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3. Bevezetés

Testlinkben naponta tobb milliard elhalt sejt keriil eltakaritasra (efferocitozis). Az
efferocitozis része a normal szoveti homeosztazisnak, hiszen hozzajarul a szoveti
integritas fenntartasahoz, a fagocitalé makrofagok altal kibocsajtott molekulak révén az
elhalt sejtek utanpoétlasahoz, és a gyulladési program folyamatos gatlasdhoz is. Az
elhizdsra kronikus alacsony szintli gyulladas kialakuldsa jellemz6é a zsirszovetben,
melynek kivaltoé oka az, hogy az egyre ndvekvo, elsdsorban hasi zsirsejtek a tulzott lipid
terhelés hatasara apoptdzissal és nekrozissal elhalnak. Az elhal6 zsirsejtek kemotaktikus
¢s gyulladasos jelek kibocsajtasaval csontveldi eredetli makrofagokat hivnak be a
vérpalyabol gyulladast inditva. A zsirszoveti makrofagok az elhalt zsirsejtek eltakaritasa
soran az extracellularis vezikulumokba csomagolt lipideket is dtveszik. Ha a makrofagok
hosszitavon magas lipid mennyiségnek vannak kitéve, pro-inflammatorikus citokinek
termelése altal fokozzéak és fenntartjak a gyulladast, masrészt befolyasoljak az adipocitdk
adipokin termelését, mely egyiittesen csokkent inzulin érzékenységhez vezet (2-es tipust
diabétesz). A szétesd zsirsejtekbdl a makrofagok zsirtelitettsége esetén a zsir a
majszovetbe keriil (zsirmdj). Az elhizasban megemelkedik a vérben a szabad telitett
zsirsavak koncentracidja is, ami csokkenti a makrofagok efferocitézis képességét. Ez
fokozza az egész szervezetben a gyulladasos hajlamot, ami miatt az elhizas gyakran tarsul
egyéb kronikus gyulladdsos megbetegedésekkel, mint példaul az ateroszklerozis,
kronikus obstruktiv tiidObetegség, oszteoartritisz, periodontitisz, vagy elhtzodo
sebgyulladas. Disszertaciom elsdé részében a palmitat apoptotikus sejtek eltakaritasara
gyakorolt gatlo hatasat vizsgaltam.

A Mer tirozin-kindz egy a szoveti és az M2 makrofagok altal expresszalt
efferocitdzis receptor. Részt vehet a gyulladds gatlasdban és a lipidet tartalmazd
extracellularis vezikulak felvételében is, ily modon csokkentve a zsirsejtek zsirterhelését.
A feltételezésiink az volt, hogy a makrofag Mer védd szerepet tolt be a zsirszoveti
homeosztazis megtartasaban, igy disszertaciom masodik részében azt vizsgaltam, hogy a
Mer hidnya befolyasolja-e a metabolikus szindroma kialakuldsdt magas zsirtartalmi

étrenden tartott egerekben.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Az elhizas

Az elhizas olyan koréllapot, amelyben a felesleges zsir felhalmozodédsa a
szervezetben olyan mértékii, hogy egészségkarositod hatassal birhat (Lin és Li, 2021). A
klinikai gyakorlatban az elhizas mértékének meghatarozdsahoz leggyakrabban a
testtomegindexet (BMI-t) hasznéljadk mérészamként. A BMI az egyén testtomegének és
magassaganak aranyat mutatja. Kiszamitdsdhoz a kilogrammban megadott testtomeget
osztjuk a méterben mért magassag négyzetével (Piché és mtsai, 2020). Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) besorolasa szerint 25-29,9-ig terjed6 BMI tulstlyos, 30-39,9-ig
elhizott, 40 f616tt pedig sulyosan elhizott allapotot jelent (Nuttall, 2015). Az 1970-es évek
ota meredek emelkedés figyelhetdé meg az elhizott emberek szamaban. Napjainkban
jelenleg 650 milli6 felndttet, valamint 340 milli6é gyermeket és serdiildt érint vildgszerte
(Serensen és mtsai, 2022). 2019-es adatok szerint a elhizés el6fordulasa globalisan az 50-
65 év kozotti ndknél a legnagyobb. Eurdpat tekintve a lakossag 60%-a, a gyermekeket
tekintve 3-bol 1 tulsulyos vagy elhizott (Boutari és Mantzoros, 2022).

Bar az esetek tobbségében az elhizas kivaltd oka a tulzott energiabevitel és a
mozgasszegény ¢letmod, kiilonbozé mértékben genetikai, epigenetikai, csaladi tényezok
¢s a mikrobiom megvaltozasa is hozzajarulhatnak kialakuldsdhoz (Lin és Li, 2021). A
csaladi hattér kutatasa soran megfigyelték, hogy azoknal a személyeknél, akiknek a
csaladjaban el6fordult kordbban magas vérnyomads, elhizds, diabétesz vagy stroke
nagyobb eséllyel alakul ki elhizas vagy hiperlipidémia (van der Sande és mtsai 2001). A
genetikai hattér megértésében segitségiinkre lehetnek a teljes genomra kiterjedd
asszociacios vizsgalatok. Az elmult években tobb, mint 100 olyan gént fedeztek fel,
melyek kapcsolatba hozhatok a megemelkedett BMI-vel. Ezen gének nagy része olyan
kozponti idegrendszeri folyamatokat érint, amelyek az étvagy szabalyozasaval hozhatok
Osszefiiggésbe (Yeo, 2017). Tovabbi vizsgalatokban tobb, mint 300 olyan egy nukleotid-
polimorfizmust (SNP-t) fedeztek fel, amelyek szerepet jatszhatnak az elhizasra valo
hajlam kialakuldsdban. Azonban ezeknek a fenotipusra gyakorolt hatidsdnak és az
elhizasban betdltott szerepének az értelmezéséhez tovabbi kutatdsokra van sziikség
(Goodarzi, 2018). Az elhizassal Osszefliggésbe hozhatdé gének esetében nagyon fontos

szerepe van a gén-kornyezet interakcid tanulméanyozasanak is. Szdmos publikacid



elhizasra hajlamositd génekre hatassal van a kdrnyezet, az életmod és a kiilonbozo
gyogyszeres kezelések is (Reddon és mtsai, 2016). Mindez arra utal, hogy a testsuly

szabalyozasa genetikailag komplex, és szamos kérdés var még megvalaszolasra.

4.2. A zsirsejtek tipusai

A zsirsejteknek 3 tipusa van: fehér, bézs és barna adipocitak (Cero és mtsai, 2023).
A koztiik 1évo kiilonbség zsir metabolizmusukban, termogenikus kapacitasukban,
méretiikben, morfologidjukban, elhelyezkedésiikben, illetve kiilonb6zd funkcidjukban
mutatkozik meg. Testiink zsirszovetének nagy részét a fehér zsirszovet alkotja. A fehér
zsirszovet az energiat trigliceridek forméjdban tdrolja. Alacsony kaldriabevitelnél a
raktarozott zsir oxidacioja energiat biztosit a szervezet miikodéséhez. A fehér zsirszovet
szoros kapcsolat mutathatd ki a fehér zsirszovet tomegének a nodvekedése és az
inzulinrezisztencia, a kettes tipusu diabétesz és a magas vérnyomas kialakuldsdnak a
valoszinlisége kozott (Dufau és mtsai, 2021). A barna zsirszovet energetikailag aktivabb,
tobb mitokondriumot tartalmaz és hé forméjaban képes energiat felszabaditani alacsony
hémérsékletii koriilmények kozott (Ikeda és mtsai, 2018). Az adipocitak harmadik tipusa
a bézs adipocitak, amelyek a fehér adipocitdkbol jonnek létre termogenikus stimulélés
hatasara (Lizcarno, 2019). Ezt a folyamatot barnuldsnak nevezziik. Ez a folyamat
benne (lkeda és mtsai, 2018). A bézs adipocitdk a barna adipocitdkkal bizonyos
tulajdonagokban megegyeznek, mint példaul a szétkapcsold fehérje 1 (UCPI1)
kifejezddése, multilokularis lipid cseppek kialakulasa, vagy a magas mitokondrium szdm
(Altinova, 2022), azonban a lokéaciot, markereket, illetve a termogenikus

mechanizmusokat tekintve is szamos kiilonbséget mutatnak (An és mtsai, 2023) (1. dbra).
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1. dbra A fehér, barna és bézs adipocitak tulajdonsdagainak osszehasonlitasa (An és mtsai, 2023).
UCP1-szétkapcsold fehérje 1, WAT—fehér zsirszovet, BAT—barna zsirszovet, FGF2 1—fibroblaszt
novekedési faktor 21, IL-6—-interleukin 6, SLIT-résvezeto ligand

4.3. Hipertrofia kialakulasa a zsirszovetben

Az elhizast alapvetden a zsirszovet megnagyobbodésa jellemzi. A zsirszovet
tomege két mechanizmus altal ndvekedhet: hiperpldzia és hipertrofia. Hiperpldzia soran
a zsirsejtek szdma, mig hipertrofia soran a zsirsejtek mérete novekszik (Jo és mtsai, 2009).
Az eldbbi egészséges zsirraktarozast, mig az utobbi, elsdsorban a hasi zsirszovethez
kothetden, metabolikus szindromahoz vezetd zsirlerakddast eredményez. A hipertrofias
tipusu raktdrozasért részben a hasi zsirszovetben jobban kifejez6dd 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz aktivitast teszik felelossé (Lee €s mtsai, 2014). A hipertrofia folyamataban
szamos jelatviteli utvonal vesz részt, ezért ebben a fejezetben szeretnék néhanyat

bemutatni a fontosabb fehérjék és azok funkcidinak attekintésével.
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Az egyik ilyen Utvonal az inzulin jeltviteli Gtvonala. Az inzulin egy polipeptid
hormon, amelyet a hasnyalmirigy Langerhans szigeteinek -sejtjei termelik (Rahman és
mtsai, 2021). Az inzulin zsirszovet hipertrofidjat eldsegitd hatasa ugy érvényesiil, hogy
egyrészt gatolja a zsir lebontdsat (lipolizis), masrészt eldsegiti a zsirsavszintézist és
fokozza a zsir tarolasat a zsirszovetben (Zhang és mtsai, 2022) (Chakrabarti és mtsai,
2013). A lipolizisben fontos szerepet jatszik a hormonszenzitiv-lipaz, amely szabalyozza
a szabad zsirsavak ¢és glicerol keletkezéséhez vezeto triglicerid hidrolizist adipocitdkban
(Althaher, 2022). A lipolizis aktivalasa soran megné a ciklikus adenozin-monofoszfat
(cAMP) masodlagos hirvivé molekula szintje, amely eldsegiti a hormonszenzitiv lipaz
enzim foszforilaciojat, ezaltal az aktivacidjat. Az inzulin negativ szabalyoz6 hatdsa ugy
érvényesiil, hogy aktivalja a foszfodiészterdz 3B enzimet, amely cs6kkenti cAMP szintet.
Csokkent cAMP szint esetén nem lesz aktiv a hormonszenzitiv-lipaz, igy a lipolizis is

gatolt lesz (Jonsson és mtsai, 2019).

A hipertréfia kialakuldsaban fontosnak tartom kiemelni a perilipin 1 fehérjét is,
amely nagy mértékben expresszalodik az adipocitdkban és a lipidcseppek megkotésében,
valamint szintén a lipolizisben van szerepe (Desgrouas és mtsai, 2024). A perilipin 1
fehérjét foszforilacioval aktivalja a protein kindz A (Beylot és mtsai, 2012). Ez a
foszforilacié az inzulin jelatviteli Gtvonal aktivalodasanak hatisara elmarad, igy a
lipolizis gatolva lesz, amely szintén a lipid felhalmozodasat segiti a zsirsejtekben (Sohn

¢és mtsai, 2018; Jonsson €s mtsai, 2019).

A zsirszOvet hipertrofidjanak masik fontos szabéalyozdja a peroxiszoma
proliferator aktivalt receptor gamma (PPARy), amely egy sejtmagban taldlhato
transzkripcids faktor, és nélkiilozhetetlen az adipogenezisben, a lipid metabolizmusban,
a gyulladdsos folyamatok szabdlyozasdban ¢és az adipocitak metabolikus
homeosztazisanak fenntartdsdban. Mind a barna, mind a fehér zsirszovetben kifejezédik
(Feng ¢és mtsai, 2016; Aprile és mtsai, 2014). Szerepe olyannyira fontos, hogy
aktivitasanak csokkenésekor elhizas, inzulin rezisztencia és metabolikus szindroma
alakul ki (Muller és mtsai., 2003). A PPARy heterodimert alkot a retinoid X receptorral
¢s specifikus DNS szekvencidkhoz kapcsolodva képes szamos gén kifejezddését
szabalyozni, és fokozni azoknak a géneknek az expresszidjat, amelyek részt vesznek az
gének expresszidjanak a fokozasaval (pl. lipoprotein lipaz, CD36) eldsegiti az adipocitak

altali zsirsav felvételt és tarolast (Ahmadian €s mtsai, 2013).
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Az adipocitak fejlédésének fontos szabalyozoi a jeldtalakitd és transzkripcid
aktivator fehérjék (STAT-ok) is (Burrell, 2020). Az adipocitakban a STATI, 3, 5A, 5B ¢és
6 fehérje fejezddik ki. A 3T3-L1 egér preadipocitak adipocitakka torténd
differencialodéasa soran magas STAT 1, 5A ¢és 5B expresszio figyelhetdé meg (Zhao és
Stephens, 2013). A STAT fehérjéket a Janus kindzok altali foszforilaciéo aktivalja
kiilonbozd extracelluldris jelek (pl. citokinek, hormonok) hatdsdra. A STATS fehérje
foként a differenciacid korai szakaszdban vesz részt (Richard és Stephens, 2014). A
STATS olyan gének expressziojat fokozza, mint példaul az acil CoA oxidaz, zsirsav-
szintetdz, vagy az adiponektin, egy inzulinérzékenységet fokoz6 adipokin. A STAT1
fehérje a magas zsirtartalmu diéta esetében fontos, amikor az INFy szint megemelkedett.
Az INFy szint emelkedését a viscerdlis szirszovetbe migrald immunsejtek okozzak,
melynek hatdsdra a STAT1 jelatviteli utvonal aktivalodik és gatolja az adipocitdk
differencialodasat. A megnovekedett STAT3 fehérje expresszid szintén az adipogenezis
korai szakaszdban figyelhetd meg és az adipocitdk differencidlodasanak a mértékét
fokozza (White és Stephens, 2010). A STAT3 fontossagat bizonyitja az is, hogy adipocita
specifikus hianya egerekben fokozott testtdmeggel és fokozott adipocita mérettel hozhatd
Osszefiiggésbe (Wang és mtsai, 2009), ami azért alakul ki, mert az érett zsirsejtekben a

lipolizis pozitiv szabalyozdja.

A ndvekedési és differencidcios faktorok (GDF-ek) a transzformald ndvekedési
faktor-béta (TGFp) fehérjék csaladjaba tartoznak €s fontos szerepet toltenek be az
adipocitak funkcioiban és metabolizmusdban (Eddy és Trask, 2020). Szamos GDF
létezik, de azokat szeretném kiemelni, amelyek szerepe elengedhetetlen az adipocitak
miikddéséhez. A GDF-15 részt vesz az energia homeosztazis fenntartasdban, a testsuly
szabalyozéasaban, és hianyaban 2-es tipusu diabétesz alakul ki. Egy Diaz és munkatarsai
altal elvégzett kutatds a testtdmeg szabalyozdsiban betoltott szerepére vilagit ra.
Eredményeik alapjan a GDF-15 szintje a sejteket érd stressz soran né meg, ellenstilyozva
annak negativ hatdsait. Hidnyaban a zsirszovet tomegének a ndvekedése figyelheté meg
(Diaz és mtsai, 2020). A GDF-15 eldsegiti a makrofagok M2 antiinflammatorikus
polarizaciojat is a zsirszovetben, és fokozza az inzulin érzékenységet. GDF-15 hidnyos
egerekben fokozott vér gliikoz koncentracid és inzulinrezisztencia figyelhetd meg a
zsirszovet tomegének ndvekedése mellett (L’homme és mtsai, 2024). A GDF-5 az elhizas
elleni védelemben is résztvevd kritikus fehérje. Tulzott expresszidja sovany fenotipus

kialakulasdhoz vezet, véd a taplalkozas altal kivaltott elhizas kialakuldsaval szemben,

13



tobbek kozott a bézs adipocitak kifejlédésének indukcidjan keresztiil (Hinoi és mtsai,
2014). A GDF-3 a GDF-5-h6z hasonloan a zsirszovet homeosztazisanak fenntartasaért,
illetve az adipocitak energiaszabalyozasaért felelds. Lipidterhelés hatdsara a zsirtomeg
novekedését okozza a lipidtarolds fokozéasan keresztiil, ezért hidnyaban csokkent

zsirtdmeg novekedés figyelhetd meg (Andersson ¢és mtsai, 2008).

A zsirszovet hipertrofidjanak szabalyozodja a ndvekedési hormon is (Horwitz és
Birk, 2023). A novekedési hormon egy polipeptid, melyet az agyalapi mirigy termel
differencialodasat, viszont differencialt adipocitakban fokozza a lipolizist a

hormonszenzitiv lipaz aktivalasan keresztiil (Carrel és Allen, 2000).

A zsirszovet novekedésére hatd szignalok altal inditott jelpalydk egy része az
intracellularis cAMP szint szabalyozasaban vesz részt, mig masok az mTOR (emlds
rapamicin-célpont) miikodését befolyasoljak. Az mTOR egy protein kindz, amely két
nagy komplexbdl all: mTORC1 és mTORC2 (Saxton és Sabatini, 2017). Az mTOR
szamos folyamatban vesz részt, mint példaul a sejtek metabolizmusanak szabalyozasa, az
immunvalasz, az autofagia, a sejtek tulélése és proliferacioja. Az mTORC1 komplex 5
fehérjébdl, mig az mTORC2 komplex 6 fehérjébdl all (Lee és mtsai, 2017). Az adipocitak
esetében az mTOR részt vesz az adipogenezis, a lipid metabolizmus, a termogenezis
szabalyozéasaban, illetve az inzulinérzékenység fokozasdban (Ye ¢€s mtsai, 2019). Az
mTOR adipogenezisben betdltott esszencialis szerepét mutatja, hogy az mTOR
hianyéaban csokken a zsirszovet mennyisége €s a zsirsejtek mérete, tovabba képes fokozni
a fehér zsirszovet barnulasi folyamatat a PPARy expresszidjanak szabalyozéasan keresztiil
(Shan és mtsai, 2016). Az mTORCI1 a szterol szabalyozé elemhez kotddo fehérjéken
(SREBP-ken) keresztiil is képes kifejteni a hatisat, amelyek a zsirsav és triglicerid
szintézis szabalyozasaban résztvevd transzkripcids faktorok. Ezek a transzkripcios
faktorok a lipogenezisben résztvevd gének expresszigjat szabalyozzak. Gatlasuk szintén
csokkent adipocita méretet eredményez (Porstmann és mtsai, 2008). Ezen példak azt
mutatjak, hogy az mTOR elengedhetetlen az adipogenezisben €s az adipocitak lipid

metabolizmuséaban.
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4.4. Efferocitozis

Efferocitozis alatt az 0,5um-nél nagyobb részecskék felismerését és bekebelezését
értjiilk plazma membran eredetli vezikulumokba, amelyet fagoszomanak neveziink.
(Rosales ¢és Uribe-Querol, 2017). A szoveten beliili sejtszintli homeosztazis és a szovet
integritasdnak fenntartasaban fontos szerepet toltenek be az apoptozis és az efferocitozis
folyamatai. A sejttormelékek eltavolitdsa elengedhetetlen annak érdekében, hogy
elkeriiljiik a gyulladasos vélasz kialakulasat, illetve, hogy megel6zziik az autoimmunitasi
folyamatokat. Eppen ezért az apoptotikus sejtek nem megfeleld efferocitézisa nemcsak
gyulladas kialakulasdhoz vezet, hanem egyéb betegségek megjelenését is eldsegiti (Razi
¢s mitsai, 2023). Testlinkben a sejtek nagy részének a felszinén olyan molekuldk
talalhatok, amelyek normal éllapotban megakadalyozzak a sejtek magrofagok altali
bekebelezését (Khalaji és mtsai, 2023). Ezeket a molekuldkat ,ne egyél meg”
szigndloknak nevezziik. Ilyen molekuldk példaul a CD24, CD31, CDA47, f6
hisztokompatibilitdsi komplex I (MHCI), programozott halal ligand 1 (PD-L1) és a
szalicilsav. Ezen molekuldkat képesek felismerni a makrofagok felszinén talalhat6 olyan
receptorok, amelyek valaszul gatoljak az efferocitozis folyamatat (Cockram és mtsai,
2021). A sejtek elhalasanak kezdetén ezek a molekuldk eltinnek a sejtfelszinrdl, vagy
atrendezddnek, igy elkezdddhet fagocitézisuk folyamata. Az apoptotikus sejtek
felvételének folyamatat négy f6 Iépésben irhatjuk le: a makrofagok toborzasa, migracioja
bekebelezésre keriild sejtekhez; a bekebelezendd sejt felismerése; inernalizacios
folyamatok aktivalodasa; a fagoszoma kialakulasa, a fagoszoma érése fagolizoszomava
¢s a sejtek degradécioja (Uribe-Querol és Rosales, 2020). Mindezek szabalyozzak

egyuttal a fagocitak valaszat a sejtfelvételre (2. abra).

Az fagocitozis elsd 1épése a makrofagok migracidja a bekebelezendd sejtekhez
»talalj meg” szignalok hatdsara (Rashidfarrokhi, 2017; Kourtzelis és mtsai, 2020). A
»taldl] meg” szigndlok alatt olyan molekulakat értiink, amelyek normal fiziologias
koriilmények kozott intracellularisan taldlhatéak meg. Ilyen molekuldk példaul a
nukletodikok, mint az adenozin-trifoszfat (ATP), uridin-trifoszfat (UTP) vagy egyéb
molekulak, mint a lizofoszfatidilkolin, szfingozin 1-foszfat, fraktalkin, monocita
kemoattraktans protein-1 (MCP-1). Az apoptotikus sejtek esetében a sejthalal

kovetkeztében ezen molekulak az apoptotikus program részeként felszabadulnak az

crer
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receptorok segitségével (Ravichandran, 2010).

apoptotikus sejtekhez a makrofagok felszinén 1évd ezen jeleket specifikusan felismerd

A Talélj meg
Toborzas i
(L9
~ - - Apoptotikus o =8
sejt s,,D S1P-R1~5
4 OGCR1
- om Fractalkin
o p2v2
F H A‘P/UTPO
) agocita s
Felismerés szignalok

Tim-1/3/4
Ban

Stabilin-2

Internalizacio

@)
Z Fagolizoszoma

2. abra Az efferocitozis folyamata (Moon és mtsai, 2023). Az efferocitozis elsé 1épése a
makrofagok toborzasa, kemoattraktansok (,,talalj meg” szignalok) altal, amelyek az apoptotikus
sejtekbol szabadulnak fel. A masodik 1épés az apoptotikus sejtek felismerése a makrofagok altal
direkt vagy indirekt receptor interakciok altal. A harmadik lépés a citoszkeleton atrendezodése és
az apoptotikus sejt internalizacidja. A negyedik 1épés az apoptotikus sejt lebontisa a
lizoszomakban lizoszomalis enzimek altal. (PS—foszfatidilszerin, LPC—lizofoszfatidilkolin, S1P—
szfingozin 1-foszfat, S1P-R—szfingozin 1-oszfat receptor 1, CX3CR1-C-X3-C motivum kemokin
receptor 1, ATP—adenozin-monofoszfat, UTP—uridin-trifoszfat, P2Y2—purinerg receptor P2Y2,
Gas6-—novekedés specifikus gatlo 6, ProS—ptorein S, Tyro3—tirozin-protein kinidz receptor
TYRO3, Axl-Axl receptor tirozin kinaz, MerTK—Mer tirozin kinaz, MFG-E8—tej zsircsomo-EGF
faktor 8, TSP-1-thrombospondin-1, Tim-1/3/4-T-sejt immunglobulin receptor 1/3/4 BAIl-agy
specifikus angiogenezis inhibitor 1, RAGE—eldrehaladott glikacios végtermék receptor, [CAM3—
intracellularis adhéziés molekula 3, TAM-transzlokacios Osszeszerel6 modul, Elmol-—
bekebelezés és sejt motilitas 1, DOCK180-a citokinézis dedikatora 180, Gulp—PTB domént

tartalmazo bekebelezés adapter fehérje 1, RAC1-Ras-rokon C3-botolinum toxin szubsztrat 1)
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Miutan a makrofagok toborzdsa megtortént a ,.talalj meg” szignalok segitségével
a kovetkezd 1épés az apoptotikus sejtek felismerése az ,,egyél meg” jelek segitségével. Az
»egyel meg” szignalok eldsegitik az eltakaritani kivant sejtek elkiilonitését az egészséges
sejtektdl. Az ,,egyél meg” és a ,,ne egyél meg” szignalok dinamikus valtozasa hatarozza
meg, hogy az efferocitozis jelatviteli folyamata elindul vagy sem a makrofagokban

(Arandjelovic és Ravichandran, 2015).

A legtobbet tanulmanyozott ,,egyél meg” szignal a foszfatidilszerin (PS). A PS
normal esetben a plazmamembran belsé felszinén helyezkedik el a flippaz enzimeknek
koszonhetden. Az apoptozis sordn a sejt felszinén bekdvetkezd valtozasok egyike a
foszfolipid szimmetria elvesztése és a PS megjelenése a sejtfelszinen (Fadok és mtsai,
2001). Az apoptotikus program soran szkrambldz enzimek aktivalodnak, amelyek
hatasara a PS a plazmamembran kiils6 felszinére transzlokalodik (Segawa és Nagata,
2015). A PS fagocitikus receptorok altali felismerése torténhet direkt vagy indirekt médon
hidképz6 molekulak segitségével. A PS-t direkt modon képes felismerni az agy specifikus
angiogenezis inhibitor 1 (BAI1) (Lala és mtsai, 2022), a T-sejt immunoglobulin mucin
fehérje 4 (TIM-4) (Wong és mtsai, 2010) és a stabilin 2 (Park és Kim, 2019). Indirekt
moddon ismeri fel a Mer tirozin-kinaz (Mer) (Yang és mtsai, 2023) és az a(v)B(3) integrin
receptor (Toda és mtsai, 2012). Hidképzd molekulak a Gas6, a tej zsircsomé globulin-
EGF 8-as faktor (MFG-ES8), a protein S és a komplement komponens 1q (C1q) (Cai és
mtsai, 2015). Ezen molekulak két doménnel rendelkeznek, az egyik doménen keresztiil a
makrofagok felszinén 1évd receptorokhoz, a Gla doménnel az apoptotikus sejtek felszinén
1évé PS molekuldhoz kapcsolodnak hidat képezve a két sejt kozott eldsegitve az ,,egyél

meg” jel felismerését (Li, 2012).

A programozott sejthalal sordn az apoptotikus sejtek felszinén megjelend masik
»egyél meg” szignal a kalretikulin (Gardai és mtsai, 2005), melyet a makrofagok felszinén
1évé CDI1 receptorok ismernek fel (Krysko és mtsai, 2018). Az annexin A1 molekula €16
sejtek esetében a PS-hez hasonldan a plazmamembran beld részén helyezkedik el. Az
apoptozis soran kaszpaz enzimek hatasara a citoszolbdl a plazmamembran kiilsd
felszinére transzlokalodik a PS-el egylitt (Ouali és mtsai, 2013). Az intracellularis
adhézios molekula 3 (ICAM3) gatldsa az apoptotikus sejtek felszinén csokkenti az
apoptotikus sejtek bekebelezését a makrofagok altal, amely ezen molekula ,,egyél meg”
szignalként betoltott fontos szerepét bizonyitja (Kristéf és mtsai, 2013). Az oxidalt

alacsony stirliségli lipoproteinek (OxXxLDL), amelyek oxidalt lipideket tartalmaznak
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szintén jelen lehetnek az apoptotikus sejtek felszinén ligandként szolgadlva a

makrofagokon megtalalhaté CD36 receptoroknak (Bouiller és mtsai, 2001).

A foszfolipidek koziil sokaig csak a PS-rél volt bizonyitott az efferocitozisban
betoltott szerepe, azonban az utobbi évek kutatasai aldtdmasztottak a foszfatidil
inozitolok ,.egyél meg” szignalkdnt betoltott funkcigjat is, melyet a CD14 pozitiv
makrofagok képesek felismerni (Kim ¢és mtsai, 2022). A bekebelezni kivant sejtek
felismerését kovetden olyan jelatviteli utvonalak aktivalédnak a makrofagokban,
amelyek az aktin citoszkeleton atrendezddéshez vezetnek elinditva a bekebelezés

folyamatat és a fagocitikus kehely kialakulasat (Ma és mtsai, 2024) (3. dbra).
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3. abra Az apoptotikus sejtek felvételeben résztvevd fagocitozis receptorok kézotti interakciok
(Szondy és mtsai, 2022). Az apoptotikus sejtek felvételében kdzponti szerepet jatszik a GTP-
kotott Racl mennyiségének megnovekedése. Ez kétféle modon valdsulhat meg: a GDP/GTP
kicserélése a Racl fehérjén a DOCK180/ELMO komplexek altal alkotott GEF altal, vagy a GULP
fehérje altal, amely gatolja a Racl GAP fehérjét. Az integrin receptorok hdrom utvonalon
keresztiil is aktivalhatjak a Racl-et: FAK, Src, és foszfoinozitid-3 kinazokon keresztiil, melyek
elosegitik a DOCK180/ELMO komplex kialakulasat. A FAK ¢és az Src az UNC73/RhoG és a

p130“AS/CrklIl atvonalakat aktivaljak a jelatvitelben résztvevd fehérjék tirozin foszforilacioja
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altal. A foszfoinozitidek felhalmozodasa a plazmamembran belsé felszinén pedig, a
DOCK180/ELMO komplex foszfoinozitid felimeré doménjein keresztiili fagocitikus kehelyhez
torténd toborzast segiti eld. A CD36, TG2, TIM4 az integrin receptorok koreceptorai, mig a TAM
kinadzok és a Mer, Axl az integrin jelatviteli utvonal erdsitését szolgaljak. Ezen folyamatokkal
egyidében egy trimer BAI1, ELMO és DOCK180 komplex is 1étrejon, amely tovabb fokozza a
Racl aktivaciot. A CD300F ¢és a CD300b a foszfoinozitid-3 kindz aktivalasaval tovabb fokozzak
a tobbi receptor hatasat. Mas receptorok a GTP-kotott Racl mennyiségét a GULP adapter fehérje
utvonalon keresztiil fokozzak, ilyenek a CD91, SCARF1, stabilin-2, MEGF10, SR-B1. Miga Clq
hidképzo molekula a foszfatidilszerint csak olyan fagocitozis receptorokkal kapcsolja Ossze,
amelyek GULP-hoz kotddnek, addig az MFG-ES8, Protein S, Gas6 és a thrombospondin olyan
receptorokat aktivalnak, amelyek a DOCK180/ELMO komplex kialakulésat segitik el6. A GULP
a dinamin aktivaciot is eldsegiti, mig a Grp65 a Gaiz,13 /RhoA jelatviteli utvonallal hozhato
Osszefiiggésbe. A LOX-1 és a RAGE fehérjék fagocitozisban betoltott szerepét még nem
tanulmanyoztak. (DOCK180—citokinézis protein 1 dedikatora, ELMO-bekebelezés és sejt
motilitds, GEF—guanin nukleotid kicseréld faktor, GULP—-adapter PTB domént tartalmazo
bekebelezés adapter fehérje 1, FAK—fokalis adhéziés kindz, TG2—transzglutaminaz 2, TIM4-T-
sejt immunglobulin receptor 4, BAIl—-angiogenezis inhibitor 1, SCARF1-scavenger receptor F
osztaly tag 1, MEGF10-t6bb epidermalis novekedési faktor-szerti domén fehérje 10, SR-B1-1-
es tipusi B osztalyt scavenger receptor, Clg—komplement komponens 1q, MFG-E8-tej
zsircsomo-EGF faktor 8, Gas6—ndvekedés specifikus gatld 6, Grp65—G protein kapcsolt receptor
65, LOX-1-lektin ipusu oxidalt LDL receptor 1, RAGE-el6rehaladott glikacios végtermék

receptor)

A folyamat kis GTPazok altal iranyitott. A Rho csaladba tartozd GTPazok
molekuléris kapcsoloként miikodnek. Guanozin-trifoszfat (GTP) kotott allapotban
aktivak, és guanozin-difoszfat (GDP) kotott allapotban inaktivak. A guanin kicseréld
faktorok segitik az aktiv allapot kialakuldsat, mig GTP-az aktivitasuk kapcsolja ki Oket.
Ezutébbiak aktivitasait GTP-az aktivald proteinek szabalyozzak (Rosales és Uribe-
Querol, 2017). A RhoA fokozza az akto-miozin kontraktciot és az F-aktin stabilizaciot a
korai szakaszban, azonban késébb a folyamat negativ szabalyozdjaként funkciondl
(Nakaya és mtsai, 2006). A Racl eldsegiti a F-aktin elagazddasat, amely elengedhetetlen
a lamellopodium kialakulasdhoz. Végiil a CDC42 a rovid aktin filamentumok és a
filopodium kialakuldsahoz sziikséges. Ezen GTP-azok kiilonbozd effektor fehérjéket
aktivalnak, amelyek nem kovalens moddositasokat hajtanak végre atmenetileg az aktin

szalakon (Mao és Finnemann, 2015). A Racl és CDC42 {6 effektorai a Wiskott-Aldrich
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szindroma protein (WASP), Wiskott-Aldrich szindréma protein csalad verprolin homolog
(WAVE) komplexek, amelyek az Arp2/3 komplexek ativalasat végzik. Az Arp2/3
el0segiti az aktin polimerizaciét (Wu és mtsai, 2017). Miutan az apoptotikus sejtet
1étrejottét eldsegitd aktin struktirdk levalnak a membranrol és megkezdddik a fagoszoma
érési folyamata. A fagoszoma érése sordn nemcsak a membran Osszetétele, de a

fagoszoma tartalma is megvaltozik (Zhou és Yu, 2008).

A fagoszoma érési folyamatanak {6 szabalyozdi a Rab fehérjék. A Rab fehérjék is
GTPazok. A Rab5 a korai, mig a Rab 7 a kései fagoszoma érési folyamatanak iranyitasaért
felelés (Kinchen és Ravichandran, 2008). A Rab5 funkcidja elengedhetetlen a fagoszoma
¢s effektora van. Az egyik kulcs effektora a korai endoszéma asszocialt fehérje (EEA1).
Az EEAL1 foszfatidilinozitol 3-foszfattal és a Rab5 fehérjével komplexet képezve eldsegiti
még tobb EEA1 toborzasat az endoszémakhoz. A vakoularis szortirozd fehérje (Vps)
fehérjékkel interakcioba 1épve egyrészt részt vesz a transzport folyamatokban, mésrészt
segiti a SNARE (szolubilis N-etil-maleimid-szenzitiv faktor-koto fehérje) kapcsolodasat
az endoszoémahoz, igy -elésegitve az edoszoémak dokkolasat. Ezen dokkolési
folyamatoknak kdszonhetden az endoszomak egymashoz kozel keriilve fuzionalnak, igy
multivezikularis endoszoémak johetnek létre (Gutierrez, 2013). A korai endoszéma pH-ja
kozel semleges, koriilbeliil 6,3 (Lee és mtsai, 2020). A foszfatidilinozitol 3-foszfat a
Rab5-tel és az EEAl-gyel eldsegiti a fagoszéma érésében résztvevd szamos fehérje
toborzasat és ezt kovetd aktivalasat, beleértve a hepatocita ndvekedési faktor altal
szabalyozott tirozin kindz szubsztratot és a transzportkomplexhez sziikséges
endoszomalis valogatdé komplexek egyéb komponenseit, valamint a Rab7-et, amely a
késd1 endoszémak markere. Ahogyan az érés folyamata halad elére, a Rab5 mennyisége
ezaltal a fagolizoszomak kialakulasanak a folyamatat (Canton, 2014). A Rab7 effektor
fehérjéje a Rab7-inerakcids lizoszomalis fehérje (RILP), amely a dinein-dinaktin
mikrotubulus-asszocidlt motor komplex-szel 1€p interakcioba. A komplex egyrészt a sejt
belseje felé irdnyitja az enodszomaékat, masrészt eldsegiti a fagoszomalis tubulusok
endocitotikus  kompartmentek felé nyulasat (Harrison, 2003). A folyamat
elérehaladdsaval a kései fagoszoma pH-ja a V-ATPazok segitségével, melyek protont

pumpalnak a citoplazmabdl a fagoszoma lumenjébe, tovabb csokken, koriilbeliil 4,5-5,5-
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ig (Poirier és Av-Gay, 2015). A lizoszoméak koriilbeliil 70 hidrolitikus enzimet
tartalmaznak, amelyek a makromolekulék hidroliziséért feleldsek. Ilyen enzimek példaul
a kiilonféle savas proteazok lipazok, glikozidazok, nukleazok, foszfatazok és szulfatazok

(Braluke és mtsai, 2024).

4.5. Az apoptotikus zsirsejtek efferocitozisa

A megfelel6 makrofagok altali efferocitozis feltétele, hogy az elhalt sejt mérete,
olyan legyen, hogy az kezelhetd legyen a makrofag szamara. Kisméretii sejtek, mint a
timocitak, megfelelnek ennek a méretnek, és akéar apoptozissal, akéar nekrdzissal halnak
el, kozvetleniil felvevédnek a kornyezd makrofagok altal (Budai és mtsai, 2019). A
zsirsejtek mérete azonban olyan nagy, hogy az apoptozis bioldgiai folyamatdban fel kell
darabolodniuk apoptotikus testekre, hogy a 1ényegesen kisebb makrofagok fel tudjak
azokat venni. Laborunk korabbi vizsgdlataiban in vitro vizualizaltdk a zsirsejtek
apoptézisat (Saghy és mtsai, 2019), és érdekes mddon azt talaltdk, hogy az elhalo
zsirsejtek zsirtartalmukat extracellularis vezikuldkba csomagoljak, és a makrofagok
eldszor ezt veszik fel. Majd, amikor a zsirtartalom nagy része felvételre keriil, aktivalodik
a klasszikus apoptotikus program, és a sejt tobbi része apoptotikus testekké darabolodik,

¢s igy vevddik fel.

4. abra Az apoptotikus zsirsejtek efferocitozisa makrofagok segitségével (Saghy és mtsai, 2019).
A zsirsejtek apoptozisuk soran kiilonvalasztjadk zsirtartalmukat, és azt extracellularis
vezikulumokba csomagoljak (a zsirt pirosra festve jol latszanak a zsirsejtek, illetve a beldliik
felszabadulod zsirtartalm extracellularis vezikuldk). A vezikuldkat veszik fel elészor a
makrofagok. A zold sziniire festett makrofagok igy sarga szintiek lesznek. A nyil pedig egy olyan
zsirsejtre mutat, aminek a sejttestje mar apoptotikus testekre kezdett darabolodni. Ezek nem

pirosak, tehat nem benniik van a lipid.
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Jol ismert, hogy szoveti metszeteken a makrofagok az elhald zsirsejteket
koronaszertien korbe veszik (Cinti és mtsai, 2005), azaz egy nagy zsirsejt feldolgozasaban
parhuzamosan tobb makrofag vesz részt. Mas laborok azt feltételezik, hogy a zsir
felvétele lizoszomalis exocitdzissal torténik, amikor is a makrofag lizoszoma membranja
fazional a makrofag sejtmembranjaval, a lizoszoma tartalma a makrofag és az adipocita
kozé kertil, és a lizoszomalis enzimek bontjak le a zsirsejteket (Haka és mtsai, 2016).
Vizuélis adataink alapjan mi inkabb ugy gondoljuk, hogy a makrofagok ezeket a
vezikuldkat talan kozvetleniill a lizoszoméba veszik fel. Ennek bizonyitasa

laboratériumunkban folyamatban van.

4.6. Mer tirozin kinaz

A Tyro-3, Axl és a Mer a TAM receptor tirozin kindz csaladba tartozik (Linger és
mtsai, 2008). Szamos szdvetben és szervben a homeosztazis szabalyozéasaért feleldsek.
Miikodésiik elengedhetetlen az immun-, reproduktiv, a hematopoietikus, a vaszkularis és
az idegrendszer miikddésében (Lemke, 2013). Mindharman efferocitozis receptorok. A
TAM receptorok ligandjaik (Protein S és Gas6) altal csoportosithatok. A Gas6 mindharom
TAM receptorhoz, mig a protein S csak a Tyro3 és Mer receptorokhoz képes kotddni.
(Hafizi és mtsai, 2006). A TAM receptorokra jellemzd, hogy rendelkeznek egy
extracellularis, egy transzmembran ¢és egy intracellularis doménnel (Zhu és mtsai, 2019).
Az extracellularis domén két immunglobulin szerli doménbdl és két fibronektin III
doménbdl all, amelyek a ligandkotésben vesznek részt (Wium és mtsai, 2021). Az
intracellularis domén a tirozin kindz domén, amely az autofoszforilacidhoz sziikséges, €s
amely extracellularis stimulacié hataséara, vagy anélkiil is aktivalhato (Zhu és mitsai,

2019).

Az Axl testszerte expresszalodik (Axelrod €s Pienta, 2014) és részt vesz tobbek
kozott a sejtprofileracidban, tulélésben, angiogenezisben €s immunszuppresszidban
(Yadav és mtsai, 2025). A Tyro3 a gasztrointesztinalis, ideg- és reproduktiv rendszer
fejlodése sordn mutat magas expresszidt és részt vesz szintén a sejtproliferacioban,

talélésben, tumorgenezisben, migracioban (Hsu és mtsai, 2019).

A Mer a szdveti és az M2 fenotipusu makrofagokban fejezddik ki. Indirekt médon
a Protein S, valamint a Gas6 hidképzé molekulak altal képes az apoptotikus sejtek

felszinén talalhatd PS felismerésére (Dransfield, 2015). A Mer efferocitdzisban betoltott
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funkcidja a kordbbi fejezetekben targyalasra keriiltek. A szdveti homeosztazisban
betoltott funkcidjat bizonyitja, hogy a Mer jeltaviteli utvonala antiinflammatorikus
hatassal rendelkezik. A makrofagok M1-M2 polarizacidja soran fokozott mértékben
fejezodik ki. A fokozott Mer expresszié hatasira né a GAS6 termelés, mely az
antiinflammatorikus IL-10 mennyiségét fokozza (Zizzo ¢és mtsai, 2012). A Mer
antiinflammatorikus hatdsa ugy is érvényesiilhet, hogy gatolja a proinflammatorikus
hatasu tumor nekrozis faktor o (TNFa) termelését (Camenisch és mtsai, 1999), ezaltal

hozzajarulva a gyulladas csokkentéséhez (Eken €s mtsai, 2010).

A Mer szamos tumor esetében magas expressziot mutat. Az antiinflammatorikus hatasa
miatt immunszupressziv tumor mikrokdrnyezetet kialakitdsdra képes nemcsak az
antiinflammatorikus citokinek termelésének fokozéasan keresztiil, hanem az immunsejtek
szabalyozasa altal is. A Mer emiatt napjainkban a tumorok kezelésének egyik célpontja
(Huelse és mtsai, 2020). A Mer célzott gatlasa a csokkent efferocitdzis altal egyrészt
lassitja a tumor novekedését, masrészt fokozza a tumorellenes immunsejtek szdvetbe

crer

szoveti regeneracio eldsegitéséhez is (Al-Zaeed és mtsai, 2021).

4.7. A metabolikus szindroma kialakulasanak 1épései és kovetkezményei

A zsirszovet nemcsak a lipid tarolasara alkalmas, hanem endokrin funkciot is ellat.
Az éltala termelt legfontosabb adipokinek példaul az adiponektin, leptin €s rezisztin
szabalyoz6 funkciot latnak el nemcsak a majban, hanem az izomban és az agyban is
(Ahima ¢és Osei, 2008). Elhizasban ezen hormonok ardnya felborul: az adiponektin
termelése csokken, mig a leptin €s a rezisztin termelddése fokozodik (Khan és Joseph,
2014). A zsirtomeg gyors novekedése miatt a hipertrofids zsirszovet vaszkularizacioja
nem alakul ki megfeleléen. Ennek hatdsara bizonyos zsirsejtek tavolabb keriilnek az
érhaldzattol, aminek kdvetkeztében hipoxias koriilmények alakulnak ki (Trayhurn, 2013).
A hipoxia kovetkezményeként az adipocitdk programozott sejthalallal (apoptézis) vagy
nekrozissal halnak el (Lindhorst és mtsai, 2021). Az adipocitak sejthalala kaszpaz fiiggd
¢s fliggetlen tvonalon is bekdvetkezhet. Az extrinzik Utvonal receptorai, mint a Fas,
TNF-R1, TRAIL-R a halal ligandok altal aktivalédnak. Ezek a receptorok olyan
enzimkaszkadokat aktivalnak, amelyek proteolitikus enzimeket, foként kaszpazokat

tartalmaznak. Az intrinzik utvonal aktivalasat a sejtorganellumokat érd stressz, mint
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példaul az endoplazmatikus retikulum stressz vagy DNS kéarosodas valtja ki. Olyan pro-
apoptotikus fehérjék aktivalodnak, mint a Bid vagy a Bax, amelyek segitségével szamos
egyéb pro-apoptotikus fehérje szabadul ki a mitokondriumbo6l, melyek tobbek kozott az
apoptozist inditd apoptoszoma kialakitasaban vesznek részt (Eguchi és Feldstein, 2014).
Egy az Alkhouri és munkatarsai altal végzett tanulmany kimutatta, hogy a zsirsejtek
apoptdzisa meghatarozo6 az elhizdshoz kapcsolodd patologids allapotok kialakulasaban.
fgy a Bid inaktivalasa csokkentette a magas zsirtartalmu étrenden tartott egerek
zsirsejtjeiben a kaszpaz aktivaciot, az adipocitdk apoptozisat, tovabba megeldzte a
makrofagok  zsirszovetbe  torténd  kivandorlasat. Ezzel péarhuzamosan az

inzulinrezisztencia €s a maj szteatdzis mértéke is kisebb volt (Alkhouri és mtsai, 2010).

Mivel a zsirszovetben az apoptotikus adipocitdk makrofagok altali eltakaritasa
része a normal zsirszoveti homeosztazisnak, igy ezek a folyamatok nem elhizott, normal
zsirszovetben gatoljak a gyulladds kialakulasat. Normal koriilmények kozott a
zsirszovetben szdmos immunsejtet talalhatunk: eozinofil és neutrofil granulociték,
amelyek interleukin-4-et (IL-4-et), és IL-3-at szekretalnak, regulatérikus T limfocitakat
(Treg), amelyek IL-10-et szekretdlnak, természetes Oldsejteket, amelyek IL-13-at
szekretalnak. Ezek a citokinek egy antiinflammatorikus kornyezetet biztositanak a
zsirszoveten beliil a helper T sejtek és a makrofigok szadmara, melyeknél M2
(antiinflammatorikus) fenotipus figyelheté meg. Azonban a zsirtomeg és ezzel egyiitt az
apoptozis €s nekrozis mértékének a ndvekedésével ez a folyamat kontrollalatlanna valhat
(Tajbakhsh ¢és mtsai, 2022). Nekrozisos zsirsejtekbdl veszély asszocialt molekularis
mintazatok (DAMP) szabadulnak ki, amelyek hatdsara a vérpalyabol kilépd makrofagok
M1 (proinflammatorikus) iranyban differencidlodnak a zsirszovetben. Emellett az
adipocitak altal fokozott mennyiségben termelt leptin is eldsegiti a makrofagok
gyulladasos M1 fenotipus felé torténd elmozdulasat. Elhizott egyének zsirszovetében,
mind a makrofadgok, mind az adipociték altal fokozdodik a proinflammatorikus citokinek
kibocsatasa, amely hozzajarul a zsirszovetben a gyulladasos kornyezet kialakulasahoz

(Purnama ¢és mtsai, 2024).

Az adipocitdk a nemcsak a lipazok altal képesek a zsirsavak kibocsatasara, hanem
exoszOéma méretti lipiddel teli vezikuldk altal is, melyeket a makrofagok képesek felvenni
(Flaherty és mtsai, 2019). A zsirszoveti makrofagok a fokozott lipidfelvétel hatisara
lizoszéma-biogenezis programot inditanak el, amely részt vesz a lipid katabolizmusban.

Ez a folyamat a makrofagok gyulladasos fenotipusatol fiiggetleniil zajlik (Xu és mtsai,
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2013). Az elhizas kovetkeztében teljes mértékben atalakul a zsirszovet dinamikaja,
megvaltozik a zsirszovet és lipid turnover, igy a zsir tarolasa a derék és csipd kornyékén
kiviil megjelenik a majban és az izmokban is (Palacios-Marin és mtsai, 2023). Ezen

tényezok mind hozzéjarulnak a metabolikus szindroma kialakulasahoz.

Egyre tobb kutatas timasztja ald azt a feltételezést, hogy az elhizdshoz kapcsolddod
patologias torténések (metabolikus szindroma) kialakuldsaban a  zsirszoveti
makrofigoknak meghatarozé szerepe van. Igy, ha vagy depletaljak a makrofagokat, vagy
genetikusan kilitik a makrofdgok kivandorlasat meghatirozoan szabalyozé MCP-1
fehérjét, akkor mind a zsirmdj, mind az inzulin rezisztencia kialakuldsa

megakadalyozhat6 (Kanda és mtsai, 2006).

A metabolikus szindroma a modern vilag egyik kronikus, nem fert6zo betegsége
(Saklayen, 2018). Az elhizdshoz kapcsolddd metabolikus szindréma alatt olyan
metabolikus zavarok Osszességét értjiik, amely magaba foglalja az inzulinrezisztenciat, a
diszlipidémiat (koros zsiranyagcsere elvaltozasok, amely a vér megndvekedett
lipidtartalmat eredményezi), a deréktaji elhizast €s a magas vérnyomast. A metabolikus
szindroma nagy mértékben dsszefliggésbe hozhato a 2-es tipust diabétesz kialakulasaval

¢s a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval is (Fahed és mtsai, 2022) (5. 4bra).
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5. dbra A zsirszovet diszfunkcionalis megnagyobbodasa és szovédményei (Perdomo és mtsai,
2023). A diszfunkciondlis zsirszovet kialakuldsat szamos tényezé okozhatja, amely
kovetkezménye a megvaltozott adipokin szekrécio és fokozott szabadzsirsav (FFA) felszabadulés.
Az FFA elGsegiti az ektopikus zsir felhalmozodasat, amely szamos szovodmény kialakulasahoz

vezethet. FFA—szabad zsirsavak
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Az elhizas soran az energiabevitel fokozott, amely azt eredményezi, hogy olyan
mechanizmusok aktivalédnak, amelyek megakadalyozzak a sejtekben az energia
felhalmozodasat. Ennek egyik modja a sejtek inzulin érzékenységének a csokkenése,
amely inzulinrezisztencia kialakuldsdhoz vezet (Gotacki és mtsai, 2022). Mivel a
zsirszovet képes befolyasolni az egész test inzulin érzékenységét, elhizdsban nagyon
gyakori az inzulin rezisztencia kialakulasa (Gustafson és mtsai, 2009). Ez egy részben a
zsirszovetbol felszabaduld gyulladasos citokinek, mint példaul a TNFa és IL-6-nak
koszonhetd. Ezen citokinek tobbféle utvonalon gatolhatjak az inzulin jelatviteli itvonalat.
Az egyik az inzulin- receptor szubsztrat 1 (IRS-1) szerin/treonin foszforilacidja, amely
negativan szabalyozza az inzulin receptor jelatviteli utvonalat (Woo és mtsai, 2024).
Masik lehetséges utvonal a PPARy funkcidjanak gatldsa. Mivel a PPARy fokozza a
lipogenezisben és a lipid tarolasaban résztvevo gének expressziodjat, gatlasa hozzajarul az
inzulinrezisztencia kialakuldsdhoz. A vérplazma megnovekedett FFA tartalma a lipolizis
fokozodéasa ¢s a triglicerid szintézis altal szintén hozzdjarul az inzulinrezisztencia

kialakulasahoz (Ye, 2007; Ye, 2013).

Inzulinrezisztencia kialakulhat az adiponektin csdkkent szintje kovetkeztében is. Az
adiponektint foként az adipocitdk szekretaljadk és hozzajarul az inzulin-érzékenység
fokozasahoz a sejtekben, a zsirsavak oxidacidjahoz, illetve a gyulladas csokkentéséhez is
(Achari és Jain, 2017). Az adiponektin szintek inverz korrelacidt mutatnak az elhizas
mértékével €és a csokkent szintje hozzdjarul az elhizds kovetkeztében létrejovo
inzulinrezisztencia kialakuldsdhoz (Lou és Liu, 2022). Masik fontos inzulinérzékenységet
szabalyoz6 adipokin a rezisztin (Benomar, 2012). Bar el6szor az adipocitakban keriilt
felfedezésre, mara mar kimutattdk, hogy a mononuklearis leukocidkban, makrofagokban,
1ép és csontveldi sejtekben is szignifikans mértékben expresszalodik (Jamaluddin és
mtsai, 2012). A magas rezisztin szintek hozzéjarulnak mind az inzulinrezisztencia, mind
a gyulladas kialakuldsdhoz a rezisztin proinflammatorikus hatdsai miatt (Acquarone és

mtsai, 2019).

Az elhizas gyakori kiséréje a nem alkoholos zsirmdj (NAFLD), melynek globalis
prevalencidja 25%. A NAFLD a cirrézis (majzsugor) €s a hepatocelluléris karcindma 6
okozdja (Powell és mtsai, 2021). Az NAFLD legfoképpen a metabolikus szindroméahoz
kothetd allapotok kovetkeztében alakul ki (Konyn és mtsai, 2023). Az NAFLD a majban

a trigliceridek felhalmozoddésaval irhat6 le. A f6 metabolikus szubsztratok, melyekbdl a
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trigliceridek képzddnek lehetnek az étrenddel bevitt nagy mennyiségli zsirok, illetve a
fruktoz és a gliikdz. Egyik oldalrdl a taplalékkal a szervezetbe juttatott felesleges zsir a
zsirszovetben kertiil tarolasra. Az adipocita zsirraktarak novekedése azt eredményezi,
hogy az ¢éhezési szakaszokban glilkagon hatadsara tobb zsirsav szabadul fel a
hormonszenzitiv-lipdz hatasara. Ugyanakkor a zsirszoveti makrofagok zsirsav égetd
kapacitésa is telitddik, igy az extracellularis vezikulumokban kikeriild zsirt mar nem
képesek a zsirsejtektol atvenni. A felszabaduld zsirok ezért a hasi zsirsejtekbdl a keringési
viszonyok miatt a majba szallitddnak ¢€s lerakodnak. A masik oldalt tekintve, amennyiben
nagy mennyiségii gliikoz és fruktoz keriil bevitelre, akkor tobb enzimatikus 1épésen
keresztiil azok zsirsavakka alakulnak (de novo lipogenezis). Ezeknek a zsirsavaknak egy
rész¢ét a mdj oxidalhatja, vagy trigliceriddé alakitva nagyon alacsony stirliségii lipoprotein
(VLDL) form4jaban a vérbe juttatja hiperlipidémidt idézve eld. Azonban nagy szubsztrat
terhelés hatasara ezen tvonalak sem miikodnek megfeleléen, amely lipotoxikus lipidek
képzddéséhez vezet, mint példaul a diacilglicerol, ceramid, amelyek hozzajarulnak a

majszovetet karositd folyamatokhoz (Egin, 2017).

A magas vérnyomas egy egyre novekvo globalis egészségiigyi probléma, amely
vezetd oka a kardiovaszkularis megbetegedéseknek (Hunter és mtsai, 2021). A magas
vérnyomas kialakuldsdhoz szdmos tényezd jarulhat hozza, ilyenek példaul a magas
sobevitel, alacsony kalium bevitel, elhizas, alkohol fogyasztas, fizikai aktivitds hianya,
egészségtelen étrend (Mills €s mtsai, 2020). Az elhizds okozta magas vérnyomas
kialakulasa egy nagyon komplex folyamat, amely magaban foglalja a szimpatikus
a zsirszovet altal termelt citokinek mennyiségének valtozasat, az inzulinrezisztenciat,
végiil a vesefunkcido megvaltozasat. (Shariq és McKenzie, 2020). Az adipocitik altali
csokkent adiponektin termelés csokkent inzulinérzékenység kialakuldsdhoz, illetve a
fokozott proinflammatorikus citokintermelés valamint a szabad zsirsavak gyulladashoz
vezetnek. Ezen folyamatok endotelialis diszfunkcidohoz vezetnek, amely altal fokozodik
az artéridk merevsége. Az adipocitak altali fokozott leptin termelés az idegrendszeren
keresztiil fokozza a natrium visszaszivodasat, tovabba az FFA-k altal fokozdodik a vese
terhelése, amely szintén hozz4jarul a magas vérnyomas kialakuldsahoz (Kotsis és mtsai,

2010).
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4.8. Az ER stressz és az autofagia kapcsolata

A szabad elsésorban telitett zsirsavszint emelkedése a vérpalydban sokban
hozzajarul a szervek (elsdsorban nem zsirsejtek) diszfunkcidjdhoz vagy karosodasahoz
azaltal, hogy a zsirsejteken kiviil is lipid felhamozdodast eredményez. A folyamatot
lipotoxicitasnak nevezziik. A nem megfelelden feltekert fehérjék felhalmozodasa
endoplazmatikus stresszhez vezetve meghatarozo szerepet jatszik a lipotoxicitas soran a
sejtkarositd folyamatok aktivalédasdban (Han és Kaufman, 2016). A sejt probalja
korrigalni a hibat, és a nem megfelelden tekeredett fehérjék visszatekerésén kiviil, probal
megszabadulni a hibas fehérjéktdl az autofagia folyamatanak aktivalasan keresztiil

(Rashid és mtsai, 2015).
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6. abra Az autofagia mechanizmusa (Liu és mtsai, 2023). Az autofagia egy komplex degradacios
folyamat, amely magaba foglalja az alabbi lépéseket: a, Az adenozin-monofoszfat aktivalt protein
kindz (AMPK) gatolja az mTORC1 komplex képzddését, igy az mTORC1 gatldo hatdsa nem
érvényesiil az ULK1 komplex kialakuldsdban ezaltal eldsegitve az autofagias vezikulumok
képz6dését b, A Beclin-1/VPS34 komplex elésegiti az autofag vezikulumok ndvekedését. Az
aktivalt JNK kinaz a BCL2 és a BIM foszforilacidjaval gatolja a Beclinl/BCL-2, illetve a
Beclinl/BIM komplexek képzodését. A szabad Beclinl aktivalja a VPS34-et és hozzakoétodve
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komplexet képez vele, és a keletkezé PIP3 elGsegiti az autofagias vezikulumok novekedését.c,
Az ATG12—ATGS komplex az ATG16-hoz kdtddve eldsegitik a vezikulumok 6sszezarddasat. Az
ATGS, ATG12 és ATG16L hatasainak sorozataként 1étrejon az ATG5—ATG12—ATG16 polimer
komplex, amely ezutan fuziondl az autofagids vezikulumokkal. d, Az LC3 kiilénb6z6 reakcidk
sorozataval beépiil az autofagoszomakba. Az ATG4 cisztein-proteaz az LC3-at LC3—1-gyé hasitja,
amelyet azutan az ATG3, az ATG7 és a foszfatidil-etanolamin LC3—II-v¢ alakit. Ezt kdvetden az
LC3-II beépiil az autofagoszomakba. e, Az autofagoszomak és a lizoszomak fuzionalnak,
autolizoszémakat képezve. Az STX17 a SNAP29-hez és a VAMPS8-hoz kotédve egy SNARE
komplexet alkot, amely athelyezddik az autofagoszomalis membranra, lehetdvé téve a lizoszomak
szamara, hogy fuzionaljanak az autofagoszomakkal és autolizoszoémakat hozzanak l1étre. AMPK—
adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz, mTORCI— emlds rapamycin célpont komplex I,
ULKI1-Unc-51 szerii autofaia aktivalo kindz 1, VPS34— vakoularis szortirozo fehérje 34, INKC—
C-Jun N-terminalis kinaz, PIP3— foszfatidil-inozitol -3-foszfat, ATG—autofagiahoz kapcsolhato
fehérje, LC3—mikrotubulus-asszocialt kénnyii lanc 3 fehérje, STX17—-szintaxin 17, SNAP29—

szinaptoszoma asszocialt fehérje 29, VAMPS—vezikulum asszocialt membran fehérje 8

4.9. A gyulladas és a csokkent efferocitozis kapcsolata

Az elhizott egyénekben megfigyelhetdé magas telitett zsirsav szint gatolja a
szervezet barmely teriiletén a makrofagok efferocitdzis képességét (Li és mtsai, 2009). A
csokkent efferocitozis szdmos mechanizmuson keresztiil vezethet szdmos kronikus
gyulladasok kialakulasdhoz (Szondy és mtsai, 2014). A magas zsirsavszint hatdsara
altalanosan romlo efferocitozis program hajlamosit mindenféle gyulladésos betegség,
mint ateroszklerdzis, oszteoartritisz, asztma, kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD),
apikalis periodontitisz kialakuldsara elhizott egyénekben. Hogy melyik szdvetben jon
létre gyulladas, azt egyéb genetikai vagy kiilsé tényezdk, pl. dohanyzas vagy magas
koleszterinszint hatdrozza meg. Ebben a fejezetben ezen mechanizmusokat néhany

példan keresztiil szeretném szemléltetni.

Az ateroszklerdzis a kardiovaszkuldis megbetegedések f6 rizikofakora. Az
ateroszklerdzist az endotél aktivacio inditja el, amelyet kovet a lipidek felhalmozodasa,
kalcifikacio, amely nemcsak érsziikiiletet okoz, hanem a gyulladasos utvonalakat is
aktivalja (Jebari és mtsai, 2022). A makrofagok efferocitozis képessége az
ateroszklerotikus 1éziokban nagymértékben csokken, igy az el nem takaritott apoptotikus

sejtek nekrozison mennek keresztiil, amely egyrészt gyulladast okoz, masrészt egy
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ugynevezett nekrotikus mag jon létre, amely a képzddott plakk levalasat okozhatja,

ezaltal trombozist eléidézve (Yurdagul és mtsai, 2018).

Az oszteoartritisz egy gyakori, kronikus degenerativ iziiletet érintd betegség,
melynek kialakuldsdban az elhizas szignifikdns rizikéfaktornak szdmit. Yao ¢és
munkatarsai vizsgaltak a makrofagok efferocitdzisat elhizasban, és azt taldltak, hogy
elhizott egerekben fokozott volt az iziileti porcok sériilése és a szinovialis apoptotikus
sejtek szama. A szdvetekbe infiltralodo M1 makrofagok kevesebb Gas6-ot szekretaltak,
ezért csokkent az efferocitdzis is. Emellett a makrofagok fokozott mértékben termeltek
gyulladasos citokineket. Az iziiletekbe adott Gas6 injekcio segitségével sikeresen vissza
tudtak allitani a makrofagok efferocitozisat, ezaltal sikeriilt megeldzni az elhizéssal tarsult

oszteoartritisz kialakulasat (Yao és mtsai, 2023).

Alégutakban talalhaté makrofagok efferocitozisa elhizott emberek esetében 40%-
kal alacsonyabb a nem elhizottakhoz képest (Fernandez és mtsai, 2013). Az asztma olyan
megbetegedés, amelyben a szervezet nem megfeleld6 immunvalaszt ad a belélegzett
allergénekre. Klinikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a Iégiti ~makrofagok
efferocitozisanak csokkenése hajlamosit 1éguti gyulladasok kialakuldsara, €s az asztmas
betegek jelentds részében kimutathatdé a léguti makrofdgok csokkent efferocitozis

képessége (Martinez és Cook, 2021).

A COPD a harmadik leggyakoribb haldlozési ok a vilagon (Kahnert és mtsai,
2023). A COPD kialakulasanak oka az artalmas részecskék, foként dohany és pollenek
belélegzése (Christenson és mtsai, 2022). A COPD kdvetkezmeénye a kronikus bronchitis,
illetve a tiidétagulat, melyek a l1égutak sziikiiletéhez €s 1€égszomjhoz vezetnek (Barnes €s
mtsai, 2015). A bazalis hamsejtek fontos szerepet toltenek be a védelemben, és a sériilést
kovetd remodellingben. A belélegzett részecskék altal, a sejtek atprogramozasanak
kovetkezményeként, a légutak laphdmsejtjeiben metaplazia, a kehelysejtekben
hiperplazia alakul ki, illetve ciliaris diszfunkcio jon létre, tovabba fokozodik a
nyalkatermelés, ezaltal egy lokalis gyulladasra és fertdzésre hajlamos kornyezet alakul ki

a tiidében (Ferrera és mtsai, 2021).

Az apikalis periodontitisz a foggyokér koriil kialakulo gyulladds, melyet
bakteridlis fertézés okoz (Tiburcio-Machado és mtsai, 2021). Guan és munkatarsai
vizsgaltak az efferocitozis és az apikalis periodontitisz kdzotti kapcsolatot. Eredményeik

azt mutattak, ARA290 (amely egy gyulladascsokkentd peptid) kezelés egyrészt fokozta a
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makrofagok efferocitdzisat, masrészt az M2 makrofag polarizacid altal csokkentette a

gyulladast, ezaltal megsziintetve az apikalis periodontitiszt (Guan és mtsai, 2024).
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Célkituzések

II.

A rendelkezésre allo szakirodalmi forrasok alapjan elhizasban a zsirsejtek
fokozott elhalasa és a bel6liik felszabaduld zsir makrofagok altali nem elégséges
eltakaritasa meghataroz6 szerepet tolt be az elhizdshoz kapcsolddd kronikus
alacsony foku gyulladas, illetve a lipotoxicitassal jellemezhetd patologias
folyamatok kialakuldsaban. Elhizas soran emelkedik a vérben keringd telitett
zsirsavak koncentracidja is, amelyrdl kimutattak, hogy gatolja a periférias
makrofagok efferocitozis képességét. Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt,
hogy a palmitdit milyen mechanizmusokon keresztill hat a makrofagok

efferocitozis folyamatara.

Ismert, hogy a Mer tirozin-kinaz fontos eleme az efferocitozis folyamatanak.
Kisérleteinkben Mer-/- egereket alkalmazva az elhalt sejtek eltakaritdsanak
zavarat modelleztiik. Ezen modell segitségével azt vizsgéltuk, hogy az elhalt
sejtek eltakaritasanak zavara a Mer hidnyanak kovetkeztében fokozhatja-e a

metabolikus szindroma kialakuldsat magas zsirtartalmt diétan tartott egerekben.
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6. Anyagok és modszerek

6.1. Reagensek, vegyszerek

A reagensek és vegyszerek tObbségét a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag)

cégtol szereztiik be, amennyiben nem, azt kiilon jeleztem.

6.2. Kisérleti allatok

A kisérletek egy részéhez 4 hetes, illetve 2-4 honapos CS57BL/6 egereket
hasznaltunk. Az etetéses kisérletek soran a 8 hetes Mer-/- €s a vad tipusu testvéreiket
kiilon ketrecekben tartottuk. A Mer tirozin kindz hidnyos egerekre teljes testes Mer hiany
jellemz6, amelyet Cre-loxP modszer alkalmazéasaval hoztak 1étre. Mind a Mer-/-, mind a
vad tipust egereket két részre osztottuk: a HFD csoportokat magas szukrdz €s magas
zsirtartalmu étrenden (45% kcal% zsir, 17% kcal% szukréz; Research Diets Inc.,
D12451), mig az kontroll csoportokat (ND) normal diétan (13% kcal% zsir; 4.6% kcal%
szukro6z; Special Diets Services, VRF1 (P)) tartottuk. Az allatokat 12 6ras periddusokban
valtakoz6 sotét/vilagos helyen tartottuk, ad libidum etettiik és itattuk Oket. A bevitt
taplalék mennyisége, illetve az egerek tomege hetente regisztralasra keriilt. A kisérleteket
a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga (az engedélyek szama:
7/2016/DEMAB, illetve 7/2021/DEMAB) hagyta jova.

6.3. Csontvelo-eredetii makrofagok (BMDM-ek) izolalasa és kezelése

2-4 honapos C57BL/6 egerek izoflurannal torténd tulaltatdsat kovetden a
csontveldi progenitor sejteket fiziologias sooldattal torténd kimosasaval nyertiik ki a
combcsontokbdl. A sejteket 5 napon keresztiil differencidltattuk DMEM tapfolyadékban
(10% FBS, 20% 1929 fibroblaszt sejtvonalrdl szarmazo feliilisz6 [M-CSF forrasként], 2
mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml sztreptomicin), 37 °C-os termosztatban,
5%-0s CO2 jelenlétében. Az Usz6 sejteket a 3. napon lemostuk és az emlitett tapfolyadékot
adtuk a letapadt differencial6do sejtekhez. A 6. napon a sejteket 24 6ran keresztiil kezeltiik

crer

illetve az AMP-aktivalt protein kindz enzim aktivatoraval 0,5mM 5-aminoimidazol-4-
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karboxamid-1-B-D-ribofuranoziddal (AICAR), az mTORCI komplex specifikus
inhibitoraval 100nM rapamycinnel, a ROCK inhibitor 30uM Y-27632, illetve a pan-
kaszpaz inhibitor 50uM Z-VAD-FMK-val egyiitt. A natrium-palmitat készités¢hez
100mM torzsoldatot 150mM NaCl-ban higitottunk, majd 10%-o0s zsirsavmentes,
alacsony endotoxintartalmi BSA-hoz (pH 7,4-re allitva) adtuk 1:6 aranyban, igy 4mM
palmitat-BSA torzsoldatot kaptunk, amelyet hasznalat el6tt 0,22pm-es, alacsony

fehérjekoto kapacitassal rendelkezd szlirdn szirtiink at.

6.4. Apoptotikus timocitak létrehozasa in vitro

Az apoptotikus timocitakat 4 hetes C57BL/6 egerek csecsemOmirigyébdl kinyert
timocitakbol, széruméheztetéssel hoztuk 1étre. A timusz eltavolitasat kovetoen steril fém
szirén atpréseltiik, a sejteket PBS-sel mostuk, majd RPMI 1640 tapfolyadékban (2mM
L-glutamin, 100U/ml penicillin/100 pg/ml sztreptomicin 24 6ran keresztiil inkubaltuk
(37°C, 5% CO).

6.5. A sejtek életképességének vizsgalata

A hatodik naptol a BMDM-eket kiilonb6z6 koncentracioji BSA konjugalt
palmitat jelenlétében tenyésztettiik 24 oran keresztiil. Ezt kovetden a sejteket 10ul Cell
Counting Kit-8 reagenssel kezeltiik 1 oran keresztiil 37°C-on, s6tétben. Az abszorbanciat
450nm-en mértiik BioTek mikroplate olvasdval (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

6.6. Efferocitozis vizsgalatok

Az apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) inkubdltuk 24 oran keresztiil. Ezt kdvetden az
apoptotikus sejteket 2x10° BMDM-hez adtuk 1:5 ardnyban és 40 percen keresztiil
inkubaltuk egyiitt a sejteket. Az inkubaciot kovetden a nem fagocitalt jelolt apoptotikus
sejteket mosdssal eltavolitottuk, majd a BMDM-eket tripszines kezelést kovetden
Osszegyljtottiik. A sejtek fluoreszcencidjat Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi

citométerrel analizaltuk. A BMDM populaciot méretiik és denzitometraltsaguk alapjan
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valasztottuk ki (SSC/FSC) és ezen populacion beliil az FL2 és FL4 csatorndkban
detektalva hataroztuk meg a fluoreszcens jel alapjan azoknak a BMDM-eknek a

széazalékos aranyat, amelyek elhalt sejteket fagocitaltak.

6.7.  Fluoreszcens mikroszkdpia

A BMDM-eket 5uM karboxilfluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észterrel
(CFDA-SE), az apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens
festékkel inkubaltuk 24 6ran keresztiil. Ezt kovetéen a BMDM-eket és az apoptotikus
sejteket 1:5 ardnyban, 40 percen keresztiil inkubaltuk egytitt. Az elhalt sejteket mosassal
eltavolitottuk, majd a BMDM-eket 1%-o0s paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtekrol
fluoreszcens mikroszkoppal (4471136, FLoidTM Cell Imaging station) (ThermoFisher,
Waltham, MA, USA) felvételeket készitettlink.

6.8. Western blot analizis

Hogy hozzajussunk a sejtek teljes fehérjetartalméhoz, a sejteket hideg
proteazgatld koktélt tartalmazo lizis pufferrel tartuk fel. A mintak fehérjetartalmat Bio-
Rad Protein Assay festékkel (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) hataroztuk meg. Ezt
kovetden a mintdkat SDS-mintapufferben forraltuk 10 percig 100°C-on. A mintakat 12%-
os poliakrilamid gélen futtattuk, majd immobilion-P polivinilidén-fluorid membrara (Bio-
Rad) transzferaltuk Bio-Rad félszaraz blottoloval. A membrant 1 o6rédn keresztiil
blokkoltuk szobahdmérsékleten 5% BSA-t vagy 5% tejport tartalmazé TBST pufferrel. A
membranokat 4°C-on, egy ¢éjszakan keresztiil reagaltattuk egér p70 S6 kindz (Cell
Signaling Technology, Inc.), P-p70 S6 kindz (T389) (Cell Signaling Technology, Inc.),
Akt (pan) (Cell Signaling Technology, Inc.), P-Akt (Ser473) (Cell Signaling Technology,
Inc.), miozin-foszfatdz regulator alegység 1 (MYPTI1) (ThermoFisher), P-MYPT]I
(ThermoFisher), Rockl (MyBioSource, Inc., San Diego, CA, USA, AMPKa (Cell
Signaling Technology, Inc.) vagy P-AMPKa (Thr172) (Cell Signaling Technology, Inc.)
ellenes antitestekkel, valamint monoklonalis B-aktin ellenes antitestekkel (A5441). Ezt
kovetden a membranokat TBST pufferrel mostuk, majd szobahdmérsékleten 1 6ran
keresztlil inkubaltuk HRP konjugélt egér IgG vagy kecske nyul IgG(H+L) ellenes

masodlagos antitestekkel. A fehérjéket kemilumineszcencia segitségével detektaltuk
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Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Advansta Inc., San Jose, CA,

USA) segitségével. A savok pixelstiriségét ImagelJ szoftverrel hataroztuk meg.

6.9. Racl, CDC42, RhoA aktivitas meghatarozasa

A meghatirozashoz mintanként 2,8x10® BMDM-et hasznaltunk. A BMDM-ek
kezelését kdvetden a gyarto utasitasai alapjan a sejteket 6sszegyijtottiik, €s G-LISA Racl,
CDC(C42 ¢és RhoA aktivacios assay kitet (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, USA) hasznalva

hataroztuk meg ezen G-fehérjék aktivitdsanak a mértékét.

6.10. A makrofagok megfestése konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopiahoz

A BMDM-eket p-Slide 8 Well ibiTreat lemezeken tenyésztettik és 50nM
LysoTrackerTM Green DND-26 (Invitrogen) fluoreszcens festékkel 1 éran keresztiil
festettiik meg. Az apoptotikus timocitdkat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens
festékkel (Invitrogen) inkubdltuk 24 oran keresztiil. Ezt kovetden az efferocitdzis
vizsgalatoknal ismertetett moédon apoptotikus sejteket 6x10* BMDM-hez adtuk 1:5
aranyban és 40 percen keresztiil inkubaltuk a sejteket. Inkubaciot kovetden a nem
fagocitalt jelolt apoptotikus sejteket mosassal eltavolitottuk. A sejtek fixalasa nélkiil

konfokalis felvételeket készitettiink.

6.11. Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopia

A fluoreszcens képek Nikon A1 Eclipse Ti2 konfokalis 1ézerszkennerrel késziiltek
(Nikon, Tokid, Japan) Plan Apo 60 vizobjektiv segitségével [NA = 1,27]. A
LysoTrackerTM Green DND-26 ¢€s a CellTracker™ Deep Red Dye gerjesztését 488nm-
es ¢és 647nm-es lézerrel végeztiik. A fluoreszcens emissziot 500-550nm, illetve 660-
740nm-es savszlirék segitségével detektaltuk. Képek koriilbeliill 1um vastag optikai
szakaszok, amelyek mindegyike 512x512 pixelt tartalmaz, 100 vagy 410nm
pixelmérettel. A felvételeket 2,2us pixel tartézkodéasi idével készitettiik. A képek

szekvencialis modban késziiltek, hogy elkeriiljiik a csatornak kozotti zavaro atfedéseket.
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6.12. Csontveld-transzplantacio

A recipiens Mer-/- és Mer+/+ egereket (7 hetes, him) Theratron 780C kobaltagyu
alkalmazéséaval 11 Gy sugarzasnak tettiik ki. Az egereket kor alakl ketrecbe (mouse pie
cage) helyeztiik, amelyben 11 egér fér el. A besugarzast kdvetden a recipiens egerekbe
Mer+/+ és Mer-/- tipusu donor egerek combcsontjabdl, sipcsontjabol €s felkarcsontjabol
kimosott, izolalt csontveldi sejteket retro-orbitalis injekcioval juttattuk be (20x10°

sejt/egér).

6.13. Szovetmintak begyiijtése

Az etetési szakasz végén az egereket izoflurdnnal talaltattuk, és megmértiik a
testtomegiiket, testhosszukat, meghataroztuk a testtomeg indexiiket, illetve maj, és
gonadalis fehér zsirszovet (gWAT) mintdkat gylijtottiink tovabbi elemzések céljabol. A
zsirszovet- és majmintakat 4%-os paraformaldehidben fixaltuk szdvettani vizsgalathoz,
mig a génexpresszids vizsgalatokhoz ¢és m4j triglicerid meghatirozashoz sziikséges

mintékat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

6.14. Adipocitak és zsirszoveti makrofagok izolalasa

A zsirszovetet mosast kovetden transzportpufferbe helyeztik (DMEM + 1%
penicillin-sztreptomicin) oldattal és 1% BSA-val. A szovetet finomra apritottuk, 30-60
percig 37 °C-on emésztettiik 20g/l BSA-t és 0,5g/1 1-es tipusu kollagenazt, HEPES puffert
(pH 7,4) tartalmazd emésztdoldatban, majd 100um-es nylonszlirdn atsziirtiik. Ezt
kovetden a mintakat centifugaltuk, az adipocitakat dsszegytijtottiik és -80°C-on taroltuk
az RNS izoldlasaig. A zsirszOoveti makrofagok izoldlasa sordan a vordsvértesteket
hemolizissel tavolitottuk el (ACK Lysing Buffer, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA) ¢és a sztromalis vaszkularis sejtfrakciot Gjraszuszpendaltuk festépufterben
(PBS 0,5% BSA-val és 2mM EDTA-val). A zsirszoveti makrofdgokat MACS (magneses
sejtszeparalas) segitségével izolaltuk a stroma vaszkularis sejtfrakciobol F4/80 pozitiv
szelekcidval a gyartd utasitdsa alapjan (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

Németorszag).
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6.15. Triglicerid koncentracio meghatarozasa a majban

crer

majkivonatban végeztiik (a majmintakat egy éjszakan keresztiil 55°C-on emésztettiik
kalium-hidroxidban) enzimatikus glicerol assay segitségével a gyartd utasitasa alapjan

(Free Gycerol reagent. Gycerol Standard Solution, F6428, G7793).

6.16. Hisztologia

A mjj és zsirszoveti mintadkat 4%-os formaldehidben fixaltuk és paraffinba
agyaztuk. A paraffinmetszeteket hematoxilin-eozin festéssel megfestettiik. A metszeteket
EVOSTM XL Core Imaging System alkalmazas segitségével analizaltuk (Thermo Fisher
Scientific). A zsirszoveti képek kiértékeléséhez az ImageJ (National Institutes of Health,

Bethesda, USA) alkalmazast hasznaltuk.

6.17. RNS izolalas és valos ideji kvantitativ PCR (RT-qPCR)

A mintak total RNS izolalasat TRI reagenssel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik
a gyarto utasitasa alapjan. A total RNS-t reverz traszkripcid segitségével cDNS-sé irtuk
at High Capacity cDNA reverse Transcription Kit (Life Technologies, Budapest,
Magyarorszag) segitségével a gyartd utasitdsa alapjan. A génexpresszid meértékének
meghatarozasat qRT-PCR-ral végeztiik triplikdtumokban FAM-MGB-vel jelolt probak
(Life Technologies) segitségével Roche LightCycler LC480 valos idejii PCR miiszerrel.
A mRNS relativ szintjét Osszehasonlit6 CT (AACt) modszerrel szamoltuk ki. Az

expresszios €rtékek normalizalashoz a GAPDH haztartasi gént hasznaltuk.

6.18. Inzulinrezisztencia teszt és szérum inzulin meghatarozasa

Az inzulinrezisztencia teszt kivitelezésére a 17. héten kertilt sor. 6 6ras éheztetést
kovetéen 0,75 1U/ttkg inzulint (ACTRAPID Penfill 100IU/ml) (Novo Nordisk,

Koppenhaga, Dénia) injektaltunk intraperitoneélisan. Az inzulin beadasat kovetden a vér

crcr

késziilek (DCont, Budapest, Hungary) segitségével mértiik meg. A plazma inzulinszintjét
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egér inzulin ELISA 80-INSMS-EO1 kit (ALPCO, Salem, NH, USA) segitségével

hataroztuk meg a gyart6 utasitasi alapjan.

6.19. Statisztikai analizis

Az adatokat minden esetben +SD kozépértékként vagy egyéni értékként tiintettiik
fel. Minden statisztikai analizist GraphPad Prism 6.01 szoftverrel végeztiink. A p<0,05
értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A BMDM-ekkel végzett kisérletek
soran két csoport kozotti kiilonbség megallapitasahoz kétszélii, nem egyenld varianciaja
Student t-prébat, mig 2-nél tobb csoport Osszehasonlitdsa esetén egy utas ANOVA-t
hasznaltunk Tukey-féle tobbszords analizissel. A Mer hianyat vizsgélo kisérletekben négy
vagy hat csoport Osszehasonlitisa esetén egy utas ANOVA-t (Sidak tobbszoros
analizissel). Két fiiggetlen faktorral elkiilonitett adatsorok esetében két utas ANOVA

elemzést hasznaltunk (Tukey-féle tobbszords analizissel).
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7. Eredmények

7.1. A palmitat BMDM-ek efferocitozisara gyakorolt gatldo hatasanak

mechanizmusa

7.1.1. A palmitat gatolja a BMDM-ekben az apoptotikus sejtek fagocitézisat
anélkiil, hogy hatassal lenne a fagocitézishoz kotheté receptorok mRNS

expresszidjara

Hogy teszteljiik, a palmitat valoban gatolja a BMDM-ek efferocitozisat a BMDM-
BMDM-ekhez apoptotikus timocitakat adtunk 40 percen keresztiil, majd meghataroztuk
a makrofagok fagocitdlo kapacitasat. Azt taldltuk, hogy a palmitit a BMDM-ek
efferocitozisat dozis fiiggd modon gatolja (7A ébra). Korabban kimutattdk, hogy a
palmitat ER stresszt indukdlva fokozza a makrofdgok sejthalalat (Schilling és mtsai,
2013). Ahhoz, hogy eldontsiik, hogy esetliinkben a csokkent efferocitozist a BMDM-ek
palmitat kezelés hatasara bekovetkezé apoptodzisa okozza-e, a BMDM-eket kiilonb6z6
Azt tapasztaltuk, hogy az altalunk hasznalt palmitat koncentraciok nem befolyasoltak a
BMDM-¢ek életképességét (7B abra). Hogy az el6zd kisérletiinket megerdsitsiik a
BDMD-eket pan-kaszpaz apopto6zis inhibitorral kezeltiik. Az apoptdzis gatlasa a BMDM-
ekben nem fokozta a palmitat altal gatolt fagocitozist (7C abra). Ezen eredmények azt
bizonyitjak, hogy a BMDM-ek fagocitikus kapacitasanak a csokkenése nem a BMDM-
ek palmitat indukalta sejthaldlaval van Osszefiiggésben. A legmegfelelébb palmitat
koncentracionak a 0,4mM-t talaltuk, mivel ezen koncentracio szignifikdnsan csokkentette
a fagocitozist, azonban a BMDM-ek ¢letképességét nem befolyasolta, igy a tovabbi

kisérleteinkben ezt a koncentraciot hasznaltuk.

Mivel a fagocidzis kulcslépése az apoptotikus sejtek fagocita receptorok altali
felismerése, a kovetkezd kisérletiinkben azt szerettiik volna megtudni, hogy a palmitat
kifejtheti-e az efferocitozist csokkentd hatasat oly moddon, hogy befolyasolja a
fagocitozisban résztvevd kulcsmolekuldk mRNS expressziojat. A 7D abran lathato

moddon, a palmitdt nem befolyésolta szignifikdnsan az apoptotikus sejtek felvételében
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szerepet jatszo receptorok mRNS expressziojat a zsirsavak felvételében is szerepet jatszo

CD36 kivételével, melynek kifejezddése szignifikansan novekedett.
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7. abra A palmitat gatolja a BMDM-ek apoptotikus timocita bekebelezéset anélkiil, hogy
befolyasolna a fagocitozisban résztvevd receptorok mRNS expressziojat. (A) A BMDM-ek

palmitattal (Palm), majd a BMDM-ekhez 5:1 aranyban Cell Tracker DeepRed fluoreszcens
festékkel jelolt apoptotikus timocitakat adtunk 40 percig. A sejteket FACSCalibur aramlasi
citométerrel analizaltuk. (B) A BMDM-¢ek életképessége Cell Counting Kit-el meghatarozva
(CCK&8) kiilonb6z6 koncentracioji 24 oras palmitat kezelést kdvetden. (C) A BMDM-ek
fagocitikus kapacitasa 24 oras Z-VAD-FMK (50uM) és palmitat (0,4mM) kezelést kdvetden. (D)
A fagocitézisban szerepet jatsz6 CD36, ELMO, Clq, MFGES, Integrin B3, Integrin 5, Mer
tirozin kinaz, TG2 receptorok relativ mRNS expresszios szintjei a BMDM-ekben 24 6ras palmitat
kezelést kovetden gRT-PCR modszerrel meghatdrozva. Az eredményeket atlag+SD (n=3)
értékkeént tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok jeldlik: *<0,05, **<0,001,
**%p<0,001.
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7.1.2. A palmitat az energiaérzékelésen keresztiil befolyasolhatja az efferocitozist a

BMDM-ekben

A nagy mennyiségli palmitat felvételével nagy mennyiségi energia jut a BMDM-
ekbe. Az AMPK meghatarozo szerepet tolt be a sejtek energiaérzékelésében, aktivitasa a
sejtek energiadllapotatdl fiigg. Amikor a sejtek szamdara elegendd tapanyag all
rendelkezésre, akkor aktivitdsa gatolva van, azonban, ha a sejteknek nem all
rendelkezésre elegendd tapanyag, akkor az AMPK aktivitdsa n6. Az AMPK maximalis
aktivitdsadhoz a kindz domén treonin 172 foszforilacidja sziikséges (Hawley és mitsai,
1996). Mivel a palmitat nem a fagocitdzisban résztvevd receptorokon keresztiil fejti ki
gatld hatasat ezért megvizsgaltuk, hogy a palmitat kezelés hogyan befolyasolja az
energiaérzékeld utvonalak aktivitasat. A Western blot kisérletek adatai azt mutattak, hogy
palmitat kezelés hatasara csokkent a BMDM-ekben az AMPK enzim aktivitasa (8A abra).
Hogy vizsgaljuk, van-e a palmitat altal bevitt energiatobbletnek hatdsa az efferocitdzisra,
a BMDM-ekben az alacsony energiaszinthez hasonld koriilményeket teremtettiink oly
modon, hogy a palmitattal kezelt BMDM-ekhez a kezelés utolso 1,5 ordjaban AICAR-t
(5-aminoimidazol-4-karboxamid-1-B-D-ribofuranozid), egy AMPK aktivatort adtunk.
Eredményeink azt mutattak, hogy az AMPK AICAR altali aktivalasa képes volt

ellensulyozni a palmitat fagocitdzisra gyakorolt gatld hatasat (§8B-D abra).
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8. abra A palmitat a BMDM-ekben csokkenti az AMPK aktivitast, amely az efferocitozis
gatlasahoz vezet. (A) Foszforilalt AMPK mennyisége Western blot analizissel detektdlva a
makrofagokban 24 ords 0,4mM palmitat kezelést kovetden, referencia fehérjeként P-aktint
hasznalva. (B) A BMDM-ek fagocitozisanak mértéke aramlasi citométerrel meghatarozva. A
BMDM-eket 24 oran keresztiil kezeltiik 0,4mM palmitattal, illetve a kezelés utolso 1,5 6rajaban
0,5mM AICAR-ral. Ezt kovetéen a BMDM-ekhez 5:1 ardnyban Cell Tracker DeepRed
fluoreszcens festékkel jelolt apoptotikus timocitakat adtunk 40 percig. A sejteket FACSCalibur
aramlasi citométerrel analizaltuk. (C) A BMDM-ek altal bekebelezett apoptotikus sejtek szama
mintanként 100 BMDM-et szamolva. A makrofagokat SuM CFDA-SE fluoreszcens festékkel
inkubaltuk 24 o6ran keresztiil. Az apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed
fluoreszcens festékkel inkubaltuk 24 oran keresztil. Ezt kovetéen a BMDM-eket és az
apoptotikus sejteket 1:5 aranyban, 40 percen keresztiil inkubaltuk egyiitt. (D) Fluoreszcens
mikroszkoppal késziilt reprezentativ felvételek a sejtszamolashoz, amelyeken a BMDM-ek zold,
mig az apoptotikus timocitak piros szinnel vannak jeldlve. Az eredményeket atlag£SD (n=3)
értékként tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok jel6lik: *<0,05, **<0,001,
*HA*DP<0,0001.



7.1.3. A palmitat fokozza az mTORCI1 aktivitast a BMDM-ekben

Az AMPK-r6l ismert, hogy képes gatolni az mTOR fehérje aktivitasat (Dossou és
Basu, 2019). Mivel a palmitat kezelés csokkentette az AMPK aktivitést, ezért szerettiik
volna meghatarozni, hogy palmitat kezelés hatasara valtozik-e a BMDM-ekben az mTOR
aktivitdsa. Az mTOR fehérje két komplexben is jelen van. Western blot segitségével
meghataroztuk a protein S6 kinaz treonin 389 foszforilaltsagi szintjét. A protein S6 kinaz
az mTORCI utvonal szubsztratja, igy a fokozott foszforilaltsdga fokozott mTORCI1
aktivitast jelez. Az Akt fehérje szerin 473 foszforilacidja ugyanakkor fokozott mTORC2
aktivitast jelez (Bozulic és mtsai, 2009). Kisérleteink azt mutattak, hogy a palmitat
fokozza az mTORCI1 aktivitasat (9A dbra), de az mTORC2 aktivitasara nincs szignifikans
hatassal (9B abra).
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9. abra A palmitat kezelés fokozza az mTORCI aktivitasat. (A) A foszforilalt protein S6 kinaz
mennyisége Western blot analizissel detektalva a BMDM-ekben 24 6ras 0,4mM palmitat és
100nM rapamycin (Rapa) kezelést kdvetden, referencia fehérjeként B-aktint hasznalva. (B) A
foszforilalt Akt mennyisége szintén Western blot analizissel detektalva a BMDM-ekben 24 6ras
0,4mM palmitat és 100nM rapamycin kezelést kovetden, referencia fehérjeként [-aktint
hasznalva. Az eredményeket atlag=SD (n=3) értékként tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans
kiilonbséget csillagok jeldlik: *<0,05.
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Hogy megtudjuk, az mTORC1 aktivacidja részt vesz-e az palmitathoz kothetd
efferocitdzis gatlasaban, a BMDM-eket rapamycinnel, egy szelektiv mTORCI
inhibitorral kezeltilk. A rapamycin teljes mértékben gatolta a protein S6 kinaz
foszforilacigjat, azonban az Akt foszforilacidjara nem volt hatdssal igazolva szelektiv
mTORCI1-re gyakorolt hatdsat. A rapamycin kezelés ugyanebben a koncentracioban
szignifikinsan ellensulyozta a palmitat gatlé hatasat (10A-C abra). Osszefoglalva az
eredményeket elmondhatjuk, hogy a palmitat fokozza a BMDM-ekben az mTORCI
aktivitasat, az mTORC]1 rapamycinnel torténé gatlasa pedig felfliggeszti a palmitat

efferocitdzisra gyakorolt negativ hatasat.
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10. abra A palmitat kezelés mTORCI fiiggd modon csokkenti a BMDM-ek fagocitozisat. (A) A
BMDM-ek fagocitozisdnak a mértéke aramlasi citométerrel meghatarozva. A makrofagokat 24
oran keresztiil kezeltiik 0,4mM palmitattal és 100nM rapamycinnel. Ezt kdvetéen a BMDM-
ekhez 5:1 ardnyban Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel jelolt apoptotikus timocitakat
adtunk 40 percig. A sejteket FACSCalibur aramlasi citométerrel analizaltuk. (B) A makrofagok
altal bekebelezett apoptotikus sejtek szama mintanként 100 BMDM-et megszamolva. A BMDM-
eket SuM CFDA-SE fluoreszcens festékkel inkubaltuk 24 o6ran keresztiil. Az apoptotikus
timocitakat 2,5u Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel inkubaltuk 24 6ran keresztiil. Ezt
kdvetéen a BMDM-eket és az apoptotikus sejteket 1:5 aranyban, 40 percen keresztiil inkubaltuk.
(C) Fluoreszcens mikroszkoppal késziilt reprezentativ felvételek a sejtszamolashoz, amelyeken a
BMDM-ek z6ld, mig az apoptotikus timocitak piros szinnel vannak jeldlve. Az eredményeket
atlag=SD (n=3) értékként tlintettiik fel. A statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik:
*%<0,001, ****p<0,0001.
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7.1.4. A palmitat a BMDM-ekben fokozza az mTORCT fiiggé Rho kinaz aktivaciot,

ezaltal gatolva az efferocitozist

A G fehérjék fontos szerepet toltenek be a citoszkeleton atrendezddésében a
fagocitézis folyamata soran (Nakaya és mtsai, 2006). Mivel a palmitat nem befolyasolta
a fagocitozisban résztvevo receptorok mRNS expressziojat igy gondoltuk, hogy hatassal
lehet a G fehérjék aktivitdsara. 24 6ras palmitat kezelést kdvetden megvizsgaltuk a
makrofagokban a Racl, a CDC42 és a RhoA aktivitasat. A Racl és a CDC42 esetében
nem valtozott szignifikdnsan az aktivitds, azonban RhoA esetében nétt, és mTORCI

fliggd RhoA aktivitas szabalyozast figyeltiink meg (11A abra).
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11. abra A palmitat kezelés a BMDM-ekben fokozza a RhoA aktivitast. (A) RhoA, Racl és CDC42
fehérje aktivitasok. A BMDM-eket 0,4mM palmitattal kezeltiik 24 oran keresztiil és a G fehérjék
aktivitasat G-LISA aktivacios kittel hataroztuk meg. (B) ROCK1 fehérje szintek a BMDM-ekben
Western blot analizissel detektalva 24 6ras 0,4mM palmitat és 100nM rapamycin kezelést
kovetden, referencia fehérjeként f-aktint hasznalva. Az eredményeket atlag=SD (n=3) értékként
tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans kilonbséget csillagok jelolik: *<0,05, **<0,001,
***p<0,001, ****p<0,0001
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Mivel ismert, hogy a RhoA a RhoA-asszocialt protein kindz 1 (ROCK1) fehérje
szabalyozasan keresztiil részt vesz az efferocitdzis negativ szabalyozéasaban (Tosello-
Trampont és mtsai, 2003), megvizsgaltuk, hogy a palmitat, a rapamycin, vagy a palmitat
¢és rapamycin kezelés befolydsolja-e a ROCKI1 fehérje kifejezddését. Western blot
technikat alkalmazva egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk szignifikéns valtozast a

fehérje expresszidjaban (11B dbra).
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12. dbra A palmitat kezelés a BMDM-ekben mTORCI fiiggé ROCKI aktivalashoz és csokkent
efferocitozishoz vezet. (A) Foszforilalt MYPT-1 szintek a BMDM-ekben Western blot analizissel
detektalva 24 oras 0,4mM palmitat és 100nM rapamycin kezelést kdvetden, referencia fehérjeként
B-aktint hasznalva. (B) A BMDM-ek altal bekebelezett apoptotikus sejtek szama mintanként 100
BMDM-et szamolva. A BMDM-eket SuM CFDA-SE fluoreszcens festékkel inkubaltuk 24 6ran
keresztiil. Az apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel
inkubaltuk 24 6rén keresztiil. Ezt kovetden a BMDM-eket és az apoptotikus sejteket 1:5 ardnyban,
40 percen keresztiill inkubaltuk. (C) Fluoreszcens mikroszkoppal késziilt reprezentativ felvételek
a sejtszamolashoz, amelyeken a BMDM-ek z6ld, mig az apoptotikus timocitak piros szinnel
vannak jeldlve. Az eredményeket atlageSD (n=3) értékként tiintettiik fel. A statisztikai
szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik: *<0,05, **<0,001, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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A citoszkeleton atrendezddése soran a ROCKI1 fehérje egyik szubsztratja a
MYPT-1 fehérje, amelyet a treonin 850 foszforilacidjan keresztiil aktival (Somlyo és
mtsai, 2003). Western blot technika segitségével meghataroztuk a foszforilalt MYPT1
fehérje szintjeit. Palmitat hatasara a makrofagokban szignifikansan nétt a foszforilalt
MYPT1 fehérje mennyisége. Ugyanakkor rapamycin kezelés hatasara még palmitat
egylttes jelenlétében is szignifikdns csokkenést figyeltiink meg (12A é4bra). Ezen
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az mTORCI1 képes aktivalni a RhoA
fehérjét, a RhoA fehérjén keresztiil pedig a ROCK1 fehérjét.

Ugy véltiik, hogyha a ROCKI fehérje aktivalasa részt vesz a palmitat
efferocitozisra gyakorolt gatlé hatasaban, ugy a ROCKI1 fehérje gatlasaval képesek
lesziink a palmitit negativ hatdsat visszaforditani, ezaltal fokozni a BMDM-ck
efferocitozisat. Eredményeink valoban azt mutattdk, hogy ha gatoltuk a ROCK1-et az Y-
27632 inhibitorral, akkor a palmitat efferocitozisra gyakorolt gatlé hatasat meg tudtuk
sziintetni (12B-C abra).

7.1.5. A palmitat fokozza BMDM-ekben az autofagiat, de gatolja az autofagias

vakuolumok és a lizoszomak fazigjat

Ismert, hogy a palmitat képes a sejtekben ER stresszt indukalni és az ER stresszre
adott egyik sejtvalasz az autofagia szamos mas valasz mellett, mint példdul a kibontott
fehérje valasz, vagy a mitokondrialis mitkodés megvaltozasa (Schilling €s mtsai, 2013).
Az autofagia aktivacio kimutatasanak egyik lehetdsége az LC3-II fehérje megnovekedett
mennyisége, amely a fehérjének az autofagia soran az ATG fehérjék altali
poszttranszlaciés modositasanak kovetkezménye (Senft és mtsai, 2015). A p62 fehérje
szintén fontos szerepet tolt be az autofagia sordn a lebomld molekulak megjelolésében. A
p62 a hozza kapcsolt fehérjékkel egyiitt lebomlik a lizoszémaban, igy mennyiségének
csokkenése fontos indikatora az autofagia mértékének (Lamark és mtsai, 2017). Az
mTORCI1-rdl ismert, hogy gatolja az autofagiat (Bortolami és mtsai, 2020), igy palmitat
altali gatlasat kovetden azt varnank, hogy az autofagias folyamatok gatlodnak. Azonban
az ER stressz az mTORC1-tdl fliggetlen Gitvonalon képes fokozni az autofagiat (Tan és
mtsai, 2012). Ezért kivancsian vartuk, hogyan befolyasolja a palmitat a BMDM-ekben az
autofagias utvonalakat. Az mTORCI1 utat gatl6 rapamycin, AICAR és Y-27632 kezelések

onmagukban fokoztak az LC3-1I/LC3-I aranyt, amely az autofagia fokozodasat jelzi a
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BMDM-ekben (13A ébra). A p62 fehérje mennyisége ezzel szinkronban csdkkent ezen

kezelések hatasara (13B éabra).
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13. abra A palmitat fokozza az autofagiat a BMDM-ekben, de gatolja az autofagoszoma lizoszoma

fuziot. (A) LC3-1 és LC3-II szintek a BMDM-

ekben Western blot analizissel detektalva 24 oras

0,4mM palmitat 100nM rapamycin, 0,5mM AICAR és 30uM Y-27632 kezelést kovetden,

referencia fehérjeként B-aktint hasznalva. (B) p62 szintek a BMDM-ekben Western blot

analizissel detektalva 24 6ras 0,4mM palmitat

¢s 100nM rapamycin, 0,5mM AICAR és 30pM Y-

27632 kezelést kdvetden, referencia fehérjeként B-aktint hasznalva. Az eredményeket atlag+=SD

(n=3) értékként tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik: *<0,05,

*%<0,001, ***p<0,001, ****p<0,0001).

A palmitat adasat kovetden azonban jelent(’isen megnévekedett p62 szintet

crer

gatlasara utalt, kovetkezményes LC3 felhalmozodast eredményezve a lizoszémakkal
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egyesiilni nem tudd autofagoszoméakban. A rapamycin, AICAR, Y-27632 kezelések
palmitat jelenlétében szignifikdnsan csokkentették a p62 szinteket. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az mTORC]1 utvonal gatloi képesek feloldani a palmitat altal
okozott autofagoszoma-lizoszoma fzid blokkot, igy engedik, hogy a palmitat altali ER

stressz indukalta autofagias folyamat akadaly nélkiil mikodhessen.
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7.1.6. A palmitat gatolja a felvett apoptotikus timocitak lizoszomaba jutasat is

Transzmisszios LysoTracker CellTracker Osszevont Nagyitott,
Green Red osszevont

+Palmitat

BSA

AICAR

Rapamycin

Y-27632

BSA

AICAR

Rapamycin

Y-27632

14. abra A 24 oras palmitat kezelés a BMDM-ekben késlelteti az apoptotikus sejtek megjelenését
a fagolizoszomakban, melyet a rapamycin, AICAR és Y-27632 kezelés képes visszaforditani. A
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BMDM-eket 24 6ran keresztiil kezeltik 0,4mM palmitattal vagy 100nM rapamycin, 0,5mM
AICAR és 30uM Y-27632-vel. A kezelést kovetden a BMDM-eket 50nM LysoTracker™ Green
DND-26 fluoreszcens festékkel 1 6ran keresztiil inkubaltuk. Az apoptotikus timocitakat 2,5uM
Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel jeloltiik 24 oran keresztiil. Ezt kdvetéen a BMDM-
eket és az apoptotikus sejteket 1:5 ardnyban 40 percen keresztiil inkubaltuk egyiitt. A sejtek

fixalasa nélkiil konfokalis felvételeket készitettiink. A sarga/narancssarga szinek az fagocitalt

c ey

kovetben.

Ha a palmitat kezelés hatdsara aktivalt mTORC]1 utvonal gatolja az autofagias

--------

crer

(Nguyen és Yates, 2021). Hogy a feltételezéseinket mikroszkopos vizsgalattal is
alatimasszuk, a BMDM-ek lizoszoméjat LysoTracker, mig az apoptotikus sejteket
DeepRed fluoreszcens festékkel jeloltiik meg, majd kovettiik az apoptotikus sejtek
megjelenését a lizoszomakban. Palmitat kezelés esetében nagyon alacsony szamu
apoptotikus sejtet tudtunk detektalni a lizoszomakban a tobbi kezeléshez képest (14.
abra). E megfigyeléseink arra utalnak, hogy az mTORC1-RhoA-ROCK jelatviteli utvonal
aktivacidja interferdl a fagoszoma-lizoszoma fuzids Utvonallal. Fontos megjegyezni
azonban, hogy nem zarhatjuk ki annak lehetdségét sem, hogy csupan az apoptotikus

sejtek késleltetett felvétele magyarazza a késé1 megjelenéstiket a lizoszémakban.
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7.2. A Mer hianyanak hatasa magas zsirtartalma diétaval kivaltott patologias

elvaltozasokra egerekben

7.2.1. Mer-/- egerek esetében Kkisebb sulygyarapodas figyelhet6 meg magas

zsirtartalmu diéta hatasara

Normal diétan (ND) tartott egerekhez képest a vad tipusi egerekben magas
zsirtartalmu diéta (HFD) hatdsara markans elhizas alakult ki. A HFD vagy ND étrenden
tartott egerek testtomege 38,6+2 vs. 29,6+1,5g volt. A Mer hidnya nem befolyasolta a
testtomeget szignifikdnsan az etetési szakasz kezdetén. A Mer+/+ ¢és Mer-/- egerek
esetében a testtomeg 19,0+0,6 vs. 18,142,4¢g volt. Hosszabb tdvon a normal diétan tartott
vad tipusu egerekhez képest a Mer-/- egerek lassabb sulygyarapodast mutattak: 29,6+1,5
vs. 27.0£0,9 (15A abra). A Mer null egerek csokkent testtomeg-gyarapodasi képessége a
vad tipust alomtarsaikhoz képest sokkal kifejezetteb volt, ha HFD-n voltak tartva (15B
abra). Ez a kiilonbség a BMI esetében is megmutatkozott (15C abra). A gonadalis
zsirszovet (gWAT) tdmege a Mer-/- egerek esetében szignifikdnsabban alacsonyabb volt
a Mer+/+ egerekhez képest HFD étrenden tartva (15D abra). A gWAT-ban bekdvetkezett
tomegndvekedés az adipocitak atlagos méretének megndvekedésében is megmutatkozott,
amit hisztologiai metszetek segitségével detektaltunk (15E és F 4abra). Korabbi
vizsgalatok alapjan bizonyitott, hogy az adipocitak hipertrofiaja fokozott gyulladasi
citokin és megvaltozott adipokin termeléssel jar (Gregor €s mtsai, 2007; Stern és mtsai
2016), ezért meghataroztuk néhany proinflammatorikus citokin mRNS expresszios
szintjét a gWAT adipocitaiban. Az irodalmi adatoknak megfeleléen az MCP-1, a TNF, az
IL-6, a rezisztin €s a leptin fokozott expressziét mutattak a vad tipusu HFD-n tartott
egerek esetében, mig az adiponektin szintje csokkent (16. abra). A HFD-n tartott Mer-/-
egereknél azonban nem mutattunk ki megvaltozott expressziot ezen molekuldk esetében.
Osszegezve az eredményeket elmondhatjuk, hogy a Mer hianya HFD étrenden tartott

egerekben véd a sulygyarapodastol, illetve a gyulladas kialakulasatol.
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15. abra A Mer-/- egerek vedettek a HFD étrend altal kivaltott elhizassal szemben. (A) ND-n és
HFD-n tartott vad tipusu és Mer-/- egerek testtomege hetente mérve. (B) ND vagy HFD étrenden
tartott vad tipusu és Mer-/- egerek testtomege a 18 hetes etetési idészak végén szoros
novekedésben kifejezve az etetési idoszak kezdetéhez képest. (C) ND vagy HFD étrenden tartott
vad tipust és Mer-/- egerek testtomegindexe az etetési idészak végén. (D) ND vagy HFD étrenden
tartott vad tipustu és Mer-/- egerek gonadalis zsirszovetének tomege az etetési id6szak végén. (E,
F) Paraffinba agyazott gWAT-ot tartalmazo, hematoxilin-eozin festéssel megfestett szoveti
metszetek ND vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egerek esetében a szoveti felépités
bemutatasahoz és az adipocitdk atlagos méretének meghatarozasahoz. A kiértékelést Imagel
szoftverrel végeztiik. Minden minta esetében 500 adipocitat vizsgaltunk meg. 5 széveti mintabol

egy-egy reprezentativ képet mutatunk be. A 1épték skala 200pm.
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16. abra Mer hianya HFD étrenden tartott egerekben véd a gyulladas kialakulasatol. gWAT
adipocitak qRT-PCR moédszerrel meghatarozott adipokin és proinflammatorikus citokin
génexpresszios szintjei ND vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egerekben az etetési
idészak végén. Az eredményeket atlag és egyéni értékként értékként tiintettiik fel. A statisztikai
szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik: *<0,05, **<0,001, ***p<0,001, ****p<0,0001).

7.2.2. A Mer hianya védi az egereket a HFD étrend altal kivaltott gyulladas, zsirmaj

és inzulinrezisztencia kialakulasatol

HFD étrend hatésara szdmos proinflammatorikus citokin és a rezisztin esetében is
magas mRNS expressziot detektaltunk a vad tipust egerek zsirszoveti makrofagjaiban
szemben a Mer-/- egerek makrofagjaival (17. dbra). Az ND étrenden tartott vad tipusu
egerek makrofagjaiban magas, mig a HFD étrenden tartott egerek proinflammatorikus
makrofagjaiban alacsony Mer expressziot figyeltiink meg, Ezen eredményeink arra
utalnak, hogy a HFD étrenden tartott Mer-/- egerekben a Mer-/- adipocitak nem lesznek

hipertrofidsok, illetve gyulladas sem alakul ki a Mer-/- zsirszovetekben.
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17. abra A Mer hianya az egerekben megakadadlyozza a HFD étrend hatasdara kialakulo
gyulladast. gWAT makrofagok qRT-PCR modszerrel meghatarozott proinflammatorikus citokin,
rezisztin és Mer génexpresszios szintjei ND-n vagy HFD-n tartott vad tipust €s Mer-/- egerekben
az etetési id0szak végén. Az eredményeket atlag és egyéni értékként értékként tiintettiik fel. A
statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik: *<0,05, **<0,001, ***p<0,001,
*HA%P<0,0001).

Ismert, hogy a HFD étrend hatasara kialakult gyulladas és megvaltozott adipokin
termelés Osszefiiggésbe hozhato az inzulin rezisztencia és a zsirm4j kialakuldsaval (Rabe
¢és mtsai, 2008), ezért megvizsgaltuk ezen folyamatokat is. Ahogy a 18A 4bran lathato, az
ND ¢és HFD étrenden tartott egerek majtomege kozott nem volt kiilonbség. A HFD
étrenden tartott vad tipusu egerek mdjaban azonban szignifikdnsan magasabb
triacilglicerol koncentraciot detektaltunk az ND étrenden tartott egerekhez képest. Ezen
eredményekkel ellentétben a Mer-/- egerek méjaban mért triacilglicerol koncentraci6 az
ND ¢étrenden tartott egerekhez hasonlitva nem ndvekedett a HFD étrend hatasara sem
(18B abra). Az eredményeink a hematoxilin-eozinnal megfestett majmetszetek képeivel
Osszhangban allnak (18C abra). Ezt kovetéen meghatdroztuk az inzulinrezisztenciat. A
HFD étrenden tartott vad tipusu egerek fokozott mértékii inzulinrezisztenciat mutattak a
Mer-/- egerekkel szemben (18D abra). Ezeket az eredményeket alatdmasztottdk a HFD
étrenden tartott Mer+/+ egerekben mért fokozott kompenzatorikus szérum inzulin szintek

is. A Mer-/- egerek szérum inzulin szintjeiben ugyanakkor nem kovetkezett be
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szignifikans valtozas (18E abra). Eredményeink alapjan a Mer hidnya az egerekben véd

a gyulladas, a zsirméj €s az inzulinrezisztencia kialakulasa ellen.
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18. abra A Mer hianya az egerekben megakadalyozza a HFD étrend hatasara kialakulo zsirmajat
és inzulinrezisztencidat. (A) ND vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egerek majanak
tomege az etetési iddszak végén. (B) ND vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egerek
majanak triacilglicerol tartalma az etetési iddszak végén. (C) Paraffinba agyazott majszovetekbdl
késziilt metszetek, melyeket hematoxilin-eozin festéssel festettiik meg a szoveti struktira
lathatova tételéhez A harom-hdrom mintabdl egyet-egyet mutatunk be. A 1épték skéala 200pm. (D)
ND vagy HFD étrenden tartott vad tipust és Mer-/- egerek inzulinrezisztencia értékei az etetési
idészak 17. hetén. (E) ND vagy HFD étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egerek egér-inzulin
ELISA kittel meghatarozott plazma inzulin szintjei az etetési idészak végén. Az eredményeket
atlag és egyéni értékként értékként tiintettiik fel. A statisztikai szignifikans kiilonbséget csillagok
jelolik: *<0,05, **<0,001, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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7.2.3. A Mer hianya a nem hematopoietikus sejteken véd a magas zsirtartalmu

étrend altal Kivaltott elhizas ellen

A Mer-/- egerekkel kapott eredmények aldtdmasztottdk, hogy Mer hidnya véd a
HFD altal kivaltott elhizds, metabolikus szindroma és zsirmaj kialakulasa ellen, igy
kivancsiak voltunk, hogy magas zsirdiétaval szemben kialakul6 védettség a csontveld-
eredetii sejtek, vagy egyéb sejtek Mer hianydnak a kovetkezménye-e. A kérdés
megvalaszolasdhoz vad tipusu és Mer-/- egereket kobaltagytival sugéaroztunk be, hogy
elpusztitsuk a csontveldt, majd csontveld transzplantaciot hajtottunk végre. Kontrollként
vad tipust egérbe vad tipusi csontvel6t iiltettiink, illetve a kérdés megvalaszolasahoz
Mer-/- csontvelét vad egerekbe, illetve vad egerekbdl szarmazd csontvelét Mer-/-
egerekbe transzplantaltunk. A kordbbiakban elvégzett kisérletsorozatot a transzplantalt
egerek esetében is elvégeztiik. A 19A abran lathatd modon az irodalmi adatoknak
megfelelden a besugarzott egerek esetében 1ényegesen kisebb stlygyarapodast figyeltiink
meg az etetési iddszak végén a kordbban bemutatott nem besugarzott tarsaikhoz képest
(Maeda és mtsai, 2005). Ennek ellenére a kialakult testtdmeg valtozasok egyértelmiien
demonstraltdk, hogy mig a Mer hidnya a hematopoietikus sejtekben nem volt kedvezd
hatassal a HFD ¢étrend 4ltal kivaltott sulygyarapodédsra, a Mer hidnya a nem
hematopoietikus sejteken védd hatdsunak bizonyult a zsirdiéta elhizast kivaltoé hatasaval

szemben, legalabbis az etetési 1d0szak korai szakaszaban.

Ahogy eredetileg vartuk, a HFD étrenden tartott egerek esetében a Mer hianya a
hematopoietikus sejtekben nagyobb gWAT tomeget eredményezett a vad tipusi
egerekhez hasonlitva. Ez a kiilonbség még kifejezettebb volt, ha azokhoz az egerekhez
hasonlitottuk, melyekben a Mer a nem hematopoietikus sejtekbdl hidnyzott (19B dbra).
A hematoxilin-eozinnal megfestett szoveti metszetek arra is ramutattak, hogy azokban az
egerekben, amelyekben a Mer a hematopoietikus sejtekbdl hidnyzott mar ND étrend
esetében is nagyobb adipocita méret volt megfigyelhetd a tobbi csoporthoz képest (19C-
D abra).

A testtomeg adatoknak megfeleléen valamennyi triacilglicerol tartalom
novekedés mindharom fajta egér majaban kimutathato volt zsirdiétan, és ez is azokban az
egerekben volt a legkifejezetteb, amelyekben a Mer a hematopoetikus sejtekbdl hidnyzott.
(19E-F abra). Az inzulinérzékenységet tekintve a mérés idépontjaig még nem alakult ki

szignifikans kiilonbség a csoportok kozott ilyen alacsony sulygyarapodas mellett (15G
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abra). Az eredményeket Osszefoglalva azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Mer
hianya a nem hematopoietikus sejtekben jatszik szerepet a HFD étrend hatésara kialakuld

elhizas elleni védelemben az egerekben, és ez eltakarja a mieloid Mer-/- fenotipust.

2 ® Mer+/+ > +/+ ND
1,20{ © Mer+/+ — +/+ HFD §
ta

05 115 @ Mer+/+ - --ND %Sé
£ O Mer+/+ — -/- HFD 2 =
- o
£5 1107 @ Mer-/- — +/+ ND §.<}
38 O Mer-/- — +/+ HFD o
25
R

1,00

Gonadalis zsirszévet tdmeg (g)

1.2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
hét

Mer Mer Mer Mer Mer Mer
+HE > H+ Ht 5 -] o> H+ +H+ > H+ Ht > -l e
ND HFD ND HFD
E [ G
Mer .
+4 >+ e >+
Mer
++ >
Mer
- — +1+
24 15
; @ Mer+i+ — +/+ ND
.§ O Mer+/+ —> +/+ HFD .«
=1 k T 2
g LR @ Mer+/+ - -I-ND 23"
° g _ © Mert/+ > -I-HFD §2
S1 ] N B0
£ SE ® er-- > +/+ ND g3
g £ s O Mer-/- > +/+ HFD E 2
= £8°
2

o

120 ND HFD _ND HFD _ND HFD

[ 30 60 90
Inzulin beadasatdl eltelt idé
(perc) Mer Mer Mer
HE > HE e e HE

19. abra A Mer hianya a nem hematopoietikus sejtekben véd a HFD étrend hatasara kialakulo
elhizas ellen. (A) ND-n és HFD-n tartott csontvel6-transzplantalt egerek testtomege hetente
mérve. (B) ND vagy HFD étrenden tartott csontveld-transzplantalt egerek gonadalis
zsirszovetének tomege az etetési idoszak végén. (C, D) Paraffinba dgyazott gWAT-ot tartalmazo,
hematoxilin-eozin festéssel megfestett szoveti metszetek ND vagy HFD étrenden tartott
csontvel6-transzplantalt egerek esetében a szoveti felépités bemutatasahoz és az adipocitak
atlagos méretének meghatarozasahoz. A kiértékelést Imagel szoftverrel végeztiikk. Minden minta
esetében 500 adipocitat vizsgaltunk meg. 4 mintabdl egy reprezentativ mintat mutatunk be. A
lépték skala 200um. (E) Paraffinba agyazott majszovetekrdl késziilt metszetek, melyeket

hematoxilin-eosin festéssel festettiik meg a szoveti struktura lathatova tételéhez A harom-harom
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mintabol egyet-egyet tiintettiink fel. A 1épték skala 200um. (F) ND vagy HFD étrenden tartott
csontvel6transzplantalt egerek méjanak triacilglicerol tartalma az etetési idoszak végén. (G) ND
vagy HFD étrenden tartott csontvelO-transzplantdlt egerek egér-inzulin ELISA Kkittel
meghatarozott plazma inzulin szintjei az etetési iddszak végén egér-inzulin ELISA Kkittel
meghatarozva. Az eredményeket atlag és egyéni értékként értékként tiintettiik fel. A statisztikai
szignifikans kiilonbséget csillagok jelolik: *<0,05, **<0,001, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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8. Megbeszélés

Az elhizas napjainkban tobb, mint 650 millié felndttet és 340 millié gyermeket
érint6 probléma. Az elhizés jellemzdje a zsirszovet koros felhalmozodasa a testben, amely
komoly egészségligyi kockéazatot jelent (Serensen és mtsai, 2022), és gyakran tarsul

kréonikus alacsony szinti gyulladéssal (Ellulu, 2016).

A kroénikus alacsony szintli gyulladds kialakulasa, illetve a makrofagok
efferocitézisa szoros kapcsolatot mutatnak. Az apoptotikus sejtek eltdvolitasa a
makrofagok altal része a normal szoveti homeosztazisnak, hiszen egyrészt eldsegiti a
szOveti integritas megtartdsat, masrészt fontos szerepe van a szovetkarosité gyulladas
bekebelezése onmagaban is egy gyulladast kialakuldsat elésegitd folyamat lehet (Roszer,
2021). Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a makrofdgok az apoptotikus
adipocitak lipidtartalmat képesek lipid tartalmi extracellularis vezikuldk forméjaban
felvenni ¢és eloxidalni, ezaltal csokkentve a periférias szovetek ektopikus zsirterhelését.
TG2 hianyaban, ez a folyamat sokkal hatékonyabb (Saghy és mtsai, 2019), valésziniileg
az adipocitadk kompenzatorikusan magasabb integrin B3 kifejezddése miatt, amelyrol
ismert, hogy részt vehet a PS-t kifejez6 extracelluléris vezikuldk felvételében (Mulcahy
¢és mtsai, 2014). Feltételezziik, hogy a Mer tirozin-kinaz is hasonlo6 szereppel birhat, mivel
a Mer szerepét is bizonyitottak mar PS-pozitiv extracellularis vezikuldk felvételében
(Mulcahy ¢és mtsai, 2014). Ha az apoptotikus sejtek eltavolitdsa zavart szenved, akkor az
el nem takaritott sejtek masodlagos nekrdzison mennek keresztiil. A nekrozis soran olyan
intracellularis molekuldk szabadulnak fel a sejtekbdl, amelyek gyulladas kialakuldsdhoz
vezetnek (Szondy és mtsai, 2014). Folyamatos képzddésiik, és az eltakaritas zavara miatt
kialakulé makrofag polarizdcido zavar egyiittesen kronikus gyulladas kialakuldsahoz
vezethet. Ez elhizdsban kialakul a zsirszovetben, de a telitett zsirsavak keringésben
torténd felszaporoddsa miatt a mas szovetekben miikodé makrofagok efferocitdzis
képessége is csokkent lehet (Li és mtsai, 2009). A kronikus gyulladas kialakuldsa képezi
az alapot szdmos az elhizdshoz tarsult betegség kialakuldsahoz, mint példaul az
ateroszklerdzis (Henning, 2021), kronikus obstruktiv tiidobetegség (Park €s mtsai, 2017),
reumas megbetegedések (Gremese és mtsai, 2014), vagy a szdjiireget érinté gyulladasok

(Pischon és mtsai, 2007).
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zsirszovetben, amely a zsirszovet diszfunkcidjat okozza. Fokozddik a lipogenezis, de
idovel csokken a zsirszovet tovabbi lipidtarold kapacitasa, megvaltozik az adipokin
termelOdés, illetve fokozodik a zsirsejtek nekrdzisa a zsirszovetben. Mindez részben a
makrofagok és az adipocitak kozott 1étrejovo patologias interakcid eredménye (Zhang és
mtsai, 2024). A zsirszoveti makrofagok a kutatasok alapjan jo célpontnak bizonyulnak az
elhizas kezelésében. Ilyen célpont lehet példaul a makrofag polarizacié, a makrofag
gyulladasos utvonalak, a makrofag metabolikus Gtvonalak, inzulin jelatviteli Gtvonal, az
energia érzékeld utvonalak. Ezen jelatviteli utvonalak befolydsolasaval hatassal lehetiink
az adipocitadk miikddésére, oly mdodon, hogy akar megakadalyozhatjuk az elhizast és a

hozza kapcsol6d6 metabolikus megbetegedések kialakulédsat is (Li és mtsai, 2023).

Disszertaciom elso részében azt vizsgaltam, hogy a palmitat hogyan befolyasolja
az apoptotikus sejtek BMDM-ek altali felvételét annak érdekében, hogy 1j
gyogyszercélpontot azonositsunk. A disszertdciom masodik felében a széveti makrofagok
altal magasan expresszalt €s az apoptotikus sejtek eltakaritasaban résztvevd Mer tirozin-

kindz szerepét teszteltem a zsirszovet homeosztazisanak fenntartasaban.

A palmitat efferocitdzisra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata soran arra kerestiik a
valaszt, hogy a palmitat valoban csokkenti-e a BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételét, és
ha igen, akkor ez milyen mechanizmuson keresztiil valosulhat meg. Az els6 vizsgalataink
megerdsitették, hogy a palmitat dézis fliggd modon csdkkenti a BMDM-ek apoptotikus
sejtfelvételét. Ezt kovetden azt szerettiik volna megtudni, hogy a palmitat milyen
mechanizmuson keresztiil fejti ki az efferocitdzist csokkentd hatdsat. A palmitatrol
korabban kimutattdk, hogy képes ER stresszt indukalni és ezaltal apoptdzist elinditani a
makrofagokban (Schilling és mtsai, 2013). Ugy gondoltuk, hogy a csokkent fagocitozis
hatterében a BMDM-ek fokozott sejthaldla is allhat, ezért megvizsgaltuk, hogy a palmitat
kezelés hogyan befolydsolja a BMDM-ek életképességét. Eredményeink azt mutattik,
hogy az altalunk hasznalt palmitat koncentraciok nem csokkentették szignifikansan a

BMDM-ek életképesseégét.

Mivel az efferocitozis elsd 1épése in vitro koriilmények kozott az ,.egyél meg”
szignalok altali felismerés (Park, 2017), igy gondoltuk, hogy a palmitat befolyasolhatja
az apoptotikus sejtek felismerésében résztvevo receptorok kifejezddését BMDM-ekben.

Ennek bizonyitasara a BMDM-eket palmitattal kezeltiik, és megvizsgaltuk néhany
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fagocitozisban résztvevd gén expressziojat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a palmitat
nem befolyasolta ezen gének kifejezddését. Egy gén, a zsirsavak felvételében is résztvevo

CD36 esetében talaltunk szignifikans novekedést.

A nagy mennyiségli zsirsav felvétele altal a BMDM-ek energiaterhelése is
fokozédik, ezért megvizsgaltuk, hogy a palmitdit hogyan hat az energiaérzékeld
utvonalakra, illetve, hogy az energiaérzékeld utvonalak befolyasolhatjak-e az elhalt sejtek
fagocitozisanak kapacitasat. A palmitat kezelés csokkentette az AMPK aktivitasat a
BMDM-ekben, amely a sejtek f6 energiaérzékeld fehérjéje, és energiatobblet esetén
csokkent aktivitast mutat (Steinberg és Kemp, 2009). Eredményeink egyezést mutattak a
Sun és munkatérsai altal végzett tanulmannyal, melyben kimutattadk, hogy a palmitat
gatolhatja az AMPK aktivitast (Sun és mtsai, 2008). Az AICAR az AMPK ismert
aktivatora (Kim ¢s mtsai, 2016), ezért megvizsgaltuk, hogy az AMPK aktivalasaval
alacsony energiaszintet indikalva lehetséges-e fokozni a fagocitézist. Az AMPK
aktivalasaval valoban képesek voltunk a palmitat efferocitdzisra gyakorolt negativ hatasat

ellenstlyozni, és fokozni a BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételét.

Az AMPK-r6l ismert, hogy hatasainak egy részét az mTOR aktivitdsanak
szabalyozasan keresztiil fejti ki (Inoki és mtsai, 2012), ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan
befolyasolja a palmitdt az mTOR aktivitaisit a BMDM-ekben. A palmitat kezelés
szignifikansan fokozta az mTORCI1 aktivitast, azonban az mTORC2 aktvitdst nem
befolyésolta. Az eredményeinket aldtdmasztja azon tanulmany, amelyben a palmitat
szintén fokozta az mTORCI] aktivitdst mioblasztokban (Kwon és Querfurth, 2015). Az
AMPK-hoz hasonléan szerettik volna megtudni, hogy az mTORCI gatlasa
rapamycinnel, az mTORCI szelektiv inhibitoraval (Ballou és Lin, 2008), fokozza-e az
efferocitozist. Az mTORCI1 gatlasaval a palmitat-kezelt BMDM-ekben képesek voltunk

szignifikansan fokozni az efferocitézist.

Mivel a palmitat nem a fagocitozisban résztvevd gének expresszids szintjeinek
befolyédsolasan keresztiil fejtette ki hatdsat, megvizsgaltuk az efferocitézis jelatviteli
utvonalakra gyakorolt hatasat. A palmitat szignifikdnsan fokozta a BMDM-ekben a RhoA
aktivitast, amely az efferocitdzis negativ szabdlyozoja (Kim és munkatarsai, 2017).
Egytttal az mTORCI] inhibitor rapamycin viszont gatolta a RhoA aktivitast. A palmitat
altal kivaltott efferocitozis gatlasban a RhoA utvonal szerepét bizonyitja, hogy palmitat

kezelés hatdsara fokozott ROCKI1 aktivitdst detektaltunk, amely rapamycin kezelés
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hatasara csokkent. Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy lehetséges-e az efferocitozis
fokozasa a RhoA gatlasan keresztiil. A makrofdgok Y27632, egy specifikus RhoA
inhibitor, kezelésével sikeresen visszaforditottuk a palmitat efferocitozisra gyakorolt
gatlo hatasat. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy az mTORCI részt

vesz a RhoA/ROCKI jelatviteli utvonal szabdlyozasaban.

Az AMPK ¢és az mTOR jelatviteli utfonal fontos szabalyozoja az autofagianak és
szamos ponton atfednek az efferocitdzis jelatviteli utvonalaval, azonban az mTORCI1
utvonal nem mutat atfedést az LC3 medidlt fagocitozissal (Teplova és mtsai, 2013;
Heckmann és mtsai, 2017), ezért megvizsgaltuk a palmitat autofagiara gyakorolt hatasat.
A palmitat az AMPK/mTORCI utvonal aktivalasaval képes gatolni az autofagiat tobb
ponton is (Woodworth-Hobbs és mtsai, 2017), egyik ilyen az autofagoszoma lizoszéma
fuzio gatlasa, amely az AMPK-n (Jang és mtsai, 2017) és az mTOR-on keresztiil is
megvalosulhat (Huang és mtsai, 2021). A palmitat azonban ER stresszt (Schilling és
mtsai, 2013), és az ER stresszen keresztiil egy az mTORCI 4altal nem szabalyozott
autofagias folyamat aktivalodasat is eredményezi (Woodworth-Hobbs és mtsai, 2017). Az
ER altal aktivalt autofagia, és az mTORCI1 utvonal altal gatolt autofagoszoma/lizoszoma
fuzi6 az autofagoszémak felhalmozodasahoz vezet palmitatnak kitett makrofagokban,
amelyet az LC3-II és a p62 mennyiségének felhalmozddasan keresztiil érzékeltiink
(Kabeya és mtsai, 2000). Az mTORCI1 tutvonal gatlasa AICAR, rapamycin, Y-27632
segitségével a BMDM-ekben képes volt feloldani a palmitat hatdsara bekovetkezo
autofagoszoma/lizoszoma fzid gatlast, elindult a lizoszomalis lebontds, amit a p62

szintek csOkkenésén keresztiil detektaltunk.

Mivel a fagocitozis folyamata sordn a bekebelezett sejtet koriilvevé membrant
potolni kell, azok az endoszomakbol és a lizoszomakbol keriilnek ujrahasznositasra
(Hackam ¢és mtsai, 1998; Czibener és mtsai, 2006). Eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy a palmitat efferocitozis gatldo hatdsa annak koszonhetd, hogy a
palmitat kezelés hatiasara bekdvetkezd defektiv autofagia miatt nem all rendelkezésre
elegendd membran a fagocitdzis zavartalan folyamatahoz. De elképzelhetd az is, hogy az
aktivalt mMTORC] utvonal a fagoszomaék és a lizoszoémak fuzigjat is gatolja, mert a két

folyamatban sok azonos fehérje vesz részt (20. abra).
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20. abra A palmitat BMDM efferocitozisra gyakorolt gatlo hatasanak mechanizmusa. A palmitat
egyrészt ER stressz kivaltasan keresztiill mTORCI altal nem szabalyozott autofagiat indukal,
masrészt energiatartalma révén aktivalja az AMP kinaz altal szabalyozott mTORCI jelatviteli
utvonalat, amely a ROCK fehérje aktivalasan keresztiil gatolja az autofagoszoma/lizoszéma
fuziot (és talan a fagoszoma /lizoszoéma flziot is). A membranok autofagoszomaban torténd
felhalmozoddsa miatt nem lesz elég sejtmembran, ami a fagocitdzishoz sziikséges
lamellopodiakat kialakithatna. AMPK—adenozin-monofoszfat aktivalt protein kindz, mTORCI—
emlds rapamycin célpont komplex 1, GTP —guanozin-trifoszfat, ROCK1-Rho-asszocialt protein

kinaz 1

Az AMPK aktivatorokat jelenleg is alkalmazzdk az elhizds kezelésében
elsésorban az anyagcserére gyakorolt szdmos kedvezd hatasuk miatt (Zhou €és mtsai,
2018). Eredményeink azt mutatjdk, hogy az AMPK aktivalasa emellett elhizott
emberekben képes lehet a csokkent efferocitozist kompenzalni, ezéltal hozzajarulni az
AMPK aktivalasaval kivaltott jol ismert kedvezd metabolikus hatasokhoz (Mohseni és
mtsai, 2023). Eredményeink tovabba azt is mutatjdk, hogy a ROCK inhibitorok
alkalmazésa is eldsegitheti az elhizdshoz kapcsolt csokkent efferocitozis javitasat. A

vizsgélatokat makrofagokon végeztiik, azonban az altalunk talalt palmitat hatdsok mas
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sejttipusokra is érvényesek lehetnek. Hepatocitdkban példaul a palmitat szintén az
mTORC1 (Mordier és Iynedjian, 2007) és a ROCKI1 (Huang ¢és mtsai, 2018)
aktivalasdhoz vezet. Disszertaciom elso részének eredményeit 6sszefoglalva elmondhato,
hogy AMPK aktivatorok vagy a ROCK inhibitorok kedvezé hatasuak lehetnek a
lipotoxicitas kezelésében a defektiv autofaga javitdsan keresztiil, amelynek oka a szabad

telitett zsirsavak felhalmozodasa a sejtekben.

Disszertaciom masodik részében a Mer tirozin-kinaz zsirszoveti homeosztazisban
betdltott szerepét vizsgaltam. A Mer a szoveti, valamint az M2 fenotipustt makrofagokban
fejezddik ki nagy mértékben. E sejtekben mind az efferocitdzis, mind a gyulladasgatlas
inditdsanak meghataroz6 molekulaja (Felton és mtsai, 2018). Zsirszoveti makrofagokban
az adipocitdkbol felszabadulé PS-pozitiv, lipid tartalmu extracellularis vezikuldk
atvételében is szerepet jatszhat (Mulcahy és mtsai, 2014). Munkank kezdetén azt
feltételeztiik, hogy a Mer részt vesz a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas és
gyulladés elleni védelemben, igy a hidnya kovetkeztében fokozott elhizas, gyulladas,
illetve inzulinrezisztencia alakulhat ki. Méar az els6 kisérletiinkben, amelyben ND ¢s HFD
étrenden tartott vad tipusu és Mer-/- egereket hasonlitottunk 0ssze meglepé modon, a
hipotézisiinkkel ellentétesen, azt talaltuk, hogy a Mer-/- egerek HFD étrend esetében
kisebb mértékii elhizdst mutatnak a vad tipusu tarsaikhoz képest. Ez megmutatkozott a
gWAT tomegében, illetve a fehér zsirsejtek méretében, valamint a BMI-ben is. Mer-/-
egereknél sem a gWAT tomege, sem a zsirsejtek mérete nem novekedett szignifikdnsan
HFD ¢étrend hatasara. Ezen eredményekkel 6sszhangban a HFD étrenden tartott Mer-/-
egerek gonadalis zsirszovetében nem figyeltiink meg sem fokozott proinflammatorikus
citokin expressziot, sem pedig megvaltozott adipokin termelést. Ezzel ellentétben, a vad
tipusu egereknél az irodalmi adatoknak megfelelden, szignifikdnsan nétt az MCP-1, TNF-
a, IL-6 expresszio, amely az elhizas kdvetkezményeként kialakult fokozott gyulladasra
utal (Ellulu és mtsai, 2016), tovabba a rezisztin és leptin mRNS mennyisége is
novekedett, mig az adiponektin szintek szignifikdnsan csokkentek. Mindezek a
valtozasok az adipokin termelés egyensuly felboruldsanak kdvetkezményei (Kirichenko
és mtsai, 2022). Ezen eredmények azt mutatjdk, hogy Mer hidnydban sem fehér
zsirszoveti hipertrofia, sem az ezzel Osszefiiggésbe hozhatd gyulladas és adipokin

termel6dési zavar nem alakul ki a zsirszovetben.

Az elhizés gyakran tarsul nem alkoholos zsirméjjal, metabolikus szindroméval és

inzulinrezisztenciaval (Nogueira és mtsai, 2024), ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan hat
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a Mer hianya ezen szovédmények kialakuldsdra. HFD étrend hatdsdra a vad tipusu
egerekben megfigyelhetd volt a m4j elzsirosoddsa, melyet a majtomeg novekedése, a maj
fokozott trigliceridtartalma mutatott, illetve ezt a szovettani vizsgalat is megerdsitette. Az
inzulinrezisztencia vizsgalatok azt mutattdk, hogy a HFD étrenden tartott vad tipusu
egerekben inzulin rezisztencia alakult ki, amelyhez kompenzatorikus szérum inzulin szint
novekedés tarsult. Ezzel ellentétben, a Mer-/- egerekben sem zsirmaj, sem
inzulinrezisztencia nem alakult ki, amely azt bizonyitja, hogy a Mer hianya véd az elhizas

kovetkezményeként megjelend zsirmaj €s inzulinrezisztencia kialakulasaval szemben is.

Mivel a kapott eredmények a vart eredményekkel -ellentétesek voltak,
megvizsgaltuk, hogy az éltalunk tapasztalt Mer hianyaban kialakul6 elhizéssal szembeni
védOhatast vajon a csontveld-eredetli sejtek, vagy mas sejtek Mer hidnya okozza-e. Ennek
vizsgalatahoz vad tipusu és Mer-/- egerekben sugarzassal elpusztitottuk a csontveldt és
csontveld atiiltetést végeztiink vad tipusi vagy Mer-/- egerekbdl. Habar a besugarzott
egerek a nem besugarzott egerekhez képest kisebb stulygyarapoddst mutattak a besugarzas
kovetkezményeként, igy is lathatd volt, hogy a Mer hidnya a hematopoietikus sejtekben
nem védett a HFD étrend altal kivaltott sulygyarapodassal szemben. S6t, ha a Mer a
hematopoietikus sejtekbodl hidnyzott, mind ND-n, mind HFD-n a vad tipusu egereknél
nagyobb gWAT-ot ¢és zsirsejteket detektaltunk. Ezek az eredmények eredeti
hipotézisiinket tamasztottak ald, hogy a Mer a makrofagokban kifejezédve pozitivan hat

a zsirszoveti homeosztazis fenntartasara.

Abban az esetben azonban, ha a Mer a nem hematopoietikus sejtekbdl hianyzott,
az egerek védettek voltak a HFD étrend altal kivaltott sulygyarapodastol, legalabbis az
etetési idoszak elején. Ezt megerdsitette a gWAT tOmege, a zsirsejtek mérete és a maj
triacilglicerol tartalma is. Azok az egerek, amelyekben a Mer a nem hematopoietikus
sejtekbdl hidnyzott, szignifikdnsabban kisebb gWAT tomeget mutattak, a zsirsejtek
nagysaga is kisebb volt, valamint a m4j triacilgricerol tartalma is alacsonyabb volt, mint
azoknal az egereknél, ahol a Mer a hematopoietikus sejtekbdl hidnyzott. Az
inzulinrezisztencia azonban ilyen mértékil sulygyarapodasnal még nem alakult ki egyik
egércsoportban sem. Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a Mer hidnya a nem
hematopoietikus sejtekben ND ¢és HFD ¢étrenden is megvaltozott zsirszoveti

hipertréfidhoz vezet.
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A mar nem altalan végzett tovabbi kisérletekben munkatarsaim kimutattak, hogy
a Mer az adipocitakon is kifejezddik, hogy a fehér zsirsejtekben fokozza a hipertrofiat,
mig a barna zsirsejtekben hdtermelést gatlo hatasa van (Koroskényi és mtsai, 2024). Ezen
hatasok elmaradasa Mer-/- egerekben olyannyira meghatarozza a felvett energia sorsat az
elégetés iranyaba tolva azt, hogy még HFD-n sem alakul ki a fehér zsirsejtekben
hipertrofia. Ezért az adipocita Mer-/- fenotipus eltakarja a makrofag Mer-/- fenotipus

jellemzdit olyan egerekben, ahol a Mer a teljes szervezetben hianyzik.

A Mer tirozin kinaz mellett csoportunk detektilta a mdasik két TAM kinaz
kifejezddését is adipocitakban (Kordskényi és mtsai, 2024). A Tyro3 szerepét még nem
vizsgaltak adipocitakon, de az Axl szerepét igen (Efthymiou és mtsai, 2023). Erdekes
szabalyoz6 kindzok keresésébdl indultak el, és azt talaltak, hogy az Axl a Mer tirozin
kindzhoz hasonléan gatolja a barna zsirszovet hdtermelését, és eredményeinkhez
hasonloan az Axl hidnya is védett a HFD indukélta elhizassal szemben (Efthymiou és
mtsai, 2023). Ezek a vizsgélatok nem tesztelték az Axl lehetséges szerepét egér gonadalis
zsirsejteken. Az Axl esetében azonban kimutattdk az Axl kifejezddését human fehér
zsirsejteken, s6t a szubkutan zsirsejtek fokozott Axl kifejezddését talaltak elhizott

egyénekben (Skopkova és mtsai, 2007).

Ezek a vizsgalatok nem tesztelték a Mer zsirszovetbeli kifejezddését, de genetikai
vizsgalatok arra utalnak, hogy a Mer tirozin kinaz loss-of-function rs4374383 G> A
variansa esetén kifejezettebb zsir oxidacio és fokozott inzulin érzékenység mutathato ki.
Emellett az eredetileg egészséges, nem tulstlyos, nem diabeteses, inzulin érzékeny
egyénekben a MERTK G> A varidns védelmet biztositott a nem alkoholos zsirméj
kialakulasaval €s sulyossagaval, €s a 2-es tipust diabetes kialakuldsaval szemben 9 éven
keresztiil kovetve (Musso és mtsai, 2017). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az egérben
talaltakhoz hasonldéan a Mer funkcid csokkenése az emberi szervezetben is véd az
elhizassal, illetve az elhizdshoz kapcsolodd patologias torténések kialakulasaval

szemben.

Eredményeim azt mutatjak, hogy ugyanazon receptor két sejttipusban kifejezédve
is szabdlyozza a zsirthomeosztdzist. A zsirszoveti makrofagokban hatva, amely
vizsgalataimnak elsddleges fokusza volt, hozzajarul a zsirhomeosztdzis fenntartasahoz,

¢s védelmet nyujt az elhizéssal szemben. Ebben mindegyik makrofdgokon mar ismert
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hatdsa részt vehet. Azaz segiti a normalis szdveti turnover kapcsan elhal6 adipocitak
eltakaritasat, aktivacioja gyulladdsgatlast eredményez, és atveheti a felesleges zsirt az
adipocitaktol, csokkentve azok felhalmoz6do zsirtartalmat. A Mer aktivaciojat nemcsak
az apoptotikus sejtekkel torténd interakcio, hanem ligandjainak - Protein S és Gas6 -
kotédése is elésegitheti (Lemke 2013). Erdekes modon, mind a makrofagok, mind a
zsirsejtek képesek ezen ligandok termelésére. Igy izgalmas lehet, hogy nyugalmi
koriilmények kozott mely sejt altal termelt ligand az, amely a Mer aktivitasat szabalyozza.
Jelen vannak-e ezek a ligandok mar a zsirsejtek altal kibocsajtott vezikuldkon is
elokészitve azokat a Mer 4ltali felvételre? Vagy a makrofag Mer-en helyezkednek el?
HFD esetén azonban a szoveti makrofagok helyét a bearamlé gyulladdsos makrofagok
foglaljak el. Ezek nem a Mer, hanem az ugyancsak a TAM kinaz csaladdba tartozo Axl
tirozin-kinazt fejezik ki (Zagérska és mtsai, 2014). igy a HFD Aaltal kivaltott zsirszoveti
azonban, hogy teljes hidnya véd a elhizés kialakulasédval szemben, a Mer tirozin-kinazt

egy lehetséges elhizast befolyasolhatd tdmadéaspontként jeldli ki.

Osszefoglaldéan disszertdciomban két az elhizdshoz kapcsoldddé makrofag
efferocitozis viselkedést vizsgaltam, és mindkét vizsgalat jelolt ki olyan potencialis
molekulakat, melyek miikodésének szabdlyozéasaval az elhizés, illetve az elhizashoz

kapcsolodo szovédmeények befolyasolhatoak lehetnek.
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9.  Osszefoglalas

Az elhizas gyakran tarsul kronikus alacsony szintli gyulladassal. Ennek oka a
zsirsejtek folyamatos novekedése (hipertrofiaja) €s kovetkezményes fokozott sejthaléla,
amely csontveldi eredetli makrofagokat vonz be. A kilépd makrofagok e lipid gazdag
sejteket felvéve gyulladasos iranyba alakulnak. Kutatasok azt mutatjak, hogy elhizasban
csokkent a makrofagok apoptotikus sejt eltakaritasi képessége, amelynek oka a vérben
keringd szabad zsirsavak megndvekedett szintje. A szabad zsirsavak, mint példaul a
palmitat képes befolyasolni a makrofagok efferocitozisat. Disszertaciomban azt
vizsgaltam, hogy a palmitat milyen mechanizmusokon keresztiil fejti ki gatlo hatdsat a
makrofagok efferocitozisara, tovabba vizsgaltam azt is, hogy egy a makrofagok altal
kifejezett, fagocitdzisban résztvevd receptor a Mer tirozin kindz hidnya milyen

metabolikus kdovetkezményekkel jar az elhizasban.

Eredményeim azt mutatjdk, hogy a palmitat dozisfiiggdé modon gatolja a
csontveld-eredetli makrofagok (BMDM-ek) efferocitdzisat. A palmitat egyrészt fokozza
az autofagiat, masrészt aktivalja az AMPK/mTORC1/ROCKI1 energiaérzékeld jelatviteli
utvonalat, amely gatolja az autofagoszoma-lizoszéma fuziét. Az autofagoszoma-
lizoszoma fuzio gatlasanak kovetkeztében a sejtmembranok felhalmozdédnak az
autofagoszomomakban. Feltételezésiink szerint a palmitatnak kitett BMDM-ekben az
efferocitozis gatlasat az okozza, hogy nem all rendelkezésre elegendd plazmamembran
az efferocitozis folyamatanak zavartalan mitkodéséhez. Vizsgalataink alapjan az AMPK
aktivatorok mTORC1 gétlashoz vezettek €s ezaltal a pamitat altal kivaltott efferocitdzis
gatlas feloldasra keriilt. Eredményeim arra utalnak, hogy az AMPK aktivatorok
hasznosnak bizonyulhatnak az elhizas kezelésében nem csak a metabolizmusra gyakorolt

kedvezo hatasuk miatt.

A Mer tirozin kindz esetében feltételeztiik, hogy makrofagokon efferocitozis
receptorként mitkodve részt vesz az elhizas elleni védelemben. Meglepetésiinkre a Mer-
/- egerek védettek voltak a magas zsirtartalmu diéta (HFD) altal kivaltott elhizas, és az
ehhez kapcsolodo gyulladas kialakuldsédval szemben. Mer hianyaban HFD étrend hatasara
nem alakult ki sem zsirmdj, sem inzulinrezisztencia. A csontvel6transzplantacios
kisérletek viszont azt mutattak, hogy ezért a fenotipusért a nem hematopoietikus sejtek

(zsirsejtek) altal expresszalt Mer felelds. A hematopoetikus sejtekben hidnyzo Mer
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azonban valdban fokozott zsirraktdrozast eredményezett mind normal diéta (ND), mind
HFD étrenden tartott egerekben. Ezt azonban az adipocita Mer hidny elfedte. Az
eredmények Osszessége arra utal, hogy a Mer aktivitasanak szabalyozasa is

gyogyszercélpont lehet a testsuly szabalyozasaban.
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10. Summary

Obesity is frequently associated with chronic low-grade inflammation. This is due
to the continuous expansion of adipose tissue, and the consequently increased cell death
of hypertrophic adipocytes. This induces transmigration of bone marrow-derived
macrophages into the adipose tissue, which develop into inflammatory direction in the
lipid rich environment. Previous reports have shown that the clearance of apoptotic cells
is decreased in obesity due to elevated levels of circulating free fatty acids, such as
palmitate, in the blood. In my dissertation, the inhibitory effect of palmitate on
macrophage efferocytosis, and the metabolic consequences of the absence of Mer tyrosine
kinase (an efferocytosis receptor expressed by macrophages) in obesity, were

investigated.

My results demonstrate that palmitate inhibits the efferocytosis of bone marrow-
derived macrophages (BMDMSs) in a dose-dependent manner. Palmitate, on one hand,
enhances autophagy, on the other hand, activates an mTORC1/ROCKI1 signaling pathway
which inhibits autophagosome-lysosome fusion. As a result, in palmitate-exposed
macrophages cell membranes accumulate in the autophagosomes. We hypothesize that
the inhibition of efferocytosis in BMDMs exposed to palmitate is related to the lack of
sufficient plasma membrane availability for the undisturbed functioning of the
efferocytosis process. Our studies suggest that AMP-activated protein kinase activators
leading to mTORCI inhibition or ROCK1 inhibitors are able to reverse the palmitate-
induced inhibition of efferocytosis. From our results, we conclude that AMP-activated
protein kinase activators may be useful in the treatment of obesity, not only due to their

known beneficial effects on metabolism.

In the case of Mer tyrosine kinase, we hypothesized that it provides protection
against obesity. In striking contrast we found that Mer-deficient mice are protected against
high fat diet (HFD)-induced obesity and the associated inflammation. In the absence of
Mer, HFD feeding did not lead to the development of fatty liver or insulin resistance
either. Bone marrow transplantation experiments revealed that Mer expressed by non-
hematopoietic cells (adipocytes) is responsible for this phenotype. If Mer was missing
only from the hematopoietic cells, however, indeed resulted in increased fat storage in the

mice kept on both normal diet (ND) and HFD. This phenotype, however, was suppressed
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by the loss of Mer in adipocytes. Our data altogether indicate that targeting Mer could be

an effective strategy for treating obesity.
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13. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek Prof. Dr. Szondy Zsuzsannanak a

bizalmaért és hogy magasfoka szakmai tudasaval, otleteivel segitette a munkamat.

K6sz6nom Dr. Péntek-Garabuczi Evanak a szakmai segitséget és a sok atadott tudast,

melynek kdszonhetden elkezdtem a PhD képzést.

Halas vagyok Dr. Koroskényi Krisztinanak, aki a k6zos munkéank soran tdmogatott és
szakmai tudasaval segitette munkamat. Koszonettel tartozom, hogy a segitsége altal ezt a

disszertacidé megsziilethetett.

Szeretnék koszonetet mondani Rostas Melindanak és Papp Albertnek a kisérletek

kivitelezésében nyujtott segitségiikért.

Ko6sz6nom a munkacsoportunk minden tagjanak a mindennapi munkam soran nyujtott

segitséget.

Koszonettel tartozom a publikaciokban résztvevd tarsszerzoknek, akik magasfokt

elméleti és gyakorlati tudasukkal segitettek a kisérletek megvalositasaban.
Ko6szonom Dedk Davidnak és a Kisérleti Allathaz munkatasainak a timogato munkat.

Halaval tartozom a Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont Pathologia Intézet

munkatarsainak a vizsgalatokban nyujtott segitségért.

Ko6szonom Prof. Dr. Tozsér Jozsefnek, hogy a Biokémiai és Molekularis Biologiai

Intézetben végezhettem a disszertaciom elkészitéséhez sziikséges kisérleteket.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretnék koszonetet mondani a csalddomnak és

barataimnak, akik a tanulményaim soran mindig mellettem alltak €s biztattak.

A szakmai munka anyagi hatterét a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési Innovacios Hivatal és a
GINOP-2.3.2-15-2016-00006 palyazati forras biztositotta. PhD 0Osztondijamat a
Debreceni Egyetem Fogorvosi Doktori Iskoldjanak PhD programja biztositotta.
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