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1. BEVEZETES

Az emberi test figyelemre méltdan képes idomulnia belsé és kiils6 valtozasokhoz, mint példaul
a taplalkozasi 4allapothoz, a koOrnyezeti hdomérséklet ingadozasahoz, a fertdzések
bekovetkeztéhez, a cirkadian ritmus felboritdsdhoz és az dregedés folyamatdhoz. Ezek az
adaptacios folyamatok megkovetelik a metabolizmus dinamikus atprogramozasat a periférias
szovetekben. A hideg expozicio példaul a vazizomzat és a zsirszdvet metabolikus adaptacidjat
valtja ki azaltal, hogy ilyenkor ezek a szovetek a hdenergia biztositasa érdekében a zsirsav-
oxidaciora valtanak. Ezen alkalmazkodasi folyamat fontos eleme a rendkiviil dinamikus
zsirszovet, amely kdrnyezeti valtozasok hatdsara gyors atalakuldsra képes, és sejtjei megfeleld
esetén a lipidraktarozo fehér zsirszovet egyrészrol sejtjei térfogatanak novelésével (hipertrofia),
masrészrdl az adipocitdk szdmanak emelésével (hiperplazia) gyarapitja térfogatat, amely végiil
elhizdshoz vezethet. A ma mar népbetegségnek tekinthetd elhizéds tehetd feleldssé szamos
¢letmindséget rombolo jarulékos betegség gyakorisdganak emelkedéséért, mint példaul a 2 -es
tipusu cukorbetegség, a maj szteatdzisa, ateroszklerdzis és magas vérnyomas. Ezen betegségek
kezelésére kivalo stratégia lehetne a zsirszovet tomegének csokkentése egy 1€tezd természetes
mechanizmus célzott gyogyszeres aktivalasaval. Ez a folyamat a fehér zsirszovet barnulasa,
mely sordn a hideg kornyezetre adott adaptiv valaszként egy hdtermelésre specializalodott
adipocita tipus jelenik meg ¢s aktivalodik a szervezet termotolerancidjanak biztositdsa
érdekében. Ezek az tigynevezett *beige’ (sziniik utan: bézs) sejtek tulajdonsagaikban ugyan
hasonlitanak a barna zsirsejtekre, igy zsirraktaraikat szintén hétermelésre forditjak, de azért
mégsem egyeznek meg veliik teljesen. Mivel a beige zsirsejtek fejlédése erdésen indukalhato,
ezért napjainkban kiilonds hangsulyt kap ez a sejttipus, mint az 0j elhizas elleni terdpias
beavatkozasok vonzo cellularis célpontja. Ehhez fel kell tarni a beige iranyu
sejtdifferencialédasi folyamatok teljességét, amelyeket manipuldlvacsdkkentenilehetne a fehér
zsirszovet tomegét. Kiilonos figyelem fordul tehat a differencidlédasi folyamatok
szabalyozasara képes uj fehérjék vizsgalatara; a korabbi irodalmi adatok alapjan ilyen lehet a
szovetitranszglutaminazis. A dolgozatbanbemutatasrakeriild vizsgalataink szerintez az enzim
fontos szerepet jatszik a barnuldsi folyamatban, igy jovébeli gyogyszeres aktivalasa esetleg

hatékony célpont lehetne az elhizés és jarulékos betegségeinek kezelésében.



1.1. A zsirsejtek tipusai: fehér, barna, beige és pink adipocitak

A zsirszovetnek az emldsdkben kétféle anatomiailag is elkiiloniilé formdja taldlhaté meg: a
nagyobb tdmegl, sztromas vaszkularis frakcidjdban kiilonbozd sejttipusokat tartalmazoé fehér
zsirszovet, amely raktarozott energidja ¢hezés vagy stressz hatdsara mobilizalodva ATP
termelésre forditodik; és a sokkal kisebb tomegl barna zsirszovet (BAT), mely alacsonyabb
szintli raktarozas mellett, egyediilalld médon képes zsirtartalmat hétermelésre forditani a nem
didergéses termogenezisnek nevezett folyamat sordn. A sejtek barna szine a citokrém C nagy
mennyiségének koszonhetd ebben a mitokondriumokban igen gazdagszovetben. Hotermelésiik
kivaltdja az, hogy a barna zsirszovet sejtjei sokkal tobb olyan mitokondriumot tartalmaznak,
melyekben az elektrontranszportlanc miikddése szétkapcsolddik az oxidativ foszforilaciotol,
igy benniik proton visszaaramlas torténik a mitokondrium matrixaba. Ennek kovetkeztében a
lebomlé zsirokbol nem keletkezik energiat raktarozo ATP, hanem ehelyett energiatartalmuk ho
formdajaban szabadul fel. A hotermeld képességért a mitokondrium belsd membranjaban
talalhato szétkapcsold protein 1 (UCP-1) felelds. Ragesalokban felfedezték a zsirsejtek
harmadik tipusat is, mely fehér zsirszovetben jelenik meg hideg kdrnyezetre vagy adrenerg
kezelésre adottadaptiv valaszként, biztositva a szervezet termotolerancidjat. Ezek a sziniik utan
ugynevezett ,.beige” vagy ,brite” sejtek, bifunkciondlis fenotipust képviselnek, hiszen
tulajdonsagaikban hasonlitanak a barna zsirsejtekre, és zsirraktaraikat szintén hotermelésre
forditjak. A ,klasszikus barna” adipocitadkkal ellentétben az érett, stimuldlatlan beige zsirsejtek
alacsonyabb szinten fejezik ki a hétermeléshez sziikséges géneket. Ha a termogenikus jel
megszlnik, fehér-szerti, igynevezett ,,masked beige” zsirsejtek maradnak vissza in vivo. Az
UCPI1 indukeci6 kiilsé ingerektdl valo fiiggése a beige zsir fontos megkiilonbdztetd jellemzoje.
A beige adipocitdk rendkiviili plaszticitast mutatnak, a szervezet igényeinek megfeleléen
képesek ki-be kapcsolni hétermeld programjukat. Mind a barna, mind a beige sejtek a
mitokondridlis és termogenikus gének hasonld alapprogramjat fejezik ki. A csecsemok
interszkapularis barna zsirszovete nagymértékben hasonlit a ragcsalok klasszikus bama
zsirjara. Ezek alapjan a beige sejtek két funkcidra programozottak egyedien: termogenikus
ingerek hidnyaban képesek energiaraktarozasra, viszont teljes mértékben kép esek a hotermelés
beinditasara, amikor erre megfeleld jeleket kapnak. Erdekes médon, egér modellekben a
klasszikus barna zsir elvesztése a beige zsir kompenzacids indukcidjat valtja ki, ilyen modon is
biztositva a fiziologids testhomérsékletet €s a diéta okozta elhizassal szembeni rezisztenciat,
ami funkcidjukat tekintve barna és a beige adipocitak jelentds atfedésésre utal.

Az elmult évek intenziv kutatdsai az adipocitak egy tovabbi, negyedik tipusat is azonositottak;

az ugynevezett pink zsirsejteket. A pink adipocitak tejszekrécids alveolaris sejtek, amelyek
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terhesség és szoptatds sordn a fehér zsirsejtek transzdifferencidlodasabol szarmazhatnak.
Ezekre a sejtekre jellemzdk a citoplazmatikus lipidcseppek, apikalis feliiletiikon mikrovillusok
talalhatdak, kerek és nagyméretli sejtmagjuk centrdlisan helyezkedik el, tovabba robusztus,
durva endoplazmatikus retikulummal (RER), Golgi-komplexszel ¢és tejtartalmu
granulatumokkal rendelkeznek. A laktacid utdni fazisban a pink zsirsejtek fehér és bama
zsirsejtekké alakulnak &t és bizonyitékok tamasztjak ald a fehér-pink transzdifferencialodas, a
pink-barna transzdifferencialodas és a reverzibilis barna-myoepithelialis sejtkonverzio
hipotézisét, ami ismételten bizonyitja a zsirszovetre jellemzd rendkiviili és intenziv

plaszticitast.

1.2. A beige zsirsejtek hotermelésének indukalasa

Fiziologidsan a hideg expozicid 3-adrenerg stimulacié révén indukalja a barnulasi folyamatot
a fehér zsirszovetben (WAT). A szimpatikus idegrendszer norepinefrint (NE) valaszt ki, amely
kotodik a sejtfelszini B3-receptorhoz, ezt kdvetden az intracellularis jelatviteli kaszkaddok a
trigliceridek szabad zsirsavakkd (FFA) torténd lebomlasdhoz vezetnek. Az FFA aktivélja az
UCP1 -et, amely az ATP szintézisét6l szétkapcsolt 1égzést eredményez. Szakirodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a katekolaminok mellett szamos keringd hormon kapcsolodik a beige
adipocitak aktivalasdhoz, mint példaul a trijoéd-tironin (T3), a méj epesavai, a ’Fibroblast
growth factor 21’ (FGF21), az ’Atrial natriuretic peptide’ (ANP) és a ’B-type natriuretic
peptide’ (BNP), valamint a kardiotropin-1. Ezeken tilmenden a vazizomzat 4ltal a testmozgas
hatasara kibocsatott irizin nevii hormon szintén képes kivaltania fehér zsirszovet barnulasat.
Ezek a ligandok a megfeleld receptoraikon keresztiil kiilonb6z6 és gyakran atfedd
mechanizmusok révén valtjak ki a barnulasi folyamatot. Az epesavak példéaul aktivaljaka G-
protein-coupled bile acid receptor 1° (GPBARI1) receptorfehérjét, amely viszont az
intracellularis T3 képzodését eldsegité dejodindz enzimet indukalja. A beige adipocitik
aktivalasa tehat a fehér zsirszovet ,,barnuldsa”, hotermelésének indukalasa, mely folyamat
esetleges célzott/gydgyszeres aktivaldsa a népbetegségként jelentkezd elhizas és jarulékos

betegségei kezelésében bevethetd hatékony célpont lehetne.



1.3. Az anyagcsere szervezetszintii vizsgalata indirekt kalorimetriaval

Az emberek energiafelhasznalasénak értékelése eredetileg a hdétermelés szamszerlisitésére
(azaz a kozvetlen kalorimetridra) dsszpontositott, mivel a termodinamika els6 tdérvénye azt
josolta, hogy a fiziologiai folyamatokban elhaszndlt 6sszes energia hoként oszlik el a
hdstabilitds €s az elhanyagolhato energiatarolas koriilményei kozott. Egy ilyen technikailag
nagy kihivast jelentd eljarast azonban hamarosan kivaltottak azok a mddszerek, amelyek a
hétermelés mértékét az oxigénfogyasztas és a szén-dioxid termelés alapjan szamitjak ki a
klasszikus Weir-egyenlet szerint:

hétermelés (kJ/kg) =4,186 x [3,9 x elfogyasztott O, (L) +1,11 x termelt CO, (L)].

Az oxigénfogyasztas és a szén-dioxid-termelés mérésével az indirekt kalorimetria valos ideji
adatokat szolgaltat az energiafelhasznalasrdl, az alvas €s nyugalomi fazis anyagceseréjének, a
taplalék hotermelésre kifejtett hatasanak €s a fizikai aktivitas energiakoltségének detektalasara.
Fontos, hogy az ilyen mérések az energiaszubsztraitumok hasznositdsardl is informaciot
nyUjtanak. Az indirekt kalorimetria hasznalata értékes eszkdz lehet az elhizas kezelésében
személyre szabott beavatkozasok esetén, nem szabad azonban megfeledkezniink arr6l, hogy az

anyagcsere szabalyozasanak modja egyénenként nagyon eltérd lehet.

1.4. A szoveti transzglutaminaz bioldgiai funkcioi
Ahogy a zsirszovetekrol szerzett ismereteink egyre gyiilnek, ugy né az esély az obezitas és a
vele kapcsolatos betegségek 10j ¢és hatékony terdpidjanak kidolgozasara. Olyan
sejtdifferencialodasi folyamatok feltarasara van sziikség, melyeket befolyasolva aktivalni
lehetne a beige adipocitakat, és ezaltal csokkenteni a fehér zsirszovet tomegét. Ehhez a
génexpresszio szabalyozasara képes fehérjék tovabbi vizsgalatara van sziikség. Ilyen fehére
leheta szovetitranszglutaminaz (TG2, EC 2.3.2.13) amely extracellularisan és intracellularisan
is kimutathatdé multifunkciondlis fehérje. Bizonyos sejttipusok esetén lokalizalodhat a
sejtmagban, a mitokondriumban vagy a plazmamembranban is. Fehérje keresztkoto és
guanozin-5'-trifoszfat (GTP) hidrolizalé aktivitassal is rendelkezik. Ca2* jelenlétében a TG2
nem képes megkotni a GTP-t, igy nyilt konformaciot vesz fel, amely kovalensen keresztkoti a
fehérjéket, és transzamidaz-aktivitas révén izopeptid kotéseket hoz létre a glutamin és a lizin
oldallancai k6zott. GTP-hez kotott formaban azonban a TG2 zart konformaciét vesz fel, és
GTPazként miitkodhet, viszont ilyenkor nem rendelkezik keresztkoto aktivitassal. Ezenkiviil a
TG2 fehérje-diszulfid izomeraz és protein-kinaz aktivitassal is rendelkezhet. A TG2 kiilonféle

bioldgiai folyamatokban vesz részt, példaul a citoszkeleton szabalyozésaban, a sejtadhézio



kialakitasaban és a sejthaldl folyamataban katalitikusan aktiv, vagy csak interakcios
partnerként. Szamos tanulmany kapcsolta a TG2 funkcioit kiilonféle tipust betegségekkel,
példéaul a rakkal, a 2-es tipusu cukorbetegséggel, neurodegenerativ rendellenességekkel és a

lisztérzékenységgel.

1.5. Szoveti transzglutaminaz hianyos egérmodellek

A TG2 komplex bioldgiai szerepének vizsgalatara irdnyulo stratégidk kozott szerepel a TG2
aktivitasat gatolni képes kis molekuldk alkalmazasa, valamint a TG2 szubsztratjainak és
interakcids partnereinek azonositasa és jellemzése. Ezen tuilmenden, két TG2 knock-out (KO)
egérmodellt hoztak Iétre eltérd modszerek alkalmazasaval. Az egyiket a keresztk6td aktiv
knock-in egér modell, amely modszer Cre rekombinazt expresszalo allatokkal valo keresztezés
utan lehetdvé tette mindkét allél inaktivalasat. A TG2 multifunkcionalitdsat figyelembe véve
meglepd, hogy a TG2 homozigdta delécidja nem okoz letalis fenotipust. A TG2 '~ egerek
¢letképesek és termékenyek, normal testsulyra €s méretre nének fel, anélkiil, hogy nyilvanvalo
rendellenességek mutatkoznanak a fejlddésiikben és a szervfunkcidikban. A stlyos
kiillonbségek hidnyanak legvaldszinlibb magyaridzata, hogy emldsok szoveteiben mas
transzglutaminazok képesek kompenzalni a TG2 elvesztését. A KO modellek részletes
vizsgalata azonban feltarta, hogy a TG2 részt vesz az apoptotizald és a fagocita sejtek kozotti
kolcsonhatasdban a szdvetek integritdsdnak biztositdsa érdekében, és sziikséges az NB4
promielocita sejtek neutrofil irdnyt differencidlédasahoz, valamint a baktériumok ezen sejtek
altali elpusztitaisahoz. A TG2 eltavolitdsa tokéletlen sebgyogyulashoz €s autoimmunitis

kialakulasahoz vezethet, tovabba gliik6z intoleranciat és hiperglikémiat okozhat.

1.6. A szoveti transzglutaminaz G fehérje funkcidja
GTP kotott zart konformacioban, a TG2 miikodhet G fehérjeként (Gha), amely az alB-
adrenoreceptorrol (alB-AR), az oxitocin receptorrél, a tromboxan A2a receptorrdl, és a
follikulus stimulalé hormon receptorrél tovabbithat jelet. Altalanossagban elmondhato, hogy a
G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) kdlcsonhatasba 1épnek a heterotrimer G fehérjékkel,
azonban a TG2/Gha a kalretikulinnal (Ghp) képez heterodimert, amely azonban a heterotrimer
G fehérjékhez hasonloan miikodik. A receptor aktivaciojat kovetéen a TG2 fehérjén a GDP
GTP-re cserélodik, és a G fehérje funkcio aktivaldédik. A GTP-hez kotott TG2/Gha disszocial
a GhB-rol, majd kozvetleniil aktivalja a foszfolipaz Cd 1-et (PLC 81), amely inozitol-trifoszfat



felszabadulashoz és az intracellularis Ca2* koncentracié emelkedéséhez vezet. Ezen kiviil a
TG2/Gha mas jelatviteli utakat is szabalyozhat, beleértve az adenilat ciklaz (AC) aktivitasat és
a nagy vezetOképességli Ca2*-aktivalt K* csatornak kozvetlen aktivalasat vaszkularis
simaizomsejtekben. A TG2/Gha szignal akkor sztinik meg, amikor a GTP-az aktivitas révén a

GTP GDP-re hidrolizalodik és a TG2/Gha ujra 6sszekapcsolodik a Ghp-val.

1.7. A szoveti transzglutaminaz szerepe a mitokondriumok miitkodésében

A szakirodalomban leirt in vivo eredmények alapjan, fiziologias koriilmények k6zott a TG2
fehérje-diszulfid-izomerazként (PDI) is mikodhet, és kimutattak, hogy ezen aktivitasan
keresztiil hozzajarul a mitokondridlis 1€gzési lanc komplexeinek megfeleld
Osszeszerelddéséhez. Ismert, hogy a TG2-hianyos egerek karosodéast mutatnak a mitokondridlis
energiatermelésben, melyet a fizikai megterhelést kovetden csokkent ATP-szint bizonyit a
szivizomzatban. Ez a defektus fenotipusosan tiikr6zédik az allatok ATP-fiiggd motoros
izommunkéjanak dramai csokkenésében. Az ilyen fenotipus mogott meghiuzddoé molekuléris
mechanizmus a NADH-ubikinon-oxidoreduktaz (I. komplex), a szukcinat-ubikinon-
oxidoreduktdz (II. komplex) és a citokrom-oxidaz (IV. komplex), és az ATP-szintaz (V.
komplex) hibas diszulfidkotés-képzésében rejlik. A legjabb adatok azt mutatjak, hogy a TG2
aktivitdsa nemcsak a 1égzési lanc komplexek Osszeszerelddését tudja modositani, hanem a
kritikus gének, koztik a PGC-la ¢és a citokrom C 4atirasat is, amelyek fontosak a
mitokondriumok miikddése és biogenezise szempontjabol. Mas sejttipusoknal kimutattak, hogy
a TG2 szerepet jatszik az elektrontranszportlanc és az energiatermelés homeosztazisanak
fenntartasaban. A TG2 delécidja a légzési lanc 1. és II. komplexeinek jelentds deregulaciojat és

az ATP termelés csokkenését okozta egér embrionalis fibroblasztokban (MEF).

1.8. A mitokondriumok dinamikaja

A mitokondriumok kdzponti szerepet toltenek be az eukariota sejtek anyagcseréjében. Olyan
kulcsfontossagu folyamatok zajlanak benniik, mint a 1égzés, az oxidativ anyagcsere,
hozzajarulas a Ca2* homeosztazisahoz, a Krebs-ciklus, a zsirsavak lebontasa, antiviralis
jelatvitel, az 6regedés €és az apoptdzis. Rendkiviil dinamikus organellumok, melyek fzios és
hasadasi eseményeken, tovabba transzport folyamatokon és lebomlason is keresztiilmehetnek,
mely folyamatokat 6sszefoglaloan ,,mitokondridlis dinamikdnak” nevezziik. Ezen dinamikus
folyamatok mindegyike kritikus fontossagu az egészséges mitokondridlis populacié fenntartasa

érdekében, ezért a mitokondriumok mindségének folyamatos ellendrzése elengedhetetlen a



cellularis homeosztazis fenntartasdhoz. Tekintettel a mitokondrium kdzponti metabolikus
funkcidira, nem meglepd, hogy a mitokondrialis dinamika és a bioenergetika kdlcsondsen
befolyasoljak egymast. A mitokondridlis dinamika diszregulacidja miitkodésképtelen
mitokondriumok felhalmozodéasdhozvezet, amely szamos patologias folyamatban felfedezheto,
tobbek kozott neurodegenerativ betegségekben, izomsorvadéasban, szarkopénidban,
oregedésben és olyan anyagcsere betegségekben, mint példaul 2 -es tipusu cukorbetegség vagy
elhizas. A mitokondriumok fragmentdlodasa gyakran Osszefiigg a mitokondridlis funkcio
romlasaval, sulyos stresszhatasok, példaul a mitokondrialis membranpotencial elvesztése, az
ATP szint csokkenése esetén, valamint apoptozis soran dontden ez a morfoldgia figyelhetd
meg. Vannak azonban olyan események is, amikor a mitokondridlis haldzat teljes
mitokondridlis 6roklédésének biztositasara, valamint a posztmitotikus sejtek, példaul az
idegsejtek ¢és a kardiomiocitdk differencidlodasa soran, tovabba a mitofagia és a sejthalal
utvonalak szabalyozasi folyamataiban. A mitokondriumok ftzidja hozzdjarul a mitokondridlis
matrix komponenseinek haldézaton beliili eloszlasahoz, néveli a mitokondridlis halozat
homogenitasatés komplementaciotis biztosit. A fuzi6 kulcsfontossagu mechanizmus, amellyel
a mitokondriumok meg tudjadk menteni a halozat sériilt egységét. A mitokondriumok
elongacioja novelheti a mitokondrialis aktivitast, valamint védelmet nytjthat az autofagiaval
szemben. A mitokondrialis dinamika négy f6 fehérje-mediatora a dinamin guanozin-
trifoszfatdzok (GTPazok) csaladjanak tagjai: a mitofuzin 1 és 2 (MFNI1 és 2), az optikus atrofia
1 (OPA1) fehérje és a dinamin-kapcsolt protein 1 (DRP1). A DRP1 szinte teljes egészében a
citoszolban lokalizalodik, egészenaddig, amighasadast indukalo hatasra a mitokondriumkiilsé
membranjaban talalhatdé DRP1 receptor fehérjék barmelyikéhez kotddik, oligomerizalodik, és
egy hurkot képezve kettéosztja a mitokondriumot. Az osztédasi helyeket egy transzmembran
fehérje, a mitokondrialis hasadasi fehérje 1 (FIS1) jeloli ki. A mitokondrialis hasadasi faktor
(MFF) kolcsonhatasba 1€p a FIS1 fehérjével, és adapterként szolgal, amely rekrutdlja a DRP1-
et a polimerizacios folyamat eldsegitésére. A legijabb tanulmanyok kimutattdk, hogy a
hasadashozaz MFF sziikséges, azonban a FIS1 nélkiilozhetd. Ez a meglepd tény arra utalhat,
hogy léteznek mas fehérjék, amelyek feliilirhatjak a FIS1-et, és alternativ receptorokként
muko6dhetnek az MFF és a DRP1 szamara. A DRP1-t61 eltér6en, az MFN1, az MFN2 és az
OPAI1 a mitokondriumokban lokalizalodnak: az MFN1 és az MFN2 a kiilsé mitokondrialis
membranban helyezkednek el ugy, hogy az N- és a C-terminalisuk egyarant a citoszol fel¢

nézzen, az OPA1 pedig a belsé mitokondrialis membranban talalhato.



2. CELKITUZESEK

Kutatécsoportunk a TG2 sokrétli biologiai szerepének tanulményozasaval foglalkozik.
Koradbban a human barna zsirszovetben hatszoros TG2 génexpressziot mutattak ki a fehér
zsirszovethez képest, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az enzim fontos szerepet jatszhat a
zsirszovet hotermeld funkcidjaban.

Ezek alapjan vizsgalataink megvalaszolandd kérdései és jelentdsebbcéljai a kdvetkezdk voltak:
o A TG2 egér modell hidegtiirésében betoltott szerepének vizsgalata

e Feltarni, hogy milyen molekularis mechanizmusokon keresztiil vehetrészta TG2 a zsirszdvet
barnuldsaban

e Megvizsgalni, hogy a TG2/~ egerek hogyan reagalnak kiilonb6z6 adrenerg stimulusokra a
TG2+* allatokhoz képest

e Osszefiiggéseket kimutatni a TG2 Gho funkciéja és metabolikus szerepe ko zott

e A TG2** és TG27/~ preadipocitak és beige adipocitak Osszehasonlitd vizsgalatai
(génexpresszio, lézer pasztazod citometria, funkcionalis vizsgalatok Seahorse méréssel,
immuncitokémiai és fehérje szintii vizsgalatok)

o A TG2 mitokondridlis miikddésben és ezaltal a termogenezis fokozéasiban betdltott

szerepének azonositasa



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok és kezeléseik

A C57BL/6J genetikai hattérrel rendelkez6 TG2/~ egereket és a TG2*/* alomtarsaikat
heterozigdta sziilok paroztatasa utdn genotipizalassal azonositottak. Az egereket a Debreceni
Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Karanak Kisérleti Allathazdban kontrollalt koriilmények
kozott 12-12 ora sotét-vilagos ciklusokat valtva, egyenletes hdmérsékleten (22 += 1 °C-on) az
ivovizhez ¢€s taplalékhoz szabad hozzaférést biztositva, normal diétan tartottuk. Az
allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (DEMAB) altal
jovahagyott engedélyek alapjan (engedélyek szama: 14/2010/ DEMAB és 1/2014/DEMAB)
végeztik.

Vizsgalatainkhoz 6db TG2*+ és 6db TG2/~ allatot hasznaltunk fel. Az akut hidegkezelés soran
a 16 hetes him egereket 4°C-on (hidegszobaban) tartottuk minimalis almon, taplalék nélkiil, de
szabad 4°C-os ivoviz hozzaféréssel. Az allatok rektalis testhémérsékletét 30 percenként mértitk
¢s addigtartottuk 6keta hidegben, amigtesthdmérsékletiik az etikailagelfogadhatd 30°C korili
értékig le nem csokkent. Az allatok testtomegének lemérése utan intraperitonealisan 60 nM/g
testtomeg fenilefrint (specifikus al-AR agonista, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) vagy CL-
316,243-at (specifikus B-AR agonista, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) injektaltunk. Az
egereket tulaltattuk, kardialis punktuacioval vért vettiink, majd a kinyert szérumot -80 °C-on
taroltuk.

3.2. Indirekt kalorimetria

Az indirekt kalorimetrids vizsgalatokhoz a CLAMS (Columbus Instruments Comprehensive
Laboratory Animal Monitoring System, Columbus, OH) neviiberendezést alkalmaztunk, amely
lehetévé teszi kiilonbdzd fizioldgiai paraméterek nem invaziv, 24 Oras, automatizalt
detektalasat. A mérésekhez 6db TG2*/* kontroll és 6db TG2~~ 18 hetes him egeret hasznaltunk
fel. Az allatokat egyesével helyeztiik a metabolikus ketrecekbe, ahol 4 egymast kovetd napon
at, 12-12 ora sotét-vilagos ciklusokat valtva, szobahémérsékleten (22 = 1 °C-on), ivovizhez és
taplalékhoz szabad hozzéaférést biztositva, normal diétan tartottunk. A méréseket a kezdeti 18—
20 6ra utan 8 perces idokozonként végeztiik. Az elsé 24 ora volt az akklimatizacids id§szak,
amikor az egerek hozzéaszoktak az (1) kornyezetiikhoz. Az akklimatizacios periodust kontroll

mérés kovette 24 oran at kezelés nélkiil. Ezutan az egereket intraperitonealisan injektaltuk 60
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nM/gtesttomeg fenilefrinvagy CL-316,243 agonistaval, és metabolikus paramétereiket tovabbi

24 oran atkovettiik. Az 0sszes allat talélte a kisérletet és teljesen felépiilt.

3.3. Az artérias vérnyomas mérése és metabolikus paraméterek vizsgalata vérben

Az indirekt kalorimetrias kisérletet alapul véve, egy akklimatizacids napon, majd egy kezelés
nélkiili kontroll napon, végiil fenilefrin kezelést kovetéen mértiik az allatok vérnyomasat
CODA Standard Tail-cuff (Kent Scientific Corporation, Torrington, CT) nem-invaziv modszer
segitségével. Az €ber egerek farkara pneumatikus pulzusérzékeldvel felszerelt mandzsetta
keriilt, melynek segitségével meghataroztuk az 4llatok vérnyomasat és szivfrekvenciajat.

A vércukor-koncentraciot a korabban leirtak szerint mértiik. Az egerek vérplazmajabol szérum
mintakat allitottunk eld, amelyet kardialis punktuacioval gytijtottiink 13 oraval a fenilefrin
kezelést kovetden. Az 6sszkoleszterin (C), az alacsony stirliségii lipoprotein koleszterin (LDL-
C), a nagy surliségl lipoprotein koleszterin (HDL-C), a triglicerid (TG) és a laktat szintjét
kolorimetrids enzimvizsgalatokkal hatdroztuk meg a gyartd utasitasai szerint (Cobas6000,
Roche Ltd., Mannheim, Németorszag), mig a szabad zsirsavakat (FFA) standard laboratoriumi
méréssel vizsgaltuk. Az inzulintartalmat egér inzulin ELISA Kit alkalmazasaval detektaltuk
(Mercodia, Uppsala, Svédorszag), a gliikagonszintet a Glucagon EIA Kit (Sigma-Aldrich
Chemie GMBH, Darmstadt, Németorszag) segitségével mértiik, mindkét esetben a gyartd

utasitasai szerint 5db TG2*/* és 5db TG27~ 18 hetes him egér szérummintaibol.

3.4. Laktat dehidrogenaz és a kreatin-kinaz B kimutatasa

Az LDH aktivitast UV-kinetikus modszerrel hataroztuk meg, mig a CK-MB aktivitast
immunobjektiv UV kinetikai mdédszerrel mértiik Cobas-501 analizatoron (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag). Az LDH izoenzimeket Hydragel 1ISO-LDH-on valasztottuk el
elektroforézissel, €s az izoenzimek mennyiségét denzitometriaval hataroztuk meg (Sebia
Hydrasys, Sebia, Lisses, Franciaorszag). Az egyes LDH izoformak aktivitasat az 6sszaktivitas
értekének a denzitometrids meghatarozas soran nyert mennyiségek aranyainak megteleld

osztasaval kaptuk meg.

3.5. Az UCP1 hisztokémiai kimutatasa
A deparaffinalastkovetden a metszeteket megfestettik antiUCP1 elsddleges antitesttel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) 6 6ran at szobahdmérsékleten (1:500 higitdsban), majd inkubaltuk 1

oran at Alexa Fluor 488 kecskében termeltetett anti-nyul IgG-vel (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA). Az UCPI1 expressziojat FluoView 1000 konfokalis mikroszkép (Olympus,
Tokyo, Japan) segitségével vizsgaltuk, majd az UCP1 expressziojat Fiji képelemzé szoftver
(https://imagej.net/Fiji/Downloads) segitségével hataroztuk meg.

3.6. Preadipocita izolalas és beige iranyu differencialtatas

Az egerek gonadalis zsirszovetét steril koriilmények kozott preparaltuk ki. A zsirt (sztrémas
vaszkularis frakciokat) centrifugacsében 1 ml PBS-be helyeztiik, ¢s 80 ul kollagenaz (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) torzsoldatot (120 U/ml) adtunk hozza. Ezutan id6nként rdzogatva 1
oran at tartdé inkubalas kovetkezett 37 °C-on, majd tapfolyadékkal toltottiik fol a
centrifugacsovet és centrifugaltunk (10 min, 1300 rpm). Végiil még egy tapfolyadékos mosas
kovetkezett, majd a sejteket 6 lyuku Falcon sejttenyésztd lemezekbe (Corning Incorporated,
Durham, NY) helyeztilk. A sejteket 100% konfluencidig novesztettik DMEM-F12
tapfolyadékban, mely tartalmazott 10% FBS-t, 1% antibiotikumot/antimikotikumot
(penicillin/streptomycin), 33 uM biotint, és 17 uM pantotén savat (mind Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). A sejtek differencialodasat 2 napig indukaltuk 0,5 mM isobutil-metil-xantin, 125
nM indometacin, 2 pg/ml dexametazon, 850 nM inzulin, 1 nM T3 (mind Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) ¢és 0,5 uM roziglitazon (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) hozzdadéséaval. A 3.
naptol a 9. napig olyan DMEM-F12 differencialtato médiumban tartottuk a sejteket, mely 10%
FBS-t, 850 nM inzulint, 1 nM T3-t és 0,5 uM roziglitazont tartalmazott. Végiil TRIzolban
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) és 1x-es denaturalé pufferben gyiijtottiik be a sejteket
RNS ¢és fehérje izolalasdhoz. A differencidltatott sejtek egy részét begytijtés elott FBS nélkiil
10 uM arterenollal, 10 uM CL-316,243-mal, 10 uM fenilefrinnel vagy 10 uM forszkolinnal is
kezeltiik 4 6ran at (Altshuler-Keylinetal. 2016).

3.7. mRNS izolalas, reverz transzkripcio és valos ideji kvantitativ RT-gPCR

A preadipocitakbol és differencialtatott beige sejtekbdl TRIzol reagens segitségével teljes RNS-
t izolaltunk a gyart6 utmutatasa szerint (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). A mintadk RNS
Németorszag). A reverz transzkripcidhoz (RT) a mintakat 100ng/pl-re higitottuk és -20°C-on
taroltuk. Ezt kovetden az RNS-t templatként felhasznalva cDNS-t szintetizaltunk nagy
kapacitasi cDNS RT kit segitségével, a gyartd leirasanak megfeleléen (Applied Biosystems,
Foster City, CA).
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A preadipocitakbol és differencidltatott beige sejtekbdl nyert mintak esetén 3-3 bioldgiai
paralell mérést végeztiink, minden egyes minta esetében harom technikai parhuzamossal
dolgoztunk. A génexpresszi6 szintjeit RT-qPCR moddszerrel hataroztuk meg, SYBR Green
(Applied Biosystems, Foster City, CA) alkalmazasaval vagy FAM-MGB-vel jelolt TagMan
probak segitségével (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), Roche Light Cycler 480
késziilékben (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag). A génexpressziot AACP
modszerrel hataroztuk meg. A kapott értékeket a ciklofillin A (PPIA) haztartasi génre

normalizaltuk.

3.8. Western blot

A fagyasztott mintakat 2x Laemmli pufferben (125 mM TRIS/HCI pH 6.8, 4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-mercaptoetanol) hokezeltiik (5 perc, 100°C), majd Branson Sonifier 450
késziilékkel szonikaltuk (Branson Ultrasonics Corp, Danbury, CT) (2 perc, maximalis
intenzitas és cikluskontroll 40%), amit ismét hdkezelés (5 perc, 100 °C) és végiil centrifugalas
kovetett (15 perc, 14 000 g). A fehérjéket 10% vagy 12%-0s SDS-PAGE géleken valasztottuk
szét és PVDF membranra blottoltuk. A blottolads utdn a membranokat 4%-0s sovany tejporral
TTBS-ben (150mM NaCl, 25mM Tris/HCl pH=7,5, 0,01% Tween 20) blokkoltuk (1 ora,
szobahdmeérséklet). Az elsddleges antitestet 4 °C-on egy ¢jszakan at hagytuk a membranokon.
A héaromszor 20 percig TTBS-sel torténdé mosasi lépéseket kovetden torma peroxidaz (HRP)-
konjugalt egér, illetve nyul-ellenes IgG masodlagos antitesttel (Bio-Rad) inkubaltuk a
membranokat szobahdmérsékleten egy 6ran at. Az inkubdaci6 utdn ismét haromszor 20 perces
TTBS-sel torténd mosas kovetkezett, végiil a vizsgalni kivant fehérjéket a kemilumineszcencia
elvén alapulo Pierce™ ECL technikdval, Western Blotting Substrate (Advansta, San Jose, CA)
eldhivo folyadékkal, rontgenfilmen (AGFA, Mortsel, Belgium) tettiik lathatova. A filmeket
automata Kodak Medical X-ray Processorkésziilék segitségével hivtuk el6 (Carestream Health,
Rochester, N.Y). A savokat a nyilt forraskodu ImageJ szoftverrel (1.51k verzio, National
Institutes of Health, Bethesda, MD) denzitometraltuk. Normalizalo fehérjeként B-AKTIN-t

alkalmaztunk.

3.9. Mitokondrialis membranpotencial vizsgalata 1ézerpasztazo citometriaval

A preadipocitakat és a differencidltatott beige sejteket 8 lyuku Ibidi lemezeken (Ibidi GmbH,
Planegg/Martinsried, Németorszag) tenyésztettiik, melyeket el6zetesen kollagénnel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) bevontuk. A sejtmagokat 2 pg/ml DAPI-val jeloltiik, tovabba
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kontrollként a DAPI mellett 10 uM antimicint (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) adtunk a
sejtekhez. A mitokondridlis membranpotencidl vizsgalatara MitoTracker Deep Red festéket
alkalmaztunk (Thermo Scientific, Waltham, MA) 300 nM végkoncentracioban. A gerjesztési
hulldmhossz405nm és 633 nmvolt, és akeletkezo fluoreszcens jeleket40 x (NA 0,75) objektiv
segitségével 4 detektald csatornaba gyjtottik (kék, Long Red, 570Sp és Open csatornakba). A
fluoreszcens képalkotashoz a sejtekrdl felvételeket készitettiink az iCys Research Imaging

Cytometer (Thorlabs Imaging Systems, Sterling, VA) segitségével.

3.10. Oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodas mérése

A sejtek oxigénfogyasztasat (oxygen consumption rate, OCR) és a pH valtozasokat, az
ugynevezett extracellularis savasodas mértékét (extracellular acidification rate, ECAR) XF96
oximéter (Seahorse Biosciences, North Billerica, MA) alkalmazéasaval vizsgaltuk. A sejteket
96-lyuku XF96 lemezeken tenyésztettiik €s differencidltattuk. A mérés soran meghataroztuk a
sejtek alapszintli oxigén fogyasztasat 30 percen keresztiil. Ezt kovetéen 2 uM oligomycin-t
(Enzo Life Sciences, Farmingdale, N.Y.) adtunk a sejtekhez, igy blokkolva az ATP-szintaz
aktivitasat, mellyel a protoncsorgasos lé€gzést vizsgaltuk. Végiil 10 uM antimicin A-tadtunk a
sejtekhez (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), mely a mitokondrialis membranpotencial gatlasaért
felelds, ezaltal a mérés esetleges mitokondrialis oxidaciotol fiiggetlen zajszintje volt
meghatarozhatd. Az oxigénfogyasztasi ratait az egyes lyukakban megtalalhatd fehére
mennyiségére normalizaltuk, melyet BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL) alkalmazaséaval mértiink meg a gyarto utasitasai szerint.

3.11. NADH dehidrogenaz aktivitasanak és a sejtek ATP és NADH tartalmanak mérése
A 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) tesztet a sejtek NADH dehidrogendz aktivitdisinak meghatdrozasara végeztiik el. A
sejteket 12 lyuku lemezeken tenyésztettiik (Corning Incorporated, Durham, NY), majd a
konfluens tenyészethez 0,5 mg/mIMTT hozzdadédsautan 120 perces 37 °C-on torténd inkubalas
kovetkezett. A feliiluszot leszivtuk, majd a formazan kristalyok oldasara DMSO-t hasznaltunk.
A fotometrids mérést Synergy Multimode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT) alkalmazaséaval végeztiikk 540 nm-en.

A relativ ATP-tartalmat az ATP Bioluminescence Assay Kit Il (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) altal hataroztuk meg a gyart6 utasitdsainak megfelelden. A relativ NADH-

tartalmat NAD / NADH kvantitacios kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) hasznalatdval mértiik
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a gyartd utasitasai szerint. Az ATP és NADH szinteket a fehérjetartalomra normalizaltuk,
melyet a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) segitségével

hatdroztunk meg.

3.12. Immuncitokémia

A fluoreszcens mikroszkoppal végzett mérésekhez a sejteket 96 lyuka lemezeken ndvesztettiik.
Kontrollként a sejteket 10uM antimicin elektrontranszport inhibitorral kezeltiik, majd a
mitokondriumokat 300 nM MitoTracker Deep Red festékkel (Thermo Scientific, Waltham,
MA) jeloltiik. Ezt kovetden sejteket PBS-ben mostuk és 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk 15
percig, majd 1% Triton X-100 PBS oldatban 10 percig szobahémérsékleten permeabilizaltuk.
A sejteket 1% BSA-PBS oldatban 1 6ran at blokkoltuk, majd az aktin szalak festésére
TexasRed-X Phalloidint hasznaltunk (1: 150 higitasban, Thermo Fisher, Waltham, MA) 1 6ran
at 4 °C-on. A sejtmagokat DAPI (1:10 higitds, Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL)
festéssel vizualizaltuk, amit kétszer 10 perc PBS-es mosas kovetett. Ezt kdvetden az
adipocitdkat az Opera Phenix High Content Screening rendszer részét képz6, Harmony 4.6
szoftverrel elemeztiik (Perkin-Elmer, Waltham MA). Minden lyuk esetében 25 teriiletrdl
készitettiink felvételt mindharom csatornan, melynek eredményeként 6sszesen 2400 teriiletrdl
késziiltek képek a 96 lyukt lemezen fluoreszcens (nem konfokalis) mikroszkopos technikaval.
Ezt kovetden a nyers képeket lIlastik szoftverrel pixel osztidlyozasnak vetettiik ala. A
mitokondriumokat a MitoTracker Red csatorna képeirdl tubularis és fragmentalt osztalyokba
soroltuk. Ezen tdilmenden, a szoftvert felhasznaltuk a sejtmag szegmentdldsara a DAPI
csatornan, illetve a fokuszon kiviili és citoplazma teriiletek szegmentalasara a TexasRed
Phallodin csatorndn. Az igy kapott szegmentalast exportaltuk és a CellProfiler szoftverrel
elemeztiik az objektumok tulajdonsagait. Az elemzésekhez azok a sejtek feleltek meg, melyek
teriilete nem voltatfedésben a fokuszon kiviili objektumokkal. Abban az esetben, ha a fokuszon
kiviiliteriileta sejt teriiletével atfedett, a sejtet és a hozza tartozo6 6sszes szegmentalt objektumot

— beleértve a sejtmagot, citoplazmat és a mitokondrium osztalyokat — kizartuk az elemzésbol.

3.13. Teljes RNS szekvenalas

A globalis transzkriptomadatok vizsgalatdhoz nagy ateresztoképességli mRNS-szekvenalasi
elemzést végeztiink Illumina szekvenald platformon, az irodalomban leirtak szerint (Téth et al

2020). A mitokondrialis funkciokkal és a barnulasi folyamattal kapcsolatos géneket BATLAS
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(http://green-1-12.ethz.ch:3838/BATLAS/) és PROFAT (http://ido.helmholtz-

muenchen.de/profat/) segitségével valasztottuk ki.

3.14. Szabad trijod-tironin meghatarozasa
Cobas ECLIA kit (Roche Dignostics, Mannheim, Németorszag) segitségével, Elecsys 2010
analizatorral (Roche Dignostics, Mannheim, Németorszag) a gyartd ajanlasai szerint

(Kazerounietal. 2012).

3.15. Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikanciak meghatarozasat GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, Calofornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) és Microsoft Excel 14.0 programokkal
végeztiik. A statisztikai szignifikanciat két csoport kozott - kezelt és kontroll csoport -
parositatlan kétszéli Student t-teszttel hataroztuk meg. Tobb csoport 6sszehasonlitasdhoz
egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A varianciaanalizis sordn Tukey tesztet alkalmaztunk. Az
eredményeketatlag+SEM (mintak6zép hibaja) vagy + SD formabanadtukmeg. A szignifikans
eltérést *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p <0,0001 értékeknél allapitottuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. A transzglutaminaz hianyos egerek csokkent hidegtiiro képességgel rendelkeznek és
hidegkezelés soran alacsonyabb hatékonysaggal mobilizaljak gonadalis zsirjukat

Osszhangban a korabbi eredményekkel a TG2+/+ és TG2~ egerek taplalkozasi szokéasai nem
kiilonboztek és testtomegiik is hasonlonak bizonyultak. Ennek megfelelden a vizsgalatainkhoz
felhasznalt, normal étrenden tartott 16 hetes him egerek interszkapularis barna, szubkutan fehér
¢s gonadalis fehér zsirszoveteinek tomege is kzel azonos volt 22 °C-on. Megfigyeltiik azonban,
hogy ugyanolyan mennyiségli zsirszovet egerekben nem tudta hasonldéan tdmogatni a
fiziologiai funkciokatalacsony hdmérsékletaltal kivaltott stresszes koriilmények kozott. A 4°C-
os hideg expozicio hatasara, a TG2 /- egerek rektalis testhdmérséklete mar az elsé ora végére
szignifikdnsan alacsonyabb volt a TG2*/* tarsaikhoz képest és 3 6ra elteltével az etikailag még
elfogadhato 28,8 + 0,57°C-ra cs6kkent. Ezzel szemben a TG2*/* 4llatok tovabbra is 31,8 +
0,61°C rektalis testhomérsékletet tudtak fenntartani és az csak 4 6ras kezelés utan csokkent
38°C-rol mintegy 30°C-ra. Annak felderitése érdekében, hogy a zsirdepok milyen mértékben
jarulnak hozza a TG2 /- egerek test hémérsékletének alakulasahoz, 3 6ra akut hideg expozicié
utan izolaltuk interszkapularis barna, szubkutan fehér és gonadalis fehér zsirszoveteiket, és
Osszehasonlitottuk azok tomegét a TG2*/*, valamint a kezeletlen egerekbdl izolalt szovetekkel.
A szovetek tomegének lemérése utan nyilvanvalova valt, hogy a TG2 7/~ egerek a hidegkezelés
soran a TG2*/* allatokhoz hasonldan hasznaltak fel barna és szubkutan fehér zsirjukat, és
utobbinak megkdzelitdleg a felét vesztették el a 3 6ras kezelés hatdsara. Ezzel szemben, a
TG2/~ allatok szignifikansan kevesebbet veszitettek gonadalis zsirszovetiikb6l a TG2*#

allatokhoz képest, akik esetében az is mintegy felére csdkkent.

4.2. ATG27 egerek gonadalis zsirszovete kevésbé barnul be hidegkezelés hatasara

Mig a szubkutidn zsirszovet hasonldéan barnult 3 6ra hideg expozicié soran mindkét
egértérzsben, a TG2/~ egerek gonadalis zsirszovete kevésbé barnult be hidegkezelés hatasara.
Az UCPI1 fehérje expresszidja jelentds mértékben kiilonbozott a két torzs gonadalis
zsirszovetében. 22°C-on kimutathatd volt mind a TG2*/* és TG2~/~ egértorzsben, alacsonyabb
expresszioval a TG2~/~ gonadalis zsirszovetben, Gsszehasonlitva a TG2*/*+ értékkel.

A B-AR-hidnyos egerek hideg expoziciora reagilva képesek fokozni fehér zsirszovetiik
termogeén funkcidjat, ami mas jarulékos jelatviteli itvonalak létezésére is utal. Mivel az egerek
sz€rum mintaiban magas noradrenalin-szintet mértiink hideg kezelés utan, feltételeztiik, hogy

ilyen mechanizmus lehet az al-AR aktivalasa. A o- és B-AR jelatvitel kozotti esetleges
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kapcsolatot a szakirodalomban mas modell rendszerekben mar korabban leirtak, amelyekben a
TG2 mint esetleges G fehérje fontos szerepet jatszhat. Ha ez igy van, akkor az al-AR
aktivalasanak a hidegtlirést6l eltérd fizioldgiai kiilonbségeket kell feltarnia a TG2*/+ és TG2™
egértorzsek kozott is. Habar a TG2 G-fehérje funkcidja szamos sejttipusban (pl. sziv- és
simaizomsejtekben, fibroblasztokban, endotelidlis sejtekben, hepatocitakban) ismert,
jelentoségét még nem vizsgaltak alaposan in vivo. A TG2/Gha esetleges fiziologiai szerepének
igazolasaraa TG2*/* és a TG27/~ egereket intraperitonealisan injektaltuk a specifikus al-AR
agonista fenilefrinnel illetve kontrollként specifikus B-AR agonistaval CL-316,243-mal. Ezutan
kiilonbdz6 metabolikus paramétereiket (taplalék és vizfogyasztas, hdtermelés, O, fogyasztas,

CO; termelés, respiracios hanyados (RER) indirekt kalorimetrids modszerrel vizsgaltuk.

4.3. Fenilefrin kezelést kovetéen a TG2™~ egerek respiraciés hanyadosa szignifikinsan

alacsonyabba TG2*/* allatokhoz képest

Az egerek VO, értékei a nappali és éjszakai periodusaban megegyeztek a kezelések nélkiili
kontroll napon. A fenilefrin mindkét genotipus esetében a VO, szint csokkenését okozta, ami
jelentdsebb mértékiivolta TG2/~ allatoknal. A TG2*/* egerek visszaallitottak a normal értéket
a kezelés utani nappali perioduson beliil, azonban a TG2~/~ egerek VO,-értéke alacsonyabb
maradt. EzzelszembenaCL-316,243kezelésa VO, kismértékii novekedésétidézte el mindkét
genotipusban, azonban egymashoz nagyon hasonldé mdédon az Osszes vizsgalt iddszakban,
amikor egymassal hasonlitottuk 6ssze 6ket. Kiszamitottuk a fenilefrin kezelés el6tti és utani
nappali és éjszakai id8szakok Osszesitett VO, értékeit, és azt talaltuk, hogy a TG2*/* egerek
értékei valtozatlanok maradtak. Bar a TG27/~ allatok VO, értéke alacsonyabb volt a kezelés
utan, mind anappali, mind az ¢éjszakaiiddszakban, korrelalta me gfeleld kontroll periodusokkal.
Nem volt szignifikans kiilonbség, amikor a TG2/~ egerek O, fogyasat hasonlitottuk 6ssze a
TG2+* egerek értékeivel. Ekozben a CL-316,243 kezelés nem okozott szignifikans valtozast a
torzsek teljes VO, értékeiben. A VO, értékekhez hasonléan az egerek VCO, értékei a nappali
¢s az éjszakai kontroll periddusban egyarant megegyeztek. A fenilefrin kezelés a torzsek VCO,
szintjének csokkenését egyforma mdodon valtotta ki, majd az értékek fokozatosan emelkedni
kezdtek a normalnak tekinthet6 szintre. A TG27/~ egerek esetében a VCO, szint azonban
alacsonyabb maradt a kezelés utan a kontroll idészakhoz képest. Erdekes modon a CL-316,243
kezelés nem befolyasolta a torzsek VCO;, értékeit, amelyek valtozatlanok maradtak a kontroll
naphoz képest. Kiszamitottuk a fenilefrin kezelés el6tti és utani nappali és éjszakai id6szakok

teljes VCO, értékét is, amely a TG2+/* egerek esetében valtozatlanok maradtak. Habara VO,-
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hoz hasonléan, a TG2/ allatok VCO; értékei is alacsonyabbak voltak mind a nappali, mind az
¢jszakai idoszakokban a fenilefrin-kezelést kovetden, azonban a megfeleld kontroll
periddusokhoz képest nem volt szignifikdns kiilonbség, amikor dsszehasonlitottuk dket a
TG2+* egerek értékeivel. A VO, esetéhez hasonldéan a CL-316,243 kezelés nem okozott
szignifikans valtozast a torzsek total VCO, értékeiben sem. A TG27/~ és TG2** egerek
respiracios hanyadosa (RER értékei: VCO,/VO,) a fenilefrin-kezelés el6tti kontroll napon a
nappali és ¢éjszakai periddusaban egyarant nagyon hasonldak voltak. Az intraperitonealisan
injektalt 60 nM/g testtomeg fenilefrin abszorpcidja utan a térzsek RER értékei hasonloan
modon csokkentek szignifikansan a nappaliiddszak elsO részébena kezeléstkovetden, igazolva
az al-AR agonista hatasossagat. Migazonban a TG2*/* egerek RER értéke a nappali periddus
masodik felében folyamatosan ndvekedni kezdett, és a kovetkezo éjszakai idészakban elérte a
kezelés elott kimutatott szintet, addiga TG2~/~ allatok RER értéke tovabbra is alacsony maradt.
Ennek eredményeként a mérési nap éjszakai periodusaban a TG2/~ egerek RER értéke
szignifikansan alacsonyabbnak adodott a TG2** allatokhoz képest. Az intraperitonealisan
beadott CL-316,243 abszorpcidja utan, a nappali periodus els6 részében mindkét térzs RER
értéke azonnal lecsokkent, bizonyitvaa CL-316,243 fiziologiai hatasét. Ezt kovetden, a nappali
id6szak masodik felében egyenletesen novekedni kezdtek az értékek. Kovetkezésképpen
elmondhatd, hogy a RER értékek mindkét genotipus esetén jelentésen alacsonyabbak voltak a
CL-316,243 kezelést kovetden az éjszakai periodusban a kontroll naphoz képest, azonban a

TG2++és TG2/~ 4llatok RER értékei nem kiilonboztek.

4.4. A fenilefrin kezelés nem csokkentette a TG2 7~ egerek farki vérnyomasat

Az allatok farki vérnyomasat és pulzusat ugyanabban az idépontban mértiik az akklimatizacios
napon ¢és a kezelés nélkiili kontroll napon. A harmadik napon az egereket intraperitonealisan
injektaltuk 60 nM/ testtomeg (g) fenilefrinnel. Osszehasonlitva a TG2++ és a TG2~~ egerek
farkivérnyomasat(TBP) és pulzusat (HR), azttalaltuk, hogy mindkét paraméter értéke egyarant
nagyon hasonlé volt a kezelés elétti kontroll napon. Erdekes modon, a fenilefrin injektélisa
utan 30 perccel, az elsé mérési iddpontban nem tudtuk detektalni a TG2+/* egerek szisztolés és
diasztolés vérnyomasat, ezzel szemben a TG2/~ allatok vérnyomasanak mérése sikeres volt.
Emellett, mig az egértorzsek vérnyomas értékei hasonldak voltak a nappali periddusban az al
adrenerg agonista addsa utan, addig az ¢éjszakai id6szakban a szisztolés vérnyomas értékei,
valamint a harom mért diasztolés nyomas koziil kettd, szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a

TG2+/* allatokban, dsszehasonlitva a TG2 /- egerekkel. Ennek eredményeként a TG2~/~ egerek
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vérnyomas értékei valtozatlanok maradtak a fenilefrin kezelés utan, mig a TG2*/* allatoké
alacsonyabb volt az éjszakai periddusban a kontroll naphoz képest. Ezen kiviil nem észleltiink
eltéréseket az allatok pulzus értékeiben, sem a kontroll napon, sem pedig a fenilefrin oltas utan,
kivéve a kezelést kovetd éjszakai periddus masodik mérési idépontjaban, amikor a TG2 *#

egerek pulzusa alacsonyabb szintet mutatott.

4.5. Az ol-adrenerg agonista kisebb mértékii szovetkarosodast okoz a TG2 ™" egerekben
A fenilefrin kezelés utan 13 6raval nyert TG2*/* egerek szérummintai szignifikansan magasabb
LDH aktivitast mutattak a TG2~/~ allatokhoz képest. A szérum LDH izoenzimek agardz gél
elektroforetikus elvalasztasa utan a denzitometrids értékelés azt mutatta, hogy az 6t izoenzim
koziil négy (LDH1, LDH2, LDH4 és az LDH5) nagyobb mennyiségben volt jelen a TG2 *#
mintakban a TG2~/~ szérumokhoz képest. A TG2~/-/ TG2*/* aranyt, tehata relativ LDH tartalmat
vizsgalva elmondhatd, hogy az LDH2, LDH4 ¢és LDHS ardnya hasonld volt a genotipusok
ko6zott. Azonban ez a relativ érték az LDH1 izoenzim esetén, ami a szivizom karosodas
markere, szignifikansan magasabb volt a TG2** mintdkban. Mivel szivizom karosodast
kovetden jelentdsen emelkedik a szérumban mérhetd kreatin-kinaz (CK-MB) aktivités, igy
megvizsgaltuk annak szintjét a TG2+/* és a TG2/~ egerek mintaiban. A TG2*/* allatok esetén
szignifikansan magasabb kreatin-kinaz szintet mértiink a TG2~/~ allatokhoz képest, ami
alatamasztja, hogy az al-adrenerg agonista kisebb mértékii szivizom karosodast valt ki TG27~

egerekben, minta TG2+/* genotipusban.

4.6. A TG27~ és TG2** gonadalis zsirsziovetbél izolalt preadipocitak beige iranyu

-----

A TG27/~allatok alacsonyabb hidegtlir6 képességének tovabbi vizsgalatiraa TG2 */* ésa TG2 7~
egerek gonadalis fehér zsirszovetébdl sztromalis vaszkularis frakciokat (SVF) izolaltunk és
beige iranyu adipogén sejtdifferencialasnak vetettiik ald. Miutan a sejtek elértek a 90% -0s
konfluenciat, 2 napig indukciés tapfolyadékot hasznaltunk, majd a preadipocitdkat a
differenciacios tapfolyadékban tartottuk. 14 napon beliil a sejtek multilokularis lipidcseppeket
halmoztak fel, és a preadipocitak fibroblaszt-szerii alakjabol az in vitro differencialt adipocitak
jellegzetes fenotipusat mutattak. Hasonlo proliferacios képességet figyeltiink meg a TG2+/+ és
a TG27~ preadipocitak esetében, és eredményeink alapjan a beige adipocitak azonos
mennyiségl lipidet halmoztak fel és zsircsepp méretiik sem volt eltérd. A differencidltatas

sikerességét preadipocita €s beige marker gének expressziojanak mérésével vizsgaltuk. A
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preadipocita markernek tekintett ’Preadipocyte factor 1° (Prefl) kifejez6désében nem
észleltiink szignifikans kiilonbséget a TG2+* és a TG27/~ preadipocitakat 6sszehasonlitva,
tovabba ennek expresszidja egyforman lecsokkent a beige differencialtatas eldrehaladtaval
mindkét genotipusban, fiiggetleniil az adrenerg kezelésekt6l. A differencialtatas végén a beige
marker gének kifejezddése, az Ucpl, Tbx1, Tnfrsf9 és Tmem26 mindkét genotipusban
szignifikansan emelkedett. Az Ucpl és Tbx1 expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt az
TG2 hianyaban. Eredményeink arra utalnak, hogy a beige differencialodas fenotipusosan

hasonlo sejteket eredményezett TG2 jelenlétében és hidnyaban.

4.7. A mitokondrialis fehérje komplexek és az UCP1 expresszioja alacsonyabb a TG2 ™~

beige adipocitakban az adrenerg kezeléstél fiiggetleniil

A TG2+* és TG27/~ beige adipocitak mitokondriumainak dsszehasonlitasahoz megvizsgaltuk
az UCP1 ¢és a mitokondridlis fehérje komplexek alegységeinek az expressziojat. Az UCP1
kifejezddése szignifikansan alacsonyabb volt a TG2 7/~ beige adipocitakban a TG2*/* sejtekhez
képest. Megallapitottuk, hogy a mitokondrialis II. komplex (II-SDHB: szukcinat-dehidrogenaz
vas-kén alegység), a I1I. komplex (III-UQCRC2: ubikinol-citokrom C reduktaz 2. alegység) és
az V. komplex (V-ATPSA: ATP szintaz, alfa alegység) fehérje szintje szignifikansan
alacsonyabb volt a TG27/~ beige adipocitikban a TG2*/* sejtekhez képest. Eredményeink
alapjan azt feltételeztiik, hogy a beige adipocitdk TG2 hianyaban azért kiilonbozhetnek, mert
eltérdé preadipocitakbol differencidlodnak. Ezért megvizsgaltuk az UCP1 és a mitok ondrialis
fehérje komplexek expresszidjat a preadipocitakban is. Meglepd mddon az UCP1 kifejezddését
detektaltuk preadipocitakban is, ami szignifikansan alacsonyabb volt a TG2 /- sejtekben. Az a
figyelemre méltd megfigyelés, miszerint a preadipocitdk beige vagy barna differencialodasi
markert fejezhetnek ki, mar ismert az irodalombdl. Ezenkiviil a mitokondrialis III. komplex
expresszidja a TG2-hidnyos preadipocitakban is alacsonyabb volt, miga II. komplex ésaz V.
komplex esetében nem volt szignifikans kiilonbség a TG2** preadipocitakhoz képest.
Vizsgaltuk a mitokondrialis dehidrogenazok aktivitasat is, amelyek a funkcionalis
mitokondriumok metabolikus aktivitdsanak mutatdi. A mitokondridlis dehidrogenaz aktivitasa
szignifikansan alacsonyabb volt mind a preadipocitakban, mind a beige sejtekben TG2
hidnyaban. Eredményeink arra utaltak, hogy a mitokondrialis elektrontranszport funkcioja mar
a TG27/~ preadipocitakban, ¢s kovetkezésképpen a differencialt beige zsirsejtekben is, tobb
ponton hibas lehet. Megvizsgaltuk a preadipocitdk és a beige adipocitak ATP és NADH

termelését, €s mindkét esetben szignifikdnsan alacsonyabb értékeket talaltunk a TG2 hianyos
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fenotipusokban. A csokkent ATP és NADH termelés a mitokondridlis diszfunkci6 okozta

csokkent energiatermelésre utalt.

4.8. A mitokondridlis membranpotencial szignifikinsan alacsonyabb a TG27

preadipocitakban és beige zsirsejtekben

A preadipocitak és a beige adipocitdk mitokondridlis membranpotencialjdnak vizsgalatahoz
lézer-pasztazé citometriat (LSC) alkalmaztunk. A mitokondriumokat Mitotracker Deep Red
festekkel, a sejtmagokat DAPI-val festettiik. A MitoTracker Deep Red mitokondridlis
retencioja a mitokondridlis membran potencialjatol fiigg, és ezért megjosolhatd, hogy
magasabb a megndvekedett oxidativ foszforilacid-értékkel (OXPHOS) rendelkezé sejtekben.
Annak igazolasara, hogy csak ép sejtek képesek felvenni a MitoTracker festéket, pozitiv
kontrollként antimicin A elektrontranszport-gatlot hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy a
MitoTracker Deep Red fluoreszcencia intenzitasa szignifikansan alacsonyabb volt a TG2 /-
preadipocitakban és a beige zsirsejtekben a TG2** sejtekhez képest. A mitokondriumok fontos
szerepet jatszanak a sejtek redox allapotanak szabalyozasaban. Amikor a mitokondridlis
elektrontranszportlanc (ETC) eléallitja az elektrokémiai protongradienst az ATP-szintézishez,
az gyakran bizonyos mértekili ROS termeléséhez vezethet. A mitokondridlis ROS termelés {6
forrasaiaz I. és Ill. komplexben talalhato ubikinon helyek. Fontos megjegyezni, hogy éppen
ezen komplexek fehérje-expresszidjaban figyeltiink meg kiilonbségeket. Erre valo tekintettel
tanulmanyoztuk a preadipocitak és a beige zsirsejtek endogén és teljes ROS termelését. Erd ekes
moédon, migaz ETC megvaltozott szerkezete és funkcidja varhatéan megemeli a ROS szintet,
mi nem ezttapasztaltuk. Mind az endogén, minda total ROS termelés alacsonyabbvolta TG2 7

mitokondriumokban, amialacsonyabb mitokondrialis aktivitisra utala TG2*/* sejtekhez képest.

4.9. A TG2 preadipocitak és beige zsirsejtek hipometabolikusak a TG2** sejtekhez
képest

Az oxigénfogyasztds mértéke az elektron transzportlanc aktivitasdnak indikatora, ezért a
preadipocitak és a differencidltbeige adipocitak funkcionalis kapacitdsanak tesztelésére mértiik
a mitokondrialis oxigénfogyasztast (OCR). A TG2~/~ preadipocitakban és beige adipocitakban
szignifikdnsan alacsonyabb bazalis és proton csorgasos légzést figyeltiink meg a TG2**
sejtekhez viszonyitva. Ezzel parhuzamosan, a TG2 - preadipocitakban és beige zsirsejtekben
szignifikdnsan alacsonyabb extracellularis savasodasi aranyt (ECAR) detektaltunk a TG2+*
sejtekhez képest. Ezenkiviil az OCR / ECAR arany bazalis koriilmények kozott szintén
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alacsonyabb volta TG2-hianyos sejtekben a kontroll preadipocitakhoz és beige adipocitakhoz
viszonyitva, jelezve, hogy a TG2*/* sejtek az energiatermeléshez az oxidativ foszforilaciot
részesitették eldnyben a glikolizissel szemben. A sejtek energetikai fenotipus elemzése azt
mutatta, hogy mind a TG2*/* preadipocitakat mind pedig a TG2*/* beige zsirsejteket kifejezett
glikolitikus és oxidativ anyagcsere jellemez, amit a TG2/~ sejtekhez viszonyitott magas
extracellularis savasodas és oxigénfogyasztasi rata jelez, és ezért ,energetikus” sejtként
definialtuk dket. Ezzel szemben eredményeink hatarozottan arra utalnak, hogy TG2 hidnyéaban

a sejtek hipometabolikusak.

4.10. A TG27~ beige adipocitak szignifikansan tobb fragmentalt mitokondriummal

rendelkeznek, mint a TG2** sejtek

Eredményeink alapjan felvetettiik a kérdést, hogy a TG2/~ beige adipocitakban milyen tipusa
mitokondrialis morfologia varhaté a TG2** sejtekhez képest. Mivel a TEM soran kapott
ultravékony metszetek nem mindig alkalmasak a mitokondrialis halozat Gsszetettségének
megallapitasara, és kisérleteink sordn csupan a preadipocitak vizsgalatat tette lehetdvé, ezérnt
fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk a mitokondriumok morfologiajat és a mitokondrialis
halozat szerkezetét. Mindkét genotipusban a dominénsan jelenlévd mitokondrialis morfologia
a tubularis forma volt a preadipocitakban és a beige adipocitakban is. Bar a fragmentalt /
tubularis mitokondriumok aranya nem kiilonbozott a preadipocitakban, a TG2™~ beige
zsirsejtekben szignifikansantobb fragmentalt mitokondriumot azonositottunk a TG2 */+ kontroll

sejtekhez képest.

4.11. A mitokondrialis hasadasi és fuzios fehérjék vizsgalata megerositi, hogy TG2

hianyaban a sejtek szignifikansan tobb fragmentalt mitokondriumot tartalmaznak

A fluoreszcens mikroszkoppal megfigyelt fragmentaciot fehérjeszinten tovabb vizsgaltuk a
mitokondridlidlis fuzidért és hasadéasért felelds fehérjék expresszidjanak mérésével. Nem
lattunk szignifikdns kiilonbségeket a fuzios (MFN2, OPAl) fehérje szintekben sem a
preadipocitdkban, sem a differencialt beige sejtekben a genotipusok k6zott. Ugyanakkor a
mitokondridlis hasadasi fehérjék (DRP1, MFF) vizsgalata utdn azt tapasztaltuk, hogy a
mitokondrialis hasadasi faktor (MFF) expresszidja szignifikansan megemelkedetta TG2 /-
beige adipocitakban a vad tipust sejtekhez képest. Western blot eredményeink megerdsitik a
fluoreszcens mikroszkopos eredményeket, miszerint a mitokondridlis ftzids folyamatok

egyarant domindnsabbak a preadipocitakban €s a beige zsirsejtekben mindkét genotipusban. A
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preadipocitdkban a mitokondridlis hasadési-fuzidés folyamatok vizsgalata soran nem
tapasztaltunk kiilonbséget sem a fluoreszcens mikroszkoppal végzett immuncitokémiai
vizsgalatok sordn, sem pedig fehérjeszinten. Ugyanakkor, a TG2-hidnyos beige adipocitakban
szignifikdnsan tobb fragmentalt mitokondriumot azonositottunk a TG2** sejtekhezképest, amit
az MFF fehérje szignifikdnsan magasabb expresszioja is alatamasztott. Osszességében kisebb,
fragmentaltabb mitokondriumokat ¢s megemelkedett mitokondrialis hasadéasi folyamatokat
mutattunk ki a TG2/~ beige adipocitakbana TG2+* sejtekhez képest. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a TG2 elvesztése megvaltoztathatja a mitokondrialis morfologiat és mikodést.
Annak tovabbi tanulmanyozédsara, hogy a fragmentacidé befolyasolja-e a mitokondridlis
biogenezist, megvizsgaltuk a PGCla, az energia homeosztazis és a mitokondridlis biogenezis
f6 szabalyozojanak expresszidjat. Megallapitottuk, hogy a TG2/~ beige sejtekben a PGCla
expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt. Az irodalombol ismert, hogy szoros dsszefiigges
van az AMPK aktivalasa és a PGC-1a zsirsejtekben torténd indukalasa kozott. Megfigyeltiik,
hogy az AMPK foszforilacidja csokkent a TG2/~ preadipocitakban és a differencialt beige
adipocitakban a TG2** kontroll sejtekhez képest.

4.12. A tiroid hormont bont6 DIO3 expresszitja magasabb a TG2™~ sejtekben

A kapott eredmények lehetséges magyarazatainak feltarasa érdekében RNS-seq kisérleteket
végeztiink, Osszehasonlitva a TG27~ és a TG2** sejtek teljes génexpresszids profiljat.
Elemzésiink 6sszesen 165 differencidlisan expresszalt mitokondridlis és barnuldsi gént tart fel
a beige adipocitakban, koztiik 123 fel-regulalt gént és 42 le-regulalt gént. A TG2~~ beige
mintakban az fel-regulalt gének gén ontoldgiai (GO: reaktom ut) elemzése azt mutatta, hogy
ezek a differencidlisan expresszalt gének tobbek kozott a mitokondridlis biogenezis €s a tiroid-
hormon aktivitas szabalyozasa szempontjabol jelentdsek. Tekintettel arra, hogy atiroidhormon-
aktivitas szabalyozéasa voltaz egyik legjelentdsebbreaktomtitv onal, megkiséreltiik azonositani,
hogy a mely differencialisan expresszalddo gének szabalyozodnak a tiroid hormon receptor o
(THRA) altal. A kapott tiroid anyagcserével kapcsolatos gének koziil azokat a fel- és le-
szabalyozottakat valasztottuk ki validalasra, amelyek irodalmi adatok alapjan alatamaszthatja a
barnulasi és mitokondrialis funkcioval kapcsolatos korabbi eredményeinket. A TG2 ~~ beige
mintakban az fel-regulalt gének tekintetében a Bnip3 gént validaltuk, amely részt vesz a
mitokondrialis hasadas pozitiv szabalyozasaban, amit mar korabban megfigyeltiink a TG2 /-
beige adipocitakban. Elemeztiik tovabba az elhizdshoz is asszocialt Cxcl1 géntés a pajzsmirigy

hormonok lebontasért felelés Dio3 gént kvantitativ valos ideji PCR-rel. A TG27/~ beige
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sejtekben le-regulalt gének koziil validalasra a mitokondrialis miik6déshez kapcsolodo Trpvl
¢és Slc25a45 géneket valasztottuk ki. Az RNS-seq eredmények kisérleti validdlasa minden
vizsgalt gén esetében sikeres volt, megerdsitve azt a feltételezést, hogy a tiroid
metabolizmushoz kapcsolédé differencidlisan expresszalodd gének TG2 hidnyéaban
hozzajarulhatnak az alacsonyabb mitokondrialis funkcidkhoz. Fontos kiemelni, hogy
eredményeink alapjan a Dio3 gén, amely az energia-anyagcserében fontos szerepet jatszo
pajzsmirigy hormonok hatasat csokkenti, a TG2~/~ beige adipocitakban jelentésen magasabb
szinten expresszalodik.

A DIO3 katalizalja a pajzsmirigyhormon inaktivalasat: a prohormon tiroxint (T4) részleges
dejodinacioval inaktiv reverz trijod-tironinné (rT3) alakitja, a bioaktiv hormont (T3) pedig
dijod-tironinna (T2) alakitja at. A 3,5,3'-trijod-L-tironin, mas néven T3, dontd szerepet jatszik
a fejlédéssel, a differencidlodassal és az anyagceserével kapcsolatos kiilonféle folyamatokban.
Ezenkiviil a T3 mind a sejtmagokban, mind a mitokondriumokban megtalalhato, eldsegitve a
mitokondridlis biogenezist. Megmértiik a szabad T3 (fT3) koncentraciot a beige adipocitak
sejtfeliiluszojaban. Fontos megjegyezni, hogy a T3 -at a beige iranyu differencialtatds sordn a
0,2 nM végs6 koncentracioban alkalmazzuk. Megallapitottuk, hogy az fT3 koncentracio
szignifikansan alacsonyabb volt a TG27/~ beige sejtek feliiluszdjaban a TG2++ kontroll
mintakhoz képest, ami arra utalhat, hogy a magasabb szinten expresszalodo DIO3 annak egy
részétlebontjaebben a sejttipusban. Eztaz elképzelést gén és fehérje expresszios eredményeink
is alatamasztjak, ahol azt talaltuk, hogy a DIO3 expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a
TG2 7/~ beige adipocitdkban a TG2*/* kontroll sejtekhez képest. A magasabb DIO3 expresszio
¢s az alacsonyabb fT3 koncentracio 0sszefliggése felveti annak lehetéségét, hogy ez az enzim

hozzajarulhat a TG2~~ beige genotipus alacsonyabb mitokondrialis funkciéihoz.

4.13. TG2 hianyaban csokken a zsirsavak, aminosavak és a koenzim A transzportja a

mitokondrium matrixaba

A TG2 7/~ beige mintakban a le-regulalt gének gén ontoldogiai (GO: reaktom 1t) elemzése
alapjan, ezek a differencidlisan expresszalt gének az aminosavak és szarmazékaik
metabolizmusahoz valamint a biologiai oxidacid folyamatdhoz kapcsolédnak. RNS
szekvenalasi adatainkbol azonositottuk a differencialisan expresszalt gének koziil azokat,
amelyek mitokondridlis transzport folyamatokért felelések. Megtalaltuk az aminosavakat
szallitd mitokondrialis *solute carrier’ (SLC) transzportereket, és érdekes modon ezek a le-

szabalyozott gének az acilkarnitin és a koenzim A transzportja révén szerepet jatszanak a
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zsirsav anyagcserében is. Az SLC25A45 transzporter lehet az egyik legrelevansabb, mivel a
TG2 7/~ preadipocitakban is szignifikdnsan alacsonyabb expresszidjat figyeltilk meg. Ez a
hordoz6 fontosszerepetjatszik az acilkarnitin,az ATP és azaminosavak transzportjdbana belso
mitokondrialis membranon at a mitokondrialis matrixba. Fontos figyelembe venni, hogy ez a
transzporter a tiroid anyagcserével kapcsolatos gének kozott is szerepel, mint egy
differencialisanexpresszalt, le-regulalt géna TG2~/~ beige sejtekben. Az SLC25A45 expresszio
¢stiroid anyagcsere 0sszefliggését mar leirtak a szakirodalomban, amikor egy feltételezett tiroid
validalasat kvantitativ valos idejii PCR-rel és Western blot-analizissel végeztiik el, amelyek
azt mutattak, hogy az SLC25A45 gén és fehérjeszint is szignifikansan alacsonyabba TG2~
beige adipocitdkban a vad tipusu kontroll sejtekhez képest. Az SLC25A45 fontos ortolog génje
az SLC25A47, amely szintén le-regulalt a TG2 7/~ adipocitakban, emellett alacsonyabb
expressziot detektaltunk az SLC25A42 esetében is, amely a koenzim-A és az ADP
mitokondriumba torténd transzportjaért felelds, és ilyen moédon fontos szerepet jatszik az

energiatermelésben és -hasznositasban is.
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5. MEGBESZELES

Az elhizéssal szemben rezisztens egérmodellek a megemelkedett barna és beige zsirsejt
aktivitason keresztiil egyértelmiien jelezték, hogy a termogenezis aktivalasa jelentds stratégia
lehet az anyagcsere folyamatok egyensulynak biztositdsaban, valamint az elhizas
megeldzésében és  kezelésében. Az UCP1  expresszidjanak csOkkenése koros
kovetkezményekkel jar: az UCP1 pozitiv sejtek hianya transzgenikus egerekben fokozott
hajlandosagot valt ki az elhizasra és a cukorbetegségre, és az UCP1 KO egerekben elhizas
alakul ki még termoneutralis koriilmények kdzott is, ha magas zsirtartalmu étrenden tartjak az
fehér zsirszovethez képest, ami felvetette a termogén funkcidban betoltott szerepének
lehetdségét. Ennek feltarasara hidegtiirési vizsgalatokat végeztiink, és megallapitottuk, hogy a
TG27/~ egerek csokkent hidegtlird képeséggel rendelkeznek, és alacsonyabb hatékonysaggal
mobilizaljak gonadalis zsirjukat hidegkezelés soran, mint a TG2** allatok. Eredményeink
szerint a normal barna és szubkutan fehér zsirszovet funkcidi bizonyos mértékben
tamogathatjak a TG2~/~ allatokat szokatlanul alacsony hdmérsékleten; azonban a gonadalis
fehér zsirszovet korlatozott felhasznalasa fokozott hidegérzékenységhez vezetett. A TG2 -
egerek gonadalis zsirszovete kevésbé barnult be hidegkezelés hatasara, ellenben a masik
abundéns zsirdepoban, a szubkutdn zsirszovetben nem tapasztaltunk kiilonbséget TG2
hianyéaban.

A zsirlebontas folyamata egyértelmiien csokken a TG2/~ gonadalis zsirszovetben, ami a
jelentdsen megemelkedett noradrenalin szinttel és a szignalutvonalak esetleges kapcsolddésa
révén felveti annak lehetdségét, a TG2 G-fehérjeként miikddik ebben a zsirdepoban. Ennek
vizsgalata érdekében eldszor tanulmanyoztuk az al és B-AR agonistik fiziologiai hatasat az
egerek metabolikus paramétereit mérve. A fenilefrin egy szimpatomimetikus amin, a
noradrenalinhoz hasonl6 kémiai szerkezettel rendelkezik, ezért szelektiven kotodik az o 1-AR-
okhoz és aktivalja azokat. Az a1-AR-oknak harom altipusa van, amelyek koriilbeliil 75%-ban
homolégok: alA, alB és alD. Ugy tinik, hogy a fenilefrin hasonléan hat mind a harom
receptor altipusra. Ugyanakkor ismert, hogy a TG2 Gha-fehérjeként miikodve tud kapcesolddni
az o1 B-AR-hoz vagy az a1 D-AR-hoz, de az a1 A-AR-hoz nem.

A TG2+* és a TG27~ egereket dsszehasonlitva szembetiing kiilonbségeket taldltunk a RER
(CO,-termelés és Oo-fogyasztas aranya) értékekben, kiilonésen az éjszakai periodusban, néhany
6raval a fenilefrin kezelés utan. A TG2*/*+ allatok esetében a RER cs6kkent, majd fokozatosan

novekedni kezdett kb. 0,8-r61 az 1-hez kozeli szintre, amelyet kontroll értékként detektaltunk

27



mindkét térzs esetében a kezelést megel6zéen. Ekozben a TG2 /- egerek RER-értéke a
csokkenést kovetden nem kezdett ndvekedni, és a kezelés utani éjszakai periddusban tovabbra
is alacsony maradt. Az éjszakai periddus altalaban az egerek aktiv fazisa, de a RER értékek
eltérésében ennek valdsziniileg nincsen szerepe, mivel az allatok fizikai aktivitisaban nem
tapasztaltunk eltéréseket. Az agonistakkal tortént kezelés utani ¢jszakai periddusban mindkeét
torzs esetében hasonloan csokkent a fizikai aktivitas és jelentdsen alacsonyabb maradt.
Altalanosan elfogadott, hogy a RER érték jelzi, hogy milyen energiaforras-tipus
metabolizalodik eldnydsen. 1,0 értéknél a tiszta gliik6z oxidalodik, miga 0,7-es érték a zsirsav
oxidaciot jelzi. Ennek megfeleléen a TG2**+ ¢s a TG27/~ egerek fenilefrin kezelés eldtt féleg a
szénhidratok lebomlasabol nyertek energiat, azonban a kezelést kovetden azonnal elkezdtek
felhasznélni a zsirsavakat. Erdekes azonban, hogy a TG2~/~ allatok sokkal hosszabb ideig
folytattak a zsirsavak lebontasat, mig a TG2*/* egerek fokozatosan szénhidratot kezdtek
hasznositani. A TG2*/* egerek vérplazmajanak magasabb laktatszintje is valdszintileg azt jelzi,
hogy tobb gliikozt hasznaltak fel, minta TG2 - egerek. A fenilefrin kezelés maximalis 0,3-as
skalan (0,7-t6l 1,0-ig) megtigyelt koriilbeliili 0,1-es kiilonbsége a RER-ért¢kekben eltérd
metabolizmusrautal, holottaz dllatokatugyanolyan étrenden tartottuk. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az adrenerg receptor szignalban esetleg Gha fehérjeként miikodé TG2
valamilyen modon szerepet jatszhat a szénhidrat €s a zsirsav oxidacioja kozotti egyensuly
meghatarozasaban, de hianyaban a zsirsavlebontds nem csdkken, hanem éppen hogy
emelkedik.

A CL-316,243-at, egy specifikus f3-AR agonistat alkalmaztunk az al-AR agonista fenilefrin
kontrolljaként. Ekkor a torzsek metabolikus paraméterei nagyon hasonlok voltak, ami arra
utalhat, hogy a TG2-nek nincsen kdzvetlen szerepe a f3-AR altal szabalyozott jelatvitelben.
A fenilefrin egy erés vazokonstriktor, amely noveli a sziv el8terhelését anélkiil, hogy a sziv
myocitaira barmilyen fontos kozvetlen hatasa lenne. A vaszkularis baroreceptorok
stimulalasaval névelheti a vérnyomast, mikzben lasst pulzusszamot tart. fgy a fenilefrint
altaldban normal szivmikodésii, de értdgulat okozta klinikailag jelentds hipotenzidval
rendelkezé betegeknél alkalmazzék. A fenilefrin kifejezett érrendszeri karos hatasokat okozhat,
beleértve mind a szisztolés, mind a diasztolés vérnyomas novekedését. Ennek vizsgalatira az
egerek farki vérnyomasat mértik. Megallapitottuk, hogy a TG2 /- allatok szisztolés és
diasztolés vérnyomasa egyarant hasonlo volta TG2*/* egerek értékeihez hasonlitva a kezelés
eldtti kontroll napon. Fontos megjegyezni, hogy a fenilefrinrdl ismert, hogy a farki artériak
0sszehuzodasat okozza, ami lehetetlenné teszi a vérnyomas kimutatasat addig, amig a vegytilet

le nem bomlik. Valoban, nem tudtuk kimutatnia TG2+/* egerek vérnyomasat az elsé mérési
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idépontban, 30 perccel a fenilefrin kezelés utdn. Ezzel szemben, a farki vérnyomas minden
vizsgalt TG2~/~ allatban mérhetd volt, melyek értéke dsszehasonlithatonak bizonyult a kontroll
napon detektalt értékekkel. Ezek az eredmények TG2 hidnyaban a kaudalis artériak alacsony
foku 6sszehtizodasarautalnak az els6 mérési idépontban.

Ersziikit hatdsa miatta fenilefrin sulyosnekrozist okozhata szovetekben. Az LDH egy oldhato
citoplazmatikus enzim, amely felszabadul az extracellularis térbe, amikor a plazmamembran
megsériil a nekrozis soran. Az LDH aktivitas szamszerUsitése a szérummintakban jelzi a
szovetkarosodas mértékét, ezért a torzsek szérummintaiban mértiik az LDH aktivitast, hogy
Osszehasonlitsuk a fenilefrin kezelés altal okozott nekrézis mértékét. Az 6ssz LDH aktivitas
mindkét torzsben korosan magas volt a normal értékekhez képest 13 éraval a kezelés utan, de
a TG2*/* mintdkban szignifikdnsan magasabb volt a TG2/~ szérum mintakhoz képest. A
tetramer LDH kétféle alegységbdl all, az LDH-M és az LDH-H fehérjékbdl. Ez a két alegység
Ot lehetséges izoenzimet (LDHI1- 5) képezhet, amelyek enzimatikusan hasonldak, de eltérd
szoveti eloszlast mutatnak. Kovetkezésképpen a kiilonb6zé izoenzimek koros szintl
megjelenése a szérumban jelezheti, hogy mely szovetben vagy szervben tortént a karosodas.
Az LDH izoenzimek elektroforetikus szétvalasztdsa és aktivitdsuk szdmszeriisitése is azt
mutatta, hogy a fenilefrin kezelés tobb szervben is karosodast okozott, azonban ezek
jelentdsebb mértékiiek voltak a TG2+/* egereknél. Az LDHI1 a szivizom és a vese karosodasara
jellemz6, az LDH2 a vese, az LDH4 az agy ¢és a tiidé, mig az LDH5 a m4j, valamint a
vazizomzat karosodasat jelzi. Ezeknek az izoenzimeknek a szintje magasabb volt a TG2++*
egerekbdl szarmazo mintakban, a TG2 7/~ allatok mintaihoz képest. Amikor kiszamitottuk az
egerek szérummintainak relativ LDH izoenzim aktivitasi értékeit, azt talaltuk, hogy a tobbi
izoenzimhez képestaz LDH1 szintemelkedésevoltalegjelentdsebb a TG2** mintakban a tobbi
tipushoz képest, ami arra utal, hogy a szervkarosodasban a legnagyobb a kiilonbség szivizom
esetén kovetkezett be. Annak megerdsitésére, hogy a szivizomzat kevésbé karosodott a TG2 7~
allatokban, mértilk a szérum mintdkban a kretain-kindaz (CK-MB) aktivitasat is, amely a
szivizom karosodasanak sokkal specifikusabb markere. Megallapitottuk, hogy a TG27
allatoknal szignifikdnsan alacsonyabb volt CK-MB aktivitasa a TG2*/* egerekhez képest. Bar
adataink azt mutatjak, hogy a fenilefrin kezelés utan a sziv sillyosabb kdrosodast szenvedett a
TG2+* allatokban, fontos megjegyezni, hogy az egerek pulzus értékeiben nem volt eltérés,
kivéve a kisérletek egyetlen mérési idépontjat az éjszakai periddusban, ami arra utal, hogy a
szivkarosodds nem okozott funkciondlis rendellenességeket a vizsgalt iddszakban.
Osszességében ki kell emelni, hogy a TG2 szerepe a normalis kardiovaszkularis funkcio

fenntartdsaban még nem teljesen tisztdzott. Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a
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TG2 miikodhet G fehérjeként a vaszkularis simaizomsejtekben, azonban hasonld funkciojat a
zsirszovetben nemigazoljak.

Munkénk sordn a TG2-t olyan szabalyozoként azonositottuk, mely egerekben szovetspecifikus
modon vesz részt a gonadalis zsirszovet barnulasi folyamataban. Hidegtliréses eredményeink
alapjan felmeriilt, hogy a TG2 mitkodésével kapcsolatos szabalyozasi folyamatok az elhizs és
az anyagcserezavarok farmakologiai beavatkozasainak lehetséges célpontjai kozé sorolhato.
Korabbi szakirodalmi adatok beszamoltak arr6l, hogy a TG2 szabalyozza az adipocita
differencialodast, igy hatassal lehet a beige sejtek kialakulasara is.

Szamos tanulmany leirta a TG2 mitokondridlis homeosztazisban betdltott szerepét. A
mitokondridlis 1égzési lanc stabilizalasaban betoltott funkcidja mellett, moduldlni tudja a
jatszanak a mitokondriumok miitkodésében és biogenezisében. Tovabbi bizonyitékok vannak
arrdl, hogy a TG2 szerepet jatszhat egyes sejtek anyagcseréjében, példaul részt vesz a
szivizomsejtek mitokondriumainak 1égzésfunkcidiban, mivel a TG2 /- egerek sulyos defektust
mutattak az ATP termelésében. Figyelembe véve ezeket a megallapitasokat és a TG2-t a
mitokondriumok homeosztazisaval osszekapcsold bizonyitékokat, ugy dontottiink, hogy
megvizsgaljuk a TG2 szerepét a gonadalis zsirszovet eredetli beige adipocitdk adrenerg
valaszaban, tanulmanyainkat az enzim adipocitdk anyagcseréjére gyakorolt hatdsara
0sszpontositva.

Ebbél a célbol preadipocitakat izolaltunk és differenciltattunk TG2~/~ és TG2** egerek
gonadalis zsirszovetébodl, majd 6sszehasonlitod vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink alapjan
azonban a TG2** és a TG2/~ preadipocitak proliferacios kapacitdsa azonos volt. Ezen
tilmenden, a differencidlt beige adipocitdk azonos mennyiségi lipidet tartalmaztak hasonlo
zsircseppméretekkel. A beige marker gének expresszios profiljdban nem volt kiilonbség a két
genotipus kozott, kivéve a Thx1-et, amely alacsonyabb szinten expresszalodott a TG27/~
differencialt sejtekben. A Tbx1 egy transzkripcidos faktor, de pontos szerepe a beige
adipocitadkban még nem ismert. A differencidltatott sejteket kiilonb6zd adrenerg szerek
hozzaadasaval kezeltiik, és érdekes modon a B-adrenerg utvonal aktivator csak a TG2+#
sejtekben novelte az Ucp1 expressziot, a TG2~/~ sejtekben viszont nem. Az adrenerg agonista
kezeléseknek azonban nem volt jelentds hatasa mas beige marker gének expresszidjara. Ezek
az eredmények azt mutattdk, hogy a TG27/~ preadipocitik a TG2** sejtekhez hasonld
hatékonysaggal tudtak zsircseppeket felhalmozni, viszont Ucp1l expresszidjuk nem reagalt a

tovabbi B-AR stimulaciora.
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A mitokondriumok kulcsfontossadgu szerepet jatszanak a hdtermelésben az UCP1 belso
membranfehérje révén, amely szétvalasztja a 1égzést az ATP-szintézist6l, és ezért hod
forméjaban energiadisszipaciot valt ki, mikozben serkenti a zsirsavak fokozott oxidaciojat. Az
a figyelemre méltd megfigyelés, hogy egy preadipocita terminalis beige differencialddasi
markert, példaul UCP1-et fejez ki, mar ismert az irodalombol. Az UCP1 fehérje expresszidja
alacsonyabb volt a TG2~ beige zsirsejtekben és a preadipocitakban, ami arra utal, hogy
szignifikansan alacsonyabb hétermeld képességgel rendelkeznek a TG2*/* sejtekhez képest.
Val6jaban az UCP1-fliggd hotermelést tiikroz6 protoncsorgasos 1€gzés jelentdsen csokkentett
mind a TG2/~ preadipocitakban és beige sejtekben.

A csokkent energiatermelési kapacitast a szignifikansan alacsonyabb NADH ¢és ATP szint
kimutatasa igazolta a TG2 - preadipocitakban és a beige sejtekben, tovabba igazoltuk azt is,
hogy a TG2 hianya alacsonyabb mitokondrialis membranpotencialhoz vezet. Erdekes modon,
mig az ETC megvaltozott szerkezete és funkcioja varhatdoan noveli a ROS szintet, ennek
ellenkezgjét tapasztaltuk, a ROS termelés jelentdsen csokkent a TG2 /- sejtekben, ami
alacsonyabb szintli mitokondrialis metabolizmusra utal. Mas sejttipusoknal kimutattak, hogy a
TG2 szerepet jatszik az ETC és az energiatermelés homeosztazisanak fenntartdsaban. A TG2
delécidja egerekben az 1. és II. 1égzési komplexek szignifikans deregulaciojat és az ATP
termelés csokkenését okozta egér embrionalis fibroblasztokban. Korabban kimutattak, hogy a
TG2 PDI aktivitdsa fontos az ATP szintaz komplexben és az ETC egyéb kulcsfontossagi
komponenseiben a diszulfid hidak kialakitasahoz. Az alacsonyabb NADH- és ROS-szintekre
vonatkoz6 eredményeink azonban arra utalnak, hogy a csokkent mitokondridlis
membranpotencial és ATP-termelés esetleg a TG2~/~ mitokondriumokban rendelkezésre allo
energiaforrdsok alacsony szintjének is koszonhetd. Valojaban a sejtek energiaprofiljanak
vizsgalata feltarta, hogy a TG2*/* preadipocitikat és a beige adipocitakat kifejezett oxidativ és
glikolitikus metabolizmus jellemezte, amit a megfelel6 TG2~~ sejtekhez képest magas OCR-
szint és ECAR jelez, és ezért ezeket ,,energetikus” sejtként hataroztuk meg. Ezzel szemben
eredményeink arra utalnak, hogy a preadipocitak és a beige adipocitak hipometabolikusak a
TG2 hianyaban.

A mitokondriumok folyamatosan fuzionéalnak és szétvalnak, ezek a f0zi6 és hasadés néven
ismert folyamatok, melyek a mitokondriumok dinamikus halozatit eredményezik. A
mitokondriumok anyagcseréje a fizios és hasadési folyamatok egyensulyatol fiigg. A fuzié
tubularis mitokondrialis morfoldgiahoz vezet, mig a hasadas a mitokondriumok fragmentalt
szerkezetét eredményezi. A mitokondridlis fragmenticiora els6sorban a diszfunkciondlis

mitokondriumok elkiilonitéséhez és eliminalasahoz van sziikség. Az irodalomb6l ismert, hogy
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(MEF) sejtekben. HCS eredményeink azt mutattak, hogy a tubularis mitokondrialis morfologia
jellemzébb mind a preadipocitakra, mind a beige sejtekre, azonban a TG27/~ beige
adipocitakban szignifikansan magasabb a fragmentalt mitokondrium frakcioja a TG2**
kontrollokhoz képest. A jelenség mogott fontos molekularis faktort tudtunk kimutatni, mivel
szignifikdnsan magasabb MFF expressziot detektaltunk TG2 ~~ beige adipocitakban. Az MFF
egy kiilsé mitokondridlis membranfehérje, amely komplexet képez a DRP1 GTPazzal, és
eldsegiti a mitokondridlis fragmentaciot. Ismeretes, hogy a mitokondrialis fragmentacid a
depolarizacioval, a szignifikansan csokkent 1égzési kapacitdssal és az ATP termelés
csokkenésével jarhat. FErdekes modon megvaltozott mitokondrialis morfologiat és
funkcionalitast is kimutattak a tobb fragmentalt és depolarizalt mitokondriumot tartalmazo
TG2/~ MEF-ekben.

Annak érdekében, hogy tobbet tudjunk meg a kapott eredmények lehetséges magyarazatairol,
RNS-seq méréseket végeztiink TG2+/* és TG27/~ beige sejtek teljes génexpresszios profiljanak
Osszehasonlitasara. Hasonlo vizsgélatokat korabban végeztek mar MEF sejtekben, amelyek
kimutattdk, hogy a legtobb differencialisan expresszalodo gén a citoszkeletonnal, az aktin
szabdlyozassal és az extracelluldris matrix szabdlyozasaval kapcsolatos klaszterekben volt
jelentds. A mi vizsgalataink soran a pajzsmirigyhormon éltal szabalyozott itvonalak lehetséges
inaktivalni tudja a differencidlédasi médiumhoz adott T3 -at. Megallapitottuk, hogy a DIO3
magasabb expresszidjaval parhuzamosan a szabad bioaktiv fT3 koncentracio szignifikansan
alacsonyabbvolta TG2~/~ beige sejtek differenciacios tipkézegében a TG2+* kontrollokhoz
képest. A T3 donto szerepet jatszik a barnulasi folyamat aktivalasaban és a beige zsirsejtek
differencidlodasaban, erre vald tekintettel a differencidlodasi tdpfolyadék standard
komponense. Fontos hangsulyozni, hogy a tapfolyadékhoz nem adtunk T4-et amelybdl
egyébként a DIO3 képes lenne T3-at eldallitani. A magasabb DIO3 expresszid és az
alacsonyabb fT3 koncentracio osszefiiggése felveti annak lehet6ségét, hogy ez az enzim
hozzajarulhat a TG2~/~ beige genotipus alacsonyabb mitokondrialis funkciéihoz.

Ezen kiviil 3 le-regulalt mitokondrialis SLC tarnszportert is azonositottunk. A legfontosabb az
Slc25a45, amely acilkarnitint, ATP-t és aminosavakat szallita bels6 mitokondrialis membranon
keresztiil a mitokondridlis matrixba, ahol fontos szerepet jatszanak az energiatermeld
folyamatokban. Az Slc25a45 expresszioja szignifikansan alacsonyabb volt a TG2/~
preadipocitdkban és beige sejtekben, ami valoszintlileg alapvetd jelentdségii lehet ezen sejtek

hipometabolikus fenotipusanak kialakuldsaban. Fontos hangstlyozni, hogy az SLC25A45
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alacsonyabb mértékben expresszalodik a TG2 7/~ beige adipocitakban. Tovabba kimutattuk a
CoA ¢és ADP mitokondriumokba torténd transzportjaért felelés SLC25A42 alacsonyabb
expresszidjat is TG2 hianyos sejtekben, ami szintén hozzajarulhat ezek hipometabolikus
karakterének kialakitasahoz. Megfigyeléseink jelentoségét tovabb ndvelheti az a tény is, hogy
az SLC25A42-t nemrégiben egy barnulasi markerként irtdk le, amely egerekben sziikséges a
termogenezis folyamatahoz.

Eredményeinkbdl kiindulvaindokolt feltételezniink,hogy a TG2 alapvetd szerepet jatszik mind
a termogén kapacitas, mind a beige adipocitak fejlddésének kontrollalasaban. A TG2*/* és a
TG27/~ sejtek kozotti kiilonbségek nem az adrenerg agonistakra adott eltéré valaszokkal
indokolhatok, hiszen mar léteztek a preadipocitadkban is. A TG2 hidnya a preadipocitakban
karosodott mitokondrialis funkcidkat eredményez, melyeket a differencialodasi folyamat soran
sem tud ellensulyozni csdkkent tiroid érzékenysége révén. Ennek eredménye egy olyan tipusi
beige sejt megjelenése a gonadalis zsirdepdban, melyben a mitokondriumok nem képesek a
normalis termogenezishez sziikséges kiiszobérték elérésére. Feltételezésiink szerint ez kulcs
szerepet jatszhat a TG27~ egerek altalunk kimutatott csokkent hidegtiiré képességének
kialakitdsaban. A TG2 szerepének tisztdzdsa a beige adipocitdk mitokondrialis
diszfunkciojanak kialakulasdban potencidlis lehetdségeket kindlhat az elhizas és mas

anyagcserezavarok megeldzésében és kezelésiikre iranyulo intervenciok kidolgozasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran a TG2 termogenezisben betdltdtt szerepét egér modellben tanulmanyoztuk.
Kimutattuk, hogy a szdveti transzglutaminaz hianyos egerek csokkent hidegtiiré képességgel
rendelkeznek, €s alacsonyabb hatékonysdggal mobilizaljak gonadalis zsirjukat hidegkezelés
utan a TG2** alomtarsaikhoz képest. Az alacsonyabb GONAT-mobilizaciét nagy
valosziniiséggel a szovet gatolt barnulasi folyamata okozta TG2/~ egerekben, amelyeknél

alacsonyabb a barnuldsi markerek, koztiik az UCP1 expresszidja.

A TG2 o és B-adrenerg jelatviteli Gtvonalak lehetséges kdlcsonhatasidban betdltott szerepét
adrenerg agonistak injektaldsaval, indirekt kalorimetrias moddszerrel vizsgaltuk. Az a-1
adrenerg agonista, fenilefrin hatasara a TG2 /- allatok respiracios hanyadosa (RER)
szignifikansan alacsonyabb volt a TG2** egerek értékeihez képest, amely jelentsen eltérd
anyagcsere folyamatokra utal. Eredményeink szerint az adrenerg receptor szignalitvonalban
Gha fehérjeként miikodo TG2 szerepet jatszhat a szénhidratok és a zsirsavak oxidacioja kozotti
egyensuly meghatarozéasaban. Kimutattuk,hogy a fenilefrin vazokonstriktiv hatasa gyengébben
jelentkezik a TG2/~ allatok esetében, amely egyuttal alacsonyabb szintii szoveti nekrdzist

valtott ki benniik.

A kutatasi programunk tovabbi célja volt, hogy a gonadalis zsirszévetbdl izolalt TG2 */+ és
TG27/~ preadipocitak és beige sejtek dsszehasonlitd vizsgalataval kimutassuk, hogy milyen
biokémiai mechanizmusokon keresztiil vesz részt a TG2 a mitokondriumok mitkdésében és
ezaltal a termogenezis fokozéasdban. Igazoltuk, hogy a gonadalis zsirszovetbdl izolalt
preadipocitdk beige iranyu differencialéddsa mindkét genotipus esetén sikeres volt
Megallapitottuk, hogy az UCP1 és egyes mitokondridlis fehérje komplexek alegységeinek
expresszidja szignifikansan alacsonyabb volta TG2~/~ preadipocitakban és beige sejtekben a
TG2+* sejtekhez képest, ami arra utal, hogy a mitokondrialis elektrontranszport funkcidja a
TG2/~preadipocitakban, és ebbéladdddana differencialt beige sejtekben is tobb ponton hibas.
Munkank sordn bebizonyitottuk, hogy a TG2 hidnya kisebb mitokondridlis
membranpotencidlhoz, és alacsonyabb ATP ¢s NADH-tartalomhoz vezet, parhuzamosan a
csokkentett oxigénfogyasztissal a TG2*/* kontroll sejtekhez képest. Emellett a ROS termelés is
alacsonyabbvolta TG27/~ sejtekben, ami szintén a mitokondriumaik alacsonyabb aktivitasara
utal. A sejtek energetikai fenotipus elemzésének vizsgalataval kimutattuk, hogy a TG2**
preadipocitakat €s beige sejteket kifejezetten glikolitikus és oxidativ anyagcsere jellemzi, amit

a TG27/~ sejtekhez viszonyitott magas extracellularis savanyodas és oxigénfogyasztasi rata
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jelez, és ezért ,energetikus” sejtként definialtuk Oket. Ezzel szemben eredményeink

hatdrozottan arra utalnak, hogy TG2 hianyaban a sejtek hipometabolikusak.

A mitokondrialis hasadasi és fuzids fehérjék immuncitokémiai és fehérje szintli vizsgalati
eredményeink alapjan leirtuk, hogy a tubularis mitokondridlis morfologia jellemzébb mindkét
sejttipus esetén; azonban a TG2 "~ beige adipocitakban a fragmentalt mitokondriumok frakcioi
lényegesen magasabbak a TG2** sejtekhez képest. Megallapitottuk azt is, hogy a
mitokondridlis biogenezist szabalyozo, jol ismert koaktivator PGCla és ezzel egyiitt a
foszforilalt AMP-aktivalt protein-kinaz fehérje expresszidja szignifikansan alacsonyabb a
TG27~ beige sejtekben. A preadipocitak és differencialtatott beige sejtek 6sszehasonlito
globalis transzkriptom vizsgalataval potencidlis géneket azonositottunk a TG2 hiany okozta
mitokondridlis kiilonbségek magyarazatara. Igazoltuk, hogy a DIO3 fehérje meghatarozo
szerepet jatszhat a TG2~ sejtek csokkent mitokondrialis miikodésében. Ezen talmenden
leirtuk, hogy TG2 hianyaban a zsirsavak, aminosavak és a koenzim A transzportja a
mitokondrium matrixba alacsonyabb hatékonysagu, ami hozzajarulhat a mitokondriumok
alacsonyabb energiatermeléséhez. Eredményeink alapjan a TG2 alapvetd szerepet jatszik a
gonadalis eredetli beige sejtek miilkodésében és a termogenezis folyamataban. Munkéank
jelentdségéttovabb noveli, hogy eddigmégnem végeztek hasonlé szisztematikus vizsgalatokat
TG2/~ sejttipusokon. Az altalunk bemutatott adatok a TG2-vel kapcsolatos szabalyozasi
folyamatokkal egészitették ki az elhizas és a kapcsolodd anyagcsere-rendellenességek

lehetséges célpontjainak listajat.
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