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1. BEVEZETES

Manapsag sajnos az emberek jelent6s része fogyaszt tul sok, kuléndsen szénhidratban
gazdag ételt és italt és/vagy fordit tul kevés id6t testedzésre. Ezek sok egyéb faktorral egyutt
elhizashoz és diabétesz mellituszhoz (DM) vezethetnek. A DM anyagcsere-betegsegek egy
olyan csoportja, melyeknek kozds eleme a hiperglikémia. A DM esetek nagy tobbsége két
kategdriaba esik: egyes tipusu és kettes tipusi DM (T1DM és T2DM). A T1DM hétterében az
inzulinszekrécio teljes hianya all. Ezek a betegek altalaban fiatalok és sovanyak. A sokkal
gyakoribb T2DM kivalté oka az inzulin hatasaval szembeni rezisztencia ¢s ebbdl adoédodan a
csokkent inzulin valasz. A DM e tipusaban szenved6 betegek elsésorban felnéttek és elhizottak.
A DM két f6 tipusan kiviil a prediabétesz jelentdségét is ki kell hangstlyozni, hiszen ez a
diabéteszt megel6z6 koros, enyhén hiperglikémias allapot szoros 6sszefiiggésben allhat a
szivbetegségek fokozott kockazataval.

A T2DM a diabétesz leggyakoribb forméaja - az 6sszes DM eset 90-95%-at teszi ki, és egyik
legjelentésebb szovédménye a szivelégtelenség. Bar a kutatok sok adatot kozoltek a DM-rol és
annak a sziv-és érrendszerre gyakorolt hatasairdl, tovabbra is szamos bizonytalan és hianyos
informécié van, igy tovabbi kutatasokra van szikség a betegség hatterében allé koros
folyamatok jobb megértéséhez. A bevezetés kovetkezd bekezdéseiben rdviden bemutatasra
kerll a prediabétesz, valamint a T2DM egy kevésbé ismert, de jelentés formaja, mely nem jar
elhizéssal - Ugynevezett non-obez T2DM -, kulénds tekintettel a szivbetegségekkel val6
kapcsolataikra. Ezen kivil sor keruil az emlitett koros allapotok vizsgalatara hasznalt preklinikai
modellek ismertetésere is.

1.1. A prediabétesz jellemzése: epidemioldgia, patomechanizmus, szivhatasok

A prediabétesz egy olyan anyagcsere-allapot, ahol az éhomi plazma gliikéz szintje 5,6-7
mmol/l, vagy egy orélis glikoz tolerancia teszt (OGTT) soran, annak masodik orajaban mert
glukozszint 7,8-11,1 mmol/l vagy a hemoglobin Alc (HbAlc) szintje 5,7-6,5%. A prediabétesz
a népesség kb. 35%-at érinti és sajnos éveken at tlinetmentes maradhat. Fontos hangsulyozni,
hogy mar az emlitett enyhen emelkedett, de nem diabetikus vercukorszint és karosodott gliikoz
tolerancia is ok-okozati 6sszefuiggésben allhat a kardiovaszkularis betegségekkel (KVB).

Bar csak korlatozott mennyiségli adat all rendelkezésiinkre a prediabétesz szivre
gyakorolt hatasairol, az ismert, hogy fobb makrovaszkularis szovodményei a koszortaér-
betegség és a kompenzalt szivelegtelenség (heart failure with preserved ejection fraction,
HfpEF) diasztolés diszfunkcidval. Bar a prediabéteszben és DM-ban megfigyelhetd diasztolés
diszfunkcio hatterében 1év6é pontos molekularis mechanizmusok nem ismertek, néhéany
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felhalmozddasa a szivben, valamint csokkent szarkoplazmas retikulum kalcium ATPaz 2a
(SERCAZ2a) aktivitas.

Kimutattak, hogy a szivben a megfelel6 lipidosszetétel szoros Osszefiuiggesben all a
szivmiikddéssel, és ebben nagy szerepe van a megfeleld kardiolipin (KL) tartalomnak és a KL
fajtaprofilnak. A KL egy fontos mitokondrialis foszfolipid (FL), amely olyan létfontossagu
folyamatokban vesz részt, mint a 1égzés vagy az energiaatalakitds. Mivel a sziv tele van
mitokondriumokkal és az 6sszes membran lipid korulbeltl 15%-a KL, a KL tartalomban
és/vagy fajtaprofilban bekovetkezé valtozasok mitokondrialis diszfunkciot okozhatnak, amely
szivbetegségekhez vezethet, beleértve a prediabéteszt és a diabéteszt. A lipiddsszetétel
megvaltozasat eredményezheti példaul a de novo lipogenezis (DNL) indukalésa azaltal, hogy
képes modositani a keringd nem észterezett zsirsavprofilt. A magas fruktoztartalmd étrendet
gyakran hasznéljak prediabétesz kivaltasara patkanyokban, és mivel a fruktéz metabolizmusa
emelkedett DNL-t okoz a méajban, ez a modell alkalmas lehet a modosult lipidkészlet szivre
gyakorolt hatasainak vizsgalatéra is prediabéteszben.

1.2. A DM jellemzése: tipusok, epidemioldgia, patomechanizmus, szivhatasok

A DM egy heterogén krénikus anyagcserebetegség, melyben hiperglikémia alakul ki a
karosodott inzulinszekrécio, inzulinrezisztencia, vagy mindkettd miatt. A betegségre jellemz0,
hogy az éhomi plazma gliikéz szintje tébb mint 7 mmol/l, vagy egy OGTT soran, annak
masodik orajaban mért glikoézszint tébb mint 11,1 mmol/l vagy a HbAlc szintje tébb mint
6,5%. A Nemzetkdzi Diabétesz Szdvetség (International Diabetes Federation, IDF) informécidi
szerint 2019-ben kordlbelil 463 millié ember szenvedett DM-ban, és ezt az driasi szamot 2045-
re 700 milliéra becsiilik.

A DM-t a kovetkezoképpen csoportosithatjuk etiologia és patologia szerint: TLDM, T2DM
és terhességi DM. A terhességi DM a terhes nék koriilbeliil 5%-at érinti és leggyakrabban a
T2DM egy korai forméjanak tekinthet6. A TIDM az 0sszes diabéteszes beteg 5-10%-at teszi
Ki — ez a tipus els6sorban az immunrendszer genetikai betegsége. A tobbi diabéteszes beteg,
korilbeltl 90% T2DM-ban szenved. A T2DM prevalenciaja vilagszerte né — a betegség szoros
kapcsolatban all az elhizassal és az inzulinrezisztenciaval.

A DM szovOdményeinek patofizioldgidja hdrom részre oszthatd: makrovaszkularis,
mikrovaszkularis €és neurologiai. Ezen szovodmények ko6zos eleme a megemelkedett
vércukorszint. Becslések szerint a neuropatia 60-70%-at érinti a diabéteszes betegeknek attol
fliggden, mennyi id6sek, miota diabéteszesek, van-e fajdalmuk, és hogy a neuropatia mas okai
ki vannak-e z&rva. A mikrovaszkularis szovodmények miatt testszerte karosodnak a
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a sziv, az agy es a labak nagy erei érintettek. Leggyakoribb megnyilvanulasa a koszoruerek
elmeszesedése, amely a legfébb oka a DM miatti elhalalozasoknak. Kozismert, hogy az
érelmeszesedésen kiviul a diabéteszes betegekben emelkedett kockézata van a diabéteszes
kardiomiopétia (DKM) kialakulasanak is.

A T2DM betegek altalaban elhizottak, azonban a betegségben szenveddk koriilbeliil 20%-
a EurGpaban és Azsidban nem elhizott. A non-obez T2DM hatterében hangstlyosabb az
inzulinszekrécio csokkenése és kevésbé sllyos az inzulinrezisztencia az obez fenotipushoz
képest. Hasonl6an az obez T2DM betegekhez, a non-obez betegekben is magasabb a KVB
rizikéja, mint peldaul a bal kamrai (left ventricular, LV) hipertrofia, fibrdzis, valamint a
diasztoleés és/vagy szisztolés diszfunkcio. Mindazonaltal, hogy pontosan milyen molekuléris
mechanizmusok vezetnek ezekhez a koros elvaltozasokhoz, nem tudjuk pontosan. Egy
lehetséges modja, hogy bévitsiik tuddsunkat a témaban, a sziv génexpresszids profiljanak
vizsgalata, mivel bizonyos gének fel-vagy leszabalyozasa kéros folyamatok Kkivaltasan
keresztiil a szivmiikodés romlasahoz vezethet. A transzkriptom analizise gyakran alkalmazott
modszer a kiilonb6z6 DM modellekben, azonban a non-obez T2DM esetén csak nagyon kevés
az igy nyert informacio.

1.3. A DM és a prediabétesz kisérletes allatmodelljei

A kilonféle allatmodellek szerepe kiemelkedéen fontos a kutatasban és a betegségek
el: [i] genetikai — vagy spontan beteg — modellek, [ii] genetikailag mddositott modellek, [iii]
specialis etetéssel kivaltott modellek, [iv] mitéttel létrehozott modellek és [v] kémiailag
indukalt modellek. A DM modellezésére leggyakrabban a kémiailag indukalt és a genetikai
modelleket hasznaljak. E16bbi esetében a két leginkabb alkalmazott szer a streptozotocin (STZ)
és az alloxan, utébbi esetén pedig — els6sorban a T2DM modellezésére — az Ugynevezett Zucker
Diabetic Fatty (ZDF) és a Goto-Kakizaki (GK) patkanyokat, valamint a db/db egereket
hasznaljak eldszeretettel.

A non-obez T2DM szivhatasainak vizsgalatara egy genetikai modellallatot, a GK patkanyt
hasznaltuk, amely az orokletes T2DM széleskoriien ismert modellje. Ennek a kiildnleges
torzsnek a létrehozdsdhoz olyan hagyomanyos Wistar patkanyokat tenyésztettek tovabb
szelektiven, amelyeknek OGTT elvégzését kovetéen a legmagasabb normal vércukorszintjik
volt. 4-5 hetes korukra a GK patkanyok non-obez és enyhén hiperglikémias fenotipussal
jellemezhetoek, valamint glikdz intolerancia és periférias inzulinrezisztencia is kialakul
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A GK patkanyok tobb olyan értékes tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek tobbe-kevéshé
gyakoriak és funkcionalisan jelen vannak cukorbeteg emberekben is. Azonban, a hiperglikémia
és a glikoz intolerancia ezekben az &llatokban nem kapcsolédik elhizas és magas vérnyomas
kialakulasahoz. A GK patkanyok tovabbi jellegzetességei kdzott emlithetjik a glikozvalaszra
adott karosodott inzulinszekrécidt, az emelkedett HbAlc értéket, a sziv-és testsulyvaltozast,
valamint kiilonféle kés6i szovédményeket, beleértve a kardiovaszkularis rendellenességeket.
Mivel e kardiovaszkularis szovédmények kozé tartozik a hipertrofia, a fibrozis és a szisztolés
és/vagy diasztolés diszfunkcio, amelyek tulajdonképpen a DKM jellemz6i, igy ennek
kialakuldsa igen valoszinii ezekben az allatokban. Mivel feln6tt GK patkanyokban szamos
kardiovaszkularis szov6dmény kialakulasat irtak le, és a human T2DM patogenezise jol latszik
ezekben a ragcsalokban, kijelenthetjik, hogy a GK patkany alkalmas a non-obez T2DM
kardialis szovédményeinek tanulmanyozasara.

A genetikai és kémiai modelleken kivil gyakran alkalmaznak magas szénhidrattartalmd
étrend altal létrehozott modelleket is a kisérletes diabétesz vagy prediabétesz vizsgalatara.
Mivel az emberek manapsag egyre tobb szénhidratban gazdag ételt fogyasztanak, a krénikusan
alkalmazott, magas cukortartalmu tappal valo etetés altal kialakitott modellek felhasznalasa
megfeleld modja lehet a 1étrehozott prediabéteszes vagy diabéteszes allapot vizsgalatanak.
Cukorforrasként az ilyen kisérleti allatok tapjaba és/vagy ivovizébe leggyakrabban fruktozt,
szachardzt vagy glukozt adnak. Kiserletiink sordn mi frukt6zgazdag tapot hasznaltunk, hiszen
ez egy gyakori modja a prediabétesz kivaltasanak patkanyokban. Mivel a fruktoz
metabolizmusa soran emelkedett DNL figyelhetd meg a majban, a fruktozos etetés alkalmas
lehet arra, hogy a modosult lipidkeészlet hatdsat megvizsgéljuk a szivben is.

2. CELKITUZESEK

F6 célunk az volt, hogy megvizsgéljuk a prediabétesz és a non-obez T2DM szivre
gyakorolt hatasait. A prediabétesz kialakitasahoz kronikus, fruktézgazdag tappal valo etetést
alkalmaztunk patkadnyokban. A DM-szal ellentétben tudasunk igen csekély a prediabéteszben
kifejlodott diasztolés diszfunkcid hatterében allo molekularis mechanizmusokrol. Az azonban
kdzismert, hogy a fruktéz metabolizmusa DNL-hez vezet a méajban. Ezért kivancsiak voltunk
arra, hogy van-e a megvaltozott lipidomnak olyan kéros hatasa a szivre, amely hozzajarulhat a
funkcidzavar kialakuldsahoz. Tovabbd, mivel a szivmiikodés zavarahoz gyakran hozzajarul a
megndvekedett apoptdzis és oxidativ stressz, célunk volt feltarni a prediabétesz potencialis
hatésait az apoptozisra és az oxidativ stresszre a szivben.

A non-obez T2DM szivhatasainak megfigyelésére a jol ismert genetikai modellallatot, a
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molekularis mechanizmusokat nem ismerjik pontosan. Bar e mechanizmusokrol van néhany
irodalmi adat, azonban a GK patkdnyok szivében végbemend valtozasokat a transzkriptom
szintjén még soha nem vizsgaltak. igy tovabbi f6 célunk volt a kardialis transzkriptom analizise
GK patkanyokban.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Modositott étrenddel kialakitott prediabétesz modell
3.1.1. Kisérleti protokoll

Him Wistar patkanyokat szabalyozott hdmérsékleten tartottunk 12/12 6ras vilagos/sotét
ciklusokkal. Az allatokat 2 csoportra osztottuk és a kovetkezd tapokkal etettiik 24 héten
keresztil: a kontroll csoport hagyomanyos ragcsalotapot, a frukt6zos csoport pedig 60% (w/w)
fruktozt tartalmazo tapot kapott. Az éhomi plazma gliikdzt minden 4. héten megmértiik, mig a
12., 16., 20. és 24. héten OGTT-et végeztlink. A 20. és a 24. héten vért vettlink az allatoktdl a
szérum inzulin, triglicerid (TG) és koleszterinszintjének, valamint a sziv-és majkarosodas és az
oxidativ stressz markereinek meghatarozasa céljabol. Az etetési protokoll végén in vivo
szivultrahang és ex vivo izolalt dolgoz6 szivperfuzio segitsegével vizsgaltuk a szivfunkciot. Ezt
kovetden az allatok szivét izolaltuk késdbbi biokémiai vizsgalatok céljabol.
3.1.2. VVércukorszint mérés és OGTT

Vért vettink a vena saphena-bdl és Accu-Chek vércukormérd késziilék segitségével
meghataroztuk a vércukorszintet. Az OGTT-hez el6szor megmértiik a kiindulasi vérglikkoz
koncentraciot, majd gavage tii segitségével 1,5 g/testsuly kg gliikozt adtunk az allatoknak és
30, 60, illetve 120 perccel késébb ismét megmértiik a vercukorszintet.
3.1.3. Inzulinmérés szérum- és pancreas mintakbol

Az inzulinszintek meghatarozasat a gyartd utasitidsai szerint enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) technikaval végeztik mind a szérum, mind a homogenizalt
pancreas mintakbol.
3.1.4. Inzulinrezisztencia becslése HOMA-IR index szamolassal

HOMA-IR (Homeostatic model assessment for insulin resistance) = (éhomi szérum
inzulinszint (wU/ml) * éhomi szérum glikdzszint (mmol/l)) / 22.5.
3.1.5. Lipid szintek meghatarozasa szérumbdl

A szérum o6sszkoleszterin, TG, LDL és HDL (low-and high density, azaz kis-és nagy
stirtiségli lipoprotein) koleszterinszintek mérése a 24. héten tortént triplikdtumokban,

kolorimetrias, enzimreakcion alapulé meréssel, 96-lyuku lemezekre adaptalva.



3.1.6. Maj-és szivkarosodas markerek mérése szerumbol

Az alanin-és aszpartat aminotranszferaz (ALAT, ASAT), kreatin-kindz (CK) és laktéat-
dehidrogendz (LDH) enzimek aktivitasat UV-teszttel mértik, mig a CK-MB izoforma
aktivitasanak merése immunologiai UV-teszttel tértént.
3.1.7. Transztorakalis echokardiografia

Ezt a technikat a sziv morfoldgidjanak ¢s miikodésének tanulmanyozéasara hasznaltuk a
24. héten. A patkanyokat elaltattuk natrium-pentobarbitallal, majd Vivid 1Q ultrahang
készllekkel 2-dimenzidés, M-mod és Doppler vizsgalatokat vegeztink az Amerikai
Echokardiografiai Tarsasag kritériumai szerint. Harom egymast kovetd szivciklus adatainak
kiértékelésére kerilt sor a modszerben jaratos egyik munkatérsunk altal, vakon.
3.1.8. Dolgoz0 szivperfazid

A modszert a sziv teljesitményének becslésere hasznaltuk. A patkanyok altatast kovetéen
intravénas heparint kaptak, majd a sziveket izolaltuk és az aortat kaniilaltuk és elGszor
Langendorff mddban, Krebs-Henseleit pufferrel perfundaltuk. Ezt kovetéen a perfuzids
rendszert Neely-szerinti dolgozé mdédra atkapcsoltuk és a szivet recirkulalé pufferrel
perfundaltuk. A kovetkez6 funkcionalis paraméterek mérésére Kkeriilt sor: pulzusszam,
koronaria ataramlas (CF), aorta ataramlas, perctérfogat, LV kifejlodott nyomas (LVDP) és
annak els6 derivaltjai (dp/dt max és dp/dt min), valamint LV végdiasztolés nyoméas (LVEDP).
3.1.9. mRNS expresszi6 vizsgalata qRT-PCR-ral

Kvantitativ val0s-idejii polimeraz lancreakcioval (QRT-PCR), génspecifikus primerek
hasznélataval tortént az mRNS expresszio vizsgalata. A DNL becslésére a majban a kovetkez6
gének MRNS expresszidjat mértik: szterol szabalyozd elem-ko6té transzkripcios faktor 1
(Srebfl), sztearoil-KoA deszaturdz 1 (Scdl), zsirsav-szintaz (Fasn), acetil-KoA-karboxilaz 1
(Acaca), szénhidrat-érzékeny elem-koté fehérje (Mlixipl), nagyon hosszi szénlancu zsirsavak
megnyulasaért felelés 6-0s fehérje (Elovl6) és zsirsav deszaturaz 1 és 2 (Fadsl, Fads2). A sziv
Az RNS izolalasat Qiagen Rneasy Fibrous Tissue Mini Kittel végeztik. Eredményeink
normalizalasahoz a hipoxantin-foszforiboziltranszferazt (Hprtl) hasznaltuk kontrollként.
3.1.10. Lipidomika

Korllbeltl 20 mg elporitott LV mintat kdzvetlendl extrahaltunk metanolt tartalmazé
butilezett hidroxi-toluollal és di20:0 foszfatidilkolinnal. Ultrahangos kezelést kovetden a
keveréket felraztuk és lecentrifugaltuk, majd a feluluszét elraktuk és -20°C-on taroltuk a

tdmegspektrometriai (MS) analizisig, melyet LTQ-Orbitrap Elite miiszerrel végeztiink.



3.1.11. Az oxidativ stressz meghatarozasa: MDA és 3-NT mérés

A szisztémas és kardialis lipid peroxidacid szintjének meghatarozdsdhoz megmertik a
szérumban ¢és a szivszovetben 1évé malondialdehidet (MDA) a kovetkez6 modon. A
szérummintakat 6sszekevertik 1,2 térfogatu torzsoldattal, amely triklor-ecetsavat,
tiobarbitursavat és soOsavat tartalmazott, és 30 percig 95°C-on melegitettik. Hiités és
centrifugalas utan a feltliszot butanollal extrahaltuk es spektrofotometridval vizsgaltuk.

A 3-nitrotirozin (3-NT) méréséhez double-antibody sandwich ELISA kitet hasznaltunk. A
LV mintadkat homogenizaltuk, centrifugaltuk, majd a gyart6 utasitasainak megfeleléen
megmeértik az optikai denzitas értekeket 450 nm-en.
3.1.12. Western blot

E technika alkalmazésaval a B-sejt limfoma 2 (BCL-2), Bcl-2-asszocialt x (BAX), B-sejt
limféma - extra nagy (BCL-XL) és a kaszpaz-3 és 7 apoptotikus fehérjék valtozasat vizsgaltuk
a szivben, aktin vagy tubulin haztartasi fehérjéket hasznalva kontrollként. A LV mintakat
homogenizaltuk, lecentrifugaltuk, majd a felliliszok fehérje koncentracidjanak meghatarozasa
utdn mintankeént 25 ug fehérjét valasztottunk el natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gél
elektroforézis segitségével. Az elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk,
¢s a membranokat blokkoléast kovetden elsddleges antitestben inkubdltuk egy éjszakéan at.
Ezutan kovetkezett a masodlagos antitestben inkubalés, végul a fluoreszcens jelek detektélasa
Odyssey CLx késziilékkel.
3.1.13. Statisztikai analizis

A lipidomikai adatokat atlag+SEM forméaban adtuk meg, a statisztikai szignifikanciat pedig
p<0,05 esetén fogadtuk el. A fékomponens analizis (Principal Component Analysis, PCA)
MetaboAnalyst hasznalataval valdsult meg. Az 6sszes tobbi paraméter esetén is az atlag+tSEM
format hasznaltuk, a csoportok kdzotti szignifikanciat pedig kétmintas t-probaval vagy Mann-
Whitney teszttel hataroztuk meg.
3.2. A T2DM non-obez, genetikai modellje
3.2.1. Kisérleti protokoll

A 6 hetes him GK patkanyokat és a veliikk egy id6s him Wistar kontrollokat a Charles River
Laboratories-tol szereztik be és 22+2 °C-on helyeztik el 6ket 12/12 6rés vilagos/sotet
ciklusokkal. Az allatok standard patkanytapot és csapvizet kaptak ad libitum beérkezésiiktol
szamitva 9 héten keresztill. 7, 11 és 15 hetes korban megmeértiik a testtémeget, a szérum glikoz,
inzulin és koleszterinszintjét, valamint meghataroztuk a HOMA-IR-t, tovabba 15 hetes korban
OGTT-t is végeztiink. 15 hetesen elaltattuk az allatokat, izolaltuk a sziveket és a pancreasokat,

majd a sziveket Langendorff szerint perfundaltuk a 3.1.8. pontban leirtak szerint. 5 perc



perfundalast kovetden a szivkamrakat lefagyasztottuk és -80°C-on taroltuk a génexpresszios
analizis elvégzéseig.
3.2.2. Inzulin meghatérozas szérumbdl

A modszer megegyezik a 3.1.3. pontban leirtakkal a kdvetkez kiilonbséggel: az OGTT
soran a 0., 30. és 120. percnél vért vettlink az allatoktdl szérum inzulinszint meghatarozas
celjabol.

3.2.3. RNS el6készités és DNS microarray analizis

A szivmintak 6ssz-RNS-ének kinyerését Qiagen miRNeasy Mini Kit segitségével végeztik
a gyarto utasitasai szerint. Az ,,0szlopos” DNaz-emesztest Rnaz-mentes DNz szettel végeztik.
Az RNS koncentracié méréséhez NanoDrop 1000 Spektrofotométert, az RNS integrités
meghatarozasahoz pedig Agilent 2100 Bioanalyzer System-et hasznaltunk. A 8-nél nagyobb
RNS integritasi szammal rendelkezd mintakat hasznaltuk fel a tovabbi analizishez.

Az 6ssz-RNS-t QuickAmp Labelling Kittel jel6ltik és amplifikaltuk, majd a jeldlt RNS-t
tisztitottuk és Agilent Whole Rat Genome 4x44 K ,array slide-okkal” hibridizaltattuk. Mosast
kovetden alapértelmezett ,.array scanning” -et €s ,,feature extraction” -t végeztiink Agilent DNS
Microarray Scanner és Feature Extraction Software 9.5. segitségével.

3.2.4. mRNS expresszio vizsgalata qRT-PCR-ral

A DNS microarray technikaval nyert génexpresszios valtozasok validalasara gRT-PCR-t
végeztiink génspecifikus primerekkel, az 6ssz-RNS reverz transzkripciojat kovetéen. A relativ
expresszids aranyokat a patkany gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh), Hprt és
riboszomalis fehérje S18 (Rps18) haztartasi gének normalizalt aranyaként szamitottuk ki.
3.2.5. Génontologiai (GO) analizis

A modszert GO utvonalelemzéssel, DAVID bioinformatikai rendszerrel és adatbazissal
vegeztuk. A kilonféleképpen expresszalodott géneket DAVID elemzésnek vetettiik ala, hogy
feltarjuk a szignifikansan feldasult bioldgiai funkciokat/itvonalakat.

3.2.6. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Sigmaplot 12.0 programot hasznaltuk. Minden értéket
atlag£SEM formaban adtunk meg. A non obez T2DM hatasat az éhomi gliikdz szintre, a szérum
inzulin -és koleszterinszintjére, valamint az OGTT soran alakul6 glik6z értékekre ismételt
méréses ketutas varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg. Az ANOVA-t kdvetden tobb
tartomanyu tesztekként paronkeénti t0bbszOrds 0Osszehasonlitasi eljarasokat vegeztiink
HolmSidak post hoc tesztekkel. A T2DM hatasat az OGTT AUC-re (area under the curve, gorbe
alatti teriilet), a pancreas inzulin koncentracidjara, a test-és szivtdmegre, a sziv-és testtdmeg

aranyara (heart weight/body weight, HW/BW) és a CF-re kétmintas t-prébaval hataroztuk meg.



10

Stasztikailag szignifikans kilonbségként a p<0,05 értéket fogadtuk el. A microarray és a gRT-
PCR soréan is kétmintas t-probat hasznaltunk. Azokat a génexpresszids aranyokat, melyek p-
értéke <0,05 és log2 arénya <-1, a génaktivitds repressziojanak, ahol pedig log2 aranya >1
(~ketszeres), a génaktivitas tulzott expresszidjanak tekintettik.

4. EREDMENYEINK

4.1. Mdédositott étrenddel kialakitott prediabétesz modell

4.1.1. Az éllatmodell jellemzése

Munkank soran magas fruktéztartalma tappal etettink Wistar patkanyokat 24 héten
keresztul. A kontroll csoporttal 6sszehasonlitva ebben a csoportban az éhomi plazma gliikdz
értékek enyhén, de szignifikansan magasabbak voltak a 12., 16., 20. és 24. héten, valamint az
OGTT AUC értékek is szignifikdnsan magasabbak voltak a 16., 20. és 24. héten. Bar a HOMA-
IR értéke szignifikansan magasabb volt a frukt6zos csoportban a 20. héten, a szérum inzulin
szintek kozott nem volt kilénbség. A pancreasbdl mért inzulinszint azonban szignifikansan
magasabb volt a fruktdzos allatokban.

Bar mindkét csoportban novekedett az allatok stlya a kisérlet sorén, az etetés végére a
frukt6zos patkanyok sulya szignifikdnsan Kkisebb lett a kontrollokéhoz képest. A
sulygyarapodas szignifikansan lecsokkent a frukt6zos csoportban a kisérlet folyaman. A
szervek izolalaldsa soran a fruktdzzal etetett allatok méajan a zsiros degeneréacié makroszkopikus
jeleit figyeltik meg. E karakteres elvaltozas ellenére sem a vizsgalt majkéarosodas markerek,
sem a szérum lipid paraméterek szintje nem nétt meg ebben a csoportban.

A fruktozos allatok majaban zajld anyagcsere valtozasok tovabbi vizsgalata érdekében
qRT-PCR-t végeztiink. Célunk a DNL-sel kapcsolatos gének vizsgalata volt, melyek koziil az
Acaca és az Elovl6 esetén talaltunk szignifikans emelkedést, valamint a Fasn epresszidjaban
tendenciozus névekedést tapasztaltunk.

4.1.2. Szivmiikddés és morfologia

A frukt6z hatdsara nem tortént szignifikans valtozas a mért falvastagsagokban és kamrai
atmérékben, kivéve az eliils6 falvastagsagot. Habar a pulzusszamban, ejekcids frakcioban és
frakcionalis rovidilésben nem volt kiilénbség a csoportok kdzott, az E/A arany szignifikansan
kisebb volt a fruktdzos csoportban. Ezen kiviil az LVEDP szignifikansan megnétt, mig a sziv
teljesitménye lecsokkent a fruktzos etetés hatasara. A két csoport kozott a max és min dp/dt,
LVDP és az aorta szisztolés és diasztoles nyomasértékeiben nem volt kiilénbség.

Mivel a szivultrahang szignifikansan megnott eliilso falvastagsagot mutatott szisztoléban
a fruktézos allatok esetén, viszont a szivtomeg és a HW/BW ardny nem valtozott,

megvizsgaltuk, potencidlisan kialakulhatott-e szivhipertrofia a frukt6zos allatokban. Ennek
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érdekében megmértik a Myh6 és Myh7 mRNS expressziojat es azt talaltuk, hogy a Myh6 mRNS
szintje szignifikdnsan megemelkedett, azonban a Myh6/Myh7 ardny nem valtozott. Tovabb4, a
vizsgalt szivkarosodast jelz6 enzimek (CK, CK-MB, LDH) sem mutattak szignifiké&ns valtozést
a csoportok kozott.

4.1.3. Lipidomikai eredmények

Korulbelil 200 lipid molekulafajtat azonositottunk és szamszerisitettiink, melyek 20
lipidosztéalyt foglalnak magukban. A mintak egyértelmii szétvalasa két nem atfedo klaszterre a
teljes lipidom komplex atrendez6dését jelzi kronikus fruktozetetés hatasara. A valtozasok
részletesebb vizsgalata és a molekulafajtak mintazatanak dsszehasonlitasa a két csoport kozott
100 statisztikailag szignifikans kilonbséget tart fel. Az egyik legfigyelemreméltobb valtozas a
KL remodeling rendszerhez kothet6. Az érett KL szintje szignifikdnsan lecsdkkent, mig a
monolizokardiolipin (MLKL) szintje szignifikansan megnétt, és ebb6l addddan aranyuk
(MLKL/KL) markansan megemelkedett a membranban. Tovabba, a molekularis fajtak szintjén
a legbOségesebb homoszimmetrikus tetral8:2 KL fajta (72:8) igen nagyfoku csokkenését
mutattuk ki. Ez volt a legkiemelkedébb valtozas nem csak a membrandsszetétel, hanem az
abszoldt értékek szempontjabol is. A KL (72:8) csdkkenésével parhuzamosan gyakorlatilag az
Osszes tobbi aszimmetrikus fajta megemelkedett a fruktdéz hatasara, a lanchossztdl és
telitettségtdl flggetlenil. Ez 6sszességében a szimmetrikus/aszimmetrikus fajok aranyaként
szamolt KL ,,szimmetria” faktor drdmai eseséhez vezetett. Fontos megemliteni, hogy nem
tudtunk kimutatni oxidalt lipidfajtdkat sem a KL, sem pedig méas oxidaciéra hajlamos
lipidosztdyok esetében. Azonban, az MLKL fajtaprofilban mar detektalni tudtunk
,,aszimmetria” hibakat.

Egy maésik fontos valtozas a lipidomban az 6sszesen 1 db kettds kotést (DB) tartalmazo
lipid fajtak altalanos megndvekedése a frukt6zos csoportban. A DB=1 fajtak emelkedésével
parhuzamosan szignifikans csokkeneést tapasztaltunk a DB=2 fajtakban.

Tovébba, habar a sziv 6ssz-TG tartalma nem valtozott szignifikdnsan fruktdzetetés
hatasara, érdemes megemliteni a TG készlet kiemelkedd fajtaprofil modosulasat. A telitett és
egyszeresen telitetlen zsirsavakat (ZSS) tartalmazd fajtak robusztus relativ emelkedése
parhuzamosan a telitetlenebb fajtak szignifikans csokkenésével, egylttesen a DB index
csokkenését, vagyis a telitettség ndvekedését eredményezte a sziv TG allomanyaban.

A komplex lipidom atrendez6dés utolso érdekes aspektusa a szfingolipid (SZL) készlet, a
ceramid (Cer) és a szfingomielin (SZM) atalakulasa volt. Az kardialis 6ssz-Cer-ban kicsi, de
szignifikans emelkedést mértlink membran lipiddsszetétel szintjén. Emellett, az 6ssz-SZM szint

csak novekvo tendenciat mutatott a membranban, fajtadsszetétele viszont teljesen megvaltozott.
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4.1.4. Oxidativ stressz

Fruktoz hatdsara szignifikans kilonbség sem a szérum vagy szivszévet MDA szintjében,
sem a sziv 3-NT szintjében nem volt megfigyelhet6 a kontroll csoporthoz viszonyitva.
4.1.5. Apoptdzis

A prediabétesz nem befolyasolta a proapoptotikus kaszpaz-7 és BAX expresszidjat, viszont
az antiapoptotikus BCL-2 leszabalyozodott, és ezaltal a BAX/BCL-2 arany szignifikansan
megnott.
4.2. A T2DM non-obez, genetikai modellje
4.2.1. A GK patkanyok metabolikus jellemzése

A GK patkanyokban minden mérési idépontban szignifiansan magasabb éhomi plazma
glikoz szintet mértiink, mint a kontrollokban. A 11. és 15. héten mért vercukor ertékek
szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a 7. héten. A szérum inzulinszintje szignifikansan
megemelkedett a GK allatokban a 7. és 11. héten, a 15. héten viszont nem volt kiilénbség a
csoportok kozott. A HOMA-IR értéke is csak az elsé két mérési idopontban nétt meg
szignifikansan a GK patkanyokban, a 15. héten az emelkedés nem volt statisztikailag
szignifikans. A szérum koleszterinszintje a kisérlet soran végig szignifikansan magasabb volt a
GK éllatokban a kontroll csoporthoz képest.

Az OGTT kdzben mért vércukorszint minden mérési alkalommal markéansan
megemelkedett a GK csoportban, és az OGTT AUC is mindig szignifikansan magasabb volt.
Tovabba, az OGTT soran mért szérum inzulin szint 30 perccel a glik6z oldat beadasa utan
szignifikansan alacsonyabb volt, 120 perccel a beadas utan pedig markansan megemelkedett a
GK csoportban. Erdekes modon a pancreas inzulin szintje alacsonyabb volt a GK patkanyokban
a kontrollokhoz képest, azonban az értékek nem kulénboztek szignifikdnsan a két csoport
kozott.

4.2.2. Test-és szivtomeg, CF

A 15. héten a GK patkényok testtdmege szignifik&nsan kisebb volt, mig a szivtomeg és a
HW/BW arany szignifikansan magasabb volt. Kiilonés médon a 15. héten a GK allatok szivébol
mért CF szignifikansan magasabb volt a kontrollok CF-jéhez viszonyitva.
4.2.3. A sziv génexpresszids profilja és qRT-PCR eredmények non obez T2DM-ben

A 41012 vizsgalt gén kozil 507 olyat talaltunk a GK patkanyok szivében, melyek tbb
mint kétszeresen voltak fel-vagy leszabalyozva a kontroll szivekhez képest és expresszidjuk
szignifikans valtozast mutatott. Az 507 gén kozll 204 mutatott felszabalyozodast, 303 pedig
leszabalyozo6dast. Ezenfellll 138 gén esetében tobb mint hdromszoros expressziobeli valtozast

lattunk a GK patkanyok szivében. Ezen 138 gén kozil 50 szignifikansan felszabalyozddott, 88
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pedig szignifikansan leszabalyozodott. 28 altalunk kivalasztott gén expresszios valtozasat gRT-
PCR-ral validaltuk; a valtozasokat 19 gén esetén tudtuk megerdsiteni.
4.2.4. GO analizis

A non obez T2DM hatasara szignifikansan megvaltozott expressziot mutato 507 gén kozdl
277 ismert fukcioju gént vetettink ala GO analizisnek és 115-6t osztottunk be kiilonb6z6
kategdriakba. A maradék vagy ismeretlen expresszalt szekvencia ,,tag” (cimke) volt, vagy pedig
nem volt felismerheté a GO analizis adatbazisa szdmara. A 115 analizalt gén a kovetkez6 5 6
kategoriaba kerllt besorolasra: (1) biologiai szabalyozas, (2) anyagcserefolyamat, (3)
immunfolyamat, (4) biologiai adhézio és (5) ritmikus folyamat.

5. EREDMENYEINK MEGBESZELESE
5.1. Mddositott étrenddel kialakitott prediabétesz modell

Munkank sordn magas fruktdztartalmua tappal etettlink him Wistar patkanyokat 24 héten
keresztul annak érdekében, hogy létrehozzunk egy prediabetikus allapotot és tanulmanyozzuk
ezen koros allapot szivre gyakorolt hatasait. Mint kordbban emlitettem, az éhomi plazma gliikdz
szint enyhén, de szignifikansan megemelkedett a frukt6zos csoportban a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva, és a 16. hétt6l az OGTT AUC értékek is szignifikansan megemelkedtek. Ezen
eredményeink igazoljak a prediabétesz kialakulasat karosodott gliikdztolerancia kiséretében. A
fruktézos csoportban a szignifikansan megemelkedett HOMA-IR és pancreas inzulinszint,
valamint a valtozatlan szérum inzulinszint enyhe inzulinrezisztencia kialakulasat mutatja.

A fruktozzal etetett csoportban a 24 hetes etetés végére kialakult szignifikansan kisebb
testtomeg, és ennek megfelelden a csokkent sulygyarapodas, illetve a mj elzsirosodasanak jelei
a kovetkez6képpen kapcsolodnak és értelmezhetéek. Eredményeink azt jelzik, hogy a méj
elzsirosoddsanak oka a frukt6z metabolizmusa altal el6idézett emelkedett DNL lehet. A fruktoz
azaltal aktivalhatja a DNL-t, hogy gyorsan piruvatta alakulva megkerili a glikolizis szabalyozé
lepését. A fruktdzgazdag étrend metabolikus stresszen keresztll befolydsolhatja a vazizom
anyagcseréjét. Kimutattdk példaul, hogy a talzott frukt6zbevitel megnoveli a metilglioxal
termelddését a majban, oxidativ stresszt el6idézve igy az izomban. Az aktivalt DNL
endoplazmas retikulum stresszhez ¢és hepatokinek termelddéséhez vezethet, melyekrdl
kdzismert, hogy negativan befolyasoljak az izom energia metabolizmusat és inzulin
érzékenységét. Ezek az eredmények magyardzhatjadk a fruktézos allatok esetén tapasztalt
testtomegndvekedés csokkenéset. A majban 1évo zsiros degeneracié makroszkopikus jelei
ellenére nem valtoztak sem a szérum lipid paraméterek, sem pedig a majenzimek, ami a

majkarosodas korai szakaszara utal a fruktdzzal etetett patkanyokban.
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A fruktdzos allatok méajaban 1évé anyagcserevaltozasok tovabbi vizsgalatahoz gRT-PCR-t
végeztlink. Azt tapasztaltuk, hogy a ZSS szintézis sebességmeghatarozo 1épéséért felelés Acaca
expresszidja megndtt. Emellett, a palmitinsav-szintézis hatralévé 1épéseit katalizalo Fasn
expresszidja tendenciozus ndvekedést mutatott. Ezen eredmények 6sszhangban vannak korabbi
megallapitasokkal és megndvekedett DNL-t jeleznek a fruktdézos csoportban. Az Elovl6 a
hosszulanct ZSS meghosszabbitasi ciklus els6 és sebességmeghatarozo reakcidjat katalizalja.
Az irodalombol ismert, hogy ennek az enzimnek fontos szerepe van a nem alkoholos zsirmaj
és a szteatohepatitisz kialakulasaban is.

A prediabétesz hatasainak nyomonkdvetésére munkankat a sziv vizsgalataval folytattuk. A
szivultrahang sorén szignifikdnsan megndvekedett anterior falvastagsagot lattunk szisztoléban,
illetve szignifikdnsan kisebb E/A aranyt észleltiink a fruktdzos éllatok szivében. Ezek a
valtozasok nagyon Kkorai jelei lehetnek egy enyhe hipertrofidnak, illetve diasztolés
diszfunkcionak. Az allatok szivtomege és a HW/BW arany azonban nem mutatott szignifikans
eltérést a csoportok kozott. Ezért a szivhipertrofia molekularis szintii becslése céljabol
megmértik a Myh6 és Myh7 mRNS expressziojat. Azt talaltuk, hogy a Myh6 mRNS szintje
megemelkedett, a Myh6/Myh7 arany azonban véaltozatlan maradt, és ez az irodalom szerint a
hipertréfia hianyat jelzi. A dolgozo szivperfuzié soran az LVEDP szignifikans emelkedését,
valamint a szivteljesitmény szignifikdns csokkenését tapasztaltuk, melyek enyhe diasztolés
diszfunkciot jeleznek a prediabéteszes allatokban. Széles korben ismert, hogy a LV hipertrofia
gyakoribb diabéteszes betegekben, és hogy a TLDM vagy T2DM betegek 40-75%-aban jelen
van diasztolés diszfunkcid. Azonban a mi eredményeink szerint a prediabétesznek ebben a korai
szakaszaban bar még nem fejlodott ki hipertrofia a szivben, a diasztolés funkcié romlasa viszont
sokkal korabban megjelenik, mint a diabétesz kialakulasa. Ezen kivil, a frukt6zos csoportban
a szivizom karosodas klinikai laboratoriumi markerei nem valtoztak szignifikansan a kontroll
csoporthoz viszonyitva, azt jelezve ezéltal, hogy a szivmiikdés zavara korabban megjelenik,
mint a stlyos szerkezeti/sejtes karosodas.

Mivel feltehetéleg a fruktdzos tappal etetett patkanyok majaban aktivalt DNL jelent meg,
kivancsiak voltunk, vajon a szivben is jelen volt-e a folyamat. Ennek vizsgalata céljabdl
lipidomikai analizist vegeztunk szivmintakbol. Az egyik legszembetiinébb valtozas a KL
remodeling rendszerhez kothet6. Elismert tény, hogy normdl korilmények kozott a
lizofoszfolipidek szintje alacsony, és a KL remodeling csak nyomokban igényel MLKL-t. igy
tehat a szignifikansan lecsokkent érett KL-szint a szignifikansan emelkedett MLKL-szinttel
parhuzamosan egyértelmiien egy rendellenes remodeling folyamatr6l arulkodik. Egy masik

jelentds valtozas a molekulafajtdk szintjen a legnagyobb mennyiségben el6forduld
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homoszimmetrikus tetral8:2 KL fajta (72:8) nagyaranyd csokkenése volt. A KL (72:8)
csokkenése a tobbi aszimmetrikus fajta novekedésével jart, és ezek a valtozasok egyiittesen a
KL ,,szimmetria” faktor markans csokkenéséhez vezettek a prediabéteszes csoportban.

A lipidom véltozasainak egy masik nevezetessége a frukt6zos allatokban az egy DB-t
tartalmazd lipidfajtak altalanos emelkedése volt, mig a két DB-t tartalmazd FL fajtak
szignifikans csokkenést mutattak. Az utobbi lipidek tobbnyire egy telitett ZSS-at tartalmaztak
a glicerinvdz snl-, és egy linoleoil-csoportot (18:2) az sn2-helyzetében; ezek potencidlis
acildonorkent szolgalhatnak a tetra 18:2 KL képzddéséhez a tafazzin enzim altal katalizalt
transzacilezési reakcioban. A  tobbszorosen telitetlen acillancokat tartalmazé FL
molekulafajtakat illetéen sz&mos szignifikans valtozast mutattunk ki. A Barth-szindroma egy
egérmodelljében is leirtdk, hogy a tafazzin aktivitas csokkenése komplex valtozésokat okozott
a tobbszorosen telitetlen FL fajtakban. igy azt gondoljuk, hogy a tdbbszorosen telitetlen FL
fajtak egyensulyanak felborulasa kovetkeztében maodosulnak a membran biofizikai és
szignaliz&cids tulajdonsagai a szivben.

Mint korébban emlitettem, a kronikus fruktdzos etetés hatdsara nem tortént szignifikans
valtozas a sziv 6ssz-TG tartalmaban, azonban a TG készlet fajtaprofiljaban nagyfokud
valtozasok torténtek, mégpedig a telitett €s egyszeresen telitetlen ZSS-akat tartalmazé fajtak
mennyiségének novekedése és a telitetlenebb fajtk csokkenése. E valtozasok kdvetkeztében
megnétt a TG-telitettség a szivben, és ez a membran FL-ek monoén-emelkedésével és 18:2
csokkenésével egyitt a DNL aktivalodasat jelzi.

A komplex lipidomatrendez6dés utolso fontos aspektusaként meg kell emlitenink a Cer és
SZM étalakulasait. A Cer a SZL anyagcsere k6zponti molekulajaként az eukariota stresszvalasz
kdzvetitésében jatszik szerepet. Funkcidja féleg a novekedésgatlassal kapcsolatos, leginkabb
mint proapoptotikus molekula vizsgaljak. Munkank soran Kicsi, de szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk a sziv §ssz-Cer tartalmaban a membran lipidosszetétel szintjén, féleg a nagyon
hosszU-lancu Cer-24 fajtdk emelkedése miatt. Kimutattak, hogy a Cer-24 fajtak konfluens
Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7) sejtekben a sejtciklus leallasat befolyasoltak, de az
apoptozist nem. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy modellinkben a Cer
valtozasai a membran biofizikai tulajdonsagainak mddositasan keresztiil vezettek a
szivmiikodés zavarahoz, nem pedig apoptozis kivaltasdval. A SZM-t a legfébb strukturalis
emlds SZL-ként tartjak szamon, mely mikrodoménekben felhalmozodva fordul eld. Ossz-
szintje a prediabéteszes allatok szivében csak egy névekvé tendenciat mutatott, fajtadsszetetele

viszont teljesen megvaltozott. Ezek alapjan dgy gondoljuk, a kronikus fruktozetetés
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kovetkeztében atszervezddtek a mikrodomének és ezert megvéaltozott a membran fizikai
allapota és szignalizacios tulajdonsagai.

Munkénkat az oxidativ stressz vizsgalataval folytattuk, hiszen ez a folyamat tobbek kozott
a szivmiikodés karosodasahoz is kothet6. Sem a MDA, sem a 3-NT szintjében nem talaltunk
szignifikans emelkedést a kontroll csoporthoz képest, és egyetlen oxidalt lipidfajtat sem tudtunk
detektalni. Fontos kihangsulyozni, hogy modellinkben szémos szignifikans valtozast
tapasztaltunk a sziv lipidomjaban, még mieldtt az oxidativ stressz markerek barmilyen
valtozasa kialakult volna.

Az utolso altalunk vizsgalt faktor, amely 6sszefiiggésben allhat a szivmiik6dési zavarokkal,
az apoptozis. Western blot eredményeinket tekintve a prediabétesz nem volt hatassal a
proapoptotikus kaszpaz-7 és BAX fehérjék expresszidjara, mig az antiapoptotikus BCL-2-t
leszabalyozta. Ezek az eredmények az antiapoptotikus fehérjék korai szabalyozasi zavarara
utalnak prediabetikus allapotban. Mindazonaltal, ezek a valtozasok nem elég jelent6sek ahhoz,
hogy az apoptdzist egy esszencialis faktornak tekintsiik a prediabétesz kialakulasaban.
5.2. A T2DM non-obez, genetikai modellje

Disszertaciom diszkusszidjanak masodik részében a non-obez T2DM hatéséat taglalom a
sziv génexpresszios mintazatara. Erre a célra a spontan diabéteszes GK patkanyt valasztottuk,
mely a patomechanizmust illetéen nagyon hasonlit a huméanban ismert forméra. Az irodalombol
ismert, hogy GK patkanyokban a rendellenes gliikkoz szabalyozas tokéletlen inzulinszekrécidval
és inzulinrezisztenciaval kapcsoltan alakul ki. A vércukorszint minden mérési idépontban
szignifikansan magasabb volt a GK allatokban, raadasul a kiilonbozé idépontokban mért
glikozszintek kozott is szignifikans kilonbseég volt. A 11. és 15. héten a vercukorszint
szignifikansan alacsonyabb volt a GK &llatokban, mint a 7. héten. Tovabba, a szérum
inzulinszintje szignifikansan magasabb lett a 11. hétre a 7. héthez képest. A szérum inzulinszint
és a HOMA-IR értéke szignifikansan magasabb volt az els6 két mérési idépontban a kontroll
csoporthoz kepest, ami novekvo inzulinrezisztenciat és kompenzativ hiperinzulinémiat jelez. A
15. héten a GK patkanyok pancreas inzulinszintje mérsekelten lecsokkent, a p-sejtek
kimerllésére utalva. Meg kell jegyezni, hogy ezek az eredmények a szakirodalommal
6sszhangban azt demonstraljak, hogy a B-sejtek szdma és az inzulintermelés folyamatosan
csokken sziiletéstdl felndttkorig a GK allatokban.

A 15. héten szignifikdnsan alacsonyabb testtémeget mértiink a GK patkanyokban,
bizonyitva ezzel a T2DM non obez fenotipusat. Ezenfelil, a szivtomeg és a HW/BW arany

=77

megnagyobbodasanak tovabbi megerdsitésének tekinthetjik a szignifikdnsan nagyobb CF
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értéket a GK csoportban. Ezek a szivhipertrofia jelenlétét igazold eredmények DKM
kialakulését sejtetik a GK patk&nyokban.

Meglepé modon csak néhany olyan tanulméany van, ahol gPCR segitseégével vizsgaltdk GK
patkanyokban azokat a génexpresszios valtozasokat, amelyek szerepet jatszhatnak a szivben a
karosodott funkcio/morfologia kialakitasaban. Ezért kijelenthetjik, hogy kutatocsoportunk
els6ként vizsgalta him GK patkanyok szivében a transzkriptom-szintii atfogo valtozésokat. A
szignifikansan megvaltozott expresszidju geneket olyan csoportokba soroltuk, mint
metabolizmus, jelatvitel, membran-és struktarfehérjek, stb. Emellett szdmos ismeretlen
funkcioju kardialis gén expresszidja is modosult a DM hatasara. A kovetkez6 bekezdésekben
néhény olyan, DKM-val 6sszefiiggésbe hozhatd, az eléz6 specifikus klaszterek kozil
valogatott gén kerull bemutatéasra, melyek expresszioja szignifikans valtozast mutatott.

Az egyik ilyen kategdria a szivizom szerkezetének Kialakitdsdban szereplé gének csoportja,

melyek osszefuggésben allhatnak a DKM-val a GO analizis eredményei szerint. Ide tartozik
példaul a csokkent expressziot mutatdé 5-6s tipusu kollagén, alfa 3 (Col5a3) és a miozin
konnytilanc 7 (Myl7). Az 5-6s tipusu kollagén a kollagén rostok geometriajat és er0sségét
szabalyozza, kilonbésen a pancreasban és a vazizomban. Egy tanulményban leirtak, hogy
Col5a37 egerek vazizmaban inzulin hatasara tokéletlentil ment végbe a gliikoz felvétele és az
intracellularis GLUT-4 gluk6z transzporter kihelyez6dése a membranba, amely glikoz
intoleranciat, inzulinrezisztencidt és hiperglikémiat eredményezett. Tovabba, a
kontraktilitdsban szerepet jatsz6 gének, mint a Myh7 csokkent expresszidja szarkomer
diszfunkcidhoz és DKM-hez vezethet.

A gének egy masik csoportja, amely megvaltozott expressziot mutatott a T2DM hatésara,
receptorként és ioncsatornaként funkcional. Ide sorolhatjuk az adrenoceptor alfa 1d-t (Adrald)

és a szarkolipint (SIn), melyek expresszidja lecsokkent. Az Adrald leszabalyozddasat a szivben
kutatdcsoportunk koradbban mar leirta hipertréfiaban és STZ-indukalt DM-ban. A SIn a SERCA
kdzponti szabalyozdja. Rendellenes mitkodése kovetkeztében megné a SERCA aktivitasa,
amely abnormalis intracellularis Ca®* kezelést és pitvari remodelinget okoz diszfunkcioval.

A szivben a non-obez T2DM altal indukalt, szignifikdnsan megvaltozott expressziéju

gének tovabbi f6 csoportja a jelatvitelhez, a transzkripcio szabalyozasahoz és bioldgiai

folyamatokhoz kapcsolddott. Ilyen gén a jelatalakito és transzkripcio aktivator 3 (akut-fazis
valasz-faktor) (Stat3), mely leszabalyozodott, és a Jun D protoonkogén (JunD), mely
felszabalyozddott. A Stat3 olyan élettani folyamatokban vesz részt, mint a proliferacio,
apoptozis és a sziv tulélése, kuléndsen a miokardialis iszkémia/reperflzios karosodas soran,

habar szerepe ezen folyamatokban ellentmondasos. Szamos tanulmany szamolt be arr6l, hogy
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DM-ban csokkent a Stat3 expresszidja, amely potencialisan szivmiikodési zavarhoz vezetett.
Més forrasok arrdl tudositanak, hogy DM-ban emelkedett a Stat3 expresszidé a szivben,
hipertréfiat indukalva. Munkank soran mi azt tapasztaltuk, hogy a microarray analizis szerint
lecsokkent a Stat3 szintje, azonban qRT-PCR-val ezt nem sikeriilt megerdsiteni. Elképzelhetd,
hogy a Stat3 expresszidja a DM fennallasanak idGtartamatol és a DKM stadiumatdl figg. A
JunD az antioxidans védekez0 mechanizmusokban szerepld gének szabalyozasaért felelOs,
masik f6 funkcidja pedig az inzulin/inzulinszer(i novekedési faktor 1 jelatvitel és élettartam
modulacioja.

A DKM-val kapcsolatos gének targyaldsa utan egy masik csoportot is fontos megemliteni,

ahol szintén szignifikans génexpresszidbeli valtozésokat tapasztaltunk a non obez T2DM

hatéséra. Ezek a gének az immun-és antimikrobidlis valaszokért felelések a szivben: példaul a
komplement komponens 3 (C3), mely leszabalyozddott, illetve a kemokin (C-X-C motivum)
receptor 6 (Cxcr6), mely felszabalyozodott. Ezen gének modosult expresszidja 6sszhangban
van a diabéteszben jol ismert, fertézésekre vald fokozott fogékonysaggal.

Végul meg kell emliteni azokat a géneket is, amelyek médosult expressziojat a szivben
eddig nem hoztadk 6sszefliggésbe DM-szal: ilyen példaul a mezotelin (MsIn) csokkent
expresszidja, valamint a kallikrein 1-hez kapcsolédd peptiddz C3 (Klk1c3) emelkedett
expresszidja. Voltak tovabba olyan, diabéteszben esetleg fontos szerepet jatszd, megvaltozott
expesszioju gének is, amelyeket nem kategorizaltunk specialis funkcionalis csoportokba, vagy
még nem jellemzett, prediktalt gének-és fragmentumokkeént hivatkoztunk rajuk.

5.3. Osszefoglalas

Osszegezve elmondhatd, hogy a prediabétesz és a non-obez T2DM altal elidézett
szivelvaltozésok altalunk tervezett atfogo elemzését sikeresen elvégeztiik. A kronikusan, magas
fruktoztartalmu diétan tartott patkanyokban a prediabétesz korai stadiuma alakult ki, melynek
kovetkeztében karosodott a szivmiikodés es teljesen atalakult a szivizom lipidomja, kiléndsen
a KL készlet. Nagyon fontos kihangsulyozni, hogy a sziv lipidkészletében 1étrejové valtozatos
modosulasok megel6zték a jelentds hipertrofia, apoptdzis és oxidativ stressz kialakulasat.

Masik kisérletiinkben elséként mutattuk be, hogy a non-obez T2DM hatésara milyen
nagyfoku és valtozatos modosulasok jonnek létre GK patkanyok szivének transzkriptomjaban,
amely a betegséggel kapcsolatba hozhatd szamos gén fel-és leszabalyozddasaban nyilvanult
meg. Mindazonaltal tovabbi kutatasokra van sziikség, hogy megvizsgéaljuk ezeknek a specifikus
géneknek a pontos szerepét a non obez T2DM kardialis szovédményeinek, azaz a DKM-nak a

kialakitasaban.
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ROVIDITESJEGYZEK

3-NT: 3-nitrotirozin

Acaca: acetil-KoA-karboxilaz 1

Adrald: adrenoceptor alfa 1d

AUC: gorbe alatti tertilet

BAX: Bcl-2-asszocidlt x

BCL-2: B-sejt limféma 2

BCL-XL: B-sejt limfoma - extra nagy

C3: komplement komponens 3

Cer: ceramid

CF: koronaria ataramlas

CK: kreatin-kinaz

Col5a3: 5-06s tipusu kollagén, alfa 3

Cxcr6: kemokin (C-X-C motivum)

receptor 6

DB: kettds kotés

DKM: diabéteszes kardiomiopatia

DM: diabétesz mellitusz

DNL.: de novo lipogenezis

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
Elovl6: nagyon hosszu szénlancu zsirsavak
megnyulasaért felelds 6-0s feherje

Fadsl: zsirsav deszaturaz 1

Fads2: zsirsav deszaturaz 2

Fasn: zsirsav-szintaz

FL: foszfolipid

Gapdh: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GK: Goto-Kakizaki

GO: génontoldgiai analizis

HbA1c: hemoglobin Alc

HOMA-IR: homeostatic model assessment for
insulin resistance

Hprtl: hipoxantin-foszforiboziltranszferaz
HW/BW: heart weight/body weight

JunD: Jun D protoonkogén

KL: kardiolipin

Klk1c3: kallikrein 1-hez kapcsol6do peptidaz
C3

KVB: kardiovaszkularis betegségek

LDH: laktat-dehidrogenaz

LV: left ventricular, bal kamrai

LVDP: bal kamraban kifejlodtt nyomas
LVEDP: bal kamrai végdiasztolés nyomas
MDA: malondialdehid

MLKL: monolizokardiolipin

MIxipl: szénhidrat-érzékeny elem-kot6 fehérje
Msln: mezotelin

Myh6: miozin nehézlanc o izoforma

Myh7: miozin nehézlanc g izoforma

Myl7: miozin kdnnyiilanc 7

OGTT: oralis glikoz tolerancia teszt

PCA: fékomponens analizis

gRT-PCR: kvantitativ valds-idejii polimeraz
lancreakcio

Rps18: riboszémalis fehérje S18

Scd1l: sztearoil-KoA deszaturdz 1
SERCAZ2a: szarkoplazmas retikulum kalcium
ATPaz 2a

Sin: szarkolipin

Srebfl: szterol szabalyozé elem-kotéd
transzkripcids faktor 1

Stat3: jelatalakito és transzkripcio

aktivator 3

STZ: streptozotocin

SZL: szfingolipid

SZM: szfingomielin

T1DM: egyes tipusu diabétesz mellitusz
T2DM: kettes tipusu diabétesz mellitusz
TG: triglicerid

ZSS: zsirsav



