Az elhizassal osszefiiggo elvaltozasok sejtszintii és molekularis
mechanizmusainak, valamint a HSPB1 szabalyozoé szerepének
vizsgalata diéta-indukalt és transzgenikus egérmodellekben

PhD értekezés

Ruppert Zsofia

Témavezetok:
Dr. Té6th E. Melinda
Dr. Torok Zsolt

Biokémiai Intézet
HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont

HIUN | g88
REN | %8

Biologia Doktori Iskola

Természettudomanyi és Informatikai Kar
Szegedi Tudomanyegyetem




TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE 1
1 BEVEZETES 3
1.1 21015 727U 3
1.2 EGERMODELLEK AZ ELHIZASBAN ......ccviitiiitiiieeiieteeteeeteesteeeteesseessesseesasesseeseesseessesssassseseessesssesssesssesnes 4
1.2.1 Diéta-indukalta elhizasmodellek (DIO — Diet-induced 0besity) ............c.ccuvevceivciiociiiiiiaiennn, 5
1.2.2 Genetikailag MOAOSIIOIt @ZETEK................c..ccoeveiiiieiiiiieieeee ettt 7
1.3 HOSOKKFEHERJEK, MINT POTENCIALIS TERAPIAS CELPONTOK .....ccvviivieereeirieereeereeereeereeeveseveeennenas 8
1.3.1 STPOSSZVALASZ ... 8
1.3.2 Hosokkfehérjék szerepe a MetS tiinetegyiitteSeben ...............ccoocuvvoiioiiiiiiiiiiiieete e 9
1.3.3 Kismolsutlyil ROSOKKFEREITER ...............cccveiuiiiiiiieiieeieeeeee e e 10
2  CELKITUZESEK 12
3  ANYAGOK ES MODSZEREK 14
3.1 ALLATOK ES KEZELESUK .......vooveee oo e ees s ses s ees s aen s seenes s enanenen 14
3.1.1 L KISEPLCLSOVOZAL ...t 14
3.1.2 I KISCFICISOFOZAL ... 15
3.2 DNS TISZTITAS TRANSZGENIKUS EGEREK FAROKMINTAIBOL ......cccvveiieieieieieienieenieeseeseesesssensnesseensens 17
33 A HUMAN APOB-100 ES A HUMAN HSPB1 TRANSZGEN JELENLETENEK KIMUTATASA PCR ANALIZISSEL
............................................................................................................................................................. 18
34 A HUMAN HSPB1 FEHERJE KIMUTATASA WESTERN-BLOT ANALIZISSEL........ccvcovveevieeriereereeneenreennenes 18
3.5 ORALIS GLUKOZ TOLERANCIA TESZT ....veeuveitiesteeteesteesessseessesssesseesseessesssesssesssesssessesssesssesssesssessssssesssens 19
3.6 SZERUM TG, LDL- ES HDL-KOLESZTERIN MERES ......cuviiiiiiiieieieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeseateeseneeeeseaeeesenaeas 19
3.7 HEMATOXILIN-EOZIN FESTETT METSZETEK HISZTOLOGIAI ELEMZESE ......ooiiiiiieiiiiieeeeeeeee e eeeeee 20
3.7.1 A mdj lipid akkumulaciojanak meghatarozasa ...............ccccoevevieceieiieiieenieieeieeie e 20
3.7.2 A nem-alkoholos zsirmdjbetegség aktivitasi pontrendszer (NAFLD Activity Score - NAS) ........ 20
3.7.3 A szivizomsejtek morfologiajanak alakulasa a bal kamraban ...................ccccooovvviiviioencnnn, 20
3.8 RNS-IZOLALAS ES REVERZ TRANSZKRIPCIO .......ccveeiviiiieereeereiieeieeesteeeteeeseeiseeaseessesteesseesseeseeseesnessnesnns 20
3.9 KVANTITATIV VALOS IDEJU POLIMERAZ LANCREAKCIO (RT-PCR) .....covviiiiiieiicieciieieeeeeie e 21
3.10  SZIVULTRAHANG (TRANSTHORACALIS ECHOKARDIOGRAFIA) ......c.ccovieuiierieereereeiteeieeteeeeeveeeveeeveeneens 22
311 CDA4 IMMUNFESTES ....ooouiiitieiteeiteeiteetteeteeeseeeteeseeseessesssesseeeseeaseeseesseesseesseesseseesseesseessesssesseesseensesnsenns 22
3.12  TOMEGCITOMETRIAI (CYTOF) ANALIZIS. .....ccutiotieiiiieiiesieeseeste ettt ettt e teebeeseessessaesaaesaeessaeseensenns 23
3.12.1 Sejtizolalas tomegcitometriai (CYTOF) METESHEZ..........cccecueevieeeiiiaeieeeie e 23
3.12.2 Sejtelokészites tomegcitometriai (CyTOF) vizsgalathoz .................ccocovioiioieioiiiiiiiiiaeeen, 23
3.12.3 Egysejt-tomegcitometria (CYTOF) MEFESEk.............cccvivvieiiiiiiieiiiiiieeie e 24
3,13 PLAZMAFEHERIE MERES.......ceitiitiitieitietiesteesteeteesessesssesssesseesseessesssesssesssessesssesssesssesssesssesseesseessesssenns 25
3.13.1 LUMINEX MAGPLIX® ... ettt 25
3.13.2 LEGENDDIEXT™ . ...ttt ettt et et et ettt et ettt ebe ettt anb e s ae s 25
3.14  STATISZTIKAI ELEMZES......ccteitieiuieteeeeiariesseesseeseessessesssesseesseesseessessssassessssssesssesssesssesssesssesssesseessesssenss 26
4 EREDMENYEK 27
4.1 A MAGAS ZSIRTARTALMU ES A NYUGATI TiPUSU ETREND OSSZEHASONLITASA ......ccocevevvierieiecreenine 27
4.1.1 A HFD testtomeg-ndveld hatdsat a fruktoz fogyasztasa jelentdsen felerdsiti ..................u........ 27
4.1.2 A HFD + fruktoz diéta jelentds vércukorszint-emelkedeést valtott ki..............cccoeevvvvvveecieennnnnne. 27
4.1.3 A HFD altal kivaltott metabolikus diszfunkcioval tarsult zsirmajbetegség tiineteit a fruktoz
J0@yasztasa tOVADD SULYOSBILIA .............c..ccooiiiiiiiieie ettt ens 29
4.14 A lipidakkumulacioért felelos gének expresszidjanak novekedését a fruktoz fogyasztas tovabb
JOKOZZA @ IMAJBDATNL............c.ooieee ettt ettt ene e 30
4.1.5 A barnazsirszévet morfologiai elvaltozasai csak a HFD + fruktoz diéta hatasara alakultak ki. 31
4.1.6 Az elhizassal 6sszefiiggé magas citokinexpresszio tovabb fokozodik fruktoz fogyasztas hatdasdra
A fORETZSIFSZOVEIDEN ... ettt e et e et e e bt e et e esteestbeenaseesebeensseessbeennsee e 32

4.1.7 A szérum TNFa szintje csak a HFD + fruktoz diéta hatasara emelkedett meg szignifikansan ... 34



4.1.8 A fruktoz fogyasztas nem befolydsolta a CD44 és CD69 sejtfelszini expressziojat a vizsgalt

EIUUILSEIECREL ...ttt ettt ettt ettt et e bt e b e e s e et e e st e e st e bt enbeenbeesbeesseeseeeneeseenseenes 34
4.2 A HSPB1 ELHIZAS TUNETEIRE KIFEJTETT HATASAINAK VIZSGALATA ZSIRDUS DIETAN TARTOTT APOB-
LOO0 EGEREKBEN ...ttt ittt et st eae e 35
4.2.1 A HSPBI tultermelés fokozza a HFD-indukalt testtomeg-névekedést az APOB néstény egerekben
.................................................................................................................................................... 36
4.2.2 A HSPBI nem-fiiggé modon befolydsolja a zsirdus diétan tartott APOB transzgenikus egerek
SZEPUM LDL-SZIRETEL ..ottt ettt et ettt et et ettt et ettt et eetee e baeenteeentaeennee s 36
4.2.3 A HSPBI tultermelés az Fgf21 génexpressziojanak novekedéséhez vezet a zsirdus diétan tartott
APOB nostények feRerzsirSZOVEIEDEN ...............cc.ocieiiiiie ettt 37
4.2.4 A zsirdus diétan tartott APOB him dllatokban megfigyelhetoek a metabolikus diszfunkcioval
tarsult zsirmajbetegség tiinetei, melyet a HSPBI nem befolydsolt..................ccccevcveviiiiieiiiiiieiiennen, 39
4.2.5 HSPBI tultermelés hatasara csokkent a gyulladasos folyamatokban és lipid metabolizmusban
szerepet jatszo gének expresszioja az APOB ndstény egerek mdjszévetében................ccoceveueecieecnoencnnnn. 41
4.2.6 A HSPBI tultermelés nem befolydsolta az elhizassal dsszefiiggd morfologiai elvaltozasokat a
szivben, ugyanakkor bal kamrai hipertrofiat idézett eld az egészséges allatokban...................cccceeveunn... 42
5  DISZKUSSZIO 47
6 KOSZONETNYILVANITAS 55
7 IRODALOMJEGYZEK 57
8 OSSZEFOGLALAS 74
9 SUMMARY 77

10 PUBLIKACIOS LISTA 80




ROVIDITESEK JEGYZEKE

Adiporl

Ahsg
A-hullam sebessége
Apoas
APOB-100
AUC

AWTd

AWTs

BAT

Cd36
CD44/Cd44
CcoO

CVD

CyTOF
DAB-3

DAG

DIO

EF

e'-hullam sebessége
E-hullam sebessége
Fgf2l

Fndc5

FR

FS

GLUT4

HCD

HDL

HE

HFD

HRP

HSE

HSF1

HSP

Hspal
HSPAITA
HSPB1/Hspb1
HSPBS5/Cryab
HSPC

HSPDI

1110
IL-1B/111b
IL-6/116

IR

adiponektin receptor 1
a-2-HS-glikoprotein

pitvari aramlés sebessége
apolipoprotein A-V
apolipoproteinB-100

gorbe alatti tertilet

anterior falvastagsag diasztoléban
anterior falvastagsag szisztoléban
barna zsirszovet

zsirsav transzlokaz
hialuronat-receptor
perctérfogat

sziv- és érrendszeri betegségek
tomegcitometria
3’-diaminobenzidin
diacilglicerol

diéta-indukalta elhizas

ejekcios frakcio

korai diasztolés mitralis anulus mozgasi sebessége
korai diasztolés aramlas sebessége
fibroblaszt novekedési faktor 21
irizin

fruktoz

frakcionalis rovidiilés

gliikoz transzporter 4
szénhidratdas diéta

nagy stiriségii lipoprotein
hematoxilin-eozin

magas zsirtartalmu diéta
tormaperoxidaz

hdsokk elem

hdsokkfaktor-1

hésokk fehérje

Hdsokkfehérje 70
Hosokkfehérje 72
hdsokkfehérje 25/27
aB-krisztallin

Hosokkfehérje 90
Hdsokkfehérje 60
interleukin-10

interleukin-1f3

interleukin-6
inzulinrezisztencia

1



IRS-1
IRS-2
IVRT
IWTd
JINK
LDL
Leap-2
Lep
Lepr
Lpl
LVEDD
LVEDV
LVESD
LVESV
MASLD
MetS
NAFLD
NAS
NASH
ND
NF-xB
OGTT
Rarres2
SV
T2DM
TG

Tefb
TNFo/Tnf

UHPLC-MS/MS

VLDL
vWAT

inzulin receptor szubsztrat 1

inzulin receptor szubsztrat 2
izovolumetrikus relaxacios 1d6
inferior falvastagsag diasztoléban
c-Jun N-terminal kinaz

alacsony stirliségli lipoprotein
antimikrobialis peptid 2

leptin

leptin receptor

lipoprotein lipaz

bal kamrai végdiasztolés atmérd

bal kamrai végdiasztolés térfogat

bal kamrai végszisztolés atmérd

bal kamrai végszisztolés térfogat
metabolikus diszfunkcidval tarsult zsirmajbetegség
metabolikus szindroma
nem-alkoholos zsirméjbetegség
NAFLD-aktivitasi pontszam (Activity Score)
szteatohepatitisz

normal diéta

nukledaris faktor-kappa B

oralis gliikoz tolerancia teszt
chemerin

verdtérfogat

kettes-tipusu cukorbetegség
triglicerid

transzformalo novekedési faktor B1
tumor nekrozis faktor-a
ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografia-tandem
tomegspektrometria

nagyon alacsony slirliségli lipoprotein
visceralis fehér zsirszovet



1 BEVEZETES

1.1 ELHIZAS

Az elhizas egyre sulyosabb problémat jelent, mind globalisan, mind hazédnkban, jelentds
tarsadalmi €s gazdasagi terhet rova az egészségligyi ellatorendszerre. Az elmult 5 évtized
soran a folyamatosan roml6 tendencianak kdszonhetéen az elhizas jarvanyszerl
méreteket 6ltott, igy a dohanyzas utan a masodik leggyakoribb megeldzhetd haldlokka
1épett el (Panuganti és mtsai. 2024). Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) adatai
szerint a felndttkori elhizds gyakorisaga vilagszerte csaknem megkétszerezddott, mig
2000-ben 8,7% (343,1 milli6 {6) volt, 2016-ra ez 13,1%-ra (675,7 milli6 fore) emelkedett
(The State of Food Security and Nutrition in the World 2022).

A ,,modern-tarsadalom” betegségeként is nevezhetd korkép a mozgasszegény életmod és
a joléti, urbanizalddott tarsadalom egyik negativ velejardja. Multifaktorialis jellege miatt
kialakulasat egyarant befolyasolhatjak genetikai (pl: funkciovesztéses mutéaciok a leptin-
melanokortin Gtvonalban), kornyezeti, tarsadalmi és gazdasagi tényezok (Khera és mtsai.,
2019; Rohde ¢és mtsai., 2019; Thaker, 2017; Zhou és Rui, 2013). Az elhizas kezelésének
egyik f6 nehézségét az okozza, hogy elsddleges kockazati tényezdként szerepel szamos
kronikus betegség, tobbek kozott a metabolikus diszfunkcidval tarsult zsirmajbetegség
(MASLD, korabbi nevén nem-alkoholos zsirmdj; NAFLD), inzulinrezisztencia (IR),
kettes-tipusu cukorbetegség (T2DM), sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések (CVD),
kronikus veseelégtelenség, kialakuldsdban (Jin és mtsai. 2023; Kupai és mtsai. 2022; Pi-
Sunyer 2009), melyek egyiittes megjelenése okozza a kezelésének egyik {6 nehézségét.

E kronikus betegségek el6forduldsat tovabb ndveli a metabolikus szindroma (MetS),
amely tobb kardiometabolikus tényezo, példaul diszlipidémia, emelkedett vércukorszint
¢és hasi elhizas egyiittese (Cornier és mtsai. 2008; Eckel és mtsai. 2005). A korképet
eldszor X-szindromaként irtak le, mely magéaba foglalta az IR-t, a gliikoz intoleranciat, a
hiperinzulinémiat, az emelkedett alacsony stirtiségii- (LDL), &m csdkkent magas stirliségii
lipoprotein koncentraciot (HDL) és a magas vérnyomast (Reaven 1988). Erdekes modon
ekkor az elhizast még nem soroltak a betegség korképébe, amit manapsag a tlinetek egyik
kiindulopontjanak tartanak. Az elhizason beliil kiemelendé a belsé szervek kozotti
zsirfelhalmozoddas, azaz a viscerdlis, vagy hasi elhizas, amely erds korrelaciét mutat a
MetS kialakuldsaval és annak sulyossadgaval (Shah és mtsai. 2014). A zsirsejtek szamanak
és méretének novekedése hipoxiat, mitokondridlis diszfunkciot és a zsirsav-haztartés
felborulasat is el6idézheti (Goossens és Blaak, 2015; Lee és mtsai., 2019; Mann és mtsai.,
2024; Ye, 2009). Ezek a tényezok gyulladast indukalnak a zsirszovetben, mely fokozott
adipokin- és citokin-kivalasztast (TNFa, IL-6) eredményezve egy szisztémads, alacsony
foku gyulladashoz vezethet. Az elhalt vagy stresszelt zsirsejtek koré immunsejtek, foként
makrofagok gylilnek, melyek pro-inflammatorikus M1 tipustiva alakulnak, ezaltal tovabb
fokozva a gyulladasos folyamatokat (Lumeng €s mtsai. 2007; Weisberg €s mtsai. 2003).
Az igy kialakul6 kronikus gyulladas és az immunrendszer miikodésének megvaltozasa az
elhizassal 0sszefiiggd kiilonféle betegségek okai €s sulyosbitd tényezdi lehetnek, fontos
szerepet jatszva az elhizassal 6sszefliggd miikodési zavarok, igy a MetS patogenezisében
is (Tylutka és mtsai. 2023).

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy elhizott betegeknél a zsirszovet altal kivalasztott
gyulladasos citokinek kulcsszerepet jatszanak az IR és a T2DM kialakulasaban. Ahogy a
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fokozott immunvalaszbdl szarmazé M1 tipust makrofagok szdma is szoros Osszefliggést
mutat az IR megjelenésével (Lumeng és mtsai. 2007), ugy szdmos citokin, példaul az
interleukin-6 (IL-6), interleukin-1B (IL-1B) és a tumor nekrézis faktor-o (TNFa), is
befolyasolja az inzulinjelatvitelt, csokkentve a zsirszovet, a maj és a vdzizom
inzulinérzékenységét, ami végiil szisztémas IR-hez vezethet (Zatterale és mtsai. 2020).
Az inzulinrezisztens szOvetekben csokken az inzulinreceptor autofoszforilacidja, az
inzulinreceptor-szubsztratok  foszforilacidja, a tirozin-kindz aktivitdsa, illetve
visszaszorul a gliikoz transzporter 4 (GLUT4) expresszidja (Petersen és Shulman 2018).
Ezen feliil az IR a lipidek és lipoproteinek anyagcseréjének megvaltozasaval is 0sszefiigg,
ami hipertrigliceridémiahoz ¢s a HDL-koleszterinszint csokkenéséhez vezet.

A tartésan magas kaloria bevitel ektopikus zsirfelhalmozodast és lipotoxicitast idézhet
el6. A zsirszovet méretének novekedése mellett a majban, vesében, szivben és az
izomszovetben is lipidfelhalmozodast eredményezhet. A majban felhalmozd6dé lipidek
cseppekbe rendezddve MASLD-t valtanak ki. Ez a betegség a tiinetek széles skalajat 6leli
fel az enyhe szteatozistol a sulyosabb nem-alkoholos szteatohepatitiszig (NASH), amely
végiil visszafordithatatlan allapotokhoz, fibrézishoz és cirrdzishoz vezethet (Pouwels €s
mtsai. 2022). A koérkép patogenezisének magyarazataban korabban elfogadott ,,two-hit”
hipotézist, amely a szteatozis kialakulasat és az ezt kovetd oxidativ stresszt, valamint
gyulladds meghatarozé szerepét hangsulyozta (Day és James 1998), a multifaktorialis
~multiple-hit” modell valtotta fel. Ez az elmélet azt feltételezi, hogy a betegség
elérehaladéasat tobb, egymassal parhuzamosan zajlo és kdlcsonhatasban allo folyamat
hatdrozza meg, igy tobbek kozott az IR, zsirsavanyagcsere-zavar, genetikai és
epigenetikai hajlamok, adipokinek és hormonalis tényezdk, de az életmddbeli faktorok is
kozrejatszanak (Buzzetti és mtsai. 2016; Tilg és Moschen 2010).

Az elhizéds és a MetS napjainkra globalis egészségiigyi krizissé valt, mely jelentds
mértékben hozzajarul a T2DM, a CVD, a MASLD, ¢és szdmos egyéb anyagcsere- €s
gyulladasos szovodmény kialakuldsahoz, valamint, fokozza a szivinfarktus €s a stroke
kockazatat 1s (Lusis és mtsai. 2008; Tune ¢€s mtsai. 2017). A korabban emlitett
diszlipidémia, T2DM, magas vérnyomas, illetve a kiilonféle alvaszavarok mind
hozzajarulhatnak az elhizas altal kivaltott CVD kialakuldsdhoz. Ezért kulcsfontossagu,
hogy a betegség hatterében allo patofizioldgiai folyamatokat a leheté legmeélyebben
megértsiik. Az anyagcsere, az immunrendszer €s a hormondlis szabalyozas komplex
kolcsonhatasai szdmos, még feltaratlan szabalyozasi pontot rejtenek, amelyek 1) terdpias
célpontként  szolgalhatnak. Ennek  feltérképezéséhez  azonban  megbizhatd,
reprodukdlhatd €s a humdan allapothoz relevansan kozelité kutatasi modellekre van
sziikség. A jol megvalasztott és validalt modellek hozzajarulnak ahhoz, hogy az
alapkutatasbol szarmazo ismeretek hatékonyan és célzottan legyenek atiiltethetdk a
klinikai gyakorlatba, végsé soron eldsegitve az elhizds és a MetS korszeriibb és
eredményesebb kezelését.

1.2 EGERMODELLEK AZ ELHIZASBAN

A kiilonbozé egérmodellek régdta az alapkutatds méltan elismert kisérleti allataiként
vannak szamontartva, f0ként a bioldgiai és orvosi tudomanyok teriiletén. Mivel gyors
szaporodast, rovid életciklusti allatokrol beszéliink, az egyedek fenntartdsa relative
koltséghatékony és konnyli. Mas modell organizmusok, mint az élesztok, fonalférgek és
legyek is kivald6 modellek szamtalan biologiai funkcid tanulményozésara, az egerek az
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emberi korfolyamatok vizsgélatdban kiilondsen eldnydsek lehetnek. Ennek egyik
magyarazata, hogy a human ¢és az egér genom megkozelitéleg 90%-os hasonldsagot
mutat, vagyis a gének sorrendje és az altaluk kddolt informacidk megfeleltethetéek
egymasnak (Mouse Genome Sequencing Consortium 2002). Masfeldl az egerek olyan
szervrendszerekkel rendelkeznek, amelyek szamos tekintetben hasonldsadgot mutatnak az
emberi szervekkel és élettani folyamatokkal, beleértve az immun-, ideg- €és keringési
rendszert, valamint az anyagcsere-folyamatokat. Ezaltal az egérmodellek alkalmasak
komplex emberi betegségek, példaul a cukorbetegség ¢s CVD vagy akar a rak
tanulmanyozasara. Ezen kiviil genetikai manipulacioval eléallithatok humanizalt
egértorzsek, melyek segitségével még pontosabban leképezhetdk az emberekre jellemzo
betegségek (Mukherjee €s mtsai. 2022). Az elhizassal 0sszefiiggd betegségek kutatasaban
i1s szamos egérmodellt megkiilonbdztethetiink, attol fiiggden, hogy kisérleteink mely
tiinetegylittesre fokuszalnak. E modellek segitségével tanulmanyozhatova valik az
elhizas, a MetS, valamint az ezekhez kapcsoléddo T2DM ¢és CVD is. A tiinetek
kivaltasahoz hasznalhatunk kiilonb6zd diétdkat, vagy hormondlis uton/genetikailag
modositott egereket. Az elkdvetkezd néhany bekezdésben a teljesség igénye nélkiil
mutatunk be néhdny ismert elhizdsmodellt.

1.2.1 Diéta-indukalta elhizdsmodellek (DIO — Diet-induced obesity)

A diéta-indukalta elhizas modellezését javarészt a C57BL/6J egértorzzsel végzik, mivel
ez az egértorzs a magas szénhidrat-, zsirtartalmi diétdk hatdsdsra hajlamosabb az
elhizasra (Hariri és Thibault 2010). igy ezek a modellek féként a diéta altal indukalt
elhizas és az ebbol kovetkezd anyagceserezavarok vizsgalatara alkalmasak.

1.2.1.1 Zsirdus diéta (HFD)

A magas zsirtartalmi diéta (HFD) esetén az allatok a normal diéta (ND; 10-15%
zsirtartalom) helyett magas zsirtartalmu tapot (altalaban 45—-60% zsirtartalom) kapnak,
jellemzden 8-20 héten keresztiil, néha hosszabb ideig. Az esetek tobbségében ilyenkor
ad libitum kapjdk az élelmet, mely az 1d6 fiiggvényében testsulyndvekedést, IR-t,
hiperglikémiat, hiperinzulinémiat, hiperkoleszterinémiat, hepatikus szteatozist, alacsony
szintli kronikus gyulladast, illetve sziv- €s érrendszeri rendellenességeket képes kivaltani.

A testtdomeggyarapodas, illetve az emelkedett gliikoz koncentracié a vérben akar mar a
diéta egy hetes alkalmazasa utan jelenkezik (Sorhede Winzell és Ahrén 2004). Hosszabb
ideig tartd diéta esetén (16 honap) az elhizds mellett mar hiperglikémia, IR és
hiperinzulinémia is kialakul. Mindemellett a sziv szovettani vizsgalataval kimutathatok a
diabéteszes kardiomiopatia korai jelei, a hipertrofia és a fibrozis, valamint a csokkent
szivfunkci6 (Calligaris és mtsai. 2013).

1.2.1.2  Szénhidratdus diéta (HCD)

A magas szénhidrat tartalmi diéta Onmagédban ritkdbban alkalmazott az elhizés
modellezésére, azonban jol tiikr6zi az emberi taplalkozasra egyre jellemzobb fruktdz-,
gliikoz, illetve keményitdalapu terhelést. A szénhidrattartalma a diétanak ilyenkor a
normal ~45-55%-hoz képest (komplex szénhidratok — féleg keményitd) altaldban 65%-
nal magasabb (fruktéz, gliikoz, keményitd), extrém esetben akar 80%-os (finomitott
cukrok) is lehet (Vercalsteren és mtsai. 2021). Alkalmazasa a HFD-hez hasonldéan lehet
akut (2-4 hét) vagy hosszabb ideig tartd, azonban itt is elmondhat6, hogy a kezelés
idétartama nagyban befolyasolja a megjelend anyagcserezavarokat. Koran megjelend
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tiinetek a hiperinzulinémia ¢és az IR, mig kronikus szénhidrat fogyasztas esetén idével
kialakulhatnak a hepatikus és a kardiovaszkularis rendszer elvaltozasai (Softic és mtsai.
2017, 2020; Sziics és mtsai. 2019), igy a MetS is (Aoun és mtsai. 2022).

A megfelel6 modell megalkotasadhoz fontos figyelembe venni a frukt6éz és a gliikoz
metabolizmusanak alapvetd kiilonbségeit. Mig a gliik6z aktiv transzporttal, részben
inzulin fiiggd moédon, a GLUT4 transzporteren keresztiil foként az izom- és zsirsejtekbe
keriil, addig a fruktoz felvétele passziv €s inzulinfiiggetlen médon a GLUT2 és a GLUTS
transzportereken keresztiil és foként a majsetjekbe torténik. A gliikkdz metabolizmusa a
glikolizisen keresztlil zajlik, mely a sejt tényleges energiaigénye alapjan szigora
szabalyozas alatt 4ll6 folyamat. Mivel a gliikozt szamos sejt képes metabolizalni, igy a
lipogenezis szabalyozottabb modon tud megvalosulni. A frukt6z anyagcsere foként a
majban torténik, ahol a gliikkdz lebontasanak f6 szabalyozo pontjait megkeriilve fokozza
a de novo lipogenezist, ami TG ¢és diacilglicerol (DAG) felhalmozodashoz vezet. A
majban felhalmoz6dd6 DAG aktivalja a protein kindz C-t, ami részlegesen gatolja az
inzulin jelatvitelt, mivel csokkenti az inzulinreceptor tirozin foszforilaz funkciojat, mely
aktivalna a kulcsfontossagu szubsztratokat (inzulin receptor szubsztrat 1, 2; IRS-1, IRS-
2). Ez végs6 soron rontja az inzulin altal kozvetitett majglikogén-szintézist, melyhez
hasonl6 folyamat megfigyelheté a T2DM-ben szenvedd betegeknél is (Bjornstad és Eckel
2018; Petersen és Shulman 2018; Samuel 2011; Softic és mtsai. 2017, 2019, 2020). A
gliikozzal ellentétben a frukt6z nincs jelentds hatassal az inzulin, illetve a leptin vélaszra,
ezért nem valt ki jollakottsagérzetet, ami tovabb noveli a bevitt tdpanyagmennyiséget,
ezaltal eldsegitve az elhizast. Paradox mddon a fokozott fruktéz bevitel nem minden
esetben vezet a testtomeg gyarapodasahoz. Ennek oka azonban féként az izom/zsir arany
eltolodasdval magyarazhatd. A hosszutavu fruktdéz fogyasztas fokozza a metilglioxal
képzOdést, amely oxidativ stresszt indukdl az izomszovetben, ezért mind a
fehérjeszintézis, mind a meglévd izomtomeg csokken. Ezzel szemben a majtomeg a
szteatdzis, mig a visceralis zsir tdmege a fokozott zsirsavszintézis miatt nd. A csokkent
izomtdmeg ¢és a m4j inzulinfliggd jelatviteli folyamatainak meghibasodasa hozzéjarul a
fruktoz altal kivaltott IR-hez (Dhar és mtsai. 2013; Gatineau és mtsai. 2015; Samuel 2011;
Sziics és mtsai. 2019).

1.2.1.3 Nyugati-tipusu diéta - ,, Western-type diet”

A nyugati tipusu diéta egyre szélesebb korben hasznalt az elhizds és a MetS
modellezésére. Ennek oka, hogy ez a modell kdveti a legpontosabban a fejlett orszagok
taplalkozasi szokésait, igy az emberi anyagcsere- és immunrendszer zavarok ebben a
modellben jellemezhetéek a legpontosabban. A diéta, kombinalva a HCD-t valamint a
HFD-t, jol tikrozi a feldogozott élelmiszerek magas szénhidrat- és zsirtartalmat,
ugyanakkor rostokban és mikrotdpanyagokban szegény, igy alkalmazasaval mar rovid
iddtartam alatt kivalthaté a MetS-re jellemzd tlinetegyiittes (Demigné és mtsai. 2006). A
nyugati-tipus diétaval etetett egerekben minden kordbban ismertetett fenotipusos és
patologias elvaltozas megfigyelhetd, azonban ezen tiinetek a csak HFD-vel vagy csak
HCD-vel torténd kezeléssel szemben sokkal kordbban jelentkeznek. Ezek az éllatok
rovidebb 1d6 alatt elhiznak, hamarabb jelentkezik naluk az IR, a hiperglikémia, és a
zsirmaj (Luo ¢és mtsai. 2016). A bor alatti, illetve a szervek kozotti zsirtomeg
gyarapodasaval a kronikus alacsony szintii gyulladas is hamarabb detektalhatova valik. A
kardiovaszkularis rendszer szintjén érgyulladas ¢és atheroszklerotikus elvaltozasok



jelenhetnek meg, melyhez kezdetben kamrai hipertrofia, idével pedig csokkent, majd
elégtelen szivteljesitmény is tarsul (Liu és mtsai. 2023).

1.2.2 Genetikailag modositott egerek

A genetikailag moddositott egerek kulcsszerepet jatszanak az elhizés, az IR és a
kapcsol6dod anyagcserezavarok mechanizmusainak megértésében. Az egérmodellek
korabban ismertetett pozitiv tulajdonsagai mellett a genetikai manipulacioval célzottan
allithatok elé betegségmodellek, illetve konnyen vizsgalhatok a human betegségekre
jellemz6 genetikai valtozatok.

1.2.2.1 Ob/Ob — leptin deficiens eger

Aleptint kodol6 gén alléljai homozigdta formaban hordozzak a mutéciot (Ingalls és mtsai.
1950; Zhang és mtsai. 1994). A leptin hormon funkcidvesztése miatt az allatokra fokozott
étvagy, hiperglikémia, IR, csokkent anyacsere, alacsonyabb testhomérséklet és csokkent
termékenység jellemzd (Coleman és Hummel 1973). Az igy kapott mutans egereket az
elhizas, az IR, illetve foként a T2DM modellezésére alkalmazzak.

1.2.2.2  Db/Db — leptin receptor deficiens egér

Az Ob/Ob egérhez hasonléan az elhizas, az IR és a T2DM modellallata, azonban
esetében a leptin receptort kodold génben taladlhaté mutacid. Az allatoknal koros elhizas,
hiperglikémia, a hasnydlmirigy [B-sejtjeinek  atrofidja  mutatkozik. Iddvel
kardiovaszkularis megbetegedések és elnyuld sebgyogyulas jellemzi (Chen és mtsai.
1996).

1.2.2.3  ApoE-/- — deficienciens egér

A vad tipusu egerek alapvetden kevésbé alkalmasak a hiperlipidémia modellezésére,
mivel egerekben, a HDL a {6 koleszterin szallitd6 komponens. A HDL {6 funkcidja a
vizben oldhatatlan lipidmolekulak szallitasa a perifériarol a maj felé eliminacio céljabol,
ezaltal kompenzalva a periférids szervek fel¢ iranyul6 VLDL- és LDL-medialt
lipidtranszport hatasait. Az emberben az LDL/HDL arany ezzel szemben joval magasabb,
ezért szlikséges a hiperlipidémia és az atheroszkler6zis egérmodelljeiben a LDL/HDL
aranyt humanizalni (Glass és Witztum 2001; Gordon és mtsai. 2015).

Az apolipoprotein E fehérje deficiens egér széles korben alkalmazott modell az elhizasbol
kovetkez0 kardiovaszkularis megbetegedések tanulmanyozéasira. Az ApoE gén
inaktivitdsa miatt ezek az egerek nem képesek megfeleléen eldallitani a HDL
partikulumokat, ami a reverz transzport hianydban fokozott koleszterin ¢és TG
felhalmozodashoz, ezaltal atheroszklerotikus plakkok kialakuldsdhoz vezet (Piedrahita és
mtsai. 1992; Plump és mtsai. 1992). A muticid parositdsa a Western-tipust diétaval
nagyban felgyorsitja az érelmeszesedés folyamatat (Meyrelles és mtsai. 2011).

1.2.2.4 Humdn APOB-100 — tultermelés

Egy masik lehetéség az egerek szérum LDL-koleszterin szintjének novelésére az
apolipoprotein B-100 (APOB-100) fehérje taltermeltetése. Az APOB-100 a nagyon
alacsony stirliségli lipoprotein (VLDL) és az alacsony sfirliségli lipoprotein (LDL) 6
apolipoproteinje. Ezek a lipoproteinek foként a szervezet altal szintetizalt zsirokat és TG-
ket szallitjak a majbol a periférias szovetekhez. A tartdsan magas szérum VLDL és LDL
szint Osszefliggést mutat a szervek elzsirosodasaval, mivel megnd a sejtek altal felvett TG



¢s zsirmolekuldk mennyisége. Az emelkedett LDL koncentracionak koszonhetden az
egértorzs az elhizas mellett alkalmas tobbek kozott a lipidanyagesere, az IR és a CVD
modellezésére is.

Az els6 transzgenikus APOB-100 egereket az 1990-es évek elején hoztak létre. Ehhez
egy 79,5 kilobazis hosszisagu human genomikus DNS-fragmentumot izolaltak egy P1
fagkonyvtarbol, amely a teljes APOB gént tartalmazta, majd ezt a szekvenciat
mikroinjektaltdk megtermékenyitett egér petesejtekbe (Purcell-Huynh és mtsai. 1995).
Kutatocsoportunk 2005-ben hozta létre a kisérleteinkben alkalmazott transzgenikus
egértorzset Rubin laboratoriuma altal 1993-ban kifejlesztett P1 fagemid transzgén
felhasznalasaval. Ez a konstrukcio tartalmazza a teljes, 42 kilobazis hosszisagii human
APOB gént, valamint egy 19 kilobazis hosszu 5’ szabalyozé régiot és egy 14 kilobazis
hosszlisagu nem transzlalodo 3’ szekvenciat is (Bjelik és mtsai. 2006). A szoban forgd
APOB-100 taltermeld egértorzs egyedei normal diétan tartva hipertrigliceridémiat
mutatnak, mig HFD-vel kivalthatdé a megemelkedett szérum TG, total- és LDL-
koleszterin  koncentracid, 1igy kialakitva az elhizott emberekre jellemzd
hiperkoleszterinémiat (Csont és mtsai. 2007). Ezaltal, ezek a HFD-n nevelt APOB-100
taltermeld egerek az elhizds, a CVD-k, a hiperlipidémia, a MASLD ¢és az IR tiinetek
egylttes megjelenésével kivaloan alkalmasak a MetS tanulméanyozasara (T6th és mtsai.
2021), de kisérleti modellként hasznalhatdak példaul a kdzponti idegrendszerre irdnyuld
vizsgalatokban is (Bereczki és mtsai. 2008; Hoyk és mtsai. 2018; Lénart és mtsai. 2012,
2015). Emellett kutatécsoportunk a MetS és a testmozgas vonatkozasaban is vizsgalta a
HFD-n nevelt APOB-100 taltermeld allatokat nagy hangsulyt fektetve a nemi
dimorfizmusra. Vizsgalataink sordn megfigyeltiik, hogy az egyes elhizassal 0sszefiiggd
patologiai elvaltozasok (MASLD, gyulladés, sziv morfoldgiai véltozasai) sulyosabb
tiineteket mutatnak him allatokban, mint ndstényekben (To6th és mtsai. 2021, 2022).

A fenti példak jol mutatjak, hogy szamos kiilonb6zd elhizas- és MetS-modell all
rendelkezésre, amelyek valtozatos étrendi, genetikai vagy kombinalt megkozelitéseken
alapulnak. Ezek sokfélesége ugyan lehetdséget kindl a kiillonb6z6 patomechanizmusok
tanulmanyozéasara, ugyanakkor jelentds kihivast is jelent a kutatdsok standardizélasa
szempontjabol. Egyetlen modell sem képes maradéktalanul visszaadni az emberi
betegségkomplexitds minden aspektusat, példaul nem mindegyik alkalmas az IR,
majzsirosodas vagy a kronikus gyulladas megfeleld vizsgalatara. Tovabba a vizsgalati
eredményeket olyan tényezok is jelentdsen befolyasolhatjak, mint az allatok neme,
¢letkora, genetikai hattere, vagy a vizsgalat idétartama (de Moura e Dias és mtsai. 2021).
Emiatt alapvetd fontossagu, hogy a kutatasi célkitiizésekhez leginkabb illeszked6 modellt
valasszuk ki, figyelembe véve annak sajatossagait €s korlatait. A modellek tudatos €s
kritikus megvalasztdsa elengedhetetlen a megbizhatdé és transzlalhaté eredmények
eléréséhez.

1.3 HOSOKKFEHERJEK, MINT POTENCIALIS TERAPIAS CELPONTOK

1.3.1 Stresszvalasz

A hdsokkfehérjek (HSP-k), olyan evolucidésan konzervalt chaperonok, melyek {6
funkcidja a sejtek fehérjehomeosztazisanak fenntartasa. Expressziojuk kiilonféle
stresszorok hatasara (hOmérséklet, oxidativ stressz, hipoxia, gyulladds) indukalddhat
(Lindquist 1986; Morimoto 1993).



A hdsokkvalaszt elsddlegesen stresszorok hatdsara karosodott fehérjék inditjak el. A
sejtek nyugalmi allapotaban a hdsokkfehérjék transzkripcidjat szabalyozd hésokkfaktor-
1 (HSF1) a citoplazmaban legnagyobb mennyiségben a HSPA1-hez és a HSPC-hez
kotédve inaktiv formaban taldlhatd meg. Stressz hatdsara azonban megnd a hibas
szerkezetli, denaturalodott fehérjék mennyisége, melyekhez a HSPA1 és HSPC nagy
affinitassal kotédik. Ennek kovetkeztében a HSF1 felszabadul, trimerizalodik és a

HSP-gének transzkripcidjanak aktivaladsat (Anckar és Sistonen 2007; Morimoto 1998;
Morimoto ¢és mtsai. 1996; Zou és mtsai. 1998). Azonban nemcsak a denaturalodott
fehérjék képesek elinditani a sejtek stresszvalaszat. A membran szenzor hipotézis
értelmében a membran fluiditdsanak vagy fazisallapotdnak moddosulasa dnmagaban is
kivalthat olyan szignalizacidés eseményeket, melyek a HSP-k expressziojanak
fokozddasahoz vezetnek (Vigh és mtsai. 1998). A bioldgiai membranok tehat nem csupan
passziv fizikai hatarok, hanem aktiv kornyezetérzékeld struktirak is, amelyek képesek
kozvetleniil detektalni kiilonféle fizikai és kémiai valtozasokat, példaul a hémérséklet-
emelkedést, vagy a kiilonboz0 betegségek, akar az elhizés soran jelentkezd lipiddsszetétel
megvaltozasat. Ebbdl a megkdzelitésbol fejlodott ki a membran lipid terapia koncepcidja,
melynek lényege a sejtszintli stresszvalasz és a HSP expresszid aktivalasa a membran
lipidosszetételének célzott modositasa révén. Az elmult évek sordn csoportunk
részletesen vizsgalta az elmélet klinikai hasznosithatésaganak lehetdségeit (Horvath és
mtsai. 2008; Torok és mtsai. 2014; Vigh és mtsai. 1997, 2005, 2007).

A HSP-knek fontos szerepiik van az ujonnan szintetizalodd fehérjék helyes
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Schleisinger 1990; Tedesco és mtsai. 2022; Téth és mtsai. 2015; Torok és mtsai. 2014;
Vigh és mtsai. 2007). E tulajdonsagaiknak koszonhetéen a HSP-ket potencidlis terdpias
célpontként tartjdk szdmon szdmos fehérjehomeosztazis felborulasaval jaro, kronikus
megbetegedésben, mint a neurodegenerativ korképek vagy a T2DM. Ezen kiviil a HSP-k
szintjének novelése prekondicionalas vagy gyogyszeres kezelés altal bizonyitottan
védelmet nyjt akut kdrosodasokkal szemben, példaul a sziv iszkémids anomalidi esetén
is (Arrigo 2013; Jeanne és mtsai. 2024; Kasza és mtsai. 2016; Latchman 2001; Penke és
mtsai. 2018; Vigh és mtsai. 1997). Chaperon funkcidjukon kiviil azonban szdmos egyéb
feladatuk is van, stressz koriilmények kozott védik a sejtorganellumokat, stabilizaljak a
membrant, szabalyozzdk az apoptdzis folyamatat (Beere 2004; Torok és mtsai. 2014;
Tsvetkova és mtsai. 2022). Jelenlétiik raadasul nem csak sejt szinten nélkiilozhetetlen,
szdmos tanulmanyban kimutattdk, hogy immunrendszer modulél6 hatasuk révén képesek
befolyésolni a kiilonb6zd gyulladasos citokinek és kemokinek expresszids szintjét is
(Calderwood és mtsai. 2016; Dukay és mtsai. 2019).

1.3.2 Hoésokkfehérjék szerepe a MetS tiinetegylittesében

A HSP-k expresszidjanak szintje kiilonb6z0 kronikus betegségek, koztiik
anyagcserezavarok esetén is megvaltozik, igy a hiperlipidémia, IR és T2DM korképeiben
is (Csont és mtsai. 2002; Hooper ¢és mtsai. 2014; Hooper és Hooper 2009; Téth és mtsai.
2015; Vigh és mtsai. 1997). Mind az emelkedett, mind a csdkkent koncentraciojuk
diagnosztikai értékkel birhat, mivel szdmos olyan anyagcserezavar ismert, amely soran



egyes HSP-k koros expresszid valtozasa hozzajarulhat a betegség fenntartdsahoz,
progresszidjahoz és a szovodmények kialakuldsdhoz. A megvaltozott HSP-expresszio
korrelalhat a betegség sulyossagaval is. Ugyan a HSPA1 és HSPDI1 fehérjék
kimutathatdak  egészséges  egyének  szérum  mintdiban, az  emelkedett
extracellularis/szérum HSPA1 szint jellemz6 a periféridas és renalis érbetegségben
szenvedd embereknél, hozzajarulva a gyulladasos folyamatok és az IR kialakuldséhoz.
MASLD-ben, kiilondsen elhizott egyének esetén, a szérum HSPA1 expresszioja
fokozodik, mig az emelkedett szérum HSPD1 koncentracié dsszefiiggést mutat a korai
kardiovaszkularis anomalidkkal, igy az atheroszklerozissal és a magas vérnyomassal is,
mely arra utal, hogy a HSP-k részt vehetnek az anyagcsere-zavarok kialakitasaban is
(Calderwood ¢és mtsai. 2016; Nie €s mtsai. 2024; Pockley és mtsai. 2000; Xu és mtsai.
2000). Ezzel szemben a vazizomszovetben IR és T2DM allapotaban csokken a HSPA1A
expresszioja, ami fokozott c-Jun N-termindl kinaz (JNK) aktivitast idéz eld, gatolva az
inzulinjelatvitelt. A csokkent HSPA1A szint korrelal a gyulladasos valasz fokozddaséaval,
az inzulinérzékenység ¢és az inzulin-medialta gliikdzfelvétel romlésaval, valamint a
MASLD kialakulasaval (Kurucz és mtsai. 2002; Nie és mtsai. 2024).

Szamos tanulméanyban bizonyitast nyert, hogy a sejtszintli stresszvalasz indukalhatd
fizikai aktivitassal és meleg flirdd alkalmazasaval is, ezaltal csokkenthetdé a kezelt
paciensek testsulya, mérsékelhetd az IR, illetve a gyulladasos citokinek szekrécidja is
(Hooper 1999; Hooper és mtsai. 2014; Hooper és Hooper 2009; Sebdk és mtsai. 2021). A
hokezelés hatdssal lehet a szérum lipid profilra is. LDL-receptor knockout egerekben
hokezelés hatasara csokkent a TG és LDL-koleszterin szint, mikozben emelkedett a HDL-
koleszterin koncentracio (Bruxel és mtsai. 2019). Mindezek alapjan megallapithato, hogy
a hésokkvalasz felderitésében és a pontos szereplok meghatarozaséban rejld kihivast az
okozza, hogy mind a testmozgas, mind a hdterdpia a teljes stresszvalasz haldzatot
aktivalja, melyben az egyes HSP-k egymadssal egylittmiikodve komplex halozatot
alkotnak. Eppen ezért az egyes résztvevok tényleges szerepének mértékét meghatarozni
igen nehéz. A legtobb tanulméany a HSPA1 szerepére ¢és klinikai jelentdségére koncentral,
amelynek expresszios szintje szovetenként eltérden valtozik diabétesz esetén (de Oliveira
és mtsai. 2022). Szamos tanulmany vizsgalja a HSPA1 expresszids szintjének
transzgenikus tultermeltetéssel, hipertermidval vagy farmakologiai uton (példaul BGP15-
tel) torténd novelését, mivel emelkedett koncentracioja kivédheti a hiperglikémiat, a
hiperinzulinémiat €s az IR-t kiilonboz6 diabétesz- és elhizas-modellekben (Chung és
mtsai. 2008; Henstridge és mtsai. 2014; To6th és mtsai. 2015). Ezen eredmények arra
utalhatnak, hogy a hésokk valasz és a HSPA1 szintjének modositasa hatékony terapias
stratégia lehet anyagcsere-betegségek esetén is. Ezzel szemben a kis molekulatomegi
HSPB csalad szerepe az anyagcserezavarokban részleteiben még nem ismert
(Esmaeilzadeh és mtsai. 2023).

1.3.3 Kismolsulya hésokkfehérjéek

A kismolsulyd HSP csaldd tagjai a sejtek citoplazmdjaban jellemzden oligomer
komplexek formdjaban vannak jelen, és reverzibilis médon képesek megkdtni a hibas,
aggregaciora hajlamos fehérjéket. Ilyen kismolsulyt hésokkfehérje példaul a HSPB1 és
HSPBS, melyek elsddleges funkciodja a hibas fehérjék stabilizalasa ATP-fiiggetlen médon
mindaddig, amig mas nagyobb, ATP-fiiggd dajkafehérjék vagy a proteoszémalis lebonto
rendszerek nem aktivalédnak (Fu 2014; Janowska és mtsai. 2019). Intracellularis
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chaperon szerepiik mellett egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a kismolsulya HSP-k is
rendelkezhetnek extracellularis funkciokkal. A csalad egyik tagja, a HSPBS, chaperon
funkcidja mellett adipokinként is funkcional, mivel az adipocitdk nagyobb mértékben
szekretaljak, igy az elhizott egyének vérében nagyobb koncentracidoban volt kimutathatd
(Lehr ¢és mitsai. 2012). Egy masik kisérletben a HSPBS5 mellett a HSPB2-t is
Osszefiiggésbe hoztdk a diéta-indukalta elhizassal kapcsolatos tiinetek kialakuldséaval,
mivel a tiinetek nem jelentkeztek HSPBS/HSPB2 knockout egerekben (Toft és mtsai.
2016). Ezen feliil a kismolsulyt HSP-k koziil a HSPBI1 is dsszefiiggésbe hozhatd a MetS
szamos tlinetével. Szerepet jatszik tobbek kozott az érfalak rugalmassaganak
fenntartdsaban, tamogatja az endotélsejtek integritdsat, reguldlja az autofagiat és az
apoptozist, ami igen fontos tényezO lehet az atheroszklerdzis kezelésekor (Bruxel és
mtsai. 2019; Chen ¢s mtsai. 2022). A nuklearis faktor-kappa B ttvonal gatlasa révén
csokkentheti a gyulladdsos citokinek expresszidjat, ezaltal részt vehet a gyulladas
szabalyozasaban chaperokin szerepben (Dukay és mtsai. 2021, 2019; Park és mitsai.
2003). Fenti tulajdonsagai révén szerepet jatszhat az elhizéssal 6sszefiiggd gyulladasos
folyamatok és anyagcserezavarok szabélyozéasaban is.

Mindez azt mutatja, hogy a HSP-k funkcidi Osszetettek, €s szovetspecifikusan eltérd
hatasokat valthatnak ki. Ezért kiillondsen fontos ezeknek a molekuldknak a részletes
vizsgalata az elhizds és a MetS kiilonbozé aspektusaiban, mivel potencialis
biomarkerként és terapids célpontként is szolgalhatnak a jovében.
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2 CELKITUZESEK

Mivel az elhizds szamos kronikus betegség rizikofaktora, vilagszerte egyre nagyobb
problémat jelent jarvanyszeri terjedése. A patologids folyamatok hatterében allo
sejtszintli és molekularis mechanizmusok azonban még nem teljesen tisztazottak, holott
ezek ismerete elengedhetetlen a megfeleld terapids modszerek kifejlesztéséhez. Ehhez
olyan kisérleti modellekre van sziikség, amelyek a lehetd legpontosabban reprezentaljak
az emberi szervezetben végbemend folyamatokat.

Munkacsoportunk hosszutava célja az elhizdshoz kapcsolodo tiinetek és tarsbetegségek
kialakulasdban szerepet jatszo folyamatok megértése, illetve a sejtszintli stresszvalasz
komponenseinek felderitésével lehetséges terapids célpontok felkutatasa a kiilonbozo
egérmodellek segitségével. Ennek érdekében a dolgozat alapjaul szolgaldé munkék soran
a kovetkez6 célokat tlizziik ki:

I._Kkisérletsorozat: A tanulmany célja, hogy a két DIO modellben részletesen
jellemezze az elhizassal kapcsolatos betegségek, anyagcsere-zavarok és
immunvalasz valtozasait.

a) Testtomeg és anyagcsere-paraméterek vizsgalata

o Kiilonbozo diétak (HFD vs. HFD + FR vs. ND) a testtomegre és szérum lipid
profiljara kifejtett hatasanak elemzése.

o Gliikéz-intolerancia vizsgalata oralis gliikkoz tolerancia teszttel (OGTT).

b) Maj- és visceralis fehérzsirszovet jellemzése

o A hepatikus zsirfelhalmozodas és a NAS mértékének meghatarozésa hisztologiai
metszeteken.

e A mijszdvet génexpressziojanak elemzése RT-PCR maddszerrel.

¢) Szisztémas gyulladas és immunvalasz elemzése

e A szérum gyulladasos citokin- és adipokin-koncentracioinak Gsszehasonlitasa a
kisérleti csoportokban Multiplex Immunoassay segitségével.

o A visceralis fehérzsirszovet gyulladdsos, és stresszvalaszban szerepet jatszo
génjeinek expressziovaltozasainak feltdrasa RT-PCR-rel.

o Vérbodl, csontvelobdl ¢€s 1épbdl izolalt sejtek immunfenotipizalasa egysejt
tomegcitometria hasznalataval.
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II. Kkisérletsorozat: A kutatas fo célja, hogy meghatiarozza a human HSPBI1
tultermelésének hatasat az elhizas soran kialakulé anyagcsere-zavarokra, a
szovodmények megjelenésére, illetve a nemek kozotti eltérésekre egy human APOB-
100 transzgenikus egérmodellben.

a) Testtomeg és lipid-profil vizsgalata

o A HSPBI taltermelés testtomeg gyarapodas befolyasold hatdsanak vizsgalata a
magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 egerekben.

e A HSPBI1 diszlipidémidra kifejtett hatasanak vizsgalata a szérum triglicerid-,
LDL- és HDL-koleszterin szintek meghatarozasaval.

b) Visceralis fehérzsirszovet génexpresszios valtozasainak elemzése

o Kulcsfontossagu gyulladasos citokinek, valamint anyagcsere-szabalyoz6 gének
expresszios szintjének elemzése a visceralis fehérzsirszovetben.

e A HSPBI tultermelés hatdsanak meghatarozasa a gyulladasos valasz
szabalyozéasaban.

¢) Majkarosodas és lipidakkumulacié vizsgalata

e A HSPBI tultermelés lipidakkumuléciora €s génexpressziora kifejtett hatasanak
elemzése az APOB-100 egerek méajaban.

d) Sziv morfologiai és funkcionalis valtozasainak elemzése

e A HSPBI tultermelés szivmiikodésre kifejtett hatdsanak vizsgalata APOB-100
egerekben szivultrahang segitségével.

o Meghatdrozni, hogy egészséges allatokban dnmagaban milyen hatast gyakorol a
HSPBI taltermelés a szivre.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 ALLATOK ES KEZELESUK

A kisérletet a 2010/63/EU iranyelv eldirasainak megfeleléen végeztiik el. Munkank soran
minden intézményi és nemzeti iranyelvet betartottunk a laborallatok tartasa ¢s kezelése
soran. Mind a transzgenikus mind a vad tipusu C57BL/6J egereket egységesen, kisérlettol
fliggetleniil két-harom egyedbdl allo csoportokban rendeztiik el, kontrollalt kornyezetben
(24 °C, 12 oras vilagos-sotét ciklus), biztositva szamukra az igény szerinti taplalék- és

folyadékellatast. Az ND €s a HFD pontos Osszetételét a 1. tablazat tartalmazza.

Normal diéta (ND) Zsirdus tap (HFD)

Nedvességtartalom (%) 10 10
Nyerszsir (%) 4,75 21,65
Nyersfehérje (%) 19,11 19,31
Nyersrost (%) 3,85 3,65

Hamu (%) 6,97 4,97
Nitrogénmentes 55,32 39,34
kivonatanyagok (NFE %)

1.tablazat A normal (ND) és a zsirdus tap (HFD) osszetételét részletezé tablazat. A HFD 0,15%
hozzaadott koleszterint tartalmaz, amely Osszesen 2% koleszterint eredményez az étrendben.

3.1.1 I kisérletsorozat

A zsirdus diéta és a nyugati-tipust értend (HFD + FR) hatasainak monitorozasara 45 vad
tipus C57BL/6J himet vontunk be a kisérletbe. A sziikséges mintanagysagot a PS Power
and Sample Size Calculation szoftver segitségével hataroztuk meg. Az allatokat életkor
¢és testsuly szerint blokkokba osztottuk annak érdekében, hogy ezek a valtozok is
kiegyensulyozottak legyenek, majd minden blokkbol véletlenszeriien osztottuk be dket a
kovetkezd csoportokba: ND (n = 15), HFD (n = 15), illetve HFD+FR (magas
zsirtartalmu diéta + fruktoz, n = 15). Az ND csoport egészséges kontrollként szolgalt. A
masodik csoport magas zsirtartalmu diétan nevelt (HFD csoport). A harmadik csoportban
a HFD-vel taplalt allatok ivovizét 30%-os fruktozoldattal helyettesitettiik (HFD +FR
csoportbol egy allat elpusztult, mig a HFD + FR csoportbol egy masik egeret el kellett
altatni a testtomegének jelentds csokkenése miatt. A kisérletet a Csongrad-Csanad
varmegyei Elelmiszerbiztonsagi és Allategészségiigyi Foosztaly —engedélyezte
(projektengedély: XVI1./847/2022.). A diéta HFD vagy HFD + FR (HFD; High-Fat Diet,
Special Diet Services, UK). Az ND és a HFD pontos 0sszetételét a 1. tablazat tartalmazza.

Az allatok testtomegét a kisérlet kiindulasakor, majd azt kdvetden havonta mértiik. Az IR
kialakulasdnak monitorozasara minden egyeden oralis gliikoztolerancia tesztet végeztiink
(OGTT). Az 5 honapos diéta leteltével, 8 honapos korban, az allatokat szén-dioxiddal
terminaltuk. Az allatoktol, a mellkas a felnyitasat kovetden, a sziven keresztiil éhomi
vérmintat vettlink tomegcitometriai (CyTOF)- és plazmafehérje méréskhez, illetve a
standard laborparaméterek meghatarozasahoz (szérum gliikk6z; Accu-Chek®, Roche,
Mannheim, Németorszag; TG, LDL-koleszterin és HDL-koleszterin). Ezt kdvetéen a
lagyeki nyirokcsomokat, a lépet, a majat, a viscerdlis fehér- (VWAT), és a barna
zsirszovetet (BAT) is eltavolitottuk. A szervek tomegének feljegyzését kovetden a
mintdkat a késobbi vizsgalatoknak megfelelden taroltuk. A mintdkat a CyTOF
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mérésekhez RPMI-ba helyeztilk, az RNS izolalashoz folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, mig a hisztologiai vizsgalatokhoz 4%-os paraformaldehid oldatban (0,1 M
PBS-ben, pH = 7,4) fixaltuk (1. &bra).
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mmmm  Magas zsirtartalmu diéta (HFD) mmm 30% fruktoz oldat (FR)

1.abra A Kisérleti elrendezése a HFD, HFD + FR Kkisérletnek.

3.1.2 II. kisérletsorozat

A kisérletbe a csoportunkban korabban 1étrehozott human APOB-100 és human HSPB1
tultermeld egértorzseket vontuk be (Bjelik és mtsai. 2006; Téth és mtsai. 2010). Mindkét
torzset C57BL/6J genetikai hattéren hemizigdta forméaban tenyésztettiik és tartjuk fenn.
A transzgenikus  egértdrzsek tenyésztését a  Csongrad-Csanad  varmegyei
Elelmiszerbiztonsagi és Allategészségiigyi Féosztily engedélyezte (projekt engedély
szama: XVI./2724/2017). A kettds transzgenikus egerek létrehozasahoz hemizigéta
APOB-100-at taltermeld és hemizigéta HSPB1-et tiltermeld allatokat parositottunk. Az
utdd egerek genotipusanak meghatdrozdsdhoz a 10 napos kolykok farkabol vett
biopsziakbol DNS-t izolaltunk, és a transzgének jelenlétét PCR-rel detektaltuk (Bjelik és
mtsai. 2006; To6th és mtsai. 2010).

Az APOB-100 (APOB), illetve a kettds transzgenikus egereket (APOB/HSP) 3 honapos
koruktol kezdtiik el HFD-vel etetni (High-Fat Diet, Special Diet Services, UK) az elhizas
és a kardiovaszkularis diszfunkci6 indukalasa érdekében (1. dbra; (Toth és mtsai. 2020,
2021). A diéta pontos Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza. A vad tipust (WT) egereket,
melyek egészséges kontrollként szolgéltak, illetve a HSPB1 (HSP) transzgenikus
egereket, melyeken a HSPBI1 tultermelés egészséges allatokra gyakorolt hatésait
vizsgaltuk normadl tappal etettiik. A kisérletbe Gsszesen 96 azonos kort him (n = 12
C57BL/6]J vad tipust, 26-35 g; n= 12 APOB-100, 26-33 g; n = 12 HSPBI, 23-35 g; ésn
=12 APOB-100/HSPBI1, 25-32 g) és ndstény (n = 12 C57BL/6J vad tipust, 21-25 g; n =
12 APOB-100, 20-24 g; n = 12 HSPB1, 20-28 g; és n = 12 APOB-100/HSPB1, 20-28 g)
egeret vontunk be. A diéta 7 honapon at tartott, mely sordn a testtomeget a kisérlet
kiinduldsakor, majd havonta mértik. A sziv milikodését transthoracalis
echokardiografiaval vizsgaltuk a 9 honapos allatokon. A 7 honapos diéta leteltével, 10
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hoénapos korban, az allatokat natrium-pentobarbital (ip., 150 pg/g) alkalmazéséaval
terminaltuk. Az allatoktodl szivpunkcidval éhomi vérmintat vettiink, amelybdl standard
laborparamétereket hataroztunk meg, beleértve a szérum gliik6z (Accu-Chek®, Roche,
Mannheim, Németorszag), TG, LDL-koleszterin ¢s HDL-koleszterin szinteket. A
transkaridalis perfuziot (0,9%-os natrium-klorid oldat 0,01 M foszfatpufferes s6oldatban
[PBS], pH = 7,4) kovetden a szivet, a majat és a vVWAT-ot eltavolitottuk. A szervek
tomegének feljegyzését kovetden, a mintdk egy részét folyékony nitrogénben
fagyasztottuk RNS izoldlds céljabol, mas részét pedig 4%-os paraformaldehid oldatban
(0,1 M PBS-ben, pH = 7,4) fixaltuk kiilonb6zo hisztologiai vizsgalatokhoz (2. ébra).

16



0 3 9 10 hémnap
( - Sziv Hisztologia
= Mij <7 g
WAT o
== “Vér ﬁBiakemla
P~ Echo OGTT
g ';' Sziv Hi l6oi
isztologia
& O s
i -
: FWAT e v .
;.3 ‘Vér hhh‘thl‘m&mm
! Echo OGTT
Sziv Hisztologia
g Mij 4 g
FWAT .
= = Y er 3 Biokémia
» Eche OGTT
o - .
o = o Hisztologia
= Mij 7
w WAT .
> YWAT™ . okémia
Echo OGTT
Sziv Hisztologia
E Mij T :
4 WAT .
E = “\-’ér “Biokemia
I:a Echo OGTT
e = Sziv Hisztologia
% = Maj ﬂ
— WAT ,
E ‘Vér &Biokemia
Echo OGTT
= s
ZIV Hisztologia
B E Mij =7 £
WAT $ o D
E m E Vér Biokemia
= Echo OGTT
-z i
. isztologia
g :F.; N&j T 2
WAT 5 -
: § “i."ér .&Biukemla
\ Echo OGTT /

mmm Magas zsirtartalmi diéta (HFD)

2.abra A Kkisérleti elrendezése az APOB, APOB/HSP Kkisérletnek.

3.2 DNS TISZTIiTAS TRANSZGENIKUS EGEREK FAROKMINTAIBOL

A transzgének jelenlétét 7 napos utddok szdvetmintdibol hataroztuk meg. Ehhez az
allatok farok végeinek levagasaval szovetmintat vettiink. A szovetmintakat egy éjszakan
at (overnight — O/N) 55°C-on emésztettiik 15 pl proteindz K (10 pg/ml) és 200 pul TNES
(10 mM Tris, 400 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0,6% SDS) puffer hozzdadasaval. Masnap
telitett NaCl segitségével a mintdkbol a fehérjéket kisoztuk, majd

55 ul
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szobahdmérsékleten torténd 10 perces centrifugélas (16060 g) utan a feliiluszobol 500 pl-
t atmértiink egy tiszta 1,5 ml-s centrifugacsdbe. A mintakat 200 pl kloroform hozzdadasa
utan jabb 10 percig centrifugaltuk (16060 g), majd egy térfogatnyi 90%-os jéghideg
etanol hozzdadasaval kicsaptuk a DNS-t a feliiliszobol. Ezutan 30 perces 4 °C-on torténd
centrifugalassal (15710 g) iilepitettiik a pelletet, amit 70%-o0s etanollal mostunk. A mintat
végiil szobahémérsékleten 2 percig centrifugaltuk (16060 g). A DNS-t ezutan 50-100 pl
10 mM TRIS-HCl (pH = 7.,4) pufferben visszaoldottuk 1 6ran keresztil 65°C-on
inkubdlva. Végiil spektrofotométer segitségével OD 260 nm-en (Nanodrop, DE, USA)

crer

3.3 A HUMAN APOB-100 ES A HUMAN HSPB1 TRANSZGEN JELENLETENEK
KIMUTATASA PCR ANALIZISSEL

A PCR reakcioelegy tartalma: 10 pl templat DNS (400 ng); 8,65 ul steril H20; 2,5 pl 10
x Dream Taq Bufter; 0,5-0,5 pl forward és reverz primer; 2,5 pl 2mM dNTP; 0,35 ul Taq
polimerdz enzim (Thermo Scientific Dream Taq kit). A reakcidhoz a human gének
5’-AGAAGG TTC CAG ATG TCT ATG AGG -3, human APOB-100 reverz primer: 5’-
TCC AAG TAT CTG TCT TCA AGA AAC C -3°, human HSPBI1 forward primer: 5’-
GTC CCT GGA TGT CAA CCA CT -3’; human HSPBI reverz primer: 5’- GAC TGG
GAT GGT GAT CTC GT -3°). A 25 pl ossztérfogatt PCR reakcid programjanak
paraméterei (BIO-RAD MiniOpticon): denaturacié: 95°C - 3 perc, denaturacid: 95°C —
30 masodperc, annealing: 58°C - 30 masodperc, elongacié: 72°C — 1 perc, 35 ciklusban,
végiil 72°C - 5 perc. A reakciot kovetden a termékeket 100V-on 1,5%-o0s agar6z gélben
szeparaltuk és 1,2 pl etidium-bromid hozzaadasaval tettiik lathatova.

3.4 A HUMAN HSPB1 FEHERJE KIMUTATASA WESTERN-BLOT ANALIZISSEL

A transzgenikus HSPB1 fehérje szintjét vWAT-bol, majbol és szivbol hataroztuk meg (n
= 8-12/csoport; 3. abra). A szOveteket a gyartd utasitdsainak megfeleléen Bullet
Blenderrel (Next Advance, Inc., Troy, NY, USA) homogenizaltuk 1 ml
radioimmunprecipitacios (RIPA) pufferben, melyet proteaz gatlo koktéllal egészitettiink
ki (1 mM aminokapronsav, 1 mM benzamidin, 1| mM fenil-metil-szulfonil-fluorid
elegye). A mintak 0sszfehérjetartalmat BCA™ Protein Assay Kit-tel (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) mértiik. A mintdkat natrium-dodecil-szulfatot (SDS), glicerint, -
merkaptoetanolt és brom-fenol-kéket tartalmaz6 mintapufferrel kevertiik, majd 85 °C-on
6 percig inkubaltuk.

A fehérjemintakat 12%-os SDS-poliakrilamid gélekbe t6ltottiik és 90 V-on, 2 6rdn at
futtattuk 1x SDS-PAGE futtatopufferben. Ezutan a fehérjéket fél-szdraz modszerrel
blottoltuk polivinilidén-fluorid (PVDF) membranokra 30 percen keresztiil, 15 V-on.
Mosast (3 x 10 perc PBST) kdvetden a membranokat blokkolopufferben inkubaltuk (Tris-
pufferes s6oldat (TBS), 0,1% Tween-20 (Sigma-Aldrich) és 5% zsirszegény tejpor) 1 6ran
keresztiil, szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a membranokat ismét mostuk, majd
els6dleges, human HSPB1-et felismer6 ellenanyaggal (1:1000, ADI-SPA-803, Enzo Life
Sciences, Farmingdale, NY, USA) inkubaltuk (O/N, 4°C).

Masnap, a 3 x 10 perc mosast kovetéen peroxiddz-konjugalt masodlagos ellenanyaggal
(A9169, anti-nyul, Sigma-Aldrich) kezeltik a membrant, melyet 1 Oran at
szobahOmérsékleten végeztiikk a blokkolopufferhez hasonld Gsszetételii oldatban (TBS,
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0,1% Tween-20, 3% zsirszegény tejpor). Az immunreaktiv fehérjéket Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA) segitségével
vizualizaltuk. A kemilumineszcenciat AlphaView-FluorChem FC3 késziilekkel (Cell
Biosciences, Santa Clara, CA, USA) detektaltuk. Belsé kontrollnak anti-GAPDH
(G9545, Sigma-Aldrich) ellenanyagot hasznaltunk.
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WT H A AAHWT H A AH+
B Néstény Him
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= =
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3.abra A human HSPBI1 fehérje kimutatasa Western-blot analizissel. A: Visceralis fehérzsirszovetben:
Gapdh; human HSPB1; B: Majban: Gapdh; egér Hspb1 fehérje; human HSPBI1 fehérje; C: Szivben: Gapdh;
human HSPB1. WT = normadl diétan tartott vad tipusu, H = normal diétan tartott HSPB1 taltermeld, A =
magas zsirtartalmi diétan tartott APOB-100 taltermeld és A/H = magas zsirtartalmua diétan tartott APOB-
100 és HSPBI tultermel egerek; n = 8—12/csoport.

3.5 ORALIS GLUKOZ TOLERANCIA TESZT

A diéta befejezése eldtt egy héttel OGTT-t végeztiink az allatokon, a korabban leirtak
szerint (Ruppert és mtsai. 2024). A tesztet megel6zden az allatoktdl 14 oran keresztiil
megvontuk a taplalékot, illetve a HFD + FR csoporttol a 30%-os fruktdz-oldatot is. Az
allatok ¢éhomi vércukorszintjének lemérését kdvetden oralis befecskendezéssel 20%-os
gliikozoldatot adtunk 2 g/ttkg koncentracioban. Az allatok vércukorszintjének valtozasat
a 30., 60. és 120. percben kereskedelmi forgalomban kaphatd vércukorszintmérdvel
(AccuCheck®, Roche, Mannheim, Németorszag) mértiik meg.

3.6 SzZERUM TG, LDL- £S HDL-KOLESZTERIN MERES

A szérum TG, LDL- és HDL-koleszterin koncentracidkat kereskedelmi forgalomban
kaphato enzimatikus, kolorimetrias reagensekkel végeztiik el, a gyartd ajanlasa szerint
(Diagnosticum Zrt., Budapest, Magyarorszag). A mérésekhez sziikséges vérmintakat
terminalis anesztézia alatt végzett szivpunkcioval vettiik. Az alvadast kdvetden a mintakat
10 percig 4°C-on (1000 g) centrifugaltuk, majd eltavolitottuk a szérumot €s -80 °C-on
taroltuk felhaszndlasig. Az erdsen hemolizalt szérum mintakat kizartuk az elemzésbdl.
Minden szérummintat harom parhuzamos mérésben elemeztiink. A mérés pontossagat
Standard Lipid Controls kontroll mintak (Diagnosticum Zrt., Budapest, Magyarorszag)
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alkalmazaséval ellendriztiik. A keletkezett lila/kék szinii termék abszorbancidjat 505/596
nm-en mértiik mikroplate olvasoval (Multiskan FC, ThermoScientific, Egyesiilt
Allamok). Az abszorbanciaértékek alapjan szamitottuk ki a szérum TG, LDL- és HDL-

cyey

3.7 HEMATOXILIN-EOZIN FESTETT METSZETEK HISZTOLOGIAI ELEMZESE

A m3aj szubvalvularis-, mig a sziv bal kamra részének izolalasat kovetden a
szovetmintakat formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyazva 5 um vastagsagl
szovettani metszeteket készitettiink. A metszeteket hematoxilin-eozinnal (HE) festettiik
meg a korabban leirtak szerint (Kovacs és mtsai. 2021). A szdvettani metszeteket
Pannoramic Midi II szkennerrel (3D-Histech, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk, és
x10, x40 és x100 nagyitasu digitalis képeket rogzitettiink.

crer

A HE-festett majmetszeteken az elhizas altal kivaltott zsirfelhalmozodast vizsgaltuk. A
lipid cseppek szamat és méretét ImagelJ 1.53e szoftver (Bethesda, MD, USA) segitségével
elemeztiik a korabban leirtak szerint (Toth és mtsai. 2021).

3.7.2 Anem-alkoholos zsirmajbetegség aktivitasi pontrendszer (NAFLD Activity
Score - NAS)

A mintak értékelését Prof. Dr. Tiszlavicz Laszl6 (Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-
Gyorgyi Albert Orvostudoményi Kar, Pathologiai Intézet) segitségével végeztik. A
pontrendszer magaba foglalja a MASLD ¢és a NASH teljes spektruman eléforduld
elvaltozdsokat. A pontszam 3 f6 tényezdbdl adodik Ossze, a szteatdzis (0-3), a lobularis
gyulladds (0-3) és a majsejtek felfujtsdga (hepatocyte ballooning) (0-2) értékeinek
sulyozatlan sszegeként (Brunt és mtsai. 2011; Kleiner és mtsai. 2005).

crer
crey

REN Szegedi Biologiai Kutatokézpont, Lendiilet Mikroszkopos Képfeldolgozo és Gépi
Tanulasi Csoport munkatarsaival, Dr. Horvath Péterrel, Kovacs Ferenccel és Kriston
Andréssal egyiittmiikodésben mértiik. A HE-festett bal-kamrai metszetek kiértékeléséhez
a Biology Image Analysis Software-t (BIAS, Single-Cell Technologies Kft., Szeged,
Magyarorszdg) hasznaltuk. A  képfeldolgozast meélytanulds-alaptt citoplazma-
szegmentalas kovette. A szoftver segitségével 100 darab, hosszanti irdnyban
elhelyezkedd, egymagvu kardiomiocita keresztmetszeti teriiletét mérhettiik le egyetlen
bal kamrai hardntmetszet digitalis képe alapjan.

3.8 RNS-IZOLALAS ES REVERZ TRANSZKRIPCIO

Acrelativ génexpresszids vizsgalatokhoz mRNS-t izolaltunk az 4llatok RNA later oldatban
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), vagy -80°C-on tarolt m4j-, szivizom-,
valamint viscerdlis fehérzsirszoveteibdl. Az mRNS izolalast m4j-, illetve a
fehérzsirszovet esetében a Nucleospin RNA/protein (Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) tisztitdo készlettel, mig a szivizomszovetbdl RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kittel (Qiagen, Hilden, Germany) végeztiik, a gyartok utasitdsai szerint. A tisztitott
mRNS mintdk koncentréacioit spektrofotométerrel (NanoDrop, DE, USA) hataroztuk
meg. Az mRNS mintdk ¢cDNS-¢ torténd atirasdhoz a High Capacity cDNA Reverse
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Transcription Kit-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltuk. A
reakcioelegy a kovetkezd komponensekbdl allt: 1 pg RNS (15 pL), 1,5 pl reverz
transzkriptaz enzim, 3 pl primer, 1,2 ul dNTP keverék, 3 uL puffer, 6,3 pL RNS-mentes
viz. A reverz transzkripcids program paraméterei a kdvetkezdk voltak: inkubécio 25 °C-
on 10 percig, reverz transzkripcié 37 °C-on 2 6ran at, inaktivalas 85 °C-on 5 percig (a
folyamatot MJ Mini—Personal Thermal Cycler késziiléken végeztiik, BioRad, Hercules,
CA, USA). A kapott cDNS-t végiil 1:20 aranyban higitottuk.

3.9 KVANTITATiV VALOS IDEJU POLIMERAZ LANCREAKCIO (RT-PCR)

Az RT-PCR reakciohoz az alabbi reakcidelegyet alkalmaztuk: 10 uL ¢cDNS, 1 uL (250
nM végkoncentracid) primer mix (forward + reverz), 10 uL Power SYBR Green PCR
Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Minden reakciét 20 uLL
végtérfogatban végeztiink a RotorGene 3000 késziiléken (Qiagen, Hilden, Németorszag)
a kovetkezd beallitasokkal: denaturacio 95°C-on 10 percig, majd 40 ciklus: denaturalas
95°C-on 15 masodpercig, annealing ¢és elongécié 60°C-on 60 masodpercig. A specifikus
amplifikacio ellendrzésére olvadasi gorbe analizist végeztiink 50-95 °C kozott. Az RT-
PCR reakciokban alkalmazott primerszekvencidk a 2. tdblazatban talalhatok. Belsd
kontrollként egér Gapdh (gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendz) gént alkalmaztunk. A
relativ génexpresszios szinteket a AACt modszerrel szamitottuk ki.

Gén Forward primer Reverz primer
Adiporl TGGTCTTCGGGATGTTCTTC CCCTGAATAGTCCAGTTTGGAA
Apoa$ GTGCTGCTGTCCCAACCTA CTGAGTGTAATGCCCCTGAGT
Apoc2 CCAACCCACTGGAGTACTGG CCATGCTGTCTGGGACCT
Ahsg GTCACAGATCCAGCCAAATG TGAGATTTGCCTTGCAGAAG
cd36 TTGAAAAGTCTCGGACATTGAG TCAGATCCGAACACAGCGTA
Cd44 CACCTTGGCCACCACTCCTA TCCGTTCTGAAACCACGTCT
Cidea TGACATTCATGGGATTGCAGAC GGCCAGTTGTGATGACTAAGAC
Cox8b TGTGGGGATCTCAGCCATAGT AGTGGGCTAAGACCCATCCTG
Cryab GTTCTTCGGAGAGCACCTGTT GAGAGTCCGGTGTCAATCCAG
Fgf21 GTGTCAAAGCCTCTAGGTTTCTT GGTACACATTGTAACCGTCCTC
Fndc5 TTGCCATCTCTCAGCAGAAGA GGCCTGCACATGGACGATA
Gapdh GGGTTCCTATAAATACGGACTGC CCATTTTGTCTACGGGACGA
Hspal GAGATCGACTCTCTGTTCGAGG GCCCGTTGAAGAAGTCCTG
Hspbl ATCCCCTGAGGGCACACTTA GGAATGGTGATCTCCGCTGAC
1o CAGAGCCACATGCTCCTAGA TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT
1l1b GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
1l GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
Insr TCAAGACCAGACCCGAAGATT TCTCGAAGATAACCAGGGCATAG
Irsl CGATGGCTTCTCAGACGTG CAGCCCGCTTGTTGATGTTG
Ldir GTGGCTGAAAACCTCTTGTCC CACACCAGTTCACCCCTCTA
Lep GTGGCTTTGGTCCTATCTGTC CGTGTGTGAAATGTCATTGATCC
Lepr AGCTAGGTGTAAACTGGGACA GCAGAGGCGAATCATCTATGAC
Lpl CATGGATGGACGGTAACGGG TTCTCTCTTGTACAGGGCGG
Leap2 TGCCAAGATGCTACAGCTAAA GGGGAACTATTGACCTGACCC
Nampt GCAGAAGCCGAGTTCAACATC TTTTCACGGCATTCAAAGTAGGA
Rarres2 GCCTGGCCTGCATTAAAATGG CTTGCTTCAGAATTGGGCAGT
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Retn ACAAGACTTCAACTCCCTGTTTC TTTCTTCACGAATGTCCCACG
Slc2a4 ACACTGGTCCTAGCTGTATTCT CCAGCCACGTTGCATTGTA
Tgfb CTCCCGTGGCTTCTAGTGC GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
Tnf CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG
Ucpl AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT

2.tablazat Az RT-PCR reakciokhoz hasznalt primerszekvenciak.

3.10 SZiVULTRAHANG (TRANSTHORACALIS ECHOKARDIOGRAFIA)

A sziv morfologiai €és funkcionalis vizsgalatat Dr. Sarkézy Martaval (Szegedi
Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar, Korélettani Intézet)
kollaboracioban végeztiik el. Az allatok, 9 honapos koraban, szivultrahanggal vizsgaltuk,
az altalunk korabban mar leirtak szerint (Heger és mtsai. 2018; Toth és mtsai. 2022). Az
egereket 2%-os izoflurdnnal (Florane, AESICA, Queenborough Kent, Egyesiilt
Kiralysag) altattuk, majd a mellkas leborotvalasat kovetden az allatokat hanyatt fekvo
helyzetben egy flitépadra helyeztiik. Ezutan két-dimenziés, M-modu, Doppler, szoveti
Doppler felvételek késziiltek az Amerikai Echokardiografias Téarsasag kritériumainak
megfelelden. A kisérletekben egy Vivid 1Q késziiléket (General Electric Medical
Systems) hasznaltunk, mig a morfologiai vizsgalatokhoz linearis 4,5-13 MHz
frekvenciaji (GE 12L-RS), addig a funkcionalis mérésekhez fazisos 5,0-11 MHz
frekvenciaji (GE 12S-RS) transzducert alkalmaztunk. Az adatok elemzése harom
egymast kovetd szivciklust értékelve, majd atlagolva, (EchoPac Dimension szoftver,
General Electric Medical Systems) az egyes csoportok ismerete nélkiil, vakon tortént.

A szisztolés és diasztolés falvastagsagokat paraszternalis rovidtengelyli nézetben (a
papillaris izmok szintjén), valamint hosszi tengelyli nézetben (a mitralis billentyli
szintjén) hataroztuk meg. A bal kamrai atmérdket M-moddu echokardiografiaval mértiik
rovid- és hosszitengelyl sikokban az endokardialis kontirok alapjan. A frakcionalt
rovidiilés (FS) a bal kamra kontraktilitdsanak mutatoja volt az aldbbi képlet szerint
szamitva: FS = (LVEDD — LVESD) / LVEDD x 100, ahol LVEDD a bal kamrai
végdiasztolés atmérd, LVESD pedig a végszisztolés atmérd. A bal kamrai végdiasztolés
térfogatot (LVEDV) ¢és a bal kamrai végszisztolés térfogatot (LVESV) négyiiregii
nézetbdl, az endokardialis hatarok szisztoléban és diasztoléban torténd megrajzolasaval
keriiltek meghatarozasra. A verdtérfogatot (SV) az LVEDV ¢és az LVESV
kiilonbségeként, mig a perctérfogat (CO) a verdtérfogat és a szivfrekvencia szorzataként
hataroztuk meg. Az ejekcios frakciot (EF) a globdlis szisztolés funkcio mérésére
hasznaltuk, a kovetkezd képlettel: (SV / LVEDV) x 100, mig a diasztolés funkciot a
mitralis billentylin athaladé pulzushullam Dopplerrel, valamint a mitralis anulus szoveti
Dopplerrel értékeltiik apikalis négyiiregli nézetbdl. A korai mitralis &ramlasi sebesség (E),
a szeptalis mitralis anulus sebessége (e'), valamint ezek ardnya (E/e") a diasztolés funkcio
jellemzésére szolgaltak.

3.11 CD44 IMMUNFESTES

Terminalis altatast kovetden a vVWAT-ot eltavolitottuk, 4%-os formalinban fixaltuk, majd
paraffinba agyaztuk. A blokkokbol 4 pm vastagsdgii metszeteket készitettiink, majd
pozitivan toltott targylemezre (Superfrost Plus, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA) helyeztiik 6ket. A metszeteket Bond-Dewax oldattal (Leica) deparaffinaltuk, majd
leszallo alkoholsorral és desztillalt vizzel rehidrataltuk. Az antigén feltardas Bond-Max
automatizalt immunhisztokémiai gépen (Leica) végeztiik, pH = 9 Bond Epitope Retrieval
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2 oldatban (Leica) 20 percig inkubdlva. Az endogén peroxiddzok inaktivalasara, a
metszeteket 3%-o0s H>O» oldatban inkubaltuk 5 percig, melyet egy mosas kovetett a Bond
Wash oldattal (Leica). A metszeteket nyul eredetli anti-CD44 elsédleges ellenanyaggal
(Abcam, katalogusszdm: ab157107; higitas: 1:1000) inkubaltuk 20 percig, majd ismét
Bond Wash oldattal (Leica) mostuk. Az antigénjel detektalasahoz a Bond Polymer Refine
Detection rendszert (DS9800, Leica) alkalmaztunk, amely HRP-vel (tormaperoxidéaz)
konjugélt kecske anti-nytl masodlagos ellenanyagot, valamint DAB-3-at (3'-
diaminobenzidin) hasznalt kromogénként. A  kontrasztanyagként sejtmagokat
hematoxilinnel festettiilk. Az immunfestett metszeteket digitalisan beszkenneltiik egy
targylemez-szkennerrel (MiraxMidi, 3DHistech Ltd., Budapest, Magyarorszag). Az
immunhisztokémiai festés €és annak kiértékelése az egyes csoportok ismerete nélkiil,
vakon tortént.

3.12 TOMEGCITOMETRIAI (CYTOF) ANALIZIS

A méréseket HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Kozponti Szolgéltatd
Laboratorium, Funkcionalis Genomika Laboratorium munkatarsaival, Dr. Szebeni
Gaborral, Dr. Gémes Nikolett-tel és Dr. Neuperger Patriciaval kollaboracioban
valositottuk meg.

3.12.1 Sejtizolalas tomegcitometriai (CyTOF) méréshez

A terminalis altatast kdvetden vér, 1ép, nyirokcsomd €s csontveld mintdkat vettiink a
korabban leirtak alapjan (Balog és mtsai. 2020; Fajka-Boja és mtsai. 2016; Szebeni és
mtsai. 2023). A vérmintakat 1 ml-s fecskenddvel gytjtottiikk az alabbiak szerint: 1 ml
pum poérusméretii sejtszliron (Merck, Darmstadt, Németorszdg) homogenizaltuk egy 2 ml-
es fecskendd dugattytijaval, majd PBS-sel (Merck, Darmstadt, Németorszag) mostuk at.
A csontvel6t a femur és tibia epifizisének eltavolitasat kovetéen 1 ml PBS atmosasaval
izolaltuk. A vér-, 1ép- és csontveldmintakban taldlhatd vordsvértestek lizisére 5 ml ACK
lizis puffert (ACK: 0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM Na.EDTA, pH 7,3; Merck,
Darmstadt, Németorszag) alkalmaztunk szobahdmérsékleten, 5 percen keresztiil. A
mintdkat ezutan kétszer mostuk 10 ml PBS-sel, majd sejtszamolést és életképességi
vizsgélatot végeztiink tripan kék (Trypan Blue) viabilitasi és exkluzios teszt segitségével.
A sejtek krioprezervalasat 4 x 10¢ sejt/minta mennyiségben végeztiik 1 ml FBS-ben
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Németorszag), amelyhez 1:10 aranyban DMSO-t
(Merck, Darmstadt, Németorszag) adtunk. A mintdkat Greiner Bio-One kriocsdvekben
(Mosonmagyardvar, Magyarorszag) folyékony nitrogénben (Messer, Bad Soden,
Németorszag) taroltuk felhasznalasig.

3.12.2 Sejteldkészités tomegcitometriai (CyTOF) vizsgalathoz

A kriocsoveket (Greiner Bio-One, Mosonmagyarovar, Magyarorszag) 37 °C-os
vizfirddben 2 percig olvasztottuk, majd a sejteket 14 ml 10% FBS-sel (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Németorszag) kiegészitett RPMI médiumba transzferaltuk, és
350 x g-n centrifugéaltuk, szobahdmérsékleten, 6 percen at. Ezutdn a sejteket Ujra
atmostuk 10 ml RPMI + 10% FBS oldattal, a sejtszamolast és €letképességi vizsgalatot
tripan kék (Trypan Blue) viabilitasi és exkluzids teszt segitségével végeztiik. A sejteket
96 lyuki, tapadasmentes mikrolemezekbe osztottuk ki, lyukanként 2,5x 10 sejt
denzitasban 200 pul RPMI + 10% FBS elegyében. Két 6ra inkubaciot kdvetden a sejteket
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10 ng/ml PMA-val, 1 pg/ml ionomicinnel és 5 pg/ml Brefeldin A-val stimulaltuk, majd
¢jszakan at 37 °C-on inkubaltuk. Mésnap a sejteket Osszegylijtottiik, és kétszer atmostuk
Maxpar Cell Staining Bufferrel (MCSB; Fluidigm, South San Francisco, USA).

3.12.3 Egysejt-tomegcitometria (CyTOF) mérések

Az egysejt-tomegcitometriai mérésekhez az ellenanyag jelolést (Alfoldi és mtsai. 2019;
Kulmany ¢s mtsai. 2021), illetve a mintdk mérését a korabban leirtak szerint, kisebb
modositasokkal végeztiik (J. Balog és mtsai. 2021; Neuperger és mtsai. 2022, 2023). A
(v/v), 1°°Pt, Fluidigm, San Francisco, CA, USA) hataroztuk meg, amelyhez a mintakat 3
percig jégen inkubaltuk. A mintakat ezt kovetéen 3 ml MCSB (Fluidigm, San Francisco,
CA, USA) higitottuk, majd 350 x g-n centrifugaltuk 5 percig. A sejteket ezt kovetden 50
ul MCSB-ben reszuszpendaltuk, amelyet TrueStain FcX™ PLUS Fc¢ receptor blokkolo
oldattal (BioLegend, San Diego, USA) egészitettiink ki 1:100 (v/v) ardnyban, majd 10
percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket kiilonbdzd fémjelslt (¥,
1478m, 1SLu) CD45 ellenanyagokkal (klén: 30-F11; Fluidigm, San Francisco, CA, USA)
barkodold eljarasnak vetettiik ala. Az ellenanyagokat 1:100 (v/v) végsé koncentracidban
adtuk a mintdkhoz és 30 percig 4°C-on inkubaltuk. A barkédolds utdn a mintakat
harmaséaval egyesitettiik a tovabbi ellenanyagjeldléshez. ElsOként a sejteket Maxpar
Mouse Spleen/Lymph Node Phenotyping antitest panellel (kat. szam: 201306, Fluidigm,
San Francisco, CA, USA) inkubaltuk 30 percig 4 °C-on, ezt kovetden kétszer mostuk 2
ml MCSB-vel, majd 5 percig centrifugaltuk 350 g-n. A sejtek fixalasat 1 ml Maxpar Fix
I bufferrel (5%, Fluidigm, San Francisco, CA, USA) végeztiik, PBS-ben higitva, 30 percig
szobahdmérsékleten inkubalva. A fixalds utan a mintakat kétszer mostuk Maxpar PermS
Bufferrel (Fluidigm, San Francisco, CA, USA) 800 x g-n centrifugalva 5 percig. Ezt
kovetden a sejteket a Maxpar Mouse Intracellular Cytokine I panel kit-tel (kat. szdm:
201310, Fluidigm, San Francisco, CA, USA) inkubéltuk 30 percig szobahdmérsékleten,
majd kétszer mostuk MCSB-vel. A mintakat ezutan 1 ml Pierce™ formaldehid oldattal
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), PBS-ben 1,6%-0s végsé koncentraciora
higitva, 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk. A jelolt és fixalt sejteket 800 x g-n
centrifugaltuk 6 percig, majd 800 pl Fix & Perm oldatban (Fluidigm, San Francisco, CA,
USA) reszuszpendéltuk, amelyet °V1*Ir DNS interkalatort (Fluidigm, San Francisco,
CA, USA) tartalmaz6 oldattal egészitettiink ki 1:1000 (v/v) ardnyban, majd egy éjszakan
at 4°C-on taroltuk felhasznalasig.

A mintakat kétszer mostuk MCSB-vel, majd 800 g-n 5 percig centrifugéltuk. Egy PBS-
sel torténd mosast kovetden a mintakat 30 pm-es Celltrics gravitacios szliron (Sysmex,
Kobe, Japan; forgalmazo6: Sysmex, Gorlitz, Németorszag) sziirtiik at. A sejtstirliséget
7 % 10° sejt/ml koncentraciora allitottuk be Maxpar Cell Acquisition Solution (Fluidigm,
San Francisco, CA, USA) oldatban. A mérés eldtt a mintdkhoz EQ négy elemi kalibracios
gyongyot (Fluidigm, San Francisco, CA, USA) adtunk 1:10 (v/v) ardnyban. Az
adatgytjtést egy megfelelden kalibralt Helios tomegspektrométeres citométeren (CyTOF,
Fluidigm, San Francisco, CA, USA) végeztik, egyéni PBMC mintanként 3 x 10°
eseményt rogzitve. A keletkezett FCS (flow cytometry standard) fajlokat a CyTOF
szoftver (verzio: 7.0.8493, Fluidigm, San Francisco, CA, USA) beépitett FCS-feldolgozo
moduljanak alapértelmezett beallitasaival randomizaltuk és normalizaltuk. A sejttipusok
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kapuzédsat és a markerek expresszios szintjeinek meghatarozadsat manudlis kijelolés
segitségével végeztiik a Cytobank platformon (Beckman Coulter, Brea CA, USA).

3.13 PLAZMAFEHERJE MERES

A méréseket HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Kozponti Szolgaltatd
Laboratorium, Funkcionalis Genomika Laboratéorium munkatarsaival, Dr. Szebeni
Géborral, Dr. Gémes Nikolett-tel ¢€s Dr. Neuperger Patriciaval kollaboracioban
valositottuk meg.

3.13.1 Luminex MAGPIX®

A plazmafehérjék  mennyiségének  meghatarozasat multiplex immunoassay
modszerekkel, tobbek kdzott Luminex MAGPIX®-el végeztiik. A méréseket a korabban
leirtak szerint, kisebb moédositasokkal hajtottuk végre (Balog és mtsai. 2021; Toth és
mtsai. 2021).

1 ml vér levétele utdn a mintakat 350 X g-n centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on, majd a
plazmafrakciokat —80 °C-on taroltuk aliquotokban a mérésig. A Luminex xMAP
(MAGPIX®) technologiat alkalmaztuk 20 kiilonb6z0 citokin/kemokin (IL-10, IL-18, IL-
2, IP-10, IL-4, IL-6, PD-L1, IL-23, IFN-y, IL-12p70, CXCL1, RANTES [CCLS5], TNF-
a, TIM-3, MCP-1 [CCL2], IL-17A, MIP-2a [CXCL2], CXCLS, Leptin, CTLA4)
végeztiik a ProcartaPlex™ Immunoassay kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
segitségével. Minden mintat felolvasztottunk, majd random modon duplikdtumban
mértiik a készlethez mellékelt 96 lyuku mikrolemezre, mely 50 pl rogzitett ellenanyaggal
bevont fluoreszcens kodolt gydngyot tartalmazott, lyukanként 40 pl mintat, 25 pl
standardot és univerzalis assay puffert adagoltunk. A megfeleld inkubéacid utan biotinilalt
detekcios ellenanyag-keveréket és streptavidin-PE-t adtunk a lemezhez. Az utols6 mosasi
1épést kovetden 120 pl olvasasi puffert adtunk minden lyukhoz, majd a lemezt tovabbi 5
percig inkubaltuk, és végil Luminex MAGPIX® késziiléken olvastuk ki az
eredményeket. Az adatrogzitéshez a Luminex xPonent 4.2 szoftvert hasznaltuk. Az egyes
analitokra vonatkoz6 standard gorbéket Otpontos logisztikus (5-PL) regresszidval
allitottuk fel, a gyongyok median fluoreszcenciaintenzitdsa alapjan az Analyst 5.1
(Merck, Darmstadt, Németorszag) szoftver segitségével. Az adatok két fliggetlen
mérésbol szarmaznak, az eredményeket GraphPad Prism v8 szoftverrel (Dotmatics,
Boston, USA) abrazoltuk.

3.13.2 LEGENDplex™

A plazmafehérjék  mennyiségének  meghatdrozasat —multiplex immunoassay
modszerekkel, tobbek kozott egy gyongyalapi multiplex immunoassay-jel a
LEGENDplex™-el végeztiik, a gyart6 utasitasai szerint.

I ml vér levétele utan a mintdkat 350 x g-n centrifugéaltuk 10 percig 4 °C-on, majd a
plazmafrakciokat —80 °C-on aliquotokban taroltuk felhasznalasig. A LEGENDplex™ a
Mouse Inflammation Panellel (kat. szam: 740446, BiolLegend) 13 kiilénb6zo
citokin/kemokin (IL-23, IL-1a, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-12p70, IL-18, IL-10, IL-6, IL-
Ehhez a plazmamintakat elére kevert, rogzitett ellenanyaggal bevont gyongyokkel
inkubaltuk. A mosasi 1épések utan hozziadtuk a detekcios ellenanyagokat, majd egy
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ujabb mosast kovetden a streptavidin-PE-t is. A standard gorbéket a készletben talalhato
citokin standardok alapjan allitottuk fel. A legkisebb detektalhaté koncentraciok a
kovetkezOk voltak: 1L-23: 4,2 pg/ml, IL-1a: 1,3 pg/ml, IFN-y: 0,8 pg/ml, TNF-a: 1,9
pg/ml, MCP-1: 1,7 pg/ml, IL-12p70: 0,7 pg/ml, IL-1B: 2,8 pg/ml, IL-10: 2,1 pg/ml, IL-6:
0,9 pg/ml, IL-27: 9,8 pg/ml, IL-17A: 1,8 pg/ml, IFN-f: 4,0 pg/ml, GM-CSF: 1,9 pg/ml.
A mintdkat CytoFLEX S 4ramlési citométeren (Beckman Coulter) mértiik, APC- és PE-
csatorndk alkalmazaséaval. Az adatok kiértékelését CytExpert 4.0 (Beckman Coulter) és
Microsoft Excel programokkal végeztik, a median értékek standard gorbékre
illesztésével.

3.14 STATISZTIKAI ELEMZES

A statisztikai elemzéseket a SigmaPlot 12.0 for Windows szoftverrel végeztiik (Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA). A statisztikai szignifikancia szintjét p < 0,05 értékben
hataroztuk meg. Az adatokat atlag + SEM formatumban adtuk meg. Az adatok normal
eloszlasat a Shapiro—Wilk normalitasi teszttel ellendriztiik. Normal eloszlas fennallasa
esetén az egy nemet vizsgalo kisérletben egyutas varianciaanalizist (one-way-ANOVA),
mig a mindkét nemet Osszehasonlitd kisérletben kétutas varianciaanalizist (2-ways-
ANOVA) alkalmaztunk, melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett minden csoportban.
Amennyiben az adatok nem mutattak normaleloszlast, Kruskal-Wallis probat (ANOVA
on rank) alkalmaztunk. Szignifikans csoportkiilonbség esetén az ANOVA on rank utan a
Dunn-féle post hoc tesztet hasznaltuk. Tobb csoportban ellentétes irdnyu valtozadsok miatt
a nemek hatdsat is kiilon elemeztiik: normaleloszlas esetén Student-féle t-probaval,
normaleloszlas hidnyaban pedig Mann—Whitney U-probaval. Az RT-PCR eredményeket
a megfeleld kontrollcsoport szézalékaban adtuk meg. A génexpresszios valtozasok
statisztikai értékelésekor szintén Shapiro—Wilk tesztet alkalmaztunk a normalitas
vizsgalatara. Normaleloszlas esetén paronkénti 6sszehasonlitast paraméteres Student-féle
t-probaval, ellenkezd esetben nemparaméteres Mann—Whitney U-probaval végeztiink. A
CyTOF-mérések statisztikai értékelését kétmintés, kétoldali, azonos szorasu Student-féle
t-probaval végeztikk, Microsoft® Excel™ programban. A statisztikai szignifikancia
szintjét p < 0,05 értékben hataroztuk meg (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001). Minden
adatot atlag + SEM formdjaban kozoltiink.
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4 EREDMENYEK

41 A MAGAS ZSIRTARTALMU ES A NYUGATI TiPuSU ETREND
OSSZEHASONLITASA

Els6 kisérletsorozatunk célja a zsirdis diéta és a nyugati tipust étrend kovetkeztében
kialakulo patoldgias elvaltozasok vizsgélata volt, kiilonos tekintettel a gyulladasos
folyamatokra. A két diéta Osszehasonlitisa érdekében him CS57BL/6J egerek egy
csoportjat zsirdus tapon tartottuk (HFD csoport), mig a HFD + FR csoport a zsirdus tap
mellett 30% fruktéz oldatot kapott ivoviz helyett. A kontroll csoport normal tdpon
nevelkedett. A kezelés 5 honapon keresztiil zajlott, mely soran az allatok testtomegét
havonta monitoroztuk, majd 8 hoénapos korukban termindlis anesztéziat kovetden
kiilonb6z6 szerv és szovetmintakat gylijtottiink a késdbbi vizsgalatokhoz (1. abra).

4.1.1 A HFD testtomeg-ndveld hatasat a fruktoz fogyasztasa jelentdsen felerdsiti

A HFD-vel taplalt allatok testtomege szignifikansan megndtt az egészséges allatokhoz
képest (p < 0,05). Még nagyobb mértékii teststilyndvekedést tapasztaltunk a HFD + FR
csoportban (p <0,05), ami szignifikans kiilonbséget eredményezett a két elhizdsos modell
kozott is (p < 0,05) (4A abra). A HFD dnmagaban nem okozott jelentds gyarapodast a
boncolaskor mért szervek (m4j, BAT, 1ép) tomegében (4BCD dabra). Ezzel szemben a
HFD + FR hatasara szignifikdns novekedést figyeltiink meg a maj (p < 0,05) és a BAT (p
< 0,05) tdmegében a kontroll csoporthoz viszonyitva (4BC abra). Emellett a HFD és a
HFD + FR éllatok kozott is szignifikans kiillonbségeket mértiink a maj (p < 0,05), a BAT
(p <0,05) és alép (p <0,05) esetében (4BCD abra).
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4.abra A HFD és A HFD + FR hatasa a test- és szervtomegekre. A: testtomeg, B: majtomeg, C: BAT
tomeg, D: 1ép. Az adatok atlagnak + SEM-nek felelnek meg; n = 14—15/csoport; *p < 0,05, **p <0,01,
***p<0,001; ND = normal diéta, HFD = magas zsirtartalmi diéta, HFD+FR = magas zsir- és
fruktoztartalmu diéta.

4.1.2 A HFD + fruktdz diéta jelentds vércukorszint-emelkedést valtott ki

A gliikozintolerancia diétakra adott valaszdnak nyomon kdvetésére és az IR kimutatasara
OGTT-t vegeztiink. Mindkét elhizdsos modell esetében szignifikdnsan emelkedett €homi
vércukorszintet mértliink az egészséges csoporthoz képest (p < 0,05 mindkét esetben).
Ugyanakkor a HFD + FR csoport allatainal a vércukorszint jelentdsen magasabb volt,

27



mint a kontroll és a HFD csoportokban (p < 0,05 a 30. és a 60. percben is; SA abra). Ennek
megfeleléen az OGTT gorbe alatti teriiletének (AUC) értéke a HFD + FR csoportban
szignifikansan magasabb volt a ND (p < 0,05) és a HFD (p < 0,05) csoporthoz képest,
mig az ND és a HFD csoport kdzott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség (5A abra).

A diéta altal kivaltott diszlipidémia stlyossaganak Osszehasonlitasdhoz a kiilonb6z6
elhizasos modellekben szérum TG, LDL- és HDL-koleszterinszinteket mértiink. A
szérum TG-k nem mutattak szignifikdns emelkedést sem a HFD, sem a HFD + FR
csoportban (5B abra). Ezzel szemben az LDL- és HDL-koleszterinszintek mind a HFD
(p <0,05), mind a HFD + FR (p < 0,05) csoportban szignifikdnsan magasabbak voltak az
egészséges allatokhoz képest, ugyanakkor a két elhizasos modell kozott nem talaltunk
kiilonbséget (5B abra). Eredményeink szerint tehat mig a frukt6z hozzaadasa nem
sulyosbitotta a diszlipidémidt, inzulinrezisztencia csak a HFD + FR csoportban alakult ki.
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*p < 0,05, 'p < 0,05 az ND és HFD csoportok kozott, “p < 0,05 az ND és HFD+FR csoportok kozott, &p <
0,05 a HFD ¢és HFD+FR csoportok k6zott. ND: normal diéta, HFD: magas zsirtartalmu diéta, HFD+FR:
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4.1.3 A HFD altal kivaltott metabolikus diszfunkcioval tarsult zsirméjbetegség
tiineteit a fruktoz fogyasztasa tovabb sulyosbitja

A MAFLD, a sejtpusztulds és a gyulladdsos mértékének vizsgalatahoz HE-festett
majmetszetek szovettani elemzését végeztiik el (6A abra). A NAS értéket a szteatozis, a
lebenyes gyulladds és a majsejtek felfijtsaga alapjan szamitottuk ki. A szteatozis €s a
sejtek felfujtsdganak mértéke emelkedett a HFD ¢és a HFD + FR allatok majaban, ami
mindkét elhizasos modell esetében szignifikdnsan magasabb NAS-értékhez vezetett a ND
csoporthoz képest (p < 0,05 mindkét esetben; 6B dbra). Ugyanakkor kifejezett
gyulladésos jeleket egyik csoportban sem figyeltiink meg. Az egészséges, ND allatok
majaban csak minimalis mennyiségli lipid cseppet észleltink (6B abra). A HFD
csoportban mérsékelt emelkedést tapasztaltunk, mig a HFD + FR allatok majaban a lipid
cseppek szdma és mérete jelentdsen megndvekedett, ami szignifikans kiilonbséget
eredményezett a HFD és a HFD + FR csoportok kézott (p < 0,05 a lipid cseppek szadmara
¢és méretére is (6B éabra).
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C 6.ibra A HFD és a HFD + FR
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4.1.4 A lipidakkumulacioért felelds gének expresszidjanak ndvekedését a fruktoz
fogyasztas tovabb fokozza a majban

A hisztologiai eredmények mogdtt htizodd molekularis mechanizmusok feltarasa
érdekében RT-PCR segitségével elemeztilk a hepatikus lipidhomeosztazisban €s a
gyulladasos folyamatok szabalyozasaban részt vevd gének relativ expresszios valtozasait
(6C abra). Az étrendek hatidsanak feltarasa érdekében a HFD ¢és HFD + FR csoport
értékeit hasonlitottuk Ossze az ND csoporttal (minden 0Osszehasonlitasban az
ND =100%). A lipoprotein lipazt (Lpl) kodolo gén expresszidja szignifikdnsan megnott
mindkét diétas beavatkozas hatasara: a HFD csoportban kdzel haromszoros (p < 0,001),
mig a HFD + FR csoportban tobb mint négyszeres (p < 0,05) ndvekedést mutatott. A
fibroblaszt novekedési faktor 21 (Fgf27) mRNS-szintje szignifikansan alacsonyabb volt
a HFD-t kap¢ allatok majaban (p <0,01), ugyanakkor a HFD + FR csoportban ez az érték
csak enyhén csokkent a kontrollhoz képest. A zsirsav transzlokazt kodoldo Cd36 gén
expresszioja a HFD-re adott valaszként nem érte el a kétszeres novekedést (p < 0,001),
ezzel szemben a HFD + FR csoportban jelentds, kdzel haromszoros emelkedést mutatott
(p < 0,001). Hasonloan, az irizint kodold Frdc5 expresszidja a HFD csoportban csak
enyhén novekedett (p < 0,01), mig a HFD + FR csoportban szignifikdnsan magasabb
szintet ért el (p < 0,001). Génexpresszios vizsgalataink alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a HFD+FR csoportra jellemzd sulyosabb szteatozis hatterében a
lipidakkumulécidért felelds gének expresszidjanak novekedése allhat.
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4.1.5 A barnazsirszovet morfologiai elvaltozasai csak a HFD + fruktéz diéta
hatasara alakultak ki

A barna zsirszovet (BAT) morfologiai valtozasait HE-festett metszeteken vizsgaltuk (7A
abra). Az ND csoport esetében az egészséges BAT-ra jellemzd, nagy szamu apro
lipidcseppet figyelhettiink meg, mely HFD hatdsdra nem véltozott. Ezzel szemben a
HFD + FR csoportban a lipid cseppek mérete nétt, szamuk ellenben csokkent (7B abra).
A kvantitativ elemzés szignifikans kiilonbségeket mutatott ki az ND és a HFD +FR
csoportok kozott mind a lipid cseppek szama, mind mérete tekintetében (p < 0,05).
Emellett a HFD és a HFD + FR csoportok kozott is szignifikans kiilonbség mutatkozott a
cseppek méretében (p < 0,05). Ezt kdvetden a gyulladasos citokineket és adipokineket
kodolo gének expresszidjat vizsgaltuk a BAT-ban (7C abra). A BAT esetében a Lep gén
expresszioja nétt a HFD hatasara (p < 0,05), és még magasabb szintet ért el a HFD + FR
csoportban (p < 0,01). Egy masik adipokin, az Figf2/ mRNS-szintje szignifikdnsan csak
a HFD + FR allatokban emelkedett meg (p < 0,01), mig a 7nf expresszioja enyhén, de
statisztikailag szignifikdns mértékben emelkedett a HFD +FR csoportban az ND
csoporthoz képest (p <0,01).
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7.abra A HFD és a HFD + FR
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4.1.6 Az elhizassal Osszefliggd magas citokinexpresszié tovabb fokozddik
fruktdz fogyasztas hatasara a fehérzsirszovetben

A kiilonboz6 DIO-altal kivaltott elhizasmodellek vWAT-ra gyakorolt hatasat RT-PCR
segitségével hataroztuk meg (8A ébra). Ahogyan az varhato volt, a Lep gén expresszioja
szignifikansan magasabb volt mind a HFD (p < 0,01), mind a HFD +FR (p < 0,001)
csoportban a kontroll allatokhoz képest. A két elhizdsos modell k6zott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség. A vizsgalt citokinek koziil az 1/1b és 116 gének expressziojat nem
befolyasoltdk az étrendek, viszont a Tnf, 1/10 és transzformald novekedési faktor Bl
(Tgfb) expresszidjat mindkét diéta indukalta. Ezen talmenden mindharom marker
magasabb expressziot mutatott a HFD + FR csoportban a HFD modellhez viszonyitva
(Tnf:p<0,01;1110:p <0,05; Tgfb: p<0,01). A Cd44-et kddold gén expresszidja mindkét
diéta hatdsara hasonld mértékben emelkedett a kontrollcsoporthoz képest (p < 0,01 mind
a HFD, mind a HFD +FR esetében). A CD44 fehérje eloszlasat immunhisztokémiai
festéssel vizsgaltuk a vWAT-ban (8B abra). Az eredmények szerint a fehérje nagyobb
mennyiségben termelddik az endotélsejtekben és a mezenchimadlis dssejtekben, mig az
adipocitak gyengébb festddést mutattak. A vizsgalt hdsokkfehérje-gének koziil a Cryab
expresszioja tobb mint kétszeres novekedést mutatott mindkét diéta hatasara (p <0,001 a
HFD ¢és HFD + FR esetében is; 8A abra). A kiilonbozd gének expresszids szintjei kdzotti
linedris Osszefliggés feltarasara Pearson-féle korrelacios egylitthatot szdmoltunk. Az
eredmények erds pozitiv linearis korrelaciot mutattak a Lep és Cryab (r = 0,9275;
p<0,001), valamint a Lep és HspblI (r = 0,8050; p<0,001) gének expresszioja kozott (8C
abra), ami megerdsiti a korabbi feltételezéseket, miszerint a hdsokkfehérjék adipokin
funkciokkal is rendelkezhetnek.
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8.4bra A HFD és a HFD + FR altal kivaltott gyulladasos elvaltozasok a visceralis fehérzsirszovetben
(VWAT). A: Hotérkép a vWAT-ban bekdvetkezo relativ génexpresszios valtozasokrol. A célgének relativ
expresszidjat a HFD vagy HFD+FR csoportok kontroll (ND) csoportban mért expresszidhoz viszonyitva
vannak feltiintetve (az eredmények az ND csoport szazalékaban vannak megadva, ahol ND = 100%), n =
6/csoport. B: CD44 immunjeldlés a vVWAT metszeteken. A barna elszinezddés CD44 immunreaktivitast
jelez (fekete nyilak). A sejtmagokat hematoxilinnel jeldltiikk. Méretskala: 100 um. C: Pearson-féle
korrelacios egyiitthato (r) és p-érték (p) bal oldalon — Lep (leptin) és Cryab (aB-kristallin), jobb oldalon —
Lep ¢és Hspbl génexpresszios szintek kozotti sszefliggések vizsgalatahoz. Az adatok atlagnak + SEM-nek
felelnek meg; n = 14—15/csoport; “p < 0,05; ND: normal diéta, HFD: magas zsirtartalmu diéta, HFD+FR:
magas zsir- és fruktdztartalmu diéta.
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4.1.7 Aszérum TNFa szintje csak a HFD + fruktdz diéta hatdsdra emelkedett meg
szignifikansan

Az RT-PCR-analizis eredményeinek megerdsitése érdekében multiplex immunoassay
abra). Az RT-PCR-eredményekkel 0Osszhangban a szérum leptin koncentraciod
szignifikansan megemelkedett mind a HFD (p < 0,01), mind a HFD + FR (p < 0,001)
allatokban a kontrollcsoporthoz képest, ugyanakkor a két diéta hatdsa kozott nem
mutatkozott jelentds kiilonbség. A TNFa koncentracidja onmagaban a HFD hatdsara nem
emelkedett meg, azonban a HFD + FR (p < 0,05) csoportban szignifikdinsan magasabb
csak a HFD (p <0,05) csoportban érte el a statisztikai szignifikancia szintjét a kontrollhoz
képest.
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9.abra A HFD és a HFD + FR adipokin és gyulladasos citokin modulalé hatasa a szérumban. A: Bal
oldalon — leptin, k6zépen — TNFa, jobb oldalon — IL-1f szérumkoncentracidja. Az adatok atlagnak + SEM-
nek felelnek meg; n = 14—15/csoport; “p < 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001; ND: normal diéta,
HFD: magas zsirtartalmu diéta, HFD+FR: magas zsir- és fruktdztartalmu diéta.

4.1.8 A fruktéz fogyasztds nem befolydsolta a CD44 és CD69 sejtfelszini
expressziojat a vizsgalt immunsejteken

Végiil immunfenotipizalast végeztiink a vérbdl, a csontveldbdl és a 1épbdl izolalt
sejteken. A HFD +FR hat4sara az analizis fokozott CD44 sejtfelszini glikoprotein
expressziot mutatott ki a vér B-sejtjein (p < 0,05), CD4+ T-sejtjein (p < 0,05) és
makrofagjain (p < 0,05; 10A é&bra), valamint a csontveld CD4+ (p < 0,001) és CD8+ T-
sejtjein (p < 0,05; 10B abra). A CD69 tipust II-es C-lektin receptor expresszidja nott a
vér B-sejtjein a HFD diéta hatasara (p < 0,05; 10A abra), mig a HFD + FR fokozta a CD4+
¢s CD8+ T-sejtek, valamint a csontveldi NK-sejtek és a 1ép B-sejtjeinek CD69-
expresszigjat is (p < 0,05; 10BC abra). A keringd NK-sejtek és a 1ép granulocita sejtjeinek
felszinén a CD69 expresszidja csokkent mind a HFD, mind a HFD + FR hatasara (p <
0,05; 10C abra). Erdekesség, hogy egyik vizsgalt marker esetében sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a HFD és a HFD + FR csoportok k6zott, ami arra utal, hogy a
sejtek immunfenotipusanak megvaltozasa mar egy alacsonyabb foku elhizas hatasara is
bekovetkezett.
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10.abra A HFD és a HFD + FR altal kivaltott CD44 és CD69 expresszio intenzitasanak valtozasa. A:
Vérbdl izolalt: bal oldalon — B-sejteken, kdzépen — CD4* T-sejteken, kdzépen — NK-sejteken, jobb oldalon
—makrofagokon, B: Csontvel6bdl (BM) izolalt: bal oldalon — CD4* T-sejteken, kdzépen — CD8* T-sejteken,
valamint jobb oldalon — NK-sejteken, C: Lépbdl izolalt: bal jobb oldalon — granulocitdkon €s jobb oldalon
— B-sejteken. Az adatok atlagnak + SEM-nek felelnek meg; n = 14—15/csoport; *p <0,05, **p <0,01,
*¥**¥p<0,001; ND = normal diéta, HFD = magas zsirtartalmia dié¢ta, HFD + FR = magas zsir- ¢és
fruktoztartalmu diéta.

4.2 A HSPB1 ELHIZAS TUNETEIRE KIFEJTETT HATASAINAK VIZSGALATA
ZSIRDUS DIETAN TARTOTT APOB-100 EGEREKBEN

Masodik kisérletsorozatunkban az elhizas kovetkeztében kialakul tlinetek vizsgalatahoz
100 taltermeld allatok forméjaban (APOB csoport). Kisérleteink célja annak felderitése
volt, hogy a HSPB1 hogyan befolyasolja a tiinetek kialakulasat. Ennek érdekében az
APOB-100 ttltermeld torzset egy HSPBI1 taltermeld vonallal kereszteztiink Ossze
(APOB/HSP csoport). Kontrollként normal tapon tartott vad tipusu és HSPB1 taltermeld
allatokat hasznéltunk (WT €s HSP csoport). Az esetleges nemi kiilonbségek feltarasa
érdekében a him és ndstény allatokat kiilon csoportokban vizsgaltuk. A 7 honapon at tartd

35



diéta sordn mértiik az allatok testtomegének alakuldsat, majd 9 honapos korukban
transthoracalis echokardiografia segitségével felmértiik a szivben bekdvetkezo
morfologiai és funkcionalis valtozasokat. Az allatok 10 honapos koraban termindlis
anesztéziat kovetden kiilonbozé szerv ¢€s szovetmintdkat gyljtottiink a késdbbi
hisztologiai és génexpresszios vizsgalatokhoz (2. abra).

4.2.1 A HSPBI tultermelés fokozza a HFD-indukalt testtomeg-ndvekedést az
APOB ndstény egerekben

A havonta monitorozott testtomeg adatok alapjan a him ¢és a ndstény csoportokban
egyarant megfigyelhetd, hogy a zsirdus diétan tartott APOB-100 taltermeld egerek
tomege honaprol-hdnapra gyarapodott, a vad tipusu (WT) kontroll csoportokhoz képest
(11AB abra). A HSPBI taltermelés nem befolyasolta a testtomeget sem a kontroll
csoportokban, sem az APOB himeknél. Az APOB néstény egereknél azonban HSPB1
tultermelés tovabbi testtomeggyarapodast eredményezett, mivel ezeknél az egyedeknél
szignifikansan magasabb testtomeget detektaltunk, mint az APOB ndstények testtomege,
mar 2 honap HFD utan és ezt kdvetden a terminalasig (11A abra).

4.2.2 A HSPBI nem-fiiggd modon befolyasolja a zsirdus diétan tartott APOB
transzgenikus egerek szérum LDL-szintjét

Az elhizésra és a MetS-re jellemz6 IR és hiperlipidémia felderitésére meghataroztuk az
allatok éhomi szérum gliik6z, TG, LDL-, és HDL-koleszterin koncentracioit (11C-F
abra). Az APOB-100 taltermelés HFD-vel kombindlva magasabb ¢homi vércukorszintet
eredményezett mind az APOB, mind a kettds transzgenikus allatokban, azonban csak a
him csoportoknal detektaltunk szignifikdns mértékii emelkedést a WT és a HSP him
csoportokhoz képest (11C abra). Hasonld valtozéasokat figyeltiink meg a szérum TG
esetében is: az APOB és APOB/HSP him egerek TG-szintje szignifikansan magasabb
volt, mint a WT és HSP csoportokban (11D é&bra). Ezzel szemben a HDL-koleszterin szint
emelkedése kizarolag az APOB ¢s APOB/HSP ndstény csoportokban volt megfigyelhetd
(11E abra), mig az LDL-koleszterin koncentracioja mindkét nemben emelkedett az APOB
¢s APOB/HSP csoportokban (11F abra).

A HSPBI tultermelés nem befolyasolta az ¢éhomi gliik6z-, TG- vagy HDL-koleszterin
szintek egyik vizsgalati csoportban sem (11DE ébra). Azonban nemtdl fiiggd hatast
gyakorolt az LDL-koleszterin szintre az APOB csoportban: az APOB himek esetében a
HSPBI1 taltermelés szignifikdnsan csokkentette az LDL-koleszterin szintet az APOB
egerekhez képest, mig ndstényekben csokkend tendencia volt megfigyelheté az
APOB/HSP csoportban az APOB csoporthoz képest (11F abra).
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11.4bra A nem, a MetS (metabolikus szindroma) és a HSPB1-tultermelés hatiasa a testtdmegre és a
szérum laboratoriumi paraméterekre. A: A néstények és a B: a himek testtomeg-valtozasa, C: szérum
gliikoz-, D: TG-, E: HDL-koleszterin- és F: LDL-koleszterin-koncentraciok valtozasa. WT = normal diétan
tartott vad tipust, H = normal diétan tartott HSPB1 tiltermeld, A = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-
100 taltermeld és A/H = magas zsirtartalmt diétan tartott APOB-100 és HSPBI tultermeld egerek. Az
adatok atlagnak + SEM-nek felelnek meg; n = 11-12/csoport; “p <0,05 A vs. WT; %p < 0,05 A/H vs. H;
*p <0,05 A/H vs. A; *p < 0,05 ndstény vs. him.

4.2.3 A HSPBI taltermelés az Fgf21 génexpresszidjanak novekedéséhez vezet a
zsirdus diétan tartott APOB ndstények fehérzsirszovetében

Annak vizsgalatara, hogy a nem, az elhizas, illetve a HSPBI1 taltermelése befolyasolja-e
a gyulladds, az anyagcsere és a stresszvalasz szabalyozasdban részt vevd gének

37



expressziojat, RT-PCR analizist végeztiink a vVWAT-bol szarmaz6 mintdkon (12. dbra).
Els6ként a néstény és him WT allatokat hasonlitottuk dssze, a himek értékeit véve alapul
(100%). Az Fgf21 és a Cd44 kodold gének expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt
a ndéstények vWAT-jaban (42%, p < 0,05 és 27%, p < 0,01), mig a leptin receptor (Lepr)
mRNS szintje magasabb értéket mutatott, mint a himeknél (191%, p < 0,05). Ezutan az
egyes transzgenikus csoportokat (HSP, APOB, APOB/HSP) vetettiik 6ssze a WT kontroll
csoporttal, nemek szerint elkiilonitve. Az Lpl génexpresszidja himekben nem valtozott
sem elhizds, sem HSPB1 hatasara, ugyanakkor néstényekben az APOB és APOB/HSP
csoportokban enyhe, de statisztikailag szignifikans emelkedést figyeltiink meg a WT
csoporthoz képest (167%, p < 0,05; illetve 161%, p < 0,05). Nostény allatok esetében a
HFD ¢és APOB-100 taltermelés kombinacidja nem valtoztatta meg az Fgf2l szintjét,
viszont az APOB/HSP csoportban az expresszid jelentésen megemelkedett (240%, p <
0,05). Ezzel szemben himekben az elhizas csokkent Figf21 expresszidhoz vezetett (43%,
p < 0,05), amit a HSPB1 jelenléte nem befolyasolt szignifikansan (45%, p = 0,083). A
Lep gén expresszidja a him APOB és APOB/HSP csoportokban tobb mint kétszeresére
emelkedett a WT csoporthoz képest (220%, p < 0,01; illetve 248%, p < 0,01), mig
ndstényekben ez az érték kozel 6tszordsre nétt (489%, p < 0,01), sét az APOB/HSP
csoportban még magasabb szintet ért el (563%, p < 0,001). A Tnf expresszidja az APOB
him allatokban jelentésen nétt (334%, p < 0,001), bar az APOB/HSP csoportban kissé
alacsonyabb értéket mutatott (252%, p < 0,001). Ezzel szemben ndstény allatokban egyik
csoport esetében sem taldltunk szignifikans valtozast. A Tgfb expresszidja mindkét
nemben emelkedett az APOB csoportban (néstények: 188%, p < 0,01; himek: 235%, p <
0,001), ugyanakkor ezt a valtozast a HSPB1 jelenléte nem modositotta. A Cd44 gén
expresszidja az APOB csoportokban mindkét nemben tobb mint négyszeres ndvekedést
mutatott (ndstények: 472%, p < 0,01; himek: 410%, p < 0,01). Erdekes modon a HSPB1
tultermelése nemenként eltéré hatassal volt: ndstényekben a Cd44 szintje tovabb
emelkedett (683%, p <0,001), mig himekben csokkenést tapasztaltunk (256%, p <0,05).
Végiil, a HSPBS5-6t kddold Cryab gén expresszidja szignifikansan magasabb volt mind
az APOB, mind az APOB/HSP allatokban a WT csoporthoz képest, fiiggetleniil a nemtol.
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12.4bra A nem, az elhizas és a HSPB1-tultermelés hatasa a visceralis fehér zsirszovetben (VWAT)
mért relativ génexpresszios kiilonbségek hétérképe. Az RT-PCR soran vizsgaltuk a lipid- és
glikkdzanyagcsere-, gyulladasos és stresszel kapcsolatos gének relativ expresszios valtozasait. WT = normal
diétan tartott vad tipusu, HSP = normal diétan tartott HSPBI1 taltermel, APOB = magas zsirtartalmu diétan
tartott APOB-100 taltermelé és APOB/HSP = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 és HSPBI
taltermeld egerek. WT ndstény vs. WT him Osszehasonlitasndl a célgének ndstényekben mért relativ
expresszidjat hasonlitottuk a himekben detektalt szintekhez (az eredmények szazalékban, ahol a himcsoport
=100%). HSP vs. WT, APOB vs. WT, valamint APOB/HSP vs. WT &sszehasonlitasoknal a transzgenikus
allatok génexpresszidjat a WT ndstény és him allatokhoz viszonyitottuk kiilon-kiilon (az eredmények
szazalékban vannak megadva, ahol a WT csoportok = 100%), n = 6/csoport.

424 A zsirdis diétan tartott APOB him 4llatokban megfigyelhetéek a
metabolikus diszfunkcioval tarsult zsirmdjbetegség tiinetei, melyet a
HSPBI1 nem befolyésolt

A kisérlet végén a majszoveteket eltavolitottuk és lemértiik, majd a szovettani
elvaltozasok detektalasdhoz a metszeteken HE festést végeztiink (13A 4bra). A testtomeg-
valtozasokkal Osszhangban az APOB himek majtdmege szignifikdnsan nagyobbnak
bizonyult a WT himekéhez képest (13B abra). Ezzel szemben, bar az APOB ndstények
testtomege szintén emelkedett, majtomegiik nem kiilonbozott érdemben a WT
nostényekétdl. Az APOB/HSP ndstények esetében ugyanakkor egy mérsékelt, de
statisztikailag szignifikans novekedést tapasztaltunk a majtomegben a HSP csoporthoz
viszonyitva. A szdvettani vizsgalat is aldtdmasztotta, hogy a zsirfelhalmoz6das a majban
az APOB himeknél kifejezettebb volt, mint a néstényeknél. A HE-festett metszeteken
megfigyelhetd lipidcseppek szdma elenyészd volt az egészséges (WT és HSP) allatokban,
valamint az APOB és APOB/HSP ndstényekben. Ezzel szemben az APOB és APOB/HSP
him éllatok majaban mind a lipidcseppek szama (13C abra), mind azok mérete (13D &bra)
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott, mint a megfeleld kontroll és ndstény
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csoportokban. A zsirfelhalmozodas mellett az APOB ¢és APOB/HSP him allatoknal
megfigyelhetd volt a majsejtek felfijtsaga is, amely a NAS pontszam emelkedéséhez
vezetett (13E 4&bra). Ezzel szemben szamottevd gyulladasos infiltracio egyik
transzgenikus csoportban sem volt kimutathats. Osszességében elmondhatd, hogy a
HSPBI taltermelés nem befolyasolta érdemben a maj morfologiai allapotat: sem a NAS
értékek, sem a lipidcseppek mennyisége €s mérete nem tért el jelentdsen a thltermeld
csoportok és a megfeleld kontroll allatok kozatt.
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13.abra A nem, az elhizas és a HSPBI1-tultermelés hatasa a metabolikus diszfunkcioval tarsult
zsirmajbetegség (MASLD). A: Hematoxilin-eozinnal festett majmetszetek reprezentativ képei; B:
majtomeg. Eredmények kvantifikalasa: C: Zsircseppek szama, D: zsircseppek mérete, E: NAFLD
aktivitasi pontszam (NAS). WT = normal diétan tartott vad tipust, H = normal diétan tartott HSPB1
tultermeld, A = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 taltermeld és A/H = magas zsirtartalmu diétan
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tartott APOB-100 és HSPBI1 tultermeld egerek. Az adatok atlagnak + SEM-nek felelnek meg; n = 11—
12/csoport; “p < 0,05 A vs. WT; ©p < 0,05 A/H vs. H; #p < 0,05 néstény vs. him.

4.2.5 HSPBI taltermelés hatasara csokkent a gyulladasos folyamatokban és lipid
metabolizmusban szerepet jatszo gének expresszidja az APOB ndstény
egerek majszovetében

A méajban megfigyelt koros elvaltozdsok molekularis hatterének feltarasa érdekében RT-
PCR-rel vizsgaltuk a gyulladas, valamint a gliikdz- és lipidanyagcsere szabalyozasaban
szerepet jatszo gének expresszios szintjét (14. abra). A WT ndstény és WT him csoportok
kozvetlen 0sszehasonlitdsa soran szignifikansan magasabb 7Tnf (197%, p < 0,05), Lepr
(215%, p < 0,05) és Cd36 (206%, p < 0,01) mRNS szintet talaltunk a WT néstények
majaban. A HSPB1 tiltermelés hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
citokinek és hormonszerii molekuldk expresszidja csokkend tendenciat mutatott az
APOB/HSP néstényekben a WT csoporthoz képest, amely tobb esetben statisztikailag is
szignifikans volt: 1115 (43%, p <0,05), Tgfb (79%, p <0,05), a-2-HS-glikoprotein (4Asg;
68%, p < 0,01), chemerin (Rarres2; 74%, p < 0,05). Az adiponektin receptor 1-et
(Adiporl) kodold gén expresszioja mindegyik APOB-100 tultermeld csoportban enyhe
(~70%-0s a WT-hez viszonyitva), de szignifikins mértékben csokkent. A majban
termel6dd antimikrobidlis peptid 2 (Leap-2) expresszidja nem valtozott a transzgenikus
him csoportokban, ellenben az APOB (51%, p < 0,01) ¢s APOB/HSP (63%, p < 0,05)
ndstényekben szignifikdnsan lecsdkkent a WT ndstényekhez képest. A Lp/ gén
expresszioja jelentdsen megemelkedett az APOB (337%, p <0,05) és APOB/HSP (415%,
p <0,01) himek majaban, mig a ndstény APOB-s csoportban kisebb mértékii emelkedés
volt megfigyelhetd (263%, p < 0,05), amelyet a HSPB1 tultermelés visszaallitott WT
szinthez kozeli értékre (117%, p = 0,447). Végiil, az apolipoprotein A-V (4poal) gén
expresszioja az APOB néstényekben csak enyhén csokkent, mig az APOB (54%, p <
0,01) és APOB/HSP (53%, p < 0,001) himek méjaban kozel a felére esett vissza.
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14.4bra A nem, az elhizds és a HSPB1-tiltermelés hatisa a majban mért relativ génexpresszios
kiilonbségek hétérképe. Az RT-PCR soran vizsgaltuk a lipidanyagcsere, gyulladasos citokinek és endokrin
faktorok relativ génexpresszids valtozasait. WT = normal diétan tartott vad tipusu, HSP = normal diétan
tartott HSPB1 ttltermeld, APOB = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 taltermel6 és APOB/HSP
= magas zsirtartalma diétan tartott APOB-100 és HSPBI1 taltermeld egerek. WT néstény vs. WT him
Osszehasonlitasnal a célgének néstényekben mért relativ expresszidjat hasonlitottuk a himekben detektalt
szintekhez (az eredmények sz4zalékban, ahol a himcsoport = 100%). HSP vs. WT, APOB vs. WT, valamint
APOB/HSP vs. WT 0Osszehasonlitdsoknal a transzgenikus allatok génexpressziojat a WT ndstény €s him
allatokhoz viszonyitottuk kiilon-kiilon (az eredmények szazalékban vannak megadva, ahol a WT csoportok
=100%), n = 6/csoport.

42.6 A HSPBI1 tultermelés nem befolyasolta az elhizassal 06sszefliggd
morfologiai elvaltozasokat a szivben, ugyanakkor bal kamrai hipertrofiat
1dézett el6 az egészséges allatokban

Annak vizsgalatara, hogy a HSPB1 tultermelése befolyasolja-e a sziv morfologidjat és
miikddését 9 honapos korban transthoracalis echokardiografiat végeztiink, majd a kisérlet
végén a szivtomeg lemérését kovetden meghataroztuk a kardiomiocitdk keresztmetszeti
teriiletét, valamint a bal kamra génexpresszids valtozasait is. A szivtomeg (15A abra) és
a kardiomiocitak keresztmetszeti teriilete (15B abra) szignifikansan alacsonyabb volt a
ndstény csoportokban a himekhez képest genotipustol fiiggetleniil, megerdsitve a nemek
kozotti kiilonbségeket a sziv méretében. Az APOB himeknél az anterior falvastagsag
szisztoléban (AWTs; 15C abra) €s az inferior falvastagsag diasztoléban (IWTd; 15F abra)
szignifikansan nagyobb volt, mint a WT himeknél. Emellett az LVESD és az LVEDD is
jelentdsen csokkent az APOB himeknél (15GH abra), illetve az FS is emelked6 tendenciat
mutatott (16C abra) a WT himekhez képest, ami bal kamrai hipertrofia kialakulasara utal.
Ennek megfeleléen az APOB és APOB/HSP him éllatoknél az LVEDV, az SV és a CO is
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szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest (16BDE ébra).
Tovabba, a diasztolés funkciot jelzd e’ paraméter szignifikansan lecsokkent (16G dbra),
mig az E/e’ ardny jelent6sen magasabb volt az APOB himeknél a megfelelé6 WT
csoporthoz viszonyitva (16H dbra), ami diasztolés diszfunkci6 kialakulasat jelzi.

Ezzel szemben az APOB ndstényeknél nem volt szignifikdns kiilonbség a
falvastagsdgban a WT ndstényekhez képest (15C-F é&bra), ugyanakkor az LVEDD
szignifikansan alacsonyabb volt, ami a relaxacio karosodasara utalhat (15H abra). Ezzel
szemeben az LVESV jelentésen megndvekedett, ami a kontrakcio kérosodasat jelzi (16A
abra). Az LVEDV enyhe novekvo tendenciat mutatott (p = 0,066), ami bal kamrai EF
csokkenéséhez vezetett a WT ndstényekhez képest (16ABF abra). Emellett az E/e’ érték
jelentdsen magasabb volt az APOB ndstényekben a WT ndstény csoporthoz képest
(16GH ébra).

A HSPBI tultermelés esetében az AWTs és az AWTd jelentésen nagyobb volt, és az IWTs
is novekvd tendenciat mutatott (p = 0,091 ndstényekben), mig az LVESD szignifikdnsan
lecsokkent a megfeleld6 WT csoportokhoz képest (15C-EG é&bra), ami a bal kamrai
hipertrofia kialakuldsat jelzi. Emellett a HSP himekben az IWTd is szignifikansan
megnodvekedett a WT himekhez képest (15F abra). Ezen kiviil a szisztolés paraméter FS
megnodvekedett a human HSPB1 tultermelés hatasdra a WT csoportokhoz képest (15G
abra). Erdekes modon nem volt szignifikans kiilonbség az LVESV, LVEDYV, SV, CO, EF,
e’ és E/e’ értékekben a HSP és a WT csoportok kozott (16A-CE-H abra). A HSPBI
taltermelése nem befolyédsolta az elhizds kovetkeztében kialakuld morfolégiai
elvaltozdsokat a szivben, mivel nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a mért bal
kamrai falvastagsagokban és atmérdkben, valamint a hemodinamikai és diasztolés
funkcionalis paraméterekben az APOB/HSP ¢és az APOB éllatok kozott (15-16 abra). Az
RT-PCR vizsgélatok alapjan a WT ndstények bal kamrajaban a 7nf expresszidja
szignifikansan alacsonyabb, mig a Lepr expresszioja szignifikdnsan magasabb volt a
himekhez képest (17. dbra). Tovabba a HSPBI1 tultermelés fokozta a Lepr expressziojat
himekben, kiilondsen az APOB/HSP csoportban (241%, p < 0,01).
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15.4bra A nem, az elhizdas és a HSPBI1-tiltermelés hatasa a sziv morfologiai és funkcionalis
paramétereire. A: Szivtomeg; B: Kardiomiocitak keresztmetszeti teriilete; C: Anterior bal-kamrai
falvastagsag szisztoléban (AWTs); D: Anterior bal-kamrai felvastagsag diasztoléban AWTd); E: Inferior
falvastagsag szisztoléban (IWTs); F: Inferior falvastagsag diasztoléban (IWTd); G: Bal-kamrai
végszisztolés atmérd (LVESD); H: Bal-kamrai végdiasztolés atméré (LVEDD). WT = normal diétan tartott
vad tipust, H = normal diétan tartott HSPB1 taltermeld, A = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100
tultermel6 €s A/H = magas zsirtartalmua diétan tartott APOB-100 és HSPB1 taltermeld egerek. Az értékek
atlag + SEM formdjaban vannak megadva; n = 11-12/csoport; p <0,05 H vs. WT, 2p<0,05 A vs. WT,
Op<0,05 A/H vs. H, p < 0,05 néstény vs. him.
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16.4bra A nem, az elhizids és a HSPBI1-tiltermelés hatisa a sziv morfoléogiai és funkcionalis
paramétereire. A: Bal-kamrai végszisztolés térfogat (LVESV); B: Bal-kamrai végdisztolés térfogat
(LVEDV); C: Frakcionalis rovidiilés (FS); D: Verétérfogat (SV); E: perctérfogat (CO); F: Ejekcios frakeio
(EF); G: e’ sebesség; H: E/e’ arany. WT = normal diétan tartott vad tipusti, H = normal diétan tartott HSPB1
tultermeld, A = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 taltermel6 és A/H = magas zsirtartalmu diétan
tartott APOB-100 és HSPB1 taltermel6 egerek. Az értékek atlag + SEM forméjaban vannak megadva; n =
11-12/csoport; $p < 0,05 H vs. WT, p < 0,05 A vs. WT, %p <0,05 A/H vs. H, *p <0,05 néstény vs. him.
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17.abra A nem, az elhizas és a HSPBI1-tiltermelés hatisa a szivben mért relativ génexpresszids
kiilonbségek hétérképe. Az RT-PCR soran vizsgaltuk a lipid- és glilkozmetabolizmus, valamint a
gyulladasos citokinek relativ génexpresszios valtozasait. WT = normal diétan tartott vad tipusu, HSP =
normal diétan tartott HSPB1 tultermeld, APOB = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 taltermeld
és APOB/HSP = magas zsirtartalmu diétan tartott APOB-100 és HSPBI taltermeld egerek. WT ndstény vs.
WT him 6sszehasonlitasnal a célgének ndstényekben mért relativ expresszidjat hasonlitottuk a himekben
detektalt szintekhez (az eredmények szazalékban, ahol a himcsoport = 100%). HSP vs. WT, APOB vs. WT,
valamint APOB/HSP vs. WT 6sszehasonlitasoknal a transzgenikus allatok génexpressziojat a WT ndstény
¢és him allatokhoz viszonyitottuk kiilon-kiilon (az eredmények szdzalékban vannak megadva, ahol a WT
csoportok = 100%), n = 6/csoport.
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5 DISZKUSSZIO

Az eclhizds egy olyan komplex tiinetegyiittes, amely egyben szamos betegség
rizikofaktora is, azonban multifaktoridlis mivolta miatt az altala indukalt korképek kozotti
pontos Osszefiiggések még nem teljesen ismertek. Az inzulinérzékeny szovetekben
megjelend — ideértve a zsirszOvetet, a majat, az izomzatot ¢s a hasnyalmirigyet —
szisztémads, kronikus, alacsony foku gyulladt allapot jellemzi. A gyulladdsos valasz
kialakuldsaban kulcsszerepet jatszanak az immunrendszer aktivalt sejtjei, elsdsorban a
makrofagok, amelyek felhalmozodnak ezekben a szovetekben, és fokozzdk a pro-
inflammatorikus citokinek expresszidjat (Rohm ¢és mtsai. 2022). Az elhizassal tarsult
szamos korallapot — példaul a T2DM, a MASLD, CVD, illetve bizonyos daganatos
megbetegedések — patogenezisében ez az enyhe, de perzisztdld gyulladasos hattér
meghataroz6 szerepet jatszhat. Ennek ellenére a gyulladdsos folyamatok pontos
mechanizmusa jelenleg még nem egészében tisztazott. Ezért vizsgalataink egyik f6 célja
az elhizas soran fellépd gyulladdsos folyamatok, és ezzel parhuzamosan a tarsbetegségek
tiineteinek vizsgalata volt. Ezen kiviil, mivel egyre tobb adat utal a HSP-k
gyulladésszabdlyozo feladataira, azt is megvizsgaltuk, hogy egy kismolsuly
hésokkfehérje, a HSPB1 hogyan befolyéasolja a tiinetek kialakulasat. Kisérleteinkhez
tobbféle diéta-indukalt és genetikailag mddositott elhizdsmodellt hasznaltunk, valamint
vizsgaltuk a nemi kiilonbségeket is.

A HFD-modellt széles korben alkalmazzak a MetS, beleértve az elhizas, a hiperlipidémia
¢s a hiperglikémia vizsgalatara (Li és mtsai. 2020). Ugyanakkor korabbi adatok arra
utalnak, hogy a hozzdadott cukrok, kiilondsen a fruktdoz, modosithatjdk a HFD
metabolikus hatasait (Softic és mtsai. 2019). A fruktdz anyagcseréje jelentds mértékben
eltér a gliikozEétol: nem stimulalja az inzulinszekrécidt, és metabolizmusa dontéen a
hepatocitakban zajlik (Softic és mtsai. 2017). Ezen tilmenden a fruktoz erételjes lipogén
hatéssal rendelkezik, mivel elsegiti a zsirsavszintézist és aktivalja annak kulcsenzimeit
(Softic és mtsai. 2019). Ennek kovetkeztében a talzott fruktozbevitel jelentés mértékben

hozzajarulhat a MASLD ¢és a mdjban kialakuld IR progressziojdhoz (Softic és mtsai.
2020).

Ennek megfeleléen a HFD és HFD+FR modellek kozott szamottevd kiilonbséget
talaltunk bizonyos elhizassal osszefliggd koros elvaltozas tekintetében. Erdekes médon,
bar az 5 honapon at tartd6 HFD szignifikans testtomeg-novekedést és enyhe MASLD-t
eredményezett, nem alakitott ki IR-t. Ezzel szemben azoknal az egereknél, amelyek HFD
mellett fruktozzal dusitott ivovizet is kaptak, az OGTT soran magasabb csucsgliikdz-
koncentraciokat mértiink. Ez arra utal, hogy a HFD-+FR kombinacié a
gliikozmetabolizmusra karosabb hatast gyakorol, mint a HFD 6nmagéban, €s eldsegiti az
IR kialakulasat. Tovabba, a HFD +FR diéta nemcsak nagyobb mértékii testtomeg-
novekedést okozott, hanem sulyosabb madjszteatozist és a BAT-ban is fokozott
lipidakkumuléciot valtott ki a HFD-hez képest. A WAT-tal ellentétben a BAT elsddleges
funkcidja nem az energiatarolds, hanem a remegés nélkiili hétermelés (non-shivering
thermogenesis), ezért a barna adipocitak szamos apro lipidcseppet tartalmaznak. Azonban
tulzott kaldriabevitel hatasara lipidfelhalmozodas figyelheté meg a BAT-ban is, amelynek
szerkezete ilyenkor a WAT-hoz kezd hasonlitani: az adipocitdk kevesebb, de nagyobb
lipidcseppet tartalmaznak (T6th és mtsai. 2021). Ilyen morfologiai elvaltozasok kizardlag
a HFD + FR csoportban voltak megfigyelhetok. A szérum lipid paraméterek tekintetében
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ugyanakkor nem taldltunk kiilonbséget a két modell kozott. Bar a TG-szint egyik diéta
hatasara sem emelkedett szignifikdnsan, az LDL- ¢s HDL-koleszterinszintek hasonld
mértékben novekedtek mindkét diéta kovetkeztében. Ez arra utal, hogy a szérum
hiperlipidémia kialakulasaért elsdsorban a zsirfogyasztas felelds, és a fruktozbevitel —
legalabbis a jelen vizsgélt egérmodellben — nem gyakorol tovabbi jelentds hatast erre a
paraméterre. A MASLD a TG-akkumulédci6 altal kivaltott elvaltozasok folyamatat
foglalja magaba, amely a korai szteatozistol a kronikus gyulladassal jard
szteatohepatitiszen at akar fibrozisig és cirrozisig is terjedhet (Adams és mtsai. 2005;
Kopec és Burns 2011). Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a HFD 6nmagaban enyhe
szteatdzist okozott, mig fruktdéz kiegészitéssel sulyosabb korformék alakultak ki. A
lényegesen magasabb NAS a fokozott lipidfelhalmozas és a felfujt majsejtek
kovetkezményeként alakult ki. Ezzel 06sszhangban tobb, lipidakkumuléacid
szabalyozasaban szerepet jatszo gén — mint példaul a lipoprotein lipazt kodold gén, a
zsirsavtranszlokaz Cd36, valamint az irizin molekulat kddold Frdc5 — expresszidja mar
HFD hatésara is emelkedett, a HFD +FR esetén pedig még magasabb szintet ért el.
Ugyanakkor majgyulladasra utald szovettani elvaltozasokat, illetve fokozott hepatikus
citokinexpressziot nem detektaltunk. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a fruktoz
kiegészités sulyosbitja a lipidfelhalmozodast, ugyanakkor a betegség ezen stddiumaban
még nem valt ki gyulladésos valaszt a majban.

Jelenlegi ismereteink szerint az elhizassal 6sszefiiggo szisztémas gyulladas f6 mediatorai
a WAT altal termelt citokinek és mas, hormonszeri molekulak (Khanna és mtsai. 2022).
Mivel a fruktéz kiegészités sulyosbitotta a metabolikus elvaltozasokat, erdteljesebb
gyulladdsos valasz megjelenésére szamitottunk ezekben az é&llatokban. Ennek
megfelelden tobb gyulladasos jellemz6t vizsgaltunk, igymint a citokinexpressziot és az
immunsejt-aktivaciot kiilonbozd szervekben €s a vérben. Modelljeinkben a testtomeg
novekedésével parhuzamosan emelkedett a Lep gén expresszidja, ugyanakkor a két diéta
kozott nem mutatkozott szignifikans kiillonbség ezen a téren. Harom gyulladéasos citokin
(Tnf, 1110 és Tgfb) expresszidja szignifikdnsan emelkedett HFD hatdsara, amelyet a
fruktoz tovabb fokozott. Ezzel szemben az 1/6 és [/1b mRNS szintje nem mutatott
emelkedést az elhizott allatok vWAT-jaban. A leptin és a TNFa szérumkoncentracioi
Osszhangban voltak a zsirszovetekben mért mRNS szintekkel. Ezzel szemben az 111H gén
expresszidja sem a vVWAT-ban, sem a BAT-ban nem mutatott ndvekedést a diétak hatdsara,
mig fehérje szinten magasabb koncentraciot mértiink a vérben az elhizott allatoknal az
ND csoporthoz képest, ami arra utal, hogy az IL-1p keringésben megjelend forméja mas
forrasbol szarmazhat. Egyes feltételezések szerint a vérbe kivalasztott citokinek
hozzajarulhatnak az IR kialakulasdhoz. Mind a TNFa, mind az IL-1 képesek lehetnek
befolyédsolni az inzulinszignal utvonalait, ugyanakkor korabbi eredmények szerint a
TNFa keringési szintje még elhizott betegekben is alacsonyabb, mint a bioldgiailag
hatékony koncentracié (Rohm ¢és mtsai. 2022). Kisérleteinkben a TNFa szérumszintje
magasabb volt a HFD + FR csoportban, ami 6sszhangban all a csoportban kimutatott
magasabb IR-rel. Ezzel ellentétben az IL-1f szérumkoncentracidja nem kiilonbozott a két
diétas csoport kozott, ami arra utal, hogy az IL-1 6nmagédban nem elegendd az IR
kialakulasdhoz. Mivel a gyulladdsos citokinek emelkedett szérumkoncentracioja
kronikus szisztémds gyulladasra utal, a szisztémas immunvalasz jellemzésére egysejt
immunfenotipizalast végeztiink a vér, a csontveld és a 1ép fébb immunsejt-populacidin.
A legmarkénsabb valtozadsokat a CD69 ¢és CD44 felszini fehérjék expresszidjaban
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észleltiik. A CD69 az immunsejtek korai aktivacios markere, és kulcsszerepet tolt be az
immunvalaszok szabalyozasdban (Cibrian ¢és Sanchez-Madrid 2017). Az elhizott
allatokban fokozott CD69 felszini expresszidt mutattunk ki a csontvel6i T-sejteken és
NK-sejteken, valamint a vér- és 1ép-eredetli B-sejteken. Ezzel szemben a keringd NK-
sejteken a CD69 expresszio csokkenését figyeltilk meg elhizas hatdsara. Mivel a CD69
kulcsszerepet jatszik az NK-sejtek tumorellenes aktivitasanak (tumorsejt-lizis)
meginditasaban (North és mtsai. 2007), csokkent expresszidja gatolhatja a daganatokkal
szembeni immunvalaszt. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy az elhizas
kedvezotlen hatassal van az NK-sejtek mikodésére, €s ezen keresztiil hozzajarulhat a
daganatfejlodéshez (Bdhr ¢és mtsai. 2020). A diétas kezelések hatasara tovabba
szignifikansan fokozddott a CD44 felszini expresszioja kiilonbozé immunsejt-tipusokon,
tobbek kozott B-sejteken, makrofagokon, valamint CD4+ és CD8+ T-limfocitakon. A
CD44 egy multifunkcionalis sejtfelszini glikoprotein, a hialuronsav €s az oszteopontin
receptoraként ismert, mely részt vesz a T-sejtek ¢és NK-sejtek aktivacidjaban,
gyulladas kialakuldsadra az elhizott allatokban. Ugyanakkor a CDA44-t nemcsak
immunsejtek, hanem maés sejttipusok, példaul hepatocitdk és adipociték is expresszaljak,
¢s szerepe van a diéta-indukalta gyulladdsos folyamatokban is (Kang és mtsai. 2013). Ez
utobbit RT-PCR eredményeink is alatimasztjak, amelyek szerint a Cd44 gén expresszidja
jelentésen megnétt a vWAT-ban, parhuzamosan a gyulladasos citokinek fokozott
expressziojaval. Korabbi vizsgalatokban szubkutan zsirszovetben emelkedett CD44+ T-
sejt-aranyt figyeltek meg HFD-vel kezelt egerekben (Yang és mitsai. 2010), ami
hozzajarulhatott a Cd44 mRNS szint ndvekedéséhez jelen modelliinkben is. Ugyanakkor,
a korabbi kutatdsokkal 6sszhangban (Avila-Portillo és mtsai. 2020; Chen és mtsai. 2020),
a CD44 immunfestési eredményeink azt mutattak, hogy a vWAT-ban az endotélsejtek, a
mezenchimalis Ossejtek és kisebb mértékben az adipocitak is fontos forrasai lehetnek a
CDA44 expresszionak. Tovabba meg kell emliteni, hogy a CD44 fontos szerepet tolt be a
progresszidjaban ¢€s metasztazis képzésében is (Senbanjo ¢€s Chellaiah 2017).
Feltételezhetd tehat, hogy a vWAT-ban megfigyelt fokozott CD44 expresszid Ujabb
lehetséges kapcsolatot jelent az elhizés 4ltal kivaltott gyulladas és a daganatos betegségek
fokozott kockazata kozott. Erdekes modon nem talaltunk szignifikans killonbséget a
CD69 és CD44 felszini expresszidjaban a két elhizas-modell (HFD vs. HFD + FR) ko6z6tt,
ami arra utal, hogy mar a mérsékelt fokt elhizas is elegendé ezen immunfenotipusos
valtozéasok kivaltasahoz.

Ennek ellenére eredményeink megerdsitik, hogy a zsirduas tap €s a fruktdztartalmu ivoviz
kombinaciodja hatékonyabb modellt biztosithat a MetS bizonyos tiineteinek vizsgalatahoz,
mint példdul az IR vagy a MASLD. Fontos azonban megjegyezni, hogy a fruktéz
elsdsorban a hepatikus lipid akkumulacioban jatszik szerepet, nem i1déz el6 emelkedett
szérumkoleszterin-szintet (Sziics €s mtsai. 2019), ennek megfelelden a hiperlipidémiat a
mi kisérletiinkben sem stlyosbitotta.

Masik kisérletsorozatunkban ezért az elhizdst genetikai modositds ¢és diéta
kombinacidjanak segitségével modelleztik. Az APOB-100 taltermelése ugyanis
egerekben megnovekedett LDL/HDL aranyhoz vezet, igy egy olyan szérum lipid profil
jellemzi ezeket az allatokat, ami jobban hasonlit az emberéhez. Ennek kovetkeztében
HFD-n tartva ez az egértorzs kivaldo modellként szolgal a hiperkoleszterinémia és az
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érelmeszesedés tiineteinek vizsgalatdhoz (Csont és mtsai. 2007). Ezt jol mutatja, hogy a
HFD-n tartott APOB-100 allataink szérum LDL-koleszterin szintje tobb mint kétszerese
volt a HFD+FR é&llatokban mérhetd értéknek, annak ellenére, hogy testtomegiik
megkdzelitéleg azonos volt. A hiperlipidémia mellett a HFD-n tartott APOB-100
allatokban megjelennek az elhizashoz kapcsolhatd egyéb tiinetek és tarsbetegségek is,
ugy, mint az emelkedett éhomi vércukorszint, szisztémas gyulladas, a sziv koros
elvéltozasai vagy a MASLD (Toth és mtsai. 2021, 2022). Fontos megjegyezni azonban,
hogy a NAS ¢és lipidcseppszam értékek alapjan a HFD+FR modellben stlyosabb
szteatdzis alakul ki a majban, mint a HFD-n tartott APOB-s allatokban. Szembetiind
kiilonbség még a modellek kozott, hogy mig a fruktoz kiegészités nem okozott 1ényeges
novekedést a Cd44 expresszidjaban a HFD-vel kezelt allatokhoz képest, a HFD és APOB
tultermelés kombinacioja egy jelentdsen magasabb Cd44 mRNS szintet eredményezett a
vWAT-ban. A CD44 nemcsak az atherogenezisben jatszhat szerepet (Krolikoski és mtsai.
2019), de kimutattdk példaul, hogy kolorektalis adenokarcindbma sejtekben
megemelkedik a Cd44 expresszioja oxidalt LDL-koleszterin kezelés kovetkeztében
(Zheng és mtsai. 2022). Bar az irodalomban szamtalan ellentmondasos adat talalhato a
szérum koleszterinszint és a rak kapcsolatat illetden, tobb tanulmany ravilagit az LDL-
koleszterin daganatos betegségekben betdltott fontos szerepére (Deng és mtsai. 2022),
melyhez elképzelhetd, hogy a Cd44 expressziot befolyasold hatasa is hozzajarulhat. A két
kisérletsorozatban hasznalt allatok eltérd életkora és a kiillonb6z6 hosszusagu diétak miatt
természetesen a két modell preciz Osszehasonlitisdhoz az eredmények célzott
kisérletekkel torténd megerdsitése is sziikséges lenne. Azonban az APOB-s allatokban
megfigyelheté magasabb szérum LDL szint és a fruktdzzal kezelt allatokra jellemz6
sulyosabb zsirmaj jol illeszkedik az irodalmi adatokhoz.

Masodik kisérletsorozatunkban kiilon figyelmet forditottunk a nemi kiilonbségek
vizsgalatara is. Mar korabbi tanulméanyaink soran is megfigyeltiik, hogy az elhizashoz
kapcsolddo bizonyos tiinetek stilyosabb formaban jelentkeznek a HFD-n tartott APOB-
100 him allatokban, mint a ndstényekben (Toth és mtsai. 2021, 2022), amit mostani
eredményeink is megerdsitenek. Mig a teststly és az LDL-koleszterinszint mindkét
nemben megemelkedett, magas szérum gliikéz- és TG-szint csak a himekben volt
megfigyelhetd. Ezen kiviil a MASLD kialakulasat kizarolag az APOB him egyedeknél
észleltik HFD hatasara. NOstény APOB egerekben azonban sem a m4j tdmege, sem a
elvaltozasok is stlyosabbak voltak a him APOB éllatokban a ndstényekhez képest. Az
APOB himeknél a bal kamrai hipertréfia €s a diasztolés diszfunkcié megtartott EF-fel jart
egyiitt, ami az aranyosan csokkent LVEDV-nek és LVESV-nek, a csokkent SV-nek és
CO-nak koszonhetd. Ezzel szemben az APOB ndstényeknél ardnytalanul megnovekedett
LVEDV-t ¢s LDESV-t mértiink, aminek kdvetkeztében csokkent EF-t mutattak enyhe
diasztolés diszfunkcidval.

Az 6sztrogén protektiv hatdsain tGlmenden (Minta és mtsai. 2018; Zhu és mtsai. 2013) a
nbstény egerek nagyobb leptin-érzékenysége is hozzdjarulhat ehhez a jelenséghez.
Génexpresszids vizsgalataink szerint ugyanis a leptin receptor expresszios szintje
mindharom vizsgalt szovettipusban magasabb volt a vad tipusti ndstényekben a himekhez
viszonyitva, ami szintén egybevag korabbi eredményeinkkel. A leptin egy elsdsorban
zsirsejtekben termelddd adipokin, mely az étvagy csokkentd hatasa révén fontos szerepet
jatszik az energiahomosztazis és a testsuly fenntartdsaban. Leptin receptorok azonban
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nemcsak az agyban, hanem periférids szovetekben is megtalalhatoak, mint példaul a
majban, az izomban vagy a zsirszovetben. Kimutattdk, hogy a periférias
leptinrezisztencia a lipid- és gliikozanyagcsere felboruldsdhoz vezet, ezaltal hozzéjarulhat
az elhizds soran kialakulo tiinetek stlyosbodasdhoz (Sainz és mtsai. 2015).
Elképzelhetonek tartjuk, hogy az egészséges ndstényekben megfigyelt magasabb leptin
receptor expresszio is szerepet jatszik abban, hogy ellenallobbak a diéta altal kivaltott
tiinetek kialakulasaval szemben.

Ezen kiviil a vWAT génexpresszids mintdzatanak vizsgalata soran azt is megfigyeltiik,
hogy Tnf expresszid csak az elhizott him allatokban emelkedett jelentésen. A TNFa tobb
kronikus betegség mellett az elhizassal is Osszefligg, és a zsirszovet altali fokozott
termelése hozzajarulhat szamos elhizassal kapcsolatos tiinet kialakulasdhoz, példaul IR-
hez (Draznin 2006; Tzanavari és mtsai. 2010), hipertrigliceridémidahoz (Makoveichuk és
mtsai. 2017), MASLD-hoz (Lu és mtsai. 2022) vagy a sziv funkciondlis zavarahoz
(Gutiérrez-Cuevas és mtsai. 2021). Ezért a Tnf expresszid jelentds novekedésének hianya
a VWAT-ban mind az APOB, mind az APOB/HSP ndstények esetében dsszhangban all a
fentebb emlitett tiinetek enyhébb megjelenésével.

Az elmult évek kutatasai egyre tobb bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a molekularis
chaperonok kozé tartozo HSP-k szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatok és bizonyos
metabolikus zavarok szabalyozasdban (Dukay és mtsai. 2021, 2019; To6th és mtsai. 2015).
Vizsgalataink sordn szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a HSPBS5 fehérjét kodolo
Cryab mRNS szintjében a vWAT-ban a HFD, a HFD + FR ¢és a HFD/APOB modellek
esetében is. Az endogén Hspbl génexpresszidjdban egy kisebb mértékii, de szignifikans
emelkedést tapasztaltunk a HFD+FR 4llatok esetében, mig a Hspal expresszidja
mindharom modellben csdkkend tendenciat mutatott. Ezenkiviil erds pozitiv korrelaciot
talaltunk a Lep és a Cryab gének expresszios szintjei kozott. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a kismolsulyt hdsokkfehérjék részt vehetnek az elhizéssal Gsszefiiggd
anyagcsere-eltérések szabdlyozasdban. Ez Osszhangban 4ll korabbi kutatasokkal,
amelyek szerint az HSPBS adipokinként funkciondlhat (Lehr és mtsai. 2012), és a
HSPB2-vel  egyiitt  szerepet  jatszhat a  diéta-indukélt  cukorbetegség
patomechanizmusaban (Toft és mtsai. 2016). A HSPB1 ilyen iranyt hatasairol azonban
kevesebb adat all rendelkezésiinkre, ezért masodik kisérletsorozatunk fokuszaban ez a
hésokkfehérje allt. Bar a HSP-ket sokdig intracellularis fehérjéknek tekintettéek,
szekréciojuk mara jol ismert jelenség, €s egyre tobb adat utal arra, hogy a sejtek altal
termelt exoszomakban a HSPB1 is megtalalhato (De Maio ¢és mtsai. 2019; Rayner ¢és
mtsai. 2009). A kismolsulyd HSP-k extracellularis jelenlétét kiilonb6zé koros
allapotokkal hoztak Osszefiiggésbe. A HSPBI1-et kimutattdk tobbek kozott kiilonféle
daganatok, kronikus pancreatitis vagy akut iszkémids stroke esetén is a betegek szérum
mintaiban (Fanelli és mtsai. 1998; Gruden és mtsai. 2013; Liao ¢s mtsai. 2009), emellett
iszkémiat kovetden szivizomsejtekbdl is szekretalodik HSPB1 (Jin és mtsai. 2014).
szerepet jatszo acetilalt LDL, mind az dsztrogénkezelés. Ennek megfeleléen korabban
megfigyelték, hogy a HSPB1 szérumszintje magasabb a HFD-vel taplalt APOE-/-
ndstény egerekben, mint a himekben, és ez forditott ardnyban all az atheroszklerotikus
1ézidk teriiletével. Raadasul az extracelluldris HSPB1 képes csokkenteni az acLDL
makrofagok 4ltali felvételét, ezaltal gatolni a habsejt-képzddést és a hozza kapcsolodo
gyulladast, ami azt jelzi, hogy a keringd HSPB1 6sztrogénfiliggd, érelmeszesedés-ellenes
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hatassal bir (Rayner és mtsai. 2008, 2009). Ezzel szemben jelen vizsgélatunkban
kimutattuk, hogy a HSPBI1 ttltermelése tovabbi testtomeg-novekedést idézett el6 a HFD-
vel taplalt APOB-100 taltermeld ndstény egerekben, mig a himek testtomege nem
valtozott. Tanulmanyunk egyik legérdekesebb megfigyelése a HSPB1 taltermelésének
ellentétes hatdsa a szérum LDL-koleszterinszintre a két nemben: mig az APOB/HSP
himeknél a szérum LDL szignifikdnsan alacsonyabb volt a vad tipushoz képest, addig
néstény APOB allatokban a HSPB1 tultermelése az LDL-szint ndvekedésének iranyaba
hatott. A csokkent LDL-koncentraci6 az APOB/HSP himek esetében arra utal, hogy a
HSPBI1 tultermelése kozvetlen védd hatassal bir a hiperkoleszterinémiaval szemben.
Ezzel parhuzamosan az elhizas hatasara megemelkedd Cd44 génexpressziot a HSPB1
taltermelése kozel felére csokkentette a him allatok zsirszovetében. A CD44 egy
membranreceptor melynek szintje megemelkedik elhizds sordn mind a méjban, mind a
zsirszovetben, €s fontos szerepet jatszik a MetS tobb aspektusaban, igy az IR-ben,
szteatozisban ¢s gyulladdsban (Kang és mtsai. 2013). Kimutattdk tovabba, hogy a
makrofag infiltracid és a Tnf expresszio alacsonyabb szintli HFD-vel taplalt CD44 knock-
out egerek zsirszovetében a vad tipushoz képest (Kang és mtsai. 2013; VerHague és mtsai.
2022). Ezek alapjan elképzelhetd, hogy az APOB/HSP himekben megfigyelhetd
alacsonyabb Cd44 expresszi6 Osszefliggésben all a Tnf expresszid csokkend
tendenciajaval, ami a HSPB1 gyulladascsokkentd hatasaira utal (Park és mtsai. 2003).

A himekkel ellentétben a néstény APOB/HSP egerekben megfigyelt testtomeg-ndvekedés
¢s emelkedett LDL-szint azt a lehetdséget veti fel, hogy a HSPBS és HSPB2 fehérjékhez
hasonléan a HSPBI is szerepet jatszhat a HFD-indukalt metabolikus eltérések
kialakuldsédban. Fontos azonban megjegyezni, hogy a magasabb testtdmeg ellenére az
elhizassal Osszefliggo tiinetek és tarsbetegségek sem sulyosbodtak tovabb az APOB/HSP
néstényekben. Epp ellenkezéleg, a gyulladasos citokinek génexpresszidjaban inkabb egy
csokkend tendenciat figyelhetliink meg az APOB/HSP ndstények esetében, mind a méj-,
mind a zsirszovetben az APOB csoporttal Osszehasonlitva. Az elhizas és a HSPB1
tultermelésének egy masik érdekes, nemek kozotti eltérést mutatd hatasa az Fgf2l
expresszios szintje esetén figyeltiik meg. Az FGF21 egy peptid hormon, melynek az
energiahomeosztazis szabalyozasaban van szerepe. Az Fgf21 expresszidja szignifikansan
csokkent az APOB him csoportban, amit a HSPB1 tultermelés nem befolyasolt. Ezzel
szemben az Fgf2] mRNS szintje enyhén emelkedett az APOB ndstényekben, és az
APOB/HSP csoportban jelentdsen magasabb volt. Habar a keringd FGF21 6 forrdsa a
maj, mas szervek, példaul a zsirszovetek is kifejezik azt (van Baak €és mtsai. 2020).
Korabbi vizsgalatok szerint az FGF21 autokrin moédon is szabalyozhatja az adipocitdkban
zajlo folyamatokat, példaul a gliikozfelvételt (Justesen €s mtsai. 2020), vagy a fehér
zsirszovet barnulasat (Abu-Odeh és mtsai. 2021). HFD-vel taplalt inzulinrezisztens
egerekben a WAT-specifikus FGF21 tultermeltetés javitotta az anyagcsere-funkcidkat
azaltal, hogy csokkentette a gyulladast, az IR-t és a szteatozist (Queen és mtsai. 2021).
Feltételezziik, hogy az APOB/HSP ndstények vWAT-jaban tapasztalt magas Fgf2]/
expresszid hozzdjarulhat az anyagcsere egészségének meglrzéséhez a magasabb
testtomeg ellenére is.

Ezen feliil kimutattuk, hogy az Lpl expresszidja megemelkedett az APOB egerek majaban
mindkét nemben. Erdekes moédon az APOB him egerek Lpl expresszidja tovabb nétt
HSPBI1 tultermelés hatasara, mig az APOB/HSP ndstényekben normalizalodott. Az LPL
a lipoproteinek altal szallitott TG-k hidroliziséért felelds, és fontos szerepet tolt be a
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lipidanyagcsere szabalyozasaban. Bar normalisan feln6tt korban alacsony az expresszidja
a majban, MASLD-s betegekben megfigyelhetd a szintjének emelkedése (Teratani és
mtsai. 2019; Westerbacka és mtsai. 2007). Emellett kimutattdk, hogy a majban térténd
tultermelése felgyorsitja a TG felhalmozddasat (Kim és mtsai. 2001), ami alatamasztja az
LPL szerepét a MASLD kialakuldsdban. Ennek megfelelden a legmagasabb Lpl
expressziot az APOB és APOB/HSP himek majaban figyeltiikk meg, parhuzamosan a
jelentds zsirmaj jeleivel. Erdekes médon, habar az APOB ndstényekben nem alakult ki
MASLD, az Lpl expresszi6 esetiikben is megemelkedett, ami arra utal, hogy a magas LPL
szint onmagaban nem elég a betegség kialakulasdhoz. Mindazonaltal az APOB/HSP
ndstényekben normalizalodott Lpl expresszid hozzajarulhat ahhoz, hogy a magasabb
testtomeg ¢s szérum LDL-szint ellenére sem alakult ki szteatozis ebben a csoportban.
Ezen eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy a HSPBI1 tialtermelddése képes
ellensulyozni a HFD kéros hatasait az APOB n6stényekben, lehetévé téve szamukra az
energiatartalékok novelését negativ kovetkezmények nélkiil.

Korabbi eredmények szerint a HSP-k kardioprotektiv szerepet toltenek be (Tarone és
Brancaccio 2014), modelliinkben azonban a HSPBI tultermelés dnmagaban nem tudta
megsziintetni ezeket a tiineteket. Erdekességként viszont egészséges egerekben varatlan
hatast figyeltlink meg: mind a him, mind a ndéstény HSPBI1-taltermel6 allatok bal
kamrajaban a falvastagsag novekedését detektaltunk, a vad tipusu allatokhoz képest. Ez
HSPBI altal indukalt szivizom hipertrofiara utal, amely azonban nem jar egyiitt diasztolés
diszfunkcioval. Ismert, hogy példaul testmozgas hatasara kialakulhat egy adaptiv,
fiziologias hipertrofia, melyben a HSP-nek is szerepe lehet. Megfigyelték ugyanis, hogy
a HSP-k, koztik a HSPBI expresszioja megemelkedik testmozgds hatasara a
szivizomszOvetben, mig a HSF1 csokkent szintje rontja az adaptiv stresszvélaszt az edzés
soran, ami szivfunkcids zavart eredményez (Sakamoto és mitsai. 2006). Kisérleteink
eredményei felvetik annak lehetdségét, hogy a HSPB1 nemcsak gatolja a hipertrofiaval
jaro szivfunkcids zavarok kialakuldsat, hanem maga is részt vehet az adaptiv hipertrofia
folyamataban.

Osszegzésként elmondhatd, hogy bar a HFD 6nmagéaban is alkalmas bizonyos elhizassal
kapcsolatos paraméterek vizsgalatara, a fruktoz kiegészitéssel alkalmazott HFD + FR
modell jobban tiikr6zi a nyugati tipusu diéta metabolikus hatdsait. A HFD +FR
csoportban a testtomeg és a maj zsirfelhalmozddasa nagyobb mértékben novekedett, és
csak ebben a csoportban alakult ki IR. Ennek megfelelden a fruktoz kiegészités fokozta a
szérum TNFa szintjét, valamint bizonyos citokinek expressziojat a fehér- és barna
zsirszovetben, ami fokozott szisztémas gyulladasra utal. Mindazondltal, a két
elhizasmodell kozott megfigyelt kiillonbségek ellenére mindkettd esetében kimutathatok
voltak olyan immunfenotipusos eltérések, amelyek osszefliggésbe hozhatdok az elhizéssal
jardé daganatos betegségek fokozott kockdzataval. Megfigyeltiik tovabba, hogy a fenti,
pusztan diéta-indukalt modellekkel szemben a HFD APOB-100 taltermeléssel torténd
kombinacidja magasabb szérum LDL-szintet és vWAT (Cd44 génexpressziot
eredményezett. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy jovobeli kisérleteinkhez a human
diéta és az emberekben elhizds soran lejatsz6d6d folyamatok még pontosabb
modellezéséhez egy HFD+FR diétan tartott APOB-100 modell lenne a legmegfeleldbb.

Eredményink tovébba arra is ramutatnak, hogy a HSPBI1 részt vehet az elhizassal
Osszefliggd anyagcserezavarok szabdlyozasdban, azonban hatdsa nemi dimorfizmust
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mutat. Els6 megkozelitéste az APOB/HSP ndstényeknél tapasztalt fokozott
testsulynovekedés ¢és emelkedett szérum LDL-szint azt sugallja, hogy a HSPBI
tultermelése hozzéjarulhat az elhizéas karos kovetkezményeihez. Ugyanakkor, a nagyobb
testsuly ellenére, az altalunk vizsgalt tarsbetegségek, mint a gyulladas, zsirmdj vagy
szivfunkcios zavarok, nem mutattak romlast ezekben az allatokban. Tekintettel arra, hogy
korabbi tanulmanyok szerint az extracellularis HSPB1 6sztrogénfiiggd atheroprotektiv
hatassal bir, feltételezhetd, hogy a HSPB1 0Osszetett szabdlyozd szerepet tolt be az
elhizassal Osszefiiggd korfolyamatokban. E tulajdonsdgok megértése eldsegitheti a
jovobeni terapias alkalmazasok fejlesztését. Ugyanakkor kiemelten fontos a nemi
kiilonbségek figyelembevétele a lehetd legoptimalisabb klinikai kimenetelek eléréséhez.
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8 OSSZEFOGLALAS

Az elhizas korképe Osszetett, tobb tényezd altal befolyasolt allapot, amely szamos
betegség kockazati tényezdje. Jellemzdje a szisztémads, kronikus, alacsony foku
gyulladéds, kiilonosen az inzulinérzékeny szovetekben (zsirszovet, madj, izom,
hasnyalmirigy). A gyulladdsban kulcsszerepet jatszanak az immunsejtek, foként a
makrofagok, amelyek fokozzak a gyulladdsos citokinek termelését. Ez a perzisztalo
gyulladés hozzajarulhat tobb elhizassal kapcsolatos betegség — pl. T2DM, MASLD,
CVD, daganatok — kialakulasédhoz. A gyulladas pontos mechanizmusai azonban még nem
teljesen ismertek.

Kutatdsaink célja az elhizassal 0sszefiiggd pathomechanizmusok feltarasa volt, kiilonos
tekintettel a HSPB1 hdsokkfehérjére, mint potencidlis terapias célpontra. Ehhez
kiilonboz6 egérmodelleket €s diétakat, valamint a nemi kiilonbségeket is vizsgaltuk.

A HFD modellt gyakran alkalmazzdk a MetS vizsgalatira, de a fruktoz jelenléte
modosithatja annak hatasait. A fruktéz inzulinfliggetlen anyagcseréje foként a majban
zajlik, mivel fokozza a zsirsavszintézist, ami hozzajarul a MASLD és IR kialakuldsahoz.
Ennek megfelelden kisérletsorozatunk elsé részében egy 5 honapon keresztiil zajlo HFD
¢és 30%-os fruktdzzal kiegészitett HFD kombinacigjat vizsgaltuk. A két modell kozott
szamottevd kiilonbségeket detektaltunk, melyben a 30% fruktéz stlyosabb
anyagcserezavarokat okozott, mint a HFD 6nmagaban: fokozta a testtdomeg-ndvekedést,
a szteatozist, az IR kialakulasat, valamint lipidfelhalmozodast idézett eld a barna
zsirszovetben is. Bar gyulladdsos elvaltozdst nem észleltiink, a fruktéz kiegészités
jelentésen fokozta a lipidmetabolizmust szabalyozd gének expresszidjat, és rontotta a
gliikdztoleranciat. A szérum lipid profilban viszont nem volt kiilonbség a két diéta kozott,
ami a zsirfogyasztds domindns szerepét jelzi ebben a paraméterben. Az elhizassal
Osszefiiggd szisztémas gyulladés f6 forrasai a WAT 4altal termelt citokinek és adipokinek.
A fruktézzal kiegészitett elhizasmodellben fokozott gyulladasos véalaszra szamitottunk,
ezért tobb szinten vizsgaltuk a gyulladasos folyamatokat: citokinexpressziot, immunsejt-
aktivaciot és sejtfelszini markereket elemeztiink kiillonb6z6 szervekben €s a vérben. A
Tnf, 1110 és a Tgfb expresszioja emelkedett HFD hatéséra, amit a fruktoz tovabb fokozott,
mig mas gyulladasos gének (pl. 7/6, 1/1b) nem mutattak jelentds valtozast a zsirszovetben.
A leptin- ¢s TNFa-szintek a szérumban is emelkedtek, kiilondsen a fruktozt is fogyasztd
allatoknal, utalva az IR-rel valo kapcsolatra. Az IL-1p esetében azonban csak
szérumszint-emelkedés volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy f6 szekretal6 forrdsa nem
a zsirszovet. A szisztémas immunvalasz jellemzésére végzett aramlédsi citometrias
vizsgalatok soran fokozott CD69 és CD44 expressziot tapasztaltunk a vér, a csontveld €s
a 1ép fébb immunse;jt-tipuson. Kiilondsen érdekes, hogy az NK-sejtek CD69 expresszioja
a keringésben csokkent, ami karosithatja a tumorellenes immunvalaszt. A CD44
expresszidja nemcsak immunsejteken, hanem a zsirszévet mas sejtjein is fokozodott,
kiilonosen a vVWAT-ban, ami a gyulladas és a daganatkockédzat kozotti Osszefiiggést is
felveti. Noha a frukt6z tovabb stlyosbitotta a metabolikus elvaltozasokat, a CD69 és
CD44 markerek expressziojaban nem volt jelentds kiilonbség a két elhizdsmodell kozott,
ami arra utal, hogy mar a mérsékelt elhizads is elegendé a szisztémas immunvalasz
modositasdhoz.

Kisérletsorozatunk masik részében az elhizast genetikai modositas ¢€s diéta
kombinaciojaval modelleztiik. Az APOB-100 taltermelése egerekben az emberihez
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hasonlé magas LDL/HDL aranyt eredményez, igy a 7 honapos HFD-vel kiegészitve ez a
modell jol alkalmazhaté a hiperkoleszterinémia ¢és érelmeszesedés vizsgalatara.
Ugyanakkor ebben a kisérletben a nemi kiilonbségek vizsgalata is fokuszba kertilt.
Korabbi eredményeinkhez hasonldan, most is azt talaltuk, hogy az elhizashoz kapcsolodo
tiinetek sulyosabbak a him APOB-modell egerekben, mint a ndstényekben. Mindkét
nemnél emelkedett a teststly €s az LDL-koleszterinszint, &m a magas szérum gliikkdz- és
TG-szint csak a himeknél volt jelen. A MASLD kialakulasa kizarolag a him APOB
egereknél volt megfigyelhetd HFD hatasdra, mig a néstényeknél nem nétt sem a méj
tomege, sem a lipidcseppek mérete vagy szama. A sziv morfologiai és funkcionalis
elvaltozasai is erdteljesebbek voltak a himeknél: naluk koéros bal kamrai hipertrofia,
csokkent szivperctérfogat és diasztolés diszfunkci6 jelentkezett, mig a ndstényeknél csak
enyhe bal kamrai hipertrofia volt észlelhetd. Az 6sztrogén védOhatasan til a ndstény
egerek nagyobb leptin-érzékenysége is hozzdjarulhat a nemi kiilonbségekhez.
Génexpresszids vizsgalataink szerint a Lepr szintje mindhdrom vizsgalt szovetben
(VWAT, m4j, sziv) magasabb volt a vad tipusu ndstényekben, ami 6sszhangban van
korabbi eredményeinkkel. A periférids leptinrezisztencia hozzajarulhat az elhizés
szOvOdményeihez, ezért feltételezziik, hogy a ndstények magasabb Lepr expresszidja
segiti ket a diéta okozta tiinetekkel szembeni ellenallasban. Emellett a vVWAT-ban a Tnf
gén csak a him elhizott allatokban mutatott jelentds emelkedést. Mivel a TNFa szamos
elhizassal kapcsolatos betegség — példaul IR, MASLD vagy szivfunkcios zavarok —
kialakulasaban szerepet jatszik, a Tnf expresszio hianya a néstényekben 6sszhangban all
a naluk megfigyelt enyhébb tiinetekkel.

Az elmult évek kutatdsai egyre inkabb alatdmasztjak, hogy a molekuléris chaperonok
koz¢é¢ tartozd hdsokkfehérjék (HSP-k) fontos szerepet jatszanak gyulladasos
folyamatokban és metabolikus zavarok szabdlyozéasaban. Vizsgalataink soran a Cryab
mRNS-szintje szignifikdnsan emelkedett a zsirszovetben mind a HFD, a HFD+FR ¢és a
HFD-vel kombinalt APOB modellekben. Az egerek Hspbl génje is enyhén, de
szignifikdnsan megemelkedett a HFD-+FR allatoknadl, mig a Hspal expresszidja
mindharom modellben csokkent. A Lep és a Cryab génexpressziok erdsen korreléltak,
ami arra utal, hogy ezek a kis hdsokkfehérjék adipokinként is miikédhetnek és szerepiik
lehet az elhizds anyagcsere-eltéréseiben. Mivel a HSPB1-r6l kevesebb adat 4ll
rendelkezésre, masodik kisérletsorozatunkban ezt a fehérjét vizsgaltuk, APOB-100
taltermeld egerek HSPBI1-tultermeldkkel vald keresztezésével. A HSPBI1 taltermelése a
ndstény APOB egerekben fokozta a testtomeg-novekedést, mig a himek testtomege nem
valtozott. Erdekes modon a HSPBI tiltermelése ellentétes hatassal volt a szérum LDL-
koleszterinszintre: a him APOB/HSP egerekben csokkentette az LDL-szintet, mig a
ndstényeknél novelte azt. Emellett a HSPB1 csokkentette az elhizas hatdsara emelkedd
Cd44 génexpressziot a himek zsirszovetében, ami gyulladascsokkentd hatasra utal. A
CD44 membranreceptor szerepet jatszik a MetS szamos tlinetében, igy az IR-ben,
szteatozisban €és gyulladasban, és csokkent Cd44 expresszio mellett a makrofag infiltracid
és a Tnf expresszid is mérséklddik. Osszességében eredményeink szerint a HSPBI
tultermelése nemcsak a koleszterin-anyagcserére, hanem a gyulladasos folyamatokra is
hatassal van, nemi kiilonbségek mellett, igy fontos szerepe lehet az elhizassal 6sszefiiggd
tarsbetegségek szabalyozasaban.

A néstény APOB/HSP egerekben a testtomeg és LDL-szint emelkedése arra utal, hogy a
HSPBI1, hasonléan a HSPBS ¢és HSPB2-hoz, szerepet jatszhat a HFD-indukalt
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anyagcserezavarokban. Ugyanakkor az elhizassal jaro tlinetek nem sulyosbodtak naluk;
sO6t, a gyulladdsos citokinek génexpresszidja csokkent mind a méajban, mind a
zsirszovetben az APOB csoporthoz képest. Erdekes nemi kiilonbség, hogy az Fgf21
expresszidja himeknél csokkent, mig néstény APOB/HSP egerekben jelentdsen nott, ami
hozzajarulhat a metabolikus egészség megoérzéséhez a magasabb testtomeg ellenére. Az
APOB egerek majaban mindkét nemben emelkedett az Lp/ expresszidja. Him APOB/HSP
egerekben az Lpl tovabb nétt, mig néstény APOB/HSP egerekben normalizalodott. A
legmagasabb Lpl expresszid az APOB és APOB/HSP himeknél jelentkezett, egyiitt a
zsirm4j tiineteivel. NOstény APOB egerekben Lp/ n6tt MASLD nélkiil, ami arra utal, hogy
mas tényezok is sziikségesek a betegséghez. Az APOB/HSP ndéstényekben az Lpl
normalizaldédasa hozzéjarulhat a maj lipidfelhalmozo6das hianyahoz a magas testtomeg €s
LDL-szint ellenére. Ez azt sugallja, hogy a HSPB1 taltermelése védo hatasa lehet a HFD
karos kovetkezményeivel szemben ndstény egerekben. A szivparaméterek tekintetében
érdekesség, hogy az egészséges HSPBI-tultermeld egerekben, mindkét nemben,
vastagabb szivizomfalat detektaltunk a bal kamraban a kontrollhoz képest, ami
hipertrofiara és javult ejekcids frakciora utal. Eredményeink arra utalnak, hogy a HSPB1
nemcsak védi a szivet a funkcidés zavaroktdl, hanem aktivan részt vesz az adaptiv
hipertrofia kialakulésaban is.

Osszefoglalva, bar a HFD 6nmagéban is alkalmas az elhizassal kapcsolatos folyamatok
vizsgalatara, a fruktozzal kiegészitett HFD modell jobban tiikr6zi a nyugati tipusu diéta
metabolikus hatdsait, mivel itt jelentésebb testtomeg-ndvekedés, majzsirfelhalmozddas
¢és IR alakult ki, valamint fokozott szisztémas gyulladas volt megfigyelhetd. Mindkét
modellben kimutathatok voltak az elhizashoz kotddé immunfenotipusos eltérések,
melyek daganatos kockézathoz kapcsolodhatnak. Az APOB-100 fehérje tultermelésével
kombinalt HFD pedig magasabb LDL-szintet és Cd44 génexpressziot eredményezett,
ezért az APOB egérmodell HFD+FR diétaval a legmegfelelobb a humdén elhizas
pontosabb kutatdsdhoz. Eredményeink tovabba rdmutatnak, hogy a HSPBI1 szerepet
jatszik az elhizassal kapcsolatos anyagcserezavarok szabalyozasaban, de hatdsa nemek
szerint eltérd. Bar az APOB/HSP ndstények nagyobb testtomeget és emelkedett LDL-
szintet mutattak, a gyulladas, szteatozis és szivproblémak nem sulyosbodtak, ami arra
utal, hogy a HSPBI1 Osszetett, részben 6sztrogénfliggd védo szerepet tolthet be az elhizas
fontossagat, mely elengedhetetlen a jovobeli terapiak fejlesztésében ¢és klinikai
alkalmazasaban.
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9 SUMMARY

Obesity is a complex, multifactorial condition and a major risk factor for numerous
diseases. It is characterized by systemic, chronic, low-grade inflammation, particularly in
insulin-sensitive tissues such as adipose tissue, liver, muscle, and pancreas. Immune cells,
particularly macrophages, play a crucial role in the development of inflammation by
enhancing the production of pro-inflammatory cytokines. This persistent inflammation
may contribute to the development of several obesity-related diseases, including T2DM,
MASLD, CVD, and certain cancers. However, the exact mechanisms of this inflammation
are still not fully understood.

Our research aimed to explore these obesity related pathomechanisms, with a special
focus on the heat shock protein HSPBI1 as a potential therapeutic target. To this end, we
used various mouse models and diets, and also investigated sex-related differences.

The HFD is a commonly used model to study metabolic syndrome, but the presence of
fructose may modulate its effects. Fructose metabolism is largely insulin-independent and
occurs primarily in the liver, where it promotes fatty acid synthesis and may contribute to
MASLD and insulin resistance. Accordingly, in the first part of our experiments, we
investigated the effects of a 5-month HFD and HFD supplemented with 30% fructose.
We detected considerable differences between the two models: the 30% fructose diet
induced more severe metabolic alterations than HFD alone, such as increased body
weight gain, hepatic steatosis, insulin resistance, and lipid accumulation in brown adipose
tissue. Although no marked inflammatory changes were observed, fructose
supplementation significantly increased the expression of genes regulating lipid
metabolism and impaired glucose tolerance. However, there were no significant
differences in serum lipid profiles between the two diets, suggesting that fat intake has a
more dominant effect on this parameter. The main sources of obesity-associated systemic
inflammation are cytokines and adipokines produced by white adipose tissue (WAT).
Given the metabolic deterioration induced by fructose, we expected an enhanced
inflammatory response in this model, and therefore analyzed inflammatory processes at
multiple levels: cytokine gene expression, immune cell activation, and surface marker
expression in various tissues and blood. Expression of Tnf, 1110, and Tgfb was increased
by HFD and further elevated by fructose, while other inflammatory genes such as /6 and
111b showed no significant changes in adipose tissue. Leptin and TNFa levels were also
elevated in serum, particularly in fructose-fed animals, indicating a link to insulin
resistance. Interestingly, IL-1B was elevated only in serum, suggesting that its main
source 1s not adipose tissue. Flow cytometry analyses of systemic immune responses
showed increased CD69 and CD44 expression on major immune cell types in blood, bone
marrow, and spleen. Notably, CD69 expression on NK cells was decreased in the
circulation, which may impair anti-tumor immunity. CD44 expression was also elevated
on non-immune cells in adipose tissue, especially in vWAT, indicating a possible
connection between inflammation and cancer risk. Despite the more severe metabolic
alterations in the HFD+FR model, CD69 and CD44 expression did not differ significantly
between the two obesity models, suggesting that even moderate obesity is sufficient to
induce systemic immune modulations.
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The second phase of our investigation involved modeling obesity through a combined
strategy of genetic modification and dietary intervention. The APOB-100 overexpression
combined with 7 months of HFD in mice results in a human-like high LDL/HDL ratio,
making this model suitable for studying hypercholesterolemia and atherosclerosis. This
experiment also focused on sex differences. Consistent with previous findings, we
observed more severe obesity-related symptoms in male APOB mice compared to
females. Both sexes exhibited increased body weight and LDL-cholesterol levels, but
elevated serum glucose- and TG-levels were only observed in males. MASLD developed
exclusively in male APOB mice in response to HFD, while female mice showed no
increase in liver weight, or the size or number of lipid droplets. Cardiac morphological
and functional changes were also more pronounced in males, including pathological left
ventricular hypertrophy, reduced cardiac output, and diastolic dysfunction, while only
mild hypertrophy was observed in females. In addition to estrogen’s protective role,
greater leptin sensitivity in female mice may also contribute to sex differences. Our gene
expression analyses revealed higher Lepr levels in all three studied tissues (VWAT, liver,
heart) of WT females, consistent with our previous results. Since peripheral leptin
resistance contributes to obesity complications, we hypothesize that higher Lepr
expression in females helps them resist diet-induced symptoms. Moreover, Tnf gene
expression in VWAT was significantly increased only in obese males. Given TNFa’s role
in obesity-related diseases such as insulin resistance, MASLD, and cardiac dysfunction,
the lack of Tnf elevation in females aligns with their milder symptoms.

Recent research increasingly supports that HSPs, molecular chaperones, play important
roles in inflammation and metabolic regulation. In our analyses, Cryab mRNA levels
were significantly elevated in adipose tissue in all three models (HFD, HFD+FR, and
HFD+APOB). Hspbl expression was also mildly but significantly increased in the
HFD+FR group, while Hspal expression decreased in all models. The expression levels
of Lep and Cryab showed strong correlation, suggesting that these small HSPs may also
function as adipokines and contribute to obesity-related metabolic disturbances. Due to
the limited knowledge on HSPB1, our second experimental series focused on this protein
by crossing HSPB1-overexpressing mice with APOB-100-overexpressing mice. HSPB1
overexpression increased weight gain in female APOB mice but had no effect on body
weight in males. Interestingly, HSPB1 overexpression had opposite effects on LDL
levels: it decreased LDL in male APOB/HSP mice but increased it in females.
Additionally, HSPB1 reduced Cd44 gene expression in male adipose tissue, suggesting
an anti-inflammatory effect. CD44 is a membrane receptor involved in many metabolic
syndrome-related symptoms, including insulin resistance, steatosis, and inflammation.
Reduced Cd44 expression is associated with decreased macrophage infiltration and 7nf
expression. Overall, our results indicate that HSPB1 overexpression affects not only
cholesterol metabolism but also inflammation in a sex-specific manner, suggesting its
potential role in regulating obesity-related comorbidities. In female APOB/HSP mice,
increased body weight and LDL levels suggest that HSPB1, like HSPBS and HSPB2, may
contribute to HFD-induced metabolic alterations. However, obesity-related symptoms did
not worsen; rather, inflammatory cytokine gene expression decreased in both liver and
adipose tissue compared to APOB control.
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Notable sex difference was the significant increase in Fgf2/ expression in APOB/HSP
females, while it decreased in males. This may contribute to the maintenance of metabolic
health despite increased body weight. Lp/ expression was elevated in the liver of both
APOB sexes. In males, Lp/ further increased with HSPB1 overexpression, while in
females it normalized. The highest Lp/ levels were found in APOB and APOB/HSP males,
alongside hepatic steatosis. In contrast, Lp/ increased in APOB females without MASLD,
suggesting that additional factors are required for disease manifestation. The
normalization of Lp/ in APOB/HSP females may contribute to the absence of hepatic lipid
accumulation, despite high body weight and LDL levels, implying a protective role of
HSPB1 against HFD-induced hepatic damage in females. Regarding cardiac parameters,
we observed thicker left ventricular walls in healthy HSPB1-overexpressing mice of both
sexes, compared to controls, suggesting hypertrophy and improved ejection fraction.
These results indicate that HSPB1 not only protects the heart from dysfunction but may
also contribute to the development of adaptive hypertrophy.

In summary, while HFD alone is a suitable model for studying obesity-related processes,
the HFD+FR model better reflects the metabolic effects of a Western-type diet, inducing
more pronounced weight gain, hepatic steatosis, insulin resistance, and systemic
inflammation. Both models revealed immune phenotypic alterations associated with
obesity, potentially linked to cancer risk. The HFD combined with APOB overexpression
resulted in elevated LDL levels and Cd44 expression, making the APOB mouse model
with HFD+FR the most appropriate for studying human obesity. Furthermore, our
findings demonstrate that HSPB1 contributes to the regulation of obesity-related
metabolic disturbances in a sex-dependent manner. Although APOB/HSP females
exhibited increased body weight and LDL levels, inflammation, hepatic steatosis, and
cardiac complications were not exacerbated. This suggests that HSPB1 may exert a
complex, partially estrogen-dependent protective role in obesity pathology, emphasizing
the importance of considering sex differences in the development and clinical application
of future therapies.
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