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ROVIDITESEK JEGYZEKE

PA: fizikai aktivités

CT: kombinalt edzésprogram

LDL: alacsony stirtiségii lipoprotein

HDL: nagy strtiségili lipoprotein

TG: triglicerid

VST: virus-specifikus T-sejtek

VO2max: maximalis oxigén-felvevo képesség
LR: alacsony valaszreakciot ado

HiR: nagy valaszreakciot ado

HRV: szivfrekvencia-variabilitas

Tint%: edzésintenzitas

HR: pulzus

6MWT: 6 perces gyalogloteszt

6MWD: 6 perces gyalogldteszt soran megtett tavolsag
hTREC: human T-sejt receptor excizids kordk
HPA: magas fizikai aktivitds

LPA: alacsony fizikai aktivitas

SBP: szisztolés vérnyomas

DBP: diasztolés vérnyomas

CRP: C-reaktiv fehérje

ANN: mesterséges neuralis halozat

CRF: kardiorespiratorikus fittség

EV: extracellularis vezikuldk

exomiR: exoszomalis miRNS

TELI: Total Exoszéma Izolacids reagens
NTA: Nanoparticle Tracking Analysis

FM: Fluoreszcens mod

LSM: Fényszorasi mod

TEM: Transzmisszids elektronmikroszkopia
FDR: False Discovery Rate



1. ALTALANOS BEVEZETES
1.1. Altalanos irodalmi attekintés

Vilagszerte megfigyelhetd a sziiletéskor véarhato élettartam folyamatos novekedése,
kiilonosen a fejlett orszagokban (1). Magyarorszagon 2020-ban a sziiletéskor varhato atlagos
¢lettartam n6knél 78,74 év, mig a férfiaknal 72,21 év volt (2). Az egészséges varhato élettartam,
azt mutatja meg, hogy mennyi egészségkarosodastol, betegségektdl mentes éEletévre
szamithatunk, 2020-ban 61,8 év volt a néknél, mig 60,4 év a férfiaknal (3). Az adatok azt
sugalljak, hogy bar hazankban is egyre tovabb éliink, de nem egészségesen. Az id6skoruak
részaranya az 0ssznépességben minden eddiginél magasabb lett. Jelenleg, tobb mint 900 millid
60 év feletti €l vilagszerte és ez a szam az eldrejelzések szerint 2015. €s 2030. kozott még 56%-
al fog emelkedni (4). Ezenkiviil az idéskori rossz kozérzet altalaban nem egy, hanem szimultan
tobb kronikus betegség miatt kovetkezik be. Ezt a tényt tamasztja ala 2005. és 2010. kozott
zajlott, a kronikus betegségek el6fordulasara vonatkozd retrospektiv vizsgalat is, melybdl
kideriilt, hogy a feln6tt betegek 22%-anak szimultan 2 vagy tobb betegsége volt, és ez a
szazalékos érték 77%-ra emelkedett a 65 év felettiek koreben (5).

Az életkorral egyiitt jaro multimorbiditas mozgatorugoinak mélyebb megértése,
valamint az el6fordulds megakadélyozasat és/vagy késleltetését célzo intervenciok kidolgozasa
ma mar szamos orszagban prioritds, az egyes betegségek kezelésének hatalmas egészségiigyi
koltsége miatt (6). Egyre tobb allatkisérletekbdl szarmazo bizonyiték all rendelkezésre arra
vonatkozoan, hogy a core Oregedési folyamatokat célz6 intervencidk, nemcsak
meghosszabbitjak az ¢élettartamot, hanem képesek megel6zni az életkorral Osszefliggd
betegségeket is (7). Mig e kutatasok fokuszaban az 6regedési folyamatokat gatld farmakologiai
kezelések allnak, napjainkban egyre nyilvanvalobb, hogy az egészséges idéskor elérésének alap
kovetelménye az egész életen at tartd fizikai aktivitas (PA) (8). Ennek ellenére sajnos a PA
mennyisége az ¢€letkor eldrehaladtdval dramai modon csokken. Jelenlegi tarsadalmunkat a
fizikai inaktivitas jellemzi. A 18 év felettiek koriilbeliil 30%-a fizikailag inaktiv vilagszerte (9).
A 65 év felettick kevesebb, mint 10%-a teljesiti a nemzetk6zi ajanlasokban megadott, heti 150
perc aerob fizikai aktivitas mennyiséget (6). Emellett, a fiatalabb generacio olyan életstilust
folytat, mely jelentdsen megndveli a kronikus betegségek kialakulasanak kockazatat. A legtobb
kronikus betegség az életévek soran folytatott egészségtelen életmod kovetkezménye, igy a
leghatékonyabb morbiditas csokkenést még a korai életévektdl kezdve alkalmazott intervenciok
segitségével lehetne elérni (10).

A rendszeres PA altalanos, minden szervrendszerre kiterjedd pozitiv hatasa ,,nemre és

korra valo tekintet nélkiil” mara mar megkérddjelezhetetlenné valt. Az elmult évek kutatasi
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eredményei alapjan megallapithatd, hogy a rendszeres PA csokkenti a kardiovaszkularis
betegségek, rosszindulati  daganatok, neurodegenerativ  allapotok, cukorbetegség,
oszteoporozis, valamint az elhizas kdvetkeztében fellépd megbetegedések és a korai haldlozasi
esetek szamat (11). A testmozgas ugyanakkor nemcsak a kronikus betegségek prevenciojaban,
hanem kezelésében, illetve rehabilitacidjaban is alkalmazhatd és rendkiviil fontos szereppel bir.
Az orvosok gyakran javasoljak az életmodvaltast adjuvans terapiaként az egyes betegségek
kialakuldsa utan is, hiszen a rendszeres PA jelentdsen javithatja a korabban emlitett kronikus
allapotok kimenetelét (12). Azonban ma még meglehetdsen hianyosak az ismereteink azokrol
a testmozgés altal indukalt molekularis jelekrdl, valamint mechanizmusokrol, amik révén a
rendszeres PA képes az egyes betegségek megelézésére vagy a meglévok enyhitésére.
Ugyanakkor, ezeknek a bioldgiai folyamatoknak és utvonalaknak a jobb megértése lehetévé
tenné a célzott edzésprogramok, valamint a testmozgas pozitiv hatésait ,,imital6” farmakoldgiai
intervenciok kidolgozasat. De ahhoz, hogy a jovOben sor keriilhessen erre, az elsé és egyben a
legfontosabb 1épés a rendszeres testmozgas hatasara kialakuld, edzésvalaszok heterogenitasaért

felel6s mechanizmusok pontos jellegének a megértése.

1.2. Kombinalt rezisztencia és aerob edzésprogram (egyidejii rezisztencia és aerobedzés)

A fizikai aktivitasra vonatkozo ajanlasok (WHO) erésen javasoljak mind az
alloképességet, mind az erdnlétet fejlesztd gyakorlatok beépitését az edzésprogramokba az
inaktivitassal kapcsolatos kockazati tényezék mérséklése, valamint megel6zése érdekében (13).
Az aerob és a rezisztenciaedzések azonban eltérd biologiai adaptaciokat valtanak ki (14). Ezért
kiilonos figyelmet igényel a kombinalt edzésprogramok (tovabbiakban CT) koriiltekintd
megtervezése, az erdé- ¢és alloképességi edzések kovetkeztében indukalt adaptacios
mechanizmusok optimalizalasa, valamint az altalanos egészség javitasa szempontjabol (15).
Annak ellenére, hogy a CT-t tobb évtizede alkalmazzak a gyakorlatban, hiszen kevés sportagrol
lehet elmondani, hogy csak alloképességi, vagy csak erd alapi gyakorlatokbol épiilne fel,
tudomanyos érdeklddés rovidebb ideje kiséri. Valdjaban azonban az optimalis teljesitményhez
az er0- és alloképesség kombinacidja sziikséges. A CT hatasat vizsgald szakirodalom
korlatozott. Az elsé tanulmany 1980-ban jelent meg, melyben Rober C. Hickson megallapitotta,
hogy az erd fejlesztése veszélybe keriilhet intenziv futas és erdnléti edzés egyidejii végzése
esetén (16). Uttoré tanulmanya ota ezt a jelenséget interferencia-hatasnak nevezziik és a mai
napig széleskorii tudoméanyos érdeklédés Gvezi. Erdekes moédon, ellentétben a korai
megfigyelésekkel, a legujabb kutatasok azt igazoljak, hogy a CT alkalmazasa nem feltétleniil

veszélyezteti a neuromuszkularis adaptaciokat. S6t, az Gjabb eredmények sokkal inkabb azt



tamasztjak ald, hogy az idegi és izomadaptaciok nagysaganak gyengiilése sokkal inkabb az
edzésprogram valtozoinak és a bioldgiai hajlam (prediszpozicio) kdlcsonhatasanak fliggvénye
(14). Az eltéréseknek az egyik magyarazata lehet a résztvevo alanyok eltérd edzettségi szintje
(training status) az egyes tanulmanyokban. Ezzel 6sszhangban egy nemrégen k6zolt vizsgalat
kimutatta, hogy a CT er6fejlodésre gyakorolt negativ hatasa az edzett és mérsékelten aktiv
személyeknél jelent6sebb, valosziniileg az edzett személyek kisebb adaptacios potencialja miatt
(17). Ezért ésszerl feltételezni, hogy az edzetlen személyeknek elénye szarmazhat, vagy
legalabbis nem lesz hatranyuk CT alkalmazasa esetén. Ezt tamasztja ala Fyfe és mtsai (2018)
altal kozolt tanulmany is, melyben a CT negativan befolydsolta az mTORCI-t, az
izomhipertrofia f6 szabalyozojat edzett személyeknél, de ez a jelenség nem volt megfigyelhetd
edzetleneknél (18). Tovabba, szdmos tanulmany fokozott molekularis valaszt és hipertrofiat
mutatott ki edzetlen személyeknél CT edzéseket kovetden (19; 20).

Ezek alapjan, a kombinalt erénléti és alloképességi edzések alkalmazasat nem szabad
figyelmen kiviil hagyni, mint potencialis egészséget elOsegité stratégiat, mivel mind a
kardiovaszkularis, mind a neuromuszkularis szervrendszereket igénybe veszi. A hagyomanyos
alloképességi paraméterek, mint példaul a maximalis aerobkapacitas, laktatkiiszob, mozgas
gazdasagossaga (exercise economy), valamint a vazizom funkciok (maximalis erd, izomerd,
izomalloképesség) mellett a CT pozitivan befolyasolhatja a testdsszetételt, valamint a

kardiometabolikus kockazati tényezoket is (14).

1.2.1. Kombinalt edzésprogram hatasa a vér lipidekre és lipoproteinekre

Az eldrejelzések szerint a fejlett orszdgokban a sziv és érrendszeri betegségek lesznek
a f6 halalokok (21). Mind az epidemioldgiai, mind az esettanulmanyok kimutattak, hogy
alacsonyabb osszkoleszterin és az alacsony strliségli lipoprotein (LDL-C) koncentracio,
emelkedett nagy stirtiségii lipoprotein (HDL-C) értékkel egyiitt, a kardiovaszkularis betegségek
kockazatanak csokkenésével jar egyiitt (22). Emellett az LDL-C: HDL-C arany erds prediktora
a koszoruér-betegségek kockazatanak (23). Keresztmetszeti vizsgalatok eredményei
szolgaltattak az els6 bizonyitékokat arra vonatkozodan, hogy a megnévekedett PA szint az
¢hgyomri lipidprofil javulasaval jar egyiitt. A rendelkezésre allo szakirodalomi adatok alapjan
elmondhat6, hogy mindenképp hosszutava edzés ajanlott a vérlipid és lipoprotein koncentraciod
javitasa érdekében (14). Sportoloknal a szérum HDL-C értéke akar 50%-kal is magasabb lehet,
mint a fizikailag inaktiv személyeknél. A triglicerid (TG) koncentracid, pedig a jobb
alloképességii személyeknél alacsonyabb értéket mutat (14). Koztudott, hogy az alloképességi

edzés javitja a lipidprofilt és ez altal képes csokkenteni a sziv- és érrendszeri betegségek



kockazatat (24). Azonban, maig viszonylag kevés tanulmany vizsgalta, hogy miként hat a CT
az ¢éhgyomri lipidprofilra. Az eddigi eredmények alapjan jol latszik, hogy szdmos populacioban
javithatja a diszlipidémia paramétereit, ami nem meglepd, ha figyelembe vesszik az
alloképességi ¢és eronléti edzések HDL-C és TG értékekre gyakorolt pozitiv hatésait kiilon-
kiilon (25; 26). Esszeriinek tiinik ezért azt feltételezni, hogy az alloképességi és erdgyakorlatok
kombinaciodja additiv, pozitiv hatast fejt ki a lipidprofil javulasara. A vérzsirok és lipoproteinek
Tseng és mtsai (2013) végezték el, fiatal egészséges, tulstilyos/elhizott személyeknél (25).
Vizsgalatuk 3 honapig tartott. Bar elmondhatd, hogy minden csoportban javultak a vizsgalt
kardiometabolikus paraméterek, az alloképességi €s kombindlt edzésprogramban résztvevo
csoportok nagyobb HDL-C novekedést mutattak az erénléti csoporthoz képest. Emellett, a CT
csoport résztvevoi nagyobb éhgyomri gliikoz és TG csokkenést produkaltak, a masik kettd
edzésmodhoz képest (1. abra). Hasonloképpen, Libardi és mtsai (2012) szintén kimutattak,
hogy az erdnléti és a CT egyarant csokkenti a kozépkoru férfiak Osszkoleszterin szintjét, de
szintén arra a kovetkeztetésre jutottak korabban edzetlen, de latszolag egészséges fiatal férfiakat
vizsgalva, hogy a CT hatékonyabb lehet, mint az alloképességi, vagy az erdnléti edzés
onmagaban a szérum lipidprofil, valamint a testosszetétel egyidejii javitasaban (1. abra)(21).
Ezek nagyon fontos megallapitasok, mivel azt jelzik, hogy a CT hatékonyabbnak bizonyul tobb
¢lettani paraméter esetén, mint onmagaban csak az alloképességi és az erénléti edzés, egyesitve

a két edzésmodbol szarmazé elénydket.

1.2.2. Kombinalt edzésprogram hatasa a glikémias szabalyozasra

Az egészséges személyek éhgyomri glilkozkoncentracidja 6 mmol/l-nél alacsonyabb,
mig a HbAlc értéke 5,7% alatt megfeleld. A gliikozszabédlyozas karosodasa fokozza a
halalozési kockdzatot és a hosszitavi szovodményeket, mint példdul a neuropatiat és a
kardiovaszkularis betegségeket. A 2-es tipusu cukorbetegség és a metabolikus szindréma
megeldzésében és kezelésében az életmodvaltast, beleértve a megfeleld diéta betartasat és a PA
mennyiségének novelését a legfébb nem-farmakologiai stratégianak tekintik (28).
Szakemberek altal feliigyelt edzésprogramok kiilondsen fontosnak bizonyulnak a szénhidrat-
szabalyozas javitasaban, 2-es tipust cukorbetegeknél (29). Mar évtizedek ota elismerik az
alloképességi edzések hatékonysagat a glilkoz metabolizmus javitasaban (30), de késébbi
bizonyitékok ahhoz a felismeréshez vezettek, hogy a feliigyelt erénléti, valamint az erénléti és

alloképességi edzések kombinacidjanak alkalmazéasa hatékony alternativa lehet a betegek



glikémias allapotanak javitasaban (29). Mivel a CT 6tvozi az alloképességi és a rezisztencia
edzések elonyeit, képes a 2-es tipust cukorbetegek metabolikus reakcidinak optimalizalasara.
Church és munkatarsai (2010) 9 honapos vizsgalatot végeztek, melynek soran 6sszehangoltak
a teljes edzésmennyiséget az egyes edzéstipusok (CT, alloképességi, rezisztencia) kozott, igy a
CT csoport kevesebb id6t toltott az alloképességi és erdnléti tevékenységekkel, mint a csak
alloképességi, vagy a csak rezisztencia gyakorlatokat végzé csoport. Erdekes modon, a
vizsgalatban csak a CT-ben résztvevo betegekben mértek HbA 1¢ csokkenést (1. abra)(31). Egy
késObbi vizsgalat szintén megerdsitette ezeket az eredményeket azzal, hogy egészséges
férfiaknal az ¢hgyomri gliikozkoncentracid nagyobb mértékii javulasardl szadmoltak be CT utén,
még akkor is, ha a CT csoportban az alloképességi és erdgyakorlatokat felére csokkentették (1.
abra)(25). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a CT, a gliikoz metabolizmusra jelentds
hatast fejt ki, fiiggetleniil az alkalmazott edzésmennyiségtél. A CT eldnye a latszolag
egészséges egyének glikémids szabalyozisaban azonban kevésbé ilyen egyértelmii. A
szakirodalomban meglehetésen ellentétes eredmények olvashatok. Egyes tanulmanyok
Osszehasonlitva a csak alloképességi, vagy csak erénléti gyakorlatokat végzé csoporttal (25),
mig masok nagyobb javulast talaltak alloképességi edzésprogramok végzése esetén (32). Az is
eléfordult, hogy egyik alkalmazott edzésprogram sem javitotta az éhgyomri gliikkoz szintet, de
megakadalyozta a glikémids kontroll idébeli romldsat, ami valdszintileg a kozépkoru,
egyébként egészséges egyének élettani alkalmazkodédsanak sziikebb tartomanyat tiikrozi a
metabolikus szindromas betegekhez képest (27). Osszességében tigy tiinik, hogy a CT legalabb
olyan hatékony, mint 6nmagaban az alloképességi, vagy a rezisztencia edzés, a glikémias
kontroll javitdsdban, vagy negativ kimenetelének megakadalyozasdban egészséges

személyeknél.

1.2.3. Kombinalt edzésprogram hatisa a vérnyomasra és a vaszkularis adaptaciora

A magas vérnyomas kardiovaszkularis rizikofaktor, mely az érrendszer szerkezetének
¢s mikodésének megvaltozasaval jar egyiitt. 2017-ben az American College of Cardiology és
az American Heart Association 0j iranyelveket tett k6zz¢ a magas vérnyomas megallapitasara
vonatkozoan, mely szerint hipertonidsnak tekinthetd az a személy, akinek tartdsan a szisztolés
vérnyomasa = 130 Hgmm és/vagy a diasztolés vérnyomasa = 80 Hgmm (33). A hipertonias
betegek hajlamosabbak a strokera vagy a szivelégtelenségre (34). Ezen kiviil a megnovekedett
hemodinamikai erdk karosithatjak az érfalat, ami endotelialis diszfunkciohoz vezethet és

tovabbi érrendszeri karosodasokat okozhat (34). Még normotenziv tartomanyban IS



megfigyelhetd 0sszefiiggés a vérnyomas emelkedése €s a kardiovaszkularis kockazat kozott,
ami hangsulyozza, hogy a jovében jol alkalmazhatdo modszerekre van sziikség a vérnyomas
fokozatos emelkedésének megel6zésére és késleltetésére (34). Korabban alloképességi
gyakorlatokat javasoltak a vérnyomascsokkentd kezeléseknél. Hosszatava alloképességi
edzésprogram utan a hipertonias betegek nyugalmi vérnyomasa atlagosan 5-7 Hgmm-el
csokkent (35). A korabbi hiedelmekkel ellentétben a dinamikus rezisztenciaedzés nem okoz
kronikus vérnyomads emelkedést, sot a két modszer kombinacidja ma mar elfogadott €s egyben
ajanlott a magas vérnyomas megel6zésére és kezelésére is (35). A CT vérnyomasra gyakorolt
hatasat elemzOé 68 vizsgalat metaanalizise kimutatta, hogy Osszességében a szisztolés
vérnyomas 3,2 Hgmme-el, a diasztolés vérnyomas 2,5 Hgmm-el csokkent a nem edzett kontroll
csoporthoz viszonyitva (1. abra)(36). Fontos kiemelni, hogy a CT hosszutava
vérnyomascsokkentd hatasa nagyobb volt a magasabb kiindulasi vérnyomas értékekkel
rendelkez6knél (36). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy azok a személyek profitalhatnak
a legtobbet a rendszeres edzés kedvezd hatasaibdl, akiknek legnagyobb sziikségiik van a
vérnyomascsokkentésre. A testmozgds hosszatdvi vérnyomdscsokkentd hatasa a javult
érrendszeri valaszkészség, neurohormondlis és/vagy a vaszkuldris struktaralis adaptacio
Osszetett kolcsonhatasabol ered (34). A vaszkularis endotélium kulcsszerepet jatszik az
érrendszer egészségében és a vérzéscsillapitasban. Az endotélsejtek ugyanakkor hajlamosak a
kronikus magas vérnyomas ¢és a diszlipidémia altal okozott karosodasra (37). A karosodott
érrendszeri funkcio javithato alloképességi €s erénléti gyakorlatokkal egyarant (38; 39). Az
akut, dinamikus testmozgas kozvetlen hatast fejt ki az erekre, azaltal, hogy ndveli a vaszkularis
anterograd nyirofesziiltséget, mely erbteljes ingerként hat az endotélsejtek adaptacidjara.
Ezenkiviil, a szisztémas tényezdk valtozasai mind-mind pozitiv hatast gyakorolnak az
érrendszerre, beleértve a keringd miokinek (példaul IL-6) edzés altal indukalt novekedését,
valamint a pro-inflammatorikus faktorok (példaul CRP, TNF-alfa) csokkenését és az inzulin
jelatviteli tvonal javulasat az endotélsejtekben (40). Az akut hemodinamikai valtozasok
mellett a CT potencialisan csokkenti a lipid- és a kronikus gyulladasos markerek szintjét, ezaltal
hatékony életmdd stratégiaként tekinthet6 (32).

Bizonyiték van ra, hogy az alloképességi és az erdnléti gyakorlatok sorrendje
befolyasolhatja a vaszkularis adaptaciot. Okamoto és mtsai (2007) kimutattak, hogy ha a CT,
erdgyakorlatokkal kezd6dott, a fiatal nék és férfiak endotél funkcidja javult, mig forditott
sorrendben nem észleltek valtozast (41). Bar a mogottes mechanizmusok tovabbra is

ismeretlenek, feltételezések szerint a rezisztencia gyakorlatokkal Osszefiiggd novekedési



hormon emelkedés potencialisan gyengiil a megel6zd alloképességi gyakorlatok hatasara,

akadalyozva ezzel a megfelel6 endotelialis adaptaciot.

1.2.4. Kombinalt edzésprogram hatasa a teljesitményre

A kardiorespiratorikus fittség (alloképesség, maximalis oxigén-felvevd képesség,
VO2max) és az izomer6 kettd, egymastol fiiggetlen, de jelentds egészségiigyi markerek (42).
Az epidemiolodgiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a VOo,max forditott Osszefiiggést mutat a
szivkoszortér, a sziv és az érrendszer megbetegedéseivel, valamint a kiilonb6z6 daganatos
korképekkel is (43). Emellett szamos tanulmany kimutatta, hogy a testmozgas hatékony
stratégia a kronikus betegségek elleni kiizdelemben, a fizikai erénlét javitasaban ¢és
kovetkezésképpen az ¢életminGség javitasaban (44). Koztudott, hogy a kiilonb6z6
edzésmoddszerek alkalmazasa fontos, de ugyanakkor ezek nem azonos egészséggel sszefiiggd
¢lettani adaptaciokat eredményeznek (42). Sajnos a szabadidé hianya jelenti a fejlett
orszagokban a legfobb akadalyt. Ezért, a kozelmultban jellemzéen kevésbé idéigényes
edzésmodszerek jelentek meg, melyek lehetdvé teszik a testmozgasbol szarmazo potencialis
egészségligyi elonyok maximalizalasat. Egy ujabb metaanalizis kimutatta, hogy egy jol

felépitett CT program jelentdés VO2max adaptaciot is eredményezhet (1. abra)(45).
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1. abra: Kombinalt edzésprogram hatiasa az egyes, feltiintetett paraméterekre.
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1.3. A rendszeres PA hatasa az immunrendszerre

Az optimalisan mikédé immunrendszer kdzponti szerepet jatszik az egészség
fenntartasaban, hiszen a sejtes és a humoralis immunitas nélkiilozhetetlen a fertézések elleni
védelemhez, a daganatos sejtek felismeréséhez és eliminalasahoz, valamint az autoimmun
betegségek megel6zéséhez. Mivel az immunrendszer nem elszigetelten mikodik, ezért
nagymértékben befolyasoljak kiilonféle kiilsé tényezok, beleérve a PA-t is. Napjainkban még
kevésbé egyértelmli a CT immunfolyamatokra gyakorolt hatasa. Ezért a korabbi CT-rél PA
kifejezés hasznalatara térek at, mivel a rendelkezésre 4ll6 kutatdsok altalanossagban vizsgaltak
a rendszeres PA immunrendszerre gyakorolt hatasait. Szamos tanulmany alatamasztotta, hogy
szoros Osszefliggés van a PA szintje, az immunitas €s az egyes betegségek eldfordulasa kozott
(6). Heti 150 perc mérsékelt intenzitasti PA (példaul gyors gyaloglas, szas) sok immun- és
gyulladasos rendellenesség megelézésében fontos lehet (46). A fizikailag aktiv életmod
tovabba csokkenti az idds populaciot nagy ardnyban érintd mell, vastagbél €s prosztatarak
megbetegedések kockazatat is (47).

Az életkorral egylitt jar6 immunitds csokkenést immunszeneszcencianak nevezzik. E
folyamat jelentésen hozzajarul az idoskorban megfigyelhetd egészségromlashoz (6). Az
immunszeneszcencia 0sszefliggésben van a véddoltasok hatékonysdganak csokkenésével, a
virusos és bakterialis fertézésekkel szembeni fokozott érzékenységgel (48). A csokkent
immunsurveillance tovabba potencialisan hozzajarulhat a daganatos megbetegségek
incidenciajanak novekedés¢hez (49). Az oregedés masik aspektusa, melyet részben szintén
befolyasol az immunrendszer dregedése, a szisztémas gyulladasok gyakorisaganak novekedése
a szervezetben, mas néven inflammageing. Az inflammageing valdsziniileg az ¢letkorral egyiitt
jaré multimorbiditas hajtoereje, hiszen a gyulladas mértéke Osszefiiggésben van a legtobb
iddskori kronikus betegség fokozott kockazataval (50).

Az egész élet soran fenntartott PA hatdsa az immunrendszer dregedésére még nagyrészt
feltaratlan, mivel a megndvekedett PA hossztavi hatasait vizsgald tanulmanyok nagyrészt 6-
12 honapig tartottak (6). Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara egy tanulmany 55 és 79 év
kozotti fizikailag aktiv ndket és férfiakat vizsgalt, akik életiik nagy részében magas PA-i szintet
tartottak fenn. Az alanyok az életkor elérehaladtaval jelentkez6 fiziologiai funkciovaltozasokat,
mint példaul izomtomeg- és funkcidvesztést (szarkopénia), csokkent inzulinérzékenységet,
emelkedett koleszterinszintet és magas vérnyomast ritkan mutattak (51). Kevés jelét mutattak
tovabba az immunszeneszcencianak is, melynek egyik markere a timusz naiv T-sejt termel6
képességének csokkenése. Erdekes modon a timuszbdl frissen kilépett naiv T-sejtek (recent

thymic emigrants, RTE) szama hasonld volt, mint a fiatal felndtteké (52). Egy masik,
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egészséges 18-61 ¢év kozotti férfiakat vizsgaldo tanulmanyban (n=102) szintén pozitiv
korrelaciot mutattak ki a VO2max és a naiv T-sejtek szama kozott. S6t, a legmagasabb VOmax
tartomanyban 1évé személyeknek kisebb volt a szeneszcens CD28- CD57+ CD4+ és CD8+ T-
sejt szintje is (53).

A vazizomzat terhelés alatt képes kiilonféle citokinek (miokinek) expresszidjara a
keringési rendszerbe (2. abra). Az IL-6 volt az els6 azonositott miokin. A testmozgas
megkezdése utan termelddik, szintje a terhelés intenzitdsatol és idétartamatol fiiggden az
izomtomeget és az 6sszehizodasi aktivitas mértékét tiikkrozi (54). Az edzés soran termelédé IL-
6 gyulladasgatld hatassal rendelkezik, mivel indukalja a monocitak és makrofagok altali 1L-10,
IL-1 receptor antagonista (IL-1RA) termelddést (55). Az IL-6 tovabba serkenti a kortizol
felszabadulasat a mellékvesékbol, ezaltal masodik gyulladasgatlo jelet is adva (56). Az IL-6
mellett szamos citokinr6l kimutattak mar, hogy testmozgas soran felszabadul a vazizombol.
Kiemelend6 az IL-7 és IL-15 miokin (2. abra). Az IL-7 timuszvédé funkcioval rendelkezik,
segit fenntartani a timusz naiv T-sejt termeld képességét (57). Az IL-15 miokinnek is szamos
pozitiv funkcidja ismert, elésegiti a naiv T-sejtek tulélését, fokozza az NK-sejtek képzddését és
citotoxicitasat, valamint hatassal van a zsirlerakodasra a lipogenezis gatlasa révén (58).
Kimutattak, hogy ezeknek a miokineknek a szérumszinje csokken az életkor elérehaladtaval
(52). Tehat, azok a lehetséges mechanizmusok melyek révén a rendszeres PA hatassal lehet a
timusz mikodésére és a naiv T-sejtek szamanak pozitiv iranyu valtozasara, valdsziniileg
magukba foglaljak ezeket a miokineket is. Ezt ala is tamasztja a korabban mar emlitett, id6s
kerékparos populaciot vizsgald tanulmany, melyben a testmozgést végzdk szérum IL-7 és IL-
15 szintje nagyobb volt, mint az inaktiv kontroll személyeké. Emellett, fontos kiemelni, hogy a
fizikailag aktiv életmod fenntartasa megakadalyozza a limfocita 2-adrenerg receptoroknak az
életkorral Osszefliggd érzékenység csokkenését, lehetdvé téve az NK-sejtek és a virus-
specifikus T-sejtek (VST) Gjraeloszlasat a vér és a szovetek kozotti katekolaminok hatasara (6).
A PA hatasara felszabadul6 katekolamin valtozasra a legérzékenyebb limfocitak az NK-sejtek,
hiszen mar rovid PA kovetkezményeként az NK-sejtszam akar 4-5x-ére emelkedhet a vérben
(59). Ennek kovetkeztében, az NK ¢és VST-sejtek gyakori redisztribucidja ndveli az
immunsurveillancet, csokkentve a latens virusreaktivacié gyakorisagat. Ez viszont csokkenti a
T-sejtekre nehezedd antigénterhelés mértékét, megakadalyozva a szeneszcens T-sejtek
felhalmozodasat, mikdzben megtartja a naiv periférias T-sejtek szamat és diverzitasat.
Kimutattak tovabba, hogy a rendszeres PA novelheti a szeneszcens T-sejtek apoptozisat, ennek
kovetkeztében pedig né a vérképzo Ossejtek termelése (6). A naiv T-sejtek valtozatos

készletének fenntartasa az életkor elOrehaladtaval csokkenti a fertdzések kockazatat és noveli a
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vakcinak altal nytjtott védelem mértékét. A fenti kutatasi eredmények alapjan a PA képes lehet
ellensulyozni az oregedéssel jar6 mechanizmusokat, ezaltal pedig javitani az idéskori jollétet.
Azonban ahhoz, hogy megerésitsiik az ok-okozati 6sszefliggéseket a PA, immunszeneszcencia
¢és az egészség kozott, szamos tovabbi human intervencids tanulmany sziikséges. Emellett, az

immunszeneszcencia €s a kronikus betegségek kozotti kapcsolatot igazold tovabbi tudomanyos

bizonyitékok is sziikségesek.
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2. abra: A rendszeres PA hatdsa az immunsejtekre.
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2. CELKITUZESEK

Dolgozatomban két kiilon fejezetben ismertetem a kutatocsoportunk altal kidolgozott és
alkalmazott 6 honapos, kombinalt erdnléti és alloképességi gyakorlatokbol allé edzésprogram
vizsgalatainak eredményeit és megbeszélésiiket. Ezek alapjan a problémafelvetésiink és

célkitiizéseink a kovetkezok voltak.

1. A rendszeres PA szamos, pozitiv egészségiigyi elénnyel tarsul. A napjainkig publikalt
tanulmanyok ugyan hangstlyozzék a rendszeres testmozgassal jaro fobb, pozitiv hatasokat,
valamint az inaktiv és aktiv allapotok kozotti kiillonbségeket, de kevés figyelmet forditanak az
egyének kozotti kiilonbségekre, annak ellenére, hogy a csoportszinten dokumentalt hatasok
nem biztos, hogy mindig jol tiikrozik az egyének szintjén bekovetkezd adaptacios valtozasokat.
Ebbdl kovetkezik, hogy napjainkban még kevéssé ismert a hosszutava rendszeres testmozgas,
kiilonosen a kombinalt edzésprogramok egyénre gyakorolt hatasa. Ezért, célunk volt
megvizsgalni, hogy a 3 és 6 honapos, személyre szabott, kombinalt edzésprogram milyen
hatast gyakorol az egyén szintjén, fiatal, egészséges, de fizikailag inaktiv személyek
sportélettani, metabolikus, valamint immunologiai paramétereire kiilonb6z6 biostatisztikai

modszerek alkalmazasaval.

2. A rendszeres PA egyrészt csokkenti szamos kronikus betegség kialakulasanak kockazatat,
masrészt képes késleltetni az 6regedéssel egylitt jard betegségek eléfordulasat is. Azonban ma
még meglehetdsen hianyosak az ismereteink, azokrol a testmozgas altal indukalt molekularis
jelenségekrdl és mechanizmusokrol, amik révén a rendszeres PA képes az egyes betegségek
megelézésére vagy a meglévok enyhitésére. Ezért, célunk volt megvizsgalni, mind a 0,5 éves,
mind a 25+ éves rendszeres testmozgas hatasat a keringdé exoszomalis mikroRNS
(exomiR) profilra, valamint azonositani a szignifikans valtozast mutaté exomiR-ek altal

szabalyozott biologiai utvonalakat.
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3. A kombinalt edzéshez kiilonb6z6 mértékben adaptalodo high és low
responder személyek azonositasa kiilonb6zo biostatisztikai modszerek

segitségével
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3.1. BEVEZETES |I.

3.1.1. A high és low responder jelenség altalanos attekintése

A PA hatasara a nyugalmi homeosztatikus allapot felborul. Az energia-igény kielégitése
érdekében valtozik a 1égzés és a keringés is, €s ezeket az azonnali valtozasokat hivjuk akut
valtozasoknak (60). Ha a szervezetben rendszeresen ismétlédnek ugyanazok az élettani
valtozasok (példaul rendszeres edzés soran) a szervezet gyorsabban ¢és hatékonyabban reagal,
azaz alkalmazkodik az ingerekhez. Mind az akut, mind a kronikus valtozasok a szervezet
minden szervrendszerét érintik, beleértve a mozgasszervrendszert, a sziv- és érrendszert, a
1égz6rendszert, az endokrin- és az immunrendszert, bar eltéré mértékben (60). Irodalmi adatok
alapjan az adaptacios valaszok a rendszeres, de minimum heti 3 alkalommal és legalabb 30
perces fizikai PA hatasara alakulnak ki (61) .

A sporttudoményi vizsgalatok dontd tobbségére tovabbra is jellemzd, hogy az
edzésprogramban  résztvevd személyek  valaszreakcidit 4ltaldnosan, csoportszintii
eredményekkel (példaul atlag+szords megadasédval) jellemzik. Ez a megkozelitési mod
azonban azt sugallja, hogy a csoport atlaga jol reprezentalja az adott edzésprogram altal indukalt
egyéni valaszokat. A valdésagban azonban gyakrabban fordul el6, hogy a résztvevo egyének
hasonl6 helyett, inkabb az edzésvalaszok széles skalajat mutatjak, vagyis a csoport szintjén
dokumentalt hatasok nem minden esetben mutatjak jol, az egyén szintjén végbemend
valtozasokat (62). S6t, sok esetben akar el is fedhetik a valodi valtozasokat. Igy a csoport
alloképességi teljesitményének atlagos 25%-os novekedése elrejti azt a tényt, hogy egyes
résztvevoknél az alloképesség valojaban alig vagy egyaltalan nem javult, mig méasoknal a
kiindulasi értékekhez képest 50%-0s vagy akar nagyobb mértékii novekedés tortént (63). Ez a
jelenség megfigyelhetd szinte valamennyi sporttudomanyi kutatasban, de kimondottan kevés
tanulmany foglalkozott eddig ezzel részletesen.

A témaban rendelkezésiinkre all6 irodalmi adatok alapjan megkiilonboztethetiink nagy
valaszado (high responder) és alacsony valaszado (low responder) személyeket (a tovabbiakban
HiR ¢és LR). HiR-ek koz¢é sorolhatok azok az egyének, akik kivételesen nagy fejlddést mutatnak
egy vagy akar tobb vizsgalt paraméteriik esetén (62). A tartomany masik végén pedig a LR-ek
helyezkednek el, vagyis azok, akik kivételesen alacsony valaszreakciot mutatnak (62). Ez a
jelenség kiilonds aggodalomra adhat okot, hiszen egyes személyek nem képesek olyan
mértékben részesiilni a rendszeres testedzéssel jard egészségligyi elénydkbdl, mint masok.
Ezért az alacsony edzésvalaszokkal asszocidlhatd faktorok jovobeni kutatasa rendkiviil fontos
lenne. A HiR és a LR jelenség megértését tovabb neheziti az a tény, hogy azok, akik alacsony
edzésvalaszt mutatnak egy vizsgalt paraméteriik esetén, nem feltétleniil lesznek LR-ek a tobbi
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vizsgalt paraméteriikben is (64). Ugyanakkor a HiR és LR jelenség megértése a jovOben
egyrészt pontosabb betekintést nyljtana az edzésadaptacios és a rendszeres testmozgas altal
indukalt prevenciés mechanizmusokba, tovabba az edzésvalaszok nem genetikailag
meghatarozott faktorainak mélyebb megértése révén, ezek a tényezok a jovében potencidlisan
kezelhetdbbekké valnanak az optimalis edzéshatas érdekében (62).

A tovabbiakban szeretném Osszefoglalni, azokat a tényezdket, melyek a jelenleg
rendelkezésre 4all6 kutatdsi eredmények alapjan hatéssal lehetnek az edzésvalaszokban

megfigyelhet6 jelentds interindividualis kiilonbségek kialakulasara (3. abra).
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3. abra: Az interindividualis kiilonbségeket befolyasolé faktorok. (Fabian Herold

és mtsai (2021) alapjan, modositva)(65).

3.1.2. Genotipus, genetikai potencial

Egy személy fizikai teljesitoképességét szamos kornyezeti faktor mellett genetikai
tényezOk is befolyasoljak (3. abra). Az eltér6 edzésvalaszok és a genetika kozotti osszefiiggést
eloszor az 1980-as évek kdzepén vizsgaltak (66). Megfigyelték, hogy egypetéjii (monozigota)
ikerparok edzésvalaszaiban kisebb mértékli eltérések detektalhatok, mint a kiilonbozo
csaladokbol szarmazo ikerparok kozott (66). Napjainkban a kutatok sorra azonositjak az egyes
edzésvalasz fenotipusokhoz kapcsolddod génvariansokat. A mai napig eddig 239 gént, illetve

kvantitativ tulajdonsagu 16kuszt sikeriilt azonositani, melyek variansai 6sszefiiggésbe hozhatok
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a fizikai teljesitoképességgel (67). Ennek ellenére a genetika/genomika és az edzésvalasz
kozotti Osszefiiggés sok aspektusa tovabbra sem tisztazott. Nem ismert példaul, hogy a
genetikai alapt edzésvalasz eltérések konzisztensek maradnak-e a kiilonb6z6 edzésmodoknal,
illetve az eltér6 idGtartamu edzésprogramoknal (62).

Napjainkra azonban nyilvanvalova valt, hogy azok az egyéni eltérések, melyek nem
magyarazhatok ismert genetikai hatasokkal, a kornyezeti feltételekben, taplalkozasi
szokasokban, motivacioban, ¢letmddbeli kiilonbségekben és a kiilonb6z6 edzésprogramokban

keresendok.

3.1.3. Az edzésadaptacio jellegét befolyasolé tényezok

Az egyes edzések altal indukalt stressz mértéke, melyet olyan tényezok egyiittes hatasai
hataroznak meg, mint az edzés intenzitasa, idétartama szintén befolydsolhatja az
interindividualis kiilonbségek Kialakulasat, mivel ingerként szolgal az adaptacios valaszok
elinditasaban (3. abra). Példaul, izomszinten az adaptacio az egyes edzések utan jelentkezd
specifikus transzkripcios ¢és transzlacios mikroadaptaciok halmozott hatasa (68). Ebbél
kovetkezik, hogy mar egyszeri stimulusban valo eltérés is részben magyardzhatja az
edzésvalaszokban megfigyelhetd egyéni eltéréseket. Ezért fontos megbizonyosodni arrdl, hogy
a résztvevok megkdzelitden azonos terhelést kapnak. Annak ellenére, hogy a legtobb
standardizalt edzésprogramot alkalmaz6 tanulmany hasonld edzettségi szinttel rendelkezd
alanyokat toboroz, sokszor kihivast jelent a testmozgas Osszes komponensének egyidejii
standardizélasa.

Mint azt korabban mar emlitettem, PA hatasara a nyugalmi homeosztatikus allapot
felborul (60). Ha azonban a szervezetben rendszeresen ismétlddnek ugyanazok az élettani
valtozasok (rendszeres edzés) a szervezet egyre gyorsabban és hatékonyabban képes reagalni.
A nyugalmi homeosztatikus allapothoz val6 visszatéréshez sziikséges 1d0 szintén fligg az edzés
soran kapott stressz mértékétol (69). Ebbdl kovetkezik, hogy az egyéneket ért kiillonb6zo
mértékii stressz, kiilonbségekhez vezet a regeneraciohoz (recovery) sziikséges idében is.
Emellett az edzettségi allapot, az alvas mennyisége és mindsége, a pszichés stressz mértéke,
valamint a habitudlis fizikai aktivitds mennyisége szintén befolyasoljak az adaptacios
valaszokat (3. abra)(62). ElImondhat6, hogy a szervezet megnyugvasahoz sziikséges id6 annal
rovidebb, minél edzettebb valaki. Nagyobb edzettségi szint, gyorsabb paraszimpatikus
reaktivacioval és az anyagcsere hatékonyabb szabalyozasaval jar egyiitt (69; 70). Ebbdl
kovetkezik, hogy az edzettségi allapotban vald eltérések, kiillonbségekhez vezetnek a

megnyugvashoz sziikséges idében Is.
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A fokozott pszichés stressz és/vagy nem megfelel6 alvas olyan fiziologiai és neurologiai
hatasokkal jarnak, mint a fokozott szimpatikus tonus, csokkent paraszimpatikus tonus,
megvaltozott endokrin funkcio és szénhidrat anyagcsere (71). Egyelére még nem teljesen
vildgos, hogy a megnovekedett pszichés stressz €s/vagy a nem megfeleld0 mindségi ¢€s
mennyiségl alvas kotheto-e a gyenge edzésadaptacidhoz, de gyakran szorosan dsszefliggenek.
Ugyanakkor az egyes tényezOk relativ hatdsait nehéz megkiilonboztetni. Példaul a
megemelkedett kortizol-szint, dsszefliggést mutat a pszichés stresszel és az alvashiannyal is,
mindkett6 szignifikans szerepet jatszik az adaptacios folyamatban (72).

Napjainkra egyre nyilvanvalobb, hogy az exogén €és endogén szubsztrat elérhet0ség
szintén modosithatja a transzkripcids és transzlacios valaszokat akut edzést kovetden (3. abra).
Ez arra utal, hogy a taplalékbevitel id6zitése és Gsszetételének valtozasa szintén hozzajarulhat
az edzésvalaszokban tapasztalhato egyéni eltérésekhez (73). Tovabbra sem vilagos azonban az,
hogy a taplalkozéas mekkora mértékii valtozasa sziikséges ahhoz, hogy érdemben hozzajaruljon

az edzésvalaszokban tapasztalhat6 egyéni kiilonbségekhez.

3.1.4. Az alkalmazott edzésprogram sajatossagai

Az alkalmazott edzésprogram jellemzdi is befolydsoljadk az adaptaciot. Ha egy
standardizalt vagy személyre szabott edzésprogramot alkalmazunk, az jelentds hatassal van a
HiR és LR-ek aranyanak alakuldsara. Szamos tanulmanyban, amelyben nagy egyéni
eltérésekrdl szamoltak be, az edzések intenzitasa és gyakorisaga elére meghatarozott volt (74;
75). Nem meglepd, hiszen ilyen koriilmények kozott egyes személyek, a korabban emlitett
tényezO6k miatt (mint példaul alvas, pszichés stressz) kedvezOobb allapotban lehettek az
edzésadaptaciohoz, mint masok. A fix edzésprogram alternativaja a rugalmas, egyénre szabott
edzésprogram. Kiviniemi és mtsai (2010) mérsékelten aktiv személyeket két csoportra osztottak
(76). Az egyik csoport elére meghatarozott edzéstervet hajtott végre, mig a masik csoport
személyre Szabott edzéseken vett részt személyi edzd iranyitasaval. A személyre szabott
edzések alapja a szivfrekvencia-variabilitas (HRV) valtozas napi szinti nyomon kdvetése volt.
Korabbi kutatasi eredmények alapjan az autondm idegrendszer allapota fontos betekintést nyu;t
az egyén regeneracios allapotaba, és ezaltal az adaptacios készségébe. Ha a HRV-ban
novekedést vagy stagnaldst tapasztaltak, az egyén magasabb intenzitast terhelést kapott az adott
napon. Ha pedig a HRV-ban csokkenés volt megfigyelhetd, akkor az adott egyén pihent, vagy
csak alacsony intenzitasu terhelést kapott. Bar tovabbi tanulmanyok sziikségesek a
standardizalt és személyre szabott edzéstervek hatékonysaganak dsszehasonlitasahoz, az eddigi

adatok azt sugalljak, hogy a személyre szabott edzésprogram nemcsak nagyobb VO2max
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javulast eredményezhet, hanem csokkentheti a gyenge vagy alacsony edzésvalaszok
valdsziniiségét is. Hautala és mtsai (2006) is kimutattak, hogy az alkalmazott edzésmod jelentds
hatassal lehet az interindividualis kiilonbségek alakulasara (74). Vizsgalatukban egészséges,
kozépkoru (életkor: 42+5 év), de fizikailag inaktiv ndk ¢€s férfiak 2 hetes laboratdériumban
kontrollalt alloképességi ¢és rezisztencia edzésprogramban vettek részt. Az alkalmazott két
intervencio kozott Osszesen 2 honap telt el. Kideriilt, hogy vannak olyan egyének, akik
rezisztensek az alloképességi edzésre, de jelentésen profitalnak az erdnléti edzések pozitiv
hatasaibol. Tovabba, megfigyelték, hogy azok a személyek, akik a legmagasabb
edzésvalaszokat mutattak a 2 hetes alloképességi edzést kdvetden, szintén jelentds fejlodést
mutattak a rezisztencia edzésprogram végén is. Ezenkiviil voltak olyan résztvevok is, akik csak
az alloképességi edzésre reagaltak pozitivan, de a rezisztenciaedzésre nem. Ezek a
megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy létezhetnek olyan belsé sajatossagok,
amelyek hajlamositjdk az egyes egyéneket az alloképességi és/vagy a rezisztencia edzés
kedvezd hatasaira, vagyis a LR és HIR jelenség mintazata fiigghet az edzésmodtol is, az egyéni
izomrost dsszetétel kiilonbségei miatt.

Osszefoglalva tehat elmondhato, hogy azokban a vizsgalatokban, melyek jelentds
interindividudlis eltérésekrdl szamoltak be, az edzések intenzitasa és gyakorisaga eldre
meghatarozott volt, azaz a gyljtott adatok nagy részét standardizalt edzésprogramokbol
nyerték. Tovabba elmondhatod, hogy a kardiorespiratorikus fittség adaptacios folyamataival
kapcsolatban all rendelkezésiinkre a legteljesebb adatdllomany. Annak ellenére, hogy a
VO2max informaciot nyajt a résztvevok egyéni edzhetdségérdl, ismert, hogy a rendszeres
testmozgas mas sziv- és érrendszeri, anyagcsere, valamint immunrendszeri paramétereket is
fejleszt. Ezek valdsziniileg nem allnak kapcsolatban a VO.max jelentés valtozasaival, de
nagyban hozzajarulhatnak az egyén éltaldnos egészségi allapotahoz. Ennek ellenére kutatasok
hidnyoznak annak kideritésére, hogy azok az egyének, akik VO2max, vagy egyéb sportélettani
paraméteriikben esetleg nem reagalnak egy adott edzésprogramra, vagyis LR-ek, nem javulnak-
e mas egészséggel kapcsolatos paraméteriikben. Valojadban az edzés teljes, tobb szervrendszerre
kiterjedd hatasanak megértése a kardiorespiratorikus alloképesség javulasa mellett
kulcsfontossagiiva valik a hatékony ¢és személyre szabott, megel6z6 edzésstratégidk
kidolgozasdhoz. A CT hatékonyabbnak bizonyult szamos egészséggel Osszefiiggést mutatod
paraméter javitasaban, mint mas edzésprogramok. Ezért a jelen kutatas célja volt jellemezni a
fiziologiai hatasokat és az egyének koOzotti variabilitdst szamos egészséggel Osszefiiggd

paraméter esetén 3 és 6 honap kombinalt edzésprogram utan, fiatal, egészséges, de fizikailag
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inaktiv személyeknél. A résztvevoket minden vizsgalt paraméteriik alapjan LR és HiR csoportra

osztottuk K-kozép klaszteranalizis segitségével.
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3.2. ANYAGOK ES MODSZEREK |I.
3.2.1. A kutatas résztvevoi

Eletmddvalto csoportunkba Gsszesen 25 résztvevét (férfi: n=3 és né: n=22) toboroztunk
a kozosségi platformokon megjelend hirdetések segitségével. Programunk célja a rendszeres
testmozgas népszeriisitése Volt a fizikailag inaktiv egyetemistak korében.
A résztvevok egészséges, de fizikailag inaktiv fiatal (életkor: 25 év = 4,12) egyetemistak voltak,
akik a programot megel6z6 6 honapban nem végeztek rendszeres testmozgast. Az életmodvaltd
program résztvevOinek heti 3 edzése volt 6 honapon keresztiil. Az edzésprogram 2016.
novembert6l 2017. majusig tartott. Az alanyoknak nem volt fizikalis sériilése, altaluk ismert
kronikus betegsége, illetve nem szedtek gyogyszert. A résztvevok a vizsgalatokat megel6z6en
irasban ¢és szoban is tdjékoztatast kaptak a kutatds pontos menetérdl. Részvételiikrol a
programot megelézéen nyilatkoztak. Vizsgalatainkat a PTE KK Regionalis Kutatas Etikai
Bizottsaganak engedélyével (ligyiratszam: 6439/2016) végeztiik, a mérések a Helsinki
Deklaracio alapelvei és kiegészitései szerint torténtek. A rendszeres testmozgason alapuld
programunkat végiil 20 {6 teljesitette sikeresen, melynek alapja az edzések legalabb 85%-an
vald részvétel volt. Végiil 14 résztvevd (férfi: n=2; életkor:23+1,98 és nd: n=12; életkor:

25+3,73) adatait hasznaltuk fel a HiR és LR statisztikai elemzések soran (4. abra).

, n=25 fizikailag inaktiv személy toborzasa .
(n=3 férfi; n=22 no)

5 resztvevo (n=1 férfi; n=4 no)

mmsmmmm—— nem latogatta rendszeresen
az edzeseket

=20 résztvevo teljesitette sikeresen az edzésprogramot
(n=2 férfi; n=18 no)

6 resztvevo nem viselte 7
egymast koveto napon az
Aktigraf kesziileket

n=14 résztvevo adatainak elemzése
(n=2 férfi; n=12 no)

4. abra: A résztvevok kivalasztasanak szempontjai.
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3.2.2. A 6 honapos kombinalt edzésprogram felépitése és menete

Az alkalmazott edzésprogram soran az alloképességet és az erOnlétet egyarant
fejlesztettiik, azaz CT-t alkalmaztunk. Minden edzés a kovetkezo 4 f6 szakaszbol épiilt fel: 10
perc bemelegités, 30 perc erdnléti rész, 20 perc alloképességi blokk, a végén pedig 10 perc
levezetés, nyujtassal egybekotve. Részletezve, mindegyik edzésalkalom egy standardizalt
bemelegitési protokollal indult, mely mobilitasi és gimnasztikai gyakorlatokat tartalmazott. A
bemelegitési részt az erénléti rész kovette. A résztvevok 4 sorozat (8-20 ismétlésszammal) sajat
teststilyos gyakorlatot végeztek kézistilyzo, TOGU, Gymstick vagy TRX k&tél hasznalataval.
Az alloképességi blokkban az alanyok gyalogoltak vagy futottak. Futast csak abban az esetben
vezettiik be, ha az alany edzéspulzusa a HRmax < 65%-a alatt maradt. Végiil pedig a levezetd
részben 2 perc lasst sétat, 8 perc statikus gyujtas kovetett. A 6 honap soran, az edzések egy
héten harom alkalommal (Hétf6-Szerda-Péntek), képzett személyi edz6 vezetésével zajlottak.
Az edzések intenzitasat (Tint%) minden alkalommal a résztvevok aktualis alloképességi
szintjéhez igazitottuk. Az aerob testmozgasok soran a terheléses pulzusszam < 65%-a volt a
HRmax-nak, mig < 85%-a az erdnléti edzések esetében. A HRmax értékeket, 220-életkor képlet
segitségével becsiiltik meg. Minden masodik héten Polar Team System (Polar Electro,
Kempele, Finland) segitségével pulzusszam (HR) monitorozast végeztiink az edzés teljes

idejében az aktualis egyéni Tint%-ok megallapitasa érdekében.

3.2.3. A vizsgilat menete

Minden mérést elvégeztink a program kezdete eldtt (0. honap; fizikailag inaktiv
allapot), valamint 3 és 6 honap rendszeres testmozgast kovetéen is. A vizsgalatok mindig a
reggeli orakban, 6:30 és 12 ora kozott torténtek. A felméréseket minden alkalommal,
vérvétellel kezdtiik, majd felmértiik az alanyok élettani és antropometriai paramétereit. Végiil
a teljes vizsgalat az életviteli kérdéivek kitoltésével zarult. A testtomeg indexet (BMI) és a
testzsir-szazalékot bioimpedancia analizator (Omron, HBF-516B, Budapest, Hungary)
segitségével hataroztuk meg. Mind a szisztolés (SBP), mind a diasztolés vérnyomast (DBP) {il6

testhelyzetben, 5 perces nyugalmi allapot utan rogzitettiik (Omron M10-1T).
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3.2.4. Hat perces gyalogloteszt (6MWT)

A 6MWT-t az aerob alloképesség becslésére, a funkciondlis teljesitmény értékelésére

¢s szamos kronikus betegség mortalitasi és morbiditasi kockazatanak felmérésére hasznaljak.
Laskin és mtsai (2007) altal publikalt eredmények alapjan a 6MWT protokoll megbizhatdan
alkalmazhat6 egészséges feln6tt populacidban a VOomax becslésére (77).
Ezért, a fiatal, egészséges, de inaktiv résztvevok aerob alloképességét a 6MWT segitségével
becsiiltik meg. A jelen kutatdsban alkalmazott protokollt Enright és munkatarsai (2003)
dolgoztak ki (78). A VOmax (I/min) értékeket Laskin és mtsai (2007) altal leirt modon
szamoltuk ki, végil pedig a kapott értéket a testtomeg felhasznalasaval, relativVO, max-ra
(ml/kg/min) konvertaltuk at (77).

3.2.5. A fizikai aktivitas vizsgalata aktigraffal

A habitualis fizikai aktivitast triaxialis akcelerométer GT3X + (Actigraph, Pensacola,
FL) segitségével mértik. A GT3X+ aktigraf késziilék mindharom tériranyban torténd
mozgasok intenzitdsat képes mérni, valamint ezek id6étartamat rogziteni. A napi alapvetd
aktivitas mérésére az aktigraf titéseket mér (79). Egy iités az a jel, melynek a nagysaga elegendd
ahhoz, hogy az akcelerométer analogbol digitalissa alakitsa, azaz valédi mozgasként érzékelje
(79). Az értékelés soran altalaban Gt aktivitasi szintet lehet megkiilonboztetni. Hipoaktivitasnak
a <149 iités/perc, konnyli aktivitasnak a 150-499 {ités/perc kozotti, kozepesnek a 500-3999
ités/perc kozotti, intenzivnek a 4000-7599 {ités/perc kdzotti és nagyon intenziv aktivitdsnak a
>7600 {ités/perc kozotti érték szamit (79). A programban résztvevé személyek 7 egymast
kovetd napon folyamatosan viselték a kapott aktigraf késziiléket. A teljes aktivitas
mennyiségébdl becsiilni tudtuk a napi atlagos aktivitasi szintjiiket, melyre a nemzetkozi
ajanlasok is vonatkoznak. Mivel korlatozott szamu aktigraf késziilék allt rendelkezésiinkre a
nyers adatgyiijtés nem minden résztvevé esetén tortént pontosan ugyanazokon a napokon. Ha
a résztvevok valamilyen okndl fogva nem viselték a késziiléket hét egymast kdvetdé napon
folyamatosan, kizartuk az adataikat a tovabbi elemzésekbdl (4.abra). A GT3X+ aktigraf
késziilék segitségével gylijtott nyers adatok tovabbi analizisét az ActiLife 6.10 szoftver

segitségével végeztiik.
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3.2.6 Pulzusmonitorozas Polar Team System segitségével

A résztvevok HR-jének monitorozasara Polar Team System rendszert hasznaltunk
(Polar Electro, Kempele, Finland) a 6 honap soran. A HR-t az edzést megel6z6en 5 percig
nyugalomban (iil6 testhelyzetben), edzés kdzben és azt kdvetd 5 percben szintén nyugalomban
(il6 testhelyzetben) folyamatosan rogzitettilk. A nyugalmi vizsgalatok nyugodt, csondes
kornyezetben zajlottak, a mérés soran a vizsgalati személyek nem beszélhettek. A rogzitett
adatokat a ProTrainer 5 szoftver (Polar Electro, Kempele, Finland) alkalmazasaval elemeztiik.
Az Tint%-t a Karvonen formulaval szamitottuk ki (80).

3.2.7. Vérmintak gytijtése

Az éhgyomri vérvétel minden alkalommal (0. 3. és 6. honap) a kora reggeli 6rakban
(6:30-7:30) tortént. A résztvevoket elézetesen mindig tajékoztattuk arrdl, hogy a vérvételt
megel6z6 napon tartozkodjanak az erds fizikai terhelésektol, illetve fogyasszanak megfeleld
mennyiségli folyadékot, lehetbleg vizet. A vénas vérmintakat megfeleld vérvételi csovekbe
gyljtottik. Kalium-etilén-diamin-tetraecetsavat (K-EDTA) tartalmaz6 vérvételi csovet
hasznaltunk a sejtes elemek vizsgalatdhoz. Antikoagulanst nem tartalmazo csdvekbe keriiltek a
szérum C-reaktiv protein- (CRP) és kortizol-szint vizsgalatara szant vérmintak. A vér alakos
elemek kvantifikacioja Cell-Dyn 3700 multiparaméteres automata hematologiai analizatorral
tortént (Abbott Diagnostics, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL. USA). A CRP mennyiségi
meghatarozasa a Cardiac C-Reactive Protein (Latex) magas érzékenységli turbudimetrids
immunassay (Roche Diagnostics) felhasznaldsaval, Cobas 8000 Modular Analyzer rendszer
(Roche Diagnostics, GmbH. Mannheim, Germany) segitségével tortént a gyart6 altal megadott
protokollt kovetve. A szérum Kkortizol-szintet Cortisol RIA Kit (Beckman Coulter, Cat.:
IM1841) felhasznalasaval, RIA-mat 280 automata analizatorral (Stratec Gmbh. Birkenfeld.

Germany) hataroztuk meg.

3.2.8. hTREC (T-sejt receptor exciziés korok) abszolit képiaszamanak meghatarozasa
Digitalis PCR késziilék segitségével

A vérmintakat natrium-citrat tartalma csévekben (BD Vacutainer Blood Collection
Tube) gytijtottiik. Ezt kovetden 200ul vérminta felhasznalasaval genomialis DNS-t izolaltunk
Blood Mini Kit segitségével (Qiagen, Hilden, Germany). Az izolalt DNS mintak mennyiségi és
mindségi mutatéit NanoDrop 2000 késziilék segitségével hataroztuk meg (Thermo Fisher
Scientific, USA). A Digitalis PCR reakciokat a QuantStudio™ 3D Digitalis PCR Reagens Kit
(Thermo Fisher Scientific) ajanlasait kovetve allitottuk 6ssze. Minden esetben 7ul mintat

hasznaltunk fel. A kapott eredmények értékelése kozponti web-server segitségével tortént.
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3.2.9. High és low-responder személyek csoportositasa

A sporttudomanyi folyodiratokban megjelent legfrissebb modszertani javaslatok alapjan
abszolut valtozast szamoltunk minden egyes mért paraméternél a valtozasok nyomon
kovetesére (0. honap vs. 3. honap, valamint 0. honap vs. 6. honap) (81). Ezutan az abszolut
valtozasok értékeit Z-score-ra alakitottuk, vagyis standardizaltuk, hiszen csak a hasonlo
skalazasi adatok O0sszehasonlithatok. Ezt kovetden K-kozép klaszteranalizist alkalmaztunk a
LR és HiR-ek azonositasara. Célunk volt megmutatni, hogy léteznek olyan csoportok, melyek
jobban hasonlitanak egymashoz, mint a csoport masik tagjahoz. A két csoport azonositasat
kovetden egyutas ANOVA tesztet hasznaltunk a HiR és LR csoportok kozotti szignifikans
kiilonbségek megallapitasara (p<0,05).

3.2.10. Mesterséges neuronalis hal6zatok alkalmazasa az életmédvalté program
hatékonysaganak értékeléshez

Az adatokat Jordan/Elman tipusti Neurosolutions 6 (Neurodimension Inc.) mesterséges
neurdlis halozati szoftver segitségével értékeltilk. Az eljaras napjainkra egyre inkabb a
kutatasok fokuszaba keriilt. Sikeressége abban rejlik, hogy képesek az adatokban rejlé komplex
kapcsolatok és mintazatok felismerésére. Osszesen 10,000 halozat tanitasi ciklus utdn (training
session) 14 személytdl szarmazo adatkészletet hasznaltunk fel, 0,003 atlagos négyzetes hibaval.
Mivel a halozat valtozo pontossaggal irja le az Gsszefliggéseket, ezért az atlagos négyzetes hiba
értékét beillesztettilk minden oszlop végére. Ez az érték minél kisebb, annal valdsziniibb, hogy
a modell jol irja le az Osszefliggéseket. A szignifikans kiilonbségeket T-proba segitségével

hataroztuk meg, ahol p<0,05 volt.
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3.3. EREDMENYEK I.
3.3.1. Elettani paraméterek

A vizsgalt csoportbdl 20 személy teljesitette sikeresen a 6 honapos edzésprogramot.
Osszesen 6 résztvevét zartunk Ki, mivel nem viselte 7 egymast kovetd napon az aktigraf
késziiléket. gy, végill 14 személy adatait hasznaltuk fel a HiR és LR jelenség vizsgalatan
alapulé tanulmanyban (4. abra). Elmondhatd, hogy minden résztvevé jol toleralta a
mozgasprogramot, az intervencid soran sériilés nem tortént. Mivel a klasszikus élettani
paraméterck rendszeres testmozgas hatasara bekovetkezd valtozasai mar az irodalomban jol
dokumentaltak, igy ezeknek a paramétereknek (szedentalis zonaban eltoltott 1dO, szisztolés és
diasztolés vérnyomas, 6 perces gyalogloteszt soran megtett tavolsag, ebbdl becsiilt relVO2max)
a mérése ¢s értékelése a 3, majd 6 honap rendszeres testmozgast kovetden segitett validalni az
alkalmazott edzésprogramot (82). Valamennyi mért paraméternél nagy egyéni kiilonbségeket
detektaltunk, igy K-kozép klaszteranalizist alkalmaztunk, két homogénebb csoport
azonositasara. Klaszteranalizis segitségével egymastol szignifikansan elkiiloniilé Klasztereket
hoztunk létre 3 és 6 honap rendszeres testmozgast kovetden is. HiIR-nek tekintettiik elemzéseink
soran azt a klasztert, melyben a résztvevok az adott paraméternél a szakirodalommal koherens
modon pozitiv iranya valtozast mutattak. Ezzel szemben a LR-ek olyan alanyok halmazat
képviselik, akik a HiR-eknél kisebb mértékii vagy esetleg negativ iranyu fejlédést mutattak.
Jelen értekezésben a publikalt cikkben 1év6 eredményeket kiegészitem, azokkal az adatokkal,
melyek bemutatjak miként alakult az egészségiigyi elonyoket nem tamogatd, adverz
vélaszreakciokat add résztvevok szdma a 6 honap soran az egyes paramétereknél.

A résztvevOk szedentalis (inaktiv) zonaban eltoltott idejét 3x7 napon keresztiil
rogzitettiik aktigraf késziilékkel. F6 célunk a programon kiviili habitudlis PA-ban jelentkez6
interindividualis kiilonbségek kimutatasa volt. Egyéni szinten nagy kiilonbségeket talaltunk a
szedentalis zonaban elt61tott idoben a 3 és 6 honap rendszeres PA utan egyarant, lehetové téve
a nagyobb (HPA) és alacsonyabb PA-G (LPA) klaszterek elkiilonitését egymastol (5. abra).
Mind félidében (3. honap) mind 6 honap rendszeres PA-t kovetden a HPA €s LPA klaszterek
szignifikansan elkiiloniiltek egymastol (p<0,001). Fontos megjegyezni, hogy az aktigraf
késziilék segitségével detektaltuk a mérsékelt és erdteljes PA-u zondban elt6ltott id6 hosszat is.
Az alkalmazott edzésprogram kdzepes intenzitasu volt (< 65% HRmax aerob testmozgasok
esetén és < 85% HRmax az erdnléti edzéseknél), ennek kdszonhetden mind a 14 személynél
jelentdsen emelkedett a mérsékelt intenzitasti zondban eltoltott 1d6 hossza (p<0,05). Ezeken tal
nem volt kimutathat6 jelentds interindividualis kiilonbség sem. Emellett, egyik résztvevonél

sem volt detektalhato aktivitas a nagy intenzitasi PA-u zoénaban. Jol megfigyelhetd, hogy a
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csoportszintli valtozasok elrejtik, hogy valdjaban voltak aktivabb és kevésbé aktiv személyek

is.

Fizikai inaktivitas mértéke
2- 0-3 . 0-6

J L

T

(Z-score)
[=]

-1 -
*kk

* %%

LPA HPA LPA HPA

5. abra: A szedentalis zonaban eltoltott id6 mennyisége percekben.
LPA=alacsony fizikai aktivias; HPA= nagy fizikai aktivitas; 0-3: abszolut valtozasok Z-score értékeinek
az atlaga 0. és 3. honap kozott; 0-6: abszolut valtozasok Z-score értékeinek az atlaga 0. és 6. honap
kozott.
*** (p<0,001)

Bar a SBP ¢s a DBP vérnyomas egyarant csokkenést mutatott, csoport szinten nem volt
kimutathat6 statisztikailag szignifikans valtozds a nagy interindividudlis kiilonbségek miatt.
Ugyanakkor klaszteranalizis segitségével egymastol szignifikansan elkiilonithetd csoportokat
tudtunk azonositani SBP (0-3: p<0,001; 0-6: p<0,001) és DBP-nél is (0-3: p<0,001; 0-6:
p<0,01) (6. A-B abra). SBP-nél n=3 személynél volt detektalhatd adverz valtozas (emelkedtek
a kiindulasi allapothoz képest a nyugalmi vérnyomas értékek) a 3. és 6. honapban egyarant, mig
DBP-nél 3 honap utan 4 személynél, 6 honap utan 5 személynél.

Csoport szinten, a 6MWT soran megtett tavolsag esetében a program végén szignifikans
javulast volt kimutathat6 (p=0,001). Emellett megfigyelhetd volt a HiR-ek ardnyanak javulasa,
bar az abszolut valtozasok atlaga kisebb lett (6. C abra). Mig a 3 hdonapos mintavételi
idépontban 3, a program végére csak 1 személynél (9: A:-37 m) volt kimutathat6 negativ irdnya
fejlodés. Mivel a fizikai teljesitmény korrelal az aerob kapacitassal, ezért a relVO.max-ot is
értékeltiik (77). Amint az varhaté volt, a VO,max novekszik a HiR egyénekben a rendszeres
PA hatasara (6. D abra). A relVO2max esetében is elmondhatd, hogy novekedett a HiR-ek

prevalencidja a 6. honapra, de a klaszterben 1évé személyek abszolut valtozasanak atlaga
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csokkent, ami azt jelzi, hogy bar kisebb mértékii fejlédés volt kimutathat6, de tobb

résztvevonél. Mig a 3. honapndl 5, addig a 6. honapnal csak 2 személynél volt mérhetd negativ

iranyu fejlédés az aerob alloképességet mutatd relVO2max paraméterben.
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6. abra: Interindividualis kiilonbségek alakulasa a vérnyomas és teljesitmény

paraméterekben.

0-3: abszolut valtozasok Z-score értékeinek az atlaga 0. és 3. honap kozott; 0-6: abszolat valtozasok

Z-score értékeinek az atlaga 0. és 6. honap kozott. HiR és LR klaszterek kozotti szignifikancia
szintek, * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001).
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3.3.2. A gliikoz és lipid anyagcsere valtozasai

A rendszeres PA jelentOs hatdssal van a gliikkdz és a lipid metabolizmusra, ezért az
alapvetd metabolikus paraméterek valtozasat (glikéz, inzulin, HDL, LDL) szintén
megvizsgaltuk (83). Csoportszinten az interindividualis kiilonbségek ellenére szignifikans
valtozas volt kimutathatd 3 és 6 honap rendszeres PA utdan az inzulin (0-3: p=0,005; O-
6:p=0,026), és 6 honap rendszeres PA utan a gliikkoz (0-6: p=0,012) éhgyomri szintjében.
Meglepd modon a gliikéz, az inzulin, a HDL és az LDL rendszeres testmozgasra adott egyéni
kiilonbségeit nagyon kevesen vizsgaltadk meg az irodalom szerint. Mind a négy vizsgalt
mértékben (gliikoz: 0-3: p<0,001; 0-6: p<0,01); (inzulin: 0-3: p<0,01; 0-6: p<0,001); (HDL.: O-
3: p<0,01; 0-6: p<0,01); (LDL: 0-3: p<0,001; 0-6: p<0,001) (7. A-D abra). Osszességében
elmondhat6, hogy az LDL-nél 5-5, az inzulinndl 1-1 az adverz reakcidt mutatd személyek
szdma 3 és 6 honap utan. A gliikoz és a HDL paraméter esetén csokkent az 1d6 elérehaladtaval
az egészségiigyi elonyokkel ellentétes valaszreakciok szama (glikkoz:0-3: n=5; 0-6: n=1);

(HDL: 0-3: n=5; 0-6: n=3).
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7. abra: Interindividualis kiilonbségek alakulasa a metabolikus
paraméterekben.
0-3: abszolut valtozasok Z-score értékeinek az atlaga 0. és 3. honap kozott; 0-6: abszolat valtozasok
Z-score értékeinek az atlaga 0. és 6. honap kozott. HiR és LR klaszterek kozotti szignifikancia
szintek, ** (p<0,01); *** (p<0,001).
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3.3.3. Az immunrendszerrel asszocialhaté paraméterek

A szakirodalmi adatok alapjan a hosszutavi rendszeres, mérsékelt intenzitdsu testmozgés
pozitiv hatdssal van az immunrendszerre, a kronikus alacsony intenzitast, sejtszintli stressz
okan, amelyet hormézisnek is neveziink (84). Mivel a hormézis fokozza a stresszel szembeni
rezisztenciat részben a fokozott endogén szteroidvalasz miatt, a résztvevok kortizol-szintjét is
megvizsgaltuk (85). Az interindividualis kiilonbségek, valamint a HiR és LR személyek
immunrendszer szempontjabol torténd azonositasa érdekében olyan alapvetd paramétereket is
értékeltiink, mint a CRP-szintje és a limfocitaszam. Ismert, hogy az endokrin rendszer (példaul
a kortizolon keresztiil) hatassal van mind a metabolikus, mind az immunfolyamatokra (86).
Bar nagy egyéni kiilonbségek detektalhatok, csoport szinten a kortizol-szint szignifikansan
emelkedik a 6. honapra (p=0,000). A CRP értékekben a HiR és LR-ek kozotti kiillonbség
nagyobb 3 hoénap utan, mint 6 honap rendszeres testmozgast kovetden, amit a szignifikancia
szint er6ssége is jelez (0-3: p<0,001; 0-6: p<0,05) (8. B abra). Az emelkedett kortizol-szintrol
ismert, hogy csokkenti a limfocitaszamot (84). Ezt ala is tamasztjak eredményeink, mivel 6.
honapra a Kkortizol-szint emelkedés mellett, a limfocitaszamban szignifikans (p=0,015)
csOkkenés volt kimutathat6. Korabbi kutatdsok adatai alapjan rendszeres mérsékelt testmozgas
mellett javult a csecsemOmirigy, naiv T-sejt-termeld képessége (52). Ennek igazolasara
digitalis PCR mérést végeztiink. Célunk, a hTREC kopiaszam meghatarozasa volt (87). A
hTREC a T-sejt-receptor (TcR) génatrendezédésének mellékterméke, mely a timocitak érése
soran keletkezik a csecsemémirigyben. A hTREC a genomikus DNS-sel egyiitt izolalhato és a
periférids vérben 1év6 mennyisége aranyos a csecsemOmirigy funkcidjaval, azaz a naiv T-
sejttermeld képességével. A mi adataink is alatamasztjak, hogy a mérsékelt rendszeres
testmozgas fokozza a csecsemOémirigy miikodését (friss naiv T-sejttermelés), hiszen az alanyok

jelentds részénél hTREC kopiaszam emelkedés volt kimutathato.

32



>
W

Kortizol CRP

14 ***é
gy

1

Standardizalt Kortizol (Zscore)
o
Standardizalt CRP (Zscore)
[N
L L

*k%k E *%k% _3..
'2 T T T T '4 T T = 1 T
HiR LR HiR LR HiR LR HiR LR
- Limfocita hTREC
(] —_—
] (]
o - =i = - -f
o 2+ 0-3 xx 0-6 3 2 0-3 : 0-6
N . * % 7] .
— N .
£ =~ 14 —|— :
g 14 £ :
2 5 :
5 : o 0 ;
20 : i :
.E . IE _1 i .
5 . .
= : 5 *k ]
w -1 .
5 : J— 5 21
— . © *kk
3 o
€ -2 T T - T T 5-3 T T + T T
b HiR LR HiR LR n HiR LR HiR LR

8. 4abra: Az interindividualis kiillonbségek alakulasa a vizsgalt
immunparameéterekben.
0-3: abszolut valtozasok Z-score értékeinek az atlaga 0. és 3. honap kozott; 0-6: abszolut valtozasok
Z-score értékeinek az atlaga 0. és 6. honap kozott. HiR és LR klaszterek kozotti szignifikancia
szintek, * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001).
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3.3.4. Mesterséges neuralis halozat (ANN) analizis

Eletmédvalté programunk sorén sikeriilt nyomon kévetni jelentés mennyiségii élettani
¢s molekularis paramétert. Ennek koszonhetden nagy adathalmaz allt a rendelkezésiinkre. ANN
analizist alkalmaztunk az egyes paraméterek kozotti korrelacios mintdk meghatarozasahoz. Az
1. tablazat a paronkénti korrelacios elemzés eredményeit mutatja heatmap-en abrazolva. Azok
a paraméterek melyek kozott a korrelacio erds volt, piros szinnel jelennek meg, mig a gyengébb
Osszefliggést mutatd paraméterek zold szinnel. Egy élettani paraméter (szedentalis
allapot=inaktiv allapotban toltott id6 hossza percekben), egy metabolikus paraméter (inzulin)
¢s egy molekularis immunologiai paraméter (hTREC koépiaszam) mutatta a legerdsebb
korrelaciot a tobbi analizalt paraméterrel, ezért ezt a harom paramétert mastermind

paraméternek neveztiik el.

34



96T 0 €900 €100 T69T0 66v0°0 52800 S26€0 11200 10700 80£0'0 Tv00| | 21200 T69T0 ‘as

wver]| 2890 6T2T0 9/6T0 15270 T0/T0 1G60°0 | weer| 90VT'T £590'0 TI€20 9800 €8ZT0] | 68TT 0] werr| €290 “Bepy

50-3/8¢ £€2100 €evT0 616T0 6Y60°0 75600 €0820 ZE€00 008T'0 GGV0'0| | €/9T0| | €9TT0 52920 REII]
G0-396'8| x| BVV60 96670 1617°0] wee] 09220 STE00 90107 12100 18870 7€80'0| | 859T0| | ¥¥2T0| x| 86E60 eI00JWIT
0-30T'¢ 16080 TSETO | LEES0 008T'0| | LOZT0| rx| BIBGT]| vrer| VE600 00VZ'0| wer| 9ZTT0| x| GELTO| |ZEOTO| | 92660 021110
ELCE vE0L'0 65T 0 65120 Y900 8YE00 52970 0Ev0'0 €020 79800 90ET0| |0€600 86720 440
V036G Y| | VOEIO| wer| E96T0| wee] 9TVZO| | BOESO 66600 «|O0EIST 9690°0 | vrer| L9620 | xe| GETTO 0T0T0| | 10210 8E/50 707
v0-396'¢ 51080 0TTT0 TeSTO TITV0| | 25020 | 658Y'T TZE00| +er| 19220 €950'0| | 859T0| | T61T0| | 09760 aH
€0-30E9| xe| VLT60 88500 | 2LC0| | 96050 w|¥S1C0| +| 9ZTT0 ] 0£80°0 T/9T0 1S80°0| | €290 | x| 62ET0| x| TTE60 unnzuj
€0-320°C err| B6V60 61700 09670 86110 0SSTO| | OVCTO €T9ET +| 08620 8200 89200| | vecr0 85780 Z0¥N9
£0-35/'Z £899'0 05T'0 €96T'0| rer| £E090 19870 6TTT0| | 9051 9100 v OTTTO TWIT0| | 2210 0570 XeWZOAR]
70-30£9 Z€6V°0| xer| BOBT0 €5T20 €200 | 00220 €2800| +| LSOV | xere| OT600| | 22920 87600 | cver0 99750 aMN9
£0-39821 /G20 | wer| OV6T0 56670 62970 028T0 0110 55620 VEVO'0 8LEC0 SEE00 61210 11690 d49a
£0-3625 €eLL0 V7500 €8/T0 VIEY0 VIVT0| | SECTO Z79890| | 70800 S8220| | VYOTO ZIIT0 210 EES
SO-IYTL| | 2Ge90| x| 698T0 62970 06800 08/T0| +|€LTT0 TY6T T 88900 8E6T0 G500 | 289T0| |£S00 SENADYEU] [eYzl]

sepApyeul
3SW | 03dLy | Ewoojwr | (osmod dyd 107 1aH uinzup | zo¥mo | XewzoARI|  AMING dgd dgs ezl

4

énye.

k eredm

/4

halozat elemzéséne

alis

A mesterséges neura

1. tablazat

35



3.4. DISZKUSSZIO I.

Jelen tanulmanyban megvizsgaltuk, hogy 3 és 6 honapos CT milyen hatéast gyakorol
egészséges, de fizikailag inaktiv  egyetemistdk  kiilonb6z0  szervrendszereket
(kardiorespiratorikus, metabolikus ¢és immunologiai) érint6 paramétereire. A Kutatas
egyedisége abban rejlik, hogy fizikailag inaktiv résztvevok személyre szabott CT-re adott
valaszreakcidinak egyéni variabilitdsadt koveti nyomon 6 honapon keresztiil. A 6 hénapos
rendszeres PA tobb egészségiigyi €s fizikai teljesitménnyel 0sszefiiggd paraméter javuldsat
eredményezte. Igy csokkent a szedentalis zonaban eltoltott idd mennyisége (A: -677 min), a
SBP (A: -6,8 Hgmm), a DBP (A:-1,8 Hgmm), az éhgyromi gliikéz szint (A: -1,08 mmol/l), az
LDL (A:-0,02 mmol/l), a CRP (A: -0,57 mg/l), a limfocitaszam (A: -0,66), mig novekedett a
6MWD (A:+60,7 m), a relVO,max (A: 3,7 ml/kg/min), az éhgyomri inzulin szint (A:+23,7
pmol/l),a HDL (A: +0,15 mmol/l), a kortizol (A: +180,5 mmol/l), valamint a hTREC (A: +3,58
kopia/ul). Ezek az eredmények Osszhangban vannak szamos metaanalizis eredményével,
melyek szerint a CT intervenciok tobbféle szinten is pozitiv hatast gyakorolnak az egészségre,
id6hatékonyan, mind egészséges mind pedig ¢letmod-indukalta kronikus betegségben szenvedd
személyeknél (36; 21). Azonban, a pozitiv iranyt csoportvalaszok mellett jelentds egyéni
kiilonbségek is kimutathatok voltak. Ezért minden vizsgalati valtozo esetén kiilon-kiilon
analizaltuk a CT-re adott valaszreakciokat egyéni szinten is. A nagy (HiR) és alacsony (LR)
hatarértékek alkalmazasa (cut-off points), K-k6zép klaszteranalizis, tipikus mérési hiba, vagy a
tipikus hiba kétszerese. A jelen tanulmanyban hasznalt modszer megbizhatdsagat, tobb a
témaban megjelent kdzlemény is alatimasztja (88; 89).

Az egyének kozotti variabilitasrol vizsgald korabbi tanulmanyok tobbsége a HiR és LR
jelenséget egyetlen elsddleges valtozo esetén értékeli és csoportositja (90; 91). Példaul,
Andrade-Mayorga O. és mtsai (2021) a tilsulyos/elhizott feln6tt ndk 12 hetes magas intenzitast
intervallum edzésprogramot kovetd zsirtomeg valtozasat tekintette elsddleges kimeneteli
valtozonak (90), ugyanakkor megtartottak a résztvevok zsirtomeg csokkenés alapjan torténd
HiR és LR besorolasat a tobbi vizsgalati paraméter esetén is. Igy azoknal az alanyoknal, akiknél
szignifikans zsirtomeg csokkenés kovetkezett be (HiR), jelentdsebb volt a teljes testtomeg
csOkkenés is, ez azonban nem igy tortént a tobbi vizsgalati valtoz6 esetén (pl. SBP, DBP,
abszolut VO2 cstcs stb). Eredményeink alapjan ennek az lehet az oka, hogy egy személy, aki

egy vizsgalt valtozéban HiR, nem feltétlentil lesz HiR a tobbi vizsgalt valtozo esetén. Ezért a

36



jovoben érdemesebb lenne minden egyes vizsgalati valtozo esetén kiilon klasszifikdlni az
alanyokat HiR és LR kategoriakba.

A 6 honapos CT szignifikansan javitotta a 6MWD, valamint jelentésen novelte a
relVO,max-t is, ami nagyon fontos, mivel a kardiorespiratorikus fittség (CRF) javitasa
csokkenti szamos kronikus betegségek kockazatat (92). Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a
CRF javuldsa mind 3 és 6 honap rendszeres PA utdn, nagy, egyének kozotti variabilitas mellett
kovetkezik be. Mint az mar a bevezetésben emlitésre keriilt, a CRF interindividualis variabilitas
vizsgalata a kiilonféle edzésmodszereknél az egyik legszélesebb korben ismertetett téma (93).
A korabban szedentalis ¢letmodot folytatd férfiak és nék VOo,max edzhetdségében mutatkozo
egyéni kiilonbségek jelenségérol részletesebb adatdllomany a HERITAGE Family Study-bol
szarmazik (93).

A CREF fejlédése mellett érdemes megemliteni, hogy fiiggetleniil attdl, hogy résztvevok
mindegyikének vérnyomédsa a normotenziv tartomanyban volt, értékeik tovabb javultak,
Osszhangban Cornelissen és Smart (2013) metaanalizisének eredményeivel (94). Meglepd
moédon, a HDL-C és LDL-C rendszeres testmozgasra adott egyéni kiilonbségeit nagyon kevesen
vizsgaltak. Leon és mtsai a HDL-C szazalékos valtozas eloszlasat kvartilisre osztottak, ahol az
1. kvartilis atlagos csokkenése 9,3% volt, mig a 4. kvartilisnél 18% emelkedés volt kimutathato,
de csoport szinten az atlagos emelkedés csak 0,04 mmol/l (SD=0,12) volt (95). Vizsgalatunkban
csoport szinten egészséges személyeknél 6 honap utdn 0,15 mmol/l emelkedést tudtunk
kimutatni.

Korabban még nem vizsgaltak a gliik6z, a kortizol, a CRP, a limfocitaszam és a hTREC
paraméterek rendszeres testmozgas okozta egyéni kiilonbségeit. Ugyanakkor az ANN analizis
eredményei hatarozottan arra utalnak, hogy 6 honap rendszeres PA utan a szedentélis zondban
eltoltott id6 mennyisége mellett az inzulin és a hTREC vizsgalati valtozok azok, amelyek fontos
meghatarozoi lehettek annak, hogy ki mennyire reagalt a rendszeres testmozgésra. Ezért
ezeknek a mastermind paramétereknek a részletesebb, nagyobb elemszammal torténd
vizsgalata a jovében rendkiviil fontos lenne.

Eredményeink aldtdmasztjak, hogy bar elkiilonithetk a HiR és LR személyek, de ez a
besorolas csak adott paraméterre és egy konkrét gyakorlati protokollra alkalmas.
Eredményeinkkel 6sszhangban Barbelho és mstai (2017)-ben szintén kimutattak egy 12 hetes
rezisztencia edzésprogram sordn, hogy a résztvevok mindegyike javulast mutatott legalabb egy
vizsgalati valtozoban (96). Emellett szamos egészséggel asszocialhatd vizsgalt paraméternél
megfigyelhettilk, hogy az id6 elérehaladtaval egyre csokkent az adverz reakciokat adod

személyek szama. Ezzel kapcsolatban Ross ¢€s mtsai (2015) megallapitottak, hogy az
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edzésintenzitast fokozatosan nodvelve, az id0 eldrehaladtidval a LR-ek gyakorisaga addig

csokken, amig végiil el nem tlinik (97).

3.5. KONKLUZIO I.

Eredményeink megerésitették, hogy a CT szamos pozitiv javulast eredményez fiatal
felnétt, kordbban szedentdlis életmddot folytatd egyénnél. Az itt leirt HiR és LR jelenség nem
korlatozodik a vizsgalt valtozokra, mindentiitt jelen van €s a sporttudomanyi kutatdsok nagy
szazalékaban megfigyelhetd. Bizonyithato, hogy jelentds heterogenitds mutatkozik az egyéni
kockazati tényezOk fiziologiai mutatdiban rendszeres PA hatasara. Jelen adatokbol az latszik,
hogy a szedentalis allapotban eltoltott id6 mennyisége, az éhgyomri inzulin és a hTREC
valtozasai jelentds hatassal lehetnek a rendszeres testmozgasra adott egyéni reakciokra, ezért

ezeknek a paramétereknek a részletes vizsgalata a jovében rendkiviil fontos lesz.
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4. Rovid és hosszutavu fizikai aktivitas hatasa a kering6 exoszomalis

MIiRNS profilra
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4.1.BEVEZETES II.
4.1.1. A testmozgas és az extracellularis vezikulak kapcsolata

A rendszeres PA nemcsak csokkenti szamos kronikus betegség kialakuldsanak
kockazatat, de képes késleltetni az 6regedéssel egyiitt jard betegségek el6fordulasat is (11).
Széleskorben elfogadott tobbek kozott az anyagcesere-rendellenességek (elhizas, 2-es tipusu
cukorbetegség), sziv- €s érrendszeri (magas vérnyomas), neurodegenerativ betegségek
(Alzheimer-kor), pszichiatriai allapotok (szorongas, depresszid), daganatos megbetegedések,
iziileti és izombetegségek megel6zésére és kezelésére (98). Azonban a kronikus betegségek
megelozésének eldsegitésében szerepet jatszd molekularis interakciok tovabbra sem
egyértelmiick. Az egyik legelfogadottabb elmélet, a vazizombol szarmazo miokinek, mas néven
exerkinek elmélete, mely alatdmasztja a testmozgas altal kozvetitett sejtek kozotti interakcidkat
(99). Napjainkban a miokin elmélet mellett egyre tobb kutatasi eredmény tamasztja ala az
extracellularis vezikulak (EV), kiilonosen az exoszomak fontossaganak a szerepét az
intercellularis kommunikacié elésegitésében testmozgas soran is (98; 100). A sejtek kozotti
kommunikécio az €16 szervezet alapvetd jelensége. Az egész szervezet szabalyozéasa és a
homeosztazis fenntartasa a test Osszes szervének megfeleld koordinacidjatol és a sejt-sejt
kozotti kommunikécid hatékonysagatol fiigg. A tudomanyos kozdsség sokdig ugy gondolta,
hogy a kommunikaci6 parakrin vagy endokrin médon a molekulak extracellularis térbe torténd
kivalasztédasaval jon létre.

Az elmult évtizedben azonban bebizonyosodott, hogy a sejtekb6l a molekulak
szisztémas kornyezetbe vald felszabadulasa vezikulak formajaban is térténhet (101). Az EV-k
sejtekbdl szarmazo, membrannal korilvett struktarak. Keletkezés, méret és fehérjetartalom
alapjan 3 populacidjukat kiilonboztetjilk meg: exoszomak (50-150 nm), mikrovezikulak (150-
1000 nm), apoptotikus testek (800-5000 nm)(102). Az exoszomak populacidja jelenleg a
legjobban vizsgalt és jellemzett. Az exoszémak 50-150 nm atmérdjliek, keletkezésiik soran a
(103). Ezt kovetden kolcsonhatasba 1épnek a recipiens sejttel. Sejttipustdl fliggden ez térténhet
sejtmembran altal kozvetitett jelatvitellel €s/vagy klatrin/kaveolin medialt endocitézissal,
fagocitozissal vagy makropinocitézissal (103). Amint a recipiens sejt plazmamembranjahoz
kotddnek, tartalmuk az RNS, DNS, fehérjemolekulak és metabolitok (bar dsszetételiik erdsen
fligg a stimulacio fajtajatol is) felszabadulnak a recipiens sejt citoplazmajaban, ezaltal
befolyasolva annak miikodését (104). Az exoszomak keletkezésiiknek megfeleléen
endoszomalis markereket is hordoznak (példaul CD9, CD63, CD81, Tsgl101), igy viszonylag

konnyen azonosithatok (105). A kutatasok azt is igazoltak, hogy az exoszomak kiilonféle
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valaszokat valthatnak ki a fogado sejt tipusatol fiiggéen (100). Az EV-k felhasznalasat szamos
klinikai alkalmazasban figyelembe vették, a progndzistdl, a biomarkerecken at, egészen a
terapias stratégiakig (106) . Yoshida és mtsai (2019) beszamoltak arrdl, hogy fiatal egerekbdl
szarmaz6 EV-k injekcioja megnoveli az 1dds (20 honapos) ndstény egerek élettartamat.
Ezenkiviil a recipiensek sokkal egészségesebbnek és aktivabbnak tintek (107). Ezzel
Osszhangban Prattichiezzo és mtsai (2019) szintén azt allapitottak meg, hogy a fiatal egerektdl
izolalt EV-k oregedési mechanizmusok késleltetésében szerepet jatszd faktor hordozoiként

mitkédhetnek (108).

1 CD41b*EVs t CD105*EVs
1 CDB2P*EVs t CD146*EVs

+ROS
. +katekolaminok
\ +citokinek
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9. abra: Testmozgas hatasara a keringési rendszerbe felszabadulé
extracellularis vezikulak.
A testmozgas soran vagy azt kovetéen vérlemezkék, endotél sejtek, leukocita alcsoportok és az
izomszovet extracellularis vezikulak Osszetett keverékét bocsatja ki a véraramba (ExerV-k). Ezek
bioaktiv rakomanyt szallitva kozvetithetik az egészségiigyi elonyokhoz vezetd alkalmazkodasi
folyamatokat. (Brahmer A. és mtsai 2020 alapjan, modositva) (109).

Az eddig rendelkezésre all6 tanulmanyok azt sugalljak, hogy az EV-k fontos mediatorai
lehetnek a szisztémas edzésadaptacionak, valamint kivald célpontjai azoknak a keringd
faktoroknak a feltarasdban, melyek az egyes szervrendszerekben a testmozgas éltal indukalt
egészségligyi elényok alapjat képezik (9. abra)(98). A testmozgasnak az EVk-ra gyakorolt
hatasat el6szor Frithbeis és munkatarsai irtak le 2015-ben (110). Ez még meglehetésen fiatal
tudomanyteriilet, emellett az EV profil ¢s az egyes edzésparaméterek (példaul edzésmod,
gyakorisag, idétartam) kozotti kapcsolat még kevéssé vizsgalt. Az eddigi eredmények alapjan
ugy tlinik, hogy mig az akut terhelés fokozza a multivezikularis testek és az exoszomak

biogenezisét, vagyis az exoszomak Keringésbe vald felszabadulasat (100), addig Hou és mtsai

41



(2019) nem talaltak szignifikans kiilonbséget 1 éves edzésprogramban részt vevo egészséges
az adott terheléshez vald fiziologiai adapticionak tulajdonithatd, de a kronikus edzések
tekintetében még meglehetdsen korlatozott irodalom all a rendelkezésiinkre. Emellett a fenti
eredmények felhivjak a figyelmet egyuttal a mintagyiijtés id6zitésének fontossagara is a
jovObeni kutatasok soran. Ennek meghatarozasahoz pedig sziikséges tobb exoszoma
felszabadulasi kinetikat vizsgalo tanulmany.

Az exoszomak altal szallitott molekulak koziil a miRNS-ek kisméretli, nem kodold
RNS-ek, melyek a génexpresszio fontos szabalyozoi a transzkriptum lebontdsan és a transzlacioé
gatlasan keresztiil, valamint hosszatavu jelatviteli molekulaként is miikodhetnek (112).
Fiziologias és patologids stressz esetén modosithatjdk a génexpressziot, ezaltal tokéletes
helyzetben vannak ahhoz, hogy részt vegyenek az egyes betegségek kialakitasaban (113). A
kanonikus funkciojukon kiviil a miRNS-ket szamos sejt képes felszabaditani és az eddigi
eredmények alapjan az extracellularis miRNS profil médosul a kiilonféle koros allapotokkal
Osszefiiggésben (113). Az extracellularis (vagy keringd) miRNS-ek vagy fehérjekomplexekhez
kotédnek vagy vezikulakba (példaul exoszomakba) csomagoldodva szallitodnak (112). A
keringé miRNS-kel kapcsolatos korabbi sporttudomanyi tanulmanyok tobbsége a vezikula
mentes extracellularis miRNS-ket vizsgalta plazméban vagy szérumban (114;115).
Ugyanakkor a legujabb eredmények azt mutatjak, hogy az exoszémakhoz kotott miRNS
transzport a keringé miRNS-ek bioaktivabb készletét biztosithatja. Az exoszomalis miRNS-ek
(exomiR) a recipiens sejtben transzkriptomikus valtozasokat indukalhatnak, 1ényegében 1j
intercellularis hirvivoként mitkodnek (100). Példaul, a tumorsejtekbdl felszabaduldé exomiR-ek
részt vesznek a tumor progresszidjaban, angiogenezis€ében €s metasztatikus folyamataiban
(116). Mindemellett, egy masik tanulmany kimutatta azt is, hogy az életkorral 74 exomiR
expresszidja novekszik (117).

Tekintettel arra, hogy a keringd exoszomak a szervezet fiziologiai €s patofiziologiai
allapotait tiikkrozik, és ~10%° partikula/ml nagysagrendiiek, nagy sziikség van a testmozgés soran
felszabaduld exoszomak funkcionalis hatasainak feltarasara. Ezért tovabbi kutatasok
sziikségesek kiilonféle edzésmodokkal és iddtartamokkal Osszefliggésben, hogy mélyebben
megértsiik az exoszomak és az altaluk szallitott ’rakomany’’, kiilonds tekintettel a miRNS-ek
szerepét a kronikus betegségek megeldzésében. A kutatds fontossdgat mutatja, hogy a
kozelmultban a National Institute of Health 1étrehozott egy kézos alapprogramot (Common
Fund Program) a PA egészségiigyi elényei mogott 1évo molekularis transzduszerek mélyebb

megértése érdekében (118), mivel a testmozgasra adott molekuldris valaszok vizsgalata
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alapvetd eszkoz az edzésre adott szisztémds valaszok koordinacidjanak és az egészségi
allapothoz val6 kapcsoloddsanak mélyebb megértéséhez. Ennek a teriiletnek a részletesebb
kutatdsa a jovOben lehetdvé tenné olyan 1j, lehetséges mechanizmusok felfedezését, melyek
szerepet jatszanak a patofiziologiai valtozasok megeldzésében. Gyakorlati szempontbol pedig
az edzésre adott molekularis valaszok megértése elengedhetetlen a teljesitmény és az
edzésprotokollok optimalizaldsa, valamint az egészséges testmozgas hatarainak feltarasahoz.
Ezért, jelen kutatasunk soran egy 0,5 éves, kdzepes intenzitasu, személyi edzd
feliigyelete mellett zajlo, kombinalt edzésprogram hatdsat vizsgaltuk meg egészséges fiatal,
mozgasszegény ¢letmodot folytatd egyének exomiR profiljara. Megvizsgaltuk tovabba azt is,
hogy a fiatal résztvevoknél 0,5 év rendszeres PA hatdsdra szignifikdnsan megvaltozott
expresszioju MiIRNS-ek vajon jelen vannak-e, és ha igen, hogyan szabalyozodnak az
egészséges, edzett, senior alanyoknal, akik mar legalabb 25 éve rendszeres testmozgast
végeztek. Ezt kdveten utvonal (pathway) analizist végeztiink az azonositott miRNS-ek és a

biologiai jelatviteli utak kozotti kdlesonhatasok értékelése céljabol.
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4.2. ANYAGOK ES MODSZEREK II.

4.2.1. A Kutatas résztvevoi

A jelen kutatas résztvevoi egészséges, de fizikailag inaktiv fiatalok (n = 14; életkor: 23
+2 év), valamint edzett, senior (n = 11; életkor: 62+6 év) személyek voltak. Az alanyoknak nem
volt ismert kronikus betegségiik (példaul anyagcserezavar, sziv- és érrendszeri, daganatos

megbetegedés sth.), legfobb jellemzdiket az 2. tablazat foglalja Gssze.

4.2.2. Alkalmazott edzésprotokollok

Egészséges, fiatal inaktiv személyek kdzepes intenzitast, rendszeres, alloképességet s
eronlétet egyarant fejlesztd, azaz kombinalt edzéseken vettek részt, hetente haromszor fél éven
keresztiil. Az edzett senior alanyok, pedig legalabb 25 éve rendszeres testmozgast végeztek. A
senior résztvevOk edzési szokasait altalanos életmod kérdSiv, valamint Nemzetk6zi Fizikai
Aktivitas Kérdéiv (IPAQ) segitségével értékeltiik (119). Megbizonyosodtunk arrél, hogy
mindkét tipust edzést (alloképességi és erdnléti) egyarant végeztek. A résztvevok a kutatas
pontos menetérdl a vizsgéalatokat megel6zden irdsban és szoban is tajékoztatast kaptak.
Részvételiikrdl a programot megeldzoen nyilatkoztak. Vizsgalatainkat a PTE KK Regionalis
Kutatas Etikai Bizottsaganak engedélyével (ligyiratszam: 6439/2016 és 7755/2019) végeztiik,

a mérések a Helsinki Deklaracio alapelvei és kiegészitései szerint torténtek.

4.2.3. Vérszérum gyiijtése és elokészitése

Az éhgyomri vérvétel minden alkalommal a kora reggeli 6rdkban (6:30-7:30) tortént, a
fiataloknal két mintavételi idépontban, a programot megeldzden (inaktiv allapotban) és 6 honap
rendszeres PA utan (0,5 év), és egy alkalommal a senior alanyoktdl. A résztvevoket elézetesen
mindig tajékoztattuk, hogy a vérvételt megeldz6 napon tartdzkodjanak az erds fizikai
terhelésektdl, illetve fogyasszanak megfelelé mennyiségili folyadékot.
A vérmintakat, szeparator gélt tartalmazo vérvételi csovekbe gytijtottiik (BD Vacutainer Blood
Collection Tube), 30 percig szobahémérsékleten allni hagytuk, majd 1500 g-vel 10 percig
centrifugaltuk. Tovabbi felhasznalasig -80 °C-n taroltuk.
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4.2.4. Szérumbol exoszomak izolalasa

Az exoszoma izolalas eldtt a 14 fiatal és 11 senior résztvevd szérum mintdjabol 100-
100 pl-t 6sszepooloztunk, igy végeredményként harom mintat kaptunk (inaktiv allapot: n=1,
0,5 év: n=1 és 25+ év: n=1 (10. abra). A poolozas el6tt kiértékeltiik a résztvevok vizsgalt
fiziologiai valtozoit és éhgyomri vérparamétereit, és csak a leghomogénebb populaciot alkotd
résztvevok mintait pooloztuk Ossze. Ezt koveten, az exoszomak izolalasahoz kereskedelmi
forgalomban kaphaté Total Exoszoma Izolacids reagenst alkalmaztunk (TEI) (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific). A TEI reagensek polietilénglikolt tartalmaznak. Andreu és mtsai
szerint (2016) a precipitacios reagensek jo reprodukalhatdsagot biztositanak, valamint
alkalmasak a szérum exoszomak egyszerli és koltséghatékony dusitdsara a késébbi miRNS

profil elemzésekhez (120).
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10. abra: A teljes munkafolyamatot abrazol6 folyamatabra.
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4.2.5. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) mérés Nanosight NS300 késziilékkel
segitségével hataroztuk meg (Malvern Panalytical Ltd.). Minden csoportb6l (inaktiv, 0,5 év,
25+ év) véletlenszertien kivalasztottunk 3 személyt és a szérum mintdikbol exoszémat
dusitottunk. NTA mérésekhez, az izolalas soran nyert pelletet, minden esetben 1 ml PBS-ben
(Ca?* és Mg?* mentes) reszuszpendaltunk, majd ezt kovetden beéllitottuk az optimalis
koncentraciot a gyartd utasitasainak megfelelden (40-100 partikula/frame). A mérések soran a
partikuladk Brown-mozgasarol 5x60 masodperces video file-kat rogzitettink. Az
adatfeldolgozas NTA v3.2 szoftverrel tortént (121).

4.2.6. Immunfluoreszcens jelolés (CD63, CD81)

Az immunjel6lésekhez anti-human-CD63-FITC (MEM-259) (Thermo Fisher
Scientific) anti-human-CD81-PE/Cy7 (TAPA-1) (Sony Biotechnology) monoklonalis
antitesteket alkalmaztunk. Az immunjel6lés elott meghataroztuk az optimalis részecske
koncentracidkat. Az exoszéma torzsoldat koncentracidja 3,17 x 10 partikula/ml volt. A
torzsoldatbol minta aliqoutokat készitettiink, hogy a kisérlet soran végig biztositsuk az azonos
kiindulasi partikula koncentraciot. Ezutan, az 50ul-es exoszéma torzsoldathoz valtozéd
arany meghatarozasahoz. A mintakat (anti-CD63 jeldlt; n =1 és anti-CD81 jeldlt; n=1) 1 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk. A fluoreszcens moéd (FM) alatti
photobleaching minimalizalasa érdekében a jel6lt mintakat elészor fluoreszcens modban (FM),
majd fényszorasi modban (LSM) értékeltiik. Végiil kiszamoltuk az FM/LSM moddban kapott

partikula koncentraciok szazalékos aranyat (122).

4.2.7. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

Az exoszomak kozvetlen vizsgalatdra legalkalmasabb moédszer a TEM. A TEM
vizsgalathoz az exoszomakat a korabban leirt protokollnak megfeleléen izolaltuk. Az
eluatumbol 2,5ul-t pipettaztunk egy 300 mesh-es racsra, majd egy éjszakan at hagytuk levegén
szaradni. Ezutan, 5% uranil-acetatot, majd 3% natrium-citratot adtunk hozza, 24 6raval késébb

pedig JEOL TEM 1200 EX segitségével elemeztiik.
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4.2.8. exomiR expresszios vizsgalat

Miutan 3 féle modszerrel is aldtdmasztottuk, hogy az izolalt partikuldk tilnyoméd
tobbsége exoszoma, a dusitott exoszomakbol totdl RNS-t izolaltunk Total Exosome RNA és
Protein Isolation Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) segitségével, mindvégig a gyartd
protokolljat kovetve. A 800 exomiR expresszidjanak egyideji vizsgalatat Nanostring platform
(NanoString Technologies, Seattle, WA) segitségével végeztiik el. Mintanként (inaktiv allapot:
n=3; 0,5 év: n=3 ¢és 25+ év: n=3) harom technikai ismétlést futtattunk. A mindségellendrzési
Iépés megerdsitette moddszeriink megbizhatdosdgat €s reprodukélhatésagat. Az adatok
értékeléséhez nSolver szoftvert hasznaltunk. A normalizalas Housekeeping modszerrel tortént
a cég altal kiadott, Kifejezetten szérum és plazma mintakra vonatkozo technikai ajanlasok
alapjan. NormFinder szoftver segitségével azonositottuk a potencialis endogén kontrollokat.
Végiil az 6t (hsa-miR-495-3p; hsa-miR-302d-3p; hsa-miR-3144-3p; hsa-miR-612; hsa-miR-
548ar-5p) legstabilabban kifejez6d6 miRNS geometriai atlagat hasznaltuk fel a normalizalasi
folyamat soran (123).

4.2.9. Statisztikai analizis

Minden statisztikai elemzést R programban végeztiink (124). Paros T-tesztet (inaktiv
allapot vs. 0,5 év) és kétmintas T-tesztet (inaktiv allapot vs. 25+ év; 0,5 év vs. 25+ év)
alkalmaztunk. A tobbszorés oOsszehasonlitisok miatt, pedig False Discovery Rate (FDR)
korrekciot alkalmaztuk. A heatmap-t R-ben a g-plot package-b6l a ,,heatmap.2” funkcioval
készitettiik (125).

4.2.10. miRNS target gén és pathway-elemzés

Miutan azonositottunk a hasonléan expresszalodo exomiR-ket a fiatal és senior aktiv
csoportokban, pathway analizist végeztiink, mirPath v.3 szoftvert segitségével (126). A mirPath
v.3 és a TarBase v7.0 human adatbazist hasznaltuk target gének predikcidjara. Analiziseink

soran az alapértelmezett p<0,05 és MicroT threshold: 0,8 értékeken nem valtoztattunk.
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4.3. EREDMENYEK II.

4.3.1. Antropometriai és fiziolégiai paraméterek

A vizsgalatban 14 egészséges, korabban fizikailag inaktiv fiatal, és 11 edzett senior vett
részt. Az egészséges, mozgasszegény ¢letmodot €16 fiatalok fél éven keresztiil (0,5 év) heti
haromszor kozepes intenzitasu, kombinalt edzést végeztek, személyi edz6 feliigyelete mellett.
Az edzett, senior alanyok pedig legalabb 25 éve rendszeresen sportoltak. A résztvevok vizsgalt
paramétereit a 2. tablazat foglalja 6ssze. Fél év rendszeres testmozgast kovetden a kordbban
inaktiv fiatal résztvevok szignifikdns javuldst mutattak a VOomax, valamint a glikoz- és
lipidanyagcsere paramétereikben. Megfigyelhetd, hogy a vizsgalatban résztvevd seniorok
Osszes vizsgalt fizioldgiai paramétere a normal tartomanyon beliil volt, st VO,max értékeik az

¢letkoruknak megfeleld referenciatartomanynal (relVO2max: 26-28 ml/kg/min) sokkal jobbak

voltak.

Inaktiv allapot 0,5 év p 25+ év
Eletkor 23+2 23,5+2 62+ 6
BMI 21,64 £ 1,57 21,46 £ 1,44 0,382 27,92 £ 2,95
Testtomeg (kg) 60,39 £ 5,42 59,55+ 5,74 0,166 75,16 £ 7,18
VO2max (ml/kg/min) 36,41 + 6,67 39,81 £ 6,20* 0,047 32,9+ 6,99
LDL (mmol/I) 2,35+0,9 2,44 + 0,83 0,481 3,63+ 1,19
HDL (mmol/l) 1,81 £ 0,55 2,13+£0,61* 0,002 1,68 £ 0,53
Gliikoz (mmol/l) 4,94 + 0,39 4,63 +£0,31** <0,001 5,67 £ 0,45
SBP (Hgmm) 114,5+ 14,18 108,07 + 8,69 0,55 131,2 £ 19,42
DBP (Hgmm) 76,07 9,19 72,93 + 7,92 0,223 87,00 + 9,25

2. tablazat: A résztvevdok fiziologiai jellemzdi

AtlagiSD, Péros-T-teszt: (inaktiv allapot vs. 0,5 év) *, p<0,05; **; p<0,001
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4.3.2. A szérumbdl izolalt exoszomak validalasa

A szérumbdl dusitott exoszomakat el6szor TEM-el jellemeztiik, mely a nanorészecskék
validalasanak egyik aranystandard technikaja (11. A abra)(127). A TEM vizsgalat jellegzetes
exoszomalis morfologiat mutatott az izolalt frakcioban. Az NTA analizis lehetové tette a
méreteloszlas és a koncentracié meghatarozasat. Az izolalt partikulak atlagos atmerdéje (n = 9)
143,2+16,43 nm volt, ami az exoszomak mérettartomanyaba esik (128). A partikula
koncentraciok (n = 9) 1,97 x 10 és 3,75 x 10 részecske/ml kozott valtoztak az egyes
izolatumokban (11. B abra). Ezen feliil, pedig az izolalt részecskék fluoreszcens antitestekkel
valo jelolése megerdsitette az exoszoma marker fehérjék jelenlétét. Az FM:LSM széazalékos

arany 83,87% volt a CD63 és 76,95% CDS81 esetén (11. C abra).
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11. 4bra: Human szérumbol dusitott exoszomak jellemzése.
(A) Izolélt ex0szomak TEM képe (Scale bar: 200 nm) (B) Az exoszc')mék méreteloszlésénak és

markerek vizsgalata NanoSight NS300 eszkozzel.
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4.3.3. exomiR expresszios mintazat 0,5 év rendszeres testmozgast kovetéen

A szérum exomiR expresszidjanak rendszeres PA-al 0Osszefiiggé valtozasainak
tanulmanyozasara amplifikacidmentes Nanostring technologiat alkalmaztunk. A nyers adatok
elemzése és normalizalasa utan dsszesen 54 exomiR-t azonositottunk (12. abra). Ezutan sziirési
kritériumokat (*p<0,05; #FDR<0,05; FC > 1,3 vagy FC < 0,5) alkalmaztunk az inaktiv és a 0,5
éves eredmények Osszevetése céljabol. Szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg az exomiR
abundanciaban szamos exomiR esetében (let-7a-5p, p<0,05; let-7g-5p, p<0,05; miR-130a-3p,
FDR<0,05; miR-142- 3p, p<0,05; miR-150-5p, p<0,05; miR-15a-5p, p<0,05; miR-15b-5p,
FDR<0,05; miR-199a-3p, FDR<0,05; miR-199b- 3p, FDR<0,05; miR-223-3p, FDR<0,05;
miR-23a-3p, FDR<0,05; miR-451a-3p, FDR<0,05; miR-126-3p, p<0,05; miR-199a- 5p,
p<0,05; miR-21-5p, FDR<0,05; miR-25-3p, p<0,05; miR-374a-5p, p<0,05) (ArrayExpress
hozzaférési szam: E-MTAB-10067).

hsa-miR-223-3p

B e e e

12. abra: A detektalt exomiR-ek expresszios mintazata.
A heatmap 54 exomiR hierarchikus klaszterezési eredményét mutaja. A szinek az exomiR expresszio
szinteket jelzik; piros: magas kifejezédés; kék: alacsony kifejez6dés.

51



4.3.4. ExomiR atfedések a 0,5 éves edzésben résztvevok és a 25+ év aktiv csoportok
kozott

Tovabba azt kivantuk megvizsgalni, hogy a fiataloknal, 0,5 éves rendszeres testmozgas
utan eltéréen kifejez6dé exomiR-ek, vajon hasonloképpen szabalyozodnak-e a senior edzett
csoportban is. E célbol hierarchikus klaszteranalizist alkalmaztunk a 3 csoport teljes, azaz 54
exomiR profiljanak 6sszehasonlitasa céljabol. A 12. abran megfigyelhetd, hogy a 0,5 éves és
25+ év csoport exomiR expresszios profil teljesen eltér az inaktiv allapottol. Ugyanakkor, a 0,5
éve aktiv fiatal és legaldbb 25 éve aktiv senior csoportok nagyon hasonlé exomiR expresszios
mintazatot mutattak. 12 atfedést mutaté exomiR-t (let-7a-5p; let-7g-5p; miR-130a-3p; MiR-
142-3p; miR-150-5p; miR-15a-5p; miR-15b-5p; miR-199a-3p; MiR-199b-3p; MiR-223-3p;
miR-23a-3p és miR-451a-3p) sikeriilt azonositani (alapallapot vs. 0,5 év és alapvonal vs. 25+
¢v). Figyelemre méltd, hogy mind a 12 azonositott, atfedd6 exomiR szignifikdnsan

downregulalodott mindkét (0,5 év és 25+ év) aktiv csoportban az inaktiv allapothoz képest.
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4.3.5. Pathway analizis

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik, hogyan jarulhat hozza a 12 azonositott
exomiR a testmozgas egészségiigyi elonyeihez, pathway analizist végeztink. Az egyes
exomiR-ek altal targetalt gének és utvonalak feltarasanak céljabol a KEGG adatbazist
hasznaltuk. Osszesen 38 szignifikansan targetalt KEGG jelatviteli itvonalat azonositottunk (13.
abra). A legtobb targetalt mRNS (148 gén) a ,,pathways in cancer’” utvonalokon helyezkedett
el. A 148 gént 6sszesen négy exomiR (let-7a-5p; let-7g-5p; miR-15b-5p; miR-23a-3p) célozta
meg a 12-bol. Ezek az eredmények Gsszhangban vannak azzal a ténnyel, hogy a rendszeres
testmozgas csokkenti a daganatos megbetegedések kialakulasanak kockézatat. Tovabb
vizsgalva az eredményeket, a legtobb exomiR (n=9) a ,,Proteoglycans in cancer” ttvonalat
célozta meg, valamint a let-7g-5p exomiR szabalyozta a legtobb azonositott titvonalat (N=26

utvonal).

Targetalt gének szamal pathway

Pathways in cancer

Proteoglycans in cancer

Viral carcinogenesis

HTLV-l infection

Protein processing in endoplasmic reticulum
Hepatitis B

Cell cycle

Epstein-Barr virus infection
Ubiquitin mediated proteolysis
Hippo signaling pathway

Thyroid hormone sngnalln? pathway
Oocyte meiosis

Prostate cancer

FoxO signaling pathway

TGF-beta signaling pathway

p53 s:ﬂ:lallng pathway

erens junction
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13. abra: A 12 azonositott exomiR altal megcélzott gének szama az egyes

utvonalakon.
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4.4, DISZKUSSZIO 11,

A rendszeres testmozgasnak fontos szerepe van szamos kronikus betegség
megeldzésében ¢€s késleltetésében. Ez elsdsorban annak kdszonhetd, hogy a sport szisztémas
szinten hat (11). Azonban mind a mai napig nem egyértelmii, hogy a rendszeres testmozgas
milyen molekularis mechanizmusok révén fejti ki az egészséget elésegité hatasait a szervezet
megértése lehetévé teheti a jovOben a célzott intervenciok optimalizalasat és fontos alapot
nyujthat az ,,exercise mimic” molekularis szintli beavatkozasok kidolgozasahoz. Ezért jelen
tanulmanyban, legjobb tudomasunk szerint elséként vizsgaltuk meg a rovidtavu (0,5 év) és a
hosszutava (legalabb 25 év) rendszeres testmozgds hatdsat a keringd exomiR profilra,
amplifikdciomentes Nanostring platformot hasznalva. A legtobb vizsgalat ezidaig els6sorban
az akut testmozgés hatasara felszabaduld exoszomdk és a széllitott cargo karakterizalasara
fokuszalt foként amplifikacion alapuldé modszerek felhasznalasaval (100). A jelen
tanulmanyban alkalmazott technoldgia nemcsak amplifikdciomentes, hanem érzékeny,
robusztus ¢és konnyen reprodukalhaté is (129). Elemzésiink jelentés szami, eltéréen
expresszalodd exomiR-t mutatott ki az egyes csoportok kozott. Osszesen 12 olyan exomiR-t
sikeriilt detektalni, amelyek mindkét aktiv csoportban (0,5 év és 25+ év) eltérden (p<0,05)
regulalodtak az inaktiv allapothoz képest (12. abra). Az aktiv csoportokban hasonldan
expresszalodo szérumbol dusitott exomiR-ek KEGG-pathway analizise megerésitette a TGF-
béta-, p53- és mTOR szignal transzdukcios utak szabalyozasaban betdltott fontos részvételiiket.
Megfigyeléseink jelentOségét az is alatamasztja, hogy a rendszeres PA csokkenti a daganatos
megbetegedések kockazatat (115), valamint, hogy a daganatos megbetegedések altalanos
eléfordulasa szignifikansan alacsonyabb a sportolok korében, mint az atlagos populacioban
(130). Napjainkig, szamos kronikus betegséggel Osszefiiggésben megvizsgaltak mar az
altalunk azonositott 12 exomiR expesszidjat, mely nagyban segitette kovetkeztetéseink
megfogalmazasat.

fgy a miR-23a, miR-451a, miR-223-3p és miR-150-5p emelkedett expressziojat mar
tobb kiilonbozé tipust daganatos beteg (mell-, gyomor-, hasnyalmirigy, tiidékarcinoma)
szérumaban detektaltak (131)(132)(133)(134). Tovabba, leglijabb kutatasi eredmények azt is
alatamasztottak, hogy ezek elsésorban exoszomalis rakomanyként szallitodnak (117). Jelent6s
biologiai szerepiiket kimutattak gyogyszer rezisztenciaval, metasztazisképzodéssel, daganat
progresszigjaval és prognozisaval asszocialva is, ami arra utal, hogy potencialis szerepiik lehet
a jovoben a daganatkezelésben (131). Tovabba szeretném kiemelni, hogy az altalunk
azonositott 12-bél 5 (let-7g-5p; miR-15a-5p, mMiR-199b-3p, miR-223-3p, mMiR-23a-3p)
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exomiR-r6l Rani és mtsai (2017) kimutattak, hogy exoszémalis gyakorisaguk pozitiv
korrelaciot mutat az életkorral és koztudott, hogy a fent ismertetett daganatos megbetegedések
elsésorban idésebb korban jelentkeznek (117). Ugy tiinik, hogy mind a 0,5 éves mind az
¢lethosszig tarto testmozgas képes csokkenteni az életkorral és a daganatos megbetegedésekkel
Osszefiiggd exomiR-ek abundanciajat. Azonban a testmozgas altal regulalt exomiR-ek
daganatos megbetegedések szabalyozasaban valo szerepének kutatasa még meglehetésen korali
fazisban tart, ezért intenziv eréfeszitésekre van sziikség ezen a tudomanyteriileten.

Az azonositott exomiR-ek mas kronikus betegséggel valdo Osszefliiggését is
megfigyeltiik. Eredményeink alapjan a rendszeres testmozgas ellentétes iranyba valtoztatta a
miR-15a és a miR-142 expressziojanak szintjét, mint az a cukorbetegeknél és neurodegenerativ
betegeknél detektalhatd volt. Ez szintén alatdmasztja, hogy a rendszeres testmozgas (akar
rovid, akar hossz tavi) csokkenti szamos kronikus betegség  kialakulasi kockazatat
(135)(136).

Osszességében, a rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy a
tanulmanyban azonositott, exoszémakban szallitodd miRNS-ek leginkabb a daganatmegel6zési
mechanizmusokban, féleg a tumorszuppresszioban (miR-223-3p; miR-451a; miR-15a/b-5p;
legyen -7a/7g-5p) (137; 138), 6regedési folyamatok késleltetésében (MiR-223-3p; miR-45143;
miR-15a/b-5p; miR-23a-3p) (139; 140), apoptozis indukalasaban (MiR-150-5p; miR-15a/b-5p;
miR-130a-3p)(141)(142) és a gyulladasos folyamatok csokkentésében vesznek részt (miR-
199a/b-3p; miR-142-3p) (143). Mind a mai napig azonban nem léteznek olyan kisérletek,
amelyek bemutatnak, hogy a testmozgasbol szarmazo exomiR-k miként elézik meg és/vagy
késleltetik a kronikus betegségek kialakulasat. Tehat, a szérumbol szarmazoé exomiR-ek, fizikai
eronlét vagy a kronikus betegségek potencidlis biomarkereként vald felhaszndladsan tul,
munkank azt sugallja, hogy kulcsszerepet jatszhatnak az alapveté biologiai utvonalak
szabalyozasaban is. Ezen kiviil ez a tanulmany fontos kiindulopontja lehet a rendszeres
testmozgassal O0sszefiiggé exomiR-ek globalis mintazatanak leirasahoz, valamint az altaluk

szabalyozott jelatviteli itvonalak mélyebb megértéséhez.
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4.5. KONKLUZIO II.

Mind a rovid (0,5 év), mind a hosszu tava (25 év feletti) rendszeres testmozgas
jelentésen megvaltoztatja az egészséges egyének szérum exoszomalis MIRNS-profiljat,
potencialisan csOkkentve szamos daganatos, anyagcsere- ¢és neurodegenerativ betegség
kockazatat. Amplifikaciomentes Nanostring platform és a bioinformatikai elemzés
exoszomakban szallitodd miRNS-t, melyek rendszeres testmozgas hatasara a kronikus
betegségekkel inverz regulaciot mutatnak. Fizioldgiai relevancidjukat a miRNS-ek altal
szabalyozott, nagyszamu jelatviteli utvonal is alatdmasztja. A jovOben célunk az azonositott
exomiR-ek pontos hatasmechanizmusanak meghatarozasa az egyes kronikus betegségekkel

Osszefiliggésben.
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5. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.

10.

11.

A 6 honapos CT tobb egészségligyi ¢és fizikai teljesitménnyel Osszefliggd paraméter
javulasat eredményezte, fiatal egészséges korabban mozgasszegény életmodot ¢16
egyéneknél.

A pozitiv iranyt csoportvalaszok mellett jelentés egyéni kiillonbségeket is Kimutattunk,
ezért minden egyes vizsgalati valtozo esetén kiilon-kiilon megnéztik a CT-re adott
valaszreakciokat.

Ellentétben a korabbi tanulmanyokkal, melyek a HiR ¢és LR jelenséget egyetlen
elsddleges valtozora értékelték és csoportositottak, mi minden egyes vizsgalati valtozo
esetén kiilon-kiilon megnéztik a CT-re adott valaszreakciokat. Eredményeink
alatamasztjak, hogy bar elkiilonithetk HiR és LR személyek, de ez a besorolas minden
paraméter esetén eltéro.

Els6ként vizsgaltuk a gliikoz, kortizol, CRP, limfocitaszdm és hTREC paraméterek
rendszeres testmozgas okozta egyéni kiillonbségeit.

ANN analizis segitségével sikeriilt azonositani harom mastermind paramétert
(szedentalis zonaban eltoltott id6 mennyisége, inzulin és hTREC), amik fontos
meghatarozo6i lehetnek annak, ki milyen mértékben reagalt a rendszeres testmozgasra.
Kimutattuk, hogy az a személy, aki egy vizsgalt valtozoban HiR nem feltétleniil lesz
HiR egyéb vizsgalt valtozo esetén.

Szamos egészséggel asszocidlhatd paraméter esetén megfigyelhettiik, hogy az 1d6
elérehaladtaval csokkent az adverz reakciokat mutatd személyek szama.

Tudomasunk szerint elséként vizsgaltuk meg a rovidtava (0,5 év) és a hosszutava
(legalabb 25 ¢év) rendszeres testmozgas hatasat a keringd exomiR profilra,
amplifikaciomentes Nanostring platform segitségével.

Osszesen 12 exomiR-t detektaltunk, melyek mindkét aktiv csoportban (0,5 év és 25+
¢év) eltérden (p<0,05) regulalodtak az inaktiv allapothoz képest.

Osszesen 38 szignifikansan megcélzott KEGG jelatviteli Gitvonalat sikeriilt azonositani
¢s a legtobb megcélzott mRNS (148 gén) a ,,pathways in cancer” Utvonalokon
helyezkedett el.

A tanulmanyban azonositott, exoszomakban szallitodo miRNS-ek a rendelkezésre allo
irodalmi adatok alapjan, leginkabb a daganat megel6zési mechanizmusokban vesznek
részt, beleértve a tumorszuppressziot, oregedési folyamatok késleltetését, az apoptdzis

indukalasat és a gyulladasos folyamatok csokkentését.
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6. JOVOBELI TERVEK

A rendszeres PA altalanos, minden szervrendszerre kiterjedd pozitiv hatasait nagyon
régodta ismerik. A testmozgas bioldgidja 0sszetett, nagyon valtozo, és szamtalan adaptiv reakciot
foglal magaba (144). Tekintettel az edzés soran fellépd valtozasok sokasagira az egyes
szervekben, a jovobeli vizsgalatoknak integralniuk kell a szovetspecifikus valaszokat. A végs6
cél az lenne, hogy megértsiik, hogyan vezetnek ezek a rendszerszintii, szévetspecifikus, edzés
altal kivaltott valtozadsok az egész test szintjén mérhetd fizioldgiai eredményekhez. Bar
nyilvanval6, hogy sokféle edzésforma létezik, ezt a tényt gyakran figyelmen kiviil hagyjak az
egyes vizsgalatok, amikor az edzésvalaszokat szabalyozd, molekularis mechanizmusokat
probaljak azonositani. Az erd és az alloképesség javitdsa egyarant fontos a lakossag szdmara is
az altalanos egészségi allapot maximalizalasa érdekében. Célunk volt ezért megvizsgalni, hogy
3 és 6 honapos, személyre szabott CT milyen hatast gyakorol, fiatal, egészséges, de fizikailag
inaktiv személyek sportélettani, metabolikus, valamint immunoldgiai paramétereire.
Kutatdcsoportunk és masok is jelentds heterogenitast dokumentaltak az edzésre adott egyéni
reakciokban (90; 91). Mivel irodalmi adatok szerint a genetikai tényezOk a valasz
heterogenitasanak ~30-50%-aért felelések (62), arra utal, hogy mas fizioldgiai tényezok is
szerepet jatszanak a PA-ra adott diverz valaszokban. A fiatalok ¢és serdiilok korében eléforduld
megbetegedések novekvO ardnya miatt azonban egyre siirgetObb megérteni az egyes
megeldzési stratégidk hatdsat, kiilondsen azoknal, akik jol reagalnak (HiR) egy adott
edzésprogramra. ANN analizis segitségével azonositottunk harom potencialis mastermind
paramétert (szedentalis zonaban eltoltott id6 mennyisége, inzulin és hTREC), amik fontos
meghatarozoi lehettek annak, hogy ki milyen mértékben reagél a rendszeres testmozgasra. A
jovében azonban fontos lenne a harom paraméternek a hozzéjarulasanak mélyebb megértése.

Szintén intenziv kutatasok folynak a vazizom altal a keringésbe bocsatott faktorok
pontos természetének megfejtése céljabol (145). A szekretalt faktorok azonositasa
elémozdithatja a biofarmakologiai terapiak fejlesztését meghatarozott betegségcsoportokban.
A szervek kozotti kommunikacié az exoszomakba csomagolt miRNS-ek felszabadulasaval is
elérhetd (145). Tudomasunk szerint kutatocsoportunk elsdként vizsgalta meg a rovidtavua (0,5
€v) és a hosszutavu (legalabb 25 év) rendszeres testmozgas hatasat a keringd exomiR profilra.
Osszesen 12 exomiR-t sikeriilt detektalni, melyek mindkét aktiv csoportban (0,5 év és 25+ év)
eltéréen (p<0,05) valtoztak az inaktiv allapothoz képest. Annak érdekében, hogy jobban
megértsiik, vajon hogyan jarulhat hozza a 12 azonositott exomiR a testmozgas egészségligyi
elényeihez, pathway analizist is végeztiink. Osszesen 38 szignifikdnsan megcélzott KEGG

jelatviteli utvonalat sikeriilt azonositani €s a legtobb mRNS (148 gén) a ,,pathways in cancer”
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utvonalokon helyezkedett el. A PA 4altal kivaltott miRNS expresszid természetének
azonositdsara iranyuld jovobeni vizsgéalatok feltdrhatjdk a szoveti kommunikacido uj
mechanizmusait. Tekintettel az edzésprogramokban résztvevd egyének kiilonbozo
paramétereinek eltérd javuldsara, az exomiR-ek prognosztikai markerként lehetdséget
kinalhatnak az edzésprogramok egyéni testreszabasara is. Mara nyilvanvalova valt, hogy t6bb,
gyakran redundans szerepkorrel rendelkezd utvonal koordindlja az edzésadaptacids valaszokat.
Ezért eléfordulhat, hogy a konkrét molekuldris célpontra Gsszpontosité vizsgalatok nem
elegendéek a dinamikus edzésvalasz Osszetett természetének teljes megfejtéséhez. Igy a
jovobeli kutatasok fokuszpontjat a biologiai itvonalak megértésére kell helyezni, valamint arra,

hogyan lehet ezeket 6sszefiiggésbe hozni az eltéré edzésvalaszokkal.
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Studies support that regular physical activity (PA) decelerates senescence-related
decline of physiological and molecular parameters in the elderly. We have addressed the
other end of this spectrum: healthy and young, inactive individuals participated in a 6-
month long personal trainer-guided lifestyle program. We have measured physiological
and molecular parameters (differentiating high- and low responders) and their correlation
with PA (sedentary status). Cluster analysis helped to distinguish individuals with high-
or low PA and differentiate high- and low-responders of each parameter. The assessed
cardiovascular parameters (heart rate, blood pressure, 6-min walking distance, relative
VOomax), body composition parameters (body fat and muscle mass percentage)
metabolic parameters (glucose, insulin, HDL, LDL), immune parameters (cortisol, CRP,
lymphocyte counts, hTREC) all showed improvement. Artificial neural network analysis
(ANN) showed correlation efficiencies of physiological and molecular parameters using
a concept-free approach. ANN analysis appointed PA as the mastermind of molecular
level changes. Besides sedentary status, insulin and hTREC showed significant
segregation. Biostatistics evaluation also supported the schism of participants for their
sedentary status, insulin concentration and hTREC copy number. In the future ANN and
biostatistics, may predict individual responses to regular exercise. Our program reveals
that high responder individuals of certain parameters may be low responders of others.
Our data show that moderate regular PA is essential to counteract senescence in young
and healthy individuals, despite individual differences in responsiveness. Such PA may
not seem important in the everyday life of young and healthy adults, but shall become
the base for healthy aging.

Keywords: aging, physical activity, responsiveness, prediction, prevention
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INTRODUCTION

Statistics show that regular physical activity (PA) helps
preventing the development of several chronic diseases including
cardiovascular events, malignancies (Beaudry et al, 2018),
neurodegenerative conditions (Ahlskog, 2018), diabetes (Yanai
et al., 2018) and osteoporosis (Senderovich and Kosmopoulos,
2018). Regular exercise also ameliorates their course and
outcome, and physicians often recommend a lifestyle change as
adjuvant therapy (Dieli-Conwright et al., 2018). Several studies
focus on anthropometric, physiological or molecular parameters
showing the positive effects of regular PA that aid the treatment
of chronic diseases (Beaudry et al., 2018; Yanai et al., 2018).
The beneficial effects of regular exercise were first detected
among professional endurance athletes (Fitzgerald, 1988). Later
the tendency of positive effects was also measured in healthy,
young individuals performing habitual (non-professional) sports
(Caglar et al., 2009).

Positive response to exercise is often generalized in literature
assuming that the group average represents a typical response
for all participants (Bouchard and Rankinen, 2001). However,
recently it has also become clear that the human population
gives diverse responses even for standardized lifestyle programs
(Karavirta et al., 2011). This may be due to differences in
genetic background and environmental conditions (nutritional
status, sleep quality, psychological status etc.). Adherence to
study protocol (compliance) is another significant factor that
may show variations during a lifestyle program (Mann et al.,
2014). Diversity of molecular parameters occurring during
lifestyle studies is still challenging to predict. With these in
mind we have examined the effect of a 6 month-long, personal
trainer-guided lifestyle program in young and healthy, but
previously inactive adults. Daily activity was continuously
recorded (using Actigraph device), standard physiological
parameters were measured, and 6-min walking tests (6MWT)
were performed to validate our program. This was followed
by the evaluation of molecular parameters of metabolism and
immunity (including corticosteroid hormones, lymphocyte
count, and thymus function correlated with lymphocyte
count). Computer-based artificial neural network analysis
(ANN) revealed correlation patterns between physiological and
molecular parameters in a concept-free manner. In addition,
we have also performed biostatistics evaluation of the most
interconnected and deregulated parameters. Our aim was to
differentiate high- and low responders of PA and all the other
recorded physiological and molecular factors. Our goal was to
identify distinct patterns of responsiveness and segregation that
may provide basis for future prediction of molecular level gain.

MATERIALS AND METHODS
Study Participants

The lifestyle program was a university-based trial designed to
promote PA among physically inactive university students. The
trainings were conducted in the Institute of Sport Sciences
and Physical Education. The program was executed from

November to May, it was approved by the ethics committee
of the University of Pécs (ref. no.: 6439/2016). All participants
gave written informed consent before starting the lifestyle
program in accordance with the Declaration of Helsinki. All
measurements involving human subjects and their blood samples
were performed with the consent of the Regional and Local Ethics
Committee of Clinical Center, University or Pécs according to
their guidelines. We recruited 25 participants altogether via
advertisements in social media. The inclusion criteria were: no
regular PA or controlled diet program in the previous 6 months,
no history of disease (metabolic, cardiovascular, hypertension
or major injury). Participants were both males (n = 3) and
females (n = 22), the mean age was 24.95 years (+4.04). At
the end of the program 14 participants (male n = 2 and female
n = 12) completed the 6 month-long lifestyle program fulfilling
the requirements of attending trainings three times a week.

Combined Endurance and
Strength-Training Program

The lifestyle program was created to upscale both endurance
and strength combined into a 60-min exercise session, three
times a week, for 6 months. Each session was divided into four
stages: 10 min warm-up, 30 min strength training, 20 min aerobic
training and 10 min stretching and cool-down. The intensity of
PA was adjusted to the actual fitness level of participants: <65%
HRmax for aerobic exercise and <85% HRmax for strength
training, where HRmax = 220-age (in years). Every other week
training was performed wearing Polar Team system heart rate
(HR) monitors. Participants were asked to keep their usual
diet and normal daily activity level during the 6-month long
lifestyle program.

Measurements

Measurements were conducted before starting the training
program (0 month), after 3- and 6- months. The 3- and 6-
month values were normalized to baseline values and converted
to Z-scores. Body Fat% and Muscle mass% were measured
using Bioimpedance Analyzer (Omron, HBF-516B, Budapest,
Hungary). After 5 min at rest both systolic and diastolic blood
pressures were measured (Omron M10-IT).

Six-Minute Walking Test

Physical fitness was assessed by using a 6MWTT, slightly different
from the original protocol of Enright (2003). VO,max (L/min)
was calculated as described by Laskin et al. (2007) and converted
to relative VO;max (ml/kg/min).

Actigraph

Actigraph GT3X+ (Actigraph, Pensacola, FL, United States) is
a tri-axial accelerometer-based method of monitoring activity
(John and Freedson, 2012). Actigraph recorded movements in
60-s intervals. Participants were instructed to wear Actigraph
continuously day and night for seven consecutive days at study
entry, after 3- and 6-months of the program. Due to a limited
number of Actigraphs, raw data collection was not performed on
the exact same days for all participants, although all recordings
were within the appropriate 1-week time period. Data were
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excluded from the analysis, if the participants did not wear
the device for seven consecutive days. Actigraph recordings
were analyzed using ActiLife 6.10 software (Actigraph) and cut-
off values were calculated according to previous publications
(Freedson et al., 1998).

Heart Rate Monitoring
R-R interval was registered every 2nd week during exercise
sessions with a Polar Team System (Polar Electro Oy, Kempele,
Finland) following Baynard’s method (Baynard et al., 2004). The
transmitters were worn by the participants in ventral position
under the tip of the xiphoid process in the middle of their chest.
Heart Rate monitoring was accomplished according to
recommendations (Baynard et al., 2004). Briefly, subjects were
first seated for 5 min to obtain resting HR. Then each subject
completed the 30-min resistance exercise followed by the 20-min
aerobic exercise with continuous HR monitoring. Finally, HR
was continuously recorded for another 5 min in seated position
to obtain recovery HR. Results were processed using Polar Pro
Trainer 5, and Kubios HRV software.

Blood Sample Collection and Evaluation

Fasting blood samples were taken in the morning. Subjects were
instructed to restrain from exercise during the day before their
examination. Venous blood samples were collected in suitable
vacutainers, tubes containing potassium ethylenediaminetetra-
acetic acid (K-EDTA) were used for testing cellular blood
parameters. Tubes without additives were used to obtain serum
for C-reactive protein (CRP) and cortisol tests. After blood
collection serum was separated by centrifugation (10 min, room
temperature, 1500 rcf). Blood cell parameters were quantified
in a multi-parameter automatic hematology analyzer Cell-
Dyn 3700 system (Abbott Diagnostics, Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, United States). CRP was measured by
Cardiac C-Reactive Protein (Latex) High Sensitive turbidimetric
immunoassay (Roche Diagnostics) on Cobas 8000 Modular
Analyzer (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany)
following the manufacturer’s instructions. Cortisol was measured
by Cortisol RIA Kit (Beckman Coulter, Cat.: IM1841) on RIA-mat
280 automated analyzer (Stratec Gmbh, Birkenfeld, Germany)
following the manufacturers’ instructions.

Quantification of hTrec Copy Number Using Digital
PCR

Venous blood samples were collected in sodium citrate-
containing tubes (BD Vacutainer Blood Collection Tube).
Genomic DNA was isolated from 200 pl blood sample using
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), allowing for sy TRECs
(also called hTREC) DNA loops to co-isolate with genomic
DNA. Total DNA was quantified using NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, United States). DNA was then diluted to a final
concentration of 2000-3000 copies/pl. Digital PCR reactions
were prepared according to the QuantStudio™ 3D Digital
PCR Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific) recommendation.
The Digital PCR sample mix was added on each chip and
loaded on ProFlex™ 2x Flat PCR System following the
manufacturer’s instructions. Absolute quantification of hTrec

copy number was performed using QuantStudio 3D Digital PCR
System (Thermo Fisher Scientific) then analyzed using Analysis
SuiteCloud Software.

Artificial Neural Network Correlation of Physiological
and Molecular Data

Evaluation of the dataset was carried out by Neurosolutions 6
(Neurodimension Inc.) ANN software of Jordan/Elman type.
As being a highly adaptive system, this kind of network
extends the basic multilayer perceptron model with context
units remembering previous. The network can reveal the hidden
relationship between input and output factors of no obvious
connection. For network training 14 datasets were used (lifestyle
program participants) throughout 10 000 training sessions with
an average mean squared error of 0.003. Software. Significance
was determined using simple ¢-test.

Biostatistics Evaluation of Physiological and
Molecular Data

Euclidean distance matrix was computed based on the acquired
data. To detect any pattern in this dataset hierarchical clustering
with complete agglomeration method was used. For key ANN
parameters (sedentary status, insulin, hTREC) we created
dendrograms based on clustering results. In addition to visualize
data pattern, 3D plots were also employed using NCSS version 12
statistical software.

Statistical Analyses

To analyze data absolute change was used to measure the
difference from baseline since relative change, unlike suggested
in literature (Vickers, 2001) prooved statistically inefficient. Then
data were converted to Z-scores and shown as means £ SD.
Numerous studies have shown that K-means cluster analysis
reveals human responsiveness in an unbiased manner (Bamman
et al., 2007). With the use of K-means cluster analysis (SPSS
version 22 for windows) we have identified two clusters: low
responders (LR) and high responders (HiR). Individuals showing
biological improvement were termed HiR and individuals with
negligible improvement or deterioration were termed LR. After
the identification of the two groups (LR and HiR) these
were tested by One-Way ANOVA using p < 0.05. Power
analysis was also performed for confirmation (please refer to
Supplementary Material S3).

RESULTS

Physiological Parameters

Changes in classical physiological parameters occurring
during a lifestyle program are well characterized (Galani
and Schneider, 2007). Therefore, to validate our program we
confirmed that young and healthy, but previously inactive
individuals enrolled in our 6 month-long program show
the anticipated gains in these physiological parameters.
Figure 1 summarizes changes in such classical physiological
parameters. K-means cluster analysis of absolute scores was
performed for all the recorded parameters to differentiate
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FIGURE 1 | Individual variation of physiological parameters in response to lifestyle program. (A-l) K-means cluster analysis was used to differentiate high- (HR) and
low (LR) responders (n = 14). Bar graph values indicate standardized Z-score values, and standard deviation values. 3- and 6-month values were normalized to
baseline values and converted to Z-scores. *Significant difference between HR and LR (p < 0.05). **Significant difference between HR and LR (p < 0.01).
***Significant difference between HR and LR (p < 0.001). Please refer to Supplementary Material S1 for exact numerical values.

HiR and LR followed by normalization to obtain half time
(0-3 months) and final results (0-6 months). We focused on
cluster analysis results to differentiate HiR and LR individuals.
Exact numerical values of the recorded parameters are listed in
Supplementary Material S1.

Physical Activity

Physical activity of the recruited participants was recorded
and evaluated. By definition inactive individuals spend a
significant amount of time in sedentary status, hence increasing
PA means that these individuals spend less time in sedentary
behavior (Kohl et al, 2012). Z-score values of sedentary
status cluster analysis (Figure 1A) show that at half time
(3 months, left part of Figure 1A) high PA (High PA) and
low PA (Low PA) clusters segregate significantly (p < 0.001).
Please, note that both clusters show increasing activity by
the end of the program (6 months, right part of Figure 1A)

without affecting the significance of cluster segregation
(p < 0.001).

Cardiovascular System

Heart Rate- (Figures 1B,C) and blood pressure values
(Figures 1D,E) were acquired and evaluated as direct
cardiovascular parameters. Based on cluster analysis HiR
and LR clusters segregate for resting- and recovery HR
(Figures 1B,C). Resting HR Z-score remains low for HiR
individuals during the program, but recovery HR Z-score
shows mild increase in comparison of half time and final
values. Meanwhile, the statistical power of segregation
remains unchanged for both resting- (p < 0.01) and
recovery- (p < 0.001) HR Z-score values. Blood pressure
Z-score values obtained by cluster analysis (Figures 1D,E)
also show the anticipated decrease due to regular PA in
HiR individuals. In case of systolic blood pressure, the
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significance of HiR and LR segregation remains unaltered
during the program (p < 0.001) (Figure 1D), while diastolic
blood pressure Z-score values decrease in the significance of
segregation for HiR and LR clusters (mid-term p < 0.001, final
p < 0.01) (Figure 1E).

Physical Performance

The enrolled individuals completed a standard 6MWT at
program entry, half time and exit. Cluster analysis identifies
HiR and LR individuals at half time and program exit as
well (Figure 1F). HiR individuals show improvement in the
6MWT. However, half time values after 3 months appear
to outperform final values at 6 months as Z-score values
decrease with time, even though the statistical power of cluster
segregation increases (p < 0.01 at half time, and p < 0.001
at program exit) (Figure 1F). Since physical performance
correlates with respiratory capacity, relative VO,max was also
recorded and evaluated (Figure 1G). As expected VO,max
increases in HiR individuals due to regular PA. Statistical
analysis shows that HiR and LR individuals strongly segregate
at half time (p < 0.001) showing slight decrease by the end
of the program (p < 0.05). In support VO,max also shows
a moderate decrease with time (Figure 1G), similar to the
6MWT results (Figure 1F) and the recovery HR (Figure 1C)
Z-score values above.

Body Composition

Body-mass index (BMI) is calculated based on body mass and
height. Regular PA is known to restructure body composition
decreasing body fat content and increasing muscle mass
(Said et al, 2017). However, since muscle density exceeds
fat density BMI values can mask subtle changes of body
composition. For this reason body fat percent and muscle
mass percent were measured directly (Figures 1H,I). It is
important to note that participants have not changed their dietary
habits during the program. HiR and LR individuals segregate
significantly according to cluster analysis. As anticipated, regular
PA decreased body fat percent (Figure 1H) in an activity-
proportional manner as HiR individuals lost fat (left part
of Figure 1H), while LR individuals gained fat (right part
of Figure 1H), with unaltered cluster segregation throughout
the program (p < 0.001). Muscle mass percent shows the
opposite tendency, albeit the effect is more profound for HiR
individuals at half time (left part of Figure 1I) than at exit
(right part of Figure 1I) despite unaltered significance of cluster
segregation (p < 0.01).

Molecular Parameters

Changes in classical molecular parameters were also anticipated
to occur during a lifestyle program. This section focuses on
cluster analysis to differentiate high responders (HiR) and low
responders (LR) based on molecular parameters, while the exact
numerical values are listed in Supplementary Material S1.

Glucose and Lipid Metabolism
Regular PA is known to depend on and gradually reshape
energy utilization, both fast-acting glucose and slow-acting lipid

metabolism (Yu et al., 2016). For this reason basic relevant
metabolic parameters have been recorded and evaluated using
cluster analysis. Figures 2A,B show glucose and insulin level
Z-scores value, at half time and program exit. HiR of glucose
metabolism show moderate increase of fasting glucose level,
while their insulin show a moderate decrease of fasting insulin
level at half time and program exit as a steady-state adaptation
to regular PA. Both parameters show significant segregation of
HiR and LR individuals. Please, note that there is decreasing
glucose and increasing insulin Z-score segregation with time
(p < 0001 to p < 0.01 for glucose, and p < 0.01 to
p < 0.001 for insulin, comparing half time and final values,
respectively). As for lipid metabolism, HDL and LDL cluster
analysis results are shown by Figures 2C,D. As expected, regular
PA increases HDL, but decreases LDL values in HiR individuals.
Unlike glucose metabolism above, HiR and LR segregation
does not change during the program (p < 0.01 for HDL and
p < 0.001 for LDL).

Immune System

Regular PA is considered to enhance immune responses
due to chronic low-level stress also known as hormesis
(Pedersen and Hoffman-Goetz, 2000). Since hormesis enhances
stress resistance partly due to increased endogenous steroid-
response, cortisol level was also recorded (Budde et al,
2015). In order to identify HiR and LR individuals in
terms of the immune system, basic parameters including
an acute phase protein (CRP) and lymphocyte counts
were also evaluated. The endocrine system (via e.g.,
cortisol) is known to affect both the metabolic system
(represented above by glucose and insulin levels) and the
immune system (represented here by lymphocyte counts)
(Hackney and Lane, 2015).

Cortisol levels increase following regular exercise in HiR
individuals, and cluster analysis shows marked segregation
of HiR and LR (Figure 3A, p < 0.001) both at half time and
program exit. CRP level Z-score values show the anticipated
decrease in HiR individuals and a marked segregation of
HiR and LR individuals at half time (Figure 3B, p < 0.001)
that unexpectedly diminishes by program exit (at 6 months
p < 0.05). Elevated cortisol levels are known to suppress
specific leukocyte counts e.g., lymphocyte counts (Pedersen
and Hoffman-Goetz, 2000). This is potentially supported by
Figure 3C as lymphocyte counts decrease in HiR individuals.
Cluster analysis shows marked and significant segregation
of HiR and LR at both half time and program exit for
lymphocyte counts (Figure 3C, p < 0.001 at mid-term
and p < 0.01 at program exit). Thymus function (fresh
naive T-cell production) has been reported to improve
with regular moderate physical exercise (Duggal et al,
2018). For this reason we have performed digital qPCR
measurement to evaluate fresh naive T-cell production
via hTREC measurement (Hazenberg et al., 2001). hTREC
is a DNA loop by-product of TcR (T-cell receptor) gene
rearrangement produced during thymocyte maturation in
the thymus. hTREC co-isolates with genomic DNA during
isolation. Its level is proportional with thymus function:
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T-cell production. As anticipated, Z-scores in HiR individuals
increased due to PA by half time (p < 0.01) that lessened by
program exit (p < 0.001). Our data support that moderate
regular exercise enhances thymus function (fresh naive
T-cell production).

Correlation of Physiological and

Molecular Parameters Using ANN

Our lifestyle program yielded a substantial dataset including
physiological and molecular parameters. Concept-free
ANN analysis was used to find specific correlation patterns
among these parameters in a pairwise manner. Figure 4
shows pairwise correlation efficiency values visualized
with a heat map. Physiological and molecular parameters
with strong correlation efficiency received high marks
(shown by red color), while weak correlation efficiencies
received low marks (shown by green color). According
to ANN analysis a physiological parameter (activity or
sedentary status), a molecular metabolic parameter (insulin
concentration) and a molecular immunological parameter
(hTREC copy number) showed the strongest correlation with
the rest of the recorded parameters appointing them as the

most influential mastermind hubs of the current lifestyle
program (Figure 4).

Evaluation of Physiological and
Molecular Parameters Using

Biostatistics

Artificial neural network analysis above appointed sedentary
status, insulin and hTREC as the most influential, and deregulated
parameters. We applied further analysis for these parameters
in order to examine the segregation of participants. We have
created a concept-free hierarchical clustering with complete
agglomeration. Figure 5 shows the dendrogram representation of
participants for sedentary status (Figure 5A), insulin (Figure 5B),
and hTREC (Figure 5C). Please, note that all three parameters
show an early bifurcation indicating the segregation of low-
and high-responders as suggested by K-means statistics. We
also show 3D plots for enhanced visualization of sedentary
status (Figure 5D), insulin concentration (Figure 5E) and
hTREC copy number (Figure 5F) segregation. Please, note the
separation of low- and high responder individuals represented
by white spheres and gray triangles (view of angle was selected
to aid the visualization of separation). X-axis shows baseline
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FIGURE 3 | Individual variation of immunological parameters in response to lifestyle program. (A-D) K-means cluster analysis was used to differentiate high- (HR)
and low (LR) responders (n = 14). Bar graph values indicate standardized Z-score values, and standard deviation values. 3- and 6-month values were normalized to
baseline values and converted to Z-scores. *Significant difference between HR and LR (p < 0.05). **Significant difference between HR and LR (p < 0.01).
***Significant difference between HR and LR (o < 0.001). Please refer to Supplementary Material S1 for exact numerical values.
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(0 month), Y-axis shows half time (3 months), and Z-axis
shows program exit (6 months) values. 2D plots are available
for all the assessed physiological and molecular parameters in
Supplementary Material S2.

DISCUSSION
Physiological System

Physical activity proves to be the major physiological driving
force that shows intimate connection with key metabolic (e.g.,
insulin concentration) and immune (e.g., hTREC copy number)
parameters as confirmed by ANN analysis (Figure 4). This
is in harmony with our working hypothesis suggesting that
our lifestyle program achieves molecular level improvement
through PA. The degree of PA significantly depends on personal
compliance of the participants. Several lifestyle studies report
amelioration after 3 months, as also observed in our program
(Weston etal., 2014). However, long-term follow-up is advised, as
changes in lifestyle are only effective if pursued over an extended
period of time. If the major driving force (PA) weakens over
time, this may also be reflected by target parameters. In harmony,
although 6MWT results showed obvious and significant gain
at half time, it diminished by program exit (Figure 1F). In

support, recovery HR decent (Figure 1C) decelerates, VO, max
gain diminishes (Figure 1G) and muscle mass percent gain fades
(Figure 1T) at program exit.

Metabolic System
Cortisol, a family member of corticosteroids, is also
acknowledged as a hormone of adaptation that aids

acclimatization to chronic low level physical stress triggered
by regular exercise also called hormesis (Hackney and Lane,
2015). Cortisol levels showed significant increase by half time
that remained sustained during the program in support of
aerobic fitness improvement and the overall adaptation process
(Figure 3A). Regular physical exercise provokes a tight glucose
control, but not necessarily a lowered fasting glucose level.
Along with elevated cortisol level this resulted in an indicative
(not significant) increase of fasting blood glucose level, most
noticeable in HiR individuals by program exit (Figure 2A).
As expected based on glucose physiology, fasting insulin levels
showed an anti-parallel, indicative decrease (Figure 2B). Regular
physical exercise is also known to up-regulate the level of
HDL cholesterol. Please, note the indicative changes of HDL
level (Figure 2C) that show alignment with the extent of PA
(Figure 1A). The recorded anti-parallel changes of HDL and
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FIGURE 4 | Artificial neural network (ANN) analysis of physiological and molecular parameters in response to lifestyle program. Heat map shows pairwise correlation
efficiencies of physiological and molecular parameters (n = 14). Red color shows high correlation, green color indicates low correlation efficiency between
parameters. Significance level of pairwise sensitivity correlation is shown by asterisks (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0. 0001). Significance was
determined using simple t-test. Mean squared error in last column indicates model accuracy.
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FIGURE 5 | Biostatistics evaluation of physiological and molecular parameters in response to lifestyle program. (A-C) Dendrogram representation shows
segregation of participants (n = 14) for sedentary status, insulin and hTREC. Please note that all three parameters show an early bifurcation indicating segregation
into HR and LR individuals. (D-F) 3D plots allow for enhanced visualization of sedentary, insulin and hTREC parameter segregation. Please note the separation of HR
and LR individuals (n = 14) represented by white spheres and gray triangles (view of angle was selected to aid the visualization of separation). X-axis shows baseline
(0 month), Y-axis shows mid-term (3 months) and Z-axis shows program exit (6 months) values.
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LDL cholesterol levels are in harmony with literature data
(Hagner-Derengowska et al., 2015).

Immune System

Corticosteroids are potent anti-inflammatory agents (Pedersen
and Hoffman-Goetz, 2000; Hackney and Lane, 2015). In our
study CRP levels decrease during the program in response
to increasing cortisol levels supporting the immune-biology
relevance of enhanced cortisol production in the current lifestyle
program setting (Figure 3B), although the effect is temporary

as CRP decrease diminishes in HiR individuals by program
exit. Cortisol is also known to suppress multiple pathways of
cell activation in several leukocyte subtypes (Hackney and Lane,
2015), a direct target group being the lymphocyte population
(Pedersen and Hoffman-Goetz, 2000). In harmony with cortisol
level changes lymphocyte counts showed significant decrease in
HiR vs. LR individuals (Figure 3C). T-cells developing in the
thymus (termed thymocytes) are especially sensitive to cortisol
and readily undergo apoptosis (Sajdel-Sulkowska et al., 1978).
However, thymus function (naive T-cell production) has been
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reported to show improvement in response to moderate regular
exercise (Duggal et al.,, 2018). In order to detect the net effect
of cortisol (suppressing T-cell production) and regular exercise
(improving T-cell production) we have measured the quantity of
a T-cell production by-product (WTREC or human T-cell receptor
excision circle) in peripheral blood lymphocytes. As anticipated,
hTREC values showed significant increase by half time of the
program, emphasizing the net immunological gain achieved by
regular moderate exercise (Figure 3D).

Personal Responsiveness

It has been reported that personal responsiveness relies on
multiple factors, including genetics and environmental factors
(physical and mental stress, sleep quality, dietary habits etc.)
(Mann et al, 2014). Fixed training programs not aligned
with personal requirements yield significant standard deviation,
whereas personalized training sessions provide more coherent
results (Mann et al., 2014). For this reason subjects enrolled in the
current program performed moderate, regular exercise under the
guidance of a personal trainer. Despite all possible precautions
participating individuals segregate into high-responder (HiR)
and low-responder (LR) individuals for all the assessed
parameters. Of extreme importance HiR individuals of a
particular parameter may prove to be LR individuals of another
parameter. The phenomenon is easily observed by comparing the
biostatistics dendrograms of our key ANN parameters (sedentary
status, insulin, hTREC) as shown by Figures 5A-C. Please, note
individual responsiveness patterns showing significant person-
to-person variation. Our results highlight the diversity of human
healthy young population in terms of responsiveness observed
during combined endurance and strength-training program.
A responsiveness table (please refer to Supplementary Material
S4) provides further detail for all the assessed parameters in every
participant, separately.

CONCLUSION

Our observations provide novel information on individual
differences in response to combined endurance and resistance
training (Hautala et al., 2006). Previous studies mainly focused
on individual response patterns of endurance training alone
(Scharhag-Rosenberger et al., 2012; Mann et al., 2014). In most
studies the frequency and intensity of training sessions was
pre-determined and did not allow positive adaptive changes
for the individuals and to fully recover from each session
(Bouchard and Rankinen, 2001; Vollaard et al., 2009; Scharhag-
Rosenberger et al, 2012). In contrast to such fixed training
sessions in our study participants performed moderate, regular
exercise individually adjusted to HR monitoring results during
the 6 months under the guidance of a personal trainer. Such
personalization suits individual needs and abilities, and improves
the coherence of results. Our study showed considerable variation
in training adaptation for parameters like relVO2max, blood
pressure, glucose, insulin, HDL, LDL, and cortisol, all in healthy
and young, previously inactive individuals. More importantly,
similarly to other studies, our data confirm that high responders
for one parameter are not necessarily high responders for

others (Vollaard et al., 2009; Mann et al., 2014). Apparently,
the more parameters are assessed, the more individual health-
improvement patterns are revealed. Such individual patterns
of thymic naive T cells production (through hTrec) are of
considerable interest, since immune-senescence is a major
trigger of senior frailty causing elevated incidence of infection,
cancer and autoimmunity. To our knowledge in the present
study we have shown for the first time the correlation of
hTrec and regular PA.

A frequent misconception is to generalize data and present
mean response alone, however, individual responses typically
show remarkable variation, including segregation of high and
low responders for each and every parameter. Using concept-free
techniques, performing ANN analysis and biostatistics evaluation
we have identified numerous molecular changes triggered by
regular PA, and show evidence for individual responsiveness at
molecular level. Our study proposes that ANN analysis combined
with Dbiostatistics evaluation - especially hierarchical cluster
analysis — will help in the future to predict individual molecular
responsiveness, however, more participants and further studies
are required for proof-of-concept.
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Exercise initiates systemic adaptation to promote health and prevent various lifestyle-
related chronic diseases. Emerging evidence suggests that circulating exosomes
mediate some of the beneficial effects of exercise via the transfer of microRNAs between
tissues. Yet to date, a comprehensive profile of the exosomal miRNA (exomiR) content
released following short-term (0.5 year in this study) and long-term (25 + years in
this study) regular bouts of exercise is still lacking. However, a better understanding
of these miIRNA species would assist in clarifying the role of regular exercise at the
molecular level in the prevention of chronic diseases. In the present pilot studies we
analyzed serum exomiR expression in healthy young, sedentary participants (n = 14;
age: 23 + 2 years) at baseline and following a half year-long moderate-intensity regular
exercise training. We also analyzed serum exomiR expression in older, healthy trained
participants (seniors, n = 11; age: 62 + 6 years) who engaged in endurance activities
for at least 25 years. Following the isolation and enrichment of serum exosomes
using Total Exosome Isolation Reagent (TEI) their exomiR levels were determined using
the ampilification-free Nanostring platform. Hierarchical cluster analysis revealed that
the majority of exomiRs overlap for short-term (0.5 year in this study) and long-term
(25 + years in this study) regular bouts of exercise. The top 12 significantly altered
exomiRs (let-7a-5p; let-7g-5p; MiR-130a-3p; MiR-142-3p; miR-150-5p; MiR-15a-5p;
miR-15b-5p; mMiR-199a-3p; miR-199b-3p; MiR-223-3p; miR-23a-3p, and miR-451a-
3p) were used for further evaluation. According to KEGG pathway analysis a large
portion of the exomiRs target chronic diseases including cancer, neurodegenerative and
metabolic diseases, and viral infections. Our results provide evidence that exosomal
miRNA modulation is the molecular mechanism through which regular exercise prevents
various chronic diseases. The possibility of using such exomiRs to target diseases is
of great interest. While further validation is needed, our comprehensive exomiR study
presents, for the first time, the disease-preventive molecular pattern of both short and
long-term regular exercise.

Keywords: regular exercise, exosome, miRNA, chronic disease, prevention
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INTRODUCTION

Regular exercise has been known as a major intervention tool
not only to attenuate the risk of a multitude of disorders
from metabolic disease and neurodegenerative disorders to
cancer, but also to delay the occurrence of numerous age-
related diseases (Brahmer et al., 2019). While most molecular
mechanisms mediating the long-term beneficial effects of exercise
remain unexplored, growing evidence suggests the involvement
of tissue crosstalk via the release of exosomes following exercise
(Frithbeis et al., 2015; Estébanez et al., 2021). Exosomes are
small extracellular vesicles (SEVs) (30-150 nm) that are secreted
by fusion of multivesicular bodies to the plasma membrane
(Brennan et al., 2020). These vesicles transport a large variety
of cargo molecules including miRNAs, DNA and proteins
that may be taken up by distant cell types and alter the
phenotype of these recipients (Kowal et al., 2014). Since miRNA
species are well recognized for playing important roles in
many physiological and pathological processes, they could also
be involved in exercise-related benefits of disease prevention.
Deciphering the contribution of miRNAs present in exercise-
derived exosomes and their downstream targets is crucial for the
better comprehension of how preventive lifestyle actually acts
at the molecular level. According to a study, the expression of
certain circulating miRNA species increases with age in plasma
microvesicles (Rani et al., 2017). Of notable example, hsa-miR-
223-3p, hsa-miR-23a-3p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-
miR-15a-5p, and has-miR-142-3p show positive correlation with
age and the development of specific chronic diseases (Rani
et al., 2017). Recently it has been shown that healthy aging
is also reflected by the profile of circulating exosomes, and
exercise—induced beneficial effects may be related with the
modulation of these exosomes (Bertoldi et al., 2018). There
are reports indicating the changes of various miRNA species
in exosomes following an acute of exercise (Dsouza et al.,
2018; Yin et al, 2019), however only a small number of
studies examine exosomes in response to long-term training
(Nederveen et al,, 2021). Of note, in a mammalian study the
levels of miR—19b, miR—148a, miR—150, miR—221, miR—361,
and miR—486 were up-regulated during the first month of
exercise, but returned to baseline by completion of a 4—month
study period (Muroya et al., 2015). Regarding long-term human
experiments, a significant increase in exosome release was shown
after a single bout of flywheel exercise (Annibalini et al., 2019),
whereas no change was found after a full year of rowing training
(Hou et al., 2019). These conflicting results could potentially
be attributed to the adaptation process that occurs with time.
Additional research is crucial with various training modalities
and durations to further understand the role of exosomes and
their miRNA content in the prevention of chronic diseases
induced by long-term exercise. In the present study first we
investigated the effect of a 0.5 year-long, moderate intensity,
personal trainer-supervised, concurrent resistance and aerobic
training program on the overall circulating exomiRs expression
profile of healthy, young, previously sedentary individuals. We
also assessed whether exomiRs differentially expressed after a 0.5
year regular exercise in young adults were similarly present in

healthy senior trained participants who have engaged in regular
exercise activities for at least 25 years. The effect of short- and
long-term regular exercise on the miRNA profile was determined
by comparing baseline vs. 0.5 year, and baseline vs. 25 + years
miRNA levels. As anticipated we found that the levels of the
exomiRs are fairly consistent in comparison of the 0.5 year (short-
term adaptation) and the 25 + years (long-term adaptation) active
groups. Twelve exomiRs showed overlap for both study periods
(baseline vs. 0.5 year and baseline vs. 25 + years). Of note, all of
them were significantly down-regulated. Bioinformatics analysis
was used to evaluate the interplay between biological signaling
pathways offering insight into mechanisms linking exercise and
chronic disease prevention. Our results prove that full miRNome
analysis might be a useful tool to identify exomiRs acting on
particular pathways that prevent the development of specific
chronic diseases.

MATERIALS AND METHODS

Participants and Applied Training

Protocol

Healthy young, sedentary (n = 14; age: 23 = 2 years) and senior
trained (n = 11; age: 62 £ 6 years) individuals were recruited.
Participants were in good general health, defined as having
no chronic diseases (e.g., metabolic disorders, cardiovascular
disease, cancer, etc.). Main characteristics of the subjects are
summarized in Table 1 (see Supplementary Material for
further details). Healthy, young sedentary individuals completed
moderate-intensity, concurrent resistance and aerobic exercises
regular exercise training three times a week for half a year
(Garai et al,, 2019). Our exercise bouts consisted of four parts:
warm-up, resistance training, aerobic exercises and cool-down
with stretching. The heart rate of the participants was measured
continuously during exercise with a heart rate monitor (Polar
Team System, Polar Electro, Finland). Age-predicted maximum
heart rates were estimated with the following calculation: 220—
age (years). Every trainings began with standardized, active
warm-up protocol applying mobility and stability exercises,
gymnastic exercises and moderate stretching. After warming-up
resistance training was performed. During this part the heart
rate of the subjects was allowed to reach 85% of individual heart
rate maximum. Aerobic exercises included walking and jogging,
if the subject’s heart rate was lower than 65% of the individual
heart rate maximum. The cool-down protocol included 2 min of
slow walking and 8 min of static stretching exercises of all major
muscle groups. Participants were asked to keep their diet and
daily activity level unchanged during the 6 month-long lifestyle
program. Training diary was prepared during the 6 months and
compliance was calculated accordingly.

Senior trained subjects were engaged in regular exercise
activities for at least 25 years. The exercise behavior of senior
participants was assessed with the use of a general lifestyle
questionnaire as well as with the International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ) (Craig et al., 2003). We obtained
information on smoking-, alcohol consumption status and
physical activity (frequency, type, duration). Senior trained
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participants also performed both types of exercise (endurance
and resistance training), including running, swimming,
weightlifting, cycling, skating, adrenaline sports, walking,
hiking and spinning. Over half (54%) of the senior participants
performed physical activity on a daily basis, while the rest
performed physical activity at least twice a week. For details
please check the Supplementary Material Section. Each
participant gave written informed consent before completing
any data collection. The study was conducted according to the
Declaration of Helsinki principles and approved by the Regional
and Local Ethics Committee of Clinical Center, University of
Pecs (ref. no.: 6439/2016 and 7755/2019).

Collection and Preparation of Human
Serum Samples

Human blood samples were collected around 7:00 a.m. after a
12 h fasting in blood collection tubes (BD Vacutainer, SST: BD
SST Tubes with Silica Clot Activator and Polymer Gel, Franklin
Lakes, NJ, United States) at two time-points: at baseline and after
the 0.5 year long training program from the young individuals
and at one time-point from seniors. Participants were asked to
avoid excessive exercise the day before each testing condition.
Blood samples were clotted for approximately 30 min at room
temperature. Samples were then centrifuged at 1,500 g for 10 min
at room temperature. Serum samples were stored at —80°C until
further analysis. The same procedure was carried out with the
samples of seniors.

Exosome Isolation

In order for their samples to be processed participants had to
show min. 85% compliance with regular exercise mandated by
the program. Before exosome isolation, equal volumes of serum
(100 1 each) from 14 healthy young participants and 11 seniors
were pooled, separately (Figure 1). Prior to pooling we have
carefully evaluated the participants for potential outliers based on
the assessment of physiological and blood parameters. Only those
participants’ samples were pooled who constituted a homogenous
population for the evaluated physiological and blood parameters
(baseline, 0.5 year, 25 + years). Then, exosomes were isolated

from the three pooled serum samples (baseline; n = 1, 0.5
year; n = 1 and 25 + years; n = 1 pooled samples) using TEI
(from serum) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, United States) following the manufacturer’s protocol. TEI
reagents contain volume-excluding polymers (e.g., polyethylene
glycol, dextrans, or polyvinyls). According to Andreu et al. (2016)
and Banfai et al. (2019), the use of precipitation reagents provide
good reproducibility and are suitable for an easy and cost-
efficient enrichment of serum exosomes for miRNA analyses.
As a result TEI was chosen for studying exosomal miRNA
content in our study.

NTA Measurement With Nanosight

NS300

NTA Protocol

Exosome-enriched preparations were measured and quantified
using Nanosight NS300 instrument (Malvern Panalytical Ltd.,
Malvern, United Kingdom). The camera level for each sample
was manually adjusted to achieve optimal visualization of
particles following the manufacturer’s instructions. Samples
were injected with a syringe pump (infuse = 50). Detection
threshold was set for maximum sensitivity with a minimum of
background noise. All measurements were performed in five
replicates for each sample, collecting 60-s videos. Following
capture, the videos were analyzed by the in-built NTA v3.2
software (Gardiner et al., 2013).

Particle Size and Concentration Analysis

The samples of 3 individuals were randomly chosen from each
group (baseline, n = 3; 0.5 year, n = 3; and 25 + years, n = 3). All
samples were diluted in PBS. Ideal measurement concentrations
were achieved by pre-testing the ideal particle per frame value
(40-100 particles/frame).

Single EV Direct Inmunolabeling and NTA Evaluation
The following monoclonal antibodies were used for immune-
labeling:  anti-human-CD63-FITC  (MEM-259) (Thermo
Fisher Scientific) anti-human-CD81-PE/Cy7 (TAPA-1) (Sony
Biotechnology). Particle concentrations were established
for unlabeled EV sample prior to immune-labeling. The

TABLE 1 | Subject characteristics.

Baseline 0.5 years P 25 + years
Age (years) 23+ 2 235+ 2 62+ 6
BMI 21.64 £ 1.57 21.46 + 1.44 0.382 27.92 £2.95
Body weight (kg) 60.39 + 5.42 59.55 £ 5.74 0.166 75.16 +£7.18
Body fat percentage (%) 31.79 £ 3.39 31.49 + 3.47 0.61 21.23 + 6.03
VO, max (ml/kg/min) 36.41 + 6.67 39.81 + 6.20% 0.047 32.9 + 6.99
LDL (mmol/L) 2.35+0.9 2.44 +0.83 0.481 3.63+1.19
HDL (mmol/L) 1.81 £0.55 213+ 0.61% 0.002 1.68 +0.53
Glucose (mmol/L) 4.94 +0.39 4.63 £ 0.31 % * <0.001 5.67 +£0.45
Systolic BP (Hgmm) 114.5 £ 14.18 108.07 £ 8.69 0.55 131.2 £ 19.42
Diastolic BP (Hgmm) 76.07 £ 9.19 72.93 +7.92 0.223 87.00 + 9.25

Values are expressed as mean + SD. Paired t-test (*p < 0.05; *p < 0.001); p-values were calculated for baseline vs. 0.5 year as applicable; VO, max, maximal oxygen
uptake (cardiorespiratory fitness); LDL, Low Density Lipoprotein;, HDL, High Density Lipoprotein; BF, Blood Pressure.
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FIGURE 1 | Workflow. Flowchart representing the entire workflow.
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concentration of the exosome stock solution was 3.17 x 10%0
particles/ml (based on NTA). Sample aliquots were prepared to
ensure equal dilution effects for each arm of the experiment.
Varying concentration anti-CD63 and anti-CD81 antibodies was
added to the 50 pl exosome stock solution to yield a volume of
100 pl and to determine an optimized antibody to exosome ratio
for single-vesicle labeling. The samples (anti-CD63 labeled; n = 1
and anti-CD81 labeled; n = 1) were incubated in the dark for
1 h at room temperature. In order to minimize photobleaching
during fluorescence mode (FM), all immune-labeled samples
were evaluated first in FM, followed immediately by evaluation
in light scatter mode (LSM). Then, the FM/LSM percentage was
calculated (Thane et al., 2019).

Transmission Electron Microscopy (TEM)
Exosomes were visualized by transmission electron microscopy.
Sample volume of 2.5 pl was placed onto a 300 mesh grid. The
grid was left to air dry overnight. Then 5% uranyl-acetate and
later 3% sodium-citrate were added to the grid. After 5 min
incubation, the grid was allowed to air dry. Twenty four hours
later the grid was analyzed using JEOL TEM 1,200 EX. The
average diameter of the isolated exosomes was determined using
three independent TEM preparations and Image] software.

Exosomal Total RNA Purification and
Complete miRNome Profiling

Total RNA from exosomes was extracted using Total Exosome
RNA and Protein Isolation Kit (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, United States) according to the
manufacturer’s protocol. ExomiR level profiling was performed
using the Nanostring platform (NanoString Technologies, Seattle,
WA) according to the manufacturer’s instructions to analyze 800
human miRNAs. Since the extraction of exosomal miRNA yields
low amounts of RNA, but amplification-free methods require
high amounts, we adopted the standard method of using pooled
samples to yield reproducible reads. Three technical replicates
were run per sample (baseline; 0.5 year and 25 + years groups).
Quality check confirmed the reliability of the run and also the
validity and reproducibility of the miRNA screening protocol.
nSolver software was used for data analysis and normalization.
Normalization was performed using the Housekeeping method
according to nCounter miRNA expression analysis in plasma
and serum samples technote instructions. Briefly, NormFinder
was used to identify putative housekeeping miRNAs. First, raw
data (RCC files) were imported into nSolver and any sample
which failed QC was removed. An experiment was built and
background subtraction was set to the Mean + 1 SD of the NEG
control probes. Of note, we kept normalization options turned oft
during this process. Data from the completed experiment were
exported into an excel file derived from the normalized dataset.
Using NormFinder background subtracted data were sorted by
average counts across all samples, and all miRNAs expressed
below 50 mean counts were deleted when averaged across all
samples. NormFinder created a worksheet listing all the genes
and a stability value for each of them. With the aid of NormFinder
the potential housekeepers with the most stringent stability values

were identified. After that we have applied normalization using
the geometric mean of five stably expressed miRNAs (hsa-miR-
495-3p; hsa-miR-302d-3p; hsa-miR-3144-3p; hsa-miR-612; hsa-
miR-548ar-5p) (Andersen et al., 2004). Quality Control fulfilled
all the requirements set by the manufacturer.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with R (R Core Team,
2019). Paired t-tests (baseline vs. 0.5 year) and t-tests (baseline
vs. 25 + years; 0.5 year vs. 25 + years) were used. We adjusted
the P-values due to the multiple comparisons therefore False
Discovery Rate (FDR) correction was also applied. Heatmap was
created in R with the help of “heatmap.2” function from g-plots
package (Bolker et al., 2020).

miRNA Target Prediction and Pathway
Analysis

After identifying a dozen similarly expressed exomiRs in the
active young and senior groups, miRNA—mRNA signaling
pathway interaction analysis was performed. Briefly, online
available software mirPath v.3 was used for this purpose (Vlachos
et al., 2015). Human database of the mirPath v.3 and the TarBase
v7.0 were used for mRNA target prediction. P-value and MicroT
thresholds were kept as default, 0.05 and 0.8, respectively. False
discovery rate (FDR) correction was applied.

ExomiRs as Biomarkers of Chronic

Disease

The exomiR biomarkers related to certain types of chronic
diseases were screened through the EVmiRNA database' (Liu
et al,, 2019). Studies were included if they were original research
and evaluated the exomiR levels in a specific disease.

RESULTS

Anthropometric and Physiological

Parameters

The study comprised 14 healthy, young, previously inactive
and 11 senior trained participants. Healthy, young sedentary
individuals completed moderate-intensity regular exercise
training three times a week for half a year. Senior subjects have
done regular exercise for at least 25 years. Participant parameters
are listed in Table 1. After half a year of regular exercise,
the previously inactive young individuals showed significant
improvement in cardiorespiratory fitness (VO;max), glucose
and lipid metabolism. All physiological parameters of senior
trained participants were within a normal range. For them, the
VO;,max values were far better than the age-matched reference
range (Supplementary Material).

Validation of Isolated Exosomes
Exosomes were isolated from blood serum samples and obtained
from study participants, as described in section “Materials and

'http://bioinfo.life.hust.edu.cn/EVmMiRNA
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Methods.” The purified exosomes were characterized using TEM,
a gold-standard technique for nanoparticle validation (Kestens
et al., 2017). Our TEM analysis showed typical exosomal round
morphology (Figure 2A). Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
allowed us to obtain the size distribution of EVs and estimate
particle concentration. The mean size of particles (n = 9) was
143.2 £ 16.43 nm, which falls into the size range of exosomes
(Brennan et al., 2020), confirming that the purified EVs contained
exosomes (Figure 2B; see Supplementary Material for further
details). Exosome concentrations in our preparations (n = 9)
ranged from 1.97 x 10'° to 3.75 x 101 particles/ml. For details
please see the Supplementary Material section. Immune-labeled
EV sample was evaluated using NTA in FM and LSM modes. The
FM:LSM percentage was 83.87% for of CD63. With the CD81-
labeled sample, the FM:LSM percentage was 76.95% (Figure 2C;
please also refer Supplementary Videos).

The Expression Patterns of exomiRs
After 0.5 Year of Regular Exercise

In order to study regular exercise-related changes in serum
exomiR expression, we used amplification-free Nanostring
technology. The effect of regular exercise on circulating exomiRs
was assessed by comparing baseline (inactive status) and active
status (after 0.5 year of regular exercise) expression levels. After
analyzing and normalizing raw data, we identified 54 exomiRs
(Figure 3). Then, we applied filtering criteria to differentiate
baseline vs. 0.5 year results (*p < 0.05; #fDR < 0.05; FC > 1.3
or FC < 0.5). Through this analysis, we have observed significant
differences in exomiR abundance for several exomiRs (let-7a-5p,
p < 0.05; let-7g-5p, p < 0.05; miR-130a-3p, FDR < 0.05; miR-
142-3p, p < 0.05; miR-150-5p, p < 0.05; miR-15a-5p, p < 0.05;
miR-15b-5p, FDR < 0.05; miR-199a-3p, FDR < 0.05; miR-
199b-3p, FDR < 0.05; miR-223-3p, FDR < 0.05; miR-23a-3p,
FDR < 0.05; miR-451a-3p, FDR < 0.05; miR-126-3p, p < 0.05;
miR-199a-5p, p < 0.05 miR-21-5p, FDR < 0.05; miR-25-3p,
p < 0.05; miR-374a-5p, p < 0.05) (for further details please refer
to Supplementary Material) (ArrayExpress accession number:
E-MTAB-10067).

ExomiR Overlap of the 0.5 Year- and the
25 + Years of Exercise Groups

Going further we then wished to assess whether exomiRs
differentially expressed after 0.5 year of regular exercise were
similarly expressed in healthy senior trained participants who
engaged in endurance activities for at least 25 years. Therefore,
using Nanostring technology we examined the miRNA copy
numbers in 11 trained senior individuals focusing on the levels
of serum exomiRs. Then, we utilized a hierarchical clustering
method to compare circulating exomiR profiles at baseline, after
0.5 year and 25 + years of exercise. As shown by Figure 3, the
0.5 year and 25 + years group share an exomiR expression profile
that is completely different from that of the sedentary group.
In contrast, the 0.5 year and 25 + years active groups showed
a highly similar exomiR expression pattern. In addition, 12
exomiRs (let-7a-5p; let-7g-5p; miR-130a-3p; miR-142-3p; miR-
150-5p; miR-15a-5p; miR-15b-5p; miR-199a-3p; miR-199b-3p;

B
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FIGURE 2 | Characterization of exosome-enriched preparations isolated from
human serum. (A) Transmission electron microscope (TEM) image of
exosomes purified from human serum samples (Scale bar: 200 nm).

(B) Analysis of EV size distribution and concentration in exosome-enriched
preparations using a NanoSight NS300 instrument. (C) Evaluation of CD63
and CD81 surface expression abundance in exosome-enriched preparations
using a NanoSight NS300 instrument.

miR-223-3p; miR-23a-3p, and miR-451a-3p) showed overlap
between the two tested signatures (baseline vs. 0.5 year and
baseline vs. 25 + years) (Supplementary Material). Notably,
all 12 exomiRs were significantly down-regulated both in the
0.5 year and the 25 + years trained groups as compared to
the sedentary group. Having performed a detailed comparison
of the 0.5 year vs. 25 + years trained group profiles, miR-
411-5p (p < 0.05; FC = 0.879) and miR-144-3p (FC = 1.322)
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showed remarkably different expression. Specifically, miR-411-
5p was significantly down-regulated, while miR-144-3p was up-
regulated in the 25 + years trained group.

Pathway Analysis

To better understand how these exomiRs may contribute to
the health benefits of exercise, we examined the mRNA targets
of the 12 similarly expressed exomiRs of the 0.5 year and
25 + year trained groups. Then, to reveal the top targeted
pathways associated with each exomiRs, KEGG database analysis
was used. We found that 38 KEGG signaling pathways were
significantly affected by the 12 selected exomiRs (Figure 4B). Of
these Pathways in cancer (hsa05200) had the largest number of

targeted mRNAs (148 genes) (Figure 4A). The 148 genes were
targeted by four differentially expressed exomiRs (let-7a-5p; let-
7g-5p; miR-15b-5p; miR-23a-3p). These findings are consistent
with the fact that regular exercise is associated with reduced risk
of cancer development. Going further, most exomiRs targeted
proteoglycans in cancer pathways (nine exomiRs) and let-7g-5p
appeared to affect the most pathways (26 pathways) (for details
see Supplementary Material 2).

ExomiRs as Biomarkers of Chronic

Diseases
exomiR biomarkers related to specific diseases were evaluated
using an EVmiRNA database. It is the first concise database
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focusing on miRNA expression profiles in EVs (Liu et al., 2019).
Several studies have reported the aberrant expression of the 12
identified exomiRs in various chronic diseases (as summarized
by Table 2).

DISCUSSION

Regular exercise has a beneficial role in preventing a number
of chronic diseases. This is primarily due to the fact that
regular exercise acts at a systemic level (Anderson and
Durstine, 2019). However, a gap remains between identifying
in detail the molecular mechanisms induced by exercise
and the observed potential benefits in health (Sanford
et al, 2020). A better understanding of these biological
processes and pathways could allow for the development
of targeted exercise intervention and also provide basis for
developing exercise-mimetic molecular level interventions
(Sanford et al., 2020).

Therefore, in the present study we examined, for the
first time, the effect of short-term (0.5 year in this study)
and long-term (25 + years in this study) regular exercise
on global circulating exomiR profile. To the best of our
knowledge, this is the first study to use an amplification-
free platform (Nanostring) to determine the miRNA expression
profile of exercise-derived exosomes as most studies of the
field evaluate specific miRNA species by amplification-based
RT-qPCR (Estébanez et al., 2021). The technology applied in
the current study is not only amplification-free, but also a
sensitive, robust and reproducible state-of-the-art method (Hong
et al,, 2021). Exosomal miRNA analysis showed a significant
number of differentially expressed exosomal miRNAs in all group
comparisons. Comparing the miRNAs enriched or depleted in
both groups (0.5 year and 25 + years), we have identified 12

similarly regulated exomiRs in the young and senior trained
groups as compared to the sedentary group as shown by Figure 3
(for details please refer to Supplementary Material). The KEGG
pathway analysis of similarly expressed serum-derived exomiRs
confirmed their involvement in pathways related to cancer
development affecting TGF-beta, p53 and mTOR signaling. In
support of our observations, physical activity has been shown
to be associated with lower cancer risks (Li et al., 2020).
Moreover, the overall cancer incidence is lower in athletes than
in the general population (Sormunen et al., 2014). Recently, a
number of studies have indicated that certain exosomal miRNA
species (Table 2), can be used as biomarkers of cancer and
other chronic diseases (references of the studies are listed
in Table 2).

An elevated expression level of miR-23a has been identified
in the serum of various types of human cancer, including
breast, gastric, pancreatic, and esophageal squamous cell
carcinoma (Wang et al, 2019). Further analysis showed
that miR-23a travels as exosomal cargo, and circulating
exosomal miR-23a is up-regulated in the serum of early
stage colorectal cancer patients (Yong et al, 2013). As a
robust cellular regulator of gene expression, miR-23a targets
a broad range of mRNA species in cancer cells by directly
binding to their three prime untranslated regions (3’-UTR),
which in turn suppresses gene expression (Wang et al,
2019). For example, the up-regulation of miR-23a in gastric
cancer promotes cell proliferation and inhibits apoptosis
(Hua et al, 2018). Zhu et al. (2010) suggested that miR-23a
can target IL6R in gastric adenocarcinoma thus encouraging
the proliferation of tumor cells. Based on literature data,
the inhibition of miR-23a by antisense oligonucleotide
inhibits proliferation and promotes the apoptosis of gastric
adenocarcinoma cells (Liu et al., 2014). Its biological functions
encompass drug resistance, metastasis formation and cancer
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TABLE 2 | Summary of exomiR biomarkers related to certain diseases according to EVMIiRNA database.

miRNA species

Affected age-related chronic disease, autoimmune condition or infection

References

hsa-let-7a-5p

hsa-let-7g-5p

hsa-miR-130a-3p

hsa-miR-142-3p

hsa-miR-150-5p

hsa-miR-15a-5p

hsa-miR-15b-5p

hsa-miR-199a/b-3p

hsa-miR-223-3p

hsa-miR-23a-3p

hsa-miR-451a

Colorectal-, renal-, prostate-, ovarian-, breast-, lung-, pancreas-, gastric-, esophageal-, thyriod cancer,
Ewing’s and Kaposi’s sarcoma, glioblastoma, AML and MML; metastasis formation; cell cycle control;
inflammation; diabetes; cardiovascular disease; hepatitis B infection

Breast-, esophageal-, lung cancer, glioblastoma, AML and CML; graft-vs.-host disease; inflammation;
autoimmune thyroid disease; cell cycle control; diabetes; cardiovascular disease; metabolic syndrome;
hepatitis B and influenza A infection

Lung-, liver-, prostate-, ovarian-, breast-, cervical-, nasopharyngeal-, prostate cancer, myeloma, CML
and glioblastoma; cardiovascular disease; fibrosis; inflammation; autophagy; diabetes; Crohn’s disease;
hepatitis C infection; cardiac arrhythmia; renal GBM disease; UV damage

Liver-, lung-, colorectal-, breast-, cervical-, esophageal cancer, osteosarcoma, prolactinoma, ALL, AML,
CLL and MALT lymphoma; graft rejection; Hashimoto’s thyroiditis; multiple sclerosis; cardiovascular
disease; inflammation; rotavirus infection; Alzheimer’s disease; fibrosis

Colorectal-, lung-, liver-, prostate-, cervical-, pancreas-, breast-, ovarian-, esophageal cancer,
osteosarcoma, glioblastoma, melanoma; Burkitt lymphoma, ALL and MML; inflammation;
cardiovascular disease; fibrosis; irritable bowel syndrome; myasthenia; diabetes; SLE; psoriasis
Gastric-, colorectal-, lung-, breast-, liver-, ovarian-, prostate cancer, melanoma, osteosarcoma,
neuroblastoma, pheochromocytoma, AML, CLL and multiple myeloma; inflammation; cell cycle control;
apoptosis induction; autophagy; multiple sclerosis; hepatitis B infection; fibrosis; diabetes

Liver-, gastric-, lung-, liver-, pancreas-, ovarian-, squamous cell cancer, glioblastoma, melanoma, CLL
and thymoma; apoptosis induction; metastasis formation; angiogenesis; fibrosis; bipolar disorder;
insulin-resistance; skin photoaging; multiple sclerosis; diabetes

Liver-, gastric-, lung-, renal cell-, ovarian-, pancreas-, colorectal, liver-, breast-, testicular germ cell-,
thyroid-, colorectal cancer, endometriosis, glioblastoma, CLL, melanoma, chondrosarcoma and
osteosarcoma; osteoarthritis; COPD; autophagy; angiogenesis; HCV infection; inflammation

Ovarian-, gastric-, colorectal-, prostate-, pancreas-, lung-, liver cancer, CLL, AML, ALL, glioblastoma
and osteosarcoma; metastasis formation graft rejection; inflammation; osteoarthritis; lipid metabolism;
obesity; rheumatoid arthritis; psoriasis; cardiovascular disease; diabetes; COPD; Alzheimer’s disease
Gastric-, colorectal-, esophageal-, liver-, renal-, breast-, prostate-, pancreas-, lung-, laryngeal-, lung
cancer, CML, AML, Burkitt lymhoma, melanoma, osteosarcoma and endometriosis; retinal
degeneration; UV damage; apoptosis induction; autophagy; progeria; osteoarthritis; obesity

Lung-, colorectal-, breast-, skin-, bladder-, gastric-, renal-, esophageal-, thyroid-, liver cancer, T-ALL,
AML, CML, multiple myeloma, endometriosis, prolactinoma, osteosarcoma and glioblastoma; drug

lliopoulos et al., 2009; Trang et al.,
2010; Lee et al., 2011

Arora et al., 2011; Wang et al.,
2013; Biamonte et al., 2019

Osbourne et al., 2014; Huang et al.,
2015; Eichelmann et al., 2018

Ma et al., 2016; Sukma Dewi et al.,
2017; Wang et al., 2017

Roderburg et al., 2013; Qu et al.,
2014; Yu et al., 2015

Xia et al., 2008; Bandi et al., 2009;
Sunetal.,, 2013

Zhang et al., 2015; Li et al., 2016;
Maclean et al., 2016

Lietal, 2015

Wong et al., 2008; Filkova et al.,
2014; Lunavat et al., 2015

Wang et al., 2014; Yang et al., 2014;
Zheng et al., 2014

Lopotova et al., 2011; Song et al.,
2014; Riquelme et al., 2016

transporters; cell cycle; metastasis formation; angiogenesis; rheumatoid arthritis; cardiomyopathy

progression, suggesting its potential role as an emerging
targetable entity in cancer treatment (Wang et al, 2019).
Of note, miR23a shows natural correlation with age, partly
explaining the correlation of the above cancers with senior age
(Rani et al., 2017).

Exosomal miR-451a was highly expressed in non-small-
cell lung carcinoma patients (NSCLC) compared to healthy
individuals. This miRNA was strongly associated with tumor
progression, recurrence, and poor prognosis in NSCLC patients.
According to literature data, it may serve as a potential
predictive biomarker for NSCLC (Kanaoka et al, 2018).
Zhu et al. (2014) also found that miR-451 levels were
consistently elevated in the plasma of patients with gastric
cancer providing high diagnostic accuracy for early stage gastric
adenocarcinoma. To date, numerous genes have been confirmed
as actual targets of miR-451, covering multiple biological
signaling pathways including apoptosis, cell invasion and
migration, cell proliferation and angiogenesis. Taken together,
an accumulating body of evidence indicates that miR-451 is
a potential biomarker for cancer diagnosis and prognosis,
possibly a treatment target in combination with established drugs
(Bai and Wu, 2019).

Exosomal miR-223-3p level in the serum of patients with
breast cancer was significantly higher in comparison with healthy
controls (Yoshikawa et al,, 2018). Its expression was tightly
associated with the malignancy of breast cancer, suggesting
that exosomal miR-223-3p might be a useful biomarker for
the early detection of invasive breast cancer. Of further
note, miR223-3p also shows correlation with the advance of
age, and these cancers are known to emerge at senior age
(Rani et al., 2017).

Elevated expression of miR-150-5p has been shown in breast
cancer (BC), described as a good prognostic biomarker for
patients with HER2-positive BC (Ozawa et al., 2020).

Exercise was shown to modulate the expression of several
miRNA species that in turn are protective against cancer
(Li et al, 2020; Pulliero et al, 2020). In our report we
demonstrate this modulation observed after both short-term
(0.5 year) and long-term (25 + years) regular exercise since
our miR-23a, 451a, 223-3p, and miR-150-5p were all suppressed
emphasizing the role of exercise in the prevention of several
cancer entities. Nevertheless, data on exercise-derived exosomal
miRNA species in modulating cancer prevention is still in its
infancy (Pulliero et al., 2020). Therefore, elaborate research effort
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is required to reveal the role of exosomal miRNA species in this
particular field.

The deregulation of miRNA species described in conjunction
with other chronic diseases has also been observed in our study.
According to our results, regular exercise altered the levels of
miR-15a and miR-142 in the opposite direction as observed in
patients with diabetes and neurodegenerative disease, supporting
that regular exercise (either short- or long-term) reduces the risk
of developing such chronic diseases. In more detail, miR-15a
was shown to be elevated in the plasma of diabetic patients also
showing correlation with disease severity (Kamalden et al., 2017).
Xiong et al. (2020) demonstrated that miR-15a-3p is up-regulated
in exosomes of diabetic patients, and impairs wound healing.
When miR-15a-3p was knocked down and such exosomes were
utilized later on, their negative effects on the metabolism and
wound healing in particular were partially reversed both in vitro
and in vivo (Xiong et al., 2020).

Barbagallo et al. (2020) isolated exosomal miRNA from the
serum of 30 Parkinson disease (PD) patients and compared it
with that of 30 healthy controls. The expression levels of ex-
miR-23a; ex-miR-142-3p were significantly elevated in the serum
of PD patients, unlike in our study where miR-142 showed a
decrease in expression compared to healthy, but sedentary state
(Barbagallo et al., 2020). Previous studies have also reported
the benefits of physical exercise in improving the symptoms in
individuals with PD (Da Silva et al., 2021). Taken together these
reports suggest the protective role of miR-142-3p in PD, though
further studies are required.

Taken together, the miRNAs that we have observed to be
modulated by both short and long-term exercise are mostly
involved in cancer prevention mechanisms including tumor
suppression (miR-223-3p; miR-451a; miR-15a/b-5p; let-7a/7g-
5p) (Wang et al, 2016; Gao et al, 2011), aging (miR-223-
3p; miR-451a; miR-15a/b-5p; miR-23a-3p) (Mercken et al,
2013; Teteloshvili et al., 2015), induction of apoptosis (miR-
150-5p; miR-15a/b-5p; miR-130a-3p) (Xu et al., 2014; Wang
et al., 2015) and reduction of inflammation (miR-199a/b-
3p; miR-142-3p) (Cai et al,, 2012). In addition, the inverse
deregulation of miR-15a characteristic to diabetes, and miR-
142 featured in Parkinson’s disease has also been recorded
in our study. Potential applications target these miRNA
species to prevent the development of cancer, diabetes and
neurodegenerative disease or to be used as adjuvant therapy in
established diseases. However, to date no such experiments exist
supporting that exercise-derived exomiRs could prevent or treat
chronic diseases.

So, beyond the utility of serum-derived exomiRs as potential
biomarkers of physical fitness or chronic diseases, our work
suggests their key role in essential pathways, potentially
preventing the development of multiple chronic diseases. In
the future the evaluation of physical activity level may be
used to predict the risk of developing various chronic diseases.
Furthermore, this study is important as a starting point to
understand the global pattern of regular exercise-related exomiRs
and their target pathways in health and disease. However, the
present study must be seen as an exploratory study. Our current
pilot-study is limited by the number of biological replicates.

Therefore, further studies are required with larger sample size
to comprehensively examine the effect of regular exercise on
circulating exomiR profile.

CONCLUSION

Both short- (0.5 year) and long-term (25 + years) regular
exercise significantly alters the serum miRNA profile in
healthy individuals, potentially reducing the risk of a number
of malignant, metabolic and neurodegenerative diseases.
Combining an amplification-free miRNome profiling platform
and bioinformatics analysis, our study revealed that numerous
disease-associated exomiRs show differential expression toward a
more beneficial pattern. Physiological relevance is also supported
by the large number of genes targeted by these miRNAs. Future
work lies ahead in determining the exact mechanism of action
and the potential use of exomiRs as therapeutic tools to efficiently
prevent or successfully treat age-related diseases.
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