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Bevezeto

A nyugati tipusu étrend

Napjainkban a kiilonboz6 kronikus betegségek évente 41 millié ember halalat okozzak,
ami az osszes globalis elhalalozas 74%-at teszi ki (WHO, 2022). Ezek a betegségek az életiink
utolso évtizedeiben jelennek meg, és jelentdsen megroviditik az egészséges élettartamunkat
(Christ és mtsai., 2019). A legtobb aldozatot a kardiovaszkularis betegségek szedik, ezt kovetik
a rak betegségek, majd a kronikus 1€gzoszervi rendellenességek utan a diabétesz. A kronikus
betegségek kialakuldsanak esélyét ndveli a dohdnyzas, a fizikai inaktivitas, a ttlzott alkohol
fogyasztds és a nem megfeleld étrend. Az egészségtelen taplalkozads és a fizikai aktivitds
hianyanak kovetkeztében emelkedhet a vérnyomads, megndhet a vércukorszint, ndvekedhet a
vér lipid tartalma és elhizas alakulhat ki (WHO, 2022).

A fejlett tarsadalmakra jellemzé tGgynevezett nyugati tipust étrend a feldolgozott
¢lelmiszerek, gyors ételek, kényelmi ételek, mint a ragcsalni valok, és cukros tiditok talzott
fogyasztasat foglalja magéba. Ez az étrend mindemellett alacsony rosttartalmu, valamint kevés
vitamin és asvanyianyag bevitellel jar. Tovabba nagy mennyiségben tartalmaz finomitott
cukrokat, sot, fehérlisztet, feldolgozott huskészitményeket, telitett allati zsirokat és
adalékanyagokat. Tehat 6sszességében egy magas cukor- és zsirtartalmu taplalkozasrol van szo.
Tobbek kozott ezek az ételek azért egészségtelenek, mert magas az energia tartalmuk és a
glikémias indexiik is, ami a vércukorszint €s inzulin gyors megemelkedését eredményezik rovid
id6 alatt, ezt kovetGen a tapanyagok elraktarozodnak a zsirszovetbe. Ezek kovetkeztében az
étrend, mas kiegyenstlyozottabb taplalkozasi modokkal szemben, rendkiviil gyorsan
elhizashoz vezethet ( Bhupathiraju és mtsai. 2014; Atkinson és mtsai. 2021). Ezen kiviil egyre
tobb allat- és human kisérletben hozzék osszefliggésbe a nyugati tipust diétat a gyulladasos
markerek emelkedett szintjével ( Lopez-Garcia és mtsai., 2004; Hosseini és mtsai., 2016).
Manapsag mar elfogadott nézet, hogy a szévetspecifikus és szisztémas immunvalasz, valamint
a metabolikus szabalyozas er0sen Osszefiigg egymassal, ezért a megfelelé miikodésiik fligg a
masikétol. Ebbol kovetkezik az, hogy ha valami megzavarja ezt az immun-metabolikus
homeosztazist, az szamtalan kronikus metabolikus rendellenességhez vezethet, példaul
elhizashoz, 2-es tipust diabéteszhez, kardiovaszkularis rendellenességekhez, neurodegenerativ

¢s autoimmun betegségekhez (Christ és mtsai., 2019).



A zsirok metabolizmusa

A koleszterin ¢és a zsirsavak az allati sejtek sejtmembranjanak nélkiilozhetetlen
alkotdelemei, valamint szamtalan biologiailag aktiv molekula prekurzorai. A zsirsavakbol
szintetizalédnak példaul az energia raktarként szolgalo trigliceridek és a szignal molekula
szerepet jatsz6 prosztaglandinok is. A koleszterin prekurzor molekulaja a szteroid
hormonoknak ¢és epesavaknak. Homeosztazisukat komplex visszacsatolasos rendszer biztositja
transzkripcionalis és poszttranszkripcionalis mechanizmusokkal. A rendszer szabalyozasanak
felboruldsa azonban konnyen elhizédshoz, 2-es tipusti diabéteszhez és ateroszklerdzishoz
vezethet (DeBose-Boyd, 2018).

A zsirok anyagcseréje szamos fontos és komplex biokémiai folyamatot igényel a
szervezetben. Ide tartozik az emésztésiik, abszorpcidjuk, szintézisiik valamint lebontasuk a
szervezeten beliil kiilonb6z6 enzimek segitségével (Liao és mtsai., 2021). A lipid metabolizmus
elsédleges funkcioja a lipidek szallitasa a periférias szovetek felé¢, majd a felesleges lipidek
vissza transzportalasa a majba ujraelosztasra vagy kiiiritésiik érdekében (Gago és mtsai., 2018).
A lipid metabolizmusnak harom tipusa létezik: exogén, endogén és reverz transzport
(Remmerie és Scott, 2018). Az exogén ttvonal esetén a lipidek a taplalékbol szarmaznak és
keriilnek feldolgozasra. Az endogén titvonal soran a lipidek a majban szintetizaldédnak, majd
lépnek be a lipid anyagcserébe. Reverz transzportrdl akkor beszéliink, mikor a szovetek
szamara felesleges lipidek Osszegyiijtddnek szallitdé molekuldkba, €s vissza transzportalddnak
a majba (Phillips, 2014).

A taplalkozassal bevitt zsirok a belekben szivodnak fel, majd a keringésben, hidrofob
molekuldk révén, nem 6nmagukban szallitddnak, hanem hidrofil molekuldkon beliil, ezeket
hivjuk lipoproteineknek. Ezek kiilonb6z6 csoportokba sorolhatok méretiik, lipid tartalmuk és
apolipoprotein alkotoik alapjan (Feingold és Grunfeld, 2000). E16sz6r a zsirsavak trigliceridek
formajaban a koleszterinnel egyiitt kilomikron nevezetii szallito partikulumokba
csomagolodnak a bélhamsejtek altal, és a nyirokkeringésen keresztiil jutnak at a keringésbe
(Remmerie és Scott, 2018). A kilomikronok a zsirszovethez szallitodnak, ahol a lipoprotein
lipaz hatasara a benniik 1év6 trigliceridekbdl szabad zsirsavak hasitodnak. Ezeket felveszik a
zsirsejtek. Az igy kitiriilt kilomikronokat kilomikron maradvanyoknak hivjuk, melyeket a maj
fog kiszlirni a plazmabol (Willnow és mtsai., 1994).

Az endogén ttvonal soran a maj VLDL (very low-density lipoprotein) molekulakat
szintetizal, melyekbe triglicerideket és koleszterint csomagol, melyek a periférias szovetekhez
szallitodnak. Ezeket a periférias szovetek hidrolizaljak lipoprotein lipaz segitségével IDL

(intermediate-density lipoprotein) molekulava és szabad zsirsavakra. Ez utobbiakat felveszik a
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sejtek, mig az IDL molekuldkat a hepatikus lipaz fogja hidrolizalni. Ezzel valik LDL (low-
density lipoprotein) molekulava, mely féként koleszterint transzportal. Miutan ezek a szallito
molekulak a receptorukhoz kotnek, és kiiiriil a tartalmuk, egy résziik hozza kotédik a ma;j altal
szintetizalt szabad apolipoprotein A molekulakhoz. Az apolipoprotein A segitségével képessé
valik az LDL kotédni az extracellularis matrixhoz az erekben, ezzel lerakddast képezve, ami
érelmeszesedéshez vezethet (Feingold és Grunfeld, 2000; Nordestgaard és mtsai., 2010). A
reverz transzportot a HDL (high-density lipoprotein) molekulak végzik, Osszeszedik a
felesleges lipideket a periférian, és vissza szallitjdk a majba. Ez kiilonosen a koleszterin
homeosztazisa miatt fontos, mert a legtobb periférias sejt nem képes katabolizalni, ezért
felgytlhetnek (Phillips, 2014). A HDL altal a majba szallitott koleszterin az epébe iiriil, majd
eliminaléodik a szervezetbdl (Bhatt és Rohatgi, 2016).

Az étkezéssel bevitt zsirokat tartjak feleldsnek a zsirszovet novekedéséért. Emberekkel
folytatott tanulmanyokban kimutattdk, hogy magas zsirtartalmu étrend konnyedén elhizést

okozhat (Bray és Popkin, 1998; Hill és mtsai., 2000; Jéquier, 2002; French és Robinson, 2003).

A fruktoéz metabolizmusa

Fruktoz természetesen is megtaldlhatd tobb gylimolcsben és zdldségben, igy része a
mindennapi taplalkozdsunknak. Amidta 1957-ben r4jéttek, hogy enzimatikus uton a gliikkdzbol
fruktoz allithato eld, az élelmiszeripar bevezette hasznalatat (Marshall és Kooi, 1957). Ennek
az az oka, hogy a fruktoz sokkal édesebb, mint a tobbi hex6z, emiatt széles korben hasznalt
édesitdszer feldolgozott élelmiszerekben és tudit6kben. 1970 o6ta magas fruktoz tartalmu
kukorica szirup formajaban adagoljdk az élelmiszerekhez, ami jelentdsen megndvelte a
taplalkozas soran elfogyasztott napi mennyiségét (White, 2008).

A téplalékkal bevitt frukt6z lebontasa a fruktolizis soran torténik. Annak ellenére, hogy
a fruktolizis és a gliikdz metabolizmusat szolgald glikolizis tobb enzimen és metabolikus
intermedieren osztozik, a fruktoz és a gliikkoz metabolizmusa eltérd. Mig a gliikozt gyakorlatilag
minden sejtliink képes metabolizélni, addig a fruktolizis folyamata feltételezhetéen féleg a
majban torténik. Kis mennyiségii bevitel esetén metabolizalodik a vékonybélben gliikdzza, de
nagyobb mennyiségli bevitele soran eléri a portalis keringést, ahonnan nagyrészt kisziiri a maj.
Ez utobbi esetben is egy kis mennyiség megszokik a majtol, és a vesék, az agy vagy mas
szovetek altal metabolizalodik (Jang €s mitsai., 2018; Tappy és Rosset, 2019). A {6 fruktoz
transzporter a gliikkdz transzporter 2 (GLUT?2), amelyen keresztiil torténhet gliikoz €és galaktoz

felvétel is (Manolescu €s mtsai., 2007). Az egyetlen ismert fruktdz specifikus transzportalod



fehérje a gliikoz transzporterek csaladjaban a GLUTS, mely csak a fruktozt képes transzportalni
gliikozt és galaktozt nem (Thorens és Mueckler, 2010; Douard és Ferraris, 2013). Ez a
transzport fehérje molekula a vékonybélben lokalizalodik (Douard és Ferraris, 2008).

A majsejteken beliil a fruktéz metabolizmusat a ketohexokindz, vagy mas néven a
fruktokinaz kezdi meg. Ez foszforildlja frukt6z-1-foszfatta, amit az aldolaz B hidrolizal
dihidroxiaceton-foszfatra és glicerinaldehidre. Mindketté beléphet a glikolizisbe vagy
lipogenezisbe a tovabbiakban, glicerinaldehid-3-foszfat formajaban az el6bbibe, mig glicerin-
3-fosztaként az utdbbiba. Ehhez a glicerinaldehidet glicerinné kell alakitani, amibdl
foszforilalassal 1étrehozhatdo a glicerin-3-foszfat, majd ebbdl keletkezik dihidroxi-aceton-
foszfat, melybdl glicerinaldehid-3-foszfat alakithatd. Ezeket a folyamatokat tobb enzim is
katalizalja (Krause és Wegner, 2020). Megfigyelték, ha egy mozgasszegény életmodot folytatd
egyén tobb napon keresztiil fruktézban gazdag taplalkozast folytat, akkor ez stimulalni fogja a
hepatikus de novo lipogenezist, megndveli az intrahepatikus zsir €s a vér triglicerid
Rosset, 2019). Tovabba a frukt6z képes stimulalni a de novo lipogenezist az adipocitakban is,
¢és az igy termelddott szabad zsirsavak elszallitddnak a majba a portalis keringésen keresztiil
(Varma és mtsai., 2015). A majban ezutan oxidalddnak vagy észterifikalodnak trigliceridekkeé,
¢s VLDL molekulakba csomagolodnak (Gibbons és mtsai., 2000).

Emellett a fruktoz kis mértékben a hexokinaz altal is metabolizalodhat (Johnson és
mtsai., 2009). Ekkor frukt6z-6-foszfat lesz beldle, amit a glikolizisbe vald belépés utan a
foszfofruktokindz foszforilal fruktdz-1,6-bisfoszfatta. Ezt is az aldolaz enzim fogja lizalni, de
ezuttal dihidroxi-aceton-foszfat és glicerinaldehid-3-foszfat keletkezik. A ketohexokinaz altal
torténd fruktoéz degradacionak az az elénye ezzel szemben, hogy ezt a sebességmeghatarozo
lépést, amit foszfofruktokinaz katalizal, megkeriili. Ezt az enzimet gatolja a magas ATP és citrat
szint, melléktermékeinek szintje, valamint az alacsony pH és oxigén szint (Krause és Wegner,
2020).

Ezen két utvonal mellett van még egy lehetdéség, melyen megindulhat a frukt6z
metabolizmusa, a poliol anyagcsere ttvonalon. Ekkor a fruktozbol szorbitol intermedieren
keresztiil gliikoz lesz két reverzibilis reakcio segitségével. De ez megtorténhet forditva is, ezzel
endogén fruktdzt eldallitva (Lanaspa és mtsai., 2014). Példaul magas gliikdéz bevitel soran
telitddik a hexokindz enzim, ezért ekkor a gliikkdz belép erre az alternativ anyagcsere utvonalra
(Berrone ¢s mtsai.,, 2006). A majban torténd fruktolizis elsddleges metabolitjai és
melléktermékei a gliikdz, laktat, szabad zsirsavak, VLDL, hugysav és metilglioxal. Ezek

képesek megzavarni az extrahepatikus szoveteket és szerveket. Tovabba a fruktdz tulzott
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bevitele sordn a gyors fruktolizis ATP depléciot okozhat, ami gyulladasos valaszt és oxidativ
stresszt valt ki (Spagnuolo és mtsai.,, 2021). Ezek kovetkezményeképpen abnormalis

mennyiségben fog termelddni az inzulin, gyulladasos citokinek és a leptin (Zhang és mtsai.,

2017).

Az elhizas soran kialakuloé gyulladas és a metabolikus szindroma

A metabolikus szindroma esetén tobb rendellenesség egyiittesen fordul eld, ide tartozik
a glikoz intolerancia vagy inzulin rezisztencia, az abdominalis elhizas, a diszlipidémia
(hipertrigliceridémia, csokkent HDL koleszterin) és a magas vérnyomas (DeFronzo és
Ferrannini, 1991). A betegség el6fordulasa magas és egyre novekszik, koszonhetden a nyugati
tipusu életstilusnak (Soares és Costa, 2009). Ennek az életmddnak a f6 negativ komponensei a
hosszu tavi, allanddan jelen 1€v0 stressz, pozitiv energia mérleg, vagyis tulzott energia bevitel
¢és alacsony fizikai aktivitas, valamint az alacsony mindségii taplalék, ami magas zsirtartalmua
¢és energiadus, ugyanakkor mikrotapanyagokban szegény (Soares és Costa, 2009).

Fiziologias koriilmények kdzott egy organizmus immunrendszere gyulladassal valaszol
egy karos stimulusra, ami lehet fizikai, kémiai vagy biologiai is (Qatanani és Lazar, 2007). A
metabolikus szindréma soran fennalld gyulladdsos éllapot sajatossdga, hogy nem elézi meg
fertézés, autoimmun folyamat, sem massziv szoveti sériilés, ami indokolna a gyulladas
megjelenését. Tovabba a gyulladasos aktivacid mértéke sem tul nagy, hanem egy allandoan
fennallo alacsony szintli kronikus gyulladas jellemz6 (Hotamisligil, 2006). Kutatok
megfigyelték, hogy elhizas sordn a zsirszdvet a tulzott taplalékbevitelre immunvélasszal reagal,
de a gyulladast kivalto jel még ismeretlen (Kawai és mtsai., 2021).

A fehér zsirszovet a o zsirraktarunk és emellett a legnagyobb endokrin szerviink, ami
adipokineket és citokineket termel. Az adipokinek kiilonbozé metabolikus €s fiziologias
kaszkad folyamatokban jatszanak szerepet, valamint szabalyozzak az inzulin szignaliziciot,
gliikoz felvételt, zsirsavak oxidacidjat, és egyéb metabolikus folyamatokat (Wildman és mtsai.,
2008). A sulygyarapodas €s az elhizas a fehér zsirszovetben fenotipus valtast idéz elé, amelyben
megjelennek a gyulladt, diszfunkcionalod adipocitak, valamint az infiltralodé immunsejtek
(Stefan €s mtsai., 2009; Wildman, 2009). A gyulladt adipocitak altal szekretalt gyulladdsos
citokinek megzavarjak az egészséges zsirszovet és a kdornyezé szervek normal funkcidjat
(Alberti és Zimmet, 1998). Ett6l a ponttol kezdve a zsirszovet nem csak szekrécids- de
immunszervnek is tekintheté, az elhizds pedig egy gyulladasos immunrendszeri

rendellenességnek (Kawai és mtsai., 2021).



Az abdominalis zsirszovetnek két fajtajat kiilonboztetjiikk meg, a szubkutan zsirszovetet,
ami a bor alatti zsirszovet, valamint a viszceralisat, ami alatt a hashartyan beliil elhelyezkedd
zsirszovetet értjliik (Bastard és mtsai., 2000). Elhizés €s inzulin rezisztencia soran megfigyelték,
hogy a viszcerdlis fehér zsirszovet adipocitai nagyobb mértékii hipertrofidt mutattak a
szubkutan fehér zsirszovethez képest emberben ¢€s allatmodellekben is (Huynh és mtsai., 2002;
Lawrence és Gilroy, 2007; Nijhuis és mtsai., 2009). Tovabba a viszceralis fehér zsirszovetben
a szubkutannal Gsszehasonlitva nagyobb szamu makrofag jelenlétrél szdmoltak be korabbi
tanulmanyokban elhizott emberben ¢és allatmodellekben is (Bastard és mtsai., 2000; Bellingan
¢és mtsai., 2002; Kopp és mtsai., 2005; Monteiro és Azevedo, 2010). A gyarapodo fehér
zsirszovetben a szoveti makrofagok inicidljdk mas immunsejtek toborzasat, és citokinek
termelésével szabalyozzak a gyulladasos jelatviteli kaszkadot ( Raetz, 1990; Baud és Karin,
2001). Az aktivalt szoveti makrofagok a f6 forrasai olyan gyulladasos mediatoroknak, mint a
TNFa és az IL-6 (Raetz, 1990). Szerepiik jelentdségét az egész szervezet metabolizmusara
nézve bizonyitja egy tanulmany, melyben csendesitették siRNS-sel specifikusan a zsirszoveti
makrofdgok TNFa termelését, aminek hatdsara javult az inzulin szenzitivitas és a gliikoz
tolerancia a kisérleti allatokban (Rattarasarn és mtsai., 2003). Azonban nem csak a
makrofagoknak van szerepiik a zsirszovet gyulladasanak kialakulasaban, hanem a neutrofil
granulocitaknak és limfocitaknak is (Blackburn és mtsai., 2006; Monteiro és Azevedo, 2010).
Allatkisérletekben kimutattik, hogy vékony egereknél alkalmazott zsirdus diéta hatdsara
nagyon korai neutrofil infiltracio detektalhato a viszceralis fehér zsirszovetben, még miel6tt
kialakulna inzulin rezisztencia vagy elhizas (Hassanali és mtsai., 2010). Ezek a neutrofil sejtek
kezdeményezhetik makrofagok toborzasat, majd egylittmiikodve az adipocitakkal, IL-18
termelésével és a makrofdgok kozremitkddésével okozhatjak a fehér zsirszovet gyulladasat
(Aeberli, 2008; Hassanali és mtsai., 2010). Ezt a neutrofil sejtek altal domindlt korai
gyulladésos kaszkadot gondoljdk a majban kialakulé inzulin rezisztencia és a metabolikus

diszfunkciok okozdjanak egyes kutatok (Aeberli és mtsai., 2006; Alvarez és mtsai., 2009).



Célkitiizés

A kutatas célja zsirdus diéta, illetve a magas zsir és fruktoz tartalmu étrend altal kivaltott elhizés
soran kialakul6 kronikus gyulladas és metabolikus elvaltozasok vizsgalata volt egérmodellben.
Emellett arra is kerestiik a valaszt, hogy milyen kiilonbségek lehetnek a zsirdas, valamint a

nyugati étrendet jobban modellezd magas zsir- és fruktoz tartalmu étrend hatasai kozott.

A céljaink elérése érdekében a kovetkezo vizsgalatokat hajtottuk végre:
- Egerek egy csoportjat 5 honapig zsirdus étrenden, egy masik csoportjukat magas zsir-

és fruktoztartalmu diétan tartottunk.

- A kezelés teljes iddtartama alatt monitoroztuk az allatok testtomegét.

- Oralis gliikoz tolerancia teszttel felmértiik a szervezetiik gliikkdz toleranciajat.

- Kolorimetrids tesztekkel meghataroztuk a szérum mintak triglicerid, 6sszkoleszterin,

crer

- Megmértiik az allatok barna zsirszovetének, majanak és agyanak tomegét, valamint
ugyanezekbél a szervekb6l és a fehér zsirszovetb6l RNS-t izolaltunk, majd

megvizsgaltuk az esetleges génexpresszios valtozasaikat gPCR modszerrel.

- Tovabba metszeteket készitettiink az agyszovetbdl, a barna zsirszovetbdl és a
majszovetb6l, majd az agymetszeteken doublecortin festést, a barna zsir- és

majmetszeteken hematoxilin-ezoin festést alkalmaztunk.



Anyagok és eszkozok

Allatok

A kutatds célja az elhizas soran kialakul6d gyulladdsos folyamatok vizsgalata zsirdus
diétan (HFD - high fat diet), illetve a nyugati étrendet jobban mintazé magas zsir- és fruktoz
tartalmt diétan (HFD+F — high fat and fructose diet) tartott egerekben, valamint a két étrend
hatasainak 6sszehasonlitasa. Ennek megfelelden a kisérlethez felhasznalt him C57BL6/J egerek
3 csoportba oszthatok. Ahogy ez az 1. tablazatban lathato a csoportokba 14, illetve 15 egyed
tartozott. A kontroll normal tapot kapott ivovizzel, az egyik kezelt csoport magas zsirtartalma
tapot és ivovizet, mig a harmadik csoport magas zsirtartalmu tapot, illetve 30%-0s fruktoz
tartalmu oldatot kapott ivoviz helyett. A kezelést 3 honapos korukban kezdtiik meg és 5 honapig
folytattuk. A tapot és a vizet, illetve fruktdéz oldatot igény szerint fogyaszthattak. A
testtomegiiket minden 4. héten megmeértiik. Gliikoz tolerancia tesztet 5 honap elteltével
végeztiink. Az egerek 8 honapos korukban keriiltek feldolgozasra, mely soran szérum mintat
vettiink és kiilonb6zo szerveiket eltettiik. Az allatkisérleti engedélyiink (XV1./847/2022.)
Csongrad Megyei Kormanyhivatal —Elelmiszerlanc-biztonsagi ¢és  Allategészségiigyi

Igazgatosaga altal jovahagyott.

Nem Etrend Darabszdm
Kontroll Him Normal tap + viz 14
Magas
zsirtartalmu Him Zsirdus tap + viz 15
étrend

Zsirdds tdp + 30%
fruktoz oldat
1.Tablazat: A kisérlethez felhasznalt egerek

Nyugati étrend Him 14

Oralis gliikoz tolerancia teszt

Ordalis gliik6z tolerancia teszttel mértiik fel az allatok szervezetének gliikoz tolerancidjat.
A teszt elvégzését megel6zGen az allatok 5 napon at kézhez lettek szoktatva, valamint 2 napig
minden nap be lettek helyezve a kalodéba és meg lett szirva a farkuk, annak érdekében, hogy
az allatok megszokjak a folyamatot, igy minimalisra csokkenjen a teszt elvégzése altal kivaltott
stressz. A diéta kezdete utan 5 honap elteltével végeztiik a tesztet, ami eldtt az allatok 12 éran
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keresztiil ¢heztetve voltak. AccuCheck késziilék segitségével ellendriztiik a vércukorszintjiik.
A miivelethez az 4llatokat kalodaba helyeztiik és a lateralis farok vénat megszurva vettiink vért
toliikk. Majd egy csepp vért helyeztiink a vércukorszintmérd tesztcsikra, igy kaptuk meg a 0.
idopillanat értékét. Ezutan kivettiik az allatokat a kalodabol és gyomorszondaval 2 g/kg gliikozt
juttattunk be oldatban. Ezt kdvetden 30, 60 és 120 perc elteltével ismét vért vettiink a lateralis

farok vénajukbdl és ellendriztiik a vércukorszintjiiket.

Szérum triglicerid koncentracié meghatarozas

Enzimatikus  kolorimetrids teszttel végeztik a szérum mintdk triglicerid
standardbol, valamint vakbdl 2 parhuzamos mérés tortént. Desztillalt vizet hasznaltunk vak
mintanak. Wellenként 3 pl-t vittlink fel az eldbbiekbdl, majd 300 pl reagenst adtunk hozzajuk.
Ezt 15 perc inkubacio6 kovette 37 °C-on razatva, végiil 493 nm-es hullamhosszon 1 cm fénytt

hosszal végpontos mérést végeztiink a mintak abszorbancidjanak meghatarozasahoz.

Szérum total koleszterin koncentracié meghatarozas

modszerrel végeztiik (Diagnosticum Zrt, koleszterin PAP). Két parhuzamos mérést végeztiink.
A standardbol harom tagt felezOs higitasi sorozatot készitettliink desztillalt vizzel. Desztillalt
vizet hasznaltunk vaknak. Mindenbdl 3 pl-t mértiink ki wellenként, majd ezekhez hozza
mértiink 300 pl reagenst és 10 percet inkubaltuk 37 °C-on razatva. A mintak abszorbanciajat

493 nm-es hullamhosszon mértiik 1 cm fényuttal végpontosan.

Szérum LDL koleszterin koncentracié meghatarozas

Direkt enzimatikus kolorimetrids teszttel végeztilk az LDL koleszterin koncentracid
szint mérést (Diagnosticum Zrt, LDL koleszterin direkt). A tesztet szérum mintakkal végeztiik,
vaknak desztillalt vizet hasznaltunk. A kitben talalhaté kalibracios oldatot 500 pl desztillalt
vizzel készitettiik el, majd hat 1épcsds higitasi sort allitottunk el beldle. Az 6sszes mintaval 2
parhuzamos mérést végeztiink. A szérumbol, vakbol €s higitasi sor tagjaibol 3 pl-t vittiink fel
wellenként, majd hozzdjuk adtunk 270 ul reagenst €s inkubaltuk 5 percet 37 °C-on razatva. Az
inkubacio letelte utan minden wellbe 90 ul R2 reagenst pipettaztunk. Ezt az elegyet 15 percig
inkubaltuk razatva, 37 °C-on. A mintdk abszorbanciajat 596 nm-es hullimhosszon 1 cm-€s

fényuton végpontos méréssel hataroztuk meg.
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Szérum HDL koleszterin koncentracio meghatarozas

A szérum mintdk HDL koncentracid6 meghatarozdsat direkt immungatlasos
kolorimetrids teszttel végeztiik (Diagnosticum Zrt, HDL koleszterin direkt). A kalibracios
oldatot 1,5 ml desztillalt vizzel készitettiik el, majd ebbdl allitottunk elé 6 1épcsds felezbs
higitasi sorozatot. Vaknak desztillalt vizet alkalmaztunk. Szérum mintdinkat vortexeltiik,
miel6tt vettiink beldliik. A méréshez a szérum mintakbdl, higitasi sorozatbol és desztillalt
vizbdl 3 pl-t hasznaltunk wellenként. Minden mintabol két parhuzamos mérést végeztiink. Az
elokezeld oldatbdl (R1) minden mintahoz 270 pl-t mértiink €s inkubaltuk 5 percet razatva. Az
inkubacios id6 leteltével a mintakhoz mértikk a 90 pl enzim reagenst (R2), melyet 15 perc
inkubacid kovetett razatva 37 °C-on. Az abszorbanciaértékeket 596 nm-es hulldamhosszon 1 cm

fényuttal 37 °C-on végpontosan méréssel hataroztuk meg.

Szovetek hematoxilin-eozin festése

Az kezelés végén kivettiik az allatok majat, valamint az interscapularis barna
zsirszovetét, és megmértiik a tomegiiket, majd 4%-o0s paraformaldehid oldatba helyeztiik ¢ket.
Ezt kovetden a mintakat elkiildtiik a Patologia Intézetbe, ahol paraffinba lettek dgyazva és 3
um-es metszetek késziiltek beldliik. Ezeken hematoxilin-eozin festés lett alkamazva, hogy

lathatova valjon a szovetek struktiraja.

RNS izolalas a szovetekbol

Az RNS izolalashoz NucleoSpin RNA/protein purification kitet hasznaltunk. A
felhasznalt szoveteket RNA later oldatban taroltuk. Az izolalast agyszovetbol, mely nem
tartalmazott kisagyat, 30-35 mg majszovetbdl, barna zsirszovetbdl és 120-150 mg visceralis
zsirszovetbol végeztikk. A szovetek homogenizalasa RP1 puffert és 3-merkaptoethanolt 100:1
koncentracioban tartalmazd elegyben tortént. Ebbdl az agyszovethez 2 ml-t alkalmaztunk
mintanként, majszovet esetén 500 pl-t, barna zsirszovet esetén 750 pl-t, mig visceralis
zsirszovetnél 1 ml-t. A homogenizalést potterrel végeztiik, majd NucleoSpin Filter oszlopon
(ibolya szinti gytrii) sziirtiik a mintakat centrifugaban 1 percig 13000 RPM-en. Az oszlopokat
eltavolitottuk és 1 egységnyi 70%-o0s szobahOmérsékletli etanolt adtunk a mintdkhoz, majd
szuszpendaltuk ezeket. Ezt kovetden nukleinsav kot oszloppal (NucleoSpin RNA/Protein
column) sziirtiik a mintakat centrifugalassal 1 percig 13000 RPM-en. Kikevertiikk az rDNase

reakcidé mixet, mely 90 pl rDNase pufferbdl és 10 pl rDNase-t tartalmaz mintdnként.
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Centrifugalast kdvetden lebontottuk a minta DNS tartalmat 95 ul mix adagolasaval mintanként,
majd 15 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezutan haromszor mostuk a mintankat, elészor
200 ul RA2 pufferrel centrifugaltuk a mintakat 1 percig 13000 RPM-en, méasodszor 600 ul RA3
pufferrel centrifugaltuk 1 percet 13000 RPM-en, harmadszor 250 pul RA3 pufferrel
centrifugéltuk 2 percet 13000 RPM-en. Az RNS eludlasat az oszloprol 60 pul RNase mentes
vizzel centrifugalassal hajtottuk végre 1 percig 13000 RPM-en és az atfolyoval ismét végeztiink

crer

majd cDNS-sé irtuk at.

Reverz transzkripcio

Az RNS mintdkat High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) segitségével irtuk at cDNS-sé. A reakciohoz 1 pg (15 pl) RNS, 1,5 ul reverz
transzkriptaz, 3 ul primer, 1,2 ul ANTP, 6,3 pl RNaz mentes viz, 3 pl puffer sziikséges. A 30
pl-es Ossztérfogati reakcid elegy reverz transzkripcidjanak paraméterei: inkubacié 10 percig
25 °C-on, reverz transzkripci6 2 6ra 37 °C-on, inaktivacio 5 percig 85 °C-on. A mintékat 20-

szorosara higitottuk tisztitott vizzel.

gPCR

A gPCR reakciodlegy tartalma: 9 pul cDNS, 9 ul Power SYBR Green PCR Master Mix
2x (Applied Biosystems) 1 ul primer. Belsé kontrollnak egér aktin vagy GAPDH gént
alkalmaztunk. Az altalunk hasznalt forward és reverse primereket a 2. tablazat tartalmazza. A
gPCR program paraméterei a kovetkezok: denaturacié 10 perc 95 °C-on, denaturacid 15
masodperc 95 °C-on, annealing és elongacié 60 masodperc 60 °C-on. Az utols6 3 1épés 39
ciklusban ismétlédik. A reakcio futtataisa Rotor Gene 3000 instrument (Corbet Research)
gépben tortént.

Az eredmények kiértékelése soran elészor Ki kell vonnunk a belsd kontroll CT értékét a
mintadk CT értekébdl, ezzel megkapjuk a ACT értéket. A kapott ACT értékeket csoportonként
atlagoljuk, majd a kontroll csoport ACT értékébdl kivonjuk kiilon mindkét kezelt allatcsoport
ACT értékét, igy megkapjuk a AACT értékeket. Ezt kovetden a 2 2ACT képletet hasznalva
kiszamoltuk a génexpresszids szint valtozds mértékét. Végiill szazalékban kifejezve

szemléltettiik a génexpresszids szint valtozasokat, ahol tehat az egészséges kontroll volt a
100%.
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gén forward primer reverz primer

1 Gapdh GGGTTCCTATAAATACGGACTGC CCATTTTGTCTACGGGACGA
2 Lep GTGGCTTTGGTCCTATCTGTC CGTGTGTGAAATGTCATTGATCC
3 Fgf21 GTGTCAAAGCCTCTAGGTTTCTT GGTACACATTGTAACCGTCCTC
4 Nampt GCAGAAGCCGAGTTCAACATC TTTTCACGGCATTCAAAGTAGGA
5 Rarres2 GCCTGGCCTGCATTAAAATGG CTTGCTTCAGAATTGGGCAGT
6 Tnf CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG

7 I11b GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
8 Tgfbl CTCCCGTGGCTTCTAGTGC GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
9 1110 CAGAGCCACATGCTCCTAGA TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT
10 Lepr AGCTAGGTGTAAACTGGGACA GCAGAGGCGAATCATCTATGAC
11 Cd36 TTGAAAAGTCTCGGACATTGAG TCAGATCCGAACACAGCGTA
12 Insr TCAAGACCAGACCCGAAGATT TCTCGAAGATAACCAGGGCATAG
13 Irs1 CGATGGCTTCTCAGACGTG CAGCCCGCTTGTTGATGTTG
14 Ucpl AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT
15 Cox8b TGTGGGGATCTCAGCCATAGT AGTGGGCTAAGACCCATCCTG
16 Cidea TGACATTCATGGGATTGCAGAC GGCCAGTTGTGATGACTAAGAC
17 ApoA5 GTGCTGCTGTCCCAACCTA CTGAGTGTAATGCCCCTGAGT
18 AdipoR1 TGGTCTTCGGGATGTTCTTC CCCTGAATAGTCCAGTTTGGAA
19 LdIr GTGGCTGAAAACCTCTTGTCC CACACCAGTTCACCCCTCTA
20 Leap TGCCAAGATGCTACAGCTAAA GGGGAACTATTGACCTGACCC
21 Esrra CGGAGCCCAAGGTGACCAG ACCCTTTGGACTGTCAGGACT
22 LipC CCCTGGCATACCAGCACTAC ACTTCGCAGATTCCTCCAGC
23 P62 GAACTCGCTATAAGTGCAGTGT AGAGAAGCTATCAGAGAGGTGG
24 LC3 GACCGCTGTAAGGAGGTGC CTTGACCAACTCGCTCATGTTA
25 Hsp25 ATCCCCTGAGGGCACACTTA GGAATGGTGATCTCCGCTGAC
26 FNDC5 TTGCCATCTCTCAGCAGAAGA GGCCTGCACATGGACGATA
27 IL6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
28 Ab cryst GTTCTTCGGAGAGCACCTGTT GAGAGTCCGGTGTCAATCCAG
29 Hsp70 GAGATCGACTCTCTGTTCGAGG GCCCGTTGAAGAAGTCCTG
30 GFAP CGGAGACGCATCACCTCTG AGGGAGTGGAGGAGTCATTCG
31 Ibal ATCAACAAGCAATTCCTCGATGA CAGCATTCGCTTCAAGGACATA
32 Trem?2 CTGGAACCGTCACCATCACTC CGAAACTCGATGACTCCTCGG
33 Pgp AATGTTTCGTTATGCAGGTTGGC TGGCTCTTTTATCGGCCTCAC
34 BDNF GCATCTGTTGGGGAGACAAG TCACCTGGTGGAACATTGTG
35 Glutl GGATCCCAGCAGCAAGAAG CCAGTGTTATAGCCGAACTGC
36 Mrcl CCACAGCATTGAGGAGTTTG ACAGCTCATCATTTGGCTCA
37 Argl GAATCTGCATGGGCAACC GAATCCTGGTACATCTGGGAAC
38 Actb CTAAGGCCAACCGTGAAAAG ACCAGAGGCATACAGGGACA

2.Tablazat: A qPCR vizsgalathoz felhasznalt primerek

Doublecortin (DCX) festés

Az allatok agyanak a felét fixaltuk 3%-o0s paraformaldehidet tartalmazé 0,1 M-0s foszfat
pufferben. Ezt kdvetden atraktuk dket felszallo (10% - 20% - 30%) cukoroldat sorba és 4 °C-
on tartottuk felhasznalasig. Fagyasztd mikrotom segitségével 20 um-es agymetszeteket
készitettiink. Tarolasuk 0,1% azidot tartalmaz6 PBS-ben tortént 4 °C-on. A doublecortin festés

usztatott metszeteken tortént. E18szor haromszor 5 percet PBS-sel mostuk a mintakat, majd 500
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ul 30%-0s H2O2-ot pipettaztunk rajuk, és 30 percet inkubaltuk szobahdn. Ez utan PBS-sel
haromszor 5 perces mosast kovetéen blokkoltuk, BSA-t és tritont tartalmazo PBS-ben 30 percet
szobah6n. Kovetkezd 1épésként blokkoloban feloldottunk az elsédleges ellenanyagot 1:4000-
re higitva, majd a mintdkra mértiik, és egy €jszakat inkubaltuk 4 °C-on. Masnap haromszor 5
perces PBS-es mosassal kezdtiink, majd blokkoloban feloldott 1:1000-re higitott masodlagos
ellenanyaggal inkubaltuk a mintdkat 1 6rat szobahdn. Ezt haromszor 5 perces PBS-es mosas
kovette, majd 1:500-ban PBS-sel higitott ABC komplexet adtunk a metszetekhez, és 1 orat
inkubaltuk szobahdn. Ezt ijabb haromszor 5 perces PBS-es mosas kovette, majd 30%-0s H202-
ot tartalmazd TBS-sel higitott DAB-ot mértiink a mintdkra, és 30 percet inkubaltuk
szobahdmérsékleten. Az inkubacios idd leteltével végiil haromszor 10 perces PBS-es mosast
végeztiink. A metszeteket targylemezre huztuk desztillalt vizbdl. Miutan megszaradtak lefedtiik
Oket DPX-szel, és szobahOmérsékleten szaritottuk. A metszetek scannelve lettek és

QuantCenter program segitségével elemeztiik.

Statisztikai analizis
Az eredményeink statisztikai kiértékeléséhez SigmaPlot programmal ANOVA (analysis
of variance, varianciaanalizis) analizist hasznaltunk, majd Bonferroni post hoc tesztet

végeztiink. A szignifikancia hatarértéke p<0,05 volt a vizsgalataink soran.
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Eredmények és kiértékelésiik

Az allatok testtomegének valtozasa

A kisérlet soran zsirdas diétaval, illetve zsirdiis és magas fruktéz tartalmu diétaval
indukaltunk elhizast him vad tipusa C57BL6/J egerekben. Kontrollnak normal tapon nevelt vad
tipusia C57BL6/J himeket hasznaltunk. Ot honap diétat kdvetden mindkét kezelt allatcsoport
testtomege a kontrollhoz képest szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott (1. &bra).
Megtigyelhetd, hogy a zsirdus diéta fruktdzzal valo kiegészitésének hatdsara szignifikdnsan

nagyobb mértékil volt a testtomeg gyarapodas, tehat az elhizas mértéke stlyosabb.

Testtomeg
50.0
45.0
£ 40.0
5
S 35.0
30.0
25.0
3 4 5 6 7 8
Eletkor (hénap)

—e—kontrol —e—=HFD =—e—HFD+frukidz

1. Abra Allatok testtomegének vizsgalata
Az éllatok testtOmeg valtozasa az étrendek hatasara. Zsirdus diéta — high fat diet (HFD). Magas zsir- és
fruktéz tartalmu diéta — high fat and fructose diet (HFD+F). Normal tap - kontroll. Atlag + SEM.
ANOVA, Bonferroni post hoc teszt. Szignifikancia: p<0,05; # Kontroll vs.HFD; * Kontroll
vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15; HFD+F:
n=14

Oralis gliikoz tolerancia teszt

A nagymértéki elhizas miatt feltételeztiik, hogy a diétak hatasara inzulinrezisztencia
alakul ki a kezelt allatokban, ezért a kisérlet végén oralis gliikoz tolerancia tesztet végeztiink.
A mérés eredményei azt mutatjak, hogy az allatok éhgyomri vércukorszintje (0. perc) mindkét

kezelt csoportban szignifikans mértékben megemelkedett a kontrollhoz képest (2. abra). A
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gliikoz oldat beaddsa utan a varakozdsnak megfelelden mindharom csoportban megnétt a
vércukorszint. Azonban érdekes modon a 30, illetve 60 percben nem volt szingnifikans
kiilonbség a kontroll és a zsirdus tapon tartott csoport értékei kozott, mig a fruktdzt is kapo
allatok vércukorszintje a masik két csoporthoz viszonyitva drasztikusan magasabb volt. A 120.
percre az egészséges allatok vércukorszintje visszaallt a kezdeti értékre, mig az elhizott
csoportokban egy magasabb szinten maradt. Az eredmények alapjan tehat a csak zsirdas tapon
nevelt allatokban az elhizas ellenére még nem alakult ki jelentés mértékii gliikoz intolerancia.
Ezzel szemben a nyugati étrenden nevelt csoport szérum gliik6z szintje minden iddpillanatban

szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a kontrollal dsszevetve, ami gliikoz intoleranciara

utal.
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2. abra Allatok oralis gliikoz tolerancidjanak vizsgalata
Oralis gliikoz tolerancia teszttel mértiik az allatok gliikoz toleranciajat. Atlag £ SEM. Szignifikancia:
p<0,05; # Kontroll vs.HFD; * Kontroll vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti
egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15; HFD+F: n=14

Szérum triglicerid meghatarozas

A metabolikus szindroma egyik fontos tiinete a diszlipidémia, ezért az allatok szérum
triglicerid és koleszterin szintjét is megvizsgaltuk kolorimetrids tesztek segitségével. A
triglicerid szintek tanulmanyozasakor megfigyeltiik, hogy nincs szignifikans kiilonbség a
zsirdus, illetve magas zsir- és fruktdz tartalmu diétaval etetett csoportok és a kontroll kozott
(3.A abra). Tovabba a két elhizott csoport értékei kozt sem észlelhetd szignifikans eltérés a
kezelés hatdsara. Tehat az elhizas ellenére egyik diéta kdvetkezményeképpen sem alakult ki

hipertrigliceridémia.
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Szérum oOsszkoleszterin

A triglicerid szinttel ellentétben az 6sszkoleszterin szint vizsgélata azt mutatta, hogy
mind a zsirdas diéta alkalmazasa, mind a nyugati étrend szignifikansan, kozel kétszeresére
novelte a szérum Osszkoleszterin szintet az egerekben (3.B abra). Erdekes modon, annak
ellenére, hogy a két etetett csoport testsulya és vércukorszintje jelentdsen eltért egymadstol,

Osszkoleszterin szintjiikben nem észlelhetd statisztikailag relevans eltérés.

Szérum LDL-Kkoleszterin

Az 6sszkoleszterin mellett kiilon-kiilon is megmeértiik az egerek szérum LDL- és HDL-
koleszterin szintjét. A vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a zsirdais diétan nevelt csoport
LDL-koleszterin koncentracioja szignifikansan magasabb lett a normal tapon tartott csoporthoz
képest (3.C abra). A magas zsir- és fruktdz tartalmu étrend kezelés is szignifikdnsan magasabb
koncentracio értéket eredményezett. A zsirdus diéta fruktozzal valo kiegészitése azonban nem

okozott tovabbi szignifikdns novekedést.

Szérum HDL-koleszterin

Hasonlo valtozasokat tapasztaltunk a szérum HDL-koleszterin szint vizsgalatakor is. A
szérumaban (3.D éabra). Ehhez hasonléan a nyugati tipusu étrend is szignifikans koncentracio
emelkedést idézett eld a mintakban. A zsirdis, illetve magas zsir- és fruktdz tartalmua diétan
nevelt egerek HDL-koleszterin szint értékei kdzt nem volt statisztikailag relevans kiilonbség.
Embernél az altalunk hasznélt étrendek alkalmazasa esetén csokkenést varnank a HDL-
koleszterin szintben. Azonban az emberekkel szemben az egerek f6 koleszterin szallitd
lipoprotein partikuluma nem az LDL, hanem a HDL (Glass, 2006), ami magyarazhatja

eredménytinket.
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3. abra Vérzsir értékek vizsgalata
Kolorimetrias teszttel meghatarozott szérum triglicerid (A), 6sszkoleszterin (B), LDL- (C) és HDL- (D)
koleszterin koncentraciok. Atlag + SEM. Szignifikancia: p<0,05; # Kontroll vs.HFD; * Kontroll

vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15; HFD+F:
n=14

A maj morfologiai és génexpresszios valtozasai

A lipidek metabolizmuséaban kulcsfontossagli a maj megfelelé miikodése. Elhizas soran
zsirok rakodnak a majszovetbe, nem alkoholos zsirmajat eléidézve (Powell és mtsai., 2021).
Ezért allapotanak tanulmanyozasa érdekében megmértiik a szerv tomegét, majd feltérképeztiik
qPCR modszerrel a relativ génexpresszids valtozasokat. Csak magas zsirtartalmu étrend
hatasara nem valtozott jelentOsen a Szerv tomege (4.A abra). Azonban a nyugati étrendet
mintdzo diéta szignifikdnsan nagyobb tomegndvekedést eredményezett a kontrollhoz és a
masik kezelt csoporthoz képest IS, ami zsirmaj kialakulasara utalhat.

Annak érdekében, hogy lassuk rakodtak-e lipid cseppek a majba, hematoxilin-eozin
festést alkalmaztunk (4.B,C,D abra). Megfigyelhetd, hogy a kontrollhoz (4.B abra) képest mar
zsirdus étrend hatésara is tortént lipid akkumulécio (4.C dbra), azonban magas zsir- €s fruktoz

tartalmtl diéta hatdsara a mennyisége jelentésen megndvekedett (4.D éabra). A szdvettani
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eredmények megerdsitik, hogy fruktéz egyiittes adasaval sokkal silyosabb mértékii zsirmaj

alakul ki az allatokban, mint a tisztan zsirdus diéta hatasara.
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4. abra Maj tomeg és hisztologia

Allatok majtomege (A). A maj strukturajat hematoxilin-esoin festéssel tettiik lathatova. B — kontroll, C — HFD,
D — HFD+F. Atlag + SEM. Mérce: 200 um. Szignifikancia: p<0,05; # Kontroll vs.HFD; * Kontroll
vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15; HFD+F: n=14

Kovetkezd 1€épésben ezért megvizsgaltuk a maj mikodésében, a zsirmdj kialakulasdban
¢s a gyulladasban szerepet jatszo gének expresszidjanak valtozasat is qPCR segitségével,
aminek eredményei az 5. dbran lathatéak. A vizsgélat soran azt vettiik észre, hogy mindkét
csoportban szignifikdns mértékben tobb lipoproteinlipaz enzim és CD36 receptor fehérje
expresszalodott a kontrollhoz képest, azonban mindkét gén esetében jelentésebb mértéki volt
az expresszid emelkedése a fruktdzos csoportban. A lipoproteinlipdz enzim feladata a zsirsavak
felvételének segitése a szovetek szamara lipoprotein partikulumokbol (Kersten, 2014), mig a
CD36 receptor fehérje a zsirok sejten beliilre valo transzportjaban jatszik fontos szerepet (Park,
2014). Mindkét fehérje hozzajarulhat a zsirok majszovetbe rakodasahoz és ezzel a zsirmaj

Kialakitasahoz, ezért ezen eredmények alatamasztjdk a szovettani metszeteken latottakat,
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miszerint a csak zsirdls étrend hatasara megkezdédott a zsirok akkumulécidja a majban, de a

diéta fruktozzal vald kiegészitésének hatdsara nagyobb mennyiségben.

% t-proba

kontroll HFD HFDF kvs. HFD kvs. HFD+F HFD vs. HFD+F
Lpl 100 2020  3e-07 4E-08 0.035
LdIR 100 93 8l 0523 0.061 0.115
Fgf21 100 35 83l 0001 0.401 0.003
ApoA5 100 70 65|  4E-06 2E-06 0.274
Cd36 100 186 284  0.000 7E-08 0.000
Tnfa 100 116 123 0.590 0.520 0.870
li1b 100 88 95|  0.446 0.711 0.680
Irs-1 100 73 711 o0.001 0.001 0.652
Leap 100 101 971  0.888 0.745 0.666
Esrra 100 85 81 0059 0.013 0.569
LipC 100 86 72l 0.107 0.001 0.057
InsR 100 89 75|  0.011 4E-06 0.004
LepR 100 75 116  0.218 0.558 0.060
P62 100 67 71 3E-05 0.000 0.574
LC3 100 78 82| 0001 0.006 0.490
Hsp25 100 84 108|  0.286 0.573 0.096
Chemerin 100 91 83l 0218 0.013 0.261
Visfatin 100 116 110,  0.256 0.455 0.655
FNDC5 100 148 260|  0.007 0.000 0.021
AdipoR1 100 82 790  0.003 4E-05 0.652
Leptin 100 127 154 0639 0.370 0.681

5. abra Majszovet JPCR vizsgalata
Az majszovet relativ génexpresszios valtozasait QPCR modszerrel detektaltuk. A génexpresszid szint
valtozasat szazalékban abrazoltuk a kontroll allatokban mért értékhez viszonyitva. A génexpresszid

novekedését lila szin, mig a csdkkenését kék szin jeloli.

Az FGF21 expresszidja csak a magas zsirtartalmi étrend hatdsara csokkent
szignifikansan a kontrollal szemben. Az ApoAS5 apolipoprotein expresszidja mindkét kezelt
csoport esetén statisztikailag szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz képest. A p62
expressziojanak statisztikailag kimutathaté csokkenése mutatkozott a kezelések hatasara. Az
FNDCS5, az irisin miokin prekurzora, esszencialis a metabolikus homeosztdzis fenntartasdhoz,
diszregulacidja metabolikus rendellenességek megjelenésével jar (Cao és mtsai., 2019). A
génexpresszidja jelentdsen novekedett az elhizott allatokban, de a fruktozt is fogyasztod
egerekben nagyobb mértékii volt. Ennek megfeleléen ebben a csoportban tobb metabolikus

rendellenesség jelent meg a masik elhizott csoporttal szemben.
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Viszceralis fehér zsirszovet génexpresszios valtozasai

Elhizads soran a fehér zsirszovet gyulladt fenotipusra valt, amely kovetkeztében
gyulladasos citokinek és adipokinek termelésével alacsony szintii kronikus gyulladast idéz el
a szervezetben (Alberti és Zimmet, 1998). A viszceralis fehér zsirszovet allapotanak felmérése
érdekében megvizsgaltuk a génexpressziés mintazatat (6. abra). A kontrollhoz képest
szignifikans mértékben megnétt a TNFa és a TGFB expresszios szintje mindkét kezelt
csoportban. A két elhizott csoportot Osszehasonlitva mindkét gyulladdsos citokin szintje
jelentds tovabbi novekedést mutatott a magas zsir- és fruktoz tartalma kezelés hatasara. Ezek
alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy mar zsirdus diéta hatasara is kialakult gyulladas, de a
fruktéz ezt tovabb stlyosbitja. A szakirodalom szerint azért lehetséges, hogy egy alacsony
szintli kronikus gyulladéds alakul ki elhizas soran, mert a gyulladdsos citokinek szintjének
emelkedésével egyetemben megemelkedik a gyulladast csokkent6 citokinek szintje is (Fujisaka
¢s mtsai., 2009). Ennek megfeleléen az IL-10 kifejezodése is megemelkedett az egészséges
allatokhoz képest az elhizott allatokban, és a két etetett csoport koziil a fruktoz oldatot is
fogyasztoknal volt magasabb a gyulladast csokkentd citokin génexpresszidja. A leptin
adipokin, amit foként a zsirszovet szekretal, az étvagy csokkentésében jatszik fontos szerepet.
Emellett csokkenti a zsirszovet inzulinérzékenységét, lipidek szintézisét és gatolja az
akkumulaciojukat is a zsirszovetbe ( Jin és mtsai. 2000; Harris 2014; Peelman és mtsai. 2014;
Forny-Germano és mtsai. 2019). A Kkifejez6dése zsirdus diéta és a nyugati étrend
alkalmazéasanak hatdsara is magasabb szintli volt, de a két kezelés hatdsa kozott nem volt
szignifikans kiilonbség. Allandéan magas leptin szint esetén leptin-rezisztencia alakul ki,
aminek hatasara a sejtek érzéketlenné valnak a leptinnel szemben, ami mar nem lesz képes
kivaltani a hatasat, ezért egyre tobb termelddik beldle (Frederich és mtsai., 1995). A chemerin
is egy adipokin, ami a szakirodalom szerint noveli a taplalék bevitelt, segiti a zsirszovet
novekedését, valamint gyulladast és angiogenezist indukal a zsirszovetben (Helfer és Wu,
2018). A leptinhez hasonloan expresszios szintje megemelkedett mindkét etetett csoportban,
azonban ez esetben sem volt megfigyelhetd szignifikans valtozas a zsirdus diéta fruktozzal vald

kiegészitésének alkalmazasaval.
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% t-préba
kontroll HFD HFDF |kvs.HFD kvs. HFD+F HFD vs. HFD+F

TNFa 100 184 353 0.001 0.000 0.004
l11b 100 83 125 0.367 0.348 0.053
116 100 110 0.871 0.655 0.642
1110 100 0.008 0.000 0.012
TGFb 100 0.000 0.000 0.002
leptin 100 0.001 0.000 0.198
chemerin 100 0.004 0.001 0.131
visfatin 100 0.594 0.520 0.041
Fgf21 100 0.467 0.701 0.515
LepR 100 0.090 0.685 0.184

6. abra Viszceralis fehér zsirszévet JPCR vizsgilata
A viszceralis fehér zsirszovet relativ génexpresszios valtozasai QPCR modszerrel. A génexpresszio szint
valtozasat szazalékban abrazoltuk a kontroll allatokban mért értékhez viszonyitva. A génexpresszid

novekedését lila szin, mig a csokkenését kék szin jeloli.

Barna zsirszovet vizsgalat eredményei

A fehér zsirral szemben a barna zsirszovet f6 feladata nem az energiaraktarozas, hanem
a termogenezisben jatszik fontos szerepet. Kevésbé fogékony arra, hogy lokalis gyulladas
alakuljon ki benne elhizas miatt, azonban sulyos esetben végiil itt is kialakulhat gyulladasos
kornyezet. Ez akadélyozza a szovet energiafelhasznaldo mechanizmusat és a gliikoz felvételét,
ami a termogén aktivitas zavaraihoz vezet (Villarroya és mtsai., 2018). Ezért megvizsgaltuk az
allatok interscapularis barna zsirszovetének allapotat. A szovet tomege csak zsirdus diéta
alkalmazéasanak hatdsara nem mutatott szignifikans valtozast a kontrollhoz képest (7. A ébra).
Ezzel szemben a magas zsir- és fruktdéz tartalmi étrenden nevelt allatok szervtomege
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll allatoké. A két elhizott csoportot 6sszehasonlitva
a fruktozzal kiegészitett zsirdus étrend hatasara volt szignifikansan magasabb a barna zsirszévet
tomeg gyarapodasa. A tomegnovekedés arra is utalhat, hogy az eredend6en nem
energiatarolasra szolgald barna zsirszovetben is megkezd6dott a zsir akkumulacidja. Ezt a
szovettani metszetek képe is alatamasztja: mig a kontroll (7.B abra) és zsirdts diétan tartott
allatok (7. C abra) barnazsirsejtjei sok aprd lipidcseppet tartalmaznak, addig a fruktozt is
fogyaszto allatok szovetében megjelennek az inkabb fehérzsirra jellemzdé, nagyobb

lipidcseppek is (7. D abra).
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7. abra Barna zsirszovet vizsgalata
Egerek barnaszirszovetének tomege (A). A hematoxilin-eozin festett barnaszirszovet struktaraja. B - kontroll,
C - HFD, D — HFD+F. Atlag + SEM. Mérce: 200 pum. Szignifikancia: p<0,05; # Kontroll vs.HFD; *
Kontroll vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15;
HFD+F: n=14

Feltételezhetden ez a szovet mitkodését is befolyasolja, ezért az ebben szerepet jatszo
gének expresszios szintjét gPCR segitségével megvizsgaltuk (8. abra). Erdekes, hogy az UCPI1,
a cidea és a cox8b termogenezis markerek (Garcia és mtsai., 2016) expresszids szintje
ellentétesen valtozott a két kezelés hatasara. A barna zsirszovet egyik f6 feladata a lipidek
oxidaciojabol nyert energiat felhasznalni hétermelésre sziikség esetén (Sepa-Kishi és Ceddia,
2016). Mindharom gén expresszios szintje szignifikansan alacsonyabb volt fruktozzal
kiegészitett zsirdus étrend hataséara a zsirdas tapon tartott csoporttal dsszevetve. Feltehetdleg ez
hozzajarulhatott a szerv elzsirosodasahoz, ugyanis ezen gének termékeinek csokkent szintje
miatt alacsonyabb szinti lehetett a termogén aktivitas, igy felhalmozodhattak a zsirok a

sejtekben.
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% t-préba

kontroll HFD HFDF kvs.HFD  kvs. HFD+F HFD vs. HFD+F
Gapdh 100 118 131 0.227 0.069 0.299
Hsp25 100 110 114 0.518 0.333 0.751
LepR 100 67 47 0.037 0.000 0.072
Ab cryst 100 79 85 0.638 0.666 0.877
TGFb 100 97 102 0.736 0.839 0.520
ucrP1 100 128 90 0.172 0.560 0.006
Cidea 100 105 83 0.482 0.053 0.006
Fgf21 100 144 227, 0.126 0.003 0.020
TNFa 100 121 140 0.290 0.038 0.357
CD36 100 112 99 0.264 0.936 0.061
Hsp70 100 97 89 0.928 0.672 0.721
l11b 100 99 97 0.969 0.878 0.889
Cox8b 100 111 76 0.117 0.005 0.000
chemerin 100 102 124 0.786 0.023 0.001
leptin 100 191 321 0.025 0.001 0.029
visfatin 100 102 66 0.879 0.001 0.000

8. abra Barna zsirszovet qPCR vizsgalata
A barna zsirszovet relativ génexpresszios valtozasai QPCR moédszerrel. A génexpresszié szint valtozasat
szazalékban abrazoltuk a kontroll allatokban mért értékhez viszonyitva. A génexpresszid ndvekedését lila

szin, mig a csokkenését kék szin jeloli.

Az FGF21 expresszidja a csak zsirdis tapon tartott egerekben nem valtozott
statisztikailag szignifikansan a kontrollal 6sszevetve. Azonban a fruktozzal kiegészitett zsirdiis
étrend alkalmazasaval szignifikdnsan nott az expresszios szintje a kontrollal és a masik kezelt
csoporttal szemben is. Az FGF21 termel6dését kiilonbozo stressz hatasok indukalhatjak,
feladata a barna zsirszovetben a termogenezis aktivalasa (Itoh, 2014). Ez az eredményiink
ellentétesnek tlinik a termogenezis markerek esetén tapasztaltakkal. A TNFa gyulladasos
citokin csak zsirdiis étrend hatdsara nem mutatott szignifikans génexpresszié novekedést a
kontrollhoz képest, de az étrend fruktdzzal vald kiegészitése esetén mar statisztikailag
szignifikansan emelkedett a kifejezddése. Ebbdl az latszik, hogy tulzott fruktdz bevitel hatasara
mar kialakult gyulladas a szovetben. A chemerin expresszidjanak a mértéke is fokozodott a
fruktozos csoportban a kontrollal és a masik kezelt csoporttal 6sszehasonlitva. Ez az adipokin
arr6l ismert, hogy lipidek akkumulaciojat idézi el6 (Kwon és Pessin, 2013). A leptin
kifejezddési szintje zsirdis diéta és ennek fruktozzal kiegészitett valtozatanak hatisara is
szignifikdnsan megemelkedett. Ha Osszevetjiik a két kezelés hatasat lathato, hogy a fruktéz
alkalmazésa szignifikdnsan megemelte a leptin expresszidjat. A leptin ugyancsak képes
aktivalni a termogenezist (Cannon és Nedergaard, 2004), azonban lathato, hogy receptoranak

expresszidja jelentds csokkenést mutat mindkét modositott étrenden tartott csoportban. Ez oka
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lehet annak, hogy hidba nétt meg az adipokin expresszids szintje, nem képes kivaltani

termogenezist, vagyis leptin rezisztencia alakult ki a szovetben.

Agyszovet vizsgalatanak eredményei

Irodalmi adatok szerint az elhizds ¢és a metabolikus szindroma tlinetei az agy
miikodésére is hatassal lehetnek (Yates és mtsai.,, 2012; Arshad és mtsai., 2018). Ezért
kivancsiak voltunk, hogy tortént-e valtozas a kisérletiinkben hasznalt diétak hatasara az allatok
agyaban. EI6sz6r megmértiik a szerv tomegét, ahol arra lettiink figyelmesek, hogy magas zsir-
¢és fruktoz tartalmu étrend hatdsara szignifikdnsan csdkkent az agy tomege az egerekben a
kontroll csoporthoz képest (9. abra). E jelenség okéanak felderitése érdekében megvizsgaltuk az

allatok agyanak génexpresszios mintazatat is qPCR segitségével (10. abra).
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9. abra Agy tomeg valtozasa a diétak hatasara
Allatok agy tomege csoportonként. Atlag + SEM. Szignifikancia: p<0,05; # Kontroll vs.HFD; *
Kontroll vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15;
HFD+F: n=14

A kontrollhoz képest a magas zsirtartalmt étrend hatasara nem alakult ki szignifikéns
kiilonbség egyik gén esetén sem. A diéta fruktozzal valo kiegészitésének alkalmazédsival az
IBA1 és Trem2 mikroglia markerek egy alacsony szintii, de statisztikailag szignifikans mértékii
novekedést mutattak a kontrollal dsszevetve a csoportot. Tovabba a makrofag marker Mrcl
expresszios szintje IS statisztikailag szignifikdnsan novekedett ugyanebben a csoportban a
kontrollal és a masik elhizott csoporttal dsszehasonlitva is. Ezek az adatok egy kismértékii

gyulladasra engednek kovetkeztetni. A leptin receptor expresszioja a magas zsir- €s fruktoz
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tartalmtl étrenden nevelkedett egerekben nem csak a kontrollal, de a masik etetett csoporttal
szemben is statisztikailag szignifikans ndvekedést mutatott. Ez egy érdekes eredménytiink, mert
a fehér zsirszovet altal termelt leptin nagy mennyiségének hatasara rezisztencia alakulhat ki,
ahogy ezt a barna zsirszovetnél is tapasztaltuk, emiatt pedig a receptor kifejezodésének
csOkkenését varnank. De a folyamat valdszintlileg nem ennyire egyszeri, az okanak felderitése

tovabbi vizsgalatokat igényel.

% t-préba
kontroll HFD HFDF |kvs. HFD k vs. HFD+F HFD vs. HFD+F
GFAP 100 99 104 0.865 0.664 0.608
Ibal 100 117 120 0.055 0.025 0.494
Trem2 100 108 115 0.228 0.043 0.288
InsR 100 99 102 0.593 0.703 0.350|
LepR 100 102 115 0.799 0.006 0.009
Pgp 100 99 102 0.860 0.827 0.678
BDNF 100 89 91 0.084 0.202 0.799
Glutl 100 92 102 0.185 0.864 0.151
Cde8 100 100 104 0.947 0.348 0.324
ll6 100 90 113 0.379 0.256 0.034
Mrcl 100 106 122 0.422 0.007 0.025
Argl 100 85 87 0.094 0.158 0.813
l11b 100 103 104 0.844 0.768 0.950
TNFa 100 94 87 0.655 0.251 0.490

10. abra Agyszovet qPCR vizsgalata
Az agyszovet relativ génexpresszids valtozasai qQPCR modszerrel. A génexpresszid szint valtozasat
szazalékban abrazoltuk a kontroll allatokban mért értékhez viszonyitva A génexpresszid novekedését lila

szin, mig a csokkenését kék szin jeloli.

Végezetiil az egerek agyabol fagyasztott koronalis metszeteket készitettiink, és
doublecortin (DCX) festést végeztiink, ezzel lathatova tettiik az Gjonnan sziileté neuronokat a
hippokampusz gyrus dentatus teriiletén (11. abra). A zsirdus diéta Gnmagaban nem okozott
jelentds valtozast. Magas zsir- és fruktoz tartalmu étrend esetén azt tapasztaltuk, hogy egyes
allatokban drasztikus mértékben megnétt a DCX pozitiv sejtek szama (11. D abra). Mivel nem
volt minden allatban megfigyelhetd ilyen nagymértékii novekedés, a nagy szoérdsnak
koszonhetden a csoportra jellemz6 atlagok kozotti kiilonbség statisztikailag nem szignifikans
(11. A). Ennek ellenére nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a jelenséget. Irodalmi adatok szerint

az agyat ért sériilések hatdsara, azok ellensulyozasa érdekében, aktivalédhat a neurogenezis
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(Chiaretti és mtsai., 2008; Bregy és mtsai., 2012; Zhu Man ¢s mtsai., 2018; Clark és mtsai.,
2021). Azt feltételezziik, hogy a fruktozzal kiegészitett diéta egyes allatok agyaban sulyosabb

elvaltozasokat okozhat, ami a DCX+ sejtek szamanak novekedéséhez vezethet.
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11. abra Agy vizsgalata
Doublecortin pozitiv sejtek szama csoportonként (A). Koronalis agymetszeteken doublecortin festéssel
lathatova valt Gjonnan sziiletd neuronok a hippokampusz gyrus dentatusaban. B - kontroll, C — HFD, D —
HFD+F. Atlag + SEM. Mérce 100 um. Szignifikancia: p<0,05 # Kontroll vs.HFD; * Kontroll
vs.HFD+; és HFD vs. HFD+F; Csoportonkénti egyedszam: Kontroll: n=14; HFD: n=15; HFD+F: n=14
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Osszefoglalas

A Kkisérletiink soran arra voltunk kivancsiak, hogy zsirdus diéta (HFD - high fat diet),
illetve a nyugati étrendet jobban mintazé magas zsir- és fruktdz tartalmua diéta (HFD+F — high
fat and fructose diet) hatasara milyen gyulladasos folyamatok és metabolikus elvaltozasok
alakulnak ki. Emellett megfigyeltiik, hogy a két étrend alkalmazasanak hatasara kialakuld
valtozasok kozott vannak-e kiilonbségek. Ezek érdekében him C57BL6/J egerek egy csoportjat
zsirdas étrenden tartottuk, mig egy masik csoportjukat magas fruktéz tartalmt ivovizzel
kiegészitett zsirdus diétan. Kontrollnak normal tapon nevelt C57BL6/J egereket hasznaltunk.
A kezelést 3 honapos korukban kezdtiik, majd 5 honapon at tartott.

A kisérlet teljes idotartama alatt monitoroztuk az allatok testtomegét. A végére mindkét
diéta hatdsara szignifikdns mértékii testtomeg gyarapodas volt megallapithato, de az elhizés
fruktoz alkalmazésaval jelentdsebb mértéki volt. A kezelés kezdetétdl szamitva az 5. honapban
oralis gliikéz tolerancia teszttel felmértiik az allatok szervezetének gliikoz toleranciajat. Gliikkoz
intolerancia csak a HFD+F csoportban alakult ki. Kolorimetrias tesztekkel megallapitottuk a
szérum mintakbol, hogy mindkét etetett csoport sszkoleszterin, LDL- és HDL-koleszterin
koncentracioja szignifikansan megemelkedett a kontrollhoz képest, de a kezelt csoportok kozt
nem volt kiilonbség. A szérum triglicerid koncentraciora nem volt hatdssal egyik étrend sem.
Az allatok feldolgozasa soran megmeértiik az interscapuléris barna zsirszovet, a maj €s az agy
tomegét. A barna zsir és a maj tomege jelentésen megemelkedett a HFD+F csoportban a
kontrollhoz és a HFD csoporthoz képest is, valamint ugyanennek a csoportnak a diéta
csokkentette az agy tomegét. Ezek hatterében 4ll6 okok felderitése érdekében megfigyeltiik az
allatok ugyanezen szerveinek és a fehér zsirszovet génexpresszios valtozasait. A fehér
zsirszovetben gyulladast és leptin rezisztenciat detektaltunk mindkét elhizott csoportban, de
ezek a HFD+F csoportban sokkal stlyosabbak voltak. Ugyanebben a csoportban zsirmaj
kialakulasat igazoltuk hematoxilin-eozin festett majmetszeteken, azonban ennek hatasara
gyulladds még nem volt kimutathaté. Ehhez hasonléan a HFD+F csoportnak a barna
zsirszovetében is fehér zsirszovetre jellemz6 nagyobb lipidcseppek jelentek meg, és ebben a
szovetben is leptin rezisztenica alakult ki. Ebben a csoportban csokkent az allatok agyanak
tomege, aminek ellensulyozasa érdekében neurogenezis aktivalddhatott, amit DCX festéssel

tettiink lathatova. Az okok tovabbi tisztazasa érdekében az alabbi festéseket tervezzik
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elvégezni, illetve vannak folyamatban: asztrocita és mikroglia aktivacié vizsgalata GFAP ¢és
IBA1 immunfestéssel, makrofagok festése, elhalt sejtek festése Fluoro Jade festéssel.

Az eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az elhizas soran fellépd gyulladésos
folyamatok és metabolikus elvaltozasok az egész szervezetre Kiterjednek, és a tiineteket
sulyosbitja a nyugati étrendet modellezd magas zsir, és fruktdéz tartalmi taplalkozas.
Kutatdsunk hozzajarulhat a tarsadalmunkra jellemz6 életmdd kéaros hatdsai mogott allo
sejtszintll €s molekularis mechanizmusok jobb megértéséhez, ami a késObbiekben eldsegitheti

az elhizas miatt kialakul6 rendellenességek terapias kezelését.
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Koszonetnyilvanitas

Munkamat a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Biokémiai Intézetében, a Molekularis
Stresszbiologiai csoportban végeztem. Szeretném megkdszonni Torok Zsoltnak, hogy
megvaldsithattam ezt a dolgozatot a csoportjaban. Halds koszonettel tartozom Toth E.
Melindéanak témavezetéséért, segitsége nélkiil nem johetett volna létre ez a dolgozat. Koszonom
az alland6 figyelmét és iranymutatasat a munkdm soran. Szeretném megkdszonni Ruppert
Zsofidnak a kolorimetrids tesztek elvégzéséhez adott irdnymutatasat és az eredmények
kiértékelését. Koszonom Dukay Brigittanak a DCX festést, valamint Hajda Petranak a festés
kiértékelése soran a kozremiikodését. Kdszonettel tartozom Kis-Sebestyén Laszlonénak az
allatok gondozasaban nyujtott segitségéért. Szeretném megkdszonni tovabba a csoport minden
tagjanak a segitségét a munkam soran.

Koszonettel tartozom még Tiszlavicz Laszlonak és csoportjanak (Patoldgia Intézet) a

hematoxilin-eozin festések elvégzéséért és kiértékeléstikért.
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