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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

PA:  fizikai aktivitás 

CT:  kombinált edzésprogram 

LDL:  alacsony sűrűségű lipoprotein 

HDL:  nagy sűrűségű lipoprotein 

TG:  triglicerid 

VST:  vírus-specifikus T-sejtek 

VO2max: maximális oxigén-felvevő képesség 

LR:  alacsony válaszreakciót adó 

HiR:  nagy válaszreakciót adó 

HRV:  szívfrekvencia-variabilitás 

Tint%:  edzésintenzitás 

HR:  pulzus 

6MWT: 6 perces gyaloglóteszt 

6MWD: 6 perces gyaloglóteszt során megtett távolság 

hTREC: humán T-sejt receptor excíziós körök 

HPA:  magas fizikai aktivitás 

LPA:  alacsony fizikai aktivitás 

SBP:  szisztolés vérnyomás 

DBP:  diasztolés vérnyomás 

CRP:  C-reaktív fehérje 

ANN:  mesterséges neurális hálózat   

CRF:  kardiorespiratorikus fittség  

EV:  extracelluláris vezikulák 

exomiR: exoszómális miRNS 

TEI:   Totál Exoszóma Izolációs reagens 

NTA:  Nanoparticle Tracking Analysis 

FM:  Fluoreszcens mód 

LSM:  Fényszórási mód 

TEM:   Transzmissziós elektronmikroszkópia  

FDR:  False Discovery Rate   
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1. ÁLTALÁNOS BEVEZETÉS 

1.1. Általános irodalmi áttekintés 

Világszerte megfigyelhető a születéskor várható élettartam folyamatos növekedése, 

különösen a fejlett országokban (1). Magyarországon 2020-ban a születéskor várható átlagos 

élettartam nőknél 78,74 év, míg a férfiaknál 72,21 év volt (2). Az egészséges várható élettartam, 

azt mutatja meg, hogy mennyi egészségkárosodástól, betegségektől mentes életévre 

számíthatunk, 2020-ban 61,8 év volt a nőknél, míg 60,4 év a férfiaknál (3). Az adatok azt 

sugallják, hogy bár hazánkban is egyre tovább élünk, de nem egészségesen. Az időskorúak 

részaránya az össznépességben minden eddiginél magasabb lett. Jelenleg, több mint 900 millió 

60 év feletti él világszerte és ez a szám az előrejelzések szerint 2015. és 2030. között még 56%-

al fog emelkedni (4).  Ezenkívül az időskori rossz közérzet általában nem egy, hanem szimultán 

több krónikus betegség miatt következik be. Ezt a tényt támasztja alá 2005. és 2010. között 

zajlott, a krónikus betegségek előfordulására vonatkozó retrospektív vizsgálat is, melyből 

kiderült, hogy a felnőtt betegek 22%-ának szimultán 2 vagy több betegsége volt, és ez a 

százalékos érték 77%-ra emelkedett a 65 év felettiek köreben (5).   

Az életkorral együtt járó multimorbiditás mozgatórugóinak mélyebb megértése, 

valamint az előfordulás megakadályozását és/vagy késleltetését célzó intervenciók kidolgozása 

ma már számos országban prioritás, az egyes betegségek kezelésének hatalmas egészségügyi 

költsége miatt (6). Egyre több állatkísérletekből származó bizonyíték áll rendelkezésre arra 

vonatkozóan, hogy a core öregedési folyamatokat célzó intervenciók, nemcsak 

meghosszabbítják az élettartamot, hanem képesek megelőzni az életkorral összefüggő 

betegségeket is (7). Míg e kutatások fókuszában az öregedési folyamatokat gátló farmakológiai 

kezelések állnak, napjainkban egyre nyilvánvalóbb, hogy az egészséges időskor elérésének alap 

követelménye az egész életen át tartó fizikai aktivitás (PA) (8). Ennek ellenére sajnos a PA 

mennyisége az életkor előrehaladtával drámai módon csökken. Jelenlegi társadalmunkat a 

fizikai inaktivitás jellemzi. A 18 év felettiek körülbelül 30%-a fizikailag inaktív világszerte (9). 

A 65 év felettiek kevesebb, mint 10%-a teljesíti a nemzetközi ajánlásokban megadott, heti 150 

perc aerob fizikai aktivitás mennyiséget (6). Emellett, a fiatalabb generáció olyan életstílust 

folytat, mely jelentősen megnöveli a krónikus betegségek kialakulásának kockázatát. A legtöbb 

krónikus betegség az életévek során folytatott egészségtelen életmód következménye, így a 

leghatékonyabb morbiditás csökkenést még a korai életévektől kezdve alkalmazott intervenciók 

segítségével lehetne elérni (10).  

A rendszeres PA általános, minden szervrendszerre kiterjedő pozitív hatása „nemre és 

korra való tekintet nélkül” mára már megkérdőjelezhetetlenné vált. Az elmúlt évek kutatási 
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eredményei alapján megállapítható, hogy a rendszeres PA csökkenti a kardiovaszkuláris 

betegségek, rosszindulatú daganatok, neurodegeneratív állapotok, cukorbetegség, 

oszteoporózis, valamint az elhízás következtében fellépő megbetegedések és a korai halálozási 

esetek számát (11). A testmozgás ugyanakkor nemcsak a krónikus betegségek prevenciójában, 

hanem kezelésében, illetve rehabilitációjában is alkalmazható és rendkívül fontos szereppel bír.  

Az orvosok gyakran javasolják az életmódváltást adjuváns terápiaként az egyes betegségek 

kialakulása után is, hiszen a rendszeres PA jelentősen javíthatja a korábban említett krónikus 

állapotok kimenetelét (12). Azonban ma még meglehetősen hiányosak az ismereteink azokról 

a testmozgás által indukált molekuláris jelekről, valamint mechanizmusokról, amik révén a 

rendszeres PA képes az egyes betegségek megelőzésére vagy a meglévők enyhítésére. 

Ugyanakkor, ezeknek a biológiai folyamatoknak és útvonalaknak a jobb megértése lehetővé 

tenné a célzott edzésprogramok, valamint a testmozgás pozitív hatásait „imitáló” farmakológiai 

intervenciók kidolgozását. De ahhoz, hogy a jövőben sor kerülhessen erre, az első és egyben a 

legfontosabb lépés a rendszeres testmozgás hatására kialakuló, edzésválaszok heterogenitásáért 

felelős mechanizmusok pontos jellegének a megértése.  

1.2. Kombinált rezisztencia és aerob edzésprogram (egyidejű rezisztencia és aerobedzés) 

A fizikai aktivitásra vonatkozó ajánlások (WHO) erősen javasolják mind az 

állóképességet, mind az erőnlétet fejlesztő gyakorlatok beépítését az edzésprogramokba az 

inaktivitással kapcsolatos kockázati tényezők mérséklése, valamint megelőzése érdekében (13). 

Az aerob és a rezisztenciaedzések azonban eltérő biológiai adaptációkat váltanak ki (14). Ezért 

különös figyelmet igényel a kombinált edzésprogramok (továbbiakban CT) körültekintő 

megtervezése, az erő- és állóképességi edzések következtében indukált adaptációs 

mechanizmusok optimalizálása, valamint az általános egészség javítása szempontjából (15). 

Annak ellenére, hogy a CT-t több évtizede alkalmazzák a gyakorlatban, hiszen kevés sportágról 

lehet elmondani, hogy csak állóképességi, vagy csak erő alapú gyakorlatokból épülne fel, 

tudományos érdeklődés rövidebb ideje kíséri. Valójában azonban az optimális teljesítményhez 

az erő- és állóképesség kombinációja szükséges. A CT hatását vizsgáló szakirodalom 

korlátozott. Az első tanulmány 1980-ban jelent meg, melyben Rober C. Hickson megállapította, 

hogy az erő fejlesztése veszélybe kerülhet intenzív futás és erőnléti edzés egyidejű végzése 

esetén (16). Úttörő tanulmánya óta ezt a jelenséget interferencia-hatásnak nevezzük és a mai 

napig széleskörű tudományos érdeklődés övezi. Érdekes módon, ellentétben a korai 

megfigyelésekkel, a legújabb kutatások azt igazolják, hogy a CT alkalmazása nem feltétlenül 

veszélyezteti a neuromuszkuláris adaptációkat. Sőt, az újabb eredmények sokkal inkább azt 
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támasztják alá, hogy az idegi és izomadaptációk nagyságának gyengülése sokkal inkább az 

edzésprogram változóinak és a biológiai hajlam (prediszpozíció) kölcsönhatásának függvénye 

(14). Az eltéréseknek az egyik magyarázata lehet a résztvevő alanyok eltérő edzettségi szintje 

(training status) az egyes tanulmányokban. Ezzel összhangban egy nemrégen közölt vizsgálat 

kimutatta, hogy a CT erőfejlődésre gyakorolt negatív hatása az edzett és mérsékelten aktív 

személyeknél jelentősebb, valószínűleg az edzett személyek kisebb adaptációs potenciálja miatt 

(17). Ezért ésszerű feltételezni, hogy az edzetlen személyeknek előnye származhat, vagy 

legalábbis nem lesz hátrányuk CT alkalmazása esetén.  Ezt támasztja alá Fyfe és mtsai (2018) 

által közölt tanulmány is, melyben a CT negatívan befolyásolta az mTORC1-t, az 

izomhipertrófia fő szabályozóját edzett személyeknél, de ez a jelenség nem volt megfigyelhető 

edzetleneknél (18). Továbbá, számos tanulmány fokozott molekuláris választ és hipertrófiát 

mutatott ki edzetlen személyeknél CT edzéseket követően (19; 20).  

Ezek alapján, a kombinált erőnléti és állóképességi edzések alkalmazását nem szabad 

figyelmen kívül hagyni, mint potenciális egészséget elősegítő stratégiát, mivel mind a 

kardiovaszkuláris, mind a neuromuszkuláris szervrendszereket igénybe veszi. A hagyományos 

állóképességi paraméterek, mint például a maximális aerobkapacitás, laktátküszöb, mozgás 

gazdaságossága (exercise economy), valamint  a vázizom funkciók (maximális erő, izomerő, 

izomállóképesség) mellett a CT pozitívan befolyásolhatja a testösszetételt, valamint a 

kardiometabolikus kockázati tényezőket is (14).  

1.2.1. Kombinált edzésprogram hatása a vér lipidekre és lipoproteinekre 

Az előrejelzések szerint a fejlett országokban a szív és érrendszeri betegségek lesznek 

a fő halálokok (21).  Mind az epidemiológiai, mind az esettanulmányok kimutatták, hogy 

alacsonyabb összkoleszterin és az alacsony sűrűségű lipoprotein (LDL-C) koncentráció, 

emelkedett nagy sűrűségű lipoprotein (HDL-C) értékkel együtt, a kardiovaszkuláris betegségek 

kockázatának csökkenésével jár együtt (22). Emellett az LDL-C: HDL-C arány erős prediktora 

a koszorúér-betegségek kockázatának (23). Keresztmetszeti vizsgálatok eredményei 

szolgáltatták az első bizonyítékokat arra vonatkozóan, hogy a megnövekedett PA szint az 

éhgyomri lipidprofil javulásával jár együtt. A rendelkezésre álló szakirodalomi adatok alapján 

elmondható, hogy mindenképp hosszútávú edzés ajánlott a vérlipid és lipoprotein koncentráció 

javítása érdekében (14). Sportolóknál a szérum HDL-C értéke akár 50%-kal is magasabb lehet, 

mint a fizikailag inaktív személyeknél. A triglicerid (TG) koncentráció, pedig a jobb 

állóképességű személyeknél alacsonyabb értéket mutat (14). Köztudott, hogy az állóképességi 

edzés javítja a lipidprofilt és ez által képes csökkenteni a szív- és érrendszeri betegségek 



7 
 

kockázatát (24).  Azonban, máig viszonylag kevés tanulmány vizsgálta, hogy miként hat a CT 

az éhgyomri lipidprofilra. Az eddigi eredmények alapján jól látszik, hogy számos populációban 

javíthatja a diszlipidémia paramétereit, ami nem meglepő, ha figyelembe vesszük az 

állóképességi és erőnléti edzések HDL-C és TG értékekre gyakorolt pozitív hatásait külön-

külön (25; 26). Ésszerűnek tűnik ezért azt feltételezni, hogy az állóképességi és erőgyakorlatok 

kombinációja additív, pozitív hatást fejt ki a lipidprofil javulására. A vérzsírok és lipoproteinek 

adaptációjának összehasonlítását a 3 edzés típusnál (rezisztencia, állóképességi, és  kombinált), 

Tseng és mtsai  (2013) végezték el, fiatal egészséges, túlsúlyos/elhízott személyeknél (25). 

Vizsgálatuk 3 hónapig tartott. Bár elmondható, hogy minden csoportban javultak a vizsgált 

kardiometabolikus paraméterek, az állóképességi és kombinált edzésprogramban résztvevő 

csoportok nagyobb HDL-C növekedést mutattak az erőnléti csoporthoz képest. Emellett, a CT 

csoport résztvevői nagyobb éhgyomri glükóz és TG csökkenést produkáltak, a másik kettő 

edzésmódhoz képest (1. ábra). Hasonlóképpen,  Libardi és mtsai (2012) szintén kimutatták, 

hogy az erőnléti és a CT egyaránt csökkenti a középkorú férfiak  összkoleszterin szintjét, de 

csak a CT volt képes javítani a vér TG koncentrációját (27). Emellett, Ehsan és mtsai (2009) 

szintén arra a következtetésre jutottak korábban edzetlen, de látszólag egészséges fiatal férfiakat 

vizsgálva, hogy a CT hatékonyabb lehet, mint az állóképességi, vagy az erőnléti edzés 

önmagában a szérum lipidprofil, valamint a testösszetétel egyidejű javításában (1. ábra)(21). 

Ezek nagyon fontos megállapítások, mivel azt jelzik, hogy a CT hatékonyabbnak bizonyul több 

élettani paraméter esetén, mint önmagában csak az állóképességi és az erőnléti edzés, egyesítve 

a két edzésmódból származó előnyöket. 

1.2.2. Kombinált edzésprogram hatása a glikémiás szabályozásra 

Az egészséges személyek éhgyomri glükózkoncentrációja 6 mmol/l-nél alacsonyabb, 

míg a HbA1c értéke 5,7% alatt megfelelő. A glükózszabályozás károsodása fokozza a 

halálozási kockázatot és a hosszútávú szövődményeket, mint például a neuropátiát és a 

kardiovaszkuláris betegségeket.  A 2-es típusú cukorbetegség és a metabolikus szindróma 

megelőzésében és kezelésében az életmódváltást, beleértve a megfelelő diéta betartását és a PA 

mennyiségének növelését a legfőbb nem-farmakológiai stratégiának tekintik (28). 

Szakemberek által felügyelt edzésprogramok különösen fontosnak bizonyulnak a szénhidrát-

szabályozás javításában, 2-es típusú cukorbetegeknél (29). Már évtizedek óta elismerik az 

állóképességi edzések hatékonyságát a glükóz metabolizmus javításában (30), de későbbi 

bizonyítékok ahhoz a felismeréshez vezettek, hogy a felügyelt erőnléti, valamint az erőnléti és 

állóképességi edzések kombinációjának alkalmazása hatékony alternatíva lehet a betegek 
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glikémiás állapotának javításában (29). Mivel a CT ötvözi az állóképességi és a rezisztencia 

edzések előnyeit, képes a 2-es típusú cukorbetegek metabolikus reakcióinak optimalizálására. 

Church és munkatársai (2010) 9 hónapos vizsgálatot végeztek, melynek során összehangolták 

a teljes edzésmennyiséget az egyes edzéstípusok (CT, állóképességi, rezisztencia) között, így a 

CT csoport kevesebb időt töltött az állóképességi és erőnléti tevékenységekkel, mint a csak 

állóképességi, vagy a csak rezisztencia gyakorlatokat végző csoport. Érdekes módon, a 

vizsgálatban csak a CT-ben résztvevő betegekben mértek HbA1c csökkenést (1. ábra)(31). Egy 

későbbi vizsgálat szintén megerősítette ezeket az eredményeket azzal, hogy egészséges 

férfiaknál az éhgyomri glükózkoncentráció nagyobb mértékű javulásáról számoltak be CT után, 

még akkor is, ha a CT csoportban az állóképességi és erőgyakorlatokat felére csökkentették (1. 

ábra)(25). Ezek az eredmények azt sugallják, hogy a CT, a glükóz metabolizmusra jelentős 

hatást fejt ki, függetlenül az alkalmazott edzésmennyiségtől. A CT előnye a látszólag 

egészséges egyének glikémiás szabályozásában azonban kevésbé ilyen egyértelmű. A 

szakirodalomban meglehetősen ellentétes eredmények olvashatók. Egyes tanulmányok 

nagyobb javulást mutattak ki fiatal férfiak éhgyomri glükóz koncentrációjában CT után, 

összehasonlítva a csak állóképességi, vagy csak erőnléti gyakorlatokat végző csoporttal (25), 

míg mások nagyobb javulást találtak állóképességi edzésprogramok végzése esetén (32). Az is 

előfordult, hogy egyik alkalmazott edzésprogram sem javította az éhgyomri glükóz szintet, de 

megakadályozta a glikémiás kontroll időbeli romlását, ami valószínűleg a középkorú, 

egyébként egészséges egyének élettani alkalmazkodásának szűkebb tartományát tükrözi a 

metabolikus szindrómás betegekhez képest (27). Összességében úgy tűnik, hogy a CT legalább 

olyan hatékony, mint önmagában az állóképességi, vagy a rezisztencia edzés, a glikémiás 

kontroll javításában, vagy negatív kimenetelének megakadályozásában egészséges 

személyeknél. 

 1.2.3. Kombinált edzésprogram hatása a vérnyomásra és a vaszkuláris adaptációra  

A magas vérnyomás kardiovaszkuláris rizikófaktor, mely az érrendszer szerkezetének 

és működésének megváltozásával jár együtt. 2017-ben az American College of Cardiology és 

az American Heart Association új irányelveket tett közzé a magas vérnyomás megállapítására 

vonatkozóan, mely szerint hipertóniásnak tekinthető az a személy, akinek tartósan a szisztolés 

vérnyomása ≥ 130 Hgmm és/vagy a diasztolés vérnyomása ≥ 80 Hgmm (33). A hipertóniás 

betegek hajlamosabbak a strokera vagy a szívelégtelenségre (34). Ezen kívül a megnövekedett 

hemodinamikai erők károsíthatják az érfalat, ami endoteliális diszfunkcióhoz vezethet és 

további érrendszeri károsodásokat okozhat (34). Még normotenzív tartományban is 
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megfigyelhető összefüggés a vérnyomás emelkedése és a kardiovaszkuláris kockázat között, 

ami hangsúlyozza, hogy a jövőben jól alkalmazható módszerekre van szükség a vérnyomás 

fokozatos emelkedésének megelőzésére és késleltetésére (34). Korábban állóképességi 

gyakorlatokat javasoltak a vérnyomáscsökkentő kezeléseknél. Hosszútávú állóképességi 

edzésprogram után a hipertóniás betegek nyugalmi vérnyomása átlagosan 5-7 Hgmm-el 

csökkent (35). A korábbi hiedelmekkel ellentétben a dinamikus rezisztenciaedzés nem okoz 

krónikus vérnyomás emelkedést, sőt a két módszer kombinációja ma már elfogadott és egyben 

ajánlott a magas vérnyomás megelőzésére és kezelésére is (35). A CT vérnyomásra gyakorolt 

hatását elemző 68 vizsgálat metaanalízise kimutatta, hogy összességében a szisztolés 

vérnyomás 3,2 Hgmm-el, a diasztolés vérnyomás 2,5 Hgmm-el csökkent a nem edzett kontroll 

csoporthoz viszonyítva (1. ábra)(36). Fontos kiemelni, hogy a CT hosszútávú 

vérnyomáscsökkentő hatása nagyobb volt a magasabb kiindulási vérnyomás értékekkel 

rendelkezőknél (36). Ezek az eredmények azt sugallják, hogy azok a személyek profitálhatnak 

a legtöbbet a rendszeres edzés kedvező hatásaiból, akiknek legnagyobb szükségük van a 

vérnyomáscsökkentésre. A testmozgás hosszútávú vérnyomáscsökkentő hatása a javult 

érrendszeri válaszkészség, neurohormonális és/vagy a vaszkuláris struktúrális adaptáció 

összetett kölcsönhatásából ered (34). A vaszkuláris endotélium kulcsszerepet játszik az 

érrendszer egészségében és a vérzéscsillapításban. Az endotélsejtek ugyanakkor hajlamosak a 

krónikus magas vérnyomás és a diszlipidémia által okozott károsodásra (37).  A károsodott 

érrendszeri funkció javítható állóképességi és erőnléti gyakorlatokkal egyaránt (38; 39). Az 

akut, dinamikus testmozgás közvetlen hatást fejt ki az erekre, azáltal, hogy növeli a vaszkuláris 

anterográd nyírófeszültséget, mely erőteljes ingerként hat az endotélsejtek adaptációjára. 

Ezenkívül, a szisztémás tényezők változásai mind-mind pozitív hatást gyakorolnak az 

érrendszerre, beleértve a keringő miokinek (például IL-6) edzés által indukált növekedését, 

valamint a pro-inflammatorikus faktorok (például CRP, TNF-alfa) csökkenését és az inzulin 

jelátviteli útvonal javulását az endotélsejtekben (40). Az akut hemodinamikai változások 

mellett a CT potenciálisan csökkenti a lipid- és a krónikus gyulladásos markerek szintjét, ezáltal 

hatékony életmód stratégiaként tekinthető (32). 

Bizonyíték van rá, hogy az állóképességi és az erőnléti gyakorlatok sorrendje 

befolyásolhatja a vaszkuláris adaptációt. Okamoto és mtsai (2007) kimutatták, hogy ha a CT, 

erőgyakorlatokkal kezdődött, a fiatal nők és férfiak endotél funkciója javult, míg fordított 

sorrendben nem észleltek változást (41). Bár a mögöttes mechanizmusok továbbra is 

ismeretlenek, feltételezések szerint a rezisztencia gyakorlatokkal összefüggő növekedési 
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hormon emelkedés potenciálisan gyengül a megelőző állóképességi gyakorlatok hatására, 

akadályozva ezzel a megfelelő endoteliális adaptációt. 

1.2.4. Kombinált edzésprogram hatása a teljesítményre 

A kardiorespiratorikus fittség (állóképesség, maximális oxigén-felvevő képesség, 

VO2max) és az izomerő kettő, egymástól független, de jelentős egészségügyi markerek (42). 

Az epidemiológiai vizsgálatok azt mutatják, hogy a VO2max fordított összefüggést mutat a 

szívkoszorúér, a szív és az érrendszer megbetegedéseivel, valamint a különböző daganatos 

kórképekkel is (43). Emellett számos tanulmány kimutatta, hogy a testmozgás hatékony 

stratégia a krónikus betegségek elleni küzdelemben, a fizikai erőnlét javításában és 

következésképpen az életminőség javításában (44). Köztudott, hogy a különböző 

edzésmódszerek alkalmazása fontos, de ugyanakkor ezek nem azonos egészséggel összefüggő 

élettani adaptációkat eredményeznek (42). Sajnos a szabadidő hiánya jelenti a fejlett 

országokban a legfőbb akadályt. Ezért, a közelmúltban jellemzően kevésbé időigényes 

edzésmódszerek jelentek meg, melyek lehetővé teszik a testmozgásból származó potenciális 

egészségügyi előnyök maximalizálását. Egy újabb metaanalízis kimutatta, hogy egy jól 

felépített CT program jelentős VO2max adaptációt is eredményezhet (1. ábra)(45).  

 

1. ábra: Kombinált edzésprogram hatása az egyes, feltüntetett paraméterekre.  
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1.3. A rendszeres PA hatása az immunrendszerre  

Az optimálisan működő immunrendszer központi szerepet játszik az egészség 

fenntartásában, hiszen a sejtes és a humorális immunitás nélkülözhetetlen a fertőzések elleni 

védelemhez, a daganatos sejtek felismeréséhez és eliminálásához, valamint az autoimmun 

betegségek megelőzéséhez. Mivel az immunrendszer nem elszigetelten működik, ezért 

nagymértékben befolyásolják különféle külső tényezők, beleérve a PA-t is. Napjainkban még 

kevésbé egyértelmű a CT immunfolyamatokra gyakorolt hatása.  Ezért a korábbi CT-ről PA 

kifejezés használatára térek át, mivel a rendelkezésre álló kutatások általánosságban vizsgálták 

a rendszeres PA immunrendszerre gyakorolt hatásait. Számos tanulmány alátámasztotta, hogy 

szoros összefüggés van a PA szintje, az immunitás és az egyes betegségek előfordulása között 

(6). Heti 150 perc mérsékelt intenzitású PA (például gyors gyaloglás, úszás) sok immun- és 

gyulladásos rendellenesség megelőzésében fontos lehet (46). A fizikailag aktív életmód 

továbbá csökkenti az idős populációt nagy arányban érintő mell, vastagbél és prosztatarák 

megbetegedések kockázatát is (47).  

Az életkorral együtt járó immunitás csökkenést immunszeneszcenciának nevezzük. E 

folyamat jelentősen hozzájárul az időskorban megfigyelhető egészségromláshoz (6). Az 

immunszeneszcencia összefüggésben van a védőoltások hatékonyságának csökkenésével, a 

vírusos és bakteriális fertőzésekkel szembeni fokozott érzékenységgel (48). A csökkent 

immunsurveillance továbbá potenciálisan hozzájárulhat a daganatos megbetegségek 

incidenciájának növekedéséhez (49). Az öregedés másik aspektusa, melyet részben szintén 

befolyásol az immunrendszer öregedése, a szisztémás gyulladások gyakoriságának  növekedése 

a szervezetben, más néven inflammageing. Az inflammageing valószínűleg az életkorral együtt 

járó multimorbiditás hajtóereje, hiszen a gyulladás mértéke összefüggésben van a legtöbb 

időskori krónikus betegség fokozott kockázatával (50).  

Az egész élet során fenntartott PA hatása az immunrendszer öregedésére még nagyrészt 

feltáratlan, mivel a megnövekedett PA hosszútávú hatásait vizsgáló tanulmányok nagyrészt 6-

12 hónapig tartottak (6). Ennek a kérdésnek a megválaszolására egy tanulmány 55 és 79 év 

közötti fizikailag aktív nőket és férfiakat vizsgált, akik életük nagy részében magas PA-i szintet 

tartottak fenn. Az alanyok az életkor előrehaladtával jelentkező fiziológiai funkcióváltozásokat, 

mint például izomtömeg- és funkcióvesztést (szarkopénia), csökkent inzulinérzékenységet, 

emelkedett koleszterinszintet és magas vérnyomást ritkán mutattak (51). Kevés jelét mutatták 

továbbá az immunszeneszcenciának is, melynek egyik markere a tímusz naiv T-sejt termelő 

képességének csökkenése. Érdekes módon a tímuszból frissen kilépett naiv T-sejtek (recent 

thymic emigrants, RTE) száma hasonló volt, mint a fiatal felnőtteké (52). Egy másik, 
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egészséges 18-61 év közötti férfiakat vizsgáló tanulmányban (n=102) szintén pozitív 

korrelációt mutattak ki a VO2max és a naiv T-sejtek száma között. Sőt, a legmagasabb VO2max 

tartományban lévő személyeknek kisebb volt a szeneszcens CD28- CD57+ CD4+ és CD8+ T-

sejt szintje is (53). 

A vázizomzat terhelés alatt képes különféle citokinek (miokinek) expressziójára a 

keringési rendszerbe (2. ábra). Az IL-6 volt az első azonosított miokin. A testmozgás 

megkezdése után termelődik, szintje a terhelés intenzitásától és időtartamától függően az 

izomtömeget és az összehúzódási aktivitás mértékét tükrözi (54). Az edzés során termelődő IL-

6 gyulladásgátló hatással rendelkezik, mivel indukálja a monociták és makrofágok általi IL-10, 

IL-1 receptor antagonista (IL-1RA) termelődést (55). Az IL-6 továbbá serkenti a kortizol 

felszabadulását a mellékvesékből, ezáltal második gyulladásgátló jelet is adva (56). Az IL-6 

mellett számos citokinről kimutatták már, hogy testmozgás során felszabadul a vázizomból. 

Kiemelendő az IL-7 és IL-15 miokin (2. ábra). Az IL-7 tímuszvédő funkcióval rendelkezik, 

segít fenntartani a tímusz naiv T-sejt termelő képességét (57). Az IL-15 miokinnek is számos 

pozitív funkciója ismert, elősegíti a naiv T-sejtek túlélését, fokozza az NK-sejtek képződését és 

citotoxicitását, valamint hatással van a zsírlerakódásra a lipogenezis gátlása révén (58). 

Kimutatták, hogy ezeknek a miokineknek a szérumszinje csökken az életkor előrehaladtával 

(52). Tehát, azok a lehetséges mechanizmusok melyek révén a rendszeres PA hatással lehet a 

tímusz működésére és a naiv T-sejtek számának pozitív irányú változására, valószínűleg 

magukba foglalják ezeket a miokineket is.  Ezt alá is támasztja a korábban már említett, idős 

kerékpáros populációt vizsgáló tanulmány, melyben a testmozgást végzők szérum IL-7 és IL-

15 szintje nagyobb volt, mint az inaktív kontroll személyeké. Emellett, fontos kiemelni, hogy a 

fizikailag aktív életmód fenntartása megakadályozza a limfocita β2-adrenerg receptoroknak az 

életkorral összefüggő érzékenység csökkenését, lehetővé téve az NK-sejtek és a vírus-

specifikus T-sejtek (VST) újraeloszlását a vér és a szövetek közötti katekolaminok hatására (6). 

A PA hatására felszabaduló katekolamin változásra a legérzékenyebb limfociták az NK-sejtek, 

hiszen már rövid PA következményeként az NK-sejtszám akár 4-5x-ére emelkedhet a vérben 

(59). Ennek következtében, az NK és VST-sejtek gyakori redisztribúciója növeli az 

immunsurveillancet, csökkentve a látens vírusreaktiváció gyakoriságát. Ez viszont csökkenti a 

T-sejtekre nehezedő antigénterhelés mértékét, megakadályozva a szeneszcens T-sejtek 

felhalmozódását, miközben megtartja a naiv perifériás T-sejtek számát és diverzitását. 

Kimutatták továbbá, hogy a rendszeres PA növelheti a szeneszcens T-sejtek apoptózisát, ennek 

következtében pedig nő a vérképző őssejtek termelése (6). A naiv T-sejtek változatos 

készletének fenntartása az életkor előrehaladtával csökkenti a fertőzések kockázatát és növeli a 
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vakcinák által nyújtott védelem mértékét. A fenti kutatási eredmények alapján a PA képes lehet 

ellensúlyozni az öregedéssel járó mechanizmusokat, ezáltal pedig javítani az időskori jóllétet. 

Azonban ahhoz, hogy megerősítsük az ok-okozati összefüggéseket a PA, immunszeneszcencia 

és az egészség között, számos további humán intervenciós tanulmány szükséges. Emellett, az 

immunszeneszcencia és a krónikus betegségek közötti kapcsolatot igazoló további tudományos 

bizonyítékok is szükségesek. 

 

2. ábra: A rendszeres PA hatása az immunsejtekre. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Dolgozatomban két külön fejezetben ismertetem a kutatócsoportunk által kidolgozott és 

alkalmazott 6 hónapos, kombinált erőnléti és állóképességi gyakorlatokból álló edzésprogram 

vizsgálatainak eredményeit és megbeszélésüket.  Ezek alapján a problémafelvetésünk és 

célkitűzéseink a következők voltak.  

1. A rendszeres PA számos, pozitív egészségügyi előnnyel társul. A napjainkig publikált 

tanulmányok ugyan hangsúlyozzák a rendszeres testmozgással járó főbb, pozitív hatásokat, 

valamint az inaktív és aktív állapotok közötti különbségeket, de kevés figyelmet fordítanak az 

egyének közötti különbségekre, annak ellenére, hogy a csoportszinten dokumentált hatások 

nem biztos, hogy mindig jól tükrözik az egyének szintjén bekövetkező adaptációs változásokat. 

Ebből következik, hogy napjainkban még kevéssé ismert a hosszútávú rendszeres testmozgás, 

különösen a kombinált edzésprogramok egyénre gyakorolt hatása. Ezért, célunk volt 

megvizsgálni, hogy a 3 és 6 hónapos, személyre szabott, kombinált edzésprogram milyen 

hatást gyakorol az egyén szintjén, fiatal, egészséges, de fizikailag inaktív személyek 

sportélettani, metabolikus, valamint immunológiai paramétereire különböző biostatisztikai 

módszerek alkalmazásával. 

2. A rendszeres PA egyrészt csökkenti számos krónikus betegség kialakulásának kockázatát, 

másrészt képes késleltetni az öregedéssel együtt járó betegségek előfordulását is. Azonban ma 

még meglehetősen hiányosak az ismereteink, azokról a testmozgás által indukált molekuláris 

jelenségekről és mechanizmusokról, amik révén a rendszeres PA képes az egyes betegségek 

megelőzésére vagy a meglévők enyhítésére. Ezért, célunk volt megvizsgálni, mind a 0,5 éves, 

mind a 25+ éves rendszeres testmozgás hatását a keringő exoszómális mikroRNS 

(exomiR) profilra, valamint azonosítani a szignifikáns változást mutató exomiR-ek által 

szabályozott biológiai útvonalakat.  
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3. A kombinált edzéshez különböző mértékben adaptálódó high és low 

responder személyek azonosítása különböző biostatisztikai módszerek 

segítségével 
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3.1. BEVEZETÉS I. 

3.1.1. A high és low responder jelenség általános áttekintése 

A PA hatására a nyugalmi homeosztatikus állapot felborul. Az energia-igény kielégítése 

érdekében változik a légzés és a keringés is, és ezeket az azonnali változásokat hívjuk akut 

változásoknak (60). Ha a szervezetben rendszeresen ismétlődnek ugyanazok az élettani 

változások (például rendszeres edzés során) a szervezet gyorsabban és hatékonyabban reagál, 

azaz alkalmazkodik az ingerekhez. Mind az akut, mind a krónikus változások a szervezet 

minden szervrendszerét érintik, beleértve a mozgásszervrendszert, a szív- és érrendszert, a 

légzőrendszert, az endokrin- és az immunrendszert, bár eltérő mértékben (60). Irodalmi adatok 

alapján az adaptációs válaszok a rendszeres, de minimum heti 3 alkalommal és legalább 30 

perces fizikai PA hatására alakulnak ki (61) .  

A sporttudományi vizsgálatok döntő többségére továbbra is jellemző, hogy az 

edzésprogramban résztvevő személyek válaszreakcióit általánosan, csoportszintű 

eredményekkel (például átlag±szórás megadásával) jellemzik. Ez a megközelítési mód 

azonban azt sugallja, hogy a csoport átlaga jól reprezentálja az adott edzésprogram által indukált 

egyéni válaszokat. A valóságban azonban gyakrabban fordul elő, hogy a résztvevő egyének 

hasonló helyett, inkább az edzésválaszok széles skáláját mutatják, vagyis a csoport szintjén 

dokumentált hatások nem minden esetben mutatják jól, az egyén szintjén végbemenő 

változásokat (62). Sőt, sok esetben akár el is fedhetik a valódi változásokat. Így a csoport 

állóképességi teljesítményének átlagos 25%-os növekedése elrejti azt a tényt, hogy egyes 

résztvevőknél az állóképesség valójában alig vagy egyáltalán nem javult, míg másoknál a 

kiindulási értékekhez képest 50%-os vagy akár nagyobb mértékű növekedés történt (63). Ez a 

jelenség megfigyelhető szinte valamennyi sporttudományi kutatásban, de kimondottan kevés 

tanulmány foglalkozott eddig ezzel részletesen. 

A témában rendelkezésünkre álló irodalmi adatok alapján megkülönböztethetünk nagy 

válaszadó (high responder) és alacsony válaszadó (low responder) személyeket (a továbbiakban 

HiR és LR). HiR-ek közé sorolhatók azok az egyének, akik kivételesen nagy fejlődést mutatnak 

egy vagy akár több vizsgált paraméterük esetén (62). A tartomány másik végén pedig a LR-ek 

helyezkednek el, vagyis azok, akik kivételesen alacsony válaszreakciót mutatnak (62). Ez a 

jelenség különös aggodalomra adhat okot, hiszen egyes személyek nem képesek olyan 

mértékben részesülni a rendszeres testedzéssel járó egészségügyi előnyökből, mint mások.  

Ezért az alacsony edzésválaszokkal asszociálható faktorok jövőbeni kutatása rendkívül fontos 

lenne. A HiR és a LR jelenség megértését tovább nehezíti az a tény, hogy azok, akik alacsony 

edzésválaszt mutatnak egy vizsgált paraméterük esetén, nem feltétlenül lesznek LR-ek a többi 
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vizsgált paraméterükben is (64). Ugyanakkor a HiR és LR jelenség megértése a jövőben 

egyrészt pontosabb betekintést nyújtana az edzésadaptációs és a rendszeres testmozgás által 

indukált prevenciós mechanizmusokba, továbbá az edzésválaszok nem genetikailag 

meghatározott faktorainak mélyebb megértése révén, ezek a tényezők a jövőben potenciálisan 

kezelhetőbbekké válnának az optimális edzéshatás érdekében (62). 

A továbbiakban szeretném összefoglalni, azokat a tényezőket, melyek a jelenleg 

rendelkezésre álló kutatási eredmények alapján hatással lehetnek az edzésválaszokban 

megfigyelhető jelentős interindividuális különbségek kialakulására (3. ábra).  

3. ábra: Az interindividuális különbségeket befolyásoló faktorok. (Fabian Herold 

és mtsai (2021) alapján, módosítva)(65). 

 

3.1.2. Genotípus, genetikai potenciál 

Egy személy fizikai teljesítőképességét számos környezeti faktor mellett genetikai 

tényezők is befolyásolják (3. ábra). Az eltérő edzésválaszok és a genetika közötti összefüggést 

először az 1980-as évek közepén vizsgálták (66). Megfigyelték, hogy egypetéjű (monozigóta) 

ikerpárok edzésválaszaiban kisebb mértékű eltérések detektálhatók, mint a különböző 

családokból származó ikerpárok között (66). Napjainkban a kutatók sorra azonosítják az egyes 

edzésválasz fenotípusokhoz kapcsolódó génvariánsokat. A mai napig eddig 239 gént,  illetve 

kvantitatív tulajdonságú lókuszt sikerült azonosítani, melyek variánsai összefüggésbe hozhatók 
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a fizikai teljesítőképességgel (67). Ennek ellenére a genetika/genomika és az edzésválasz 

közötti összefüggés sok aspektusa továbbra sem tisztázott. Nem ismert például, hogy a 

genetikai alapú edzésválasz eltérések konzisztensek maradnak-e a különböző edzésmódoknál, 

illetve az eltérő időtartamú edzésprogramoknál (62).  

Napjainkra azonban nyilvánvalóvá vált, hogy azok az egyéni eltérések, melyek nem 

magyarázhatók ismert genetikai hatásokkal, a környezeti feltételekben, táplálkozási 

szokásokban, motivációban, életmódbeli különbségekben és a különböző edzésprogramokban 

keresendők.  

3.1.3. Az edzésadaptáció jellegét befolyásoló tényezők 

Az egyes edzések által indukált stressz mértéke, melyet olyan tényezők együttes hatásai 

határoznak meg, mint az edzés intenzitása, időtartama szintén befolyásolhatja az 

interindividuális különbségek kialakulását, mivel ingerként szolgál az adaptációs válaszok 

elindításában (3. ábra). Például, izomszinten az adaptáció az egyes edzések után jelentkező 

specifikus transzkripciós és transzlációs mikroadaptációk halmozott hatása (68). Ebből 

következik, hogy már egyszeri stimulusban való eltérés is részben magyarázhatja az 

edzésválaszokban megfigyelhető egyéni eltéréseket. Ezért fontos megbizonyosodni arról, hogy 

a résztvevők megközelítően azonos terhelést kapnak. Annak ellenére, hogy a legtöbb 

standardizált edzésprogramot alkalmazó tanulmány hasonló edzettségi szinttel rendelkező 

alanyokat toboroz, sokszor kihívást jelent a testmozgás összes komponensének egyidejű 

standardizálása.  
Mint azt korábban már említettem, PA hatására a nyugalmi homeosztatikus állapot 

felborul (60). Ha azonban a szervezetben rendszeresen ismétlődnek ugyanazok az élettani 

változások (rendszeres edzés) a szervezet egyre gyorsabban és hatékonyabban képes reagálni. 

A nyugalmi homeosztatikus állapothoz való visszatéréshez szükséges idő szintén függ az edzés 

során kapott stressz mértékétől (69). Ebből következik, hogy az egyéneket ért különböző 

mértékű stressz, különbségekhez vezet a regenerációhoz (recovery) szükséges időben is.  

Emellett az edzettségi állapot, az alvás mennyisége és minősége, a pszichés stressz mértéke, 

valamint a habituális fizikai aktivitás mennyisége szintén befolyásolják az adaptációs 

válaszokat (3. ábra)(62). Elmondható, hogy a szervezet megnyugvásához szükséges idő annál 

rövidebb, minél edzettebb valaki. Nagyobb edzettségi szint, gyorsabb paraszimpatikus 

reaktivációval és az anyagcsere hatékonyabb szabályozásával jár együtt (69; 70). Ebből 

következik, hogy az edzettségi állapotban való eltérések, különbségekhez vezetnek a 

megnyugváshoz szükséges időben is.  
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A fokozott pszichés stressz és/vagy nem megfelelő alvás olyan fiziológiai és neurológiai 

hatásokkal járnak, mint a fokozott szimpatikus tónus, csökkent paraszimpatikus tónus, 
megváltozott endokrin funkció és szénhidrát anyagcsere (71). Egyelőre még nem teljesen 

világos, hogy a megnövekedett pszichés stressz és/vagy a nem megfelelő minőségű és 

mennyiségű alvás köthető-e a gyenge edzésadaptációhoz, de gyakran szorosan összefüggenek. 

Ugyanakkor az egyes tényezők relatív hatásait nehéz megkülönböztetni. Például a 

megemelkedett kortizol-szint, összefüggést mutat a pszichés stresszel és az alváshiánnyal is, 

mindkettő szignifikáns szerepet játszik az adaptációs folyamatban (72). 

Napjainkra egyre nyilvánvalóbb, hogy az exogén és endogén szubsztrát elérhetőség 

szintén módosíthatja a transzkripciós és transzlációs válaszokat akut edzést követően (3. ábra). 

Ez arra utal, hogy a táplálékbevitel időzítése és összetételének változása szintén hozzájárulhat 

az edzésválaszokban tapasztalható egyéni eltérésekhez (73). Továbbra sem világos azonban az, 

hogy a táplálkozás mekkora mértékű változása szükséges ahhoz, hogy érdemben hozzájáruljon 

az edzésválaszokban tapasztalható egyéni különbségekhez. 

3.1.4. Az alkalmazott edzésprogram sajátosságai 

Az alkalmazott edzésprogram jellemzői is befolyásolják az adaptációt. Ha egy 

standardizált vagy személyre szabott edzésprogramot alkalmazunk, az jelentős hatással van a 

HiR és LR-ek arányának alakulására. Számos tanulmányban, amelyben nagy egyéni 

eltérésekről számoltak be, az edzések intenzitása és gyakorisága előre meghatározott volt (74; 

75). Nem meglepő, hiszen ilyen körülmények között egyes személyek, a korábban említett 

tényezők miatt (mint például alvás, pszichés stressz) kedvezőbb állapotban lehettek az 

edzésadaptációhoz, mint mások. A fix edzésprogram alternatívája a rugalmas, egyénre szabott 

edzésprogram. Kiviniemi és mtsai (2010) mérsékelten aktív személyeket két csoportra osztottak 

(76). Az egyik csoport előre meghatározott edzéstervet hajtott végre, míg a másik csoport 

személyre szabott edzéseken vett részt személyi edző irányításával. A személyre szabott 

edzések alapja a szívfrekvencia-variabilitás (HRV) változás napi szintű nyomon követése volt. 

Korábbi kutatási eredmények alapján az autonóm idegrendszer állapota fontos betekintést nyújt 

az egyén regenerációs állapotába, és ezáltal az adaptációs készségébe. Ha a HRV-ban 

növekedést vagy stagnálást tapasztaltak, az egyén magasabb intenzitású terhelést kapott az adott 

napon. Ha pedig a HRV-ban csökkenés volt megfigyelhető, akkor az adott egyén pihent, vagy 

csak alacsony intenzitású terhelést kapott. Bár további tanulmányok szükségesek a 

standardizált és személyre szabott edzéstervek hatékonyságának összehasonlításához, az eddigi 

adatok azt sugallják, hogy a személyre szabott edzésprogram nemcsak nagyobb VO2max 
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javulást eredményezhet, hanem csökkentheti a gyenge vagy alacsony edzésválaszok 

valószínűségét is. Hautala és mtsai (2006) is kimutatták, hogy az alkalmazott edzésmód jelentős 

hatással lehet az interindividuális különbségek alakulására (74). Vizsgálatukban egészséges, 

középkorú (életkor: 42±5 év), de fizikailag inaktív nők és férfiak 2 hetes laboratóriumban 

kontrollált állóképességi és rezisztencia edzésprogramban vettek részt. Az alkalmazott két 

intervenció között összesen 2 hónap telt el. Kiderült, hogy vannak olyan egyének, akik 

rezisztensek az állóképességi edzésre, de jelentősen profitálnak az erőnléti edzések pozitív 

hatásaiból. Továbbá, megfigyelték, hogy azok a személyek, akik a legmagasabb 

edzésválaszokat mutatták a 2 hetes állóképességi edzést követően, szintén jelentős fejlődést 

mutattak a rezisztencia edzésprogram végén is. Ezenkívül voltak olyan résztvevők is, akik csak 

az állóképességi edzésre reagáltak pozitívan, de a rezisztenciaedzésre nem. Ezek a 

megfigyelések arra engednek következtetni, hogy létezhetnek olyan belső sajátosságok, 

amelyek hajlamosítják az egyes egyéneket az állóképességi és/vagy a rezisztencia edzés 

kedvező hatásaira, vagyis a LR és HiR jelenség mintázata függhet az edzésmódtól is, az egyéni 

izomrost összetétel különbségei miatt.  

Összefoglalva tehát elmondható, hogy azokban a vizsgálatokban, melyek jelentős 

interindividuális eltérésekről számoltak be, az edzések intenzitása és gyakorisága előre 

meghatározott volt, azaz a gyűjtött adatok nagy részét standardizált edzésprogramokból 

nyerték. Továbbá elmondható, hogy a kardiorespiratorikus fittség adaptációs folyamataival 

kapcsolatban áll rendelkezésünkre a legteljesebb adatállomány. Annak ellenére, hogy a 

VO2max információt nyújt a résztvevők egyéni edzhetőségéről, ismert, hogy a rendszeres 

testmozgás más szív- és érrendszeri, anyagcsere, valamint immunrendszeri paramétereket is 

fejleszt. Ezek valószínűleg nem állnak kapcsolatban a VO2max jelentős változásaival, de 

nagyban hozzájárulhatnak az egyén általános egészségi állapotához. Ennek ellenére kutatások 

hiányoznak annak kiderítésére, hogy azok az egyének, akik VO2max, vagy egyéb sportélettani 

paraméterükben esetleg nem reagálnak egy adott edzésprogramra, vagyis LR-ek, nem javulnak-

e más egészséggel kapcsolatos paraméterükben. Valójában az edzés teljes, több szervrendszerre 

kiterjedő hatásának megértése a kardiorespiratorikus állóképesség javulása mellett 

kulcsfontosságúvá válik a hatékony és személyre szabott, megelőző edzésstratégiák 

kidolgozásához. A CT hatékonyabbnak bizonyult számos egészséggel összefüggést mutató 

paraméter javításában, mint más edzésprogramok. Ezért a jelen kutatás célja volt jellemezni a 

fiziológiai hatásokat és az egyének közötti variabilitást számos egészséggel összefüggő 

paraméter esetén 3 és 6 hónap kombinált edzésprogram után, fiatal, egészséges, de fizikailag 
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inaktív személyeknél. A résztvevőket minden vizsgált paraméterük alapján LR és HiR csoportra 

osztottuk K-közép klaszteranalízis segítségével.   
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3.2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK I. 

3.2.1. A kutatás résztvevői 

Életmódváltó csoportunkba összesen 25 résztvevőt (férfi: n=3 és nő: n=22) toboroztunk 

a közösségi platformokon megjelenő hirdetések segítségével.  Programunk célja a rendszeres 

testmozgás népszerűsítése volt a fizikailag inaktív egyetemisták körében. 

A résztvevők egészséges, de fizikailag inaktív fiatal (életkor: 25 év ± 4,12) egyetemisták voltak, 

akik a programot megelőző 6 hónapban nem végeztek rendszeres testmozgást. Az életmódváltó 

program résztvevőinek heti 3 edzése volt 6 hónapon keresztül. Az edzésprogram 2016. 

novembertől 2017. májusig tartott. Az alanyoknak nem volt fizikális sérülése, általuk ismert 

krónikus betegsége, illetve nem szedtek gyógyszert. A résztvevők a vizsgálatokat megelőzően 

írásban és szóban is tájékoztatást kaptak a kutatás pontos menetéről.  Részvételükről a 

programot megelőzően nyilatkoztak. Vizsgálatainkat a PTE KK Regionális Kutatás Etikai 

Bizottságának engedélyével (ügyiratszám: 6439/2016) végeztük, a mérések a Helsinki 

Deklaráció alapelvei és kiegészítései szerint történtek. A rendszeres testmozgáson alapuló 

programunkat végül 20 fő teljesítette sikeresen, melynek alapja az edzések legalább 85%-án 

való részvétel volt. Végül 14 résztvevő (férfi: n=2; életkor:23±1,98 és nő: n=12; életkor: 

25±3,73) adatait használtuk fel a HiR és LR statisztikai elemzések során (4. ábra). 

 

4. ábra: A résztvevők kiválasztásának szempontjai.  
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3.2.2. A 6 hónapos kombinált edzésprogram felépítése és menete 

Az alkalmazott edzésprogram során az állóképességet és az erőnlétet egyaránt 

fejlesztettük, azaz CT-t alkalmaztunk. Minden edzés a következő 4 fő szakaszból épült fel: 10 

perc bemelegítés, 30 perc erőnléti rész, 20 perc állóképességi blokk, a végén pedig 10 perc 

levezetés, nyújtással egybekötve. Részletezve, mindegyik edzésalkalom egy standardizált 

bemelegítési protokollal indult, mely mobilitási és gimnasztikai gyakorlatokat tartalmazott. A 

bemelegítési részt az erőnléti rész követte. A résztvevők 4 sorozat (8-20 ismétlésszámmal) saját 

testsúlyos gyakorlatot végeztek kézisúlyzó, TOGU, Gymstick vagy TRX kötél használatával. 

Az állóképességi blokkban az alanyok gyalogoltak vagy futottak. Futást csak abban az esetben 

vezettük be, ha az alany edzéspulzusa a HRmax < 65%-a alatt maradt. Végül pedig a levezető 

részben 2 perc lassú sétát, 8 perc statikus gyújtás követett.  A 6 hónap során, az edzések egy 

héten három alkalommal (Hétfő-Szerda-Péntek), képzett személyi edző vezetésével zajlottak. 

Az edzések intenzitását (Tint%) minden alkalommal a résztvevők aktuális állóképességi 

szintjéhez igazítottuk. Az aerob testmozgások során a terheléses pulzusszám ≤ 65%-a volt a 

HRmax-nak, míg ≤ 85%-a az erőnléti edzések esetében. A HRmax értékeket, 220-életkor képlet 

segítségével becsültük meg. Minden második héten Polar Team System (Polar Electro, 

Kempele, Finland) segítségével pulzusszám (HR) monitorozást végeztünk az edzés teljes 

idejében az aktuális egyéni Tint%-ok megállapítása érdekében. 

3.2.3. A vizsgálat menete 

Minden mérést elvégeztünk a program kezdete előtt (0. hónap; fizikailag inaktív 

állapot), valamint 3 és 6 hónap rendszeres testmozgást követően is. A vizsgálatok mindig a 

reggeli órákban, 6:30 és 12 óra között történtek.  A felméréseket minden alkalommal, 

vérvétellel kezdtük, majd felmértük az alanyok élettani és antropometriai paramétereit. Végül 

a teljes vizsgálat az életviteli kérdőívek kitöltésével zárult. A testtömeg indexet (BMI) és a 

testzsír-százalékot bioimpedancia analizátor (Omron, HBF-516B, Budapest, Hungary) 

segítségével határoztuk meg. Mind a szisztolés (SBP), mind a diasztolés vérnyomást (DBP) ülő 

testhelyzetben, 5 perces nyugalmi állapot után rögzítettük (Omron M10-IT). 
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3.2.4. Hat perces gyaloglóteszt (6MWT) 

A 6MWT-t az aerob állóképesség becslésére, a funkcionális teljesítmény értékelésére 

és számos krónikus betegség mortalitási és morbiditási kockázatának felmérésére használják. 

Laskin és mtsai (2007) által publikált eredmények alapján a 6MWT protokoll megbízhatóan 

alkalmazható egészséges felnőtt populációban a VO2max becslésére (77). 

Ezért, a fiatal, egészséges, de inaktív résztvevők aerob állóképességét a 6MWT segítségével 

becsültük meg. A jelen kutatásban alkalmazott protokollt Enright és munkatársai (2003) 

dolgozták ki (78). A VO2max (l/min) értékeket Laskin és mtsai (2007) által leírt módon 

számoltuk ki, végül pedig a kapott értéket a testtömeg felhasználásával, relatívVO2 max-ra 

(ml/kg/min) konvertáltuk át (77). 

3.2.5. A fizikai aktivitás vizsgálata aktigráffal 

A habituális fizikai aktivitást triaxiális akcelerométer GT3X + (Actigraph, Pensacola, 

FL) segítségével mértük. A GT3X+ aktigráf készülék mindhárom térirányban történő 

mozgások intenzitását képes mérni, valamint ezek időtartamát rögzíteni. A napi alapvető 

aktivitás mérésére az aktigráf ütéseket mér (79).  Egy ütés az a jel, melynek a nagysága elegendő 

ahhoz, hogy az akcelerométer analógból digitálissá alakítsa, azaz valódi mozgásként érzékelje 

(79). Az értékelés során általában öt aktivitási szintet lehet megkülönböztetni. Hipoaktivitásnak 

a <149 ütés/perc, könnyű aktivitásnak a 150-499 ütés/perc közötti, közepesnek a 500-3999 

ütés/perc közötti, intenzívnek a 4000-7599 ütés/perc közötti és nagyon intenzív aktivitásnak a 

>7600 ütés/perc közötti érték számít (79). A programban résztvevő személyek 7 egymást 

követő napon folyamatosan viselték a kapott aktigráf készüléket. A teljes aktivitás 

mennyiségéből becsülni tudtuk a napi átlagos aktivitási szintjüket, melyre a nemzetközi 

ajánlások is vonatkoznak. Mivel korlátozott számú aktigráf készülék állt rendelkezésünkre a 

nyers adatgyűjtés nem minden résztvevő esetén történt pontosan ugyanazokon a napokon. Ha 

a résztvevők valamilyen oknál fogva nem viselték a készüléket hét egymást követő napon 

folyamatosan, kizártuk az adataikat a további elemzésekből (4.ábra). A GT3X+ aktigráf 

készülék segítségével gyűjtött nyers adatok további analízisét az ActiLife 6.10 szoftver 

segítségével végeztük. 
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3.2.6 Pulzusmonitorozás Polar Team System segítségével 

A résztvevők HR-jének monitorozására Polar Team System rendszert használtunk 

(Polar Electro, Kempele, Finland) a 6 hónap során. A HR-t az edzést megelőzően 5 percig 

nyugalomban (ülő testhelyzetben), edzés közben és azt követő 5 percben szintén nyugalomban 

(ülő testhelyzetben) folyamatosan rögzítettük. A nyugalmi vizsgálatok nyugodt, csöndes 

környezetben zajlottak, a mérés során a vizsgálati személyek nem beszélhettek.  A rögzített 

adatokat a ProTrainer 5 szoftver (Polar Electro, Kempele, Finland) alkalmazásával elemeztük. 

Az Tint%-t  a Karvonen formulával számítottuk ki (80). 

3.2.7. Vérminták gyűjtése  

Az éhgyomri vérvétel minden alkalommal (0. 3. és 6. hónap) a kora reggeli órákban 

(6:30-7:30) történt. A résztvevőket előzetesen mindig tájékoztattuk arról, hogy a vérvételt 

megelőző napon tartózkodjanak az erős fizikai terhelésektől, illetve fogyasszanak megfelelő 

mennyiségű folyadékot, lehetőleg vizet. A vénás vérmintákat megfelelő vérvételi csövekbe 

gyűjtöttük. Kálium-etilén-diamin-tetraecetsavat (K-EDTA) tartalmazó vérvételi csövet 

használtunk a sejtes elemek vizsgálatához. Antikoagulánst nem tartalmazó csövekbe kerültek a 

szérum C-reaktív protein- (CRP) és kortizol-szint vizsgálatára szánt vérminták. A vér alakos 

elemek kvantifikációja Cell-Dyn 3700 multiparaméteres automata hematológiai analizátorral 

történt (Abbott Diagnostics, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL. USA). A CRP mennyiségi 

meghatározása a Cardiac C-Reactive Protein (Latex) magas érzékenységű turbudimetriás 

immunassay (Roche Diagnostics) felhasználásával, Cobas 8000 Modular Analyzer rendszer 

(Roche Diagnostics, GmbH. Mannheim, Germany) segítségével történt a gyártó által megadott 

protokollt követve. A szérum kortizol-szintet Cortisol RIA Kit (Beckman Coulter, Cat.: 

IM1841) felhasználásával, RIA-mat 280 automata analizátorral (Stratec Gmbh. Birkenfeld. 

Germany) határoztuk meg. 

3.2.8. hTREC (T-sejt receptor excíziós körök) abszolút kópiaszámának meghatározása 

Digitális PCR készülék segítségével 

A vérmintákat nátrium-citrát tartalmú csövekben (BD Vacutainer Blood Collection 

Tube) gyűjtöttük. Ezt követően 200μl vérminta felhasználásával genomiális DNS-t izoláltunk  

Blood Mini Kit segítségével (Qiagen, Hilden, Germany). Az izolált DNS minták mennyiségi és 

minőségi mutatóit NanoDrop 2000 készülék segítségével határoztuk meg (Thermo Fisher 

Scientific, USA).  A Digitális PCR reakciókat a QuantStudio™ 3D Digitális PCR Reagens Kit 

(Thermo Fisher Scientific) ajánlásait követve állítottuk össze. Minden esetben 7µl mintát 

használtunk fel. A kapott eredmények értékelése központi web-server segítségével történt. 
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3.2.9. High és low-responder személyek csoportosítása  

A sporttudományi folyóiratokban megjelent legfrissebb módszertani javaslatok alapján 

abszolút változást számoltunk minden egyes mért paraméternél a változások nyomon 

követesére (0. hónap vs. 3. hónap, valamint 0. hónap vs. 6. hónap) (81).  Ezután az abszolút 

változások értékeit Z-score-ra alakítottuk, vagyis standardizáltuk, hiszen csak a hasonló 

skálázási adatok összehasonlíthatók.  Ezt követően K-közép klaszteranalízist alkalmaztunk a 

LR és HiR-ek azonosítására. Célunk volt megmutatni, hogy léteznek olyan csoportok, melyek 

jobban hasonlítanak egymáshoz, mint a csoport másik tagjához. A két csoport azonosítását 

követően egyutas ANOVA tesztet használtunk a HiR és LR csoportok közötti szignifikáns 

különbségek megállapítására (p<0,05).  

3.2.10. Mesterséges neuronális hálózatok alkalmazása az életmódváltó program 

hatékonyságának értékeléshez 

Az adatokat Jordan/Elman típusú Neurosolutions 6 (Neurodimension Inc.) mesterséges 

neurális hálózati szoftver segítségével értékeltük. Az eljárás napjainkra egyre inkább a 

kutatások fókuszába került. Sikeressége abban rejlik, hogy képesek az adatokban rejlő komplex 

kapcsolatok és mintázatok felismerésére. Összesen 10,000 hálózat tanítási ciklus után (training 

session) 14 személytől származó adatkészletet használtunk fel, 0,003 átlagos négyzetes hibával. 

Mivel a hálózat változó pontossággal írja le az összefüggéseket, ezért az átlagos négyzetes hiba 

értékét beillesztettük minden oszlop végére. Ez az érték minél kisebb, annál valószínűbb, hogy 

a modell jól írja le az összefüggéseket. A szignifikáns különbségeket T-próba segítségével 

határoztuk meg, ahol p<0,05 volt. 

  



27 
 

3.3. EREDMÉNYEK I.  

3.3.1. Élettani paraméterek 

A vizsgált csoportból 20 személy teljesítette sikeresen a 6 hónapos edzésprogramot. 

Összesen 6 résztvevőt zártunk ki, mivel nem viselte 7 egymást követő napon az aktigráf 

készüléket. Így, végül 14 személy adatait használtuk fel a HiR és LR jelenség vizsgálatán 

alapuló tanulmányban (4. ábra). Elmondható, hogy minden résztvevő jól tolerálta a 

mozgásprogramot, az intervenció során sérülés nem történt. Mivel a klasszikus élettani 

paraméterek rendszeres testmozgás hatására bekövetkező változásai már az irodalomban jól 

dokumentáltak, így ezeknek a paramétereknek (szedentális zónában eltöltött idő, szisztolés és 

diasztolés vérnyomás, 6 perces gyaloglóteszt során megtett távolság, ebből becsült relVO2max) 

a mérése és értékelése a 3, majd  6 hónap rendszeres testmozgást követően segített validálni az 

alkalmazott edzésprogramot (82). Valamennyi mért paraméternél nagy egyéni különbségeket 

detektáltunk, így K-közép klaszteranalízist alkalmaztunk, két homogénebb csoport 

azonosítására. Klaszteranalízis segítségével egymástól szignifikánsan elkülönülő klasztereket 

hoztunk létre 3 és 6 hónap rendszeres testmozgást követően is. HiR-nek tekintettük elemzéseink 

során azt a klasztert, melyben a résztvevők az adott paraméternél a szakirodalommal koherens 

módon pozitív irányú változást mutattak. Ezzel szemben a LR-ek olyan alanyok halmazát 

képviselik, akik a HiR-eknél kisebb mértékű vagy esetleg negatív irányú fejlődést mutattak. 

Jelen értekezésben a publikált cikkben lévő eredményeket kiegészítem, azokkal az adatokkal, 

melyek bemutatják miként alakult az egészségügyi előnyöket nem támogató, adverz 

válaszreakciókat adó résztvevők száma a 6 hónap során az egyes paramétereknél. 

A résztvevők szedentális (inaktív) zónában eltöltött idejét 3×7 napon keresztül 

rögzítettük aktigráf készülékkel. Fő célunk a programon kívüli habituális PA-ban jelentkező 

interindividuális különbségek kimutatása volt. Egyéni szinten nagy különbségeket találtunk a 

szedentális zónában eltöltött időben a 3 és 6 hónap rendszeres PA után egyaránt, lehetővé téve 

a nagyobb (HPA) és alacsonyabb PA-ú (LPA) klaszterek elkülönítését egymástól (5. ábra). 

Mind félidőben (3. hónap) mind 6 hónap rendszeres PA-t követően a HPA és LPA klaszterek 

szignifikánsan elkülönültek egymástól (p<0,001). Fontos megjegyezni, hogy az aktigráf 

készülék segítségével detektáltuk a mérsékelt és erőteljes PA-ú zónában eltöltött idő hosszát is. 

Az alkalmazott edzésprogram  közepes intenzitású volt (≤ 65% HRmax aerob testmozgások 

esetén és ≤ 85% HRmax az erőnléti edzéseknél), ennek köszönhetően mind a 14 személynél 

jelentősen emelkedett a mérsékelt intenzitású zónában eltöltött idő hossza (p<0,05). Ezeken túl 

nem volt kimutatható jelentős interindividuális különbség sem. Emellett, egyik résztvevőnél 

sem volt detektálható aktivitás a nagy intenzitású PA-ú zónában. Jól megfigyelhető, hogy a 
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csoportszintű változások elrejtik, hogy valójában voltak aktívabb és kevésbé aktív személyek 

is.  

 

5. ábra: A szedentális zónában eltöltött idő mennyisége percekben. 

LPA=alacsony fizikai aktiviás; HPA= nagy fizikai aktivitás; 0-3: abszolút változások Z-score értékeinek 

az átlaga 0. és 3. hónap között; 0-6: abszolút változások Z-score értékeinek az átlaga 0. és 6. hónap 

között. 

*** (p<0,001) 

Bár a SBP és a DBP vérnyomás egyaránt csökkenést mutatott, csoport szinten nem volt 

kimutatható statisztikailag szignifikáns változás a nagy interindividuális különbségek miatt. 

Ugyanakkor klaszteranalízis segítségével egymástól szignifikánsan elkülöníthető csoportokat 

tudtunk azonosítani 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 ábra).  SBP-nél n=3 személynél volt detektálható adverz változás (emelkedtek 

a kiindulási állapothoz képest a nyugalmi vérnyomás értékek) a 3. és 6. hónapban egyaránt, míg 

DBP-nél 3 hónap után 4 személynél, 6 hónap után 5 személynél.  

Csoport szinten, a 6MWT során megtett távolság esetében a program végén szignifikáns 

javulást volt kimutatható (p= 0,001). Emellett megfigyelhető volt a HiR-ek arányának javulása, 

bár az abszolút változások átlaga kisebb lett (6. C ábra). Míg a 3 hónapos mintavételi 

időpontban 3, a program végére csak 1 személynél (9: ∆:-37 m) volt kimutatható negatív irányú 

fejlődés. Mivel a fizikai teljesítmény korrelál az aerob kapacitással, ezért a relVO2max-ot is 

értékeltük (77). Amint az várható volt, a VO2max növekszik a HiR egyénekben a rendszeres 

PA hatására (6. D ábra). A relVO2max esetében is elmondható, hogy növekedett a HiR-ek 

prevalenciája a 6. hónapra, de a klaszterben lévő személyek abszolút változásának átlaga 
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csökkent, ami azt jelzi, hogy bár kisebb mértékű fejlődés volt kimutatható, de több 

résztvevőnél. Míg a 3. hónapnál 5, addig a 6. hónapnál csak 2 személynél volt mérhető negatív 

irányú fejlődés az aerob állóképességet mutató relVO2max paraméterben. 

 

6. ábra: Interindividuális különbségek alakulása a vérnyomás és teljesítmény 

paraméterekben. 
0-3: abszolút változások Z-score értékeinek az átlaga 0. és 3. hónap között; 0-6: abszolút változások 

Z-score értékeinek az átlaga 0. és 6. hónap között. HiR és LR klaszterek közötti szignifikancia 

szintek, * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). 
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3.3.2. A glükóz és lipid anyagcsere változásai 

A rendszeres PA jelentős hatással van a glükóz és a lipid metabolizmusra, ezért az 

alapvető metabolikus paraméterek változását (glükóz, inzulin, HDL, LDL) szintén 

megvizsgáltuk (83). Csoportszinten az interindividuális különbségek ellenére szignifikáns 

változás volt kimutatható 3 és 6 hónap rendszeres PA után az inzulin (0-3: p=0,005; 0-

6:p=0,026),  és 6 hónap rendszeres PA után a glükóz (0-6: p=0,012) éhgyomri szintjében. 

Meglepő módon a glükóz, az inzulin, a HDL és az LDL rendszeres testmozgásra adott egyéni 

különbségeit nagyon kevesen vizsgálták meg az irodalom szerint. Mind a négy vizsgált 

metabolikus paraméter a HiR és LR egyedek szignifikáns szegregációját mutatja, bár eltérő 

mértékben (glükóz: 0-3: p<0,001; 0-6: p<0,01); (inzulin: 0-3: p<0,01; 0-6: p<0,001); (HDL: 0-

3: p<0,01; 0-6: p<0,01); (LDL: 0-3: p<0,001; 0-6: p<0,001) (7. A-D ábra). Összességében 

elmondható, hogy az LDL-nél 5-5, az inzulinnál 1-1 az adverz reakciót mutató személyek 

száma 3 és 6 hónap után.  A glükóz és a HDL paraméter esetén csökkent az idő előrehaladtával 

az egészségügyi előnyökkel ellentétes válaszreakciók száma (glükóz:0-3: n=5; 0-6: n=1); 

(HDL: 0-3: n=5; 0-6: n=3).   
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7. ábra: Interindividuális különbségek alakulása a metabolikus 

paraméterekben. 
0-3: abszolút változások Z-score értékeinek az átlaga 0. és 3. hónap között; 0-6: abszolút változások 

Z-score értékeinek az átlaga 0. és 6. hónap között. HiR és LR klaszterek közötti szignifikancia 

szintek, ** (p<0,01); *** (p<0,001).  



32 
 

3.3.3. Az immunrendszerrel asszociálható paraméterek 

A szakirodalmi adatok alapján a hosszútávú rendszeres, mérsékelt intenzitású testmozgás 

pozitív hatással van az immunrendszerre, a krónikus alacsony intenzitású, sejtszintű stressz 

okán, amelyet hormézisnek is nevezünk (84). Mivel a hormézis fokozza a stresszel szembeni 

rezisztenciát részben a fokozott endogén szteroidválasz miatt, a résztvevők kortizol-szintjét is 

megvizsgáltuk (85). Az interindividuális különbségek, valamint a HiR és LR személyek 

immunrendszer szempontjából történő azonosítása érdekében olyan alapvető paramétereket is 

értékeltünk, mint a CRP-szintje és a limfocitaszám. Ismert, hogy az endokrin rendszer (például 

a kortizolon keresztül) hatással van mind a metabolikus, mind az immunfolyamatokra (86).  

Bár nagy egyéni különbségek detektálhatók, csoport szinten a kortizol-szint szignifikánsan 

emelkedik a 6. hónapra (p=0,000). A CRP értékekben a HiR és LR-ek közötti különbség 

nagyobb 3 hónap után, mint 6 hónap rendszeres testmozgást követően, amit a szignifikancia 

szint erőssége is jelez (0-3: p<0,001; 0-6: p<0,05) (8. B ábra). Az emelkedett kortizol-szintről 

ismert, hogy csökkenti a limfocitaszámot (84). Ezt alá is támasztják eredményeink, mivel 6. 

hónapra a kortizol-szint emelkedés mellett, a limfocitaszámban szignifikáns (p=0,015) 

csökkenés volt kimutatható. Korábbi kutatások adatai alapján rendszeres mérsékelt testmozgás 

mellett javult a csecsemőmirigy, naiv T-sejt-termelő képessége (52). Ennek igazolására 

digitális PCR mérést végeztünk. Célunk, a hTREC kópiaszám meghatározása volt (87). A 

hTREC a T-sejt-receptor (TcR) génátrendeződésének mellékterméke, mely a timociták érése 

során keletkezik a csecsemőmirigyben. A hTREC a genomikus DNS-sel együtt izolálható és a 

perifériás vérben lévő mennyisége arányos a csecsemőmirigy funkciójával, azaz a naiv T-

sejttermelő képességével. A mi adataink is alátámasztják, hogy a mérsékelt rendszeres 

testmozgás fokozza a csecsemőmirigy működését (friss naiv T-sejttermelés), hiszen az alanyok 

jelentős részénél hTREC kópiaszám emelkedés volt kimutatható. 
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8. ábra: Az interindividuális különbségek alakulása a vizsgált 

immunparaméterekben. 
0-3: abszolút változások Z-score értékeinek az átlaga 0. és 3. hónap között; 0-6: abszolút változások 

Z-score értékeinek az átlaga 0. és 6. hónap között. HiR és LR klaszterek közötti szignifikancia 

szintek, * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). 
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3.3.4. Mesterséges neurális hálózat (ANN) analízis 

Életmódváltó programunk során sikerült nyomon követni jelentős mennyiségű élettani 

és molekuláris paramétert. Ennek köszönhetően nagy adathalmaz állt a rendelkezésünkre. ANN 

analízist alkalmaztunk az egyes paraméterek közötti korrelációs minták meghatározásához. Az 

1. táblázat a páronkénti korrelációs elemzés eredményeit mutatja heatmap-en ábrázolva. Azok 

a paraméterek melyek között a korreláció erős volt, piros színnel jelennek meg, míg a gyengébb 

összefüggést mutató paraméterek zöld színnel. Egy élettani paraméter (szedentális 

állapot=inaktív állapotban töltött idő hossza percekben), egy metabolikus paraméter (inzulin) 

és egy molekuláris immunológiai paraméter (hTREC kópiaszám) mutatta a legerősebb 

korrelációt a többi analizált paraméterrel, ezért ezt a három paramétert mastermind 

paraméternek neveztük el. 
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1. táblázat: A mesterséges neurális hálózat elemzésének eredménye.  
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3.4. DISZKUSSZIÓ I. 

Jelen tanulmányban megvizsgáltuk, hogy 3 és 6 hónapos CT milyen hatást gyakorol 

egészséges, de fizikailag inaktív egyetemisták különböző szervrendszereket 

(kardiorespiratorikus, metabolikus és immunológiai) érintő paramétereire. A kutatás 

egyedisége abban rejlik, hogy fizikailag inaktív résztvevők személyre szabott CT-re adott 

válaszreakcióinak egyéni variabilitását követi nyomon 6 hónapon keresztül. A 6 hónapos 

rendszeres PA több egészségügyi és fizikai teljesítménnyel összefüggő paraméter javulását 

eredményezte. Így csökkent a szedentális zónában eltöltött idő mennyisége (∆: -677 min), a 

SBP (∆: -6,8 Hgmm), a DBP (∆:-1,8 Hgmm), az éhgyromi glükóz szint (∆: -1,08 mmol/l), az 

LDL (∆:-0,02 mmol/l), a CRP (∆: -0,57 mg/l), a limfocitaszám (∆: -0,66), míg növekedett a 

6MWD (∆:+60,7 m), a relVO2max (∆: 3,7 ml/kg/min), az éhgyomri inzulin szint (∆:+23,7 

pmol/l),a  HDL (∆: +0,15 mmol/l), a kortizol (∆: +180,5 mmol/l), valamint a hTREC (∆: +3,58 

kópia/µl). Ezek az eredmények összhangban vannak számos metaanalízis eredményével, 

melyek szerint a CT intervenciók többféle szinten is pozitív hatást gyakorolnak az egészségre, 

időhatékonyan, mind egészséges mind pedig életmód-indukálta krónikus betegségben szenvedő 

személyeknél (36; 21). Azonban, a pozitív irányú csoportválaszok mellett jelentős egyéni 

különbségek is kimutathatók voltak. Ezért minden vizsgálati változó esetén külön-külön 

analizáltuk a CT-re adott válaszreakciókat egyéni szinten is. A nagy (HiR) és alacsony (LR) 

választ adó alanyok klasszifikációjára különböző módszerek léteznek, mint például a klinikai 

határértékek alkalmazása (cut-off points), K-közép klaszteranalízis, tipikus mérési hiba, vagy a 

tipikus hiba kétszerese. A jelen tanulmányban használt módszer megbízhatóságát, több a 

témában megjelent közlemény is alátámasztja (88; 89).  

Az egyének közötti variabilitásról vizsgáló korábbi tanulmányok többsége a HiR és LR 

jelenséget egyetlen elsődleges változó esetén értékeli és csoportosítja (90; 91). Például, 

Andrade-Mayorga O. és mtsai (2021) a túlsúlyos/elhízott felnőtt nők 12 hetes magas intenzitású 

intervallum edzésprogramot követő zsírtömeg változását tekintette elsődleges kimeneteli 

változónak (90), ugyanakkor megtartották a résztvevők zsírtömeg csökkenés alapján történő 

HiR és LR besorolását a többi vizsgálati paraméter esetén is. Így azoknál az alanyoknál, akiknél 

szignifikáns zsírtömeg csökkenés következett be (HiR), jelentősebb volt a teljes testtömeg 

csökkenés is, ez azonban nem így történt a többi vizsgálati változó esetén (pl. SBP, DBP, 

abszolút VO2 csúcs stb). Eredményeink alapján ennek az lehet az oka, hogy egy személy, aki 

egy vizsgált változóban HiR, nem feltétlenül lesz HiR a többi vizsgált változó esetén. Ezért a 
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jövőben érdemesebb lenne minden egyes vizsgálati változó esetén külön klasszifikálni az 

alanyokat HiR és LR kategóriákba. 

A 6 hónapos CT szignifikánsan javította a 6MWD, valamint jelentősen növelte a 

relVO2max-t is, ami nagyon fontos, mivel a kardiorespiratorikus fittség (CRF) javítása 

csökkenti számos krónikus betegségek kockázatát (92). Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a 

CRF javulása mind 3 és 6 hónap rendszeres PA után, nagy, egyének közötti variabilitás mellett 

következik be. Mint az már a bevezetésben említésre került, a CRF interindividuális variabilitás 

vizsgálata a különféle edzésmódszereknél az egyik legszélesebb körben ismertetett téma (93). 

A korábban szedentális életmódot folytató férfiak és nők VO2max edzhetőségében mutatkozó 

egyéni különbségek jelenségéről részletesebb adatállomány a HERITAGE Family Study-ból 

származik (93). 

A CRF fejlődése mellett érdemes megemlíteni, hogy függetlenül attól, hogy résztvevők 

mindegyikének vérnyomása a normotenzív tartományban volt, értékeik tovább javultak, 

összhangban Cornelissen és Smart (2013) metaanalízisének eredményeivel (94).  Meglepő 

módon, a HDL-C és LDL-C rendszeres testmozgásra adott egyéni különbségeit nagyon kevesen 

vizsgálták. Leon és mtsai a HDL-C százalékos változás eloszlását kvartilisre osztották, ahol az 

1. kvartilis átlagos csökkenése 9,3% volt, míg a 4. kvartilisnél 18% emelkedés volt kimutatható, 

de csoport szinten az átlagos emelkedés csak 0,04 mmol/l (SD=0,12) volt (95). Vizsgálatunkban 

csoport szinten egészséges személyeknél 6 hónap után 0,15 mmol/l emelkedést tudtunk 

kimutatni. 

Korábban még nem vizsgálták a glükóz, a kortizol, a CRP, a limfocitaszám és a hTREC 

paraméterek rendszeres testmozgás okozta egyéni különbségeit. Ugyanakkor az ANN analízis 

eredményei határozottan arra utalnak, hogy 6 hónap rendszeres PA után a szedentális zónában 

eltöltött idő mennyisége mellett az inzulin és a hTREC vizsgálati változók azok, amelyek fontos 

meghatározói lehettek annak, hogy ki mennyire reagált a rendszeres testmozgásra. Ezért 

ezeknek a mastermind paramétereknek a részletesebb, nagyobb elemszámmal történő 

vizsgálata a jövőben rendkívül fontos lenne.  

Eredményeink alátámasztják, hogy bár elkülöníthetők a HiR és LR személyek, de ez a 

besorolás csak adott paraméterre és egy konkrét gyakorlati protokollra alkalmas. 

Eredményeinkkel összhangban Barbelho és mstai (2017)-ben szintén kimutatták egy 12 hetes 

rezisztencia edzésprogram során, hogy a résztvevők mindegyike javulást mutatott legalább egy 

vizsgálati változóban (96). Emellett számos egészséggel asszociálható vizsgált paraméternél 

megfigyelhettük, hogy az idő előrehaladtával egyre csökkent az adverz reakciókat adó 

személyek száma. Ezzel kapcsolatban Ross és mtsai (2015) megállapították, hogy az 
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edzésintenzitást fokozatosan növelve, az idő előrehaladtával a LR-ek gyakorisága addig 

csökken, amíg végül el nem tűnik (97). 

3.5. KONKLÚZIÓ I. 

Eredményeink megerősítették, hogy a CT számos pozitív javulást eredményez fiatal 

felnőtt, korábban szedentális életmódot folytató egyénnél. Az itt leírt HiR és LR jelenség nem 

korlátozódik a vizsgált változókra, mindenütt jelen van és a sporttudományi kutatások nagy 

százalékában megfigyelhető.  Bizonyítható, hogy jelentős heterogenitás mutatkozik az egyéni 

kockázati tényezők fiziológiai mutatóiban rendszeres PA hatására. Jelen adatokból az látszik, 

hogy a szedentális állapotban eltöltött idő mennyisége, az éhgyomri inzulin és a hTREC 

változásai jelentős hatással lehetnek a rendszeres testmozgásra adott egyéni reakciókra, ezért 

ezeknek a paramétereknek a részletes vizsgálata a jövőben rendkívül fontos lesz. 
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4. Rövid és hosszútávú fizikai aktivitás hatása a keringő exoszómális 

miRNS profilra 
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4.1.BEVEZETÉS II. 

4.1.1. A testmozgás és az extracelluláris vezikulák kapcsolata 

A rendszeres PA nemcsak csökkenti számos krónikus betegség kialakulásának 

kockázatát, de képes késleltetni az öregedéssel együtt járó betegségek előfordulását is (11). 

Széleskörben elfogadott többek között az anyagcsere-rendellenességek (elhízás, 2-es típusú 

cukorbetegség), szív- és érrendszeri (magas vérnyomás), neurodegeneratív betegségek 

(Alzheimer-kór), pszichiátriai állapotok (szorongás, depresszió), daganatos megbetegedések, 

ízületi és izombetegségek megelőzésére és kezelésére (98). Azonban a krónikus betegségek 

megelőzésének elősegítésében szerepet játszó molekuláris interakciók továbbra sem 

egyértelműek. Az egyik legelfogadottabb elmélet, a vázizomból származó miokinek, más néven 

exerkinek elmélete,  mely alátámasztja a testmozgás által közvetített sejtek közötti interakciókat 

(99).  Napjainkban a miokin elmélet mellett egyre több kutatási eredmény támasztja alá az 

extracelluláris vezikulák (EV), különösen az exoszómák fontosságának a szerepét az 

intercelluláris kommunikáció elősegítésében testmozgás során is (98; 100). A sejtek közötti 

kommunikáció az élő szervezet alapvető jelensége. Az egész szervezet szabályozása és a 

homeosztázis fenntartása a test összes szervének megfelelő koordinációjától és a sejt-sejt 

közötti kommunikáció hatékonyságától függ. A tudományos közösség sokáig úgy gondolta, 

hogy a kommunikáció parakrin vagy endokrin módon a molekulák extracelluláris térbe történő 

kiválasztódásával jön létre.  

Az elmúlt évtizedben azonban bebizonyosodott, hogy a sejtekből a molekulák 

szisztémás környezetbe való felszabadulása vezikulák formájában is történhet (101). Az EV-k 

sejtekből származó, membránnal körülvett struktúrák. Keletkezés, méret és fehérjetartalom 

alapján 3 populációjukat különböztetjük meg: exoszómák (50-150 nm), mikrovezikulák (150-

1000 nm), apoptotikus testek (800-5000 nm)(102).  Az exoszómák populációja jelenleg a 

legjobban vizsgált és jellemzett. Az exoszómák 50-150 nm átmérőjűek, keletkezésük során a 

multivezikuláris testek plazmamembránnal való fúziójával ürülnek az extracelluláris térbe 

(103). Ezt követően kölcsönhatásba lépnek a recipiens sejttel. Sejttípustól függően ez történhet 

sejtmembrán által közvetített jelátvitellel és/vagy klatrin/kaveolin mediált endocitózissal, 

fagocitózissal vagy makropinocitózissal (103). Amint a recipiens sejt plazmamembránjához 

kötődnek, tartalmuk az RNS, DNS, fehérjemolekulák és metabolitok (bár összetételük erősen 

függ a stimuláció fajtájától is) felszabadulnak a recipiens sejt citoplazmájában, ezáltal 

befolyásolva annak működését (104). Az exoszómák keletkezésüknek megfelelően 

endoszómális markereket is hordoznak (például CD9, CD63, CD81, Tsg101), így viszonylag 

könnyen azonosíthatók (105). A kutatások azt is igazolták, hogy az exoszómák különféle 
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válaszokat válthatnak ki a fogadó sejt típusától függően (100). Az EV-k felhasználását számos 

klinikai alkalmazásban figyelembe vették, a prognózistól, a biomarkereken át, egészen a 

terápiás stratégiákig (106) . Yoshida és mtsai (2019) beszámoltak arról, hogy fiatal egerekből 

származó EV-k injekciója megnöveli az idős (20 hónapos) nőstény egerek élettartamát. 

Ezenkívül a recipiensek sokkal egészségesebbnek és aktívabbnak tűntek (107). Ezzel 

összhangban Prattichiezzo és mtsai (2019) szintén azt állapították meg, hogy a fiatal egerektől 

izolált EV-k öregedési mechanizmusok késleltetésében szerepet játszó faktor hordozóiként 

működhetnek (108). 

 

9. ábra: Testmozgás hatására a keringési rendszerbe felszabaduló 

extracelluláris vezikulák.  
A testmozgás során vagy azt követően vérlemezkék, endotél sejtek, leukocita alcsoportok és az 

izomszövet extracelluláris vezikulák összetett keverékét bocsátja ki a véráramba (ExerV-k). Ezek 

bioaktív rakományt szállítva közvetíthetik az egészségügyi előnyökhöz vezető alkalmazkodási 

folyamatokat. (Brahmer A. és mtsai 2020 alapján, módosítva) (109). 

Az eddig rendelkezésre álló tanulmányok azt sugallják, hogy az EV-k fontos mediátorai 

lehetnek a szisztémás edzésadaptációnak, valamint kiváló célpontjai azoknak a keringő 

faktoroknak a feltárásában, melyek az egyes szervrendszerekben a testmozgás által indukált 

egészségügyi előnyök alapját képezik (9. ábra)(98). A testmozgásnak az EVk-ra gyakorolt 

hatását először Frühbeis és munkatársai írták le 2015-ben (110). Ez még meglehetősen fiatal 

tudományterület, emellett az EV profil és az egyes edzésparaméterek (például edzésmód, 

gyakoriság, időtartam) közötti kapcsolat még kevéssé vizsgált. Az eddigi eredmények alapján 

úgy tűnik, hogy míg az akut terhelés fokozza a multivezikuláris testek és az exoszómák 

biogenezisét, vagyis az exoszómák keringésbe való felszabadulását (100), addig Hou és mtsai 
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(2019) nem találtak szignifikáns különbséget 1 éves edzésprogramban részt vevő egészséges 

edzett és edzetlen férfiak  exoszóma koncentrációjában (111).  Előfordulhat, hogy ez a jelenség 

az adott terheléshez való fiziológiai adaptációnak tulajdonítható, de a krónikus edzések 

tekintetében még meglehetősen korlátozott irodalom áll a rendelkezésünkre. Emellett a fenti 

eredmények felhívják a figyelmet egyúttal a mintagyűjtés időzítésének fontosságára is a 

jövőbeni kutatások során. Ennek meghatározásához pedig szükséges több exoszóma 

felszabadulási kinetikát vizsgáló tanulmány. 

Az exoszómák által szállított molekulák közül a miRNS-ek kisméretű, nem kódoló 

RNS-ek, melyek a génexpresszió fontos szabályozói a transzkriptum lebontásán és a transzláció 

gátlásán keresztül, valamint hosszútávú jelátviteli molekulaként is működhetnek (112). 

Fiziológiás és patológiás stressz esetén módosíthatják a génexpressziót, ezáltal tökéletes 

helyzetben vannak ahhoz, hogy részt vegyenek az egyes betegségek kialakításában (113). A 

kanonikus funkciójukon kívül a miRNS-ket számos sejt képes felszabadítani és az eddigi 

eredmények alapján az extracelluláris miRNS profil módosul a különféle kóros állapotokkal 

összefüggésben (113). Az extracelluláris (vagy keringő) miRNS-ek vagy fehérjekomplexekhez 

kötődnek vagy vezikulákba (például exoszómákba) csomagolódva szállítódnak (112). A 

keringő miRNS-kel kapcsolatos korábbi sporttudományi tanulmányok többsége a vezikula 

mentes extracelluláris miRNS-ket vizsgálta plazmában vagy szérumban (114;115). 

Ugyanakkor a legújabb eredmények azt mutatják, hogy az exoszómákhoz kötött miRNS 

transzport a keringő miRNS-ek bioaktívabb készletét biztosíthatja. Az exoszómális miRNS-ek 

(exomiR) a recipiens sejtben transzkriptomikus változásokat indukálhatnak, lényegében új 

intercelluláris hírvivőként működnek (100). Például, a tumorsejtekből felszabaduló exomiR-ek 

részt vesznek a tumor progressziójában, angiogenezisében és metasztatikus folyamataiban 

(116). Mindemellett, egy másik tanulmány kimutatta azt is, hogy az életkorral 74 exomiR 

expressziója növekszik (117). 

Tekintettel arra, hogy a keringő exoszómák a szervezet fiziológiai és patofiziológiai 

állapotait tükrözik, és ~1010 partikula/ml nagyságrendűek, nagy szükség van a testmozgás során 

felszabaduló exoszómák funkcionális hatásainak feltárására. Ezért további kutatások 

szükségesek különféle edzésmódokkal és időtartamokkal összefüggésben, hogy mélyebben 

megértsük az exoszómák és az általuk szállított ’’rakomány’’, különös tekintettel a miRNS-ek 

szerepét a krónikus betegségek megelőzésében. A kutatás fontosságát mutatja, hogy a 

közelmúltban a National Institute of Health létrehozott egy közös alapprogramot (Common 

Fund Program) a PA egészségügyi előnyei mögött lévő molekuláris transzduszerek mélyebb 

megértése érdekében (118), mivel a testmozgásra adott molekuláris válaszok vizsgálata 
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alapvető eszköz az edzésre adott szisztémás válaszok koordinációjának és az egészségi 

állapothoz való kapcsolódásának mélyebb megértéséhez. Ennek a területnek a részletesebb 

kutatása a jövőben lehetővé tenné olyan új, lehetséges mechanizmusok felfedezését, melyek 

szerepet játszanak a patofiziológiai változások megelőzésében. Gyakorlati szempontból pedig 

az edzésre adott molekuláris válaszok megértése elengedhetetlen a teljesítmény és az 

edzésprotokollok optimalizálása, valamint az egészséges testmozgás határainak feltárásához. 

Ezért, jelen kutatásunk során egy 0,5 éves, közepes intenzitású, személyi edző 

felügyelete mellett zajló, kombinált edzésprogram hatását vizsgáltuk meg egészséges fiatal, 

mozgásszegény életmódot folytató egyének exomiR profiljára. Megvizsgáltuk továbbá azt is, 

hogy a fiatal résztvevőknél 0,5 év rendszeres PA hatására szignifikánsan megváltozott 

expressziójú miRNS-ek vajon jelen vannak-e, és ha igen, hogyan szabályozódnak az 

egészséges, edzett, senior alanyoknál, akik már legalább 25 éve rendszeres testmozgást 

végeztek. Ezt követően útvonal (pathway) analízist végeztünk az azonosított miRNS-ek és a 

biológiai jelátviteli utak közötti kölcsönhatások értékelése céljából.  
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4.2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK II. 

4.2.1. A kutatás résztvevői 

A jelen kutatás résztvevői egészséges, de fizikailag inaktív fiatalok (n = 14; életkor: 23 

±2 év), valamint edzett, senior (n = 11; életkor: 62±6 év) személyek voltak. Az alanyoknak nem 

volt ismert krónikus betegségük (például anyagcserezavar, szív- és érrendszeri, daganatos 

megbetegedés stb.), legfőbb jellemzőiket az 2. táblázat foglalja össze.  

4.2.2. Alkalmazott edzésprotokollok 

Egészséges, fiatal inaktív személyek közepes intenzitású, rendszeres, állóképességet és 

erőnlétet egyaránt fejlesztő, azaz kombinált edzéseken vettek részt, hetente háromszor fél éven 

keresztül. Az edzett senior alanyok, pedig legalább 25 éve rendszeres testmozgást végeztek. A 

senior résztvevők edzési szokásait általános életmód kérdőív, valamint Nemzetközi Fizikai 

Aktivitás Kérdőív (IPAQ) segítségével értékeltük (119). Megbizonyosodtunk arról, hogy 

mindkét típusú edzést (állóképességi és erőnléti) egyaránt végeztek. A résztvevők a kutatás 

pontos menetéről a vizsgálatokat megelőzően írásban és szóban is tájékoztatást kaptak. 

Részvételükről a programot megelőzően nyilatkoztak. Vizsgálatainkat a PTE KK Regionális 

Kutatás Etikai Bizottságának engedélyével (ügyiratszám: 6439/2016 és 7755/2019) végeztük, 

a mérések a Helsinki Deklaráció alapelvei és kiegészítései szerint történtek. 

4.2.3. Vérszérum gyűjtése és előkészítése 

Az éhgyomri vérvétel minden alkalommal a kora reggeli órákban (6:30-7:30) történt, a 

fiataloknál két mintavételi időpontban, a programot megelőzően (inaktív állapotban) és 6 hónap 

rendszeres PA után (0,5 év), és egy alkalommal a senior alanyoktól. A résztvevőket előzetesen 

mindig tájékoztattuk, hogy a vérvételt megelőző napon tartózkodjanak az erős fizikai 

terhelésektől, illetve fogyasszanak megfelelő mennyiségű folyadékot. 

A vérmintákat, szeparátor gélt tartalmazó vérvételi csövekbe gyűjtöttük (BD Vacutainer Blood 

Collection Tube), 30 percig szobahőmérsékleten állni hagytuk, majd 1500 g-vel 10 percig 

centrifugáltuk. További felhasználásig -80 ℃-n tároltuk. 
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4.2.4. Szérumból exoszómák izolálása 

Az exoszóma izolálás előtt a 14 fiatal és 11 senior résztvevő szérum mintájából 100-

100 l-t összepooloztunk, így végeredményként három mintát kaptunk (inaktív állapot: n=1, 

0,5 év: n=1 és 25+ év: n=1 (10. ábra). A poolozás előtt kiértékeltük a résztvevők vizsgált 

fiziológiai változóit és éhgyomri vérparamétereit, és csak a leghomogénebb populációt alkotó 

résztvevők mintáit pooloztuk össze. Ezt követően, az exoszómák izolálásához kereskedelmi 

forgalomban kapható Totál Exoszóma Izolációs reagenst alkalmaztunk (TEI) (Invitrogen, 

Thermo Fisher Scientific). A TEI reagensek polietilénglikolt tartalmaznak. Andreu és mtsai 

szerint (2016) a precipitációs reagensek jó reprodukálhatóságot biztosítanak, valamint 

alkalmasak a szérum exoszómák egyszerű és költséghatékony dúsítására a későbbi miRNS 

profil elemzésekhez (120).  

 

10. ábra: A teljes munkafolyamatot ábrázoló folyamatábra. 
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4.2.5. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) mérés Nanosight NS300 készülékkel 

Az izolált exoszómák átmérőjét és koncentrációját Nanosight NS300-as készülék 

segítségével határoztuk meg (Malvern Panalytical Ltd.). Minden csoportból (inaktív, 0,5 év, 

25+ év) véletlenszerűen kiválasztottunk 3 személyt és a szérum mintáikból exoszómát 

dúsítottunk.  NTA mérésekhez, az izolálás során nyert pelletet, minden esetben 1 ml PBS-ben 

(Ca2+ és Mg2+ mentes) reszuszpendáltunk, majd ezt követően beállítottuk az optimális 

koncentrációt a gyártó utasításainak megfelelően (40-100 partikula/frame). A mérések során a 

partikulák Brown-mozgásáról 5x60 másodperces video file-kat rögzítettünk. Az 

adatfeldolgozás NTA v3.2 szoftverrel történt (121).  

4.2.6. Immunfluoreszcens jelölés (CD63, CD81) 

Az immunjelölésekhez anti-humán-CD63-FITC (MEM-259) (Thermo Fisher 

Scientific) anti-humán-CD81-PE/Cy7 (TAPA-1) (Sony Biotechnology) monoklonális 

antitesteket alkalmaztunk. Az immunjelölés előtt meghatároztuk az optimális részecske 

koncentrációkat. Az exoszóma törzsoldat koncentrációja 3,17 × 1010 partikula/ml volt. A 

törzsoldatból minta aliqoutokat készítettünk, hogy a kísérlet során végig biztosítsuk az azonos 

kiindulási partikula koncentrációt. Ezután, az 50μl-es exoszóma törzsoldathoz változó 

koncentrációjú anti-CD63 és anti-CD81 antitesteket adtunk az optimális antitest/exoszóma 

arány meghatározásához. A mintákat (anti-CD63 jelölt; n = 1 és anti-CD81 jelölt; n = 1) 1 órán 

keresztül szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltuk. A fluoreszcens mód (FM) alatti 

photobleaching minimalizálása érdekében a jelölt mintákat először fluoreszcens módban (FM), 

majd fényszórási módban (LSM) értékeltük. Végül kiszámoltuk az FM/LSM módban kapott 

partikula koncentrációk százalékos arányát (122). 

4.2.7. Transzmissziós elektronmikroszkópia (TEM) 

Az exoszómák közvetlen vizsgálatára legalkalmasabb módszer a TEM. A TEM 

vizsgálathoz az exoszómákat a korábban leírt protokollnak megfelelően izoláltuk.  Az 

eluátumból 2,5μl-t pipettáztunk egy 300 mesh-es rácsra, majd egy éjszakán át hagytuk levegőn 

száradni. Ezután, 5% uranil-acetátot, majd 3% nátrium-citrátot adtunk hozzá, 24 órával később 

pedig JEOL TEM 1200 EX segítségével elemeztük.  
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4.2.8. exomiR expressziós vizsgálat 

Miután 3 féle módszerrel is alátámasztottuk, hogy az izolált partikulák túlnyomó 

többsége exoszóma, a dúsított exoszómákból totál RNS-t izoláltunk Total Exosome RNA és 

Protein Isolation Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) segítségével, mindvégig a gyártó 

protokollját követve. A 800 exomiR expressziójának egyidejű vizsgálatát Nanostring platform 

(NanoString Technologies, Seattle, WA) segítségével végeztük el. Mintánként (inaktív állapot: 

n=3; 0,5 év: n=3 és 25+ év: n=3) három technikai ismétlést futtattunk. A minőségellenőrzési 

lépés megerősítette módszerünk megbízhatóságát és reprodukálhatóságát. Az adatok 

értékeléséhez nSolver szoftvert használtunk. A normalizálás Housekeeping módszerrel történt 

a cég által kiadott, kifejezetten szérum és plazma mintákra vonatkozó technikai ajánlások 

alapján. NormFinder szoftver segítségével azonosítottuk a potenciális endogén kontrollokat. 

Végül az öt (hsa-miR-495-3p; hsa-miR-302d-3p; hsa-miR-3144-3p; hsa-miR-612; hsa-miR-

548ar-5p)  legstabilabban kifejeződő miRNS geometriai átlagát használtuk fel a normalizálási 

folyamat során (123). 

4.2.9. Statisztikai analízis 

Minden statisztikai elemzést R programban végeztünk (124). Páros T-tesztet (inaktív 

állapot vs. 0,5 év) és kétmintás T-tesztet (inaktív állapot vs. 25+ év; 0,5 év vs. 25+ év) 

alkalmaztunk. A többszörös összehasonlítások miatt, pedig False Discovery Rate (FDR) 

korrekciót alkalmaztuk. A heatmap-t R-ben a g-plot package-ből  a „heatmap.2” funkcióval 

készítettük (125). 

4.2.10. miRNS target gén és pathway-elemzés 

Miután azonosítottunk a hasonlóan expresszálódó exomiR-ket a fiatal és senior aktív 

csoportokban, pathway analízist végeztünk, mirPath v.3 szoftvert segítségével (126). A mirPath 

v.3 és a TarBase v7.0 humán adatbázist használtuk target gének predikciójára. Analíziseink 

során az alapértelmezett  p<0,05 és MicroT threshold: 0,8 értékeken nem változtattunk. 
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4.3. EREDMÉNYEK II.  

4.3.1. Antropometriai és fiziológiai paraméterek 

A vizsgálatban 14 egészséges, korábban fizikailag inaktív fiatal, és 11 edzett senior vett 

részt. Az egészséges, mozgásszegény életmódot élő fiatalok fél éven keresztül (0,5 év) heti 

háromszor közepes intenzitású, kombinált edzést végeztek, személyi edző felügyelete mellett. 

Az edzett, senior alanyok pedig legalább 25 éve rendszeresen sportoltak. A résztvevők vizsgált 

paramétereit a 2. táblázat foglalja össze. Fél év rendszeres testmozgást követően a korábban 

inaktív fiatal résztvevők szignifikáns javulást mutattak a VO2max, valamint a glükóz- és 

lipidanyagcsere paramétereikben. Megfigyelhető, hogy a vizsgálatban résztvevő seniorok 

összes vizsgált fiziológiai paramétere a normál tartományon belül volt, sőt VO2max értékeik az 

életkoruknak megfelelő referenciatartománynál (relVO2max: 26-28 ml/kg/min) sokkal jobbak 

voltak.  

 

 

 Inaktív állapot 0,5 év p 25+ év 

     

Életkor 23 ± 2 23,5 ± 2  62 ±  6 

BMI 21,64 ± 1,57 21,46 ± 1,44 0,382 27,92 ± 2,95 

Testtömeg (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/l) 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 

Glükóz (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. táblázat: A résztvevők fiziológiai jellemzői 

Átlag±SD, Páros-T-teszt: (inaktív állapot vs. 0,5 év) *, p<0,05; **; p<0,001 
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4.3.2. A szérumból izolált exoszómák validálása 

A szérumból dúsított exoszómákat először TEM-el jellemeztük, mely a nanorészecskék 

validálásának egyik aranystandard technikája (11. A ábra)(127). A TEM vizsgálat jellegzetes 

exoszómális morfológiát mutatott az izolált frakcióban. Az NTA analízis lehetővé tette a 

méreteloszlás és a koncentráció meghatározását. Az izolált partikulák átlagos átmerője (n = 9) 

143,2±16,43 nm volt, ami az exoszómák mérettartományába esik (128). A partikula 

koncentrációk (n = 9) 1,97 × 1010 és 3,75 × 1010 részecske/ml között változtak az egyes 

izolátumokban (11. B ábra). Ezen felül, pedig az izolált részecskék fluoreszcens antitestekkel 

való jelölése megerősítette az exoszóma marker fehérjék jelenlétét. Az FM:LSM százalékos 

arány 83,87% volt a CD63 és 76,95% CD81 esetén (11. C ábra). 
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11. ábra: Humán szérumból dúsított exoszómák jellemzése. 
(A) Izolált exoszómák TEM képe (Scale bar: 200 nm). (B) Az  exoszómák méreteloszlásának és 

koncentrációjának elemzése NanoSight NS300 műszerrel. (C) A CD63 és CD81 felszíni exoszómális 

markerek vizsgálata NanoSight NS300 eszközzel. 
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4.3.3. exomiR expressziós mintázat 0,5 év rendszeres testmozgást követően 

A szérum exomiR expressziójának rendszeres PA-al összefüggő változásainak 

tanulmányozására amplifikációmentes Nanostring technológiát alkalmaztunk. A nyers adatok 

elemzése és normalizálása után összesen 54 exomiR-t azonosítottunk (12. ábra). Ezután szűrési 

kritériumokat (∗p<0,05; #FDR<0,05; FC > 1,3 vagy FC < 0,5) alkalmaztunk az inaktív és a 0,5 

éves eredmények összevetése céljából. Szignifikáns különbségeket figyeltünk meg az exomiR 

abundanciában számos 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 

hozzáférési szám: E-MTAB-10067). 

 

 

12. ábra: A detektált exomiR-ek expressziós mintázata. 
A heatmap 54 exomiR hierarchikus klaszterezési eredményét mutaja. A színek az exomiR expresszió 

szinteket jelzik; piros: magas kifejeződés; kék: alacsony kifejeződés. 
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4.3.4. ExomiR átfedések a 0,5 éves edzésben résztvevők és a 25+ év aktív csoportok 

között 

Továbbá azt kívántuk megvizsgálni, hogy a fiataloknál, 0,5 éves rendszeres testmozgás 

után eltérően kifejeződő exomiR-ek, vajon hasonlóképpen szabályozódnak-e a senior edzett 

csoportban is. E célból hierarchikus klaszteranalízist alkalmaztunk a 3 csoport teljes, azaz 54 

exomiR profiljának összehasonlítása céljából. A 12. ábrán megfigyelhető, hogy a 0,5 éves és 

25+ év csoport exomiR expressziós profil teljesen eltér az inaktív állapottól. Ugyanakkor, a 0,5 

éve aktív fiatal és legalább 25 éve aktív senior csoportok nagyon hasonló exomiR expressziós 

mintázatot mutattak. 12 átfedést mutató 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) sikerült azonosítani (alapállapot vs. 0,5 év és alapvonal vs. 25+ 

év). Figyelemre méltó, hogy mind a 12 azonosított, átfedő exomiR szignifikánsan 

downregulálódott mindkét (0,5 év és 25+ év) aktív csoportban az inaktív állapothoz képest.  
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4.3.5. Pathway analízis  

Annak érdekében, hogy jobban megértsük, hogyan járulhat hozzá a 12 azonosított 

exomiR a testmozgás egészségügyi előnyeihez, pathway analízist végeztünk. Az egyes 

exomiR-ek által targetált gének és útvonalak feltárásának céljából a KEGG adatbázist 

használtuk. Összesen 38 szignifikánsan targetált KEGG jelátviteli útvonalat azonosítottunk (13. 

ábra). A legtöbb targetált mRNS (148 gén) a „pathways in cancer” útvonalokon helyezkedett 

el. A 148 gént összesen négy exomiR (let-7a-5p; let-7g-5p; miR-15b-5p; miR-23a-3p) célozta 

meg a 12-ből. Ezek az eredmények összhangban vannak azzal a ténnyel, hogy a rendszeres 

testmozgás csökkenti a daganatos megbetegedések kialakulásának kockázatát. Tovább 

vizsgálva az eredményeket, a legtöbb exomiR (n=9) a „Proteoglycans in cancer” útvonalat 

célozta meg, valamint a let-7g-5p exomiR szabályozta a legtöbb azonosított útvonalat (n=26 

útvonal). 

 

13. ábra: A 12 azonosított exomiR által megcélzott gének száma az egyes 

útvonalakon. 



54 
 

4.4. DISZKUSSZIÓ II. 

A rendszeres testmozgásnak fontos szerepe van számos krónikus betegség 

megelőzésében és késleltetésében. Ez elsősorban annak köszönhető, hogy a sport szisztémás 

szinten hat (11). Azonban mind a mai napig nem egyértelmű, hogy a rendszeres testmozgás 

milyen molekuláris mechanizmusok révén fejti ki az egészséget elősegítő hatásait a szervezet 

szintjén (118). Ezeknek a biológiai folyamatoknak az azonosítása és regulációjának jobb 

megértése lehetővé teheti a jövőben a célzott intervenciók optimalizálását és fontos alapot 

nyújthat az „exercise mimic” molekuláris szintű beavatkozások kidolgozásához. Ezért jelen 

tanulmányban, legjobb tudomásunk szerint elsőként vizsgáltuk meg a rövidtávú (0,5 év) és a 

hosszútávú (legalább 25 év) rendszeres testmozgás hatását a keringő exomiR profilra, 

amplifikációmentes Nanostring platformot használva. A legtöbb vizsgálat ezidáig elsősorban 

az akut testmozgás hatására felszabaduló exoszómák és a szállított cargo karakterizálására 

fókuszált főként amplifikáción alapuló módszerek felhasználásával (100). A jelen 

tanulmányban alkalmazott technológia nemcsak amplifikációmentes, hanem érzékeny, 

robusztus és könnyen reprodukálható is (129). Elemzésünk jelentős számú, eltérően 

expresszálódó exomiR-t mutatott ki az egyes csoportok között. Összesen 12 olyan exomiR-t 

sikerült detektálni, amelyek mindkét aktív csoportban (0,5 év és 25+ év) eltérően (p<0,05) 

regulálódtak az inaktív állapothoz képest (12. ábra). Az aktív csoportokban hasonlóan 

expresszálódó szérumból dúsított exomiR-ek KEGG-pathway analízise megerősítette a TGF-

béta-, p53- és mTOR szignál transzdukciós utak szabályozásában betöltött fontos részvételüket. 

Megfigyeléseink jelentőségét az is alátámasztja, hogy a rendszeres PA csökkenti a daganatos 

megbetegedések kockázatát (115), valamint, hogy a daganatos megbetegedések általános 

előfordulása szignifikánsan alacsonyabb a sportolók körében, mint az átlagos populációban 

(130).  Napjainkig, számos krónikus betegséggel összefüggésben megvizsgálták már az 

általunk azonosított 12 exomiR expesszióját, mely nagyban segítette következtetéseink 

megfogalmazását. 

Így a miR-23a, miR-451a, miR-223-3p és miR-150-5p emelkedett expresszióját már 

több különböző típusú daganatos beteg (mell-, gyomor-, hasnyálmirigy, tüdőkarcinóma) 

szérumában detektálták (131)(132)(133)(134). Továbbá, legújabb kutatási eredmények azt is 

alátámasztották, hogy ezek elsősorban exoszómális rakományként szállítódnak (117). Jelentős 

biológiai szerepüket kimutatták gyógyszer rezisztenciával, metasztázisképződéssel, daganat 

progressziójával és prognózisával asszociálva is, ami arra utal, hogy potenciális szerepük lehet 

a jövőben a daganatkezelésben (131).  Továbbá szeretném kiemelni, hogy az általunk 

azonosított 12-ből 5 (let-7g-5p; miR-15a-5p, miR-199b-3p, miR-223-3p, miR-23a-3p) 
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exomiR-ről Rani és mtsai (2017) kimutatták, hogy exoszómális gyakoriságuk pozitív 

korrelációt mutat az életkorral és köztudott, hogy a fent ismertetett daganatos megbetegedések 

elsősorban idősebb korban jelentkeznek (117). Úgy tűnik, hogy mind a 0,5 éves mind az 

élethosszig tartó testmozgás képes csökkenteni az életkorral és a daganatos megbetegedésekkel 

összefüggő exomiR-ek abundanciáját. Azonban a testmozgás által regulált exomiR-ek 

daganatos megbetegedések szabályozásában való szerepének kutatása még meglehetősen korai 

fázisban tart, ezért intenzív erőfeszítésekre van szükség ezen a tudományterületen.  

Az azonosított exomiR-ek más krónikus betegséggel való összefüggését is 

megfigyeltük. Eredményeink alapján a rendszeres testmozgás ellentétes irányba változtatta a 

miR-15a és a miR-142 expressziójának szintjét, mint az a cukorbetegeknél és neurodegeneratív 

betegeknél detektálható volt.  Ez szintén alátámasztja, hogy a rendszeres testmozgás (akár 

rövid, akár hosszú távú) csökkenti számos krónikus betegség  kialakulási kockázatát 

(135)(136).  

Összességében, a rendelkezésre álló irodalmi adatok alapján elmondható, hogy a 

tanulmányban azonosított, exoszómákban szállítódó miRNS-ek leginkább a daganatmegelőzési 

mechanizmusokban, főleg a tumorszuppresszióban (miR-223-3p; miR-451a; miR-15a/b-5p; 

legyen -7a/7g-5p) (137; 138), öregedési folyamatok késleltetésében (miR-223-3p; miR-451a; 

miR-15a/b-5p; miR-23a-3p) (139; 140), apoptózis indukálásában (miR-150-5p; miR-15a/b-5p; 

miR-130a-3p)(141)(142) és a gyulladásos folyamatok csökkentésében vesznek részt (miR-

199a/b-3p; miR-142-3p) (143). Mind a mai napig azonban nem léteznek olyan kísérletek, 

amelyek bemutatnák, hogy a testmozgásból származó exomiR-k miként előzik meg és/vagy 

késleltetik a krónikus betegségek kialakulását. Tehát, a szérumból származó exomiR-ek, fizikai 

erőnlét vagy a krónikus betegségek potenciális biomarkereként való felhasználásán túl, 

munkánk azt sugallja, hogy kulcsszerepet játszhatnak az alapvető biológiai útvonalak 

szabályozásában is. Ezen kívül ez a tanulmány fontos kiindulópontja lehet a rendszeres 

testmozgással összefüggő exomiR-ek globális mintázatának leírásához, valamint az általuk 

szabályozott jelátviteli útvonalak mélyebb megértéséhez.  
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4.5. KONKLÚZIÓ II. 

Mind a rövid (0,5 év), mind a hosszú távú (25 év feletti) rendszeres testmozgás 

jelentősen megváltoztatja az egészséges egyének szérum exoszómális miRNS-profilját, 

potenciálisan csökkentve számos daganatos, anyagcsere- és neurodegeneratív betegség 

kockázatát. Amplifikációmentes Nanostring platform és a bioinformatikai elemzés 

kombinációjával sikerült azonosítani számos olyan az irodalomban már jól jellemzett 

exoszómákban szállítódó miRNS-t, melyek rendszeres testmozgás hatására a krónikus 

betegségekkel inverz regulációt mutatnak. Fiziológiai relevanciájukat a miRNS-ek által 

szabályozott, nagyszámú jelátviteli útvonal is alátámasztja.  A jövőben célunk az azonosított 

exomiR-ek pontos hatásmechanizmusának meghatározása az egyes krónikus betegségekkel 

összefüggésben. 
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5. EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

1. A 6 hónapos CT több egészségügyi és fizikai teljesítménnyel összefüggő paraméter 

javulását eredményezte, fiatal egészséges korábban mozgásszegény életmódot élő 

egyéneknél. 

2. A pozitív irányú csoportválaszok mellett jelentős egyéni különbségeket is kimutattunk, 

ezért minden egyes vizsgálati változó esetén külön-külön megnéztük a CT-re adott 

válaszreakciókat. 

3. Ellentétben a korábbi tanulmányokkal, melyek a HiR és LR jelenséget egyetlen 

elsődleges változóra értékelték és csoportosították, mi minden egyes vizsgálati változó 

esetén külön-külön megnéztük a CT-re adott válaszreakciókat. Eredményeink 

alátámasztják, hogy bár elkülöníthetők HiR és LR személyek, de ez a besorolás minden 

paraméter esetén eltérő. 

4. Elsőként vizsgáltuk a glükóz, kortizol, CRP, limfocitaszám és hTREC paraméterek 

rendszeres testmozgás okozta egyéni különbségeit. 

5. ANN analízis segítségével sikerült azonosítani három mastermind paramétert 

(szedentális zónában eltöltött idő mennyisége, inzulin és hTREC), amik fontos 

meghatározói lehetnek annak, ki milyen mértékben reagált a rendszeres testmozgásra. 

6. Kimutattuk, hogy az a személy, aki egy vizsgált változóban HiR nem feltétlenül lesz 

HiR egyéb vizsgált változó esetén. 

7. Számos egészséggel asszociálható paraméter esetén megfigyelhettük, hogy az idő 

előrehaladtával csökkent az adverz reakciókat mutató személyek száma.   

8. Tudomásunk szerint elsőként vizsgáltuk meg a rövidtávú (0,5 év) és a hosszútávú 

(legalább 25 év) rendszeres testmozgás hatását a keringő exomiR profilra,  

amplifikációmentes Nanostring platform segítségével. 

9. Összesen 12 exomiR-t detektáltunk, melyek mindkét aktív csoportban (0,5 év és 25+ 

év) eltérően (p<0,05) regulálódtak az inaktív állapothoz képest. 

10. Összesen 38 szignifikánsan megcélzott KEGG jelátviteli útvonalat sikerült azonosítani 

és a legtöbb megcélzott mRNS (148 gén) a „pathways in cancer” útvonalokon 

helyezkedett el. 

11. A tanulmányban azonosított, exoszómákban szállítódó miRNS-ek a rendelkezésre álló 

irodalmi adatok alapján, leginkább a daganat megelőzési mechanizmusokban vesznek 

részt, beleértve a tumorszuppressziót, öregedési folyamatok késleltetését, az apoptózis 

indukálását és a gyulladásos folyamatok csökkentését. 
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6. JÖVŐBELI TERVEK 

A rendszeres PA általános, minden szervrendszerre kiterjedő pozitív hatásait nagyon 

régóta ismerik. A testmozgás biológiája összetett, nagyon változó, és számtalan adaptív reakciót 

foglal magába (144). Tekintettel az edzés során fellépő változások sokaságára az egyes 

szervekben, a jövőbeli vizsgálatoknak integrálniuk kell a szövetspecifikus válaszokat. A végső 

cél az lenne, hogy megértsük, hogyan vezetnek ezek a rendszerszintű, szövetspecifikus, edzés 

által kiváltott változások az egész test szintjén mérhető fiziológiai eredményekhez. Bár 

nyilvánvaló, hogy sokféle edzésforma létezik, ezt a tényt gyakran figyelmen kívül hagyják az 

egyes vizsgálatok, amikor az edzésválaszokat szabályozó, molekuláris mechanizmusokat 

próbálják azonosítani. Az erő és az állóképesség javítása egyaránt fontos a lakosság számára is 

az általános egészségi állapot maximalizálása érdekében. Célunk volt ezért megvizsgálni, hogy 

3 és 6 hónapos, személyre szabott CT milyen hatást gyakorol, fiatal, egészséges, de fizikailag 

inaktív személyek sportélettani, metabolikus, valamint immunológiai paramétereire. 

Kutatócsoportunk és mások is jelentős heterogenitást dokumentáltak az edzésre adott egyéni 

reakciókban (90; 91). Mivel irodalmi adatok szerint a genetikai tényezők a válasz 

heterogenitásának ~30-50%-áért felelősek (62), arra utal, hogy más fiziológiai tényezők is 

szerepet játszanak a PA-ra adott diverz válaszokban. A fiatalok és serdülők körében előforduló 

megbetegedések növekvő aránya miatt azonban egyre sürgetőbb megérteni az egyes 

megelőzési stratégiák hatását, különösen azoknál, akik jól reagálnak (HiR) egy adott 

edzésprogramra. ANN analízis segítségével azonosítottunk három potenciális mastermind 

paramétert (szedentális zónában eltöltött idő mennyisége, inzulin és hTREC), amik fontos 

meghatározói lehettek annak, hogy ki milyen mértékben reagál a rendszeres testmozgásra.  A 

jövőben azonban fontos lenne a három paraméternek a hozzájárulásának mélyebb megértése.  

Szintén intenzív kutatások folynak a vázizom által a keringésbe bocsátott faktorok 

pontos természetének megfejtése céljából (145). A szekretált faktorok azonosítása 

előmozdíthatja a biofarmakológiai terápiák fejlesztését meghatározott betegségcsoportokban. 

A szervek közötti kommunikáció az exoszómákba csomagolt miRNS-ek felszabadulásával is 

elérhető (145). Tudomásunk szerint kutatócsoportunk elsőként vizsgálta meg a rövidtávú (0,5 

év) és a hosszútávú (legalább 25 év) rendszeres testmozgás hatását a keringő exomiR profilra. 

Összesen 12 exomiR-t sikerült detektálni, melyek mindkét aktív csoportban (0,5 év és 25+ év) 

eltérően (p<0,05) változtak az inaktív állapothoz képest. Annak érdekében, hogy jobban 

megértsük, vajon hogyan járulhat hozzá a 12 azonosított exomiR a testmozgás egészségügyi 

előnyeihez, pathway analízist is végeztünk. Összesen 38 szignifikánsan megcélzott KEGG 

jelátviteli útvonalat sikerült azonosítani és a legtöbb mRNS (148 gén) a „pathways in cancer” 
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útvonalokon helyezkedett el. A PA által kiváltott miRNS expresszió természetének 

azonosítására irányuló jövőbeni vizsgálatok feltárhatják a szöveti kommunikáció új 

mechanizmusait. Tekintettel az edzésprogramokban résztvevő egyének különböző 

paramétereinek eltérő javulására, az exomiR-ek prognosztikai markerként lehetőséget 

kínálhatnak az edzésprogramok egyéni testreszabására is. Mára nyilvánvalóvá vált, hogy több, 

gyakran redundáns szerepkörrel rendelkező útvonal koordinálja az edzésadaptációs válaszokat. 

Ezért előfordulhat, hogy a konkrét molekuláris célpontra összpontosító vizsgálatok nem 

elegendőek a dinamikus edzésválasz összetett természetének teljes megfejtéséhez. Így a 

jövőbeli kutatások fókuszpontját a biológiai útvonalak megértésére kell helyezni, valamint arra, 

hogyan lehet ezeket összefüggésbe hozni az eltérő edzésválaszokkal.  
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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
VO2max), 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.
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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 6MWT, slightly different
from the original protocol of Enright (2003). VO2max (L/min)
was calculated as described by Laskin et al. (2007) and converted
to relative VO2max (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 µl blood sample using
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), allowing for sjTRECs
(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/µl. Digital PCR reactions
were prepared according to the QuantStudioTM 3D Digital
PCR Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific) recommendation.
The Digital PCR sample mix was added on each chip and
loaded on ProFlexTM 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 t-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–I) 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 VO2max was also
recorded and evaluated (Figure 1G). As expected VO2max
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 VO2max 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 < 0.001 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
naïve 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 naïve 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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FIGURE 2 | Individual variation of metabolic 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 (p < 0.001). Please refer to Supplementary Material S1 for exact numerical values.

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 naïve
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 (p < 0.001). Please refer to Supplementary Material S1 for exact numerical values.

(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 et al., 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, VO2max
gain diminishes (Figure 1G) and muscle mass percent gain fades
(Figure 1I) 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.

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.

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 (naïve 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 (hTREC 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 naïve 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 biostatistics 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 miRNA 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 amplification-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; miR-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.
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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
(Frühbeis 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 (D’souza 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 µl 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 Immunolabeling 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 23.5 ± 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

VO2 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 2.13 ± 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; VO2 max, maximal oxygen
uptake (cardiorespiratory fitness); LDL, Low Density Lipoprotein; HDL, High Density Lipoprotein; BP, Blood Pressure.

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org 3 August 2021 | Volume 12 | Article 658218

https://www.frontiersin.org/journals/physiology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/physiology#articles


fphys-12-658218 November 20, 2021 Time: 11:24 # 4

Garai et al. Physical Activity Prevents Chronic Diseases

FIGURE 1 | Workflow. Flowchart representing the entire workflow.
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concentration of the exosome stock solution was 3.17 × 1010

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 µl exosome stock solution to yield a volume of
100 µl 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 µl 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 ImageJ 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 off
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 database1 (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 (VO2max), glucose
and lipid metabolism. All physiological parameters of senior
trained participants were within a normal range. For them, the
VO2max 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

1http://bioinfo.life.hust.edu.cn/EVmiRNA
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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 × 1010 to 3.75 × 1010 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;

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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FIGURE 3 | Differential expression of circulating exomiRs. Heatmap with dendrogram shows clustering results for 54 exomiRs at baseline (0), after 0.5 year and
25 + years of regular exercise. Colors represent the level of exomiR expression; red: high expression; blue: low expression.

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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FIGURE 4 | Pathways targeted by the 12 similarly expressed exomiRs in the active young and active senior group. (A) Number of genes targeted within each
pathways ranked based on high to low. (B) The 12 similarly expressed exomiRs in the active young and active senior group regulate 38 signaling pathways in total.

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 EVmiRNA database.

miRNA species Affected age-related chronic disease, autoimmune condition or infection References

hsa-let-7a-5p 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

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

hsa-let-7g-5p 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

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

hsa-miR-130a-3p 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

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

hsa-miR-142-3p 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

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

hsa-miR-150-5p 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

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

hsa-miR-15a-5p 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

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

hsa-miR-15b-5p 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

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

hsa-miR-199a/b-3p 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

Li et al., 2015

hsa-miR-223-3p 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

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

hsa-miR-23a-3p 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

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

hsa-miR-451a Lung-, colorectal-, breast-, skin-, bladder-, gastric-, renal-, esophageal-, thyroid-, liver cancer, T-ALL,
AML, CML, multiple myeloma, endometriosis, prolactinoma, osteosarcoma and glioblastoma; drug
transporters; cell cycle; metastasis formation; angiogenesis; rheumatoid arthritis; cardiomyopathy

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

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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