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2. Bevezetés

Az emberitestfigyelemre méltoan képesidomulni a belsd és kiilsé valtozasokhoz, mint példaul
a taplalkozasi allapothoz, a kornyezeti hémérséklet ingadozasahoz, a fertdzések
bekdvetkeztéhez, a cirkadian ritmus felboritasahoz és az dregedés folyamatahoz. Ezek az
adaptacios folyamatok megkovetelik a metabolizmus dinamikus atprogramozasat a periférias
szovetekben. A hideg expozici6 példaul a vazizomzat és a zsirszovet metabolikus adaptaciojat
valtja ki azaltal, hogy ilyenkor ezek a szovetek a hdenergia biztositasa érdekében a zsirsav-
oxidaciora valtanak [1]. Ezen alkalmazkodasi folyamat fontos eleme a rendkiviil dinamikus
zsirszovet, amely kornyezeti valtozasok hatasara gyors atalakulasraképes, és sejtjei megfeleld
esetén a lipidraktarozo fehér zsirszovet egyrészrol sejtjei térfogatanak novelésével (hipertrofia),
masrészrdl az adipocitak szamanak emelésével (hiperplazia) gyarapitja térfogatat, amely végiil
elhizashoz vezethet. A ma mar népbetegségnek tekinthetd elhizas tehetd feleldssé szamos
¢letmindséget rombolo jarulékos betegség gyakorisaganak emelkedéséért, mint példaul a 2-es
tipusu cukorbetegség, a maj szteatdzisa, ateroszklerdzis és magas vérnyomas. A bama
zsirszovet egy termogén szerv, amely aktivalasa igéretes stratégia lehet az energiafelhasznalas
fehérje felelds, amelyet szétkapcsolo fehérjének neveznek, hiszen miikodésének hatasara
proton visszadramldas torténik a mitokondrium matrixéba a termindlis oxidéaci6 és az oxidativ
foszforilacid szétkapcsolasaval. Ennek kovetkeztében a lebomld zsirokbol nem keletkezik
energiat raktaroz6 ATP, hanem energiatartalmuk h6 forméjaban szabadul fel. Az obezitas és az
ahhoz tarsuld betegségek kezelésére kivalo stratégia lehetne a zsirszovet tdmegének
csOkkentése, egy létezd természetes mechanizmus célzott gyodgyszeres aktivalasaval. Ez a
folyamat a fehér zsirszovet barnuldsa, mely soran a hideg kornyezetre adott adaptiv valaszként
egy hétermelésre specializdlodott adipocita tipus jelenik meg és aktivalodik a szervezet
termotolerancidjanak biztositasa érdekében. Ezek az tigynevezett *beige’ (sziniik utan: bézs)
sejtek tulajdonsdgaikban ugyan hasonlitanak a barna zsirsejtekre, igy zsirraktaraikat szintén
hétermelésre forditjak, de azért mégsem egyeznek meg veliik teljesen. Mivel a beige zsirsejtek
fejlddése erdsen indukalhato, ezért napjainkban kiilonos hangsulyt kap ez a sejttipus, mint az
uj elhizas elleni terdpias beavatkozasok vonzo6 cellularis célpontja. Ehhez fel kell tarni a beige
iranyu sejtdifferencialodasi folyamatok teljességét, amelyeket befolyasolva csdkkenteni

lehetne a fehér zsirszovet tomegét. Kiilonds figyelem fordul tehdt a differencialodasi



folyamatok szabalyozasara képes 0j fehérjék vizsgalatara; a koradbbi irodalmi adatok alapjan
ilyen leheta szovetitranszglutaminazis (TG2). A dolgozatban bemutatasra keriild vizsgalataink
szerint ez az enzim fontos szerepet jatszik a barnulasi folyamatban, igy jovobeli gyogyszeres

aktivalasa esetleg hatékony célpont lehetne az elhizas és jarulékos betegségeinek kezelésében.



3. Irodalmi attekintés

A zsirszovet egy rendkiviil Gsszetett szerv, mely jelentds hatassal van fiziologias és
patofizioldgias folyamatokra. Az 1940-es évek végéig a zsirszovetet csupan a kotdszovet egyik
formajaként jellemezték, amely sejtjei lipidcseppeket tartalmaznak. A szervezet
anyagcseréjéhez fliz6do kapcsolatat csak évekkel késobb irtak le, amikor felfedezték, hogy a
zsirszovet fontos szerepet jatszik a tapanyagok homeosztaziséban: taplalkozast kovetden a
kaloriatarolas helyszine, valamint éhezés soran a keringésbe jutd szabad zsirsavak forrasa. Az
1980-as évek végétdl az 1990-es évek kozepéig fedezték fel a zsirszovet eredetii szérum
faktorokat: az adipszint [2],a TNF-a-t [3] és a leptint [4]. Ett6] kezdve az energia homeosztazis
kozéppontjaban allo zsirszovetet endokrin szervnek tekintik, ami lendiiletbe hozta a zsirszovet

fejlodési, miikodési és korélettani szempontok szerinti szisztematikus vizsgalatat (1. abra).

A tudomanyos érdeklédés azonban akkor lendiilt fel igazan a zsirsejtek iranyaban,amikor egyre
szélesebb korben kezdtek el foglalkozni a vilagméretiien elterjedt elhizas problémajaval, mely
szamos ¢letmindséget rombold jarulékos betegség gyakorisaganak névekedéséért tehetd
feleléssé, mint példaul a cukorbetegség, az ateroszklerdzis és a magas vérnyomas. Eljott
ugyanis a torténelemben els6ként az a fordulopont, amikor az alultaplaltsagon tal mar a
taltaplaltsag is globalis problémava valt; napjainkra mintegy 1,9 milliard embert tartanak

elhizottként szamon [5].
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1. dbra: A zsirsejt biologidja iranti érdeklodés novekedése 1900 és 2012 kozott

A zsirbiologiai kutatas fontos eseményeit a megjelenés datuma jelzi. Az abra Evan D. Rosen

és Bruce M. Spiegelman kézleménye alapjan késziilt [6].

3.1. A zsirszovet funkcioi

Minden eukariota €¢161ény, az élesztdgombatdl egészen az emberig, képes kaloriat tarolni lipid
cseppek formajaban, azonban csak a gerincesek rendelkeznek erre specializalt sejtekkel,
amelyeket zsirsejteknek vagy adipocitaknak neveziink [7]. Ez idaig tisztazatlan, hogy vajon az
alacsonyabb rendii szervezetek zsirtarolo sejtjei, mint példaul a Drosophila melanogaster larva
zsirteste vagy a Caenorhabditis elegans lipideket tarolo bélsejtjei olyan szerkezetekre utalnak-
e, melyek valoban homologok a gerincesek zsirsejtjeivel, vagy egyszeriien csak a konvergens

evolucio eredményei, és foként toxikus zsirmolekulakat tarolnak. Molekularis szinten azonban
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talaltak hasonl6 feladatokat végrehajtd ortolog, zsirtarolasért felelés géneket a férgekben,
legyekben és emlésokben [8].

A thlzott testzsir kozmetikai és pszichologiai terhe miatt, nem is beszélve az anyagcserével
kapcsolatos megbetegedésekrol, elhizas esetén az adipocitak talan az egyik legzavarobb, nem-
rosszindulata sejttipusok a testben. Tekintettel erre, nem volt nehéz figyelmen kiviil hagyni az
egészseéges zsirszovet szamos elonyét. Vitathatatlanul minden él61ény legfontosabb biologiai
feladata az energia homeosztazis fenntartdsa és a reprodukcio, a zsirszovet pedig
elvalaszthatatlanul fonddik 6ssze mindkettdvel. Az adipozitas és a reprodukcid kapcsolata
meglehetdsen Osszetett: a zsirszovet tapanyagokat és hormonalis jeleket biztosit, amelyek mind
a férfiaknal, mind a néknél szabalyozzak a hipotalamusz-hipofizis-nemi mirigy tengelyét és
forditva, a szaporodas blokkolasa sok fajban noveli az adipozitast [9]. Ezen tulmenden, a
zsirszovetnek fontos mechanikaitulajdonsagaiis vannak. Védiaz érzékeny szerveket, valamint
puhava teszi a nagyfoku igénybevételnek kitett testrészeket. Fontos szerepet jatszik a vizi
emlésok aramvonalassa tételében €s a test hdszigetelését is biztositja. A szubkutan (bor alatti)
és viszceralis (zsigeri) zsirdepdk hasonlé eloszlast mutatnak a sarkvidéki és tropusi emlds 6kben
[10]. Szamos szerepe mellett azonban messzemendkig a zsirszovetek legfontosabb funkcidja
az, hogy f0 szabalyozdja a szervezet energia egyensulydnak €s a tdplalkozasi homeosztazisnak.
Kiemelendd tehat, hogy az intenziv kutatasok eredményeként az elmult néhany évben
jelentésen megvaltozott a szemléletmodunk, kiilondsen a zsirsejtek osztdlyozasdban és abban,

ahogyan latjuk a zsirszovetek kialakulasat.

3.2. A zsirszovetek lokalizacioja

A zsirszovetek felhalmozodéasa tekintetében tobb specifikus zsirdepot definialunk a
szervezetben. A legelterjedtebb osztalyozasi séma megkiilonbozteti a szubkutan és a viszceralis
(zsigeri) zsirt, nagyrészt azért, mert az utdbbi mar feltart kapcsolatban all ismert anyagcsere-
betegséggel. Mig az elébbi bizonyos esetekben nem korrelal [11], addig mas tanulmanyok
szerint akar forditva is korrelalhat az egyes betegségek kockazataval [12,13]. Val6jaban a
zsigeri versus szubkutan séma tulsagosan leegyszerisitett, mivel gy tlinik, hogy egyértelmi
kiilonbségek vannak a névlegesen viszceralis depok kozott is, mint példaul a perigonadalis, a
mesenterikus és a retroperitonealis zsirparnak kozott. A gonadalis zsirszovet az egyik
legnagyobb zsirraktdr a ragcsalokban, mely a himek heréi (epididimalis) és a ndstények

petefészkei koriil (periovarium) taldlhaté. A gonadalis zsirszévetrdl kimutattdk, hogy a
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szubkutan zsirhoz képest tobbet expresszal Ppary-bol és Srebplc-bdl, valamint egy masik
kulcsfontossagl adipogén transzkripcios faktorbol, a CCAAT enhanszer-kotoé fehérje alfa-bol
(C/EBP-alfa) [14].

Jelentds regionalis kiilonbségeket ismeriink a zsirsejtek funkcidinak olyan aspektusaiban, mint
az adipokin szekrécid, a lipolizis és a triglicerid szintézis sebessége [15]. Két hipotézist is
javasoltak ennek a jelenségnek a magyarazatara: egyrészt a kiilonb6z6 zsirraktaraknak egyedi
beidegzddésiik van, valamint sajatos kapcsolataik a keringéssel. Példaul a zsigeri zsir vénas
elvezetése a portalis keringésbe jut, igy a maj a zsiranyagcsere melléktermékeiben és az
adipokinekben duskal. A masik lehetséges magyarazat szerint a depd-specifikus kiilonbségeket
természetesen nem zarjak ki egymast, de tovabbi bizonyitékokat tartak fel a sejtek autonom
kiilonbségeinek alatdimasztasara. A preadipocitak példaul expresszaljdk a szarmazasi depojukra
specifikus géneket, és azonos koriilmények kozott tovabbra is jellegzetesen viselkednek az
izolalas és passzalas utan [15,16]. Ezt transzplantacios vizsgalatokkal kozvetlen tesztnek
vetették ald; a zsigeri zsir szubkutén helyzetbe helyezése nagyon csekély hatast fejt ki, azonban
a bOr alatti zsir transzplantacidja a zsigeri rekeszbe csokkenti az adipozitast €s javitja a gliikoz
homeosztazist [17]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy belsé kiilonbségek vannak a

zsirdepok kozott.

A ragesalok zsirraktarai nem egyeznek meg teljesen a human zsirraktarakkal, azonban jelentds
topologiai hasonlosagokat mutatnak, amelyek révén anatomiailag egymasnak megfeleltethetok
(2. abra). Az egerek €s az emberek is rendelkeznek barna zsirsejtek interszkapularis vagy nyaki
depoéival. Mig bizonyos irodalmi adatok alapjan a gonadalis zsirszovet raktarak csak a feln6tt
ragesalokra jellemzoék [18], addig mas publikdcidoban beszamolnak arrol, hogy a gonadalis
zsirszovet noknél a méhhez és petefészkekhez, férfiakndl a mellékheréhez és a heré¢hez
kapcsolodik [19], mely alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy emberekben is jelen van ez a
zsirdepd. Szakirodalmi adatok arra utalnak, hogy az egerek gonadalis zsirszovete, a humén
viszceralis zsirszovetnek feleltethetd meg, mig az egerek inguinalis fehér zsirszovete az
emberben a szubkutan zsirhoz hasonlithato [20]. Génexpresszids profilozasi vizsgalat feltarta,
hogy az egerek interszkapularis barna zsirszovetének molekularis jellemz6i egyediilallok, mig
az egerek bebarnult eliilsé szubkutan és gonadalis zsirszovet-raktarai jobban hasonlitanak az
emberek szupraklavikularis BAT-depojahoz [18]. Az emberi zsirszévet szovettani és

elektronmikroszkopos jellemzdi megegyeznek az egér eredetii megfeleldikkel [21,22]. Irodalmi
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adatok alapjan megallapithat6 az is, hogy az egerekbdl nyert informaciok jelentds részben

vonatkoztathatok az adott human zsirdepora [23].

A Barna zsirszovet e testhémérséklet szabalyozasa
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2. dabra: A zsirszovetek anatomiai elhelyezkedése egerekben és emberekben

Az abra Choe, S. S. és munkatdarsai publikacdja alapjan késziilt [24].

A zsirszovet kialakulasanak 1ddzitése fajonként eltér. A ragcsalokndl a fehér zsirszovet
nagyrészt a sziiletés utan jelenik meg, bar érzékeny modszerek segitségével mar a 16-17.
embriondlis naponlathatok a szubkutanrégidban a zsirspecifikus markerek kifejezddése, €s egy
nappal azutan lipiddel t61t6tt szubdermalis adipocitak is kimutathatok [25,26]. A zsigeri zsir
késébb fejlddik ki, és a posztnatalis 7. napra valik lathatova. Erdekes médon azonban
elkotelezett prekurzor sejtek még a sziiletés utani epididimalis zsirban sem mutathatok ki a
posztnatalis 4. napon [27]. Embereknél azonban nyilvanvalé fehér zsirfejlédés tapasztalhato a

terhesség 14. hetére, bar a pontos idézités bizonyos mértékben fligghet a magzat m éretétdl
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[28,29]. A human szervezetben az adipocitak nagyjabol 8%-a ujul meg évente, mig ez szam

egerekben 0,6% egyetlen nap alatt [30,31].

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

A zsirszovetnek az emldsdkben kétféle anatomiailag is elkiiloniilé formdja taldlhaté meg: a
nagyobb tomegii, sztromas vaszkularis frakcidjaban kiilonb5zo sejttipusokat tartalmazé fehér
zsirszovet, amely raktarozott energiaja éhezés vagy stressz hatdsara mobilizalodva ATP
termelésre forditodik; és a sokkal kisebb tomegii barna zsirszovet, mely alacsonyabb szintii
raktarozas mellett, egyediilall6 mdédon képes zsirtartalmat hdétermelésre forditani a nem
didergéses termogenezisnek nevezett folyamat soran [6]. A sejtek barna szine a citokrom C
nagy mennyiségének koszonhetd ebben a mitokondriumokban igen gazdag szdvetben.
Hotermelésiik kivaltdja az, hogy a barna zsirszovet sejtjei sokkal tobb olyan mitokondriumot
tartalmaznak, melyekben az elektrontranszportlanc miikodése szétkapcsoldodik az oxidativ
foszforilaciotol, igy benniik proton visszaaramlas torténik a mitokondrium matrixaba. Ennek
kovetkeztében a lebomld zsirokbol nem keletkezik energiat raktarozdo ATP, hanem ehelyett
energiatartalmuk h6 formajaban szabadul fel [32]. A h6termel6 képességért a mitokondrium
bels6 membranjaban taldlhato szétkapcsold protein 1 (UCP-1) felelds. Ragesalokban irtak le
eldszor a zsirsejtek harmadik tipusatis, mely fehér zsirszovetben jelenik meghidegkdrnyezetre
vagy adrenerg kezelésre adott adaptiv valaszként, biztositva a szervezet termotoleranciajat [33-
38]. Ezek a sziniik utan Ggynevezett ,,beige” vagy ,,brite” sejtek, bifunkcionalis fenotipust
képviselnek, hiszen tulajdonsdgaikban hasonlitanak a barna zsirsejtekre, és zsirraktaraikat
szintén hdtermelésre forditjak, de mégsem egyeznek meg veliik teljesen [39,40]. A ,,klasszikus
barna” adipocitakkal ellentétben az érett, stimulalatlan beige zsirsejtek alacsonyabb szinten
fejezik ki a hotermeléshez sziikséges géneket. Ha a termogenikus jel megsziinik, fehér-szert,
ugynevezett ,,masked beige” zsirsejtek maradnak vissza in vivo. Az UCP1 indukcio kiilsd
ingerektdl valo fliggése a beige zsir fontos megkiilonboztetd jellemzdje. A beige adipocitak
rendkiviili plaszticitast mutatnak, a szervezet igényeinek megfeleléen képesek ki-be kapcsolni
hétermeld programjukat fiziologids koriilmények valtozasanak kovetkeztében. Mind a barna,
mind a beige sejtek a mitokondrialis és termogenikus gének hasonl6 alapprogramjat fejezik ki
[39]. A csecsemdk interszkapularis barna zsirszovete nagymértékben hasonlit a ragcsalok
klasszikus barna zsirjara [41]. Osszehasonlitva a valodi klonélis barna és beige adipocitékat,

ugy tlinik, hogy a beige sejtekhez képest a klasszikus barna zsirsejteknek magasabb alap UCP-
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1 expresszidja és emelkedett szétkapcsolt Iégzése van hormonalis stimulacio elétt. A beige
adipocitadknak masfeldl van egy alap UCP-1 expresszidja és szétkapcsolt 1égzése, mellyel a
fehér zsirsejtek nem rendelkeznek. Azonban hidegkezeléssel vagy -adrenerg agonistaval valo
stimulacid megemeli az UCP-1 kifejez0dését a beige adipocitakban egy olyan szintre, ami a
barna zsirsejtekben is lathatd. Ezek alapjan a beige sejtek két funkciora programozottak
egyedien: termogenikus ingerek hianyaban képesek energiaraktarozasra, viszont teljes
mértékben képesek a hétermelés beinditasara, amikor erre megfeleld jeleket kapnak [39].
Erdekes moédon, egér modellekben a klasszikus barna zsir elvesztése a beige zsir kompenzicios
indukciojat valtja ki, ilyen modon is biztositva a fiziologias testhdmérsékletet és a diéta okozta
elhizassal szembenirezisztenciat, ami funkciojukattekintve barnaés a beige adipocitak jelentos

atfedésésre utal [42].

Az elmult évek intenziv kutatdsai az adipocitak egy tovabbi, negyedik tipusat is azon ositottak;
az ugynevezett pink zsirsejteket [43,44]. A pink adipocitak tejszekrécios alveolaris sejtek,
amelyek terhesség és szoptatds soran a fehér zsirsejtek transzdifferencialodasabol
szarmazhatnak. Ezekre a sejtekre jellemzOk a citoplazmatikus lipidcseppek, apikalis
feliiletiikon mikrovillusok talalhatéak, kerek €s nagyméretiisejtmagjuk centralisan helyezkedik
el, tovabba robusztus, durva endoplazmatikus retikulummal (RER), Golgi-komplexszel és
tejtartalmu granulatumokkal rendelkeznek. A laktacio utani fazisban a pink zsirsejtek fehér és
barna zsirsejtekké alakulnak 4t és bizonyitékok tamasztjak ala a fehér-pink
transzdifferencialodds, a pink-barna transzdifferencidlodds és a reverzibilis barna-
myoepithelialis sejtkonverzio hipotézisét [44], amiismételten bizonyitja a zsirszovetre jellemzd

rendkiviili és intenziv plaszticitast (3.4bra).
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3. abra: Az adipocitik szinei - fehér, barna, beige és pink

A zsirsejtek tipikus fenotipusos megjelenése és funkcioi. Az dbra Julia Zinngrebe és

munkatarsai kézleménye alapjan késziilt [45].

Evolucios szempontbdl pontositva, a barna zsirsejtek az eutheria (méhlepényes) emldsokben
fordulnak eld; minden mas gerinces, beleértve az erszényes €s klodkas emldsoket is, csak fehér
zsirszovettel rendelkezik [46]. Erdekes médon, a protoendotermikus emlésok, melyek
testhOmérséklete koveti kornyezetiik hdmérsékletét, szintén rendelkeznek barna zsirszovettel,
mely lehetdové teszi szdmukra, hogy szelektiven fenntartsdk az endotermiat, mikdzben
vemhesek vagy utédaikrol gondoskodnak [47]. Emberben felnétt korra lecsokken a barna zsir
tomege, viszont az Ujsziilottek még jelentds barna zsirszovet raktarakkal rendelkeznek. Ez
addig biztositja megfeleld testhomérsékletiiket, amig hdszabalyozasi képességiik teljesen ki

nem alakul.

3.4. A fehér versus termogén adipocita tipusok kialakuldsa

Mind a "Myogenic factor 5’ (Myf?5) -pozitiv mind Myf5-negativ eredet kiilonb6z6 mértékben
jarul hozza a zsirsejtek prekurzor sejtkészletéhez az egyes depokban; tigy tlinik, hogy az
anterior szubkutan zsirszévetben és retroperitonealis zsirszovetben (és a BAT-ban is) a Myf5-
pozitiv szarmazéasi prekurzorok elénydsen adipocitakkd valnak, mig az inguinalis
zsirszovetben, a gonadalis zsirszovetben és a mezenteridlis zsirszovetben, a Myf5 -negativ

eredetii prekurzorai szelektiven differencialédnak [48]. A barna és beige zsirsejtek fejlodését
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tanulmanyozoé atfogd vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a beige adipocitdk nem
ugyanazokbol a "Paired box 7’ (Pax7) és Myogenic factor 5’ (Myf5) fehérjéket kifejezo
miogén eredetii dssejtekbdl szarmaznak, amelyek klasszikusbarna zsirszovetet eredményeznek
[49] (4. abra). A beige zsirsejtek biogenezisét, amelyet beige adipogenezisnek is neveznek, a
kiils6 hatasok, példaul hideg, adrenerg stimulacio, vagy hosszu tavl ’Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma’ (Ppary) magreceptor agonistakkal végzett kezelés valtja ki. A beige
zsirsejtek eredete sokrétll; a gonadalis zsirszovetben keletkezhetnek olyan prekurzorokbdl,
amelyek a ’Platelet-derived growth factor receptor alfa’ (PDGFRa), CD34-et és a
"Spinocerebellar ataxia type 1° (SCA1) fehérjéket expresszalnak [50-52]. Ezen kiviil beige
zsirsejtek a lagyéki fehér zsirszovet Myf5-negativ prekurzoraibdl is keletkezhetnek, azonban
ezeknek a zsirsejteknek egy csoportja Myf5-pozitiv prekurzorokbdl szarmaznak [52]. A
kozelmultban leirtak, hogy egyes beige zsirsejtek Myosin heavy chain 11° (MYH11) fehérjét
tartalmaznak, amely a simaizomsejtek szelektiv markere [53]. Ezek az eredmények is arra
utalnak, hogy a beige zsirsejtek eredete kiilonbozik a klasszikus barna zsirsejtektdl. A beige
adipocitak masik jellemzdje a rendkiviili fenotipusos plaszticitast mutatd képesség, valamint
kialakulasuk jelentés mértékben indukalhaté a megfelelé prekurzor sejtekbdl Kiindulva.
Bizonyitékok vannak arra nézve is, hogy az érett fehér zsirsejtek specifikus faktorok hatasara
beige adipocitakka valtozhatnak [54,55]. Tovabbi vita targyat képezi, hogy ez a jelenség vajon
valodi transzdifferencialodast jelent-e, azaz a fehér zsirsejtek kozvetlen atalakuldsat beige
zsirsejtekké, vagy ezek olyan beige adipocitaknak felelnek meg, amelyek mar korabban is ott
talalhatok a fehér zsirsejtek k6zott [56]. A barna zsirszovet fejlodésének szamos transzkripcios
szupresszorat azonositottdk, koztilk van az egy csalddba tart6z6 ’Retinoblastoma protein’
(pRB) és p107, valamint a ’Receptor-interacting protein 140’ (RIP140). A pozitiv
transzkripcios szabalyozok kozé tartoznak a *Forkhead box C2° (FOCX2) és a PR domain
containing 16” (PRDM16) fehérjék is. A PRDM16 fontos szerepet tolt be a barna zsirsejtek
differencialodasaban, hianyaban nincs barna iranyt sejtdifferencialodas. Ez a fehérje képes
bekapcsolni a barna zsirszovetre nézve szelektiv gének teljes készletét, mikézben kikapcsolja
tobb fehér zsirszovet specifikus gén expressziojat [57,58]. A PRDMI16 szamos fontos
adipogenikus transzkripcios faktorral 1ép kolcsonhatasba, mint példaul a ’Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha’ (PGC-1a) és a PGC-18 is, valamint
a PPARa, PPARY ésa ’"CCAAT enhancerbinding protein beta’ (C/EBPB). APRDMI1 6 elinditja
a hidegkezelés ¢és B-adrenerg stimulus altal kivaltott, cAMP-fliggd hosszu tavli termogenezist,
amely soran barna iranyu sejtdifferencialodas melletta szovetek vaszkularizacioja is fokozodik.

A folyamat sordn a PGC-1a expresszioja megemelkedik, és kdlcsonhatasba 1ép az ’Interferon
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Regulatory Factor 4° (IRF4) ¢és a PPARy fehérjékkel, igy mitokondrialis biogenezist indukal,

¢és kulcsszerepet jatszik a nem didergéses hotermelés aktivalasaban.

Pax7*/Myfs* Pax7/Myfs
ossejtek ossejtek
& @ o @
Mioblaszt Barna Feheér Beige
prekurzor prekurzor prekurzor

Hidegkezelés
Adrenerg stimulus
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()
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Barna zsirsejt  Fehér zsirsejt AKktiv beige Inaktiv beige
zsirsejt adipocita

4, abra: Az adipocitak kiilonbozo prekurzor sejtekbdl differencialodnak

A fehér és beige adipocitak Pax7-IMyf5 6ssejtekbdl szarmaznak, kiilonbdzd prekurzor sejteken
keresztiil. A beige adipocitik hideg vagy adrenerg stimulacio hatasara aktivalodnak. A hideg
es/vagy adrenerg kezelés megsziinése utan ezek a sejtek inaktivva valnak és felveszik a ,,fehér”
szarmaznak, igy fejlodéstanilag ezek az adipocitakkézelebb dllnaka vazizom sejtekhez. Az abra

Evan D. Rosen és Bruce M. Spiegelman kozleménye alapjan késziilt [6].

3.5. A beige zsirsejtek aktivacidjat kivaltéo faktorok, és a hotermelés indukalasa

Fiziologidsan a hideg expozicié f3-adrenerg stimulacié révén indukalja a barnulasi folyamatot
a fehér zsirszovetben [59,60]. A szimpatikus idegrendszer norepinefrint (NE) valaszt ki, amely
kotddik a sejtfelszini B3-receptorhoz, ezt kdvetden az intracellularis jelatviteli kaszkadok a

trigliceridek szabad zsirsavakka (FFA) tortén6 lebomlasahoz vezetnek [61]. Az FFA aktivalja
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az UCP1 -et, amely az ATP szintézisét6l szétkapcsolt 1égzést eredményez [62]. Szakirodalmi
adatok alapjan ismert, hogy a katekolaminok mellett szamos keringé hormon kap csolédik a
beige adipocitak aktivalasahoz, mint példaul a trijod-tironin (T3), a maj epesavai, a ’Fibroblast
growth factor 21’ (FGF21), az ’Atrial natriuretic peptide’ (ANP) és a ’B-type natriuretic
peptide’ (BNP), valamint a kardiotropin-1 [63]. Ezeken tilmenden a vazizomzat altal a
testmozgas hatasara kibocsatott irizin nevii hormon szintén képes kivaltani a fehér zsirszovet
barnulasat [64]. Ezek a ligandok a megfeleld receptoraikon keresztill kiillonboz6 és gyakran
atfed6 mechanizmusok révén valtjak ki a barnulasi folyamatot. Az epesavak példaul aktivaljak
a ’G-protein-coupled bile acid receptor 1 (GPBAR1) receptorfehérjét, amely viszont az
intracellularis T3 képz6dését elésegitd dejodinaz enzimet indukalja [65]. A beige adipocitak
aktivalasa tehat a fehér zsirszovet ,,barnulasa”, hétermelésének indukalasa, mely folyamat
esetleges célzott/gyodgyszeres aktivalasa a népbetegségként jelentkezd elhizas és jarulékos

betegségei kezelésében bevethetd hatékony célpont lehetne.

3.6. Az anyagcsere szervezetszintii vizsgalata indirekt kalorimetriaval

Az emberek energiafelhasznalasénak értékelése eredetileg a hdétermelés szamszerlisitésére
(azaz a kozvetlen kalorimetridra) 6sszpontositott, mivel a termodinamika elsd torvénye azt
josolta, hogy a fiziologiai folyamatokban elhasznalt 6sszes energia hdként oszlik el a
héstabilitas és az elhanyagolhato energiatarolas koriilményei kozott. Az ilyen technikailag nagy
kihivast jelent6 eljarast azonban hamarosan kivaltottak azok a moddszerek, amelyek a
hdtermelés 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)] [66].

Az oxigénfogyasztas és a szén-dioxid-termelés mérésével az indirekt kalorimetria valos ideji
adatokat szolgaltat az energiafelhasznalasrol, az alvas és nyugalomi fazis anyagcseréjének, a
taplalék hétermelésre kifejtett hatasanak ¢€s a fizikai aktivitas energiakoltsé gének detektalasara.
Fontos, hogy az ilyen mérések az energiaszubsztratumok hasznositdsarol is informéciot
nyujtanak [67] (1. tablazat). Az indirekt kalorimetria hasznalata értékes eszk6z lehet az elhizas
kezelésében személyre szabott beavatkozasok esetén, nem szabad azonban megfeledkezniink

arrol, hogy az anyagcsere szabalyozasanak modja egyénenként nagyon eltérd lehet [68].
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A zsirok és szénhidratok metabolizalt szazalékos aranya, a respiracios hanyados
(RER) értékei alapjan
RER zsir (%) szénhidrat (%)
0,7 100 0
0,75 83 17
0,8 67 33
0,85 50 50
0,9 33 67
0,95 17 83
1 0 100

1. tablazat: A respirdcios hanyados (RER) (CO, -termelés/O; -felvétel) a szénhidratokbol és a
lipidekbol torténo dltaldnos energiafelhaszndldas relatliv  hozzdjaruldsanak kozvetett
meghatarozasara szolgal. A magas RER érték (1,0) tulnyomorészt szénhidratok hasznosulasat

Jjelzi, mig az alacsony RER érték (0,7) a lipidek oxidaciojdara utal [67,69].

3.7. A szoveti transzglutaminaz biologiai funkcioi

Ahogy a zsirszovetekrol szerzett ismereteink egyre gylilnek, ugy no 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
génexpresszid szabalyozasara képes fehérjék tovabbi vizsgalatara van sziikség. llyen fehérje
lehet a szoveti transzglutaminaz (TG2, EC 2.3.2.13) amely egy extracellularisan és
intracellularisan is kimutathatdé multifunkcionélis fehérje. Bizonyos sejttipusok esetén
lokalizalodhat a sejtmagban, a mitokondriumban vagy a plazmamembranban is [70-74].
Fehérje keresztkotd és guanozin-5'-trifoszfat (GTP) hidrolizal6 aktivitassal is rendelkezik
[75,76]. Ca?* jelenlétében a TG2 nem képes megkotni a GTP-t, igy nyilt konformaciot vesz

fel, amely kovalensen keresztkoti a fehérjéket, és transzamidaz-aktivitas révén izopeptid
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kotéseket hoz 1étre a glutamin és a lizin oldallancai kozott [77,78]. GTP-hez kotott formaban
azonban a TG2 zart konformaciot vesz fel, és GTPazként mikodhet, viszont ilyenkor nem
rendelkezik keresztkoto aktivitassal [79]. Ezenkiviil a TG2 fehérje-diszulfid izomeraz[80] és
protein-kinaz aktivitassal is rendelkezhet [81,82]. A TG2 kiilonféle biologiai folyamatokban
vesz részt, példaul a citoszkeleton szabalyozasaban, a sejtadhézio kialakitasaban és a sejthalal
folyamataban katalitikusan aktiv, vagy csak interakcios partnerként [73, 83-86]. Szamos
tanulmény kapcsoltaa TG2 funkcioitkiilonféle tipusta betegségekkel [87], példaul arakkal [88-
90], a 2-es tipusu cukorbetegséggel [91], neurodegenerativ rendellenességekkel [92-96] és a
lisztérzékenységgel [97].

3.8. Szoveti transzglutaminaz hianyos egérmodellek

A TG2 komplex bioldgiai szerepének vizsgalatara iranyul6 stratégiak kozott szerepel a TG2
aktivitasat gatolni képes kis molekuldk alkalmazasa [83,98,99], valamint a TG2
szubsztratjainak és interakcios partnereinek azonositasa és jellemzése [83,100,101]. Ezen
tilmenden, két TG2 knock-out (KO) egérmodellthoztak Iétre eltéré modszerek alkalmazasaval.
[102], a masik viszont egy TG2-loxP knock-in egér modell, amely modszer Cre rekombinazt
expresszalo allatokkal valo keresztezés utan lehet6vé tette mindkét allél inaktivalasat [103]. A
TG2 multifunkcionalitasét figyelembe véve meglepd, hogy a TG2 homozigéta delécidja nem
okoz letalis fenotipust. A TG27/~ egerek életképesek és termékenyek, normal teststlyra és
méretre ndnek fel, anélkiil, hogy nyilvanvalo rendellenességek mutatkozndnak a fejlédésiikben
¢s a szervfunkcidikban [102,103]. A sulyos kiilonbségek hianyanak legvaldsziniibb
magyarazata, hogy emldsok szoveteiben mas transzglutaminazok képesek kompenzalni a TG2
elvesztését [72]. A KO modellek részletes vizsgalata azonban feltarta, hogy a TG2 részt vesz
az apoptotizald és a fagocita sejtek kozotti kdlcsonhatasaban a szdvetek integritdsanak
biztositasa érdekében [104-106], és sziikséges az NB4 promielocita sejtek neutrofil iranyt
differencialodasahoz, valamint a baktériumok ezen sejtek altali elpusztitasahoz [107,108]. A
TG2 eltavolitasa tokéletlen sebgydgyulashoz [109] és autoimmunitas kialakulasahoz vezethet

[110], tovabba gliikk6z intoleranciat és hiperglikémiat okozhat [111].
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3.9. A szoveti transzglutaminaz G fehérje funkcioja

GTP kotott zart konformacioban, a TG2 miitkddhet G fehérjeként (Gha), amely az alB-
adrenoreceptorrol (a1B-AR) [112,113], az oxitocin receptorrol [114,115], a tromboxan A2a
receptorrdl [116], és a follikulus stimulalé hormon receptorrol [117] tovabbithat jelet [118]. A
TG2 G-fehérje funkcidjat szamos sejttipusban (pl. sziv- és simaizomsejtekben,
fibroblasztokban, endotelialis sejtekben, hepatocitakban) leirtak [119]. Altalanossagban
elmondhatd, hogy a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) koélcsonhatisba 1épnek a
heterotrimer G fehérjékkel; azonban a TG2/Gha a kalretikulinnal (Ghp) képez heterodimert
[113,118], amely a heterotrimer G fehérjékhez hasonléan miikddik. A receptor aktivaciojat
kovetden a TG2 fehérjéna GDP GTP-re cserélédik, és a G fehérje funkcio aktivalodik. A GTP-
hezko6t6tt TG2/Gha disszocial a Gh-rol, majd kozvetleniil aktivalja a foszfolipazCo 1-et (PLC
d1), amely inozitol-trifoszfat felszabadulashoz és az intracellularis Ca?* koncentracio
emelkedéséhez vezet [120-122]. Ezen kiviil a TG2/Gha mas jelatviteli utakat is szabalyozhat,
beleértve az adenilat ciklaz (AC) aktivitasat [123] és a nagy vezetoképességii Ca2*-aktivalt K*
csatornak kozvetlen aktivalasat vaszkularis simaizomsejtekben [124]. A TG2/Gha szignal
akkorszlinik meg, amikora GTP-4z aktivitds révén a GTP GDP-re hidrolizal6dik és a TG2/Gha
ujra 6sszekapcsolodik a Ghp-val [113].

3.10. A szoveti transzglutaminaz szerepe a mitokondriumok miikodésében

A szakirodalomban leirt in vivo eredmények alapjan, fiziologias koriilmények kozott a TG2
fehérje-diszulfid-izomerazként (PDI) is mukodhet, és kimutattak, hogy ezen aktivitasan
keresztiill hozzajarul a  mitokondrialis 1égzési  lanc  komplexeinek megfeleld
Osszeszerel6déséhez. Ismert, hogy a TG2-hianyos egerek karosodast mutatnak a mitokondrialis
energiatermelésben, melyet a fizikai megterhelést kovetéen csokkent ATP-szint bizonyit a
szivizomzatban. Ez a defektus fenotipusosan tiikr6z6dik az allatok ATP-fliggd motoros
izommunk3éjanak dramai csokkenésében. Az ilyen fenotipus mogott meghuzodo molekularis
mechanizmus a NADH-ubikinon-oxidoreduktaz (I. komplex), a szukcinat-ubikinon-
oxidoreduktaz (II. komplex) acitokrom-oxidaz (IV. komplex),ésaz ATP-szintaz (V. komplex)
hibas diszulfidkotés-képzésében rejlik [125]. A legjabb adatok azt mutatjak, hogy a TG2
aktivitasa nemcsak a 1égzési lanc komplexek 0sszeszerel6dését tudja modositani, hanem a

kritikus gének, koztik a PGC-la és a citokrom C atirasat is, amelyek fontosak a
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mitokondriumok miik6dése és biogenezise szempontjabol [126]. Mas sejttipusoknal
kimutattdk, hogy a TG2 szerepet jatszik az elektrontranszportlanc és az energiatermelés
homeosztazisanak fenntartdsaban. A TG2 delécidjaalégzésilancI. és II. komplex einek jelentds

crcr

(MEF) [71,127-129].

3.11. A mitokondriumok dinamikaja

A mitokondriumok kdzponti szerepet toltenek be az eukaridta sejtek anyagcseréjében. Olyan
kulcsfontossagi folyamatok zajlanak benniik, mint a 1égzés, az oxidativ anyagcsere,
hozzajarulas a Ca2* homeosztazisahoz, a Krebs-ciklus, a zsirsavak lebontasa, antiviralis
jelatvitel, az oregedés és az apoptozis [130,131]. Rendkiviil dinamikus organellumok, melyek
fuzids ¢és hasadéasi eseményeken, tovabba transzport folyamatokon és lebomlason is keresztiil
mehetnek, mely folyamatokat 6sszefoglaloan ,,mitokondrialis dinamikanak” nevezzik. Ezen
dinamikus folyamatok mindegyike kritikus fontossagu az egészséges mitokondridlis populacio
fenntartdsa 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
kolcsondsen befolydsoljak egymast. A  mitokondridlis dinamika diszregulacidja
mukoddésképtelen mitokondriumok felhalmozddaséhoz vezet, amely szamos patoldgias
folyamatban felfedezhetd, tobbek k6zo6tt neurodegenerativ betegségekben, izomsorvadasban,
szarkopéniaban, 6regedésben és olyan anyagcsere betegségekben, mint példaul 2-es tipusa
cukorbetegség vagy elhizas [130-132]. A mitokondriumok fragmentalédasa gyakran 6sszefiigg
a mitokondridlis funkcié romlasaval, stlyos stresszhatasok, példaul a mitokondridlis
membranpotencial elvesztése, az ATP szint csokkenése esetén [133-135], valamint apoptdzis
soran [136,137] dontéen ez a morfoldgia figyelhetd meg. Vannak azonban olyan események is,
a sejtosztodas soran az utddsejtek mitokondrialis 6roklddésének biztositasara, valamint a
posztmitotikus sejtek, példaul az idegsejtek és a kardiomiocitak differencialodésa soran,
tovabba a mitofagia és a sejthalal utvonalak szabalyozasi folyamataiban [138-150]. A
mitokondriumok fuzidja hozzajarul a mitokondridlis matrix komponenseinek halozaton beliil
eloszlasahoz, noveli a mitokondrialis haldzat homogenitasat és komplementaciot is biztosit

[136]. A fzi6 kulcsfontossaghi mechanizmus, amellyel a mitokondriumok meg tudjak menteni
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a halozat sériilt egységét. A mitokondriumok elongacidja ndvelheti a mitokondridlis aktivitast,
valamint védelmet nytjthat az autofagiaval szemben [151].

A mitokondridlis dinamika négy f6 fehérje-medidtora a dinamin guanozin-trifoszfatdzok
(GTPazok) csaladjanak tagjai: a mitofuzin 1 és 2 (MFN1 és 2), az optikus atrofia 1 (OPA1)
fehérje és a dinamin-kapcsolt protein 1 (DRP1) [152]. A DRPI1 szinte teljes egészében a
citoszolban lokalizalodik, egészenaddig, amighasadastindukald hatasra a mitokondriumkiilsé
membranjaban talalhato DRP1 receptor fehérjék barmelyikéhez kotddik, oligomerizalodik, és
egy hurkot képezve kettéosztja a mitokondriumot [152,153]. Az osztodasi helyeket egy
transzmembran fehérje, a mitokondrialis hasadasi fehérje 1 (FIS1) jeloli ki [140, 154-157]. A
mitokondrialis hasadasi faktor (MFF) kolesonhatasba 1ép a FIS1 fehérjével, és adapterként
szolgal, amely rekrutalja a DRP1-et a polimerizacios folyamat elésegitésére [156]. A legujabb
tanulmanyok kimutattak, hogy a hasadashoz az MFF sziikséges, azonban a FIS1 nélkiilozhetd
[156,158]. Ez a meglepd tény arra utalhat, hogy 1éteznek mas fehérjék, amelyek feliilirhatiak a

FIS1-et, és alternativ receptorokként miikodhetnek az MFF és a DRP1 szdmara.

A DRP1-t61 eltér6en, az MFN1, az MFN2 és az OPA1 a mitokondriumokban lokalizaldédnak:
az MFN1 és az MFN2 a kiils6 mitokondridlis membranban helyezkednek el ugy, hogy az N- és
a C-terminalisuk egyarant a citoszol felé nézzen, az OPA1 pedig a bels6 mitokondrialis

membranban talalhato (5. abra).

A Drp1 receptor fehérjékhez KUISO membran fuzié

kotodlk és hurkot képez MFN1/2
DRP1 Hasadas Belso membran fuzio

@@ T

5. dbra: Mitokondpridlis hasadas és fuzio
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(A) 4 hasadas folyamata. A dinamin-kapcsolt protein 1 (DRP1) szabdlyozza a mitokondridlis
hasadast, amely két lepésbdl all: eloszor, megfelelo szignal hatasdara a DRPI a citoszolbodl a
mitokondridlis kiils6 membranban talalhato receptor fehérjéihez kotodik;, majd a
mitokondriumon megjeleno kezdeti befiizodés mentén sorakoznak fel ugy, hogy egy, a
Mitokondriumot atélelo gyiiriit képeznek, amely egyre szorosabbra huzodik, és végiil egy
mitokondrium két egységre torténd szétvalasztisahoz vezet. (B) A fuzio folyamata. A mitofuzin
1 és 2 (MFN1/2) a kiilsé mitokondridlis membrdanban, az optikus atrofia 1 (OPAl) a belsé

mitokondrialis membranban szervezik a mitokondrialis fuziot. A két mitokondrium kiilso

crer

........

mitokondriumok kialakulasdhoz vezet. Az dbra Cai, Q. & Tammineni, P. kozleménye alapjin
késziilt [159].

3.12. A mitokondriumok mindségellenorzése

A mitokondridlis homeosztazist két ellentétes folyamat finom koordinacidja 6rzi meg:
mitokondrialis biogenezis, mely az ) mitokondriumok létrehozasaért felelds és a mitofagia,
amely a sériilt mitokondriumok eltavolitasaban jatszik szerepet [160]. Mivelamitokondriumok
nem hozhatok Iétre de novo, ezért a mar meglévé organellumokbdl keletkeznek 1j
mitokondriumok, egy tobblépcsds folyamat révén, amely fuzids és hasadéasi eseményeket is
magaban foglal. A mitokondrialis biogenezis a mitokondrialis DNS (mtDNS) replikaciojat, az
mtDNS altal kodolt gének transzkripcidjat €s transzlacigjat, valamint a foszfolipidek és
nuklearis kodolast fehérjék mitokondridlis importjat foglalja magaban [161,162]. A
mitokondrialis biogenezis egy olyan szigorian szabalyozott folyamat, amely tehat mind a
mitokondrialis, mind a nuklearis tényezdk aktivitasatol is fiigg. A mitokondrialis fehérjék
tulnyomo¢ tobbsége nuklearis kddolasu, ezért az 1j organellumok létrehozaséhoz sziikség van a
a légzési lanc komplexeinek kialakitasdhoz sziikség van mind a nuklearis, mind a
mitokondridlis kodolasti termékekre. Ezeknek a komplexeknek az egyensulyhidnya
proteotoxikus stresszhez vezet [163]. A mitokondrialis biogenezis térbeli és iddbeli
szabalyozasat szamos transzkripcios faktor kozvetiti a kiilonb6z6 ingerekre adott valaszként.
Ilyen hatasok lehetnek kiilonb6z6 intracellularis jelek és szamos kornyezeti inger, példaul a

tapanyagok elérhetdsége, novekedési faktorok, hormonok és toxinok jelenléte, valamint
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homérséklet és oxigénszint ingadozasok. A mitokondridlis biogenezis f6 szabalyozdja a
PGCla, amely szamos mas, a folyamatban szintén résztvevd transzkripcids faktor interakcios
partnere [164-166]. Ezek kozé tartoznak a nuklearis 1égzési faktorok (NRF1 és NRF2), az
Osztrogénhez kapcsolddo receptorok (ERR-a, -3 és -v) és a nuklearis faktorral, az eritroid 2-vel
kapcsolatos 2. faktor (NRF2/NFE2L2), amelyek a mitokondrialis biogenezist szabalyozo
komplex transzkripcios halozat részét képezik [165,167]. A mitokondrialis mindségellendrzés
elsé 1épése a karosodott mitokondriumok felismerése, amelyek alacsony mitokondridlis
membranpotencialja a PTEN-indukalta putativ kindz 1 (PINK1) fehérje felhalmozddasat
eredményezi [136]. A PINK1 kinaz aktivitasaval a citoszolikus Parkin (Parkinson juvenile
disease protein 2) mitokondrialis transzlokaciojat és aktivacidjat valtja ki, amivel megkonnyiti
a diszfunkcionalis egységek autofagias eliminaciojat [168-170]. A mitokondrialis biogenezis
¢s a mitofagia kozotti koordinacioé finomhangolasaban szamos tovabbi fehérje vesz részt. llyen
példaul a metabolikus szenzorként miikodé AMP-aktivalt protein-kindz (AMPK), amely nagy
energiaigény esetén aktivalodik, és szintén szerepet jatszik a mitokondrialis biogenezis PGC-
1o altali szabalyozasaban. Ezenkiviil a p53, a genotoxikus stresszvalasz 6 szabalyozoja, részt
vesz az energia homeosztazis fenntartdsaban. A p53 nem csak a sejtmagban, hanem a
mitokondriumokban is mtikodik, és transzkripcio-fiiggd és fiiggetlen moédon befolyasolja a
mitokondriumok miikodését. Az altala kozvetitett hatasokat elsdsorban a mitokondrialis
biogenezis indukcidja és az autofagia modulalasa kozvetiti [171]. Mivel a mitokondridlis fzio
¢éshasadas kulcsfontossagi események, ezértnem meglepd, hogy ezek a dinamikus morfologiai
atmenetek szabalyozzak a sejtek sorsaval kapcsolatos dontéseket is. Ezen folyamatok
molekularis szabalyozasanak feltarasa donté modon jarul hozza szamos betegség, koztik a

neurodegenerativ elvaltozasok és a metabolikus szindroma megértéséhez.
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4. Célkituzés

Kutatécsoportunk a TG2 sokrétli biologiai szerepének tanulményozasaval foglalkozik.
Koradbban a human barna zsirszovetben hatszoros TG2 génexpressziot mutattak ki a fehér
zsirszovethez képest [172], ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az enzim fontos szerepet

jatszhat a zsirszovet htermeld funkcidjaban.
Ezek alapjan vizsgalataink megvalaszolando kérdései és jelentdsebb céljaia kovetkezOk voltak:

o A TG2 hidegtiirésben betoltott szerepének vizsgalata egér modellben

e Feltarni, hogy milyen molekularis mechanizmusokon keresztiil vehetrészta TG2 a zsirszovet

barnulasaban

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

e Osszefiiggéseket kimutatni a TG2 Gha funkcidja és metabolikus szerepe kdzott

e A TG2** és TG27/~ preadipocitak és beige adipocitak Osszehasonlitd vizsgalatai
(génexpresszid, 1ézer pasztazd citometria, funkciondlis vizsgalatok Seahorse méréssel,

immuncitokémiai és fehérje szintll vizsgalatok)

o A TG2 mitokondridlis miikddésben és ezaltal a termogenezis fokozasiban betdltott

szerepének vizsgalata
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5. Anyagok és médszerek

5.1. Kisérleti allatok

A C57BL/6J genetikai hattérrel rendelkezé TG2 /- egereket [102] és a TG2*/* alomtarsaikat
heterozigota sziilok paroztatdsa utdn genotipizalassal azonositottdk. Az egereket a Debreceni
Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Kisérleti Allathazaban kontrollalt koriilmények
kozott 12-12 ora sotét-vilagos ciklusokat valtva, egyenletes hdmérsékleten (22 + 1 °C-on) az
ivovizhez ¢és 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)
végeztiik.

5.1.1. Akut hidegkezelés

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 testhOmérsékletét 30 percenként mértik
¢és addigtartottuk 6keta hidegben, amigtesthdmérsékletiik az etikailagelfogadhaté 30°C koriili
értékig le nem csokkent [173].

5.1.2. Fenilefrin és CL-316,243 kezelés

A kisérletekhez 6db TG2** kontroll és 6db TG2~~ 18 hetes him egeret hasznaltunk fel. Az
allatok testtomegének lemérése utan intraperitonedlisan 60 nM/g testtomeg fenilefrint
(specifikus al-AR agonista, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) [174] vagy CL-316,243-at
(specifikus B-AR agonista, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) injektaltunk [175]. Az egereket
tulaltattuk, kardialis punktudcioval vért vettiink, majd a kinyert szérumot -80 °C-on taroltuk.

5.2. Indirekt kalorimetria

Az indirekt kalorimetrias vizsgalatokhoz a CLAMS (Columbus Instruments Comprehensive

Laboratory Animal Monitoring System, Columbus, OH) neviiberendezést alkalmaztunk, amely

28



lehetéveé teszi kiilonb6zd fiziologiai paraméterek nem invaziv, 24 0Oras, 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 6ra sotét-vilagos ciklusokat valtva, szobahémérsékleten (22 + 1 °C-0n), ivovizhez és
taplalékhoz szabad hozzaférést biztositva, normal diétan tartottunk. A méréseket a kezdeti 18—
20 o6ra utan 8 perces idokozonként végeztiik. Az elsé 24 dra volt az akklimatizacids iddszak,
amikor az egerek hozzaszoktak az uj kornyezetiikh6z. Az akklimatizacios periodust kontroll
mérés kovette 24 oran at kezelés nélkiil. Ezutan az egereket intrap eritonealisan injektaltuk 60
nM/gtesttomeg fenilefrinvagy CL-316,243 agonistaval, és metabolikus paramétereiket tovabbi
24 oran atkovettiik [176]. Az Osszes allat tulélte a kisérletet és teljesen felépiilt.

5.3. Az artérias vérnyomas mérése

Az indirekt kalorimetrias kisérletet alapul véve, egy akklimatizdcids napon, majd egy kezelés
nélkiili kontroll napon, végiil fenilefrin kezelést kovetden mértiik az allatok vérnyoméasat
CODA Standard Tail-cuff (Kent Scientific Corporation, Torrington, CT) nem-invaziv modszer
segitségével. Az éber egerek farkara pneumatikus pulzusérzékeldvel felszerelt mandzsetta

keriilt, melynek segitségével meghataroztuk az 4allatok vérnyomasat és szivfrekvencidjat
[177,178].

5.4. A vér metabolikus paramétereinek meghatarozasa

A vércukor-koncentraciot a korabban leirtak szerint mértiik [111]. Az egerek vérplazmajabol
szérum mintakat allitottunk eld, amelyet kardialis punktuacidval gyjtottiink 13 o6raval a
fenilefrin kezelést kovetden. Az Osszkoleszterin (C), az alacsony siirliségii lipoprotein
koleszterin (LDL-C), a nagy stirtiségli lipoprotein koleszterin (HDL-C), a triglicerid (TG) és a
laktat szintjét kolorimetrias enzimvizsgalatokkal hataroztuk meg a gyartd utasitdsai szerint
(Cobas6000, Roche Ltd., Mannheim, Németorszag), mig a szabad zsirsavakat (FFA) standard
laboratoriumi méréssel vizsgaltuk [179,180]. Az inzulintartalmat egér inzulin ELISA Kit
alkalmazasaval detektaltuk (Mercodia, Uppsala, Svédorszag), a glilkagonszintet a Glucagon
EIA Kit (Sigma-Aldrich Chemie GMBH, Darmstadt, Németorszag) segitségével mértik,
mindkét esetben a gyartd utasitasai szerint 5db TG2*/+ és 5db TG2~/~ 18 hetes him egér

szérummintaibol.
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5.5. Laktat dehidrogenaz és a kreatin-kinaz B kimutatasa

Az LDH aktivitast UV-kinetikus méodszerrel hatdroztuk meg [181], mig a CK-MB aktivitast
immunobjektiv UV kinetikai médszerrel mértiik Cobas-501 analizatoron (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag) [182,183]. Az LDH izoenzimeket Hydragel 1SO-LDH-on
valasztottuk el elektroforézissel, €s az izoenzimek mennyiségét denzitometridval hataroztuk
meg (Sebia Hydrasys, Sebia, Lisses, Franciaorszag) [184]. Az egyes LDH izoformak aktivitasat
az 0sszaktivitas értékének a denzitometrids meghatirozés soran nyert mennyiségek aranyainak

megfeleld osztasaval kaptuk meg.

5.6. Az Uncoupling protein 1 hisztokémiai kimutatasa

A zsirszovet mintak szovettani vizsgalatat a kovetkezo protokoll alapjan végeztiik (6. abra).

A paraffinba agyazott zsirszovet mintakbol késziilt metszetek deparaffinalasa

Xylol I. inkubalas: Xylol II. inkubalas: Abszolut etanolos dblités:
S perc 5 perc 5 perc

96% etanolos oblités: 70% etanolos Gblités: [onmentesitett vizes

S perc 5 perc oblités: S perc

6. dbra: A paraffinba dgyazott zsirszovet mintik deparaffindlasanak protokollja

A deparaffinalastkovetden a metszeteket megfestettiik antiUCP1 elsddleges antitesttel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) 6 6ran at szobahémérsékleten (1:500 higitasban), majd inkubaltuk 1
oran at Alexa Fluor 488-konjugalt kecskében termeltetett anti-nyal IgG-vel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Az UCP1 expressziojat FluoView 1000 konfokalis mikroszkop
(Olympus, Tokyo, Japan) segitsé¢gével vizsgaltuk [185], majd az UCP1 expressziojat Fiji
képelemz6 szoftver (https://imagej.net/Fiji/Downloads) segitségével hataroztuk meg
[186,187].
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5.7. 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, és 80 pl kollagenaz (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) torzsoldatot (120 U/ml) adtunk hozza. Ezutan idénként razogatva 1
oran at tartd inkubalas kovetkezett 37 °C-on, majd tapfolyadékkal toltottik fol a
centrifugacsovet és centrifugaltunk (10 min, 1300 rpm). Végiil még egy tapfolyadékos mosas
kovetkezett, majd a sejteket 6 lyukt Falcon sejttenyészté lemezekbe (Corning Incorporated,
Durham, NY) helyeztik. A sejteket 100% konfluencidig novesztettik DMEM-F12
tapfolyadékban, mely tartalmazott 10% FBS-t, 1% antibiotikumot/antimikotikumot
(penicillin/streptomycin), 33 uM biotint, €s 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) hozzaadasaval. A 3.
naptola 9. napig olyan DMEM-F12 differencialtatd médiumban tartottuk a sejteket, mely 10%
FBS-t, 850 nM inzulint, 1 nM T3-t és 0,5 uM roziglitazont tartalmazott. Végiil a sejteket
TRIzolban (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) és 1x-es denaturald pufferben gyiijtottik be
RNS és fehérje izolalasdhoz. A differencialtatott sejtek egy részét begytijtés eldtt FBS nélkiil
10 uM arterenollal, 10 uM CL-316,243-mal, 10 uM fenilefrinnel vagy 10 uM forszkolinnal is
kezeltiik 4 6ran at [188].

5.8. In vitro sejtproliferacios vizsgalat: Szulforodamin B teszt

crcs

festéssel vizsgaltuk [189]. A sejteket 8-lyuku lemezen tenyésztettiik (Corning Incorporated,
Durham, NY), majd 50%-o0s triklor-ecetsavban fixaltuk (végkoncentracio: 10%), amit 1 6ran at
tartd 4 °C-on torténd inkubalas kovetett. A sejttenyésztd lemezeket desztillalt vizzel mostuk 5
alkalommal, majd 0,4% (m/V) 1 %-os ecetsavas szulforodamin B oldattal festettiik 10 percen
at. A nem kotodott festéket 1%-os ecetsavval, 6tszor ismételt mosassal tavolitottuk el. A kotott
festéket 10 mM-os Tris bazisban oldottuk fel, majd az abszorbanciat 515 nm hullamhosszon
spektrofotométerrel mértiik (BioTek Instruments, Winooski, VT). A zsirsejtek atlagos méretét
és a teljes zsirtartalom mérését a Fiji képelemzd szoftver (https://imagej.net/Fiji/Downloads)

segitségével hataroztuk meg [186].
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5.9. mRNS izolalas és reverz transzkripcio

A preadipocitakbol és differencialtatott beige sejtekb61 TRIzol reagens segitségével teljes RNS-
t izolaltunk a gyart6 itmutatasa szerint (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). A mintak RNS
Németorszag). A reverz transzkripciohoz (RT) a mintakat 100ng/pl-re higitottuk és -20°C-on
taroltuk. Ezt kovetéen az RNS-t templatként felhasznalva cDNS-t szintetizaltunk nagy
kapacitasu cDNS RT kit segitségével, a gyartd leirdsanak megfeleléen (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

5.10. Valés idejii kvantitativ RT-qPCR

A preadipocitakbol és differencialtatott beige sejtekbdl nyert mintak esetén 3-3 biologiai
paralell mérést végeztiink, minden egyes minta esetében harom technikai parhuzamossal
dolgoztunk. A génexpresszid szintjeit RT-qQPCR 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). Az alkalmazott primerek és
Tagman™ esszEk listajat a 2. és 3. tdblazat tartalmazza. A génexpressziot AACP modszerrel
hataroztuk meg. A kapott értékeket a ciklofillin A (PPIA) haztartasi génre normalizaltuk. A

felhasznalt primer parok szekvencidit a 3. tablazat tartalmazza.

Gén név Forward Primer (5°-3") Reverz Primer (5°-3’)
Prefl CGGGAAATTCTGCGAAATAG | TGTGCAGGAGCATTCGTACT
Ucpl GGCCTCTACGACTCAGTCCA | TAAGCCGGCTGAGATCTTGT
Thx1 TTTGTGCCCGTAGATGACAA CTCGGCCAGGTGTAGCAG

Tnfrsf9 CGTCTGTCGACCCTGGAC CACGTCCTTCTCCGTGGT

Tmem26 CTGCTCAACCTCTTGCTGGT | AAGATGGCCGGAGAAAGC

Ciklofilin A CATACAGGTCCTGGCATCTTGTC | AGACCACATGCTTGCCATCCAG

2. tablazat: SYBR Green modszert alkalmazva az RT-qPCR reakciokban hasznalt
primerparok [192].

32



Gén név Esszé
Slc25a45 Mm00460303_m1
Dio3 MmO00548953 sl
Slc25a42 MmO01349122 m1l
Slc25a47 Mm01327900_m1
Bnip3 MmO00833810_gl
Cxcll MmO04207460_m1
Trpvl MmO01246302_ml
Ciklofilin A (PPIA) Mm02342430_g1

3. tablazat: Tagman™ génexpresszios esszék listaja

5.11. Western blot

A begyijtott 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 vélasztottuk
szét és Immobilone PVDF membranra (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) blottoltuk. A
blottolas utain a membranokat 4%-os sovany tejporral TTBS-ben (150mM NaCl, 25mM
Tris/HCI pH=7,5, 0,01% Tween 20) blokkoltuk (1 o6ra, szobahémérséklet). Az elsédleges
antitestet 4 °C-on egy €jszakan at hagytuk a membranokon. A haromszor 20 percig TTBS-sel
torténd mosasi lépéseket kdovetden torma peroxidaz (HRP)-konjugalt egér, illetve nyul-ellenes
IgG masodlagos antitesttel (Bio-Rad) inkubaltuk a membranokat szobahdmérsékleten egy oran
at. Az inkubdacio utan ismét haromszor 20 perces TTBS-sel torténé mosas kovetkezett, végiil a
vizsgalni kivant fehérjéket a kemilumineszcencia elvén alapulé Pierce™ ECL technikaval,
Western Blotting Substrate (Advansta, San Jose, CA) el6hivé folyadékkal, rontgenfilmen
(AGFA, Mortsel, Belgium) tettiik lathatova. A filmeket automata Kodak Medical X-ray

Processor késziilék segitségével hivtuk elé (Carestream Health, Rochester, N.Y). A savokata
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nyilt forraskodulmage] szoftverrel [190] (1.51k verzid, National Institutes of Health, Bethesda,
MD) denzitometraltuk. Normalizalo fehérjeként a B-AKTIN-t alkalmaztunk. Az altalunk

hasznalt elsédleges és masodlagos antitestek listajat a 4. tablazat tartalmazza.

Antitest Alkalmazott higitas Forgalmazoé
B-AKTIN 1:5000 Sigma Aldrich (#A2066)
DIO3 1:1000 Invitrogen (#PA5-67961)
UCP1 1:1000 Sigma Aldrich
(#SAB1404511)
TOM20 1:1000 Abcam (#ab56783)
SLC25A45 1:1000 Invitrogen (#PA5-42418)
SLC25A42 1:1000 Invitrogen (#PA5-107022)
PGCla 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
(#D1112)
foszfo-AMPKa (Thr172) 1:1000 Cell Signaling (#2535)
OXPHOS 1:1000 Abcam (#ab110411)
OPAl 1:1500 Novus Biologicals (#NB110-
55290)
MFN2 1:1000 Sigma Aldrich
(#WH0009927M3)
MFF 1:1000 Proteintech (#17090-1-AP)
DRP1 1:1000 BD Biosciences (#611112)
Anti-nyul IgG, HRP 1:10000 Advansta (R-05072-500)
konjugdlt masodlagos antitest
Anti-egér IgG, HRP konjugalt 1:10000 Advansta (R-05071-500)

masodlagos antitest

4. tablazat: A Western blot vizsgalatokhoz hasznalt antitestek és azok higitasai
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5.12. Mitokondrialis membranpotencial vizsgalata 1ézerpasztazé citometriaval

A preadipocitakat és a differencialtatott beige sejteket 8 lyuku Ibidi lemezeken (Ibidi GmbH,
Planegg/Martinsried, Németorszag) tenyésztettiik, melyeket elézetesen kollagénnel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) vontunk be a gyarto6 utasitasait kovetve. A sejtmagokat 2 ug/ml DAPI-
val jeloltiik, tovabba kontrollként a DAPI mellett 10 uM antimicint (Sigma- Aldrich, St. Louis,
MO) adtunk a sejtekhez. A mitokondrialis membranpotencial vizsgalatara MitoTracker Deep
Red festéket alkalmaztunk (Thermo Scientific, Waltham, MA) 300 nM végkoncentracioban. A
gerjesztési hullimhossz 405 nm és 633 nm volt, és a keletkez6 fluoreszcens jeleket 40 x (NA
0,75) objektiv segitségével 4 detektald csatornaba gyijtottiik (kék, Long Red, 570Sp és Open
csatorndkba). A fluoreszcens képalkotashoz a sejtekrdl felvételeket készitettiink az iCys

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

5.13. Oxigénfogyasztas és az extracelluliris 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) alkalmazasaval vizsgaltuk. A sejteket
96-lyuku XF96 lemezeken tenyésztettiik €s differencidltattuk. A mérés soran meghataroztuk a
sejtek alapszintli oxigén fogyasztasat 30 percen keresztiil, barmilyen stimulalé vagy gatloszer
hozzaadasanélkiil. Eztkovetéen2 pmololigomycin-t (Enzo Life Sciences, Farmingdale, N.Y.)
adtunk a sejtekhez, igy blokkolvaaz ATP-szintaz aktivitasat, mellyel a protoncsorgasos 1€gzést
vizsgaltuk. Végiil 10 umol antimicin A-t adtunk a sejtekhez (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
mely a mitokondrialis membranpotencial gatlasaért felelds, ezaltal a mérés esetleges
mitokondrialis oxidaciotol fliggetlen zajszintje volt meghatarozhatd. Az antimycin hozzaadasa
utan az utols6 mérési adatokat minden mérés esetén kivontuk, és ezt kovetden az
oxigénfogyasztasiratat az egyes lyukakban megtalalhaté fehérje mennyiségére normalizaltuk,
melyet BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) alkalmazéasaval
mértiink meg a gyartd utasitdsai szerint. Az abrazolt értékek a fehérjemennyiségre torténd

normalizalas utani atlag értékek.
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5.14. NADH dehidrogenaz aktivitas mérése

A 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) tesztet a sejtek NADH dehidrogenaz aktivitisanak meghatarozasara végeztiik el [191]. A
sejteket 12 lyuku lemezeken tenyésztettiik (Corning Incorporated, Durham, NY), majd a
konfluens tenyészethez 0,5mg/mIMTT hozzaadasautan 120 perces 37 °C-on térténd inkubalas
kovetkezett. A feliiliszot leszivtuk, majd a formazéan kristalyok oldasara DMSO-t hasznaltunk.
A fotometrids mérést Synergy Multimode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT) alkalmazasaval végeztiik 540 nm-en [192,193].

5.15. Asejtek ATP és NADH szintjeinek meghatarozasa

A relativ ATP-tartalmat az ATP Bioluminescence Assay Kit 1l (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) alkalmazasaval hataroztuk meg a gyart6 utasitasainak megfeleléen. A relativ
NADH-tartalmat NAD / NADH kvantitacios kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) hasznalataval
mértiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az ATP és NADH szinteket a fehérjetartalomra
normalizaltuk, melyet a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)

segitségével hatdroztunk meg.

5.16. Reaktiv oxigén szabadgyokok detektalasa

A preadipocitdk és differencidltatott beige sejtekben képzddd indukalt reaktiv oxigén
szabadgyokok (ROS) termelését kemilumineszcencias modszerrel mértiik L-012 festék
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alkalmazasaval. A sejtek 100 pl feliiluszojahoz 5 pul L-012-t
(100 uM), majd ezt kovetden 2 pl phorbol 12-mirisztat-13-acetatot (PMA) (100 nM) adtunk és
5 percig inkubaltuk. Ezutan 10 masodperces idokozonként kemilumineszcencia-mérést

végeztiink Synergy Multi-Mode mikrolemez-olvasoval (BioTek Instruments, Winooski, VT).

A preadipocitak és differencialtatott beige zsirsejtek reaktiv endogén ROS termelését szintén
kemilumineszcencias modszerrel mértiik diklor-dihidrofluoreszcein-diacetat (DHCFDA)
festék alkalmazasaval (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) [194]. A sejtekhez lyukanként, 2 pl
DHCFDA festéket (200 uM) tartalmazé 100 ul médiumot adtunk, 10 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten, majd a mérést Synergy Multi-Mode Microplate Reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT) alkalmazasaval végeztiikk el. Pozitiv kontrollként 100 pM
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hidrogén-peroxid kezelést alkalmaztunk ugyanazon kisérleti koriilmények kozott. A reakciok
soran képzddott ROS altal generalt fény képzodésétrelativ lumineszcenciaegységekben (RLU)
regisztraltuk és BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) segitsé¢gével

mért fehérjekoncentracios szintre normalizaltuk [195,196].

5.17. Elektron mikroszkopia

A sejtek elektronmikroszkopos vizsgalatat az irodalomban leirtak szerint végeztiik [197],
kisebb modositasokkal. A centrifugalassal nyert preadipocita pelletet 3%-os glutaraldehidet
(EMS, Hatfield, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt Allamok) ¢és 5% szacharozt tartalmazo 0,1
M-os kakodilat (EMS) pufferben fixaltuk 1 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten. 0,1 M-0s
kakodilat oldattal torténd mosast kovetden a sejteket ozmifikaltuk 1% ozmium tetroxidban
(0s0Q,), majd felszalld alkoholsorban dehidrataltuk. A mintakat Durcupan ACM gyantaba
agyaztuk (Sigma-Aldrich Chemie GMBH, Németorszag), majd kapszulazast kovetden
ultravékony metszeteket készitettiink Leica EM UC7 ultramikrotdommal (Leica Microsystems,
GmbH, Wetzlar, Németorszag). A standard kontrasztozast uranil-acetat (EMS) és Reynolds-
féle olom citrat oldattal végeztik. A metszeteket JEOL 1010 transzmisszios
elektronmikroszképpal (JEOL Ltd., Akishima, Tokid, Japan) vizsgaltuk és Olympus Veleta
CCD kameraval (Olympus, Sinjuku, Tokio, Japan) fényképeztiik. A metszetek a Debreceni
Egyetem Anatomiai Szovet- és Fejlodésbiologiai Intézet Molekularis Anatomiai Képalkoto és
Elektronmikroszkdpos Szolgaltatdé Laboratoriumaban késziiltek. A morfometriai értékelést az
ImagelJ szoftver segitségével végeztikk és mindkét fenotipus (TG2 7~ és TG2+/*) legalabb 60
kiilonbozo sejtjének elektronmikroszkopos képét elemeztiik. A beige adipocitakat magas

triacilglicerol tartalmuk miatt technikai okokb6l nem tudtuk elektron mikroszkoppal vizsgalni.

5.18. Immuncitokémia

A fluoreszcens mikroszkoppal végzett mérésekhez a sejteket 96 lyukt lemezeken névesztettik.
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%-0s paraformaldehiddel fixaltuk 15
percig, majd 1% Triton X-100 PBS oldatban 10 percig szobahémérsékleten permeabilizaltuk.
A sejteket 1% BSA-PBS oldatban 1 o6ran at blokkoltuk, majd az aktin szalak festésére
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TexasRed-X Phalloidint hasznaltunk (1: 150 higitasban, Thermo Fisher, Waltham, MA) 1 6ran
at 4 °C-on. A sejtmagokat DAPI (1:10 higitas, Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL)
festéssel vizualizaltuk, amit kétszer 10 perc PBS-es mosas kovetett. Ezt kovetden az
adipocitakat az Opera Phenix High Content Screening rendszer részét képz6, Harmony 4.6
szoftverrel elemeztiikk (Perkin-Elmer, Waltham MA). Minden lyuk esetében 25 teriiletrdl
készitettiink felvételt mindhérom csatornan, melynek eredményeként 6sszesen 2400 teriiletrdl
késziiltek képek a 96 lyuku lemezen fluoreszcens (nem konfokalis) mikroszkopos technikaval.
Ezt kovetden a nyers képeket Ilastik szoftverrel pixel osztalyozasnak vetettiik ala [198]. A
mitokondriumokat a MitoTracker Red csatorna képeirdl tubularis és fragmentalt osztalyokba
soroltuk. Ezen tulmenden, a szoftvert felhasznaltuk a sejtmag szegmentalasara a DAPI
csatornan, illetve a fokuszon kiviili és citoplazma teriiletek szegmentalasara a TexasRed
Phallodin csatornan. Az igy kapott szegmentalast exportaltuk és a CellProfiler szoftverrel
elemeztiik az objektumok tulajdonsagait [199] (7. abra).
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A Fragmentalt B Tubularis
mitokondrialis morfologia mitokondrialis morfolégia

C D E

DAPI+ Mito Tracker Deep Red DAPI+ TR phalloidin DAPI+ Mito Tracker Deep Red+
phalloidin

7. abra: A fragmentdalt és tubuldaris mitokondrialis morfologia megkiilonboztetésére megjelolt

objektumok

(A) Reprezentativ dbra a fragmentadlt morfolégiaju mitokondriumok megjelilésével. (B)
Reprezentativ abra a tubularis morfologidju mitokondriumok megjelolésével. (C) Reprezentativ
dbra a sejtek DAPI és Mito Tracker Depp Red, (D) DAPI és TR phalloidin, valamint (E) DAPI,
Mito Tracker Depp Red és TR phalloidin festésérdl.

Az elemzésekhezazok a sejtek feleltek meg, melyek teriilete nem volt atfedésben a fokuszon
kiviili objektumokkal. Abban az esetben, ha a fokuszon kiviili teriilet a sejt teriiletével atfedett,
a sejtet és a hozza tartozo 6sszes szegmentalt objektumot — beleértve a sejtmagot, citoplazmat

¢s a mitokondrium osztalyokat — kizartuk az elemzésbol.
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5.19. Aminosavak mérése a sejtek feliiliiszoibol

A sejttenyészet feliilisz6ibol 200 ul-es mintat vittiink egy Nanosep3K (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) méretkizarasos centrifugalis oszlopra annak érdekében, hogy az aminosavakat
elvalasszuk a nagyobb molekulatomegii fehérjéktdl €s molekulaktol. A mintdkat centrifugaltuk
(5 min, 4°C, 14000 rpm), és az atfolyasokat kémiai derivatizdlasnak vetettiik ala AccQ-tag-
derivatizalo reagens (Waters Corporation, Milford, MA) alkalmazasaval a gyart6 utasitasai
szerint. 10 pl mintat 6sszekevertiink 20 ul AccQ-tag derivatizald reagenssel és 70 pl borat
pufferrel (pH 8,8), majd 55°C-on 10 percig inkubaltuk [200]. A derivatizalt aminosavakat
UPLC-UV analizisnek vetettik ald 1x ¢és 10x higitdsok alkalmazasaval. A
folyadékkromatografias elvalasztast Acquity H-class UPLC rendszeren (Waters Corporation,
Milford, MA) hajtottuk végre, amelyet Empower 3 szoftver (Waters Corporation, Milford, MA)
vezérelt. A derivatizalt aminosavakat AccQ-tag Ultra C18 oszlopon (1,7 um; 2,1x100 mm,
Waters Corporation, Milford, MA) valasztottuk el, amelyet Acquity in-line sz{ir6 (0,2 um; 2,1
mm, Waters Corporation, Milford, MA) védett. Az aramlasi sebességet 43°C-on 0,6 ml/percre
allitottuk. A PDA detektort 260 nm-re allitottuk. A vizsgalatokhoz 1ul mintat injektaltunk,
minden minta esetében két parhuzamost alkalmazva. Az aminosavak mennyiségének
meghatarozasahoz 6 pontos kalibracios egyeneseket készitettiink 2,5-25 pmol/ul koncentracié
tartomanyban a 20-féle proteinalkotd aminosavak keverékének felhasznaldsaval. Az
aminosavak mennyiségi analizisét Empower 3 szoftver (Waters Corporation, Milford, MA)
segitségével végeztik el. A méréseket a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis

Biologiai Intézet Proteomikai Szolgaltaté Laboratdériuméban végeztiik el.

5.20. Teljes RNS szekvenalas

A globélis transzkriptomadatok vizsgalatdhoz nagy ateresztOképességli mRNS-szekvenalasi
elemzést végeztiink [llumina szekvenald platformon, az irodalomban leirtak szerint [201]. A
szekvendlast a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet Genomi
Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatdé Laboratoriumaban végezték. A mitokondridlis
funkciokkal és a barnulasi folyamattal kapcsolatos géneket BATLAS (http://green-I-
12.ethz.ch:3838//BATLAS/) ¢és PROFAT  (http://ido.helmholtz-muenchen.de/profat/)

segitségével valasztottuk ki.
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5.21. Szabad trijod-tironin meghatarozasa

crcr

Cobas ECLIA kit (Roche Dignostics, Mannheim, Németorszag) segitségével, Elecsys 2010
analizatorral (Roche Dignostics, Mannheim, Németorszag) a gyart6 Utmutatisai szerint

[202,203]. A méréseket a Debreceni Egyetem Laboratéimi Medicina Intézetében végezték el.

5.22. 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
végeztilk. A statisztikai szignifikanciat két csoport kozott - kezelt és kontroll csoport -
parositatlan kétsz€li Student t-teszttel hataroztuk meg. Tobb csoport 0sszehasonlitasahoz
egyutas ANOVA tesztet végeztiink. A varianciaanalizis soran 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 ért¢keknél allapitottuk meg.
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6. Eredmények

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

Osszhangban a korabbi eredményekkel [102,111] a TG2** és TG2/~ egerek taplalkozasi
szokasai nem kiilonboztek €s testtomegiik is hasonlonak bizonyult. Ennek megfelelden a
vizsgalatainkhoz felhasznalt, normal étrenden tartott 16 hetes him egerek interszkapularis
barna, szubkutan fehér és gonadalis fehér zsirszoveteinek tomege is kdzel azonos volt 22°C-on.
Megfigyeltik azonban, hogy ugyanolyan mennyiségli zsirszovet egerekben nem tudta
hasonléan tamogatni a fiziologiai funkciokat alacsony hémérséklet altal kivaltott stresszes
korilmények kozott. A 4°C-os hideg expozicid hatasiara, a TG27/~ egerek rektalis
testhémérséklete mar az elsé ora végére szignifikansan alacsonyabb volta TG2 */* tarsaikhoz
képest és 3 ora elteltével az etikailag még elfogadhatd 28,8 £ 0,57°C-ra csokkent. Ezzel
szembena TG2+*/* 4llatok tovabbrais 31,8 £0,61°C rektalis testhdmérsékletet tudtak fenntartani
¢s az csak 4 oraskezelésutan csokkent 38°C-rol mintegy 30°C-ra (8/4 dbra). Annak felderitése
érdekében, hogy a zsirdepok milyen mértékben jarulnak hozza a TG27/~ egerek
testhdméréskletének alakuldsahoz, 3 6ra akut hideg expozicid utdn izolaltuk interszkapularis
barna, szubkutan fehér és gonadalis fehér zsirszoveteiket, és 6sszehasonlitottuk azok tomegét a
TG2+* valamint a kezeletlen egerekbdl izolalt szovetekkel. A szovetek tomegének lemérése
utdn nyilvanvalova valt, hogy a TG27/~ egerek a hidegkezelés soran a TG2*/* allatokhoz
hasonldan hasznaltak fel barnaés szubkutan fehér zsirjukat, és utobbinak megkdzelitélega felét
vesztették el a 3 oras kezelés hatdsara. Ezzel szemben, a TG2/~ allatok szignifikansan
kevesebbet veszitettek gonadalis zsirszovetiikb61l a TG2*/* allatokhoz képest, akik esetében az

is mintegy felére csokkent (8/B dbra).
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8. dbra: A TG2 hianyos egerek csokkent hidegtiird képességgel rendelkeznek és alacsonyabb

hatékonysdaggal mobilizaljak gonadalis zsirjukat hidegkezelés sordan

(A)ATG2** és TG2/~ egerek testhomérsékletének csokkenése 4 °C-os hidegkezelés hatdsara;
(n=6). (B) TG2*/* és TG2~/~ dllatok barna (BAT), szubkutin (SCAT) és gonaddalis (GONAT)
fehér zsirszoveteinek tomege 22 °C-on és 4 °C-os hideg expoziciot kévetden (n=6). A
szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet végeztiink. Az adatokat atlag £ SD formaban adtuk meg.

**p<0,01

6.2. A TG27 egerek gonadalis zsirszovete Kevésbé barnul be hidegkezelés
hatasara

Mivel az UCP1 szétkapcsold fehérje kiemelkedd szerepet jatszik a termotolerancia
szabalyozasdban, munkacsoportunk fehérjeszinten vizsgalta expressziojait a bama
zsirszovetben [204]. Miutan megfigyeltiik, hogy a csokkent hidegtiirés nem magyarazhato a
barna zsirszovet hianyos miikodésével a TG27/~ egerekben, a fehér zsirszovet barnulasara
forditottuk figyelmiinket. Meglep6 mdédon, mig a szubkutan zsirszévet hasonléan barnult 3 6ra
hideg expozicid soran mindkét egértorzsben (9/4 és 9/B dbra), a TG2/~ egerek gonadalis
zsirszovete kevésbé barnult be hidegkezelés hatasara (9/C és 9/D dabra). Nem detektaltunk
UCP1 fehérje expressziot a 22°C-on tartott allatok szubkutan zsirszovetében (9/4 dbra),
azonban a hidegnek valo Kkitettség egyforman indukalta TG2~/~ és TG2** egerekben is a
kifejez6dését (9/B abra). Az UCPI1 fehérje expresszidja jelentds mértékben kiillonbozott a két
torzs gonadalis zsirszovetében. 22°C-on kimutathatd volt mind a TG2** és TG2-
egértorzsben, alacsonyabb expresszidval a TG2 - gonadalis zsirszovetben, 6sszehasonlitva a

TG2+* értékkel (9/C dbra). A térzsek UCP1 fehérje-expresszidjanak csokkenése a gonadalis
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zsirszovetben annyira szembetind volt hideg expozicidé utan, hogy az immunoblotokon a
TG2 7/~ szovetben kimutatasihatar ala esett (9/D dbra). Fontos megjegyezni, hogy a hidegkezelt
TG2/~ egerek gonadalis zsirszovete valamennyi UCPl-et expresszalt, mivel
immunhisztokémiaval detektalnitudtuk (9/E @bra);azonbana TG2 /- adipocitak atlagos UCP1

intenzitasa megkozelitéleg a fele volt a TG2*/* gonadalis zsirsejtekben kimutatott értékeknek
(9/F dbra).
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9. dbra: A TG2™" egerek gonadiilis zsirszivete kevésbé barnul be hidegkezelés hatdsdra

(A-D) Szubkutan és gonadalis zsirszovet mintak és azok Western-blottokon lévé TG2, UCPI és
B-AKTIN-tartalmanak reprezentativ képei lathatok (n = 4) (A) A TG2*++ és TG2™~ egerek
szubkutan zsirszovete 22°C-on és (B) 3 oran dt tarto 4°C-os hidegkezelés utdin. (C) ATG2** és
TG2™" egerek gonaddlis zsirszévete 22°C-on és (D) 3 érdn dt tarté 4°C-os hidegkezelést
kovetéen. (E) Az UCPI kimutatasat TG2*+ és TG27~ dllatok szubkutin és gonadalis
zsirszoveteiben hidegkezelés utan immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. A konfokdlis

mikroszkopiaval késziilt képeket ImageJ program segitségével elemeztiik. Az dbran
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reprezentativ felvételek lathatok, ahol a zéld szin jelzi az UCPI -et, a sejtmagok propidium -
jodiddal térténd jelolése pedig pirossal lathato. A méretardny 40 um-nek felel meg (n=5). (F)
Szubkutdan és gonaddlis zsirsejtek UCPI fluoreszcens intenzitisa TG2+'* és TG2~'~ dllatokban
hidegkezelés utin (n=3). A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat

atlag £ SD formdban adtuk meg. *p<0,05

A fehér zsirszovet barnulasi mechanizmusa magaban foglalja a hétermeld beige sejtek
aktivalodasat a B-adrenoreceptor (B-AR) jelatviteli utvonalon [205]. Ugyanakkor a pB-AR-
hidnyos egerek hideg expoziciora reagilva képesek fokozni fehér zsirszovetiik termogén
funkciojat [206], ami mas jarulékos jelatviteli itvonalak 1étezésére is utal. Mivel az egerek
szérum mintaiban magas noradrenalin-szintet mértiink hidegkezelés utan [204], feltételeztiik,
hogy esetleg ilyen mechanizmus lehet az al-AR aktivalasa. A a- és B-AR jelatvitel kozott
esetleges kapcsolatota szakirodalomban mas modell rendszerekben mar korabban leirtak [207],
amelyekben a TG2 mint esetleges G fehérje fontos szerepet jatszhat. Ha ez igy van, akkor az
al-AR aktivalasanak a hidegtiirést6l eltér6 fizioldgiai kiillonbségeket kell feltarniaa TG2+* és
TG27~ egértorzsek kozottis. Habara TG2 G-fehérje funkcioja szamos sejttipusban (pl. sziv-
¢s simaizomsejtekben, fibroblasztokban, endotelialis sejtekben, hepatocitakban) ismert [119],
jelent6ségét még nem vizsgaltak alaposan in vivo. A TG2/Gho esetleges fiziologiai szerepének
igazolasaraa TG2*/* és a TG2/~ egereket intraperitonealisan injektaltuk a specifikus al-AR
agonista fenilefrinnel [208] illetve kontrollként specifikus B-AR agonistaval CL-316,243-mal
[209]. Ezutan kiilonboz6 metabolikus paramétereiket (taplalék és vizfogyasztas, hotermelés, O,
fogyasztas, CO, termelés, respiracids hanyados (RER) indirekt kalorimetrids modszerrel

vizsgaltuk.

6.3. A TG2'* és a TG27~ egerek taplalékfogyasztasa nem Kkiilonbozott

A kisérletek sematikus abrazolasata 10/4 abra mutatja. Az allatok taplalék bevitelében nem
volt kiilonbség a torzsek k6zott a kisérletek egyik periodusaban sem (10/B és 10/C dbra).
Erdekes modon a TG2 /- egerek kevesebb vizet fogyasztottak fenilefrin injektalast kovetéen az
¢jszakai periddusdban a kontroll nap éjszakai periddusdhoz képest; ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy amikor értékeiket a megfeleld TG2+* értékekkel hasonlitottuk Gssze,
eltéréseket nem észleltiink (10/D dbra). Ezen tilmenden a TG2~/~ egerek kevesebb vizet ittak
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a kontroll nap éjszakai periodusaban a CL-316,243 kisérlet soran (10/E dbra), amelyet a
fenilefrin vizsgalatoknal nem tapasztaltunk; fiziol6giailag azonban ez kielégitd lehetett

szamukra, mivel nem volt jelentds hatasa a vizsgalt fiziologiai paraméterekre.
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10. dbra: Az egerek taplalékfogyasztisa nem kiilonbozott a kisérletek soran, azonban a
fenilefrin kezelés utin a TG2™~ egerek kevesebb vizet fogyasztottak az éjszakai periodusban

a kontroll naphoz képest
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(A) A4 kisérletek sematikus dbrdzoldsa, ahol az akklimatizacios napot egy kezelés nélkiili
kontroll nap kévetett, majd a harmadik napon az egereket intraperitonedlisan injektdltuk 60
nM/ testtomeg fenilefrinnel vagy CL-316,243 agonistaval. (B,C) Az egerek taplalék és (D,E)
vizfogyasztasa a kontroll napon és a fenilefrin (B,D) valamint CL-316,243 (C,E) kezeléseket
kovetéen a nappali (9:03-t0l 18:00-ig) és éjszakai (18:00-tol 06:00-ig) periodusokban. Tobb
csoportésszehasonlitasahoz kétutas ANOVA tesztet végeztiink. A varianciaanalizis soran Tukey
post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az adatokat atlag +SD formaban adtuk meg. (n=6) * p <0,05
**p<0,01

6.4. Fenilefrin kezelés hatasara lecsokkent a TG27~ allatok fizikai aktivitasa és
hotermelése

Az egerek fizikai aktivitasa nem kiilonb6zott a kontroll napokon egyik kisérlet soran sem (11/
A-D). A fenilefrin intraperitonealis injektalasa hasonloan hatott a TG2*/* és a TG2~~ allatokra
(11/4 és C), és mindkét torzs fizikai aktivitasanak jelentGs csokkenését okozta az éjszakai
periddusban a kontroll naphoz képest, amely egyébként az egerek fizikailag aktiv idészaka (11/
C dbra). Erdekes modon azonban a CL-316,243 kezelés nem befolyésolta az egerek aktivitasat
(11/Bés D dabra). A torzsek azonos mennyiségii hottermeltek a kontrollnapon (11/E— H dbra);
a fenilefrin-kezelés azonban a mérésinapon csaka TG2 - egerekben csokkentette az osszesitett
hétermelést a kontroll naphoz képest (11/G dbra). Tovabba, a CL-316,243 kezelés utan a
TG2+* egerek megnovelték a hotermelésiiket a nappali periddusban, a TG2~/~ allatok pedig a
sOtét periddusban a mérési napon a kontroll nap adott szakaszahoz képest, azonban fontos
megjegyezni, hogy nem talaltunk szignifikans eltéréseket a torzsek kozott, amikor egymassal

hasonlitottuk 6ssze a hotermelésiiket a vizsgalt idészakokban (11/F, H dbra).
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11. dbra: Fenilefrin kezelés hatisdra lecsokkent a TG27 dllatok fizikai aktivitisa és

hotermelése

(A-D) Az egerek fizikai aktivitasa a kontroll napon és a fenilefrin (A,C) valamint CL-316,243
(B,D) kezeléseket kovetéen a nappali (9:03-t61 18:00-ig) és éjszakai (18:00-t6l 06:00-ig)
periodusokban. (E-H) Az egerek hétermelése a kontroll napon és a fenilefrin (E,G) valamint
CL-316,243 (F,H) kezeléseket kovetéen a nappali (9:03-tol 18:00-ig) és éjszakai (18:00-10/
06:00-ig) periodusokban. A nyilak mutatiak azt az idopontot (9:00 orakor), amikor az
agonistakatintraperitonedlisan (60 nM /testtomeg (g)) injektdltuk. A nappali (O) és az éjszakai
(m) periodusokat az ,,x” tengelyek jelzik (A,B és E,F). Tobb csoport dsszehasonlitasahoz
kétutas ANOVA tesztet végeztiink. A varianciaanalizis soran Tukey post-hoc teszteket
alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD formdban adtuk meg. (n=6) *p < 0,05 **p < 0,01 ***
p<0,001

6.5. Fenilefrin Kkezelést kovetben a TG27~ egerek respiraciés hanyadosa
szignifikansan alacsonyabb a TG2'* allatokhoz képest

Az egerek VO, értékei a nappali és éjszakai periodusaban megegyeztek a kezelések nélkiili
kontroll napon (12/A — D dbra). A fenilefrin mindkét genotipus esetében a VO, szint
csOkkenését okozta, ami jelentésebb mértékii volt a TG27/~ allatoknal. A TG2*/* egerek
visszaallitottak a normal értéket a kezelés utani nappali peridduson beliil, azonbana TG27~
egerek VO,-értéke alacsonyabb maradt (12/C dbra). Ezzel szemben a CL-316,243 kezelés a
VO, kismértékli novekedését idézte eld mindkét genotipusban, azonban egymashoz nagyon
hasonlé mdédon az dsszes vizsgalt idészakban, amikor egymassal hasonlitottuk 6ssze ket (12/
B és 12/D dbra). Kiszamitottuk a fenilefrin kezelés elotti s utani nappali és éjszakai iddszakok
osszesitett VO, értékeit, és azt talaltuk, hogy a TG2*/* egerek értékei valtozatlanok maradtak
(12/A4 és C dbra). Bar a TG27/~ allatok VO, értéke alacsonyabb volta kezelés utan, mind a
nappali, mind az éjszakai iddszakban, korrelalt a megfeleld kontroll periodusokkal. Nem volt
szignifikans kiilonbség, amikor a TG27/~ egerek O, fogyasat hasonlitottuk Ossze a TG2**
egerek értékeivel (12/C dbra). Ekozben a CL-316,243 kezelés nem okozott szignifikans
valtozast a torzsek teljes VO, értékeiben (12/D abra). A VO, értékekhez hasonldan az egerck
VCO, értékei a nappali és az éjszakai kontroll periodusban egyarant megegyeztek (12/E —H

abra). A fenilefrin kezelés a torzsek VCO; szintjének csdkkenését egyforma modon valtotta ki,
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majd az értékek fokozatosan emelkedni kezdtek a normalnak tekinthet6 szintre. A TG2~~
egerek esetében a VCO, szint azonban alacsonyabb maradta kezelés utan a kontroll id6szakhoz
képest (12/E és 12/G dbra). Erdekes modona CL-316,243 kezelés nem befolyasolta a torzsek
VCO; értékeit, amelyek valtozatlanok maradtak a kontroll naphoz képest (12/F, H dbra).
Kiszamitottuk a fenilefrin kezelés eldtti és utani nappali €s éjszakai idészakok teljes VCO
értékétis, amely a TG2+* egerek esetében valtozatlanok maradtak. Habara VO,-hozhasonloan,
a TG2/~ allatok VCO, értékei is alacsonyabbak voltak mind a nappali, mind az éjszakai
idészakokban a fenilefrin-kezelést kovetden, azonban a megfeleld kontroll periddusokhoz
képest nem volt szignifikans kiilonbség, amikor 6sszehasonlitottuk 6 ket a TG2+/+ egerek
értékeivel (12/G dabra). A VO, esetéhez hasonloan a CL-316,243 kezelés nem okozott
szignifikdns valtozast a térzsek totdl VCO; értékeiben sem (12/H dbra). A TG27/~ és TG2+*
egerek respiraciés hanyadosa (RER értékei: VCO,/VO,) a fenilefrin-kezelés el6tti kontroll
napon a nappali €s éjszakai periddusaban egyarant nagyon hasonloak voltak (12/I és K). Az
intraperitonealisan injektalt 60 nM/g testtomeg fenilefrin abszorpcidja utan a térzsek RER
értékei hasonloan mdodon csokkentek szignifikansan a nappali id6szak els6 részében a kezelést
kovetben, igazolva az a1 -AR agonista hatasossagat. Mig azonban a TG2*/* egerek RER értéke
a nappali periddus masodik felében folyamatosan ndvekedni kezdett, és a kovetkezd éjszakai
idészakban elérte a kezelés el6tt kimutatott szintet, addiga TG2/~ allatok RER értéke tovabbra
is alacsony maradt (12/I abra). Ennek eredményeként a mérési nap éjszakai periodusaban a
TG27/~ egerek RER értéke szignifikansan alacsonyabbnak adodott a TG2+/+ allatokhoz képest
(12/1és 12/K). Az intraperitonealisanbeadott CL-316,243 abszorpcidja utan, a nappali periodus
elsd részében mindkét torzs RER értéke azonnal lecsdkkent, bizonyitva a CL-316,243
fiziologiai hatasat. Ezt kovetden, a nappali idészak méasodik felében e gyenletesen novekedni
kezdtek az értékek (12/J abra). Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy a RER értékek mindkét
genotipus esetén jelentdsen alacsonyabbak voltak a CL-316,243 kezelést kovetden az éjszakai
periodusban a kontroll naphoz képest, azonban a TG2*/* és TG2~/~ allatok RER értékei nem
kiilonboztek (12/L dbra).
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12. dbra Fenilefrin kezelés hatisdra lecsokkent a TG2”~ egerek O, fogyasztisa és CO;

termelése, aminek kovetkeztében a respirdcios hanyados (RER) szignifikdansan alacsonyabb

(A-D) Az egerek O, fogyasztisa a kontroll napon és a fenilefrin (A,C) valamint CL-316,243
(B,D) kezeléseket kovetéen a nappali (9:03-t61 18:00-ig) és éjszakai (18:00-t6l 06:00-ig)
periodusokban. (E-H) Az egerek CO, fogyasztasa a kontroll napon és a fenilefrin (E,G)
valamint CL-316,243 (F,H) kezeléseket kdvetéen a nappali (9:03-tol 18:00-ig) és éjszakali
(18:00-261 06:00-ig) periédusokban. (1-L) Az egerek respirdcios hanyadosa a kontroll napon
és a fenilefrin (1,K) valamint CL-316,243 (J,L) kezeléseket kovetéen a nappali (9:03-t6l 18.:00-
ig) és éjszakai (18:00-tol 06:00-ig) periodusokban. A nyilak mutatjak azt az idépontot (9:00
orakor), amikor az agonistakat intraperitonealisan (60 nM / testtomeg (g)) injektdltuk. A
nappali (0) és az éjszakai (m) periodusokat az ,,x” tengelyek jelzik (A-B, E-F és 1-J). Tobb

csoport osszehasonlitasahoz kétutas ANOVA tesztet végeztiink.
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A varianciaanalizis soran Tukey post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az adatokat atlag = SD

ormaban adtukmeg. (n=6) *p < 0,05 **p < 0,01 ***p <0,001
e g p p p

6.6. Az al adrenerg agonista kezelés alacsonyabb laktat szintet eredményez a
TG2 7~ egerek vérében

Indirekt kalorimetrias mérésekkel csak az al adrenerg agonista fenilefrin kezelést kovetden
talaltunk kiilonbségeket TG2 hianyaban, ezért a fenilefrin hatasat vizsgaltuk tovabb a vér egyes
metabolikus értékeit mérve. A TG2+/+¢és TG2/~ allatok vércukorszintje a kontroll napon mind
a nappali, mind az éjszakai idészakban azonos volt (13/4 dbra), és a fenilefrin adasa sem
vezetett valtozasokhoz (13/B dbra). Az egerek szérum mintaiban vizsgalt inzulin és glukagon
szintek ishasonléak voltaka TG2+* ésa TG2 '~ egerek szérummintaibanaz a1 adrenergkezelés
utan (13/C és 13/D dbra). Tovabba a szérumban mért lipid frakciok: a koleszterin (C), az
alacsony stirtiségl lipoprotein koleszterin (LDL-C), a nagy suirtiségii lipoprotein koleszterin
(HDL-C), a triglicerid (TG) és a szabad zsirsav (FFA) koncentracioi sem voltak eltér6k a TG2**
és a TG27/~ allatokat 6sszehasonlitva a fenilefrin kezelést kovetden (13/E dbra). Erdekes
moédon azonban, a laktat koncentraciéja szignifikansan magasabbnak adodott a TG2+/+ egerek

szérum mintaiban a TG2~/~ egerekhez képest a fenilefrin kezelést kovetden (13/E dbra).
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13. dbra TG2""* és TG2™" szérum mintdjiban vizsgdlt metabolikus paraméterek fenilefrin
kezelést kovetoen

(A) A TG2*+ and TG2™" dllatok vércukorszintie a kezelés nélkiili kontroll napon és (B)

fenilefrin kezelés utan. A nappali (D) és az éjszakai (m) periodusokataz,,x” tengelyek jelzik (A-
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B) A nyil a fenilefrin injektdlasanak idépontjat mutatja. (C) Az inzulin koncentracidja a TG2++
és a TG27" egerek szérummintaiban 13 ordval a fenilefrin kezelés utan. (D) A glukagon
koncentracidja a TG2*'* és a TG2™~ egerek szérummintdiban 13 éraval a fenilefrin kezelés
utan. (E) Az egerek szérum lipid- és laktdatkoncentrdcio-értékei 13 éraval a fenilefrin-kezelés
utan. C: koleszterin, LDL-C: alacsony stiriiségii lipoprotein koleszterin, HDL-C: nagy stirtiségii
lipoprotein koleszterin, TG: triacilglicerol, FFA: szabad zsirsav. A szignifikancia
szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD formaban adtuk meg. (n=>5)
*p<0,05

6.7. A fenilefrin kezelés nem csokkentette a TG27~ egerek farki vérnyomasat

Az allatok farki vérnyomasat és pulzusat ugyanabban az idépontban mértiik az akklimatizacios
napon ¢s a kezelés nélkiili kontroll napon. A harmadik napon az egereket intraperitonedlisan
injektaltuk 60 nM/ testtdmeg (g) fenilefrinnel. Osszehasonlitva a TG2+/+ és a TG2~/~ egerek
farkivérnyomasat (TBP) és pulzusat(HR), azttalaltuk, hogy mindkét paraméter értéke egyarant
nagyon hasonlo volt a kezelés eldtti kontroll napon (14/A, C, E dbra). Erdekes modon, a
fenilefrin injektalasa utan 30 perccel, az els6 mérési idépontban nem tudtuk detektalni a TG2**
egerek szisztolés és diasztolés vérnyomasat, ezzel szemben a TG2 7/~ allatok vérnyomasanak
mérése sikeres volt (14/B és 14/C). Emellett, mig az egértérzsek vérnyomas értékei hasonloak
voltak a nappali periddusban az a1l adrenerg agonista adésa utan, addig az ¢jszakai idészakban
a szisztolés vérnyomads értékei, valamint a hdrom mért diasztolés nyomas kozil kettd,
szignifikansan alacsonyabbak voltak a TG2*/*+ allatokban, 6sszehasonlitvaa TG2~~ egerekkel
(14/B és 14/D). Ennek eredményeként a TG2/~ egerek vérnyomas értékei valtozatlanok
maradtak a fenilefrin kezelés utan, mig a TG2*/* allatoké alacsonyabb volt az éjszakai
periddusban a kontroll naphoz képest (14/B abra versus 14/A; 14/D dbra versus 14/C dbra).
Ezen kiviil nem észleltiink eltéréseket az allatok pulzus értékeiben, sem a kontroll napon, sem
pedig a fenilefrin oltds utdn, kivéve a kezelést kovetd éjszakai periodus masodik mérési

idépontjaban, amikor a TG2*/* egerek pulzusaalacsonyabb szintet mutatott (14/E, F dbra).
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14. dbra A fenilefrin kezelés nem csokkentette a TG2™~ egerek farki vérnyomdsit ellentéthen

aTG2'"* dllatokkal

(A) Az egerek szisztolés vérnyomadsa a kontroll napon és (B) a fenilefrin injektdlast kévetden.
(C) Az dllatok diasztolés vérnyomasa a kontroll napon és (D) a fenilefrin oltast kévetéen. (E)
ATG2** ¢és TG2~/~ egerek pulzusa a kontroll napon és (F) az al-adrenerg agonistaval tortend

injektdlas utan. A nappali (D) és az éjszakai (m) peridodusokat az ,,x” tengelyek jelzik. A nyilak
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a fenilefrin injektalasanak idopontjat mutatjak. A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet
alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD formaban adtuk meg. (n=5) *p<0,05 **p < 0,01

6.8. Az al-adrenerg agonista kisebb mértékii szovetkarosodast okoz a TG27
egerekben

A fenilefrin kezelés utan 13 o6raval nyert TG2+/* egerek szérummintai szignifikansan magasabb
LDH aktivitast mutattak a TG2/~ allatokhoz képest (15/4 dbra). A szérum LDH izoenzimek
agaroz gél elektroforetikus elvalasztdsa utan a denzitometrias értékelés azt mutatta, hogy az 6t
izoenzim koziil négy (LDH1, LDH2, LDH4 ¢s az LDH5) nagyobb mennyiségben volt jelen a
TG2** mintakban a TG2~/~szérumokhoz képest (15/B és 15/C dabra). A TG2/-/ TG2+* aranyt,
tehat a relativ LDH tartalmat vizsgalva elmondhatd, hogy az LDH2, LDH4 és LDHS aranya
hasonlo volt a genotipusok k6zott (15/D dbra). Azonban ez a relativ érték az LDHI1 izoenzim
esetén, ami a szivizom karosodas markere, szignifikansan magasabb volt a TG2** mintakban
(15/D dabra). Mivel szivizom karosodast kovetéen jelentdsen emelkedik a szérumban mérhetd
kreatin-kinaz (CK-MB) aktivitas, igy megvizsgaltuk annak szintjét a TG2+* és a TG27~ egerek
mintaiban. A TG2*/* allatok esetén szignifikansan magasabb kreatin-kinaz szintet mértiink a
TG27/~ allatokhoz képest, ami alatamasztja, hogy az ol-adrenerg agonista kisebb mértéki
szivizom karosodast valt ki TG2~/~ egerekben, minta TG2+/* genotipusban (15/E dbra).
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15. dbra: A fenilefrin kezelés alacsonyabb fokii szévetkdrosoddst eredménye; TG2™~
egerekben sszehasonlitva a TG2™ dllatokkal, amelyet az LDH izoenzimek aktivitds értékei

mutatnak

(A) Az 6ssz laktat-dehidrogendz izoenzim (LDH) enzim aktivitds értéke az egerek szérum
mintdiban 13 oraval a fenilefrin injektdlas utan. (B) A szérum laktdt-dehidrogendz izoenzimek
agaroz gél elektroforetikus elvilasztasa (LDH1-LDH5) (1-3 sav TG2+/*, 4—6 sav TG2~/~, 1.
sav: human kontroll szérum). (C) Az LDH izoenzimek aktivitasa az egerek szérummintaiban 13
oraval a fenilefrin kezelést kovetéen. (D) Relativ LDH izoenzim aktivitds értékek az egerek
szérum mintdiban 13 oradval a fenilefrin kezelés utan. (E) Kreatin-kindz (CK-MB) aktivitasa az
egerek szérum mintdiban 13 oraval a fenilefrin kezelés utan. A szignifikancia szamitasokhoz t-
tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD formaban adtuk meg. (n=3) *p < 0,05 **p <
0,01 ***p<0,001

6.9. A TG27~ gonadailis zsirszovetbdl izolalt preadipocitak beige iranyd

rrrrr

In vivo kisérleteink utan a TG2 gonadalis zsirszovet barnulasaban betoltott szerepét in vitro
kisérletekben vizsgaltuk tovabb. A TG2+/* és a TG2 7~ egerek gonadalis fehér zsirszovetébol
sztromalis vaszkularis frakcidkat (SVF) izolaltunk ¢és beige iranyu adipogén
sejtdifferencidlasnak vetettiik ald. Miutan a sejtek elérték a 90% -os konfluenciat, 2 napig
indukcios tapfolyadékot hasznaltunk, majd a preadipocitakat a differenciacios tapfolyadékban
tartottuk [188]. 14 napon beliil a sejtek multilokularis lipidcseppeket halmoztak fel, és a
preadipocitak fibroblaszt-szerii alakjabol (16/4 dbra) az in vitro differencialt adipocitak
jellegzetes fenotipusat mutattak (16/4 dbra). Hasonlo proliferacios képességet figyeltiink meg
a TG2+* és a TG2/~ preadipocitik esetében (16/B dbra), és eredményeink alapjan a beige
adipocitak azonos mennyiségi lipidet halmoztak (16/C dbra) fel és zsircsepp méretiik sem volt
eltérd6 (16/D dbra). A TG2 adrenerg valaszban betoltdtt szerepének vizsgalatdhoz a
differencialodott beige adipocitakat 10 uM arterenollal, fenilefrinnel, CL-316,243-mal vagy
forszkolinnal kezeltiik tovabbi 4 6ran keresztiil. A differencialtatas sikerességét preadipocita és
beige marker gének expresszidjanak mérésével vizsgaltuk (16/E-l1 dbra). A preadipocita
markernek tekintett ’Preadipocyte factor 1° (Prefl) kifejez6désében nem észleltiink
szignifikans kiilonbséget a TG2+/* és a TG2~/~ preadipocitakat 6sszehasonlitva, tovabba ennek

expresszidja egyforman lecsokkent a beige differencialtatds eldrehaladtaval mindkét
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genotipusban, fiiggetleniil az adrenerg kezelésektdl. A differencidltatds végén a beige marker
gének kifejezédése [210,211], az Ucpl, Tbx1, Tnfrsf9 és Tmem26 mindkét genotipusban
szignifikansan emelkedett. Az Ucp1 és Tbx1 expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt az
adrenergkezelés nélkiilisejtekben, valamintadrenergkezelések hatasara is TG2 hianyaban. Az
adrenerg kezelések utan a Tnfrsf9 és a Tmem26 expresszidja nem volt kiilonbozé a
genotipusokban. Eredményeink arra utalnak, hogy a beige differencialodas fenotipusosan
mindkét sejttipusban hasonldéan ment végbe, és a beige adipocitdk adrenerg valasza részben

kiilonbozott TG2 hianyaban.
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Relativ optikai denzitas 515nm
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16. dbra: A gonadalis zsirszovetbdl izoldlt TG2™" és TG2” preadipocitik beige irdnyit

differencidloddasa sikeres volt

(A) 4 preadipocitik és a differencidlt beige sejtek reprezentativ faziskontraszt mikroszkdpos

felvételei TG2+* és TG2~/~ genotipusban. A képeket az EVOS FL Cell Imaging alkalmazdsaval
készitettiik. Améretarany 400 um-tjelol. (B) Szulforodamin Bvizsgdlatokat végeztiink a TG2+
és TG27/~ preadipocytik proliferacios képességeinek mérésére (n = 3). (C) A lipid cseppek
mérete és (D) teljes zsirtartalma. (E-1) A preadipocita marker (Prefl) és a beige marker gének
(Ucpl, Tbx1, Tnfrsf9, Tmem26) mRNS szintjének valos idejii qPCR elemzése (Light Cycler 96,
Roche Diagnostics) preadipocitikban és differencialt beige adipocitikban. A differencialodott
sejteket 10 uM arterenollal, fenilefrinnel, CL-316,243-mal vagy forszkolinnal kezeltiik 4 orin
at a begyiijtés elott. Az osszes vizsgalt gént ciklofilinre normalizaltuk. A szignifikancia
szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SD formaban adtuk meg. (n=3) * p
<0,05 **p<0,01 **p<0,001
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6.10. A mitokondrialis fehérje komplexek és az UCP1 expresszidja, valamint a
mitokondrialis dehidrogenaz aktivitas, a NADH és ATP tartalom szignifikansan
alacsonyabb a TG27/~ adipocitakban

A TG2** és TG27 beige sejtek mitokondriumainak 6sszehasonlitisahoz megvizsgaltuk az
UCPI és a mitokondrialis fehérje komplexek alegységeinek az expresszidjat (17/4 abra). Az
UCPI kifejezédése szignifikansan alacsonyabb volta TG2 ~~ beige adipocitakban, valamint az
adrenerg kezelések hatasara is a TG2*/* sejtekhez képest (17/B dbra). Megallapitottuk, hogy a
mitokondridlis II. komplex (II-SDHB: szukcinat-dehidrogendz vas-kén alegység), a III.
komplex (II1-UQCRC2: ubikinol-citokrom C reduktaz 2. alegység) és az V. komplex (V-
ATPSA: ATP szintaz, alfa alegység) fehérje szintje szignifikansan alacsonyabb volta TG2 /-
beige adipocitakbana TG2*/* sejtekhez képest, tovabbi adrenerg kezelések nélkiil is (17/C-E
dbra). A 11. komplex alacsonyabb expressziot mutatott TG2 hidnyabana CL-316,243 kezelés
utan, mig a III. komplex esetében a forszkolin csokkentette az expressziot a TG2~/~ sejtekben
(17/C, D dbra). Ezek az eredmények egylittesen arra utalnak, hogy a TG2+/+ és a TG2~/~ beige
zsirsejtek kozotti kiilonbségek nem voltak 0sszefliggésben az adrenerg kezelésekre adott
megvaltozott valaszokkal, hiszen mar a differencialt beige sejtekben is kimutattuk a fehérne
expresszios kiilonbségeket tovabbi adrenerg agonista kezelések nélkiil is (17/B-E dbra).
Eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy a beige adipocitak TG2 hidnyéaban azért
kiilonbozhetnek, mert eltérd preadipocitdkbol differencidlodnak. Ezért megvizsgaltuk az UCP1
¢és a mitokondrialis fehérje komplexek expresszidjat a preadipocitakbanis (17/F-J dbra).
Meglepé mdédon az UCPI kifejez6dését detektaltuk preadipocitakban is, ami szignifikansan
alacsonyabbvolta TG2~/~sejtekben (17/G dbra). Az a figyelemre méltd megfigyelés, miszerint
a preadipocitak beige vagy barna differencialddasi markert fejezhetnek ki, mar ismert az
irodalombol [212]. Ezenkiviil a mitokondrialis III. komplex expresszioja a TG2-hianyos
preadipocitakban is alacsonyabb volt (17/1 abra), mig a I1. komplex €s az V. komplex esetében
nem volt szignifikans kiilonbség a TG2+/* preadipocitakhoz képest (17/H, J dbra). Vizsgaluk
a mitokondridlis dehidrogenazok aktivitdsat is, amelyek a funkcionalis mitokondriumok
metabolikus aktivitdsdnak mutatéi. A mitokondridlis dehidrogenéz aktivitasa szignifikansan
alacsonyabbvoltmind a preadipocitakban, mind a beige sejtekben TG2 hianyaban (17/K dbra).
Eredményeink arra utaltak, hogy a mitokondrialis elektrontranszport funkciéjamar a TG2
preadipocitakban, és kovetkezésképpen a differencialt beige zsirsejtekben is, tobb ponton hibas
lehet. Megvizsgaltuk a preadipocitak és a beige adipocitak ATP ¢s NADH termelését (17/L, M
abra), és mindkét esetben szignifikansan alacsonyabb értékeket talaltunk a TG2 hidnyos
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fenotipusokban. A csokkent ATP é¢s NADH termelés a mitokondrialis diszfunkcio okozta

csokkent energiatermelésre utalt.
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17. dabra A mitokondridlis fehérje komplexek és az; UCPI expresszioja, valamint a
mitokondrialis dehidrogendz aktivitais, a NADH és ATP tartalom szignifikansan

alacsonyabb a TG2™ preadipocitikban és beige adipocitikban

(A) Az UCPI1, SDHB, UQCRC2, ATPSA fehérjék expressziojat a beige adipocitakban Western
blottal vizsgaltuk (n = 3). A differencidlodott sejteket 10 uM arterenollal, fenilefrinnel, CL-
316,243-tal vagy forszkolinnal is kezeltiik 4 oran dat a begyiijtés eldtt. f-AKTIN-t haszndltunk
kontrollként a normalizalashoz. (B-E) Az UCPI1, SDHB, UQCRC?2 és ATPSA fehérjék \Western
blotjianak kvantitativ elemzése. (F) A preadipocitak UCPI, SDHB, UQCRC2, ATPSA
reprezentativ Western blot elemzése (n = 3). (G-J) A preadipocitak UCP1, SDHB, UQCRC?2 és
ATPSA fehérjéinek Western blotjainak kvantitativ elemzése. (K) Mitokondridlis dehidrogendz
aktivitas (MTT teszt) preadipocitikban és differencialt beige sejtekben (n = 3). (L) A
preadipocitak és a beige adipocitik ATP-termelése. (M) A preadipocitak és a beige adipocitik
NADH termelése. A Szignifikancia szamitisokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat datlag +
SEM formdban adtukmeg. (n =4) * p <0,05, ****p <0,0001. A NADH és ATP eredményeket
atlag £ SD formaban adtuk meg. A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. (n = 3)
*p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).

6.11. A mitokondridlis membrainpotencial szignifikinsan alacsonyabb a TG27/~
preadipocitakban és beige zsirsejtekben

A preadipocitak (18/4 dbra) és a beige adipocitak (18/C dbra) mitokondrialis
membranpotencialjanak vizsgalatahoz 1ézer-pasztazé citometriat (LSC) alkalmaztunk. A
mitokondriumokat Mitotracker Deep Red festékkel, a sejtmagokat DAPI-val festettiik. A
MitoTracker Deep Red mitokondrialis retencidja a mitokondridlis membran potencialjatd 1 fiigg
[213,214], és ezért megjosolhatd, hogy magasabb a megnovekedett oxidativ foszforilacio-
értekkel (OXPHOS) rendelkezd sejtekben. Annak igazoldsara, 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 volta TG2 ™~ preadipocitakban (18/B dbra) és abeige zsirsejtekben
(18/D dbra) a TG2** sejtekhezképest. A mitokondriumok fontos szerepet jatszanak a sejtek
redox allapotanak szabalyozasaban. Amikor a mitokondrialis elektrontranszportlanc (ETC)
eldallitja az elektrokémiai protongradienst az ATP-szintézishez, az gyakran bizonyos mértéki

ROS termeléséhez vezethet. A mitokondrialis ROS termelés f6 forrasaiazI. és I11. komplexben
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talalhatd ubikinon helyek [215,216]. Fontos megjegyezni, hogy éppen ezen komplexek fehérje-
expresszidjaban figyeltiink meg kiilonbségeket (17/D, I és K dbra). Erre valod tekintettel
tanulmanyoztuk a preadipocitak és a beige zsirsejtek endogén (18/E dbra) és teljes ROS
termelését (18/F dbra). Erdekes modon, mig az ETC megvaltozott szerkezete és funkcioja
varhatéan megemeli a ROS szintet, mi nem ezt tapasztaltuk. Mind az endogén, mind a total
ROS termelés alacsonyabb volt a TG2 - mitokondriumokban, ami alacsonyabb mitokondrialis

aktivitasra utal a TG2*/* sejtekhez képest.
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18. dbra: A mitokondridlis membrdnpotencidl szignifikdnsan alacsonyabb a TG2™

preadipocitikban és beige adipocitikban a TG2*'"* sejtekhez képest

(A) ATG2** és TG2/~ preadipocitdk lézer-pasztazo citometriaval (LSC) késziilt reprezentativ
képei. A sejtek szamanak meghatarozasahoz DAPI festést alkalmaztunk, kontrollként a sejteket
DAPI-val és Mito Tracker Deep Red-vel festettiik antimicyn A-val kombinalva. A Mito Tracker
Deep Red-del festett sejteket haszndltunk a mitokondridalis membranpotencidl abrdzoldsara.
(B) A preadipocitik mitokondridlis membrdanpotencidaljanak kvantitativ elemzése. (C) A
differencialt beige adipocitak lézer-pasztazo citometriaval késziilt reprezentativ képei mindkét
genotipusban (TG2++ és TG277). A sejtek szamdnak meghatdirozdsihoz DAPI festést
alkalmaztunk, kontrollként a sejteket DAPI-val és Mito Tracker Deep Red-vel festettiik
antimicyn A-val kombindalva. A Mito Tracker Deep Red-del festett sejteket haszndltunk a
mitokondrialis membranpotencial abrazolasara. (D) A beige sejtek mitokondrialis
membranpotencidljanak kvantitativ elemzése. (E) A preadipocitik és beige zsirsejtek endogén
ROS-termelése. (F) A preadipocitdk és a beige zsirsejtek total ROS-termelése. A szignifikancia
szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formdaban adtuk meg. (n=4)
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Az endogén és a total ROS termelés mérését Synergy
Multimode Microplate Reader késziilekkel végeztiik. (n = 4) * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001).
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6.12. A TG27 preadipocitak és beige zsirsejtek hipometabolikusak a TG2'*
sejtekhez képest

Az oxigénfogyasztas mértéke az elektron transzportlanc aktivitdsanak indikatora, ezért a
preadipocitak és a differencialtbeige adipocitak funkciondlis kapacitdsanak tesztelésére mértiik
a mitokondrialis oxigénfogyasztast (OCR). A TG2~~ preadipocitakban (19/A, B dbra) és beige
adipocitakban (19/E, F dbra) szignifikansan alacsonyabb bazalis és proton csorgasos légzést
figyeltink mega TG2*/* sejtekhez viszonyitva. Ezzel parhuzamosan, a TG2 '~ preadipocitakban
(19/C dbra) és beige zsirsejtekben (19/G dbra) szignifikansan alacsonyabb extracellularis
savasodasi aranyt (ECAR) detektaltunk a TG2*/* sejtekhez képest. Ezenkiviil az OCR / ECAR
arany bazalis koriilmények kozott szintén alacsonyabb volt a TG2 -hidnyos sejtekben a kontroll
preadipocitakhoz (19/D dbra) és beige adipocitakhoz (19/H dbra) viszonyitva, jelezve, hogy a
TG2++ sejtek az energiatermeléshez az oxidativ foszforilacidt részesitették elényben 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, amita TG2~ sejtekhez viszonyitott magas extracellularis savasodas és
oxigénfogyasztasi rata jelez, és ezért ,,energetikus” sejtként definialtuk ket (19/1, J dbra).
Ezzel szemben eredményeink hatarozottan arra utalnak, hogy TG2 hianyaban a sejtek
hipometabolikusak (19/1, J dbra).
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19. dbra: TG2™ és TG27" preadipocitik és beige adipocitik bioenergetikai profiljai

(A) A preadipocitak mitokondridlis bazalis oxigénfogyasztisa (OCR). (B) A preadipocitik
oligomicinnel gatolt oxigénfogyasztasa. (C) A preadipocitik bazalis extracellularis savasodasi
ardnya (ECAR). (D) A preadipocitak bazalis OCR / ECAR ardnya. (E) A beige adipocitik
mitokondridlis bazalis oxigénfogyasztisa (OCR). (F) A beige adipocitak oligomicinnel gatolt

oxigénfogyasztasa. (G) A beige zsirsejtek bazalis extracellularis savasodasi aranya (ECAR).
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(H) 4 beige adipocitik bazalis OCR / ECAR ardnya. (1) A preadipocitik energetikai fenotipus-
profilla (EPP). (J) A beige adipocitik energetikai fenotipus-profilja (EPP). Az
oxigénfogyasztast és az extracellularis savasodasi aranyt egyidejiileg mértiik a Seahorse
Bioscience XF-96 analizdatorral. A szignifikancia szamitisokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az
adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. (n =4) * p <0,05, ****p <0,0001.

6.13. Elektronmikroszképos vizsgalatok szerint TG2'* és TG27~ preadipocitak
mitokondriumainak szama és morfologiaja nem kiilonbozik

A preadipocitak mitokondriumainak ultrastruktarajat transzmisszios elektronmikroszkdpiaval
(TEM) vizsgaltuk (20/A4 abra). Megallapitottuk, hogy a mitokondrium szam (20/B dbra) és a
preadipocitak citoplazmajaban 1év6 teljes mitokondrialis teriilet (20/C dbra) nem kiilonb6zott
a genotipusok kozott. A mitokondriumokat méretiik szerint is csoportositottuk, azonban
mitokondridlis méretbeli kiilonbséget sem tudtunk detektalni ezzel a megkozelitéssel a
genotipusok kozott (20/D dbra). Az elektronmikroszkopos metszeteken sajnos a beige sejteket
triacilglicerol tartalmuk miatt technikai okokbol nem tudtuk megvizsgalni. Osszességében
elmondhat6, hogy az elektronmikroszkopos morfometriai vizsgalattal nem tudtunk azonositani
kiilonbségeket a mitokondridlis hal6zatban (a mitokondriumok szdmat és méretét tekintve). A
citoszolbol a mitokondriumokba torténd fehérjetranszport hatékonysaganak vizsgalatara, a
TOM20 kiilsé mitokondrialis membran transzlokaz fehérje expresszidjat is mértiik, amely nem
kiilonbozott a TG2-hidnyos preadipocitdkban és a beige adipocitakban a TG2*/* sejtekhez
képest (20/E dbra). Ez az eredmény arra utal, hogy ezen a ponton a fehérjék mitokondrialis

importja nem kiilonbozik a vizsgalt genotipusokban.
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20. dbra: Az elektronmikroszkdppal vizsgdalt TG2'"" és TG27~ preadipocitik

mitokondriumainak morfologidja nem kiilonbozik

(A) A4 preadipocitik reprezentativ elektronmikroszkopos képei mindkét genotipusban (TG2 +*+
és TG27"") (nagyitasok: 6000x, 10000x, 12000x). (B-C) A mitokondriumok szamdnak és a teljes

mitokondrialis teriilet (um2) mennyiségi meghatdarozasa a preadipocitak citoplazmdjaban. (n
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= 60 sejt / genotipus). (D) A mitokondriumok osztdlyozasa méret szerint. A TG2+'* sejtekben
kimutatott legnagyobb méretet 100% -nak tekintettiik. (E) A preadipocitak és a differencialt
beige adipocitak TOM20 expressziojanak reprezentativ Western blot-analizise és kvantitativ
elemzése. A statisztikai elemzéseket Student t-teszttel végeztiik. Az adatokat atlag + SEM

formaban adtukmeg (n=3).

6.14. A TG27~ beige adipocitdk szignifikansan tobb fragmentalt
mitokondriummal rendelkeznek, mint a TG2** sejtek

Eredményeink alapjan felvetettiik a kérdést, hogy a TG2/~ beige adipocitakban milyen tipust
mitokondrialis morfologia varhato a TG2*/* sejtekhez képest. Mivel a TEM soran kapott
ultravékony metszetek nem mindig alkalmasak a mitokondridlis halozat 6sszetettségének
megallapitasara, és kisérleteink soran csupan a preadipocitak vizsgalatat tette lehetdve, ezért
fluoreszcens mikroszkopidval vizsgaltuk a mitokondriumok morfologiajat €¢s a mitokondrialis
halozat szerkezetét (21/4 és 21/D). Mindkét genotipusban a dominansan jelenlévd
mitokondrialis morfologia a tubularis forma volt a preadipocitakban (21/C dbra) és a beige
adipocitakban (21/F dbra) is. Bar a fragmentalt / tubularis mitokondriumok aranya nem
kiilonbozott a preadipocitakban (21/B dbra), a TG27/~ beige zsirsejtekben szignifikansan tobb
fragmentalt mitokondriumot azonositottunk a TG2** kontroll sejtekhez képest (21/E dbray).
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21. abra: A preadipocitik és a beige zsirsejtek mitokondridlis morfologidjanak vizsgdlata

crer

(A) Reprezentativ HCS vizsgalatok, amelyek a preadipocitak mitokondridlis morfologidjat
mutatiak mindkét genotipusban (TG2*'+ és TG27/7). A sejtek szamdanak meghatdrozdsihoz
DAPI festést alkalmaztunk, kontrollként a sejteket DAPI-val és Mito Tracker Deep Red-del
festettiik antimicyn A-val kombindlva. A mitokondridlis morfologia meghatarozasahoz Mito
Tracker Deep Red festéket alkalmaztunk, az aktin filamentumok festésére Texas Red-X

phalloidint haszndltunk. Améretardany 50 um-nek felel meg. (B) 4 preadipocitikmitokondridlis

erer

mitokondridalis morfologiajat mutatiak (TG2** és TG27/7). A sejtek szamdnak
meghatarozasahoz DAPI festést alkalmaztunk, kontrollként a sejteket DAPl-val és Mito Tracker
Deep Red-del festettiik antimicyn A-val kombindlva. A mitokondridlis morfologia
meghatarozasahoz Mito Tracker Deep Red festéket alkalmaztunk, az aktin filamentumok
festésére Texas Red-X phalloidint haszndltunk. A méretarany 50 um-nek felel meg. (E) A beige
mitokondriumook frakcioi beige zsirsejtekben (%). A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet

alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. (n=3) *p < 0,05
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6.15. 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
mitokondridlis fzidéért és hasadasért felelds fehérjék expresszidjanak mérésével. Nem lattunk
szignifikans kiilonbségeketa fuzios(MFN2, OPA1) fehérje szintekbensem a preadipocitékban,
sem a differencialt beige sejtekben a genotipusok k6zott (22/4, B dabra). Ugyanakkor a
mitokondridlis hasadasi fehérjék (DRP1, MFF) vizsgalata utdn azt tapasztaltuk, hogy a
mitokondrialis hasadasi faktor (MFF) expresszioja szignifikansan megemelkedett a TG2/
beige adipocitakban a vad tipusu sejtekhez képest (22/D dabra). Western blot eredményeink
megerdsitik a fluoreszcens mikroszkopos eredményeket, miszerint a mitokondrialis fuzios
folyamatok egyarant dominansabbak a preadipocitdkban €s a beige zsirsejtekben mindkét
genotipusban. A preadipocitadkban a mitokondridlis hasadasi-fuzios folyamatok vizsgalata
soran nem tapasztaltunk kiilonbséget sem a fluoreszcens mikroszkoppal végzett
immuncitokémiai vizsgalatok soran, sem pedig fehérjeszinten. Ugyanakkor, a TG2-hianyos
beige adipocitikban szignifikansan tobb fragmentalt mitokondriumot azonositottunk a TG2+*
sejtekhez képest, amitaz MFF fehérje szignifikdnsan magasabb expresszidja is alatdmasztott.
Osszességében kisebb, fragmentaltabb mitokondriumokat és megemelkedett mitokondrialis
hasadasi folyamatokat mutattunk kia TG2~/~ beige adipocitakbana TG2*/* sejtekhez képest.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TG2 elvesztése megvaltoztathatja a mitokondrialis

morfologiat és miukodést.

Annak tovabbi tanulmanyozasara, hogy a fragmentacio befolyasolja-e a mitokondrialis
biogenezist, megvizsgaltuk a PGCla, az energia homeosztazis és a mitokondrialis biogenezis
f6 szabalyozodjanak expresszidjat (22/E és F dabra). Megallapitottuk, hogy a TG2/~ beige
sejtekben a PGCla expresszioja szignifikansan alacsonyabb volt. Az irodalombdl ismert, hogy
szoros Osszefiiggés van az AMPK aktivélasa és a PGC-1a zsirsejtekben torténd indukalasa
kozott [217]. Megdfigyeltik, hogy a foszforilalt AMPK szintje csokkent a TG27/~
preadipocitdkban és a differencialt beige adipocitidkban a TG2** kontroll sejtekhez képest
(22/E és G dbra).
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22. abra: Mitokondrialis hasadas és fuzios fehérjék vizsgalata.

(A-B) A mitokondpridlis fiizios fehérjék (MFN2, OPAI) reprezentativ Western blot analizise és
kvantitativ elemzése preadipocitakban és beige zsirsejtekben. (C-D) A mitokondrialis hasaddasi
fehérjek (DRPI, MFF) reprezentativ Western blot analizise és kvantitativ elemzése
preadipocitakban és beige zsirsejtekben. A kapott eredményeket a [-AKTIN értékeivel
normalizaltuk. A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag + SEM
formadban adtukmeg. (n=5) * p < 0,05 (E) 4 preadipocitak és a differencialt beige adipocitik
PGC-1a és foszfo-AMPKa reprezentativ Western blot-analizise. (F-G) PGC-1a, a foszfo-
AMPKo. fehérjék Western-blotjanak kvantitativ elemzése (n=3). A szignifikancia szamitasokhoz
t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag = SEM formaban adtuk meg. (n=3) *p < 0,05 **p
<0,01 ***p<0,001

6.16. A TG27~ és TG2'* preadipocitak és beige sejtek aminosav termelése és
fogyasztasa

Mivel az eredményeink felvetik annak a lehet6ségét, hogy a TG2 /- sejtek alacsonyabb
mitokondridlis aktivitdsa elsésorban nemaz ETC sériiléseinek a kovetkezménye, ezért vizsgalni
kivantuk az energiatermeléshez elérhetd szubsztratok szintjét. A citromsav-Ciklus a sejtek
anyagcser¢jében, beleértve a zsir anyageserét is, elosztorendszerként miikodik: funkcidja az
aktualis energetikai viszonyok szerint valtozik. Az aminosavak egy részének lebomldsa sordn
citromsav-ciklus intermedierek keletkeznek, melyek nem csak energitermelésre
hasznalodhatnak fel, hanem kiilonb6z6 bioszintetikus utak kiindulasi vegyiiletei is lehetnek.
Erre valo tekintettel vizsgaltuk meg a sejtek aminosav fogyasztasat és termelését. A
preadipocitak esetén a TG2** sejtek szignifikansan tobb hisztidint, aszparagint, glutamint,
aszparaginsavat, ciszteint, tirozint, metionint és fenil-alanint (His, Asn, GIn, Asp, Cys, Tyr,
Met, Phe) fogyasztottak (23/4 dbra). A legjelentdsebb kiilonbséget a TG2+*+ és TG27~
preadipocitak kozott a glutamin fogyasztasaban lattuk, ami tébb szempontbdl is érdekes lehet.
Ez az aminosav egyrészrdl a trikarbonsav-ciklus anapler6zisat okozhatja, ami magasabb
energiatermelésteredményez a TG2*/*sejtekben. A glutamin felhasznalasanak masik lehetséges
modja a zsirsavak szintetizalasa reduktiv karboxilezés titjan. Szakirodalmi adatok alapjan a
glutamin a legfébb szénforras a de novo zsirsavszintézisben barna zsirsejtek esetén [218].
Ilyenkor a glutamin alfa-ketoglutaratot képez a glutamaton keresztiil, az alfa-ketoglutarat pedig

reduktiv karboxilezéssel citratta alakul. A reakciot a NADPH-fiiggd izocitrat-karboxilaz
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katalizalja, és a keletkezo citrat a hdtermeléshez sziikséges zsirsavszintézishez hasznalodik fel.
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a glutamin a de novo zsirsavszintézis f6
szénforrasa is leheta differencialodo preadipocitakban, és sziikséges lehet a beige adipocitak

mukodéséhez is.

A TG2** beige zsirsejtek szignifikansan tobb glutamint, arginint és metionint (Gln, Arg, Met)
fogyasztottak, mig tobb aszparagint, glicint, treonint, alanint és triptofant (Asn, Gly, Thr, Ala,
Trp) termeltek. Ezzel szembena TG2/~ adipocitak tobb szerint (Ser) vettek fel a tapfolyadakbol
és szignifikansan tobb prolint (Pro) termeltek (23/B dbra). A beige zsirsejtek esetén a glutamin
fogyasztasban és alanin termelésben lattuk a legnagyobb eltéréseket a TG2+*+ és TG2~
adipocitadk kozott. A glutamin zsirsavszintézisben betoltott szerepe mellett az irodalomban
leirtdk, hogy patkanyokbdl izolalt adipocitdk exogén glutamint hasznalnak, amely az egész
testre extrapolalva fiziologiailag jelentés mennyiségnek tlinik [219]. Az alanin termeléssel
kapcsolatban arrdl szamoltak be, hogy a patkanyok gonadalis zsirjabol alanin szabadul fel, ami
jelentésen hozzajarulhat az egész szervezet alanintermeléséhez. A TG2 7/~ sejtek csokkent

alanin kibocsatasa Gjabb hipometabolikus karakteriik indik4tora lehet.
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23. abra: A preadipocitak és a beige adipocitak aminosav termelése és fogyasztisa

(A) 4 preadipocitik aminosav termelése (pozitiv értékek) és fogyasztisa (negativ értékek) (B)
A beige zsirsejtek aminosav termelése (pozitiv értékek) és fogyasztasa (negativ értékek). A
szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag = SD formaban adtuk
meg (n = 3, * p <0,05 ** p <0,01).

6.17. A tiroid hormont bonté DIO3 expresszioja magasabb a TG27~ sejtekben

A kapott eredmények lehetséges magyarazatainak feltardsa érdekében RNS-seq kisérleteket
végeztiink, Osszehasonlitva a TG27/~ és a TG2** sejtek teljes génexpresszids profiljat.
Elemzésiink 6sszesen 165 differencialisan expresszalt mitokondridlis és barnulasi gént tart fel
a beige adipocitakban, koztiikk 123 fel-regulalt gént és 42 le-regulalt gént. A TG2~/~ beige
mintakban a fel-regulalt gének gén ontologiai (GO: reaktom ut) elemzése azt mutatta, hogy
ezek a differencialisan expresszalt gének tobbek kozott a mitokondrialis biogenezis €s a tiroid-
hormon aktivitas szabalyozasa szempontjabol jelentdsek (24/4 abra). Tekintettel arra, hogy a
tiroidhormon-aktivitas szabalyozasa volt az egyik legjelentésebb reaktom ttvonal,
megkiséreltiik azonositani, hogy a mely differencidlisan expresszalodo gének szabalyozddnak
a tiroid hormonreceptor o (THRA) altal (24/B dbra). A Kapotttiroid anyageserével kapcsolatos
gének koziilazokata fel- és le-regulaltakat valasztottuk ki validalasra, amelyek irodalmiadatok
alapjan alatdmaszthatja a barnuldsi és mitokondridlis funkcidval kapcsolatos korabbi
eredményeinket. A TG2/~ beige mintdkban a fel-regulalt gének tekintetében a Bnip3 gént
validaltuk (24/D dbra), amely részt vesz a mitokondrialis hasadas pozitiv szabalyozasaban
[220], amit mar korabban megfigyeltiink a TG2~/~ beige adipocitakban. Elemeztiik tovabba az
elhizashoz is asszocialt Cxcll gént (24/E dbra) [221] és a pajzsmirigy hormonok lebontasért
felelés Dio3 gént (24/G dbra) [222] kvantitativ valos ideji PCR-rel. A TG2~/~ beige sejtekben
le-regulalt gének koziil validalasra a mitokondrialis mitkodéshezkapcsolodo Trpv1[223] (24/C
dbra) ésSlc25a45 [224] (24/F dabra) géneketvalasztottuk ki. Az RNS-seq eredmények kisérleti
validalasa minden vizsgalt gén esetében sikeres volt, megerdsitve azt a feltételezést, hogy a
tiroid metabolizmushoz kapcsolodo differencidlisan expresszalodd gének TG2 hidnyaban
hozzajarulhatnak az alacsonyabb mitokondrialis funkcidkhoz (24/C-G dbra). Fontos kiemelni,
hogy eredményeink alapjan a Dio3 gén, amely az energia-anyagcserében fontos szerepet jatszo
pajzsmirigy hormonok hatasat csokkenti [222], a TG2~ beige adipocitakban jelentésen

magasabb szinten expresszalodik (24/G dbra).
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A DIO3 katalizélja a pajzsmirigyhormon inaktivalasat: a prohormon tiroxint (T4) részleges
dejodinacioval inaktiv reverz trijod-tironinnd (rT3) alakitja, a bioaktiv hormont (T3) pedig
dijod-tironinna (T2) alakitja at (24/H abra). A 3,5,3'-trijod-L-tironin, mas néven T3, dontd
szerepet jatszik a fejlodéssel, a differencidlédassal €s az anyagceserével kapcsolatos kiilonféle
folyamatokban [225]. Ezenkiviil a T3 mind a sejtmagokban, mind a mitokondriumokban
megtalalhato, eldsegitve a mitokondrialis biogenezist [226]. Megmértiik a szabad T3 (fT3)
koncentraciot a beige adipocitak sejtfeliiliszojaban. Fontos megjegyezni, hogy a T3 -at a beige
iranyu differencialtatds soran a 0,2 nM végso koncentracidoban alkalmazzuk. Megallapitottuk,
hogy az fT3 koncentracio szignifikansan alacsonyabb volt a TG2 7~ beige sejtek feliiliszojaban
a TG2*"* kontroll mintdkhoz képest, ami arra utalhat, hogy a magasabb szinten expresszalodo
D103 annak egy részét lebontja ebben a sejttipusban (24/1 abra). Ezt az elképzelést gén (24/G
dbra) és fehérje expresszios eredményeink (24/J dbra) is alatamasztjak, ahol azt talaltuk, hogy
a DIO3 expresszidja szignifikansan magasabb volt a TG2 /- beige adipocitdkbana TG2**
kontroll sejtekhez képest. A magasabb DIO3 expresszio6 és az alacsonyabb fT3 koncentricio

Osszefliggése felveti annak lehet0ségét, hogy ez az enzim hozzajarulhat a TG2/~ beige

genotipus alacsonyabb mitokondrialis funkcioihoz.
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24. dbra: A TG2™" beige adipocitikban fel-regulilt reaktom vitvonalak és validdlasuk

(A) A TG2™/~ beige zsirsejtekben fel-szabdlyozott reaktom utvonalak a gén ontologia (GO:

reakom utvonal) elemzés alapjan. (B) A tiroid-anyagcserével kapcsolatos gének hétérképe

beige zsirsejtekben. (C-G) A kivalasztott tiroid-anyagcserével kapcsolatos gének validaldsa

valos idejii PCR-analizissel (Light Cycler 96, Roche Diagnostics). (H) A DIO3 miikédésének

sematikus abrazolasa. (1) fT3 koncentracio a beige zsirsejtek feliiluszojaban (differenciacios

médiumban). (J) A DIO3 reprezentativ Western blotja és kvantitativ elemzése preadipocitikban

és differencialt beige adipocitikban. A szignifikancia szamitasokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az

adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg (n =3, *p <0,05, ** p <0,01, ***p <0,001).
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6.18. TG2 hianyaban csokken a zsirsavak, aminosavak és a koenzim A transzportja
a mitokondrium matrixaba

A TG27/~ beige mintakban a le-regulalt gének gén ontoldogiai (GO: reaktom 1ut) elemzése
alapjan, ezek a differencidlisan expresszalt gének az aminosavak és szarmazékaik
metabolizmusahoz valaminta biologiai oxidacio folyamatahoz kapcsolodnak (25/4 abra). RNS
szekvendlasi adatainkbol azonositottuk a differencialisan expresszalt gének koziil azokat,
amelyek mitokondrialis transzport folyamatokért felelosek (25/B dbra). Megtalaltuk az
aminosavakat szallit6 mitokondrialis *solute carrier’ (SLC) transzportereket, €s érdekes modon
ezek a le-szabalyozddott gének az acilkarnitin és a koenzim A transzportja révén Sszerepet
jatszanak a zsirsav anyagcserébenis (25/C dbra). Az SLC25A45 transzporter lehetaz egyik
legrelevansabb, mivel a TG2/~ preadipocitakban is szignifikansan alacsonyabb expressziojat
figyeltilk meg. Ez a hordozé fontos szerepet jatszik az acilkarnitin, az ATP és az aminosavak
transzportjaban a belsé mitokondrialis membranon at a mitokondrialis matrixba [224,227,228].
Fontos figyelembe venni, hogy ez a transzporter a tiroid anyagcserével kapcsolatos gének
kozottis szerepel, mintegy differencialisanexpresszalt, le-regulalt gén a TG2/~ beige sejtekben
(25/B, D dbra). Az SLC25A45 expresszio €s tiroid anyagesere Osszefiiggését mar leirtak a
szakirodalomban, amikor egy feltételezett tiroid valasz elemet talaltak az SLC25A45 gén
PCR-rel (25/D-F dbra) és Western blot-analizissel (25/G-H dbra ) végeztiik el, amelyek azt
mutattak, hogy az SLC25A45 mRNS ¢és fehérjeszint is szignifikansan alacsonyabb a TG27~
beige adipocitakban a vad tipust kontroll sejtekhez képest (25/D, G dbra). Az SLC25A45
fontos ortolog génje az SLC25A47, amely szintén le-regulalt a TG2~/~ adipocitakban (25/B
dbra), emellett alacsonyabb expressziot detektaltunk az SLC25A42 esetébenis (25/B, F, H
dbra), amely a koenzim-A és az ADP mitokondriumba t6rténd transzportjaért felelds, és ilyen

modon fontos szerepet jatszik az energiatermelésben és -hasznositasban is [230-232].
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25. dbra: TG2 hianydban a zsirsavak, aminosavak és a koenzim A transzportja a

mitokondrium madtrixdba alacsonyabb hatékonysdgi

(A) A TG2~ beige zsirsejtekben le-szabdlyozott reaktom utvonalak a gén ontologia (GO:
reakom utvonal) elemzés alapjan. (B) Differencidlisan expresszalt mitokondridlis
transzporterrel kapcsolatos gének hétérképe beige zsirsejtekben. (C) A TG2~/~ beige
adipocitikban le-regulalt mitokondridlis transzporterek funkciojanak sematikus abrazolasa.
(D-F) A TG2~ beige adipocitikban le-reguldlt mitokondridlis transzportért felelds gének
validdlasa valos idejii qPCR analizissel (Light Cycler 96, Roche Diagnostics). (G) Az
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SLC25A445 reprezentativ Western blotia és kvantitativ elemzése preadipocitakban és
differencialt beige sejtekben. (H) Az SLC25A442 reprezentativ Western blotja és kvantitativ
elemzése preadipocitakban és differencialt beige sejtekben. A szignifikancia szamitdasokhoz t-
tesztet alkalmaztunk. Az adatokat dtlag + SEM formdaban adtuk meg (n = 4, * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001).
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7. Megbeszélés

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 biztositasaban, valamint az elhizés
megel6zésében és kezelésében [233,234]. Az UCP1 expresszidjanak csokkenése koros
kovetkezményekkel jar: az UCP1 pozitiv sejtek hianya transzgenikus egerekben fokozott
hajlandosagot valtkiaz elhizésra és a cukorbetegségre [235], ésaz UCP1 KO egerekben elhizas
alakul ki még termoneutralis koriilmények kdzott is, ha magas zsirtartalm étrenden tartjak az
allatokat [236]. A termogén human barna zsirszdvet jellemzdinek részletes leirdasdhoz még
tovabbi vizsgalatok szilikségesek, azonban szamos kutatds kimutatta, hogy a szuprakavikularis
human barna zsirszovet sejtjei nagyban hasonlitanak a ragcsalok beige zsirsejtjeihez, kiemelve
a fehér zsirszovetbarnulasi folyamatanak egérmodellekben torténd vizsgalatanak a jelentdségét
[39, 237]. Kovetkezésképpen az emberi zsirszovetek termogén potencialjanak ellenérzott
novelése, az elhizas és az ahhoz kapcsol6do betegségek jovobeni terapids célpontja lehet [ 238-
zsirszovethez képest [172], ami felvetette a termogén funkcidban betoltott szerepének
lehetéségét. Ennek feltarasarahidegtlirési 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 hatdsara, ellenben a masik
abundéans zsirdepoban, a szubkutdn zsirszovetben nem tapasztaltunk kiilonbséget TG2

hidnyaban.

Szakirodalmi adatok alapjan a fehér zsirszovet barnuldsa az inguinalis zsirdepdban
erbteljesebb, mig a gonadalis zsirszovetben ehhez képest kevésbé aktiv [241]. Ugyanakkor
eredményeink szerinta TG2 jelenlétében a gonadalis zsirszovet barnulasa jelentés szerepet
tolthet be hidexpozicio soran [204]. A beige adipocitak indukcidja er6sen zsirraktar fiiggd. A
barnuldssal szemben ellenallobb depok (példaul a hasi fehér depok) esetében a beige prekurzor
sejteknek proliferalniuk kell, mielétt a jelentds barnulas bekovetkezhet. Ez az elképzelés

0sszhangban all azzal a megfigyeléssel, hogy az UCP1-pozitiv sejtek adrenerg stimulaci6 utan
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feldtsulnak a gonadalis zsirdepoban, ellentétben az inguinalis vagy retroperitonealis depoval
[36,234]. Ezenkiviil kimutattak azt is, hogy patkanyok gonadalis adipocitaiban tobb
mitokondrium van, mint az inguinalis adipocitakban [242], ami fontos tényezdvé valhat a
barnulasi folyamat soran.

A beige zsirsejtek a hidegkezelésen kiviil testmozgassal és B-adrenerg jelatviteli tton keresztiil
is aktivalhatok [205,243]. Munkacsoportunk vizsgalta a beige marker gének expresszidjanak
valtozasat a fehér zsirszovetben [204]. Ezek koziil az UCP1 expresszidjanak emelkedése az
alkalmazottakuthidegkezelés soran 6sszevethetd volt az adenilat-ciklaz aktivator forszkolinnal
4 oran atkezelt beige sejtkultirakban észlelt valtozasokkal [39], és azokkal a differencialt 3 T3-
F442A sejtekkel, melyeket 4 6ran keresztiil 27°C-ra helyeztek [240], valamint egy beige
sejtvonalbol elballitott zsirban 5 6raval a f-adrenerg agonista adasa utan [29]. A hideg altal
kivaltott termogenezis a barna zsirszovet és a beige sejtek nem-didergéses hétermelése mellett
magaba foglalja a vazizomzat 6sszehtizoddsai soran hét termeld didergéses termogenezist
[244]. Mindkét folyamathoz, a barnulashoz és a didergéses termogenezishez is sziikséges a
szabad zsirsavak fehér zsirszovetbdl torténd mobilizalasa. A lipolizishez vezetd f6 itvonal a
CAMP-fliggé protein-kinaz (PKA) Gitja, amelyen keresztiila Gs-kapcsolt f-adrenerg receptorok
stimulalasa bekapcsolja az adenilat-ciklazt, majd a cAMP intracellularis szintjének emelkedése
a PKA aktivacidjahoz vezet, ami a hormon-szenzitiv lipdz (HSL) foszforilacidja és
transzlokacidja révén zsirsav felszabadulast eredményez [245]. Ez a folyamat azonban
egyértelmiien csokken a TG2~~ gonadalis zsirszovetben, ami a jelentdsen megemelkedett
noradrenalin szinttel és a szignalitvonalak esetleges kapcsolodasa révén felveti annak
lehetdségét, hogy a TG2 G-fehérjeként miikddik ebben a zsirdepoban. Ezt alatamaszthatja,
hogy érdekes mddon a f-adrenergreceptor hianyos egerek az enyhehidegexpoziciora reagalva
tudjak novelni a fehér zsirszovetiik termogén funkcidjat [206], ami mas jarulékos utak
létezésére utal. Fontos Kiemelni, hogy a TG2 egyes sejttipusokban G fehérjeként (Gha)
mikodhet [112]. Ez a TG2 funkcido GTPaz-aktivitasa révén az alB-AR feldl érkezo jelet a
foszfolipaz C (PLC) aktivalasahozkapcsolja [113,118]. A PLC enzimatikus hatasa aktivalja a
protein-kinaz C-t (PKC), és a PKC el6segitheti a barnulasi folyamatot a mitogén-aktivalt
protein-kinaz (MAPK) foszforilezésével [246-250], amelynek kdzponti szerepe van az UCP1
expresszio aktivalasaban [251,252]. Ilyen modon a barnulasi folyamat soran a TG2 kulcsfehérje
lehet az o-adrenerg utvonal és a P-adrenerg uUtvonal kozotti lehetséges kolcsonhatas
kialakitasaban. Bar a TG2 G-fehérje funkcidja szamos sejttipusban (pl. sziv- és

simaizomsejtekben, fibroblasztokban, endotelialis sejtekben, hepatocitakban) ismert [119],
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még mindig nem vilagos, hogy vajon hasonlé funkcioval birhat-e adipocitakban vagy
preadipocitakban, és ha igen, akkor miért korlatozodik ez csak a gonadalis zsirszovet sejtjeire.
A multifunkcionalis TG2 hidnya nem okoz letalis fenotipust egerekben. Ezt 4ltalaban azzal
magyarazzak, hogy a TG-csalad tobbi tagja expresszalodhat a sejtekben, és potolhatjak a TG2
hianyz6 funkcidinak nagy részét. Ugyanakkor a tobbi emlds TG nem kotédik GDP/GTP-hez,
kovetkezésképpen nem képesek betdlteni a TG2 G-fehérje funkciojat. Eddigi irodalmi adatok
szerint esetleg ezzel is magyarazhatd, hogy az életképes TG2 ™~ egereknél elsdsorban csak
bizonyos stresszhatasok és patologias koriilmények k6zott varhatok stilyosabb valtozasok és
koros allapotok [72]. Ennek vizsgalata érdekében eldszor tanulmanyoztuk az al és B-AR
agonistak fiziologiai hatasat az egerek metabolikus paramétereit mérve. A fenilefrin egy
szimpatomimetikus amin, a noradrenalinhoz hasonl6 kémiai szerkezettel rendelkezik, ezért
szelektiven kotddikaz a1 -AR-0Khozés aktivaljaazokat[253]. Az al-AR-oknak haromaltipusa
van, amelyek koriilbeliil 75%-ban homologok: alA, alB és alD. Ugy tinik, hogy a fenilefrin
hasonloan hat mind a harom receptor altipusra [254]. Ugyanakkor ismert, hogy a TG2 Gha-
fehérjeként mitkodve tud kapcsolddni az a1 B-AR-hoz vagy az a1 D-AR-hoz, de az al A-AR-
hoz nem [255].

A TG2+* és a TG27/~ egereket dsszehasonlitva szembetiing kiilonbségeket taldltunk a RER
(CO,-termelés és Oo-fogyasztas aranya) értékekben, kiilondsen az éjszakai periddusban, néhany
6raval a fenilefrin kezelésutan. A TG2*/* allatok esetében a RER csokkent, majd fok 0zatosan
novekedni kezdett kb. 0,8-r61 az 1-hez kozeli szintre, amelyet kontroll értékként detektaltunk
mindkét torzs esetében a kezelést megel6zéen. Ekozben a TG2 7/~ egerek RER-értéke a
csokkenést kovetden nem kezdett ndvekedni, €s a kezelés utani éjszakai periodusban tovabbra
is alacsony maradt. Az ¢jszakai periddus altalaban az egerek aktiv fazisa, de a RER értékek
eltérésében ennek valdsziniileg nincsen szerepe, mivel az allatok fizikai aktivitdisdban nem
tapasztaltunk eltéréseket. Az agonistakkal tortént kezelés utani éjszakai periodusban mindkét
torzs esetében hasonldan csokkent a fizikai aktivitas és jelentdsen alacsonyabb maradt.
Altaldnosan 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 [67]. Ennek megfeleléen a TG2*/* és a TG27/~ egerek fenilefrin kezelés el6tt
foleg a szénhidratok lebomlasabol nyertek energiat, azonban a kezelést kovetden azonnal
elkezdték felhasznalni a zsirsavakat. Erdekes azonban, hogy a TG2 '~ allatok sokkal hosszabb
ideig folytattak a zsirsavak lebontasat, miga TG2*/* egerek fokozatosan szénhidratot kezdtek
hasznositani. A TG2*/* egerek vérplazmajanak magasabb laktatszintje is valoszintileg azt jelzi,

hogy t6bb gliikkozt hasznaltak fel, minta TG2 - egerek. A fenilefrin kezelés maximalis 0,3-as
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skalan (0,7-t61 1,0-ig) megfigyelt koriilbeliili 0,1-es kiilonbsége a RER-értékekben eltérd
metabolizmusra utal, holott az allatokat ugyanolyan étrenden tartottuk. Fontos megjegyezni,
hogy mindaz al A-,mind az a1 B-AR aktivalasanovelhetiaz egész test zsirsav-oxidaciojat,ami
RER csokkenésteredményez[256]. ATG2/~ allatok késObb, akezeléstkovetdnap végén érték
el a TG2*/* egerek RER értékét, koriilbeliil 30 6raval a kezelés utan (az adatokat nem mutatjuk
be). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az adrenerg receptor szignalban esetleg Gha
fehérjeként miikodé TG2 valamilyen modon szerepet jatszhat a szénhidrat és a zsirsav
oxidacidja kozotti egyensuly meghatarozasaban, de hianyaban a zsirsavlebontds nem csokken,
hanem éppen, hogy emelkedik.

A CL-316,243-at, egy specifikus B3-AR agonistat alkalmaztunk az a1-AR agonista fenilefrin
kontrolljaként. Ez a receptor folega zsirszovetben helyezkedik el, ahol fokozhatja a lipolizist
[257]. Kovetkezésképpen a CL-316,243 kezelés a RER értékek azonnali csokkenését
eredményezte mind a TG2~~ mind a TG2+** egerekben, ami ezutan az éjszakai idészakban
hasonldé moédon fokozatosan ndvekedni kezdett. A torzsek egyéb metabolikus paraméterei
szintén nagyon hasonlok voltak, ami arra utalhat, hogy a TG2-nek nincsen kozvetlen szerepe a
B3-AR altal szabalyozott jelatvitelben. A B3-AR részt vesz a vazizmok [258] és a zsirszovetek
[6] termogenezisének szabalyozasaban is, de mi a B3-AR stimulacié utdn nem észleltiink
eltéréseket a torzsek hotermelésében sem.

Ezzel szemben, a fenilefrin kezelést kovetden a hétermelés csokkent a TG2/~ egerekben, és
alacsonyabb volt mind a nappali, mind az ¢jszakai periddusokban. Hidegkezeléses
kisérleteinkben bemutattuk, hogy a TG2 7/~ egerek csokkent hidegtiiré képességgel
rendelkeznek, €és ez az eredmény arra utalhat, hogy a TG2 potencialisan hatassal lehet a
hétermelésre, mint alB-AR-kapcsolt G-fehérje egerekben. Mivel az al-AR-0k szerepet
jatszhatnak kiilonféle metabolikus folyamatok szabalyozasaban [256,259,260], ezért eldszor a
torzsek vércukorszintjét mértiik meg. Azt talaltuk, hogy ezek az értékek hasonlok és a normal
tartomanyba esdk voltak [261,262] a fenilefrin kezelés el6tt €s utan is. A normal értékekhez
képest a fenilefrin az a1-AR altipuson keresztiil ndvelte a glitkagonszintet az [261], de az mind
a TG27/~ mind a TG2*/* allatok plazmajaban hasonld volt 13 6raval a fenilefrin kezelés utan,
amikor a RER-értékek eltérése még jelentds mértékii volt. Ezek az eredmények a lipidfrakciok
mérési adataival egyiitt azt sugalljak, hogy a sejtszintii anyagcsere legfontosabb energiaforrasai
feleslegben voltak elérhetéek az egerek szdmara, és eltérd felhasznalasuk a fentiekben
ismertetett eltér6 RER-értékeket eredményezhette. Szakirodalmi adatok alapjan, a fenilefrin
gyorsan, néhany percen beliil hat a felszivodast kovetden, és felezési ideje koriilbeliil 2,1-3,4

6ra [263], mivel a monoamino-oxidaz gyorsan lebontja [264]. Ezért a RER-értékekben észlelt
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kiilonbséget valosziniileg nem kozvetleniil a fenilefrin jelenléte okozta, hanem az agonista altal

kivaltott hosszt tava hatdsainak kdszonhetd.

Beszamoltak arrdl, hogy az alB-AR KO egerek vércukorszintje és inzulinszintje normalis,
azonban taplalt allapotban megemelkedik benniik a leptin koncentracidja [260]. A leptinrdl
ismert, hogy az AMP-aktivalt protein-kinaz (AMPK) aktivalasaval serkenti a glitkozfelvételt és
a P-oxidaciot, kiillondsen a vazizomban [265]. Az AMPK aktivalédasat két kiilonbozo
mechanizmus kdzvetitheti: egyrészt a leptin kdzvetlen hatdsa, masrészt kozvetett hatasa a
hipotalamusz szimpatikus rendszere és az alB-AR aktivitasa révén [260, 266]. Az AMPK
aktivalasa leptinnel az acetil-CoA karboxilaz (ACC) foszforilalasahoz, ezaltal annak gatlasahoz
vezet, és egyuttal a zsirsavak oxidacidjanak stimulalasat eredményezi a karnitin-palmitoil-
transzferaz 1 (CPT1) aktivalodasaval [265]. Amennyiben a TG2 képes Gha-ként miikddni,
akkor az a1 B-AR jelatvitele legalabb részben hianyos lehet a TG2 - egerekben, ami magasabb
leptinszintet és alacsonyabb RER-t eredményez, amint az utébbit megfigyeltiik, a fenilefrin

kezelést kovetHen.

A fenilefrin egy erés vazokonstriktor, amely noveli a sziv elterhelését anélkiil, hogy a sziv
myocitdira barmilyen fontos kozvetlen hatisa lenne. A vaszkularis baroreceptorok
stimulalasaval novelheti a vérnyomast, mikozben lassu pulzusszamot tart. Igy a fenilefrint
altaldban normal szivmikodésii, de értdgulat okozta klinikailag jelentdés hipotenzidval
rendelkezd betegeknél alkalmazzak [267]. A fenilefrin kifejezett érrendszeri karos hatdsokat
okozhat, beleértve mind a szisztolés, mind a diasztolés vérnyomasnovekedését [268]. Ennek
vizsgalatara az egerek farki vérnyomasat mértiik. Megallapitottuk, hogy a TG2 /- allatok
szisztolés és diasztolés vérnyomasaegyaranthasonléd volta TG2 ** egerek értékeihezhasonlitva
a kezelés eldtti kontroll napon. Fontos megjegyezni, hogy a fenilefrinrél ismert, hogy a farki
artériak 6sszehuzodasat okozza, ami lehetetlenné teszi a vérnyomas kimutatasat addig, amig a
vegyiilet le nem bomlik [269]. Valoban, nem tudtuk kimutatni a TG2*/* egerek vérnyomasat az
els6 mérési idépontban, 30 perccel a fenilefrin kezelés utan. Ezzel szemben, a farki vérnyomas
minden vizsgalt TG2 - allatban mérheto volt, melyek értéke dsszehasonlithatonak bizonyult a
kontroll napon detektalt értékekkel. Ezek az eredmények TG2 hianydban a kaudalis artériak
tapasztaltakhoz hasonléan az a1 B-AR KO egerekben csokkent vérnyomas valasz arra utal,
hogy ez az AR tipus a vérnyomas fontos kozvetitdje [270]. Kdvetkezésképpen, haa TG2 alB-
AR-csatolt Gha-ként miikodhet, akkor ez a funkcidé megndvekedett simaizomsejt-tonushoz

vezethet [113,271-273], és megmagyarazhatja, miért nem figyeltiink meg vazok onstrikciot a

90



TG27/~ egerek farkaban. Ezenkiviil kimutattak, hogy a TG2 keresztkoté képességétol fiiggetlen
modon is modulalta az érrendszer miikodését, valamint a TG2~/~ aortat merevebbnek talaltak a
TG2+* egerek aortajahoz képest [274]. Erdekes médon a fenilefrin hosszu tiva hatasa
vizsgalatunkban is nyilvanvald volt, mivel a TG2*/* 4llatok szisztolés vérnyomasa az éjszakai
periddusban szignifikansan alacsonyabb maradt, és diasztolés vérnyomasuk szintén
alacsonyabb volt ezen id6szak harom mérési idépontjaban.

Ersziikitd hatasa miatt a fenilefrin stlyos nekrozist okozhat a szovetekben [267]. Az LDH egy
oldhato citoplazmatikus enzim, amely felszabadul az extracellularis térbe, amikor a
plazmamembran megsériil a nekrozis soran [275]. Az LDH aktivitdas szamszerisitése a
szérummintakban jelzi a szovetkarosodas mértékét [276], ezért a torzsek szérummintaiban
mértiilk az LDH aktivitast, hogy 0sszehasonlitsuk a fenilefrin kezelés altal okozott nekrozis
mértékét. Az 6ssz-LDH aktivitas mindkét torzsben korosan magas volt a normal értékekhez
képest 13 oraval a kezelés utan [277], de a TG2*/* mintdkban szignifikansan magasabb volt a
TG27~ szérum mintakhoz képest. A tetramer LDH kétféle alegységb6l all, az LDH-M és az
LDH-H fehérjékbol. Ez a két alegység ot lehetséges izoenzimet (LDH1- 5) képezhet, amelyek
enzimatikusan hasonlok, de eltérd szoveti eloszlast mutatnak. Kovetkezésképpen a kiilonbozo
izoenzimek koros szintli megjelenése a szérumban jelezheti, hogy mely szdvetben vagy
szervben tortént a karosodas [278]. Az LDH izoenzimek elektroforetikus szétvalasztasa és
aktivitasuk szamszertsitése is azt mutatta, hogy a fenilefrin kezelés tobb szervben is karosodast
okozott, azonban ezek jelentésebb mértékiiek voltak a TG2*/* egereknél. Az LDHI a szivizom
¢s a vese karosodasara jellemzd, az LDH2 a vese, az LDH4 az agy és a tiidd, mig az LDHS a
ma4j, valamint a vazizomzat karosodasat jelzi. Ezeknek az izoenzimeknek a szintje magasabb
volt a TG2+* egerekb6l szarmazd mintakban, a TG2 7/~ allatok mintaihoz képest. Amikor
kiszamitottuk az egerek szérummintéinak relativ LDH izoenzim aktivitasi értékeit, azt talaltuk,
hogy a t6bbi izoenzimhez képest az LDH]1 szint emelkedése volt a legjelentésebb a TG2 +#
mintakban a tobbi tipushoz képest, ami arra utal, hogy a szervkarosodasban a legnagyobb
kiilonbség szivizom esetén kovetkezett be. Annak megerdsitésére, hogy a szivizomzat kevésbé
karosodott a TG27/~ allatokban, mértik a szérum mintakban a kretain-kinaz (CK-MB)
aktivitasat is, amely a szivizom karosodasanak sokkal specifikusabb markere [279].
Megallapitottuk, hogy a TG2/~ allatoknal szignifikansan alacsonyabb volt CK-MB aktivitasa
a TG2** egerekhez képest. Bar adataink azt mutatjak, hogy a fenilefrin kezelés utan a sziv
stilyosabb karosodast szenvedett a TG2*/* allatokban, fontos megjegyezni, hogy az egerek
pulzus értékeiben nem volt eltérés, kivéve a kisérletek egyetlen mérési idépontjat az ¢jszakai

peridodusban, ami arra utal, hogy a szivkdrosodéas nem okozott funkcionalis rendellenességeket
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a vizsgalt idészakban. Osszességében ki kell emelni, hogy a TG2 szerepe a normalis
kardiovaszkularis funkcioé fenntartasiban még nem teljesen tisztazott [103]. Eredményeink
felvetik annak a lehetdségét, hogy a TG2 mikddhet G fehérjeként a vaszkularis

simaizomsejtekben, azonban hasonlé funkciojat a zsirszovetben nem igazoltuk.

Munkank soran a TG2-t olyan szabalyozoként azonositottuk, mely egerekben szdvetspecifikus
modon vesz részt a gonadalis zsirszovet barnulasi folyamatdban. Hidegtliréses eredményeink
alapjan felmeriilt, hogy a TG2 miikddésével kapcsolatos szabalyozasi folyamatok az elhizas és
az anyagcserezavarok farmakologiai beavatkozasainak lehetséges célpontjai k6z¢ sorolhato.
Korabbi szakirodalmi adatok beszamoltak arrél, hogy a TG2 szabdlyozza az adipocita
differencialodast [280], igy hatassal lehet a beige sejtek kialakulasara is. A beige és fehér
adipocitak ardnya a fehér zsirszovetben részben meghatarozott a mezenchimalis progenitorok
érett adipocitava torténé differencialodasanak korai szakaszaban [1,243]. A beige adipocitak
képzodése ismert modon specifikus prekurzor sejtekbdl indukalodik [281]; és bar nem volt
kiilonbség a fiatalabb 16 hetes allatoknal az adipocitdk méretében 22°C-on [204], azt
feltételeztiik, hogy a TG2 milkddése Osszefiigg a fehér versus beige prekurzor sejtek
gonadalis zsirszovet sejtjeinek termogén potencialjat.

Emellett, a hideg kezelés nemcsak a de novo beige zsirsejtek differencialdodasat, hanem a
termogén tulajdonsdgok indukalasat is eldsegiti egyes ugynevezett ,,masked beige”
zsirsejtekben. Ezek az adipocitdk morfoldgiailag és funkciondlisan is fehér zsirsejtekre
hasonlitanak, de beige identitassal rendelkeznek és a hidegre reagalva termogén programjukat
képesek gyorsan aktivalni [188]. Ezek a hideg 4altal indukalt UCP1-pozitiv sejtek fehérszer,
unilokularis morfologiaval rendelkeztek, miutan az 4llatokat a hideg expozici6 utan magasabb
hémérsékletre helyezték vissza [55]. A prekurzor sejtekbdl torténd differenciacié helyetta -
agonista kezelés vagy a hideg expozicio egyszerii mddon és gyorsan aktivalja ezen mar 1étezd

,,masked beige” adipocitak termogén tulajdonsagait [1].

Szamos tanulméany leirta a TG2 mitokondridlis homeosztazisban betoltott szerepét. A
mitokondrialis 1égzési lanc stabilizalasaban betdltott funkcidja mellett, [71,127,128] modulalni
szerepet jatszanak a mitokondriumok miikodésében és biogenezisében [126]. Tovabbi
bizonyitékok vannak arr6l, hogy a TG2 szerepet jatszhat egyes sejtek anyagcseréjében, példaul
részt vesz a szivizomsejtek mitokondriumainak 1égzésfunkcioiban, mivel a TG2/~ egerek

stlyos defektust mutattak az ATP termelésében [129]. Figyelembe véve ezeket a
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megallapitasokat és a TG2-t a mitokondriumok homeosztazisaval 0Osszekapcsolo
bizonyitékokat, igy dontottiink, hogy megvizsgaljuk a TG2 szerepét a gonadalis zsirszovet
eredetli beige adipocitdk adrenerg vélaszaban, tanulméanyainkat az enzim adipocitik
anyagcseréjére gyakorolt hatdsara 6sszpontositva.

Ebb6l a célbdl preadipocitakat izolaltunk és differencialtattunk TG2~/~ és TG2** egerek
gonadalis zsirszovetébdl, majd Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztiink. A beige prekurzor
sejtek proliferacios 1épéseken mennek keresztiil ahhoz, hogy erdteljes barnulds kovetkezhessen
be [234]. A preadipocitaknak fontos szerepiik van a proliferacié és a differencialodas
egyensulyanak szabalyozasaban. Ezek a prekurzorok hatarozzak meg a differencialt adipocitak
hozzajarul az elhizas és a kapcsolodo rendellenességek kialakulasahoz [282]. Eredményeink
alapjan azonbana TG2+*/* és a TG2~/~ preadipocitak proliferacids kapacitasa azonos volt. Ezen
tilmenden, a differencidlt beige adipocitdk azonos mennyiségii lipidet tartalmaztak hasonlo
zsircseppméretekkel. A beige marker gének expresszios profiljaban nem volt kiilonbség a két
genotipus kozott, kivéve a Thx1-et, amely alacsonyabb szinten expresszalodott a TG27/~
differencialt sejtekben. A Tbx1 egy transzkripcios faktor, de pontos szerepe a beige
adipocitadkban mégnem ismert [210]. A differencialtatott sejteket kiilonb6z0 adrenerg szerek
hozzaadasaval kezeltiik, és érdekes modon a B-adrenerg utvonal aktivator csak a TG2+#*
sejtekben novelte az UCP1 expressziot, a TG2 7/~ sejtekben viszont nem. Az adrenerg agonista
kezeléseknek azonban nem volt jelentds hatasa mas beige marker gének expressziojara. Ezek
az eredmények azt mutattdk, hogy a TG2 7/~ preadipocitak a TG2** sejtekhez hasonld
hatékonysaggal tudtak zsircseppeket felhalmozni, viszont UCP1 expresszidjuk nem reagalt a

tovabbi B-AR stimuléciora.

A mitokondriumok kulcsszerepet jatszanak az anyagcsere folyamatokban, beleértve a
citratkort, a p-oxidaciot, valamintaz ATP ETC és V-ATPSA altali képzédését. Erdekes modon
az ETC komponensek és a V-ATPSA alacsonyabb expresszidjat talaltuk a TG2/~ beige
adipocitakban. Tovabba a mitokondrialis II. (SDHB), a III. (UQCRC2) és az V. (ATP5A1)
komplexek alacsonyabb fehérje expressziojat €s csokkent NADH dehidrogenaz aktivitast
észleltiink a TG2~/~ preadipocitakban a TG2*/* preadipocitakhoz képest, ami arra utal, hogy a
mitokondridlis ETC és ATP szintézis funkcidi tobb helyen hibasak lehetnek a TG2/~
preadipocitakban, és ennek kovetkeztében a differencialtbeige sejtekben is. Eredményeink arra
utalnak, hogy a TG2+/* és a TG2 /" sejtek kozotti kiillonbségek nem fiiggtek 6ssze az adrenerg

93



kezelésekre adott valaszokkal, hanem mar Iéteztek a differencialt beige adipocitakban tovabbi
adrenerg kezelés nélkiil is.

A mitokondriumok kulcsfontossagu szerepet jatszanak a hétermelésben az UCP1 belsé
membranfehérje révén, amely szétvalasztja a légzést az ATP-szintézistol, és ezért ho
formajaban energiadisszipaciot valt ki, mikdzben serkenti a zsirsavak fokozott oxidaciojat
[32,283]. Az a figyelemre méltd megfigyelés, hogy egy preadipocita terminalis beige
differencialodasi markert, példaul UCP1-et fejez ki, marismertazirodalombol[212]. Az UCP1
fehérje expresszioja alacsonyabb volta TG2 /'~ beige zsirsejtekben és a preadipocitakban, ami
arra utal, hogy szignifikansan alacsonyabb hétermel6 képességgel rendelkeznek a TG2+*
sejtekhez képest. Valojaban az UCP1-fiiggd hdtermelést tiikr6zd protoncsorgasos 1€gzés
jelent6sen 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 adipocitakban, tovabba igazoltuk azt
is, hogy a TG2 hianya alacsonyabb mitokondrialis membranpotencialhoz vezet. Erdekes
moédon, mig az ETC megvaltozott szerkezete és funkcidja varhatéban noveli a ROS szintet
[215,216], ennck ellenkezGjét tapasztaltuk, a ROS termelés jelentdsen csokkent a TG2
sejtekben, ami alacsonyabb szinti mitokondrialis metabolizmusra utal. Mas sejttipusoknal
kimutattak, hogy a TG2 szerepet jatszik az ETC ¢€s az energiatermelés homeosztazisanak
fenntartdsaban. A TG2 delécidoja egerekben az 1. és II. 1égzési komplexek szignifikans
(MEF) [71,127-129]. Korabban kimutattak, hogy a TG2 PDI aktivitasa fontos az ATP szintaz
komplexben és az ETC egyéb kulcsfontossigdi komponenseiben a diszulfid hidak
kialakitasahoz. Az alacsonyabb NADH- és ROS-szintekre vonatkoz6 eredményeink azonban
arra utalnak, hogy a csdkkent mitokondrialis membranpotencial és ATP-termelés esetleg a
TG27/~ mitokondriumokban rendelkezésre allo energiaforrasok alacsony szintjének is
koszonheté. Valdjaban a sejtek energiaprofiljanak vizsgalata feltarta, hogy a TG2**
preadipocitdkat és a beige adipocitdkat kifejezett oxidativ és glikolitikus metabolizmus
jellemezte, amit a megfeleld TG2 7 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 adipocitdk hipometabolikusak a TG2 hianyaban.

A mitokondriumok folyamatosan fuzionalnak és szétvalnak, ezek a fuzi6 és hasadas néven
ismert folyamatok, melyek a mitokondriumok dinamikus halézatat eredményezik. A
mitokondriumok anyagcseréje a fizios és hasadési folyamatok egyensulyatdl fiigg. A fuzié

tubularis mitokondridlis morfolégidhoz vezet, mig a hasadds a mitokondriumok fragmentalt
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szerkezetét eredményezi. A mitokondrialis fragmentaciora elsésorban a diszfunkcionalis
mitokondriumok elkiilonitéséhez és eliminalasahoz van sziikség. Az irodalombo6l ismert, hogy
eredményeink azt mutattdk, hogy a tubularis mitokondrialis morfologia jellemz6bb mind a
preadipocitakra, mind a beige sejtekre, azonban a TG2 7/~ beige adipocitakban szignifikansan
magasabb a fragmentalt mitokondrium frakcidja a TG2*/* kontrollokhoz képest. A jelenség
mogott fontos molekularis faktort tudtunk kimutatni, mivel szignifikdnsan magasabb MFF
expressziot detektaltunk TG2 7~ beige adipocitakban. Az MFF egy kiils6 mitokondrialis
membranfehérje, amely komplexet képez a DRP1 GTPazzal, és eldsegiti a mitokondrialis
fragmentéaciot [284]. Ismeretes, hogy a mitokondrialis fragmentaci6é a depolarizacioval, a
szignifikansan csokkent 1égzési kapacitassal és az ATP termelés csokkenésével jarhat
[285,286]. Erdekes modon megvaltozott mitokondrialis morfolégiat és funkcionalitast is
kimutattak a tobb fragmentalt és depolarizalt mitokondriumot tartalmazé TG2 ~/~ MEF-ekben
[127].

Megallapitottuk azt is, hogy a mitokondridlis biogenezist szabalyozd, jol ismert koaktivator
PGCla fehérje expresszidja szignifikansan alacsonyabb a TG2 7/~ beige sejtekben. Ezzel az
eredménnyel Osszahangban a foszforildlt AMPK szignifikdnsan alacsonyabb fehérje-
expresszidjat is megfigyeltik TG2-hidnyos beige adipocitikban. Az AMPK a sejt
energiaallapotanak kulcsfontossagu érzékeldje, amely foszforilalodik és aktivalodik amikor az
AMP/ATP arany magas, és az ATP sejtszintjének novelésére irdnyuld katabolikus Gtvonalak
széles skalajat aktivalja [287]. Az aktivalt AMPK kozvetleniil foszforilalja és aktivalja a
PGCla-t, amitkimutattak in vivo ésin vitro kisérletekben is [288-290]. APGC-1a fehérje ilyen
kozvetlen foszforilacioja a Thr-177 és a Ser-538 pozicidban sziikséges a PGC-1a-promoter
PGC-la-fiiggd indukcidjahoz. Adataink szerint a mitokondrialis energiatermeléshez ¢és
termogenezishez hozzajaruld szamos folyamatkarosodhata TG2 hianyaban. Eredményeink azt
sugalljak, hogy TG2 hianyaban a mitokondrialis funkciok megvaltozhatnak, amia TG2~/~ beige
adipocitak alacsonyabb hdtermel6 képességéhez vezethet. Ugyan nem talaltunk kiilonbséget a
TG27/~ és TG2** sejtek mitokondriumanak mennyiségében, azért a fentebb emlitett eltérések
hozzajarulhatnak a mitokondrialis funkciok megvaltozasahoz TG2 hianyaban.

Annak érdekében, hogy tobbet tudjunk meg a kapott eredmények lehetséges magyarazatairol,
RNS-seq méréseket végeztiink TG2++ és TG2/~ beige sejtek teljes génexpresszios profiljanak
Osszehasonlitasara. Hasonlo vizsgalatokat korabban végeztek mar MEF sejtekben, amelyek
kimutattak, hogy a legtobb differencialisan expresszalodo gén a citoszkeletonnal, az aktin

szabalyozassal és az extracellularis matrix szabalyozasaval kapcsolatos klaszterekben volt
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jelentés [291]. A mi vizsgalataink soran a pajzsmirigyhormon altal szabalyozott Gtvonalak
ami inaktivalnitudja a differencialodasimédiumhoz adott T3-at. Megallapitottuk, hogy a DIO3
magasabb expresszidjaval parhuzamosan a szabad bioaktiv T3 koncentracié szignifikansan
alacsonyabbvolta TG2/~ beige sejtek differenciacios tipkézegében a TG2+* kontrollokhoz
képest. A T3 dontd szerepet jatszik a barnuldsi folyamat aktivaldsaban és a beige zsirsejtek
differencialodasaban [292], erre valo ekintettel a differencialodasi tapfolyadék 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 koncentraci6 dsszefiiggése felveti annak lehetdségét, 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 szallit a bels6 mitokondrialis
membranon keresztiill a mitokondrialis matrixba, ahol fontos szerepet jatszanak az
energiatermeld folyamatokban [227,230,231]. Az SLC25A45 expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt a TG2 /- preadipocitakban és beige sejtekben, ami valdsziniileg alapvetd
jelentdségli lehet ezen sejtek hipometabolikus fenotipusdnak kialakuldsaban. Fontos

hangsulyozni, hogy az SLC25A45 expresszidjat a T3 aktivalhatja, mivel génjének promoter

crer

crer

ortologja az SLC25A47, amely szintén alacsonyabb mértékben expresszalodik a TG2~/~ beige
adipocitakban. Tovabba kimutattuk a CoA és ADP mitokondriumokba torténd transzportjaért
felelos SLC25A42 alacsonyabb expressziojat is TG2 hianyos sejtekben, ami szintén
hozzajarulhat ezek hipometabolikus karakterének kialakitasahoz [233,293]. Megfigyeléseink
jelent6ségét tovabb novelheti az a tény is, hogy az SLC25A42-t nemrégiben egy barnulasi
markerként irtak le, amely egerekben sziikséges a termogenezis folyamatahoz [294].

Eredményeinkbdl kiindulvaindokolt feltételezniink,hogy a TG2 alapvetd szerepetjatszik mind
a termogén kapacitas, mind a beige adipocitak fejlédésének kontrollalasaban. A TG2+/* és a
TG27/~ sejtek kozotti kiilonbségek nem az adrenerg agonistakra adott eltéré valaszokkal
indokolhatdk, hiszen mar léteztek a preadipocitdkban is. A TG2 hidnya a preadipocitakban
karosodott mitokondrialis funkcidkat eredményez, melyeket a differencialddasi folyamat soran
sem tud ellensulyozni csdkkent tiroid érzékenysége révén. Ennek eredménye egy olyan tipusa
beige sejt megjelenése a gonadalis zsirdepoban, melyben a mitokondriumok nem képesek a

normalis termogenezishez sziikséges kiiszobértek elérésére. Feltételezésiink szerint ez
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kulcsszerepet jatszhat a TG2 7/~ egerek altalunk kimutatott csokkent hidegtiiré képességének
kialakitasaban. A TG2 szerepének tisztazasa a beige adipocitdk mitokondrialis
diszfunkciojanak kialakuldsaban potencidlis lehetdéségeket kindlhat az elhizds és mas

anyagcserezavarok megeldzésében €s kezelésiikre iranyuld intervenciok kidolgozéasaban.
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8. Osszefoglalas

Munkank sordn a TG2 termogenezisben betdltott szerepét egér modellben tanulmanyoztuk.
Kimutattuk, hogy a szoveti transzglutaminaz hianyos egerek csokkent hidegtiird képességgel
rendelkeznek, és alacsonyabb hatékonysaggal mobilizaljak gonadalis zsirjukat hidegkezelés
soran 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 a és B-adrenerg jelatviteli utvonalak lehetséges kolcsonhatasaban betdltott szerepét
adrenerg agonistak injektdlasaval, indirekt kalorimetrids moédszerrel vizsgaltuk. Az o-1
adrenerg agonista, fenilefrin hatasara a TG2 7/~ allatok respiraciés hanyadosa (RER)
szignifikansan alacsonyabb volt a TG2*/* egerek értékeihez képest, amely jelentdsen eltérd
anyagcsere folyamatokra utal. Eredményeink szerint az adrenerg receptor szignalutvonalban
Gha fehérjeként mik6d6 TG2 szerepet jatszhat a szénhidratok és a zsirsavak oxidacioja kozott
egyensuly meghatarozasaban. 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 zsirszovetbdl izolalt TG2*/* és
TG2/~ preadipocitak és beige sejtek Gsszehasonlitd vizsgalataval kimutassuk, hogy vajon
milyen biokémiai mechanizmusokon keresztiill vesz részt a TG2 a mitokondriumok
mikodésében és ezaltal a termogenezis fokozasaban. Igazoltuk, hogy a gonadalis zsirszovetbdl
izolalt preadipocitak beige irdnyu differencialodasa mindkét genotipus esetén fenotipusosan
sikeres volt. Megallapitottuk, hogy az UCPI1 és egyes mitokondrialis fehérje komplexek
alegységeinek expresszidja szignifikansan alacsonyabb volta TG2 /'~ preadipocitakban és beige
sejtekben a TG2*/+ sejtekhez képest, ami arra utal, hogy a mitokondrialis elektrontranszport
funkcioja a TG27/~ preadipocitakban, és ebbdl adoddan a differencialt beige sejtekben is tobb
ponton hibas. Munkank soran bebizonyitottuk, hogy a TG2 hianya Kisebb mitokondrialis
membranpotencialhoz, és alacsonyabb ATP és NADH-tartalomhoz vezet, parhuzamosan a
csokkentett oxigénfogyasztassal a TG2*/* kontroll sejtekhez képest. Emellett a ROS termelés is
alacsonyabbvolta TG2~/~ sejtekben, ami szintén a mitokondriumaik alacsonyabb aktivitasara
utal. A sejtek energetikai fenotipus elemzésének vizsgalataval kimutattuk, hogy a TG2*#
preadipocitakat és beige sejteket kifejezetten glikolitikus és oxidativ anyagesere 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

hatarozottan arra utalnak, hogy TG2 hianyaban a vizsgalt sejttipusok hipometabolikusak.

A mitokondrialis hasadasi és fuzids fehérjék immuncitokémiai és fehérje szintli vizsgalati
eredményeink alapjan leirtuk, hogy a tubularis mitokondridlis morfologia jellemzébb mindkét
sejttipus esetén; azonbana 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 6sszehasonlitd
globalis transzkriptom vizsgalataval potencidlis géneket azonositottunk a TG2 hidny okozta
mitokondridlis kiilonbségek magyarazatara. Igazoltuk, hogy a magasabban expresszalodo
DIO3 fehérje meghataroz6 szerepet jatszhat a TG27/~ sejtek csokkent mitokondrialis
miikodésében. Ezen talmenden leirtuk, hogy TG2 hidnyaban a zsirsavak, aminosavak és a
koenzim A transzportja a mitokondrium matrixba alacsonyabb hatékonysaga, ami
hozzajarulhat a mitokondriumok alacsonyabb energiatermeléséhez. Eredményeink alapjan a
TG2 alapvetod szerepet jatszik a gonadalis eredetii beige sejtek miitkodésében és a termogenezis
folyamatdban. Munkank jelentdségét tovabb noveli, hogy eddig még nem végeztek hasonlo
szisztematikus vizsgalatokat TG2/~ sejttipusokon. Az altalunk bemutatott adatok a TG2-vel
kapcsolatos szabalyozasi folyamatokkal egészitették ki az elhizas €s a kapcsold do anyagcsere-

rendellenességek lehetséges célpontjainak listajat.
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9. Summary

In our work, we have studied the role of TG2 in thermogenesis in a mouse model. We have
shown that TG2~/~ mice have reduced cold tolerance and are less efficient in mobilizing their
gonadal fat during cold exposure compared to their TG2+/* littermates. The lower mobilization
of the gonadal adipose tissue was most likely caused by the inhibited browning process of the

tissue in TG2~~ mice with lower expression of browning markers, including UCP1.

We have investigated the role of TG2 in the possible interaction of a- and 3-adrenergic signaling
pathways by treatment of adrenergic agonists and using indirect calorimetry. Phenylephrine,
the al adrenergic agonist, has induced a significantly lower respiration rate (RER) in TG2/~
animals compared to TG2+* mice,suggesting differentmetabolic processes in them. Our results
suggest that TG2, which may actas a G protein in the adrenergic receptor signaling pathway,
might play a role in determiningthe balance between carbohydrate and fatty acid oxidation. We
have shown that the vasoconstrictive effect of phenylephrine is weaker in TG2~/~ animals,

which in turn induced lower levels of tissue necrosis.

A further aim of our research program was to compare the biochemical mechanisms by which
TG2 is involved in mitochondrial function and thus, in the activation of thermogenesis by
comparing TG2** and TG2~~ preadipocytes isolated from gonadal adipose tissue and
differentiated to beige direction. We have demonstrated that beige differentiation of
preadipocytes was phenotypically successful for both genotypes. We have found that the
expressions of subunits of some mitochondrial protein complexes and UCP1 were significantly
lower in TG2~/~ preadipocytes and beige adipocytes compared to TG2+/* cells, suggesting that
the function of mitochondrial electron transport is defective at several points in TG27/~
preadipocytes and differentiated beige cells. In our work, we have demonstrated that TG2
deficiency leads to lower mitochondrial membrane potential and lower ATP and NADH
content, in parallel with lower oxygen consumption compared to TG2+* control cells. In
addition, ROS production is lower in TG2~ cells, suggesting lower activity of their
mitochondria. By examining the energetic phenotypes of the cells, we have showed that TG2+*
preadipocytes and beige cells are strongly characterized by glycolytic and oxidative
metabolism, as indicated by high extracellular acidif ication (ECAR) and oxygen consumption
(OCR) compared to TG27/~ cells, and therefore, we can define them as energetic cells. In

contrast, our results strongly suggest that cells are hypometabolic in the absence of TG2.
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Based on our immunocytochemical and protein-level studies of mitochondrial fission and
fusion proteins, we have described that tubular mitochondrial morphology is more
characteristic of both cell types; however, the fractions of fragmented mitochondria in TG27-
beige adipocytes are significantly higher than in TG2+/+ cells. We have also found that the
expressions of the well-known coactivator PGC1a, which regulates mitochondrial biogenesis,
and the phosphorylated AMP-activated protein kinase protein were significantly lower in
TG27/~ beige cells. Comparative global transcriptome analysis of preadipocytes and
differentiated beige cells have identified potential genes to explain mitochondrial differences
caused by TG2 deficiency. We have demonstrated that the increased level of DIO3 protein may
play a key role in the decreased mitochondrial function of TG2~~ cells. In addition, we have
described that in the absence of TG2, the transport of fatty acids, amino acids, and coenzyme
A into the mitochondrial matrix is less efficient, which may contribute to lower energy
production by their mitochondria. Based on our results, TG2 plays an essential role in the
function of beige cells of gonadal origin and in the process of thermogenesis. The importance
of our work is further enhanced by the fact that similar systematic studies have not been
performed on TG2~/~ cell types yet. The data we presented supplemented the list of possible

targets for obesity and related metabolic disorders with TG2-related regulatory processes.
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10. Az értekezés uj megallapitasai

Az energiafelhaszndlas novekedésével a barnulasi folyamat farmakologiai aktivalasa
hozzajarulhat az elhizas és a kapcsolodo betegségek kezeléséhez a jovoben. Eredményeink arra
utalnak, hogy a TG2 valamilyen m6don hozzajarul a szénhidrat és a zsirsav oxidacidja kozotti
egyensuly meghatarozasaban. Adatainkszerinta TG2 kritikus szerepetjatszik a beige zsirsejtek
termogén kapacitdsanak szabalyozasdban. A TG2 hidnya a gonadalis zsirszovet GONAT
preadipocitait hipometabolikussa teszi, ¢s a beige differencialodas aktivatorai nem tudjak
teljesen kompenzalni ezt a jelenséget. Az eredmény olyan beige zsirsejt, amelyben a
mitokondriumok nem tudjék elérni a normal termogén funkcidkhoz sziikséges kiiszobértéket,
amiaTG2 /- egerek korabban leirt csokkent hidegtlirését eredményezheti a stresszesakuthideg
expozicidé soran. A bemutatott adatok a TG2-vel kapcsolatos szabalyozasi folyamatokkal
egészitették kiaz elhizas és a kapcsolodo anyagesere-rendellenességek lehetséges célpontjainak

listajat.
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