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1. BEVEZETES

Testiinkben naponta tobb milliard elhalt sejt keriil eltakaritasra (efferocitozis). Az efferocitozis
része a normal szoveti homeosztazisnak, hiszen hozzajarul a szoveti integritas fenntartasahoz, a
fagocitald makrofagok altal kibocsajtott molekuldk révén az elhalt sejtek utanpotlasdhoz, és a
gyulladasi program folyamatos gatlasahoz is. Az elhizasra kronikus alacsony szintli gyulladas
kialakulésa jellemz6 a zsirszovetben, melynek kivalto oka az, hogy az egyre névekvd, elsdsorban hasi
zsirsejtek a tulzott lipid terhelés hatasara apoptozissal és nekrozissal elhalnak. Az elhald zsirsejtek
kemotaktikus és gyulladasos jelek kibocsajtasaval csontveldi eredetli makrofagokat hivnak be a
vérpalyabol gyulladast inditva. A zsirszoveti makrofagok az elhalt zsirsejtek eltakaritdsa soran az
extracellularis vezikulumokba csomagolt lipideket is atveszik. Ha a makrofagok hosszutavon magas
lipid mennyiségnek vannak kitéve, pro-inflammatorikus citokinek termelése altal fokozzak és
fenntartjak a gyulladast, masrészt befolyasoljak az adipocitak adipokin termelését, mely egyiittesen
csokkent inzulin érzékenységhez vezet (2-es tipusu diabétesz). A szétesé zsirsejtekbdl a makrofagok
zsirtelitettsége esetén a zsir a majszovetbe keriil (zsirmaj). Az elhizasban megemelkedik a vérben a
szabad telitett zsirsavak koncentracioja is, ami csokkenti a makrofagok efferocitozis képességét. Ez
fokozza az egész szervezetben a gyulladasos hajlamot, ami miatt az elhizas gyakran tarsul egyéb
krénikus gyulladasos megbetegedésekkel, mint példaul az ateroszklerézis, kronikus obstruktiv
tiidobetegség, oszteoartritisz, periodontitisz, vagy elhuzodd sebgyulladas. Disszertaciom elsé
részében a palmitat apoptotikus sejtek eltakaritasara gyakorolt gatlo hatasat vizsgaltam.

A Mer tirozin-kinaz egy a szoveti és az M2 makrofagok altal expresszalt efferocitozis receptor.
Részt vehet a gyulladas gatlasaban és a lipidet tartalmazo extracellularis vezikulak felvételében is, ily
modon csokkentve a zsirsejtek zsirterhelését. A feltételezésiink az volt, hogy a makrofag Mer védo
szerepet tolt be a zsirszoveti homeosztazis megtartasaban, igy disszertaciom masodik részében azt
vizsgaltam, hogy a Mer hianya befolyasolja-e a metabolikus szindroma kialakulasat magas

zsirtartalmu étrenden tartott egerekben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az elhizas

Az elhizas olyan korallapot, amelyben a felesleges zsir felhalmozodasa a szervezetben olyan
mértéki, hogy egészségkarositd hatassal birhat. A klinikai gyakorlatban az elhizas mértékének
meghatarozasahoz leggyakrabban a testtomegindexet (BMI-t) hasznaljak mérészamként. A BMI az
egyén testtomegének és magassaganak aranyat mutatja. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO)
besorolasa szerint 25-29,9-ig terjedd BMI tulstlyos, 30-39,9-ig elhizott, 40 folott pedig stlyosan
elhizott allapotot jelent.

Bar az esetek tobbségében az elhizas kivaltd oka a tilzott energiabevitel és a mozgasszegény
¢életmod, kiilonboz6 mértékben genetikai, epigenetikai, csaladi tényez6k és a mikrobiom megvaltozasa
is hozzajarulhatnak kialakulasahoz. A csaladi hattér kutatasa soran megfigyelték, hogy azoknal a
személyeknél, akiknek a csaladjaban el6fordult korabban magas vérmyomas, elhizas, diabétesz vagy
stroke nagyobb eséllyel alakul ki elhizas vagy hiperlipidémia. Az elmult években tobb, mint 100 olyan
gént fedeztek fel, melyek kapcsolatba hozhatok a megemelkedett BMI-vel. Szamos publikacio
igazolja, hogy az elhizasra hajlamosité génekre hatdssal van a kdrnyezet, az életmaod, és a kiilonb6z6

gyogyszeres kezelések is.

2.2. A zsirsejtek tipusai

A zsirsejteknek 3 tipusa van: fehér, bézs és barna adipocitak. A koztiik 1év6 kiilonbség zsir
metabolizmusukban, termogenikus kapacitasukban, méretiikben, morfologiajukban,
elhelyezkedésiikben, illetve kiilonb6z6 funkcidjukban mutatkozik meg. Testiink zsirszovetének nagy
részét a fehér zsirszovet alkotja. A fehér zsirszovet az energiat trigliceridek formajaban tarolja.
Alacsony kaloriabevitelnél a raktarozott zsir oxidacidja energiat biztosit a szervezet mitkodéséhez. A
szoros kapcsolat mutathato ki a fehér zsirszovet tomegének a ndvekedése és az inzulinrezisztencia, a
kettes tipusu diabétesz és a magas vérnyomas kialakulasanak a valosziniisége kozott. A barna
zsirszovet energetikailag aktivabb, tobb mitokondriumot tartalmaz és hé formajaban képes energiat
felszabaditani alacsony hémérsékletii koriilmények kozott. Az adipocitak harmadik tipusa a bézs
adipocitak, amelyek a fehér adipocitdkbol jonnek létre termogenikus stimulalds hatdsara. Ezt a

szabalyozasa kulcsszerepet jatszik benne. A bézs adipocitdk a barna adipocitdkkal bizonyos
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tulajdonagokban megegyeznek, mint példaul a szétkapcsold fehérje 1 (UCP1) kifejezédése,
multilokularis lipid cseppek kialakuldsa, vagy a magas mitokondrium szdm azonban a lokaciot,

markereket, illetve a termogenikus mechanizmusokat tekintve is szamos kiilonbséget mutatnak.

2.3. Hipertrdéfia kialakuldsa a zsirszovetben

Az elhizast alapvetden a zsirszovet megnagyobbodasa jellemzi. A zsirszovet tomege két
mechanizmus altal novekedhet: hiperplazia és hipertrofia. Hiperplazia soran a zsirsejtek szama, mig
hipertrofia soran a zsirsejtek mérete novekszik Az elébbi egészséges zsirraktarozast, mig az utobbi,
elsésorban a hasi zsirszOvethez kothetéen, metabolikus szindromahoz vezet zsirlerakddast
eredményez. A hipertrofias tipust raktarozasért részben a hasi zsirszovetben jobban kifejez6d6 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitast teszik feleldssé. A hipertrofia folyamataban szamos jelatviteli
utvonal vesz részt.

Az egyik ilyen utvonal az inzulin jelatviteli Utvonala. Az inzulin zsirszovet hipertrofijat
elosegitd hatasa ugy érvényesiil, hogy egyrészt gatolja a zsir lebontasat (lipolizis), masrészt elsegiti
a zsirsavszintézist, és fokozza a zsir tarolasat a zsirszovetben. Az inzulin negativan szabalyozza a
lipolizist, és elGsegiti a zsirsavak triacilglicerol formajaban torténd tarolasat. A lipolizis aktivalasa
soran megno a ciklikus adenozin-monofoszfat (c(AMP) masodlagos hirvivé molekula szintje, amely
elésegiti a hormonszenzitiv lipaz enzim foszforilacidjat, ezaltal az aktivaciojat. Az inzulin negativ
szabalyozo hatasa Ugy érvényesiil, hogy aktivalja a foszfodiészteraz 3B enzimet, amely csokkenti
cAMP szintet. Csokkent cAMP szint esetén nem lesz aktiv a hormonszenzitiv-lipaz, igy a lipolizis is
gatolt lesz.

A perilipin 1 fehérje nagy mértékben expresszalodik az adipocitakban és a lipidcseppek
megkotésében, valamint szintén a lipolizisben van szerepe. A perilipin 1 fehérjét foszforilacioval
aktivalja a protein kinaz A. Ez a foszforilaci6 az inzulin jelatviteli utvonal aktivalodasanak hatasara
elmarad, igy a lipolizis gatolva lesz, amely szintén a lipid felhalmozodasat segiti a zsirsejtekben.

A zsirszovet hipertrofidgjanak masik fontos szabalyozoja a peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor gamma (PPARY), amely egy sejtmagban talalhaté transzkripcids faktor, és nélkiilozhetetlen
az adipogenezisben, a lipid metabolizmusban, a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban és az
adipocitak metabolikus homeosztazisanak fenntartasaban. A PPARY heterodimert alkot a retinoid X
és érési folyamataban résztvevo gének expresszidjat Egyes gének expresszidjanak a fokozasaval (pl.
lipoprotein lipaz, CD36) elésegiti az adipocitak altali zsirsav felvételt és tarolast.

Az adipocitak fejlddésének fontos szabalyozoi a jelatalakito és transzkripcid aktivator fehérjék
(STAT-ok). Az adipocitakban a STATIL, 3, SA, 5B ¢és 6 fehérje fejezédik ki. A STATS olyan gének
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expressziojat fokozza, mint példaul az acil CoA oxidaz, zsirsav-szintetaz, vagy az adiponektin, egy
inzulinérzékenységet fokozo6 adipokin. A STAT1 fehérje a magas zsirtartalmt diéta esetében fontos,
amikor az INFy szint megemelkedett. Az INFy szint emelkedését a visceralis szirszovetbe migralo
immunsejtek okozzak, melynek hatdsara a STATI jelatviteli Gtvonal aktivaloédik és gatolja az
adipocitak differencialodasat. A megnovekedett STAT3 fehérje expresszio szintén az adipogenezis
korai szakaszaban figyelhetd meg és az adipocitak differencialodasanak a mértékét fokozza.

A novekedési és differenciacios faktorok (GDF-ek) a transzformald névekedési faktor-béta
fehérjék (TGFP) csaladjaba tartoznak és fontos szerepet toltenek be az adipocitdk funkcidiban és
metabolizmusaban. A GDF-15 részt vesz az energia homeosztazis fenntartasaban, a testsuly
szabalyozasaban, és hidnyaban 2-es tipusu diabétesz alakul ki, valamint a zsirszovet tomegének a
novekedése figyelheté meg. A GDF-15 elésegiti a makrofagok M2 antiinflammatorikus polarizaciojat
is a zsirszovetben, és fokozza az inzulin érzékenységet. A GDF-5 az elhizas elleni védelemben is
résztvevo kritikus fehérje. Tulzott expresszidja sovany fenotipus kialakulasahoz vezet, véd a diéta altal
kivaltott elhizas kialakulasaval szemben, tobbek kozott a bézs adipocitak kifejlodésének indukcidjan
keresztiil. A fokozott GDF-5 expresszio elésegiti a bézs adipocitak kifejlédését. A GDF-3 a GDF-5-
hoz hasonléoan a zsirszovet homeosztazisanak fenntartasaért, illetve az adipocitak
energiaszabalyozasaért felel6s. Lipidterhelés hatasara a zsirtomeg novekedését okozza a lipidtarolas
fokozasan keresztiil, ezért hianyaban csokkent zsirtomeg novekedés figyelhetd meg.

A novekedési hormon egy polipeptid, melyet az agyalapi mirigy termel. A ndvekedési hormon
lipoprotein lipaz enzim gatlasaval, ezaltal gatolva a trigliceridek felhalmozoddasat az adipocitakban,
illetve a névekedési hormon aktivalja a hormonszenzitiv lipazt, amelynek koszonhetden lehetdség van
a trigliceridek felszabaditasara adipocitakbol lipolizis altal.

A zsirszovet novekedésére hatd szignalok altal inditott jelpalyak egy része az intracellularis
cAMP szint szabalyozasaban vesz részt, mig masok az mTOR miikodését befolyasoljak. Az mTOR
(emlGs rapamicin-célpont) egy protein kinaz, amely két nagy komplexbdl all: mTORC1 és mTORC2.
Az adipocitak esetében az mTOR részt vesz az adipogenezis, a lipid metabolizmus, a termogenezis
szabalyozasaban, illetve az inzulinérzékenység fokozasaban. Az mTOR adipogenezisben betdltott
esszencialis szerepét mutatja, hogy az mTOR hianyaban csokken a zsirszovet mennyisége és a
zsirsejtek mérete, tovabba képes fokozni a fehér zsirszovet barnulasi folyamatit a PPARy
expressziojanak szabalyozasan keresztiil. Az mTORCI1 a szterol szabalyozo elemhez ko6tédd
fehérjéken (SREBP-ken) keresztiil is képes kifejteni a hatasat, amelyek a zsirsav és triglicerid szintézis
szabalyozasaban résztvevo transzkripcios faktorok. Ezek a transzkripcios faktorok a lipogenezisben

résztvevo gének expresszidjat szabalyozzak. Gatlasuk szintén csokkent adipocita méretet eredményez.



2.4. Efferocitozis

Efferocitozis alatt az 0,5pm-nél nagyobb részecskék felismerését és bekebelezését értjiik plazma
membran eredetii vezikulumokba, amelyet fagoszomanak neveziink. Testiinkben a sejtek nagy
részének a felszinén olyan molekuldk taldlhatok, amelyek normal allapotban megakadalyozzak a
sejtek makrofagok altali bekebelezését. Ezeket a molekulakat ,,ne egyél meg” szignaloknak nevezziik.
Ilyen molekulak példaul a CD24, CD31, CD47, {6 hisztokompatibilitdsi komplex I (MHCI),
programozott halal ligand 1 (PD-L1) és a szalicilsav.

Az fagocitézis elsé 1épése a makrofagok migracidja a bekebelezendd sejtekhez ,.taldlj meg”
szignalok hatasara, melyek normal fiziologias koriilmények kozott intracellularisan talalhatdak meg.
Ilyen molekulak 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). A sejthalal kovetkeztében ezen molekulak az apoptotikus program
részeként felszabadulnak az apoptotikus sejtekbdl, és egy gradienst létrehozva elGsegitik a

Az ,egyél meg” szignalok elésegitik az eltakaritani kivant sejtek elkiilonitését az egészséges
sejtekt6l. A legtobbet tanulmanyozott ,.egyél meg” szignal a foszfatidilszerin (PS). A PS normal
esetben a plazmamembran belsé felszinén helyezkedik el a flippaz enzimeknek koszonhetSen, és
apoptozis soran a plazmamembran kiils6 felszinére transzlokalddik. A PS fagocitikus receptorok altali
felismerése torténhet direkt vagy indirekt modon hidképzé molekuldk segitségével. A PS-t direkt
modon képes felismerni az agy specifikus angiogenezis inhibitor 1 (BAIl), a T-sejt immunoglobulin
mucin fehérje 4 (TIM-4) és a stabilin 2. Indirekt médon ismeri fel a Mer tirozin-kinaz (MerTK) és az
o(v)B(3) integrin receptor. Hidképz6 molekulak a Gas6, a tej zsircsomo6 globulin-EGF 8-as faktor
(MFG-EB), a protein S, és a komplement komponens 1q (C1q).

A programozott sejthalal soran az apoptotikus sejtek felszinén megjelend masik ,,egyél meg”
szignal a kalretikulin, melyet a makrofagok felszinén 1évé CD91 receptorok ismernek fel. Az
apoptozis soran kaszpaz enzimek hatasara a citoszolbol a plazmamembran kiilsé felszinére
transzlokalodik a PS-el egyiitt. Az intracellularis adhéziés molekula 3 (ICAM3) és az oxidalt alacsony
stiriségti lipoproteinek (OxLDL), amelyek oxidalt lipideket tartalmaznak szintén jelen lehetnek az
apoptotikus sejtek felszinén ligandként szolgalva a makrofagokon megtalalhaté receptoroknak. Az
utobbi évek kutatdsai aldtdmasztottdk a foszfatidil inozitolok ,.egyél meg” szignalkant betoltott

A bekebelezni kivant sejtek felismerését kdvetden olyan jelatviteli utvonalak aktivalodnak a
makrofagokban, amelyek az aktin citoszkeleton atrendezédéshez vezetnek elinditva a bekebelezés
folyamatat és a fagocitikus kehely kialakulasat. A folyamat kis GTPéazok éltal iranyitott. A Rho
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csaladba tartozd6 GTPazok molekularis kapcsoloként miikddnek. Guanozin-trifoszfat (GTP) kotott
allapotban aktivak, és guanozin-difoszfat (GDP) kotott allapotban inaktivak. A guanin kicseréld
faktorok segitik az aktiv allapot kialakulasat, mig GTP-az aktivitasuk kapcsolja ki 6ket. Ezutobbiak
aktivitasat GTPaz aktivalo proteinek szabalyozzak. A RhoA fokozza az akto-miozin kontraktciot és
az F-aktin stabilizaciot a korai szakaszban, azonban késébb a folyamat negativ szabalyozojaként
funkcional. A Racl el6segiti a F-aktin eldgazddasat, amely elengedhetetlen a lamellopodium
kialakulasahoz. Végiil a CDC42 a rovid aktin filamentumok és a filopodium kialakulasahoz sziikséges.
A Racl és CDC42 {6 effektorai a Wiskott-Aldrich szindroma protein (WASP), Wiskott-Aldrich
szindréma protein csalad verprolin homoloég (WAVE) komplexek, amelyek az Arp2/3 komplexekek
ativalasat végzik. Az Arp2/3 elésegiti az aktin polimerizaciot. Miutan az apoptotikus sejtet koriilolelik
aktin struktirak levalnak a membranrél és megkezd6dik a fagoszoma érési folyamata.

A fagoszoma érési folyamatanak 6 szabalyozoi a Rab fehérjék. A Rab fehérjék is GTPazok. A
Rab5 a korai, mig a Rab 7 a kései fagoszoma érési folyamatanak iranyitasaért felelés. A Rab5
korai endoszoma asszocialt fehérje (EEA1). Az EEAl foszfatidilinozitol 3-foszfattal és a Rab5
fehérjével komplexet képezve eldsegiti még tobb EEA1 toborzasat az endoszomakhoz. Az EEA1 a
vakoularis protein sorting (Vps) fehérjékkel interakcioba 1épve egyrészt részt vesz a transzport
folyamatokban, masrészt segiti a SNARE (szolubilis N-etil-maleimid-szenzitiv faktor-k6té fehérje)
fehérjék kapcesolodasat az endoszomahoz, igy eldsegitve az edoszomak dokkolasat. Ezen dokkolasi
folyamatoknak koszonhetéen az endoszomak egymashoz kozel keriilve fuzionalnak, igy
multivezikularis endoszomak johetnek létre. A korai endoszoma pH-ja kozel semleges, koriilbeliil 6,3.
A foszfatidilinozitol 3-foszfat a Rab5-tel és az EEA1-gyel el6segiti a fagoszoma érésében résztvevo
szamos fehérje toborzasat és ezt kovetd aktivalasat, beleértve a hepatocita ndvekedési faktor altal
szabalyozott tirozin kinaz szubsztratot és a transzportkomplexhez sziikséges endoszomalis valogatod
komplexek egyéb komponenseit, valamint a Rab7-et, amely a késdi endoszomak markere. Ahogyan
az érés folyamata halad elére, a Rab5 mennyisége csokken és a Rab7 fehérje fogja iranyitani az
Rab7 effektor fehérjéje a Rab7-inerakcids lizoszomalis fehérje (RILP), amely a dinein-dinaktin
mikrotubulus-asszocialt motor komplex-szel 1ép interakcidba. A komplex egyrészt a sejt belseje felé
iranyitja az enodszomakat, masrészt elésegiti a fagoszomalis tubulusok endocitotikus kompartmentek
felé nyulasat. A folyamat elérehaladasaval a kései fagoszoma pH-ja a V-ATPazok segitségével,
melyek protont pumpélnak a citoplazmabol a fagoszoma lumenjébe, tovabb csokken, koriilbelil 4,5-

5,5-ig. A lizoszémak kériilbeliil 70 hidrolitikus enzimet tartalmaznak, amelyek a makromolekulak



hidroliziséért felelosek. Ilyen enzimek példaul a kiilonféle savas proteazok lipazok, glikozidazok,

nukleazok, foszfatazok és szulfatazok.

2.5. Az apoptotikus zsirsejtek fagocitozisa

A megfelelé makrofagok altali efferocitdzis feltétele, hogy az elhalt sejt mérete, olyan legyen,
hogy az kezelhet6 legyen a makrofag szamara. Kisméretii sejtek, mint a timocitak, megfelelnek ennek
a méretnek, és akar apoptozissal, akar nekrozissal halnak el, kozvetleniil felvevédnek a kornyezo
makrofagok altal. A zsirsejtek mérete azonban olyan nagy, hogy az apoptozis biologiai folyamataban
fel kell darabolodniuk apoptotikus testekre, hogy a lényegesen kisebb makrofagok fel tudjak azokat
venni. Laborunk korabbi vizsgalataiban in vitro vizualizaltak a zsirsejtek apoptozisat és érdekes
modon azt talaltak, hogy az elhal6 zsirsejtek zsirtartalmukat extracellularis vezikulakba csomagoljak,
és a makrofagok el8szor ezt veszik fel. Majd, amikor a zsirtartalom nagy része felvételre keriil,
aktivalodik a klasszikus apoptotikus program, €s a sejt tobbi része apoptotikus testekké darabolodik,
és igy vevodik fel. Jol ismert, hogy szoveti metszeteken a makrofagok az elhald zsirsejteket
koronaszeriien korbe veszik, azaz egy nagy zsirsejt feldolgozasaban parhuzamosan tobb makrofag
vesz részt. Mas laborok azt feltételezik, hogy a zsir felvétele lizoszomalis exocitozissal torténik,
amikor is a makrofag lizoszOma membranja fizional a makrofag sejtmembranjaval, a lizoszoma
tartalma a makrofag és az adipocita koz¢ keriil, és a lizoszomalis enzimek bontjak le a zsirsejteket.
Vizualis adataink alapjan mi inkabb gy gondoljuk, hogy a makrofagok ezeket a vezikulakat talan

kozvetleniil a lizoszomaba veszik fel. Ennek bizonyitasa laboratoriumunkban folyamatban van.

2.6. Mer tirozin kinaz

A Tyro-3, Axl és a Mer a TAM receptor tirozin kinaz csaladba tartozik. Szamos szdvetben és
szervben a homeosztazis szabalyozasaért felelosek. Miikodésiik elengedhetetlen az immun-,
reproduktiv, a hematopoietikus, a vaszkularis és az idegrendszer miikodésében. 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
kotédni. A TAM receptorokra jellemzd, két doménnel rendelkeznek. Az extracellularis domén két
immunglobulin szerti doménbdl és két fibronektin 11T doménbdl all, amelyek a ligandkétésben vesznek
részt. Az intracellularis domén a tirozin kinaz domén, amely az autofoszforilaciohoz sziikséges, és
amely extracelluldris stimulaci6 hatdsara, vagy anélkiil is aktivalhato.

Az Axl testszerte expresszalodik és részt vesz tobbek kozott a sejtprofileracidban, talélésben,

angiogenezisben ¢és immunszuppresszioban. A Tyro3 a gasztrointesztinalis, ideg- és reproduktiv
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rendszer fejlodése soran magas expressziot mutat és részt vesz szintén a sejtproliferacioban,
tulélésben, tumorgenezisben, migracioban.

A Mer a szoveti és az M2 fenotipusti makrofagokban fejezédik ki. A szoveti homeosztazisban
betoltott funkcidjat bizonyitja, hogy a Mer jeltaviteli utvonala antiinflammatorikus hatassal
rendelkezik. A makrofagok M1-M2 polarizacidja soran fokozott mértékben fejezédik ki. A fokozott
Mer expresszo hatasara né a GAS6 termelés, mely az antiinflammatorikus IL-10 mennyiségét fokozza.
A Mer antiinflammatorikus hatasa gy is érvényesiilhet, hogy gatolja a proinflammatorikus hatasu
TNFo (tumor nekrozis faktor o) termelését, ezaltal hozzajarulva a gyulladas csdkkentéséhez.

A Mer szamos tumor esetében magas expressziot mutat. Az antiinflammatorikus hatasa miatt
immunszupressziv tumor mikrokdmyezetet kialakitasara képes nemcsak az antiinflammatorikus
citokinek termelésének fokozasan keresztiil, hanem az immunsejtek szabalyozasa altal is. A Mer
emiatt napjainkban a tumorok kezelésének egyik célpontja. A Mer célzott gatlasa a csokkent
efferocitozis altal egyrészt lassitja a tumor novekedését, masrészt fokozza a tumorellenes immunsejtek

elosegitéséhez is.

2.7. A metabolikus szindréma kialakulasanak lépései és kovetkezményei

A zsirszovet nemcsak a lipid tarolasara alkalmas, hanem endokrin funkciot is ellat. Az altala
termelt legfontosabb adipokinek példaul az adiponektin, leptin, rezisztin szabalyozé funkciot latnak
el nemcsak a majban, hanem az izomban és az agyban is. Elhizasban ezen hormonok aranya felborul:
az adiponektin termelése csokken, mig a leptin és a rezisztin termelddése fokozodik. A zsirtomeg
gyors novekedése miatt a hipertrofias zsirszovet vaszkularizaciéja nem alakul ki megfeleléen, aminek
kovetkeztében hipoxias koriilmények alakulnak ki. A hipoxia kévetkezményeként az adipocitak
elhalnak. Az adipocitak sejthalala kaszpaz fuggd és fiiggetlen Gtvonalon is bekovetkezhet. Az
extrinzik utvonal receptorai, mint a Fas, TNF-R1, TRAIL-R a halal ligandok 4ltal aktivalédnak. Ezek
a receptorok olyan enzimkaszkadokat aktivalnak, amelyek proteolitikus enzimeket, foként
kaszpazokat tartalmaznak. Az intrinzik utvonal aktivalasat a sejtorganellumokat éré stressz, mint
példaul az endoplazmatikus retikulum stressz aktivalja. Olyan pro-apoptotikus fehérjék aktivalodnak,
mint a Bid vagy a Bax, amelyek segitségével szamos egyéb pro-apoptotikus fehérje szabadul ki a
mitokondriumbd6l, melyek tobbek kozott az apoptodzist inditd apoptoszoma kialakitasaban vesznek
részt.

Normal koriilmények kozott a zsirszovetben szamos immunsejtet talalhatunk: eozinofil és
neutrofil granulociték, amelyek altal szekretalt citokinek antiinflammatorikus kdrnyezetet biztositanak
a zsirszovetben. Elhizas soran a fokozott zsirszoveti sejthalal kovetkeztében a vérpalyabol a
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zsirszovetbe kilépd makrofagok M1 (proinflammatorikus) iranyban differencialodnak és fokozzak a
gyulladasos kornyezet kialakulasat.

Az adipocitak a nemcsak a lipazok altal képesek a zsirsavak kibocsatasara, hanem exoszoma
méretli lipiddel teli vezikuldk altal is, melyeket a makrofagok képesek felvenni. Az elhizas
kovetkeztében teljes mértékben altalakul a zsirszovet dinamikéaja, megvaltozik a zsirszovet és lipid
turnover, igy a zsir taroldsa a derék és csipé kornyékén kiviil megjelenik a majban és az izmokban is.
Ezen tényez6k mind hozzajarulnak a metabolikus szindroma kialakulasahoz.

Egyre tobb kutatas tAmasztja ala azt a feltételezést, hogy az elhizashoz kapcsolodo patologias
torténések (metabolikus szindroma) kialakulasaban a zsirszoveti makrofagoknak meghatarozo szerepe
van. Igy, ha vagy depletaljak a makrofigokat, vagy genetikusan kiiitik a makrofagok kivandorlasat
meghatarozoan szabalyozo MCP-1 fehérjét, akkor mind a zsirmaj, mind az inzulin rezisztencia
kialakulasa megakadalyozhaté.

A metabolikus szindroma a modem vilag egyik kronikus, nem fert6z6 betegsége. Az elhizashoz
kapcsolodd metabolikus szindroma alatt az olyan metabolikus zavarok Osszességét értjik, amely
magaba foglalja az inzulinrezisztenciat, a diszlipidémiat (koros zsiranyagcsere elvaltozasok, amely a
vér megnovekedett lipidtartalmat eredményezi), a deréktaji elhizast és a magas vérnyomast. A
metabolikus szindroma nagy mértékben Osszefliggésbe hozhato a 2-es tipust diabétesz kialakulasaval
¢és a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval is.

Az elhizas soran az energiabevitel fokozott, amely azt eredményezi, hogy olyan mechanizmusok
aktivalodnak, amelyek megakadalyozzak a sejtekben az energia felhalmozodasat. Ennek egyik modja
a sejtek inzulin érzékenységének a csokkenése, amely inzulinrezisztencia kialakulasahoz vezet. Mivel
a zsirszovet képes befolyasolni az egész test inzulin érzékenységét, elhizasban nagyon gyakori az
inzulin rezisztencia kialakulasa. Ez egy részben a zsirszovetbdl felszabadulo gyulladasos citokinek,
mint példaul a TNFa és IL-6-nak koszonhetd. Ezen citokinek tobbféle titvonalon gatolhatjak az inzulin
jelatviteli utvonalat. Az egyik az inzulin- receptor szubsztrat (IRS-1) 1 szerin/treonin foszforilacioja,
amely negativan szabalyozza az inzulin receptor jelatviteli utvonalat. Masik lehetséges utvonal a
PPARy funkcidjanak gatlasa. Mivel a PPARy fokozza a lipogenezisben és a lipid tarolasaban
résztvevd gének expressziojat, gatlasa hozzajarul az inzulinrezisztencia kialakulasahoz. A vérplazma
megnovekedett FFA tartalma a lipolizis fokozodasa és a triglicerid szintézis altal szintén hozzajarul
az inzulinrezisztencia kialakulasahoz.

Inzulinrezisztencia kialakulhat az adiponektin csokkent szintje kovetkeztében is. Az
adiponektint foként az adipocitak szekretaljak és hozzajarul az inzulin-érzékenység fokozasahoz a
sejtekben, a zsirsavak oxidacidjahoz, illetve a gyulladas csokkentéséhez is. Az adiponektin szintek
inverz korrelaciét mutatnak az elhizds mértékével és a csokkent szintje hozzajarul az elhizés
kovetkeztében 1étrejovo inzulinrezisztencia kialakulasahoz. Masik fontos inzulinérzékenységet
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szabalyozo adipokin a rezisztin. Bar el6szor az adipocitakban keriilt felfedezésre, mara mar
kimutattak, hogy a mononukledris leukocidkban, makrofagokban, 1ép és csontveldi sejtekben is
szignifikans mértékben expresszalodik. A magas rezisztin szintek hozzdjarulnak mind az
inzulinrezisztencia, mind a gyulladas kialakulasahoz a rezisztin proinflammatorikus hatasa miatt.

Az elhizas gyakori kisér6je a nem alkoholos zsirmaj (NAFLD), melynek globalis
prevalencidja 25%. A NAFLD a cirrdzis (majzsugor) és a hepatocellularis karcinéma f6 okozdja. Az
NAFLD legfoképpen a metabolikus szindromahoz kothet6 allapotok kovetkeztében alakul. Az
NAFLD a méjban a trigliceridek felhalmozddasaval irhaté le. A f6 metabolikus szubsztratok,
melyekbdl a trigliceridek képzddnek lehetnek az étrenddel bevitt nagy mennyiségii zsirok, illetve a
fruktoz és a glilkoz. Egyik oldalrol a taplalékkal a szervezetbe juttatott felesleges zsir tarolasa a
zsirszovetben keriil tarolasra. Az adipocita zsirraktarak novekedése azt eredményezi, hogy az éhezési
szakaszokban glilkagon hatasara tobb zsirsav szabadul fel a hormonszenzitiv-lipaz hatasara.
Ugyanakkor a zsirszoveti makrofagok zsirsav égeté kapacitasa is telitodik, igy az extracellularis
vezikulumokban kikeriil6 zsirt mar nem képesek a zsirsejtektdl atvenni. A felszabadul6 zsirok ezért a
hasi zsirsejtekbol a keringési viszonyok miatt és a majba szallitodnak és lerakodnak. A masik oldalt
tekintve, amennyiben nagy mennyiségii gliikoz és fruktoz keriil bevitelre, akkor tobb enzimatikus
Iépésen keresztiil azok zsirsavakka alakulnak (de novo lipogenezis). Ezeknek a zsirsavaknak egy
részét a maj oxidalhatja, vagy trigliceriddé alakitva nagyon alacsony stirtiségii lipoprotein (VLDL)
formajaban a vérbe juttatja hiperlipidémiat idézve el6. Azonban nagy szubsztrat terhelés hatasara ezen
utvonalak sem mikddnek megfelel6en, amely lipotoxikus lipidek képzddéséhez vezet, mint példaul a
diacilglicerol, ceramid, amelyek hozzajarulnak a majszovetet karosité folyamatokhoz.

Az elhizas okozta magas vérnyomas kialakulasa egy nagyon komplex folyamat, amely magaban
foglalja a szimpatikus idegrendszer tilzott aktivitasat, a renin-anginotenzin-aldoszteron rendszer
végiil a vesefunkcié megvaltozasat. Az adipocitak altali csokkent adiponektin termelés csokkent
inzulinérzékenység kialakulasahoz, illetve a fokozott proinflammatorikus citokintermelés valamint a
szabad zsirsavak gyulladashoz vezetnek. Ezen folyamatok az endotelialis diszfunkciohoz vezetnek,
amely altal fokozodik az artéridk merevsége. Az adipocitdk altali fokozott leptin termelés az
idegrendszeren keresztiil fokozza a natrium reabszorbciojat, tovabba az FFA-k altal fokozodik a vese

terhelése, amely szintén hozzajarul a magas vérmyomas kialakulasahoz.



2.8. Az ER stressz és az autofagia kapcsolata

A szabad elsdsorban telitett zsirsavszint emelkedése a vérpalyaban sokban hozzajarul a szervek
(elssorban nem zsirsejtek) diszfunkcidjahoz vagy karosodasahoz azaltal, hogy a zsirsejteken kiviil is
lipid felhamozédast eredményez. A folyamatot lipotoxicitdsnak nevezziik. A nem megfeleléen
feltekert fehérjék felhalmozodasa endoplazmatikus stresszhez vezetve meghatarozo szerepet jatszik a
lipotoxicitas soran a sejtkarositd folyamatok aktivalodasaban. A sejt probalja korrigalni a hibat, és a
nem megfelelden tekeredett fehérjék visszatekerésén kiviil, probal megszabadulni a hibas fehérjéktol

az autofagia folyamatanak aktivalasan keresztiil.

2.9. A gyulladas és a csokkent efferocitézis kapcsolata

Elhizott egyénekben megfigyelhetd magas telitett zsirsav szint gatolja a szervezet barmely
tertiletén a makrofagok efferocitozis képességét. A csokkent efferocitdzis szamos mechanizmuson
keresztiil vezethet kronikus gyulladasok kialakulasahoz. A magas zsirsavszint hatasara altalanosan
romlo efferocitozis program hajlamosit mindenféle gyulladasos betegség, mint ateroszklerozis,
oszteoartritisz, asztma, kronikus obstruktiv tiiddbetegség (COPD), apikalis periodontitisz
kialakulasara elhizott egyénekben. Hogy melyik szvetben jon létre gyulladas, azt egyéb genetikai
vagy kiils6 tényezok, pl. dohanyzas, magas koleszterinszint hatarozza meg. Ebben a fejezetben ezen
mechanizmusokat néhany példan keresztiil szeretném szemléltetni.

Az ateroszklerozist az endotél aktivacié inditja el, amelyet kovet a lipidek felhalmozodasa,
kalcifikacio, amely nemcsak érsziikiiletet okoz, hanem a gyulladasos utvonalakat is aktivalja. A
makrofagok efferocitozis képessége az ateroszklerotikus léziokban nagymértékben csokken, igy az el
nem takaritott apoptotikus sejtek nekrozison mennek keresztiil, amely egyrészt gyulladast okoz,
masrészt egy ugynevezett nekrotikus mag jon létre, amely a képzodott plakk levalasat okozhatja,
ezaltal trombozist elidézve.

Az oszteoartritisz egy gyakori, kronikus degenerativ iziiletet érintd betegség, melynek
kialakulasaban az elhizas szignifikans rizikofaktornak szamit. Egy tanulmany szerint elhizott
egerekben fokozott volt az iziileti porcok sériilése és a szinovialis apoptotikus sejtek szama. A
szovetekbe infiltralodo M1 makrofagok kevesebb Gas6-ot szekretaltak, ezért csokkent az efferocitozis
is. Emellett a makrofagok fokozott mértékben termeltek gyulladasos citokineket. Az iziiletekbe adott
Gas6 injekcio segitségével sikeresen vissza tudtak allitani a makrofagok efferocitozisat, ezaltal
sikeriilt megel6zni az elhizassal tarsult oszteoartritisz kialakulasat.

Az asztma olyan megbetegedés, amelyben a szervezet nem megfeleld immunvalaszt ad a

belélegzett allergénekre. Klinikai vizsgalatok kimutattak, hogy a 1égati makrofagok efferocitézisanak
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csokkenése hajlamosit léguti gyulladasok kialakuldsara, és az asztmas betegek jelentds részében
kimutathat6 a léguti makrofagok csokkent efferocitdzis képessége.

A COPD kialakulasanak oka az artalmas részecskék, foként dohany és pollenek belélegzése. A
COPD kovetkezménye a kronikus bronchitis, illetve a tiidotagulat, melyek a légutak sziikiiletéhez és
légszomjhoz vezet. A bazalis hamsejtek fontos szerepet toltenek be a védelemben, és a sériilést kovetd
remodellingben. A belélegzett részecskék altal, a sejtek atprogramozasanak kovetkezményeként, a
légutak laphamsejtjeiben metaplazia, a kehelysejtekben hiperplazia alakul ki, illetve ciliaris
diszfunkci6 jon létre, tovabba fokozodik a nyalkatermelés, ezaltal egy lokalis gyulladasra és fertézésre
hajlamos kornyezet alakul ki a tiiddben.

Az apikalis periodontitisz a foggyokér koriil kialakuld gyulladas, melyet bakterialis fertézés
okoz. Egy tanulmany szerint, melyben az efferocitozis és az apikalis periodontitisz kozotti kapcsolatot
vizsgaltak. ARA290 (amely egy gyulladascsokkent6 peptid) kezelés egyrészt fokozta a makrofagok
efferocitozisat, masrészt az M2 makrofag polarizacio altal csokkentette a gyulladast, ezaltal

megsziintetve az apikalis periodontitiszt.



3. CELKITUZESEK

1I.

A rendelkezésre all6 szakirodalmi forrasok alapjan elhizasban a zsirsejtek fokozott
elhalasa és a beldliik felszabaduld zsir makrofagok altali nem elégséges eltakaritasa
meghatarozo szerepet tolt be az elhizashoz kapcsolodo kronikus alacsony foku gyulladas,
illetve a lipotoxicitassal jellemezhet6 patologias folyamatok kialakulasaban. Elhizas soran
emelkedik a vérben keringg telitett zsirsavak koncentracioja is, amelyrél kimutattak, hogy
gatolja a periférias makrofagok efferocitozis képességét. Kisérleteinkben arra kerestiik a
valaszt, hogy a palmitdt milyen mechanizmusokon keresztiil hat a makrofagok

efferocitdzis folyamatara.

Ismert, hogy a Mer tirozin-kinaz fontos eleme az efferocitozis folyamatanak.
Kisérleteinkben Mer-/- egereket alkalmazva az elhalt sejtek eltakaritasanak zavarat
modelleztiik. Ezen modell segitségével azt vizsgaltuk, hogy az elhalt sejtek eltakaritasanak
zavara a Mer hianyanak kovetkeztében fokozhatja-e a metabolikus szindroma kialakulasat

magas zsirtartalmi diétan tartott egerekben.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Reagensek, vegyszerek

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

szereztiik be, amennyiben nem, azt kiilon jeleztem.

4.2. Kisérleti allatok

A Kkisérletek egy részéhez 4 hetes, illetve 2-4 honapos C57BL/6 egereket hasznaltunk. Az
etetéses kisérletek soran a 8 hetes Mer-/- és a vad tipusu testvéreiket kiilon ketrecekben tartottuk. A
Mer tirozin kinaz hianyos egerekre teljes testes Mer hiany jellemz6, amelyet Cre-loxP moédszer
alkalmazasaval hoztak létre. Mind a Mer-/-, mind a vad tipust egereket két részre osztottuk: a HFD
csoportokat magas szukroz és magas zsirtartalmua étrenden (45% kcal% zsir, 17% kcal% szukroz;
Research Diets Inc., D12451), mig az kontroll csoportokat (ND) normal diétan (13% kcal% zsir; 4.6%
kcal% szukroz; Special Diets Services, VRF1 (P)) tartottuk. Az allatokat 12 6ras periodusokban
valtakozo sotét/vilagos helyen tartottuk, ad libidum etettik és itattuk Oket. A bevitt taplalék
mennyisége, illetve az egerek tomege hetente regisztralasra keriilt. A kisérleteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (az engedélyek szama: 7/2016/DEMAB, illetve
7/2021/DEMAB) hagyta jova.

4.3. Csontvel6-eredetii makrofagok (BMDM-ek) izolalasa és kezelése

2-4 honapos C57BL/6 egerek izoflurannal torténd tulaltatasat kovetden a csontveldi progenitor
sejteket fiziologids sooldattal torténd kimosasaval nyertiik ki a combcsontokbdl. A sejteket 5 napon
keresztiil differencialtattuk DMEM tapfolyadékban (10% FBS, 20% L929 fibroblaszt sejtvonalrol
szarmazd feliilliszo [M-CSF forrasként], 2mM L-glutamin, 100U/ml penicillin, 100pg/ml
sztreptomicin), 37 °C-os termosztatban, 5%-os CO2 jelenlétében. Az szo sejteket a 3. napon
lemostuk és az emlitett tapfolyadékot adtuk a letapadt differencialodo sejtekhez. A 6. napon a sejteket
onmagaban, illetve az AMP-aktivalt protein kindz enzim aktivatoraval 0,5mM 5-aminoimidazol-4-
karboxamid-1-B-D-ribofuranoziddal (AICAR), az mTORC1 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 készitéséhez 100mM torzsoldatot 150mM NaCl-ban higitottunk, majd
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10%-os zsirsavmentes, alacsony endotoxintartalmi BSA-hoz (pH 7,4-re allitva) adtuk 1:6 aranyban,
igy 4mM palmitat-BSA térzsoldatot kaptunk, amelyet hasznalat el6tt 0,22pm-es, alacsony fehérjekotd

kapacitassal rendelkez0 sziir6n sziirtiink at.

4.4. Apoptotikus timocitak létrehozasa in vitro

Az apoptotikus timocitdkat 4 hetes C57BL/6 egerek csecsemémirigyébdl kinyert timocitakbol,
széruméheztetéssel hoztuk létre. A timusz eltavolitasat kovetden steril fém szlirén 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% CO2).

4.5. A sejtek életképességének vizsgalata

tenyésztettik 24 oran keresztiil. Ezt kdvetden a sejteket 10ul Cell Counting Kit-8 reagenssel kezeltiik
1 oran keresztiil 37°C-on, s6tétben. Az abszorbanciat 450nm-en mértiik BioTek mikroplate olvasoval

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.6. Efferocitézis vizsgalatok

Az apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) inkubaltuk 24 orén keresztiil. Ezt kdvetSen az apoptotikus sejteket 2x10°
BMDM-hez adtuk 1:5 aranyban és 40 percen keresztiil inkubaltuk egyiitt a sejteket. Az inkubaciot
koveten a nem fagocitalt jelolt apoptotikus sejteket mosassal eltavolitottuk, majd a BMDM-eket
tripszines kezelést kovetéen Osszegylijtottilk. A sejtek fluoreszcenciajat Becton Dickinson
FACSCalibur aramlasi citométerrel analizaltuk. A BMDM populaciot méretiik és denzitometraltsaguk
alapjan valasztottuk ki (SSC/FSC) és ezen populacion beliil az FL2 és FL4 csatornakban detektalva
hataroztuk meg a fluoreszcens jel alapjan azoknak a BMDM-eknek a szazalékos aranyat, amelyek

elhalt sejteket fagocitaltak.

4.7. Fluoreszcens mikroszképia

A BMDM-eket 5uM karboxilfluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észterrel (CFDA-SE), az
apoptotikus timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel inkubaltuk 24 oran
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keresztiil. Ezt kovetéen a BMDM-eket és az apoptotikus sejteket 1:5 aranyban, 40 percen keresztiil
inkubaltuk egyiitt. Az elhalt sejteket mosassal eltavolitottuk, majd a BMDM-eket 1%-os
paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtekr6l fluoreszcens mikroszkoppal (4471136, FLoidTM Cell
Imaging station) (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) felvételeket készitettiink.

4.8. Western blot analizis

Hogy hozzajussunk a sejtek teljes fehérjetartalmahoz, a sejteket hideg proteazgatld koktélt
tartalmaz¢ lizis pufferrel tartuk fel. A mintak fehérjetartalmat Bio-Rad Protein Assay festékkel (Bio-
Rad, Budapest, Magyarorszag) hataroztuk meg. Ezt kovetéen 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 oran keresztiil blokkoltuk szobahémérsékleten 5% BSA-t vagy 5% tejport tartalmazo TBST
pufferrel. A membranokat 4°C-on, egy éjszakan keresztiil reagaltattuk egér p70 S6 kinaz (Cell
Signaling Technology, Inc.), P-p70 S6 kinaz (T389) (Cell Signaling Technology, Inc.), Akt (pan) (Cell
Signaling Technology, Inc.), P-Akt (Ser473) (Cell Signaling Technology, Inc.), miozin-foszfataz
regulator alegység 1 (MYPT1) (ThermoFisher), P-MYPT1 (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 3-aktin ellenes antitestekkel
(A5441). Ezt kovetéen a membranokat TBST pufferrel mostuk, majd szobahémérsékleten 1 6ran
keresztiil inkubaltuk HRP konjugalt egér IgG vagy kecske nytl IgG(H+L) ellenes masodlagos
antitestekkel. A fehérjéket kemilumineszcencia segitségével detektaltuk Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Advansta Inc., San Jose, CA, USA) segitségével. A savok

pixelstiriségét Imagel szoftverrel hataroztuk meg.

4.9. Racl, CDC42, RhoA aktivitas meghatarozasa

A meghatarozashoz mintanként 2,8x10° BMDM-et hasznaltunk. A BMDM-ek kezelését
kovetben a gyartd utasitasai alapjan a sejteket Osszegyiijtottikk, és G-LISA Racl, CDC42 és RhoA
aktivacios assay kitet (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, USA) hasznalva hataroztuk meg ezen G-

fehérjék aktivitasanak a mértékét.



4.10. A makrofigok megfestése konfokalis 1ézer pasztaz6é mikroszkéopiahoz

A BMDM-eket p-Slide 8 Well ibiTreat lemezeken tenyésztettiik és 50nM LysoTrackerTM
Green DND-26 (Invitrogen) fluoreszcens festékkel 1 oran keresztiil festettiik meg. Az apoptotikus
timocitakat 2,5uM Cell Tracker DeepRed fluoreszcens festékkel (Invitrogen) inkubaltuk 24 6ran
keresztiil. Ezt kdvetSen az efferocitozis vizsgalatoknal ismertetett modon apoptotikus sejteket 6x10*
BMDM-hez adtuk 1:5 ardnyban és 40 percen keresztiil inkubaltuk a sejteket. Inkubaciot kdvetden a
nem fagocitalt jelolt apoptotikus sejteket mosassal eltavolitottuk. A sejtek fixalasa nélkiil konfokalis

felvételeket készitettiink.

4.11. Konfokalis 1ézer pasztaz6é mikroszkéopia

A fluoreszcens képek Nikon Al Eclipse Ti2 konfokalis lézerszkennerrel késziiltek (Nikon,
Tokio, Japan) Plan Apo 60 vizobjektiv segitségével [NA = 1,27]. A LysoTracker™ Green DND-26
és a CellTracker™ Deep Red Dye gerjesztését 488nm-es és 647nm-es lézerrel végeztik. A
fluoreszcens emissziot 500-550nm, illetve 660-740nm-es savsziirk segitségével detektaltuk. Képek
koriilbeliil 1um vastag optikai szakaszok, amelyek mindegyike 512x512 pixelt tartalmaz, 100 vagy
410nm pixelmérettel. A felvételeket 2,2us pixel tartozkodasi idovel készitettiik. A képek szekvencialis

modban késziiltek, hogy elkeriiljiik a csatornak kozotti zavar6 atfedéseket.

4.12. Csontvelé-transzplantacié

A recipiens Mer-/- és Mer+/+ egereket (7 hetes, him) Theratron 780C kobaltagyu alkalmazasaval
11 Gy sugarzasnak tettiik ki. Az egereket kor alakil ketrecbe (mouse pie cage) helyeztiik, amelyben
11 egér fér el. A besugarzast kovetden a recipiens egerekbe Mer+/+ és Mer-/- tipust donor egerek
combcsontjabol, sipcsontjabol és felkarcsontjabol kimosott, izolalt csontveldi sejteket retro-orbitalis

injekcidval juttattuk be (20x10° sejt/egér).

4.13. Szovetmintak begyiijtése

Az etetési szakasz végén az egereket izoflurannal tulaltattuk, és megmértiik a testtémegiiket,
testhosszukat, meghataroztuk a testtomeg indexiiket, illetve madj, és gonadalis fehér zsirszovet
(gWAT) mintakat gy(jtottiink tovabbi elemzések céljabol. A zsirszévet- és majmintakat 4%-os

paraformaldehidben fixaltuk szovettani vizsgalathoz, mig a génexpresszids vizsgalatokhoz és maj
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triglicerid meghatarozashoz szilkséges mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.14. 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
emésztettilk 20g/l BSA-t és 0,5g/1 1-es tipust kollagenazt, HEPES puffert (pH 7,4) tartalmazo
emésztdoldatban, majd 100pum-es nylonsziirén atsziirtik. Ezt kovetéen a mintakat centifugaltuk, az
adipocitakat Osszegy(jtottiik és -80°C-on taroltuk az RNS izolalasaig. A zsirszoveti makrofagok
izolalasa soran a vorosvértesteket hemolizissel tavolitottuk el (ACK Lysing Buffer, Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA) és a sztromalis vaszkularis sejtfrakciot wjraszuszpendaltuk
festopufferben (PBS 0,5% BSA-val és 2mM EDTA-val). A zsirszoveti makrofagokat MACS
(magneses sejtszeparalas) segitségével izolaltuk a stroma vaszkularis sejtfrakciobol F4/80 pozitiv

szelekcidval a gyarto utasitasa alapjan (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Németorszag).

4.15. Triglicerid koncentracié meghatirozasa a majban

végeztik (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).

4.16. Hisztologia

A maj és zsirszoveti mintakat 4%-os formaldehidben fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A
paraffinmetszeteket hematoxilin-eozin festéssel megfestettik. 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.

4.17. RNS izolalas és valés idejii kvantitativ PCR (RT-qPCR)

A minték totdl RNS izolalasat TRI reagenssel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik a gyartd
utasitasa alapjan. A total RNS-t reverz traszkripcio segitségével cDNS-sé irtuk at High Capacity
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cDNA reverse Transcription Kit (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) segitségével a gyartd
utasitdsa alapjan. A  génexpresszid6 mértékének meghatdrozasat qRT-PCR-ral végeztiik
triplikatumokban FAM-MGB-vel jelolt probak (Life Technologies) segitségével Roche LightCycler
LC480 valés idejii PCR miiszerrel. A mRNS relativ szintjét 6sszehasonlitdé CT (AACt) mddszerrel

szamoltuk ki. Az expresszios értékek normalizalashoz a GAPDH haztartasi gént hasznaltuk.

4.18. Inzulinrezisztencia teszt és szérum inzulin meghatarozasa

Az inzulinrezisztencia teszt kivitelezésére a 17. héten keriilt sor. 6 6ras éheztetést kovetéen 0,75
1U/ttkg inzulint (ACTRAPID Penfill 100IU/ml) (Novo Nordisk, Koppenhaga, Dénia) injektaltunk
iddpontokban DCont Trend vércukorméré késziilék (DCont, Budapest, Hungary) segitségével mértiik
meg. A plazma inzulinszintjét egér inzulin ELISA 80-INSMS-EO01 kit (ALPCO, Salem, NH, USA)

segitségével hataroztuk meg a gyarto utasitasi alapjan.

4.19. Statisztikai analizis

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

ANOVA elemzést hasznaltunk (Tukey-féle tobbszords analizissel).
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5. EREDMENYEK

5.1. A palmitit BMDM-ek efferocitézisara gyakorolt gatlo hatasanak mechanizmusa

5.1.1. A palmitit gitolja a BMDM-ekben az apoptotikus sejtek fagocitézisat anélkiil, hogy

hatdssal lenne a fagocitézishoz kothetd receptorok mRNS expresszidéjara

Hogy teszteljik, a palmitat valoban gatolja a BMDM-ek efferocitozisat a BMDM-eket
apoptotikus timocitakat adtunk 40 percen keresztiil, majd meghataroztuk a makrofagok fagocitalo
kapacitasat. Azt talaltuk, hogy a palmitat a BMDM-ek efferocitozisat dozis fliggd modon gatolja.
Korabban kimutattak, hogy a palmitat ER stresszt indukalva fokozza a makrofagok sejthalalat. Ahhoz,
hogy eldontsiik, hogy esetiinkben a csokkent efferocitozist a BMDM-ek palmitat kezelés hatasara
majd megvizsgaltuk a BMDM-ek életképességét. Azt tapasztaltuk, hogy az altalunk hasznalt palmitat
koncentraciok nem befolyasoltak a BMDM-ek életképességét. Hogy az elézd kisérletiinket
meger6sitsik a BDMD-eket pan-kaszpaz apoptozis inhibitorral kezeltiik. Az apoptozis gatlasa a
BMDM-ekben nem fokozta a palmitat altal gatolt fagocitozist. Ezen eredmények azt bizonyitjak, hogy
a BMDM-ek fagocitikus kapacitasanak a csokkenése nem a BMDM-ek palmitat indukalta
sejthalalaval van oOsszefliggésben. A legmegfeleldbb palmitat koncentracionak a 0,4mM-t talaltuk,
mivel ezen koncentracié szignifikdnsan csokkentette a fagocitozist, azonban a BMDM-ek
¢életképességét nem befolyasolta, igy a tovabbi kisérleteinkben ezt a koncentraciét hasznaltuk.

Mivel a fagociozis kulcslépése az apoptotikus sejtek fagocita receptorok altali felismerése, a
kovetkez0 kisérletiinkben azt szerettiik volna megtudni, hogy a palmitat kifejtheti-e az efferocitozist
csokkent6 hatasat oly modon, hogy befolyasolja a fagocitézisban résztvevé kulesmolekuldk mRNS
expressziojat. A palmitat nem befolyasolta szignifikinsan az apoptotikus sejtek felvételében szerepet
jatszo receptorok mRNS expresszidjat a zsirsavak felvételében is szerepet jatszo jatszo receptorok
mRNS expressziojat a zsirsavak felvételében is szerepet jatsz6 CD36 kivételével, melynek

kifejezédése szignifikansan novekedett.
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5.1.2. A palmitit az energiaérzékelésen keresztiil befolyasolhatja az efferocitézist a BMDM-
ekben

A nagy mennyiségli palmitat felvételével nagy mennyiségii energia jut a BMDM-ekbe. Az
AMPK meghatarozd szerepet tolt be a sejtek energiaérzékelésében, aktivitdsa a sejtek
energiaallapotatol fiigg. Amikor a sejtek szamara elegendd tapanyag all rendelkezésre, akkor
aktivitasa gatolva van, azonban, ha a sejteknek nem 4all rendelkezésre elegendd tapanyag, akkor az
AMPK aktivitasa nd. Az AMPK maximalis aktivitasahoz a kindz domén treonin 172 foszforilacioja
sziikséges. Mivel a palmitat nem a fagocitézisban 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. Hogy vizsgaljuk, van-e a palmitat altal bevitt
energiatobbletnek hatdsa az efferocitézisra, a BMDM-ekben az alacsony energiaszinthez hasonld
koriilményeket teremtettiink oly modon, hogy a palmitattal kezelt BMDM-ekhez a kezelés utolsé 1,5
orajaban 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 fagocitozisra gyakorolt gatlo hatasat.

5.1.3. A palmitat kezelés fokozza az mTORCT1 aktivitast a BMIDM-ekben

Az AMPK-rol ismert, hogy képes gatolni az emlds rapamycin célpont (mTOR) fehérje
aktivitasat. Mivel a palmitat kezelés csokkentette az AMPK aktivitast, ezért szerettiik volna
meghatarozni, hogy palmitat kezelés hatasara valtozik-e a BMDM-ekben az mTOR aktivitasa. Az
mTOR fehérje két komplexben is jelen van. Western blot segitségével meghataroztuk a protein S6
kinaz treonin 389 foszforilaltsagi szintjét. A protein S6 kindz az mTORCI 1tvonal szubsztratja, igy a
fokozott foszforilaltsaga fokozott mTORCI aktivitast jelez. Az Akt fehérje szerin 473 foszforilacioja
ugyanakkor fokozott mTORC?2 aktivitast jelez. Kisérleteink azt mutattak, hogy a palmitat fokozza az
mTORCI aktivitasat, de az mTORC2 aktivitasara nincs szignifikans hatassal. Hogy megtudjuk, az
mTORCI aktivacidja részt vesz-e az palmitathoz kothetd efferocitozis gatlasaban, a BMDM-eket
rapamycinnel, egy szelektiv mTORCI inhibitorral kezeltiik. A rapamycint 100nM-os koncentracioban
alkalmazva teljes mértékben gatolta a protein S6 kinaz foszforilaciojat, azonban az Akt
foszforilacidjara nem volt hatdssal igazolva szelektiv mTORC]1-re gyakorolt hatasat. A rapamycin
kezelés ugyanebben a koncentracidban szignifikansan ellensulyozta a palmitat gatld hatasat.

Osszefoglalva az eredményeket elmondhatjuk, hogy a palmitat fokozza a makrofagokban az mTORC1
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aktivitasat, az mTORCI rapamycinnel tortén6 gatlasa pedig felfiiggeszti a palmitat efferocitozisra

gyakorolt negativ hatasat.

5.1.4. A palmitait a BMDM-ekben fokozza az mTORCI1 fiiggé Rho kindz aktivaciot, ezaltal

gatolva az efferocitozist

A G fehérjék fontos szerepet toltenck be a citoszkeleton atrendezddésében a fagocitozis
folyamata soran. Mivel a palmitat nem befolyasolta a fagocitdzisban résztvevd receptorok mRNS
expressziojat gy gondoltuk, hogy hatassal lehet a G fehérjék aktivitasara. 24 oras palmitat kezelést
kovetéen megvizsgaltuk a makrofagokban a Racl, a CDC42 és a RhoA aktivitasat. A Racl és a
CDC42 esetében nem valtozott szignifikansan az aktivitas, azonban RhoA esetében nétt, és mTORC1
fliggd RhoA aktivitas szabalyozast figyeltiink meg.

Mivel ismert, hogy a RhoA a RhoA-asszocialt protein kinaz 1 (ROCK1) fehérje szabalyozasan
keresztiil részt vesz az efferocitozis negativ szabalyozasaban, megvizsgaltuk, hogy a palmitat, a
rapamycin, vagy a palmitat és rapamycin kezelés befolyasolja-e a ROCK1 fehérje kifejezédését.
Western blottal technikat alkalmazva egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk szignifikans valtozast
a fehérje expresszidjaban.

A citoszkeleton atrendezédése soran a ROCK1 fehérje egyik szubsztratja a MYPT-1 fehérje,
amelyet a treonin 850 foszforilaciojan keresztiil aktival. Western blot segitségével meghataroztuk a
foszforilalt MYPT1 fehérje szintjeit. Palmitat hatdsara a makrofagokban szignifikansan nétt a
foszforilalt MYPT1 fehérje mennyisége. Ugyanakkor rapamycin kezelés hatasara még palmitat
egylittes jelenlétében is szignifikans csokkenést figyeltink meg. Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az mTORCI képes aktivalni a RhoA fehérjét, a RhoA fehérjén keresztiil
pedig a ROCK1 fehérjét.

Ugy veéltiik, hogyha a ROCK 1 fehérje aktivélasa részt vesz a palmitat efferocitozisra gyakorolt
gatlo hatasaban, igy a ROCKI1 fehérje gatlasaval képesek lesziink a palmitat negativ hatasat
visszaforditani, ezaltal fokozni a BMDM-ek efterocitozisat. Eredményeink valdban azt mutattak, hogy
ha gatoltuk a ROCK1-et az Y-27632 inhibitorral, akkor a palmitat efferocitozisra gyakorolt gatld
hatasat meg tudtuk sziintetni.
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5.1.5. A palmitat fokozza BMDM-ekben az autofagiat, de gatolja az autofagias vakuélumok és

Ismert, hogy a palmitat képes a sejtekben ER stresszt indukalni és az ER stresszre adott egyik
sejtvalasz az autofagia szamos mas valasz mellett, mint példaul a kibontott fehérje valasz, vagy a
mitokondrialis miikddés megvaltozasa. Az autofagia aktivacié kimutatasanak egyik lehetésége az
LC3-II fehérje megnovekedett mennyisége, amely a fehérjének az autofagia soran az ATG fehérjék
altali poszttranszlacios modositasanak kovetkezménye. A p62 fehérje szintén fontos szerepet tolt be
az autofagia soran a leboml6é molekulak megjeldlésében. A p62 a hozza kapcsolt fehérjékkel egyiitt
lebomlik a lizoszomaban, igy mennyiségének csokkenése fontos indikatora az autofagia mértékének.
Az mTORCI1-r6l ismert, hogy gatolja az autofagiat, igy palmitat altali gatlasat kovetden azt varnank,
hogy az autofagias folyamatok gatlddnak. Azonban az ER stressz az mTORC1-t6l fiiggetlen utvonalon
képes fokozni az autofagiat. Ezért kivancsian vartuk, hogyan befolyasolja a palmitat a BMDM-ekben
az autofagias Gtvonalakat. Az mTORCI1 utat gatld rapamycin, AICAR és Y-27632 kezelések
onmagukban fokoztak az LC3-II/LC3-I aranyt, amely az autofagia fokozodasat jelzi a BMDM-ekben.
A p62 fehérje mennyisége ezzel szinkronban csokkent ezen kezelések hatasara.

A palmitat adasat kovetéen azonban jelentésen megndvekedett p62 szintet detektaltunk, amely
felhalmozodast eredményezve a lizoszomakkal egyesiilni nem tudd autofagoszomakban. A
rapamycin, AICAR, Y-27632 kezelések palmitat jelenlétében szignifikansan csokkentették a p62
szinteket. Ebbd] arra kovetkeztethetiink, hogy az mTORC 1 utvonal gatloi képesek feloldani a palmitat
altal okozott autofagoszoma-lizoszoma fuzid blokkot, igy engedik, hogy a palmitat altali ER stressz

indukalta autofagias folyamat akadaly nélkiil miikodhessen.

5.1.6. A palmitat gatolja a felvett apoptotikus timocitak lizoszémaba jutasat is

Ha a palmitat kezelés hatasara aktivalt mTORCI tvonal gatolja az autofagias vakudlumok és a

vizsgalattal is alatdmasszuk, a BMDM-ek lizoszomajat LysoTracker, mig az apoptotikus sejteket
DeepRed fluoreszcens festékkel jeldltiik meg, majd kovettilk az apoptotikus sejtek megjelenését a
lizoszomakban. Palmitat kezelés esetében nagyon alacsony szamu apoptotikus sejtet tudtunk
detektalni a lizoszomakban a tobbi kezeléshez képest. E megfigyeléseink arra utalnak, hogy az

mTORC1-RhoA-ROCK jelatviteli tvonal aktivacioja interferdl a fagoszoéma-lizoszoma fuzids
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utvonallal. Fontos megjegyezni azonban, hogy nem zarhatjuk ki annak lehet6ségét sem, hogy csupan

az apoptotikus sejtek késleltetett felvétele magyarazza a késéi megjelenésiiket a lizoszomakban.

5.2. A Mer hianydnak hatisa magas zsirtartalmu diétaval kivaltott patologias elvaltozasokra

egerekben

5.2.1. Mer-null egerek esetében kisebb sulygyarapodas figyelheté meg magas zsirtartalmi diéta

hatasara

Normal diétan (ND) tartottegerekhez képest a vad tipust egerekben magas zsirtartalma diéta
(HFD) hatasara markans elhizas alakult ki. A HFD vagy ND étrenden tartott egerek testtomege 38,642
vs. 29,6+1,5g volt. A Mer hianya nem befolyasolta a testtomeget szignifikansan az etetési szakasz
kezdetén. A Mer+/+ és Mer-/- egerek esetében a testtomeg 19,0+0,6 vs. 18,1£2,4g volt. Hosszabb
tavon a normal diétan tartott vad tipust egerekhez képest a Mer-null egerek lassabb sulygyarapodast
mutattak: 29,6+1,5 vs. 27.0+0,9. A Mer-/- egerek csokkent testtomeg-gyarapodasi képessége a vad
tipusu alomtarsaikhoz képest sokkal kifejezetteb volt, ha HFD-n voltak tartva. Ez a kiilonbség a BMI
esetében is megmutatkozott. A gonadalis zsirszovet (WAT) tomege a Mer-/- egerek esetében
szignifikansabban alacsonyabb volt a Mer+/+ egerekhez képest HFD étrenden tartva. A gWAT-ban
bekovetkezett tomegnovekedés az adipocitdk atlagos méretének megnovekedésében s
megmutatkozott, amit hisztologiai metszetek segitségével detektaltunk. Korabbi vizsgalatok alapjan
bizonyitott, hogy az adipocitak hipertrofidja fokozott gyulladasi citokin és megvaltozott adipokin
termeléssel jar, ezért meghataroztuk néhany proinflammatorikus citokin mRNS expresszios szintjét a
gWAT adipocitaiban. Az irodalmi adatoknak megfelelden a monocita kemoattraktans fehérje 1 (MCP-
1), a tumor nekrozis faktor o (TNF), az interleukin 6 (IL6), a rezisztin és a leptin fokozott expressziot
mutattak a vad tipust HFD-n tartott egerek esetében, mig az adiponektin szintje csokkent. A HFD-n
tartott Mer-null egereknél azonban nem mutattunk ki megvaltozott expressziot ezen molekulak
esetében. Osszegezve az eredményeket elmondhatjuk, hogy a Mer hidnya HFD étrenden tartott

egerekbe véd a sulygyarapodastol, illetve a gyulladas kialakulasatol.

5.2.2. A Mer hidnya védi az egereket a HFD étrend altal Kkivaltott gyulladas, zsirmaj és

inzulinrezisztencia kialakulasatol

HFD étrend hataséara szamos proinflammatorikus citokin és a rezisztin esetében is magas mRNS

expressziot detektaltunk a vad tipust egerek zsirszoveti makrofagjaiban szemben a Mer-null egerek
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makrofagjaival. Az ND étrenden tartott vad tipust 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-null adipocitak nem
lesznek hipertrofiasok, illetve gyulladas sem alakul ki a Mer-null zsirszévetekben.

Ismert, hogy a HFD étrend hatasara kialakult gyulladas és megvaltozott adipokin termelés
Osszefliggésbe hozhaté az inzulin rezisztencia és a zsirmdj kialakuldsaval, ezért megvizsgaltuk ezen
folyamatokat is. Az ND és HFD étrenden tartott egerek majtomege kozott nem volt kiilonbség. A HFD
étrenden tartott vad tipusti egerek méajaban azonban szignifikdnsan magasabb triacilglicerol
koncentraciot detektaltunk az ND étrenden tartott egerekhez képest. Ezen eredményekkel ellentétben
a Mer-/- egerek majaban mért triacilglicerol koncentraci6 az ND étrenden tartott egerekhez hasonlitva
nem novekedett a HFD étrend hatasara sem. Az eredményeink a hematoxilin-eozinnal megfestett
majmetszetek képeivel 0sszhangban allnak. Ezt kovetéen meghataroztuk az inzulinrezisztenciat. A
HFD étrenden tartott vad tipusu egerek fokozott mértékil inzulinrezisztenciat mutattak a Mer-/-
egerekkel szemben. Ezeket az eredményeket alatdmasztottdk a HFD étrenden tartott Mer+/+
egerekben mért fokozott kompenzatorikus szérum inzulin szintek is. A Mer-null egerek szérum inzulin
szintjeiben ugyanakkor nem kovetkezett be szignifikans valtozas. Eredményeink alapjan a Mer hianya

az egerekben véd a gyulladas, a zsirmaj és az inzulinrezisztencia kialakulasa ellen.

5.2.3. A Mer hidnya a nem hematopoietikus sejteken véd a magas zsirtartalmu étrend altal

kivaltott elhizas ellen

A Mer-/- egerekkel kapott eredmények alatamasztottdk, hogy Mer hianya véd a HFD altal
kivaltott elhizas, metabolikus szindroma és zsirmaj kialakulasa ellen, igy kivancsiak voltunk, hogy
magas zsirdiétaval szemben kialakuld védettség a csontveld-eredetii sejtek, vagy egyéb sejtek Mer
hidanyanak a kovetkezménye-e. A kérdés megvalaszolasdhoz vad tipusa és Mer-null egereket
kobaltagytval sugaroztunk be, hogy elpusztitsuk a csontvel6t, majd csontveld transzplantaciot
hajtottunk végre. Kontrollként vad tipust egérbe vad tipust csontvel6t iiltettiink, illetve a kérdés
megvalaszolasahoz Mer-/- csontveldt vad egerekbe, illetve vad egerekbdl szarmazo csontvel6t Mer-/-
egerekbe transzplantaltunk. A kordbbiakban elvégzett kisérletsorozatot a transzplantalt egerek
esetében is elvégeztiik. Az irodalmi adatoknak megfelelden a besugarzott egerek esetében Iényegesen
kisebb sulygyarapodast figyeltiink meg az etetési id0szak végén a korabban bemutatott nem
besugarzott tarsaikhoz képest. Ennek ellenére a kialakult testtomeg valtozasok egyértelmiien
demonstraltak, hogy mig a Mer hidnya a hematopoietikus sejtekben nem volt kedvezé hatassal a HFD

étrend altal kivaltott sulygyarapodasra, a Mer hianya a nem hematopoietikus sejteken védd hatasunak
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bizonyult a zsirdiéta elhizast kivalto hatasaval szemben, legalabbis az etetési idoszak korai
szakaszaban.

Ahogy eredetileg vartuk, a HFD étrenden tartott egerek esetében a Mer hianya a hematopoietikus
sejtekben nagyobb gWAT tomeget eredményezett a vad tipust egerekhez hasonlitva. Ez a kiilonbség
még kifejezettebb volt, ha azokhoz az egerekhez hasonlitottuk, melyekben a Mer a nem
hematopoietikus sejtekbdl hianyzott. A hematoxilin-eozinnal megfestett szveti metszetek arra is
ramutattak, hogy azokban az egerekben, amelyekben a Mer a hematopoietikus sejtekb6l hianyzott mar
ND étrend esetében is nagyobb adipocita méret volt megfigyelhetd a tobbi csoporthoz képest.

A testtomeg adatoknak megfeleléen valamennyi triacilglicerol tartalom novekedés mindharom
fajta egér majaban kimutathat6 volt zsirdiétan, és ez is azokban az egerekben volt a legkifejezetteb,
amelyekben a Mer a hematopoetikus sejtekbdl hianyzott. Az inzulinérzékenységet tekintve a mérés
idopontjaig még nem alakult ki szignifikans kiilonbség a csoportok kozott ilyen alacsony
stlygyarapodas mellett. Az eredményeket 6sszefoglalva azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Mer
hianya a nem hematopoietikus sejtekben jatszik szerepet a HFD étrend hatasara kialakulo elhizas

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

Az elhizads a napjainkban tobb, mint 650 millio felndttet és 340 milli6 gyermeket érintd
probléma. Az elhizas jellemzdje a zsirszovet koros felhalmozodasa a testben, amely komoly
egészségligyi kockazatot jelent, és gyakran tarsul kronikus alacsony szintii gyulladassal.

A kronikus alacsony szintii gyulladas kialakulasa, illetve a makrofagok efferocitozisa szoros
kapcsolatot mutatnak. Az apoptotikus sejtek eltavolitasa a makrofagok altal része a normal szoveti
homeosztazisnak, hiszen egyrészt eldsegiti a szoveti integritds megtartasat, illetve fontos szerepe van
a szovetkarositd gyulladas megel6zésében. A nagymennyiségii lipiddel teli apoptotikus adipocitak
makrofagok altali bekebelezése dnmagéaban is egy gyulladast kialakulasat eldsegité folyamat lehet.
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a makrofagok az apoptotikus adipocitak lipidtartalmat
képesek lipid tartalmt exztacellularis vezikulak formajaban felvenni és eloxidalni, ezaltal csokkentve
a periférias szovetek ektopikus zsirterhelését. TG2 hianyaban, ez a folyamat sokkal hatékonyabb,
valésziniileg az adipocitak kompenzatorikusan magasabb integrin B3 kifejez6dése miatt, amelyrdl
ismert, hogy részt vehet a PS-t kifejez6 extracellularis vezikulak felvételében. Feltételezziik, hogy a
Mer tirozin-kinaz is hasonld szereppel birhat, mivel a Mer szerepét is bizonyitottdk mar PS-pozitiv
extracellularis vezikulak felvételében. Ha az apoptotikus sejtek eltavolitasa zavart szenved, akkor az
el nem takaritott sejtek masodlagos nekrézison mennek keresztiil. A nekrozis soran olyan
intracellularis molekulak szabadulnak fel a sejtekbél, amelyek gyulladas kialakulasahoz vezetnek.
Folyamatos képzddésiik, és az eltakaritdas zavara miatt kialakulo makrofag polarizacido zavar
egytittesen kronikus gyulladas kialakulasadhoz vezethet. Ez elhizasban kialakul a zsirszévetben, de a
telitett zsirsavak keringésben torténd felszaporodasa miatt a mas szovetekben miikodé makrofagok
efferocitozis képessége is csokkent lehet. A kronikus gyulladas kialakulasa képezi az alapot szamos
az elhizashoz tarsult betegség kialakulasdhoz, mint példaul az ateroszklerozis, kronikus obstruktiv
tiidobetegség, reumas megbetegedések, vagy a szajiireget érinté gyulladasok.
amely a zsirszovet diszfunkciojat okozza. Fokozodik a lipogenezis, de id6vel csokken a zsirszovet
tovabbi lipidtarold kapacitasa, megvaltozik az adipokin termelddés, illetve fokozddik a zsirsejtek
nekrozisa okoz a zsirszovetben. Mindez részben a makrofagok és az adipocitak kozott 1étrejovo
patologias interakcio eredménye. A zsirszoveti makrofagok a kutatdsok alapjan jo célpontnak
bizonyulnak az elhizas kezelésében. Ilyen célpont lehet példaul a makrofag polarizacio, a makrofag
gyulladasos utvonalak, a makrofag metabolikus Utvonalak, inzulin jelatviteli utvonal, az energia

érzékeld utvonalak. Ezen jelatviteli utvonalak befolyasolasdval hatdssal lehetiink az adipocitak
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miikddésére, oly moddon, hogy akar megakadalyozhatjuk az elhizast és a hozza kapcsolodd
metabolikus megbetegedések kialakulasat is.

Disszertaciom els6 részében azt vizsgaltam, hogy a palmitat hogyan befolyasolja az apoptotikus
sejtek BMDM-ek altali felvételét annak érdekében, hogy 0j gyogyszercélpontot azonositsunk. A
disszertaciom masodik felében a szoveti makrofagok altal magasan expresszalt és az apoptotikus
sejtek eltakaritasaban résztvevo Mer tirozin-kinaz szerepét teszteltem a zsirszovet homeosztazisanak
fenntartasaban.

A palmitat efferocitozisra gyakorolt hatdsanak vizsgélata soran arra kerestiik a valaszt, hogy a
palmitat valoéban csokkenti-e a BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételét, és ha igen, akkor ez milyen
mechanizmuson keresztiil valosulhat meg. Az els6 vizsgalataink megerdsitették, hogy a palmitat dozis
fliggé modon csokkenti a BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételét. Ezt kovetben azt szerettilk volna
megtudni, hogy a palmitat milyen mechanizmuson keresztiil fejti ki az efferocitozist csokkentd
hatasat. A palmitatrol korabban kimutattak, hogy képes ER stresszt indukalni és ezaltal apoptdzist
elinditani a makrofagokban. Ugy gondoltuk, hogy a csokkent fagocitozis hatterében a BMDM-ek
fokozott sejthalala is allhat, ezért megvizsgaltuk, hogy a palmitat kezelés hogyan befolyasolja a
BMDM-ek életképességét. Eredményeink azt mutattdk, hogy az altalunk hasznalt palmitat
koncentraciok nem csokkentették szignifikansan a BMD-ek életképességét.

Mivel az efferocitozis elsd 1épése in vitro koriilmények kozott és az ,,egyél meg” szignalok altali
felismerés, gy gondoltuk, hogy a palmitat befolyasolhatja az apoptotikus sejtek felismerésében
résztvevd receptorok kifejez6dését BMDM-ekben. Ennek bizonyitasara a BMDM-eket palmitattal
kezeltiik, és megvizsgaltuk néhany fagocitozisban résztvevé gén expresszidjat. Eredményeink azt
mutattak, hogy a palmitait nem befolyasolta ezen gének kifejez6dését. Egy gén, a zsirsavak
felvételében is résztvevé CD36 esetében talaltunk szignifikans névekedést.

A nagy mennyiségii zsirsav felvétele altal a BMDM-ek energiaterhelése is fokozodik, ezért
megvizsgaltuk, hogy a palmitdt hogyan hat az energiaérzékeld utvonalakra, illetve, hogy az
energiaérzékeld Gtvonalak befolyasolhatjak-e az elhalt sejtek fagocitozisanak kapacitasat. A palmitat
kezelés csokkentette az AMPK aktivitasit a BMDM-ekben, amely a sejtek f6 energiaérzékeld
fehérjéje, és energiatobblet esetén csokkent aktivitast mutat. Az AICAR az AMPK ismert aktivatora,
ezért megvizsgaltuk, hogy az AMPK aktivalasaval alacsony energiaszintet indikalva lehetséges-e
fokozni a fagocitozist. Az AMPK aktivalasaval valoban képesek voltunk a palmitat efferocitozisra
gyakorolt negativ hatasat ellenstlyozni, és fokozni a BMDM-ek apoptotikus sejtfelvételét.

Az AMPK-rol ismert, hogy hatdsainak egy részét az mTOR aktivitasdnak szabdlyozéasan
keresztiil fejti ki, ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a palmitat az mTOR aktivitasat a
BMDM-ekben. A palmitat kezelés szignifikansan fokozta az mTORCI aktivitast, azonban az
mTORC?2 aktvitast nem befolyasolta. Az AMPK-hoz hasonldan szerettilk volna megtudni, hogy az
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mTORCI gatlasa rapamycinnel, az mTORCI szelektiv inhibitoraval, fokozza-e az efferocitozist. Az
mTORCI1 gatlasaval a palmitat-kezelt makrofagokban valoban képesek voltunk szignifikdnsan
fokozni az efferocitozist.

Mivel a palmitat nem a fagocitozisban résztvevo gének expresszios szintjeinek befolyasolasan
keresztiil fejtette ki hatasat, megvizsgaltuk az efferocitozis jelatviteli itvonalakra gyakorolt hatasat. A
palmitat szignifikansan fokozta a makrofagokban a RhoA aktivitast, amely az efferocitozis negativ
szabalyozoja. Egyuttal az mTORCTI inhibitor rapamycin viszont gatolta a RhoA aktivitast. A palmitat
altal kivaltott efferocitozis gatlasban a RhoA tutvonal szerepét bizonyitja, hogy palmitat kezelés
hatasara fokozott ROCKI1 aktivitast detektaltunk, amely rapamycin kezelés hatasara csokkent. Ezt
kovetéen megvizsgaltuk, hogy lehetséges-e az efferocitozis fokozasa a RhoA gatlasan keresztiil. A
makrofagok Y27632, egy specifikus RhoA inhibitor, kezelésével sikeresen visszaforditottuk a
palmitat efferocitdzisra gyakorolt gatldo hatasat. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy az mTORCI1 részt vesz a RhoA/ROCK1 jelatviteli utvonal szabalyozasaban.

Az AMPK ¢s az mTOR jelatviteli Gitfonal fontos szabalyozoja az autofagianak és szamos ponton
atfednek az efferocitézis jelatviteli Gtvonalaval, azonban az mTORCI tvonal nem mutat atfedést az
LC3 medialt fagocitozissal, ezért megvizsgaltuk a palmitat autofagiara gyakorolt hatasat. A palmitat
az AMPK/mTORCI utvonal aktivalasaval képes gatolni az autofagiat tobb ponton is, egyik ilyen az
autofagoszoma lizoszoma flzio gatlasa, amely az AMPK-n és az mTOR-on keresztil is
megvalosulhat. A palmitat azonban ER stresszt, és az ER stresszen keresztiil egy az mTORCI altal
nem szabalyozott autofagias folyamat aktivalodasat is eredményezi. Az ER altal aktivalt autofagia, és
az mTORCI utvonal altal gatolt autofagoszoma/lizoszoma flzi6 az autofagoszomak
felhalmozdodasahoz vezet palmitatnak kitett makrofagokban, amelyet az LC3-II és a p62
mennyiségének felhalmozodasan keresztiil érzékeltink. Az mTORCI utvonal gatlasa AICAR,
rapamycin, Y-27632 segitségével a BMDM-ekben képes volt feloldani a palmitat hatasara
bekovetkezd autofagoszoma/lizoszéma fuzid gatlast, elindult a lizoszomalis lebontas, amit a p62
szintek csokkenésén keresztiil detektaltunk.

Mivel a fagocitozis folyamata soran a bekebelezett sejtet koriilvevé membrant potolni kell, azok
az endoszomakbol és a lizoszomakbol keriilnek wjrahasznositasra. Eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy a palmitat efferocitozis gatlo hatasa annak koszonhetd, hogy a palmitat kezelés
hatasara bekovetkez6 defektiv autofagia miatt nem all rendelkezésre elegendd membran a fagocitozis
zavartalan folyamatahoz. De elképzelhet6 az is, hogy az aktivalt mTORC]1 tutvonal a fagoszomak és
a lizoszomak fuzidjat is gatolja, mert a két folyamatban sok azonos fehérje vesz részt.

Az AMPK aktivatorokat jelenleg is alkalmazzak az elhizas kezelésében. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az AMPK aktivalasa elhizott emberekben képes lehet a csokkent efferocitozist
kompenzalni, ezaltal hozzajarulni az AMPK aktivalasaval kivaltott jol ismert kedvezé metabolikus
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hatasokhoz. Eredményeink tovabba azt is mutatjak, hogy a ROCK inhibitorok alkalmazasa is
elosegitheti az elhizashoz kapcsolt csokkent efferocitdzis javitasat. A vizsgalatokat makrofagokon
végeztiik, azonban mas sejttipusokra is érvényes lehet. Hepatocitakban példaul a palmitat szintén
mTORC1 és ROCKI1 aktivalasahoz vezet. Disszertaciom elsé részének eredményeit osszefoglalva
elmondhato, hogy AMPK aktivatorok vagy a ROCK inhibitorok kedvezd hatassal birhatnak a
lipotoxicitas kezelésében a defektiv autofaga javitdsan keresztiil, amelynek oka a szabad telitett
zsirsavak felhalmozodasa a sejtekben.

Disszertaciom masodik részében a Mer tirozin-kindz zsirszoveti homeosztazisban betdltott
szerepét vizsgaltam. A Mer a szoveti, valamint az M2 fenotipusi makrofagokban fejez6dik ki nagy
mértékben. E sejtekben mind az efferocitdzis, mind a gyulladasgatlas inditasanak meghatarozo
molekulaja. Zsirszoveti makrofagokban az adipocitakbol felszabaduldé PS-pozitiv, lipid tartalmu
extracellularis vezikulak atvételében is szerepet jatszhat. Munkank kezdetén azt feltételeztiik, hogy a
Mer részt vesz a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas és gyulladas elleni védelemben, igy
a hianya kovetkeztében fokozott elhizas, gyulladas, illetve inzulinrezisztencia alakulhat ki. Mar az
els6 kisérletiinkben, amelyben ND-n és HFD-n tartott vad tipust és Mer-/- egereket hasonlitottunk
Ossze meglep6 modon, a hipotézisiinkkel ellentétesen, azt talaltuk, hogy a Mer-/- egerek HFD étrend
esetében kisebb mértékii elhizast 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 szignifikansan HFD étrend hatasara. Ezen
eredményekkel 0sszhangban a HFD étrenden tartott Mer-/- egerek gonadalis zsirszovetében nem
figyeltink meg sem fokozott proinflammatorikus citokin expressziot, sem pedig megvaltozott
adipokin termelést. Ezzel ellentétben, a vad tipusu egereknél az irodalmi adatoknak megfeleléen,
szignifikansan n6tt az MCP-1, TNF-a, IL-6 expresszio, amely az elhizas kovetkezményeként kialakult
fokozott gyulladasra utal, tovabba a rezisztin és leptin mRNS mennyisége is novekedett, mig az
adiponektin szintek szignifikansan csokkentek. Mindezek a valtozasok az adipokin termelés
egyensuly felborulasanak kovetkezményei. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy Mer hidnyaban sem
fehér zsirszoveti hipertrofia, sem az ezzel 9sszefliggésbe hozhatd gyulladas és adipokin termel6dési
zavar nem alakul ki a zsirszovetben.

Az elhizds gyakran tarsul nem alkoholos zsirmajjal, metabolikus szindromaval ¢és
inzulinrezisztenciaval, ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan hat a Mer hianya ezen sz6védmények
kialakulasara. HFD étrend hataséara a vad tipust egerekben megfigyelhetd volt a maj elzsirosodasa,
melyet a majtomeg novekedése, a maj fokozott trigliceridtartalma mutatott, illetve ezt a szdvettani
vizsgalat is megerdsitett. Az inzulinrezisztencia vizsgalatok azt mutattak, hogy a HFD étrenden tartott
vad tipust egerekben inzulin rezisztencia alakult ki, amelyhez kompenzatorikus szérum inzulin szint
emelkedés tarsult. Ezzel ellentétben, a Mer-/- egerekben sem zsirméj, sem inzulinrezisztencia nem
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alakult ki, amely azt bizonyitja, hogy a Mer hianya véd az elhizas kovetkezményeként megjelend
zsirmaj és inzulinrezisztencia kialakulasaval szemben is.

Mivel a kapott eredmények a vart eredményekkel ellentétesek voltak, megvizsgaltuk, hogy az
altalunk tapasztalt Mer hidnyaban kialakulo elhizassal szembeni védohatast vajon a csontveld-eredetii
sejtek, vagy mas sejtek Mer hidnya okozza-e. Ennek vizsgalatahoz vad tipust és Mer-/- egerekben
sugarzassal elpusztitottuk a csontveldt és csontveld atiiltetést végeztink vad tipusu vagy Mer-/-
egerekbdl. Habar a besugarzott egerek a nem besugarzott egerekhez képest kisebb sulygyarapodast
mutattak a besugarzas kovetkezményeként, igy is lathat6 volt, hogy a Mer hidnya a hematopoietikus
sejtekben nem védett a HFD étrend altal kivaltott sulygyarapodassal szemben. S6t, ha a Mer a
hematopoietikus sejtekbdl hianyzott, mind ND-n, mind HFD-n a vad tipusi egereknél nagyobb
gWAT-ot és zsirsejteket detektaltunk. Ezek az eredmények eredeti hipotézisiinket tamasztottak ala,
hogy a Mer a makrofagokban kifejezédve pozitivan hat a zsirszoveti homeosztazis fenntartasara.

Abban az esetben azonban, ha a Mer a nem hematopoietikus sejtekb6l hianyzott, az egerek
védettek voltak a HFD étrend altal kivaltott sulygyarapodastol, legalabbis az etetési iddszak elején.
Ezt megerésitette a gWAT tomege, a zsirsejtek mérete és a maj triacilglicerol tartalma is. Azok az
egerek, amelyekben a Mer a nem hematopoietikus sejtekbdl hianyzott, szignifikansabban kisebb
gWAT tomeget mutattak a zsirsejtek nagysaga is kisebb volt, valamint a maj triacilgricerol tartalma
is alacsonyabb volt, mint azoknal az egereknél, ahol a Mer a hematopoietikus sejtekbdl hianyzott. Az
inzulinrezisztencia azonban ilyen mértékli stlygyarapodasnal még nem alakult ki egyik
egéresoportban sem. Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a Mer hianya a nem
hematopoietikus sejtekben ND és HFD étrenden is megvaltozott zsirszoveti hipertrofiahoz vezet.

Az mar nem altalam végzett tovabbi kisérletekben munkatarsaim kimutattak, hogy a Mer az
adipocitakon is kifejez6dik, hogy a fehér zsirsejtekben fokozza a hipertrofiat, mig a barna
zsirsejtekben hétermelést gatld hatasa van. 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 detektalta a masik két TAM kinaz kifejez6dését is
adipocitakban. A Tyro3 szerepét még nem vizsgaltak adipocitikon, de az Axl szerepét igen. Erdekes
modon ezek a vizsgalatok a barna zsirsejtek differenciacidjat szabalyozo kinazok kereséséb6l indultak
el, és azt talaltak, hogy az Axl a Mer tirozin kinazhoz hasonléan gatolja a barna zsirszovet
hétermelését, és eredményeinkhez hasonléoan az Axl hianya is védett a HFD indukalta elhizassal
szemben. Ezek a vizsgalatok nem tesztelték az AxI Iehetséges szerepét egér gonadalis zsirsejteken. Az
Axl esetében azonban kimutattdk az AxI kifejezddését human fehér zsirsejteken, sét a szubkutan
zsirsejtek fokozott Axl kifejezodését talaltak elhizott egyénekben.
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Ezek a vizsgélatok nem tesztelték a Mer zsirszovetbeli kifejez6dését, de genetikai vizsgalatok
arra utalnak, hogy a Mer tirozin kinaz loss-of-function rs4374383 G > A variansa esetén kifejezettebb
zsir oxidacid és fokozott inzulin érzékenység mutathatd ki. Emellett az eredetileg egészséges, nem
tulsulyos, nem diabeteses, inzulin érzékeny egyénekben a MERTK G > A varians védelmet biztositott
a nem alkoholos zsirmaj kialakulasaval és stlyossagaval, és a 2-es tipusi diabetes kialakulasaval
szemben 9 éven keresztiil kovetve. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az egérben talaltakhoz hasonldan
a Mer funkcid csOkkenése az emberi szervezetben is véd az elhizassal, illetve az elhizashoz
kapcsolodé patologias torténések kialakulasaval szemben.

Eredményeim azt mutatjak, hogy ugyanazon receptor két sejttipusban kifejezddve is szabalyozza
a zsirhomeosztazist. A zsirszoveti makrofagokban hatva hozzajarul a zsirhomeosztazis fenntartasahoz,
és védelmet nyjt az elhizassal szemben. Ebben mindegyik makrofagokon mar ismert hatasa részt
vehet. Azaz segiti a normalis szoveti turnover kapcsan elhalé adipocitak eltakaritasat, aktivacioja
gyulladasgatlast eredményez, és atveheti a felesleges zsirt az adipocitaktol, csokkentve azok
felhalmozodo zsirtartalmat. A Mer aktivacidjat nemcsak az apoptotikus sejtekkel torténd interakcio,
hanem ligandjainak - Protein S és Gas6 - két6dése is elsegitheti. Erdekes modon, mind a makrofagok,
mind a zsirsejtek képesek ezen ligandok termelésére. Igy izgalmas lehet, hogy nyugalmi kériilmények
koz6tt mely sejt altal termelt ligand az, amely a Mer aktivitasat szabalyozza. Jelen vannak-e ezek a
ligandok mar a zsirsejtek altal kibocsajtott vezikuldkon is el6készitve azokat a Mer altali felvételre?
Vagy a makrofag Mer-en helyezkednek el? HFD esetén azonban a szoveti makrofagok helyét a
bearamlo gyulladasos csontvel6-eredetii makrofagok foglaljak el. Ezek nem a Mer, hanem az
ugyancsak a TAM kinaz csaladba tartozé Axl tirozin-kinazt fejezik ki. gy a zsirdiéta altal kivaltott
hogy teljes hianya véd az elhizas kialakulasaval szemben, a Mer tirozin-kinazt egy lehetséges elhizast
befolyasolhatoé timadaspontként jeldli ki.

Osszefoglaléan disszerticiomban két az elhizashoz kapcsolodd makrofag efferocitozis
viselkedést vizsgaltam, és mindkét vizsgalat jelolt ki olyan potencialis molekulakat, melyek
milkodésének szabalyozasaval az elhizas, illetve az elhizashoz kapcsolodd szovédmények

befolyasolhatoak lehetnek.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elhizds gyakran tarsul kronikus alacsony szintii gyulladassal. Ennek oka a zsirsejtek
folyamatos novekedése (hipertrofidja) és kovetkezményes fokozott sejthalala, amely csontvel6i
eredeti makrofagokat vonz be. A kilépé 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.
Disszertacidomban azt vizsgaltam, hogy a palmitat milyen mechanizmusokon keresztiil fejti ki gatlo
hatasat a makrofagok efferocitozisara, tovabba vizsgaltam azt is, hogy egy a makrofagok altal
kifejezett, fagocitozisban résztvevd receptor a Mer tirozin kindz hianya milyen metabolikus
kovetkezményekkel jar az elhizasban.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a palmitat dozisfiiggé modon gatolja a csontveld-eredetii
makrofagok (BMDM-ek) efferocitozisat. A palmitat egyrészt fokozza az autofagiat, masrészt aktivalja
az AMPK/mTORCI1/ROCKI energiaérzékel jelatviteli Gtvonalat, amely gatolja az autofagoszoma-
lizoszoma fiziot. Az autofagoszoma-lizoszoma fuzio gatlasanak kovetkeztében a sejtmembranok
felhalmozodnak az autofagoszomomakban. Feltételezésiink szerint a palmitatnak kitett BMDM-ekben
az efferocitdzis gatlasat az okozza, hogy nem all rendelkezésre elegendd plazmamembran az
efferocitozis folyamatanak zavartalan miikodéséhez. Vizsgalataink alapjan az AMPK aktivatorok
mTORCI gatlashoz vezettek és ezaltal a pamitat altal kivaltott efferocitozis gatlas feloldasra keriilt.
Eredményeim arra utalnak, hogy az AMPK aktivatorok hasznosnak bizonyulhatnak az elhizas
kezelésében nem csak a metabolizmusra gyakorolt kedvez6 hatasuk miatt.

A Mer tirozin kinaz esetében feltételeztiik, hogy makrofagokon efferocitozis receptorként
miikddve 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 kialakulasaval
szemben. Mer hianyaban HFD étrend hatasara nem alakult ki sem zsirm4j, sem inzulinrezisztencia. A
csontvel6transzplantacios kisérletek viszont azt mutattdk, hogy ezért a fenotipusért a nem
hematopoietikus sejtek (zsirsejtek) altal expresszalt Mer felelds. A hematopoetikus sejtekben hianyzo
Mer azonban valoban fokozott zsirraktarozast eredményezett mind normal diéta (ND), mind HFD
étrenden tartott egerekben. Ezt azonban az adipocita Mer hiany elfedte. Az eredmények Osszessége

arra utal, hogy a Mer aktivitasanak szabalyozasa is gyogyszercélpont lehet a teststly szabalyozasaban.
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