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Roviditések jegyzéke

AE: after exercise

AK: aktinikus keratosis

AGE: advanced glycated endproducts
AGRP: agouti-related peptide

BAT : brown adipose tissue

BCC: basal cell carcinoma

BE: before exercise

BMI: body mass index

CARS: coherent anti-Stokes Raman scattering
CO: control

DM: diabetes mellitus

FFA: free fatty acid

GWAS: genome-wide association studies
HF/ HFat: high fat

HFHF: high fat — high fructose

HFru: high fructose

IDF: International Diabetes Federation
IFG: impaired fasting glucose

IGT: impaired glucose tolerance

IR: inzulinrezisztencia

MCA4/3R: melanocortin receptorok
MPT multiphoton tomography

MRI: Magnetic Resonance Imaging
NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid
NMSC: non melanoma bértumorok
NPY': neuropeptide Y

OCT: optical coherence tomography
OGTT: oralis gliikoz tolerancia teszt
POMC: proopiomelanocortin

RCM reflectance confocal miroscopy
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SAT: subcutaneous adipose tissue
SCC: squamous cell carcinoma
SHG: second harmonic generation
T1DM: 1-es tipusu diabetes mellitus
T2DM: 2-es tipusu diabetes mellitus
THG: third harmonic generation
Ti:S: titan-zafir

TPEF: twophoton excitation fluorecence
UCP: uncoupling protein

UH: ultrahang

UV: ultraviola sugérzas

VAT: visceral adipose tissue

WAT: white adipose tissue

WHR: waist/ hip ratio

WT: wild type

WvVG: Weigert van Gieson

Yb: itterbium
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1. Bevezetés

Az elhizas és annak kovetkezményei, mint a metabolikus szindroma, valamint 2-
es tipusu diabetes mellitus el6fordulasa szignifikansan novekszik vilagszerte [1, 2]. Ezek
hatterében leginkabb a talzott tipanyagbevitel és elégtelen fizikai aktivitas all [3]. A
sulyos szovodmények, mint az érelmeszesed¢s, neuropathia, magas vérnyomas betegség,
ischaemids sziv és kozponti idegrendszeri betegségek, vezetd haldlokokként jelentds
egészségiigyi kihivast jelentenek [4, 5]. Az elhizas, metabolikus szindréma ¢s diabetes
incidencidjanak novekedése miatt egyre gyakrabban talalkozhatunk azok bérgyogyaszati
szOvOdményeivel is. A neuropathia, angiopathia és csokkent immunrendszeri védekezés
talajan kialakuld fertézésekre vald hajlam, sebgyodgyulasi zavar és terapia rezisztens
végtagi fekélyek tekinthetéek ezek koziil a legsulyosabbaknak [6-9]. A ham barrier
funkcio csokkenése mellett az Osszes borgyogyaszati szovédmény kialakuldsaban
vitathatatlan szerepet jatszanak a bor kotdszoveteiben zajlo molekuléris folyamatok. Az
utdbbi idoben egyre inkabb a zsirszovet kdzponti szerepére terelodott a hangstly, melyre
ma mar egyszeri energiaraktar helyett, egy komplex sejthalozat alkotta multifunkcionalis
szervként tekintlink [10]. Tulzott felszaporodasakor a felszabadul6 szabad zsirsavak és a
bevandorlé immunsejtek altal termelt gyulladasos cytokinek oxidativ stressz és
matrixdegradalé enzimatikus folyamatok indukalasaval és a fibroblastok gatlasaval a
kornyez6 kotdszovetek atépiilését okozzak [10-14]. Ezt stlyosbithatja a diabetesben
tapasztalt magas gliikoz szint miatti szoveti glikacido és a glikacidés végtermékek
felszaporodasa [15]. Az elhizas és metabolikus szindroma belszervi szovédményeiért a
viscerdlis, illetve ektopids zsirszovet felszaporodasat és az emlitett gyulladdsos
folyamatokat teszik felelssé [16, 17]. Ugyanakkor azt is bizonyitottak, hogy ugyanezek
a negativ hatdsok a subcutan zsirszovet felszaporodasakor is megfigyelhetok. A
kovetkezményes kotdszoveti atépiilés hozzajarul a stilyos bérgyodgyaszati szovoédmények
kialakulasédhoz és progresszidjadhoz, igy a megnovekedett bor alatti zsirszovetréteg nem
csak egy kozmetikai probléma [13, 14, 18-20].

Az utobbi évek tudomanyos kutatdsaiban egyre nagyobb hangsulyt kap a
kotészoveti €s a sejtkoriili matrix atépiilés, remodeling vizsgalata. A fentiekben leirtak
alapjan ennek, szdmos egyéb bdrbetegség mellett, az elhizés és diabetes szovédményei
esetében is kiemelt jelentdsége van. Az eltérések elemzésére €s kovetésére korabban csak

invaziv beavatkozasként torténd szovettani mintavételekkel volt lehetdség. Az elmult
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évtizedekben a nemlineéris optika fejlodésével azonban, 0j tipusu képalkotd eljarasok
kifejlesztése révén, lehetdség nyilt a bér mikroszkopikus alkotéelemeinek non-invaziv,
magas felbontasu in vivo vizsgalatara is. Nemlinearis mikroszkopia soran az epidermis,
dermis ¢€s subcutis kiilonb6z6 hullamhosszokon gerjesztheté endogén kromoforjait, mint
a NADH, melanin, keratin, elasztin, kollagén és lipid kotések, vizsgalhatjuk jelolofestés
nélkiil. Erre a kétfoton fluoreszcencia mikroszképia (TPEF), masodharmonikus keltés
(SHG) ¢és koherens anti-Stokes Raman szoras (CARS) technikak alkalmasak, melyeket
ma mar kombinaltan is alkalmazhatunk [21-24].

Kutatocsoportunk egy konzorciumi projekt keretében részt vett az els6 hazai, in
vivo képalkotasra is alkalmas, a medicina tobb teriiletén is alkalmazhato TPEF, SHG és
CARS technikakat 6tvz6 berendezés kifejlesztésében. A projekt soran szamos humaén és
allati eredet(i, beteg és egészséges bérminta ex vivo és in vivo vizsgalatat végeztiik el [25-
29]. A jelen értekezésben targyalt kisérletsorozat célja az elhizas és a testmozgas altali
stlycsokkenés bor kotdszovetre gyakorolt hatasainak vizsgalata volt in vivo nemlinearis

mikroszkopiaval, kiilonbozé egérmodelleken [30-32].
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1.1 Az elhizas tarsadalmi vonatkozasai

Az Oskortdl kezdve egészen a mult szazad elejéig a nok telt alkata termékenységet, a
férfiaké pedig jolétet és hatalmat szimbolizalt tobb kultirkdrben parhuzamosan. Utobbi
bizonyitékaként maradtak fent azok a képzémiivészeti alkotdsok, melyek telt ndket,
lakmaroz6 tarsasagokat, vagy éppen tekintélyes haskorfogattal bird uralkoddkat
abrazolnak. Mivel a teltség szorosan Osszefiiggdtt a jomoddal, igy a kivant testalkat
elérése nem adatott meg akarki szamara.

A XX. szazad elejétdl kezdve az iparosodas és technologiai fejlédés exponencidlis
gyorsuldsa kovetkezett be. Ennek sajnalatos modon kozvetve a vilaghaboruk lehettek a
,»Zyujtobombai”, mivel a hadakozas, majd az 0jjaépités és az ellenldbasak minden
tekintetben valo tulszarnyaldsa egyre inkabb tiizelte ezt a folyamatot. Utobbiak hatdsara
jott 1étre a tavkozlés és informatika tudomanya, melyek 6sszefonddasa és robbanasszerii
fejlédése par évtized alatt olyan radikalisan valtoztattadk meg a vildgunkat és a mindennapi
¢letlinket, hogy azt a legiddsebb nemzedékek valosagos iddutazasként élhetik meg. Ennek
hatterében a legfontosabb folyamatként az informacid szabad aramldsa all, melynek
egyarant vannak pozitiv és negativ hatésai is. A teljességre torekvés nélkiil kiemelend6 a
kereskedelem felgyorsulasa, a tudomanyra gyakorolt hatdsa mellett a nagyobb tomegek
szamara elérhetdvé tett vilagismereti tajékozottsag is. Ugyanakkor kozvetve ehhez
kapcsolhatd a ,fogyasztdi tarsadalom” kialakuldsa, a nyereségérdekeltség ¢és
haszonkozpontisag maximalizaloédasa is. Ez azt eredményezi, hogy az ember sokszor
olyan dolgokra vagyik €s szerez be, amelyekre valojaban nincs életbevagd sziiksége.
Ugyanez jellemz6é az élelmiszerekre, azon belill is foként a készételekre. A ,fejlett
nyugati” tarsadalmakban mind az alapanyagokbdl, mind pedig a készételekbdl
talprodukcid van, mely felesleget eredményez. Az ételdomping hatasra az élelmiszerek
ara jelentdsen mérséklodott, hozzaférhetdsége széles korben nétt, ugyanakkor mindsége
bizonyos tekintetben csokkent. Mivel ezeknek az élelmiszerecknek a globalis, helyi
szlikségleteknek megfeleld szétosztasa tovabbra is utopisztikus elképzelés, igy azok
helyben torténd elfogyasztasanak iranyaba terelddik a hangstly. A nem szélsdségesen
szegény orszagokban gyakorlatilag az alacsonyabb tarsadalmi rétegek is bdségesen
étkezhetnek, igy a teltség tovabba nem csak a gazdagok privilégiuma. Sok esetben éppen
ellenkezdleg, a tehetdsebb és tajékozottabb rétegek odafigyelnek az elhizas elkeriilésére,

¢€s a manapsag divatos sportos testalkat elérésére torekszenek. Ennek ellenére az elhizas
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sokaig toretleniil, mondhatni jarvanyszertien terjedt, de ez a trend az utobbi években az
Egyesiilt Allamokban vesztett lendiiletébdl [33]. 1988 és 2012 kozott az elhizas korhoz
illesztett prevalencidja a teljes lakossagot tekintve 22,9-r6l 34,9 %-ra nétt a teljes
lakossagot tekintve [34]. 2013-14 kozott a prevalencia stabil maradt a férfi populacioban,
de ndknél 40.4 %-ra emelkedett [35]. Magyarorszagon az elmult 25 év alatt szintén
szignifikansan emelkedett az el6fordulasa. Egy 0j felmérés szerint a férfiak 40%-a
tulstlyos és 32%-a elhizott. A ndi populacioban mindkét esetben 32%-ot mértek [36].
Ebbdl latszik, hogy a hazai adatok valamivel kedvezébbek, de hasonl6 trendet mutatnak
a teljes lakossagra vetitve. A helyzetet stulyosbitja, hogy az étvaggyal parhuzamosan
altalaban nem novekszik a testmozgés iranti ellenallhatatlan vagy, igy a folyamatosan
fennalld pozitiv energiamérleg hatdsara szervezetiink zsir forméjaban energiaraktarozast
végez. Amennyiben utdbbi til nagy mértéket 6lt, tigy a teltkarcstisagon, majd kdvérségen
tulmutato elhizas (obesitas) alakul ki.

A fenti adatokbol is latszik, hogy az elhizds korunk egyik legelterjedtebb
népbetegségéve valt a sziv-érrendszeri, anyagcsere betegségek koziil a cukorbetegség €s
megeldzd allapotai, daganatos valamint fliggdséggel jard betegségek mellett. Kiemelkedd
jelentésége abban rejlik, hogy a felsorolt betegségek kialakulasdhoz sokszor éppen az

elhizas, valamint annak hosszas fennallasa vezet!

1.2 Az elhizas kortana

Az elhizast a zsirszovet felhalmozodéasaval jellemezhetjiik. Ilyenkor a test,
felndttekben atlagosan 20% koriili, zsirtartalma koéros mértékben megnovekszik, és
potencialisan egészségkarosodasahoz vezethet [30].

Utbébbi pontos lemérése technikailag lehetséges, példaul MRI vizsgélattal, de ezekre
a koltséges mérésekre konzekvencia hianyaban ritkan keriil sor. Ugyanakkor a testzsir
szdzalék impedancia elemzéssel, mely mar a fels6kategdriaji otthoni mérlegekben is
elérhetd, viszonylag pontosan megbecsiilhetd.

Ennek ellenére a mai napig a legelterjedtebb és egyben legegyszeriibb modszer az
elhizds objektivizalasra és a kockazatbecslésre a testtomegindex ¢és derékkorfogat

meghatarozasa [37]:
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-Testtomegindex (body mass index), BMI: testsuly (kg)/ testfeliilet (m?):
o <I18.,4 alultaplalt
e 18,5-24,9 normalis
e 25-299 talsuly
e 30-34,9 L. foku elhizas
e 35-39,9 II. foku elhizas

e 40> III. foku, extrém elhizas

-Derék korfogat: spina iliaca anterior superior ¢és az als6 bordavonal kozott féluton mért
korfogat:
o férfiaknal 102 cm felett,

e ndknél 88 cm felett koros

Utobbiak atlagos testalkattal rendelkezd felndttekre vonatkoznak. Természetesen
talalkozhatunk olyan esetekkel is, amikor a kiugro értékek mogott nem elsddlegesen a
tapanyagforgalom zavara, hanem példaul testépités, versenysport, vagy akar genetikai
defektus all.

A fentiekbdl kitlinik, hogy 25-6s BMI felett talsulyrol, 30 felett pedig definitiv
elhizasrol van szo. Ezt a két kategoriat a késdi egészségiigyi szovodmenyek relativ, illetve
abszolut kockdzatanak tekintik. A valosagban azonban ennél arnyaltabb a helyzet, hiszen
a megfigyelések szerint a BMI egyediil nem alkalmas a kockézatbecslésre. Ez abbdl
fakad, hogy a ndk és a férfiak alapvetéen masképp hiznak. El6bbiekre a ndi, korte tipusu,
mig a férfiakra a centrélis, alma tipusu elhizas jellemzd. Ennek objektivizalasat szolgalja
a fentiekben emlitett derék korfogat meghatarozasa. Amennyiben a derékkorfogat és a
trochanter majorok magassagaban mért csip6korfogat hanyadosa (waist/ hip ratio, WHR)
néknél a 0,85-6t, férfiaknal a 1,0-a&t meghaladja, Ggy centralis, vagy mdas néven
abdominalis, alma tipust elhizasrol beszélhetiink. Amennyiben magas BMI mellett
alacsony WHR-t kapunk, ugy csipére lokalizalodo, gynoid, vagy mas néven korte tipust
elhizasrol beszélhetiink. Természetesen a legtobb esetben kevert tipust zsirlerakodast
latunk, mindazonaltal az egyértelmiien abdominalis tipus sokszoros kockdzatot jelent,

melynek okait lentebb targyaljuk.
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Az elhizas oka legtobbszor az életmodbol adddo fokozott taplalékfelvétel és fizikai
inaktivitas a hattérben allo genetikai hajlam mellett [38]. Utobbi kapcsan meg kell
emlitenilink a leptin hormont, melyet a zsirszovet termel és a hypothalamuson keresztiil
az étvagy szabalyozasaért felel. Felfedezése a véletlennek koszonhetd, amikor is egy
vizsgalt egérpopulacion beliil egy adott csoport kontrollalatlanul enni és hizni kezdett
[39]. Ennek hatterében a leptin hormon hianya, illetve az azt kodold ob gén mutacidja
igazolddott. Ez jelentds mérfoldkd volt, mivel kimutattak, hogy a leptint legnagyobb
részben a zsirszovet termeli, ami a zsirszovet endokrin szerepére deritett fényt. Ezt
kovetéen a zsirszovet altal termelt hormon jellegii €s jelatvitelt célzd6 molekulakat,
amilyen a leptin is, adipo(cyto)kineknek nevezeték [40]. A leptin hidnyos, kontrollalatlan
étvagyl, ob/ob mutans egerek mellett a leptin receptor hibajaval bir6 szintén hiperfag
db/db egérmodellt a mai napig hasznéljdk a metabolikus szindroma és diabetes
modellezésére [41]. Erdekesség ugyanakkor, hogy emberben az ob/ob egérhez hasonld
genetikai hiba igen ritkan jelentkezik, azt csupan gyermekek extrém foku elhizésanal kell
Kizarni. Obes betegeknél éppen ellenkez6leg, magas leptin szintet talaltak, mely leptin
rezisztenciara, ¢és annak az elhizdsban betoltott szerepére utal. Tovabba azt is
megfigyelték, hogy a leptinnek az embereken kifejtett étvagycsokkentd hatdsa csak
kifejezetten magas leptin szint felett jelentkezik. Emiatt azt feltételezik, hogy a leptinnek
inkabb az étvagyat fenntartd szerepe van, mely nem engedi, hogy tal keveset egyiink [42].
Mint azt emlitettiik, a leptin a hypothalamuson keresztiil fejti ki hatasat, egyrészt a
zsirlerakodas ellen hatd anorexigén valasz indukalasaval. Ebben a jelatviteli utvonalban
résztvevd tovabbi kozponti idegrendszeri transzmitterek, mint a proopiomelanocortin
(POMC), az a, B €s YMSH melanocortin peptidek, tovabba az utobbiak altal stimulalt 3-,
4- melanocortin receptorok (MC4R and MC3R) génjei érintettek. Masrészt a leptin az
orexigén utvonalat akadalyozza az agouti-related peptide (AGRP) és neuropeptide Y
(NPY) gatlasan keresztiil. Ezekkel egylitt tobb mint 40 gén hibajat azonositottak mar,
melyek koros sulytobblethez vezethetnek, ugyanakkor ezek csak az esetek kisebb
részében felelosek az elhizasért [38, 43-49]. Emellett azonban szamos, a
hypothalamusban expresszalodo gén esetében talaltak meg az adott génnek tobb olyan
variansat, melyek az energiahaztartast szorosan befolyasoljak. Igy a genom attekint6
megismerését célzo vizsgalatok (genome-wide association studies, GWAS) alapjan

elmondhato6, hogy az elhizds egy komplex folyamat, melynek hatterében a genetikai

10
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hajlamot tobb gén hibaja vagy polimorfizmusa, illetve az epigenetikailag jelentds gén-
kornyezet interakciok okozzak (1. abra) [38, 50-53].
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1. abra: A kornyezet és a genetikai hattér energiamérlegre gyakorolt hatasa. Az abra a [38].
hivatkozasi szammal ellatott 6sszefoglalé kozleménybol szarmazik.

A fentiek mellett az étvagy szabalyozasaban egyéb, az emésztés elOsegitésében
kozremiikddé emésztdrendszeri peptidek is részt vesznek, mint a kolecisztokinin, gastrin-
releasing peptid, neuromedin B, bombezin, glukagonszerii peptid 1 és az enterostatin.

Az egyes étkezések befejezésében, a monoamin neurotranszmittereknek, mint a
noradrenalin, dopamin és szerotonin is szerepiik van. Ezen kiviil a taplalékfelvétel
efferens szabalyozisaban a vegetativ autondom szimpatikus ¢€s paraszimpatikus
idegrendszer, tovabba az endokrin rendszer bizonyos elemei, mint példaul a ndvekedési
hormon, pajzsmirigyhormonok, tesztoszteron, Osztrogének, gliikokortikoidok ¢és az
inzulin is részt vesznek.

A fentiekbdl adododan az elhizasnak ritkabban masodlagos okai is vannak. Ilyen
lehet a pszichés komponens, az ugynevezett ,,stressz evés”, tovabba endokrinopathidk
koziil a Cushing kor, hypothyreosis, tesztoszteron hiany. Ezek mellett ritkabban kdzponti
idegrendszeri okként példaul hypothalamus vagy hypophysis daganat fordulhat el6 [54].

Az idealis testsuly feletti gyarapodas soran a zsirmentes testtomeg Y4, a zsirszovet
pedig ¥4 részét teszi ki a feleslegnek. EIObbit a megnovekedett terhelés kovetkeztében
kialakulo koto és tdmaszto, illetve izomszdvettdbblet adja. Kordbban ugy vélték, hogy a

zsirsejtek szdma adott, és csak méretiikben valtoznak, mara azonban ismert, hogy a
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zsirszovet felszaporoddsakor a zsirsejtek szdmban (hypertrophia) és méretben
(hyperplasia) is novekednek.

Az adipocitak legfébb szerepe a lipidek raktarozasa, elsddlegesen trigliceridek
formajaban. Ezekbdl katabolikus szigndlok hatasara energia mobilizalhatdo az
alapanyagcsere fenntartasara, valamint megnovekedett sziikséglet, mint példaul stressz,
fizikai aktivitas, termogenezis esetén. Emellett mechanikus és termikus védelmet is
biztositanak a vitalis szervek részére. Utdbbi esetében fakultativ és adaptiv termogenezist
kiilonboztethetiink meg. Ennek elsOsorban 1jsziilott és gyermekkorban van kiemelt
jelentésége. Ez abbol is latszik, hogy a hoétermelésért felelés mitokondridlis
,,szétkapcsolo” fehérjék (uncoupling protein — UCP) foként a barna zsirszovetben (brown
adipose tissue, BAT) talalhatdak meg, melynek mennyisége az id6 elérehaladtaval
szignifikansan csokken. Felndttkorban legnagyobb mennyiségben fehér zsirszovetet
talalunk (white adipose tissue, WAT) kiilonb6z6 lokalizacidkban.

A gynoid elhizast okozd bor alatti zsirszovet (Subcutaneous adipose tissue, SAT)
felszaporodasahoz, kordbban lényeges egészségiigyi kockazatnovekedést nem tarsitottak
[55, 56]. A belszervi, illetve metabolikus szovédmények szempontjabol ugyan kisebb
jelentéségl a direkt szerepe, ugyanakkor a bérkotoszovetre gyakorolt hatasai korantsem
elhanyagolhatok. Korabbi kisérletek bizonyitottdk, hogy a BMlI-vel aranyos
mennyiségben megndvekedett SAT szignifikdns kotdszoveti atépiilést okoz, melynek
ismertek késObbi bérgyodgyaszati szovédményei [13, 19]. Tovabba elhizas soran
els6dlegesen a SAT-ben kezdddik meg a lipidek raktarozdsa. Amennyiben ez egy
bizonyos hatart elér, €s a zsirszovet eléri a maximalis expanziot, a tilcsordulo lipid tobblet
szabad zsirsavak (free fatty acid, FFA) formdjédban a keringésbe keriil, majd a zsigerek
kozti, illetve egyéb szervek koriili ektopids zsirszovetekben raktarozodik el [16].
Legkiemelked6bb jelentOsége a zsigerek koriili zsirszovetnek (visceral adipose tissue,
VAT) van. Utobbi felelés a mar emlitett abdominalis elhizasért és annak negativ
kovetkezményeiért. Emellett tovabbi bels6 szervek, mint a vesék, maj, hasnyalmirigy,
valamint nem utolsésorban a sziv és az erek kortl is talalhatunk ektdpias zsirszovetet,
melyek koros felszaporodasahoz kapcsolodo kovetkezményeket a 2. abra foglalja dssze
[16].
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2. abra A Kkiilonbozé lokalizacibban megtalalhato zsirszovet eloszlasa és felszaporodasanak
kiovetkezményei. Az abra a [16]. hivatkozasi szammal ellatott 6sszefoglalé kozleménybél szarmazik.

Ahogyan azt mar kordbban is emlitettiik, a zsirszovetre ma mar nem csak egyszerti
energiaraktarként tekintiink, hanem mint endokrin szervre és a metabolikus homeosztazis
szabalyozojara is egyben [10]. A zsirszdvet dsszetételében az adipocitakon kiviil szamos
mas sejtet is megtaldlhatunk az extracellularis matrixba agyazva. Ezek koziil
kiemelenddek a praeadipocitak, fibroblastok, vascularis endothel sejtek €s kiilonb6zo
immunsejtek. A limfocitak, hizosejtek, eozinofilek, neutrofilek és makrofagok jelenléte
fiziologias, de a szamuk és eloszlasuk egyéb lokalis faktorok fliggvénye. A zsirszovet
felszaporodasa egy proinflammatorikus allapotot hoz 1étre. A neutrofilek, regulator T

sejtek és makrofagok zsirszoveti infiltracioja mellett utobbiak alcsoportjaiban egy M2 >

13



DOI:10.14753/SE.2018.2107

M1 iranyt eltolodast figyelhetiink meg [11]. Ezaltal a zsirszovetben megné az adipokinek
¢és cytokinek termelddése, melyek tobbsége jol ismert gyulladasos cytokin, mint a
TNFalfa, IL-6, IL-18 [17, 57]. (3. abra)

Acute Phase Proteins Excess Energy Intake
' \PAI-11
: ' CRP | Macrophage
| \ > l Infiltration
f=n sy 00 %
| 'TNFo! —— " MIE ! i}
1} I } SYiokines MCP-1
igL-8

Chemokines / i s T ot 3/5\-\'}
| ===5-- I \Y

T FFA;
Inflammation !

_____________

Adiponectin (§)

Elnsulln Resistance, i : Leptin ;
i Atherosclerosis i« Jedpogee . Resistin :
i Hypertension 1 - - :

3. abra Az abran a felszaporod6 fehér zsirszovet esetén végbemend cellularis és molekularis
folyamatok lathatéak. A makrofag infiltracié mellett a gyulladasos cytokinek felszabadulasat
lathatjuk, illetve azok egészségiigyi kovetkezményeit. Az abra az [57]. hivatkozasi szammal ellatott
osszefoglalé kézleménybdl szarmazik.

A gyulladasos valaszreakciok kovetkeztében felszaporodnak a reaktiv nitrogén és
oxigén gyokok, melyek az oxidativ stressz fokozodasahoz vezetnek [58, 59]. Ezzel egyiitt
a matrix degradald enzimek, proteazok, elasztazok expresszidja is né. A zsirszoveti
gyulladasos folyamat a kornyezd sejtkoriili matrix és kotészovet atalakulasahoz,
remodellingjéhez vezet. Ennek az elsddleges szerepe a zsirszévet expanzidjanak, azaz
kiterjedés novekedésének lehetové tétele [10, 11]. A megnovekedett zsirsejtekbol szabad
zsirsavak keriilnek a keringésbe, melyeknek kiemelt jelentdséget tulajdonitanak az
elhizashoz kapcsolodo anyagcesere betegségek kialakuldsaban, mivel mar rég leirtdk,
hogy csokkentik az inzulin szekréciot és az inzulin medialt cukorfelvételt egyarant [60].
Emellett a nagy mennyiségli FFA altal felszaporodoé ektopias zsirszovetekben az emlitett
adipocytokinek 4ltal medialt gyulladasos folyamatok indukalédnak. A gyulladasos
mediatorok mellett ugyanakkor ellentétes hatasu, antiinflammatorikus adipokinek is
termelddnek. Az emlitett negativ folyamatok mérséklésében az adiponectin szerepét
tartjak a legjelentdsebbnek, mivel csokkenti a szérum FFA koncentraciot és a gyulladasos

folyamatokat gatolja. Tobb vizsgalat bizonyitotta, hogy a magasabb adiponectin szint
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jelentdsen csokkenti a metabolikus szindroma, 2-es tipusi diabetes ¢és azok
cardiovascularis kovetkezményeinek kockazatat [61]. A leirt gyulladasos folyamat
klasszikus értelemben vett, klinikailag is detektalhatdo gyulladast okoz, melyet az
emelkedett gyulladasos markerek, mint a CRP kovetésével detektalhatunk. Elsédlegesen
a sziv- érrendszeri kockazatok kialakuldsanak eldrejelzésében lehet szerepiik.
Ugyanakkor ezek emelkedése szamos mas tényezotdl is fligg ezért a prediktiv erejiik
bizonytalan. Kovetésiiket inkabb csak opcionalis, mint rutin vizsgalatként javasoljak [62].

A fent emlitett gyulladasos folyamatok extrém gyulladdsos marker emelkedést nem
okoznak. Lefolyasuk nem 0Osszehasonlithatd példaul egy sulyosabb infektiv hatterti
allapottal. Ugyanakkor a relative kismértékii gyulladas kronikus fennallasa, a tobbszoros
belsd szervi érintettségen keresztiil anyagcsere betegségek, mint a dislipidaemia, inzulin
rezisztencia, 2-es tipusu diabetes és sziv- érrendszeri betegségek kialakulasahoz vezet

[63].

1.3 Metabolikus szindroma

A metabolikus szindromat 1988-ban irtak le. A megfigyelés szerint szoros
Osszefliggést talaltak a 2-es tipusu diabetes, emelkedett vérzsir értékek, magas vérnyomas
és az ezekbdl adodo életveszélyes cardiovascularis szovodmények kozott. A
késébbiekben megallapitottak, hogy ezek hatterében az elhizdsnak kiemelt szerepe van a
genetikai hajlam, és a mozgasszegény életmod mellett. Az abdominalis elhizasnak
kozvetlen szerepe van az inzulin altal iranyitott szisztémas gliikkdz és szabad zsirsav
felhasznalas inzulin rezisztencia okozta csOkkentésében. Az inzulin rezisztencia,
hyperglycaemia és proinflammatorikus adipocytokinek endothel diszfunkciéhoz, magas
vérnyomashoz, dislipidaemiahoz és atherogén lipidprofilhoz, majd atherosclerotikus
sziv- érrendszeri betegségekhez vezetnek [64].

A korédbban leirt kritériumrendszert tObbszér modositottak, és annak ellenére, hogy ma
sem teljesen egységes, a lényege valtozatlan maradt. Az abdominalis, azaz a zsigereket
¢és belsd szerveket érintd elhizas alapkovetelmény, tehat a legtobb esetben a kiindulasi
alapja a tiinetegylittesnek. Egy kordbbi vizsgalat szerint az idedlis testsullyal rendelkezdk
S5%-anal, a tulsulyosok 22%- anal és az elhizottak 60%- andl allapitottdk meg a

metabolikus szindromat [65].

15



DOI:10.14753/SE.2018.2107

A nemzetkozi diabetes szovetség (International Diabetes Federation, IDF) szerint a

metabolikus szindroma diagnozisanak kdvetelményei [66]:

o Alapfeltétel a megnovekedett derékkorfogat: férfi > 94 cm, ndé > 80 cm
(A klinikai gyakorlatban gyakran a korabbi értékeket hasznaljak:

férfi > 102 cm, n6é > 88 cm)

Emellett a kdvetkezOk koziil tovabbi két pontnak kell teljesiilnie:

e Szérum triglicerid szint > 1,7 mmol/L
e HDL koleszterin férfiakban <1,03 mmol/L, nékben <1,29 mmol/L
e Vérnyomas > 130/85

e Ehgyomri (¢homi) szérum gliik6z > 5,6 mmol/L

A metabolikus szindréma diagnosztizalashoz nem sziikséges, csak opcionalisan
végezhetd a cukorterheléses vizsgalat (oralis gliikkoz tolerancia teszt, OGTT). Magasabb
vércukorértékek esetén mindenesetre javasolt a manifeszt 2-es tipusu diabetes
diagnozisanak felallitdsahoz, vagy kizarasdhoz.

A cukorterhelés soran a reggeli ¢homi vércukormérés utdn 75g gliikozt tartalmazo
vizet kell elfogyasztani, majd két ora elteltével ismételt vércukorszint meghatarozas
torténik. Amennyiben az éhomi vércukor tobbszori mérés utan is 5,6 mmol/L felett van
Impaired Fasting Glucose (IFG) — rol beszélhetiink. Ezt a magyar szakirodalomban is
csak az angol kifejezéssel illetik. Gliikoz terhelés utan 2 6raval 7.8 - 11.1 mmol/L kozotti
értekek esetén csokkent gliikoz toleranciardl beszélhetiink (impaired glucose tolerance,
IGT). Az IGT-nek nem feltétele az IFG, tehat normalis éhomi érték mellett is
elé6fordulhat. Amennyiben tobbszori mérés utan is 7.0, vagy OGTT utan 11.0 mmol/L
feletti értéket észlellink, ugy felallithato a diabetes diagndzisa. Amennyiben utobbi még
nem bizonyithato, gy a metabolikus szindrémahoz kapcsolddé emelkedett éhomi gliikoz
szint inzulinrezisztenciara (IR) utalhat. Ebben az esetben a megfeleld inzulin elvalasztas
ellenére is a normalisndl magasabb vércukorértékeket kapunk.

Az IR mogott tobb ok allhat, mint ritka genetikai eltérések, autoimmunitas, endokrin

eltérések, terhesség, polycystds ovarium szindroma, melyek azonban Iényegesen
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ritkabbak, mint az obesitashoz és metabolikus szindrémahoz kapcsolodd IR. Ennek
hatterében a genetikai hajlam mellett a zsirszovetbdl felszabaduld adipocytokineket, a
diszregulalddo szabad zsirsav anyageserét és a magas vércukorszint - sejteken kifejtett
negativ hatasait véleményezik. Utobbi esetében az inzulin gén expressziojanak
csokkenését figyelték meg [67, 68]. A metabolikus szindroma, IR, IFG és IGT a 2-es
tipusu diabetes megel6z6 allapotainak tekinthetdek, melyek hosszu évekig fennallhatnak
a manifesztaldodd cukorbetegség elétt. Eppen emiatt a korai felismerésiik esetén a

megfelel6 életmodvaltas visszafordithatja a folyamatot.

1.4 Testsulykontrol

Az elhizés kezelésének legfobb eleme a teststilykontrol. Els6ként a hizds megallitasa,
majd az egyenletes fogyas elérése a cél. A kezelés f6 szempontjai a kaloriabevitel
csOkkentése, mozgasterapia és viselkedés-, vagy sziikség esetén pszichoterapia.

Elso Iépésben meghatarozzuk, hogy sziikséges-e sulycsokkentés. Itt 30 feletti, vagy
egyeb kockazatitényezdvel parosulva 25 feletti BMI érték a hatar. A testsulytol fiiggden
meghatarozzuk az elvart csokkenést. Alapvetéen nem feltétel az idedlis BMI elérése,
mivel mar 5%-os csokkenés is kimutathat6 eldnyokkel bir. Inkabb az egyenletes fogyason
¢s az eredménymegtartason van a hangsuly. A diéta eldirasanal javasolt teljes eértekii
étrendet valasztani csokkentett kaloriatartammal. 500-700 kcal/nap energiadeficitet
érdemes eldiranyozni, néknél 1200-1500 kcal/nap, férfiaknal 1500-1800 kcal/nap
célértékkel. Ezek mellett azonban elengedhetetlen a rendszeres testmozgas is. Legalabb
200-300 perc/hét kdzepes, vagy magas intenzitasu, rendszeres sporttevékenység végzése
javasolt. Teréapiarezisztencia esetén, 40 feletti BMI-nél, az elhizas sebészi kezelése

mérlegelend6 [69].

1.5 Cukorbetegség

A cukorbetegség tulajdonképpen egy igen tdg és diverz betegségcsoportot jelol,
melynek kozéppontjat a szénhidrathaztartas szabalyozasanak zavara adja. Ennek

hatterében azonban tobb, kiilonb6z6é patomechanizmust okot azonositottak.
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Az etioldgia alapjan torténd osztalyozas szerint az alabbi fOcsoportokat kiilonboztetjiik
meg:
e l-es tipusti diabetes mellitus: immunologiai vagy idiopathias eredetii forma,
melyben a pancreas B3 -sejtjeinek a karosodasa abszolut inzulinhianyhoz vezet.
e 2-es tipusi diabetes mellitus: hatterében relativ inzulinhiany van, inzulin
rezisztencia és/vagy inzulin kivalasztasi defektussal.
e Gestacids diabetes mellitus: varandossag alatt fellépd szénhidrathaztartasi zavar.
e Specifikus korformak: génhibdk, genetikai szindromak, fertézések, gydgyszerek,

endokrinopathidk okozta cukorbetegség.

A fentiek koziil a disszertacioban csak a dolgozat szempontjabol relevans 1-es és 2-

es tipusokat részletezziik [70].

1.5.1 1-es tipusu diabetes mellitus

Az egyes tipust cukorbetegség kialakulasa nincs 0sszefliggésben az elhizassal.
Hatterében autoimmun mechanizmusok allnak, sokszor genetikai hajlam talajan, mely
miatt sokszor mar a gyermekkorban kialakul a betegség. Utobbi alatamasztja, hogy a
beteg tobb mint 6tddének pozitiv a csaladi anamnézise és nagyon gyakoriak a kiilonb6z6
HLA asszociaciok. A cukorbeteg populacio dsszességét nézve, az 1-es tipus csak az
esetek 1/10-ért felel. Bar gyakorisaga a 2-es tipushoz képest elhanyagolhato,
borgyogyaszati relevanciaja mégiscsak kiemelkedé a tarsuld borbetegségek miatt.
Hatterében a hasnyalmirigy inzulintermeld B- sejtjeinek pusztuldsa all. Ennek hatterében
legtobbszor autoimmunitas all, melyet alatdmaszt a Langerhans szigeten autoreaktiv T-
sejtek altali infiltracidja és a kiilonbozé szigetsejt ellenes autoantitestek gyakori
megjelenése. A manifeszt cukorbetegség kialakulasaig a hasnyalmirigy Langerhans
szigeteiben talalhato B-sejtek dont6 tobbségének el kell pusztulnia. Emiatt egy abszolut
inzulinhidny alakul ki, szemben a korabban mar ismertetett IR esetében tapasztal relativ
inzulinhidnnyal. Ez a szénhidrathéaztartas sulyos zavarahoz vezet, mely mar nagyon koran
alarmirozo tiineteket okozhat. Emiatt a még fel nem ismert 1-es tipusi cukorbetegség
konnyen diabeteses kdmaba torkollhat. Az inzulinnak fiziol6gidsan anabolikus hatisa

van, mivel a vérben jelenlevo gliikdz izom és zsirsejtekbe torténd felvételét inditja be. A
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sejtek altal felvett gliikozbol a rovid tavu energiaraktarozasra alkalmas glikogén és a
hosszatavu raktarozasra alkalmas zsir szintetizalodik. Amennyiben az inzulin abszolut
mértékben hidnyzik, Gigy hidba van jelen a gliikoz, a szervezet nem képes felhasznalni.
Emellett az anyagcsere katabolikus iranyba tolodik el. Utobbi miatt zsirbontéas indul be,
mely soran ketontestek szabadulnak fel nagy mennyiségben. Ezeket létfontossagu
szervek egy bizonyos mértékig fel tudjak hasznalni a sejtfunkciok fenntartasahoz stlyos
energiadeplécio esetén. Nagy mennyiségben azonban a ketosis metabolikus acidosis
iranyaba tolja el a sav-bazis egyensulyt, melyek kovetkeztében émelygés, hanyas és
szapora légvétel alakul ki. Ilyenkor jellegzetes acetonszagu leheletet észlelhetiink a
betegen. Az ion és folyadékhaztartas felborulasa kiszaradashoz vezet, melyet sulyosbit a
kifejezetten magas vércukorszint ozmotikus hatdsdra kialakulé sejten beliili
folyadékhiany is. A neuronok folyadékvesztése hamar tudatzavarhoz, eszméletvesztés
kialakulasahoz vezet. Szerencsére ezzel a korai, életet veszélyeztetd szovédménnyel csak
ritkan taldlkozunk. Ismert cukorbetegség esetén a beadott inzulin nem megfeleld
mennyisége, illetve a megndvekedett inzulinigény, mint példaul diétahiba,
emésztérendszeri betegségek, fertézések, okozhatnak ketoacidotikus komat [70].
Kezelési lehetdségként 1-es tipusu diabetesben csak az inzulin p6tlasa jon szoba,
melyet rekombinans technoldgiaval eldallitott bor alatti injekcidos human inzulinnal
végziink. Ma mar adhatunk ultragyors, gyors, elhtizodo és kevert gyors és elhuzodo
hatast inzulinkészitményt is. Az étkezésekhez illesztett 6nadagolas sikerességének a
kulcsa a pontosan kiszamitott szénhidrat tartalmu diéta betartasa. Diétahiba esetén, ha tul
keveset eszik a beteg, vagy ha az inzulin igény alacsonyabb példaul sport esetén, a
szokasos adag beadésa a vércukorszint tilzott csokkenéséhez vezet, mely szintén heveny
rosszulléttel jard allapotot okoz. Ez gyakori korai sz6védmény, de konnyen orvosolhatod
¢és hosszutavu hatdsai nincsenek. Gyakoribb a diétahiba kdvetkeztében hosszasan fennallo
célérték feletti vércukorszint, mely a diabetes kés6i szovodményeiért felelds. Ebben az
esetben a fent leirt diabetes altal indukalt komas allapottdl eltéréen nem egy kiugréan

magas értékrdl van szo, igy rovidtadvon nem okoz panaszt [70].

1.5.2 2-es tipusu diabetes mellitus

A 2-es tipusu diabetes az esetek 9/10-ét adja, szignifikdnsan gyakoribb az 1-es

tipusnal, és ahogy korabban irtam eléfordulasa folyamatosan névekszik. Ez abbol adodik,
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hogy leggyakrabban a ,,j0léti”, azaz metabolikus szindréma talajan alakul ki, melynek
hatterében az egyre ndvekvd elofordulasu elhizds 4all. Természetesen itt sem
elhanyagolhatd az oOrokletes hajlam, mivel ismert, hogy cukorbeteg sziild esetén
szignifikansan magasabb a betegség kialakulasanak kockazata [61, 70].

A betegség kialakuldsa soran ellentétben az 1-es tipussal egy relativ inzulin
hianyrol beszélhetiink. A metabolikus szindroma leirdsa soran részletezett inzulin
rezisztencia miatt csokkent a gliikkoz szenzitiv sejtek cukorfelvétele. A keringésben
jelenlevd inzulin mennyisége emiatt kompenzatorikusan megnd, mely az éhségérzetet
fokozza. Utobbi az elhizas sulyosbodéasat okozhatja. A magas inzulinszint emellett az
stlyosbodasahoz vezet. A fentiek hatasara a hasnyalmirigy inzulintermelé kapacitasa
idével kimeriil. Idénként az inzulin kivélasztasanak zavarat mar korai stadiumban
megfigyelik, melynek hatterében az amyloid polipeptid B sejtekben torténd lerakodasat
feltételezik [70-72].

A 2-es tipust cukorbetegség ellentétben az 1-es tipussal lassan alakul ki és sokszor
mellékleleteként deriil ki egy rutin laborvizsgalat sordn. Amennyiben sokdig felderitetlen
marad a diagnosztizaldsa idején mar sulyos szovodményekkel jarhat. Ellentétben az 1-es
tipussal itt egy kiegyenstlyozottabb anyagcsere allapot van, melyben a ketoacidotikus
koméahoz hasonldan hirtelen kialakul6d alarmirozé éllapot ritkdn fordul eld. Tartdsan
extrém magas vércukorszint esetén hyperozmoldris koma alakulhat ki, melynek
patomechanizmusa némileg hasonl6 a ketoacidotikus koméaéhoz. Ez jellemzden
magasabb, 30 mmol/L korili, vércukorérték esetén jon létre. A hiperozmolaritas miatt
fokozott a vizelet Kivalasztas, mely kiszaradashoz és elektrolit egyensulyzavarhoz
vezethet. Emellett a megnovekedett cukorkoncentracié ozmotikus hatasara a sejtek vizet
vesztenek, mely a neuronok esetében sulyos tudatzavarhoz vezet. Ugyanakkor a
keringésben jelenlévd, de elégtelen mennyiségben termelt inzulin megakadalyozza a
direkt lipidbontasbol szarmazo ketontestek képzddését. llyenkor akut esetben a
parenteralis folyadék €s ionpodtlas mellett exogén inzulinbevitelre lehet sziikség [70, 71].

A T2DM kezelésekor elsoként oralis antidiabetikum (OAD) mono-, vagy
kombinalt terapiat adhatunk a betegnek, mely a megfeleléen betartott szénhidratszegény
diéta mellett altalaban elegend6 a vércukor célérték tartasahoz. Az OAD-ok altalaban az

endogén inzulin hatdsat potencirozzéak, vagy az inzulin receptorokat érzékenyitik. Ebbdl
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kifolyolag csak az endogén inzulin termelés megérzéséig alkalmazhatéak kelld
hatékonysaggal. Amennyiben a tartalékok kimeriilnek és a célértékek nem tarthatoak, ugy
inzulinadés bevezetése sziikséges. Utobbi torténhet allando-, vagy csak atmeneti jelleggel
az inzulinigényt negativ vagy pozitiv irdnyban befolydsold tényezok fiiggvényében.
Fizikai aktivitas pl. csokkenti az inzulinigényt, de kortikoszteroid kezelés, stressz,
infekciok novelhetik is. Amennyiben a beallitott kezelés elégtelen, vagy folyamatosan
diétakihagasok torténnek, Ugy a tartésan célérték feletti vércukornal szignifikansabb

nagyobb aranyban jelentkeznek sulyos hosszi tava kovetkezmények [71, 72].

1.6 Az elhizas és cukorbetegség hosszu tava szovodményei

Az elhizas egyértelmiien legveszélyesebb kdvetkezménye a metabolikus szindroma,
illetve 2-es tipusi diabetes. Emellett azonban Onmagaban is hajlamosit zsirmaj,
atherosclerosis, coronaria meszesedés, nyaki nagyér meszesedés, altalanos
érelmeszesedés, ischaemids szivbetegség, ischaemids stroke, alsd végtagi thrombosis,
thrombembolids szovédmények, alvasi apnoe szindroma, cholecystolithiasis, arthrosis és
malignus betegségek el6fordulasara [73-75]. Emellett 6sszefiiggésbe hoztak a depressio,
dementia ¢és kiilonb6z0 hormonzavarokkal is. Utobbindl férfiakban a fokozott
aromatéazaktivitds altali Osztrogénszint emelkedés ¢és csokkent tesztoszteronszint
kovetkeztében gynecomastia, potenciazavar kialakulasdval szamolhatunk. NOkben az
androgének aradnyanak novekedésével hirsutismus, hajhullds, secunder amenorrhoea és
infertilitas alakulhat Ki [76-78].

T1DM, illetve manifeszt T2DM esetén a felszaporodd anyagcseretermékek, késoi
glikacids végtermékek, reaktiv oxigéngyokok és konstansan magas cukorkoncentracio
hatasara az erek falanak megvastagodasa mellett rugalmassaguk is csokken és az
endothelfunkci6 zavara alakul ki. Ez 0Osszességében cukorbetegségre jellemzo
kisérérintettséget, microangiopathidt okoz. Ez sulyosbitja a nem diabetes specifikus
macroangiopathia szovédményeit, amelyben az érelmeszesedés dominal. A
microangiopathia hatdsara a vesében teljes veseelégtelenségig progredidlo,
glomeruloscelrosissal jar6 diabeteses nephropathia alakulhat ki. Emellett vaksagot okozo,
retinalevalassal jaré retinopathia ¢és maculopathia alakulhat ki. Az idegek

crcr

struktarfehérjéinek glikaciojaval és mikrocirkulaciés zavardval jar6 diabeteses
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neuropathia soran a periférias sensomotoros rendszer mellett akar a vegetativ, vagy

kiilonboz6 szerveket ellatod idegek is sériilhetnek [71, 74, 79].

1.7 Az elhizas és cukorbetegség borgyogyaszati vonatkozasai

Az elhizéas, metabolikus szindréma és T2DM gyakorisaganak novekedésével azok
bérgyodgyaszati szovodményei is gyakoribba valnak [7]. Mar gyermekkort6l kezdve
magasabb aranyu az elhizashoz tarsuld borbetegségek eldfordulasa. Raadasul nem csak
definitiv obesitas, hanem mar tilsuly esetén is megfigyelheté ez a tendencia [6]. Az
elhizas kovetkezményeként kialakuld inzulin rezisztencia és T2DM borgydgydszati
szOvOdményei természetesen atfedést mutatnak az elhizassal Osszefiiggésbe hozott
betegségekkel. Ha azonban szimplan a cukorbetegséghez kapcsolt boérbetegségekrol
beszéliink, ott megjelennek az TIDM-hoz asszocialt korképek is. Az 1-es és 2-es tipusu
cukorbetegségben megjelend bérproblémak részben szintén atfedést mutatnak [7].

Amikor az elhizds és diabetes borbetegségeit emlitjiik, tulajdonképpen nem
fogalmazunk pontosan, hiszen ezek hatterében sokszor az egész szervezetet érintd
korélettani folyamatok allnak masodlagos bortiinetekkel. Tovabba szamos boérbetegség,
vagy bortiinet elhizas nélkiil is kialakul, melyek lefolyasat azonban az obesitas és diabetes
ronthatja. Azt is fontos kiemelni, hogy szamos bdértiinet mas provokald hatéds esetén is
megjelenik, mint példaul az inzulin rezisztencia bortlinetei kortikoszteroidok
mellékhatasaként [80].

Elhizas, metabolikus szindroma és 2-es tipus diabetes esetén egyrészt a visceralis,
ektopids és subcutan zsirszovet felszaporodasat latjuk, mely a proinflammatorikus
adipokinek révén gyulladasos sejtvalaszt indukal. Masfeldl kezeletlen esetben egy
konstansan magas vér ¢és szoveti glilkozkoncentracioval szamolhatunk. Ezeket tetézik a
megvaltozott hormonalis hatasok. Tovabba az érelmeszesedes, szoveti glikacid, micro-,
macroangiopathia és neuropathia hatasara szoveti oxigén €s tapanyag deficit is kiséri a
fentieket. Mindezek hatasara romlik az epidermis barrier funkcidja, csokken a
keratinocitak és fibroblastok proliferacioja, csokken az egészséges kollagén termelése.
Lassul a glikalt, keresztkotott, csokkent elaszticitasti kollagén degradacidja. A ham és
kotdszoveti milié megvaltozasa remodelinghez, tovabbi vér és nyirokkeringési zavarhoz

vezet [6-8, 81-84].
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Elhizashoz kapcsolddo és elhizas soran stlyosbodd leggyakoribb bérbetegségek

etiologia szerint csoportositva az alabbiak [8]:

Inzulinrezisztencia Fert6zés
e acanthosis nigricans e intertrigo
e acrochordon e candidak
e keratosis pilaris e dermatophytonok
e hyperandogenismus o folliculitis
e hirsutismus e nekrotizalo fasciitis
Mechanikus o cellulitis/ erysipelas
e plantaris hyperkeratosis Gyulladas
e stridk o hidradenitis suppurativa
e cellulit e psoriasis
e adiposis dolorosa Metabolikus
e lymphoedema e koszvényes csomok
e kronikus vénds elégtelenség

A hormonalis valtozasok ¢és inzulin rezisztenica kialakuldsa miatt gyakran latjuk a
hajlatok ¢és nyak borének sziirkés elszinezddését (acanthosis nigricans), fibromatoid
borndvedékek megjelenését (acrochordon), vagy nékon androgén alopecia, esetleg koros
szOrnovekedés kialakulasat (hirsutismus). A mechanikus, €s részben hormonalis hatdsok
kovetkeztében gyakran narancsbor (cellulit) és stridk jelentkeznek. Szintén mechanikai,
illetve angiologiai és rheoldgiai okok miatt gyakoribb a nyirokpangas (lymphoedema) és
a vénds visszaaramlds zavara (kronikus vénds elégtelenség). Tovabbi mechanikai
hatasként az iziileti terhelés miatt gyakran a labfe; deformalddasat €s rajta a bor
megavastagodasat észleljiik (plantaris hyperkeratosis). Emellett szamos gyulladasos
borbetegség, mint a psoriasis, hidradenitis suppurativa, seborrhoeés-, atopias ekzema
lefolyasat rontja az elhizds. Ennek hatterében felmeriil a SAT-bol felszabaduld
proinflammatorikus adipocytokinek, mint példaul a TNF-alfa, szerepe is. Emlitésre meélto
tovabbd, hogy nem direkt kdvetkezményként, de egyes kutatdsok a melanoma és ham
eredetii bortumorok gyakoribb eléfordulasat is leirtak az elhizas kapcsan [7]. A nagy
testfeliiletek, Osszefekvo borteriiletek, fokozott izzadas, csokkent barrierfunkcio, szoveti
oxigenizacio €s vérellatas, valamint a magas szoveti cukorkoncentracio kedvez a feliiletes
gombds ¢és bakteridlis fertdzések, mint candidiasisok, dermatophyton fertézések,
intertrigo ¢és folliculitisek kialakuldsdnak. A fentiek miatt nagyobb az esélye mélyebb
fertozések, mint orbanc és cellulitis kialakuldsdnak. Diabetes esetén a tarsuld

immundeficientia miatt a végtagot és életet veszélyeztetd mély lagyrészinfekciok
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(fasciitis necrotisans) vagy osteomyelitis el6forduldsa is gyakoribb. A helyzetet
stlyosbitja a sebgyogyulasihajlam jelentds csokkenése, melyet mar szimplan obesitas
kapcsan is megfigyelhetiink [6-8, 83]. Manifeszt diabetes esetén a fenti sz6vodmények
még sulyosabb lefolyast mutatnak a jelentdsebb immundeficientia és neuropathia miatt.
A nyomasi pontokon kialakulo fekélyek hatterében a trophicus zavarok mellett, a
neuropathia is kiemelt jelentéséggel bir. Utobbi miatt a beteg nem midig veszi észre a
fekély kialakulasat, mivel az nem okoz Kifejezett fajdalmat. Ilyenkor kialakulhat a
diabeteses l1ab szindroma, mely megjelenését az ischaemias labfajdalom, hiivés, sapadt
végtag és €rzészavar idejekoran eldre vetitik. Az obesitas miatt torzult labfejen a nyomasi
pontok felett kialakuld, sokszor terapiarezisztens fekélyt malum perforans pedisnek
nevezziik. Ez a nehézkes gyogyulast kdvetden is gyakran recidival és bizonyos esetekben
amputaciohoz vezet6 fertézések kiinduldpontja lehet [85]. A diabetesben a sebgyogyulasi
zavar ¢s terapiarezisztens végtagi fekélyek tekinthetdek a legsulyosabb borgyogyaszati
szovédményeknek, ugyanakkor emellett szamos tovabbi borelvaltozas van, melyek a
betegséget kisérik, vagy elore jelzik [86]. Az elhizassal kapcsolatban leirt elvaltozasok
altaldban a T2DM-ra is jellemzdek, mivel annak a kiindulési allapota az obesitas. A
fentiek koziil az inzulin rezisztencidhoz kapcsolddo tiinetek, illetve a sebgyogyulaszavar
¢s infektiv szovédmények a leggyakoribbak. Ezen kiviil egyéb jellemzo tlinetek még a
labszéarakon erythemas, barnds foltok (dermopathia diabeticorum), vagy erysipelasszerii
erythema megjelenése melyek angiopathiara utalnak. Kavicsszerti (pebble like) ujjak is
kialakulhatnak a bér megvastagodasaval, de a sclerodermiform tlinetek a hat fels6 részén
is jelentkezhetnek (scleroedema adultorum). Ezek mellett el6fordulhat még a bor és
korom sargéds elszinezddése, tovabba viszketd csomdok megjelenése is (prurigo
diabeticorum). Vannak tovabba olyan jelenségek is, melyek direkt Osszefliggését a
diabetessel még nem sikeriilt bizonyitani, de el6fordulasuk cukorbetegség esetén
gyakoribb. Ilynek a disszeminalt granuloma annulare, dyslipidemidk és erutptiv
xanthoma [86].

Ezzel szemben T1DM esetében, mivel ahhoz nem feltétleniil tarsul obesitas, mas
jellegii tiinetek dominalnak. Mivel a T1IDM hatterében az autoimmunitds dominal, igy a
bortiinetek kozott 1s megjelennek az autimmunitassal Osszefliggésbe hozhatdak, mint

példaul az alopecia areata, vitiligo, hypothyreosis és lichen ruber planus.
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A diabeteshez kapcsolodo bortiinetek a cukorbetegség tipusa szerint csoportositva [87]:

T1DM T2DM

e periungualis teleangiectasiak e acanthosis nigricans

e necrobiosis lipoidica acrochordon

e bullosis diabeticorum sarga korom és bor

e vitiligo bor megvastagodas

e lichen ruber planus diabeteses dermopathia
calciphylaxis

eruptiv xanthoma

e granuloma annulare

o + Infekcid: felilletes ¢és mély gombas, bakterialis fertézések mellett ritka
fert6zések.

Természetesen rosszul bedllitott terapia, vagy non-compliance mellett a tartdsan
magas vércukorérékek hatasdra a micro-, macroangiopathia, neuropathia ¢&s
immundeficientia itt is kialakulhat. Ennek megfelelden az ér érintettség tiineteként
megjelenhetnek a periungualis teleangiectasidk és az arc erythemaja (rubeosis
diabeticorum). Tovabbi jellemzo boértiinetek lehetnek még a labszarak feszitd felszinén
megjelend sargas, atrophids plakkok (necrobiosis lipoidica), melyek hatterében ér és
kotészoveti karosodasok allhatnak, valamint a labszarakon, labujjakon megjelend feszes
holyagok (bullosis diabeticorum). Utdbbit neuropathia kapcsan figyelték meg
gyakrabban [86].

Infekciok tekintetében az immunstatusz a dont6, de az erek és idegek allapota,
tovabba a lokalis viszonyok és személyes higiéné is kiemelt jelentdséggel bir. A feliiletes
gombas ¢és bakteridlis fertézések mellett gyakrabban latunk mély lagyrészinfekciot,
illetve diabeteses labat, melyeket a fentiekben részleteztem. A terapiarezisztens
fertézések mellett megjelenhetnek a ritka fertdzések is, mint Phycomycetes-ek altal
okozott mucormycosis, Clostridiumok altal okozott anaerob cellulitisek, vagy a sulyos

Pseudomonas fert6zések [85-89].
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1.8 Ujgeneracios képalkotasi eljarasok a bérgyégyaszatban

A borgydgyaszati vizsgalat soran szerencsés helyzetben van a szakorvos, mivel a
borbetegségek nem csak szubjektiv, a beteg altal panaszolt, tiinetek alapjan, hanem
objektiven, a bortiinetek inspekcidjaval is megitélhetéek. Sok betegség esetében igen
jellegzetes borelvaltozassal taldlkozhatunk, mely lehetévé teszi a klinikai
diagnosztizalast. Ugyanakkor a ,,blikk” diagnoézisokon til szamos esetben taldlkozunk
kevésbé specifikus bortiinettel, melyek esetében a differencidldiagnézis sokszor
nehézkes. Ezen feliil szembe talalhatjuk magunkat olyan akadalyokkal is, amikor ugyan
klinikailag konnyen felallithat6 a korisme, de a tovabbi kezelés megtervezéséhez az
alapdiagnozis, illetve bortiinet tovabbi karakterizalasra szorul.

Koréabban a fent emlitettekre egyediil a rutin szdvettani vizsgélat adott lehetdséget,
melyet késobb az optikai eszkdzok fejlodésével a dermatoscopos (DS), majd az ultrahang
(UH) vizsgalat egészitett ki. A dermatoscopia soran egy megvilagitott objektivval
rendelkezd kézi eszkoz segitségével immerzios kozeg haszndlataval 10-szeres
nagyitasban vizsgalhatjuk a borfelszin elvaltozasait. Ez gyakorlatilag egy kisnagyitast
epilumineszcens kézi mikroszkop, mely a ham feliiletén és a dermis felsé részén
jelentkezd bortiinetek differencidlasat teszi lehetdvé. Az ujabb eszkozok LED
fényforrassal és polarizalt lencsével vannak ellatva, ami ez el6z0 generacios
dermatoscopokhoz képest szignifikdnsan megnovelte a diagnosztikai pontossagot. A
polarizalt lencsének koszonhetden a felhdmon keletkezé szort fény zavard hatasa
immerzids kozeg nélkiil is kikiiszobolhetd, a tobbszinli LED-ek pedig a pigmentalt
elvaltozasokat helyezik mas megvilagitasba. Az eszkoz kvalitasai alapjan leggyakrabban
a benignus és malignus bdrtumorok, utobbiak esetében pedig a melanoma és non-
melanoma borrakok elkiilonitésére hasznaljadk. Ezen feliil azonban tobbek kozt
vizsgalhato vele a hajas fejboron a hajszalak stirlisége €s szerkezete, a periungalis régid
kapillarisai, a koromlemez elvaltozasai, rovarcsipés gyantja esetén a szur csatornak
jelenléte és scabies esetében a rithatka borbe vajt jaratai. Legnagyobb klinikai jelentdsége
természetesen a melanoma malignum diagnosztizalasaban ¢€s az  altipus
meghatdrozasaban van. Tobbféle score rendszer 1étezik a malignitds meghatarozésara,
melyet az orvos a latott kép alapjan alkalmazhat [90]. Emellett ma mar vannak
szamitogéppel 0sszekotott, vagy mobiltelefonra applikalhato digitalis dermatoscopok is,

melyek mar a vizsgélat soran képeket rogzitenek, amiket egy szoftveres algoritmus
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értékel. Ezen feliil lehetdséget ad a teledermatologiara is, amikor az atkiildott képeket egy
expert vizsgald is értékeli. A dermatoscopos vizsgalat hatranya azonban, hogy a
diagnosztikus érzékenysége nem 100%-os ¢és nagyban fligg a vizsgald jartassagatol.
Emellett az eltérések mélységi terjedésérél nem ad informéaciot, mely pl. melanoma
esetében kiemelt jelentdségd lenne, akar mar a mitét tervezésénél a biztonsagi szegély
meghatarozasahoz is [91].

A Dborelvaltozas mélységi megitélésére elsoként az ultrahangos vizsgélat adott
lehetdséget. Ilyenkor magas frekvencidju, az emberi fiil szdmara hallhatatlan, szélessavu
hanghulldmok segitségével vizsgalodunk, melyek kiilonbdz6 mértékben verddnek vissza
a vizsgalt szovetekrol és szovetkozti hatarfeliiletekrél. A modszer leginkabb az tlireges és
parenchimas szervek vizsgalatara alkalmazhatd, de a technika fejléddésével a 20Mhz-es
nagy teljesitményti linedris transducerek segitségével mar sok bdrelvaltozas mélysége és
mindsége is megitélheté [92]. Vizsgalhatjuk az elvaltozas keménységét elasztografias
Melanoma miitéti eltavolitdsa eldtt ezzel a technologidval mér jobban megitélhetd a
szlikséges biztonsagi szegély nagysaga. Ugyanakkor az UH-os technika hatrdnya a
viszonylag alacsony felbontés, mellyel a daganat széli részeinek 100%-os elkiilonitése az
¢ép szovettdl nem lehetséges. Emellett a daganat, vagy borelvaltozas tipizalasa, besorolasa
sem lehetséges [92]. Elonye azonban, hogy a boron keresztil mélyebben fekvd
strukturak, mint a zsirszovet €s izomszovet is lathatd. Ennek ellenére is azonban inkabb
csak a klinikai, vagy dermatoscopos, diagndzis utan tovabbi tajékozodo vizsgalatokra és
utankovetésre alkalmas [92]. Az utdbbi idében a szofisztikalt képalkotd eljarasok
elterjedésével megnétt az igény a viszonylagosan kellemetlen és bizonyos szempontbol
kockézatokat is rejté biopszidk szdmanak csokkentésére. Erre adhatnak lehetdséget a
kovetkezOkben felsorolt ujgeneraciés in vivo képalkotasi modszerek. Az optikali
tudoményok fejlédésével az utobbi évtizedekben tobb olyan képalkotédsi eljarast is
kifejlesztettek melyek a fent emlitett hidnyossdgok kikiiszobolésére alkalmasak. A
legnagyobb attorést a lézerek megjelenése hozta, mely a felbontoképesség

megsokszorozdodasat tette lehetévé [91].
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1.8.1 Optikai koherencia tomografia

Az UH vizsgalathoz hasonl6an keresztmetszeti képet ad az OCT is, mely altaldban
1ézer alapu megvilagitast hasznal. A szdvetrdl visszaverddo 1ézerfényt egy referencia
utvonalrol visszaérkezd fénnyel egyiitt észleli a detektor, melyet kovetden azok
interferencidja teszi lehetévé az optikai leképzést. A szemészetben mar alapvizsgélatnak
szamit a cornea és retina elvaltozasok diagnosztizalasara [93], de az utobbi években a
bérgyodgyaszatban is megjelent [94]. Az UH-hoz képest 1ényegesen nagyobb, akar 3 um-
es felbontast is elér, azonban a leképzett teriilet és mélység kisebb. OCT-vel a dermis egy
része hozhato latétérbe, koriilbeliil 2 mm-es mélységig, de ez nem okoz kiilonosebb
problémat, mivel a legtobb vizsgalni kivant borelvaltozas nem terjed ennél mélyebbre
[94]. Az egyik sajat vizsgalatunk soran UVB besugarzas utan mértiik meg sikeresen
kiilonb6z6 genetikai hattérrel rendelkezé egerek epidermis vastagsagat [95]. Irodalmi
adatok alapjan vizsgélhat6 vele az epidermis vastagsaga gyulladasos borbetegségek
esetén, a haj és szOrszalak szerkezete, tovabba autoimmun holyagos borbetegségek
karakterisztikajara is alkalmas [94, 96]. A dinamikus, egymas utani scan-ek kiilonbségeit
Osszehasonlitd berendezés (D-OCT) alkalmas a véraramlas kovetésére, példaul
kotoszoveti betegségek, érmalformatiok és tumorszovetek esetén [97, 98]. Polarizacio
szenzitiv (PS-OCT) technikaval az extracellularis kotdszovet vizsgalhato a dermis kettds
torésének valtozasanak elemzésével. Ennek fibrosissal jard betegségek, vagy photoaging
diagnosztizalasaban lehet jelentdsége [99]. A nagyfelbontasi (HD-OCT) késziilékek
megjelenése novelte a diagnosztikai pontossagot. Emellett a berendezések horizontalis
metszetek felvételére €s 3D képrekonstrukciora is alkalmassd valtak, melynek
legnagyobb eldnyét a bértumorok vizsgalatanal tapasztaltak [92]. Meghatarozhatova
valtak a ham eredetli, valamint pigmentalt jo- és rosszindulati bdrfolyamatok OCT
jellemzo6i, melyek alapjan a szovettani vizsgalat eredményeihez kozelité adatokat kaptak.
104 beteg non melanoma bértumorat vizsgalva a modszer szenzitivitasa 79%—94%, mig
a specificitdsa 85%-96% kozott mozgott az egészéges bor €s a kiilonbozd elvaltozasok
megkiilonboztetésére nézve. A basalioma elkiilonitése az aktinikus keratosist6l azonban
50%-52% -os hibaaranyt mutatott [94]. Egy masik vizsgalat szerint 25 szdvettannal
igazolt és altipusba besorolt BCC esetében HD-OCT-vel nem volt elkiilonithetd a
szuperficialis és a nodularis basalioma [92]. Tovabbi tanulmanyok szerint a miitét el6tti

OCT vizsgalattal talbecsiilik a mélységi terjedést, vélhetdleg a tumorszovet koriili
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gyulladdsos infiltratum miatt. A sebészi szélek meghatarozasanal igéretesebb
eredmények sziilettek. Mohs szerinti mutéteknél, amikor a muitéti asztal mellett azonnali
szOvettani vizsgalat torténik fagyasztott metszeteken, a mitét elétti in vivo OCT
technikaval csokkenthet6vé valhat a kimetszendé ,,szeletek” szama. Ugyanakkor
Osszehasonlitva az ex vivo végzett OCT vizsgalat eredményeit a konvencionalis
fagyasztott metszeteken végzett szdvettani vizsgalattal, a szenzitivitasa csak 19%, a
specificitasa pedig 56%-volt [94]. Melanociter elvaltozasok vizsgalatanal a
tumormélység megitélésében a szovettani vizsgalattal egyezd eredményeket kaptak, de
Imm-nél vastagabb 1éziok esetében az OCT nem alkalmas pontos vizsgalatra. Egy
tovabbi Osszehasonlitd vizsgalatban a malignus és benignus melanociter elvaltozasok

elkiilonitésénél a szenzitivitas csak 74,1%, a specificitas 92,4%-volt [94].

1.8.2 Reflektancia konfokalis mikroszkopia

Az OCT mellett a borgydgyaszati klinikai gyakorlatban jelenleg az RCM a masik,
viszonylag szélesebb korben elterjedt, in vivo alkalmazhato képalkoto eljaras. Bar a
felhasznalasi kore korlatozott és a berendezés beszerzése, lizemeltetése koltségigényes,
mégis eldrejelzi jovObeni elterjedését és jelentdségét, hogy mar gyakorlati képzés keretei
kozt talalkozhatunk vele szakmai konferencidkon. Itt is egy 1ézer gondoskodik a minta
megyvilagitasrol. Ez jellemzden alacsony 22 mW teljesitménnyel miikddik 830 nm koriili
hulldmhosszon, igy egészségiigyi kockazatokat nem rejt magiban. Az immerzids
objektivet magaba foglalo vizsgalofejet a borhoz kell érinteni megfeleld
kontaktmédiumot alkalmazasa mellett. Az objektiv altal fokuszalt visszaérkezo
lézernyaldb egy részét sugarelosztod iranyitja a detektor felé. Az optikai informaciot
tartalmazo nyalab egy lyukdiafragman (pinhole aperture) keresztiil jut a detektorba [100].
Itt keriilnek leképzésre a magas, 0.5-1.0 um-es, felbontast mutatd képek. Az OCT-vel
ellentétben itt nem keresztmetszeti, hanem horizontalis en face metszeteket kapunk, a
metszetenkénti horizontalis felbontdsa hozzavetdlegesen 3—5 um. Az elkésziilt képek
500-um-es latotereket biztositanak hozzavetOlegesen 30-szoros nagyitas mellett. A
vizsgalt teriilet ndvelhetd gyors, 2D pasztazassal, mely utan a mozaik elrendezésben
osszeillesztett képek 8x8 mm? —es teriiletek leképzését teszik lehetévé. A maximalis

vizsgélati mélység 350 pm koriil van, tehat maximum a papillaris dermis elérésére
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alkalmas. Az eddigi vizsgalatok soran ez altalaban nem jelentett hatranyt, mivel a dermo-
epidermalis junkci6 koriili eltérések voltak fokuszban. A képalkotds soran az endogén
fényvisszaverd, azaz reflektiv sejtalkotok és molekuldk sziirkearnyalatos leképzése
¢észlelése torténik. Ilyenek példaul a melanin, melanoszomak, keratin €és kollagén. Ez
bizonyos értelemben véve korlatozottsagot is jelent, mivel a melanin tartalomtol fliggéen
masként vizsgalhatok a sotétebb és vilagosabb borii paciensek borelvaltozasai. Tovabbi
hatrany, hogy a modszer nem alkalmas vertikalis metszetek megjelenitésére, igy az en
face képeken a mélységi penetracio megitélése nehézkes, raadasul a dermis fels6 rétege
utan korlatozott. Emellett némi zajt okozhat a képen a gomb alakd sejtmagmembranokrol
visszaver6dé fény, vagy a kontaktmédiumba keriilé szennyezédések [100]. Mivel az
eljaras azonban fajdalmatlan és gyors, koriilbeliil 30 perc alatt elvégezhetd, betegagy
melletti képalkotast tesz lehetévé, a klinikai gyakorlatban hasznos eljaras lehet [101].

A Klinikai felhasznalasa soran a melanociter elvaltozasok diagnosztikajaban az
RCM magasabb felbontoképessége révén egyértelmiien feliilmulta az OCT-t a magasabb
felbontoképessége révén. Bizonytalan dignitasti melanociter elvaltozdsok vizsgalatanal
szenzitivitasa 91%, specificitdsa 68% volt. Ez els6re nem tlinhet tGl meggydzonek, de
ugyanebben az §sszehasonlitasban a dermatoscopos vizsgalat 88% és 32%-o0s eredményt
értel [102]. Egy 3108 beteg adatait vizsgald metaanalizis szerint az 6sszes tipust bérrakra
nézett atlagos szenzitivitas 94%, a specificitas pedig 83% volt. Melanomak esetében az
atlagos szenzitivitas 93%, a specificitds 78%, mig basaliomak esetében ezek az értékek
92% ¢és 91% voltak [90]. Ezek mellett sikeresen alkalmaztak amelanotikus és ajak
melanomak vizsgalatara ¢és szegélymeghatarozasara is [90, 103, 104]. Korabbi
tanulmanyok szerint a benignus melanociter elvaltozasok, illetve a klinikailag
basalioméara gyants elvaltozadsok kimetszése 50-68%-al csdkkenthetd volt RCM
vizsgalatot kovetden. Ugyanezekben a felmérésekben a basalioma diagnosztikdjanak a
specificitasa 100%-os volt. A mitét elotti punch biopszia, vagy RCM vizsgalat
eredményeit Osszehasonlitva nem talaltak szignifikans kiilonbséget a diagnosztikai
pontossagban, rdaddsul RCM estén a vizsgalat azonnal értékelhetd és nem kell varni az
eredményre [105, 106]. Emellett sikeresen alkalmazhaté Mohs féle kimetszés soran a
miitét el6tti in vivo, illetve a miitét kozbeni ex vivo vizsgalatokkor is, mellyel csokkenhet
a beavatkozas ideje, illetve kimetszések szama is. Tovabbd a basaliomdak lokalis

kezelésének kovetésére is alkalmas [90, 103, 107]. A bdérdaganatokon kiviil autoimmun,
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allergias, illetve gyulladasos borbetegségek leirasaval, kovetésével és az alkalmazott

terapia hatékonysaganak kovetésével kapcsolatban is gylilnek mar az adatok [108-111].

1.8.3 Nemlinearis mikroszkopia

A két-, illetve multifoton abszorpcid excitacidos fluoreszcencia (TPEF)
mikroszkopia [21], masodharmonikus keltés (SHG) [24], illetve koherens anti- Stokes
Raman szoras (CARS) [112] olyan nemlinearis képalkotasi modszerek, melyek soran a
tanulmanyozott szovetek nem igényelnek fluoreszcens festést, mivel maguk a vizsgélni
kivant molekuldk gerjesztése hoz 1étre detektalhato jelet. Ennek kdszonhetéen szamos
molekula szolgél a bérben endogén kromoforként, igy lehetévé téve bizonyos szovetek

in vivo, jelolés nélkiili leképzését [113].

Chromophore Excitation 4., (nm) Emission A (nm)

Fluorescence and SHG

Retinol (20) 700-830 450
NADH (17,97-100) 340; 690-730 450470
Vitamin D (20) <700 450
Flavins (17) 370, 350; 700-730 430
Melanin (101) 280450 440, 520, 575
Elastin (101) 300-340; 700-740 420460
Collagen

Fluorescence 300-340; 700-740 420460

SHG (19,101) 720-960 360480 (Lox/2)

(tunable range
of TP laser)

CARS Excitation Emission @ (cm™")
C-H stretch See (23,29) 2845 cm™!
Sebaceous glands 2845 cm™!
Adipocytes 2956 cm™!

4. abra Nemlinearis mikroszképia soran detektalhato endogén kromoférok [113].

Tovabbi eldnye a nemlinearis mikroszkopianak, hogy a képalkotas soran nagy
térbeli és idobeli felbontast érhetiink el. Ennek koszonhetéen par mikron méreti
sejtalkotok is vizualizalhatdak és az idébeli felbontasnak kdszonhetden bizonyos élettani
folyamatok akar él6ben, in vivo kdvethetdek. TPEF és SHG képalkotas soran altalaban
egy hangolhat6 hulldmhosszi, moddusszinkronizalt lézerfényforrdst hasznalnak. A
modusszinkronizacié az impulzus iizemet biztositja, mely soran a lézerforrds nem
,»vilagit” konstansan, hanem piko-, vagy femtoszekundumnyi impulzusok formajaban

adja le az energiat. Ez tobbek kozt biztonsagtechnikai szempontbol is elényt jelent, mivel
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csokken a termikus kéarosodas lehetdsége. Ezzel szemben CARS képalkotas soran két
kiilonboz6é frekvenciaji, egy pumpa és egy Stokes, lézersugar felelés a minta
megvilagitasaért. Amikor a két nyalab kozotti frekvenciakiilonbséget tigy hangoljak,
hogy a vizsgalt minta molekularis rezgésfrekvenciajanak megfeleljen, akkor nemlinearis
kolesonhatasként anti-Stokes frekvencian detektalhato jel keletkezik a CARS folyamat
révén. Az egy hullamhosszon torténd nemlinearis mikroszkopia sordn altalaban egy
hangolhato, femtoszekundumos titan- zafir (Ti:S) 1ézert hasznalnak [114]. Az utdbbi
években azonban a lézertechnika fejlédésének koszonhetden megjelentek a nemlinearis
mikroszkopiara alkalmas femtoszekundumos impulzusiizemet biztositani tudo
szaloptikas 1ézer oszcillatorok és erdsitok is [115, 116]. 2009-ben mutattak be Pegoraro
¢s mtsai. az elsd szaloptikas technikan alapuld TPEF, SHG és CARS képalkotasara
egyarant alkalmas kombinalt mikroszkoprendszert [117]. A szaloptikas technika nagy
elénye, hogy a korabban asztalhoz rogzitett bonyolult tiikkor és lencserendszerek helyett
hajlékony optikai szélakon keresztiil is vezethetd a 1ézernyalab és a visszaérkez6 optikai
informacio, mely lehet6vé teszi akar az endoscopos jellegii felhasznalast is [118]. A
nemlinearis mikroszkopia széles korben elterjedt és szamos felhasznalasi teriilete 1étezik.
A medicinaban az idegtudomanyok ¢és kardiologia teriiletein is eldszeretettel alkalmazzak
a kutatasok soran [119, 120].

Jelenleg tobbféle, TPEF képalkotasra alkalmas, hangolhato Ti:S 1ézerrel miikodo
mikroszkopos rendszer létezik. Ezeket, a ma elérhetd technologiaval, mar
koltséghatékonyan 4t lehet alakitani CARS mérésekre is alkalmas berendezésekké. Az
els6 klinikai felhasznélasra és borgyogyaszati diagnosztikara alkalmas berendezést MPT
Flex néven Karsten Konig munkacsoportja alkotta meg [121-123]. Az OCT és RCM-hez
képest tobb elénye van a rendszernek. Egyrészt nagyobb felbontasra képes és nagyobb a
mélységi penetracidja, mivel a dermis mélyebb rétegei, egészen a subcutisig latotérbe
hozhatok. Tobbféle endogén kromofér alkalmazhatd in vivo képalkotasra, igy az
egyesitett képeken tobb szinben lathatjuk a kiilonb6z6 strukturakat a sziirkearnyalatos
kép helyett, akar 3 dimenzidoban. Ugyanakkor keresztmetszeti képet ez sem ad, és a
leképzett teriilet nagysdga sem nagyobb. A képalkotas soran itt is taldlkozhatunk a zaj
jelenségével, melyet példaul felhalmozddd metabolikus termékek okoznak. Tovabba
bizonyos esetben a jel erdssége, vagy a kontraszt nem elégséges a megfelelden értékelhetd

kép elkészitéséhez. Legnagyobb hatrdnya azonban a bekeriilési ¢és fenntartdsi
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koltségekben keresendd. A kombinalt Iézerrendszerek miatt ez jéval meghaladja az RCM
koltségeit, mig jelenleg diagnosztikai kvalitisaiban nem mulja feliil azt. Mivel a
berendezés beszerzése, gazdasagi értelemben véve valoszinlileg nem tériill meg, igy
emiatt egyeldre olyan centrumokban érdemes fenntartani ahol a diagnosztika mellett a
kutatasban is ki tudjak aknazni a lehetdségeit [103].

A borgyogyaszati alapkutatasok soran tobb teriileten alkalmaztak eléremutatd
vizsgalatokban. Tobbek kozt a bor kdtdszoveti atépiilését vizsgaltak betegségek, oregedés
vagy photoaging soran [124-127], tovabba gyogyszerek és kozmetikumok felszivodasat
is vizsgaltak a modszerrel [128-130]. Kutatasokban, melyekben munkacsoportunk is részt
vizsgaltuk nemlinearis mikroszkopiaval [25, 26].

Mivel a nemlinedris mikroszkopia jelenleg inkdbb az alapkutatasban kap nagyobb
hangsulyt, a klinikai tapasztalatok is szerényebbek.  Alacsonyabb betegszamu
kutatasokban a basalioma diagnosztikdjaban jo eredményt ért el, mivel atlagos
szenzitivitasa 84.85 %, specificitasa pedig 100% volt [131]. A basaliomak mellett
spinalioma és aktinikus keratosis diagnosztikajara és elkiilonitésére is alkalmas [128,
132]. Melanociter elvaltozasok vizsgalatakor a malignitas megitélésekor 71-76% koriili
szenzitivitast és 72-97%-0s specificitast mutatott. In vivo melanoma diagnosztikajaban,
115 beteg adatait elemezve, szintén j6 eredményt ért el, mivel atlagos szenzitivitasa 95%
és specificitasa 97% volt [103, 129, 133]. A daganatokon kiviil szdmos egyéb borbetegség
vizsgalatat és nemlinearis mikroszkopiai jellemzdit irtak le, példaul psoriasis, atopias és
seborrhoeds dermatitis, autoimmun holyagos borbetegségek €s kotdszoveti atépiiléssel

jaro betegségek esetén [129, 130].
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2. Célkituzések

Az elhizas, metabolikus szindroma és diabetes incidencidjanak ndvekedésével egyre
gyakrabban talalkozunk ezek sulyos, olykor terdpiarezisztens és az ¢életmindséget
nagymértékben rontd kovetkezményeivel. Hatterlikben a bor kotdszovetének atépiilése €s
karosodasa kiemelt szerepet jatszik. Kutatocsoportunk, egy konzorciumi projekt
keretében, egy in vivo képalkotasra is alkalmas, TPEF, SHG és CARS technikakat
alkalmazo6 berendezés segitségével az elhizas és a testmozgés altali stilycsokkenés bor

kotészoveteire gyakorolt hatdsait vizsgalta kiilonb6z6 egérmodelleken.

A kisérletsorozat elsd hosszu tavu vizsgalataban ( 1. ) ad libitum taplalt és
kaloriamegszoritason tarott leptin deficiens ob/ob egerek, valamint C57BL/6
kontrolegerek kollagénszerkezetét és zsirsejtjeit kovettiik, illetve vizsgaltuk in vivo SHG
¢s ex vivo CARS mérésekkel. Célunk az elhizd egerek borében lezajlo szerkezeti
valtozasok azonositasa és leirdsa volt, a képalkotd rendszer tokéletesitése és hangolasa

mellett, mely lehetévé tette az észlelt eltérések in vivo kovetését [30].

A masodik hosszu tava kisérlet ( 11. ) sordn magas zsir-, magas zsir és fruktdz-, magas
fruktoz- és standard kaloria tartalma ad libitum diétakon tartott vad tipusa C57BL/6
egerek kollagénszerkezetét és zsirsejtjeit vizsgaltuk és kovettiik in vivo SHG és ex vivo
CARS technikaval. Célunk az elhizas és szoveti glikacio indukalasaval kialakuld
kollagénszerkezet és zsirsejtméret valtozdsok azonositdsa, kdvetése és leirasa volt. A
kisérlet tovabbi célja az altalunk hasznalt, potencialisan in vivo borgyogyaszati

diagnosztikara is alkalmas, képalkoto technika elényeinek bemutatasa volt [31].

A harmadik hosszl tavu vizsgélat ( 111.) soran mar definitiv obesitasban szenvedd,
magas zsirtartalmu takarmannyal taplalt, tovabba atlagos testsullyal rendelkezd, standard
kaloria tartalmu diétan tarott vad tipust C57BL/6 egereket vizsgaltunk. Az azonos koru
¢s nemil, de kiilonb6z6 tapokkal etetett egércsoportoknal 8 hetes dnkéntes testmozgast
vezettiink be. Célunk a bor kollagénszerkezetének vizsgalata és kovetése volt a 8 hetes
testmozgéssal toltott idOszak eldtt és utdn. Azt feltételeztiik, hogy a sport és
stlycsokkenés a dermis kotészoveti allaptanak javulasahoz vezet, melyet in vivo SHG

technikaval és rutin szdvettani vizsgalattal kivantunk bizonyitani [32].
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3. Modszerek

3.1 Egér modell és alkalmazott diétak

A kisérletek soran az obesitas, illetve a teststlyvesztés boér kotOszovetekre
gyakorolt hatdsaira voltunk kivancsiak. Emiatt kétféle egértdrzsbol szarmazo allatokat
alkalmaztunk, egyrészt hizasra genetikailag hajlamos B6.Cg-Lep ob/J egereket, masrészt
megfeleld diétaval hizasra foghaté C57BL/6 —egereket. A felhasznalt egereket a Charles
River’s laboratorium olaszorszagi és németorszagi telephelyeirél szarmaztak.

A B6.Cg-Lep ob/J vagy B6.V-Lep ob/ob egerekre gyakran csak ob/ob egerekként
homozigotak. Mint azt mar az elméleti hattér soran emlitettem, ez a leptin-t kodold gén.
A zsirszovet altal termelt leptin egerekben a kozponti idegrendszeri szabéalyozason
keresztiil nagymértékben felelés az étvagy szabalyozasaért. Az ob/ob egerek leptin
hianyaban hiperfagga valnak, kontrollalatlanul esznek, elhizottd, hyperglycaemiassa
valnak, gliik6z intolerancia alakul ki ndluk és megemelkedik a plazma inzulinszintjiik.
Ezek mellett alapanyagcseréjiik alacsony, termékenységiik csokken, és endokrin
zavarokkal kiizdenek, mivel az agyalapi mirigylik és mellékveséjiik altal termelt
hormonjaik szintje is nd. A fentiek miatt el0szeretettel alkalmazzék az obesitas ¢s T2DM
allatmodelljeiként [134]. Az ob/ob egerek mellett kontrolként legtobbszor C57BL/6J
(www.jax.org/strain/000664) egereket alkalmaznak. Ez 0Osszességében véve a
tudomanyos kisérletekben leggyakrabban alkalmazott beltenyésztett egértdrzs. Erre
alkalmassa teszi 6ket, hogy konnyen szaporithatok, hosszu é¢letliek, alacsony a spontan
tumor kialakuldsanak veszélye €s konnyen felhasznalhatok genetikailag moddositott
torzsek létrehozasdhoz. Tovabbi eldnylik, melyet kisérleteink soran is kihasznaltunk,
hogy megfeleléen magas zsirtartalmu diétaval konnyen elhizas valthato ki benniik. A
kifejlett 20 hetes ndstény allatok atlagos testsulya 23,6 gramm, melyet konnytiszerrel
megduplaznak a megfeleld diéta hatasasra. Az obesitas mellett a T2DM és atheroscleroSis
kialakulasara is fogékonyak [135].

A kisérleti allatokat professziondlis allathazban tartottuk standardizalt
koriilmények kozott. A levegd homérséklete 22 °C-volt 50%-os paratartalom és
rendszeres légcsere mellett. A megvilagitas 12 o6ras fény/ sotétség ciklusokra volt

beallitva.
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l. kisérlet:

Els6 kisérletiinkben harom egércsoportot hasonlitottunk dssze. Az els6 két csoportba
két-két darab leptin deficiens (ob/ob) nyolc-hetes ndstény egeret osztottunk be. A két
csoport esetében kiilonbozo diétakat alkalmazunk harminc héten keresztiil. Az elsé ob/ob
csoportot standard pellet formaja allattappal (SSNIFF, Németorszag) etettiik (ob/ob ND
—normal diet) és ad libitum korlatlan hozzaférést biztositottunk az ételhez és vizhez. A
masodik ob/ob csoport esetében Harrison és mtsai. szerinti kaloria megszoritast
alkalmaztunk (ob/ob CRD - calorie restricted diet) [136]. Ezeknek az egereknek korlatlan
hozzaférésiik volt a vizhez, de csak napi egy darab 2 grammos tap pellet allt
rendelkezésiikre a standard laboratériumi ragesalo tappbdl a hét elsd 6t napjan. A hét
hatodik napjan dupla adagot, mig a hetedik napon egyaltaldn nem kaptak tapot. A
harmadik csoportban ketté darab C57BL/6 egér kontrolként szolgalt. Szamukra korlatlan
viz és taphozzaférést biztositottunk. Az egerek testtomegét a vizsgalati id6szak alatt

hetente regisztraltuk egy kalibralt mérleg segitségével.

Il. kisérlet:

Masodik kisérletiinket hat-hetes néstény C57BL/6 egereken kezdtiik. Az egereket
négy csoportba osztottuk. Mindegyik csoportba 0t darab egér keriilt. Mindegyik
csoportnak ad libitum, korlatlan hozzaférése volt az egértapokhoz, illetve a vizhez a 32
hetes kisérleti idészak alatt. Az elsé csoportban (HFat- high fat) az obesitas indukalasa
volt a célunk, ezért magas, 30% zsirtartalma tapot kaptak (SSNIFF) [137-139]. A
masodik csoport (HFru- high fructose) esetében a magas vércukorszint elérése volt a
célunk ezért, irodalmi adatok alapjan, 20% frukt6z tartalmu vizet kaptak az egyszerli
ivoviz helyett [140, 141]. A harmadik csoportban (HFHF- high fat — high fructose) az
egészségtelen nyugati tipust étkezés modellezésére magas zsir €s szénhidrat tartalmi
diétat alkalmaztunk. Ebben az esetben az egerek a magas zsirtartalmu tap mellé cukros
vizet kaptak. A negyedik csoport (control) kontrolként szolgélt. Standard
ragcsalotakarmanyt és ivovizet kaptak a teljes kisérleti iddszak alatt. Az egerek
testtomegét a vizsgalati idészak alatt hetente regisztraltuk egy kalibralt mérleg

segitségével.
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1. kisérlet:

Harmadik kisérletiinkhdz hat-hetes néstény C57BL/6 egereket rendeltiink. Nyolc
hetes korukban az egereket két csoportba osztottuk, mely soran mindegyik csoportba 6t
egér keriilt. A csoportoknak ad libitum, korlatlan hozzaférése volt az egértapokhoz, illetve
a vizhez a 40 hetes kisérleti idoszak alatt. Az els6 csoportba (HF- high fat) 6t egér kertilt.
Itt az obesitas indukalasa volt a célunk, ezért magas, 30% zsirtartalmu tapot (SSNIFF) és
normal ivovizet kaptak. A masodik csoportban (CO-control) négy egér kontrolként
szolgalt. Az egerek standard, 10% zsirtartalmt ragesald takarmanyt (SSNIFF) kaptak

normal ivoviz mellett.

3.2 Onkéntes testmozgas bevezetése

1. kisérlet:

Harmadik kisérletiink soran az ad libitum magas zsirtartalm takarmannyal taplalt
egerek esetében obesitas indukalasa volt a célunk. Az egerek negyven hetes korukra
szignifikansan nehezebbek lettek a kontrolcsoporthoz képest és elérték a sulygyarapodas
platojat. Ekkor a diéta megvaltoztatasa nélkiil 8 héten keresztiil napi rendszerességii
testmozgést vezettlink be heti két pihendnap kozbeiktatasaval. Eszerint hétf6to] péntekig
mindkét csoport tagjai szamara naponta 40 percig rendelkezésre allt egy tavolsag és
sebességmérdvel felszerelt taposomalom. Az adott sportolasi idészakra elkiilonitettiik az
egyes egereket, hogy ne alakuljon ki kompetici6 a kerék hasznalata kdozben. Az egerek
aktivitasat egy jelen levo vizsgalo feliigyelte. A fizikai aktivitds onkéntes jellegli volt,
mivel nem motorizalt taposomalmot hasznaltunk. Ezalatt az idészak alatt semmilyen
0sztonzd ezkozt nem alkalmaztunk a fizikai aktivitas befolydsolasara. A vizsgalat soran
azt tapasztaltuk, hogy az adott iddszakra elkiilonitett egerek nagyobb teret kapva
aktivabba valtak, a taposdmalomban elt6ltott idoszakot pedig végig futassal toltotték. A
napi sporttevékenységiiket az egerek a nappali idészakban végezték. Minden egér
naponta megtett tavolsagat regisztraltuk. Az egerek testtomegét a vizsgalati id0szak alatt

hetente mértiik egy kalibralt mérleg segitségével.
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3.3 Nemlinearis mikroszképia (SHG, CARS)
3.3.1 Képalkotas

Projektiink soran kisérleteinkben a borkotdszovet, azon beliil is a kollagén, illetve a
zsirszovet és adipocitak vizsgalatat végeztiik SHG és CARS mikroszkopiaval.

Az in vivo méréseket megel6zéen az egerek hati szérét eltavolitottuk. Irodalmi
adatok alapjan ez elektromos borotvaval tortént. A szintén ajanlott széreltavolitd krém
hasznalatatol eltekintettiink, a rogzitett képeken esetlegesen megjelend nem specifikus
jelek kikiiszobolésére [142]. Az allatokon végzett nem invaziv beavatkozasokat, mint a
szértelenités €s in vivo nemlinearis mikroszkopias mérés, altatasban végeztiik. Az altatas
1,2%-o0s tribromoethanol (Avertin, Sigma Aldrich) oldat 0,23 ml/ 10g intraperitonealis
injekcio beadasaval tortént. Az elaltatott allatokat egy altalunk kialakitott specialis
rogzito sinbe helyeztiikk, mely az elmozdulas megakadalyozasat szolgalta (5. abra a.). A
rogzitésin a mikroszkép szamitogéppel vezérelt targylemeztartdjara volt felszerelve,
mely lehetdvé tette a precizids 1éptetést a mérések kozott. Az egér hatborére vizet
cseppentettiink, majd egy targylemezzel fedtiik le, mely a sinpar tetején fekiidt. igy a
vizsgalni kivant borfeliilet teljesen sikkd valt és kikiiszoboltiik a 1égzomozgasok altali
elmozdulast. Erre azért volt sziikség, mert a vizsgalni kivant borfeliilet konstans mozgasa,
vagy egyenetlensége esetén a szamitogép vezérelt objektivvel nem tudtuk volna a
meghatarozott ,,mélységben ” a képet felvenni a mozgasi miitermékek miatt. Az egér
hatara cseppentett viz a megfeleld torokozeget biztositotta a bor és a targyelemez kozott,
megeldzve az esetlegesen beszorult levegdzarvanyok zavard hatasat. A képalkotas soran
a targylemez tetejére is vizet cseppentettiink, mivel a felvételekhez egy vizimmerzios
objektivet hasznaltunk. In vivo SHG felvételeket négy alkalommal készitettiink az 1. és
II. kisérletek soran. Az elso felvételeket a kiilonb6zo6 diétak bevezetését kovetod 8. héten,
majd a tobbi felvételt a 16., 24, és 30., illetve a II. kisérletben a 32-ik héten készitettiik.
A TII. kisérletben ettél eltéréen két alkalommal késziilt in vivo SHG felvétel, el6szor a
sport bevezetése eldtt (BE- before exercise), majd 8 héttel késobb a kisérlet lezarasakor
(AE- after exercise). Az I-I1. kisérletek soran az SHG felvételek mindig ugyanazon a
borteriileten torténtek, majd innen az utols6 mérés utan 4mm-es punch biopsziat
végeztiink. Szovettani elemzés €és Osszehasonlitds a csoportok kozott igy csak a kisérlet
végén tortént. Ezzel szemben a III. kisérletben mind a sport bevezetése eldtt, mind pedig

a kisérlet végén tortént SHG mérés utan szdvettani mintavételre keriilt sor. Ebben a
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kisérletben az egerek hatanak jobb és bal oldalan mindkét oldalon a gerinct6l Smm-nyire
6 mm X 6 mm-es vizsgalati teriileteket (ROI region of interest) jeldltiink ki. A sport
bevezetése eldtt a bal oldali ROI teriiletén mértiik az SHG intenzitast, majd kozvetleniil
utana 6mm-es punch biopsziat végeztiink. A kisérlet lezarasakor a jobb oldali ROI
teriiletén jartunk el ugyanigy (5. ébra b.). Ebben a kisérletben el6tte- utana
Osszehasonlitast végeztiink, igy nem lehetett azonos teriileteken mérni, mivel a
hegképzddés mind az SHG, mind pedig a szdvettani vizsgalatot befolyasolta volna. A
kollagénszerkezet kvantitativ vizsgalatat az SHG intenzitas alapjan végeztiik. ImageJ
(NIH, USA) szoftver segitségével az SHG jelet integralt optikai denzitassa (IOD)
konvertaltuk. Az IOD a bor normal, keresztkotésektdl mentes, a glikaciotol és
degradaciotél megkimélt kollagénmennyiségével korreldl, igy alkalmas a
kollagénszerkezet valtozasainak kovetésére. Az adipocitdk vizsgalatit CARS
mikroszkdpiaval végeztik. A CARS technologia lipidek jeldlésmentes képalkotasara
alkalmas technoldgia. In vivo vizsgalhatoé vele példaul a keratinocitdk kozotti, a bor
barrierben fontos szerepet jatszo epidermalis lipidek ¢&s sejtkapcsold strukturdk.
Vizsgalatunkban azonban a bor legalso rétegének sejtjeire voltunk kivancsiak, melyek
leképzését in vivo nem tudtuk elvégezni a mélység miatt. Ahhoz, hogy a subcutan
zsirszovetig peneterald, j6 mindségli képalkotasra alkalmas l1ézernyaldbot hasznaljunk,
akkora energidra lett volna sziikség, ami mar komoly szovetkarositd hatassal birt volna.
Emiatt a CARS méréseket ex vivo végeztiik az SHG mérések utan eltavolitott punch
biopszias, teljes vastagsagt borhengereken. Ezeknél a méréseknél a bérhengereket az
epidermalis felszinnel lefelé rogzitettilk a mozgathato targylemeztartohoz. Az objektiv
felé¢ igy a subcutan zsirszoveti felszin esett, tehat ebben az esetben ,,alulrdl” tortént a

képalkotas a korabbiaknak megfeleld modon.

5. abra: a: Altatott egér a mikroszkép objektiv alatt a rogzitésinben, fedélemezzel letakarva. b: A
testmozgas bevezetése elotti (BE, 0. hét) és utani (AE, 8. hét) ROI (region of interest)
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3.3.2 Technikai leiras

Kisérleteink sordn az MTA Wigner Fizikai Kutatokézpontjaban, Dr. Szipdcs
Roébert vezetésével fejlesztett kombindltan 2PAF, SHG és CARS képalkotasra is alkalmas
nemlinearis mikroszkdpids berendezést alkalmaztunk. Ez lehet6vé tette a vizsgalni kivant
strukturak jelolésmentes, azaz festés nélkiili, in vivo SHG és ex vivo CARS vizsgalatat
egyarant. Mint azt a bevezetésben is részleteztem, a nemlinearis mikroszkopia soran a
boérben talalhaté kiilonb6zé molekulak endogén kromoforként viselkednek a megfeleld
hullamhosszon torténd gerjesztés esetén. A gerjesztett molekuldk magasabb
energiaszintre keriilését kovetden az alacsonyabb energiaszintre torténd visszatérésiik
soran detektalhatd optikai jel keletkezik. A rendszer nem csak a hagyomanyos
mikroszképos képekhez hasonld kétdimenzids, hanem az egymads alatt kiilonb6zd
mélységekben felvett képek Osszeillesztésével 3D képalkotést is lehetdveé tett. A 3D
képeket egy Carl Zeiss Axio Examiner LSM 7 MP pasztazo kétfoton 1ézermikroszkop
(Carl Zeiss, Németorszag) segitségével rogzitettiik. A 1ézernyalabok fokuszalasat egy
20x-o0s vizimmerzios objektiv végezte (W-Plan — Apochromat 20x/1.0 DIC (UV) VIS-
IR, (Carl Zeiss, Németorszag), amely 0.6 x 0.6 mm?-es teriiletek leképzését tette lehetvé.
Ezzel az x és y tengelyeken ~0.5 um-es, mig a z tengelyen 1.5 um-es térbeli felbontast
tudtunk elérni. A 3D képgeneralashoz sziikséges optikai ,,szeletelést” az objektiv z-
tengely mentén torténd, szamitdgépesen vezérelt, precizids mozgatasa tette lehetéve. A
szeletek egymadsra halmozasat (,,z-stack” kép) a Carl Zeiss altal fejlesztett ZEN
szamitogépes szoftver végezte. Az optikai szeletelést in vivo SHG képalkotasnal az elsé
kisérletben 5 pm-enként 60 pm-es, a masodik és harmadik kisérlet soran 70 pm-es
mélységig végeztiik. Az ex vivo CARS méréseket az els6 kisérletben az SHG méréssel
azonos bedllitdssal végeztiik, a masodik kisérletben azonban a horizontalis felvételek
kozti intervallum itt 3 um volt 5 helyett. Az els6é kisérlet soran 1024x1024 pixeles
képfelbontast alkalmaztunk, mely sordn az egy pixelrdl torténd képalkotas (pixel dwell
time) 12.61 psec volt. Ezzel az 6sszes szelet felvételének ideje és 3D képpé alakitasa
nagyjabol 10 percet vett igénybe. Mivel minden egérrdl 5, de esetenként tobb felvétel is
késziilt, igy minimum 50 percet vett igénybe egy allat vizsgélata. A masodik és harmadik
kisérlet soran 512x512 pixeles felbontast és 6,3 usec-0s pixel dwell time-ot alkalmaztunk,
mivel igy a képalkotas ideje a felére csokkent. A leképzési teriilet 0.41 x 0.41 mm?-re

modosult, de az értékelhetdségét tekintve a képek mindsége szignifikdnsan nem romlott.
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Tekintettel arra, hogy az SHG felvételek in vivo, altatasban torténtek a kisérleti
allatokat kevésbé terheltiik és az altatds szovédményeinek lehetdségét csokkentettiik a
beallitasok megvaltozgatasaval. A kollagén SHG képalkotasahoz egy 796 nm-en
Ti:S  lézerfényforrast

(FemtoRose 100TUN NoTouch, R&D Ultrafast Lasers Ltd, Magyarorszag) (6. abra). Ez

lizemeld, hangolhatdé, femto- szekundumos hasznaltunk
20 mW-os teljesitmény mellett 190 femtoszekundumos impulzusokat generalt 76 MHz-
es ismétlési frekvenciaval. A kombinalt rendszer kiilonlegessége, hogy a FemtoRose 1ézer
egyben az adipocitdk CARS képalkotasahoz sziikséges pumpalo 1ézernyalab feladatat is
ellatta. A Stokes impulzusokat egy inherensen szinkronizalt, kétlépcsds itterbium
szaloptikas (Yb-fiber) erdsité egység (CARS Stokes Unit, R&D Ultrafast Lasers Ltd,
Magyarorszag) generalta 1028 nm-en. Az Yb-erdsit6 optikai impulzussiritéséért egy
racspar-kompresszor felelt. A pumpaldé és a Stokes nyalab térbeli atfedését és
szinkronizalasat, azaz idébeli atfedését, a FemtoCARS Laser Unit (R&D Ultrafast Lasers
Ltd, Magyarorszag) végezte (6. abra). Az Yb-er6sitd teljesitménye 10 mW volt, igy a

rendszer Osszteljesitménye 30 mW-kortil alakult.

FemtoRose 100 TUN No Touch /

Ti-Sapphire Laser
41\ :
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5
z BTN
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2 o
',.ékoi - _..__tu W,
s3 CARS Stokes Unit
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6. abra: Az SHG / CARS képalkotashoz hasznalt berendezés fobb egységei [31].
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A kollagén SHG és az adipocitak CARS jeleit két kiilon detektor fogadta, melyek
kozt egy dikromatikus tiikor osztotta el a nyalabot (LP555). A jel- zaj arany javitasaért
savatereszt6 sziir6k feleltek, amelyek a kollagén SHG jelének megfelelé ~ 398 nm, illetve
az adipocitak anti-Stokes jelének megfelelé ~ 649 nm hullamhosszusagu jeleket engedték
at. Az utobbi hullamhossz a telitett zsirsavak -CH. csoportjainak szimmetrikus

vegyértékrezgés rezonancidjanak felel meg a mi rendszeriinkben.

3.4 Szovettani vizsgalatok

A szovettani mintavételekre a korabbi in vivo mérésekkel azonos teriiletekr6l kertilt sor a

kisérletek soran.

l. —II. kisérlet:

Mivel a fent leirtak szerint a CARS mérések ex vivo szovetmintakon torténtek, igy azt
kovetéen a 4 mm atméréju korkéssel, vagy masnéven punch biopszids ezkdzzel
eltavolitott teljes vastagsagu szovethengert 4%-os pufferolt formalinban fixaltuk. A teljes
vastagsag ezesetben a bérre vonatkozik, miszerint az epidermistél lefelé haladva, a
zsirszovetet is magdba foglaldan, egészen az izom fascidig terjedt a mintavétel. A
szovethengerek ezt kovetden paraffinba torténd beagyazasra keriiltek, majd ezekbdl 4-
um vastagsagli metszetek késziiltek. A metszeteken hematoxylin-eosin, illetve Weigert
van Gieson festéseket alkalmaztunk. Utobbit a kollagén szerkezeti eltéréseinek pontosabb
vizsgalatara készitettilk. A dermis vastagsagat és az adipocitak méretét a van Gieson
festésii metszeteken elemeztiik Digimizer Image Analysis Software (Ostend, Belgium)
program segitségével. A dermis vastagsagat a subcutan zsirszovet epidermis basalis
sejtrétegétdl szamitott tavolsdggal hatdroztuk meg. Az elsé kisérletben a zsirsejtek
teriiletét, a masodik kisérletben pedig a keriiletét vetettiik 6ssze. Minden egér metszete
esetében 2 latotérrol késziilt digitalisan értékelhetd 100x nagyitasu fotd. Latoterenkeént 15
kiilonb6z6 helyen mértiikk a dermis vastagsagat, valamint 20 adipocitat értékeltiink. A

diagramokon ezek atlagait és szorasait dbrazoltuk.
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1. kisérlet:

A harmadik kiséret soran, ahogy azt a fentiekben részleteztiik, a fizikai aktivitas
bevezetése el6tt a 0. héten, illetve a kisérlet befejezésekor a 8. héten is tortént in vivo SHG
mérés. Eltéroen az elozo kisérletektol, mind a két mérést kovetOen szdvettani
mintavételre kertilt sor az in vivo méréssel azonos borteriiletekbél. Azért, hogy az elsé
mintavétel utani hegképzddés ne befolyasolja a késobbi in vivo SHG, illetve szovettani
értékeléseket a biopsziakat az el6z0 fejezetben részletezett, kiilon erre a célra kijelolt 6 x
6 mm-es borteriiletekrél (ROI- region os interest) végeztilk az egér hati borfelszinének
jobb és bal oldalair6l (5. abra b. ). A szértelenitést és mintavételt itt is 1,2%-0s Avertinnel
torténd altatdsban végeztiik. A mintavétel egy 6 mm atmérdjii punch biopszids eszkozzel
tortént. Mivel az egerek az els6 mintavételt kdvetéen életben maradtak, a sebeiket
Betadine-oldattal kezeltiik a per secundam sebgyogyulas eldsegitésére. Ez jellemzben par
nap alatt bekovetkezett, feliilfert6zodést, illetve egyéb szovédményt nem észleltiink. Az
eltavolitott teljes bérvastagsagh szovethengereket 4%-os pufferolt formalinban fixaltuk,
majd paraffinba dgyaztuk. A blokkokbol 4-um vastagsdgii metszetek késziiltek. Az
elkésziilt metszeteket eltérden az el6zd kisérletektdl nem fényképeztiik, hanem egy
Panoramic Sacanner (3D Histech, Magyarorszag) segitségével teljes egészében
szkenneltiik. Ez lehetdséget adott arra, hogy az egész metszetet értékelhessiik, mely a
korabbiakban hasznalt 100x nagyitassal 6t latoteret adott ki. A metszeteken kollagén
specifikus Weigert van Gieson festést alkalmaztunk. A dermis vastagsagat a dermo-
epidermalis junkcio és a dermis- subcutan zsirszovet kozotti junkcio atlagos tavolsagaval
jellemeztiik. A subcutan zsirszovet vastagsagat ehhez hasonléan a dermis- subcutan
zsirszovet kozotti junkcid, illetve a panniculus carnosus kozotti atlagos tavolsaggal irtuk
le, tovabba meghataroztuk az egyes zsirsejtek atmérdjét is. Ebben a kisérletben a dermis
vastagsaggal jellemzett kollagén mennyiségi elemzése mellett szin dekonvolicios
technikaval a kollagén mindségi elemzésére is objektiv szovettani értékelést
alkalmaztunk [143, 144]. Utobbi soran digitalis képelemzé szoftverrel specialis szlird
segitségével kiemelhetd a van Gieson festett képekbdl a kollagénre jellemzd szin, tovabba
egyidejlileg minimalisra csokkenthetd a zaj ardnya. Ezt kovetden a korabbi fejezetben
leirtak szerint integralt optikai denzitds meghatarozas segitségével objektivizalhatd a

kollagénszerkezet siirlisége.
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3.5 Statisztikai elemzések

l. kisérlet:

Az elso kisérlet sordn a vizsgalt csoportok alacsony egyedszama miatt nem tudtunk
megbizhatd statisztikai probakat alkalmazni. Szemléltetésképp az abrdkon a vizsgalt
paraméterek, mint testtomeg, SHG intenzitasok, dermis vastagsag és adipocita méret
szamtani atlagait hasonlitottuk Ossze.

. —I11. kisérlet:

A masodik kisérlet abrain a mért értékek szamtani atlagait tlintettiik fel. A hibasav a
standard deviaciot (SD) jelzi. Az abrak elkészitéséhez Origin Pro (OriginLab, USA),
MedCalc (MedCalc, Belgium) és Prism (GraphPad, USA) statisztikai programokat
hasznaltunk. A csoportokon beliili normal eloszlast Shapiro-Wilks teszt segitségével
igazoltuk. A csoportokon beliili 6sszehasonlitasokra egyutas varianciaanalizist (one-way
ANOVA), illetve két faktor, az id6 és a diéta, egyidejii figyelembevételekor kétutas
varianciaanalizist ( two-way repeated measures ANOVA) alkalmaztunk. A kapott
eredményeket Tukey post hoc- teszttel validaltuk. Az értékelés sordn a P <0.05 —értéket

tekintettiik szignifikansnak.

3.6 Etikai hattér

A projekt engedélyezése iranti kérelmiinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsagahoz, illetve a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-
biztonsagi, Novény €s Talajvédelmi FOosztalydhoz adtuk be a hatalyos jogszabalyoknak
megfelelden.

Kisérleti tevékenységiink alapkutatdsnak felelt meg, igy ennek megfelelden az
engedély megkérése soran rovid tudomanyos hattérrel megalapozott célkitlizéseinket és
a teveékenység sordn alkalmazott modszereket kérelmiinkben részleteztiik. Az etikai
engedély elbiralasdnal alapveté szempont, hogy az érvényben levé magyar, illetve
Eurdpai Unios torvényi rendeleteknek megfelelden jarjanak el a kutatok (40/2013 (11.14.)
Kormanyrendelet 45. §). A legfébb alapvetés, hogy a projekt soran alkalmazott kisérleti
allatoknak a lehet6 legkevesebb szenvedést kelljen eltlirniiik. Az altalunk végzett
kisérletsorozat a 63/2010/EU Iranyelv VIII. mellékletében meghatarozott szempontok
alapjan ,,enyhe” stlyossagi kategoridba torténd besoroldst nyert. Ezt tigy értiik el, hogy

csak olyan eljarasokat alkalmaztunk, amelyek soran az allatot csak rovid ideig tarté enyhe
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fajdalom, illetve szenvedés érte. llyenek voltak példaul a gépi szortelenités, az altatasban
végzett in vivo nemlinedris mikroszkopia, illetve a szintén altatasban végzett szovettani
mintavétel. Az altalunk végzett eljarasok soran az allat jolléte vagy altalanos allapota nem
romlott szamottevden, mivel a valasztott Avertin oldattal torténd altatdsi mod irodalmi
adatok alapjan kiméletesnek és biztonsagosnak szamit, ugyanis igen csekély a tulaltatas
veszélye. A leginvazivabb eljaras a punch biopsia volt, melynek sebei azonban minden
esetben szovodmény nélkiil gyogyultak par nap alatt. Tovabbi alapvetd feltétel, hogy az
alkalmazott allatok szdmat racionalizalni és a lehet legkisebb mértékig csokkenteni kell.
Természetesen a kisérletek sikerességének feltétele a statisztikai értékeléshez
minimalisan sziikséges egyedszam. A fenti szempontok alapjan terveztilk meg a vizsgalt
egércsoportok  létszamat, az esetleges jarulékos veszteségek lehetdségének
figyelembevételével. Az alkalmazott egyedszam lehetdvé tette az egerek ,.kényelmes”
tartasat, mivel nem kellett kihasznalnunk a ketrecek maximalis befogadoképességeit. Az
egerek minden jogszabalynak megfeleld elhelyezése, tartasa és gondozasa a Semmelweis
Egyetem, Elméleti Orvostudomanyi Kozpont miikddési engedéllyel rendelkezd
(PEI/001/1548-3/2014) allathazaban tortént. Az allathdz XXI. szazadi szinvonala
allattechnologiai eszkozokkel rendelkezik, steril (SPF) és konvencionalis térbdl all.
Kisérleti allataink a konvencionalis térben keriiltek elhelyezésre. Az allatok élettani
igényeiknek megfeleld egyenletes kornyezeti tényezok (hOmérséklet, paratartalom,
légnyomas) kozt éltek. Az allatok Eurostandard II.L polikarbonat ketrecben keriiltek
elhelyezésre, melynek alapteriilete 530 cm2. A ketrec kapacitasa 5-9 egér, fedéracsa
Onetetd kosarral és palackos Onitatoval volt felszerelve. A vizsgalatok alatt maximum 5
egeér keriilt egy ketrecbe. Kornyezetgazdagitas céljabol papirhengereket €s fa tipliket
helyeztiink a ketrecekbe. Az egerek folyamatos tap és vizellatasa, valamint ketreceik
tisztantartdsa és a higiénikus lakohely biztositott volt az allathdzi gondozok altal. A
projekt soran alkalmazott kisérletben az allatok egy része a specialis takarmanyozas miatt
egyedi tartast igényelt. Emellett a kaloria restrikcion tartott ob/ob knock-out allatokat
egyesével tartottuk, a takarmany pontos adagolasa érdekében. A kiilonb6z6 diétdkon
kivill egyéb specialis gondozast nem alkalmaztunk. Az allathazban tortént tovabba az
allatok altatasa, szOrtelenitése, sulymérése, futtatasa, szovettani mintavétele, majd a
projekt lezarasa utan az allatok eutandzidja. Az allatok eutanaziaja a kisérlet lezarasakor

tulaltatassal tortént, 150 mg/kg natrium barbiturdt (Sigma-Aldrich) i.p. injekcid
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beadasaval. Az in vivo nemlinearis mikroszkopiaval tortént mérések az MTA Wigner
Fizikai Kutatokozpontban torténtek. Az allatok széllitdsa az arra alkalmas,
kisallatkereskedésben kaphato, ragesalo szallitodobozban tortént. A vizsgalat koriilbeliil
45-60 percet vett igénybe, mely id6 alatt az allatok nem éreztek fajdalmat.

A projekt tervezése soran a 40/2013- 11.14. kormanyrendeletnek megfeleléen
jartunk el, igy a Pest Megyei Kormanyhivatal a kisérletek elvégzésére jogositd hatosagi

engedélyt PEI 001/800-6/2015- tigyiratszammal ellatva megadta.
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4. Eredmények

4.1 Testsuly valtozasa
l. kisérlet:

A kisérlet kezdetekor az egerek 8 hetesek voltak. Ebben az életkorukban az egerek
mar kozelitik az azonos nemu és torzst kifejlett kisérleti allatokra jellemz6 atlagsulyt.
Ennek megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a kiilonboz6 diétak bevezetés pillanataban mar
jelent6és sulykiilonbség volt a kontrol és az ob/ob csoportok kozott (control: 24.63g,
ob/ob-CRD: 37.76g, ob/ob-ND: 40.239). A kisérleti periodus végére a kontrol csoportban
csak kisfoku sulygyarapodast észleltiink, az egerek atlagos sulya az adott torzs atlagos
stlytartomanyaba esett (30.10g). A 0. héten bevezetett kaloériamegszoritas hatasara az
ob/ob-CRD csoportban tovabbi sulyndvekedés nem kovetkezett be, a kisérleti periodus
végén sulyuk nem tért el szamottevéen a kontrolcsoporttdl (28.43g). Az ad libitum
takarmanyhozzaféréssel tartott, nem di¢tazo, ob/ob-ND csoportban azonban egy gyors
iitemi sulygyarapodast fiegyeltiink meg. A 0. héten sulyuk megegyezett az ob/ob-CRD
csoportéval. 8 hét utdn azonban a masik két csoporthoz képest megkétszerezddott, majd
a kisérlet végére sulyuk majdnem megharomszorozddott a masik két csoporthoz képest

(84.560). (7.4bra)

—— control
—&— ob/ob - CRD
90 - —&— ob/ob - ND

weight (g)

10 — T r T - T - T 1 T T T T T 1

weeks

7. 4bra A diagram az egerek siilyvaltozasat mutatja be a kisérleti idészak alatt. Az Y tengelyen a suly
(weight) van feltiintetve gramm mértékegységben, az X tengelyen pedig a kisérleti hetek (weeks). A
kontrol (control), kalériamegszoritasban részesiilé ob/ob egerek (ob/ob-CRD, calorie restricted diet)
és az ad libitum taplalt ob/ob egerek (ob/ob-ND, no diet) valtozasait és atlagos silyait
vonaldiagramok jelolik.
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1. kisérlet:

A kisérlet kezdetekor az egerek 6 hetesek voltak. A kiilonb6z6 diétak bevezetése
pillanataban a csoportok atlagos teststilyaban nem volt kiilonbség. A 8-ik vizsgalati héten
még nem volt szignifikdns kiilonbség a csoportok atlagai kozott, de ekkorra mar
mindegyik egyed elérte a kifejlett példanyra jellemz6 atlagos stlyt (control: 23.154+2.04g,
HFru: 21.9+1.32g, HFat:24.7+1.69, HFHF:22.95+1.19g). (8. abra)

——control
50 4 —®—HFru
]| —&—HFat

T ,L\ i
45 || —¥—HFHF % *
40 Y It
|

. t /I//’“-vf
S 351 *
%30- /'ZE_/ t :
2] T | ] LA
;25- %:.4%;::%7
20-_
-

8. abra A diagram az egerek sulyvaltozasat mutatja be a kisérleti id6szak alatt. Az Y tengelyen a siily
(weight) van feltiintetve gramm mértékegységben, az X tengelyen pedig a kisérleti hetek (week). A
kontrol (control), magas zsirtartalmu diétat kapo (HFat- high hat diet), magas zsirtartalmu és
fruktéz tartalmu ivovizet kapo (HFHF- high fat high fructose diet) és a normal tap mellett fruktéz
tartalmu ivovizet kapé (HFru- high fructose) csoportok atlagos sulyait vonaldiagramok jelolik. A
statisztikai szignifikanciat (p<0.05) kétutas ANOVA teszttel hatiroztuk meg: *p<0.05
osszehasonlitva a kontrollal, #p<0.05 ésszehasonlitva a HFat csoporttal, +p<0.05 6sszehasonlitva a
HFru csoporttal, $p<0,05 dsszehasonlitva az azonos csoport 8-ik heti atlagaval. A hibasav a standard
deviaciot mutatja (SD).

A statisztikai 0sszehasonlitasokhoz azoknak a heteknek az adatait hasznaltuk fel,
amelyeken SHG méréseket is végeztiink. A magas zsirtartalma diétaval taplalt HFat
csoport (35.85+5.3g) és a magas zsirtartalma diéta mellett frukt6zos vizet kapo HFHF
csoport (31.4+4.4g9) a 16-ik héten mar szignifikans sulykiilonbséget mutatott a
kontrolcsoporthoz (26.4+2.619) képet. Az emlitett két csoport kozott nem volt kiilonbség,
viszont a sajat 8-ik heti eredményeikhez képest mar szignifikdns sulyndvekedés
mutatkozott. A normal tap mellett fruktozos vizet kapé HFru csoport (24.22+1.3g) 4tlaga

nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontrolcsoporthoz képest. A HFru csoport
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értékei végig kovették a kontrolcsoportét. A 24-ik héttél a HFat (42.97+3.17g) és HFHF
csoport (39.23+£3.69) atlagai szétvaltak, végig a HFat csoportban mértiink magasabb
sulyokat, de koztiik statisztikai kiilonbséget nem talaltunk. A 24-ik héten az emlitett
csoportok atlagai a kontrol (26.42+2.08g) mellett a HFru csoport (27.2+0.89) atlagatol is
szignifikansan eltértek. A 32-ik hétre a HFat (43+3.79) és HFHF (38.6+5.23g) csoportok
atlagai mar nem mutattak tovabbi novekedést, mind a kontrol (27.35+1.87g), mind pedig
a HFru (28.33+2.29) csoportokétol szignifikansan eltértek. A 24 és 32-ik heteken a HFru
¢s kontrolcsoport atagai a sajat 8-ik heti eredményeikhez képest szignifikans emelkedést
mutattak, de a standard C57/BL6 egerek felndttkori atlagos stilyahoz képest nem mutattak

jelentOs eltérést. (8. abra)

1. kisérlet:

A kisérlet kezdetekor a vizsgalt magas zsirtartalmu tappal etetett (HF- high fat diet:
44,92+5.579) és a normal tapot kapo kontrol (CO- control: 28.17+1.369) csoportok kozott
szignifikans stlykiilonbség volt. A 0-ik héten, az 6nkéntes testmozgés bevezetésekor az

egerek 40 hetesek voltak.

a b
* *
55 -
——CO g o #
50 - 0,20 —*—HF # #
45 4 ./'\I/u-_i
40 = 0,15 ./
2 =3
w35 [
=) 2 I
2 30 £ 010
j b
25 - —T '\0__,__—%——_4,__-———4"———4»
20 0,05
T 2 — — — —— —
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week week

0. 4dbra a: A diagram az egerek stlyvaltozisat mutatja be a kisérleti idészak alatt. Az Y tengelyen a
suly (weight) van feltiintetve gramm mértékegységben, az X tengelyen pedig a kisérleti hetek (week).
A Kkontrol (CO) és a magas zsirtartalmu diétat kapé (HF- high hat diet) csoportok atlagos sulyait és
azok valtozasait vonaldiagramok jelolik. A statisztikai szignifikanciat (p<0.05) kétutas ANOVA
teszttel hataroztuk meg:. # P<0.05 a kontrollal 6sszehasonlitva; * P<0.05 azonos csoporton beliil az
els6 héthez hasonlitva. b: A diagram az egerek altal, az adott hét napjain, megtett atlagos tavolsiagot
mutatja be a kisérleti idészak alatt. Az Y tengelyen a tiavolsag (distance) van feltiintetve kilométer
mértékegységben, az X tengelyen pedig a kisérleti hetek (week). A statisztikai szignifikanciat (p<0.05)
kétutas ANOVA teszttel hataroztuk meg: # P<0.05 a kontrollal ésszehasonlitva; * P<0.05 azonos
csoporton beliil az els6 héthez hasonlitva.
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Az 5-ik héten a HF csoportban (37.58+5.3g) a kezdeti stlyukhoz képest mar
szignifikans stlycsokkenést észleltiik, mely a kisérlet végéig folytatodott. A kontrol
csoport sulya az egész kisérleti idoszak alatt stagnalt, szignifikans eltérést nem mutatott
egyik héten sem. A vonaldiagramon lathatd, hogy a két csoport értékei hétrol hétre
kozelitettek egymashoz. A 8-ik héten a HF csoport (31.1+1.66Q) atlaga tovabbra is
meghaladta a kontrolcsoportét (27.57+1.65¢g), de a szignifikans kiilonbség eltlint. Az
Onkéntes testmozgas soran hetente megtett atlagos tavolsdgokat szintén vonaldiagramon
szemléltettiik. A 3-ik héttdl kezdve szignifikansan nagyobb tavolsagot regisztraltunk a
kontrol csoport esetén a HF csoporthoz képest. Itt forditott tendenciat lattunk, miszerint
a kontrol egerek tettek meg hétr6l hétre nagyobb tavolsagot (1. hét: 0.0756+0.08km, 8.
hét: 0.0766+0.078km). A HF csoport értékei a kisérleti idoszak alatt érdemben nem
valtoztak (1. hét: 0.166+0.41km, 8. hét: 0.092+0.026km). (9. abra)

4.2 SHG és CARS mérések
l. kisérlet:

A vizsgalati periddus soran négy alkalommal végeztiink in vivo SHG méréseket. A

kisérlet kezdetekor az egerek 8 hetesek voltak, a kisérlet el6tt minden egyed ad libitum

taplalkozott.
I control
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10. 4bra Az oszlopdiagram az egerek SHG intenzitas értékeit Abrazoljak a kisérleti id6szak alatt
végzett négy in vivo mérés idopontjaban. Az Y tengelyen az integralt SHG intenzitas szerepel
szazalékos eloszlas szerint. A szemléltetés soran a kontrolcsoporthoz viszonyitottunk, igy az egyes
idépontokban kontrolcsoport értékei jelentik a 100%-ot. Az x tengelyen a kisérleti heteket
tiintettiik fel (weeks). A kontrol (control), kalériamegszoritasban részesiilé ob/ob egerek (ob/ob-
CRD, calorie restricted diet) és az ad libitum taplalt ob/ob egerek (ob/ob-ND, no diet) értékeit az
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Az elsé mérésre a kisérlet 8-ik hetén keriilt sor, mire az egerek kifejlett példanyokka
valtak. Az ob/ob-ND ¢és ob/ob-CRD csoportokban ekkor mar alacsonyabb SHG
intenzitast detektaltunk a kontrolhoz képest. A 16. és 24-ik héten az ob/ob csoportok SHG
intenzitasa nem valtozott szamottevOen a kontrollhoz viszonyitva. (10. abra)

A 30-ik héten, amikorra az ob/ob-ND csoport egerei majdhogynem
megharomszoroztak a sulyukat, mar jelentés SHG intenzitas beli kiilonbség mutatkozott
a kontrollhoz viszonyitva az utobbi javara. Az ob/ob-CRD csoportban, ahol a
kaloriarestrikcionak kdészonhetden sulygyarapodds nem kovetkezett be, a kontrollhoz

képest valtozatlan SHG intenzitast talaltunk. (10, 11. abra)

control ob/ob — CRD ob/ob - ND

week 8

week 16

week 24

week 30

11. abra: Az abrin a kontrol (control), kalériamegszoritisban részesiilé ob/ob egerek (ob/ob-CRD,
calorie restricted diet) és az ad libitum taplalt ob/ob egerek (ob/ob-ND, no diet) kiilonb6z6
idépontokban rogzitett in vivo 3D SHG képeit abrazoljuk. A 30-ik héten jol lathaté az ob/ob-ND egér
kollagén struktiira romlasara utalé csokkent SHG jel (zold szin fekete hattérrel).
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control

ob/ob — ND

12. abra Az abran a kontrol (control) és az ad libitum taplalt ob/ob egerek (ob/ob-ND, no diet) 30-ik
héten rogzitett in vivo 3D SHG és ex vivo 3D CARS képeit abrazoljuk. Jol lathaté az ob/ob-ND egér
kollagén struktira romlasara utalé csokkent SHG jel (zold szin fehér hattérrel) mellett a
megnovekedett zsirsejteket abrazold, azokat kirajzolo CARS jel (piros szin fehér hattérrel).

Az 1. kisérlet végén, a 30-ik héten az egerek terminalasat kovetden a korabbi SHG
felvételeknek megfeleld hatbori régiokbol szovettani mintavételre keriilt sor. A
formalinos fixalast megel6zéen ex vivo CARS méréseket végeztik az ob/ob-ND és
kontrol csoportokon. A 3D CARS képeken jol tudtuk szemléltetni az adipocitak jelentds
méretnovekedését a kontrolhoz képest. Az SHG jel csokkenésével parhuzamosan a

detektalt CARS jel nétt, és a zsirsejtek morfologiaja azonosithato volt. (12. abra)

1. kisérlet:

A masodik kisérlet soran is négy iddpontban késziilt in vivo SHG felvétel a négy
kiilonb6z6 egércsoportrol. A kisérlet kezdetekor az egerek 6 hetesek voltak, a kisérlet
soran minden egyed ad libitum taplalkozott a mar emlitett kiilonboz6 diétak bevezetését
kovetden. Az elsé in vivo SHG mérésre a kisérlet 8-ik hetén keriilt sor, mire az egerek

kifejlett példanyokka valtak.
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13. 4bra A: Csoportonként egy egér 3D SHG képe a kiilonb6zé mérési idépontok alkalmaval.. B: Az
oszlopdiagramok az egyes mérési idépontokban detektilt SHG intenzitasok integralt optikai
denzitasat szemléltetik. A statisztikai értékelést kétutas ANOVA-val végeztiik: *p <0.05 a kontrolhoz
képest, # p <0.05 a HFat csoporthoz képest, §p<0.05 azonos csoport 8-ik heti eredményéhez képest,
+p<0.05 azonos csoport 16-ik heti eredményéhez képest, ip<0,05 azonos csoport 24-ik heti
eredményéhez képest.
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Az értékelés soran a kontrolhoz képest mindegyik csoportban szignifikans SHG
intenzitas csokkenést talaltunk. Meg kell azonban jegyezniink, hogy a mérés idépontjaban
tobb egér a szOrnOovekedési ciklus anagén fazisaban volt, ami rontotta a képek
értékelhetdségét. Emiatt az eredményeket fenntartasokkal kezeltiikk. A tovabbi mérési
idopontokban konstansan szignifikdns csokkent SHG jelet észleltink a kiilonb6z6
diétakon 1év6 csoportokban a kontrolcsoporthoz viszonyitva, mely megerdsitette a
kollagénszerkezet romlasanak tényét. Utobbi alol az egyetlen kivételt a HFru csoport 16-
ik heti eredményénél taldltuk. A HFru csoport esetében észleltiik a kontrolhoz
viszonyitott legkisebb csokkenés. A kisérlet végére, a 32-ik héten a HFat csoportban
szignifikansan alacsonyabb SHG intenzitast mértiink a HFru és HFHF csoportokhoz
képest is. A HFHF csoportban a kisérlet soran szintén csokkend tendenciat lattunk, de a
kisérlet végén a HFat csoportban mértekhez magasabb SHG intenzitast mutattak. A 3D
SHG képeken a kontrol egerekben szabalyosnak imponald, rostgazdag
kollagénszerkezetet lattunk a kiilonboz0 mérés idopontokban. A HFHF és HFat
csoportokban nagyobb fokl kollagéndegradaciot észleltiink a sulyndvekedéssel

parhuzamosan, mig a HFru csoportban ez mérsékeltebb volt. (13. abra)

control (28.7 g) HFru (25.8 g) HFat (46.3 g) HFHF (43.0 g)

14. abra A képeken a 32-ik heti ex vivo CARS mérés soran rogzittet képek lathatéak, melyeken jol
lathato a zsirsejtek jelentés méretnovekedése e HFat és HFHF csoportokban.

Ebben a kisérletben szintén elvégeztiik az utols6 SHG méréseket kovetden a 32-ik
héten végzett biopsziakbol a zsirszovet ex vivo CARS vizsgalatat. A mintavétel itt is
megegyezett a kordbbi SHG mérések sordn vizsgalt hati borteriiletekkel. A kiillonb6zo
csoportok kozott itt is jelentds eltéréseket lattunk. A HF és HFHF csoportokban
jelentdsen megnovekedett zsirsejteket talaltunk a kontrol és a HFru csoportokhoz képet.

Utobbi kettd kozott azonban nem talaltunk szignifikans eltérést. (14. abra)
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1. kisérlet:

Ebben a kisérletben eltéréen az el6z6 kett6tdl csak két alkalommal tortént in vivo
SHG mérés. El6szor a testmozgas bevezetése elott (BE-before exercise), a 0-ik kisérleti
héten, majd masodik alkalommal a kisérlet terminalisakor (AE-after exercise). Mivel itt
is 8 hét telt el a két mérési idopont kozott, a korabbi kisérletekkel megegyezden, igy az

eredmények 0sszevethetok a korabbiakkal.
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15. abra a: A képek a testmozgas megkezdése el6tti (BE) és utani (AE) SHG intenzitisokat mutatjak
be a vizsgalt csoportok egy-egy egerén. A bal oldali képeken egy szelet lathato a Z-stackbol, mig a
jobb oldaliakon a 3D rekonstrukciot mutatjuk be. b: Az oszlopdiagramon az SHG intenzitas értékei
szerepelnek integralt optikai denzitisuk atlagai szerint. A statisztikai értékelést kétutas ANOVA
teszttel végeztiik. A szignifikans (p<0.05) eltéréseket az oszlopok felett abrazoltuk. c: A vizsgalt
egerek sematikus rajza, melyen a testmozgas el6tti (BE, week 0) és utani (AE, week 8) SHG mérésekre
és szovettani mintavételre kijelolt vizsgalati régiokat (ROI region of interest) szemléltetjiik.
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A kisérlet kezdetekor szignifikans sulykiilonbség volt a két egércsoport kozott. A
magas zsirtartalmi diétan 1évé HF csoportban szignifikdnsan alacsonyabb SHG
intenzitast mértiink a kontrol CO csoporthoz képest. Az elsé mérés utan egybdl biopsziat
végeztiink az egér hatanak egyik oldalan kijelolt vizsgalati régiobol. A nyolc hetes
Onkéntes testmozgas hatdsara a HF egerek sulya szignifikdnsan csokkent és ezzel egyiitt
az SHG intenzitasuk szignifikansan novekedett. A terminalas el6tt végzett masodik mérés
soran mar nem talaltunk kiilonbséget a két csoport SHG eredményei kozott. Szintén nem
volt kiilonbség a kontrolcsoporton beliil a két idopontban végzett mérések
eredményeiben. A masodik mérés utan az ellenoldali vizsgalati régiobol is megtdrtént a

szovettani mintavétel. (15. abra)

4.3 Szovettani értékelés

l. kisérlet:

Az els6 kisérlet szovettani értékelését a 30-ik héten vett punch biopszids mintakon
végeztiik. A kollagénspecifikus van Gieson festéseken Osszehasonlitottuk a csoportok
kotészoveti szerkezetét. A kontrolcsoportban, az egy-egy helyen észlelt technikai
miterméken kiviil, szabalyosan rendez6dd kollagén rostokat figyeltiink meg. Az ob/ob-
CRD csoportban (dermis: 176,22 pm, adipocita: 1712.35 pm?) nem taldltunk lényegi
eltérést a kontrol dermis vastagsagahoz (210,42um) és zsirsejtméreteihez képest (1429.12
um?). Ezzel szemben az ob/ob-ND csoportban a szignifikdns salyndvekedés
kovetkeztében lényegesen nagyobb zsirsejtméretet (3678,06 pm?) és jelentSsen
vékonyabb dermis vastagsagot mértiink (115,2 um). A kollagénszerkezet nagyfoku
toredezettsége kollagéndegradaciora utalt. (16, 17. abra)

control
ob/ob — ND

16. abra: Az abran a WvG festett képeken egy kontrol (control) és egy ad libitum taplalt ob/ob egér
(ob/ob —-ND) metszetét lathatjuk. Megfigyelhetok a kollagénszerkezetbeli kiilonbségek, tovabba az
ob/ob egérben lathaté zsirsejtméret novekedés.
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17. abra: A bal oldali oszlopdiagramon a kontrol (control) és ad libitum taplalt ob/ob egerek (ob/ob
—ND) zsirsejtméreteit vetjiik ossze. A jobb oldali oszlopdiagramon a kontrol (control) és ad libitum
taplalt ob/ob egerek (ob/ob —ND) irha vastagsagat hasonlitjuk 6ssze.

1. kisérlet:

A masodik kisérlet szovettani értékelését a 32-ik héten vett punch biopszias mintdkon
végeztiik. Kollagénspecifikus van Gieson festéseken hasonlitottuk 6ssze a csoportok

kotoszoveti szerkezetét. (19. abra)
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18. abra: A bal oldali oszlopdiagramon a kontrol (control), HFru, HFat és HFHF csoportok irha
vastagsagat hasonlitjuk 6ssze. A jobb oldali oszlopdiagramon a csoportok zsirsejtméreteit vetjiik
ossze. A statisztikat egyutas ANOVA-val végeztiik: *p <0.05 a kontrollal 6sszehasonlitva, #p<0.05 a
HFat csoporttal 6sszehasonlitva. A hibasavok a standard deviaciot mutatjak.

A kontrolcsoportban szabdlyosan rendezddd rostokat, tomott kollagénszerkezetet
figyeltiink meg. Ezzel szemben a tobbi csoportban egyértelmi kollagéndegradéaciéra
utalo toredezettséget, szabalytalan lefutasu kollagénrostokat talaltunk. A dermis szemmel
lathatéan elvékonyodott a HFat csoportban (control: 155.38420.34 um, HFru:
136.14+22.18 um, HFat:120.15+27.54 um, HFHF:149.83+6.24 um). A HFat és HFHF

csoportokban talaltuk a legnagyobb zsirsejtméret novekedést, melyek szignifikansan
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nagyobbak voltak a kontrolhoz képest (control: 143.74+15.13 pum, HFru: 155.17+37.8
um, HFat:229.84+35.78 pum, HFHF:213.58+42.19 um). A HFru csoportban nem
észleltiink nagyfoku dermis vékonyodast, de a kollagénszerkezet romlésa itt is lathato
volt. Ugyanebben a csoportban a zsirsejtek sem ndttek meg szignifikansan a kontrolhoz
képest, mely nem volt meglepd, mivel a stlyuk sem tért el szignifikansan a
kontrolcsoportétol. A HFru csoport adipocitai tovabba szignifikansan kisebbek voltak,

mint a HFat csoport zsirsejtjei. (18, 19. abra)

control high fructose

N& Y s ;m u;n ;

R / 100 ym

19. abra Az 4bran a WvG festett képeken egy kontrol (control), HFru, HFat és HFHF csoportban
1évé egér metszetét lathatjuk. Megfigyelhetok a Kkollagénszerkezetbeli és zsirsejtméretbeli
kiilonbségek.

1. kisérlet:

A harmadik kisérlet soran az in vivo SHG méréshez hasonldan a kisérleti periddus
kezdetekor és termindldsakor is tortént szovettani elemzés a fentiekben részletezett
teriiletekrdl vett mintdkon. Kezdetben a HF csoportban elvékonyodott dermist lattunk
(HF BE: 131.944+35.8 um, CO BE: 165.73+7.65 pum), mely azonban az alkalmazott

statisztikai probaval nem mutatott szignifikanciat. Mivel azonban a van Gieson festett
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képeken a kollagénszerkezet jelentds toredezettségét észleltiik, ebben a kisérletben egy 1j
értékelési eljarast is bevezettiink, mely a kollagénszerkezet denzitasat vizsgalva
objektiven igazolta a szignifikdns mindségbeli kiilonbséget a kontrolcsoporthoz képest
(HF BE: 42.57+13.71, CO BE: 62.01+8.55). Emellett a kezdeti vizsgalat soran
szignifikdnsan nagyobb zsirsejteket (HF BE: 80.45+11.68 um, CO BE: 50.12+6.57 um)
¢s subcutan zsirréteget (HF BE: 371.3+121.5 um, CO BE: 117.46+44.04 pum) talaltunk a
HF csoportban. (20, 21. abra)

20. abra: Az abran a WvG festett képeken a testmozgas megkezdése elétti (BE) és utani (AE)
allapotot mutatjuk meg egy- egy kontrol (CO) és magas zsirtartalmi diétan tartott (HF) egér
metszetén. A testmozgds megkezdése elott az elhizott egerekben (HF BE) szakadozott
kollagénszerkezetet (fekete nyilhegy), elvékonyodott irhat és jelent6s zsirsejtméret és zsirszovet
kiszélesedést lattunk.

A 8 hetes Onkéntes testmozgast kovetden ismételt szOvettani vizsgalatot
végeztiink. A van Gieson képeken a HF csoportban Iényegesen kompaktabb
kollagénszerkezetet talaltunk. (20. abra) A kezdetihez képest a dermis itt mar
statisztikailag kimutathatéan is szignifikdnsan vastagabb volt. A testmozgas utani

értékelésnél a dermis vastagsaga mar nem kiilonbozott 1ényegesen a kontrolcsoportétol
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(HF AE: 210.96+25.82 um, CO AE: 216.03+34.39 um). A kvalitativ kollagén denzitas

mérésénél ugyanezt figyelhettilk meg (HF AE: 63.47+8.45, CO AE: 72.24+11.66).
Ezekkel parhuzamosan a zsirszovet vastagsaga (HF AE: 215.32+90.09 um, CO

AE: 153.7+£34.31 um) és a zsirsejtek méretei (HF AE: 46.67+4.12 um, CO AE: 45.32+6.6

um) szignifikansan csokkentek a HF csoportban és a kontrolhoz képest mar nem mutattak

szignifikans kiilonbséget. (21. abra)
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21. abra: Az oszlopdiagramokon a testmozgas megkezdése elétti (BE) és utani (AE) irha vastagsagot
(b), kollagén denzitast (c), bor alatti zsirszovet (SAT) vastagsagot és zsirsejtméreteket (e) abrazoltuk
a testmozgas elotti (BE, week 0) és utani (AE, week 8) idépontokban. A statisztikai értékelést kétutas
ANOVA teszttel végeztiik. A szignifikans (p<0.05) eltéréseket az oszlopok felett Abrazoltuk.
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5. Megbeszélés

A talzott szénhidrat és zsirdus tdpanyagfogyasztas, tovabba a mozgasszegény ¢életmod
miatt az elhizas, metabolikus szindréma és 2-es tipusu diabetes incidenciaja vilagszerte
novekszik [1-3]. A vezetd haldlokok hatterében 1év6 idegrendszeri és cardiovascularis
kovetkezmények mellett a borgydgyaszati szovodmények eléforduldsa is gyakoribba
valik [4, 5]. A legsulyosabb terapiarezisztens also végtagi fekélyek, borfertézések és
jelentdsen romld sebgyogyulasi hajlam mellett szamos viszonylag veszélytelen, de
jelentés kozmetikai problémat okozd borelvaltozast lathatunk [6-9]. Ezek hattérben az
immundeficientia, neuropathia, micro- és macroangiopathia mellett a lokalisan az
epidermisben, dermisben €s subcutisban lezajlé molekularis valtozasok allnak. A magas
szoveti gliikozszint miatt a proteinek, mint példaul a kollagén, glikacidja mehet végbe a
glikacios végtermékek felszaporodasa mellett [12]. Emellett azonban manifesztalodo
diabetes nélkiil, pusztdn a subcutan zsirszovet felszaporoddsa sordan indukal6do
gyulladasos mechanizmusok altal is elindul az extracellularis remodeling [13, 14, 18-20].
A bor szerkezeti és patologiai vizsgdlatdra szolgalo, legszélesebb korben elterjedt és
elfogadott eljaras a szovettani mintavétel. A viszonylag alacsony kockdzat ¢s magas
haszon miatt indokolt esetben elvégzése elengedhetetlen. Ugyanakkor, ha egy
borbetegség kapcsan csak kiegészitd informaciokra van sziikségiink a bor szerkezetét
illetéen, vagy statusrogzitést, utankovetést, esetleg egyszerre tobb régié mikroszkopikus
felbontasu vizsgalatat tervezziik, akkor megfelelé alternativat jelenthetnek az in vivo,
jelolés nelkiil alkalmazhato, non-invaziv képalkoto eljarasok. Az egyik ilyen eljaras a
nemlinearis mikroszkopia, mely mar a klinikai diagnosztikaban is elérhetd. Az ,,optikai
biopszia”, szdmos elénye miatt, egy igen dinamikusan fejlédé tudomany és mara mar
iparag is [24, 145-148]. Kutatocsoportunk egy konzorciumi projekt keretében részt vett
egy hazai fejlesztésii in vivo képalkotasra alkalmas, multidiszciplinarisan felhasznalhato,
TPEF, SHG ¢és CARS technikdkat kombinal6 berendezés fejlesztésében. Ennek kapcsan
a fent mar emlitett, utobbi években intenziven kutatott, kotdszoveti remodelinget
vizsgaltuk emberi és allati mintakon kiilonb6zd kisérleti felallasokban. A disszertacioban
részletezett kisérletsorozat elsddleges célja az elhizas €s a testmozgas altali sulycsokkenés
bér kotészovetre gyakorolt hatasainak vizsgalata volt in  vivo nemlinearis

mikroszkopiaval, kiilonbozd egérmodelleken.
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A kisérletsorozat elsd, hosszu tavu vizsgalatdban a technikai beallitdsok hangolasa
mellett az elhiz6 ob/ob egerek bdérében lezajlo szerkezeti valtozasok karakterizalasa volt
a célunk [30]. A kollagénszerkezetet in vivo SHG technikaval a zsirszovetet pedig ex vivo
CARS technikaval vizsgaltuk. Utobbinal az eredeti célkitlizés szintén az in Vivo
képalkotas volt, mely sordn azonban technikai akadalyba titkoztiink. Masik kisérleti
felallasban sikeresen abrazoltuk az epidermalis lipideket in vivo is, de az alkalmazott
beallitasok mellett a 1ézer mélybe torténd penetracidja nem volt elégséges a subcutan
zsirszovet latdtérbe hozasdhoz. A 1ézerfényforras teljesitményének novelésével
elérhetové valik a kivant mélység leképzése, de ez mar a szovetek termikus karosodasaval
jar. Biztonsagtechnikai szempontok alapjan emiatt csak ex vivo CARS vizsgalatot
végeztiink a kisérlet végén eltdvolitott szovettani mintdkon. Ezzel egyiitt is sikertilt
demonstralnunk az elhizdsra jellemzd borkotdszoveti valtozdsokat az elhizott ob/ob
egereken. lrodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy az SHG intenzitas egyenesen
aranyos a bdrben levo egészséges, glikaciotol, keresztkotésektol, degradaciotdl mentes
kollagénnel. Az in vivo SHG merések soran mar az els6 mérést6l fogva konstansan
alacsonyabb értéket mértiink az obes csoportban a kontrolhoz képest. A kisérlet végén
kollagénspecifikus festéssel jeldlt szovettani mintdkkal validaltuk eredményeinket.
Megallapitottuk, hogy az in vivo SHG mérés megfelelden szenzitiv a kollagénszerkezet
eltéréseinek vizsgalataban, €s mar a korai kéarosodasok értékelésére is alkalmas.
Vizsgalatunkban az SHG intenzitas és a dermis vastagsaga forditott aranyban valtozott a
testsulyhoz viszonyitva, mivel mindkét paraméter esetében csokkenést lattunk a sovany
egerek értékeihez képest. Ezzel szemben, a vartaknak megfelelden, a zsirsejtek mérete a
stllyal egyiitt novekedett. A szintén ob/ob torzsii, de kaloriamegszoritassal tartott egerek
esetében nem lattunk dramai eltérést a kontrolokhoz képest. Ez megerdsitette
felvetésiinket, miszerint elsddlegesen az ¢életmod, nem pedig a genetikai hattér felel az
elhizasért és annak kovetkezményeiért. Mivel a kisérlet soran az alacsony csoportonkénti
egyedszam miatt nem tudtuk adekvat statisztikai probakkal —aldtamasztani
észrevételeinket, igy a kisérlet leginkdbb a képalkotoeljards hasznalhatosagat és
képességeit demonstralja. Mivel az SHG technikat stabilnak és mindségi képek
felvételére alkalmasnak taldltuk, igy arra kovetkeztettiink, hogy a kozeljovOben az
alapkutatas mellett klinikai diagnosztikara is alkalmassa valhat. A kisérlet soran abszolut

elénye volt, hogy non-invaziv médon, az egerek ledlése nélkiil tette lehetdvé a dermis
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eltéréseinek kovetését. Az alkalmazott CARS rendszer technikai korlatait a jovo
fejlesztései fogjdk megoldani. Irodalmi adatok alapjan az alacsonyabb ismétlési
sebességli 1ézerforrasok alkalmazasa, a gerjeszto 1ézer hullamhosszanak novelése, vagy a
harmadik harmonikus keltés bevezetése jelentheti [149, 150].

Masodik kisérletiinkben magas zsir-, magas zsir és frukt6z-, magas fruktoz- és
standard kaloria tartalmu diétdkon tartott vad tipusu egerek kollagénszerkezetét és
zsirsejtjeit vizsgaltuk hasonlé modon, mint az elsé kisérletben [31]. A magas zsirtartalmu
tappal az obesitas indukalasa volt a célunk [138]. A magas zsirtartalmu tappal egyiitt adott
fruktdzos ivovizzel a szénhidrat és zsirdus taplalkozast kivantuk modellezni. A normal
tap mellett fruktozos ivovizet kapd egerek esetében a konstansan magas vércukorszintet
szerettilk volna elérni, mely a glikacios folyamatok beindulasaért felel [140, 141]. A
subcutan zsirszovetben beinduld gyulladdsos reakciok mellett ez a masik kiemelt
jelentéségli folyamat mely a kotészovetek homeosztazisat befolyasolhatja. A glikacio egy
spontan, nem enzimatikus uton végbemeno reakcid. A redukald cukrok karbonil csoportja
¢s a hosszu-¢letli fehérjék, mint példaul a kollagén, szabad aminocsoportjai kdzotti kotés.
Tartésan magas cukorkoncentrdciok mellett a folyamat eszkaldcioja a glikacios
végtermékek (advenced glycation end products- AGEs) felszaporodasahoz vezet [15]. A
természetes Oregedés folyaman fiziologiasan is megjelennek az AGE-ok, de diabetesben
ez szignifikansan felgyorsul és szerepet jatszik a szovodmények kialakitasaban [151]. A
bbérben a proinflammatorikus ttvonalat erdsitik, a keratinocitakat és fibroblastok
antiproliferativ és proapoptotikus irdnyba terelik, kollagén glikaciot, keresztkotések
kialakulasat okozzak és az 0ij szabalyos kollagén felépitését hatraltatjak [12]. Tobb, a
borben felszaporodo, AGE, mint a pentozidin, pirrolin, N-carboximetil-lizin endogén
kromoforként viselkedik, igy autofluoreszcencidjuk nemlinearis mikroszkopiaval
mérhet6. Ugyanakkor az AGE-ok csak egy része mérhet6 ezzel a modszerrel, mivel egyes
aminosavakkal, mint példaul a triptofan, atfedést mutat a gerjesztési spektrumuk [79].
Ennek ellenére mérésiik ma mar klinikailag is alkalmas a cardiovascularis kockazat
felbecslésére [15]. Mivel az elhizas és diabetes kovetkeztében 1étrejové borkotészoveti
valtozasok molekularis biologiai hatterét mar részletesen leirtak, azt a célt tiiztiik ki, hogy
ezeket in vivo is demonstraljuk nemlinearis mikroszkopiaval. A kiilonb6z6 diétakon
tartott egerek kozott mar 12 hét elteltével szignifikdns sulykiilonbséget talaltunk. A
legnagyobb sulygyarapodast a HFat csoportban észleltiik, de nem sokkal maradt el téle a
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HFHF csoport sem. Erdekes modon a magas fruktéz tartalmu vizzel itatott egerek nem
mutattak szignifikdns sulygyarapodast a kontrolcsoporthoz képest. Annak hatterében,
hogy a HFHF csoport stilya elmaradt a HFat-tdl, illetve, hogy a HFru csoport nem hizott
meg, azt feltételeztiik, hogy a cukros viz jollakottsag érzést kelthetett és csokkentette az
egerek étvagyat. Masik kisérleti felallasban sem sikeriilt kutatoknak magas gliikkoz
tartalmt diétaval obesitast elérni [137], igy arra kovetkeztethetiink, hogy az elhizashoz
feltétlentil sziikség van viszonylag magasaranyu zsirbevitelre is. A HFat csoport kozel
megkétszerezte a sulyat a kontrolhoz képest és ezzel egyiitt az SHG értéke is
szignifikansan alacsonyabb volt. A kisérlet végén ex vivo CARS technikat alkalmaztunk,
mely a zsirsejtek kifejezett novekedését mutatta. A szdvettani elemzés megerdsitette
észleléseinket, miszerint szignifikdnsan vékonyabb dermist és nagyobb zsirsejteket
lattunk az elhizott egerekben. A HFHF csoportban, hasonléan a HFat-hez, szignifikansan
nagyobb sulynovekedést és SHG intenzitas csokkenést talaltunk a kontrolhoz képest. Az
adipocita novekedést CARS technikéval is demonstraltuk. Eredményeinket a szovettani
elemzés itt is megerdsitette. Ugyanakkor minden érték tekintetében alulmaradtak a HFat
csoporthoz képest. A HFru csoportban ezekkel ellentétben nem volt szignifikans suly,
illetve zsirsejtméret novekedés. Az SHG intenzitas azonban ezzel egyiitt is csokkent. Bar
a szovettani vizsgalatkor szignifikans dermis elvékonyodast nem lattunk, a szakadozott
kollagénszerkezet a kotdszoveti karosodast megerésitette. Feltételezésiink szerint ebben
a csoportban a masik kett6tdl eltérden, leginkabb a glikacio allhat az eltérések hatterében.
A méréseink soran azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az altalunk hasznalt berendezés
alkalmas az obesitashoz ¢s szoveti glikdciohoz kapcsolodd kollagéneltérések korai
észlelésére. Szenzitivitasa és specificitasa akar in vivo Klinikai diagnosztikara is
alkalmassa teszi. Ugyanakkor a rendszer korlatait is megtapasztaltuk, mivel az intenziv
szérndvekedési fazisokban rosszabb mindségii jelet lattunk. Emellett a CARS technikat
tovabbra is csak ex vivo tudtuk alkalmazni a zsirszéveti mélység leképzésére. Raadasul
mivel két 1ézerfényforras 6sszehangolt miikodésén alapul a rendszer, igy az eléfordulo
teljesitményingadozasok is befolyasolhatjak a képalkotas mindségét. Az egereken végzett
kisérleteink célja hosszabb tdvon az, hogy egy klinikai diagnosztikaban is alkalmazhatd,
betegagy melletti, kézben tarthato vizsgalofejjel rendelkezd eszk6zz¢é valjon a jelenlegi
Yb- szallézer alapt rendszeriink [29]. Korabban obes egerek visceralis zsirszovetének

vizsgélataval eldrevetitették, hogy a CARS, TPEF és SHG technikak hatékonyan
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kiegészithetik a biokémiai vizsgdlatokat az adipocitdk funkcidinak tanulméanyozéasakor
[152]. Karsten Konig és munkatarsai pedig mar in vivo vizsgaltak egészséges és beteg
human bérmintakat a sajat kombinalt TPEF/ CARS rendszeriikkel. A subcutan rétegek
latotérbe hozasa korabban nekik sem sikertiilt, de eredményesen észlelték az epidermalis
lipid barrier defektusokat [23]. Eddig viszonylag kevés, nagy elemszamu, klinikai
vizsgalatot végeztek kombinalt TPEF, SHG és CARS késziilékekkel. Ugyanakkor ezek
szama novekszik, mivel egy dinamikusan fejlodo €s igéretes képalkotasi modszerrdl van
sz6 [153].

A harmadik hosszu tavu vizsgalatunk soran mar definitiv obesitasban szenvedd, magas
zsirtartalmu diétaval taplalt egereket vizsgaltunk azonos kort és nemi, de normal
teststilyu kontrolallatokkal dsszevetve. A kiilonb6z6 tapokkal etetett egércsoportoknal 8
hetes Onkéntes testmozgast vezettiink be. Célunk a bor kollagénszerkezetének vizsgalata
és kovetése volt a 8 hetes testmozgassal toltott idoszak el6tt és utan. Ismert, hogy a fizikai
aktivitas csokkenti az obesitas, metabolikus szindroma és diabetes szovédményeinek
kockazatat [72, 154]. Ezt tobb allatkisérlettel is alatamasztottak, de meg kell jegyezniink,
hogy gyakran fiatal allatokat vizsgaltak, holott val6jaban ezek a korképek inkabb idésebb
korban okoznak problémat [155]. Kawanishi és mtsai. bizonyitottak, hogy a 16 héten
keresztiil, napi 60 percig alkalmazott futdopados testmozgas szignifikansan csokkentette a
neutrofilek és makrofagok szamat, tovabba az MCP-1, TNF-alfa, IL-6 ¢és IL-8
gyulladdsos citokinek szintjét a magas zsirtartamt diétan tartott egerek visceralis
zsirszovetében [11]. A korabbiakban targyaltak szerint, a subcutan szirszoveti
proinflammatorikus folyamatok fontos szerepet jatszanak a kotdszoveti atépiilésben ¢€s
ezaltal a borgyogyaszati kovetkezmények kialakuldsaban. Zhang és mtsai. ezt egér
modellen is bizonyitottdk, mivel elhizott C57BL/6 hatteri egerek esetében
kifekélyesedéssel jaro borelvaltozasok magasabb eléfordulasat figyelték meg. A magas
zsirtartalmu diéta hatdsara stimulal6do és borbe vandorlé CD11+ makrofagok fokozott
IL-1B és IL-18 termelése hatterében az epidermalis zsirsavkotd fehérje fokozott
kifejez6dését véleményezték [18]. Kisérletiink soran, nem figyeltiink meg hasonlo
ulcerativ folyamatokat, melyet azonban a kisérleti felallas kiilonbozdsége is magyarazhat.
Az idézett kisérletben 60% zsirtartalmt tapot kaptak az egerek és 9 honapig tarott a
megfigyelésiik. A kisérlet soran genetikailag modositott egértdrzset is alkalmaztak, de a

spontan fekélyképzodés a vad tipust obes egereken is eléfordult. Ezzel szemben mi csak
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30% zsirtartalmt tapot adtunk 8 honapig, majd onkéntes testmozgast vezettiink be, mely
megakadalyozhatta a bdrelvaltozasok kialakuldsat a proinflammatorikus folyamatok
csOkkentése révén. Ezt a feltevést alatamaszthatja az a kisérlet is, mely szerint 18
honapos, azaz idésnek mondhat6 Balb/C egerek esetében napi 30 perc fizikai aktivitas
hatasara gyorsult sebgyogyulasi hajlamot talaltak [156]. Ugyanezt bizonyitottak 22 hetes,
tehat fiatal, de magas zsirtartalmt diétaval taplalt egerek esetében is [157]. Tovabbi
érdekes irodalmi adat, hogy 22 honapos C57BL/6 egerek esetében 33 napon keresztiil
alkalmazott, napi egy oras testmozgas hatasara az MCP-1 és IL-6 gyulladasos citokinek
szintje csokkent és emellett a bérszerkezetiik mindsége javult. A dermis kollagéntartama
megnoétt, az epidermisiik stratum spinosuma pedig kiszélesedett. A sport jotékony
hatasanak hatterében az AMP aktivalt protein kinaz dependens faktor felszabadulasat
véleményezték, mely az izombol szekretalodva lassithatja a bér dregedési folyamatait
[158].

A harmadik kisérletiink kezdetén a HF csoportban szignifikansan alacsonyabb in vivo
SHG intenzitast, tovabba szignifikdnsan nagyobb zsirsejteket és SAT vastagsagot
talaltunk. Ez megegyezett a korabbi kisérleteinkben latottakkal. Az obes egerek dermise
elvékonyodott, de ez nem mutatott szignifikanciat a kontrolhoz képest. Ugyanakkor a
latott szerkezeti eltérések kvantifikalasaként egy 1) modszer segitségével meghataroztuk
a WvG festett metszeteken lathatd kollagén denzitasat. Ezzel a kiértékeléssel
szignifikansan alacsonyabb értéket kaptunk a HF csoportban a kontrolhoz képest. A
fentiekben leirt irodalmi hattér alapjan azt vartuk, hogy az onkéntes sport hatasara a HF
csoportban latott eltérések javulast mutatnak. Mivel els6dlegesen a sport hatasara voltunk
kivancsiak, igy az egerek diétain nem valtoztattunk. Ezzel egyiitt is egy szignifikans
fogyast észleltiink a 8-ik hét végére. Amikor mar nem lattunk lényegi kiilonbséget az
egércsoportok atlagos sulyai kozott, ismételt SHG és szdvettani vizsgéalatot végeztiink. A
sport hatdsara a korabban obes egerek zsirsejtméretei csokkentek, kollagén denzitasuk és
SHG értékiik szignifikdnsan javult. A kontrolcsoporthoz képest egyik érékben sem
talaltunk mar érdemi eltérést. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a testmozgés hatdsara érdemi kotdszovetszerkezeti javulas kovetkezett

be, melyet sikeresen tudtunk in vivo SHG technikaval demonstralni [32].
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6. Kovetkeztetések

Kisérleteink eredményei alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

kisérlet:

Sikeresen alkalmaztuk sajat fejlesztésti, nemlinedris mikroszkopidra alkalmas
eszkoziinket in vivo SHG mérések kivitelezésére. Megallapitottuk, hogy az in vivo
SHG mérés megfelelden szenzitiv a kollagénszerkezet eltéréseinek vizsgalatara,
¢s mar a korai karosodasok értékelésére is alkalmas.

Az SHG technikat stabilnak és mindségi képek felvételére alkalmasnak talaltuk,
igy arra kovetkeztettiink, hogy a kozeljovoben az alapkutatas mellett klinikai
diagnosztikara is alkalmassé valhat.

A CARS rendszer nem volt alkalmas in vivo mérésekre, mivel a subcutan
zsirszovet latotérbe hozasat csak akkora energidval lehetne elérni, amely mar
szovetkarosodast okozna.

A kisérlet soran azonositani tudtuk az obesitasra jellemzé bérkotészoveti
valtozasokat. A genetikailag hizasra hajlamos egerekben kaldriamegszoritas
mellett nem észleltiink érdemi stlyndvekedést és kollagénkarosodast. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy elsddlegesen az életmod, nem pedig a genetikai hattér felelt

az elhizasért és annak kdvetkezményeiért.

kisérlet:

Ismét sikerrel alkalmaztuk az in vivo SHG technikat a kollagénszerkezet
eltéréseinek vizsgalatéra, és a korai karosodasok értékelésére. A CARS modszert
azonban tovabbra is csak ex vivo tudtuk alkalmazni.

HFat és HFHF diétakkal jelentds elhizast tudtunk indukalni vad tipust egereken,
mely megerdsitette az életmod szerepét az obesitas kialakuldsaban.

A legnagyobb sulygyarapodast a HFat csoportban észleltiik. Ehhez képest a
HFHF csoport testsulyatlagai alacsonyabbak voltak. A HFru csoport a
cukorbevitel ellenére nem hizott. Ezek hatterében a fruktéz tartalmu ivoviz

étvagycsokkentd hatasat feltételeztiik. Mivel irodalmi adatok alapjan, korabbi
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kisérletekben sem sikeriilt magas gliikkdz tartalmu diétaval obesitast indukalni,
arra kovetkeztethetlink, hogy az elhizashoz sziikséges a magasabb aranyu
zsirbevitel is.

A HFat és HFHF csoportokban az SHG jel csokkenés hatterében az obesitas
negativ hatasait véleményeztiik. A HFru csoportban érdemi suly €s zsirsejtméret
valtozas nélkiil is szignifikansan csokkent SHG jelet talaltunk. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a kollagénszerkezet romlasanak hatterében a glikacio6 is
fontos szerepet jatszhatott.

A méréseink soran azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az altalunk hasznalt
berendezés alkalmas az obesitashoz ¢s szoveti glikacidhoz kapcsolodo
kollagéneltérések korai észlelésére. Szenzitivitdsa és specificitdsa in Vvivo

diagnosztikéra alkalmassa teszi.

kisérlet:

A korabbi kisérleteinkkel megegyezden szignifikansan nagyobb zsirsejteket és
subcutan zsirszovetet, tovabba csokkent kollagén denzitast és SHG jelet talaltunk
in vivo és ex vivo egyarant. Ismét sikertilt kimutatni és kovetni a kollagénszerkezet
valtozasat in vivo SHG technikaval.

8 hetes Onkéntes testmozgds bevezetése utan szignifikdns stlycsokkenést
¢észleltiink az elhizott csoportban. Mivel a koradbban alkalmazott diétan nem
valtoztattunk, arra a kovetkezésre jutottunk, hogy a sportnak kiemelkedd szerepe
van a teststlykontrolban.

A sport hatisara a kordbban obes egerek zsirsejtméretei csokkentek, kollagén
denzitasuk és SHG értékiik szignifikdnsan javult. A kontrolcsoporthoz képest
egyik értékben sem talaltunk érdemi eltérést a 8 hetes kisérleti periodus végén. Az
irodalmi adatokkal 0Osszhangban, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
testmozgas hatasara a kotOszovet szerkezetében érdemi javulas kovetkezett be,
melyet sikeresen tudtunk in vivo SHG technikaval demonstralni.

Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy megfeleld
¢letmodvaltas esetén a bor nagy regenerativ potenciallal rendelkezik. Ezért sosem
kés6 a megfeleld testmozgas elkezdése, mely az obesitas és diabetes

bérgyodgyaszati, valamint atalanos szovédményeinek kockazatat is csokkenti.
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7. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben a nemlinearis mikroszkopia fejlédése olyan nem invaziv
képalkoté modszerek kifejlesztéséhez vezetett, mint a masod harmonikus keltés (SHG)
¢és a koherens anti-Stokes Raman szoras (CARS). Ezek a technikak lehetové teszik a bor
mélyebb rétegeinek nagy felbontasu képalkotasat endogén kromoforok, mint példaul a
kollagén ¢és elasztin  gerjesztésével, vagy a lipidek CH kotés rezgéseinek
vizualizacidjaval. Kutatocsoportunk egy konzorciumi projektben valdo kozremiikodés
soran részt vett egy hazai fejlesztésii, in vivo képalkotasra alkalmas, biztonsagos és
innovativ nemlinearis mikroszkop fejlesztésében [28, 29]. A ndvekvé incidencidju
elhizas, metabolikus szindroma ¢és  cukorbetegség sulyos borgyodgydszati
szOvOdményekhez, példaul kotdszoveti atépiiléshez, fekélyes bdrelvaltozdsokhoz és
sebgydgyulasi zavarokhoz vezethet. Kisérleteink soran az elhizas és a testmozgas altali
stlycsokkenés bor kotdszovetre gyakorolt hatasait vizsgalatuk in vivo nemlinearis
mikroszkdpiaval, egérmodelleken.

Nemlinearis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy az ad libitum taplalt ob / ob
mutans egerek gyors sulygyarapoddsa bor kotdszoveti karosodashoz, valamint a
zsirsejtek méretnovekedéséhez vezet [30]. Ezt koveten kiilonboz6 diétak hatasait
vizsgaltuk vad tipust egerek suly- és kovetkezményes bor kotdszoveti valtozasaival
kapcsolatban. Az egereket magas zsir-, magas fruktoz-, vagy magas zsir és fruktoz
tartalmu étrenden tartottuk. Az els6 kisérlethez hasonloan szoros Gsszefiiggést talaltunk
az egerek suly- ¢és zsirsejtnovekedése, valamint az ehhez kapcsolodd, kollagén
karosodasra utalo, in vivo SHG intenzitas csokkenése kozott [31].

A mozgasszegény ¢€letmod miatti sulyfelesleg csokkenthetd a fizikai aktivitas
novelésével. A testmozgas borszerkezetre gyakorolt hatdsanak kovetése soran vad tipust
elhizott egereket vizsgaltunk. A kisérlet soran taposémalomban végzett, napi
rendszerességii testmozgast vezettiink be a 2 honapos vizsgalati id6szak alatt. A vizsgalat
elején a kollagénszerkezet karosodasat nemlinearis mikroszkopidval bizonyitottuk, mely
szignifikdnsan javult a kisérleti idészak végére. In vivo nemlinearis mikroszkopia
segitségével bizonyitani tudtuk a bér kotészoveti karosodas reverzibilitasat, melyet a

testmozgas kedvez6 hatasanak tartottunk [32].
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8. Summary

In the last two decades, advances in nonlinear microscopy has led to the development
of noninvasive imaging methods, such as second harmonic generation (SHG) and
coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS). These techniques allow high-resolution
imaging of deeper layers of the skin by excitation of chromophores such as collagen and
elastin or visualization or CH bond resonance in lipids. Our research group participated
in a consortium where an innovative and safe device was developed, which is capable of
in vivo nonlinear imaging [28, 29]. Obesity related metabolic syndrome and diabetes lead
to severe dermatological complications such as connective tissue changes, ulcerative skin
lesions and delayed wound healing. For this reason, in our experiments we investigated
the effects of weight change on dermal collagen alterations and adipocyte enlargement in
murine models by in vivo nonlinear microscopy.

We demonstrated that rapid weight gain of ad libitum fed ob/ob mutant mice lead
to connective tissue impairment along with enlargement of the adipose tissue [30].
Furthermore, we aimed to mimic the effects of various diet types on weight and
consequential skin changes in wild type mice. Mice were kept on either a high-fat or a
high-fructose or a high-fat and high-fructose containing diet. Similarly, a strong
correlation was found between the body weight and adipocyte sizes. We saw that SHG
intensity of dermal collagen decreases considerably with weight gain [31].

Excess bodyweight due to sedentary lifestyle could be reduced by increasing one’s
physical activity. To investigate the effects of physical exercise on the skin structure, we
established an experimental setup in which high-fat fed wild type obese mice performed
voluntary exercise in a hamster wheel for two months. Impaired collagen structure,
revealed by nonlinear microscopy, improved significantly after physical activity was
introduced. Utilizing nonlinear microscopy, we could prove the reversibility of the
connective tissue deterioration as an advantage of physical exercise [32].
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