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BEVEZETES

1.1 Zsirszovet

Morfologiai és funkcionalis szempontok alapjan, az eml6sok zsirszovetét két csoportra oszthatjuk. A
fehér zsirszovet egy lazabb szerkezetli szovettipus, mely a bor alatti (szubkutan) régioban és a bels6
szervek koriil (viszceralis) lokalizalodik. A fehér zsirsejtek triglicerideket és koleszterolt tarolnak
egy nagyméretii zsircsepp formajaban (unilokularis), mig a barnazsirsejtek, tobb kisebb méretii
lipideseppet tartalmaznak (multilokularis), valamint nagy mennyiségli szétkapcsold fehérjét (UCP-
1), mitokondriumot tartalmaznak, mely segitségével zsirsavakat oxidalnak hétermelés céljabol (nem
reszketd hétermelés).

A fehér zsirszovet egy gyorsan valtozo szovet, gyorsan alkalmazkodik a szervezet
energiastatuszahoz. A zsirral telt, érett adipocitak teszik ki a zsirszovet legjelentdsebb tomegét és
térfogatat, annak ellenére, hogy az Gssz sejtszam csak 20%-a zsirsejt, a tobbi sejttipus, elézsirsejtek,
Ossejtek, endotelialis sejtek, makrofagok, fibroblasztok és limfocitak. Annak ellenére, hogy a
zsirszovetet, mint nyugvo szovetet ismertik meg, ma mar tudjuk, hogy adipokineket termeld
endokrin szervként funkcional, mely olyan fontos fizioldgias folyamatokat szabalyoz, mint az
étvagy, energiafelhasznalas, insulin érzékenység, gyulladasos folyamatok és véralvadas. A fehér
zsirszovet csupan 10%-a ujul meg évente. Az eldregedd sejtek, tobbnyire apoptotizalnak, ezeket
pedig professzionalis fagocitak, mint példaul a makrofagok takaritjak el, ezaltal egyensulyt tartva
fenn a sejtszamot illetéen. Mind a normal, mind pedig a kdvér zsirszovetben a makrofagok az elhalo
zsirsejtek koré csoportosulnak, egy ugynevezett korona szerkezetet hozva létre. Mig a normal
zsirszovetben a makrofiagok ardnya 5%, addig az elhizottak esetében ez a szam 50%-ra nd. Az
elhizott zsirszovetben, a makrofagok jellemzéen gyulladdsos fenotipust mutatnak, a normal
zsirszovethez képest. Erdekes médon, a makrofigok szama fogyés kézben is megné a zsirszovetben,

bar a zsirsejtek ilyenkor nem halnak el, csak a lipid tartalmuk csokken.

111 A zsirszovet, mint egy anyagcsere szerv

Hosszu ideje a zsirszovetet, mint energiatarold szovetet ismertiik, mely a lenyelt, majd a keringésben
megjelend trigliceridekbdl szarmazik. Lipogenezis soran, a maj €s a zsirszovet is képes zsirsavakat
eléallitani (de novo zsirsav bioszintézis nem lipid szubsztratokbol, féleg szénhidratokbol).

Etkezések kozott, egy negative energia egyensily soran, a zsirsejtek zsirsavakat bocsatanak ki,
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melyek a keringésbe keriilve energidhoz juttatjak a periféridas szoveteket. A zsirszovetben 1évo
triacil-glicerol lipolizis soran mobilizalodik, mely folyamat soran a triacil glycerol zsirsavakka és
glicerolla hidrolizalodik. A human és ragesalok fehérzsirszovetében zajlo lipolizist, az adipocita
triglicerid lipaAz (ATGL), hormonszenzitiv lipaz (HSL) és a monoglicerol lipaz (MAGL)
szabalyozza. A zsirszovet lipid metabolizmusat (triacil-glicerol raktarozas és zsirsav felszabadulas)
hormonok (insulin, katekolaminok), valamint egyéb tényezok, mint a evés-éhezés allapota és a sport
szabalyozzak. A zsirsejtek metabolizmusat szabalyozd folyamatok sértetlenségének megdtzése

elengedhetetlen a test stlyjanak karbantartasashoz.

112 A zsirszovet, mint endokrin szerv

A nézet, miszerint a zsirszovet csak és kizardlag egy raktirozo szovet, 1994-ben, a leptin
felfedezésekor, véglegesen megvaltozott. A leptin egy kizarolag fehér zsirsejtek altal termelt
hormone, mely a testsuly fontos szabalyozdja. Csokkenti a taplalékbevitelt és fokozza az
energiafelhasznalast hipotalamikus utvonalakon keresztiil. A fehér zsirszovet tobb mint 100 féle
anyagot képes szekretalni, mely szamos élettani kdlcsonhatast szabalyoz. A metabolitok (zsirsavak),
lipid szubsztratok (prosztaglandinok, szteroidok), ndvekedési faktorok és adipokinek (adiponektin és
rezisztin) mellett, a zsirszovet gyulladasos citokineket, kemokineket és hormonokat is termelnek.

A fehér zsirszovet szamos Utvonalat szabalyoz, mint az energia haztartds, glukoz és lipid
metabolizmus, pajzsmirigy €s szaporitd rendszer, immunvélaszok, valamint a vérnyomas és a
csonttomeg. Ma mar elfogadott tény, hogy a fehér zsirszovet egy fontos, aktiv endokrin szerv, ezért
elképzelhetd, hogy maga a rosszul szabalyozott fehér zsirszovet jatszik szerepet az elhizas soran

fellépd betegségek 1étrejottében.
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1.2. Apoptézis

Az apoptozis, egy biokémiai folyamatok altal jol szabalyozott, programozott sejthalal. Az apopzdzis
utvonalak belsé és kiilsé szignalok altal is szabalyozhatéak. A kiilsé utvonalakat a sejtfelszinen
talalhato receptorokhoz bekot6dé ligandok indukaljak, mig a hozza kapcsolodo fehérjék a belsd
utvonal részét képezik. A belsd utvonalakat a sejten beliili stressz megjelenése indukalhatja. Az
apoptozis Utvonalak aktivalasa, a kaszpazok aktivalasat eredményezi, melyek altalanos elhalast
indukalé molekulaként funkciondlnak. A cisztein-aszpartat sav proteaz csaladhoz tartozé kaszpazok,
inaktiv, proenzim formajaban szintetizalodnak, és hasitds utjan valnak aktivva. Amikor a halal
ligandok, mint a tumor nekrozis factor alfa (TNF-a), CD95L (APO-1/Fas), vagy a TNF-hez
kapcsolodd apoptozist indukalé ligand (TRAIL) bekotédnek a  megfeleld receptorhoz,
odatoborozzak az adaptor molekulédkat, mint a Fas-asszocialt halal domént (FADD) és az iniciald
kaszpaz-8-at. Ezen molekulak egyiitt az elhalast infukalo szignal komplexet (DISC) alkotjak. A
cellularis —szerti FILCE inhibitor fehérje (cFLIP) egy negativ modulatora a halal receptor altal
indukalt apoptozisnak, mely blokkolja a jelatvitelt az aktivalt halal receptorokrol az itvonal kezdeti
szakaszan, ezaltal megakadalyozva a kaszpaz-8 toborzasat és aktivalasat a DISC konplexen beliil.
Amikor apoptozist indukalunk a zsirsejtekben, a TNF-o-at, egy protein szintézis inhibitorral, a
cikloheximiddel egyiitt (CHX) alkalmazzuk, mely meggatolja a cFLIP szintézisét. cFLIP hidnyaban
a kaszpaz-8 hasitas altal aktivalodik a DISC-ben. Az aktivalodott kaszpaz-8 kozvetlenill képes
apoptozis szignalokat kozvetiteni, aktivalva az effector kaszpaz-3-mat, vagy alternativ
megoldasként, kapcsolddhat a mitokondridlis utvonalhoz, hasitva a BH3-interakciés domén halal
agonistat (Bid). A Bid, egy Bcl-2 csaladhoz tartozé fehérje, mely hasitas altal, tBid-ként,
transzlokalodik a mitokondriumba, ahol a mitokondrium kiils6 membran ateresztd képességét
fokozza. Ezen folyamat, az apoptdzis asszocialt faktorok, mint a citokré C, a mitokondrium belsé
membrankozti terébdl, a citoszolba vald kiszabadulasat eredményezik. A kaszpaz-3 aktivalasat, a
citokrom C felszabadulasa valtja ki, a citokrom C/ apoptotikus proteaz aktivalo factor-1/ kaszpaz-9,
apoptoszoma complex létrejottével. Mindkét Gtvonal a kaszpaz-3 molekulaval zarul, mely a sejtek
makromolekulainak, tobbek kozott DNS, darabolddast eredményez, mely végiil a sejtek elhalasahoz

vezet.

12.1. Zsirsejtek apoptozisa

Az adipocitak apoptozisat, mely a zsirszovet tomegének csokkenését eredményezi, mar szamos

betegség kapcsan, mint a tumor cachexia és az autoimmun lipodisztrofia, kimutattak. Emellett, a
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HIV betegek, fokozott anti-retroviralis terapidja soran is kimutattdk a zsirsejt apoptozisat.
Kimutattuk, hogy a zsirsejtek, annak ellenére, hogy az apoptozis Gtvonal Osszes komponensét
expresszaljak, normal fiziologias koriilmények kozott rezistensek az apoptozisra. Tovabba, gatolva a
protein szintézist, mely az ¢hezés allapotat kelti, fokozza a zsirsejtek halal ligandok altal indukalt

apoptozisat.
1.3. Elhizas

A tulszily és elhizas, az energia, zsir formajaban torténd abnormalis, ill fokozott mértékii tarolasat
jelenti, mely kéaros hatassal van az egészségre. Az elhizds mér6szama a test tomeg index (BMI),
mely az egyén testtomege (kilogrambnan megadva), osztva a magassagal (méterben megadva). Egy
személy, melynek a testtomeg indexe meghaladja a 30-at, elhizottnak szamit (WHO 2014). Az
elhizas szamos kronikus betegség kialakulasaért felelGs, int példaul a cukorbetegség, sziv-és
érrendszeri betegségek és rak. Fiziologias szempontbol nézve, a BMI-t a zsirsejtek novekedése és
eltavolitasa kozotti egyensuly szabalyozza. A zsirszévet mérete hiperplazidsan, és/vagy

hipertrofidasan novekedhet, mig a zsirsejtek eltavolitdsa apoptozis altal torténik.

A WHO globalis becslései, 2008, kimutattak, hogy al.4 milliard feln6tt talsalyos, ezen beliil 200
millié férfi és kozel 300 millié né elhizott. Osszességében, a fold felnétt populaciojanak, tobb mint
10%-a elhizott, mely szam minden évben novekszik. Az elhizas csokkenti a varhato élettartamot,
évente legalabb 2.8 millio ember hal meg a talsaly, ill. az elhizas kovetkeztében. Ugyan, az elhizas
megel6zhetd lenne, vilagyszerte vezeté szerepe van az elhalalozasok okainak listajat, a szazadunk
legsulyosabb kozegészségiigyi problémajaként emlitik. Az elhizas kialakulasanak okai kozott, az
orvosi, ill. pszihiatriai tényezék mellett, egy feltételezett genetikai hajlamot is meg kell emlitentink.
Iker kisérletek alapjanm, egy 40-75%-0s orokolhetd elhizasra valé hajlamot mutattak  ki.
Mindemellett, genomre kiterjed6 vizsgalatok, tobb olyan egy nukleotidban polimorfikus (SNPs)
genre mutattak ra, melyek az elhizassal hozhatok kapcsolatba. Habar ezek az eredmények, csak
néhany genre igazak, mint példaul a zsirtomeg és elhizassal kapcsolatosakra (FTO). Az z elhizas
alapveté oka a megndvekedett energiabevitel és a csokkent energiafelhasznalas. A mai modern

az elhizasa kialakulasahoz. Ezen tényezdk els6 korben a zsirszoveten fejtik ki hatasukat.
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14. Az elhizas kovetleztében kialakult kronikus alacsony foka gyulladas

Az elhizas kovetkeztében egy alacsony fokt gyulladas 1ép fel a zsirszovetben, mely kapcsolatba
hozhaté szamos anyagcsere betegség kialakulasaval, mint példaul a kettes tipusi cukorbetegség,
ateroszklerozis, és zsirmaj. A gyulladas kialakulasaért foleg a zsirsejtek tehetSk feleldssé, melyek
gyulladasos adipokineket és citokineket termelnek (IL-6, TNF-o, and MCP-1), ezek pedig a
zsirszovetbe vonzak és aktivaljak a makrofagokat. Az adipocita hipertrofia és hypoxia hozzajarul a
makrofagok zsirszovetbe vandorlasdhoz, ugyanos mégtobb gyulladasos citokin és kemokin

termelését indukaljak.

1.5. Az atipikus antipszihotikumok elhizasban jatszott szerepe

Az atipikus antipszihotikumok, vagy masodik generacios antipszihotikumok, széles korben
hasznaltak a kiilonféle pszihotikus betegségek kezelésében, annak ellenére, hogy e gyogyszerek
szamos mellkéhatast valtanak ki. A legfobb mellékhatasa e gyodgyszereknek az elhizas, és az ezzel
kapcsolatba hozhatd metabolikus betegségek, minta kettestipusi diabetes és diszlipidémia. Az
elhizas soran megnovekedett zsirszovet tomege, nem csak a zsirsejtek méretének ndvekedésébol
fakadhat, hanem az §ssejtekbdl differencialodo zsirsejtek szdmanak novekedésébol is. Ragesalokbol
szarmazo zsirsejteken végzett kisérletek arra utalnak, hogy az atipikus antipszihotikumos kezelések

ndvelhetik a lipid akkumuléciot és az adipogenezist egyarant.
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2. CELKITUZESEK

Az adipogenezis az a folyamat, amely soran az mezenhimalis Gssejtek zsirsejtekké alakulnak, egy
még kevéssé kutatott jelenség. Célul tiiztiik ki, hogy 1) kvantifikaljuk a zsirsejtek érési folyamatatés
hogy 2) statisztikai méréseket végezziink, nyomon kovetve a zsirsejt fejlddés soran kialakulo

morfoldgiai és viabilitasi valtozasokat.

Habar kozvetlen kontakt alakul ki a makrofagok és zsirsejtek kozott, az elhizas soran kialakulé Gn.
“korona szerkezet” kovetkeztében, nem sokat tudunk ezen interakcido kovetkezményeir6l. Az
irodalomban fellelhetd eredmények, “in vivo” egér kisérletekbdl szarmaznak, csak néhany
sejttenyészeten alapuld kutatast talalunk. Ezen kutatasok ravilagitottak a zsirsejtek és makrofagok
kozott 1étrejovo kontakt fontossagara, mely olyan gyulladasos citokinek termeléséhez vezet, mint az
IL-18, TNF-a és IL-6. Tudjuk, hogy a human makrofagok aktivacids profilja kiilonbozik az
egerekétdl, ezért létrehoztunk egy human in vitro kisérleti rendszert, amelyben a zsirsejtek és
makrofégok interakcidjat és ennek kovetkezményét vizsgalhatjuk. Feltételezésiink az volt, hogy
ezen interakcié soran, a zsirsejtek makrofagok altali fagocitdzisa befolyasolja a zsirszovetben
termeldd6 gyulladast csokkentd és kivalto citokinek termelésének szabalyozasat. 3) Ala szerettiik
volna tdmasztani ezen hipotézisiinket, valamint 4) vizsgalni kivantuk ezen interakcio gyulladasos

kovetkezményeinek kialakuldsanak koriilményeit.

Keveset tudunk az AAPk human preadipocitakra és adipocitakra kifejtett hatasarol, ezért 5) tovabbi
célunk volt még az atipikus antipszichotikumok differencialodd zsirsejtekre kifejtett hatdsanak

vizsgalata.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.1. Zsirszovetbol szairmazo éssejtek izolalasa

Az altalunk alkalmazott zsirszovet, sérvmitéten atesett paciensek bor alatti (szubkutan) régidjabol
szarmazott. Az dnkéntes donorok szelekciojat a testtomeg indexiik alapjan alapjan végeztiik (< 30),
kor és nemre valo tekintet nélkiil. A miitétet megeldz6en, a paciensek alairtak egy betegtajékoztatot
és beleegyez0 nyilatkozatot. A kutatasi tervet a Debreceni Egyetem Etikai Biztottsaga engedélyezte
(No. 3186-2010/DEOEC RKEBI/IKEB). A zsirszovet mintakat (1-10 ml), a mutétet kdvetden
azonnal a laboratoriumunkba szallitottuk, majd a szovet feldarabolasa utan Gssejteket izolaltunk
kollagenazos emésztést alkalmazva (120 U/ml) 60 percig, 37°C-os vizfiirddben. A teljesen szétesett
szovetet, atszlirtik egy 140 pm atmérdjii sziirén, majd 1300 rpm-en 10 percig centrifugaltuk a
sejtszuszpenziot. A pelletben talalhato Gssejteket, 10% magzati borju szérumot (FBS), 100U/ml
penicilin/sztreptamicint és 33/17 puM biotin/pantotént tartalmaz6 DMEM-F12 tapfolyadékban
tenyésztettiik, 37°C-on 5% COZ*ot tartalmazé inkubatorban. 24 o6rat kévetden Gvatosan
eltavolitottuk a nem letapadt, még sz6 sejteket, majd a meglévo sejteket tovabb tenyésztettiik, mig

teljesen be nem nottek a tenyésztd edényt.

3.1.2. Zsirsejt differenciacié

Zsirszovetbdl izolalt ssejteket, ill. Simpson-Golabi-Behmel szindromas (SGBS) betegbdl szarmazo
prekurzor sejtek hasznaltunk kisérleteinkhez, zsirsejt forrasként. Az SGBS preadipocitak, egy a
huméan zsirsejtek tanulményozasara, nemrégiben Kkifejlesztett modell. Ezen sejtek képesek
zsirsejtekké alakulni, és a génexpresszios mintazatuk is nagyban megegyezik az érett zsirsejtekével.
A preadipocitakat 8 lyukii ibidi sejttenyészté edénybe helyeztiik, 1.5 x 10* sejt/cm?® koncentracioban
¢és 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-F12 tapfolyadékban tenyésztettilk 6ket a konfluencia eléréséig,
ekkor szérummentes tapfolyadékra valtva, mely 2 pM roziglitazont, 25 nM dexametazont, 500 uM
3-isobutyl-1-methylxantint, 10 pg/ml human apo-transzferrint , 20 nM human inzulint, 100 nM
kortizolt, és 200 pM triiodotirozint tartalmaz, beinditottuk a zsirsejt differencialodast. Az 6todik
napot kovetden lecseréltiik a tapfolyadékot 10 pg/ml human apo-transzferrint , 20 nM human

inzulint, 100 nM kortizolt, és 200 pM triiodotirozint tartalmaz6 szérum mentes DMEM-F12-re.
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3.1.3. Makrofag differenciacié

A human periférids vérbdl szarmazd monocitakat (PBMCs) Ficoll-Paque Plus-os, gradiens
centrifugalast alkalmazva izolaltuk, egészséges betegekbdl szarmazo vérkészitménybdl (Buffy coat)
A CD14" sejteket Vario-MACS-ot alkalmazva, magneses szeparalassal, valasztottuk el, majd 0.5%
BSA-t és 2 mM EDTA-t tartalmazé PBS-ben mostuk a sejteket. A frissen izolalt monocitakat 10°
sejtstirliségben, 24 lyuka settenyésztd edénybe helyeztiik, 10% human AB szérumot és 5 nM
makrofag kolonia-stimulalo faktort (MCSF) tartalmazé IMDM tapfolyadékban tenyésztettiik 6ket, 5

napon at. A harmadik napon le kell cserélni a tapfolyadékot frissre.

3.1.4. Fagocitézis esszé

A primer adipocitakat (PA) és az SGBS adipocitakat (SA) 10 napig differencialtattuk, majd 31
percen keresztiill megfestettik 6ket Hoechst 33342 (50 pg/ml) és 1 pg/ml Nilus vordst alkalmazva.
A sejteket a festést kovetéen Ovatosan kétszer mostuk PBS-sel, ezzel megeléztik a feleslegben
maradt festékek altal eléforduld a makrofagok nem specifikus festOsését. A makrofagokat
fluoreszkalo festék segtségéve zoldre festettik (CMFDA), majd 5:1-es aranyt alkalmazva a
zsirsejtekre rétegeztiik és 24 oran at egyiitt tenyésztettiik 6ket. A fagocitozis ratat a lipid cseppeket
tartalmazé makrofgok ardnyabodl szamoltuk, melyet 1ézerpasztdzé mikroszkdp, ill dramlasi citmer
alkalmazasavl detektaltunk. Az é4ramldsi citométer adatait WinMDI2.8. szoftver segitségével

elemeztiik.
3.1.5. Apoptozis indukalas

Az SGBS sejtek differencialodasa soran, haromnaponta, 12 6ras, 10 nM human TNF-a és 10ng/ml
cikloheximid (CHX) kezelést alkalmazva indukaltunk apoptézist.

3.1.6. Lézerpasztazo mikroszkopos mérés (LSC)

A képalkotd citometrias méréseket iCys Research Imaging Cytometert alkalmazva végeztiik, mely
egy 405-nm 488-nm, és 633-nm szilardtest 1ézerrel van felszerelve. A kiilonboza 1ézerek, a
kovetkez6képp mitkodnek, 405-nm ibolya, a Hoechst 33342-t gerjeszti, mely a sejtmagokat jeldli, a
488-nm kék 1ézer pedig a CMFDA-t, mely a makrofagot festi; a Nilus vords a zsircseppeet festi. A
festékek emisszios hullamhossza a kovetkezé: Hoechst 463+20 nm, CMFDA 530+15 nm és Nilus

vords 580+15 nm. A képeket egy automatikus sejtfelismerd program segitségével elemeztiik, iCys,
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Image] és CellProfile szoftvercket alkalmazva. A fagocitdzis ratat a lipid cseppeket tartalmazo

makrofgok aranyabol szamoltuk.

3.1.7. Time-lapse mikroszkopos elemzés

A zsirsejteket Nilus vorossel és Hoechst 33342-vel festettiik, majd a makrofagokat rajuk rétegeztiik,
5:1-es aranyban és 15 oran keresztiil tenyésztettiik 6ket egyiitt fiziologias koriilmények kozott, egy
motorizalt 1X81 Olympus inverz mikroszkoppal kovettiik nyomon, mely egy hiittt Hamamatsu
ORCA-R2 magas felbontasi monokréom CCD camera és egy DP21-CU 2-megapixel digitalis szines
kameraval volt felszerelve. Minden 6todik percben késziilt egy kép a sejtekrdl, mely az xcellence

program segitségével videova lett alakitva.

3.1.8. Citokin termelés meghatirozasa

Az érett zsirsejtek (PA, SA) 12 oéran at tenyésztettiik egyiitt a makrofagokkal, majd ezt koveten
begyjtottik a tapfolyadékot, hogy megmeérjiik a kibocsatot citokinek szintjét. Néhany mintdban az
egylittenyésztést megel6zen, a makrofagokat eldkezeltik 100uM SC-514, IKK-2 inhibitorral, vagy
50ug/ml SN50, NF-xB inhibitorral. Egyéb kisérletekben, pedig 50 ng/ml LPS-sel, ill. 20 uM
CytochalasinD-vel (CytD) kezeltiik el6 a makrofagokat. ELISA DuoSet alkalmazasaval megmértitk
a termel8dott interleukin (IL)-6, IL-1p, IL-8, TNFa, MCP-1 szintjét.

3.1.9. Az intracellularis IL-6 citokin immunfestése

A makrofagokat el6festettik CMTMR fluoreszcens festékkel és a zsirsejtekkel vald 12 oras
egylittenyésztést megel6zéen kezeltik 6ket 100 ng/ml BrefeldinA-val (BrefA). 4%-os
parafolmaldehiddel fixaltuk, majd 0.1% triton X-100-al permeabilizaltuk a sejteket. Els6dleges
antitestként kecske poliklonélis anti-huméan IL-6 IgG, 1:200 higitdsban, majd 1:500 higitasu,
nylilban termelt anti-kecske 1gG-FITC jelolt antitestet hasznaltunk masodlagos antitestként.
Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkdp segitségével készitettilk a felvételeket. 1L-6 (FITC
488 nm), maakrofagok (CMTMR 546 nm) és sejtmag (NucRed 647 nm).

3.1.10. Real-time Q-PCR

A makrofagokat 30 percig el6kezeltik 50 ng/ml LPS-sel, majd egyiitt tenyésztettiik a zsirsejtekkel
(PA vagy SA). A sejteket 1, 2, 3, 4, 5, 6 és 12 orat kovetden begytijtéttiik 1 ml Tri Reagent-ben és
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total RNS-t izolaltunk bel616k, melyet cDNS-sé irtunk at (High-Capacity Reverse Transcription Kit).
Az IL-6 atirédasanak szintjét valos idejit Q-PCR-t alkalmazva (TagMan Gene Expression Assay). A
kisérletet haromszor ismételtiik meg, az mRNS szintet pedig a GAPDH haztartasi gén szintjéhez

hasonlitottuk.

3.1.11. Gyogyszeres kezelés

Az altalunk vizsgalt hét féle antipszihotikumot DMSO-ban oldottuk fel és a kovetkezo
koncentracioban alkalmaztuk: olanzapin 50 ng/ml, ziprasidon 50 ng/ml, clozapin 100 ng/ml,
quetiapin 50 ng/ml, aripiprazol 100 ng/ml, haloperidol 10 ng/ml, risperidon 50 ng/ml. A
gyogyszeres kezelést a 11 napig tartd differenciacidé elsd napjan kezdtik, majd minden nap

megismételtiik, a tapfolyadékot hdrom naponként frissre cseréltiik.

3.1.12.  Statistical analysis

A statisztikai analizishez kétvégli, paros t-TESZT-et (*), és két iranyi ANOVA tesztet (#)

alkalmaztunk.
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4. EREDMENYEK

3.2. A zsirsejtek in vitro koriilmények kozotti differencialédasanak nyomon kovetése

A sejtdifferenciacio nyomon kovetése és karakterizalasa 15 napon keresztiil zajlott. A zsirsejtekké
valo elkotelezodést mar a differencialodas 2-3. napjan megfigyeltiik, amikoris megvaltozott a
sitoplazma fényatereszté képessége. Ekkor még nincsenek jol kivehetd, Nilus vords altal (triglicerid)
festett lipid cseppek, viszont a sejtek festédnek Nilus kékkel (foszfolipid). Az 6todik nap koriil mar
néhany kisebb méretii lipidcsepp lathato, valamint a sejtmag kondenzacié fokozodik, ellentétben a
differencialatlan preadipocitakkal, melyek nagyobb méretii citoplazmaval és sejtmaggal
rendelkeznek. A hatodik és tizenkettedik nap kozott tipikus morfologiai valtozasokon megy
keresztiil a differencialodo zsirsejt, mint pl a sejtek lekerekednek, a citoplazma megtelik Nilus voros
altal festodo lipid cseppekkel, a sejtek kevésébé fényateresztoek, valamint a sejtmag kondenzalodik
és csokken a mérete. A 9-12 nap koriill a differenciacios rata eléri a maximum, 40%-ot, ezutan
telitédik a differenciacios gorbe. A tizenkettedik napot kovetden, nem jelentek meg 0j lipid cseppek,

hanem a megkévoek fuzionaltak egymassal.

3.3. Az apoptozis detektalasa és kvantifikalasa az el6zsirsejtekben és az érett zsirsejtekben

A mintakat lemértiik a TNF-a é¢s CHX kezelést megeldzden és utan, igy informaciot nyertiink az
adott sejtekre kifejtett hatasarol. A kezelést megel6zéen Annexin V-tel festédé sejtek a spontan
apoptotizalo sejteket, mig a kezelést kovetéen az indukalt apoptozist szenvedd sejteket jeldlik. 7.05
% ¢és 17.91 % kozotti spontan apoptozist detektaltunk mind az el8zsirsejtekben, mind pedig a
zsirsejtekben. A TNF-o és CHX kezelést kovetéen megndtt az Annexin V pozitiv sejtek szama, a

preadipocitak 26.06 % - 50.09 %-a halt el, mig a zsirsejtek 30 %-a fest6dott Annexin V-tel.

Az apoptozis indukcid apoptotikus testek megjelenését eredményezte, mely a DNS
fragmentalodasaval, tipikus membran buborékok megjelenésével és kondenzalodott sejtmaggal jar.
Szamottevd sejtveszteséget figyeltiink meg a kisérleteink soran, mely aranyaiban megegyezett a
kezelés 4ltal okozott sejthalal kialakuldsaval, 24.12 % + 10.5 % sejtveszteséget tapasztaltunk a

kezelt mintaban, mig 10.67 % + 4.52 % a kontrolban.
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3.4. Az apoptotikus zsirsejtek makrofagokra kifejtett hatasa

A TNF-a + CHX kezelt zsirsejteket 3, ill. 24 6ran at tenyésztettiik egyiitt makrofagokkal, majd ezt
kovetéen 1ézerpasztazd mikroszkoppal, ill. aramlasi citométerrel, meghataroztuk a zsircseppeket
tartalmazo makrofagok szamat. Mindkét modszer segitségével megallapitottuk, hogy 3 ora elteltével
a makrofagok 25-40%-a, mig 24 ora elteltével kozel 60 %-a tartalmazott zsirsejtekbdl szarmazo
lipidcseppeket.

Hogy alatamasszuk ezen elhald sejtek apoptotikus mivoltat, LPS kezelt gyulladasos makrofagokkal
tenyésztettilk Oket egyiitt, majd megvizsgalva a gyulladasos citokinek szintjén, az IL-6 és IL-1p

szintje csokkent, mely az apoptotikus sejtek gyulladascsokkenté tulajdonsagat jeloli.

3.5. A makrofigok darabokat kebeleznek be az érett zsirsejtekbol

A zsirsejtekben fellépd spontan apoptdzis mellet, egy spontan DNS fragmentaciot is
megfigyeltink a differencialédas soran, mely nem jar egyiitt sejthalallal. Szerettiik volna
megvizsgalni, hogy a makrrofagok képesek-e bekebelezni a nem elhalt sejteket is. Az egyiitt
tenyésztést kovetden a makrofagok magas ardnyban tartalmaztak zsirsejtbdl szarmazo lipidet.
Az elébb emlitett minkét modszerrel meghataroztuk a lipid cseppeket tartalmazé makrofagok
aranyat és azt lattuk, hogy 3 ora elteltével, a makrofagok~15%-a mig 24 ora elteltével mar
25-30%-a tartalmazott lipidcseppeket. Time-lapse mikroszkopos felvételeket készitettiink,
melyen nyomon kovethettiilk a bekebelezés folyamatat, azt lattuk, hogy t6bb makrofag
(sokkal kisebb méretiick a zsirsejthez képest) vesz koriil egy zsirsejtet és darabokat kebelez
be.

3.6. A zsirsejtek és makrofagok kozotti interakeié IL-6 szekréciét eredményez.

Az interakci6 kovetkeztében nagymértékben megnét az IL-6 citokin szintje. Hogy bebizonyitsuk,
hogy az IL-6 szekrécid adipocita-makrofag interakcio specifikus jelenség és nem csak a makrofagok
reakcidja arra, hogy nem képesek letapadni a sejttenyészté edény alara, HEK sejtekre rétegeztiik a
makrofagokat, mely esetben elmaradt az IL-6 szekrécio. A TNF-o, IL-8 és IL-1B szintje nem

emelkedett; mig az MCP1 szintje megemelkedett az interakcio kovetkeztében.
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3.7. Az adipocita-makrofag kozotti interakcié soran termelédé IL-6-ot a fagocitild

makrofagok termelik

Begyiijtottiik az adipocita tapfolyadékot, majd ebben tenyésztettik a makrofagokat, hogy
megvizsgaljuk, hogy a zsirsejtek termelnek-e olyan molekulat, ami IL-6 szekréciot indukal a
makrofagokban. Mivel a makrofagok nem termeltek IL-6-ot, igy azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a két sejt kozotti interakcio sziikségeltetik az IL-6 termeléshez. CytD-vel el6kezeltik a
makrofagokat, ezaltal meggatoltuk a fagocitozist, a sejtek érintkeztek egymassal ugyan, de ez sem
vezetett 1L-6 szekrécidhoz, igy bebizonyosodott, hogy a zsirsejtek bekebelezése sziikséges a

makrofagok citokin termeléséhez.

Ezt kovetéen Osszehasonlitottuk az LPS kezelt makrofagok altal termelt és az interakcié soran
keletkezett IL-6 mRNS és szekretalt fehérje szintjének dinamikajat. Hasonld dinamikat mutatott az

id6 fiiggvényében, ez azt jelenti, hogy az interakcid soran az IL-6 de novo termel 5dott.

3.8. Azinterakcié soran keletkezett IL-6 az NF-kB utvonalon keresztiil szabalyozédik

Hogy biztosan megallapitsuk, melyik sejtek termelik az IL-6 citokint az nterakci6 soran, brefeldin A
(BrefA) kezelést alkalmazva, megakadalyoztuk a citokin sejtekbdl valo kijutasat, majd
immunfestéssel megfestettilk az IL-6-ot. A zsirsejtekben nem, hanem a fagocitald makrofagokban
detektaltunk IL-6-ot, ezzel ravilagitva arra, hogy az interakcio sordn a makrofagok termelik a

citokint.

Meg szerettiik volna vizsgalni, hogy az interakcio soran keletkezett IL-6 NF-kB ttvonalon keresztiil
szabalyozodik-e, ezért NF-kB inhibitorokat alkalmaztunk, mint a SC-514 (IKKf (IKK-2) inhibitor)
és SN50 (megakadalyozza az NF-«kB aktiv komplex sejtmagba jutasat). Mindkét inhibitoros kezelés
hatasaar csokkent az IL-6 szintje, ezzel igazolva az NF-kB utvonal szerepét az interakcié soran

keletkezett citokin szintézisének szabalyozasaban.

3.9. Az érett zsirsejtek hatiasa az LPS kezelt gyulladasos makrofagok citokin termelésére

Meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a zsirsejtek hogyan befolyasoljak a makrofagok citokin
termelését mar egy eleve gyulladasos kozegben, ezért az gyiitt tenyésztést megeldzden eldkezeltiik a

makrofagokat LPS-sel, ezaltal gyulladast indukalva. Begyiijtottiik a tapfolyadékokat és megértiik az
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IL-6, IL-8, MCP1 és TNFa citokinek szintjét. Az IL-6 szintje nem véltozott, mig az IL-8 szintje

csokkent. A legdrasztikusabb csokkenést az MCP-1 és a TNF-o esetében tapasztaltunk.

3.10. Antipszihotikumok hatasa a zsirsejtek differencialédas soran alakulé génexpresszios

mintazatara

A zsirszovetb6l izolalt Gssejtek homogenitasat flocitometrids analizissel ellendriztik, mely
kimutatta, hogy a sejtek tobb, mint 90%-a expresszalta a mezenhimalis Gssejtmarkereket, mint a
CD73, CD90, CD105 and CD147. A gybgyszeres kezelést a differencidltatas elsd napjan kezdtiik,
majd 26 gén expresszids szintjének vizsgalata ramutatott arra, hogy a gyogyszerek az adipocita

markergének és gyulladasos citokinek génjeinek expresszidjara pozitiv hatassal vannak.

3.11. Az antipszichotikumok hatasa a gyulladasos citokinek transzkripcidjara

Az NF«BI1 szintje, amely egy gyuladasos citokinek expressziojat indukalo transzkripcios faktor,
megndtt a zsirsejtekben az olanzapin, clozapin, quetiapin, aripiprazol, ¢és haloperidol
antipszihotikumos kezelés hatasara. Ezzel parhuzamosan a TNF-o, IL-1f, IL-8 és MCP-1, szintje is

megnovekedett ziprasidon, clozapin, quetiapin és haloperidol kezelést kovetden.

3.12. Az antipszihotikumok hatasa a primer adipocitak citokin termelésére

Megmértiik a szekretalt TNF-a, IL-1B, IL-8 és MCP-1 szintjét az antipszihotikummal kezelt
zsirsejtek feliilluszojaban. A TNF-a szintje, csak a ziprazidon hatdsara novekedett, az 1L-8 szintjét a
clozapin és aripiprazole kezelés novelte, mig az MCP-1 koncentracidja szignifikansan nétt a
clozapin, ziprasidon és olanzapin kezelés kovetkeztében. Az IL-1f szintje a mérhetd tartomany ala

esett.
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5. DISZKUSSZIO

SPONTAN ES INDUKALT APOPTOZIS A DIFFERENCIALODO ZSIRSEJTEKBEN

A TNFa és CHX kezelés apoptozist indukalt mind az adipocitakban, minde a preadipocitakban,

mely utobbi érzékenyebbnek bizonyult a kezelésre.

Az altalunk kifejlesztett 1ézerpasztazd mikroszkopos modszerr segitségével detektatuk és
kvantifikaltuk az Annexin V altal fest6doétt apoptotikus sejteket. A preadipocitak és az adipocitak

azonos szint{i spontan apoptdzist mutattak.

AZ ADIPOCITAK MAKROFAGOK ALTALI TROGOCITOZISA ES ENNEK
KOVETKEZMENYEI

Az adipocita makrofag interakcié vizsgalata soran, azt tapasztaltuk, hogy a makofagok nagy
mértékben kebeleznek be sejtkompartmenteket, fOleg lipidcseppeket a zsirsejtekbdl. Ezen
megfigyelt jelenség nem a tipikus fagocitozisra utal, amikoris a faldsejtek az apoptotikus sejtek
teljes egészét bekebelezik, megdrizve ez altal a szovetek integritdsat, épségét. A mi esetiinkben a
makrofagok nem csak az elhald, de az ¢l6 adipocitdkbdl is kebeleztek be lipidet, de DNS
szarmazékot nem detektaltunk. Ezen jelenség a trogocitdzis, amikor a faldsejtek darabokat harapnak
ki a kornyezd €16 sejtekbdl, energiaszerzés céljabol. Ahogy mar ezt bemutattuk, ezen sejtek néhanya
foszfatidikl szerint expresszalnak a felsziniikon, valamint DNS fragmentalodast is mutatnak, annak

ellenére, hogy ezen sejtek tovabbra is €16 sejtek.

oxidalt zsirsavak és oxiszterolok, ezek ligandként funkciondlnak a PPAR csalad szamara, ezaltal a
makrofagok alternativ aktivaldsa megy végbe ¢és gyulladasos citokineket termelnek. Ezen
lipidbekebelezés kovetkeztében a makrofagok IL-6-ot szekretaltak, mig a TNF-a és az IL-1pB szintje
nem emelkedett. Immunfestett mintainkbol nyilvanvalova valt, hogy a lipid tartalommal rendelkezd
makrofagok termelik az interakcid soran keletkezett IL-6 citokint, ennek ellenére tovabbra sem

zarhat6 ki, hogy a zsirsejtek is képesek IL-6 szintézisre.

Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a szabad zsirsavak és egyéb lipid metabolitok a TLR
receptorokon keresztiil képesek befolyasolni a makrofagok gyulladasos allapotat. Mivel a mi

kisérleti rendszeriinkben az adipocita tapfolyadékban tenyésztett makrofagok nem termeltek IL-6-0t,
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igy kizarhatjuk, hogy esetleg a zsirsejtek altal kibocsatott zsirsaval indukalnak ezen citokin
termelddését. A makrofagok altal bekebelezett, zsirsejtekbdl kiharapott, lipideseppek indukaltak az
IL-6 termelését. Mivel a TLR receptor csalad a sejtfelszinen helyezkedik el, ezért egy TLR-

fuggetlen IL-6 szekréciorol lehet sz6.

A TROGOCITOZIS KOVETKEZTEBEN TERMELODOTT IL-6 CITOKIN LEHETSEGES
GYULLADASCSOKKENTO HATASA

Ugyan a zsirszovet, expresszalja mind az IL-6-ot, mind pedig a TNF-a-at, de csak a szubkutan
zsirszoves képes az IL-6 szekréciora, mely bekeriilve a véraramba, szisztematikusan hat a
szervezetre. Az IL-6 termel6dés magasabb az elhizott egyénekben, mely arra enged kovetkeztetni,
hogy szerepe lehet a testsuly szabalyozasaban, és a lipid metabolizmusban. Az leptin receptor
nagyfokt hasonlésagot mutat az IL-6 szignaling részét képezd gpl130 receptorral, mely hasonld

étvagyszabalyozo képességet sugall.

Mig a TNF-a és IL-1fB gyulladasos szerepe megkérddjelezhetetlen, addig az IL-6 citokinnek kettds
szerepet tulajdonitanak, miszerint gyulladas csokkentd és gyulladast keltd is lehet. A klasszikus NF-
kB medial gyulladasos szignalizacié mindharom citokin, a TNF-a, IL-1B és IL-6, szintje megnd,
viszont a mi esetiinkben egy izolalt IL-6 szekréciot detektaltunk. E16z6 kutatdsok kimutattdk, hogy
az IL-6 képes csokkenteni a TNF-o és IL-1f szintjét, mind mRNS, mind pedig fehérje szinten,
ugyanakkor ezen citokinek antagonistdinak termelését is indukélhatja. Mivel az elhizott
zsirszovetben gyulladas 1ép fel, megvizsgaltuk a zsirsejtek hatdsat az LPS kezelt gyulladasos
makrofagok citokin termelésére. Az IL-6 szintje nem valtozott, mig az MCP1 és TNF-a szintje
szignifikansan csokkent.Ezen adatok alapjan, a mi rendszeriinkben megjelené IL-6 citokinnek

gyulladascsokkentd szerepet tulajdonitunk.

AZ ATIPIKUS ANTIPSZIHOTIKUMOK ALTAL INDUKALT GYULLADASOS REAKCIOK A
ZSIRSEJTEKBEN

Ugyan az atipikus antipszihotikumok széles korben alkalmazott gyogyszerek, keveset tudunk ezek
génexpressziora kifejtett hatasarol és az esetleges donorspecifitasukrol. Az sem tisztazot még, hogy
pontosan milyen mellékhatasokat okoz, illetve ezek hogyan alakulnak ki. Ezen kérdések

megvalaszolasa céljabol egy 26 génb6l allo génexpresszios panelt allitottunk Ossze. A
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legemlitésreméltobb eredményiink az volt, hogy ezen gyodgyszerek fontos adipocita specifikus gének
expressziojat indukaljak. A 26 vizsgalt gén koziil, a clozapin 21 génaz, az aripiprazol 20, a quetiapin
18, az olanzapin 13, a ziprasidon 7 és a risperidone 6 gén expresszidjat indukalta. Adataink

gyogyszerek hatasanak nagyfoku donorspecifitasra vilagitottak ra.

Fontosnak talaltuk egy in vitro kisérletes rendszer 1étrehozasat, mely segitségével megfigyeltiik és
karakterizaltuk a zsirsejtek és makrofagok kozotti interakciot. Ezen rendszer alkalmazasaval tobb
informaciot szerezhetiink az elhizaskor fellépd gyulladasos folyamatrdl, valamint fontos lehet

gyogyszerek hatasanak vizsgalataban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran, nyomon kovettiik a zsirsejtek érési folyamatat, sejtenkénti méréseket végeztiink és
egyazon id6 alatt tudtuk vizsgalni mind az érett és érettlen zsirsejteket. Spontan apoptozis jelenlétét
észleltiik, mind a zsirsejtek, mind pedig az el6zsirsejtek esetében, az érési folyamat alatt, valamint az

elozsirsejtek nagyobb érzékenységet mutattak a TNFa és a CHX kombinalt kezelés hatasara.

Egy 1j in vitro kisérleti rendszert alkalmazva, nyomon tudtuk kévetni, a zsirsejtek és makrofagok
hatasat. Egyiitttenyésztésiik soran az €16 sejtek makrofagok altali trogocitdzisat észleltiik time-lapse
mikroszkopos felvételek segitségével, mely jelenséget 1ézerpasztazd mikroszkopiaval, valamint
aramlasi citométerrel kvantifikaltunk. A makrofagok nagy mennyiségili, de novo termel8dott 1L-6

szekréciojat detektaltuk, mely a zsirsejtek lipid tartalmanak bekebelezése révén keletkezett.

A tipikus gyulladasos citokinek, mint a TNFa és az IL-1f hianya és a tobb funkcios IL-6 szeparalt
megjelenése 0j szerepben tiinteti fel az IL-6 citokint ebben az interakcioban. Eredményeink az IL-6
gyulladascsokkentd szerepét tdmasztjdk ald, gatolva a TNFa és MCP-1 szintjének ndvekedését,
fenntartva a zsirszovet nyugalmi allapotat, valamint megakadalyozva a gyulladdsos citokinek
szintjének novekedése kovetkeztében fellépd inzulin rezisztencia és egyéb metabolikus betegségek

megjelenését.

A gyulladdsos gének szintjének 0Osszehangolt ndvekedését figyeltik meg egy csoport
antipszichotikus gyogyszer alkalmazasanak hatdsara. Héarom, a vizsgalt gyogyszerek koziil,
mégpedig a clozapine, quetiapine és aripiprazole, egyértelmii hajlamossagot mutattak a zsirsejt
specifikus markergének szintjének indukélasira. Ezen adatok azt jelzik, hogy a betegség
kovetkeztében, elsddlegesen fellépd gyulladastol fiiggetleniil, kialakulhat egy masodlagos, zsirsejt
fliggd, gyulladasos elvaltozas, mely hozzdjarulhat a monocita-makrofag felhalmozodas, az MCP-1
expresszid novelésével, ezaltal a bevandorlé makrofagok valnak a gyulladasos citokinek harmadik
forrasava, mely tovabb fokozza a masodik generacios antipszichotikumok éltal okozott metabolikus

szindromak kialakulasanak lehetoségét
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Adipocyte cell death and clearance (poster presentation)
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Greece, Adipocyte cell death and clearance (poster presentation)
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Adipocyte cell death and clearance (oral presentation in English)
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Elsésorban a témevezetémnek, Fésiis Laszlo professzor Urnak szeretném kifejezni halamat a
tamogatasaért és, hogy biztositotta a koriilményeket a kutatasok elvégzéséhez, valamint Dr. Balajthy

Zoltannak, a doktori id6szakom alatt nyujtott hasznos tanacsokért.

Halas koszonet Szondy Zsuzsanna professzornének, Nagy Laszlo professzor urnak és Tészér Jozsef
professzor urnak és munkacsoportjaiknak, a segitséget és, hogy hasznalhattam miiszereiket.
Koszonetet szeretnék mondnai Nagy Jennifernek, Klem Attillané Erzsikének és Szaloki Szilvianak a

kitiing aszisztenciaért és segitségért.

Halas vagyok kollaboracids partnereiknek, Dr. Bacso Zsoltnak és Dr. Quang-Minh Doan-Xuan-nak
a lézerpaztazod mikroszkopos kisérletekben nyujtott segitségért, Csomos Istvannak, a konfokalis
mikroszkopidban nyujtott segitségért, és Ujhazi Boglarkdnak a time-lapse mikroszkopos
kisérletekben nyujtott segitségért. Koszondm Rajnavolgyi Eva professzornénrk és Dr. Bécsi
Attilanak, a doktri megbeszélések soran nytjtott hasznos tanacsokért és, hogy hasznalhattam a time-
lapse mikroszkdjukat. Koszonet illeti Dr. Buris Laszlot és sebész csoportjat az Auguszta Klinikan,
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Martin Wabitschnak és Dr. Pamela Fischer-Posovszkynak, hogy kisérleteinkhez hasznalhattuk az

SGBS sejtvonalukat és, hogy laboratoriumukban tolthettem egy honapot Ulmban.

M¢ély halamat szeretném kifejezni a kedves kollégaimnak sé draga barataimnak, Dr. Hodrea
Juditnak, Dr. Demény Maténak, Dr. Csomoés Krisztiannak, Dr. Kajal Kanchannak, Dr. Gizem
Aynanak, Dr. Mihaly Johannanak, és Dr. Nagy Zsuzsannanak. Mindig ott voltak és tamogattak,
tanacsokkal lattak el és sok kellemes id6t toltottiink egyiitt.

Legmélyebb halaval tartozom a csalddomnak és barataimnak, akik végig mellettem alltak és

tdmogattak atsegitve a nehéz idékon.

A legnagyobb koszonettel és héalaval, a draga sziileimnek, Ildikonak és Szilardnak valamint
nagysziileimnek tartozom, hogy feltétlen szeretetilkkel tiirelmiikkel tdmogattak és biztattak és

mindig ott voltak nekem.
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