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1. BEVEZETES

A demografiai viszonyok megvaltozasa — elsésorban az emelked6 varhato élettartam, valamint a fejlett
orszagok ndvekvo életszinvonala — a tarsadalom eldregedésével, valamint az id6skorral és életmoddal
asszocialt pathologias allapotok — mint példaul a demencia és cukorbetegség — novekvd
incidenciajaval jér, egyre nagyobb terhet rova ezzel a tarsadalmakra.

A 2-es tipusu cukorbetegség, valamint a sporadikus Alzheimer-tipusi demencia két gyakori,
¢letmoddal és életkorral Osszefliggd, az életmindséget jelentésen rontd rendellenesség, melyek k6zos
jellemzdje a metabolikus allapottal valo szoros kapcsolat, a vascularis rendellenességek, valamint az
oxidativ stressz szerepe, melyek egyuttes kdvetkezménye Kiterjedt sejtpusztulas, ezaltal sulyos
mentalis és fizikalis karosodas. Az utobbi évek tudomanyos kozleményei a cukorbetegséget az

Alzheimer-kor kialakulasanak fontos kockazati tényezéjeként emlitik.

A diabetes mellitus idéskorban gyakran kialakuld szovodménye a diabeteses retinopthia, valamint a
retinalis érelzarodas, melyekben a magas glikozszint és a kovetkezményesen karosodott
mikrocirkulacios kapacitas, valamint az ischaemia/reperfusio (I/R) fontos tényezok. A fitonutriensek —
novényekben talalhatd egészségjavitd vegyiletek — taplalkozassal torténd bevitele jelentGsen
csokkentheti a komolyabb betegsegek kialakulasanak kockézatat, valamint javithatja a terapia
hatékonysagat, ezaltal a betegség kimenetelét, még a szemet ért karosodasok esetén is.
Kutatdcsoportunk tagjai korabban mar végeztek Kkisérletet a flavonoidban gazdag meggymag-
kivonattal (Prunus cerasus) (SCSE), mely manapsag egy egyre népszeriibb funkcionalis élelmiszer.
Analitikai mérések széles skalaja szerint, beleértve a gaz-kromatografia-tdmeg-spektrometrat (GC-
MS) és nagy teljesitményli folyadékkromatografiat (HPLC), a SCSE 0sszetevoi kozott szamos
bioaktiv vegylilet szerepel, mint a dihidro-p-kumarinsav, ferulasav, kadvésav, cianidin, peonidin,
szkvalén, [-tokoferol, y-szitoszterol és E-vitamin, melyeknek a SCSE protektiv, antioxidans

kapacitasat kdszonheti.

Az Alzheimer-kér egy progressziv neurodegenerativ. megbetegedés, melynek prevalencidja az
életkorral novekszik, és 8-10 év alatt a péciensek teljes kognitiv hanyatlasat eredményezi. A
sporadikus megjelenési forma lényegesen gyakoribb (kb. az esetek 95%-a), mint a familialis valtozat,
azonban mindkét forma neuropathologiailag nagyfoku extracellularis amyloid-p felhalmozodassal és
intraneurondlis tau-fehérje kotegek megjelenésével jellemezhetd. Az Alzheimer-kor pontos
pathomechanizmusa és kivalté okai a mai napig nem teljesen tisztazottak, azonban az iddskorral
egyUtt jaré metabolikus valtozasok — mint amilyen az elhizas, inzulinrezisztencia és mozgasszegény
életmdd — és neuropatholdgiai elelvaltozasok — mint az idegrendszeri gyulladas, oxidativ stressz,
valamint a mikrotubulus asszociélt tau fehérje hyperphosphorilatioja és funkciovesztése —, illetve ezen

tényezOk altal egyiittesen okozott neuronpusztulas szerepe vitathatatlan.



A hemoxigendz-1 enzim (HO-1), amely HSP-32-ként is ismert, kulcsszerepet jatszik az oxidativ
stressz &ltal indukalt patholégids folyamatok enyhitésében, tobbek kozétt cardiovascularis,- tido6,-
neuroldgiai- és vesebetegségekben. Tobb kutatds is demonstrélta kordbban, hogy a HO-1 enzim
aktivitasanak gyogyszeres vagy természetes hatéanyagok, esetleg rendszeres fizikai aktivitas altali
fokozésa mérsékelheti az oxidativ stressz altal okozott szervi kdrosodasokat. A Debreceni Egyetem
kutatdinak korabbi munkai pedig azt bizonyitjak, hogy a fitonutriensek terapias potenciallal birhatnak
a diabeteshez asszocialt vascularis karosodasok tekintetében: Bak és mtsai, majd pedig Czompa és
mtsai demonstraltdk a SCSE védé hatasat I/R altal karositott myocardiumban; Juhdsz és mtsai
megerOsitették ezt a cardioprotectiv hatast hypercholesterinaemids nyulakban; Szab6 és mtsai
bizonyitottdk védé szerepét I/R-s serllést szenvedett retindban. A Kivonatot toxikologiailag is
vizsgaltak, lehetévé téve ezzel a SCSE human tanulméanyokban torténé alkalmazéasat. Ezek az
eredmények rendkivil biztatéak, és a SCSE-t jovobeli gyogyszerfejlesztések és kutatasok potencialis

jeloltjévé teszik.

Kutatasunkban egyrészt a SCSE glikozszintre, valamint az allatok retinafunkciojara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk ZDF patkdnymodellben, masrészt tanulméanyoztuk a rendszeres fizikai aktivitas befolyasat
az idéskorral asszocialt Alzheimer-tipust demencia kognitiv és neuropathol6giai eltéréseire. Mindkét
vizsgalatsorozat célja volt a lehetséges molekularis hatter felderitése is, melynek érdekében az altalunk

széles korben vizsgalt HO-1 koncentréaciojat és aktivitasat is mértik.



CELKITUZESEK

Per os meggymagkivonat (SCSE) kezelés plazma glikozszintre gyakorolt hatdséanak vizsgalata
2-es tipust cukorbetegség patkanymodelljében (Zucker Diabetic Fat, ZDF).

Per os SCSE-kezelés retinafunkcidra és retinaszerkezetre gyakorolt hatasanak vizsgalata 2-es
tipust cukorbetegség patkanymodelljében (Zucker Diabetic Fat, ZDF).

Rendszeres fizikai aktivitas befolyasanak vizsgalata az idGskorral asszocidlt Alzheimer-tipusi
demencia kognitiv és neuropathologiai eltéréseire, ,,aging” patkanymodellben.

A taplalkozas, illetve testmozgds molekularis hatdsainak feltérképezése — hemoxigendz-1

(HO-1) enzim koncentracio — és aktivitasmérése.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kutatasban alkalmazott valamennyi protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi — és Allatjoléti
Bizottsaga, Debrecen, Magyarorszag engedélyezte (18/2013/DE MAB). Az éllatokat konvencionalis
allathazban, standard méretii ketrecekben tartottuk, 22-24 °C kozétti atlagh6mérsékleten, ahol 12-12
Oras sOtét es vilagos periddusok valtottdk egymast. Az allatok Purina 5008 tapot és igény szerinti
mennyisegi vizet kaptak a kisérlet teljes id6tartama alatt.

3.1. SCSE-kezelés plazma glukozszintre és retinafunkciéra gyakorolt hatasa ZDF
patkanymodellben

3.1.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

6 hetes him Zucker diabeteses elhizott (ZDF-Leprfa/Crl) patkanyokat és kontroll tarsaikat (,,sovany”
tipus) vizsgaltunk. Az allatokat 3 csoportba osztottuk (n=6): I. kontroll diabeteses csoport, Il. kezelt
diabeteses csoport és Ill. egészséges csoport. A kezelt csoport tagjait oralis szondazasi technikaval
kezeltik, napi 30mg/kg SCSE-t kaptak, mik6zben a kontroll csoport tagjai a vivOanyagot (metil-

celluléz nyak) kaptak a szondan keresztul.
3.1.2. Oralis glukoz tolerancia teszt

A Kisérlet kezdetén, illetve az 50 napos kisérleti id6tartam végén ordlis glikoz tolerancia tesztet
(OGTT) végeztiink. A teszt kivitelezése el6tt az allatok 12 oOran keresztill éheztek. A teszt sorén
elészor az éhomi plazma glukdz értékeket mértik meg (AccuCheck Active plazma glikozszint
mérével), majd 1 g/ml koncentracioju vizes glikdz oldatot készitettiink, melyet — testhdmérsékletre
torténd felmelegités utdn — oralis szondazasi technikaval juttattunk minden allat gyomraba, 3 g/kg

dozisban. A glilkdz terhelést kovetéen 1 draval Ujra megmértiik az allatok plazma gliikozszintjét.
3.1.3. Okularis ischaemia/reperfusio (I/R)

Az 50 napos Kisérleti fazis végén az allatokat altalanos anesztézidban részesitettiik intramuscularis
ketamin/xylazin (50/5 mg/kg) injekci6 segitségével. Az allatok szemeit lokélisan is érzéstelenitettiik
0,4%-0s oxybuprocain szemcsepp alkalmazasaval. Minden allat bal szemének retinalis artérigjat egy
selyem sebészi varréanyag szal segitségével lekotottiik, amely lekdtést 1 éran keresztiil fenntartottunk.
Makroszkdposan egy 120-D-s lencsével igazoltuk az ischaemiat. Az ischaemia ideje alatt az allatok
szemeit steril gézlappal fedtik le. A cornea kiszaradasat karbomer-alapl szem gél segitségével

akadalyoztuk meg. A reperfiziot az okkluder felengedésével hoztuk létre.

3.1.4. Electroretinographia



24 Orés reperflziot kovetéen az allatokat Aaltaldnos anesztézidban részesitettiik intramuscularis
ketamin/xylazin (50/5 mg/kg) injekcid segitségével. Minden allat pupillajat 0,5%-o0s ciklopentolat
hidroklorid oldattal tagitottuk ki. Minden méréshez 5 ezist elektrodat hasznaltunk a kovetkezéképpen.
A cornealis felszinen retinalis jeleket analizaltunk két méré elektréd segitségével (egy-egy mindkét
szemen), melyeket az inhartya sériilés vagy cornealis perforacio elkerllése érdekében inzertaltunk.
Referencia elektrodokat régzitettiink az allatok fulcimpajara (minden cimpéra egyet), a f6 referencia
elektroda pedig a glabellan volt taldlhatd. A hatékony elektronikai kapcsolatot és a szemek
dehidréacioval szembeni védelmét karbomer-alapli szem gél alkalmazéasaval valositottuk meg. Az
ERG-méréseket sotétben végeztik, egy sotét-adaptaciés periodus (20 perc) utan. A retina
stimulaciojahoz a szemeket stroboszkoppal vilagitottuk meg (20 cd/m?, 0,5 Hz). Az elektromos jelek,
tehat a retina fényhullamokra torténd valaszai keresztiil haladtak egy erdsitén és egy analog-digitalis
atalakitd rendszeren, megjelentek egy szamitogépen, rogzitésre kerlltek, majd analizaltuk 6ket a
PowerLab Chart szoftver segitségével. Az electroretinogramokon az “a” és “b” hullamokat elemeztiik.
Az “a’hullamok a fotoreceptorok sejtjeinek milkodésérél, elektromos tevékenységérél adnak
informaciét, mig a “b” hullamok a fotoreceptorok mdogotti sejtek, nagyrészt a bipolaris sejtek

muiikodését reprezentaljak.
3.1.5. Hemoxigenaz-1 koncentraciomérés

Az ERG-méresek utan az allatok szemgolydit eltavolitottuk, majd a jobb oldalit szuszpendaltuk egy
homogenizacios pufferben. A 7,4 pH-ju puffer Osszetétele: 10 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetan-szulfonsav), 32 mM szukr6z, 1mM DTT (ditiotreitol), 0,1 mM EDTA, 10 pg/mL
szOjabab tripszin inhibitor, 10 pg/mL leupeptin és 2 pg/mL aprotinin. A homogenizatum 30 perces,
20000 g-n, 4°C-on torténdé centrifugdlasa utdn megkaptuk a feluliszét. A HO-1 tartalmat
enzimkapcsolt immunoszorbens esszé (ELISA) segitségével hataroztuk meg. Az optikai denzitast 450

nm-en mértik, és az eredményeket ng/mg fehérje forméjaban fejeztik ki.

3.1.6. Histologiai vizsgalat

Az allatokbdl eltavolitott bal oldali szemgolydnak az Uvegtesti részét Kivettiik, a golyé maradék részét
pedig Bouin-oldatban fixaltuk, alkohollal dehidraltuk, paraffinizaltuk, 7 pum vastag sagittalis
metszeteket készitettiink bel6liik, hematoxylin-eosinnal (H&E) megfestettilk, végil pedig
fénymikroszkdp alatt vizsgaltuk 6ket. Az atlagos retinavastagsagot a belsé limitdlo6 membran és a
retinalis pigment epithel réteg (ILM-RPE) kdzott mértik, és um-ben fejeztik ki, minden metszeten
manualis skalat alkalmazva. A ganglion sejtrétegben talalhatd sejtek szamat egységnyi tavolsagon
belil (100 pum) szintén megszamoltuk. A kvantitativ analizishez csoportonként 6 szemet, szemenként

pedig 6 metszetet vizsgaltunk.

3.1.7. Statisztikai analizis



A D’Agostino & Pearson omnibusz normalitas teszt alapjan kapott Gaussi értékek egyiranyl variancia
analizisét a Tukey vagy Neuman-Keuls poszt-teszttel végeztik. Kettdnél tobb adatcsoport
0sszehasonlitdsahoz egyiranyd ANOVA-t alkalmaztunk (Geisser-Greenhouse korrelacioval) Tukey
post-teszttel. A non-parametrikus eloszlast adatokat Kruskal-Wallis teszttel és Dunns poszt-teszttel
értékeltik. Az eredményeket az atlagok standard hibajaval abrazoltuk (SEM).

3.2. Rendszeres fizikai aktivitds befolyasa az idéskorral asszocidlt, Alzheimer-tipusd demencia
kognitiv és neuropatoldgiai eltéréseire, ,,aging” patkanymodellben

3.2.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

18 hoénapos (300-350 g) him és néstény Wistar patkanyokat, valamint fiatal kontroll (3 honapos)
tarsaikat vizsgaltunk. 6 csoportba osztottuk az allatokat (n=8): I. idds, inaktiv életmodot folytatd
néstények (ASF); II. id6s, inaktiv életmddot folytaté himek (ASM); III. id6s, futd néstények (ARF);
IV. id6s futé himek (ARM); V. fiatal (3 honapos) kontroll néstények (YCF) és VI. fiatal (3 hénapos)
kontroll himek (YCM). Az idés futd ndstényeket és himeket standardizalt futokerékkel ellatott
ketrecekbe helyeztiilk, melyben rekreaciés mozgast végezhettek. Az idés és fiatal kontroll csoport

tagjai futokerék nélkiili ketrecbe keriiltek. A kisérlet idotartama 3 honap volt.

3.2.2. Morris water maze teszt

sz

mértiink fel. A vizsgalat soran egy 150 cm atméréjii és 50 cm magas medencét egy kisméretli és
csendes szobaban helyeztiink el, és 30 cm magassagig feltoltottiink ételfestékkel atlatszatlanna tett,
szobahdmérsékletii vizzel. A medencét négy kvadransra osztottuk, és a négy égtdjnak megfeleléen
geometriai alakzatokat ragasztottunk a falara, tajékozddasi pontok gyanant. Az egyik kvadrans
kozepére 10 cm atmér6jii, fém talppal rogzithetd, kor alaku pallot helyeztiink, a viz felszine ala
stllyesztve 1 cm-rel, igy az az allatok szamara lathatatlan volt. A fellépd helyzetét a tanulasi idészak
és a kisérlet alatt valtozatlanul hagytuk, igy a patkdnyok memorizélhattak a helyzetét. A MWM tesztet
kétszer végeztik el, a 3 honapos rekreacios mozgas végrehajtasa el6tt és utan, a hatas felmérése
érdekében. Mindkét alkalommal harom egymast kovetd napon, napi két probalkozas erejéig tortént a
mérés. Az els6 nap, els probalkozéasa volt az un. betanitds, amikor az allatok megismerkedtek a
vizzel, az Uszassal, a palloval. Ezt kdvetden éles probakat hajtottunk végre, amelyek soran az 6vatos
vizbe helyezés utan a patkanyoknak onalléan kellett megtalalniuk a pall6t, ezéaltal mentesiilhettek az
Uszas alol. 60 masodperc allt rendelkezésiikre, és amennyiben ennyi idé alatt nem talaltak meg a
fellép6t, dvatosan odairanyitottuk oket. A palldé megtalalasahoz sziikséges id6t minden esetben
stopperrel mértik, illetve elektronikusan regisztraltuk. A napi 2 egymas utani prébalkozas atlagat
kiszamoltuk, és a 3 nap eredményeit egymashoz viszonyitva allapitottuk meg, hogy keépesek-e az
allatok a tanulasra. A medencében valo tartozkodasuk alatt video ,tracking” rendszerrel regisztraltuk

az Uszasi mintazatot.



3.2.3. Kiséllat pozitron emisszios tomografia (PET)

Az idéskorral asszocialt neurodegenerativ eltérések és a specifikus amyloid pathologia analizalaséhoz
in vivo PET vizsgélatot végeztlink. A kisérleti allatok lateralis farokvénajan keresztill 10 + 0,2 MBq
C*- Pittsburgh compound B-t (PIB), mely az AB depozitumokhoz szelektiven kotédd radiofarmakon.
30 perccel a farmakon beaddsa utan altalanos anesztézidban részesitettik az allatokat (3 %-0s
izoflurén). A kovetkez6 15 percben egy kisallat PET szkenner alkalmazasaval (MiniPET —I1.) statikus
single-frame PET vizsgalatot végeztink. A PIB AB-hoz torténé szelektiv kotédésének koszonhetden a

mert jelintenzitas korrelal a koros fehérje depozitumok mennyiségével, amit a SUV érték fejez ki.

3.2.4. Histologiai vizsgalat

A neurodegenerativ eltéréseket, amyloid pathologiat, valamint ezek esetleges javulasat hagyomanyos
H&E, Kong6 voros festéssel, valamint specialis, amyloid fehérjéhez kotédo antitest segitségével
kivantuk igazolni. A kisérlet végén az allatokat &ltalanos anesztézia alatt 10 ml 4 C-os PBS-sel, majd
30 ml 47C-os formaldehiddel perfundaltuk (4%-os, foszfat pufferben), ezutan az agyukat
eltavolitottuk, a jobb hippocampust, frontalis és temporalis lebenyeket izolaltuk. A mintdkat 4 %-o0s
formaldehidben fixaltuk, paraffinba dgyaztuk, majd a 7 um vastag metszeteket H&E, valamint Kongd
voros festékkel festettlik meg, és fénymikroszkoppal vizsgaltuk, polarizalt fényt alkalmazva a Kongé
vorossel festett metszetek analizdlasahoz. A szemi-kvantitativ elemzéshez az esetleges amiloid
plakkokat, valamint a Kongd vorossel fest6dé ereket megszamoltuk. A fest6d6 erek mennyiségét az
0sszes ér szamahoz viszonyitottuk. Ilyen modon egy becsilt értéket kaptunk, a 10X-es objektivet
haszndlva 10 lat6térben megszamolhatd erek alapjan kalkulalva (100X-o0s nagyitas). Az igy kapott
érték (Kongod vorossel festddd erek/osszes ér x 100) alapjan 4 kategoridba soroltuk a metszeteket: (i)
nem lathato koros ér (0%) (-); (ii) alacsony szamu koros ér (1-29%-) (+); (iii) kdzepesen mennyiségii
koros ér (30-69%-) (++); (iv) szamos koros ér (>70%) (+++). Az immunhisztokémai vizsgalatok
kivitelezéséhez a metszeteket anti-amyloid B 1-42 antitesttel (Abcam, 1:200) festettik a gyari
protokollnak megfelelden, majd fénymikroszkdppal elemeztiik. A szemi-kvantitativ AP analizis a fent
leirt Kongo voros festéshez hasonldo modon zajlott. Az AP 1-42 pozitiv ereket szdmoltuk meg, és a 10
latdbmez6n taldlhatd Osszes ér mennyiségéhez viszonyitottuk, 10X objektivet alkalmazva. Az
eredmények alapjan ez esetben is 4 kategériat hataroztunk meg a Kong6 voros festésnél leirtakkal

azonos maédon.

3.2.5. Hemoxigenaz-1 aktivitasmérés

Az allatok agyi hemoxigenaz-1 enzim aktivitasat a biliverdin-bilirubin atalakulas mérésével hataroztuk
meg. Az A&llatokat mély A&ltalanos anesztézidban részesitettik, majd az eltavolitott agyak bal
feltekéjébal izolaltuk a frontalis és a temporalis kérget, valamint a hippocampust. Ezeket a terlileteket
homogenizaltuk (Ultraturrax T25; 13,500/s; 2 x 20 s) a kdvetkezd pufferben: 10mM N - [2-hidroxietil]



piperazin - N’ - [2-etanszulfonsav] (HEPES), 32 mM szukréz, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0.1 mM
EDTA, 10 pg/ml szdjabab tripszin inhibitor, 10 pg/ml leupeptin, és 2pg/ml aprotinin; pH 7.4. Ezt az

elegyet 30 percig centrifugaltuk, 4 °C-on, 20.000 g-n, majd Osszegyiijtottiik a keletkezo feliiluszot.
Minden reakcios elegynek 1,5 ml volt a végsé lrtartalma: 2 mM glukoz-6-foszfat, 0.14 U/ml gliikéz-
6-foszfat dehidrogenaz, 15uM hem és 150 uM B-nikotinamid-adenin-foszfat (NADPH). 120 pg/ml
patkany mdj citoszolt hasznaltunk biliverdin-reduktaz forrasként, és hozzaadtunk 2 mM MgCl,-ot, 100
mM kalium-foszfat puffert és 150 pl-t a feliiliszobol, majd 60 percig, 37 “C-on, sotétben inkubaltuk.
A 60 perc elteltével a mintak jégre helyezésével allitottuk meg a reakciét. A keletkezett bilirubin
mennyiségét a 460 nm és 530 nm-en mért optikai stirliségek alapjan kalkulaltuk. Az 1 egységnyi HO-1

aktivitast az 1 mg fehérjébol oéranként keletkezd bilirubin mennyisége (nmol) alapjan hataroztuk meg.

3.2.6. Statisztikai analizis

Két adat egyeztetését parositatlan (Student-féle) t-probaval végeztiik. Egyebekben a statisztikai

analizist a 3.1.7. pontak megfelel6 modon végeztik.


http://topics.sciencedirect.com/topics/page/HEPES
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Trypsin_inhibitor
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Leupeptin
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Aprotinin
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Glucose
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Phosphates
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Glucose-6-phosphate_dehydrogenase
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Glucose-6-phosphate_dehydrogenase
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Adenine
http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Nicotinamide_adenine_dinucleotide_phosphate

4. EREDMENYEK
4.1. SCSE-kezelés glukdzszintre és retinafunkciora gyakorolt hatdsa ZDF patkanymodellben

4.1.1. Ehomi glilkdzszint analizis és oralis gliikoz tolerancia teszt eredmények

Az éhomi és OGTT soran mért plazma glikozszintek az egészséges csoportban (5,137 mmol/L és
7,571 mmol/L) nem kilénboztek jelent6sen egymastdl, csakigy, mint a masik két kisérleti csoportban
sem. A beteg kontroll (ZDF) allatok éhomi plazma glikézszintje (9,626 mmol/L) viszont
szignifikdnsan magasabb volt, mint az egészséges csoport tagjainak értékei, és eltért a kezelt
patkanyok éhomi értékétdl is, azonban nem szignifikansan. A kezelt csoport éhomi gliikdzszintje
(7,510 mmol/L) nem kiilonbozétt jelent6sen az egészséges allatok értékétdl (5,137 mmol/L). Az
OGTT soran szignifikans eltéréseket tapasztaltunk: a kontrol csoport atlagértéke 17,41 mmol/L volt,
mig a kezelt patkdnyok atlagértéke 14,330 mmol/L volt. A kezelt és kezeletlen csoport kozotti

kulonbség szintén szignifikans volt (p<0,05).
4.1.2. Electroretinographia

A nem-1/R adatok alapjan elmondhatd, hogy a SCSE-kezelés szignifikdnsan ndvelte az a- és b-
hullamok amplitddéjat a kontroll csoporthoz viszonyitva (a-hullam: 88,11 pV vs. 68,61 uV és b-
hullam:233,9 uV vs. 178,7 uV; p<0,001 mindkét esetben); sét, a kezelt csoport atlagos b-hulldm
amplitadoéja nem kilonbozott jelentésen az egészséges allatok ezen értékétdl (233,9 UV vs. 236,2 pV).
Az a-hullamokkal kapcsolatban pedig azt figyeltik meg, hogy a kezelt csoport értéke magasabb (88,11

MV vs. 69,85 V) volt, mint az egészséges csoporte.

Az I/R értékek tekintetében a kontroll csoport b-hullam amplitadoi szignifikansabban alacsonyabbak
voltak, mint az egészséges csoport kdzott (96,83 pV vs. 149,9 uV; p<0,001), azonban az SCSE-
kezelés jelentdsen emelte ezt az értéket (176,2 pV; p<0,001 vs. kontroll). Kiemelendd, hogy a kezelt
csoport I/R b-hullam amplitudoja jelentésen nagyobb volt, mint az egészseges allatok ezen értéke
(kezelt vs. egészséges; p<0,001). A meggymag-kivonat hatasara a kezelt csoportban jobb a-hullam
eredményeket mértiink az I/R utan, mint akar a kontroll, akdr az egészséges csoportban (76,28 puV

(kezelt) vs. 47,15 pV (egészséges) vagy 45,98 nV (kontroll); p<0,001 mindkét dsszehasonlitasban).

4.1.3. Retina szdvettani eredmények

A kontroll csoport nem-I/R allapotu retindi jelentésen vastagabbak, mint az egészséges allatok retinai
(121,3 pm vs. 102,4 um, p<0,001) - ami odemaképzédésre utalhat -, mig a kezelt patkanyok retindinak
vastagsdga (108,7 pm) nem kulonb0zott jelentésen az egészséges patkanyokétol, azonban
szignifikansan eltért a kontroll csoport nem-1/R értékét6l (p<0,01). Hasonlo 6sszefliggés allapithato
meg az I/R utdn mért értékek alapjan (172,3 um vs. 185,0 um vs. 165,0 um). Az egységnyi tavolsdgon

beliill (100 pum) talalhat6 atlagos ganglion sejtszamot tekintve nem mutatkozott szignifikéns kilonbség



az egyes csoportok kozétt, sem iszkémia el6tt (15,50 vs. 17,00 vs. 16,33, megfeleléen), sem az I/R
utan (12,83 vs. 13,67 vs. 11,35).

4.1.4. Hemoxigenaz-1 koncentracio

Az enzim szdveti koncentracioja statisztikailag megegyezett az egészséges és a kontroll csoportban,
mind ischaemia el6tt, mind pedig ischaemia utan (1,170 vs. 1,115 a nem- I/R allapotban és 1,717 vs.
1,469 I/R allapotban). A nem-I/R allapoti szemek esetében jelentés expresszid fokozodas figyelhetd
meg a SCSE-kezelt csoportban, akéar az egészséges, akar a kontroll allatokhoz hasonlitjuk 6ket (2,963;
p<0,05 vs. kontroll és p<0,001 vs. egészséges). Az ischaemids allapotban megfigyelheté protein
koncentraci6 emelkedés az oka annak, hogy az egészséges és kezelt csoport eredményei kdzott
csokkent a kulénbség, mindazonaltal a kezelt patkanyok &tlagos koncentracié értékei még mindig
jelentésen magasabbak voltak, mint az egészséges allatok értékei (2,934; p<0,05 VS.

egészséges/kontroll).

4.2. Rendszeres fizikai aktivitas befolyasa az idéskorral asszocidlt, Alzheimer-tipusd demencia

kognitiv és neuropatholdgiai eltéréseire, ,,aging” patkdnymodellben
4.2.1. Kognitiv funkciés eredmények

Az idé6s, inaktiv életmddot folytatd csoport tagjainak (nemt6l fliggetlendil) szignifikdnsan tobb idébe
telt a fellép6 megtaldldsa, mint a fiatal kontroll, valamint az id6s, rendszeresen mozgd csoport
tagjainak, és teljesitményilikben nem mutatkozott javulds a teszt 3 napja alatt sem (p<0.001). Ezzel
szemben a rendszeresen mozgo idés, valamint a fiatal allatok is naprol-napra jobban teljesitettek. A
teljesitmény-kilonbséget az idés him, illetve néstény csoportok teljesitményének atlagai kozotti
kilonbség szemlélteti: 1. nap: 10.15 mp, p=0.038 (idds inaktiv himek vs. idés futdé himek); 14.60,
p<0.01 (id6s inaktiv ndstények vs. idds futd ndéstények); 2.nap: 28.45, p<0.001 (id6s inaktiv himek vs.
id6s futd himek); 25.45, p<0.001 (id6s inaktiv ndstények vs. idés futd ndstények); 3. nap: 30.25,
p<0.001 (id6s inaktiv himek vs. id6s futd himek), 33.55, p<0.001 (idés inaktiv ndstények vs. idés futo

nostények).
4.2.2. In vivo pozitron emisszios tomogréafia vizsgalattal azonositott agyi eltérések

Az idés, inaktiv életmodot folytatd patkdnyok agyaban szignifikdnsan intenzivebb PIB retenciot
tapasztaltunk, mint a fiatal kontroll allatokéban. A PIB felhalmozddas, vagyis a SUV étlaga a
kovetkezOképpen alakult. 1d6s néstények: 0.87 + 0.029 vs. fiatal kontroll néstények: 0.43 £ 0.02; id6s
himek: 0.97 + 0.024 vs. fiatal kontroll himek: 0.41 £ 0.01 (p<0.001 mindkét nem esetében). Az idds,
futd allatok adatainak elemzése azt mutatta, hogy a rendszeres testmozgas hatasara a PIB retencio

mértéke jelentésen csokkent (p=0.0119 a himek és p<0.001 a ndstények esetében).

4.2.3. Szbvettani eredmények



Az 1d6s, inaktiv allatok agyaban jelents neurodegenerativ elvaltozdsokat azonositottunk. Ezek az
elvaltozasok magukban foglaltdk a piramis réteg eltéréseit, neuronvesztést, valamint sulyos
pericellularis oedemat a gyrus dentatus teriiletén. A 3 hdnapos rekredcios mozgast végz6 allatok
esetében is megfigyeltiink hasonl6 patholdgias jeleket, azonban lényegesen kisebb mértékben. Kongo
festéssel amyloid plakkokat nem tudtunk azonositani, de fokozott mértékii amyloid angiopathia
mutatkozott az id6s, inaktiv életmddot folytatd csoportokban. A Kongo vorossel festédd erek aranya,
valamint a festddés intenzitasa szignifikansan magasabb volt a mozgast nem végzo allatok esetében
(32.4 £ 2.237% himekben és 27 + 0.89% ndstényekben), mint a futd csoportokban (13.60 £ 0.77%
himekben és7.8 + 0.57% néstényekben) (p<0.001 mindkét esetben).

Az idéskorral asszocialt cerebralis amyloid angiopathia immunhisztokémiai jeldléssel is detektalhato
volt. A Kongd vorés festéshez hasonld csoportok kozotti eltéréseket tapasztaltunk. A rekreacios
mozgast végzd idés allatok agyaban lényegesen kisebb volt az anti-Ap antitest pozitiv erek aranya
(14.70 £ 0.47% himekben és 8 + 0.55% ndstényekben), mint az idés, inaktiv patkanyok esetén (31.6 +
1,78% himekben és 27,1 + 0.9% néstényekben). A kiilonbség nemtdl fuggetlendl szignifikans volt.

4.2.4. Hemoxigenaz-1 aktivitas

Alacsony enzimaktivitast mértiink az id6s, nem futd néstények (1.3 + 0.08 és 0.95 + 0.02 nmol/h/mg
fehérje) és himek (0.8 £ 0.03 és 0.72 + 0.04 nmol/h/mg protein) frontalis és temporalis agykérgi
tertletein, valamint a hippocampusukban. Mindazonéaltal a rendszeres fizikai aktivitas szignifikdnsan
magasabb HO-1 aktivitast eredményezett a fut6 idés patkdnyok azonos agyteriiletein mind a néstények
(2.49 + 0.08, p<0,001 és1.53 £ 0.06 nmol/h/mg protein, p<0.001), mind a himek (1.35 + 0.1, p<0.001
és 0.99 + 0.04 nmol/h/mg protein p<0.001) vonatkozasaban.



5. MEGBESZELES
5.1. SCSE-kezelés vércukorszintre és retinafunkcidra gyakorolt hatdsa ZDF patkanymodellben

A 2-es tipust diabetes mellitus egy metabolikus rendellenesség, melyet karosodott szénhidrat
anyagcsere, csokkent mértékli inzulin szekrécio és az inzulin receptort expresszald sejtek csokkent
inzulin érzékenysege jellemez. Kozismert, hogy ezen betegek korében rendkivil gyakoriak a
szemészeti rendellenességek. Kisérletlinkben, a flavonoidban gazdag Prunus cerasus (meggymag)
kivonat ZDF patkanyok (2-es tipust diabetes modell) plazma gliikézszintjére, retinafunkciojara és
HO-1 koncentracidjara gyakorolt hatasat igyekeztiink felmérni.

Az OGTT méréseink alapjan, a meggymag-kivonat egy kismértékii, de szignifikans glikdzszint
csokkentd hatast produkalt: a diabeteses allatok gliikézszintje magasabb volt, mint az egészséges
allatoké, azonban a kezelt csoport orélis glikozterhelést kovet értékei javultak a beteg kontroll

csoporthoz képest.

Szémos tanulmany igazolta korabban, hogy a gyimolcsokben, zoldségekben, gydgyndvényekben
talalhatd novényi hatdéanyagoknak szamos jotékony hatdsa van az egészségre, mint pl.: daganatos,
illetve cardiovascularis megbetegedések vagy éppen az elhizas megel6zése. Lauchin és mtsai. nem
régiben publikaltak eredményeiket, melyek szerint a kiilonboz6 meggy- és cseresznyefélék (pl.: sarga
cseresznye, édes cseresznye, meggy) szignifikansan képesek csokkenteni a plazma glikoz szintjét,
ezaltal jotékonyan befolyasolhatjdk a diabeteses allapot kimenetelét. Kutatdsunk adatai Uj
eredményekkel jarulnak hozza ehhez a felteveshez, miszerint a meggymagbdl készilt kivonat
antidiabetikus hatasu lehet, valamint csokkentheti a diabetes szovédményeinek valdszinliségét vagy

sulyossagat.

Az electroretinographias vizsgalatok adatai betekintést engednek a diabetes mellitus retinafunkciot
karositd hatasaba, és lehet6vé teszi az I/R-s allapotd és a normal allapotu retindk funkci6janak
Osszehasonlitasat a kiilonb6zé csoportokban. Jelen tanulmanyunknak egyik fontos eredménye, hogy a
SCSE-kezelés hatasara a diabeteses allatok fotoreceptorainak, illetve a fotoreceptorok mogétti retinalis
sejtjeinek (tehat a bels6 nukledris sejtréteg sejtjeinek) elektrofizioldgiai funkcidja jelent6sen javult. A
magas glikdzszint ellenére a kezelt csoport nem-1/R allapotu retinafunkcidja kozel egyenld volt az
egészséges kontroll csoportéval, ami szintén nagy felfedezés. Ez azt jelenti, hogy a meggymag-kivonat
képes volt megel6zni a T2DM altal okozott retinalis funkciokarosodast, legaldbb a funkcionalis
szinten: a kezelésnek koszonheten a hyperglycaemia nem tudta karositani sem a fotoreceptorok, sem
a postreceptorialis Gtvonal sejtjeinek miikodését. Korabbi kutatdk igazoltak hasonld retinoprotektiv
hatast rezveratrol kezelés, illetve GLP-1 analégokkal (pl.: exenatid, liraglutid) torténd kezelés soran.
Az I/R ideje alatt készult electroretinogramokat vizsgélva azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy béar a
beteg kontroll csoport retinafunkcidja lényegesen rosszabb, mint az egészséges allatoké, a meggymag-

kivonat szignifikans javulast eredményezett a diabeteses patkdnyok retinafunkcidjaban. Ezen kivil, a



meggymag-kivonattal kezelt csoport tagjai jelentdsen jobb retinalis teljesitményt mutattak, mint az
egeszséges allatok. Ez az (j eredmény azt a feltételezést tamasztja ala, hogy a meggymag-kivonat
képes lehet az I/R altal okozott retinakdrosodas funkcionalis szinten torténé megel6zésére, még

diabeteses allapotban is.

A kezelt allatok nem I/R-s retindja jelentésen vékonyabb volt, mint a kontroll allatok retinaja, mi
alapjan elmondhato, hogy a SCSE képes volt ellenstlyozni a T2DM oedema indukal6 hatasat. Az I/R
allapotu retinavastagsagok mérése szerint a SCSE-kezelés képes volt kompenzalni az I/R sériilés altal
okozott oedeméat is. Korabban hasonld protektiv hatsokrdl szamoltak be a Lycium barbarum, a
ginzenozidok vagy a Flos puerariae kezelések kapcsan is. Eredményeink alapjan a ganglion sejtek
szama nem valtozott szignifikdnsan. Ennek oka valdszintisithet6en az ischaemia és a mintavetel kozott
eltelt relative rovid id6éintervallum: az I/R folyamata retinalis oedemaval indul, melyet strukturalis
degenerativ elvaltozasok kdvetnek — mint a kdvetkezményes sejthalal, pl.: a ganglion sejtek szdmanak

csokkenése —, amelyek kifejlédéséhez tobb id6 sziikséges.

A hemoxigenaz-1 koncentraciomérésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az enzim fontos szerepet
jatszhat a SCSE diabetesben megjelend retinavédd hatasaban. Az emelkedett gliikdzértékek
stresszfaktorként jelenhetnek meg a retina szamara, mivel ennek a jél ismert stresszfehérjének a
mennyisége jol lathatban megemelkedik a beteg csoportban az egészséges allatokhoz viszonyitva. A
meggymag-kivonattal torténé kezelés tovabb emelte ennek a védé enzimnek a szintjét — nem-I/R, és
I/R koérilmények kodzott egyarant —, ami hozzajarulhat a kivonat plazma glikozszint-csokkentd és
retinoprotektiv hatdsdhoz. Kordbban mar dokumentaltak, hogy a meggymag-kezelés a nem diabeteses
patkanyok retindjaban, illetve mas szbveteiben is emelkedett enzimszintet eredményezett. Ennek a
kutatasnak az 0j felfedezése, hogy a meggymag-kivonat HO-1 enzimszint emelé hatdsa diabeteses
korulmények kozott is érvényesil. A gyogyndvenyek korében jelenlévo hasonlo hatdsmechanizmusrol
mar hallhattunk koradbban: a kékafonya antocianinjainak retinoprotektiv hatasai szintén az

Nrf2/hemoxigenaz-1 Gtvonalon keresztill alakulnak ki.

Mindent 6sszegezve, az altalunk bemutatott adatok alapjan a meggymag-kivonat képes lehet a magas
glikozszint karos hatadsanak Kivédésére, és a retina I/R-s sériilésekt6l valé megdvasara diabeteses

korilmények kozott.

5.2. Rendszeres fizikai aktivitas befolyasa az idéskorral asszocialt, Alzheimer-tipusi demencia

kognitiv és neuropathologiai eltéréseire, ,,aging” patkanymodellben

Az Alzheimer-kér egy krénikus neurodegenerativ betegség, amely a leggyakoribb oka az idés
populacioban megjelené demencidnak, és melyet a memoria, kommunikacio, itéletalkotds és a
gondolkodas fokozatos elvesztése jellemez. Jelen kutatdsunkhoz a demencia ,,aging” patkanymodelljét
valasztottuk, mely kiilsé6 beavatkozds nélkil, természetesen kialakuld folyamat eredményeképp

modellezi a huméan iddskori demenciat. Az id6s6d6 allatok a demencia tipusos jeleit mutattak.



Szignifikdnsan gyengébben teljesitettek a kognitiv funkciokat felméré Morris water maze teszt soran,
mint fiatal Kkontroll tarsaik. A PET vizsgalattal jelentésen nagyobb mennyiségii amyloid-p
felhalmozddast azonositottunk az idés allatok agyaban, mint a fiatalokéban, illetve az agyszovetek
szdvettani vizsgalata nagyfoku neurodegenerativ eltéréseket mutatott — a piramis sejtréteg szerkezeti
feloomlasa, neuronvesztés, a gyrus dentatus terliletén kialakul6 pericellularis oedema, valamint
cerebralis amyloid angiopathiat (CAA) — melyek a fiatal kontroll &llatok agyaban nem voltak jelen.
Munkank azt is bizonyitja, hogy az id6skorral parhuzamosan az egyik legfontosabb stresszre
aktivalodo sejtvédé enzim — a hemoxigenaz-1 — aktivitasa csokken a frontalis, parietalis cortex,
valamint a hippocampus terlletén, mely régiok a legintenzivebben érintettek a neurodegenerativ

elvaltozasok altal.

Az Onkéntes fizikai aktivitds enyhitette az id6s patk&dnyok kognitiv hanyatlasat. Az idés, futé (AR)
allatok szignifikansan kevesebb id6t igényeltek a Morris water maze teszt soran a pallo
megtalaldsahoz, mint idés, inaktiv (AS) tarsaik — nemtdl flggetlenil —, mivel képesek voltak az
egymast koveté napok sordn megjegyezni annak helyzetét, és a geometriai abrak alapjan tajékozédni a
medencében. Ezt az eredményt tdbb, nemrég megjelent publikacié is alatdmasztja. Példaul, Yosefi és
mtsai. demonstraltak, hogy 4 hétig tart6 futdkerékben végzett mozgas javitotta az agykamraba injektalt

STZ-vel kezelt, ezaltal demenssé valt patkanyok tanulasi és térbeli memoria képességét.

A rekreacios mozgas szignifikansan csokkentette az idds, futd patkanyok agyaban felhalmozodo PIB
mennyiségét, az idds, inaktiv allatokkal dsszehasonlitva. Ez az adat arra utal, hogy a futé allatok

alacsonyabb mennyiségii oldhatatlan amyloid-§ fehérjét halmoztak fel az agyukban, mint az iil6k.

A napi rendszerességli 6nkéntes futds az idds allatok agyaban megjelend neuropathologiai eltérésekre
is pozitivan hatott. A piramis sejtek rétegének szerkezeti feloomldsa, a neuronvesztés, a gyrus
dentatusban megfigyelt sulyos pericellularis oedema, valamint a Kong6é vords festéssel és
immunhisztokémiai vizsgalattal kimutatott cerebralis amyloid angiopathia (CAA) szignifikansan
csokkent a fizikai aktivitasnak koszonhetGen. A neurodegeneracio enyhiilését korabban mas szerzok is
Osszefiiggésbe hoztdk a rendszeres testmozgassal. Példaul Lin és mtsai arrél szdmoltak be, hogy a
rendszeres fizikai aktivitas helyreéllitotta a hippocampushoz és amygdalahoz kapcsolédé memoriat és

dendritikus arborizaciot, az oedema és neuronvesztés stlyossaganak mérséklésével parhuzamosan.

Az agyban kialakulé gyulladasos folyamatokat, valamint oxidativ stresszt szamos kiilonb6z6 kutat6 az
AK egyik 6 pathogenetikai okozdjaként nevezte meg. A kézelmaltban megjelent publikaciok szerint
pedig a HO-1 — mint antioxidans tulajdonsagd enzim — miikédése az egyik legfontosabb fizioldgias
tényez6 az AK-ral asszocidlt oxidativ stressz elleni védekezésben. Példaul Bhardwaj és mtsai
kimutattak, hogy az enzim hemin altali farmakoldgiai indukcidja csokkentette az oxidativ stresszt, és
helyreallitotta a kognitiv funkciokat az agykamraba injektalt STZ-vel létrehozott AK modellben.

Kutatocsoportunk részben azért végezte ezeket a kisérleteket, hogy ravilagitson a HO-1 enzimen



alapulé stratégiak jovébeli potencidljara az AK altal tdmasztott kihivasok lekiizdésében. Szignifikans
enzimaktivitdas emelkedést demonstraltunk az idés futdé Aallatok frontalis kortexében és
hippocampusdban. A kognitiv hanyatlds, a képalkotoval detektalt elvaltozasok, valamint a
neuropathologiai eltérések enyhitésével egyitt ez az eredmény azt sugallja, hogy az iddskorral
asszocialt, Alzheimer-tipusi demencia sulyossaga csokkentheté a fiziologiasan is jelenlévé HO-1
aktivitds serkentésével, olyan eredményekkel, melyek magukban foglaljak az oxidativ stressz és AK
tlinetek stlyossaganak redukalasat.

Régota ismert, hogy a rendszeres fizikai aktivitasnak szamos jotékony hatasa van az egészségre nézve,
példaul javitja a cardiovascularis funkciot, a kognitiv képességeket, az inzulin rezisztenciat és a
metabolikus szindréma tlneteit, valamint csokkenti a depresszié slyossagat. Di Loreto és mtsai.
demonstraltak, hogy a rendszeresen végzett dnkéntes testmozgas hatékonyan serkentette az idéskorral
asszocialt amyloidogenezissel szembeni neuroprotektiv folyamatokat, és segitett megérizni a
szinaptikus funkciét. A jelen kutatdas a fent emlitett eredményeket egy vazként alkalmazta HO-1
induktorok kifejlesztéséhez, a krénikus betegségek egyik legfébb megelézé és terapias stratégiajaként.
Mindezeken tal, a kutatas elvégzésének idejében ez volt az els6 torekvés a fizikai aktivitas és HO-1
kapcsolatanak demencia modellben torténd vizsgalatara. Az eredmények azt mutatjak, hogy a HO-1
enzim aktivitdsa szignifikdnsan emelkedett a mozgas hatasara idés, kognitiv hanyatlast mutatd

patkanyokban, ezaltal lehetoséget rejt az AK és kapcsolddd betegségek jovébeni gydgyitasahoz.



6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

1. Kimutattuk, hogy a meggymag-kivonatnak plazma gliikézszint-csokkentd hatasa van, mivel
szignifikans mértékben csdkkentette a T2DM allatok orélis cukorterhelés utani plazma gliikéz
szintjét.

2. Bebizonyitottuk, hogy a SCSE retinoprotektiv tulajdonsagu, illetve a diabetesben gyakran
eléfordulo I/R-s retinakarosodassal szemben is védelmet nydjt, mivel a diabeteses allatok
fotoreceptorainak, illetve a fotoreceptorok mdgotti retinalis sejtjeinek (tehat a belsé nukleéris
sejtréteg sejtjeinek) elektrofiziologiai funkcioja jelentdsen javult nem-I/R allapotban és I/R sériilés
elszenvedése utan egyarant.

3. Kimutatasra kerilt, hogy az ismert stresszfehérje, a hemoxigenaz-1 szintje — mely a T2DM allapot
kdvetkeztében emelkedik — a SCSE-tel torténd kezelés hatasara tovabb nétt, mely alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az enzimnek szerepe lehet a SCSE retina-védos és gliikozszint-
csokkentd hatasanak kozvetitésében mind az I/R nélkiili allapotban, mind pedig I/R-S
koralmények kodzott.

4. Kiemelend6 eredményiink, hogy a rendszeres fizikai aktivitds jelentGsen javitotta az idGs,
demenciaban szenved6 allatok kognitiv funkcidjat, melyet Morris water maze teszttel igazoltunk.

5. Szovettani (H&E, Kongd festés, immunhisztokémia) és képalkoté diagnosztikai (PET)
modszerekkel is bizonyitottuk, hogy a rekreativ testmozgas csokkenti az Alzheimer-tipusu
neurodegeneraciora jellemzé pathologiai eltéréseket — a hippocampalis atrophiat, illetve az
amyloid akkumulaciot és angiopathiat.

6. Fokozott HO-1 aktivitadst mértiink az allatok agyanak hippocampusaban és frontélis cortexében,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a rendszeres testmozgas, a neurodegeneraciot javito hatasat az

antioxidans tulajdonsagd HO-1 enzim aktivitasanak fokozésa révén éri el.

Kutatasunk eredmenyei azt sugalljak, hogy a hemoxigenadz-1 enzim természetes modon torténd (pl.:
novényi hatéanyagok és rendszeres fizikai aktivitas) aktivacidjanak fontos szerepe lehet az életkorral

¢s ¢életmoddal Gsszefiiggd betegségek enyhitésében.
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