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1. Bevezetés

1.1. Az oregedés

Az oOregedés egy természetes és automatikus bioldgiai folyamat, az élet elkeriilhetetlen
kovetkezménye. Az Oregedd szervezetet, a szovetek és szervek funkcidinak fokozatos
hanyatlasa, romld életmindség és a halalozasi kockazat novekedése jellemzi. Napjainkban,
koszonhetden a jobb életkoriilményeknek és a javuld egészségiigyi ellatasnak, a sziiletéskor
varhato atlagéletkor dramaian kitolodik, és igy né az iddsek ardnya a populacidban. Az
oregedés, mindamellett, hogy altalanos érvényl, jelentds egyedi sajatossagokat mutat. Az
egyéni kiilonbozdségekhez a genetikai tényezok mellett, az életmddbeli eltérések jarulhatnak
hozza jelentés mértékben. Eletink sordn kiilonbozd kiilsé és belsd hatisok érik a
szervezetiinket, amelyek mutaciok formajaban halmozodhatnak fel, és hagyhatnak nyomot a
DNS-iinkben. Az 6regedés hatdssal van a génexpressziora, méghozza oly modon, hogy amikor
a genetikai anyag Oregedése elér egy bizonyos kiiszobértéket, a génexpresszio leall. Ezek a
karosodéasok dsszességében egyre inkabb hatraltatjak az egészséges mitkddést, tumoros-, sziv-
¢s érrendszeri- valamint, neurodegenerativ megbetegedések kialakulasahoz, majd végsé soron
halalhoz vezethetnek. Felmeriil tehat a kérdés, hogy az oregedés behatobb ismerete révén
befolyasolhato-e a folyamat? A legtijabb kutatasok azt sugalljak, hogy az oregedés lassithatd
vagy akar vissza is fordithat6 a génaktivitas megvaltoztatasaval. Ehhez azonban pontosabban
meg kell ismerniink az 6regedési folyamatok kulcsszerepldit. Az emberi modelleken végzett
vizsgalatok kimutattak, hogy foként a genetikai kiilonbségek, valamint az életiink soran szerzett
szomatikus mutaciok allhatnak az eltérd oregedési folyamatok hatterében. Mindezek mellett, a
,nem genetikai faktoroknak™ is fontos szerepet tulajdonithatunk, aldtdmasztva ezzel az ,,epi”-
genetikai mechanizmusok jelentdségét a hosszu élettartam szabalyozasaban. Ilyen ,,faktorok”
példaul a kaldriamegvonas, az alapanyagcsere sebességének csokkentése, a fokozott oxidativ
stressz valasz, a mitonuklearis fehérjék egyensulyanak helyreallitasa. A fent emlitett faktorok

mind-mind 6sszefliggésben allhatnak az €lettartam hosszabbodasaval.

1.2. Az oregedés jelatvitele
Az 6regedés jelatvitele, ha ugy vessziik, egyben a hosszu életé is. Az uthoz kapcsolodo géneket
oregedd (,,aging”) vagy hosszu élet (,,longevity”) géneknek is nevezziik. Ha az ut hatékony

miikodése megdrzddik, vagy a hibak idében kikiiszobolésre keriilnek, ugy az 6regedés, ha nem



is teljesen elkeriilhetové, de késleltethetové valik. Ehhez azonban behatobban kell ismerniink
az Oregedés jelatvitelét, és annak korral torténd valtozésait. Az utba csatlakozo jelatviteli utak
egylittes, 6sszehangolt, megdrzodott mikddése sziikséges a hosszu élethez. A ,,bemend jelek”
alapjan megallapithatjuk, hogy az oOregedésre hatassal lehetnek 1) kiilonbozo taplalkozasi

sajatossagok, 2) bizonyos hormonok, valamint 3) az oxidativ stressz is.

Hormonok az oregedés jelatvitelében, a KL: Az o6regedés szerepet jatszd hormonok koziil
kiemelten fontos szereppel bir az inzulin és a ndvekedési hormon. Az Sregedés jelatvitelére,
azonban egy harmadik hormon is hatassal van, ez pedig Klotho. A fehérjét a hosszu élet jelentds
biomarkereként tartjak szamon. A KL gén emberben a 13-as kromoszoman talalhatd. A gén
promoter régidja rendkiviil gazdag CpG szigetekben. Valdsziniisithetd, hogy a promoter régio
metilacios allapota Osszefiigg a KL mRNS expresszidjaval. A tKL extracellularis doménjét
membranhoz kotott protedzok hasitjak. El6szor szolubilis, majd egy szignal peptid rahelyezése
utan, szekretalt KL keletkezik, ami a vérbe, a vizeletbe, valamint a cerebrospinalis folyadékba
valasztodik ki. A sKL keringd hormonként funkciondl, szamos sejtfelszinen 1évo receptort €s
ioncsatornat szabalyoz, emellett jotékony hatassal van a gyulladdsos folyamatokra, és részt vesz
az oxidativ stressz elleni védelemben is. Adodik tehat a kérdés, hogy a KL szintjének allandoan
tartdsa, vagy a fehérje visszapoétlasa, eldsegitheti az egészségesebb Oregedést és kedvezd

hatassal lehet a betegségek megeldzésében egyarant?

Oxidativ stressz jelatviteli ut: A bevitt tdpanyag a biologiai oxidacid soran alakul at a sejt
szamara hasznosithatd energiavd, vagyis ATP-vé, amelynek termindlis Iépése a
mitokondriumokban zajlik. Ezek az organellumok kdzponti szerepet jatszanak az dregedésben.
Amennyiben, a mitokondriumban zajlé oxidacios reakciok karosodast szenvednek (lsd.
oregedés), ugy nem csak az energiatermelés csokken, hanem a folyamat melléktermékeként,
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) szaporodnak fel. A felszabadul6 szabadgyokdket a redox
haztartds enzimei eliminaljak, amelyek megfelelé miikodése tehat elengedhetetlen az
egeészséges Oregedéshez, €s igy a hosszil élethez. Ha a haztartds egyensulya megborul, a
feleslegben 1évd szabadgyokok természetes affinitdsuk miatt, spontan reakcioba 1épnek

bizonyos molekuldkkal, koztiik a DNS bazisaival is.
1.3. Az évtizedeken at tarto testedzés szerepe az éregedésben

Régota ismert a rendszeresen végzett fizikai aktivitas kiemelten fontos szerepe abban, hogy jo
egészségiinket €s magas életmindségiinket minél hosszabb tudjuk megtartani. Az autdk és a

tomegkozlekedés megjelenésével, a kommunikacio leegyszeriisodésével, az ilo, €s a talterhelt,
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stresszes ¢letmdd miatt egyre nagyobb szerephez jutnak a rekreacids iranyzatok, a szabadidds
testmozgas. Tudjuk, hogy a sport, nemcsak a fizikai teljesitoképességet javitja, hanem
megalapozza az egészséges testi, szellemi és lelki miikodést is. Az dregedés soran tapasztalhatod
fizikai teljesitoképesség csokkenése mellett motoros €s kognitiv funkciok hanyatlasa is. Ezek a
diszfunkciok sulyos terhet jelentenek, mind az egyén szintjén, mind a csaladok, és altalaban
véve a tarsadalom szintjén is. Ismert, hogy a rendszeres fizikai aktivitas ellensulyozza az
oregedéssel egylitt jard negativ hatdsokat, csokkenti a mortalitast és a morbiditast, nydjtja az
aktiv élettartamot. Az oregedés €s a testedzés kapcsolatardl tudjuk példaul, hogy a maximalis
oxigénfelvétel (VO2max) értéke 50 éves kor felett negativ korrelaciét mutat a halalozassal. A
rendszeres testmozgas hatékony példaul az életkor ndvekedésével egyiitt jard sziv- és érfunkcid
romlasa ellen, amelyek Magyarorszagon a vezetd halalozasi okok kozé tartoznak. A testedzés
eredményesen veszi fel a harcot az iddskori csontritkulassal is, javitja a koordinaciot és segit az
izom tomeg megtartdsdban, ami pedig az esések, balesetek elkeriilése esetén hasznos. Emellett,
a korral Osszefiiggésben, a vazizom egyre tobb oxidativ sériilést, szabadgyokot halmoz fel,

amelyet a rendszeres testmozgas az antioxidans kapacitas ndvelése altal ellensulyozni képes.
1.4. ,,Az oregedo telomerek™:

Az oregedés egyik {6 kivaltd oka a telomerhosszak kritikus mértékii rovidiilése. A telomerek a
kromoszomak végén 1évo, ismétlddo, TTAGGG-ben gazdag, nem kodold nukleotid szakaszok,
amelyek emberben jellemzden 3 és 20 kilobazis hosszusaguak. Feladatuk, hogy védik a DNS-t
a sejtciklusonként bekovetkezd rovidiiléstl. Amig ezek a koriilbeliil 100 bazisparnyi kiesések,
kizarolag a géneket nem tartalmaz6 telomer régiot érintik, addig a DNS kodol6 szakaszat nem
éri karosodas. Bizonyos szamu sejtosztddas utdn azonban, amikor a telomerek hosszanak
rovidiilése mar kritikus, az osztddd sejtek mar nem tudnak megkett6z0dni, elérve igy a
cellularis oregedés allapotat. Ez az emberi sejtekben nagyjabol 50 sejtosztodast jelent. Minél
hosszabb tehat a telomer szakasz, anndl tobb osztodasra képes a sejt anélkiil, hogy génkészlete
sériilne. Bar a telomeraz enzim képes de novo bézisparokat adni a telomer szakaszokhoz, a
telomerek a folyamatos sejtosztodasok miatt, az életkorral rovidiilnek. Erdekes tény, hogy az
oregedési folyamatokban jelentds oxidativ stressz példaul, felgyorsitja a telomerek rovidiilését.
Valgjaban szoros kapcsolat all fenn a telomerek hossza és az €letkorral 6sszefiiggd betegségek
kozott. A telomerekrdl leirtak, hogy hosszuk forditottan korreldl szdmos életkorral 6sszefliggd
betegség kialakulasadnak kockazataval, amilyen példaul az érelmeszesedés, a stroke, az elhizas
¢s a miokardidlis infarktus is. A telomerek ,kopasa” pozitiv 0Osszefliggést mutat a

cukorbetegséggel, és az ahhoz kapcsolodo szovodmények kialakuldsaval. Tovabba, tobb
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kutatas is mutatott ki daganatokban, mint példaul vastagbél tumorok esetében is, csokkent

leukocita telomerhosszt.
1.5. A rendszeres testedzés hatasa a telomerek hosszara

Ismerjiik, hogy a telomerek hosszara a testmozgas jotékony hatassal bir. Mar egy 12 hetes,
alacsony gyakorisagu, mérsékelt intenzitasu, rovid tavi edzésprogram is pozitivan befolyasolta
a telomerek hosszat, és pozitivan korrelalt a redox homeosztazissal. A mozgas feltételezhetden,
vagy a telomeraz aktivitdsanak befolyasolasaval, vagy oxidativ stressz szabalyozasaval, vagy
gyulladasos folyamatok elinditasaval/gatlasaval, vagy a vazizom szatellita-sejt tartalmara hatva
fejti ki hatasat a telomerhosszra. A tanulmanyok egy része szerint, a rendszeresebb, illetve az
intenzivebb fizikai aktivitas, hosszabb telomerhosszhoz tarsul. Ez a kiilonbség jobban kiiitkdzik
az iddsek esetén, ami arra utalhat, hogy a fizikai aktivitds pozitivan hat a telomerhossz
¢letkorbol adodd csokkenésére. Ehhez kapcsoldddan, a leukocitdk és a vazizomsejtek
telomerhossza pozitiv kapcsolatban all az egészséges életmoddal. Masik oldalro6l, azonban szép
szammal akadnak olyan kozlemények, amelyek nem irnak le kiilonbséget sportold, illetve nem
sportold egyének kozott, a telomerhosszak tekintetében. Igy tehat a kapcsolat a fizikai aktivitas

és a telomerhosszak kozott tovabbra is ellentmondasos.
1.6. Az epigenetika

Béar mar régéta tudjuk, hogy a génmiikddést, nem kizardlag a gének szekvenciajaban
bekovetkezd valtozasok modosithatjdk, a figyelem mégis leginkabb csak az elmult husz évben
fordult az epigenetika felé. Waddington mar 1942-ben bevezette az ,,epigenetika” fogalmat. A
szoban a “felett” jelentésti 6gorog “epi” eldtag arra utal, hogy a genetikai informécio atadasa, a
DNS-szekvencia megvaltozasa nélkiil torténik. Az epigenetika targykorébe tehat olyan,
mitotikusan és/vagy meiotikusan is atorokithetd folyamatok, kornyezeti hatasok, taplalkozas-,
edzés-, €s oregedés altali DNS valtozasok sorolhatok, amelyek oly mddon vezetnek a fenotipust
meghatarozo gének expresszidjanak valtozasahoz, hogy kdozben a DNS-nukleotid sorrendjében
nem torténik modositds. Az epigenetikai folyamatok természetesek és nélkiilozhetetlenek a
szervezet megfeleld mitkddéséhez. Probléma akkor van, ha ezek a folyamatok nem megfeleléen
mennek végbe, €és igy stlyos egészségiigyi €s viselkedési zavarokat okoznak. A genetikai
valtozasokkal ellentétben az epigenetikai folyamatok reverzibilisek. Bar a metilacios
mintdzatok jelentds részét sziileinktdl kaptuk 6rokiil, hatassal lehetnek rajuk kiilonbozd kiilsd
¢s belso tényezdk egyarant. A szervezetet, fejlédése soran, szamos kiilsd inger éri, mint amilyen

példaul az elfogyasztott taplalék, a fizikai aktivitds és a stressz. Emellett, az epigenetikai
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folyamatokat, kiilonb6z6 kornyezeti agensek is befolydsolhatjak: nehézfémek, peszticidek,
kipufogogazok, dohanyfiist, policiklusos aromas szénhidrogének, a radioaktivitas, virusok és
baktériumok is. Tovabba, ilyen bels6 faktor még maga az dregedés is. Az dregedéssel kialakulod
globalis hipometilacid genetikai instabilitast €s spontan mutacidok kialakulasat okozza.
Napjainkban mar ismert az is, hogy a legtobb betegség hatterében, beleértve a daganatos
megbetegedéseket, a kognitiv diszfunkciokat, valamint kiilonb6zd 1égzdszervi, sziv- és

érrendszeri, reproduktiv és autoimmun megbetegedéseket, epigenetikai valtozasok allnak.
1.7. A DNS - metilacio

A DNS-en torténd modosulasok koziil az egyik legjelentdsebb, €s ezért az egyik leggyakrabban
kutatott is, a DNS-metilacid. Népszerliségét az adja, hogy a meglévd technologiakkal igen
konnyen tanulmdnyozhat6: a PCR-hez kapcsolt biszulfit konverzid, a piroszekvenalés, a
microarray-ek ¢s a mély szekvenalds egyarant alkalmas lehet a DNS-metilacio vizsgalatara. A
minta-elokészités egyszerlisége, valamint a koltséghatékony technikak miatt lehetévé valik
nagyszabasu vizsgalatok elvégzése is. A DNS-metildcid, a DNS ,¢épitékoveit” jelentd
nukleotidok, metilcsoporttal torténd modositasat jelenti. Emberben a metilacié soran kiemelten
fontos szerephez jutnak azok a citozin bazisok, amelyek, foszfat csoportokon keresztiil, guanin
nukleotidokhoz képesek kotni, tgynevezett CpG dinukleotidokat eredményezve. Ezek a CpG-
dinukleotid egységek a genomban egyenetleniil oszlanak el, zdmmel az ugynevezett CpG-
szigetek teriiletén fordulnak eld. A CpG-szigetek jellemzden a kiilonbozé gének promoter,
illetve regulator régioban talalhatdak meg nagy szamban. A humén szovetek egészséges testi
sejtjeiben a CpG-dinukleotidok tobb mint, 70-80%-a metilalt allapotban van, amely a teljes
genom majdnem 1%-at jelenti. Legjellemzbb metilalt bazis az eukariétak genomjaban az 5-
metilcitozin (5mc), ami azt jelenti, hogy a citozin 6todik szénatomjara keriil metilcsoport. A
metilacios valtozasok egyarant vezethetnek a génexpresszid fokozasdhoz vagy az adott gén
csendesitéséhez. Alapvetden, a felhelyezett metilcsoportok, fizikailag gatoljak a TF kotodését
a DNS kettds spiraljahoz. Ebbdl kovetkezik, hogy mig az alacsony mértékben vagy teljesen
metilalatlan DNS promoter szakaszokon a sejtmagba érkezé TF-ok akadalytalanul elindithatjak
a génatirast, addig a magas szinten DNS-metilalt régidkban a TF-ok kotése a DNS széalhoz

lehetetlenné valik, ami jellemzden a transzkripci6 gatlasat eredményezi.
1.8. Az epigenetikai orak

Az utobbi évek kutatdsai feltartdk, hogy bizonyos DNS-metildciés biomarkerek alapjan

meghatarozhat6 a szovetek biologiai kora. Az epigenetikai €letkor szoros Osszefliggést mutat a
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kronolédgiai oregedéssel, de szamitasba veszi a kornyezeti €s ¢letmddbeli hatasokat is. Az
ugynevezett masodik generacids orak, mint amilyen példdul a DNAmPhenoAge ¢és a
DNAmGrimAge. Ezek a haldlozasi kockazat érzékenyebb markerei, €s szdmos, az életkorral

Osszefliggo betegség elorejelzésében is pontosabbnak bizonyultak:

- A PhenoAge a biologiai életkor egyik olyan mérdszdma, amit kilenc klinikai jellemzd,
valamint a kronoldgiai életkor alapjan alkottak meg. Ezt a ,fenotipusos kort” sikerilt
prediktalni 513 CpG-t metilacios statusza alapjan Levine-nek és mtsai-nak. Az dra alapjan
megbecsiilhetd, hogy a vizsgalt egyén fiatalabb, vagy iddsebb-e a kronoldgiai életkoranal
(DNAmPhenoAge akceleracidja/AgeAccelPheno), azaz gyorsult (negativ eldjelit) vagy lassult
(pozitiv eldjelii) az Gregedése, valamint azt is, hogy mennyi esélye van a halalra az elkdvetkezd
10 évben.

- A DNAmGrimAge megalkotdsa esetén, azzal a kiilonbséggel, hogy 6k a morbiditassal
vagy mortalitassal 6sszefiiggd plazmafehérjék metilacidjat és a dohanyzast vették szamitasba.
A ,,GrimAge gyorsulasa” (DNAmGrimAge akceleracioja/AgeAccelGrim), hasonléan a
vagyis a kronoldgiai és a Grim-kor kiilonbsége.

- A telomer hosszdnak DNS-metildcion alapuld becslése, a DNAmMTL, is feliilmulja a
mért telomerhosszt, a haldlig hatralévé 1d6 ¢és az ¢életkorral 0Osszefliggd betegségek

eldrejelzésének tekintetében.

2. Célkitiizések

Célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk:

1. Milyen hatassal van sport a KL gén promoter régidjanak metilaciojara?

2. Milyen hatéassal van a edzés a “fiatalsag fehérjéjének™ szintjére master sportolokban? A
sKL fehérje szintje mutat-e 0Osszefliggést antropometriai, terhelésélettani ¢és kognitiv
paraméterekkel?

3. Fennall-e kapcsolat a keringd sKL és a DNS-metilacion alapul6 epigenetikai 6rak kozott
master sportolokban?

4. Milyen kapcsolat 4ll fenn a fiziologiai teszteredmények, valamint a RT-PCR modszerrel
mért (TL), és a DNS-metildcion alapuld becsléssel meghatarozott TL (DNAmMTL) értékek
kozott?

5. Van-e kapcsolat a mért €s becsiilt telomerhosszak és az epigenetikai 6rak kozott?



Hipotéziseinket a kovetkezoképpen fogalmaztuk meg.

1. A ,fiatalsag fehérjét” vizsgalva feltételeztiik, hogy:

1.1. Kapcsolat all fent szenior sportolok “fiatalsag fehérjéjének” szintje és a szervezet redox
egyensulya kozott.

valamint szerepe van a sKL ¢és a fizikai fittség kapcsolataban.

1.3. Kapcsolat all fenn a KL szintje ¢és az epigenetikai 6rak kozott, €s igy a hormon szintje
befolyésolhatja az epigenetikai 6regedés gyorsasagat.

2. A szenior koru sportolok telomerhosszat vizsgalva feltételeztiik, hogy:

2.1. Az évtizedeken at tartd testedzés valtozast okoz a telomerek mért (TL) és becsiilt
(DNAmMTL) hosszaban.

2.2. A fizikai erdnlét/fittség szintje befolydsolja a telomer hosszakat.

2.3. A kapcsolat modosul a telomerhosszak €s epigenetikai 6rak kodzott master sportolok

esetében a kontroll csoporthoz képest.

3. Anyag és modszer

3.1. Kutatasban részt vevo személyek

A tanulmanyt az Orszdgos Népegészségiigyr Kozpont, a Helsinki Nyilatkozatnak és a
Magyarorszagon érvényes szabalyozdsnak megfeleléen hagyta jova, TUKEB  etikai
engedélyiink szdma 25167-6/2019/EUIG. Vizsgalatunkhoz a 2019-ben megrendezésre keriild,
velencei Evezés Masters Vilagbajnoksagon tortént mintavétel. A 194 szenior versenyzotol
vettiink mintat, amelyet egy 109 f6bdl allé kontroll csoport mintavétele kdvette Budapesten.
Osszesen 303 6 vett részt a vizsgilatokban. Az résztvevok életkora 37-85 év kozott volt. A
kutatasban valo részvétel onkéntes volt, a résztvevok irdsos beleegyezd nyilatkozatot toltottek
ki. Minden résztvevd kérdoivet toltott ki az egészségi allapotara és €letmodjara, taplalkozasi
szokésaira vonatkozoan, és természetesen a testmozgasi szokasaikra vonatkozoan. A szenior
evezds csoport nagyon heterogénnek bizonyult; sok sportolonak csak heti egy vagy két edzése
volt, mig masok napi szinten végeztek edzésmunkat. A résztvevok koziil 267 {6 normal
taplalkozast folytatott, 19 f6 volt vegetarianus ¢és 17 f0 egyéb tipusu diétat kovetett
(gluténmentes, paleo, laktozmentes, DM diéta). A vizsgalatunkban résztvevd, kozép-€s
idéskoru személyeket master sportold férfi (MF), master sportold né (EN), illetve kontroll

(kontroll férfi (KF), kontroll né (KN) csoportokba soroltuk.



3.2. Antropometriai, terhelésélettani és kognitiv vizsgalatok

Mintagytjtésiink egy tobblépcsds tesztsorozat elézte meg. Az antropometriai vizsgélat soran
testtomeg ¢és testmagassdg mérést végeztiink, majd, az alanyok testtomeg-indexét is
meghataroztuk. A terhelésélettani tesztsorozat négy vizsgalatbol allt; egy maximalis kézi
szoritoerd mérésbol, egy maximalis felugras mérésbol, egy Chester- step tesztbol és egy

kognitiv tesztbdl.

3.3. Vérmintavétel, hematolégia és biokémiai vizsgalatok

A vérvételt az alanyok konyokvénajabol, K2-EDTA, ACDA alvadas gatlot tartalmazo,
valamint CAT (Serum Sep Clot Activator Tubes) szérumos vérvételi csovekbe végeztiik, az
antropometriai, terhelésélettani és kognitiv tesztek elvégzése utan, a Chester-step teszt
elvégzése eldtt. Az EDTA-s véralvadasgatlot tartalmazé és a CAT szérumos csovek hiitve, 2
oran belil a helyszinrdl elszallitva, laborunkban keriiltek feldolgozasra. Az ACDA
alvadasgatlot tartalmazo vérvételi csoveket pedig a helyszinen fugéltuk és szarazjégen tartva,
nap végén keriiltek laborunk -70 fokos hiitéjébe. A K2-EDTA alvadés gatloval, valamint az
ACDA alvadasgatloval kezelt vérmintakat 1600g sebességgel, 15 percig, 4 Celsius fokon
centrifugaltuk (Sigma 1-16K (Refrigerated Microfuge) Osterode am Harz, Németorszag), majd
a vérplazma komponenst eppendorf csovekbe pipettaztuk. Az igy nyert plazma mintékat,
valamint a maradék sejtes elemeket -70 Celsius fokon taroltuk. A CAT szérumos vérvételi
csovek tartalmat centrifugalas (3000 rpm, 10 perc, szobahdmérséklet, SERVOSpin Plus
centrifuga, Németorszag) utan két részre osztottuk. Egyik részébdl 8 vérkémiai paramétert
(glikoz, koleszterin, LDL, HDL, triglicerid, majenzimek (GOT, GPT, gamma GT))

hataroztunk meg.

3.4. DNS izolalas

Ezt kdvetden laborunkban, a K2-EDTA alvadasgatloval kezelt mintak sejtes elemeibdl, azon
beliil is a fehérvérsejteket tartalmazo ,,buffy coat” részbdl, DNS-t izolaltunk, DNS izolal6 kit
segitségével (Pure LinkTM Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA). A

kitet a gyarto utasitasainak megfelelden alkalmaztuk.

3.5. Metilacios vizsgalatok

A metilacios vizsgalat elsd 1épése egy biszulfit konverzid. A folyamat 1ényege, hogy a metilalt
citozin bazisok, a metil-csoport jelenléte miatt, “valtozatlanul maradnak”. Mig, a nem-metilalt

citozin nukleotidok, a biszulfit konverzié hatdsara uracilld, majd kés6bbi 1épésben timinné
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alakulnak. Attdl fiiggden, hogy a vizsgalni kivant citozin metilalt vagy nem-metilalt, kiilonbség
adodik a DNS nukleotid sorrendjében. Az eljarashoz kiindulasként 500 ng genomialis DNS-t
hidrogén-szulfittal atalakitunk, amihez EZ-96 DNS-metilaciés MagPrep Kit-et (Zymo
Research, Irvine, CA, USA) és KingFisher Flex robot-ot (Thermo Fisher Scientific, Breda,
Hollandia) hasznaltunk. A mintdkat véletlenszerii sorrendben szélesztettiik. A biszulfit
konverziot a gyartd protokollja szerint végeztiik, a kovetkezd6 modositdsokkal: a DNS
megkotésére 15 pul MagBinding Beads-et hasznaltunk. A konverzids reagens inkubaldsa a
kovetkezo ciklus- protokoll szerint tértént: 16 ciklus 95 °C-on 30 masodpercig, majd 50 °C-on
1 oran at. A ciklus utdn a DNS-t tiz percig 4 °C-on inkubaltuk. Ezutan termék DNS-mintakat
hibridizaltunk 850K Infinium MethylationEPIC BeadChip-re (lllumina Inc., San Diego, CA),
a gyartd protokollja szerint, azzal a modositassal, hogy 8 ul biszulfittal kezelt DNS-t
hasznéltunk kiindulasi anyagként. Ez a chip, tobb mint 850.000 ponton képes a CpG szigetek
metilacidjat meghatarozni. Lényegében, a kiilonb6z6 szinti flouroforral jelolt metilalt, illetve
nem metilalt DNS-hez kotni képes primerek segitségével meghatarozhatdo az adott citozin
metilacios statusza. A DNS-metilaciés adatok mindség-ellenérzését Meffil és Ewastools
csomagokkal, R verzio 4.0.0-val végeztiik. Azokat a mintakat, amik az [llumina altal felallitott
mindségi kritériumoknak nem feleltek meg (beleértve a hosszabbitast, a hibridizaciot és a
biszulfit atalakitast is) kizartuk a vizsgalatbol. A metilacids szint meghatarozasahoz R-ben
"Noob" normalizaciét hasznaltunk. A metilacidos adatok feldolgozdsdhoz és az oregedés

utemének kiszamitasahoz Horvath online korkalkulatorat alkalmaztuk.

3.6. A sKL fehérje plazmaszintjének meghatarozasa

A sKL plazma szintjét ACDA alvadésgatloval kezelt mintakbol hataroztuk meg. A vérmintakat
6000xg sebességgel, 15 percig, 4 Celsius fokon centrifugaltuk (Sigma 1-16K (Refrigerated
Microfuge) Osterode am Harz, Németorszag), majd a vérplazma komponenst pipettdval
szeparaltuk, és a mérésig -80 Celsius fokon taroltuk. A mintakat és a reagenseket a protokollban
leirtak szerint készitettiik eld. A fehérjeszint méréséhez enzimhez kotott immunszorbens probat
(ELISA), ezen beliil Human Klotho ELISA kit-et hasznéltunk, a gyarté utasitasai szerint (R&D
Systems, DuoSet ELISA, Cat #DY5334-05, Minneapolis, MN, USA). A méréseket 96 lyuku
mikrolemezen végeztiikk, amelyre duplikatumban meértiik fel a standard sort, valamint egy
példanyban a mintakat. A vizsgalati standard gorbe tartomanya 70-7000 pg/ml volt. Az optikai
denzitast ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX,Vantaa, Finnorszag) 450 nm-

en, illetve 595 nm-en olvastuk le, majd a hattér (595 nm) levonasa utan, a sKL mennyiségét



pg/ml-ben kalkulaltuk. Az igy kapott értékeknek a természetes alapu logaritmusat (In) vettiik a

tovabbi analizisekhez.

3.7. Telomerhossz-meghatarozas

Vizsgélatunkban a telomerek hosszat kétféle modszerrel hataroztuk meg:
3.7.1. ART-PCR alapu telomerhossz-meghatarozas

A teljes vérbdl szdrmazo genomialis DNS-mintak atlagos telomerhosszat (TL) Cawthon-féle
PCR-alapti metddussal hatdroztuk meg, kereskedelemben kaphato PCR kit segitségével
(ScienCell Research Laboratories inc., San Diego CA Catalog no. #8908). A kitet a gyarto
ajanlasai szerint hasznaltuk. A PCR reakcio6 soran a telomer specifikus primerek felismerik és
felsokszorozzak a telomer szekvenciakat. Minden DNS-mintanal, két egymast kovetd reakciot
hajtottunk végre. Az elso reakcié egykopids referencia (SCR) gén amplifikalasara szolgalt. Az
itt alkalmazott primerpar egy 100 bp hosszusagu régidt ismer és sokszorosit fel a 17-es human
kromoszoman, és referenciaként szolgal a cél mintak telomerhosszanak kiszamitasakor. A
masodik reakci6 pedig mar a telomer szekvencidra iranyult. A PCR reakcidkat 20 pl
végtérfogatban végeztiik, 5 ng referencia/genomialis DNS mintat (végso koncentracié = 0,625
ng/ul), 1-1 pl telomer primert, és 10 pl 2x Master Mixet hasznaltunk. A PCR reakciokat PRISM
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) késziiléken
veégeztiik, a kovetkezd kdrnyezetben: elészor 95 °C 10 percig, majd 32 ciklus 95 °C-on 20
masodpercig, 52 °C 20 masodpercig, végiil 72 °C 45 masodpercig. Ugyanazon mintan minden

esetben harom parhuzamos mérést végeztiink.
3.7.2. A telomer hosszanak becslése

A mérés mellett, a telomerek hosszat meg is becsiilhetjiik. Ehhez Lu és mtsai altal kifejlesztett
szoftver allt rendelkezésre, amely a metilacion alapuld telomerhossz (DNAmTL) becslésére

szolgal.
3.8. A redox homeosztazis meghatarozasa

A vérben 1év6 hidrogén-peroxid (H202) mennyiséget spektrofotometrias modszerrel hataroztuk
meg, d-Roms (reaktiv oxigén metabolitok szarmazékai) teszt segitségével, a korabban leirtak
szerint. A d-Roms teszthez FREE Carpe Diem analizatort (Wismerll Co., Ltd., Tokyo, Japan)
hasznaltuk. Az igy meghatarozott koncentraciokat hagyomanyos egységekben (Carratelli-

egységekben; UCarr) fejeztiik ki, ahol 1 UCarr 0,8 mg/l H.O2-nek felel meg. A plazma vas-
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redukald képességét, vagyis a redox haztartast, a bioldgiai antioxidans eré (BAP) teszt
segitségével becsiiltiik. Ezen teszt sordn, a vas-kloridot egy specidlis kromogén szubsztrattal,
egy tiocianat-szarmazékkal 6sszekeverve, a vérplazma mintakhoz (10 pl), és 37 °C-on 5 percig
inkubaljuk. A vasion redukcidjara az 505 nm-en mért abszorbanciabdl lehet kovetkeztetni. A
BAP-méréseket is FREE Carpe Diem analizatorral végeztikk. A redox egyensulyt a
BAP/dROM ardny (ummol/l/UCarr) alapjan becsiiltiik meg.

3.9. Statisztikai analizis

Az eredményeket statisztikai probaknak vetettiik ald. Az elemzések soran Statistica 13
programot (TIBCO) alkalmaztuk. Elészor a valtozok normalitds vizsgélatat végeztiik el
Shapiro-Wilk teszttel, hogy a megfelelé paraméteres, illetve nem paraméteres probakat
alkalmazhassuk. Vizsgalataink soran a csoportok kozotti kiillonbség kimutatisara kétmintas t-
probat alkalmaztunk. A kapcsolatok kimutatdsara Pearson-féle korrelaciot végeztiink, ahol a
KL szintek, valamint a telomer hosszak voltak a fligg6 valtozok. A szignifikancia szintet p<0,05

értékben hataroztuk meg.

4. Eredmények

4.1. A sKL szint vizsgalata master sportolokban

A sKL fehérje szintjét 202 személyben hataroztuk meg. A férfiak esetében a master sportolo
csoport, illetve a kontroll csoport atlagéletkora nem kiilonbo6zott szignifikdnsan egymastol (MF
vs. KF; p=0,5297). Noknél ellenben, a kontroll csoport szignifikdnsan idésebbnek bizonyult
(MN vs. KN; p<0,0001). Kohorszunkban a sKL fehérje szérum szintje az életkor
elérehaladtaval csokkenést mutatott, vagyis negativan korrelalt az életkorral (parcialis r=-0,14,;
p=0,0439). Szignifikans negativ kapcsolat all fent az evezds Masters Vilagbajnoksagon részt
vevok é€letkora és a sKL szérumszintje kozott is (parcialis r= -0,19; p=0,0295). Ellenben nem
volt kimutathat6 0sszefliggés a sKL ¢és az életkor kozott a kontroll csoport esetében (parcidlis

r=-0,065; p=0,5925).

A nemek kozotti kiilonbséget vizsgalva, a férfi nemhez szignifikdnsan magasabb sKL értékek

tarsultak (férfi: 6,05+£0,12 pg/ml; n6: 5,55+0,11 pg/ml; p=0,002%*). A master sportol6 €s kontroll
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csoportok kozott nem adodott szignifikans kiilonbség a sKL szintek tekintetében egyik nem
esetében sem (férfi master sportolo: 5,92+0,09 pg/ml; férfi kontroll: 6,13+0,23 pg/ml;
p=0,4080; n6 master sportold: 5,39+0,15 pg/ml; nd kontroll: 5,71+£0,15 pg/ml; p=0,1459).

Az antropometriai, terhelésélettani ¢és kognitiv adatok a kovetkezOképpen mutattak
Osszefliggést a sKL szintjével: nagyobb maximalis kézi szoritd6 eré magasabb sKL szinttel
tarsult a master sportold csoportot vizsgalva (parcidlis r= 0,24; p=0,0058). Ellenben nem
mutatott dsszefliggést a kontroll csoport maximalis kézi szoritd ereje a sKL szinttel (parcialis
= 0,19; p=0,1142). Nem 4all fent kapcsolat a kognitiv teszt eredményei, a vertikalis felugrasi
teszt eredményei, valamint a Chester-step teszttel becsiilt VO2max értékek €s a sKL szintek

kozott, egyik csoport esetében sem.

A cukorhaztartas (random vércukorszint) és a sKL kapcsolatit vizsgalva, szignifikdns
kapcsolatot nem, csak negativ tendenciat taldltunk a master sportold csoport esetében (parcialis

r=-0,15; p=0,0900).

A sKL szint, és a DNAmPhenoAge, valamint a DNAmMGrimAge kozotti 0sszefliggést vizsgalva
az adatok azt mutattak, hogy a sKL Osszefiiggésben all a PhenoAge-gel, méghozza ugy, hogy
a magasabb sKL szint, lassult DNAmPhenoAge akceleracioval tarsult a master sportold
csoportban (parcialis r= -0,21; p=0,0192). Ez az 6sszefiiggés azonban nem allt fent a kontroll
csoport esetében (parcialis r= -0,17; p=0,1587). A DNAmGrimAge ¢és a sKL kapcsolatat
vizsgalva, negativ tendencia lathatd a master sportold csoportban (master sportold csoport:
parcialis r=-0,16; p=0,0740; kontroll csoport: parcialis r=-0,06; p=0,6370). A DNAmMGrimAge
akceleracidja azonban semmilyen kapcsolatot nem mutatott a sKL szintjével, egyik csoport
esetében sem (master sportold csoport: parcialis r= 0,02; p=0,8133; kontroll csoport: r= 0,02;
p=0,8580).

Az éltalunk mért redox egyensuly, és a sKL szintje szignifikans pozitiv 0sszefiiggést mutatott
a master sportolo csoportot vizsgalva (parcialis =0,28; p=0,0115). Azonban a kontroll csoport
esetében nem taldltunk szignifikdns kapcsolatot a redox egyensuly és sKL szintje kozott (
=0,17; p=0,1497). Master sportoloknal a H,O, szint minél magasabb, a sKL szintje annal
alacsonyabb volt (parcialis r= -0,25; p=0,0242), am az 6sszefiiggés nem mutatkozott a kontroll
csoportnal (parcialis r= -0,21; p=0,0802).

crcr

alapjan azt talaltuk, hogy a sKL szint életkorral osszefliggd csokkenése, a KL gén promoter
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crer

utan, eltérd régio specifikus metilaciés mintazatot talaltunk a master sportold, illetve a kontroll

csoport kozott, amely a n6i nem esetében nem allt fent.

4.2. Szenior kort sportolék mért és becsiilt telomerhosszanak vizsgalata

A tovabbiakban a szenior koru sportoldk, illetve a kontroll csoport mért (TL), illetve DNS-
metilacid alapjan becsiilt (DNAmMTL) értékeit vizsgaltuk. A teljes vérben 1évé genomban mért

atlagos telomerhosszak Osszevetését 241 fon végeztiik el.

Az egész kohorszot nézve, a mért telomerhosszak (TL) negativ korreldciot mutattak az
¢letkorral (parcialis r= -0,23 p=0,0003). Azonban a TL és az életkor kapcsolata a szenior
sportolok esetén mar nem volt kimutathatd (parcialis r= -0,03; p=0,7142), mig a kontroll
csoportban tovabbra is fennallt a negativ korrelacié (parcialis r= -0,35; p=0,0004).
Vizsgalatunkban a becsiilt telomerhossz (DNAmMTL) és az életkor kozott szintén erds, negativ
korrelaciot talaltunk (parcialis r=-0,75; p<0,0001). Ez a kapcsolat az egyes csoportok esetén,
kiilon-kiilon is megmaradt (DNAmMTL szenior sportoldk: parcidlis r= -0,74; p< 0,0001; 12C.
dabra;, DNAMTL kontroll: parcialis r=-0,77; p< 0,0001).

Nemek tekintetében, a mért és a becsiilt telomerhosszak, valamint az életkor kozotti
Osszefiiggés mindkét esetben, erdsebbnek bizonyult a ndk esetében: TL ndk: parcialis r=-0,73;
p<0,05; TL férfiak: parcidlis = -0,66; p<0,05; valamint DNAmMTL ndk: parcialis r= -0,78;
p<0,0001; DNAmMTL férfiak: parcidlis r= -0,76; p<0,0001. Férfiak ¢és ndk mért
telomerhosszainak atlagai megegyeztek egymassal (TL ndk: 8,56; TL férfiak: 8,57; p=0,8168),
mig szignifikdnsan hosszabbnak bizonyultak a becsiilt telomerhosszak a ndk esetében

(DNAmMTL nék: 6,9; DNAmTL férfiak: 6,7; p=0,0002).

Férfiak és ndk esetében az alabbi kiilonbségek adodtak az szenior sportoldk és a kontroll
csoportok kozott: master sportolokban mindkét nem esetében majdnem minden esetben
hosszabb telomerhosszt mértiink. Kivétel a mért telomerhosszak a néi kontroll csoportban

voltak hosszabbak.

Az antropometriai, terhelésélettani és kognitiv adatok, valamint a DNAmMTL ko6zott az aldbbi
Osszefiiggéseket mutattuk ki: pozitiv kapcsolatot lattunk a becsiilt telomerhosszak ¢és a
maximalis felugrasi magassag kozott a master és a kontroll csoportban egyarant. A szoritderd

/testsuly hanyadosa, valamint a kognitiv teszt eredménye a kontroll csoportban mutatott pozitiv
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kapcsolatot a telomerhosszal, ami a master csoportban nem allt fent. Nem volt kimutathato

kapcsolat a telomerhossz és a testtomegindex kozott.

A maximalis oxigén felvételi kapacitas, vagyis a VO2max, sem a master sportolo, (parcialis r=
-0,1; p=0,2286) sem pedig a kontroll csoport (parcialis r= 0,12; p=0,2488) mért TL-aival nem
mutatott kapcsolatot. Azonban, a becsiilt VO2max értékek pozitivan korrelaltak a DNAmMTL-
szal a kontroll csoport esetében (parcialis r=0,29; p=0,0067), amely pozitiv kapcsolat, a master

sportold csoportnal mar nem allt fent (parcialis r=0,08; p=0,3414).

Nem volt kimutathaté kapcsolat master sportolok mért TL-ai és az epigenetikai 6rak kozott
(DNAmPhenoAge: TL master sportolo: parcialis r= -0,11 p=0,2014; DNAmMGrimAge: TL
master sportold: parcialis r=-0,12 p= 0,1574). Ezzel ellentétben, a kontroll csoportnal, negativ
kapcsolatot allapitottunk meg a TL-ak és az epigenetikai Oregedés markerei kozott
(DNAmMPhenoAge: TL kontroll: r=-0,34; p=0,0007, DNAmGrimAge: TL kontroll: parcialis r
=-0,36, p=0,0004). A DNS alapt TL becslés valamint, a DNAmPhenoAge és DNAMGrimAge
kozott erés kapcesolatot talaltunk, ami nem valtozott a master sportoloknal sem. A
DNAmPhenoAge gyorsulasa ¢s DNAmMTL kapcsolata a szenior sportolok esetében nem
bizonyult szignifikdnsnak. A DNAmGrimAge gyorsulasanak kapcsolatat vizsgalva a
DNAMTL-lel, az eredmények azt mutattak, hogy a hosszabb telomerek lassult, dregedéssel

tarsultak, mind a master sportolok, mind a kontrollok esetében.

A redox haztartas, valamint a telomerhosszak kapcsolata a kovetkezOképpen alakult: A mért TL
hosszak pozitiv kapcsolatot mutattak a redox haztartassal sportolok esetében (parcialis r=0,26;
p=0,0106), mig a kontroll csoport esetében nem allt fent kapcsolat (parcialis r=0,17; p=0,0925).
A TL ¢és H20: kapcsolata szenior sportoloknal szignifikansan negativnak bizonyult (parcialis
r=-0,23; p=0,0213), mig nem a sportoloknal csak pozitiv tendenciat lathatunk (parcialis r=0,20;
p=0,0517).

5. Kovetkeztetések

Kutatasunk soran célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az évtizedeken at tarto testedzés hatasat
az Oregedés molekularis folyamataira. Az oregedés tag témakoréhez a ,,fiatalsag génjének”™ és
telomerhosszak vizsgalata feldl kozelitettiink. Vizsgéltuk, hogy milyen hatassal van a sport a
»flatalsdg génjére”, ezen beliil is a KL gén promoter régid metilacidjanak valtozasaira master
sportoloknal. Azonban nemcsak a promdter régid metilacidjaban, hanem az altalunk szintén

mért, atirddott/transzlalodott fehérje szintekben is adodtak kiillonbségek évtizedes edzés
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hatasara. Az antropometriai, terhelésélettani és kognitiv paraméterek jol mutathatjak az egyén
aktualis allapotdt minden tekintetben, ezért vizsgaltuk sKL-val valé kapcsolatukat. Ezen
vizsgalat 0sszefiiggést mutatott ki szenior sportolok maximalis kézi szorito ereje és a ,,fiatalsag
fehérjéje” kozott. A master sportold csoportban, a sKL szintjének életkorral torténd csokkenése
mellett, a DNAmPhenoAge gyorsuldsaval negativ kapcsolatot, a DNAmGrimAge esetében
pedig, ugyanolyan iranyu tendenciat lattunk. A biolodgiai életkor ezen mutatoi és sKL szintje
kozott kimutatott 6sszefliggés egy uj mozaikdarab beillesztését teszi lehetdvé a ,,nagy egészbe”,
ami az Oregedési kutatasokat illeti. Tovabbiakban az Oregedés egy masik markerét, a
telomerhosszt vizsgaltuk master sportoloknal. Eredményeink alapjan lathat6, hogy a telomer
hosszénak DNS metildci6 alapjan torténd becslése érzékenyebb maodszer, a telomer hossza és a
fizikai fittség kozotti kapcsolat vizsgdlatara, mint az RT-PCR alaptit TL hossz mérés. A
telomerek hosszanak az ¢€letkor eldrehaladtaval torténd csokkenése a sport hatasara ,,eltinik”,
vagyis feltételezésiink szerint a sport feliilirja ezt. Ugyanez a hatés érvényesiil a maximalis kézi
szoritd erd, a VO2max, a kognitiv teszt eredményei, valamint az epigenetikai o6rdk, a

DNAmPhenoAge, ¢s DNAmGrimAge, esetében is.
Hipotéziseinket megvizsgalva a kovetkezoket allapithatjuk meg:
1. A ,.fiatalsag fehérjét” vizsgalva feltételeztiik, hogy:

1.1. Kapcsolat all fent szenior sportolok “fiatalsag fehérjéjének” szintje és a szervezet redox

egyensulya kozott. MEGTARTJUK

crer

valamint szerepe van a sKL ¢és a fizikai fittség kapcsolataban. RESZBEN MEGTARTJUK

1.3. Kapcsolat all fenn a KL szintje €s az epigenetikai 6rak kozott, €s igy a hormon szintje

befolyasolhatja az epigenetikai 6regedés gyorsasagat. RESZBEN MEGTARTJUK
2. A szenior koru sportolok telomerhosszat vizsgalva feltételeztiik, hogy:

2.1. Az évtizedeken at tartd testedzés valtozast okoz a telomerek mért (TL) és becsiilt

(DNAmMTL) hosszaban. MEGTARTJUK
2.2. A fizikai erénlét/fittség szintje befolyasolja a telomer hosszakat. MEGTARTJUK

2.3. A kapcsolat mdédosul a telomerhosszak és epigenetikai ordk kozott master sportolok

esetében a kontroll csoporthoz képest. MEGTARTJUK
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