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1. Bevezetés

A fejlett, nyugati tarsadalmakra jellemz0 magas zsirtartalmi taplalkozas
szamos betegséghez vezethet, pl. hiperlipidémia és elhizas. A hiperlipidémia
megvaltozott vérzsir szinttel (atlagnal magasabb LDL, &sszkoleszterin,
triglicerid, alacsonyabb HDL) jellemezhetd. Ezen korképben a maj lipid
terhelése és felhalmozasa n6. A maj els6sorban trigliceridek formajaban tarolja
a lipideket, emellett a bioaktiv digliceridek, ceramidok szintje is meghatarozo.
lipotoxicitassal tarsulhat. Lipotoxikus koriilmények hatdsara a maj anyagcseréje
megvaltozik, amely befolyasolhatja a ma4j extracellularis vezikulak (EV)

Az EV-k kettds foszfolipid réteggel hatarolt, dontéen gomb alaka
partikulumok. Komplex molekularis dsszetételiik révén fontos szerepiik van a
sejt-sejt  kozotti  kommunikacioban. Membrannal elhatarolva képesek
kiilonb6z6 molekulak szallitdsara. Az EV-k csoportositdsa torténhet
biogenezisiik vagy méretiik alapjan. Méretiik szerint elkiilonitettiink koézepes
EV-ket (mEV, 150 nm-1 pum) és kis EV-ket (SEV, <150 nm).

A maj kozponti szerepet jatszik az EV-k keringésbdl torténd felvételében.
A magas scavenger receptor expresszioja révén a Kupffer sejtek hatékonyan
veszik fel a negativ felszini toltéssel rendelkez6 EV-ket. A hepatocitak és a m4j
szinuszoidalis endotél sejtek (LSEC-k) szerepe még nem teljesen ismert az
emlitett folyamatban, pinocitotikus aktivitasuk révén elképzelheté, hogy
képesek a kisebb méretiit EV-k felvételére. Emellett a mé4j EV termelése is
jelentds. A parenchimalis és nem-parenchimalis sejtek (NPC-K) is képesek EV
szekréciora. Szerepik egyarant meghatarozo fizioldgias és patologias

folyamatokban.



2. Célkitiizések

Munkank soran a m4j lipid metabolizmusat, EV termelését és felvételét

vizsgaltuk normolipémias és hiperlipidémias koriilmények kozott.

1. Kroénikus (20 hét) magas zsirtartalmi diéta (HFD) segitségével

hiperlipidémias egér modellt hoztunk 1étre. Az egerek plazmajabol szarmazo

mintdkbol megvizsgaltuk az apolipoproteinek, lipid homeosztazissal

kapcsolatos gének, sEV-k, mEV-k mennyiségét, az egerek majabol pedig a

hiperlipidémias egerekre jellemzd lipidprofilt. A kovetkezd kérdésekre

kerestiink valaszt:

o Hogyan valtozik az egerek testtomege, gliikz tolerancidja és a plazma
LDL/VLDL ¢és HDL koleszterin szintje?

e Hogyan befolyasolja a kronikus HFD a maj lipid 6sszetételét?

e Hogyan valtozik a maj Pcsk9, Anxa2, Cd36 és Ldlr mRNS és fehérje
expresszidja?

e Hogyan valtozik a plazma mEV ¢és sEV szintje kronikus HFD hatéséra?

e Van-e Osszefiiggés a plazma EV és a m4j lipid tartalma kozott?

2. Az EV-k disztribicidjanak vizsgalatdhoz optimalizaltuk az EV-k %™Tc-

HYNIC-duramicinnel torténd jelolését, majd a kovetkezo kérdésre kerestiik a

valaszt:

e Milyen in vivo eloszlast mutat a ®"Tc-HYNIC-duramicin jelolt HEK293T-
palmGFP eredetii mEV és sEV egérben?

3. Kovetkez6 1épésben a szabad zsirsavakkal torténé (FFA) kezelés hatasat

vizsgaltuk a majsejtek EV termelésére és felvételére.



Primer majsejt kultardban megvizsgaltuk, hogy FFA kezelés hatasara
hogyan valtozik az mEV-k és az SEV-k termelése?

Hepatocita mono- és hepatocita-NPC ko-kultaraban megvizsgaltuk, hogy
milyen majsejtek veszik fel az mEV-ket és az sEV-ket €s erre milyen hatasa

van az FFA kezelésnek?



3. Modszerek

Allatkisérletek

A him, C57BL/6 egereket 6 hetes korukban véletlenszertien két csoportra
osztottuk, majd 20 hétig HFD-n (45 kcal% zsir) vagy normal ragcsalo tapon (10
kcal% zsir) tartottuk. A kisérlet idotartalma alatt az egerek testtomegét két
hetente megmértiik. A HFD/kontroll diétat kovetden gliikdz tolerancia tesztet
végeztiink, megmértiik a plazma éhomi LDL/VLDL ¢és HDL koleszterin

szintjét.

A maj génexpressziéjanak vizsgalata kvantitativ PCR-rel

A majszovet homogenatumbol RNS-t izolaltunk, amelybdl reverz
transzkripcioval cDNS-t hoztunk létre. A kovetkezd gének expresszidjat
vizsgaltuk Tagman assay-jel: Gapdh, Cd36, Ldlr, Pcsk9 ¢és Anxa2. A
génexpresszio valtozasanak mértékét 244t modszer segitségével, Gapdh belsé

kontroll hasznalataval allapitottuk meg.

A maj PCSK9, CD36, LDLR ¢és ANXA2 fehérje tartalmanak
meghatarozasa

A szolubilis PCSK9 fehérje szint meghatarozasahoz a majszovet mintakat
proteaz gatlot tartalmazo PBS-ben homogenizaltuk. A lizatum fehérje tartalmat
LEGEND MAX™ Mouse PCSK9 ELISA Kit-tel hataroztuk meg.

A membrankotott LDLR, CD36 ¢és ANXA2 szintjét Western blot
modszerrel vizsgaltuk. A majszovet mintakat proteaz inhibitort tartalmu sejt
lizis pufferben homogenizaltuk. Az elektroforetikus szeparaciot kdvetden a
fehérjéket polivinilidén fluorid membranra juttattuk. A fehérjéket indirekt

eljarassal detektaltuk, kemilumineszcens szignal alapjan. A kapott csikok



optikai denzitasat ImageJ programmal hataroztuk meg. Az egyes értékeket az

aktin bels6 kontroll fehérjére normalizaltuk.

A maj lipidomikai vizsgalata HPLC-MS/MS segitségével

Majanként két, 1-2 mg tomegli szOvetmintat gyjtottink. A fehérje
koncentracié meghatarozasahoz a szovetmintat lizis pufferben vettiik fel. A
modszerrel hataroztuk meg. A HPLC-MS/MS analizishez a szdvetmintat
metanolos oldatban reszuszpendaltuk, majd ultrahangos homogenizaciot
kovetéen Series200 Autosampler HPLC késziilékkel vizsgaltuk a triglicerid,
diglicerid €s ceramid tartalmat. A m4j lipid tartalmat a szovet fehérje tartalmara

normalizaltuk.

Plazma eredetii EV-k szeparalasa

A kontroll és HFD egerek vérébol plazmat izolaltunk. Els6é 1épésben
differencial centrifugalassal elkiilonitettiik a sejttormelékeket, nagyméretii EV-
ket (2.000 g), az mEV-ket (12.500 g) és az SEV-ket (100.000 g). Az mEV ¢és
SEV frakcidkat tovabb tisztitottuk méretkizarasos kromatografiaval. A gyartd
utasitasai szerint 1,5 ml poolozott EV frakciot gyjtottiink. Az EV-k jelenlétét
aramlasi citometriaval és nanopartikulum kdvetd analizissel (NTA) igazoltuk.
A valasztott EV szeparalasi modszer hatékonysagat transzmisszios elektron

mikroszkoppal (TEM) is igazoltuk kontroll mintak felhasznalasaval.

Primer majsejtek izoldlasa
A primer majsejteket in situ, anterograd, két 1épéses kollagenaz perfuzioval
izolaltuk. A hepatocitakat alacsony centrifugalasi erével (50 g) tlepitettiik. A
centrifugalast kovetden a feliiliszot jégre félreraktuk NPC izolalashoz. A sejt
iiledéket 40 %-0s Percoll oldatban reszuszpendaltuk a halott sejtek
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eltavolitasahoz. 85 %-os ¢letképesség felett a hepatocitakat I-es tipust kollagén
rétegen tenyésztettilk: EV felvétel vizsgalatahoz 24 lyuku- (1,5x10° sejt/lyuk),
EV termelés analiziséhez 6 lyuku (1x10° sejt/lyuk) sejttenyésztd lemezen,
szérummentes koriilmények kozott (hepatocita monokultara).

A hepatocita-NPC ko-kultarahoz a letapadt hepatocitakat I-es tipusu
kollagénnel inkubaltuk, ezzel létrehozva egy kollagén-hepatocita-kollagén
szendvics kultarat. A hepatocitdk feliilusz6jabol NPC sejteket izolaltunk
differencial centrifugalassal (300 g). Az €16 sejteket 33 %-0s Percoll oldattal
szeparaltuk. Az NPC-ket a hepatocitdkra rétegeztik 1x10° sejt/lyuk

koncentracioban.

Immuncitokémia

A kilonb6z6 majsejtek jelenlétét a hepatocita-NPC  ko-kultaraban
immuncitokémiai moddszerrel igazoltuk. A mintdk fixalasat, blokkolasat és
permeabilizalasat kovetden a hepatocitakat (albumin®), Kupffer sejteket
(F4/80%) és LSEC-ket (CD146%) a ko-kultiraban sejt specifikus markerek
alapjan direkt és indirekt jeloléssel azonositottuk. A lemezeket Leica TCS SP8

konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk.

Kezelés szabad zsirsavakkal
A hiperlipidémias koriilményeket in vitro 16 oras FFA kezeléssel
modelleztiik 10 % BSA jelenlétében. Az olajsav koncentracidja 400 uM a

palmitinsav végs6 koncentracigja 200 uM volt.

Olajvoros festés

crer

meg. A sejteket Nikon Diaphot TMD Inverted Mikroszkoppal vizsgaltuk. Az



olajvorossel festett lipidcseppek relativ méretét ImageJ programmal hataroztuk

meg.

Albumin, hugysav és citokin termelés vizsgalata

A hepatocitdk albumin termelését a kondicionalt médiumbol Mouse
Albumin ELISA Kit segitségével mértilk. A hugysav koncentraciot Amplex
Red Uric Acid/Uricase Assay Kit-tel hataroztuk meg. A majsejtek citokin
termelését a  kondiciondlt médiumbol LEGENDplex™  Mouse
Macrophage/Microglia Panel 13-plex kittel vizsgaltuk.

Hepatocita eredetii EV-k szeparalasa

Az EV-ket 24 6raval a szérum megvonast kovet6en kontroll és FFA kezelt
sejt kondicionalt médiumbdl szeparaltuk. A plazma eredeti EV-k
szeparalasanal ismertetett modszert valasztottuk kis modositasokkal. A 2000 g
centrifugalast megel6zoen a sejteket centrifugalassal (300 g) és szliréssel (5 um)
tavolitottuk el. Az EV-k jelenlétét aramlasi citometriaval és NTA-val igazoltuk.
A valasztott EV szeparalasi modszer hatékonysagat TEM-mel is igazoltuk

kontroll mintak felhasznalasaval.

HEK?293T-palmGFP eredetii EV-k szeparalasa

A kondicionalt médiumot 24 oraval FBS megvonast kdvetden gyijtottiik.
Elsé lépésben a sejteket centrifugalassal (300 @) és szlréssel (5 um)
eltavolitottuk. Ezt kovetden differencial centrifugalassal a nagyméretii EV-Kket
(2.000 g) és mEV-ket (12.500 g) szeparaltunk. Az mEV-k feliiluszojat TFF-
Easy késziilékkel koncentraltuk, majd ultracentrifugalassal sEV-ket (100.000 g)
szeparaltunk. Az EV-k jelenlétét TEM-mel, aramlasi citometriaval és NTA-val

igazoltuk.



Az EV mintak karakterizalasa MISEV2018 iranyelvei alapjan

Az EV-k morfologiajat TEM-mel vizsgaltuk. Az EV-ket formvar bevont
racsra helyeztiik, majd 2 %-0s glutaraldehiddel fixaltuk. A kontrasztot elsd
Iépésben uranil oxalattal noveltiik. A mintdkat tovabb kontrasztoztuk és
beagyaztuk 4 %-0s uranil acetat és 2 %-0s metil celluloz keverékében.

A HEK293T-palmGFP eredetii EV-k CD81 és CD63 expressziojat immun-
TEM-mel hataroztuk meg. Az EV-ket formvar bevont racsra helyeztiik, majd 4
%-os paraformaldehiddel fixaltuk. 2 %-os szacharozzal torténd blokkolast
kovetden indirekt eljarassal detektaltuk a CD81 és CD63 markereket. Majd az
el6z06 bekezdésben ismertetett mdédon kontrasztoztuk és beagyaztuk a mintakat.

Az EV frakciok méreteloszlasat, részecskeszamat NTA-val hataroztuk meg,
ZetaView PMX-120 késziilékkel.

Az EV-k fehérje tartalmat Micro BCA modszerrel, lipid tartalmat szulfo-
foszfo-vanillin lipid assay modszerrel mértiik meg.

Az EV asszocialt markerek vizsgélatdhoz az EV-ket latex gyongyhoz
kotottiik. Elokisérletben meghataroztuk az optimalis EV/gyongy aranyt, amely
szemikvantitativ elemzési modot tett lehetévé. Az EV-vel fedett gyongy
feliiletének blokkolast kdvetden direkt és indirekt modszerrel jeldltiik az EV-
asszocialt markereket (AnnexinV, CD81, CD63, CD9 és ApoB). A HEK293T-
palmGFP eredeti EV-k GFP expressziojat aramlési citométerrel és FOBI

késziilékkel hataroztuk meg.

Az EV felvétel vizsgalata aramlasi citometriaval

Az EV felvétel kinetikajat hepatocita-NPC ko-kultiraban hataroztuk meg
normolipémias koriilmények kozott. A kinetikai vizsgalat alapjan 16 6ra FFA
kezelést kovetdéen 1 ug lipid tartalma az mEV-t és sEV-t 24 oran keresztiil

inkubaltuk a sejtekkel. A majsejteket felszedtiik a tenyésztd lemez felszinérol.
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A hepatocitakat alacsony centrifugalasi erGvel valasztottuk el az NPC sejtektol
(50 g). A hepatocitak feliilisz6jabol centrifugalassal 6sszegyijtottiik az NPC-
ket (300 g). Sejtspecifikus markerek alapjan elkiilonitettiik a Kupffer sejteket
(F4/80%) és az LSEC-ket (CD146%). A majsejtek EV-k felvételét a sejtek GFP

szigndlja alapjan hataroztuk meg.

HEK293T-palmGFP eredetii EV-k radioizotopos jelolése és in vivo
SPECT/CT kovetése

A HEK293T-palmGFP eredetii mEV-k/SEV-k radioizotopos jeldlése ™ Tc-
HYNC-duramicin  kittel ~ tortént. A jelolt EV-ket méretkizarasos
kromatografiaval tisztitottuk. Az EV-ket 1-1,5 ml PBS oldatban gyijtottiik
ossze. C57BL/6 egerekbe, farok vénan keresztiil 1243 MBq *™Tc-HYNC-
duramicinnel jelolt EV-t injektaltunk. A CT és az azt kovetd SPECT mérés egy
ordval az injektalast kovetden tortént. A rekonstrualt képeket Fusion és
VivoQuant szoftverekkel analizaltuk: a megfelel6 vizsgalati régiokat
manudlisan a szervek folé helyeztiik a CT felvételen. Az EV-k eloszlasat a
szivben, tiidokben, vesékben, hugyhodlyagban, majban, 1épben és a csontokban

is megmértiik.

Statisztikai analizis és hasznalt grafikai szoftverek

Az értékeket atlagtstandard deviacio értékben adtuk meg. A statisztikai
analizist a GraphPad Prism 7,00 programban végeztiik el. Az adatok normal
eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A normal eloszlast mutato
adatoknal, parositatlan T-tesztet, tobbszoros T-tesztet vagy két szempontos
ANOVA tesztet végeztiink. Post-hoc analizisként a szignifikanciat Tukey’s
tobbszOrds Osszehasonlitdo tesztjével hatdroztuk meg. Ha az adatok nem

mutattak normalis eloszlast Mann-Whitney tesztet valasztottunk. p <0,05 alatt
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tekintettiik statisztikailag szignifikansnak az eredményeket. A Kkorrelacio
analizisnél Pearson-féle korrelacids egyiitthatdt hataroztunk meg (r). Abszolut
értékeket tekintve a kovetkezd kategoriakat allitottuk fel: r=0-0,2=nincs
korrelacio, r=0,2—0,4=gyenge korrelacio, r=0,4-0,6=mérsékelt korrelacio,
r=0,6-1=er6s korrelacio. Az abrakat GraphPad Prism 7,00 és Microsoft

PowerPoint programban készitettiik el.
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4. Eredmények

HFD vagy kontroll tapon tartott egerek karakterizalasa

A HFD egerek ¢homi gliikoz szintje szignifikdnsan megndvekedett, a
gliikdz tolerancidja lecsokkent. A plazma LDL/VLDL és HDL koleszterin
szintje megemelkedett. Hiperlipidémias koriilmények hatasara egy hét utan
szignifikansan megndvekedett az egerek testsulya, amely a kisérlet id6tartalma

alatt végig magasabb maradt.

srer

A mjj triglicerid és diglicerid tartalma mind a vizsgalt altipusok, mind az
Osszemennyiséget tekintve szignifikdnsan megemelkedett. A ceramidok
Osszmennyisége nem valtozott meg. A CER 18:0, CER 20:1 ceramid aranya
szignifikansan megnovekedett. A detektalt egyszeresen telitettlen trigliceridek
és digliceridek aranya nétt, mig a telitetteké csokkent, a ceramidok szintje nem

valtozott meg.

A maj PCSK9, LDLR, ANXA2 és CD36 expresszidjanak vizsgalata
A HFD hatasara a PCSK9 expresszioja csokkent, amellyel parhuzamosan
annak endogén inhibitora az ANXA2 szintje nétt. A CD36 és LDLR

felszabadulva a gatlas al6l magasabb szintet mutatott.

A hiperlipidémia hatasa az egér vérplazma EV tartalmara

Az mEV-vel fedett pozitiv gyongydk aranya alacsony volt AnnexinV,
CD63 ¢és CDS81 markerek alapjan, a hiperlipidémias koriilmények nem
befolyasolta mennyiségiiket. Az ApoB a gyongyok kozel 80 %-an jele volt. Az
SEV-vel fedett pozitiv gyongyok aranya magasabb volt a CD63 és CD81
markerek alapjan. A HFD szignifikdnsan megemelte a CD81" gyongyok
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szazalékos aranyat. Az ApoB a gyongyok 100 %-an jelen volt, atlag
fluoreszcencia értéket tekintve a HFD csoportban magasabb jelet detektaltunk,

ami jol korrelal a plazma LDL/VLDL tartalméval.

A plazma sEV és az egerek testtomege, plazma koleszterin és a maj lipid
tartalma kozotti korrelacio vizsgalata

A HFD egerek testtomege pozitivan korrelalt a plazma CD63" és CD81*
sEV tartalmaval. A kontroll egerek plazma LDL/VLDL tartalma negativ
Osszefiiggést mutatott a CD63, CD81 és ApoB markerekre, mig a HFD
csoportban pozitiv Osszefliggést lattunk. A kontroll csoportban pozitiv
korrelaciot talaltunk a maj triglicerid tartalma és a plazma sEV tartalma kozott
(CD63, CD81 és ApoB), a HFD egereknél forditott tendenciat talaltunk a
digliceridek és az AnnexinV* és CD41" SEV-k k6zott.

FFA kezelés hatasa a majsejt kultirakra

A hepatocita-NPC ko-kultaraban konfokalis mikroszkoppal azonositottuk a
hepatocitakat (albumin®), Kuppfer sejteket (F4/80*) és LSEC-ket (CD146) sejt
specifikus markerek alapjan. A Kupffer sejtek (22,9+4,8 %) és LSEC-k
(39,944,8 %) aranyat aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

A hepatocitak szérum mentes koriilmények kozott kuboidalis morfologiat
mutattak. Citoplazmajukban lipid csepp akkumulacié volt lathatd olajvords
festés alapjan. 16 o6ra FFA kezelést kdovetden a lipid cseppek mérete
szignifikansan megndvekedett. Ezzel szemben az NPC-k lathatban nem
halmoztak fel zsircseppeket.

A kisérleti id6 alatt a kontroll és az FFA kezelt hepatocitak albumin
termelésében nem lattunk kiilonbséget. 16 ora FFA kezelést kdvetden a

hepatocitak hiigysav termelése szignifikansan megnovekedett.
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A majsejtek citokin termelésének vizsgalata

A heptocitak nagy mennyiségben szekretaljak a GCSF (304,8+75,0 pg/ml)
és 1L23 (611,44+298,5 pg/ml) fehérjét, expressziojukat a zsirsav kezelés nem
befolyasolta. A hepatocita-NPC ko-kulttraban a GCSF (336,3+£272,6 pg/ml) és
az 1L.23 (509,44364,2 pg/ml) fehérjéken kiviil a CXCL1 (830,3+981,6 pg/ml)
szintje is magasnak bizonyult. Az FFA kezelés szignifikansan megndvelte a ko-
kultara kondicionalt médiumanak GCSF (780,2+716,8 pg/ml) és CXCL1
(780,2+716,8 pg/ml) citokin tartalmat.

A hiperlipidémia hatasa a hepatocitik EV termelésére

A maj dominans sejttipusanak a hepatocitdknak EV termelését in vitro
primer sejtkultiraban vizsgaltuk. Az AnnexinV* és CD63" hepatocita eredetii
mEV-vel vagy SEV-vel fedett gyongyok aranya alacsony volt és az FFA kezelés
nem befolyasolta mennyiségiiket. Ezzel szemben, a hiperlipidémids
koriilmények szignifikinsan megnovelték a CD81* mEV-vel vagy sEV-vel

fedett gyongyok aranyat.

HEK293T-palmGFP eredetii EV-K in vivo eloszlasa

A HEK293T-palmGFP eredetli *"Tc-HYNIC-duramicin jeldlt SEV-k
esetén a teljes radioaktivitas 69,5+2,5 %-at, mEV-k esetén a 69,7+0,7 %-at a
maj teriiletén detektaltuk. A 1ép bizonyult a masodik legjelentdsebb szervnek az

EV-k akkumulacidjaban (sEV: 4,8+1,0 %, mEV: 5,5£1,0 %).

EV felvétel hepatocita monokultiraban normo- ¢és hiperlipémias
kornyezetben
A kinetikai vizsgalat szerint a hepatocitdk a HEK293T-palmGFP eredetii

mEV és sEV felvételi maximumat 24 dra utan érik el. A hepatocitak egyarant
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képesek voltak az mEV-k és sEV-k felvételére, amelyet a hiperlipidémias

kortilmények nem befolyasoltak.

EV felvétel hepatocita-NPC ko-kultiraban normo- és hiperlipémias
kornyezetben

A kinetikai vizsgalat szerint a hepatocitak, Kupffer sejtek és LSEC-k a
HEK293T-palmGFP eredetii mEV és sEV felvételi maximumat 24 6ra utan érik
el. A Kupffer sejtek inkabb az mEV-ket vették fel, mig az LSEC-k szerepe az
sEV  felvételben volt kiemelkedd. A hiperlipidémias koriilmények
szignifikansan lecsokkentették a Kupffer sejtek mEV és az LSEC-k SEV

felvételét.
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5.

Kovetkeztetések

A maj kdzponti szerepet jatszik az EV-k eliminéciojaban, de ezen vezikulak

szabalyozo funkcidval is rendelkeznek. Hiperlipidémias koriilmények kozott

fokozddik a lipidek felhalmozésa a hepatocitdkban, ami zsirméj kialakulasdhoz

vezethet. Munkank soran a maj lipidfelhalmozodasat és az EV dinamika

valtozasait vizsgaltuk normolipémias és hiperlipidémias koriilmények kdzott.

Vizsgalatainkban a kdvetkezdket bizonyitottuk:

A 20 hétig tartd kronikus HFD elhizéssal tarsuld anyagcsere valtozasokat
okoz egerekben. A plazma éhomi koleszterin (LDL/VLDL és HDL) és
glikoz koncentricidja szignifikdnsan megnd, a szervezet gliikkoz
toleranciaja csokken. Ezzel parhuzamosan fokozodik a ma4j triglicerid,
diglicerid és ceramid (18:0 és 20:1) akkumulacidja. Az egyszeresen
telitetlen zsirsavat hordozo lipidek ardnya megno a telitett zsirsavat hordozo
lipid tipusokhoz viszonyitva.

A HFD hatasara a plazma koleszterin tartalmat szabalyoz6 PCSK9 szintje
lecsokken a majban. A PCSK9 fehérje aktivitasat gatldo ANXA2 valamint
az LDLR mennyisége megnd, ami hozzajarulhat a hepatocitak fokozott
lipidfelvételéhez.

A HFD hatasara megn6 a keringé CD81* és CD41* SEV-k aranya.
parhuzamosan né a plazma CD63*, CD81", illetve AnnexinV* sEV-k
aranya. Mig a kontroll egerek plazma CD63*, CD81* sEV tartalma erds
pozitiv korrelaciét mutatott a maj lipid tartalmaval, a HFD egereknél

forditott tendenciat lattunk az AnnexinV és CD41 markerek esetében.
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In vitro sejttenyészetben a hepatocitak CD81" mEV és sEV szekrécioja
szignifikdnsan megné a hiperlipidémiara jellemzdé zsirsav Osszetétell
tapfolyadékban.

A ®"Tc-HYNIC-duramicin komplexszel jelzett mEV és sEV in vivo
eloszlasanak kvantitativ vizsgalataval igazoltuk, hogy a keringésbe juttatott
vezikuldk megkozelitdleg 70 %-a a majban akkumuldlédik. A majbeli
feldusulast az EV-k mérete nem befolyasolja.

Az in vitro kisérletek szerint a maj NPC-k EV-felvételét befolyasolja az
EV-k mérete. Az mEV-ket a Kupffer sejtek, az SEV-ket az LSEC-k veszik
fel intenzivebben. Hiperlipidémias kornyezetben a maj NPC-k EV felvétele

szignifikansan csokken.
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