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1. BEVEZETES

Nem alkoholos zsirmdj (NAFLD=non-alcoholic fatty liver disease) az egyik
leggyakoribb majbetegség, ami a nyugati lakossag tobb, mint 1/3-at érinti. A betegség
az egyszerl steatosistol, az eldrehaladottabb steatohepatitis-en (NASH=non-alcoholic
steatohepatitis) at fibrosis ¢és cirrhosis kialakulasahoz vezethet. A NASH pathogenezise
nem teljesen tisztazott. Az utobbi években szdmos vizsgalat felvetette a természetes
immunitas szerepét a NASH kialakuldsaban. A mintazat felismerd receptorok kozé
tartozd Toll-like receptorok (TLR) és NOD-like receptorok (NLR) a természetes
immunitas fontos elemei, és a mikrobiélis komponenseken til szerepet jatszanak a sériilt
sejtekbdl felszabadulo, endogén “veszély” molekuldk felismerésében is. A mintazat
felismerd receptorok kozvetitésével kivaltott gyulladds hozzajarul szamos betegség
pathogeneziséhez.

A zsirmdj kifejezetten érzékeny a TLR4-ligand lipopolysaccharid (LPS vagy endotoxin)
irant, ami a Gram-negativ baktériumok alkotéeleme. Emelkedett plazma endotoxin
szintet irtak le NASH betegekben ¢és steatohepatitis allatkisérletes modelljeiben is. A
TLR4-MD2 receptor komplex NASH pathogenezisében betdltott szerepe azonban nem
teljesen tisztazott.

Az inflammaszdma, egy nagy, multiprotein, caspase-1 aktivalé komplex, ami a NOD-
like receptorok kozvetitésével gyulladds kialakuldsdhoz vezet. A NALP3
inflammaszoéma szamos “veszély” molekula felismerésében szerepet jaszik, aktivalasa a
gyulladasos citokin interleukin-1 (IL-1P) hasitasat és aktivalasat eredményezi. Az
inflammaszoma aktivacid egy két 1épcsds folyamat, melyben elsé 1épésként altalaban
egy TLR ligand, mint pl. az LPS, fokozza az inflammaszdéma expresszidjat, mig egy
masodik ligand aktivalja az inflammaszomat. Az inflammaszoma sejtsepcifikus
eloszlasa és szerepe a majban nem ismert.

A NASH pathogenezisében €s progresszidjaban szerepet jatszo faktorok mellett kihivast
jelent a steatohepatitis és virusfert6zések, mint pl. hepatitis C virus vagy HIV egyiittes
el6fordulasa. A fenti korképek jelentdsen rontjdk egymds prognozisat. A
steatohepatitisben megfigyelt csokkent antiviralis immunitds pathomechanizmusa még

tisztazasra var.



2. CELKITUZESEK

Munkénk célja a természetes immunvalasz szerepének vizsgalata volt a nem alkoholos

zsirmaj pathogenezisében.

2/1. A munka elsé részében a Gram-negativ baktériumok fali alkotéelemének, az
endotoxinnak illetve az endotoxin receptoranak, a Toll-like receptor 4 (TLR4)-nek a
NASH pathogenezisében betoltott szerepét vizsgaltuk. A kisérletek kivitelezéséhez
methionin és cholin mentes diétaval létrehozott zsirmaj modellt alkalmaztunk vad tipust
valamint TLR4 illetve MD2 (myeloid differencidcios faktor 2) hidnyos egereken. MD2

az endotoxint érzékeld TLR4 receptor komplex része.

2/2. A munka masodik részének a célja egy gyulladasos citokin, az interleukin-1f,
illetve az IL-1p aktivaladsaért felelds intracellularis multiprotein komplex, az
inflammaszéma szerepének vizsgéalata volt a NASH kialakuldsdban. A kovetkezd
kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Van-e kimutathaté inflammaszéma aktivaci6 és fokozott IL-1B termelés nem
alkoholos zsirméjban illetve nem alkoholos steatohepatitisben?

e Amennyiben van inflammaszéma aktivacid, mely sejteket érinti a mdajban? A
majsejtek expresszaljak-e az inflammaszomat és eléfordul-e inflammaszéma aktivacio a
hepatocitdkban?

e Mi aktivalhatja az inflammaszomat nem alkoholos steatohepatitisben?

e Hozzjjarul-e az inflammaszoma aktivacid6 a NASH kialakuldasahoz? A kérdés
megvalaszolasahoz methionin és cholin mentes diéta altal 1étrehozott zsirm4aj modellt
alkalmaztunk vad tipusi valamint ASC (inflammaszéma adaptor), caspasase-1
(inflammaszoma effektor) €s IL-1 receptor hidnyos egereken.

e Kimutathaté-e az inflammaszéma fokozott expresszioja NASH betegek

méajbiopszids mintajaban?

2/3. A munka harmadik részének a célja az antivirdlis immunitas vizsgéalata volt nem
alkoholos steatohepatitisben. Arra kerestiikk a valaszt, hogy vajon azok az egerek,

amelyekben NASH-t hoztunk Iétre methionin és cholin hidnyos diétaval,
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fogékonyabbak-e a virus indukélta majkarosodasra. Tovabba vizsgalatunk célja volt a
kivaltott antiviralis valasz részletes tanulmanyozasa. A virusfertézést szintetikus dupla

szali RNS (Poly I:C) intraperitonealis injektalasaval imitaltuk.

MODSZEREK

Allatkisérletek

Minden éallatkisérletet a University of Massachusetts (UMASS) Medical School
Allatkisérleti Bizottsaganak (IACUC=Institutional Animal Use and Care Committee)
engedélyével és eldirasai szerint végeztiink.

Vad tipusu, C57Bl/6 egereket methionin és cholin mentes (MCD=methionine-choline
deficient) diétaval etettiink 5 ill. 8 hétig, valamint az egerek egy masik csoportja magas
zsirtaratalmia (HFD=high fat diet) diétat kapott 4 hétig vagy 9 hoénapig. A kontroll
egerek vagy az MCD-diétanak megfeleld, de DL-methionint és cholin bitartratot
tartalmazd (MCS=methionine-choline supplemented) diétat, vagy normal ragcsalo diétat
kaptak. Ezen feliil leptin-hianyos (ob/ob; B6.V-Lep ob/J) egereket is alkalmaztunk a
megfelel6 kontrollcsoporttal. Az allatok egy-egy csoportja 2 vagy 6 oraval a ledlés elott
TLR4 ligand lipopolysaccharidot (LPS), TLR3/RLR ligand szintetikus dupla szala
RNS-t (Poly I:C=polyinosinic:polycytidylic acid), vagy TLR9 ligand CpG
oligonucleotidot kapott intraperitonedlis injekcid formajaban. A kovetkezd génkiiitott
(knock-out) egétorzseket hasznaltuk: TLR4-, MD2 (myeloid differencidcios factor 2),
ASC (apoptosis associated speck like CARD-domain containing protein), caspase-1 és
IL-1 receptor hidnyos egerek.

Biokémiai és citokin méréseket (szérum alanin aminotranszferaz, szérum citokinek
[TNFa, IL-6, IL-1B, IFNB, HMGBI1], m4dj trigliceridek ¢és thiobarbiturat reaktiv
anyagok); szovettani vizsgélatokat (hematoxylin-eosin, picro-sirius red, OilRed O
festés, F4/80 és o—simaizom aktin immunohisztokémia) végeztiink. RNS-t és fehérjét
(teljes sejt, mitokondrialis és citoplazma fehérjék) izolaltunk majszovetbol, amelyet

valos ideji PCR reakciohoz illetve Western blot analizishez (SDS-PAGE- és native gél



elektoforézis, valamint immunprecipiticid) hasznaltunk. A kovetkezé funkcionalis

vizsgalatokat alkalmaztuk: caspase-1, -3, NADPH aktivitds €s sejttoxicitas vizsgalat.

In vitro kisérletek

Majsejteket €s m4j eredetli mononukledris immunsejteket izolaltunk egerekbdl, tovabba
egér hepatoma sejtvonalat (Hepal-6) és egér monocita-makrofadg sejtvonalat (RAW
264.7) hasznaltunk in vitro kisérleteinkhez. A sejteket LPS-el, szaturalt €s nem szaturalt
zsirsavakkal (palmitat, oleat, linolénsav) illetve azok kombinacidjaval kezeltiik. A sejtek
egy része pan-caspase inhibitorral (ZVAD) volt elékezelve. A dupla szala RNS-t (Poly
I:C-t) Lipofectamin 2000 segitségével jutattuk be a ma4jsejtekbe. A maj eredetii
mononukledris immunsejtek intracellularis TNFa ¢s ED1 (CD68) expressziojat flow

citometraval vizsgaltuk.

Human majbiopszids mintak vizsgalata

A vizsgalatok az 1975-0s Helsinki Deklaratumnak megfeleléen, a University of
Massachusetts human vizsgalatokért felelés tudomanyos etikai tanacsanak
engedélyével, valamint minden résztvevo irasos beleegyezésével torténtek.

Hat, klinikailag és szovettanilag bizonyitott NASH beteg majbiopszids mintdjat
vizsgaltuk. Normal human mdj RNS-t (OriGene Technologies) hasznaltunk
kontrollként, valamint az eredményeket kronikus hepatitis C fert6zott betegek (n=5)

méajbiopszids mintdjaval hasonlitottuk dssze.

EREDMENYEK

A Toll-like receptor 4 (TLR4) és myeloid differenciacios faktor-2 (MD2) hidanya
részlegesen kivédi a nem alkoholos steatohepatitis és fibrozis kialakulasat

egerekben



A TLR4-MD2 receptor komplex expressziojanak hianva részlegesen kivédi az MCD

diéta indukalta steatosist és gyulladast a majban

A TLR4-MD2 receptor komplex alapvetd a bakterialis endotoxin felismerésében és
korabban szamos kutatocsoport kimutatta, hogy a TLR4 receptor medialt gyulladdsos
kaszkad fontos szerepet jatszik az alkoholos hepatitis pathogenezisében. Mivel a nem
alkoholos steatohepatitisben latott szovettani ¢és pathofiziologiai elvaltozasok
nagymértékben hasonlitanak az alkoholos steatohepatitisre, munkank soran a TLR4-
MD2 receptor NASH kialakulasdban betoltott szerepét kivantuk feltérképezni.
Methionin és cholin hianyos diéta a kordbban leirtaknak megfeleléen hepatikus steatosis
¢és gyulladas kialakulasdhoz vezetett vad tipusu egerekben. Mind a m4j zsirtartalma,
mind a gyulladasos sejtinfiltracio szignifikdnsan alacsonyabb volt a TLR4 és MD2
knock-out egerekben 8 hét MCD diéta utan a vad tipusu kontroll allatokhoz képest. Az
elébbit a maj csokkent triglicerid tartalma, az utobbit mind az F4/80+, és a CD68+
TNFa termeld makrofagok csokkent szama, mind az alacsonyabb szérum TNFa szint
mutatta. Az enyhébb fokl gyulladasnak megfelelden az MCD diéta szignifikdnsan
kisebb majkéarosodashoz vezetett a TLR4 és MD2 knock-out egerekben a vad
tipustiakhoz képest, amit az alacsonyabb szérum alanin aminotranszferaz (ALT) adatok

mutattak.

A TLR4-MD2 receptor komplex expresszidjanak hidnya csokkenti az oxidativ stresszt

Az oxidativ stressz ¢és lipid peroxidacio fontos elemei a NASH pathogenezisének. A
methionin-cholin hianyos diéta fokozott lipid peroxidacidhoz vezetett a majban az MCS
kontroll csoporthoz képest a majszovet tiobarbiturat reaktiv anyagainak mérése alapjan.
A hipotézisiinknek megfelelden, miszerint a TLR4-MD2 receptor komplex szerepet
jatszik a NASH kialakuldsaban, szignifikdnsan alacsonyabb lipid peroxidéciot talaltunk
mind a TLR4, mind a MD2 knock-out egerekben a vad tipusu kontrollhoz képest.

A NADPH oxidaz komplex az egyik {6 forrdsa a reaktiv oxigéngyokoknek. Mind a
NADPH oxidaz komplex alkotdelemeinek (p47phox, p67phox, gp9lphox, p22phox)
expresszigja, mind a komplex funkcionalis aktivitdsa magasabb volt nem alkoholos
steatohepatitisben a vad tipusu egerekben az MCS kontroll csoporthoz képest. A TLR4

srer

aktivitasat a vad tipusu allatokhoz képest NASH-ben. A fenti adatok azt sugalljak, hogy
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a TLR4-MD2 receptor komplex NADPH oxid4dz fiiggd reaktiv oxigéngyokok és

fokozott lipidperoxidacio révén jatszhat szerepet a NASH pathogenezisében.

A TLR4-MD2 receptor komplex expressziojanak hidnva részlegesen kivédi az MCD

diéta altal indukalt méjfibrdzist

A NASH kutatés egyik kulcseleme a betegség progresszidjanak, a fibrdzis és cirrhosis
kialakuldsanak a vizsgalata. Az MCD diéta 8 hét alatt a hepatikus csillagsejtek
aktivalodasdhoz és majfibrozis kialakulasahoz vezet egerekben, amit estiinkben az alpha
simaizom aktin (aSMA) immunohisztokémia, a sirius red festés, valamint a fibrézissal
tarsuld gének (aSMA, kollagén, TGFP) fokozott expresszidja mutatott. A TLR4 ¢és
MD2 expresszid hianya szignifikansan csokkentette a NASH-hez tarsult fibrozis
kialakuldsat a vad tipusu egerekhez képest. A madjfibrozis kialakuldsdt a matrix
metalloprotedzok (MMP) ¢s azok specifikus inhibitorai szabalyozzak. Mind a matrix
metalloprotedz-2 (MMP2), mind a szdveti matrix metalloprotedz inhibitor-1 (TIMP1)
expresszidja emelkedett volt az MCD diétaval etetett egerek majaban az MCS kontroll

csoporthoz képest. Ezt a fokozott expressziot a TLR4 ill. MD2 gének hianya kivédte.

Zsirsavak és bakterialis eredetii endotoxin inflammaszéoma aktivaciohoz vezetnek

nem alkoholos steatohepatitisben

Mint a fenti adatok mutatjdk, az endotoxin (LPS) ¢és receptora, a TLR4 fontos szerepet
tolt be a NASH pathogenezisében. A Toll-like receptorok és NOD-like receptorok
jelatviteli utjai kozott szamos kapcsolodasi pont van. A TLR4 ligand LPS kritikus
szerepet jatszik az inflammaszoma komplex aktivacidjaban a pro-IL-1 és maga az
inflammaszéma komplex expresszidjanak fokozéasadval. Az inflammaszéma egy
intracelluldris multiprotein komplex, mely a NOD-like receptorok kozvetitésével
caspase-1 aktivacidhoz és ezaltal tobbek kozott IL-1B szekrécidhoz vezet. Kovetkezd

lépésként igy az inflammaszoéma szerepét vizsgaltuk a NASH kialakulasaban.



Az MCD diéta-indukélta steatohepatitis inflammaszoma aktivacioval és fokozott IL-1B

termeléssel tarsul a majban

A NASH-ben megfigyelhet6 gyulladasnak megfeleléen emelkedett szérum és maj IL-1f
protein ill. mRNS szinteket talaltunk MCD diéta indukélta steatohepatitisben az MCS
kontroll csoporthoz képest. Ezzel Osszhangban, a pro-IL-1B hasitdsat és ezaltal
aktivalasat végzé NALP3 inflammaszéma komplex (NALP3, ASC, pro-caspase-1)
expresszidja magasabb volt az MCD diétaval etetett csoportban a kontrollhoz képest. A
NALP3 az ASC adaptor molekula segitségével komplexet képez a pro-caspase-1-el, ami
az enzim autoaktivacidjahoz vezet és az aktiv caspase-1 hasitja és ezaltal aktivalja a
pro-IL-1B-t. Fokozott hepatikus caspase-1 aktivitast taldltunk MCD diéta indukalta
steatohepatitisben a kontrollhoz képest €s ez magasabb aktiv (17kDa) IL-18 szinttel

tarsult.

A magas zsirtartalmu diéta  hossza tavu  etetésével kivaltott steatohepatitis

inflammaszéma aktivacidval tarsul a majban, mig a rovid tavon kialakult steatosisban

nem figyelhetd meg inflammaszoéma aktivacid

A magas zsirtartalmu diéta kezdetben “egyszeri” steatosist okoz, és csupan hosszabb
tavon vezet gyulladas, steatohepatitis kialakulasahoz. Ennek megfeleléen a 4 hetes HFD
etetést kovetden kialakult zsirmajban sem gyulladasra utald TNFa emelkedést, sem
inflammaszoma aktivaciét nem detektaltunk. Ezzel szemben a 9 hénapos HF diéta
steatohepatitis kialakulasahoz vezetett magasabb TNFa szintekkel a konroll csoporthoz
képest. Tovabba, a NALP3 inflammaszéma komplex magasabb expressziojat és
aktivitasat talaltuk emelkedett IL-1P fehérje szintekkel a kontrollhoz képest. A leptin
hidnya egerekben szintén zsirmaj kialakulasahoz vezet szignifikans gyulladas nélkiil. Ez

utobbi csoportban ugyancsak nem tudtunk inflammaszéma aktivaciot kimutatni.

Magasabb hepatikus inflammaszoma expresszid NASH betegekben

Magasabb NALP3, pro-caspase-1, ASC és pannexin-1 expresssziot mértiink NASH
betegek majbiopszids mintdiban mRNS szinten az egészséges kontrollokhoz képest.
Ugyan az inflammaszoma expresszié fokozott volt kronikus hepatitis C-s betegekben is,

de joval kisebb mértékben, mint a NASH csoportban.



Az LPS az inflammaszoma fokozott expresszidjdhoz vezet

In vivo LPS stimulacid az inflammaszoma komplex fokozott expressziojahoz, és
magasabb IL-1p fehérje szintekhez vezetett mind az MCD és a kontroll diétaval etetett
csoportban, azonban az LPS indukalta inflammaszoma expresszio szignifikansan

magasabb steatohepatitisben a kontrollhoz képest.

Fokozott inflammaszoma expresszid a majsejtekben NASH-ben

Kovetkezd kérdésként arra kerestiik a véalaszt, hogy az inflammaszoma aktivacio mely
sejteket érinti a mdajban. A mai napig az inflammaszoma kutatds nagy része
immunsejteken tortént. Az MCD diéta szignifikdsan magasabb NALP3, ASC, pro-
caspase-1, pannexin-1 & pro-IL-1B expresszidhoz vezetett a majsejtekben, mig a maj
mononukledris immunsejtekben (LMNC=liver mononuclear cell) nem talaltunk

kiilonbséget az inflammaszoma expresszioban a kezelt és a kontroll csoport kozott.

In vitro zsirsavak és LPS inflammaszdéma aktivaciot okoznak a majsejtekben

Mind a zsirsavak, mind az endotoxin (LPS) fontos szerepet jatszanak a NASH
pathogenezisében. Emelkedett szérum endotoxin szintet mértiink MCD-diéta indukalta
steatohepatitisben. A szaturalt zsirsav, palmitat, fokozott NALP3 inflammaszéma
expressziohoz vezetett izolalt majsejtekben, csakligy, mint Hepa 1-6 és RAW makrofag
sejtvonalakon. LPS in vitro alkalmazésa ugyszintén novelte a NALP3 mRNS szinteket a
méjsejtekben. Azonban az LPS 6nmagaban nem indukalt inflammaszéma aktivaciot és
IL-1p szekréciot és a palmitdt is alacsony IL-1B szintekhez vezetett kimutathatod
caspase-1 aktivacid nélkiil. Ezzel szemben LPS stimuldcié a plamitattal elkezelt
hepatocitadkban mind caspase-1 aktivaciot, mind szignifikdnsan magasabb IL-1
szekrécid eredményezett, ami a zsirsavak hatdsadnak kitett majsetek szenzitizacidjat
sugallja. Eredményeink azt is mutatjak, hogy az inflammaszéma aktivaciohoz két
szignal sziikséges mdjsejtek esetén. A palmitat-indukalt IL-1p szekrécid caspase-1
aktivacio nélkiil alternativ IL-1B hasit6 mechanizmusok keresésére 0Osztonzott.
Korabban tobb munkacsoport kimutatta, hogy a caspase-8 is képes az IL-1p-t hasitani és
aktivalni. Fokozott caspase-8 aktivaciot talaltunk a palmitattal kezelt majsejtekben, amit

azonban a palmitat és LPS kombinacidja nem fokozott tovabb. Ezek alapjan arra



kovetkeztethettliink, hogy a caspase-8 szerepet jatszhat a palmitat-indukalta IL-1B

szekrécioban hepatocitakban.

A palmitattal kezelt majsejtek “veszély” molekulakat szabaditanak fel. melyvek

inflammaszéma aktivacidhoz vezetnek a mononuklearis immunsejtekben

Caspase-8 az apoptosis kaszkad része. A magasabb LDH szintek a palmitattal kezelt
hepatociték feliiliszdjaban a sejtek karosodédsara utalt. A palmitat-indukalta apoptosis
kivédése pan-caspase inhibitorral (ZVAD), kivédte a NALP3 és IL-1 mRNS fokozott
expresszidjat is, azt suggalva, hogy nem a palmitat maga, hanem a palmitat indukalta
apoptosis sordn generalt “veszély” molekuldk feleldsek az inflammaszéma fokozott
vezettek a mononuklearis immunsejtekben is. Palmitattal kezelt, majd a palmitat
eltavolitadsa utan tovabbi 12 oOrdn 4t inkubalt majsejtek feliiliszdja inflammaszdéma

expressziot eredményezett a LMNC-ekben, ami szintén ZVAD-fiiggd volt.

Az inflammaszoma hidnya nem védi ki az MCD diéta indukalta steatohepatitist

Kovetkez6 1épésként az inflammaszoéma aktivacio fiziologias jelentoségét vizsgaltuk a
NASH kialakulasaban knock-out egértdrzsek alkalmazasaval. Sem az inflammszoma
adaptor molekuldjanak, az ASC-nak, sem a caspase-1-nek a hidnya nem védte ki az
MCD diéta indukalta majkarosodat, amit a magas ALT értékek mutattak mind a
kontroll, mind a knock-out csoportokban. As ASC hidnya nem befolyésolta a zsim4j
kialakulasat sem, és egyforman magasabb IL-1P szinteket métiink az MCD diétaval
etetett ASC-hianyos €s kontroll egerek majaban. Tovabba, magasabb caspase-1 aktivitas
volt detektalhatd az ASC knock-out egerekben is MCD diéta utdn az MCS kontrollhoz
képest, azt suggalva, hogy olyan inflammaszéma komplex is szerepet jatszhat a NASH
pathogeneziséen, amely nem igényeli az ASC adaptor molekulat (pl. NALP1).

Az effektor caspase-1 molekula hidnya sem befolyasolta az aktiv IL-1P szinteket a
majban felvetve az alternativ IL-1B hasitds lehetdségét. Mint fentebb emlitettiik, a
caspase-8 1s képes az IL-1P hasitdsara. Ennek megfelelédn magasabb caspase-8 aktivitast
taldunk az MCD diéta indukalta steatohepatitisban mind a vad tipust, mind az ASC ill.
caspase-1 knock-out egerekben. Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy a caspase-8

kompenzalhatja a caspase-1 hianyat az IL-1f aktivalasdban NASH-ben.
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Az IL-1 receptor hidnya envhiti az MCD diéta indukalta steatosist, de nem védi ki sem a

majkarosodast, sem a fibrozist a majban

Tovéabb vizsgédlva az IL-1p NASH-ben betoltott szerepét, IL-1 receptor knock-out
egereket alkalmaztunk. Az IL-1 receptor hidnya csokkentette a zsirfelhalmozddast a
méajban a vad tipusit kontrollhoz képest NASH-ben. Ezzel szemben, sem a
majkarosodas météke, amit az ALT értékek mutattak, sem az MCD diéta indukalta
majfibrozis nem csokkent az IL-1R knock-out egerekben a vad tipusu kontrollhoz
képest. Utdbbit a kollagén mRNS szintek és a sirius red festés, valamint az alpha-

simaizom aktin immunohisztokémia mutatta.

A mitokondrialis antiviralis jelatviteli fehérje (MAVS=mitochondrial antiviral
signaling protein) defektusa csokkent antiviralis valaszhoz és fokozott virus-

indukalta majkarosodashoz vezet steatohepatitisben

CsOkkent 1l-es tipusu interferon termelés steatohepatitisben poly I:C stimulacidt

kovetden

A szintetikus dupla szald RNS (dsRNS), poly L:C, széles korben haszndlt virus
fertdzések helyettesitésére. A dsRNS-t felismeré TLR3 ill. helikaz receptorok jelatviteli
utjai jelentds 1-es tipusu interferon (IFN) termeléhez vezetnek. MCD diéta indukalta
steatohepatitisben szignifikdnsan alacsonyabb 1-es tipust IFN termelést talaltunk az
MCS kontroll csoporthoz képest. Mind a szérum IFNP és mdj IFN ill —a4 protein ill.
mRNS szintek, mind az 1-es tipusu IFN indukalta gének (ISG56, ISG15) hepatikus
expresszioja alacsonyabb volt MCD-steatohepatitisben a kontrollhoz képest poly I:C

stimulaciot koveton.

10



A csokkent 1-es tipusu IFN-termelés csak a RIG-I/Mda-5 receptor-fliggd jelaviteli utat

érinti

A csokkent IFN termeléhez vezetd jelaviteli utak feltéképezéséhez 1-es tipusi IFN
termelést indukaltunk a dsRNS-tdl eltéré modon. A dsRNS-t felismerd TLR3 receptor a
TRIF adaptor molekuldt hasznalja, mig a szintén dsRNS felimserd helikdz receptorok
(RIG-I/Mda-5) adaptor molekuldja a MAVS. A TLR4 ligand LPS szintén a TRIF
molekulat hasznalja a MyD88 mellett, mig a TLR9-ligand a MyD88 kozvetitésével
vezet IFN termeléshez. Az a tény, hogy az 1-es tipust IFN termelés defektusa csak a
dsRNS altal kivaltott jelatviteli utakat érintette stetaohepatitisben, arre engedett
kovetkeztetni, hogy a defektus a helik4z receptorok szintjén van a TLR3/TRIF jelatviteli
rendszert6l figgetlentil.

A helikdz adaptor MAVS fehérje defektusa nem alkoholos steatohepatitisben

Az adaptor molekula MAVS kritikus a helikaz receptorok jelatvitelében, defektusa
csokent 1-es tipusu IFN és gyulladdsos citokin termeléshez vezet az IRF3 ill. NFxB
transzkripcids faktorok csokkent miikodése révén. A csokkent 1-es tipusa IFN
termelésnek megfelelén alacsonyabb MAVS fehérje szinteket taldltunk MCD-
steatohepatitisben a majban a kontrollhoz képest. A magasabb MAVS mRNS szintek
ellenére mért alacsonyabb fehérje szintek tobbek kozott fokozott degradaciora utaltak.
A proteoszomais PSMA7 mRNS expresszidja magasabb volt NASH-ben a kontrollhoz
képest. PSMA7 a MAVS fokozott proteoszomalis lebontdsdhoz vezet. MCD-
steatohepatitisben fokozott asszociaciét mutattunk ki a PSMA7 és MAVS kozott a
kontrollhoz képest immunprecipitacio segitségével. Az alacsonyabb MAVS expresszio
mellett, a MAVS mitokondriélis lokalizacidja és oligomerizacidja is érintett volt MCD-
citoplazmaba, és alacsonyabb MAVS oligomer/monomer aranyt talaltunk a kontrollhoz
képest. Mind a lokalizaci6é, mind az oligomerizacié fontos a jelatviteli kaszkadhoz.
Ennek megfelelden poly I:C stimuldcid alacsonyabb IRF3 aktivacidhoz (foszforilalt

IRF3) vezetett.
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Mitokondriélis karosodds NASH-ben

A mitokondriélis karosodas eldforduldsa régota ismert NASH-ben. Valoban, magasabb
citokrom C szinteket mértiink MCD-steatohepatitisben a majban a kontrollhoz képest,
ami mitokondrialis karosodasra utalt. A mitokondridlis kidrosodas oka és eredménye is
lehet a fokozott reaktiv oxigéngyok termelés. Magasabb hepatikus TBAR szinteket
mértiink MCD-steatohepatitisben a kontrollhoz képest, ami tovabb emelkedett poly I:C
stimulaciot kovetdn. Ez fokozott lipid peroxiddciora és oxidativ stresszre utalt. A
mitokondrialis karosodas részben felelds lehet a MAVS fehérje csokkent mitokondrialis
lokalizacigjaért. Emellett fokozott caspase-8 és -1 aktivitast talaltunk a MCD diétaval
etetett csoportban. Korabban mindkét enzimrdl kimutattdk, hogy képesek hasitani és igy
inaktivalni a MAVS fehérjét.

Polyl:C fokozott majkarosodast okoz steatohepatitisben a gyulladdsos citokin TNFa

excessziv termelése nélkiil

Poly I:C stimulacié szignifikansan magasabb szérum ALT szintekhez vezetett MCD-
steatohepatitisben az MCS kontrollhoz képest, Mivel a dsRNS a helikdz receptorokon
keresztiil gyulladasos citokin termelést is indukal, ezért kivancsiak voltunk, hogy a
fokozott majkarosodas a fokozott gyulladasos citokin termelés eredménye-e. Magasabb
szérum ¢és maj TNFa, IL-6 és IL-1P szinteket mértiink steatohepatitisben, amit a poly
I:C stimulacié fokozott mind a kontroll, mind az MCD csoportban. A poly I:C indukalta
citokin termelés mértéke azonban 1ényegesen alacsonyabb volt MCD steatohepatitisben
az MCS kontrollhoz képest, ami a gyulladasos citokinek szerepe ellen szdl a poly I:C
indukalta fokozott majkarosodasban. Mivel korabbi vizsgalatok az természetes 6ldsejtek
(NK=natural killer) fontos szerepét jelentették poly I:C indukalta méjkarosodasban,
kovetkezd 1épésként az NK-sejtek potencidlis szerepét vizsgaltuk. Ugyan magasabb
NK-sejt aktivalo ligand szinteket (Pan-Rae, Rae-la, Mult-1) taldltunk MCD
steatohepatitisben mRNS szinten a majban a kontrollhoz képest, a poly I:C nem

indukalta tovabb az expresszidjukat.
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Poly I:C necrosist indukél steatohepatitisben az apoptosis tovabbi fokozasa helyett és

ndveli a RIP3 expressziot

Hepatocita apoptosis a majkarosodds fontos eleme steatohepatitisben. Ennek
megfelelden magasabb caspase-3 aktivitdst mértiink az MCD diétaval etetett egerek
majaban a kontrollhoz képest. Poly I:C apoptosist indukalt a kontroll csoportban, amit a
magasabb caspase-3 aktivitas jelzett, azonban steatohepatitisben nem fokozta tovabb a
mar meglévé apoptosist. Ezzel szemben a poly L:C altal kivaltott szérum HMGBI1
szintek szignifikdnsan magasabbak voltak MCD-steatohepatitisben az MCS kontrollhoz
képest, azt suggalva, hogy a dsRNS stimuldcidé necrosishoz vezetett steatohepatitis
esetén. Az apoptosis és necrosis kozotti egyensuly egyik szabalyozdja a RIP3 (receptor-
interacting protein 3) fehérje. Magasabb RIP3 mRNS és fehérje szinteket mértiink
MCD-steatohepatitisben a majban a kontrollhoz képest, amit a poly I:C stimulacid
tovabb fokozott mind a kontroll, mind az MCD-csoportban, azonban az emelkedés csak
a steatohepatitis esetén volt tartdos. Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy a poly L:C
necrosist indukal steatohepatitisben részben a magasabb RIP3 expresszionak

kdzonhetben.

A NASH betegek majbioszias mintaja megerositi az allatkisérletes modellben nyert

eredményeket
Az allatkisérletes eredményeknek megfeleléen magasabb MAVS, PSMA7 ¢és RIP3

mRNS szinteket talaltunk NASH betegek mabiopszids mintdjaban mind a kontrollhoz,

mind a hepatitis C-s betegek mintajahoz képest.

KOVETKEZTETESEK, OSSZEFOGLALAS

A disszertacioban részletezett munka szamos 1j eredménnyel jarult hozza a nem
alkoholos steatohepatitis pathogenezisének feltérképezéséhez ¢és alatamasztja a

természetes immunitas fontos szerepét a NASH kialakuldsaban.

Eredményeinkbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:
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1. A bakteridlis endotoxint érzékeld Toll-like receptor 4 (TLR4) —MD2 komplex
hozzajarul a nem alkoholos zsirmaj pathogeneziséhez, érinti mind a zsir akkumulacio,
gyulladas és fibrozis kialakulasat 1évén a TLR4-MD-2 knock-out egerek részlegesen
védettek a diéta indukalta steatohepatitis kialakuldsa ellen.

2. Nem alkohololos steatohepatitis az intracellularis, multiprotein receptor komplex,
inflammaszéma aktivalédasaval és ezaltal fokozott IL-1f termeléssel tarsul szamos
allatmodellben, mig “egyszeri” zsirmdj esetén nem figyelhetd meg inflammaszéma
aktivacio

3. A bakterialis eredeti endotoxin (LPS) valosziniileg hozzajarul az inflammaszéma
aktivalasdhoz és az exogén, in vivo adott LPS tovabb fokozza az inflammaszoma
aktivaciot és IL-1B szekréciot.

4. A korabban foleg csak immun eredetii sejtekben vizsgalt inflammaszéoma komplex
kimutathat6 és aktivalhato izolalt egér méjsejtekben is.

5. A szaturélt zsirsavak szenzitizaljdk a madjsejteket a bakteridlis eredetli endotoxin
(LPS) irant és inflammaszoma aktivaciot eredményeznek. A nem szaturalt zsirsavak
nem voltak képesek inflammaszoma aktivaciot indukélni az altalunk hasznalt kisérleti
kortilmények kozott.

6. A szaturdlt zsirsavak az inflammaszoma aktivacion kiviil lipoapoptozist is
indukalnak ¢és a sériilt majsejtek ,,veszély” molekuldkat bocsajtanak a kdrnyezetbe.

7. A zsirsav-kezelt majsejtek altal kibocsajtott ,,veszély” molekulak inflammaszéma
aktivaciot indukalnak a m4j eredetli mononuklearis immun sejtekben, ami a sériilt
hepatociték és immunsejtek kdzotti kommunikéaci6 fontossagat tamasztja ala.

8. A fokozott inflammaszoma aktivacid és IL-1p termelés hozzdjarul a steatosis
kialakuldsdhoz, azoban az altalunk hasznalt allatmodellben az IL-1 jelatvitel defektusa
(IL-1 receptor knock-out egerek) nem védi ki a majkarosodas és a NASH indukalta
fibrozis kialakulasat.

9. NASH betegek majszovetében fokozott inflammaszéma expresszidé mutathat6 ki.

A munkéank hozzajarult tovabba a NASH betegekben megfigyelhetd csokkent antiviralis

immunitas pathomechanizmusanak megértéséhez.
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10. A Dupla szalti RNS stimulécio altal kivaltott antiviralis immunreakcid és 1-es tipust
interferon termelés csokkent a majban nem alkoholos steatohepatitis esetén.

11. A dsRNS-t felismerd helikaz receptorok (RIG-I, MdaS) adapter molekulajanak, a
MAVS-nak a hepatikus expresszidja, mitokondrialis lokalizacidja €és oligomerizacioja
csokkent nem alkoholos steatohepatitis esetén. A fentick sziikségesek lennének a
dsRNS altal kivaltott 1-es tipusu interferon termeléshez.

12. A MAVS csokkent mitokondridlis elhelyezkedése valdsziniileg a mitokondrialis
karosodas és oxidativ stressz kovetkezménye. Tovabba, dsRNS az apoptosis tovabbi
indukalasa helyett necrosishoz vezet a NASH altal érintett méajban részben a fokozott
RIP3 expresszionak kdszonhetden.

13. Dupla szalat RNS stimulaci6 fokozott majkarosodashoz vezet NASH esetén a

csOkkent TNFa termelés ellenére.
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