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OSSZEFOGLALAS

A dolgozatom alapjat képez6 munka elsé felében a hypoglikémia kinetikéjat €s annak hatasat
vizsgaltuk egy sejtes modellen; célunk az Alzheimer betegség (AD) feltételezett metabolikus
hatterének pontosabb megismerése volt. A kisérletsorozatban neuroblasztoma (SH-SYSY)
sejtvonallal dolgoztunk és a kronikus hypoglikémia hatasat kivantuk modellezni. Osszesen hat

gliikoz koncentraciét allitottunk be: 0,5; 0,8; 1,3; 1,8; 3 és 5 mM-t. Ezt kdvetden a sejteket 24

crer

crer

¢letképességét €s sejtosztodasi ratdjat, valamint egy bizonyos fehérje modosulds, az O-
Glikozilacio mértékét. Eredményeink szerint az SH-SYSY sejtek egészen az 1,8 mM-os gliikoz
koncentracioig jol alkalmazkodnak a hypoglikémids kornyezethez, azonban ezen érték alatt a
metabolizmusuk megvaltozik. A felhasznalt gliikkoz mennyisége a Michaelis-Menten kinetikat
koveti, ezt a sejtek a glikolizis/oxidativ foszforilacio ardnyanak valtozasaval kompenzaljak; az
ECAR csokken, ezaltal az oxigénfogyasztdssal (OCR) alkotott hanyados (OCR/ECAR)
exponencialisan nd. A sejtek osztodasi sebessége csokkent, az életképességiik csak a 0,5 mM
gliikoz kondicidban csokkent szignifikansan. A legfontosabb 0j eredményilink a fehérjék
glikozilaciojahoz kapcsolddik. Az eddigi hypoglikémids sejtes modellekkel ellentétben —
melyek a sejtektdl a teljes gliikozt teljes mértékben megvontak, ezaltal akut stresszreakciot és
O-Glikozilaci6 fokozddast tapasztaltak — modelliinkben a fokozatosan kialakuld
hypoglikémiaval O-Glikozilacio csokkenést tudtunk kivéltani. Ugy gondoljuk, a mérsékelt
gliikoz megvonas az AD metabolikus elvaltozasainak jobb modellje, igy magyarazatot adhat a
patologias szdvetekben tapasztalt csokkent O-Glikozilacidra, és a kovetkeztében kialakuld

hyperfoszforilalt Tau fehérjékre, valamint az amyloid-béta (AP) felhalmozddasra.

A tézis masodik felében bemutatom a vércukorszint meghatarozasara hasznalt plazma gliikk6z-
, lletve a jelenleg leggyakrabban alkalmazott, hosszu tavi kovetésére hasznalt hemoglobin Alc
(HbAlc) kapcsolatat leird linearis egyenletek lényegét és azok modositott, nem-linedris
valtozatat, melynek alkalmazéasaval jobb prognosztikai becslés adhatd. A laboratoriumunk
informatikai rendszerében (GLIMS) tarolt, a HbAlc- és plazma gliikoz értékeket tartalmazo,
kozel 15 évnyi adatot retrospektiv modon elemeztiik. Az Osszetartozd adatparok grafikus
abrazolasat kovetden arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az eddig hasznalt Atlagos Gliikoz

Tanulményi Csoport (ADAG) altal alkalmazott linearis egyenlethez képest a Michaelis-Menten
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kinetika alapjan valé nem-linearis modellezés célravezetdbb és pontosabb, kiilonds tekintettel
a sz¢lso értékekre. Ezaltal csokkenthetd az un. glikémiés index okozta terapias bizonytalansag
¢s az egyénre jellemzd Michaelis index segitségével pontosabb kezelés alakithato ki. A
Michaelis-Menten egyenlettel a HbAlc valtozasai akar napi szinten becsiilhetdek, ezaltal egy
konnyen hasznalhatdo monitort/applikaciét adhatunk mind a betegek, mind a diabetologusok

kezébe.
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BEVEZETES

A WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet) altalanos becslése szerint vildgszerte mintegy 422
millié embert érint a cukorbetegség, mely novekvo tendenciat mutat. Ez az egyik leggyakoribb
krénikus betegség a vilagon. A diabetesnek tobb tipusa ismert, melyek koziil a leggyakoribbak
az 1-es tipust- vagy inzulinfliggd diabetes, illetve az esetek tobb, mint 90%-at a 2-es tipus vagy
inzulin rezisztens diabetes teszi ki. A gesztacios-, a LADA (Latent Autoimmune Diabetes in
Adults), a MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) illetve egyéb formai a
cukorbetegségnek joval ritkabbak. Kivételt képez ez alol az AD melyet 2005 6ta egyes szerzok
»3-as tipusu diabetesnek™ is neveznek, miutan kapcsolatot talaltak mind epidemioldgiailag,
mind biokémiai folyamatok terén az inzulinrezisztencia, az agyi inzulin jelatviteli utak ¢és a
neurodegeneracid kozott. [1; 2; 3; 4] A vércukorszint alakuldsdnak kovetése elengedhetetlen
mind a sziirés, mind a monitorozas soran, ezért a modszerek tokéletesitésére kell torekedniink.
Ez magaban foglalja a hattérben hiz6do folyamatok pontosabb megértését és a jelenlegi

lehetdségek fejlesztését is.

1.1 A GLUKOZ HOMEOSZTAZISA

A normadl plazma vércukorszint viszonylag sziik hatarok kozott mozog (4-9 mM) [5]. Gyakran
eléforduld magasabb értékek esetében a prediabetes illetve diabetes kérdése felmeriil annak
minden lehetséges szovéddményével egylitt, amilyen a nephropétia, retinopatia, neuropatia és a
kardiovaszkularis betegségek rizikondvekedése. Természetesen mas korallapotok is jarhatnak
emelkedett vércukorszinttel, mint a Cushing-kor, a hyperthyreosis vagy az acromegalia.
Alacsonyabb értékek az agyi funkciok karosodéasat vonhatjak maguk utan, 1évén, a neuronok
sem raktdrozni, sem szintetizalni nem tudnak megfeleld6 mennyiségben gliik6zt. Azonban
hosszabb éhezés soran megfigyelték, hogy mas, alternativ energiaforrasokbdl is biztosithat6 az

idegsejtek ellatasa. [6]
I.1.1 Az étkezést koveto allapot

Normal esetben a felszivodott gliikkoz kozel 35%-a eloxidalodik, 65%-a pedig raktarozasra
keriil a zsigeri szervek (45%), az izomszdvet (30%), a zsirszovet (5%) €s mas szovetek altal.

[7] A szervezet energiaigényének nagy részEét a szabad zsirsavak oxidaciojaval fedezi, amely a

9
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gliikozzal bizonyos szervekben kompeticidban all (példaul a vazizomzatban, szivben és a
vesében). [8] A GLUT (Glucose Transporter) transzporterek olyan fehérjék, melyek feleldsek
a glikoz szallitasaért a sejtmembranon keresztiil, lehetévé téve a sejtek szdmara, hogy azt a
kornyezetiikbdl felvegyék. Jelenleg tizennégy izoformajuk ismert, melyek kiilonbozo
szovetekben ¢€s koriilmények kozott aktivak. A legjelentdsebbek ezek koziil a GLUTI-5. A
GLUTI1 ¢s GLUT3 inzulinfiiggetlen, foként a vér-agy gaton, a neuronokon ¢és a
vorosvérsejteken fejezddik ki, de mas szovetekben is fellelhet6. A GLUT2 a majban, a
hasnyalmirigy béta-sejtjeiben és a vesékben taldlhatd, ezzel szemben a GLUT4-re a
myocardialis-, a mdj-, a placentaris-, a hasnyalmirigy-, a vazizom- €s a zsirszéveti megjelenés
a jellemz6. A GLUTS specifikusan a fruktoz szallitasaért felelds, jelentés mértékben az
intestinalis sejtekben €s a herecsatorndkban van jelen. A masik gliik6zszallité molekula-csalad
a natrium-gliikoz kapcsolt transzporterek (SGLT), szimporterek, melyeknek eddig hat
izoformadja kertiilt azonositasra [9] €s az els6 kettd gatloja igéretes gyogyszerek hatdbanyaga. A
fenti transzporterek kulcsszerepet jatszanak az anyagcserében €s az energiahdztartdsban.
Etkezést kovetden a glitkozfelvétel 70-80%-a az inzulinérzékeny szovetekben torténik, melyek
GLUT4 receptorokkal rendelkeznek, igy az inzulin ebben a folyamatban a gliik6z transzport
novelésével jatszik szerepet. Emellett ennek a peptidhormonnak a szerepe igen sokrétii: a
gliikoz szoveti felhasznalasdnak emelésén és az ATP termelés fokozasan kiviil enzimek
aktivalasan vagy gatlasan keresztiil fokozza a fehérjék ¢és zsirok felépitését, gatolja a
mobilizalasukat, gatolja a majban és a vesében a glukoneogenezist, csokkenti a vércukorszintet,
¢s a ketontestek képzddését, fokozza az aminosavak és a kalium sejtbe torténd felvételét. [10]
Erdekes megfigyelés, hogy miutan az elfogyasztott cukor mintegy 15 percen beliil megjelenik
a keringésben, a vesében a glukoneogenezis kevésbé gatlodik, holott a maj €s a vese szovete
kozel azonos mértékben képes erre a folyamatra, aminek hatterében az allhat, hogy a glukagon
a vese sejtjein nem hat. [5] Ezaltal a majban a gatlasa erdteljesebben fokozodik és a glikogén
szintézise jelentésebben emelkedhet. [11]

Altalanossagban a gliikdz, miutan bejutott a sejtbe a glikolizis soran piruvatként beléphet a
Citromsav-ciklusba, melynek sordan Acetil-CoenzimA (Acetil-CoA) oxidéacidja soran NADH ¢és
FADH képzddik, melyek késobb a sejt energiaeldallitasat szolgaljak. Emellett a pent6z-foszfat
utvonalon (shunt) (PPP) keresztiil rib6z-5-fosztat és NADPH termelésén keresztiil hozzéjarul
a nukleotidok ¢és lipidek képzddéséhez, valamint az antioxidans védelemhez. A hex6zamin-ut
a glikoz felhasznadlasanak egyik alternativ modja, azonban elengedhetetlen a sejtek
szabalyozasi folyamatainak megfelel6 mitkodéséhez. A glilkdzaminoglikanok és szénhidrat-

polimerek képzddése a sejtmembranok felépitése és a sejtek kozotti matrixok kialakitasdban

10
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jatszik fontos szerepet. Az éppen folosleges gliikozt glikogén formajaban tarolhatja a szervezet
szintézist kovetden, mig, ha nem all elegendd rendelkezésre, akkor glikogenolizis ¢és
glukoneogenezis utjan gliikozt allit eld a szdvetek, sejtek szamdra. Az anyagcsere Osszetett
haldzata biztositja, hogy a sejtek megfeleld energia- és épitdanyagellatast kapjanak az optimalis
miikédéshez. Azt, hogy a gliikdoz melyik anyagcsere-utvonalba 1ép be, dontden a sejttipus,

illetve a sejtek kornyezete befolyasolja.

I.1.2. Ehezés alatti allapot

A plazma vércukorkoncentracidja egészséges egyéneknél atlagosan 5 mM még egy ¢éjszakai
¢hezést kovetden is. Kiilsd forradsbol torténd potlas nélkiil 24 6ra mulva ez a szint 15%-kal
csokken, 72 orat kovetden a szervezet normal esetben 2,8 mM felett igyekszik tartani a gliikoz
szintjét. [12] A szérum inzulinszint csokkenése mar viszonylag gyorsan elkezdddik, azonban a
glukagon és az adrenalin kibocsatas csak 4 mM alatt figyelhetd meg. Ehezés soran a gliikoz
80%-a a maj miikddése révén jut a keringésbe, illetve kisebb mértékben a vese éltal. Ennek fele
glikogenolizisbdl szarmazik, a masik fele a glukoneogenezisbdl; glicerolbdl, laktatbol és
aminosavakbol gliikdz-6-foszfatdz segitségével. Az id6 eldrehaladtaval a glikogénraktarak
kitiriilésével parhuzamosan, az arany az utobbi felé¢ ddl el; 24 6ra mulva 70%, majd 48 ora
mulva szinte az 0sszes, keringésbe bocsatott gliikozért ez a folyamat felelds. [13] Emellett a
zsirsav oxidaciobol szarmazd Acetil-CoA ketontestekké (pl. acetoacetat, B-hidroxi-vajsav)
alakulva alternativ energiaforrast jelenthet az agy és mas szovetek szamadra, kiilondsen

hosszabb éhezési idoszakokban.

1.2 AZ AGYI METABOLIZMUS VALTOZASA HYPOGLIKEMIA
SORAN

Az agy a szervezet teljes glilkozfogyasztasabol 25%-ban részesiil, ugyanakkor a testtomeg
minddssze 2%-at teszi ki. [14] A felndtt agy f6 energiaforrasa a gliikoz. [15] Az agy — hatarok
kozott — képes alkalmazkodni a hypoglikémidhoz abban az esetben, ha az lassan, fokozatosan
alakul ki. Azonban, ha a hidnyallapot nagy mértéka és akutan kovetkezik be, akkor az ehhez
valdo idomulds mar nehezebb. Kimutattdk, hogy a neuronok mind a laktatot, mind a
ketontesteket képesek folhasznalni alternativ tapanyagként. [14] Az elmélet szerint a laktat
alternativ utvonal a neuronok ¢és asztrocitdk kozott glutamat felszabadulasara indul meg, amit a

neuronok valasztanak ki hypoglikémia hatisara. [16] (1. dabra) Ezt az asztrocitak a glia-

11



223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

234

235
236
237
238
239

240
241
242
243
244
245

specifikus glutamat transzportereken keresztiil veszik fel (EAATI1, EAAT2), melyek ezzel
parhuzamosan Na' ionokat is bejuttatnak a sejtekbe. [17] A glutamat glutaminna ATP-fiiggd
reakcio altal alakul at, ez serkenti a gliikkoz felvételét. Az intracellularis Na™ ion gradiens
emelkedése aktivalja a Na'-K" ATPaz-t, ami végiil beinditja a glikolizist. [14; 17] A laktat
termelése megnd, ¢és felszabadul az extracellularis (EC) térbe, ahol a neuronok altal
felhasznalasra keriill az ATP-termeléshez sziikséges energiaforrasként. [18] Az éhgyomri
gliikozszint a vérben altaldban 4 és 6 mmol/l k6zott van, mig az agyszovetben koriilbeliil 1-2
mmol/l. [14; 19] Hypoglikémias allapotban az intracerebralis glikogén is tapanyagként
szolgalhat a neuronok szamara a visszanyert laktat révén — néhany masodpercig. A laktatbol
szarmaz6 metabolitok beléphetnek a Krebs-ciklusba ¢s a gliikoz felhasznélasra keriilhet mas

metabolikus utvonalakon is, mint amilyen a PPP.

NEURONALIS SZINAPSZIS ASZTROCITA KAPILLARIS

_@_p glucose

NADH NAD* NAD* NADH

pyruvate Qﬁ_#-lactate lactate %ﬁé pyruvate
A

[
ATP | 8B
cd; ) L~ 6lu € GIne—@—@——cin
K* TGS
| GLUTY,
S‘ o @ sk pAs glucose
B § 8 A\
GluR 3Na*

1. abra:

Az asztrocita-neuron laktat csatorna elmélet sematikus rajza. (Modositott abra, kép forrasa: 1.
Allaman, M. Belanger, and P.J. Magistretti, Methylglyoxal, the dark side of glycolysis. Front
Neurosci 9 (2015) 23.)

Roviditések: MCT: monokarboxilat transzporter;, EAAT: excitatorikus aminosav transzporter; LDHS:
laktat-dehidrogenaz 5; Gln: glutamin; Glu: gliikoz; GluR: gliikoz receptor; GLUT: gliikoz tarnszporter

A ketontestek a vér-agy gaton (BBB) keresztiil passziv transzporttal, diffuzioval is képesek
atjutni (kiilondsen, ha magas koncentracioban vannak jelen), azonban a f6 szallitdé molekula a
monocarboxylate transporter 1 (MCT1), ami a Solute Carrier Family 16 Member 1 (SLC16A1)

csalad tagja. Nem specifikus, hiszen mas monokarboxilatokat is szallit, mint a laktat, a piruvat,
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eldgazd lancu oxosavak, amik valinbdl, leucinbdl vagy izoleucinbdl szarmaznak. [20] Az
aquaporin csatorndk elsésorban a viz molekuldk szallitasarol ismertek, azonban felfedezték,
hogy szerepet jatszhatnak a [-hidroxi-butirat transzportjaban is. [21] A P-hidroxi-butirat
dehidrogenaz altal katalizalt reakcioban acetoacetattd alakul, majd acetoacetil-CoA tiolaz
segitségével acetil-CoA keletkezik, ami belép a neuronok mitokondriumaban zajlé citromsav-
ciklusba, aminek soran ATP, NADH ¢s FADH; jon 1étre késObb tovabbi energiat szolgaltatva

a sejt szdmara.

I.2.1 A hypoglikémia és az Alzheimer kor kapcsolata

Az AD — amely vilagszerte tobb, mint 400 milli6 embert érint — €s a cukorbetegség kozotti
kapcsolatra szamos bizonyitékot talaltak. Epidemioldgiai tanulmanyok alapjan a 2-es tipusu
diabetes és AD kockazati tényezdi kozott szerepel a magas testtomegindex, az adipozitas, a
gyulladés és a zavart ¢homi gliikkéz. [22; 23] A ,,3-as tipusu diabetes” kifejezést elészor 2005-
ben Suzanne de la Monte ¢és mtsai hasznaltak, akik AD-s betegek agyszovetének vizsgalatakor
az inzulin szignal zavarat fedezték fel, ezért, mint neuroendokrin betegséget azonositottak. [2]
A kozponti idegrendszerben az inzulin, az inzulinhoz hasonlé ndvekedési faktor (IGF1)
termelése €s az inzulinreceptorok iranti rezisztencia csokken, valamint a gliiko6z felhasznalasa
is csokken. [24] Az FDG-PET CT mérések szintén arra utalnak, hogy csokken a cerebralis
gliik6z metabolizmus. [4] Az inzulin &t tud jutni a vér-agy gaton, emellett maga, az agyszovet
is termeli. Fontos a memoriafeldolgozas szempontjabol, és a receptorok a hipotalamuszban, az
agykéregben, a szaglomez0 teriiletén, az agyban és a kisagyban taldlhatok meg. Kimutattak,
hogy az inzulin adasa segiti a kognitiv funkcidk javulasat. [1] Az inzulinrezisztencia, a GLUT
receptorok - kiilondsen a GLUT 1 és GLUT 3 - csokkenése, az érrendszeri hypoperfuzio és a
mitokondrialis diszfunkci6 szintén részt vesz az AD kialakuldsaban. [3] Az elégséges ATP-
szint kritikus a normal neuronalis miikddéshez; a szinaptikus atviteleknek, az axonalis vagy
dendritikus transzportnak és az ioncsatorna-aktivitasnak magas az energiakdvetelménye. [25;
26] Ez alapjan példaul véve a karosodott kalciumfiiggd exocitézis az ingeriiletatvitel
romlasdhoz vezet, befolydsolva a kognitiv funkcidok és a memoria hanyatlasat. [25; 27]
Tovabbd, normal koriilmények kozott a PPP-bdl szarmazé antioxiddnsok védik a
mitokondriumokat a reaktiv oxigénfajtaktol (ROS), azonban az AD esetén ez a funkcio is sériil,
ami kevésbé hatékony ATP-termeléshez vezet, mig a ROS karositja a lipideket, fehérjéket és
nukleinsavakat, hozzajarulva ezzel a neurodegeneraciohoz. [25; 28] ATP aerob vagy anaerob

modon keletkezhet. Az 0sszes termelésnek a 88%-a aerob koriilmények kozott torténik. [29] A
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mitokondrium matrixaban zajlo Krebs-ciklus koztes anyagainak biztositasahoz aerob
koriilmények kozott gliikoz, glikogén, zsir ¢és fehérje is felhasznalhato, mig elegendd oxigén
hianyéaban gliikéz és glikogén tolti be ezt a szerepet. Az Osszes energiaforras kozil a gliikozt
tudja a sejt a leghatékonyabban felhasznalni, ami kozvetleniil befolydsolhatja a sejtek
membranjadban zajlik, ahol a glikolizisbdl 2 ATP, az OxPhos-bol 28 ATP keletkezik
gliikbzmolekulanként aerob koriilmények kozott. [31] Anaerob esetben egy gliikkozbol csak 2
ATP keletkezik, mikozben 2 laktatmolekulat termel [32], azonban az anaerob folyamat szazszor
gyorsabban tud ATP-t termelni, mint az OxPhos. [33] A mikrocellularis kornyezeti feltételek a

legfontosabb befolydsold tényezdi az aerob €és anaerob folyamatok dominancidjanak.

1.3 AZ O-GLIKOZILACIO SZEREPE AZ ALZHEIMER KOR
KIALAKULASABAN

A gliikéz nem csak energiatermelésre haszndlodik fel. A gliikbzaminoglikdnok, mint a
hialuronsav és a kondroitin-szulfat, szerepet jatszanak a sejtmatrix felépitésében és fontos
porcszerkezeti alkotoelemek. A  sejtfeliileti felismerésben és a sejt-sejt  kozotti
kommunikécidoban a glikoproteinek ¢és glikolipidek kulcsfontossagi szerepet toltenek be,
melyek glikozilacio, illetve glikokonjugécié révén jonnek létre. A glikogén szintézise szintén
nem energiatermeld folyamat, mig a gliik6z konvertalddhat pent6z foszfatra, belépve a PPP-be,
ezaltal részt vesz a nukleotid szintézisben és a sejtosztddasban is. A hexdzamin bioszintézis
utvonal (HBP) is a glikolizisbdl ered, és nem termel ATP-t. Befolyasolja a poszttranszlacios
modositasokat [30], melyben a glikozilaci6 a leggyakoribb tipus. Ennek egyik formaja az O-
Glikozilacio, ami egy reverzibilis poszttranszlacids modositads, mely elsésorban a szerin
¢s/vagy treonin oldallancokon torténik. A folyamatot az O-kotott-B-N-acetilgliikbzamin
transzferaz (OGT) ¢és a B-N-acetilgliikozaminidaz (OGA) katalizalja. Az eldbbi felelos az O-
GlcNAc csoport hozzaadasaért egy fehérje Ser vagy Thr maradékanak hidroxil csoportjahoz,
mig az utdbbi a regeneralddasért. Az UDP-GIcNAc a HBP-bdl szarmazik, mint a reakcid
szubsztratja. Miutan a gliikkdz belép a sejtbe, hexokinaz altal foszforilalodik gliikoz-6-foszfatta.
Ezutan fruktoz-6-foszfattd metabolizalodik, mikdzben aktivalja a glikolizist ¢és a
glukoneogenezist. [34] A HBP elsd Iépéseként a gliikdzamin-6-foszfat fruktdz-6-foszfatbol
alakul at glutaminnal a glutamin-frukt6z-6-foszfat amidotranszferaz (GFAT) segitségével. A

gliikozamin-6-foszfat acetiltranszferaz az acetil-CoA-val N-acetilgliilkdzamin-6-foszfatta
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alakitja a terméket, amely utdna N-acetilgliikozamin-1-foszfatta alakul foszfoglukomutaz
segitségével, majd az UDP-N-acetilgukézamin pirofoszforilaz UDP-GIcNAc-t 4llit el6, ami
szabalyozza az OGT funkciojat. [35] (2. dabra) Az Gsszes gliikoz 2-5%-a 1ép be a HBP-be,
azonban létfontossagu funkciokat 14t el, mint példdul a fehérjék poszttranszlacios modositasait,
amelyek felelOsek a sejt taléléséért, anyageseréjéért, jelatviteléért és a fehérje tulajdonsagainak

modositasaért.[36]

Glukéz

ATP
ADPv l Hexokinaz

Glukoz-6-foszfat » | Glikogén szintézis

l Foszfoglukoz izomeraz
Aminosay Glikolizis
metabolizmus [~ -+ Glutamin > Fruktéz-6-foszfat Glukoneogenezis
: Clutamt | crar =
Zsirsav Glukézamin-6-foszfht
metabolizmus  |-————-- > Acetil-CoA
& A) 1 Glukézamin-foszfit N-acetiltranszferiz
N-acetilglukézamin-6-foszfat
" 5 y 5 =~ HBP
N-acetilglukézamin foszfoglukomutaz
Nuklei i A ; 5
Grtis N-acetilglukézamin-1-foszfat
metaboliznus [ -meeeeev » UTP
: l UDP-N-acetilglukézamin pirofoszforiliz
pirofoszfat

Urldln difoszfat-N-acetilglukézamin

—
N-glikozildcié | «----- L_/

O- gllkozﬂaclo

© Ser/Thr residue
GICNAC A N-acctylglucosamine

2. dbra:
A hexozamin utvonal és az O-Glikozilacio folyamata. (Sajat abra)

Roviditések: HBP: hexozamin ut; GFAT: glutamin-fruktoz-6-foszfat amidotranszferdz; UTP: uridil-
trifoszfat; UDP: uwridil-difpszfat; OGT: O-kotott-p-N-acetilgliikozamin  transzferaz; OGA: p-N-
acetilgliikozaminidaz, GlcNAc: N-acetilgliikozamin.

Az AD legismertebb jellemzdi a neurofibrillaris kdtegek (NFT-k) és az AP peptid lerakodésok,
mint amyloid plakkok. A tau fehérjék az emberi kdzponti idegrendszerben foként az axonok
disztalis helyein taldlhatdoak meg, és a tubulin molekuldkkal egyiitt szabalyozzdk a
mikrotubulusok stabilitdsat, elsdsorban foszforilalt allapotban. [37] A tau, mely egy
foszfoprotein, potencialis szerin (Ser) ¢és treonin (Thr) foszforilacids helyekkel rendelkezik.
[38] Normal esetben oldhaté formaban van, és a foszforilaci6 és defoszforilacio egyensulyban
all, mig a hyperfoszforilalt tau NFT-ket és aggregdtumokat képezhet, ezaltal kérositva a

citoplazmatikus funkciokat és akadalyozva az axondlis transzportot. [39] Ismert, hogy az O-
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Glikozilacio és foszforilacid egymassal reciprok kapcsolatban all [40] [41], rdadasul az elébbi
helyspecifikus modon képes a szabalyozasra. [42] Allatkisérletek segitségével bizonyitottak,
hogy az OGA gatlasdnak hatdsara fokozodik az O-Glikozilacié a tau fehérjéken, ezaltal
megakadalyozva azok hyperfoszforilacidjat mindamellett, hogy a nem patogén tau proteinek
foszforilacidja valtozna. [43] A tau felhalmozdodasa novelheti a mitokondridlis membréan
potencialjat, ami csokkenti a mitofagiat a PINK/Parkin utvonalon keresztiil, ezzel hozzajarul az
abnormalis mitokondriumok szaménak névekedéséhez, befolydsolva az AD patogenezisét. [44;
45] Az AP peptid az amyloid-f prekurzor fehérjébdl (APP) képzddik a B- és y-szekretazok altal,
az a- ¢s y-szekretazok helyett. Az APP sejtfelszini receptorként szolgal, és részt vesz a neuralis
plaszticitasban, a szinapszisképzésben, a vasexportban és az antimikrobialis aktivitasban is.
[46; 47; 48; 49] Az APP hasitasi folyamatat részben az O-kotott béta-N-acetilgliikozaminilalas
(O-GlcNAcilalés) szabalyozza. [50]

Li és mtsai. egy egérmodell segitségével kimutattdk, hogy az id6 fiiggvényében az éhezés
csokkenti, mig az etetés noveli az O-GIcNAc szintjét a hippokampalis sejtekben [51], azonban
a sz€lsdséges gliikozhiany is novelheti az O-GlcNAc szintjét [52; 53; 54], akdrcsak mas
celluléris stresszorok, mint az oxidativ stressz vagy a hypoxia.[54; 55; 56] Az O-Glikozilacié
ezeken tiil, csokkentheti a mitokondrialis permeabilitast a Ca?" tiltelitddés és a reaktiv oxigén
szabadgyok képzddés mérséklésével. [57] Fontos megemliteni, hogy az agyi hypoglikémiat
utdnzé  allatkisérletek végrehajtdsa nehézkes, mivel a gliikoneogenezis (a majban)
ellenstlyozhatja az eréfeszitéseket a vér (és az agy) gliikkdzszintjének jelentds csokkentésére.
Paradox modon szdmos in vitro kisérlet emelkedést mutatott az O-GIcNAc szintjében
gliikozhiany kovetkeztében [54; 58], valosziniileg az idegsejtek végso stresszreakcidja révén
[52; 53; 59]. Az akut stressz soran az emelkedett O-GIcNAc valoszintlileg elonyos lehet €s
segithet a sejtek tulélésében [54]. Azonban az emelkedése nem feltétleniil relevans, mivel nem
jon létre mérsékelt, fokozatosan progredialo, kronikus hypoglikémia esetén az AD-s betegeknél
[60]. Ugy gondoljuk, hogy a korabbi kisérleti hypoglikémias modellek nem vették figyelembe
az AD fokozatos kifejlodését, illetve azt, hogy az idegsejtek alkalmazkodhatnak az alacsonyabb
gliilkozkoncentraciokhoz. A hypoglikémiat ugy érték el, hogy vagy kémiailag blokkoltdk a
glikolizist, vagy a gliikdzt teljesen eltavolitottak, ezaltal ndvelve az O-GlcNAc szintjét. [58; 59;
61; 62; 63]

A fentiek alapjan belathatd, hogy ez a fehérje poszttranszlacios modosuléds fontos szerepet tolt
be a kiilonféle stresszre reagald faktorok és elemek befolydsolasaval, kulcsszerepet jatszva
szamos betegség korfolyamatdban; a kardiomiopatidtdl a tumorképzddésen, szepszisen,

diabetészen at a neurodegeneracidig. [60; 64; 65; 66] Az O-GlcNAc iranti érdeklddés,
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sz¢leskorli hatdsai €és potencidlis terapias célpontként valod szerepe miatt, az utdébbi idében

novekedést mutat. [67].

1.4 A VERCUKORSZINT MERESENEK LEHETOSEGEI

Mar 2016-ban a diabéteszre ¢és annak szovédményeire forditott egészségiligyi kiadas
vilagviszonylatban tébb, mint 827 milliard USD volt, mely azo6ta folyamatosan nd a betegek
szamaval egylitt, igy kijelenthetd, hogy a cukorbetegség jelentds globalis terhet r6 az
egészségiigyi rendszerekre. [68] Ezért a kialakulasanak megeldzése és a kezelésének javitasa
elengedhetetlen feladat, beleértve az egészséges életmodra Osztonzést és a szilikséges
egészségligyl ellatas fejlesztését. A vércukorszint kovetése ¢és megfeleld szabalyozasa
kulcsfontossagu ebben, hiszen megeldzi, vagy legalabb késlelteti a szovodmények kialakulasat,
csokkenti a gyulladast és az oxidativ stresszt, javitja az életmindséget, csokkenti a sziikséges
gyogyszerek mennyiségét és a halalozasi ratat. Ha a glikémids kontrollt személyre szabotta
tudjuk alakitani, az kevesebb mellékhatassal, jobb tolerancidval és betegegyiittmitkodéssel
jarhat, koraibb felismerést és hatékonyabb beavatkozast tehet lehetdve, ezaltal javulhatnak

mind a rovid-, mind a hosszu tavi eredmények.

1.4.1 A plazma gliik6z mérése

A diabetes diagnosztizalasanak torténete tobb évszazadon ivel at, mig a vizelet megkdstolasatol
eljutottunk a mai modern, fejlett technologidkig. Fotometridn alapuld-, elektrokémiai-, és
kromatografids detektalasra is lehetdség nyilik. A laboratdériumokban torténd analizis
elfogadott és leggyakrabban hasznalt mddszere enzimek felhasznélasaval torténik, mint a
gliikoz oxidaz, a hexokinaz vagy a gliikkdéz dehidrohendz, amik specifikusan reagalnak a
gliilkozzal és ennek sordn mérhetd jelet adnak. Az altalunk is hasznalt reakcid soran elsd
Iépésben hexokinaz foszforildlja a glikézt ATP felhasznaldsaval ¢és gliikdz-6-foszfat

keletkezik.

Hexokinaz
Gliké6z + ATP — Gliko6z-6-foszfat + ADP

A masodik 1épésben a gliik6z-6-foszfat dehidrogendz (Glc-6-P DH) oxidalja a gliikoz-6-
foszfatot NADP" jelenlétében, ezaltal glukonat-6-foszfat és NADPH keletkezik hidrogén ion
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mellett, melyeknek mennyisége aranyos a kiindulési gliikoz szintjével és fotometriaval UV fény

segitségével detektalhatd 340 nm-es hullimhosszon.

Glc-6-P DH
Gliikoz-6-foszfat + NADP* —— >  Gukonat-6-foszfat + NADPH + H*

A meghatarozasa szérumbol vagy plazmabodl torténik a minta lecentrifugéalasat kovetden.
Legalkalmasabb erre a célra az oxalatot tartalmazd kémcsd, amely anyag segitségével a
glikolizis gatolhatd, ezaltal a minta hosszabb ideig tarolhatd az analizist megelézden. Az
eredményeket mg/dl-ben vagy mmol/l-ben adjdk meg. A hordozhaté vércukormérdk elve
hasonl6 azzal a kiilonbséggel, hogy a detektalas nem fotometridsan, hanem elektrokémiai Giton
torténik egy tesztcsik segitségével mindossze egyetlen csepp vérbdl. A keletkezd elektromos
aram erdssége egyenesen aranyos a mintdban talalhaté gliikoz mennyiségével. Ma mar
elérhetéek folyamatos vércukor monitorozasra (CGM) alkalmas, bor ala iiltethetd késziilékek

1.

1.4.2 A hemoglobin Alc mérése

A cukorbetegek vorosvérsejtjeiben megndé a glikalt hemoglobin frakci6 mennyisége. A
leggyakrabban mért forma, melyet el0szor 1968-ban fedeztek fel, a hemoglobin Alc (HbAlc).
Képzddése sok dsszekapcesolt biokémiai folyamat eredménye. Réviden, az EC gliikkoz a GLUT1
inzulinfliggetlen gliikkdz transzporter segitségével jut be a vordsvérsejtekbe, majd nem-
enzimatikusan reagal az N-terminalis valinon a hemoglobinA béta lancaban a két 1épéses
Maillard reakcio soran (3. d@bra). [69] A HbA1c-t6] a vorosvértestek leginkabb az élettartamuk
végén szabadulnak meg, leszamitva némi kisebb mennyiségii HbAlc-t, melytdl fruktézamin-
3-kinaz deglikacioval is meg lehet valni. A HbAlc a vOrdsvérsejt egész élettartama alatt
képzddik, beleértve a hematopoiesist is, hiszen a retikulocitdkban mar kb. 0,7%-ban jelen van.
Létrejottét elsdsorban az EC gliikozkoncentracid, a GLUT] transzporter szallitoképessége €s a
vorosvértest felezési ideje befolyéasolja. Ezaltal elmondhatd, hogy a HbAlc az elmult 2-3 honap
atlagos gliikozkoncentraciojarol adhat felvilagositast. Szintjére azonban még tobb tényezd hat,
beleértve a nemet, a rasszt, a tdplalkozast, bizonyos korallapotokat, mint a vesebetegséget vagy
az anaemiakat. A klinikai gyakorlatban torténd alkalmazasa az 1970-es években kezdddott, de
standardizalasa ¢és elfogadasa csak az 1980-as években tortént meg. Meghatarozasat
alvadasgatolt teljes vérbdl végzik ¢és immunkémiai, illetve kromatografidas modszert

alkalmaznak.
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Az Amerikai Diabetes Térsasag (American Diabetes Association, ADA) €és mas egészségligyi
szervezetek ajanlasa szerint a HbAlc szintjét a cukorbetegség diagnozisadnak és kezelésének
fontos mutatdjaként haszndljak fel, aminek segitségével annak folyamatat és a terdpia
hatékonysagat monitorozhatjdk. A szabvanyositasnak két 6 1épését, a modszerek kidolgozasat
¢s validalasat, illetve a referenciaértékek megallapitasat kovetden lehetové valt a
laboratoriumok kozotti 6sszehasonlitas és a klinikai alkalmazas. [70; 71] A referenciaértékeket
példaul az NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program), a DCCT (Diabetes
Control and Complications Trial), az ADA ¢és az International Federation of Clinical Chemistry

and Laboratory Medicine (IFCC) szdzalékos formaban, mg/dl-ben vagy mmol/mol-ban adjak

meg.
Hemoglobin Hemoglobin
O H
X S H NH\ H
H—— OH | oH _
HO—H L H HO —H
H—— OH — OH H——OH
H——OH . OH H—— OH
CH,OH CH,OH CH,0H
Glukoz Schiff bazis Glikalt hemoglobin
3. dabra:

A hemoglobinA glikaciojanak lépései. (Modositott abra.) Keép forrasa: M. Pohanka, Glycated
Hemoglobin and Methods for Its Point of Care Testing. Biosensors (Basel) 11 (2021)

Egészséges személyeknél a HbAlc szint altaldban 5,7% alatt van. Az 5,7% ¢és 6,4% kozotti
értekek prediabéteszre utalnak, mig a 6,5% vagy afolotti értékek a cukorbetegség diagnozisat
jelzik. A HbAlc teszt "maximalis" értéke elméletileg nincs korlatozva, és nagyon magas
szinteket érhet el azokndl, akiknek a vércukorszintje extrém moddon és tartdosan magas.
Ugyanakkor az optimalis HbAlc értékek egyénenként valtozhatnak, fliggden az egészségi
allapottol, kortol, és egyéb tényezOktdl. Az orvosok gyakran a 7% alatti HbAlc szintet tiizik ki
célul a cukorbetegeknél. [72]
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1.5 A GLUKOZ - HbA1C KAPCSOLATANAK MODELLEZESE

I.5.1. Linearis egyenletek

Az atlagos gliikkdzszintbdl (AG) — amit ismételt, napkozi gliikozszint-mérések vagy folyamatos
glikézmonitorok (CGM) adatai alapjan [73] lehet kiszamitani — a HbAlc szintre valo
kovetkeztetéshez szamos matematikai modellt hasznalnak. [74; 75] Az elvart HbAlc-szintet az
AG-bdl linearis egyenletek segitségével lehet kiszamitani, amelyeket kiilonféle tanulméanyok
javasoltak. [71; 73; 76] Az 1993-ban a Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) altal
kidolgozott képlet a kovetkezd Osszefliggést hasznalja az AG és a HbAlc szint kozott [75]:
HbAlc (%) = (AG +46,7) /28,7

Az IFCC éltal kifejlesztett modszer az alabbi atalakito tényezot alkalmazza:
HbA1lc (mmol/mol) = (10,93xHbAlc (%) —23,5)

Az ugyanazon egyenletek megforditdsdval az AG-szinteket szintén kiszamithatjuk a mért
HbA lc-eredményekbdl. Az Atlagos Gliikéz Tanulmanyi Csoport (ADAG) azért alakult, hogy
kidolgozza az AG fogalmat ¢és kiszamitasat a HbAlc értékek alapjan, melyre az alabbi, szintén

linearis egyenletet hasznaljak:
AG=(28,7*HbAlc) — 46,7

AG: atlagos gliikk6z szint (mg/dl)
HbAlc: Hemoglobin Alc szint (%)

Azonban gyakran eltérés mutatkozott a mért €s a szamitott HbAlc kozott, amit hemoglobin
glikécios indexnek (HGI) neveztek el. [77] Ennek a kérdésnek jelentds klinikai kdvetkezményei
vannak; mind a tul- mind az aldbecsiilt HbAlc nem megfeleld terapidhoz vezethet. A pozitiv
HGI-vel rendelkezd betegek (azaz, a megfigyelt HbAlc magasabb, mint a becsiilt HbAlc)
nagyobb valoszinliséggel szenvedhetnek diabéteszes szovédményekben ¢€s hypoglikémias
epizodokban az elégtelen terapia miatt. [78; 79; 80] A negativ HGI-vel rendelkez6 betegeknél
szintén magasabb kockazatot mutattak rossz kimenetelre. [81] A HGI egyéni kiilonbségekbdl
eredhet, amelyek genetikai valtozasokat és egyéb kofaktorokat is magukban foglalnak, mint
példaul a vorosvértestek életkorat. Ertéke igy, egy bizonyos id6tartamon beliil, informativ

paraméter lehet az egyénre vonatkozoan. [80; 82] Azonban, a HGI hasznossaga csak annyira
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jo, amennyire pontosak az AG - HbAlc konverziés modellek. A HbAlc képzddésének
bonyolult, lassti és fokozatos folyamata és a valtoz6 plazmagliikdéz-koncentraciok miatt a
jelenlegi linearis modellek messze nem tokéletesek.

Az atlagos gliikkdoz eredmények beszerzésének gyakorlati nehézségeit tobb tanulmany is
figyelembe vette, és mas linearis modelleket javasoltak, amelyek az ¢homi gliikozértékeken
alapultak. [74; 75; 80; 83] Ezenkiviil Hempe és munkatérsai arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a HGI-t nem az ¢homi / étkezés utani gliilkdzarany egyéni valtozasai okozzak [80]. A
linedris regresszidos modellek abban az esetben rendelkeznek megfeleld pontossaggal, ha a
plazmagliik6z normalis vagy kozel normalis, azonban a magasabb gliikkdzszinteknél, igy a
diabéteszes betegeknél a magasabb HGI-t a modellek elégtelen dinamikus tartoméanyanak
tulajdonitjak. Ezenkiviil vitatjadk, hogy a HGI fliggetlen valtozé lenne, és nem pozitiv
korrelacioban all a HbAlc-vel. [84] Masrészrél a linearis egyenlet meredekségének ¢és
tengelymetszetének modositdsa mindig hibakat hordoz magéban a HbAlc szintek alul- vagy
talbecslése miatt. Bergenstal ¢és munkatarsai 1) valtozoként a ,,Glikéz Kezelési
Mutatot”(Glucose Management Indicator, GMI) vezették be, hogy kihangsulyozzék a becsiilt
HbAlc esetleges eltéréseit a mért HbA 1c-t6l, de tovabbra is linearis kozelitésen alapul, ezaltal
ugyanazokkal a hatranyokkal jar. [85] Felismerve a HbAlc valtozatossagat és az AG becslés
pontatlansagat, Malka ¢és munkatarsai bevezettek egy korrekcios faktort, amit atlagos
vorosvérsejt életkornak neveztek (MRBC). A beteg-specifikus MRBC-t az el6zdleg rogzitett
AG (CGM altal mérve) és HbAlc adatok felhasznalasaval szamoltak ki. Az aktualis AG-t
azutan becsiilték meg, hogy az aktudlis HbAlc-t és a személyre szabott MRBC adatokat
beillesztették a matematikai modelljiikbe. [86]

1.5.2 A nem-linearis modell

A Michaelis-Menten (MM) kinetika torténete az 1900-as évek elejére nyulik vissza. Az alapjait
Leonor Michaelis és Maud Menten dolgoztdk ki, akik 1913-ban publikaltak forradalmi
munkdjukat. [87] Kutatasuk soran az invertdz enzim altal katalizalt szachardz hidrolizisét
vizsgaltdk. Eredetileg egy matematikai modellt javasoltak, amely képes volt leirni, hogy
hogyan fligg az enzimkatalizalt reakcidk sebessége a szubsztrat koncentraciojatol. Ez volt az
elsd, ami sikeresen modellezte az enzimek telitési kinetikajat, bemutatva, hogy a
reakciosebesség egy ponton eléri a maximalis értéket (Vmax), amikor minden enzimmolekula

szubsztrathoz kotdédik. A modell matematikai leirasat a kovetkez6 alapegyenlet adja meg:
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v: a reakcio sebessége egy adott szubsztrat koncentracional
Vmax: @ maximalis reakcidsebesség
Km: a Michaelis-konstans, amely azt a szubsztrat [S] koncentraciot jeloli, amelyen a sebesség

a Vmax feléhez ér. Az enzim szubsztrathoz valé affinitasat jellemzi.

A munkajuk attorést jelentett, mert eldszor nyuUjtott kvantitativ eszkdzt az enzimkatalizalt
reakciok tanulméanyozéasara. Mindemellett a glilkdz membrantranszportja ismert, hogy MM
kinetikat kovet [88], és ez a {6 folyamat, amely felelds a gliikkdz - HbAlc gorbe alakulaséaért.
[73]

[.5.3 A Lineweaver-Burk diagram

A Lineweaver-Burk diagram egy grafikus modszer az enzimkinetika vizsgalatara, amely a
Michaelis-Menten egyenletet linearis formava alakitva egyszeriibbé teszi a Vmax és a Km
meghatdrozasat. A diagramot Hans Lineweaver és Dean Burk vezette be 1934-ben. Az egyenlet
a kovetkezo:

1 Km 1

[ +
\Y% Vmax [S] Vimax

Ez alapjan az y-tengely metszete az 1/Vmax értékét adja meg, mig az x-tengely metszete a —1/Km
értékét. A meredekség a Km/ Vmax ardnyt képviseli. Az enzimkinetikai paraméterek linedris

regresszioval ezaltal megbecsiilhetoek. [89]

22



sa2 1L CELKITUZESEK

543

544 A Michaelis-Menten enzimkinetikai modell még napjainkban is megallja a helyét. Tekintettel
545 arra, hogy a gliikoz membrantranszportja is ezt a kinetikat koveti, a diabetes €s az Alzheimer
546  betegség vonatkozasaban a gliikoz metabolizmusanak sejtszintli vizsgalata, pontositdsa mind
547  az alapkutatas, mind pedig a gyakorlati hasznalhat6sag szempontjabdl fontos tényeket tarhat
548  {0l. Dolgozatom elsd felének alapjaul szolgald kisérletes munkat SH-SYSY neuroblasztoma
549  sejtvonallal végeztem, melynek soran a sejtek hypoglikémia tlirését monitoroztuk. Ennek
550  céljabol kiilonbozo gliikozkoncetracidja médiumokat hasznaltunk, amikben a sejteket 24 6ran

551  keresztiil inkubaltuk. Céljaink a kdvetkezdk voltak:

552

553 o A sejtek metabolizmus-valtozdasanak vizsgalata, a hosszabb idejii hypoglikémids
554 kornyezethez tortend alkalmazkodas soran.

555

556 o A sejtek energiahdztartasanak monitorozasa.

557

558 e A morfologia, az életképesség és a proliferdcios rata kovetése.

559

560 o Az O-Glikozilacio dinamikajanak feltérképezése, egy kritikus gliikozkoncentracio
561 meghatarozasa, ahol a sejtek az alkalmazkodo képességiik maximumat elérik.
562

563 A munka masodik felében a linearis egyenleteken alapuldo modellt vizsgaltunk meg, melynek
564 mar jelenleg is hasznalhat6 gyakorlati jelentdsége van. A vércukorszint monitorozasara

565  hasznalt ¢homi gliikkoz és HbAlc értékek kapcsolatat elemeztiik nagy elemszamu mintan.

566

567 o Célunk a Michaelis-Menten kinetikan alapulo HbAlc képzddés bizonyitasa klinikai
568 laboratoriumi adatok elemzésével

569 o A vercukor és HbAIc konverzios egyenlet pontositasa és a diabetes miatti fehérje
570 karosodas becslésének javitasa.

571
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III. ANYAG ES MODSZER

III.1 HYPOGLIKEMIA HATASANAK VIZSGALATA SEJTES
MODELLEN

II1.1.1 A sejtkultura beallitasai

SH-SYSY neuroblastoma sejtvonalat (ATCC CRL-2266 emberi neuroblasztoma), melyet
EMEM-Ham’s F12 1:1 ardny keverékében tenyésztettiink, kiegészitve 10% fotalis
szarvasmarha szérummal (FBS), 1% nem esszencialis aminosav oldattal (Sigma-Aldrich, MEM
Nem Esszencialis Aminosav Oldat (100x), Cikkszam: M7145), streptomicinnel (100 pg/ml) és
penicillinnel (100 U/ml). A sejteket 95% levegd — 5% CO2 légkdrben, 37 °C-on, paramentes
inkubatorban inkubaltuk. A kisérlet elkezdése eldtt hat egyenld részre osztottuk a sejtkultarat:
az adott kisérletsorozatnak megfeleléen hat 25 cm’-es alapfeliiletii sejttenyésztd flaskaba a
Western blot analizisekhez, illetve a laktat- és gliikdzmérésekhez, vagy hat 6-, 24-, illetve 96-
lyuku lemezre az egyéb mérések kivanalmai szerint. Miutan a sejtek letapadtak és elértek a 60-
65%-os konfluenciat, a kozeget RPMI 1640 médiumra (Millipore Sigma, Cikkszdm: R1383)
cseréltik 5 mM glikézzal és 10% FBS-sel, valamint penicillinnel (100 U/ml) és
streptomicinnel (100 pg/ml) kiegészitve, 24 6rara. Az EMEM-Ham’s F12 médium eredetileg
os gliikkdzkoncentracié nem valtoztatta meg a neuroblasztoma sejtek glikolizacios szintjét. Az
id6 leteltével a médiumot RPMI 1640-re cseréltik 0,5-; 0,8-; 1,3-; 1,8-; 3- vagy 5 mM
gliilkozkoncentracido bedllitdsa mellett, 24 ordra. (Kezdeti kisérletsorozatokban kiilonbozo

inkubacios ideig alkalmaztuk a fenti beallitasokat.)

I1I. 1.2 Sejtmorfologia- és proliferacio

A sejtmorfologia €s a proliferacios rata kovetésére faziskontraszt mikroszkopot (JuLi Stage
Real Time Cell History Recorder (NanoEnTek) ¢€lokép technoldgiaval) 10x-es
objektivnagyitassal hasznaltunk, amelyet egy inkubatorba helyeztiink annak eredeti beallitasai
mellett (95% levegd — 5% CO: 1, 37 °C). A sejteket RPMI kozegben inkubaltuk a fent emlitett

hat kiilonb6z6 gliikozkoncentracidban 24 oran keresztiil egy 24-lyuku sejttenyésztd lemezen.
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Az eszkoz fényképeket készitett lyukanként az elozetesen beallitott teriiletrdl 30 percenként 24
oran keresztiil, mikdzben a sejtproliferacios gorbe automatikusan kiszamitasra keriilt a képek
alapjan. A késziilék programja a hattér- és a sejtek denzitasanak kiilonbségét veszi alapul,
ezaltal a kiinduldskor mért hattér teriiletébdl kivonja a sejtek altal elfoglalt teriiletek nagysagat,
ebbdl szamitva ki a proliferacié mértékét. Tehat minél nagyobb teriiletet foglalnak el a sejtek,
annal magasabb a sejtosztddas intenzitasa. Természetesen ez nem feltétleniil pontos szamitas,
hiszen amellett, hogy nem tartja tokéletesen a sejthatarokat, nem veszi figyelembe a sejtek
alakjanak véltozasait sem, emellett nem megitélhetd a sejtosztdédds mértéke, ha azok éppen
egymassal fedésbe keriilnek. Mindazonaltal egy becslést lehetdvé tesz, ahogyan arra szamos

korabbi tanulméanyban példédkat taldlhatunk. [90; 91; 92]

II1.1. 3 Gliikoz-, laktat- és ATP mérés

Az EC gliikdz- és laktat szinteket a kezelés eldtt és utdn a médiumbol mértiik meg Cobas
Integra® 400 plusz analizatorral (Roche, Németorszag) a gyarto utasitasainak megfelelden. Az
intracellularis gliikkéz- és ATP szinteket Csepregi altal bevezetett, minimalisan modositott
protokollal [93] vizsgaltuk. Egy 96-lyuku lemezre lyukanként atlagosan 400 000 sejtet
helyeztiink el a kezelést megeldz6 napon. A detektdlashoz egy multimod lemezolvasot
hasznaltunk (Perkin Elmer EnSpire Multimode reader, Waltham, MA, USA).

Elméletileg 1 glilkoz molekulabol 2 laktat keletkezik, ezaltal a laktat konverzids ratajat
kiszamithatjuk az aldbbi egyenlet segitségével [94]:

laktat produkcié

100

Laktat konverzid % = - — - X
atlagos gliikéz fogyas x2

Teoretikusan az 0Osszes maximalis ATP-termelés kiszamithatd a gliikoz- és a laktat

koncentracioja alapjan az aldbbi egyenlettel:

laktat produkcio

A glikolizisbdl szdrmazd ATP = x2

laktat produkcio
p—) x 28

OxPhos-bol szarmazo ATP = (gh’ik(’)z fogyas — .

Total ATP = Glikolizisb6l szarmazé ATP + OxPhos-bdl szarmazd ATP
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Feltételeztiik, hogy 2 ATP képzddik a glikolizis sordn, 28 ATP az oxidativ foszforilacidban
(OxPhos) [31] ¢és azt, hogy a glikézt a sejtek kizardlag glikolizisre forditottak. A
gliilkozfelhasznalas alapjan Lineweaver-Burk diagramot készitettink a Km ¢és  Vmax
kiszamitasdhoz, amelyek 3,68 és 2,4552 értékekkel rendelkeztek. A kiszamitott teoretikus
gliikozfelvételi sebességet Osszehasonlitottuk a mért sebességgel a Michaelis-Menten-kinetika
alapjan:

Vact = (Vmax X S) / (Km + S)

(Vact: aktuadlis sebesség, Vmax: a reakcido maximalis sebessége, S: szubsztrat koncentracio, Km:

az a szubsztrat koncentracid, amikor a reakcio sebessége a Vmax felére csokken) [95]

I1I. 1. 4 A sejtviabilitas vizsgalata

A sejtek apoptdzisanak vizsgélatdhoz a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-
bromid (MTT) tesztet (Millipore Sigma, Cikkszdm: M2128) hasznaltuk. A sejteket 96-lyuka
lemezen inkubaltuk RPMI médiumban, amelyet az emlitett hat gliikozkoncentracioval
egészitettiink ki. A 24 oras kezelést kdvetden a médiumot eltavolitottuk és a sejteket 3-szor
mostuk PBS-sel. Lyukanként 150 ul MTT oldatot (0,5 mg/ml) pipettaztunk fel, majd 4 6ran at
inkubaltuk 37 °C-on paramentes 1égkorben, ami 5% CO2 — 95% levegoét tartalmazott. A kisérlet
lényege, hogy a sejtekben talalhat6 NAD(P)H dependens oxidoreduktaz enzimek (NADH-
dehidrogenaz és a NADPH-dehidrogenaz) redukaljdk az eredetileg sarga szinii tetrazolium
festéket annak vizben oldhatatlan forméjara; formazan kristalyok keletkeznek, melyek
megfeleld agensben feloldva lila szinreakcidt adnak. Az inkubécié utdn az MTT oldatot
eltavolitottuk, és a formazan kristalyokat 100 pl dimetil-szulfoxid (DMSO) oldatban oldottuk
fel. Az abszorbancia értékeket 450 nm-en mértiik multiméd lemezolvasoval (Perkin Elmer
EnSpire Multimode reader, Waltham, MA, USA). A szin erdssége egyenesen aranyos az ¢lo

sejtek mennyiségével, azok metabolikus aktivitdsaval. [96]

IIIL. 1. 5 Az oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodas mérése

A sejteket hat kiilonboz6 glitkézkoncentraciot tartalmazo RPMI médiumban inkubaltuk (0,5-;
0,8-; 1,3-; 1,8-; 3- vagy 5 mM) egy 6-lyuku lemezen, és a kezelés utolsd 3 6rdjaban az
oxigénfogyasztasi ratat (OCR) ¢és az EC acidifikaciés ratat (ECAR) Agilent Seahorse
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Extracellular Flux (XF HS Mini Analyzer) Analizatorral (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) detektaltuk. A sejttenyésztd lemezre lyukanként 30000 sejtet helyeztiink ki, majd 21
oran keresztiil inkubaltuk kiilon a fenti gliikdztartalmi médiumokban. A kisérlet el6tti napon a
szenzor kartyakat hidrataltuk XFp kalibracios oldatban, majd egy ¢jszakéan at 37°C-on tartottuk
CO2 nélkiil. A kezelés utan az RPMI médiumot Agilent Seahorse XF RPMI Medium-ra
cser¢ltiik 1mM HEPES-sel (Agilent Technologies, USA, Cikkszdm: 103576-100), amelyet 1
mM piruvattal, 2 mM L-glutaminnal és a fenti koncentraciok beallitdsdhoz sziikséges gliikozzal
egészitettiink ki. Az eszkdz 6 percenként mérte a médiumban oldott oxigén- és pH szinteket,
mely alapjan meghatarozta az OCR (pmol/min) és ECAR (mpH/min) értékeket optikai
fluoreszcens bioszenzorok segitségével, alkalmanként 2 pul médium felhasznalasaval. A 3 6rés
protokoll utan a végleges OCR ¢és ECAR szintek detektalasat kovetden, az eredményeket a
fehérje koncentraciokhoz normalizaltuk, amelyeket a DC™ Protein Assay Kit II (Bio-Rad,
Cikkszam: 5000112) segitségével hatdroztunk meg a gyartd utasitdsai alapjan azzal a
valtoztatassal, hogy tekintettel a viszonylag kis mennyiségli feltarhato sejtre, a pellethez 20 pl
feltaro oldatot (modositott RIPA puffer, lasd. Western blot analizis) hasznaltunk fel mintanként,
majd a 30 perces inkubacio ideje alatt 4 °C-on tartva 10 percenként, dsszesen haromszori
felkeverés utan szonikaltuk, 10 percig 3500 rpm-en centrifugéltuk 4 °C-on és a nyert
feliiliszobol 15 pl-hez adtunk 125 ul ,, A’ ”-oldatot, majd 1 ml ,, B “oldat hozzdadasa utan

detektaltuk a fehérjekoncentraciot spektrofotométerrel.

I1I. 1. 6 Az O-Glikozilacio dinamikajanak kovetése, Western blot analizis

Az eldkezelt sejteket miutan felkapartuk a sejttenyésztd flaskak aljarol, hdromszor mostuk 4 °C
homérsékletii PBS pufferben, majd a pelletet -80 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A
felolvasztast kovetden a pelletet modositott, 300 ul RIPA pufferben tartuk fol [100 mM NaCl,
10 mM Tris (pH=7,2), 1 mM etilén-glikol-bisz(2-aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav
(EGTA), 1 mM etiléndiamin-tetraccetsav (EDTA), 10% glicerin, 1% Triton X-100, 0,5%
deoxikolat, 0,1% SDS és 1 tabletta/10 ml protedz inhibitor koktél (Roche Applied Science,
Penzberg, Németorszag)]. A 30 perces inkubaci6 ideje alatt a mintdkat végig jégen tartottunk.
Minden 10. percben felkevertiik (vortexeltiik), majd a 20. perc utan szonikaltuk és végiil 10
percig 3500 rpm-en centrifugaltunk le 4 °C-on. 25 pl szupernatansb6l a DC™ Protein Assay
Kit II (Bio-Rad, Cikkszdm: 5000112) szerint hatdroztuk meg a fehérjekoncentracidkat

crcr

a legkisebb mérthez képest egységesitettiik mintapuffer [a hagyomanyos Western blothoz: 4x
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torzsoldat: 0,25M Tris-HCI, pH 6,8, 40v/v% glicerin, 27,74 mM SDS, 8v/v% B-merkapto-
etanol, 0,01v/v% bréomfenolkék, illetve a Wes kapillaris mddszerhez: 4X torzsoldat: 25 ml
Milli-Q Viz, 25 ml 1 M Tris (pH=6,8), 40 ml Glicerin, 8 g SDS, 8 ml f-merkapto-etanol)
hasznalataval, végiil 5 percig forraltuk. A hagyomanyos Western blot elemzések esetében
elektroforetikus elvalasztasra altalunk 6ntott 8% SDS-PAGE gélt hasznaltunk, majd a mintdkat
PVDF membranra (Millipore, Billerica, MA, USA) blottoltuk. Ezt kdvetéen a membranokat
egy oran at blokkoltuk PBS-ben oldott 5%-0s borjuszérum albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich)
vagy 5%-0s zsirmentes tejport tartalmazo Tris-s6oldatban és 0,1%-o0s Tween 20 keverékében
szobahon. Ez utan elsddleges antitestként RL-2-t (monoklonalis egér, IgG, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, Cikkszadm: MA1-072) a fenti tejport tartalmazé oldattal 1:1000
higitasban, belsd kontrollnak az ismertetett BSA tartalmi oldattal 1:1500 higitasban
poliklonalis anti-aktin IgG-t (Sigma-Aldrich, Cikkszam: A2103) hasznéltunk. Az inkubécio
egész ¢jszakan at tartott 4 °C-on, ezért az oldatba 1:100 higitasban 5%-os azidot tettiink, ezaltal
kikiiszobolve az esetleges feliilfert6z6dést. Masnap TBS-Tween20 0.1%-o0s oldattal torténd
haromszori mosast kdvetden tormagyokér peroxidazzal konjugalt anti-mouse IgG (Thermo
Fisher Scientific) vagy anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) antitesttel 1:2500 higitasban
inkubaltuk a membranokat, majd ismételt mosasi 1épések utan a kemilumineszcens detektalast
Syngene G:boxxal, SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity (Thermo Fisher
Scientific) szubsztrattal végeztiik el. A jelenlegi, 24 oras kezelésen atesett sejtek proteinjeinek
elemzéséhez mar egy ujabb, azonban eredményeiben a hagyomanyos modszerrel koherens,
kapillaris alapi automatizalt western blot rendszert hasznéltunk, a Wes™-t a Bio-Techne-té1
(ProteinSimple, Cikkszam: 004-600), a gyartd utasitasai szerint egy 12-230 kDa elvalasztasi
modullal (ProteinSimple, Cikkszam: SM-WO004) ¢és az Anti-Mouse Detection Module-lal
(ProteinSimple, Cikkszdm: DM-002). Elsddleges antitestként az eredetileg is hasznalt RL-2-t
1:50 higitasban hasznaltuk, kontrollként GAPDH-t 1:1000 higitasban (Cell Signalling,
Cikkszam: 2118). Az 6sszes mintat Fluorescent Master Mix-szel kevertiik €s 95 °C-on 5 percig
melegitettiik, majd pipettdztuk a gyari lemezre az antitest higitokkal, HRP-konjugalt
masodlagos antitestekkel, é¢s kemilumineszcens szubsztrattal egyiitt, mindegyiket az eléirasnak
megfeleld, sajat helyére. Az eszkdz bedllitasai a kdvetkezdk voltak: a felszivas és szeparalds
375 Volt fesziiltségen 25 perc; blokkol6 reagens 5 perc; elsddleges- ¢s masodlagos antitestek
reakcioi 30-30 perc; Luminol/peroxid kemilumineszcens detektalas 14 perc. Az igy kapott

képeket az Imagel szoftverrel értékeltiik ki.
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I11. 2 A NEM-LINEARIS GLUKOZKINETIKAI MODELL

IIL. 2. 1 A vizsgalt populacio

Retrospektiv tanulmanyként a laboratoriumi informacids rendszeriinkben (GLIMS) tarolt
adatbazisunkban megtaldlhatd megjelenésekbdl gytijtottiik ki a mérési eredményeket, amik
2007. aprilis 18. és 2021. aprilis 6. kozott keletkeztek. A bevalasztasi kritérium szerint egy
rendelésnek egyszerre kellett tartalmaznia a hemoglobin-, a plazmagliik6z- és a HbAlc értékeit.
Ennek 0Osszesen 175,437 rendelés felelt meg, amelyek 46,646 alanyrdl tartalmaztak
informaciot. A populacio részletes jellemzdi, beleértve a latogatasok szamat és az atlagos 1dot
a latogatasok kozott, az 1. tablazat tartalmazza. Az eljarast a Pécsi Tudoményegyetem

Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (engedélyszam: 9267-PTE2022).

IIL. 2. 2 A vérminta gytujtése

Az attekintett idészak alatt laboratoriumunk, mint orvosi vizsgalolaboratorium, megfelelt a
15189-es ISO szabvany kritériumainak, amit a Magyar Nemzeti Akkreditaciés Hatosag is
elismert. Periférids vénas vérmintak gyiijtéséhez kalium-etiléndiamintetraacetatot (K-EDTA)
tartalmazo cséveket hasznaltunk, melybdl a CBC (komplett vérkép) mérését, ideértve a
hemoglobint, illetve a HbAlc-analizist kiviteleztiik. A plazmagliikoz méréséhez natrium-
fluoridot (NaF) tartalmazo6 csoveket hasznéaltunk. A CBC-t és a hemoglobint tobbparaméteres
automatikus hematologiai analizdtorokkal mérte a Cell-Dyn 3700 rendszer (Abbott
Diagnostics, IL, USA), az ADVIA 120 ¢és 2120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen,
Németorszag) és a SYSMEX XN-sorozat (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). A
plazmagliikozt kiilonféle Cobas késziilékeken detektaltuk: az Integra 400Plus, Cobas C502 és
Cobas C702 (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Németorszag) a hexokinaz moédszert
alkalmazza [97]. A HbAlc-t el6szor Modular P800 analizdtoron mértiik (Roche Diagnostics,
GmbH, Mannheim, Németorszag) immunoassay segitségével, majd egy Arkray ADAMS Alc
(Arkray Inc, MN, USA) ioncseré¢ld magas teljesitményli folyadékkromatograf (HPLC)
analizatoron, illetve az utobbi id6ben egy Tosoh G11 (Tosoh Bioscience, Tokyo, Japan)
ioncseréld HPLC analizatoron (interassay variabilitas 0,6% HbAlc esetén 31 mmol/mol, 0,5%
HbAlc esetén 84 mmol/mol). Az 6sszes mérést DCCT/NGSP szerint szabvanyositottak. A

HbAlc eredményeket szazalékos formaban adtuk ki 2011. februarjdig, amikor is
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laboratoriumunk az IFCC altal ajanlott mmol/mol egységekre valtott. Azonban a szazalékos
értekek még mindig szerepelnek és elérhetdek a laboratoriumi eredmények kozott, mivel az
IFCC egységeket az NGSP = (0,09148 x [FCC) +2,152 féegyenlet segitségével lehet atalakitani

[70]. Ebben a tanulményban az adatokat mmol/mol egységekben mutatjuk be.

III. 2. 3 A kinetikus modell

A HbAlc képzddése a vordsvérsejtek (RBC) belsejében torténik, ezaltal harom folyamat
hatdrozza meg: a glikéz bejutisa a sejtekbe, a béta-lanc N-termindlis valinjdnak nem-
enzimatikus glikacioja, ¢s a RBC oregedése €s lebomléasa révén torténd eliminacio. Ezek koziil
a gliikdoz membrantranszportja az egyetlen, amelyet a Michaelis-Menten kinetika szabalyoz. A
nem-enzimatikus glikacio pszeudoelsérendii kinetikat kovet, mig a RBC eliminacidja allando
sebességgel jar [73]. Ez azt jelenti, hogy a plazmagliikoz - HbAlc gorbe alakja foként a
membrantranszport altal lesz érintett, és az MM egyenlettel modellezhetd, mig a nem-
enzimatikus glikacié és a RBC eliminacié leginkabb oldalirdnyban tolja el a gorbét. Azonban
a gorbe eltoldodasa kozelithetd az MM egyenleten beliili valtozok megvaltoztatasaval, igy

optimalis modell érhetd el mas konstansok hasznalata nélkiil:

Vimax * pGlc

HbAlc= ———
Kn + pGlc

ahol a pGlc a plazmagliikdz, a Vmax @ HgbAlc maximalis ardnya, és azt a tanulmanyban
résztvevd populaciéo szamdra a Lineweaver-Burk diagram segitségével hatdroztuk meg (4.
dbra). Ha a Vmax-ot fix értékre allitjuk be, akkor a Michaelis-allandot (Km) kiszamithatjuk, ha
a plazmagliikoz- és HbAlc-szinteket egyidejlileg mérik. Ebben az egyszertsitett modellben a
Km az egyetlen paraméter, amely jelentést ad a HbAlc-termelés kinetikajanak inter- vagy
intraindividuélis kiilonbségeirdl. Osszehasonlitdsképpen, az HbAlc linearis elérejelzéséhez az

ADAG Tanulmany Csoportnak a kisérleti munkdjaban kozolt egyenletet hasznaltuk [75]:

pGlc (mM) - 0,8317

HbAlc (mmol/mol) =
0,14545

Az ADAG tanulmanyban a plazmagliikoz koncentracié az atlagos plazmagliik6z szintet

jelentette egy 3 honapos iddszak alatt. Mivel tanulmanyunk retrospektiv jellegili volt, az atlagos

gliikozt az aktudlis plazmagliikozszintekkel kellett helyettesitentink. A vizsgalt populdcidban

az altalanos gyakorlat a reggeli, 10-12 o6rds ¢hezést kovetd vérvétel, azonban az
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inzulinterapidban részesiild betegeknél ez nem sziikséges a hypoglikémia elkertilése érdekében.
Az MM egyenlettel ellentétben az eredeti ADAG egyenlet nem veszi figyelembe a korabbi
adatokat, igy kiszamitottuk a HGI-t az ADAG altal eldrejelzett HbAlc-bol kivonva a mért
HbAlc-t [98]. Ezutdn az aktudlis ADAG eldrejelzést korrigaltuk az el6z6 HGI atlagaval.
Amikor a HbAlc-t az MM egyenlettel becsiiltiik meg, az €l6z6 mérésbdl szamitott atlagos K

értéket helyettesitettiik az aktualis szamitasba.
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I11. 3 STATISZTIKAI ELEMZES

III. 3. 1 A sejtes modell statisztikai elemzése

Az adatok elemzéséhez az SPSS20 programot hasznaltuk, az eredményeket atlagok és +
szabvanyos deviaciok (SD) értékek forméjaban adjuk meg. Az 0sszehasonlitasokat egyutas
ANOVA-val végeztiik és szignifikdns kiilonbségek esetén (p<0.05) Bonferroni, illetve Dunnett

T3 post hoc teszteket alkalmaztunk.

I11. 3. 2 A nem-linearis Kinetikus modell statisztikai elemzése

Az adatokat atlag = SD értékek forméjaban mutatjuk be az egész vizsgalat soran. Korrelacios-
, regresszios- €s ROC-gorbe elemzéseket végeztiink az SPSS20 szoftver segitségével. Az
egyéni ROC-gorbék 0sszehasonlitasakor a MedCalc Statisztikai Szoftvert hasznaltuk a DeLong

teszt elvégzésére.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. A HYPOGLIKEMIA HATASANAK VIZSGALATA SEJTES
MODELLEN

IV.1.1. AZ ELSO KiSERLETEK OSSZEFOGLALASA - KEZDETI
PROBALKOZASOK

Ebben az alfejezetben szeretném bemutatni azoknak a kisérleteknek egy részét, amelyek a
dolgozatom egyik alapjaul szolgald cikkig vezettek, s bar nem keriilnek kozlésre, fontos
allomasai a felvetett probléma koriiljarasanak.

Kezdetben az SH SYSY sejteket tobb valasztott ideig kezeltiik és a gliikdzkoncentracidkat is
valtoztattuk. A probak kozott szerepelt 8, 24, 72, 96 ¢és 140 oras vizsgalat is. A
gliikdzkoncentraciok kissé tagabb hatarok kozott valtoztak: 7 mM-tdl a teljes cukormegvonasig
¢s annak idébeni kitolasaig terjedtek a kisérletek. Ezek koziil az egyik meghataroz6 a 140 6réan
at tartd megfigyelés volt, melynek sordn a sejteken médiumcsere (EMEM-F12) nem tortént és
a metabolikus valtozasaikon kiviil a morfoldgiajuk és az O-Glikozilacio mértéke is detektalasra
keriilt hagyomanyos Western blottal, RL2 antitest hasznalataval. Ez alapjan egy teljes képet
kaphattunk arrél, hogy beavatkozas nélkiil hogyan alakul az EC gliikoz-, és laktatkoncentracio
mellett az O-GIcNAc szintje. A glikéz 96 oraig, korilbelil 0,5 mM gliikozszintig
gyorsancsokkent, majd ezt kovetéen a folyamat lelassult. A laktatszint ezzel parhuzamosan
novekedett és hasonldan a gliikozhoz, reciprok lassu novekedést mutatott, elért egy platdt, majd

csokkent. (5. abra, 1. Tablazat)
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—@— Glukéz —@— Laktat

Glukdz/ laltat cc (mmol/l)

0 24

5. abra:

48

72

96

Id6 (6ra)

120

A gliikoz- és laktatkoncentraciok valtozasa 140 ora alatt médiumcsere nélkiil.

Atlagos gliikéz | Atlagos laktat cc. | Kisérlet vége Denzitas
cc. (mM) (mM) (6ra)

5,76 2,81 26 57,49
3,49 4,25 50 06,24
2,14 6,22 73 69,87
0,73 8,25 93,5 79,82
0,54 8,57 96,5 100,11
0,25 8,85 100,5 109,38
0,025 9,06 107,5 120,64

0 9,06 118 117,02

0 8,9 139 107,64

0 8,78 140 109,03

144

1. Tablazat: A gliikoz- és a laktatszintek atlagos valtozdsa a sejtek begyiijtésének, azaz az adott
kiserlet végenek pontos idopontjaival. A denzitas mértékét Image J szoftver
hasznalatanak segitségevel hataroztuk meg azonos teriiletek kijelolésének és
lemérésének segitségével.
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Az O-GlcNAc szintek meghatarozasara lathatd, hogy 93,5 o6ranal az O-GIcNAc mértéke
erételjesebben fokozodott egészen a 107,5. oraig, amikor a gliikkoz elfogyasaval a szintje

csokkenni kezdett. (6. dbra)

250 kDa_

L R T e e B B

150 kDa —::a'
v

100 kDa """=

sk SN

SOkDa_ v - - -

26 50 73 93,5 96,5 1005 107,5 118 139 140 6ra

6. dbra:
Western blot az O-GlcNAc szintek 140 oras nyomonkévetésérol. Bal oldalon a molekulasulynak
megfeleld futasi magassdagokat jeloltem.

Ezt kovetéen megprobaltuk fokozatosan csokkenteni az id6t, ugyanakkor a médiumot 24
oranként cseréltiik €s 6 kiilonbozo gliikdzkoncentraciot allitottunk be: 5,5; 3; 1,5; 1, 0,5; 0 mM.
A 96 oras kisérletben a kontrollhoz képest 1,5 mM gliikdzkoncentracional emelkedést lattunk
az O-GlcNAc szintjében (7. A. dabra), mig a 72 6ras vizsgélatban ez a valtozas mar 3 mM-nal
elkezd6dott. (7. B. dabra) Az adott kisérletekben a flaskdk konfluencidja 100%-os volt. Itt
életképesség- vagy osztoddsi rata vizsgalat még nem tortént. Osszességében azt tapasztaltuk,
hogy tobb napos inkubacié alatt, amennyiben az alland6 gliikozszint koriilbeliil 1 mM-os
koncentracioig biztositott, a neuroblasztéma sejtekben az O-GlcNAc szintje emelkedik, majd a
gliikéz tovabbi fogyasaval csokkenni kezd.

Teljesen gliikozmentes médiumot nem tudtunk elérni az eredeti recepttel, mivel az FBS
cukortartalmat nem tudtuk kikiiszobdlni, emiatt probalkoztunk ugymond ,.eléemésztett”
médiummal, vagyis extra gliikoz hozzaadasa nélkiil elkészitett RPMI médiumot hagytunk SH
SYSY sejtkultiran addig, ameddig annak gliitkdzkoncentracidja mérhetetleniil alacsony szintre
csokkent és ezt kovetden hasznaltuk f61. Azonban nyilvanvaloan a laktatszint magasabb maradt,
ami annak tovabbi ndvekedésével jart, emellett nem zarhattuk ki az esetlegesen a médiumba

keriilt egyéb faktorok jelenlétét sem, ami az el6z6 sejtkultura utan maradhatott benne. Igy végiil
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ezt az eljarast besziintettiik a fals eredmények elkeriilése végett. A valtozast 1,5-1 mM
gliikozkoncentracional varva megprobaltuk, hogy 1,3 mM gliikoz tartalmi médiumba
helyeztiik a neuroblasztomakat ¢s médiumcsere nélkiil 72 6rat kdvetden allitottuk le a kisérletet
akkor, amikor mar nem maradt cukor a médiumban. Igy sszesen 5 flaskaban inditottuk el a
kisérletet és 24 dranként gytijtottiink be a sejteket; az elsét az 1,3 mM gliikkoztartalmu oldatban
tortént 24 oOras inkubaciort kovetden. (7. C. abra) Itt az O-GlcNAc szintje fokozatosan
csokkent. Ezt kovetd kisérletben a glilkozkoncentraciot 1,5 mM-ra allitottuk be 24 6ras 5,5 mM
glikéz tartalmt RPMI médiumban torténd ikubaciot kovetden, majd a kritikus
gliikdzkoncentracidé meghatarozasa végett tobb iddpontot jeldltiink ki a sejtek begytijtésére: 1,
2,4, 8 és 24 6raval késobb fejeztiik be a kisérletet. A kontrollhoz képest az O-GIcNAc szintje
nem valtozott szamottevden, majd az id0 eldrehaladtaval (és a gliikdoz mennyiségének

csékkenésével) a legutolsé mintaban — tehat miutan a sej tek 24 orat toltottek a kezdeti 1,5 mM

c sy

917
A. 44 250kDa B.
' ISOkDa
IOOkDa
75 kDa
W — W s - -——
mM 0 05 1 15 3 55 - 30 3 13 1 85 0
918
919
C. D.
Al 250kDa o o — -‘ -
- - -
100kDa
5ka 0 N . -
50 kDa
mM | 095 066 0.18 0 -_— 3.6 093 0.86 0.75 0.5 0
920
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7. abra:

Feliil: Western blot képek RL2 jeloléssel kiilonbozo kisérletekben. Kozépen a molekulasuly
(kDa), a detektalt képek alatt az A és B esetben a kezdeti, a C és D esetben a végso
gliikozkoncentraciok vannak feltiintetve (mM) a futasnak megfeleléen.

Alul: Image J szoftver alkalmazasat kovetoen a Western blotok mintankénti 6ssz-denzitasanak
abrazolasa a gliikozkoncentrdaciok fiiggvényében. A: 96 oran at és B: 72 oran at tortént
inkubdacio 24 oranként cserélt mediummal a kezdetileg beallitott gliikozkoncentracioknak
megfeleloen. C: Kezdeti 1,3 mM gliikoztartalmu médiumban tértént 72 oras inkubdcio. D:
Balrol indulva 5,5 mM gliikozkoncentracioju médiumban 24 oras inkubdaciot, majd azt kévetoen
1,5 mM gliikoztartalmu médiumba valo athelyezést kévetoen tortént inkubacio 1, 2, 4, 8, majd
ujabb 24 oran at tovabbi médiumcsere nélkiil.

Ezt kovetden egy 8 Oras megfigyelést végeztiink kiillonbozd gliikdztartalmi médiumok
beallitdsa mellett. A mellékelt abran (8. abra) a feltiintetett kezdeti mM-os értékek haromszori
ismétlés soran mért atlaga lathatd. A kiértékelt Western blotok alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az O-Glikozilacié csokkenése mar ezen iddszak alatt is 1 és 0,5 mM kozott

elkezdddik, majd az EC cukor tovabbi fogyasaval emelkedni kezd.
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943 8. dbra:

944  A. Reprezentativ Western blot 8 oras kezelést kévetéen. A neuroblasztoma sejteket 8 kiilonbozo

945  gliikoz koncentracioju médiumban inkubaltuk 8 oran keresztiil, mely alatt ismételt médiumcsere
946  nem tortent. A flaskdk konfluencidja 75%-os volt a kisérlet befejezésekor. A fehérjéket RL2 és
947  Aktin antitestekkel jeloltiik. B. Kiértékelt Western blotok atlagos denzitasanak abrazolasa a
948  szoras mertekével egyiitt (SD). n=3

949

950 A fenti kisérletek bemutatdsaval szerettem volna érzékeltetni azt az utat, ami soran eljutottunk
951 ajelenlegi, 24 6ras modelliinkh6z, amely még korantsem a kisérletsorozatok végét jelenti.

952 A célunk az volt, hogy — az AD kialakulasdnak megfeleléen — egy hosszabb, allando
953  hypoglikémids kornyezetet tudjunk biztositani a sejteknek, ezaltal modellezve a betegség lass
954  progressziojat, biztositva az elegendd idét az adott feltételekhez torténd alkalmazkodashoz
955  stresszreakcio kialakuldsa nélkiil. Ezért figyelembe véve az SH SYSY sejtvonal kozel 48 oras
956  duplikacios idejét a 24 oOras megfigyelést valasztottuk 6 kiilonb6zd glitkdzkoncentracid
957  bedllitdsaval a médiumban, melyeket a kordbbi kisérletsorozatokbdl kiindulva atlagos
958  ¢értékekként hataroztunk meg: 0,5; 0,8; 1,3; 1,8; 3 és 5 mM. Tovabbi kihivast jelentett a
959 legmegfelelobb konfluencia elérése a begyiijtés szempontjabodl, hiszen, ha ez tal alacsony, nem
960 tudjuk megfelelden detektalni a jelet, ha pedig til magas a kisérlet végére, akkor az a
961 neuroblasztomakban szintén elindithat egyfajta stresszreakcidt, megemelve ezzel az O-GlcNAc
962  szintjét, nem is emlitve a gliilkdzfelhasznalas mértékének valtozasat. Ennek megoldasaban volt
963  segitségilinkre a MM kinetika és a Lineweaver- Burk diagram hasznalata.

964
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IV.1.2. A JELENLEGI MODELL BEMUTATASA

V. 1. 2. 1. A gliikoz koncentrdaciok vialtozdsa

A neuroblasztoma sejteket 24 6ran at RPMI médiumban inkubaltuk, melyeket kiilonbdzd
gliikoz koncentraciokkal egészitettiink ki (0,5; 0,8; 1,3; 1,8; 3; 5 mM). A médium gliikkdz- és
laktatkoncentracioit parhuzamosan kovettiik. Atlagosan a 0,5 mM, 0,8 mM ¢és 1,3 mM gliikozt
tartalmazé médiumban 1évé sejtek 57,1% (£0,11), 55,6% (£0,28) és 52,0% (+£0,31) glikozt
tartott sejtek 46,5% (£0,42), 25,4% (+0,53) és 24,6% (+0,46) gliikozt hasznaltak el (9. dbra A
és B). A gliikkézfogyasztas jelentsen alacsonyabb volt a 0,5 és a 0,8 mM gliik6zzal kiegészitett
médiumban tenyésztett sejtek esetében az 5 mM glitkozzal kezeltekhez képest (0,29; 0,44 vs.
nem-linearis kapcsolatot kovetett. Mivel a gliikoz transzporterek és minden glikolitikus 1€pés
MM kinetikat kovet, adatainkat Lineweaver-Burk diagramon abrazoltuk [99; 100] (9. abra C).
Kisérletes eredményeink szorosan illeszkedtek az MM kinetikus gorbéhez. A gorbétdl vald
atlagos eltérés 0,65% (£5,91%) volt. Megallapitottuk, hogy kisérleti koriilményeink mellett a
Km 3,68 mM (95% CI, 3,089 — 4,554 mM) és a Vimax 2,4552 mM (95% CI, 2,0755 — 3,005 mM)
érteket vett fel.

—_— 6_
Al E
E L
:© .
.§ B T
g ° T
2
g 3 *
N
£ L1 1
3 ] 1
7] *
“z O_il_:Ell IIll | || 1 | ]
0.5 0.8 1.3 1.8 3 5

Beallitott médium glukéz koncentracic (mM)

m Kezdeti médium glukéz koncentracié (mM)
O Médium glukoz koncentracid 24 6ra elteltével (mM)
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9. abra: A gliikoz fogyas nyomon kévetése.

A. EC gliikéz koncentrdciok a kisérlet elétt és utan. B. Atlagos gliikoz fogyds 24 oéra alatt.
*0<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA, Dunnett T3
post hoc testet alkalmazva. n=7

C. A gliikoz felhaszndlas alapjan felvett Lineweaver-Burk diagram. A MM kinetikat kévetve a
Vinax és a K kiszamithato.

V. 1. 2. 2. Adaptacio a Michaelis-Menten kinetikahoz

A Michaelis-Menten kinetika alapjan a glilkozfogyasztas alacsony EC gliikoézszinteken
gyorsabban csokken, mint ahogy azt varnank egy linedris modell alkalmazésa esetén. Ezért
vizsgaltuk meg, hogy vajon a sejtek képesek-e alkalmazkodni ehhez az anyagcserével
kapcsolatos kihivashoz. Normoglikémiés koriilmények kozott az SH-SYSY sejtek a glitkozt
laktatta majdnem sztdchiometrias aranyban alakitjak at (~70-80%). Megallapitottuk, hogy ez
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az arany csokkenni kezd ~1,8 mM EC gliikkézkoncentracio alatt, mig felette viszonylag
valtozatlan marad. Azaz a laktat-konverzids arany 73.8% (£17.4%), 70.3% (£13.7%) és 42.35%
(£18%) volt 5-, 1,8- illetve 0,5 mM gliik6z tartalmi médiumban inkubalt sejtekben (10. A és B

dbra).

10

05 ;+

0 1 2 3 4 5 6
Médium kezdd glukdz koncentracidja (mM)

Laktat koncentracié (mM)

100 —

*

(%)

0 L L 1 1 1 ]
0 1 2 3 4 5 6

Médium kezdé glukdz koncentracidja (mM)

Glukéz laktatta vald konverzidja
S
|

10. abra: A. Laktat termelés és B. Gliikoz konverzio laktatta 24 ords inkubaciot kovetden.
*n<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA és Dunnett
T3 (laktat termelés) ill. Bonferroni post hoc tesztek alkalmazasaval. n=7

Az anyagcserében a glikolizis és az oxidativ foszforilaci6 metabolikus hozzéjarulasat is
értékeltiik az Oxigénfogyasztéasi rata (OCR) és az EC savasodési rata (ECAR) mérésével az
Agilent Seahorse Extracellular Flux (XF HS Mini Analyzer) Analizatorral (11. dbra).
Hasonloan a laktat-konverzids aranyokhoz, az OCR/ECAR arany nem valtozott 5 mM — 1,8
mM kozott, de 1,8 mM EC gliikkézszint alatt fokozatosan nétt. A 0,5 mM gliikéz tartalmu
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médiumban kezelt sejtek esetében Iényegesen emelkedett, 3-szorosan magasabb OCR/ECAR

aranya volt, az 5 mM gliik6zzal kezelt sejtekhez képest.

|
——

OCR/ECAR
O = N W b~ OO ~N ©
[
——
—il—

3 4 5 6

Médium kezdd glukéz koncentracidja(mM)

(]
—
N

11. dabra:

Normalizalt OCR/ECAR aranyok. A normalizacio a lyukanként mért proteinkoncentraciora
tortént a kiserlet befejeztével. *p<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz
viszonyitva, egyutas ANOVA és Bonferroni post hoc tesztek alkalmazasaval. n=3

V. 1. 2. 3. Intracellularis gliikozszint mérése

Az intracellularis (IC) glikozszint jelzi a gliikoz bejutdsa és az IC gliikdz-felhasznald
folyamatok Osszessége kozotti nettd egyensulyt (12. abra). Eredményeink szerint nem volt
jelentds kiilonbség az EC gliikozfeltételek kozott - azaz a sejtek konstansan tartottdk az IC
gliikozszintjeiket. Ugy tiint, hogy van egy alap IC gliikozszint ~10 uM kériil, amely egyik
esetben sem csokkent ez ald, mig az "extra" mennyiségli EC gliikéz (~3 mM ¢és felette) ndvelte

az IC gliikozszintet is.

25

20

of 144 1

00 1 2 3 4 5 6

Médium kezdd glukéz koncentracié (mM)
12. abra: Mert IC gliikoz szintek. n=5

Atlagos IC glukéz koncentracio
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IV. 1. 2. 4. Az ATP szintek meghatarozdsa

A gliikozfogyasztas €s a laktat termelés adatainak felhasznalasaval kiszamoltuk a maximalisan
elérhetdé ATP szintet, feltételezve, hogy mind a glikolizis, mind az oxidativ foszforilacié a
teoretikus maximalis hatékonysagot éri el (13. A dbra). Megéllapitottuk, hogy a sejteknek
jelentés tartalékaik vannak az ATP szint fenntartdsdhoz az oxidativ foszforilacids rata
novelésével. Tehat, elméletileg az 1,8 mM-nal alacsonyabb EC gliikdzszintnek kitett sejt
jelentdsen novelheti az ATP szintjét a laktat felhasznalasaval és az oxidativ foszforilacio
novelésével. Hogy teszteljiik ezt az elméletet, megmértiik az effektiv ATP szintet a sejtekben
(13. B. dbra). Meglep6 moédon az anyagcsereadaptacid nemcsak csokkentette a fogyo
energiaforrasok hatasat, hanem az ATP szintek allanddak maradtak, illetve a mért ATP szintek
nem kiilonboztek jelentdsen egyik esetben sem. Ez arra utalhat, hogy mas adaptacios

mechanizmusok is jelen lehetnek az OCR/ECAR-n kiviil.

A 140~ W OxPhos-bél kalkulalt ATP(%)

120 | O glikolizisbél kalkulalt ATP (%)
100 |-

o 80[ : x X ‘
60 |- l
40 |
20 x

O I_Ll 1 1 1 1 1 [ ]
0.5 0.8 13 1.8 3 5.2

Médium kezdeti glukéz koncentracidja (mM)

13. A. abra: Az OxPhos-bol és a glikolizisbol kiszamitott teoretikus ATP szintek ardnyai.
*0<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA és Dunnett
T3 post hoc teszt alkalmazasaval. n=5
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1062

1063  13. B. dbra: A mért és a szamitott total ATP szintek aranya. *p<0.05 a kontroll 5 mM-os
1064  gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA, Dunnett T3 post hoc test alkalmazasaval.
1065 n=5

1066

1067 IV. 1. 2. 5. A sejtviabilitas vizsgdlata
1068

1069 A sejtek életképességét MTT reakcidoval mértiik meg. Jelentds kiilonbségek csak a 0,5 mM és
1070 a3 mM vagy 5 mM gliikoz tartalmit médiumban tartott sejtek esetében mutatkoztak, mig a
1071  tobbinél nem detektaltunk valtozast (14. dbra). Az atlagos csokkenés 17.8% (+9.5%) volta 0,5
1072 mM-os esetben.

120 -

100 . ii . -
é":ao-“
8
= 60
0
s
S 40
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Médium kezdeti glukdz koncentracié (mM)
1073

1074  I14. abra:

1075 A sejtek életképessége a kiilonbozo gliikoz koncentracioju médiumokban.

1076  *p<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA és Bonferroni
1077  post hoc teszt alkalmazasaval. n=3
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1V. 1. 2. 6. A sejtproliferdcio és -morfolégia vizsgalata

Ellentétben egy primer idegszovettel, az SH-SYSY neuroblasztoma sejtek rendelkeznek
mitotikus aktivitassal [101], amelyet a gliik6z elérhetdsége befolyasolhat [30]. Ezért értékeltiik
a sejtosztodasi aranyt JuLi mikroszkoppal (15. dbra). 24 oOra elteltével a 0,5 mM ¢és a 0,8 mM
gliikozzal kezelt sejtek osztddasi ardnya jelentsen lassabb volt az 5 mM gliik6z tartalmua
médiumban inkubalt sejtekhez képest (p= 0,007, illetve p=0,027). A felvétel végén (45 ora) a
kiilonbozo gliikozzal kezelt sejtek aranya kozotti kiilonbség tovabbra is fennallt; a 0,5 mM és
az 1,25 mM gliikozzal kezelt sejtek osztddasi aranya mindossze 40,1 (£3) % ¢és 40,0 (x17) %
volt a kontrollhoz (5 mM) képest. Azonban meg kell emliteni, hogy a sejtek altal elfoglalt
teriilet nem pontosan felel meg a sejtszamnak vagy a sejt térfogat/-massza aranynak ezzel
modszerrel, tekintve, hogy a program altal meghatarozott sejtteriiletek nem pontosan tiikrozik
a sejtek valodi szdmat. (16. abra) A kézvetlen mikroszkopos megfigyelés szintén egyértelmiien
kimutatta a sejtek lassabb mitotikus aktivitasat hypoglikémids koriilmények kozott, azonban
morfologiai véltozasokat nem taldltunk a kiilonb6z6 kezelések kozott, noha ez utdbbi nem

tekinthetd teljesen objektivnek. (17. dabra).

0.5 mM glukoz 0.8 mM glukoz
1300% 1300%
® 1100% p=0.007 ¥ 1100% p=0.027
wI w
0 ~m
N 900% N 900%
2= =
2 700% S 700%
0 ie)
2 9
‘B 500% ‘® 500% ., I
g g ; IIHII|
S 300% = 300% il
g E el |||||||||||I|||III||||||||||||||
100% 100% il
-100% g 10 20 30 40 50 -100% g 10 20 30 40 50
1dé (ora) 1dé6 (6ra)
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13005 1300%
= 1100%
s 1100% 5
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5 900% § 900% .
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1095

3 mM glukéz 5 mM glukdz
1300% 1300%
1100% 1100%
900% 900%

700% 700%

500% 500%

300% 300%

Proliferacic valtozas %
Proliferacic valtozas %

100% 100%

-100% o 10 20 30 40 50 -100% o 10 20 30 40 50
1d6 (ora) 1d& (6ra)
1096  15. dbra:
1097 A sejtproliferacio valtozdsai a kezdeti bedllitott gliikozkoncentraciok szerint az idé
1098  fiiggvényeben, SD értékekkel egyiitt feltiintetve. n=4
1099

1100
1101

1102

1103 6. dbra:

1104 A JuLi mikroszkop daltal valos idoben rogzitett felvétel és a proliferacio becslésére hasznalt
1105  szamitas alapja a teriileti fedettség a fényintenzitds valtozasai alapjan. A modszer becslésnek
1106  megfelelo, azonban pontos, szamszerii adatokat nem szolgaltat.

1107 A méretarany 125 um.
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17. abra:
A neuroblasztomak morfologiai valtozasai a kiilonbozo gliikoz koncentracioju médiumokban.
A méretarany 125 um.

V. 1. 2. 7. Az o-Glikozilacio vizsgalata

A fehérje O-GlcNAc modositasa kiilonboz6 sejtfolyamatokat képvisel, amelyek gliikozt
hasznalnak fel, és érzékeny mutatdja az atalakult gliikozanyagceserének [30]. Az O-GlcNAc
szinteket immunoblotokkal igazoltuk (8. d@bra). Ot régiét (ROI 1-5) vélasztottunk ki az RL2
antitest altal jelolt fehérjék kozil, amelyek kb. ~100 — 230 kDa kozotti molekulasuly
tartomanyban talalhatdak, hogy elemezziik a kiillonb6zé hpoglikémias (0,5 — 3 mM)
koriilmények hatasat 24 oras idotartamon beliil a normoglikémias (5 mM) koriilményekhez
viszonyitva. (19. dbra) A felsé molekulatomegii régiokban (~180 — 230 kD) nem talaltunk
jelentds valtozasokat. A kisebb molekulatomegii régiokban (~100 — 180 kD) az O-GlcNAc
szintek fokozatosan csokkentek, a EC gliikoz mennyiségének csokkenésével aranyosan. Azaz,
az O-GlcNAc szintek szignifikansan csokkentek a 0,5 mM EC gliikozzal kezelt sejtekben a
ROI 3 -5 teriileten (65%+17,68). A ROI 4-5 teriileten az O-GIcNAc szintje a 0,8 mM EC
gliikozzal kezelt sejtekben is szignifikansan csdkkent (ROI 4, 0,5 mM: 47,34%+12,94; 0,8 mM:
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1127 59,02%+9,28; ROI 5, 0,5 mM: 55,23%+14,73 ¢és 0,8 mM: 63,1%+10,84)

1128  kontrollkoriilményekhez viszonyitva.

1129
\\\ \% RL2
o \

230-

180

116---

66- .

A0- M " N N <— GAPDH
1130
1131

1132  18. abra:

a

1133 Reprezentativ Western blot a total SH SY5Y sejtlizantumbol a 24 oras kezelést kévetoen Wes
1134 segitségevel. Az O-Glikozilacio mértékét RL2 antitest hasznadlataval hataroztuk meg, emellett

1135  detektalasra keriilt a GAPDH is.
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19. abra:
A Western blot régiok elemzése. Az O-glikozilaciot RL2 antitest segitségével
hataroztuk meg, kontrollkéent a GAPDH antitest szolgalt. Az adatokat ImageJ
szoftverrel analizaltuk. Az dbrakon a régiok denzitasat %-ban hataroztuk meg a
kontrollhoz viszonyitva (5 mM) és SD értékekkel egyiitt abrazoltuk a médium kezdeti
gliikoz koncentracioinak (cc.) fiiggvényében. Statisztikai tesztként egyutas ANOVA-
t hasznaltunk, Bonferroni post hoc teszttel kiegészitve. *p<0.05 n=6
1137

1138 IV.2. A PLAZMA GLUKOZ ES A HbAlc KAPCSOLATANAK
1139 MODELLEZESE
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Retrospektiv. moédon elemeztiink 15 év alatt Gsszegytilt 175437 rogzitett laboratériumi
eredményt, amelyek egyszerre tartalmaztak plazma gliikoz és HbAlc adatokat. A kutatés
targyat képezo adatok jellemzoéit az 2. Tablazat foglalja 6ssze. Az Osszes beteg szama 46646
volt, az egy személyre es6 atlagos vizsgalatok szama 3,76 volt. A latogatasok kozott eltelt
atlagos 1d6 kb. 10 honap volt. 4686 beteg 10 vagy tobb bejegyzéssel rendelkezett, a bejegyzések
kozott eltelt atlagos 1d6 6,2 honap volt (a magyar egészségbiztositas évente legfeljebb 4 db
HbA ¢ tesztet finansziroz). A 20. A dbra mutatja a mért plazma gliik6éz és HbAlc eredmények
eloszlasat. Az eredmények szdmanak és a gliikozkoncentracionak az eloszlasa a 21. dbrdan

lathato.

2. Tablazat A kutatads targyanak jellemzoi

Osszes vizsgalat Osszesitett Férfiak Nék
Betegszam 46646 21652 24994
Megjelenések szama 175437 83894 91543
Megjelenések szamanak atlaga/ £6 3.76 3.87 3.66
A megjelenések kozott eltelt atlagos ido
(hénap) 10.05 9.83 10.25

Az els6 megjelenéskori életkor (atlag + SD) 56.75 (+16.82) 56.02 (+15.96) 57.38 (+17.51)

Az utolsé megjelenéskori életkor (atlag + SD) 59.06 (+17.28) 58.38 (+16.44) 59.65 (+17.96)
Hemoglobin (g/L, az 6sszes megjelenés
atlaga+SD) 138.02 (+16.55) 144.14 (+16.8) 132.4(+14.17)
Plazma gliikdz (mM, az 6sszes megjelenés
atlagatSD) 7.63 (+3.21) 7.86 (£3.25) 7.42 (£3.16)
HbA;:. (mmol/mol, az 6sszes megjelenés
atlagatSD) 50 (+16.1) 50.4 (£16.2) 49.6 (+16.1)

HbA;. % 2 158.7 mmol/mol 0.021 0.023 0.019

A minimum 10 alkalommal megjelent

betegek adatai Osszesitett Férfiak Nok
Betegszam 4686 2286 2400
6.19 6.13 6.25

Megjelenések szama

Az els6 megjelenéskori életkor (atlag + SD) 58.48 (+12.44) 57.72 (¥11.72) 59.2 (+13.05)
A 10. megjelenéskori életkor (atlag + SD) 63.85 (+12.54) 63.11 (+11.81) 64.55 (+13.15)
Az elsé alkalommal mért hemoglobinszint
(g/L, atlag SD)

A 10. alkalommal mért hemoglobinszint
(g/L, atlag +SD)

139.83 (£16.46) 145.54 (+15.27) 134.02 (+13.39)

136.84 (£16.57) 142.92 (+16.37) 131.06 (+14.57)
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Az els6 alkalommal mért lazma gliikézszint

+ + +
(MM, tlag +SD) 8.49 (£3.55) 8.76 (+3.74) 8.22 (+3.35)
A 10. alkalommal mért lazma gliikdzszint
; 8.23 (3.3 8.37 (£3.25 8.09 (+3.34
(mM, atlag +SD) ( ) ( ) ( )
Az elsé alkalommal mért HbA, szintje
+ + +
(mmol/mol, 4tlag #SD) 56.7 (+18.8) 56.7 (£19) 56.8 (1)
HbA,. at the 10th visit (mmol/mol, atlag ¥SD) 53.6 (£15.2) 53.4 (+14.4) 53.9 (+15.8)
Az els6 alkalom K _ értéke (dtlag+SD) 16.1 (+5.69)  16.6(+5.89)  15.6 (+5.47)
A 10. Alkalom K értéke (atlag £ SD) 16.9 (£5.67)  17.3 (¢5.79)  16.5 (5.53)
A. Cl
35 0,03 v
[
30 [
o~ ‘ .
= =l 4
g = g 0,02 .
~ :‘—8 * . . °
E 20 =
= =
sh 15 =
s S
= > 0,01
S 10 = A
A /
5 ] y =0,0992x+ 0,0063
! R?=0,9904
0 0o
0 50 100 150 200 -0,10 0,20 0,50 0,80
HbA - (mmol/mol) 1/S (1/mM)
B.
5 D- )
Ld
30 30 o
—~ ~~ L ]
= =
E 25 ERs
N N o
< 2 S 20 ,.0"'
= =] "
=) . o
g z
S = 10
& ~ ® Mért adatok
5 5 ¢ A A MM szerint szamitott értékek
\ # ADAG szerint szamitott értékek
0 0
20 50 80 110 140 20 50 80 110 140
HbA, (mmol/mol) HDbA - (mmol/mol)
20. abra:

A HbAc és a vele egyidejiileg mért plazmagliikoz-szintek kozotti kapcsolat. (4) Nyers adatok,
175 437 esemény abrazolva. (B) Atlagos (+SD) HbAc értékek bemutatasa. Minden adatpont
egy 0.5 mM plazmagliikoz-koncentracios tartomanyt képvisel. (C) Lineweaver-Burk abra az
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HbAc kinetikajarol. Az atlagos HbAic szintek reciprok értékei (1/v) vannak kijelolve a
megfelelo plazmagliikoz-szintek reciprok értékeivel szemben (1/S). (D) Az atlagos HbAic
ertékek elorejelzése a MM (Vmax = 158,7 mmol/mol és Km = 15,7 mM) és a linearis (ADAG)
egyenlet altal az észlelt atlagos HbAc értékekkel 6sszehasonlitva.

1182  21. abra:

20000 1183 A vizsgalatok szama a gliikozkoncentracio
§ 1184 fuggenyeben. Minfien sav 0,’ 5 mM—os
© 15000 1185  gliikozkoncentracios tartomanyt képvisel.
g 1186
DY
-+ 10000 1187 A  HbAlc eredményeket a megfeleld
2]
E:P 5000 1188  plazmagliikoz-értékekkel vetettiik 8ssze; minden
N
-

|||||| 1189  kategériat egy 0,5 mM-os plazmagliikoz-
||I||

Al |
0 o s 10 15 20 a5 390G  tartomannyal hataroztunk meg. Ahogy a 20B.

Plazma glukéz (mmol/IN191  gbrdn lathatd, az atlagos HbAlc értékeknek
latszolag van egy maximalis hatarértéke. Az atlagos HbAlc- és plazmagliikdz értékek
Lineweaver—Burk abran torténd abrazolasakor (20C. dbra) az adatok linedris mintazatot
mutattak 5-32 mM gliikozértékek kozott, ami arra utal, hogy a HbAlc képzddése a Michaelis-
Menten (MM) kinetikat koveti. A linearis trendvonal interpolalasaval a Vmax értéke 158.7
mmol/mol (95% CI, 112.5-269.5 mmol/mol), mig a Ky, értéke 15.7 mM volt (95% CI, 15,2—
16.3 mM). Ezt a Ki értéket a teljes populacio atlaganak tekintve megallapitottuk, hogy az MM
altal elorejelzett HbAlc szintek szorosan illeszkedtek a ténylegesen mért atlagos szintekhez
(20D. abra).

Bér a K, értéke egy populacio szamara szintén tajékoztatd lehet, sokkal hasznosabb lenne, ha
minden egyes egyénre személyre szabott Km értéket tudndnk meghatarozni. Ezért teszteltiik az
MM egyenlet prognosztikai potencidljat az egyén szintjén. Az elsé 5 adatpart (a HbAlc és a
plazmagliik6z) felhasznaltuk minden olyan beteg esetében, akinek legaldbb 6 egymast kovetd
megjelenése volt, hogy kiszamitsuk az atlagos Km paramétert. Ezutan kiszamoltuk az elvart
HbA 1c szinteket a 6. latogatas gliikdzkoncentracidja alapjan, vagy az MM egyenlet (beleértve
a fent emlitett személyre szabott Km-et) vagy az ADAG egyenlet segitségével (amelyet a legelso
5 latogatas atlagos HGI-jével korrigaltunk). Megallapitottuk, hogy az MM esetében 85.1%-os,
az ADAG egyenlet esetében 78.4%-o0s az eldrejelzett értékek aranya, 20% alatti hibahatar
mellett. Az MM egyenlet jobb prognosztikai ereje még a 30. megjelenésre kiterjesztve is
érvényesiilt (71.4%-os aranyban, ha 20%-os hibahataron beliil maradtunk, mig az ADAG
egyenletnél ez az arany 66.7% volt), ahogy az a 3. tdbldzafban lathaté. Eszrevettiik, hogy mind
az ADAG, mind az MM prognosztikai ereje idével csokkent, ami arra utal, hogy az egyéni K

érték fokozatosan valtozhat (példaul terapia, étrend, dregedés stb. miatt). Ennek nemkivanatos
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hatasait konnyen ellensulyozhatjuk az egyes latogatasok utan automatikusan frissitett Kpy

értékkel, javitva ezzel a prognosztikai erejét.

A célértéktsl 1217 3. Ti ablafzat: ’
valo atlag 1218 Az MM és az AD4 G becslések
MM becslés |Osszes szOras 20%-0s hibahatitral P’ og,nosztlkus erejecd ‘
Moo X 1220 tablazatba az ésszes egyén, aki
egjelents 121 legalabb 6 megjelenéssel
sorszama N % (+SD N
. (+ ) 1329— rendelkezett beletartozott (8275
6. 8275 0.3 (+14.9) 7041 833 beteg). Az MM szamitdsokhoz a
7. 7040 -0.6 (£15.4) 5916 8994  személyre szabott Ky, értékeket
10. 4686 -1.4 (£19.0) 3593 7875  azelsd 5 latogatas atlagabol
20. 1424 -1.6 (¥21.1) 1026 7226  hataroztuk meg. A HbAc
30. 454 -2.7 (£20.6) 324 227  elorejelzéséhez ezeket a Ky,
1228  értékeket és a ténylegesen mért
1229 plazmagliikoz szinteket minden
1230  megjelenés alkalmaval
A célértékts] 1;;; Zezfjgztgtukraz’t]\,ﬂ/lk Zgyenletbe.
ADAG val6 atlag 20%-0s 2% z'Z - Sza’;“tgso 0z d
becslés  |Osszes szOras hlbahatarra - inearts egyentetben a o,
- . 34— ténylegesen mért plazmagliikoz
Megjelenés Sy , ,
) 35 szintjét hasznaltuk, és azt az
sorszama N % (+SD) N A ” . L,
1236— elso 5 megjelenés atlagos HGI-
6. 8275 0.3 (+19.1) 6485 B37  vel korrigaltuk. Az elorejelzett
7. 7040 -1.2 (£19.9) 5423 hh88  HbAc értékeket
10. 4686 -1.4 (£21.4) 3477 ™39  osszehasonlitottuk a mért HbA;c
20. 1424  -2.1(+23.9) 982 6200  értékekkel.
30. 454 -2.8 (£24.4) 303 6641

A K viszonylagos stabilitdsdnak tovabbi bizonyitasa végett, abrazoltuk a K értékeket (az elsd
5 latogatas atlaga) az els6 5 latogatas atlagos HbAlc értékével, a 6. latogatassal és a masodik 5
latogatas atlagaval. Az adatpontokat szinkddoltuk a megfeleld, atlagos plazmagliikozszintek
szerint (22. abra). Ahogy azt vartuk, a magasabb plazmagliikoz koncentracidval rendelkezd
betegek 4ltalaban magasabb HbAlc szintekkel rendelkeztek. Erdekesség, hogy a Km-nek
latszolag fokozatos, forditott kapcsolata van a HbAlc-vel. Azoknak az adatoknak az 4tlagos
HbAlc szintje, amelyeknél a Kn értéke egyenld vagy alacsonyabb volt 14 mM-nal, 80,5
mmol/mol volt, mig a 14 mM-ndl magasabb K. értékek esetén az atlagos HbAlc szint
alacsonyabb értéket vett fel: 50,2 mmol/mol-t. Habar az adatok jobban szoérodtak, a hatds a
kovetkezo 5 latogatasra (~2,5 évre) is kiterjedt.

Egyéb valtozok interferalhatnak a Km-el és befolyasolhatjdk a HbAlc szinteket, ezért a
hemoglobin koncentracid, €letkor €s nem hatasat értékeltiik a HbAlc-re és a Kin-re egy linearis

regresszidos modell segitségével (4. tablazat). Megallapitottuk, hogy mindharom paraméter
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jelentdsen kihat a HbAlc-re vagy a Km-re, bar kevéssé befolyasolta az eredményt. Masrészrol

erds, negativ Osszefiiggést talaltunk a K €s az HbAlc kozott (r2 = 0.403, F = 3164.2, p <

0.001), valamint pozitiv 0sszefliggést a plazmagliikéz és az HbAlc kozott (12 = 0,581, F =

6483.6, p <0,001). Erdekesség, hogy a Kum és a plazmagliikéz kozotti kapcsolat gyenge volt (r2
=0.001, F=6.729,p=0.010).
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22. abra:

Korrelacio a HbAic, a K és a
plazmagliikoz szintek kozott. N
= 4686, illetve legalabb 10
latogatassal rendelkezo
egyenek lettek kivalasztva. Az
adatpontokat szinkodoltuk a 6.
latogatas plazmagliikoz (pGlc)
szintje  szerint. Az  egyes
adatparokhoz a Spearman's
rho korrelacios egyiitthatokat
tiintettiik fel, a szignifikanciat
csillagokkal jeloltiik. (A) Az
elsé 5 latogatdas atlagos HbAc
és Kn értékeinek dbrdzoldsa.
(B) A masodik 5 latogatas
atlagos HbA c értékei az elsé 5
latogatas atlagos Kn értékeivel
vannak osszevetve. (C) A 6.
latogatas HbAc értékét az elso
5 latogatas  atlagos Kn
ertékeivel hasonlitottuk ossze.
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4. Tablazat: A plazma gliikoz (pGlc), a haemoglobin (Hgb), az életkor és a nem befolydsolo
szerepe a HbAic és a K értékekre.

Fiiggetlen
valtozo: Kn pGlc Hgb Eletkor Nem
Fiiggé | HbA, HbA, HbA, HbA,
valtozo6: C pGle C Kn C Kn | HbA | Kn C Kn
r’ | 0.403 0.001 81 0.001 | 0.003 0 0.015 | 0.012 0 0.012
55.61
F | 31642 | 6.729 | 6483.6 | 6.729 | 16.36 | 0.282 [ 73.52 | 58.52 1.043 6
B | -0.635 | -0.038 | 0.762 | 0.038 | 0.059 | 0.008 | -0.124 | 0.111 0.015 | -0.108
t| -563 -2.59 80.5 -2.59 4.04 0.53 -8.57 7.65 1.02 -7.46
<0.00
p | <0.001 | 0.010 | <0.001 | 0.010 | <0.001 | 0.596 | <0.001 1 0.307 0

Az elso 5 merés atlagertékeit valasztottuk ki a pGlc, Hgb, HbAic és Km paraméterek koziil,
azokbol az adatokbol, amelyek legalabb 10 egymast kéveto méréssel rendelkezo betegektol
szarmaztak (N = 4686). Az életkor és a nem az elsé megjelenéskor keriilt rogzitésre. Az onallo
paraméterek HbAc-hez, pGlc-hoz és Km-hez valo kapcsolodasat linearis regresszios modell
segitségevel értékeltiik. Egyéb, nem linearis regresszios modellek hasonlo r2 értékeket
eredményeztek (ezek kiilon nincsenek feltiintetve).

Az MM egyenlet prediktiv potencidljat az egyéni Km értékek alapjan ROC elemzéssel
értékeltiik (23.A4. dbra), a pozitiv osztalyozas cutoff értéke 37.7 mmol/mol volt. Ebben a
Osszehasonlitasban az MM jelentdsen kiillonbozott (p < 0.0001) és jobban teljesitett, mint az
ADAG (AUCwmmM = 0.904 (99% konfidencia intervallum: £0.015) vs. AUCapac = 0,849 (99%
konfidencia intervallum: £0.018)). Az optimalis kiiszobértéknél a szenzitivitas 83.3% volt az
MM esetében és 78.3% az ADAG esetében, mig a specificitas 84.2% ¢és 79.6%.

Az MM prognosztikai érétke akkor tlinik ki igazan, amikor a betegeknél az id6é mulasaval nagy
valtozasok torténnek a plazmagliikdz szintekben. A 23.B. dbran lathaté azon betegek elsd 5
mérésének atlagos Km értéke a masodik 5 mérésnek az atlagos HbAlc szintjeinek a
fiiggvényében, akiknél az 1-5 latogatasok soran a gliikkdzszint 7 mM f616tt volt, majd a tovabbi
latogatasok soran atlagosan 7 mM alatti értéket vett fol. Annak ellenére, hogy jelentds
csokkenés tortént a gliikozszintekben, a Ki, érték tovabbra is negativ korrelacidt mutatott a mért
HbAlc-vel. Amikor ezeket a K értékeket (az 1-5. latogatds 4atlaga) a tényleges
gliikézkoncentraciokkal (6-10. latogatds) egylitt beillesztették az MM egyenletbe, hogy
kiszamitsdk a 6-10. latogatdsra vonatkozo becsiilt atlagos HbAlc-értéket, az szignifikans

Osszefliggést mutatott a mért HbAlc-szintekkel (12 = 0,52) (23.C. dbra). Ugyanazokat a
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kivalasztasi kritériumokat alkalmazva az ADAG-elOrejelzésnek az atlagos HGI-vel (az 1-5.
latogatasbol) korrigalt értéke alacsonyabb determinécids egyiitthatoval rendelkezett. (12 =

0.312) (23.D. dbra).
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23. abra:

Az MM és ADAG becslések prediktiv ereje. (A) A 4686 egyed egymast kéveté rekordjai alapjan
kesziilt elorejelzo Receiver-operating curve (ROC-gorbe) elemzése. Az MM-szamitashoz a
személyre szabott Kn-értékeket ugy valasztottuk, hogy az elso 5 latogatas Kn-értékeinek atlagat
vettiik alapul. Ezeket a Kp-értékeket és a 6. latogatas mért plazma gliikozszintjeit
helyettesitettiik be az MM egyenletbe. Az ADAG-szamitishoz a 6. latogatds plazma
gliikozszintjeit beillesztettiik a linearis egyenletbe, és a szamitast korrigaltuk az elsé 5 latogatas
HGI-értékének atlagaval. A fiiggo valtozo a 6. latogatas mért HbA c-szintje volt. (B) Azokat az
egyéneket valasztottuk ki, akiknek dtlagos gliikozszintje az elsé 5 vizit soran 7 mM-nal
magasabb volt, de a masodik 5 vizit soran 7 mM-nal alacsonyabb (N = 427). A Kn-értékeket az
elsé 5 vizit soran mért HbAc- és plazma gliikozértékek felhasznaldasaval szamitottuk ki, és
dabrazoltuk a masodik 5 vizit soran mért HbAc-értékek atlaganak fiiggvényében. (C&D) A B.
pontban szereplé adathalmazzal megegyezoen az MM és ADAG (HGI-vel korrigalt)
szamitasokkal elore jelzett HbAc-szinteket hasonlitottuk ossze a mért HbAc-szintekkel (MM:
R2=10,517, P<0,001, ADAG: R2 = 0,312, P < 0,001, linearis regresszios modell).
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V. DISZKUSSZIO

V.1. A HYPOGLIKEMIA HATASANAK VIZSGALATA SEJTES
MODELLEN

A dolgozatom elsé felében ismertetett sejtes modell segitségével kivantunk pontosabb
ismereteket gylijteni az idegi eredetli sejtek metabolikus viselkedésérdl, amennyiben a
hypoglikémias kornyezet lassan, fokozatosan alakul ki és viszonylag hosszl ideig fennall.
Ezaltal alapot szolgaltathatunk az AD progresszidjdnak pontosabb megértéséhez. Az
irodalomban eddig fellelhetd kutatasok targyat mar szintén képezték hasonlo elképzelések [42;
51; 52; 102], azonban az allatkisérletes modellek (pl. éheztetés) kivitelezése nehézségekbe
itkozik, hiszen a szervezet kompenzacids mechanizmusai aktivalodnak, ezaltal a vércukorszint
csokkenése mérséklodik, az intracerebralis tér homeosztazisa nem borul fel.

A sejtes modellek ebbdl a szempontbdl kedvezdbbnek bizonyulnak, ha tisztdn a hattérben
huz6do biokémiai folyamatokat kivanjuk vizsgélni. Az irodalomban mind a hyper- [103], mind
a hypoglikémia hatasat vizsgaltdk mar kiilonbozé sejtkultardkon [59], ezen beliil is az O-
GlcNAc valaszreakciokat is egészen a transzkripcid szintjéig. [54; 56; 57; 58; 59; 61; 62; 63]
Hyperglikémia esetén ndvekedést irtak le, elsdsorban az OGT aktivitdsanak fokozodasa miatt
[30; 104], mig hypoglikémiaban a kutatasok dontd tobbsége emelkedést tapasztalt [105; 106].
véleménylink szerint ez a paradox helyzet (lecsokkentett szubsztrat fokozott O-GlcNAc-vel jar)
azzal magyarazhatd, hogy az O-GlcNAc novekedésének az oka hypoglikémia soran egy akut
stresszreakcioként valo aktivalodas kovetkezménye. Rovid tadvon ugyanis az O-GIcNAc
szintézishez a sejtnek még elegendd szubsztratja lehet a raktaraiban. Ezt kivantuk kikiisz6bolni
azzal, hogy a neuroblasztoma sejteket — azok sejtciklusahoz viszonyitva — hosszabb ideig
alacsony gliikozkoncentraci6 elviselésének tettiik ki. Ezaltal az SH SYSY sejteknek lehetdsége
nyilt az alkalmazkodasra, metabolikus tutjaik atrendezésére, illetve azok intenzitdsainak,
aranyainak valtoztatasara. Azt tapasztaltuk, hogy alacsony, 1,8 mM-os gliikdzkoncentraci6 alatt
a sejtek metabolizmusa modosul, ami kiilondsen 0,8-0,5 mM-os cukortartalom esetén
szembetlind a kontrollhoz képest. Ebben az esetben a gliikkoz Michaelis-Menten kinetikéat
kovetd csokkenése miatt kialakuld hianyt a glikolizis és az OxPhos ardnyanak
megvaltoztatasaval kompenzaljak: a glikolizisbdl szdrmazd ATP mennyisége jelentésebben
csokken, mint az OxPhos-bdl szarmazé ATP, mindamellett, hogy ezek Osszesitett szintje nem

tér el jelentdsen egymastol. Ezt latszik alatdmasztani az OCR/ECAR hanyados exponencialis
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novekedése is. Tekintettel arra, hogy a hex6zamin utvonal egyik szubsztratja, a frukt6z-6-
foszfat szintén a glikolizisb6l szarmazik, annak csokkenése magaval vonhatja az O-
Glikozilacio csokkenését is. Emellett a glilkozfelhasznalas alapjan felvett Lineweaver-Burk
diagramra a kisérletes eredményeink szorosan illeszkedtek (R?=0,9962), az MM kinetikat
kovetve a Vmax és a K kiszamithatova valt. Ezen értékek az adott sejtvonalra jellemzdek az
ismertetett kisérletsorozatban. A proliferacids rata kovetése soran a sejtek osztdodasi aranya
csokkent, mely megfelel az irodalomban tapasztaltakkal, miszerint a sejtek mitotikus
aktivitasanak csokkenése a rendelkezésre allo gliikdz fogyasaval magyardzhato. [30; 101] A
neuroblasztoma sejtek a végsdkig probalnak alkalmazkodni a kedvezdtlen kornyezeti
feltételekhez, igy nem csak az ATP szintjiiket, hanem az IC gliikkdz szintjiiket is igyekeztek
konstansan tartani, noha egyfajta tendencia megfigyelhetd: ~3 mM gliikozkoncentracio felett
magasabb értékeket kaptunk (bar az eredmények szoérasa miatt nem szignifikéns a kiilonbség),
mely szerint az IC gliikdz szintje ez alatt csokken, azonban még 0,5 mM esetén sem esik egy
minimal szint ala (~10 uM). Ha a kisérletet tovabb folytatnank, feltételezhetd, hogy az IC
gliikoz esetleges tovabbi fogyasaval, illetve az ATP csokkenése esetén az apoptozis
elkeriilhetetlenné vélna. Ezt a tedriat az irodalomban fellelhetd adatok alapjan elvethetjiik, mert
alternativ tdpanyagok alkalmazasaval nem csokkent a sejtek talélése, sokkal inkabb a glikolizis
¢s a hexozamin utvonal blokkolasaval [107; 108; 109], ami ravilagit a fenti folyamatok
komplexitasara is.

A 24 6ras megfigyelés soran a sejtek morfologiajaban invertalt mikroszkoppal torténd kovetés
médiumban tartott sejtek esetén detektaltunk szignifikdns csokkenést. Legfontosabb
eredményiink, hogy az O-GIcNAc szintjének csokkenését el tudtuk érni a hypoglikémias
kornyezethez valé fokozatos hozzaszoktatdssal, azaz hosszabb ideig alacsony
stresszreakciot valtott volna ki. Ugyan a metabolikus folyamatokat nem vizsgaltak, de O-
GIcNAc terén hasonld eredményre jutott G. Hart és csapata egy nemrég megjelent
kozleménytik alapjan. [110] Feltételezéstlink szerint az AD-ben torténd metabolikus valtozasok
leginkdbb egy ilyen, lassan progredialdé folyamat eredményei, melynek soran a jol ismert
elvaltozasok megjelennek az agy szévetében.

A kutatas korlatai kozé tartozik, hogy a neuroblasztoma sejtvonal valoszinlileg nagyobb
adaptacios potenciallal rendelkezik, mint a primer neuronalis sejtek, ugyanis ez utobbiak foleg
aerob médon az oxidativ foszforilacio altal jutnak ATP-hez. Amennyiben a gliikoz elérhetdsége

csokken, a neuronok az asztocitdk segitségére szorulnak, amik glikogén tartalmukat képesek
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lebontani, azaz glikogén foszforilazzal gliikoz-1-foszfatta, majd foszfoglukomutaz éltal gliikoz-
6-foszfattd izomerizalni, ami a glikolizis sordn piruvatta oxidalédik és laktat dehidrogenéz
(LDH) laktatta alakitja. Az asztrocitdk nem expresszalnak guko6z-6-foszfatazt, ezért szabad
gliikozt nem tudnak az idegsejteknek széllitani, viszont a neuronok a laktatot mar fel tudjak
hasznalni, hogy energiasziikségletiiket biztositsa. [111; 112] Ugyan mindkét sejttipus tartalmaz
laktat dehidrogenazt, de mig az asztrocitdk LDHS izoformat, addig a neuronok LDH1-t, ami
els6sorban a laktat piruvatta torténd atalakitasat végzi, ezzel is utalva az oxidativ metabolizmus
talsulyara. [113] Ezen enzimek izoformainak expresszalasi ardnya az agyi teriilettdl fiiggden
szintén valtozik. [114] A laktatot az asztrocitakbol az MCT-1 exportalja €s az idegsejtek MCT2-
n keresztiil veszik fel. [115] A laktat transzportja erdsen fiigg az EC pH-t6l [19], ami
magyarazhatja, miért emelkedik meg az agy laktat felvétele annak vérben torténd
felszaporodasa soran. E. Lezi és munkatarsa, Swerdlow SH SY5Y sejteket kezeltek magas
az aerob iranyba tolddtak, tehat a glikolizis mértéke csokkent az inzulinszignallal és az e
folyamatokban szerepet jatsz6 szamos fehérje, illetve poszttranszlacios modosulasok
valtozasaval egyiitt. [116] Az altalunk elvégzett kutatas soran hasonlo6 valtozast tapasztaltunk a
metabolizmusban, azonban a laktat koncentracidja meg sem kozelitette a fenti kezelésben
alkalmazottat.

A jovOben tervezziik a leirt hypoglikémids kornyezetben vald kisérletsorozatot primer
neuronokon, illetve asztrocita sejtvonalon is elvégezni. Az asztrocitak jelentdségét mutatja,
hogy nem csak a neuronok tamogatasaban, a megfeleld szinaptikus kapcsolatok létrejéttében
¢és fenntartasaban jatszanak szerepet, hanem részt vesznek az agy immunolégiai folyamataiban
1s. Kimutattak, hogy AD-ben az 1-es tipusu, proinflammatorikus asztrocitak tulsulyba keriilnek
a 2-es tipusu antiinflammatorikus, neuroprotektiv faktorokat termeld aszrocitakkal szemben.
Tovabba ez a sejttipus az ApolipoproteinE4-en keresztiil részt vesz az AP eliminacidjaban is.
[117] Emellett tovabbi kutatas targyat képezheti alternativ tapanyagok, mint a 3-hidroxi-butirat
alkalmazasa gliik6z helyett. Az O-glikozilacioval parhuzamosan célszerti lenne a tau fehérje,
¢s annak kiilonb6zd szerin oldallancain vald foszforildcidjanak valtozasait nyomon kovetni
kiilonboz6 vizsgalati modszerekkel a fenti koriilmények mellett, de ugyanez igaz az amiloid
prekurzor protein mennyiségére is. Tovabba jovobeni kutatasok targyat képezheti miRNS profil
feltérképezése, akar endoszomalis miRNS-ek detektalasa.

Bar mara elsdsorban a kiilonboz6 biomarkerek aranyainak valtozasait figyelembe véve egyetlen
vérvételbdl is kovetkeztetni lehet az AD-re vald hajlamra [118], tovabba a mesterséges

intelligencia felhasznaldsaval egyre tobb lehetdségre deriil fény az AD korai diagnosztikaja
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kapcsan [119], ezaltal novelve az esélyét az adekvat terapias lehetéségeknek is, nem hagyhatjuk
figyelmen kiviil az egész hatterében zajlé biokémiai folyamatokat. Ezek minél pontosabb
feltérképezése és megértése szintén hozzajarulhat akar a kezelés, de sokkal inkabb a megel6zés

sikeréhez.

V. 2. A PLAZMA GLUKOZ ES A HbA1C KAPCSOLATANAK
MODELLEZESE

A dolgozat masodik részét képezd tanulmanyban megerdsitettiilk, hogy a HbAlc-szintek az
MM kinetikéval nagyobb pontossaggal josolhatok meg, mint a linearis modellekkel. Korabban
Xu ¢és munkatarsai egy komplex matematikai modellt teszteltek, amely az MM kinetikat
tartalmazta egy kis 1étszamu, 120 f6s mintan [73]. Sikeresen bizonyitottak, hogy a CGM-
adatokon alapuld kinetikai modelljiik pontosan megbecsiilte a HbAlc-értéket. A kutatdsban
retrospektiv modon elemeztiink nagyszamu plazmavércukor- és HbA 1c-felvételt az elmult 15
¢vbol, amelyeket tobb mint 46 ezer egyéni betegtdl gylijtottiink dssze és ~10%-uk tobb mint 10
egymast kovetd méréssel rendelkezett. A Michaelis-konstans, a K a modellbdl az egyéni
kiilonbségek értékelésére szolgald hasznos biomarkerként emelkedett ki. A Km-et egy Uj
metabolikus paraméterként lehetne bevezetni, amely feliilmtlhatja a korabbi markerek, példaul
a hemoglobin glikacios index, a glikacios rés vagy a gliikozkezelési mutato prediktiv értékeit
[77; 82; 85]. A Km iddbeli viszonylagos stabilitdsa azt is biztositja, hogy a plazma
gliikozszintjének HbAlc-re torténd atvaltasa hosszabb iddszakokon keresztiil is megbizhato
lehet.

A HbAlc képzddése szamos, egymassal Osszefiiggd biokémiai folyamat eredménye. Roviden,
az EC glikéz az inzulinfliggetlen gliikdztranszporteren, a GLUT1-en keresztiil jut be a
vorosvértestekbe [120], majd nem enzimatikusan, a kétlépéses Maillard-reakcio révén reagal a
hemoglobin béta-lancanak N-terminalis valinjaval és valdsziniileg méas maradékokkal is [121].
A vorosvérsejtek teljes élettartama alatt képzodik és azok pusztulasaval elimindlodik a
keringésbdl, bar egy része a fruktézamin-3-kinaz deglikacidja révén is iiriilhet. [82; 122] A
plazma gliikozkoncentracidja valoszintileg a leggyakrabban mért vizsgalat a vilagon. A gliikk6z
membran transzportja koztudottan az MM kinetikat koveti [88], és ez a {6 folyamat felelds a
glikoz - HbAlc gorbe alakjaért [73]. A GLUTI1 Michaelis-alland6jat korabban mar

meghataroztak, de azt talaltak, hogy a kisérleti koriilményektdl fliggden széles tartomanyon
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beliil van (1-38 mM) [73; 88; 123], ezért még nem lehet kdzvetleniil alkalmazni diagnosztikai
szamitasokhoz.

Ami a HGI-t illeti, a linedaris regresszios modellek, amelyek kielégitd pontossaggal miikodnek,
ha a plazma gliikézszintje normalis vagy ahhoz kozeli [80], magasabb gliikozszintek esetén
nem illeszkednek kelloképpen, igy a cukorbetegek magasabb HGI-értéke a modellek elégtelen
dinamikai tartomanyanak tulajdonithato. Ezenkiviil vitatott, hogy a HGI fiiggetlen valtozoé-e,
¢s nem all-e pozitiv korrelacioban a HbAlc-vel [84]. Masrészt a linedris egyenlet
meredekségének és metszéspontjanak modositdsa mindig magaban hordozza a HbAlc-szintek
alul- vagy tulbecslésének hibajat a kiilonbozé gliikoztartomanyokban. Bergenstal ¢és
munkatéarsai egy 0j kifejezést vezettek be ,,Gliikozkezelési mutatdé (Glucose Management
Indicator)” néven [85], hogy kihangsulyozzak, hogy a becsiilt HbAlc sok esetben eltér a mért
HbAlc-tdl, de ez még mindig linedris kozelitésen alapult, ezért ugyanazokkal a
hianyossagokkal rendelkezett. Felismerve a HbAlc ingadozésat és a pontatlan AG-becslést,
Malka és munkatarsai korrekcios tényezoként az atlagos vorosvérsejt-kort vezették be (MRBC,
Mean Red Blood Cell Age), mely mar betegspecifikusnak szamitott. [86]

Jelen tanulményunkban megallapitottuk, hogy a HbAlc kiszdmitdsdhoz hasznalt MM egyenlet
jobban reprezentédlja a hattérben huz6dé mechanizmusokat, jobban leirja a gliikéz - HbAlc
kapcsolatot, €s igy jobb prediktiv képességgel rendelkezik. Emellett, az MM kinetika akkor is
hatékonyan hasznalhat6, ha kevesebb adat 4ll rendelkezésre - azaz csak éhgyomri gliilkozmérés
rogzithetd (természetesen tobb adat, példaul gyakori POC gliikozvizsgalat vagy CGM tovabb
emelné az MM eldrejelzés pontossagat). Tovabba, kihasznalva azt, hogy a Michaelis-alland6
szerves része az egyenletnek, a K olyan 0j paraméterként hasznalhatd, amely megdrizheti a
HGI informativ értékét, mikozben jobban teljesit a HbAlc-szintek prognosztikdjaban. Azt
talaltuk, hogy a Kim-értékek viszonylag stabilak - hasonléan a HGI-hez [98; 124], azonban a K
iddbeli atlagolasa és feliilbiralata konnyen, automatikusan elvégezhetd és tompitja néhany
kiugr6 plazmacukor-adatpont torzitd hatasat.

Vizsgalatunk korlatai kézé tartozik, hogy a vizsgalati populdcionk tulnyomorészt magyar,
kaukéazusi emberekbdl 4ll, ezért a Vimax sziikség esetén torténd kiigazitasa érdekében meg kell
ismételni mas rasszok esetében is. A GLUT1-aktivitas, valamint az életkor, a nem, a faj, a
kiindulasi és a posztprandialis gliikoz aranyanak hatdsat is figyelembe kell venni. Bar
adatainkat elemeztiik e paraméterek némelyikére vonatkozodan, atfogdbb felmérésekre van
sziikség. Azt is meg kell jegyezni, hogy a ritka hemoglobinvaridnsok [74] zavarhatjak az
analizist. A HPLC-analizatorok frakcidja elkiiloniti a labilis glikalt hemoglobint a stabil

HbAlc-tol, de a glikémids statusz hirtelen valtozasa novelheti a labilis frakcid mennyiségét,
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amely atfedésben lehet a stabil frakcidval is [125; 126]. Az adatgyiijtés standardizalasara
szintén sziikkség van; specifikusabb prospektiv vizsgalatokra is sziikség van a Kp
referenciatartomdnyainak meghatarozasahoz az adott populdcidra vonatkozoan. A glikacio és
az RBC elimindcios sebességének valtozékonysaga tovabbra is probléma. Eldzetes becslésiink
szerint a glikacids sebesség (~£25%-ig) ¢és az RBC élettartam (~+50%-ig) kis eltérései
toleralhato hatasuak a szamitas szempontjabol, de a nagyobb eltérések megbizhatatlanna teszik
a Km-et. Ezeknek a varidcidknak az eléfordulasi aranyat még nem ismerjik, de a
hemoglobinszintézist €s az RBC morfologiat jelentdsen befolyasolo koriilményeket figyelembe
kell venni, miel6tt a modelliinket a HbAlc eldrejelzésére hasznalnank [127]. Egy masik
korlatozas, hogy a kezdeti Kin-értékelés a korabbi adatok hidnya miatt pontatlanabb lesz.

Osszefoglalva, ugy gondoljuk, hogy a jelenlegi linearis modelleket és szamitasokat fel lehetne
valtani az MM-egyenlettel. A mar 1étez6 webalapu szdmoldgépek és mobiltelefonos
alkalmazasok koénnyen frissithetok lennének. Igy a betegek és az orvosok a kotelezd
laboratoriumi HbAlc-ellendrzések kozott barmikor nyomon kovethetnék terapiajuk/diétajuk
alakulasat. A K mennyiségi paraméterként valo bevezetése lehetové tenné tovabba a "kevéssé
reagalok" megkiilonboztetését, akik esetében nehéz a HbA 1c-értéket csokkenteni anélkiil, hogy
a hypoglikémia kockdzatat vallalndk. E betegek esetében alternativ terapids megkdzelitések
megfontolasa lenne javasolt. Ezen tilmenden a K értékelése segithet az ujabb, fejlett
antidiabetikus gyoégyszerek, példaul az SGLT2-gatlok ¢és a GLP-1-receptor-agonistak
biztonsadgossaganak értékelésében is [128; 129]. A standardizalt K, mint biomarker segithet a
tarsbetegségek metabolikus hatdsanak értékelésében és jobb megértésében is. A vashidny
példaul ellentmondasos hatassal van a HbAlc-re, mivel ugy talaltdk, hogy egyszerre emeli €s
csokkenti is a HbAlc-szintet [130; 131]. A K szamszerlsitése a vashianyos betegek esetében
segithet az RBC morfologiai valtozdsainak a HbAlc-re gyakorolt kozvetlen hatdsdnak

felismerésében.
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VI. UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

A dolgozat els6 felében ismertetett kisérletsorozatban neuroblasztoma (SH-SYS5Y) sejtvonallal

dolgoztunk és krénikus hypoglikémia hatasat kivantuk modellezni. Osszesen hat kiilonbozé,

crc

kovetkezoket talaltuk:

Az SH-SYSY sejtek 1,8 mM-os gliikdz koncentracio alatt a gliikdz hidnyat a glikolizis/

oxidativ foszforilaci6 aranyanak valtoztatdsaval kompenzaljak.

Az ECAR csokken, ezéltal az oxigénfogyasztassal (OCR) alkotott hanyados
(OCR/ECAR) exponencialisan nd, a teljes ATP szint valtozasa nélkiil.

crer

médiumban csokken, mig a sejtproliferacio lassuldsa mar 1,3 mM gliikozszint alatt

megfigyelhet6 a kontrollhoz képest (5 mM).

Modelliinkben a fokozatosan kialakuldé hypoglikémiaval O-Glikozilacio csokkenést
tudtunk kivaltani. Ugy gondoljuk, a mérsékelt gliikkoz megvonas az Alzheimer betegség

metabolikus elvaltozasainak jobb modelljéiil szolgalhat.

A disszertacid masodik felét képezd tanulmanyban a laboratériumunk informatikai

rendszerében tarolt, a HbAlc- és plazma gliikéz értékeket tartalmazo, kozel 15 évnyi adatot

retrospektiv modon elemeztiik.

Az Osszetartozd adatparok grafikus dabrdzolasat kovetden arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az eddig hasznalt linedris egyenletekhez képest a Michaelis-Menten
kinetika alapjan valé nem-linearis modellezés célravezetébb és pontosabb, kiilonds

tekintettel a sz¢éls6 értékekre.

Az 1j szamitasok alkalmazasaval csokkenthetd a terapias bizonytalansag €s az egyénre

jellemzd Michaelis index segitségével pontosabb kezelés alakithato ki.
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