalni ahol az 6nkéntes edzést lehet alkalmazni.

Szerettiikk volna felfedni azt is, hogy egy specialis probiotikum lizatumot
tartalmazo taplalék kiegészitd képes-e jelentésen modositani a bél mikrobiomjanak az
osszetételét. Es ha igen, lehetnek-e ezek a valtozasok olyan jelentéségteljesek, hogy
kiilonbségeket okozzanak az agyi funkciokban? Lehetséges, hogy a mikrobiomban
bekovetkezé valtozasok hozzajarulhatnak a testmozgas altal kivaltott pozitiv
hatasokhoz?

Erdekldésiink kozéppontjaban az a feltételezés allt, hogy a kétféle kezelés onmagaban
is hatékony lehet, vagy egyiittes alkalmazasuk esetén kedvezdbb hatassal lehetnek a
betegségre. Lehetséges, hogy ezek a preventiv mddszerek kitolhatjak az AD-re jellemz6

tiinetek kialakuldsat és megjelenését?

3.Moédszerek
I. Allatok, kisérleti csoportok
32 darab him APP/PS1 transzgenikus egeret hasznaltunk kisérletiinkben. Az allatok

véletlenszeriien lettek beosztva az alabbi 4 kisérleti csoportba (n=8/csoport) kontrol
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APP/PS1TG-C, edzést végz6 APP/PS1TG-EX, taplalék kiegészitot kapo APP/PS1TG-Pr
¢s kombinalt (edzést és taplalék kiegészitést is kapd) APP/PS1TG-ExPr. Ezen feliil egy
vad tipusu kontrollcsoportot is hozzaadtunk a kisérlethez (n=10).

Az éllatokat 100 napos korukban hoztuk az allathazunkba ahol 1 hét adaptalodasi
peridodus kovetkezett. Minden allat egyediil volt a ketrecben, mivel az egér kolonidkban
szeret ¢lni igy sziikségessé valt, hogy kornyezetiiket kiilonboz6 elemekkel gazdagitsuk.
Az allatok korlatlanul hozzafértek az ivovizhez, a ragcsalotapbol pedig naponta 5
grammot kaptak. Az allatokat 12-12 oras sotétség-vilagossag ciklusban tartottuk ahol a
vilagos periodus egybe esett a nappallal. Minden vizsgalatot a vilagos szakaszban
végeztiink. Intervallum tipust futdszalagos edzést és egy probiotikum lizdtumot
tartalmazo taplalék kiegészit6t hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk az AD-re Kifejtett
hatasukat. APP/PS1 transzgenikus egereket hasznaltunk melyekben a - amyloid plakk
képzddés ¢és a kognitiv hanyatldss mar 6 honapos korban elindul. Tau fehérje
aggregatumok nem képzddnek ebben a modellben. Az allatok egyediil voltak 1
ketrecben, mert mérniink kellett a probiotikum fogyasztas napi adagjat. Eppen ezért a
kornyezet gazdagitds kiilonbozd elemeit kellett hasznalnunk, mint példdul nagyobb
ketrec jatszoalaguttal. Ezen feliil olyan itaté melyen egy labda allja el a viz utjat igy
képezve Ujabb stimulaciot. Futdkerekeket nem helyeztiink el a ketrecben, mert az

Osszeegyeztethetetlen lett volna a kisérletiinkkel.

I1. A kisérlet felépitése, edzés protokoll

Mindegyik kezelés 20 hétig tartott. Intervallum edzést az edz6 €és a kombinalt csoport
tagjai kaptak. El6zetesen 2 héten keresztiili minden csoportot hozzaszoktattunk a
futészalaghoz (Columbus Inst. Columbus Ohio) és a futasi sebességhez. Heti 4db 60
perces edzést kaptak az egerek. Mindegyik edzés 10 szakaszbol allt, szakaszonként 4
perc magas €s 2 perc alacsony intenzitdsu futdssal. Az alacsony intenzitasii szakasz
sebessége az egész kisérlet alatt allando volt 10m/perc, mig a magas intenzitast részt
l6m/perces sebességrél 3 hetente 1 m/perccel emelve elértiink a 20m/perces
sebességhez. A kontroll és a taplalék kiegészitést kapo csoportokat is hozzaszoktattuk a
futészalaghoz, 6k minden edzésnapon 5 percig voltak az allo szalagon.

A taplalék kiegészitt (Framelim™ a ragesalo tappal egyiitt kaptak heti 5x 120mg/nap

adagolassal. A Framelim® csukamaj olajban oldott Bifidobacterium longum és
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Lactobacillus acidophilus lizatumot valamint B1, B3, B6, B9, B12 vitaminokat
tartalmaz. Ezen taplalék kiegészitd pozitiv hatasair6l mar beszamoltak ateresztd bél
szindromanal, egyéb bélrendszeri és neuropszichiatriai betegségekkel kapcsolatban
pedig javulast értek el vele. Feljegyeztik a napi taplalék ¢és taplalék kiegészitd
fogyasztast melyb6l megallapitottuk, hogy a taplalék kiegészité nem befolyasolta az
allatok tap és vizfogyasztasat sem.

A 20 hetes kezelést kovetden 2 hét kognitiv tesztelés kovetkezett. Morris vizi Gtvesztd
tesztet, Y utvesztd tesztet, nyilt porond €s uj targy felismerési tesztet végeztiink el. A
kognitiv tesztek végeztével az allatokat ketamin (Richter, koncentracio: 100mg/ml)
/xylazine (Produlab Pharma, koncentracié: 20mg/ml) koktélos intraperitonedlis
injekcioval elaltattuk melynek adagoldsa testsulygrammonként 0.1 ml/ 10g. Végiil
heparinos fizioldgias so6oldattal perfundaltuk az allatokat.

Az egerek agyat eltavolitottuk és azonnal megmértiik. Ezek utdn a corpus callosum
mentén kettévagtuk. Az egyik agyféltekét 4%-os paraformaldehidben utofixaltuk, hogy
immunhisztologiai festéseket hajthassunk végre rajtuk. Mig a mésik agyféltekét 3 részre
metszettiik (frontalis, parietdlis ¢és occipitalis irdnyban) ¢és a hippocampust
elkiilonitettiik. Minden részt begytjtottiink, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -
80°C-on taroltuk a biokémiai vizsgalatok elvégzéséig.

Mikrobiom analizis céljabol bélsar mintakat is gyiijtottiink.

ITI. Kognitiv tesztek
Morris vizi Gitvesztd teszt

A tesztet 4 egymast kdvetd napon végeztilkk, minden tesztnapon 4 probat
végeztiink. Egy 60 cm magas és 100 cm atmérdjii kor alaki medencét megtoltottiink
vizzel, majd egy hat cm széles kor alaku platformot helyeztiink a medence északnyugati
negyedének kozpontjaba egy cm-rel a viz felszine alatt. A vizhémérsékletet minden
alkalommal 22 ° C és 23 © C kozott tartottuk. A tesztet sotétben hajtottuk végre, igy
nem volt sziikség a viz fehérre szinezésére.

Négy kiinduldsi pontot hasznaltunk (észak, dél, nyugat vagy kelet), és az
egereknek 60 masodperciik volt, hogy megtaldljak a viz alatti platformot. A kiindulési
pontok sorrendjét minden nap valtozott. A 60 masodperces proba utdn az allatoknak 30

masodperciik volt, hogy pihenjenek a platformon. Ezt a protokollt alkalmaztuk minden
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kisérletben résztvevo allaton. Az allatok sorrendjét véletlenszerien osztottuk el. A
platform ugyanazon a helyen volt minden proba soran. Feljegyeztiik a rejtett platform

megtalalasahoz sziikséges id6tartamot.

Nyilt porond teszt

Ezzel az altalanos teszttel megmérhetjiik az allatok mozgasszervi aktivitasat és
felfedez6 képességét valamint a szorongasra vald hajlamot is. Kor alaku porondot
hasznalunk, ahol a kiils és belso teriileteket bejeloltiik az ezeken vald athaladassal a
spontan aktivitast mérhetjiik. Az kiindulasi pont a kor kozepe, ide helyezziik az egeret,
majd szabadon hagyjuk felfedezni a teriiletet 5 percen keresztiil. Feljegyezziik a belso és
a kiilsé tertileten valo6 athaladasok szamat, az dgaskodassal és mosakodassal toltott 1dot,

valamint a latencia id6tartamat.

Uj targy felismerési teszt

Ezt a tesztet ugyanazon a porondon hajtjuk végre, mint a nyilt porond tesztet. A
nyilt porond teszt elvégzését kovetd napon alkalmazhatd, igy mar nem kell az uj
kornyezethez hozzészoktatnunk az élaltokat. Itt az egerek targy felismerési képességét
mérhetjiik. Egész pontosan azt, hogy képesek-e ujbdl felismerni a mér ismert trgyakat,
akkor is, ha egy 1j targy mellett mutatjak be 6ket. A tesztet 2 egymast kdvetd napon kell
elvégezni. Az elsd napon 2 azonos méretii, szinli és anyagu targyat helyeziink az
arénaba. Az egerek adott ideig megfigyelhetik a 2 targyat, a targyak megfigyelésével
toltott 1dot feljegyezziik. A masodik tesztnapon az egyik targyat kicserélik egy tjra,
amely méretében és anyagaban is kiilonbozik. A régi és az 0j targgyal eltoltott idot

feljegyezziik majd a kapott adatokat elemezziik.

Spontan alternécio

Ezzel a teszttel az egerek azon természetes viselkedését lehet vizsgalni, amely az
Uj teriiletek felfedezésére vonatkozik. Egészséges allatokban megfigyelhetd, hogy az Y
alaka labirintus 0j karjait fedezik fel, a korabban meglatogatottak helyett. A
labirintuskarok 120 fokos szdget zarnak be egymassal, a kiindulasi pont a labirintus
kozepe. Az allatokat kiilon-kiilon a labirintus kiindulasi pontjaba helyezziik, majd
engedjiik, hogy szabadon felfedezzék, bejarjak a teriiletet. A teszt 5 percen keresztiil

zajlik, melyben egy 3 perces ellen6rz6 pont is talalhatd. Mérjiik a latencia id6t és a



helyes alternaldsokat is. Helyes alternaldsnak az szdmit, ha az egér aktudlis karba
torténd belépése eltér a két el6z6tol, és a 2 eldzd is kiilonbozik egymastol. Az alternalas
magas aranya arra utal, hogy az egér kognitiv képessége nem karosodott. Belépésnek az

szamit, amikor az egér mind a 4 végtagja az adott kar belsejében van.

IV.Immunhisztologia

Az agyféltekéket 4% PFA-ban 1 napig konzervaltuk majd utana
szobahdmérsékleten 0,1% foszfat-pufferrel (PB) mostuk. Ezutan az agyféltekéket 4
orara 15% -os szachardz-oldatba helyeztiik, majd ¢éjszakara 4 © C-on 30% -os szachar6z-
oldatba tettiikk. A szdvetet ezutan folyékony nitrogén felett egy ugy nevezett hidegvédd
anyagba agyaztuk (Tissue Tek, Sakura Finetek Europe Ref. 4583).
Az agyakat ezutan Leica Sliding Microtome-mal (SM2000R modell) 40 pm-es

koronalis metszetekre szeltiik, és natrium-azidos foszfat pufferben taroltuk.

B-amiloid és OGGI festés

A kisérleti csoportok minden hatodik szabadon lebegé agymetszetét amiloid
plakkok ellen immunfestettiik (6E10, Anti-B-amiloid, 1-16 antitest, BioLegend #
803015).
A DNS-javité enzimet (Anti-OGG1 Abcam # ab22766) is immunfestéssel detektaltuk.

6E10 és Ibal kettos festés

Az agymetszeteket 6E10 és Ibal-es kettés fluorescens festésnek is alavetettiik
Minden hatodik szabadon lebegé metszetet elészor az Ibal-re (AIF / Ibal Novus
biologe # NB100-1028) FITC-tyramide amplifikacios fluoreszcens immuncitokémia
alkalmazasaval festettiik. Majd a metszeteket szobahOmérsékleten egy éjszakan at

inkubaltuk 6E10-el (1: 7000; BioLegend # 803015).

Mikroszkdpia és képfeldolgozas

A metszetek vizsgadlatdhoz fluoreszcens epi megvilagitassal ¢€s sotéttér-
kondenzatorral felszerelt Olympus BX60 fénymikroszkdpot hasznaltunk. A képeket
2048 x 2048 pixel felbontassal készitettik SPOT Xplorer digitalis CCD kameraval
(Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI) 10-20 x objektiv felhasznalasaval. A
képeket az Adobe Photoshop CS5.1 ,,szint” és ,,élesség” parancsaival allitottuk be. A



képek teljes felbontdsat a végleges verziokig tartottuk fenn, amelyeket 300 dpi

felbontasra allitottunk be. A képeket az ImageJ Software 1.48v verzidjaval elemeztiik.

A konyvtar elokészitése €s a prokaridta fajok azonositasa

A székletmintakbol szarmazo DNS-t a QIAmp Fast DNA széklet mini készlettel
(Quiagen) izoldltuk. A fragmentum konyvtarakat tisztitott DNS-bdl allitottuk eld
NEBNext gyors DNS fragmentacids és konyvtar el6készitd készlettel az lon Torrenthez
(New England Biolabs) a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A konyvtar mintékat
elokészitettiik a szekvenalashoz a Life Technologies lon OneTouch protokollok és
reagensek segitségével. Végiil a szekvenalast az lon PGM Hi-Q nézetii OT2 készlettel
(Life Technologies) hajtottuk végre.

V. Statisztika

A kisérlet kezdetén a transzgenikus allatokat véletlenszerien soroltuk be a
kévetkez6 csoportokba: Kontrol-APP/PS1T6-C, edzést végz6-APP/PS1™C-Ex, taplalék
kiegészitét kapo APP/ PS1TC-Pr és kombinalt (edzést végzo ¢és taplalek kiegészitdt kapo)
csoportok — APP/PS1TC-Ex-Pr. A kisérlethez egy vad tipust kontroll csoportot WT is
hozzaadtunk. Mindegyik transzgenikus csoport 8 allatbol, mig a WT csoport 10 allatbol
allt.

A statisztikai elemzéshez a mikrobiom mintak kivételével a GraphPad Prism 5
szoftvert hasznaltuk. A fiziologiai és biokémiai adatok kiértékelésére elészor Shapiro-
Wilk féle normalitasi tesztet végeztiink az Osszes fiiggd valtozordl. Az eredmény
alapjan egyiranyu varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, amelyet Tukey post hoc
tesztje, vagy Kruskal-Wallis ANOVA teszt kovetett Dunn post hoc tesztjével. A

szignifikanciaszintet p <0,05-re allitottuk.

Mikrobidlis analitikai mdodszerek

A Dbaktériumok genom-jelolését ugy végeztilkk, hogy a FASTQ adatfajlokat
feltoltottiik az automatizalt web-alapti metagenomikai elemz6 szerverre, az MG-RAST
3.6 verziojara. Az MG-RAST a FASTQ adatfjlokat bemenetként érzékeli, azonositja
az olyan nyitott leolvasasi kereteket, amelyek valosziniileg géneket jeldlnek, és egy sor
alrendszert hasznal (a RAST-ben az ,,ST”), hogy 6sszehasonlitsa ezeket egy géneket és

RNS szekvenciakat tartalmazé adatbazissal, el6allitva egy kivaldo minéségli adatfajlt. A
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RefSeq adatbazis alapjan feliratozott adatfajlokat letoltottiikk tovabbi elemzés céljabol.
Az adatkészletek MG-RAST azonositéi a kovetkezOk: Wt (egészséges kontroll):
mgm4672670.3; APP / PS1TG: mgm4673335.3; APP / PS1TG -Ex: mgm4682164.3;
APP / PS1TG -ExPr: mgm4682165.3; APP / PS1TG -Pr: mgm4682167.3.

A mikrobiom bioinformatikai elemzése

Az adatokat alabbi kritériumok alapjan szirtiik: minimalis kijelolési hossz: 30
bazispar; az identitas minimalis szazaléka: 60%; maximalis E-érték: 10-5. Ezutan az
egyes mintak leolvaséasait véletlenszerii sorrendben permutaltuk, és 10 nem atfedd
részhalmazra osztottuk, amelyek az eredeti adatok 10% -at tartalmazzak. Ezt a
folyamatot Python szkripttel hajtottuk végre. A 1étrehozott populaciokat a kivalasztott
mikrobialis csoportok relativ eléforduldsanak és szorasanak kiszamitasahoz hasznaltuk.
Az eredményeket oszlopdiagramon abrazoltuk. A csoportok kozotti kiillonbségek
szignifikancidjat kétmintas Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgéaltuk p <0,001

szignifikancia kiiszob mellett. Ezeket az elemzéseket a MATLAB-ban végeztiik.



4. Eredmények
I. A kognitiv tesztek eredményei

A kognitiv tesztekben vad tipusi (WT) egereket (N = 10) is hasznaltunk annak
érdekében, hogy a transzgenikus egerek teljesitményét ehhez a csoporthoz tudjuk
viszonyitani. Emellett az eredményeket csak a transzgenikus csoportokra vetitve is

elemeztiik.

A térbeli memoriat MWM teszttel vizsgaltuk, ahol a vad tipusu egerek nem
szarnyaltak tul a transzgenikus csoportok teljesitményét. Erdekes médon az APP/PS17-
Ex-Pr csoport teljesitett az 0sszes vizsgalati csoport koziil a legjobban, jelezve hogy
agyi funkcioik nekik kdrosodtak a legkevésbé.

Ha csak a transzgenikus csoportok teljesitményét vizsgaljuk, szignifikans kiilonbségeket
fogunk talalni a csoportok kozott. Az APP/PS1T®-Ex-Pr csoport a masodik harmadik és
negyedik napon feliilmulta a tobbi transzgenikus csoportot.

A masodik napon az APP/PS1TC-Ex-Pr csoport feliilmilta az APP/PS1™®-C csoportot.
A harmadik napon az APP/PS1"-Ex-Pr csoport feliilmulta az APP/PS1T®-Ex csoportot
A negyedik napon az APP/PS1TC-Ex-Pr csoport feliilmilta az APP/PS1TC-Ex és
APP/PS1™-Pr csoportot.

A nyilt porond teszt soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a vizsgalt
csoportok exploracids aktivitdsa kozott. Az Osszes csoport allata belépett a belso és a
kiilsé teriiletekre is, ami azt jelenti, hogy egyik allat sem szorongott, mind készen 4llt a
teriilet felfedezésére. Nem volt szignifikans kiilonbség a belsd és a kiilsd teriileteken
valo athaladasok kozott.

Uj targy felismerési teszt. A nyilt porond tesztet a NOR-teszt elétt kell
elvégezni, mivel az allatoknak az aréndban 1évo targyakat kell felfedezniilik, nem pedig
az 1) kornyezetet. Az egerek felismerik a régi targyat, igy tobb id6t toltenek az uj
felfedezésével. Az APP/PS1'C-Ex egerek szignifikdnsan kevesebb id6t toltottek az 1j
objektummal az APP/PS1™®-C csoporthoz képest.

A spontan alternéci6 jo médszer a kognitiv deficit mérésére transzgenikus egér
modellekben. A WT egerekkel 6sszehasonlitott adatok jol mutatjak, hogy az AD-nek
sulyos hatdsa van a kognitiv funkciokra. Az APP/PS17C-C allatok szignifikansan

rosszabbul teljesitettek, mint a WT allatok, ha a helyes alternalasok % -4t mérjiik.
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Il. Az agyszovet vizsgalati eredményei

A 6E10 antitesttel festett amiloid plakkok azt mutatjak, hogy az amiloid plakk
lerakodas a hippokampalis régioban volt a legkifejezettebb, ahogy az varhato volt ebben
az egér torzsben. A legtobb plakkot az APP/PS1T®
APP/PS1™®-C csoporthoz (31,7 + 9,0) és az APP/PS1™-ExPr csoporthoz (29,1 + 6,7)

képest az APP/PS1TC-Ex csoportban (13,9 + 6,7) szignifikinsan alacsonyabb volt a

-C csoportban figyelt¢k meg. Az

plakkok szama. Erdekes modon észrevehetjiik, hogy minden kezelést kapo csoportban
szignifikansan alacsonyabb volt a plakkok altal lefedett teriilet, mint az APP/PS1™C-C

csoportban.

Megmértiik a mikroglidk szaméat is a hippokampusz teriiletén. Egyrészt nem
talaltunk kiilonbséget a csoportok kozotti teljes mikroglia szdmban. Masrészt a
mikroglia 4ltal lefedett teriilet szignifikinsan magasabb volt az APP/PS1'C-ExPr
csoportban (8,11 + 1,3), mint az APP/PS17°-C csoportban (5,36 + 2,4).

Az OGGI1 szint csokken az AD-ben. A testmozgas noveli az agy OGG1 szintjét.
Megmértiik, hogy a testmozgas modosithatja-e az OGG1 szintet. Kideriilt, hogy az
OGG1 szint az APP/PS1T®-Ex csoportban (7951 + 4085), szignifikansan magasabb volt,
mint més kezelt csoportokban. APP/PS1'C-Pr (2947 + 2222) és APP/PS1C-ExPr (3358
+ 1127). Az altaluk lefedett teriilet nagysaga nem kiilonbozik

I11. A mikrobiom vizsgalat eredményei

A WT ¢és az APP/PS1T®-C egerek mikrobiom osszetételének kiilonbségei
szembeOtldek, ha a nemzetségek szintjén vizsgaljuk Oket. Bacteroides spp.
szignifikansan alacsonyabb volt, mig a Prevotella spp. szignifikansan magasabb volt a
WT csoportban, mint az APP/PS1™-C csoportban. A Bacteriodes spp. egy ismert
szukcinat termeld nemzetség, amely negativan befolyasolhatja a mucin termelést, és az
alacsony szamu Prevotella spp. szintén mucin termeléssel kapcsolatos problémakra utal
az APP/PS1"®-C csoportban.
Butirat termel6 nemzetség, példaul a Clostridium spp. Eubacterium spp. és Roseburia
spp. a WT-csoportban nagyobb stirtiségben fordulnak eld, ami arra utal, hogy a bélben

talalhato mucin réteg jol funkcional.
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A butirat termelé nemzetségek szignifikansan magasabb szamban fordultak el6 a
WT csoportban, mint az APP/PS17°-C csoportban. Az adatokbdl az feltételezhetd, hogy
az AD negativ hatassal van a mikrobiom Gsszetételére €s ateresztd bél szindroma lehet
jelen a betegeknél. (N = 8). * p <0,001. Az eredményeket atlag + szorasként fejeztiik ki,
kétmintas Kolmogorov-Smirnov-tesztet hasznaltunk.

Ha 0Osszehasonlitjuk a nemzetségbeli kiilonbségeket a transzgenikus csoportok
kozott, akkor lathatd, hogy a testmozgas pozitiv hatast gyakorolt a butirat termeld
nemzetségekre, mig a probiotikum lizd&tumot kapod csoportban ezeknek a
baktériumoknak volt a legalacsonyabb szintje.

A probiotikum lizatum Omega 3 zsirsavakat tartalmazott, amelynek meg kellett emelnie
a Lactobacillus spp-szintet, és csokkentenie kellett a Clostridium spp-t. Adataink

bizonyitékokkal szolgalnak erre a feltételezésre.

A fajok szintjén mas érdekes kiillonbségeket is megfigyelhetiink.

Osszehasonlitva a WT és az APP/PS1'®-C csoportokat, észrevehetjiik, hogy a
Bacteroides fajai a Bacteroides thetaiotaomicron és a Bacteroides fragilis a WT
csoportban szignifikansan alacsonyabb mennyiségben vannak jelen, ami ismét arra utal,
hogy a bélfal hamrétege jobb allapotban van. A butirat termelé Butyrivibrio
proteoclastus megemelkedett szintje ugyan ezt a feltételezést tamasztja ala.

A Bacteroides thetaiotaomicron szintje szignifikinsan magasabb volt az APP/PS1'C-Pr-
ban, mint az APP/PS1TC-ExPr csoportban, ez az eredmény jol korrelal az MWM teszt
eredményeivel. Ennek a baktériumoknak a megndvekedett szintje arra utalhat, hogy
ateresztd bél szindroméban szenvednek az allatok, mivel ezen baktérium a gliikkdz és
laktoz erjedés végtermékeként acetatot €s szukcinatot allit eld. Mindkét végtermék
felelos a csokkent mucin termelésért. A probiotikum lizdtum megemelte a Bacteroides
fragilis szintjét, érdekes modon a testmozgis modosithatja ezt a hatast. Az edzésben
résztvevd APP/PS1TC-Ex és az APP/PS1TC-ExPr csoportokban 1ényegesen alacsonyabb

1TG

ezen baktériumok szama, mint az APP/PS1 ~-Pr csoportban. A Lactobacillus reuteri

egy jol ismert B12-vitamin-termeld baktérium, amely vitamin nélkiilozhetetlen az agy
optimalis miikodéséhez, szintje magas az APP/ PS1TC-Pr és APP/PS1TC-ExPr
csoportokban. A Lactobacillus johnsoni-rél kimutattak, hogy talzott mértékben H,O,-t

1TG

termel, szintje szignifikansan alacsonyabb az APP/PS1'°-Ex csoportban, mint az

APP/PS1™-C csoportban, bizonyitva, hogy a testmozgasnak pozitiv szerepe van az
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oxidativ stresszel szemben. A butirat termeld baktériumok eltéré aranyban fordultak el
a csoportok kozott. Ezek a baktériumok a Butyrivibrio proteoclastus, a Marvinbryantia
formatexigens, a Roseburia intestinalis és a Roseburia inulinivorans. Mind
megndvekedett mennyiségben fordult el az APP/PS1™-Ex és APP/PS1TC-ExPr
edzésben részesiild csoportokban, Osszehasonlitva a kizardlag probiotikum lizdtumot

kap6 az APP/PS1"C-Pr csoporttal.

5. Kovetkeztetések

Az utdbbi idokben nagy az érdeklédés a bélflora-agy kapcsolatara valamint az
Alzheimer kor lehetséges prevencids eszkozeire vonatkozoan. Eppen ezért vizsgaltuk az
intervallum tipust edzés és egy lizalt probiotikumokat tartalmazo taplalék kiegészitd
hatasat Alzheimer koros transzgenikus egereken.

Az edzés jo prevencids eszkdznek tiinik, mert azon feliil, hogy megorizte a
térbeli memoriat a transzgenikus allatokban megfigyelhettik az amiloid plakkok
csokkend szamat a hippokampuszban. Ezen feliil az agy vizsgalt teriiletein emelkedett
OGG1 szinttel talalkozhattunk. Ha az edzésben részesitett allatok mikrobiomjat
vizsgédljuk, megfigyelhetjik a butirat termelé baktériumok emelkedett szintjét,
mikozben a Prevotelldk szama csokkend tendenciat mutatott. Azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy megallapitsuk, mely valtozdsoknak van a
legnagyobb hatdsa az agyi funkciokra. Ezen feliil azt is érdemes lenne megvizsgalni,
hogy az ateresztd bél szindroma okozhat-e Alzheimer kort.

Kisérletiinkben hdvel eldlt baktériumokat probiotikum lizdtumot hasznaltunk,
melynek természetesen nincs ugyanolyan hatasa, mintha €16 baktériumokat hasznaltunk
volna. Ennek ellenére észrevettiink pozitiv valtozasokat a mikrobiomban. B12 termeld
baktérium emelkedett mennyiségét taldltuk az APP/PS1'®-Pr csoportban. A
lactobacillusok szama emelkedett, mig a Clostridiumok szama csdkkent ebben a
csoportban mely az Omega 3 zsirsavak hatasa is lehet. Meglepetésiinkre a probiotikum
csOkkentette a butirat termeld baktériumok szdmat és sajnos a kognitiv funkciokban sem
lattunk akkora javulést, mint vartuk.

Osszességében kijelenthetjiik, hogy mindkét tipust kezelésnek voltak eldnyei az
észlelésre €s a mikrobiomra nézve is. Az edzés pozitiv hatdsai javulod észlelésben,

csokkené amiloid plakk szamban emelkedd OGGI1 értékben és a butirat termeld
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baktériumok magas szamaban mutatkozott meg. A probiotikum lizatumnak nem volt
annyi pozitiv hatasa, mint az edzésnek, de a Lactobacillusok emelkedett aranya jo
taptalaja lehet egyéb kedvezd hatast baktérium szamara. A jovobeni kutatas célja az
lenne, hogy feltérképezziik a pontos mechanizmust a bél-agy kommunikécidban, és
hogy megtaldljuk az Osszes, baktériumok altal kivalasztott terméket, melyek hatassal
lehetnek az AD-re akar pozitivan akar negativan, igy képesek lennénk kifejleszteni egy

hatasos, de nem invaziv terdpiat a betegségben szenveddk szamara.

14



6. Sajat publikaciok jegyzéke

Disszertaciohoz kapcsolodo cikkek:

Abraham D, Feher J, Scuderi GL, Szabo D, Dobolyi A, Cservenak M, Juhasz J, Ligeti
B, Pongor S, Gomez-Cabrera MC, Vina J, Higuchi M, Suzuki K, Boldogh I, Radak Z.
(2019) Exercise and probiotics attenuate the development of Alzheimer's disease in
transgenic mice: Role of microbiome. Exp Gerontol, 115: 122-131.

IF: 3.376

Marton O, Koltai E, Takeda M, Mimura T, Pajk M, Abraham D, Koch LG, Britton SL,
Higuchi M, Boldogh I, Radak Z. (2016) The rate of training response to aerobic
exercise affects brain function of rats. Neurochem Int, 99: 16-23.

IF: 3.262

Disszertaciohoz nem kapcsolodo cikk:

Perényi H, Szegeczki V, Horvath G, Hinnah B, Tamés A, Radak Z, Abraham D, Zakany
R, Reglodi D, Juhész T. (2020) Physical Activity Protects the Pathological Alterations
of Alzheimer’s Disease Kidneys via the Activation of PACAP and BMP Signaling
Pathways. Frontiers in Cellular Neuroscience, 14:

IF: 3.921 (2019)

Szegeczki V, Horvath G, Perenyi H, Tamas A, Radak Z, Abraham D, Zakany R,
Reglodi D, Juhasz T. (2020) Alzheimer's Disease Mouse as a Model of Testis
Degeneration. Int J Mol Sci, 21:

IF: 4.566 (2019)

15



