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OSSZEFOGLALAS

A diabétesz és az Alzheimer betegség (AD) vilagszerte tobb millié embert érint kiilon-kiilon is,
emellett szoros Osszefliggést talaltak a két korkép kozott mind epidemiologiai, mind biokémiai
hatteriiket tekintve. Kimutattdk, hogy az inzulin és az inzulinhoz hasonl6 novekedési faktor
termelése, illetve az inzulinreceptorok iranti rezisztencia a gliikkoz transzporterekkel (GLUT1
¢s GLUT3) egyiitt csokken, emellett az FDG-PET CT vizsgalatok arra engednek kdvetkeztetni,
hogy a kozponti idegrendszerben a glilk6z metabolizmusa az egészséges egyénekhez képest
alacsonyabb. Az AD kialakulasaban szamos faktor szerepet jatszik, melyek egymassal szoros
kapcsolatban allnak. Az O-Glikozilacio egy reverzibilis fehérje poszttranszlacios modosulas a
proteinek szerin-, illetve Treonin oldallancain, amely széles korli szabalyozo szerepet tolt be €s
kialakuldséban.

Dolgozatom kettd részbdl tevddik dssze, amik egymassal tematikailag 6sszefiiggenek. Az AD
feltételezett metabolikus hatterének pontosabb megismerése végett neuroblasztoma (SH-
SYS5Y) sejtvonalon egy 24 6rés kisérletsorozatot hajtottunk végre hypoglikémias kornyezetben.
Extracellularisan (EC) hat kiilonb6zd gliikozkoncentraciot allitottunk be: 0,5; 0,8; 1,3; 1,8; 3 és
5 mM-t. Az inkubdcids id0 leteltét kdvetden meghataroztuk a gliikdz és laktat szintek mellett
az oxigén felhasznalast (OCR) ¢és a médium savasodasat (ECAR), emellett az ATP- ¢és az
sejtosztodasi ratajat, valamint az O-glikozilacié mértékét. Eredményeink alapjan az 1,8 mM-os
gliikozkoncentracio alatt az SH-SYSY sejtek metabolizmusa megvaltozik: az EC elérhetd
gliik6z mennyiségének csokkenését a glikolizis/oxidativ foszforilacidé aranyanak valtozasaval
kompenzaljak; az ECAR csokken, ezaltal az oxigénfogyasztassal (OCR) alkotott hanyados
(OCR/ECAR) exponencialisan nd. Az osztddasi sebességiik fokozatosan csokken, azonban az
¢letképességiik egészen alacsony glitkoz koncentracion; 0,5 mM-on kezd hanyatlani. Az eddig
alkalmazott sejtes modellek teljes gliikbzmegvonast alkalmazva akut stresszreakciot okozva a
sejtekben az O-Glikozilacio fokozddasat tapasztaltdk, mig jelenlegi modelliinkben a
fokozatosan kialakitott hypoglikémia soran ennek csokkenését tudtuk kivaltani. Véleményiink
szerint a mérsékelt glilkdz megvonas az AD metabolikus elvaltozasainak jobb modelljeként
szolgal, ezaltal magyardzatot adhat a patologias szovetekben tapasztalt csokkent O-
Glikozilaciora, és ennek kovetkeztében kialakulo hyperfoszforilalt Tau fehérjékre, valamint az

amyloid-béta (AP) felhalmozodasra.



A tézis masodik felében a diabétesz diagnosztikdjaban és kezelésében jelenleg leggyakrabban
alkalmazott hemoglobin Alc (HbA1c) kapcsolatat mutatom be az ¢hgyomri plazma gliikdzzal.
Ezt els6sorban linearis egyenletekkel jellemezték, azonban a laboratoriumunk rendszerében
(GLIMS) tarolt, kozel 15 évnyi adat retrospektiv elemzését kovetden ugy gondoljuk, hogy egy
Michaelis-Menten (MM) kinetika alapjan torténé nem-linearis modellezés célravezetobb ¢és
pontosabb, kiilonos tekintettel a sz€lsd értékekre. Ennek hasznalataval egy egyénre jellemzd
Michaelis index hatdrozhaté meg, mig a HbAlc véltozasai akar napi szinten megbecsiilhetdveé

valnak, ezaltal segitve az egyéni terapids terv kialakitasat diabétesz esetén.

BEVEZETES

Az agy f0 energiaforrasa a gliikoz. Relativ tdmegéhez viszonyitva magas a cukorfelhasznalasi
igénye, azonban bizonyos hatarok kozott képes alkalmazkodni a hypoglikémiahoz, hiszen a
neuronok a laktatot és a ketontesteket is képesek felhasznalni alternativ tapanyagként. Ehhez
az asztrocitadk szoros kozremiikodésére van sziikség. Hypoglikémia hatdsidra a neuronokbol
glutamat szabadul fel, amit az asztrocitak specifikus glutamat transzportereken keresztiil
felvesznek Na" ionokkal egyiitt. A glutamat glutaminni ATP-fliggd reakcio altal alakul at, ami
serkenti a gliikoz felvételét. Az intracellularis Na* gradiens emelkedése altal a Na*-K*™ ATPaz
aktivalodik, mely beinditja a glikolizist. A laktat termelése fokozodik, felszabadul az EC térbe,
majd a neuronok az ATP-termeléshez sziikséges energiaforrasként hasznaljak fel. Az
agyszovetben a gliilkozkoncentracio 1-2 mM. Rovid tavon az intracerebralis glikogén is
tapanyagként szolgalhat hypoglikémia esetén. A laktatbol szarmazd metabolitok a Krebs-
ciklusban, mig a gliikéz felhasznalasra kertilhet a pent6z-foszfat uton is. A ketontestek passziv
transzporttal, diffuzidval vagy monokarboxilat transzporter 1 fehérje kozremiikodésével jutnak
at a vér-agy-gaton. Emellett felfedezték, hogy az aquaporin csatornak is szerepet jatszhatnak a
B-hidroxi-butirdt transzportjaban is, mely végiil acetil-CoA-ként belép a sejtek
mitokondriumaban zajlo6 citromsav-ciklusba, ezzel szolgaltatva tovabbi energiat a sejt szamara.
Az 6sszes ATP termelés 88%-a aerob koriilmények kozott zajlik, mely soran a glikolizisbol 2
ATP, az oxidativ-foszforilaciobol 28 ATP keletkezik egy gliikozbol, de itt glikogén, zsir vagy
fehérje is lehet a kiindulési anyag. Ezzel szemben anaerob koriilmények mellett 2 ATP ¢és 2
laktat molekula jon 1étre glilkozmolekuldnként. Ez esetben még glikogént tud a szervezet
felhaszndlni, zsirt, vagy proteint nem. Tehat az aerob energiatermelés hatékonyabb, azonban
szazszor lassabban megy végbe, mint anaerob esetben. Azt, hogy mikor melyik kertil talstlyba,

a mikrocellularis kornyezet hatarozza meg. Amennyiben az ATP szintézis karosodik, az végso



soron az ingeriiletatvitel romlasahoz vezet, magéaval vonva a kognitiv funkcidk és a memoria
hanyatlasat, melyrél a demencidk széles korben ismertek. Az AD kialakulasaban tobbek kozott
a mitokondrialis diszfunkcié is részt vesz. Ezen tilmenden a keletkezd reaktiv oxigén
szabadgyokok a lipidek, a fehérjék ¢és a nukleinsavak karosodasdhoz, ezzel neuron
degeneraciohoz vezetnek. Az O-Glikozilacid szubsztratjai a hexdzamin bioszintézis utbol
szdrmanak, melybe az 6sszes gliikdz csupan 2-5%-a 1ép be, ugyanakkor nélkiilozhetetlen egyes
fehérjék poszttranszlacios modositasaiért, amelyek feleldsek a sejt tuléléséért, anyagceseréjéért,
jelatviteléért ¢és a fehérje tulajdonsidgainak modositasaért. Kimutatasra keriilt az is, hogy
mérsékli a Ca®* thltelitddés és a reaktiv oxigén szabadgydk képzddést, ezaltal a mitokondrialis
permeabilitast.

A neurofibrillaris kotegek és az amyloid plakkok jellemzéek AD-ben. A tau foszfoprotein
normal esetben oldhaté formédban van jelen, azonban hyperfoszforilacio hatasara oldhatatlan
kotegeket képez, lerakodik, ezzel karositva citoplazmatikus funkciokat €s az axonélis
transzportot. Emellett a felhalmozodott tau a mitokondrialis membran potencialjat ndvelheti,
mialtal csokkenhet a mitofagia, igy az abnormalis mitokondriumok szdmanak ndvekedéséhez
vezethet, ezzel befolyasolva az AD eldrehaladéasat. Ismert, hogy a foszforilacio és az O-
Glikozilacio egymassal reciprok kapcsolatban all. Allatkisérletes modellekben bebizonyitottéak,
hogy az O-Glikozilacio fokozasdval a patogén tau fehérjék hyperfoszforilacioja gatlodik.
Emellett ¢heztetés soran az id6 fliggvényében csokken, mig etetés hatdsara emelkedik az O-
Glikozilacio szintje hippokampalis sejtekben, egérmodellben. Fontos megemliteni, hogy az
allatkisérletes modellek nehézsége ebben az esetben az, hogy a vér és az agy gliikozszintjének
jelentds csokkenését a gliikoneogenezis ellensulyozhatja. Paradox moddon hypogikémia
hatasara szamos in vitro kisérletben az O-Glikozilaci6 emelkedését tapasztaltadk, mely
feltételezhetden egy akut stresszreakcioként hat az idegsejtekre és valoszintileg elonyds lehet a
sejtek tulélésében. AD-ben szenvedd betegeknél ez az emelkedés nem fellelhetd kronikus
hypoglikémia esetén. Véleményiink szerint a kordbbi kisérletekben nem vették figyelembe,
hogy az idegsejtek alkalmazkodhatnak az alacsonyabb gliikkozkoncentracidkhoz, illetve annak
fokozatossagat. A hypoglikémiat a glikolizis blokkoldsaval vagy a gliik6z teljes megvonasaval
érték el, ezaltal ndvelve az O-Glikozilacio szintjét. Tekintettel arra, hogy ez a poszttranszlacios
fehérjemodosulas kulcsszerepet jatszik szamos betegség korfolyamataban, potencialis terapias
célpontként szerepelhet, emiatt az irdnta val6 érdekldédés no.

Az AD ¢és a ll-es tipusu cukorbetegség kozotti szoros kapcsolatot mind epidemiologiai
tanulmanyok, mind biokémiai folyamatok is megerdsitik. A Ill-as tipust diabétesz elnevezést

2005-ben kezdték hasznalni, amikor AD-s betegek post mortem vizsgalatakor az agyszovetben
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az inzulin szignal zavarat fedezték fel, igy egy neuroendokrin korként azonositottak. Késébb
megerdsitést nyert, hogy mindkét betegség kockazati tényezdi nagyban atfedést mutatnak,
emellett az inzulin adasa hozzajarul a kognitiv funkciok javuldsdhoz. Az inzulint maga az
agyszovet is termeli, at tud jutni a vér-agy gaton €s a memoriafunkciokban fontos szerepet tolt
be. Az inzulinrezisztencia, a GLUTI-3 receptorok szamanak csokkenése az érrendszeri
hypoperfuzié mellett szintén felelds az AD kialakulasaért is.

Diabéteszben az inzulinszignal kéarosodésa jellemzd, a gliikoz nem jut be a sejtbe, ezaltal a
szoveti sejtek nagy része ¢éhezik. A sok esetben magas vércukorszint mellett a
vordsvérsejtekben megemelkedik a glikalt hemoglobin frakcid, melynek leggyakrabban mért
formaja a hemoglobin Alc (HbAlc). A gliikéz GLUT1 inzulinfiiggetlen gliikdz transzporterrel
bejut a vorosvértestekbe, majd egy nem-enzimatikus folyamat sordn reagal a hemoglobinA béta
lancaban talalhatdé N-terminalis valinnal. A HbAlc a vOrosvérsejt egész ¢lettartama alatt
képzddik és jellemzOen annak végén szabadul csak meg tdle. Ezaltal kijelenthetd, hogy a
HbA1c mérésével az elmult 2-3 honap atlagos gliikdzkoncentracidja monitorozhatd. Szintjét
befolyasolja a nem, a rassz, a taplalkozas, bizonyos korallapotok, mint az anaemia vagy a
vesebetegség. Referencia értékét szazalékos formaban, mg/dl-ben vagy mmol/mol-ban adjak
meg. A normal tartomanya 5,7% alatt van, 6,4%-ig prediabéteszrdl besz¢liink, mig 6,5% folott
kimondhato a cukorbetegség diagndzisa. Ismételt, napkdzben tobb alkalommal mért, vagy
folyamatos glilkozmonitorok adatai alapjan meghatarozhat6 az atlagos gliikdzszint, amibdl
eddig elsdsorban lineéris egyenleteken alapul6 szamitasok segitségével a HbAlc szintjére lehet
kovetkeztetni €s forditva. Azonban a mért és a szamitott értékek gyakran eltértek egymastol;
ezt hemoglobin glikacios indexnek nevezték el (HGI). Jelentdsége abban rejlik, hogy mind a
tul-, mind pedig az aldbecsiilt HbAlc nem vezet megfeleld terapidhoz. Ha a megfigyelt HbAlc
magasabb, mint a becsiilt, akkor a pozitiv HGI-vel rendelkezd betegek nagyobb
valoszinliséggel szenvedhetnek a szovodményektdl az elégtelen terdpia miatt, mig a negativ
HGI-vel €16 betegek szintén rossz prognozisra szamithatnak. A HGI értéke és pontossaga tehat
a HbAlc és az AG értékektdl, vagyis a hasznalt modell pontossagatol fiigg. Figyelembe véve a
HbAlc bonyolult képzddését ¢és a folyamat lassti, fokozatos voltat, illetve a valtozo
plazmagliikoz-kocentraciokat, a jelenlegi linearis modellek nem tokéletesek. Ismert, hogy a
gliikdz membrantranszportja MM kinetikat kovet, igy ez lehet foként felelds a gliikoz — HbAlc

gorbe alakulasaért.



CELKITUZESEK

Az MM enzimkinetikai modell iddtallésaga napjainkban is megmutatkozik. Tekintettel arra,
hogy a diabétesz és az Alzheimer betegség népbetegségnek szamit, egymadssal szoros
kapcsolatban all, célunk az volt, hogy a mind az alapkutatas teriiletén, mind a gyakorlatban mar
jelenleg is hasznalhato Gsszefliggésekre tarjunk fényt.

A dolgozat elsd felében neuroblasztoma sejtvonal hypoglikémia-tiirését vizsgaltuk, melyre hat

crer

oran keresztiil inkubaltuk. Pontos céljaink a kdvetkezok voltak:

o A sejtek metabolizmus-valtozdasanak vizsgalata, a hosszabb idejii hypoglikemias

kérnyezethez torténo alkalmazkodas soran.

o A sejtek energiahaztartisanak monitorozasa.
o A morfologia, az életképesség és a proliferdcios rata kovetése.

o Az O-Glikozildacio dinamikajanak feltérképezése, egy kritikus gliikozkoncentracio

meghatarozasa, ahol a sejtek az alkalmazkodo képességiik maximumat elérik.

A tézis masodik felében a plazma gliikdz és a HbA 1c kapcsolatat kivantuk megvizsgalni, mert
feltételezésiink szerint az eddigi linearis modellezés helyett a nem-linearis modell hasznalata

pontosabb eredményeket szolgaltathat. Tehat céljaink a kdvetkezok voltak:

o A Michaelis-Menten kinetikan alapulo HbAlc képzodés bizonyitasa klinikai
laboratoriumi adatok elemzésével.
o A vércukor és HbAIc konverzios egyenlet pontositasa és a diabetes miatti fehérje

karosodas becslésének javitasa.



ANYAG ES MODSZER

1. Sejtkultura, kezelési mod

SH-SYS5Y neuroblastoma sejtvonalat (ATCC CRL-2266 emberi neuroblasztéma) hasznaltunk.
EMEM-Ham’s F12 1:1 ardnyl médiumban tenyésztettiik, kegészitve 10% fotalis marha
szérummal, antibiotikummal és 1% esszencialis aminosavakkal, majd ezt kovetden azonos
mennyiségii sejtet 6 kiilonbdzd, egyenként 25 cm? alapteriiletii flaskaba, vagy 6-, 24-, 96-lyuki
sejttenyésztd lemezre osztottuk szét. A 65%-os konfluencia elérésekor, illetve a mért
gliikozfogyas alapjan a Lineweaver-Burk diagram segitségével meghatarozva az alkalmas
idépontot, a sejteket 24 6ran keresztiil inkubaltuk RPMI 1640 médiumban kiegészitve 10%
fotalis marha szérummal, 1% esszencidlis aminosavval és 5 mM gliikozzal. Az i1d6 leteltét
kovetéen a médiumot RPMI 1640-re cseréltik 0,5-; 0,8-; 1,3-; 1,8-; 3- vagy 5 mM
gliikdzkoncentracié beallitasa mellett, 24 orara. (Korabbi kisérletsorozatokban az inkubacios

1do eltérd volt, lasd. a teljes disszertacioban.)

2. Sejtmorfologia és proliferacio

A sejtmorfologia €s a proliferacios rata kovetésére faziskontraszt mikroszkopot (Juli Stage
Real Time Cell History Recorder (NanoEnTek) ¢élokép technologiaval) 10x-es
1,8-; 3- vagy 5 mM) médiumokban torténd inkubécio alatt. A sejteket egy 24-lyuku
sejttenyésztd lemezen inkubaltuk. Az eszkoz az elézetesen bedllitott teriiletekrél 30 percenként
fényképeket készitett 24 6ran keresztiil. A hozza tartozo szoftver a hattér és a sejtek denzitasa
alapjan automatikusan kiszamitotta a proliferacié mértékét, ezt szamszerisitette, mely alapjan

a grafikon készités a becsiilt sejtosztodasi ratarol Excel program hasznélatdval megtorténhetett.

3. Gliiko6z-, laktat-, és ATP mérés

Az EC gliikoz- és laktat szinteket a kezelés eldtt és utdn a médiumbol mértiik meg Cobas
Integra® 400 plusz analizatorral (Roche, Németorszag) a gyarto utasitdsainak megfelelden. Az
intracellularis gliikkdz- és ATP szinteket Csepregi altal bevezetett, minimalisan modositott
protokollal vizsgaltuk. Egy 96-lyukt lemezre lyukanként atlagosan 400 000 sejtet helyeztiink
el a kezelést megel6z0 napon. A detektalashoz egy multimdd lemezolvasét hasznaltunk (Perkin

Elmer EnSpire Multimode reader, Waltham, MA, USA).



Elméletileg 1 gliikoz molekulabol 2 laktat keletkezik, ezaltal a laktat konverzids ratajat

kiszamithatjuk az alabbi egyenlet segitségével:

laktat produkcié

Laktat konverzid % = 100

X
atlagos glikéz fogyas x2

Teoretikusan az 0Osszes maximalis ATP-termelés kiszamithato a glikoz- és a laktat

koncentracioja alapjan az alabbi egyenlettel:

laktat produkcio

A glikolizisbdl szarmazd ATP = X2

laktat produkcio

. )X28

OxPhos-bol szarmazoé ATP = (gh’ikéz fogyas —

Total ATP = Glikolizisbdl szarmazd ATP + OxPhos-bol szarmazd ATP

Feltételeztiik, hogy 2 ATP képzddik a glikolizis soran, 28 ATP az oxidativ foszforilacioban
(OxPhos) és azt, hogy a gliikozt a sejtek kizardlag glikolizisre forditottak. A gliikzfelhasznélas
alapjan Lineweaver-Burk diagramot készitettiink a Kim és Vmax kiszdmitasahoz, amelyek 3,68
¢s 2,4552 ¢értekekkel rendelkeztek. A kiszamitott teoretikus gliikkozfelvételi sebességet
Osszehasonlitottuk a mért sebességgel a MM kinetika alapjan:

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

(Vact: aktualis sebesség, Vmax: a reakcid maximalis sebessége, S: szubsztrat koncentracid, Km:

az a szubsztrat koncentracio, amikor a reakcio sebessége a Vmax felére csokken)

4. Sejtviabilitas

Apoptozis vizsgalathoz a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetraz6lium-bromid (MTT)
tesztet (Millipore Sigma, Cikkszam: M2128) hasznaltuk. A kezelést kdvetéen a sejteket
haromszor mostuk egyszeres PBS oldattal, majd 150 ul MTT oldatot pipettaztunk lyukanként
a 96-lyuka sejttenyésztd lemezre. Négy oOras inkubaciot kovetéen a keletkezett formazan
kristalyokat 100 pl dimetil-szulfoxid (DMSO) oldatban oldottuk fel. Az abszorbancia értékeket
450 nm-en mértilk multimod lemezolvasoval (Perkin Elmer EnSpire Multimode reader,

Waltham, MA, USA).



5. Oxigénfogyasztas és extracellularis savasodas mérése

A sejteket 24 oran keresztiil inkubaltuk a fent ismertetett gliikoztartalmi médiumban 6-lyuka
lemezen, ¢s a kezelés utolso 3 drajaban az oxigénfogyasztasi ratat (OCR) és az EC acidifikacios
ratait (ECAR) Agilent Seahorse Extracellular Flux (XF HS Mini Analyzer) Analizatorral
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) detektaltuk. Az eredményeket az adott
proteinkoncentraciora normalizaltuk, melyet DC™ Protein Assay Kit II (Bio-Rad, Cikkszam:

5000112) segitségével hataroztunk meg.
6. Az O-Glikozilacio dinamikajanak kovetése, Western blot analizis

Az eldkezelt sejteket felkapartuk a flaskak aljardl, majd haromszori PBS-ben t6rténd mosast
kovetden -80 °C-on taroltuk a felhasznélasig. Felolvasztast kovetden modositott RIPA
pufferben tartuk fel, majd 10 perces 4 °C-on 3500 rpm-en tortént centrifugalast kovetden a
feliiluszobol meghataroztuk a fehérje tartalmat DC™ Protein Assay Kit II (Bio-Rad, Cikkszam:
5000112) segitségével. Az egyszeri futtatasra szant mintakat a legkisebb mért koncentraciora
allitottuk be. Hagyomanyos Western blot esetében a lizatumokat Laemmeli-pufferrel forraltuk
fel 5 percig, mig a hagyoméanyos moédszerrel koherens, kapillaris alapu automatizalt western
blot rendszer esetében egy modositott puffert hasznaltunk. A mintakat 8%-os SDS-PAGE gélen
futtattuk meg, majd PVDF membranra blottoltuk. Antitestként az O-Glikozilaciora specifikus
RL2 antitestet, belsé kontrollként anti-aktin IgG antitestet alkalmaztunk. Az inkubacié egész
¢jszakan at tartott 4 °C-on. Ezt kdvetden a membranokat a megfeleld, tormagyokér
peroxidazzal konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk 2 6ran keresztiil. Mosasi 1épéseket
kovetéen a kemilumineszcens detektalast Syngene G:boxxal, SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity (Thermo Fisher Scientific) szubsztrattal végeztiik el. A 24 o6ras protokoll
utan Wes™-el (Bio-Techne, ProteinSimple, Cikkszam: 004-600), a gyarté utasitasai szerint egy
12-230 kDa elvélasztasi modullal (ProteinSimple, Cikkszam: SM-W004) végeztiik a futtatast
¢s RL2, valamint GAPDH elsddleges antitestet hasznaltunk, a gyari Anti-Mouse Detection
Module (ProteinSimple, Cikkszam: DM-002) mellé. Az eszkéz az el6hivasi 1épéseket

automatikusan elvégezte. A kapott képeket Imagel szoftver segitségével elemeztiik ki.
7. A vizsgalt populacio

A laboratériumunk informécios rendszerébdl (GLIMS) gyujtottiik ki retrospektiv modon a
2007. aprilis 18. és 2021. aprilis 6. kozott keletkezett mérési eredményeket. A bevalasztasi

kritérium szerint egy rendelésnek egyszerre kellett tartalmaznia a hemoglobin-, a
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plazmagliikoz- és a HbAlc értékeit. Ennek 6sszesen 175,437 rendelés felelt meg, amelyek

46,646 alanyrol tartalmaztak informaciot.
8. Vérmintak gytjtése

Periférias vénas vérmintak gylijtéséhez kalium-etiléndiamintetraacetatot (K-EDTA) tartalmazé
csoveket hasznaltunk, melybdl a CBC (komplett vérkép) mérését, ideértve a hemoglobint,
illetve a HbAlc-analizist kiviteleztiikk. A plazmagliikoz méréséhez natrium-fluoridot (NaF)
tartalmazo csoveket hasznaltunk. A CBC-t és a hemoglobint tobbparaméteres automatikus
hematologiai analizatorokkal mérte a Cell-Dyn 3700 rendszer (Abbott Diagnostics, IL, USA),
az ADVIA 120 és 2120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Németorszag) ¢s 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, Németorszdg) a hexokindz moddszert alkalmazza. A HbAlc-t elészor
Modular P800 analizatoron mértiik (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Németorszag)
immunoassay segitségével, majd egy Arkray ADAMS Alc (Arkray Inc, MN, USA) ioncseréld
magas teljesitményii folyadékkromatograf (HPLC) analizatoron, illetve az utdbbi id6ben egy
Tosoh G11 (Tosoh Bioscience, Tokyo, Japéan) ioncseréld HPLC analizatoron (interassay

variabilitas 0,6% HbA1c esetén 31 mmol/mol, 0,5% HbAIc esetén 84 mmol/mol).

9. A kinetikus modell

A HbA1c képzddését a vordsvérsejtekben harom folyamat hatdrozza meg: a gliikkdz bejutasa a
sejtekbe, a béta-lanc N-terminalis valinjdnak nem-enzimatikus glikécioja, és a vordsvérsejt
eliminacidja. Ezek koziil a gliikoz membrantranszportja az egyetlen, amelyet a MM kinetika
szabalyoz. A nem-enzimatikus glikacié pszeudoelsérendli kinetikat kdvet, mig a vorosvérse;jt
eliminacioja allando sebességgel jar. Ezaltal a plazmagliikoz - HbAlc gorbe alakja a MM
egyenlettel modellezhetd, mig a nem-enzimatikus glikacio ¢és az elimindcio leginkabb

oldaliranyban tolhatja el a gorbét. A modell a kdvetkezd egyenlettel irhato le:

Vimax X pGlc
Kn + pGlc

HbAlc =

ahol a pGlc a plazmagliik6z, a Vmax @ HgbAlc maximalis ardnya, és azt a tanulmanyban
résztvevd populdcid szdmara a Lineweaver-Burk diagram segitségével hataroztuk meg. Ha a

Vmax-ot fix értékre allitjuk be, és a plazmagliik6z- ¢s HbA 1c-szinteket egyidejiileg mérik, akkor
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kiszamithatjuk a Michaelis-allandot (Km). A HbAlc-termelés kinetikajanak inter- vagy
intraindividualis kiilonbségeit a Km jellemzi. Osszehasonlitasképpen, a HbAlc linearis

elérejelzéséhez az ADAG altal kozolt egyenletet hasznaltuk:

pGlc (mM) - 0,8317

HbAIc (mmol/mol) =
0,14545

Itt a pGlc a harom honap alatt mért plazma gliikkéz szintek atlagat jeloli. Tanulmanyunk
retrospektiv volta miatt az atlagos gliikkozt az aktualis plazmagliikdz szintekkel helyettesitettiik.
A vizsgalt populdcioban az altalanos gyakorlat az ¢hgyomri, 10-12 oras éhezést kovetd
mintavétel (az inzulin terapiaban részesiilé betegeket kivéve). Az eredetileg alkalmazott ADAG
altal kozolt egyenlet nem veszi figyelembe a korabbi adatokat az MM egyenlettel ellentétben,
ezért a HGI értékeket kiszamitottuk az ADAG altal eldrejelzett HbAlc-bol kivonva a mért
HbA lc-t. Ezutan az aktudlis ADAG eldrejelzést korrigaltuk az el6z6 HGI atlagaval. Amikor a
HbAlc-t az MM egyenlettel becsiiltiik meg, az el6z6 mérésbdl szdmitott atlagos Km értéket

helyettesitettiik az aktudlis szamitasba.
10. Statisztikai elemzés

A sejtes modell esetében az adatok elemzéséhez az SPSS20 programot hasznaltuk, az
eredményeket atlagok és + szabvanyos deviaciok (SD) értékek forméjaban adtuk meg. Az
Osszehasonlitasokat egyutas ANOVA-val végeztik ¢és szignifikans kiilonbségek esetén
(p<0.05) Bonferroni, illetve Dunnett T3 post hoc teszteket alkalmaztunk.

A nem-linedris kinetikus modell esetén korrelacios-, regresszids- és ROC-gorbe elemzéseket
végeztiink az SPSS20 szoftver segitségével. Az egyéni ROC-gorbék Osszehasonlitasakor a
MedCalc Statisztikai Szoftvert hasznaltuk a DeLong teszt elvégzésére. Az eredményeket atlag

¢s = SD értékek formajaban mutatjuk be.

EREDMENYEK

Hypoglikémia hatasanak vizsgalata sejtes modellen
1. Alkalmazkodas a MM kinetikahoz

Célunk egy viszonylag hosszabb ideig tartd, a hypoglikémias kornyezethez torténd

alkalmazkodast lehetdvé tevo kisérletsorozat felallitdsa volt, mely altal az AD-hez hasonléan
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kovethetdek a lass progresszio altal kivaltott valaszok. Az SH SYSY sejtek duplikacios idejét
figyelembe véve ezt az idéintervallumot 24 6rdban hataroztuk meg. Kezdetben a médiumban
hat gliilkdzkoncentraciot allitottunk be, melyet ismételten kontrollaltunk. Ezt kvetden a 24 6ra
letelte utdn ismét megmértiik a gliilkoz és a laktat szinteket, melyekbdl kiszamithatova valt a
gliikoz fogyas ¢€s a laktat termelddés mértéke. Azt talaltuk, hogy a glilk6zfogyasztas jelentdsen
alacsonyabb volt a 0,5 és a 0,8 mM gliikozzal kiegészitett médiumban tenyésztett sejtek
esetében az 5 mM gliikozzal kezeltekhez képest (0,29; 0,44 vs. 1,29 mM). Tovabba, a gliikkoz
kovetett. Mivel a gliikkdz transzporterek €s minden glikolitikus 1épés MM kinetikat kovet,
adatainkat Lineweaver-Burk diagramon abrazoltuk. (1. dbra)

— y=1.4994x+0.4073
R?=0.9962

0O 05 10 156 20 25
1/ Mact

4
3

2

1
L 1 1 1 /(
20 -15 -1 0
-1

2+

-3 s

1. abra: A gliikoz felhasznalas alapjan felvett Lineweaver-Burk diagram. A MM kinetikat kévetve a Vipax
és a Ky, kiszamithato.

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, mely az SH SYS5Y sejtvonalra jellemz6. A MM kinetika alapjan a
glikézfogyasztas alacsony EC gliikozszinteken gyorsan csokken. Normoglikémias
koriilmények kozott az SH-SYSY sejtek a gliikozt laktatta majdnem sztochiometrids aranyban
alakitjak at (~70-80%). Megallapitottuk, hogy ez az arany csokkenni kezd ~1,8 mM EC
gliikozkoncentracio alatt, mig felette viszonylag valtozatlan marad. Azaz a laktat-konverzios
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.

Az anyagcserében a glikolizis €s az oxidativ foszforilaci6 metabolikus hozzajarulasat is

értékeltiik az Oxigénfogyasztasi rata (OCR) és az EC savasodasi rata (ECAR) mérésével.
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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 gliikoz tartalmua
médiumban kezelt sejtek esetében lényegesen emelkedett, 3-szorosan magasabb OCR/ECAR
aranya volt, az 5 mM gliikozzal kezelt sejtekhez képest. (2. d@bra) Tehat a glikolizis az EC

gliikoz koncentracid csokkenésével toredékére redukalodott.

o 100
he)
N
S gf
5
s mb o 2.dabra:
8 Feliil: Gliikoz konverzio
Mg e ’ ’ r o . r e
5 - laktatta 24 ords inkubdcidt
B gl kovetben. n=7
N
<
o O 1 > 3 y 5 6 Alul: Normalizalt
Médium kezdé glukéz koncentracioja (mM) OCR/ECAR aranyok. A

normalizacio a lyukanként
meért proteinkoncentrdciora

5r . tortént a kisérlet befejeztével.

r *»<0.05 a kontroll 5 mM-os
= :_ gliikézkoncentraciohoz
S o viszonyitva, egyutas ANOVA
- al * és Bonferroni post hoc teszt
© gl ¥ alkalmazasadval. n=3

1+

% 2 3 4 5 8

Médium kezd6 glukéz koncentracidja(mM)

2. Intracellularis gliikozszint mérése

Az intracellularis (IC) glikézszint jelzi a glikéz bejutasa és az IC gliikoz-felhasznalo
folyamatok Osszessége kozotti nettd egyensulyt. Eredményeink szerint nem volt jelentds
kiilonbség az EC gliikozfeltételek kozott - azaz a sejtek konstansan tartottak az IC
gliikozszintjeiket. Ugy tiint, hogy van egy alap IC gliikdzszint ~10 pM koriil, amely egyik
esetben sem csokkent ez ald, mig az "extra" mennyiségii EC gliikdz (~3 mM ¢és felette) novelte

az IC gliikozszintet is.
3. ATP szintek meghatdrozdsa

A gliikozfogyasztas ¢és a laktat termelés adatainak felhasznalasaval kiszamoltuk a maximalisan
elérhetd ATP szintet, feltételezve, hogy mind a glikolizis, mind az oxidativ foszforilacid a

teoretikus maximalis hatékonysagot éri el (3. A. dabra). Megallapitottuk, hogy a sejteknek
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jelentds tartalékaik vannak az ATP szint fenntartasdhoz az oxidativ foszforilacids rata
novelésével. Tehat, elméletileg az 1,8 mM-nal alacsonyabb EC gliikdzszintnek kitett sejt
jelentdsen novelheti az ATP szintjét a laktat felhasznaladsaval és az oxidativ foszforilacio
novelésével. Hogy teszteljiik ezt az elméletet, megmértiik az effektiv ATP szintet a sejtekben
(3. B. dbra). Meglep6 modon az anyagcsereadaptacid6 nemcsak csokkentette a fogyo
energiaforrasok hatasat, hanem az ATP szintek allandoak 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-bol kalkulalt ATP(%)
120 | O glikolizisbsl kalkulalt ATP (%)

100 [~ ]

% 80 » x *
60 I~
40 I
20 T
O I_Ll L 1 1 L | ] 1
0.5 0.8 1.3 1.8 3 52

Médium kezdeti glukéz koncentracidja (mM)

3. A. dabra: Az OxPhos-bol és a glikolizisbol kiszamitott teoretikus ATP szintek aranyai.
*0<0.05 a kontroll 5 mM-os gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA és Dunnett T3 post
hoc teszt alkalmazdsaval. n=5

B. 140 -
120 I~

100 [~
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60 [~

o mért IC ATP (%)
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4 05 0.8 1.3 1.8 3 5.2
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3. B. dabra: A mért és a szamitott total ATP szintek aranya. *p<0.05 a kontroll 5 mM-os
gliikozkoncentraciohoz viszonyitva, egyutas ANOVA, Dunnett T3 post hoc test alkalmazdsaval.  n=35
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4. Sejtviabilitas vizsgalata

A sejtek €letképességét MTT reakcioval mértiik meg. Jelentds kiilonbségek csak a 0,5 mM ¢és
a 3 mM vagy 5 mM gliik6z tartalmi médiumban tartott sejtek esetében mutatkoztak, mig a
tobbinél nem detektaltunk valtozast. Az atlagos csokkenés 17.8% (+£9.5%) volt a 0,5 mM-os

esetben.
5. A sejtproliferdacio és morfologia vizsgalata

Ellentétben egy primer idegszovettel, az SH-SYSY neuroblasztoma sejtek rendelkeznek
mitotikus aktivitdssal, amelyet a gliikéz elérhetésége befolyasolhat. Ezért értékeltiik a
sejtosztodasi aranyt JuLi mikroszkoppal. 24 ora elteltével a 0,5 mM ¢és a 0,8 mM gliikozzal
kezelt sejtek becsiilt osztodasi ardnya jelentdsen lassabb volt az 5 mM gliikoz tartalmu
médiumban inkubalt sejtekhez képest (p= 0,007, illetve p=0,027). A kdzvetlen mikroszkdpos
megfigyelés szintén egyértelmilen kimutatta a sejtek lassabb mitotikus aktivitasat
hypoglikémids koriilmények kozott, azonban morfologiai véltozdsokat nem taldltunk a

kiilonbozd kezelések kdzott, noha ez utdbbi nem tekinthetd teljesen objektivnek.
6. Az O-Glikozilacio vizsgalata

Az O-GlcNAc szinteket Western blotokkal igazoltuk. (5. dbra) Ot régiot (ROI 1-5)
valasztottunk ki az RL2 antitest altal jelolt fehérjék koziil, amelyek kb. ~100 — 230 kDa kozotti
molekulastly tartomanyban talalhatoak, hogy elemezziik a kiillonb6z6 hpoglikémids (0,5 — 3
mM) koriilmények hatdsat 24 o6ras id6tartamon belill a normoglikémias (5 mM)
koriilményekhez viszonyitva. (6. abra) Az O-GlcNAc szintek szignifikansan csdkkentek a 0,5
mM EC gliik6zzal kezelt sejtekben a ROI 3 -5 teriileten (65%+17,68). A ROI 4-5 tertileten az
O-GlcNAc szintje a 0,8 mM EC gliik6zzal kezelt sejtekben is szignifikansan csokkent (ROI 4,
0,5 mM: 47,34%=+12,94; 0,8 mM: 59,02%+9,28; ROI 5, 0,5 mM: 55,23%+14,73 és 0,8 mM:

63,1%+10,84) a kontrollkoriilményekhez viszonyitva.
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5. dbra: Reprezentativ Western blot a total SH SY5Y sejtlizantumbol a 24 oras kezelést kévetden
Wes™ segitségével. Az O-Glikozilacié mértékét RL2 antitest haszndlatdval hataroztuk meg, mig
a GAPDH-t szintén antitesttel detektaltuk.
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6. dabra:

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
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A plazma gliikoz és a HbA1c kapcsolatanak modellezése

Retrospektiv. modon elemeztiink 15 ¢év alatt Osszegyllt 175437 rogzitett laboratoriumi
eredményt, amelyek egyszerre tartalmaztak plazma gliikoz és HbAlc adatokat. Az §sszes beteg
szama 46646 volt, az egy személyre esé atlagos vizsgalatok szdma 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 id6 6,2 honap volt (a magyar egészségbiztositds évente
legfeljebb 4 db HbA1c¢ tesztet finansziroz). A 7. A dbra mutatja a mért plazma gliik6z és HbAlc

eredmények eloszlasat.
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7. abra: A HbAc és a vele egyidejiileg mért plazmagliikoz-szintek kozotti kapcsolat. (A) Nyers
adatok, 175 437 esemény dbrdzolva. (B) Atlagos (£SD) HbAc értékek bemutatdsa. Minden
adatpont egy 0.5 mM plazmagliikoz-koncentracios tartomanyt képvisel. (C) Lineweaver-Burk
abra az HbA|c kinetikajarol. Az atlagos HbAc szintek reciprok értékei (1/v) vannak kijelélve a
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megfelelo plazmagliikoz-szintek reciprok értékeivel szemben (1/S). (D) Az atlagos HbAic
ertekek elorejelzése a MM (Vipax = 158,7 mmol/mol és Km = 15,7 mM) és a linedris (ADAG)
egyenlet altal az észlelt atlagos HbAc értékekkel dsszehasonlitva.

A HbAlc eredményeket a megfeleld plazmagliikoz-értékekkel vetettiik Ossze; minden
kategoriat egy 0,5 mM-os plazmagliikz-tartomannyal hatdroztunk meg. Ahogy a 7. B. dbrdn
lathato, az atlagos HbAlc értékeknek latszolag van egy maximalis hatarértéke. Az atlagos
HbA lc- és plazmagliikoz értékek Lineweaver—Burk ébran torténd abrazolasakor (7. C. dabra)
az adatok linearis mintdzatot mutattak 5-32 mM gliikkozértékek kozott, ami arra utal, hogy a
HbAlc képzddése a Michaelis-Menten (MM) kinetikat koveti. A linearis trendvonal
interpolalasaval a Viax értéke 158.7 mmol/mol (95% CI, 112.5-269.5 mmol/mol), mig a Kn
érteke 15.7 mM volt (95% CI, 15,2-16.3 mM). Ezt a Ky, értéket a teljes populacio atlaganak
tekintve megallapitottuk, hogy az MM altal eldrejelzett HbA lc szintek szorosan illeszkedtek a
ténylegesen mért atlagos szintekhez (7. D. dbra). Teszteltik az MM egyenlet prognosztikai
potencialjat az egyén szintjén. Az els6 6t adatpar felhasznalasaval kiszdmitottuk az atlagos Km
paramétert. Ezutan az elvart HbAlc szinteket a 6. latogatas gliikozkoncentracidja alapjan
szamoltuk ki, vagy az MM egyenlet vagy az ADAG egyenlet segitségével. Az MM egyenletnek
jobb prognosztikai ereje van, azonban mindkét egyenlet prognosztikai ereje az 1d6
elérehaladtaval csokken, ami arra utal, hogy az egyedi K érték folyamatosan véltozhat. Ez
ellensulyozhato, ha az egyes latogatasok alkalmaval frissitésre keriil. A K viszonylagos
stabilitasanak tovabbi bizonyitasa végett, abrazoltuk a K értékeket (az elsd 5 latogatas atlaga)
az elsd 5 latogatas atlagos HbAlc értékével, a 6. latogatassal és a masodik 5 latogatas atlagaval.
Az adatpontokat szinkodoltuk a megfeleld, atlagos plazmagliikdzszintek szerint (8. dbra).
Ahogy azt vartuk, a magasabb plazmagliikoz koncentracioval rendelkezd betegek altalaban
magasabb HbA lc szintekkel rendelkeztek. Erdekesség, hogy a Km-nek latszolag fokozatos,
forditott kapcsolata van a HbAlc-vel. Az MM egyenlet prediktiv potencidljat az egyéni Km
értékek alapjan ROC elemzéssel értékeltiik (9. A. abra), a pozitiv osztalyozas cutoff értéke 37.7
mmol/mol volt. Ebben a dsszehasonlitasban az MM jelentdsen kiilonbozott (p < 0.0001) és
jobban teljesitett, mint az ADAG.

Az MM prognosztikai érétke akkor tiinik ki igazan, amikor a betegeknél az id6 mulasaval nagy
valtozasok torténnek a plazmagliikoz szintekben. A 9. B. dbrdn lathatdé azon betegek elso 5
mérésének atlagos Kn értéke a masodik 5 mérésnek az atlagos HbAlc szintjeinek a
fiiggvényében, akiknél az 1-5 latogatasok sordn a gliikdzszint 7 mM f6lott volt, majd a

tovabbiakban atlagosan 7 mM alatti értéket vett f61. Annak ellenére, hogy jelentds csokkenés
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tortént a gliikozszintekben, a Ky, érték tovabbra is negativ korrelaciot mutatott a mért HbAlc-

vel. Amikor ezeket a K, értékeket (az 1-5. latogatas atlaga) a tényleges gliikozkoncentraciokkal

(6-10. latogatas) egyiitt beillesztettiilk az MM egyenletbe, hogy kiszamitsuk a 6-10. latogatasra

vonatkoz6 becstilt atlagos HbA 1c-értéket, az szignifikans 6sszefliggést mutatott a mért HbAlc-

szintekkel (r2 = 0,52) (9. C. dbra). Ugyanazokat a kivalasztasi kritériumokat alkalmazva az

ADAGe-eldrejelzésnek az atlagos HGI-vel (az 1-5. latogatasbol) korrigalt értéke alacsonyabb

determinécios egyiitthatoval rendelkezett. (12 = 0.312) (9. D. dbra)
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8. abra:

Korrelacio a HbAic, a Kn és a
plazmagliikoz szintek kozott. N =
4686, illetve  legalabb 10
latogatassal rendelkezo egyének
lettek kivalasztva. Az adatpontokat
szinkodoltuk a 6. ldatogatads
plazmagliikoz ~ (pGlc)  szintje
szerint. Az egyes adatparokhoz a

Spearman's  rho  korreldcios
egylitthatokat  tintettiik  fel, a
szignifikanciat csillagokkal

jeloltiik. (A) Az elsé 5 latogatas
atlagos HbAic és K, értékeinek
dabrazolasa. (B) A masodik 5
latogatas atlagos HbA c értékei az
elso 5 latogatas atlagos Kn
értékeivel vannak ésszevetve. (C)
A 6. latogatas HbAic értékét az
els6 5 latogatas atlagos Kn
értékeivel hasonlitottuk ossze.
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9. abra: Az MM és ADAG becslesek prediktiv ereje. (A) A 4686 egyed egymast kévetd
rekordjai alapjan késziilt elorejelz6 Receiver-operating curve (ROC-gorbe) elemzése. Az MM-
szamitashoz a személyre szabott Ky-értékeket ugy valasztottuk, hogy az elsé 5 latogatas K-
ertékeinek atlagat vettiik alapul. Ezeket a Kn-értékeket és a 6. latogatas mért plazma
gliikozszintjeit helyettesitettiik be az MM egyenletbe. Az ADAG-szamitdshoz a 6. latogatas
plazma gliikozszintjeit beillesztettiik a linedris egyenletbe, és a szamitdst korrigaltuk az elso 5
latogatas HGl-értékeének atlagaval. A fiiggd valtozo a 6. latogatas mért HbAc-szintje volt. (B)
Azokat az egyéneket valasztottuk ki, akiknek atlagos gliikozszintje az elso 5 vizit soran 7 mM-
nal magasabb volt, de a masodik 5 vizit soran 7 mM-nal alacsonyabb (N = 427). A K-
ertékeket az elso 5 vizit soran meért HbAc- és plazma gliikozértékek felhasznalasaval
szamitottuk ki, és abrazoltuk a masodik 5 vizit soran mért HbA c-értékek atlaganak
fiiggvényéeben. (C&D) A B. pontban szereplo adathalmazzal megegyezoen az MM és ADAG
(HGI-vel korrigalt) szamitasokkal elore jelzett HbAc-szinteket hasonlitottuk ossze a mért
HbA c-szintekkel (MM: R2 = 0,517, P < 0,001, ADAG: R2 = 0,312, P < 0,001, linearis
regresszios modell).
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MEGBESZELES

Az AD ¢és a diabetes népbetegségnek szamit, ezért a kialakulasukhoz vezetd 0t pontos
feltérképezése ugyanugy a felelésségiink, mint a terapia kivitelezése. Amennyiben sikeriil a
betegséghez vezetd folyamatot jobban megérteniink, talan a magyarazatok mellett konnyebben

taldlunk eszkozoket a megeldzésiikre is.

Dolgozatom elsé felében az ismertetett sejtes modell segitségével kivantunk pontosabb
ismereteket gylijteni az idegi eredetli sejtek metabolikus viselkedésérdl, amennyiben a
hypoglikémias kornyezet lassan, fokozatosan alakul ki és viszonylag hossza ideig fennall.
Ezéltal alapot szolgdltathatunk az AD progresszidjanak pontosabb megértéséhez. Az
irodalomban mar taldlatunk eziranyt kutatasokat. Az allatkisérletes modellek nehézsége, hogy
a szervezet kompenzald mechanizmusai az agyi glilkozhaztartas felborulasa ellen hatnak. Ebbol
a szempontbol a sejtes modellek kedvezébbnek bizonyulnak, ha a hattérben htizédé biokémiai
folyamatokat kivanjuk vizsgalni. Hyper-és hypoglikémia hatasanak mar tobb sejtcsoportot
kitettek ¢és tobbek kozott az O-glikozilacio valtozasait is vizsgaltdk. Az eredmények azonban
ellentmondasosak, mind hyper-, mind hypoglikémia esetén elsdésorban az O-glikozilacio
emelkedését tapasztaltdk. Ennek tigy gondoljuk, az lehetett az oka, hogy akut stresszreakciot
inditottak el a sejtekben a gyors, illetve teljes gliikozmegvonassal. Jelen kisérletsorozatunkban
az SH SYSY sejtek 24 6ras inkubdcidja soran a fokozatosan csokkend gliikdzkoncentracid
hatasara metabolizmusuk atrendezddésével valaszoltak. Az alkalmazkodasuk soran az oxidativ
foszforilacid és a glikozilaci6 ardnya megvaltozott; a glikozilacio erdteljesebben csokkent,
mely magaval vonta az OCR/ECAR hényados ndvekedését. Detektaltuk, hogy a glikolizisbdl
szarmazd ATP mennyisége jelentdsebben csokken, mint az oxidativ foszforildciobol szarmazod
ATP, mindamellett, hogy ezek Osszesitett szintje nem tért el jelentésen egymastol. Tekintettel
arra, hogy a hexd6zamin Utvonal egyik szubsztratja, a frukt6z-6-foszfat szintén a glikolizisbol
szarmazik, annak csokkenése magaval vonhatja az O-Glikozilacio csokkenését is. Emellett a
gliikozfelhasznalas alapjan felvett Lineweaver-Burk diagramra a kisérletes eredményeink
szorosan illeszkedtek (R?=0,9962), az MM kinetikat kdvetve a Vimax és a K kiszamithatova
valt. Ezen értékek az adott sejtvonalra jellemzdéek az ismertetett kisérletsorozatban. A
proliferacid kovetése soran sejtek osztodasi aranya csokkent, mely megfelel az irodalomban
tapasztaltakkal, miszerint a sejtek mitotikus aktivitdsdnak csokkenése a rendelkezésre allo
glikéz fogyasdval magyardzhat6. A neuroblasztoma sejtek a végsOkig probalnak
alkalmazkodni a kedvezdétlen kornyezeti feltételekhez, igy mind az ATP szintjiiket, mind az

intracellularis gliikkdz szintjiiket igyekeztek egy allando szinten tartani, bar egyfajta tendencia

22



megfigyelhetd volt: 3 mM gliikdzkoncentracié felett magasabb értékeket kaptunk, mely szerint
az IC gliikdz szintje ez alatt csokken, azonban még 0,5 mM esetén sem esik egy minimal szint
sejtek esetén detektaltunk szignifikans csokkenést. A kutatds korlatai kozé tartozik, hogy a
neuroblasztoma sejtvonal valoszinlileg nagyobb adaptacios potenciallal rendelkezik, mint a
primer neuronalis sejtek, ugyanis ez utobbiak féleg aerob modon az oxidativ foszforilacio altal
jutnak ATP-hez. Amennyiben a gliikkdz elérhetdsége csokken, a neuronok az asztocitak
segitségére szorulnak, amik glikogén tartalmukat képesek Ilebontani, azaz glikogén
foszforilazzal gliikoz-1-foszfatta, majd foszfoglukomutaz altal gliikoz-6-foszfattd izomerizalni,
ami a glikolizis soran piruvatta oxidalodik és laktat dehidrogenaz (LDH) laktatta alakitja. Az
asztrocitak nem expresszalnak guko6z-6-foszfatazt, ezért szabad gliikozt nem tudnak az
idegsejteknek szallitani, viszont a neuronok a laktatot mar fel tudjak hasznélni, hogy
energiasziikségletiiket biztositsa. Ugyan mindkét sejttipus tartalmaz laktat dehidrogenazt, de
mig az asztrocitdk LDHS5 izoformat, addig a neuronok LDH1-t, ami els6sorban a laktat piruvatta
torténd atalakitasat végzi, ezzel is utalva az oxidativ metabolizmus tulstlyara. Ezen enzimek
izoformainak expresszalasi aranya az agyi teriilettdl fiiggden szintén valtozik. A laktatot az
asztrocitdkbol az MCT-1 exportélja és az idegsejtek MCT2-n keresztiil veszik fel. A laktat
transzportja erdsen fiigg az EC pH-t6l, ami magyarazhatja, miért emelkedik meg az agy laktat
felvétele annak vérben torténd felszaporodédsa soran. E. Lezi és munkatarsa, Swerdlow SH
megnott, a bioenergetikai folyamatok az aerob iranyba tolddtak, tehat a glikolizis mértéke
csokkent az inzulinszignallal és az e folyamatokban szerepet jatszo6 szamos fehérje, illetve
poszttranszlacios modosulasok valtozasaval egyiitt. Az altalunk elvégzett kutatas soran hasonlo
valtozast tapasztaltunk a metabolizmusban, azonban a laktdt koncentracidja meg sem
kozelitette a fenti kezelésben alkalmazottat.

A jovoben tervezziikk a fenti kisérletsorozatot elvégezni primer neurondlis sejteken és
asztrocitakon is. Emellett alternativ tapanyagok alkalmazésat is megprobaljuk, mint amilyen a

B-hidroxi-butirat.

A disszertacio masodik részében szerepld tanulmanyban megerdsitettiik, hogy a HbAlc-szintek
az MM kinetikédval nagyobb pontossaggal josolhatok meg, mint a linearis modellekkel. A
kutatasban retrospektiv médon elemeztiink nagyszamu plazmavércukor- és HbAlc-felvételt az
elmult 15 évbol, 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
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az egyéni kiilonbségek értékelésére szolgald hasznos biomarkerként emelkedett ki. A Kim-et egy
uj metabolikus paraméterként lehetne bevezetni, amely feliilmulhatja a korabbi markerek,
példaul a hemoglobin glikacids index, a glikacios rés vagy a gliikozkezelési mutatd prediktiv
értékeit. A K iddbeli viszonylagos stabilitasa azt is biztositja, hogy a plazma gliikdzszintjének
HbA lc-re torténd atvaltasa hosszabb idészakokon keresztiil is megbizhato lehet. A HbAlc a
vorosvérsejtek teljes élettartama alatt képzodik és azok pusztulasaval eliminalodik a
keringésbdl. A gliilkoz membran transzportja kdztudottan az MM kinetikat koveti, és ez a 6
folyamat felelds a gliikoz - HbAlc gorbe alakjaért. Jelen tanulmanyunkban megallapitottuk,
hogy a HbAlc kiszamitasdhoz hasznalt MM egyenlet jobban reprezentalja a hattérben huzo6do
mechanizmusokat, jobban leirja a gliikoz - HbAlc kapcsolatot, és igy jobb prediktiv
képességgel rendelkezik. Emellett, az MM kinetika akkor is hatékonyan hasznalhatd, ha
kevesebb adat all rendelkezésre - azaz csak éhgyomri gliikozmérés rogzithetd. Vizsgalatunk
korlatai kozé tartozik, hogy a vizsgalati populdcionk tilnyomoérészt magyar, kaukazusi
emberekbdl all, ezért a Vmax sziikség esetén torténd kiigazitasa érdekében meg kell ismételni
mas rasszok esetében is. A GLUT1-aktivitas, valamint az ¢életkor, a nem, a faj, a kiindulési és
a posztprandialis gliikoz aranyanak hatasat is figyelembe kell venni. Meg kell jegyezni, hogy a
ritka hemoglobinvaridnsok zavarhatjak az analizist. A HPLC-analizatorok frakcioja elkiiloniti
a labilis glikdlt hemoglobint a stabil HbAlc-tdl, de a glikémias statusz hirtelen valtozasa
novelheti a labilis frakcid mennyiségét, amely atfedésben lehet a stabil frakcioval is. A glikacid
és az RBC eliminacios sebességének valtozékonysiaga tovabbra is probléma. Osszefoglalva,
ugy gondoljuk, hogy a jelenlegi linearis modelleket és szamitasokat fel lehetne valtani az MM-
egyenlettel. A mar létez6 webalapt szamologépek ¢s mobiltelefonos alkalmazasok kdnnyen
frissithetk lennének. gy a betegek és az orvosok a kételez6 laboratoriumi HbA 1c-ellendrzések
kozott barmikor nyomon kdvethetnék terapidjuk/diétajuk alakuldsat. A Kmn mennyiségi
paraméterként valdo  bevezetése lehetové tenné tovabba a "kevéssé reagalok"
megkiilonboztetését, akik esetében nehéz a HbAlc-értéket csokkenteni anélkiil, hogy a
hypoglikémia kockéazatat vallalndk. E betegek esetében alternativ terapids megkozelitések
megfontolasa lenne javasolt. A standardizalt K, mint biomarker segithet a tarsbetegségek

metabolikus hatdsanak értékelésében és jobb megértésében is.
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UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

1. Hypoglikémia hatdasdanak vizsgadlata sejtes modellen

A kronikus hypoglikémia hatasat kivantuk vizsgélni neuroblasztéma (SH SYS5Y) sejtvonalon.

crer

keresztul. A kovetkezbket talaltuk:

e Az SH-SYS5Y sejtek 1,8 mM-os gliikoz koncentracio alatt a gliikoz hianyat a

glikolizis/oxidativ foszforilacié ardnyanak valtoztatasaval kompenzaljak.

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

crer

médiumban csdkken, mig a sejtproliferacié lassuldsa mar 1,3 mM gliikozszint alatt

megfigyelhet6 a kontrollhoz képest (5 mM).

Modelliinkben a fokozatosan kialakulé hypoglikémiaval O-Glikozilacié csokkenést
tudtunk kivéltani. Ugy gondoljuk, a mérsékelt glilkoz megvonds az Alzheimer betegség

metabolikus elvaltozasainak jobb modelljéiil szolgalhat.
2. A plazma gliikoz és a HbAIc kapcsolatanak modellezése

Tanulmanyunkban a laboratoriumunk informatikai rendszerében téarolt, a HbAlc- és plazma

gliikoz értékeket tartalmazo, kozel 15 évnyi adatot retrospektiv modon elemeztiik.

e Az Osszetartozo adatparok grafikus abrazoldsat kovetden arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az eddig hasznalt linearis egyenletekhez képest a Michaelis-Menten
kinetika alapjan valé nem-linearis modellezés célravezetobb €s pontosabb, kiilonds

tekintettel a sz&éIs6 értékekre.

e Az1j szamitasok alkalmazasaval csokkenthetd a terapias bizonytalansag €s az egyénre

jellemzd Michaelis index segitségével pontosabb kezelés alakithato ki.
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