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1. BEVEZETES

1.1. Az adipocitak tipusai és funkcionalis jellemz6ik

Az emberi zsirszovet Osszetett és funkcionalisan diverz rendszert alkot, amely kiilonféle tipusu
adipocitdkat tartalmaz, eltérd morfologiai és metabolikus sajatossdgokkal. A szervezetben
legnagyobb mennyiségben el6forduld zsirszovet a fehér, amely kulcsszerepet tolt be az
energiahomeosztazis szabalyozasaban, elsdsorban azaltal, hogy a felesleges energiat
triacilglicerolok (TAG-ok) formdajaban tarolja. Anatémiai elhelyezkedés alapjan a fehér
zsirszovet két fobb csoportra oszthatd: szubkutan és viszceralis depdkra. A szubkutan
zsirszovet a bor alatti rétegekben, elsGsorban a hasi és gluteofemoralis régiokban talalhato, és
a teljes testzsir tobb mint 80%-at alkothatja. Ezzel szemben a viszceralis zsirszovet a
hastiregben, példaul az omentalis és mezenteridlis teriileteken helyezkedik el. Mig egerek
esetében a gonadalis zsirszovet szekrétuma a szisztémas keringésbe kertil, addig emberben a
viszceralis zsirszovet altal szekretalt molekuldk a portalis keringésbe irdnyulnak, amely
metabolikus szempontbdl 1ényeges kiillonbséget jelent.

A fehér zsirszovetben talalhato adipocitdk morfologiailag nagy, gomb alaku sejtek, amelyeket
egyetlen, nagy lipidcsepp tesz ki. Ezek a sejtek alacsony mitokondrium szdmmal rendelkeznek,
¢s {6 feladatuk az energiatarolas, illetve annak felszabaditdsa a szervezet aktualis igényei
szerint. A fehér zsirszovet ugyanakkor endokrin szerveként is ismert, hiszen szamos adipokint
szekretdl, amelyek az inzulinérzékenység (pl. leptin, adiponektin), inzulinrezisztencia (pl.
rezisztin, RBP4) és gyulladasos folyamatok (pl. TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-8) szabalyozasaban
vesznek részt.

A fehér zsirszovettel ellentétben a barna zsirszovet, valamint a bézs adipocitdk elsdsorban
hétermeld, azaz termogenikus funkcidjukrdl ismertek. Bar ezek a sejtek kisebb aranyban
vannak jelen a test Osszes zsirtdmegéhez képest, metabolikus hatasuk jelentds. Aktivalt
allapotban akar 40-80%-kal is novelhetik a szervezet energiafelhasznéalasat. A barna és bézs
adipocitak tobb apro lipidcseppet tartalmaznak, magas mitokondrium siirtiséggel rendelkeznek,
és intenziven expresszaljak az UCPI (szétkapcsoldo fehérje 1) nevil fehérjét, amely
kulcsszerepet jatszik a hdtermelés folyamataban. A barna zsirszovet fejloddése mar embrionalis
korban megkezdddik, és 0jsziilottekben olyan régidokban talalhaté meg, mint a nyaki, honalji,
vese és mellekvese kortili teriiletek. Ezek a depok a késobbi €letkorban visszafejlddnek, viszont
PET/CT vizsgalatok kimutattdk, hogy felndttekben is eldfordulhat aktiv barna zsirszovet,
els6sorban a kulcscsont feletti és a nyaki régiokban. E teriiletek sejtjei morfologiailag

hasonlitanak a klasszikus barna adipocitakra, illetve képesek fokozott gliikozfelvételre is.



A bézs adipocitak a fehér zsirszoveten beliil, elszortan helyezkednek el, és elsdsorban kiilsd
ingerek — hideg, fokozott fizikai aktivitds, PPARy-agonistadk jelenléte vagy szdveti sériilés —
hatasara differencidlodnak. E sejtek képesek alkalmazkodni a kiilonb6z6 kornyezeti
valtozasokhoz: stimulacié hidnyaban az ugynevezett mitofagia révén fehér morfolofigju,
inaktiv allapotba keriilnek, alacsony UCP1 expressziéval és egyetlen nagy lipidcseppel.
Fejlodéstanilag a barna zsirszovet sejtjei miogén eredetli prekurzorokbol szarmaznak, amelyek
olyan transzkripcids faktorokat expresszalnak, mint a Myf5, a Pax7 vagy a PRDM16. A bézs
adipocitak viszont mas progenitor populaciokbdl erednek (pl. SMA+, PDGFRa+, PDGFRp+
sejtek), amelyek esetében elsdsorban a kornyezeti hatasok hatarozzak meg a differenciacio

folyamatat.
1.2. Az adipocitak hotermeld mechanizmusai

A hétermeld adipocitak, beleértve a barna zsirszovet adipocitait illetve a bézs adipocitakat,
kulcsfontossagi szerepet jatszanak a nem-didergéses hdotermelésben. A hétermelés kétféle
modon torténhet: UCP1-fliggen és UCP1-fiiggetleniil. Az UCP1, amely a mitokondrium belsd
membranjaban talalhatd, a termogenikus adipocitak kulcsfontossagt fehérjéje, mivel képes a
tapanyagok metabolizmusat szétvalasztani az ATP szintézistdl. Az UCPI1 aktivalasa a
szimpatikus idegrendszer hatdsdra megy végbe, amely sordn a noradrenalin aktivalja az
adrenerg receptorokat (AR-eket), ezaltal fokozza a lipolizist és eldsegiti a hdtermelést. Az
UCP1 mellett mas metabolikus szubsztratok, mint a gliikkdz, zsirsavak és aminosavak is szerepet
jatszanak a citromsavciklus fenntartasdban, ezzel eldsegitve a NADH és a FADH» képzddését,
melyek az elektrontranszport lancban hasznosulnak. A barna zsirszovet hideg hatasara
hasznositja az elagazd-lanci aminosavakat, amelyek novelik a NADH termelést és ezaltal
elésegitik a hdtermelést.

Szamos tanulmanyban kimutattdk, hogy léteznek UCP1-fiiggetlen hétermeld mechanizmusok
is, mint példaul a kalcium, a kreatin-fiiggé szubsztrat és a TAG ciklusok, amelyek képesek
hétermelést biztositani UCP1 jelenléte nélkiil is. A kreatin medidlta hétermelés a kreatin
cikluson keresztiil valosul meg, amely a kreatin foszforilacids/de-foszforilacios folyamatat
jelenti, amelyet az ATP szintézis hajt. Ez a mechanizmus két kulcsfontossagi mitokondrialis
fehérjét igényel: a kreatin-kinaz B-t és a szovet-specifikus alkalikus foszfatazt. A kalciumciklus
szintén fontos szerepet jatszik a hétermelésben, kiilondsen a bézs adipocitdk esetében. A hideg
hataséara a szimpatikus idegek aktivaljak az al-AR és B3-AR receptorokat, melyek novelik a
sejt belso kalciumszintjét. A kalcium ezutan bejut a mitokondriumba, fokozva az ATP szintézist

¢és a hétermelést UCP1 nélkiil. A masik jelentds hdtermeld mechanizmus a fehér zsirszovetben



zajlo TAG-ok folyamatos hidrolizalasa és ujra-észterifikalasa. Ez a ciklus ATP-t igényel, igy
ennek kdvetkezményeként az energia hd formdjaban szabadul fel. A re-észterifikacios folyamat
soran a TAG-ok zsirsavakra és glicerinre, vagy mono- és diacil-gliceridekre bomlanak, majd
ujra-észterifikalodnak, ezaltal hot termelve. Végiil, a PM20D1 gén egy olyan enzimet kodol,
amelyet elsOsorban a barna és bézs adipocitak expresszalnak, és amely jelentésen hozzajarul a
hétermeléshez. Az enzim f6 feladata a zsirsavak, példaul az arachidonsav és oleinsav,
aminosavakkal — kiilondsen a fenilalaninnal — valé konjugéldsa, amely N-acil-aminosavakat
eredményez. Ezek a metabolitok kozvetleniil befolyasoljak a mitokondrialis funkcidkat és a
hotermelést. A PM20D1 magas szintje fokozza a gliitkdz-haztartast és az energiafelhasznalast,
mig ennek hidnyaban gliikkdz intolerancia és inzulinrezisztencia megjelenése figyelheté meg.
Kutatasok arra is rimutattak, hogy a PM20D1 fokozott expresszidja javitja az energiahaztartast
¢s mérsékli az elhizas kialakulasat. A mitokondrialis szétkapcsolé mechanizmusok koriilbeliil
20%-ban jarulnak hozza a teljes mitokondrialis 1égzéshez, amely aldtdmasztja a hétermelés

fontossagat a szervezet teljes energiafelhasznalasaban.
1.3. A termogenikus adipocitdk aktivalasanak lehetdségei

Az elmult években intenziv kutatasok vizsgaltak, hogyan serkenthetd a hétermeld zsirsejtek —
elsdsorban a barna és bézs adipocitdk — miikddése. A legismertebb aktivalo tényezd az alacsony
hémérséklet, amely a szimpatikus idegrendszeren keresztiil, noradrenalin segitségével fokozza
az UCPI1 fehérje expresszidjat és ezaltal a hétermelést. A rovid tavh hideginger jelentds
mértékben serkenti a barna zsirszovet novekedését, fokozza a gliikozfelvételt és az oxidativ
anyagcsere-folyamatokat. A rendszeres testmozgads barna zsirszovetre gyakorolt hatisa
emberben kevésbé egyértelmii, mint allatmodellekben, bizonyos izomeredetli molekuldk — mint
példaul az IL-6 vagy az irisin — eldsegithetik a mitokondriumok biogenezisét és a hétermeld
gének aktivalodasat, elsdsorban a fehér zsirszovetben. Ezek a valtozasok hozzajarulhatnak az
energiafelhasznalds novekedéséhez és a metabolikus profil javulasdhoz. A legljabb
eredmények szerint a barna zsirszovet hormonalis jelatvitelen keresztiil kapcsolatba 1éphet a
szivvel, és bizonyos koriilmények kozott — példaul szivkarosodas esetén — protektiv szerepet
tolthet be.

Bizonyos természetes vegyiiletek — példaul a kapszaicinoidok, omega-3 zsirsavak ¢€s a koffein
— szintén serkentik a hétermelést. A kapszaicin és hasonl6 anyagok a bélrendszerben talalhato
TRPV1 receptorokon keresztiil fokozzak az energiafelhasznalast, a zsiroxidaciot és a barna
zsirszovet erezettségét. Az omega-3 zsirsavak, kiilondsen az eikozapentaénsav, novelik a

mitokondrialis aktivitast, csokkentik a gyulladast és eldsegitik az UCP1-fiiggd hétermelést. A



koffein mar alacsony doézisban is képes aktivalni a barna és fehér zsirszovet hétermeld
folyamatait. Gyogyszeres megkozelitések koziil a B3-adrenerg agonistdk (mint a mirabegron)
jelentds érdeklodést valtottak ki, mivel fokozzdk a barna zsirszovet aktivitasat, novelik az
alapanyagcserét és a gliikkozfelhasznalast. Tovabbi készitmények, mint példaul a GLP-1
receptor agonistdk és a mineralokortikoid-receptor blokkolok, szintén képesek eldsegiteni a

zsirszovet hétermeld folyamatait, ezaltal javitani az anyagcserét.
1.4. A Simpson-Golabi-Behmel szindroma (SGBS) sejtek

Az in vitro adipocita modellek kulcsfontossdgiak az adipogenezis szabalyozéasanak és az
adipokinek szekréciojanak tanulmanyozasdban, amelyek alapvetden befolyasoljak az
inzulinérzékenységet €s a szervezet anyagcserefolyamatait. Bar szdmos ragcsalo- és human
zsirszovetbdl szarmazo sejttipus all rendelkezésre, ezek korlatozott proliferacios kapacitasuk
miatt végesek, tovabba sok modell transzformalt vagy tumoros eredetli, amely szintén
befolyasolhatja az eredmények megbizhatdsagat. Az egyik legelterjedtebb human sejtes modell
az SGBS sejtvonal, amely egy ritka, X-kromoszémahoz kotott thlzott novekedéssel jard
betegségbdl szarmazik. Az SGBS sejtek fokozott proliferacids és differenciacios képességgel
rendelkeznek, képesek legalabb 50 generacion at adipocitakka alakulni, mikozben fenntartjak
az adipocita-specifikus gének stabil kifejez6dését, valamint anyagcserefolyamataik
(gliikkoztranszport, lipogenezis, lipolizis) hasonldak a primer humén adipocitakéhoz. A fokozott
proliferacié hatterében a sejtnovekedést serkentd és gatld mechanizmusok egyenstlyanak
felborulasa all, amely a sejtnovekedés gatlasanak és az apoptozis szabalyozasanak defektusdhoz
vezet. Ezt részben a glipikan-3 gén mutécioja vagy delécioja okozhatja, amely egy sejtfelszini
proteoglikant kodol, és amely fontos szerepet jatszik a szervndvekedés szabalyozasaban. Az
SGBS sejtekben az olyan adipogén gének, mint az adiponektin, leptin, PPARy és C/EBP,
expresszidja 10-15-szor magasabb, mint a primer szubkutin fehér adipocitdkban, noha
anyagcserejellemzdik ezektol eltérnek. Az SGBS sejtvonal tehat megbizhato és sokoldalu

modellként szolgal az huméan adipocitdk funkcidinak vizsgélatara.
1.5. A Bl-vitamin

A tiamin, vagy mas néven Bl-vitamin volt az els¢ felfedezett B-vitamin, amelyet 1912-ben
izolaltak. Vizben 0ldddé vitaminrdl van sz6, amely a vizelettel iiriil a szervezetbdl, igy nem
halmozddik fel és nem jar toxikus hatdsokkal. A molekula szerkezete két heterociklusos
gylriibdl épiil fel: egy pirimidinbdl és egy tiazolbol, amelyeket révid metilén hid kot 6ssze. A

tiazolgylirli pozitiv toltése miatt maga a tiamin molekula is pozitiv toltéssel rendelkezik. A



természetben, a novényekben leggyakrabban szabad formaban talalhaté meg, mig az allati
szovetekben dontden tiamin-difoszfatként (TDP-ként) fordul el6. Az elfogyasztott tiamin a
szervezetben foszfatazok segitségével alakul at szabad formava, amelyet a sejtek fel tudnak
venni. A sejtmembranon atjutva a tiamin a tiamin-pirofoszfokinaz-1 (TPK1) enzim révén alakul
at tiamin-pirofoszfatta (TPP-v€), amely a vitamin egyik legfontosabb aktiv formaja. A
szervezetben ezen kiviil el6fordulhat tiamin-monofoszfat (TMP), tiamin-difoszfat (TDP) és
tiamin-trifoszfat (TTP) formajaban is.

A TPP a legismertebb forma, amely szamos enzim mukodéséhez elengedhetetlen kofaktorként
szolgal. Ilyen enzimek tobbek kozott a piruvat-dehidrogendz (PDH) komplex, amely a
glikolizist koti Ossze a citratkorrel, az a-ketoglutarat-dehidrogenaz (a-KGDH) komplex, amely
a mitokondridlis elektrontranszport-lanchoz kapcsolédik, valamint a transzketoldz enzim,
amely a pentoz-foszfat utvonalban t6lt be kulcsfontossdgi szerepet, tobbek kozott a
nukleinsavak szintéziséhez sziikséges riboz, valamint a NADPH termelésében, amely a
zsirsavak és a szteroidok bioszintéziséhez elengedhetetlen. Emellett részt vesz a leucin,
izoleucin és valin anyagcseréjében a BCKDH komplexen keresztiil, amely az elagaz6 szénlancu
aminosavak lebontasanak sebességét szabalyozza.

A napi tiamin-igény egy atlagos felndtt esetében koriilbeliil 1,1-1,5 mg, azonban ez az érték
modosulhat életkor, nem és fizikai aktivitas fliggvényében. A tiamin leginkabb teljes kiorlési
gabonafélékben, hiivelyesekben, didéfélékben, barna rizsben és allati eredetli élelmiszerekben
talalhatd meg. A taplalékbdl szarmazd tiamin aktiv transzport révén szivodik fel kisebb
dozisban, mig nagyobb mennyiségben passziv diffuzidval is bejut a bélfalon keresztiil a
keringésbe. A felszivodott vitamin foként az agyban, a szivben, a méjban €s a vesében tarolodik.
Biologiai felezési ideje rovid, koriilbeliil 12 o6ra, igy folyamatosan potolni kell. A szervezet
tiamin raktarai gyorsan — akar 2—-3 héten beliil — kimeriilhetnek, kiilondsen olyan allapotokban,
amelyek felgyorsitjadk az anyagcserét, példaul alkoholmegvonas, gorcsrohamok, fertézések,
cukorbetegség vagy daganatos betegségek esetén, foleg, ha azok a gyomor-bél traktust vagy a
vérképzorendszert érintik.

Tiamin-hiany kialakuldsahoz tobb tényezé vezethet. Elégtelen bevitel gyakran tarsul
alkoholizmushoz, alultaplaltsaghoz vagy bariatriai sebészeti beavatkozasokhoz. Emellett
kiilonféle felszivodasi zavarok, példaul hanyas, malnutricié vagy malabszorpcids szindroma is
okozhatjak a hianyallapotot. A vitamin fokozott iiriilése szintén hozzajarulhat a kimeriiléshez,
ilyen lehet hasmenés, hanyas, hemodializis, vizhajtok alkalmazasa, fertézések vagy szepszis.
Tovéabbi rizikot jelenthet a megndvekedett igény, példaul terhesség, szoptatas, fokozott

enzimaktivitas vagy hipertire6zis esetén.



A hosszabb ideig fennallo tiamin-hidny stlyos neuroldgiai tiinetekhez vezethet, mivel a TPP-t
igényld enzimek mitkddése ledll. Ennek kovetkeztében elsésorban az idegrendszer mitkodése
karosodik. A PDH aktivitdsanak csokkenése fokozott laktat termeléshez vezet, amely noveli az
oxidativ stresszt, mikroglidlis elvaltozasokat okozva. Tovabba a zsirsavak, nukleinsavak és
szteroidok szintézisének gatlasa demielinizacidhoz, azaz az idegrostok véddéburkanak
elvesztéséhez vezet. A tiamin nem csak enzimatikusan vesz részt a sejtfunkciok
szabalyozasaban, hanem szerepet jatszik a szinapszisok kialakuldsdban, az axonok
novekedésének tdmogatasaban, valamint a mielin termelés eldsegitésében is. Fontos szerepe
van az acetilkolin és a szerotonin szintézisében ¢€s visszavételének szabalyozasaban, kiilondsen
a kisagyban, a hippokampuszban és a hipotalamuszban.

A tiamin-hiany klasszikus kovetkezménye a beriberi, amelynek két formajat kiilonboztetjiik
meg. A nedves beriberi a sziv- €és érrendszert érinti; 6démaval, szivelégtelenséggel, stlyos
esetekben infarktussal jarhat. A szaraz beriberi az idegrendszeri tlinetekre koncentralodik,
példaul periférias neuropatia és izomgyengeség formajaban jelentkezik. Egy masik stlyos
kovetkezmény a Wernicke-Korsakoff-szindroma, amely memoriazavarokat, ataxiat €s gyakorta
hipotermiat okoz. A szindroma sordn kimutattdk a hipotalamusz karosodéasat, amely a
testhOmérséklet és az étvagy szabdlyozéasaért felelds. Tobb esettanulmany szerint a tiamin-
potlas mar két napon beliil visszaforditotta a hipotermiat. A tiamin-hidny anyagcserezavarokat
is eldidézhet, kiilonésen a szénhidrat-anyagcserében. Diabetes mellitus (DM) esetén
megfigyelték, hogy a tiamin kivalasztasa a vizelettel drdmaian megnd — 24-szeresre 1-es tipusu,
és 16-szorosra 2-es tipust DM esetén. A vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a csékkent TDP-
szint a vorosvértestek transzketoldz aktivitasanak csokkenéséhez vezet. Klinikai vizsgéalatok
alapjan napi 150 mg tiamin addsa egy honapon keresztiil jelentés mértékben csokkentette az
¢hgyomri vércukorszintet olyan 2-es tipusti cukorbetegeknél, akik kordbban nem részestiltek
gyogyszeres kezelésben. Emellett javultak a vérzsir- és kreatinin-szintek is. Mas vizsgalatok
szerint napi 300 mg tiamin hat héten keresztiil torténd alkalmazasa javitotta a gliikoztoleranciat
hiperglikémias pacienseknél.

A vitamin felszivodasa utan a véraramba keriil, ahol eritrocitak, leukocitak és vérlemezkék
veszik fel, majd tovabbitjak a m4j, a szivizom és az idegrendszeri sejtek felé. Az agyban a vér-
agy gaton keresztill jut el az idegsejtekhez, elsdsorban a cerebrospindlis folyadékon at. A
transzportban kulcsszerepet jatszanak az oldott anyag transzporter (SLC) csalddba tartozo
transzporterek, koziilik is az SLCI19 csalad. Ide tartozik a ThT1 (SLC19A2), a ThT2
(SLC19A3), valamint a redukalt folat-szallit6 (RFC, SLC19A1), amely TMP, TDP és TTP

transzportjat végzi kifelé a sejtekbdl, fenntartva ezzel a vitamin-foszfatformék egyensulyat. A



ThT1 és ThT2 csak tiamint szallit be a sejtekbe, nem képesek folat-kotésre. Egy mésik fontos
transzporter a mitokondrialis membranban taldlhat6 TPP transzporter (TPC, SLC25A19),
amely a PDH ¢és o-KGDH miikodéséhez biztositja a kofaktorokat.

Az SLCI9A42 gén egy 12 transzmembran doménbdl allo fehérjét kodol, amely minden emberi
szOvetben expresszalodik. Bar a géntermék N-glikozilacids helyeket tartalmaz, ezek nem
sziikségesek a miikddéshez. A szallitds tiamin/H* antiport mechanizmussal torténik, rendkiviil
magas specificitdssal, méas szerves kationokat nem ismer fel. Az SLC1942 gén hat exont
tartalmaz, ¢s kimutattak, hogy kiiitése egerekben DM-et, hallaskarosodast €s megaloblasztos
vérképet eredményez tiamin-szegény étrenden. Emberekben ezen gén muticioja tiamin-
érzékeny megaloblasztos anémiat (Rogers-szindroma) okoz, amely hatékonyan kezelhetd
tiamin-potlassal. Az SLC19A43 gén hasonl6 szerkezetii és funkcidju. Tiamin antagonistak — mint
példaul az amprolium, egy szerkezeti analdég — IlehetOséget biztositanak a vitamin
hatasmechanizmusanak vizsgalatara. Ezen antagonistdk, illetve ThT-inhibitorok vizsgélatat
leggyakrabban a CACO2 bélhamsejt-vonalon végzik. A fedratinib példdul jelentsen erdsebben
gatolja a ThT2-t (ICso = 1,36 uM), mint a ThT1-et (ICso = 7,10 uM), ami 10j tavlatokat nyithat

a farmakoldgiai kutatasokban.



2. CELKITUZESEK

Human primer nyaki teriiletr6l sziarmazé adipocitak termogenikus aktivitasanak
vizsgalata hosszu tavu tiamin-kezelés hatasara

A kutatds célja a tiamin hosszi tavi és fokozatosan emelkedd koncentracidi hatasanak
feltérképezése a human nyaki adipocitak termogén aktivitasara. Az oxigénfogyasztas mérésével
¢s az UCPI1 expressziojanak vizsgalataval az adipocitdk hétermeld képességét vizsgaltuk.
Kutatasunk célja a tiamin hatasanak tisztazasa a hdtermeld mechanizmusok szintjén, kiilondsen
a mitokondrialis mikddés szempontjabal.

e Vizsgalataink soran figyelemmel kisértik a mitokondridlis komplex alegységek

mitokondrialis funkciokat, ezaltal a hétermeld kapacitast.
e A ThT-k és a termogén, valamint a barnuldsi markerek kifejezddését is vizsgaltuk, annak

érdekében, hogy megértsiik a tiamin hatdsat a hétermelésre és az adipocitak barnulasara.

Rovid tava tiaminnal torténé kezelés és a tiamin transzporterek gatlisanak hatasa az

SGBS adipocitak termogenezisére

Az SGBS sejtvonal esetében a kutatas célja annak vizsgalata volt, hogy miként befolyasolja a

hétermeld folyamatokat a tiaminnal torténd rovid tava kezelés, valamint a transzporterek

gatlasa.

e A dibutiril (db)-cAMP altal kivaltott adrenerg stimulaciéval kombinaltan vizsgaltuk, hogy a
az SGBS adipocitdk oxigénfogyasztasat ¢€s hotermelését, kiilonds tekintettel az UCP1
aktivitasra.

o Kisérleteink egyik célja a mitokondrialis komplex alegységek expresszidjanak vizsgalata
volt, annak érdekében, hogy vizsgaljuk, miként befolyasolja a tiaminnal torténd kezelés és a
transzporterek gatlasa a mitokondridlis folyamatokat.

e Vizsgiltuk tovabba, hogy hogyan befolyédsolja a transzporterek milkodésének gatlasa,
valamint a tiaminnal torténé kezelés a hétermelésben részt vevd gének és a barnulasi

markerek expressziojat.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A zsirszovet mintak eredete €s etikai engedélyek

Vizsgalatainkhoz nyaki szubkutan €s mély nyaki, pajzsmirigy sebészeti beavatkozasbol szarmazé
zsirszoveteket hasznaltunk. A donor betegek megfeleld tajékoztatas utan irasos beleegyezésiiket
adtdk a mintavételhez. Ezen human eredetli sejteken végzett kisérleteinket a Helsinki
Deklaracioban foglalt iranyelveknek megfeleléen végeztik. A kutatasi tervet elfogadta az
Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga (No. 20571-
2/2017/EKU), valamint a Debreceni Egyetem Regionalis ¢s Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga
(No. 3186-2010/DEOEC RKEB/IKEB; No. 4734-2017/DE RKEB/IKEB).

3.2. Mintagyiijtés és a human szubkutdn, valamint mély nyaki zsirszovetbdl szdrmazd

adipocita-eredetii stromalis sejtek (hASC-k) izolalasa

A donorok kozotti egyedi variabilitdis minimalizdldsa érdekében szubkutin és mély nyaki
zsirszoveti biopszidkat gylijtottiink olyan paciensektdl, akik elektiv pajzsmirigymiitéten estek at.
A mintdk 20—65 év kozotti, 29,9 alatti testtomegindex értékeket mutatd egyénekbdl szarmaztak.
A bevélasztasi kritériumokat kizarolag a testtomeg-index alapjan hataroztuk meg, a nemi
megoszlas nem képezte a szelekcid alapjat. A vizsgélatbol kizdrasra keriiltek azon egyének,
akiknél a miitét idépontjdban koros pajzsmirigy-hormonprofil, ismert DM, illetve malignus
daganat allt fenn. A zsirszoveti mintdkat a mutétet kdvetden azonnal a laboratériumba szallitottuk
¢s feldolgoztuk. A feldolgozas soran a zsirszovetet apré darabokra vagtuk, eltavolitottuk a
kotdszoveti s vaszkularis komponenseket, majd a tisztitott mintdkat 15 mL-es centrifugacsovekbe
helyeztiikk. Az emésztéshez a szovetdarabokat 120 U/mL Clostridium histolyticum kollagenazt
tartalmazo, steril 1x foszfatpufferes sooldatban (PBS-ben) 37 °C-on, vizfiirdében inkubaltuk 60
percen keresztiil. Az emésztés soran 15 percenként dvatosan felraztuk a csdveket a homogenitas
biztositasa érdekében. A szdveti tormelék eltavolitdsahoz a sejtszuszpenzidt 140 pm porusméretii
szlirén szlrtiik 4t, majd a mintdkat 200 g mellett 10 percen keresztiil centrifugaltuk. A kapott
stromalis-vaszkularis frakciot DMEM/F12-HAM taptalajban Gjraszuszpendaltuk, melyet 10%
fotalis borjuszérum, 100 U/mL penicillin-sztreptomicin, 33 uM biotin és 17 uM pantoténsav
egészitett ki. A hASC-ket 15 000 sejt/cm? slirliségben szélesztettiik nyolc-lyukt Ibidi p-plateken
vagy 6-lyuku plateken, majd 24 6ran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO: jelenlétében,
szérumot tartalmazoé tapkozegben az adhézio eldsegitése érdekében. Ezt kovetden az adhéziot nem
mutato, lebeg0 sejteket PBS-sel eltavolitottuk, és a tapadd hASC-ket tovabb tenyésztettiik a kivant
konfluencia eléréséig. A sejttenyészetek esetleges mycoplasma kontaminacidjat polimeraz

lancreakcioval (PCR) ellendriztiik.



3.3. A hASC-k ¢s az SGBS preadipocitak differencidldsa érett fehér, valamint bézs
adipocitakka

A differencialtatashoz hASC, valamint SGBS preadipocitakat hasznaltunk. Fehér adipocita
differencidcié soran hdrom napig a kdvetkez6 médiumban tenyésztettiik a sejteket: DMEM-
F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 10 pg/ml apo-transzferrin + 20 nM inzulin + 100
nM kortizol + 0,2 nM T3 + 2 uM roziglitazon + 25 nM dexametazon + 0,5 mM 3-izobutil-1-
metilxantin (IBMX). Bézs adipocita differencialtatas soran az alabbi médiumban tenyésztettiik
a sejteket: DMEM-F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 10 pg/ml apo-transzferrin + 850
nM inzulin + 0,2 nM T3 + 1 pM dexametazon + 0,5 mM IBMX. A harmadik napot kovetden
az IBMX-et ¢és a dexametazont elhagytuk, majd 500 nM roziglitazont adtunk a bézs adipocita
differenciacios tapfolyadékhoz. A differenciacié negyedik napjatol mindkét esetben elhagytuk
a dexametazont és az IBMX-et a téaptalajbol. A fehér differencidciés protokollban a
hidrokortizon jelenléte a 4-14. nap kozott folyamatosan jelen volt. A bézs differenciacios

médium 4—14. nap kozott roziglitazont, valamint emelt koncentracidju inzulint tartalmazott.
3.4. Az adipocitak kezelése a differenciacio alatt és utan

A hASC-k differenciéltatdsa soran a tiamin kiilonb6z6 koncentracidinak hatasat vizsgaltuk,
melynek sordn a differenciacié harmadik napjatdl a tizennegyedik napig alkalmaztunk tobblet
differenciaci6 utolso 11 napjaban a sejteket DMEM/F12-HAM tapfolyadékban differencialtuk,
amelyhez 25 000 nM vagy 50 000 nM koncentracidban tiamin-hidrokloridot adtunk. A kontroll
sejtek kizarolag a taptalajban alapvetden jelenlévd, 6400 nM koncentracioja tiamin jelenlétében
keriiltek differencialtatasra a teljes differenciacios periodus alatt. A tiamin koncentracio-fiiggeés
vizsgalatdhoz specialisan eldallitott, tiamin-mentes médiumot alkalmaztunk, amelyhez a
differencidcié utolsé 11 napjaban fokozatosan ndvekvd koncentraciokban (40 nM, 200 nM,
1000 nM, 5000 nM vagy 25 000 nM) tiamin-hidrokloridot adtunk. Ezekben a kisérletekben a
kontroll sejtek a teljes differenciacid soran tiamin-mentes kozegben voltak differenciéltatva. A
differenciacios folyamat végén a sejteket TRIzol vagy natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldatban
lizaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A differencialt SGBS adipocitak esetében, amelyeket DMEM/F12-HAM téapfolyadékban
cAMP kezelésben részesitettiik, az in vivo hideg indukalta termogenezis modellezése céljabol.
Emellett a tiamin transzporterek gatlasa érdekében Fedratinibet (1 uM) vagy Amproliumot

(300 uM) alkalmaztunk szintén 10 6ras idétartamban. A db-cAMP kezelést kombinacidban is



alkalmaztuk az inhibitorokkal, szintén 10 o6ran keresztiil. A tobblet tiamin hatdsanak vizsgalata
soran az SGBS sejteket DMEM/F12-HAM médiumban differencialtattuk fehér és bézs irdnyba,
amely sejteket a differencidcio lejartat kovetden tiamin-hidroklorid hozzaadéaséaval (25 000 nM
vagy 50 000 nM) vagy anélkiil, 10 oraig kezeltiink. Ezekben az esetekben a kontroll sejtek
ismételten csak a DMEM/F12-HAM tapfolyadékban jelen 1évd tiamin mellett keriiltek
kezelésre. A kezeléseket kovetden a sejteket TRIzol vagy SDS oldatban lizaltuk a tovabbi
kisérletek céljabol. Minden kisérleti koriilmény esetén a hASC és SGBS adipocitakat 37 °C-on,

5% CO:-tartalmt inkubatorban tenyésztettiik, a taptalaj cseréjét pedig hdromnaponta végeztiik.

3.5. Nyilvanosan elérheté egyedi sejtmagi RNS-szekvenaldsi (snRNA-seq) adatok

elemzése

A rendelkezésre all6 snRNA-seq adatkészletet a Sun és munkatdrsai (2020) altal leirtaknak

megfelelden egy nyilvanos weboldalon taldlhato program (https://batnetwork.org/) segitségével

elemeztik.

3.6. Teljes RNS izolalasa és TagMan™ reverz transzkripcioval kapcsolt kvantitativ PCR

(RT-gPCR)

A sejtek TRIzol reagensben torténd Osszegyiijtését kovetden a teljes RNS-t kloroform—
izopropanol extrakcioval izolaltuk. Az izolalt RNS koncentraciojat és tisztasagat DNaz kezelést
kovetden Nanodrop 2000 spektrofotométerrel ellendriztiik. Az RNS-t minden mintanal 100
ng/uL koncentracidra higitottuk, majd a reverz transzkripcidt a gyartd utasitdsai szerint
végrehajtva cDNS-¢ irtuk at. A kvantitativ PCR soran alkalmazott validalt TagMan probékat a
Thermo Fisher Scientific biztositotta. A qPCR-t Light Cycler® 480 II késziiléken végeztiik. A
reakcidkoriilményeket a kdvetkezoképpen allitottuk be: kezdeti denaturacid 95 °C-on 1 percig,
majd 50 ciklus 95 °C-on 12 masodpercig és 60 °C-on 30 masodpercig. A gének normalizalt
expresszios szintjét a Ct modszerrel szamitottuk ki. A ACt érték a célgén Ct értéke minusz a
belsé kontrollként hasznalt ACTB és GAPDH gének atlaganak Ct értéke. A normalizalt

génexpressziot a 22 képlet alapjan hataroztuk meg.
3.7. Immunblottolés

A differencialt primer és SGBS adipocitak esetében a sejteket hideg, steril 1x PBS-sel mostuk,
majd SDS pufferben gytijtottiik. A mintdkat 100 °C-on 10 percig forraltuk, majd SDS-
poliakrilamid gélen valasztottuk szét. A fehérjéket PVDF Immobilon-P transzfermembréanra

vittiik at, ezt kdvetden a membranokat 1 6ran keresztiil Tris-pufferolt sooldatban (TBS), 0,05%


https://batnetwork.org/

Tween-20-t (TTBS) és zsirszegény tejport tartalmazd blokkold oldatban inkubaltuk. A
membranokat egy éjszakan 4t torténd inkubalas soran 4 °C-on, specifikus higitasu els6dleges
ellenanyagokkal kezeltiik. Ezt kdvetden a membranokat TTBS-ben hdromszor, egyenként 15
percig mostuk, majd 1 o6ran keresztiill szobahdmérsékleten HRP-konjugalt, fajspecifikus
masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. Az immunreakcidk kimutatdsit Immobilon
kemilumineszcens szubsztrattal végeztiik. Az immunblotok kvantifikdlasat FIJI Imagel
szoftverrel végeztiik; a célfehérje optikai denzitasat a normalizadl6 fehérje (tubulin vagy aktin)

denzitas értékéhez viszonyitva normalizaltuk.

3.8. Oxigénfogyasztasi rata ¢s extracellularis acidifikédcios rata mérése Seahorse

késziilékkel

A 3.3. pont szerint differencialt hASC-eredetii és SGBS adipocitak oxigénfogyasztasat €s
extracellularis acidifikédcios ratdjat XF96 Seahorse oximéterrel mértiik, korabban optimalizalt
protokollok alapjan. Azokban a kisérletekben, ahol a hASC-ket tobblet tiamin jelenlétében
differencialtuk, a sejteket 1 6ras eldinkubalast kovetden 6400 nM tiamint tartalmazo Agilent
Seahorse XF Base Medium médiumban kezeltiik. Abban az esetben, amikor a differencialtatas
fiziologias plazmaszinthez kozeli tiamin koncentraciok mellett zajlott, a méréseket tiamin-
mentes médiumban végeztiik, igy az extracellularis acidifikdciés rata mérése nem volt
kivitelezhetd a puffer jelenléte miatt. Mindkét beallitasban a kiindulasi oxigénfogyasztasi rata
rogzitése utan 0,5 mM db-cAMP-t adtunk a sejtekhez az adrenerg vélasz szimulalasara, majd
az indukalt oxigénfogyasztasi ratat 20 percenként rogzitettiik.

A differencialt SGBS adipocitak esetében az alap oxigénfogyasztdsi rata mérése utan 0,5 mM
db-cAMP, 1 uM Fedratinib, 300 uM Amprolium, vagy ezek kombinéciojat adtuk a sejtekhez,
majd az indukalt oxigénfogyasztasi ratat 30 percenként mértiik. A tobblet tiamin hatdsanak
vizsgalata soran az SGBS preadipocitak normal koriilmények kozott keriiltek differencialtatasra
fehér és bézs iranyba, majd 0,5 mM db-cAMP injektaladsat kovetden 10 oOrédn keresztiil
detektaltuk az oxigénfogyasztast tiamin jelenlétében (25 000 nM vagy 50 000 nM) vagy annak
hidnyéban. Minden kisérleti koriilményben a protoncsorgdsos légzést 2 pM oligomicin
injektalasa utan detektaltuk. Az alapvonal korrekcioja érdekében a sejtek egy egyszeri 10 pM-
os Antimicin A kezelést kaptak, mellyel mértiilk a nem-mitokondriélis 1égzést. A mérések utan
az oxigénfogyasztas mértékét a lyukankénti fehérjetartalomra — melyet Pierce™ BCA Protein

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalazasaval hataroztunk meg — normalizéltuk.

3.9. Az adipocita differenciaciés arany meghatdrozasa lézer-pasztdzo citometria

alkalmazasaval



A szubkutan és mély nyaki zsirszovetbdl szarmazd hASC-ket 8 részes Ibidi p-plateken
szélesztettik majd differencialtuk. A sejteket PBS-sel torténd moséast kovetden 4%-os
paraformaldehid oldattal fixaltuk. Permeabilizalas 0,1%-o0s szaponinnal, majd blokkolas 5%-os
zsirszegény tej oldattal tortént a korabban leirtak szerint. A sejteket ¢&jszakéan at,
szobahOmeérsékleten anti-UCP1 elsddleges ellenanyaggal (1:200, U6382) inkubaltuk. Ezt
kovetden 3 oran keresztiil Alexa 488-konjugalt kecske anti-nytl mésodlagos ellenanyaggal
(1:1000, A11034) kezeltiik. A sejtmagokat propidium-jodiddal (1,5 pg/mL, 1 6ra) festettiik. A
szkennelést iCys Research Imaging Cytometer késziilékkel végeztiik. A képeket (n=4, 2000
sejt/minta) a CellProfiler és a CellProfiler Analyst szoftverekkel fél-automatizalt modon
elemeztiik. A sejtek azonositasa a sejtmagfestés alapjan tortént, majd minden sejt esetében
kvantifikaltuk az UCP1 immunfestés fluoreszcenciaintenzitasat és a lipidcseppek fényszorddasi
textiradsszeg variancidjat. Az egyedi sejtek fluoreszcens €s szorddasi jellemzOi alapjan a
differencidlt adipocitak és az eldalakjaik osztalyozasat és szamossagat a CellProfiler Analyst
“Fast Gentle Boosting” gépi tanulési algoritmusa végezte. A képeket Dr. Bacsé Zsolt (DE AOK

Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet) elemezte.
3.10. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + szoras formajaban adtuk meg. Az adatok eloszldsanak normalitasat
Shapiro—Wilk probaval vizsgaltuk. Tobb csoport Osszehasonlitdsa soran egy- vagy kétutas
varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, Tukey-féle post hoc teszttel. Az adatok dbrazolasat

¢s statisztikai elemzését a GraphPad Prism 8 szoftverrel végeztiik.



4. EREDMENYEK
4.1. Az extracellularis tiamin koncentracidja befolydsolja a nyaki teriiletrdl szdrmazo
human adipocitdk hétermeld kapacitasat
4.1.1. A tobblet tiamin jelenléte az adipogenezis sordn fokozza a tiamintranszporterek

expressziojat

Korabbi vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a ThT-k fokozott expresszidja és a
megnovekedett tiamin bedramlas eldsegitette a nyaki teriiletr6l szdrmazd adipocitak
hoétermelésének hatékony aktivaciojat. Elséként a tobblet (25 000 nM vagy 50 000 nM) tiamin
hatasat vizsgaltuk a transzporterek expresszidjara olyan szubkutdn és mély nyaki eredetii
adipocitakban, amelyeket standard adipogén differencidcidos médiumban fehér, illetve hossza
tavii  roziglitazon-kezeléssel fokozott hdtermeld tulajdonsagu  bézs  adipocitakka
differencialtattunk. Az adipocitdkat standard koriilmények kozott differencidltattuk fehér vagy
bézs zsirsejtekké, a médium 6400 nM tiamin koncentracidja mellett, illetve tovabbi tiamin-
hidroklorid hozzaadéasaval. A fehér adipocitak differenciacidos ardnyat nem befolyasolta az
extracellularis tiamin mennyisége. Megfigyeltiik, hogy a ThT2 expresszidja — ellentétben a
ThT1-ével — magasabb volt mind mRNS, mind fehérjeszinten mély nyaki eredeti fehér
adipocitakban, szemben a szubkutdn eredetiickkel. A kiilonb6z6 tiamin koncentracidok
alkalmazasa soran a 25 000 nM-os kezelés jelentdsen ndvelte a ThT1 expresszidjat a szubkutan
eredetli bézs adipocitdkban, mig a mély nyakiak esetén a 25 000nM és 50 000 nM
koncentraciok hasonlé mértékii fokozo hatést fejtettek ki. Ezen kiviil az 50 000 nM tiamin
kezelés szignifikdnsan novelte a ThT2 mRNS expresszidjat mély nyaki eredetli bézs
zsirsejtekben. Fehérjeszinten a ThT2 expresszioja jelentds mértékben emelkedett, ha szubkutan
eredetli bézs adipocitakat 25 000 nM tiamin jelenlétében differencialtunk, ugyanakkor a ThT1

fehérjeszinti expresszidjat nem befolyasolta szdmottevden a nagyobb tiamin koncentracio.

4.1.2. A fokozatosan ndvekvd tiamin koncentraciok az adipogenezis soran fokozzdk a

tiamintranszporterek expresszidjat

Tovabbi kisérletekben vizsgéltuk, hogy a fokozatosan névelt (40 nM, 200 nM, 1000 nM, illetve
5000 nM) tiamin koncentraciok milyen hatdssal vannak a ThT-k expressziojara a szubkutan és
a meély nyaki eredetli human adipocitak differencialodasa soran. Ezeket a sejteket tiamin-mentes
(Th 0) kozegben differencidltuk fehér vagy bézs sejtekké, illetve az emlitett tiamin
koncentraciok fokozatos hozzaadasaval. A tiamin jelenléte nem befolyasolta a fehér adipocitak

differenciacios aranyat. Azonban az 1000 nM és 5000 nM tiamin jelenléte jelentOs hatéast valtott



ki, szemben a Th 0 és 40 nM tiamin mellett differencialt sejtekhez képest. Mindkét ThT mRNS-

expresszioja koncentracio-fliggden novekedett a tiamin jelenlétével parhuzamosan.

4.1.3. A tiamin jelenléte koncentracio-fiiggd modon befolyasolja az adipocitak hétermeld

képességét a differenciacié soran

Vizsgaltuk, hogy a tiamin elérhetdsége miként befolydsolja a fehér adipocitdk hétermeld
tiamin jelenlétében differencidlodtak. A db-cAMP, amely egy sejtpermedbilis cAMP-analog,
szignifikansan novelte a mitokondrialis 1égzést. A tiamin-koncentracié ndvekedésével (40 nM-
tol 25 000 nM-ig) aranyosan emelkedett a bazalis 1égzés, a maximalis cAMP-stimulalt 1égzés,
valamint a stimuldalt protoncsorgésos 1égzés, kiilondsen a mély nyaki eredetli adipocitak esetén.
Szubkutan fehér zsirsejtekben mar 200 nM tiamin mellett is szignifikans kiilonbségeket
¢szleltiink. A tiamin jelenléte nem befolyasolta az oligomicinnel gatolt, ATP-fiiggd 1€gzést

egyik sejttipus esetében sem.

4.1.4. A mitokondridlis biogenezist szignifikdnsan befolyasolja a tiamin elérhetdsége a

.....

Szubkutan eredetli fehér adipocitakban, amelyek fokozatosan névekvd tiamin-koncentraciok
mellett differencialédtak, az 1., II. és III. mitokondridlis komplex alegységek
fehérjeexpresszioja emelkedést mutatott. Az 1000 nM és 5000 nM tiamin kezelés statisztikailag
szignifikans novekedést okozott a 40 nM tiaminhoz vagy Th 0 koncentracidhoz képest.
Ugyanakkor a IV. és V. komplex alegységének expresszidja nem valtozott jelentdsen. A mély
nyaki eredetli zsirsejtekben — amelyek mar eleve magas mitokondridlis komplex
fehérjeexpressziot mutattak — csak a II. komplex alegységének expressziojat befolyasolta a

tiamin jelenléte.

.....

Mivel az emelkedett tiamin koncentracid aranyosan ndvelte a mitokondrialis 1égzést, kiilondsen
a stimuldlt protoncsorgasos légzést, vizsgaltuk a termogenezissel 0Osszefliggd gének
eredetli adipocitdkban koncentracio-fiiggéen emelkedett. Az UCP1 fehérje szintje is hasonld
mintdzatot mutatott, mig a PGC1A fehérje szintjét nem befolyésolta szamottevOen a tiamin

jelenléte. A fehér zsirsejt marker LEP expresszigjat, valamint tobb termogén gént (DIO2, TBX1,



CKMT?2, CIDEA) is vizsgaltunk. E gének expresszioja is koncentracio-tfiiggden emelkedett.
Ugyanakkor a CITEDI kifejezddése mind Th 0, mind a magas tiamin koncentraciok mellett

csokkent, €¢s 40 nM tiamin mellett volt a legmagasabb.

4.1.6. A kapcsolt és a nem kapcsolt respirdciét egyarant fokozza az adipocita

differencidci6 soran alkalmazott nagymennyiségii tiamin

Ezt kdvetéen a szubkutan és a mély nyaki zsirszovetbdl szarmazd adipocitdk termogenezisét
vizsgaltuk olyan koriilmények kozott, amikor a standard adipocita differenciacios médiumhoz
(amely mar alapvetden tartalmazott 6400 nM tiamin-hidrokloridot) tobblet tiamint adtunk. A
bazalis 1égzés szignifikdnsan magasabb volt azokban a szubkutdn fehér adipocitdkban,
amelyeket 25 000 nM extra tiamin jelenlétében differencialtattunk, dsszehasonlitva a standard
kozegben differencialtatott sejtekével. Hasonld tendencia volt megfigyelheté a mély nyaki
eredetli adipocitdk esetében is, azonban itt a kiillonbségek statisztikailag nem voltak
szignifikdnsak. Mind szubkutdn, mind mély nyaki eredetii adipocitdk esetében magasabb
maximalis cAMP-indukalt respiraciot detektaltunk, ha az adipocita differenciacios médium
extra tiamint tartalmazott. Amikor a sejtek extra tiamin jelenlétében differencialodtak, a
protoncsorgasos és ATP-fiiggd 1€gzés is magasabb volt mind a szubkutan, mind a mély nyaki
eredetli adipocitakban. A db-cAMP stimulalta ATP-fiiggd ¢és protoncsorgasos légzés
emelkedett, kiillondsen a mély nyaki eredetli adipocitdkban. Az aktivalt fehér adipocitdk
vizsgalata soran a szubkutdn eredetli adipocitdk esetében a differencidcios folyamat alatt
alkalmazott nagymennyiségli tiamin szignifikdnsan befolyéasolta a protoncsorgasos 1égzés
értékeit. A stimuldlt ATP-fiiggd respirdcid nagyobb volt a tobblet tiamin jelenlétében
differencidltatott mély nyaki adipocitdkban. Az extracelluléris acidifikacio mértéke db-cAMP
hatasara emelkedett mind szubkutan, mind mély nyaki eredetli adipocitakban, azonban az
adipocita differenciaci6 soran alkalmazott nagymennyiségli tiamin nem befolyasolta
szdmottevoen ezen paramétereket. A szubkutan eredetli fehér zsirsejtekben a 25 000 nM vagy
50 000 nM tiaminnal torténd kezelés jelentdsen fokozta az 1., II. és IV. mitokondridlis komplex
alegységének fehérjeszintjét, mig a mély nyaki eredeti adipocitdkban az 50 000 nM tiamin

fokozta az 1. komplex alegység expressziojat.

4.1.7. A magas tiaminszintek az adipocita differenciacio soran fokozzak a termogenikus

gének expressziojat

Feltételezésiink szerint az adipocita differenciacidé soran alkalmazott tobblet tiamin tovabb

fokozhatja a termogenezissel és a mitokondrialis biogenezissel 6sszefiiggd gének expressziojat,



figyelembe véve, hogy a nagymennyiségli tiamin fokozta a protoncsorgdsos légzést.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az extra tiamin fokozta mind az UCPI, mind a PGCIA
mRNS expresszidjat a fehér és bézs kontroll adipocitdkhoz képest. Azonban a mély nyaki
eredetli fehér és bézs adipocitidkban az UCPI expresszio valtozéasa statisztikailag nem volt
eredetétd] fiiggetlenlil magasabb szintli génexpressziot eredményezett. Az mRNS adatokkal
megegyezOen, az UCP1 fehérjeexpresszioja fokozodott, a tobblet tiamin jelenlétében
differencialtatott bézs adipocitdkban. A PGCIA esetében a szubkutin eredetli bézs
adipocitakban emelkedett expresszio volt megfigyelhetd, amelyet az 50 000 nM tiamin tovabb

fokozott.

.....

fokozza a barna/bézs marker és termogén gének expresszidjat

Ezt kovetben vizsgaltuk a CKMT2, CIDEA, DIO2, TBXI, CITEDI és LEP gének mRNS-
szintjeit a differencidciés médiumhoz adott extra tiamin hatdsdra. A fehér zsirszoveti marker
LEP kivételével a tiamin minden vizsgalt gén expresszidjat fokozta mind szubkutan, mind mély
nyaki eredetii bézs adipocitakban. A szubkutan eredetli fehér adipocitakban a CKMT2 és TBX1
expresszioja szignifikdnsan emelkedett az alkalmazott tobblet tiamin hatasara, mig mély nyaki

eredetll zsirsejtekben a DIO2, TBX1 és CITED] expresszidja fokozddott.

4.2. A tiamin jelentdsége a human adipocitak termogenikus aktivitasaban
4.2.1. A huméan fehér zsirszovet adipocitdi mutatjdk a legmagasabb-szintli tiamin

transzporter expressziot

A nyilvanosan elérhetd snRNA-seq adatok felhasznalasaval a ThT1 és ThT2 expresszios
mintazatat vizsgaltuk a human fehér zsirszovetben. A ThT1 foként a preadipocitdkban és az
adipocitakban fejez6dott ki, mig a ThT2 kizarélag az érett adipocitdkban volt jelen. Mas
sejttipusok, mint a fibroblasztok, endotélsejtek ¢és CD4+ T-limfocitdk, nem mutattak
kimutathatd szinti ThT génexpressziot. A tiamin kulcsszerepet jatszik a fehér zsirszovet
mitkddésében, kiilondsen az adipocitdk barnulasi folyamataiban és a hdétermelésben. A B1-
vitamin jelentds szerepet tolt be a nyaki régiobol szarmazo, termogenezisre képes adipocitak

esetében, amit a ThT-k kifejezett sejtspecifikus klaszterezdédése is megerdsitett.



42.2. A tiamin transzporterek expresszidja fokozodik az SGBS adipocitak
differencidlodasa utan torténd adrenerg stimulacio és tobblet tiaminnal valo kezelés

hatasara

Koradbban megallapitottuk, hogy a nyaki régiébol szarmazé hASC-k adipogenezise soran
alkalmazott nagymennyiségli tiamin fokozta a tiamin ThT-k expresszidjat. Ennek megfelelden
vizsgaltuk, hogyan befolyasolja az extra tiamin (25 000nM ¢és 50 000 nM) az adipocita
differencialodas utan a transzporterek alap- €s db-cAMP-indukalta expressziojat az SGBS
adipocitakban. A differencialt adipocitdkat 0,5 mM db-cAMP-vel kezeltiik, extra tiamin
jelenlétében vagy anélkiil. Kezdetben megfigyeltiik, hogy a db-cAMP-medidlta stimuléacio
jelentdsen fokozta az SLC1942 mRNS-expresszidjat mind fehér, mind bézs adipocitakban.
Fehérjeszinten a db-cAMP-kezelés jelentdsen novelte a ThT1 expressziojat a differencialt
adipocitakban. A db-cAMP stimulalt bézs adipocitak esetében, a 25 000 nM tiamin jelenléte
tovabb fokozta a transzporter expresszidjat. A differencialt adipocitak 50 000 nM tiaminnal
torténd kezelése szignifikdnsan novelte mind az alap-, mind a db-cAMP altal indukalt ThT1
fehérjeexpressziot. A bézs iranyba differencialtatott adipocitdkban nem tapasztaltunk jelentds
valtozast a ThT1 expresszidja tekintetében. Az SLC1943 mRNS-expresszidjat sem a db-cAMP-
kezelés, sem az extra tiamin jelenléte nem befolyésolta jelentds mértékben. Hasonléan, a ThT2

fehérjeexpresszidja sem mutatott eltérést egyik kezelés esetén sem.

4.2.3. A tiamin transzporterek db-cAMP altali aktivacidja csokken a transzporter

inhibitorok jelenlétében

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a tiamin ThT-ket gatld fedratinib vagy amprolium adipogenezist
kovetd alkalmazasa befolyasolja-e a transzporterek alap, vagy db-cAMP Aaltal stimulalt
expressziojat fehér és bézs adipocitakban. A differencialt adipocitakat 0,5 mM db-cAMP-vel
kezeltiik, ThT inhibitorok jelenlétében vagy anélkiil. Megfigyeléseink szerint a db-cAMP
stimulacid szignifikdnsan fokozta mindkét ThT mRNS- és fehérjeszintjét fehér adipocitakban,
mig a bézs adipocitdkban ez a hatas kizar6lag az mRNS-szintekre korlatozodott. A fedratinib
jelentdsen csokkentette a db-cAMP altal indukalt SLC1942 és SLC1943 mRNS-expressziojat
mind fehér, mind bézs adipocitdkban. Fehérjeszinten ez a gatld hatas kizardlag a db-cAMP-val
kezelt bézs adipocitdkban volt kimutathatd mindkét transzporter esetében, mig a fehér
adipocitdkban csak a ThT2 expresszidja csokkent. Az amproliummal torténd kezelés
szignifikdnsan csokkentette mindkét transzporter mRNS-expresszidjat a db-cAMP-val kezelt
bézs adipocitakban; azonban fehérjeszinten ez a hatas kizardlag a ThT2 esetében volt

megfigyelhetd.



4.2.4. A tiamin transzporterek gatlasa csokkenti a differencialt SGBS adipocitdkban mind

a kapcsolt, mind a szétkapcsolt 1égzést

Ezt kovetden vizsgaltuk a transzporterek lehetséges szerepét a differencidlt SGBS adipocitak
termogenikus aktivacidjaban. A fehér ¢és bézs adipocitdkat db-cAMP-vel kezeltik a
transzporterek inhibitorainak jelenlétében. Kezdetben rogzitettiik a bazalis oxigénfogyasztast,
majd a db-cAMP injektalasat kovetden meghataroztuk a maximalis stimulalt 1égzést. Ezt
kovetden oligomicin injektalasdval a protoncsorgéasos 1égzést mértiik, amely az UCP1 altal
kozvetitett termogenezissel hozhatd 6sszefiiggésbe. Az oxigénfogyasztas jelentdésen novekedett
db-cAMP-kezelés hatasara mind fehér, mind bézs adipocitdkban. Megfigyeltiik, hogy a db-
cAMP dltal kivaltott oxigénfogyasztast €s protoncsorgasos légzés fokozodasat mind a
fedratinib, mind az amprolium szignifikdnsan mérsékelte mindkét sejttipusban. Ezzel szemben
a db-cAMP altal indukélt extracellularis acidifikacié értékei valtozatlanok maradtak a

transzporterek gatlasanak hatdsara, mind fehér, mind bézs adipocitak esetében.

4.2.5. A tiamin transzporterek gatlasa az adipogenezis utdn csokkenti az SGBS adipocitdk

mitokondrialis biogenezisét

Tovabbi vizsgalataink soran vizsgaltuk a transzporterek inhibitorainak hatasat, a mitokondrialis
komplex alegységeinek expresszidjara. Eredményeink azt mutattak, hogy a db-cAMP Aaltal
kivaltott aktivacio jelentdsen fokozta az 1., I1., III. és IV. komplex alegységének expresszidjat,
mig az V. komplex expresszidja valtozatlan maradt a fehér adipocitdkban. Mind a fedratinib,
mind az amprolium szignifikdnsan gatolta az 1. komplex alegységének db-cAMP-indukalta
expressziojat. Az amprolium ezen feliil csokkentette a III. és IV. komplexek alapszintii
expressziojat, mig a fedratinib szelektiven csokkentette a IV. komplex alap szintjét. Emellett a
fedratinib és az amprolium a mitokondridlis II. komplex alegységének expresszidjat is

mérsékelte, azonban ez a csokkenés nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

4.2.6. A tiamin transzporterek gatlasa csokkenti a termogenikus markerek expresszigjat a

differencialt SGBS adipocitakban

Miutan megfigyeltiikk az SGBS fehér adipocitak csokkent termogén aktivitdsat a transzporter
inhibitorok jelenlétében, tovabb vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a transzporterek gatlasa és
ezzel a tiamin elérhetdségének korlatozasa a termogenikus markerek expressziojat.
Eredményeink alapjan a db-cAMP fokozta az UCP1 mRNS- és fehérjeexpressziojat mind a
fehér, mind a bézs adipocitdkban. A fedratinib azonban gatolta ezt az emelkedett expressziot,

kivéve a bézs adipocitakban, ahol az UCPI mRNS szintje nem valtozott. A fedratinib emellett



csOkkentette a bézs adipocitak UCP1 expresszidjat mind mRNS-, mind fehérjeszinten. Az
amprolium hasonléan gatolta az UCP1 adrenerg-indukalta fehérjeexpressziojat a bézs és fehér
adipocitakban. Tovabba, mindkét inhibitor csokkentette az UCPI mRNS szintjét a bézs
adipocitakban, illetve a fehér adipocitdkban fehérjeszinten. A fedratinib gatolta a db-cAMP
altal stimulalt PGCIA4 expressziot mindkét sejttipusban, mig az amprolium hasonld hatast
fejtett ki a bézs adipocitakban. Mindkét inhibitor kezelése a PGC1A expresszio csokkenését

eredményezte fehérjeszinten mind a fehér, mind a bézs sejtekben db-cAMP stimulus mellett.

4.2.7. A tiamin transzporterek gatlasa csokkenti a termogén markerek expressziojat a

differencialt SGBS adipocitdkban

Tovabba megvizsgaltuk, hogyan befolyédsoljdk a ThT inhibitorok szdmos, a termogenezissel
Osszefiiggd gén mRNS expressziojat az SGBS fehér ¢és bézs adipocitdkban. Eredményeink
szerint mindkét sejttipusban a db-cAMP kezelés jelentdsen novelte a CITED1, DIO2 és TBX1
expressziojat, mig a CIDEA és CKMT?2 esetében ez a hatds csak a bézs adipocitakban volt
megfigyelhetd. A fedratinib mindkét sejttipusban jelentdsen csdkkentette ezen markerek db-

cAMP altal stimulalt expresszidjat.

4.2.8. A tobblet tiamin jelenléte fokozza a kapcsolt és szétkapcsolt 1égzést adipogenezist

kovetden

Korabban megfigyeltiik, hogy a human adipocitdk termogenikus potencialja fokozoddott az
adipocita differenciacid soran alkalmazott tobblet tiamin hatdsara. E megfigyelések alapjan
célul tiiztiik ki, hogy vizsgaljuk a rovidtavu tobblet tiamin kezelés hatasat a differencidlt SGBS
fehér ¢és bézs adipocitak termogén képességére, mind kezeletlen, mind db-cAMP-vel torténd
adrenerg stimuldcio hatasdra. Mindkét tipust adipocita esetében megfigyeltiik, hogy a 50
extracellularis acidifikacio értékeit stimulalatlan koriilmények kozott. Mig a plusz tiamin nem
novelte tovabb a db-cAMP altal indukalt emelkedést, megfigyeltiik, hogy a db-cAMP a
maximalis stimulalt oxigénfogyasztast, a protoncsorgasos 1€gzést és az acidifikaciot is fokozta
mindkét sejttipusban a kezeltelenekhez képest, amely Osszhangban van korabbi

megfigyeléseinkkel.



4.2.9. A nagymennyiségli tiamin az adipocita differenciacié soran fokozza az SGBS

adipocitak mitokondrialis biogenezisét

Ezt kovetden vizsgaltuk, hogy a nagymennyiségli tiaminnal torténd kezelés az adipocita
differenciaciét kovetéen miként befolydsolja a mitokondridlis komplex alegységek
expressziojat fehér adipocitdkban. Megallapitottuk, hogy a db-cAMP kezelés jelentdsen ndvelte
az L., 1L, III. és IV. komplex alegységek fehérjeexpresszidjat, mig az V. komplexre nem
gyakorolt hatast, amely 6sszhangban all korabbi megfigyeléseinkkel. A 25 000 nM tiaminnal
torténd kezelést kovetden az 1. és IV. komplex alegységek expresszidja szignifikdnsan
fokozodott, mig a IL, III. é V. komplexek esetében nem tortént valtozas. Tovabbi
megfigyeléseink szerint az 50 000 nM tiamin kezelés jelentdésen novelte az L., I1., III. és IV.
komplex alegységek fehérjeexpressziojat. A II. komplex fehérjeszintje nagymértékben
emelkedett db-cAMP stimulacid hatdsara. Sem a tiamin, sem a db-cAMP nem befolyasolta az

V. komplex alegységének expressziojat.

termogenikus markerek expresszidjat

Miutan megfigyeltiik, hogy a magas tiaminszint fokozza a sejtlégzést, azt feltételeztiik, hogy a
differencialt SGBS adipocitdkban alkalmazott tobblet tiamin tovabb ndvelheti a mitokondrilis
biogenezissel és termogenezissel kapcsolatos gének expresszidjat. Eredményeink azt mutattak,
hogy a db-cAMP éltal stimulalt PGCIA4 mRNS expresszio a fehér adipocitakban, valamint az
UCPI expresszid a bézs adipocitakban tovabb fokozddott a tobblet tiamin hatdsara. A 25
000 nM tiamin novelte a PGC1A fehérjeszintjét kezeletlen fehér adipocitakban. Emellett az 50
000 nM tiamin fokozta a PGCIA mRNS expresszidjat a bézs adipocitdkban és a PGC1A
fehérjeszintjét a fehér adipocitdkban. Tovabba, az 50 000nM tiamin nodvelte az UCP1
fehérjeszintjét fehér adipocitdkban db-cAMP kezelés hatasara.

4.2.11. Tobblet tiamin jelenlétében a barna/bézs markerek €s a termogenezissel kapcsolatos

gének expressziodja is fokozddik a differencialt SGBS adipocitdkban

Vizsgaltuk tovabba, hogy a fokozott tiaminbevitel hogyan befolyasolja mas termogén markerek
expressziojat. A db-cAMP stimulacié hatésara a tobblet tiamin novelte a 7BX1, DIO?2 és CIDEA
mRNS expresszigjat fehér adipocitdkban. Ezzel szemben a bézs adipocitdkban a
megnodvekedett tiaminszint fokozta a CKMT2, CITEDI, DIO2 és TBXI mRNS expressziojat.
Emellett megfigyeltiik, hogy db-cAMP nélkiil is emelkedett a CITEDI és DIO2 expresszidja
fehér adipocitakban, valamint a CKMT?2 és CITEDI expresszidja bézs adipocitakban.



5. DISZKUSSZIO

Korabbi kutatasok soran Téth és munkatarsai kilenc fliggetlen donorbol szarmazé mély nyaki
¢s szubkutan zsirszovetbdl izolalt hASC-kbol differencialtatott adipocita populéacidkat
vizsgaltak. Az igy nyert sejtek génexpresszios profiljat RNS-szekvenalassal elemezték, hogy
feltarjak azokat a molekuléris folyamatokat, amelyek a hdtermelés szabalyozasaért feleldsek.
differenciacios médiumot alkalmaztak. Fiiggetleniil attol, hogy melyik protokollt kovették, a
mély nyaki zsirszovetbol szarmazo sejtek joval nagyobb aranyban mutattak barna adipocita
jelleget, valamint fokozott barnulasi hajlamot, mint a szubkutan eredettick. Ezt megerdsitették
a BATLAS ¢és ProFAT eredményei is. A vizsgalat soran tobb olyan gént is azonositottak,
amelyek kiilonb6zd SLC transzportereket kodolnak — ezek a membranfehérjék kulcsszerepet
jatszanak a sejtek tapanyagfelvételében és az energiaforgalom szabalyozéasaban.

Mivel a barna ¢és bézs adipocitak kifejezetten energiaigényes sejtek, ezekben a
tapanyagtranszporterek expresszidjanak fokozodasa elengedhetetlen lehet az energiaellatas
biztositasdhoz. Kiilon figyelmet érdemel a ThT2 transzporter, amelyet az SLC19A43 gén kodol:
ennek szintje kifejezetten magasnak bizonyult a mély nyaki adipocitdkban, kiilondsen a
differencidciot kovetéen. Korabbi munkaink alapjan a ThT2 szubsztratja, a Bl-vitamin
magasabb koncentracioja sziikséges volt ahhoz, hogy ezek a sejtek hatékonyan reagaljanak az
adrenerg ingerekre, vagyis megfeleld hdtermelést produkdljanak. Ezt mas vizsgdlatok is
alatamasztottak, példaul egy friss publikacid, amely szerint a tiamin mellett a pantoténsav és a
riboflavin is kulcsszerepet jatszik abban, hogy human bér-eredetli fibroblasztok barna
zsirsejtekké alakuljanak.

PhD munkam soran arra kerestiik a valaszt, hogyan befolyasolja a tiamin hozzaférhetdsége a
human nyaki eredetli zsirsejtek differenciacigjat és hétermeld képességét. A ThT2 szerepét mar
kordbban is azonositottdk az emésztérendszeri tiamin felszivodasban, valamint a teljes
szervezet energiahaztartdsanak szabdlyozasdban. Tulstllyal kiizd6 egyének szubkutan
zsirszovetében példaul alacsonyabb ThT2 expressziot mértek, mint sovany kontrollok esetében,
¢s a gén szintje pozitiv korrelaciét mutatott a teststilycsokkenéssel, ami a metabolikus
szabalyozasban betoltott lehetséges szerepére utal. Allatkisérletek soran kideriilt, hogy a ThT2
képes részben helyettesiteni a ThT1 hidnyat, mivel ThT2-deficiens egerekben jelentdsen
romlott a tiamin felszivodasa, mig a ThT1 hidnya nem befolyasolta a plazmaszintet.

A Kkisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a tiamin fokozatosan emelkedd koncentracioja

egyértelmiien novelte mind a ThT1, mind a ThT2 gén és fehérjeszintjét, akar mély nyaki, akar



szubkutan eredetli adipocitak esetén, fiiggetleniil attol, hogy azok a hagyomanyos vagy a
barnuldst indukdld6 médiumban differencidlodtak. Bar a tiamin szdmos ¢élelmiszerben
megtalalhaté — tobbek kdzott barna rizsben, teljes kidrlésti gabondkban, hiivelyesekben vagy
husokban — a napi étrend mégsem feltétleniil biztosit elegendd mennyiséget a
mikrotapanyagbodl. A felndttek szamdara ajanlott napi tiaminbevitel férfiaknal 1,2 mg, néknél
1,1 mg, viszont terhesség alatt ez az érték magasabb. A tiamin-hiany kiilondsen az
idegrendszert, a keringési rendszert és az emésztorendszert érinti, és leggyakrabban akkor
alakul ki, ha a bevitel nem kielégit6 vagy ha fokozott a kitiriilés — példaul alkoholizmus vagy
alultaplaltsag kovetkeztében. Ilyen esetekben alakulhat ki a beriberi, illetve a Wernicke—
Korsakoff-szindroma, amelynek jellemzd tiinetei a memoriazavar, koordinacids problémak és
a gyakran jelentkezd hipotermia. Egyes kutatdsok szerint a hipotermia hatterében a
hipotalamuszban kialakul6 elvéaltozdsok 4llnak, mivel ez az agyi teriilet felelds a
testhdmérséklet szabalyozasaért is. Klinikai tapasztalatok alapjan a tiamin-hidany kdvetkeztében
kialakult alacsony testhdmérséklet mar két napos poétlassal is kezelheto.

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a tiamin-hianyos kornyezetben differencialoddé human
mély nyaki eredetii adipocitdk 1ényegesen gyengébb termogenikus képességeket mutattak. Ez
csOkkent sejtlégzési szintben, alacsonyabb mértékii protoncsorgasos 1égzésben — amely az
UCP1-fiiggd hodtermelés egyik indikatora — valamint a termogenikus gének alacsonyabb
expresszidjaban nyilvanult meg. Ezzel szemben a tiamin differenciacio alatti folyamatos
poétlasa egyértelmilien javitotta ezeket a paramétereket, méghozza koncentracio-fiiggdé modon.
volt a barnulési folyamat, ¢s anndl nagyobb mértékben expresszaldodtak a hétermelésért felelds
markerek. Erdekesség, hogy bar a differencidciohoz hasznalt médiumokban altalaban 10 000
nM koriili tiamin taldlhatd, az emberi vérplazmdban ennek toredéke, csak néhany nM-nyi
mérhetd.

Kisérleteinkben a differenciacios médiumhoz adott 25 000 nM tiamin jelentés mértékben
fokozta az alap- €¢s maximalis 1€gzést, valamint a protoncsorgasos légzést is — ez pedig a sejtek
fokozott hdétermeld képességére utal. A magasabb tiaminszint emellett a mitokondrialis
elektrontranszportldnc egyes alegységeinek expressziojat is novelte. Tovabba azt is
megfigyeltiik, hogy a tobblet tiamin jelenlétében differencialtatott mély nyaki adipocitak ex
vivo koriilmények kozott is intenzivebb termogenikus aktivitast mutattak. Mivel a barna és bézs
zsirsejtek jelentds gliikoz- ¢és zsirsavfelvételi képességgel rendelkeznek, kulcsszerepet
jatszhatnak az elhizas és a 2-es tipusu DM elleni kiizdelemben. Korabbi tanulmanyok

kimutattdk, hogy a humén hASC-kbdl differenciéltatott barna adipocitak egerekbe torténd



transzplantacioja fokozott gliikozfelhasznalast és energiafelhasznalast eredményezett. Ennek
ellenére a barnulési folyamat in vivo kdérnyezetben torténd optimalizalasa tovabbra is kihivas.
onmagaban is elegendd lehet ahhoz, hogy a differencidlt adipocitdk fokozott hdtermeld
képességet mutassanak még nyugalmi allapotban is.

Az SGBS sejtvonal egy kivaloan alkalmazhato in vitro modellrendszert kinal, amely hasonlit a
human szubkutan fehér zsirszoveti adipocitakhoz. A differencialt, érett SGBS adipocitak tobb
jellemzdjiikben is megfelelnek a human primer adipocitdknak, beleértve a barnulési képességet
¢s az UCP1 expressziojat is. Ez a sejtvonal széles korben hasznalatos a zsirszovet
modellezésére, kontrollalt laboratériumi koriilmények kozott. A primer human adipocitakbol
szarmazo6 eredmények megerdsitése érdekében nélkiilozhetetlen a sejtvonal alapu rendszerek
alkalmazasa, kiilondsen a donorok kozotti biologiai variabilitas miatt. Bar a hASC-ket gyakran
hasznaljak, azok tulajdonsagait jelent6sen befolyasoljak olyan egyéni tényezok, mint az
¢letmdéd, az anyagcseredllapot vagy a genetikai hattér, amelyek nagymértékben
befolyasolhatjdk az eredményeket.

Human szubkutdn fehér zsirszovetbdl szarmazod, nyilvanosan elérhetd egyedi sejtes RNS-
szekvenalasi adatok elemzése soran megfigyelték, hogy a ThT-k expresszidja kizarolag az
adipocitakra korlatozodik, amely alatdmasztja ezek létfontossdgi szerepét a zsirszovet
sejtjeinek mitkddésében. Az SGBS sejtvonal igy praktikus alternativat kinalt, amely athidalta a
primer sejtek nehéz hozzaférhetdségébdl és a donorok kozti eltérésekbdl fakado korlatokat.
Korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy a ThT-k gatldsa csokkenti a hétermeld képességet
mély nyaki zsirszovetbdl szdrmazé human adipocitidkban. Ezzel Osszhangban jelenlegi
eredmények is azt mutattdk, hogy a tiaminfelvételt gatlo anyagok, mint a fedratinib és az
amprolium, csokkentették a hdtermeléshez kapcsolddd gének expresszidjat és a sejtlégzés
intenzitasat az SGBS adipocitdkban. A fedratinib elsddlegesen a ThT2 transzportert gatolja,
mig a ThT1-re kevésbé hatékony. Az amprolium, a tiamin szerkezeti analogja, kompetitiv
moddon akadalyozza annak sejten beliili felvételét, ezzel intracelluléris tiamin-hianyt idézve eld.
Habaér a fedratinibnek van JAK2-g4tl6 hatésa is, amely befolydsolhatn a htermelést, ez a hatés
elsdsorban mas sejttipusok, példaul immunsejtek jelenlétében érvényesiil. Mivel a kisérletek in
vitro kornyezetben, kizarolag adipocitakon torténtek, a JAK2 szerepe ebben a rendszerben
valosziniitlen. Ezt tdmasztja al4, hogy az amprolium alkalmazasa is hasonld hatasokat valtott
ki, megerdsitve az eredmények megbizhatosagat. Ezek az 0sszefiiggések korabban mély nyaki

primer human adipociték esetében is megfigyelhetok voltak.



A tiamin aktiv formdja, a TPP elengedhetetlen kofaktor olyan mitokondriélis enzimek szamara,
mint a PDH és az a-KGDH. A tiaminfelvétel gatlasa csokkentheti a PDH aktivitdsat, aminek
kovetkeztében kevesebb NADH keletkezik, csokkentve ezzel a sejtek energiaszintjét. Tovabbi
vizsgalatok szerint az elagazo-lanci aminosavak felvétele fokozott a barna zsirszévet
mitokondriumaiban, és ezek lebontdsa a BCKDH enzimkomplex révén torténik, amely szintén
TPP-fliggd, igy a tiamin-ellatottsag jelentdsen befolydsolja miikodését.

A felnéttek testtomegének jelentds részét a fehér zsirszovet alkotja, amelynek mennyisége
szoros kapcsolatban all az elhizés kialakulasaval. Elhizott személyek szubkutan zsirszévetében
alacsonyabb ThT2 expressziot figyeltek meg a sovany egyénekhez képest. Transzkriptomikai
vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy termogén adipocitakban az adrenerg stimulacio fokozta a
ThT1 és ThT2 expressziojat. A db-cAMP altal kivaltott adrenerg aktivacié hatdsdra SGBS
adipocitakban is megndvekedett a ThT1 expresszidja, amely arra utal, hogy a ThT-k
kulcsszerepet jatszanak a megfeleld hdtermeld valasz kialakuldsdban. Vizsgalataink soran azt
is kimutattuk, hogy a db-cAMP stimuléacioval egyidejlileg alkalmazott, tiaminnal torténd
kezelés fokozta az UCP1 és mas termogenikus gének expresszidjat az SGBS adipocitakban.

A mechanizmus, amely révén a tiamin serkenti a h6termeld gének aktivalasat, egyelére nem
teljesen ismert. Feltételezhetd, hogy hatast gyakorol az UCPI gén transzkripcidjara, amelyet
tobbek kozott a gén nem-kodold régidiban talalhatdo, cAMP-érzékeny transzkripcids faktorok
¢s a PGC-1a kofaktor szabalyoznak. Az UCP1 expresszidjat ezen kiviil a cAMP-jelatvitel utjan
aktivalt transzkripcids faktorok, példaul a CREB és az ATF2 gyors foszforildcidja is
befolyasolhatja.

Bar a tiamin-hidny a fejlett orszagokban viszonylag ritka, az alkoholfogyasztas altal €rintett
személyek korében tovabbra is gyakori probléma. Emellett a bariatriai sebészeti beavatkozasok,
kiilondsen a gyomor bypass miitétek utan, a betegek jelentds részénél kialakulhat tiamin-hiany.
A DM-ben szenveddknél is gyakran fordul eld tiamin-hiany, amely hozzéjarulhat fokozott
oxidativ stresszhez, az endotél diszfunkcidhoz €s hiperglikémia okozta sejtkdrosodashoz. Egyes
tanulmanyok szerint a 2-es tipusu diabéteszes betegek nagy hanyadanal csokkent az eritrocitak
transzketoldaz aktivitdsa, mig mads vizsgalatokban szinte minden betegnél tiamin-hianyt
allapitottak meg, kiilondsen azoknal, akiknél mikroalbuminuria is fennallt. Az 1-es és 2-es
tipusu cukorbetegek jelentds részénél szintén alacsony tiaminszintet mértek. Fejlett
orszagokban, koztiik az Egyesiilt Allamokban is dokumentaltak gyermekek korében tiamin-
hidnyos eseteket, ahol a hattérben gyakran elhizas, dm vagy a cukros italok tilzott fogyasztasa
allt. A tiamin-potlas javitotta az endotél funkciot, amely potencidlisan csokkentheti a DM-hez

kapcsolodo vaszkularis szovédmények kialakuldsanak kockéazatat. Ezek a megfigyelések arra



utalnak, hogy a tiamin-hiany szerepet jatszhat az elhizassal ¢s DM-el 0sszefiiggd anyagcsere-
zavarok kialakulasaban, igy a tiamin-potlas fontos eszkdze lehet e betegségek megeldzésének
¢s kezelésének. Egy hathetes, napi haromszori tiamin-pétlds jelentésen javitotta a
gliikoztoleranciat hiperglikémias egyénekben, mig mas vizsgalatokban napi 150 mg tiamin
csokkentette az ¢homi vércukorszintet olyan 2-es tipusu cukorbetegekben, akik még nem
szedtek gyogyszert. A kezelés emellett kedvezden befolyasolta a vérzsir- és kreatininszinteket
is. A tiamin-hidny tovabbi kockazati tényez6i koz¢ tartozik az immunrendszer zavarai, a
pajzsmirigy talmiikddés, a szivelégtelenség, valamint a dializisfiiggd veseelégtelenség.

A tiamin — miutan aktiv formajava, TPP-v¢é alakul — nélkiil6zhetetlen a mitokondrialis enzimek
milkddéséhez. Bar allatmodellekben mar alatdmasztottdk jelentdségét, a human adipocitak
differencidlodasara gyakorolt hatdsar6l még kevés informacio all rendelkezésre. Mas
sejttipusokban, példaul T-limfocitdk esetében viszont mar igazoltdk, hogy a tiamin eldsegiti a
differencidlodast és a TGF-B termelést, ami aldtdmasztja szerepét az immunrendszer
fejlodésében is. Egy klinikai vizsgalat soran, amely elhizott vagy tulstulyos személyeket
vizsgalt, egy fehérjében gazdag étrend és napi 2,8 mg tiamin 16 hét alatt jelentds
teststilycsokkenést eredményezett, mikdzben az eritrocitdk tiaminszintje nem valtozott. Az
eredmények alapjan elmondhat6, hogy az extracellularis tiamin-ellatottsdg optimalizalasa
elosegitheti a hétermeld adipocitak differencialodasat, amely kiilondsen fontos lehet jovobeli
transzplantacios alapu eljarasokban. A rendszeres tiamin-potlas biztonsagos €s koltséghatékony
modszer lehet az elhizds és az ehhez kapcsolodd anyagcesere-betegségek megeldzésében és
kezelésében. Osszességében ezek az eredmények felvetik a tiamin étrendi kiegészitdként vald

alkalmazasanak lehetdségét a hdtermelés fokozasaban és az elhizas elleni kiizdelemben.



6. OSSZEFOGLALAS

A barna zsirszovet kiemelt jelentdségii a nem-didergéses hotermelés szempontjabol, amelyet
az UCPI fehérje kozvetit. Ez a fehérje a mitokondrium belsé membranjaban elhelyezkedve
biztositja az energia hd formajaban torténd leaddsat az oxidativ foszforilacido és az ATP-
szintézis szétkapcsolasa révén. Emberben, kiilonsen a nyaki régidban, a barna zsirszovet mind
klasszikus barna, mind indukdlhatd bézs adipocitdkat tartalmaz, amelyek metabolikus
aktivitasuk révén terapias célpontként szolgalnak az elhizds és a kapcsolodd anyagcsere-
betegségek kezelésében. A barna és bézs adipocitak aktivalasat és hotermeld kapacitasanak
fokozasat célz6 kutatasok és vizsgalatok ezért egyre nagyobb figyelmet kapnak.

Jelen vizsgalatunkban az extracellularis tiamin hatasat vizsgaltuk a human adipocitdk
differencidlodésara és termogenikus aktivitdsara. Ehhez ex vivo koriilmények k6zott izolaltunk
primer human adipogén progenitor sejteket szubkutan és mély nyaki zsirszéveti depokbol, majd
14 napon at differencidltuk Oket fokozatosan emelkedd tiamin koncentraciok jelenlétében,
lehetové téve a dozis-fliggd hatasok vizsgalatat. Eredményeink alapjan a differencialodas soran
alkalmazott nagymennységii tiamin szignifikdns mértékben ndvelte a ThT1 és ThT2 tiamin
transzporterek expressziojat mind mRNS-, mind fehérjeszinten, kiilonosen a mély nyaki
eredetli adipocitdkban. A funkcionalis vizsgéalatok kimutattdk, hogy a tiamin jelenléte fokozta
a mitokondridlis 1égzés tObb paraméterét, igy a bazalis oxigénfogyasztast, a db-cAMP altal
indukalt respiraciodt és a protoncsorgasos 1égzést is, ami a sejtek termogenikus potencialjanak
novekedésére utal. Emellett a tiamin pozitivan befolyasolta a mitokondridlis biogenezist,
valamint koncentracio-fiiggd modon fokozta olyan kulcsfontossagu termogenikus gének
expressziojat, mint az UCPI, a PGCla és a CKMT2, mind a szubkutan, mind a mély nyaki
adipocitak esetében.

Vizsgélataink soran az ugynevezett SGBS sejtvonalat is alkalmaztuk, amely jol jellemzett, nem
immortalizalt human adipocita modellként szolgal, és alkalmas a ,,barnulés” folyamatanak ¢s a
mitokondrialis funkciok tanulmanyozasara. Ebben a modellben arra kerestlink valaszt, hogy
miként befolyasolja a tiamin elérhetdsége — legyen szo6 tobblet tiaminnal vald kezelésrdl vagy
a transzporterek gatlasardl — a termogenikus aktivaciot adrenerg stimuldci6é mellett. A ThT1
¢s ThT2 gatlasa szignifikansan csokkentette a db-cAMP altal indukalt UCP1 és PGCla
expressziot, valamint csOkkentette a protoncsorgasos 1€gzést, amely az UCP1-fiiggd hétermelés
egyik markere. Ezzel szemben a fokozott tiaminbevitel jelentdsen fokozta a termogenikus
markerek expresszigjat, és tovabb novelte a db-cAMP altal kivéltott tiamin transzporter

erexpressziot, amely egy pozitiv visszacsatolasi mechanizmus jelenlétére utal. Emellett a tiamin



jelenlétében még stimulacid hidnyaban is fokozddott mind a kapcsolt, mind a szétkapcsolt
respiracio, jelezve a tiamin szerepét az alap mitokondrialis funkciok fenntartdsdban is.
Megfigyeltilk tovabbd, hogy a tiamin potlasa novelte a mitokondridlis 1égzési lanc
javulasara utal.

Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a tiamin nem csupan klasszikus koenzimként
vesz részt a sejtfunkciok fenntartdsdban, hanem aktivan szabalyozza a human adipocitdk
termogenikus programjat. A tiamin elérhetésége moduladlja az adrenerg ingerekre adott
transzkripcids és funkcionalis valaszokat, amely 0j lehetdségeket nyithat meg a taplalkozasi és
farmakologiai intervenciok eldtt a hétermelés és energiafelhasznalas fokozédsa érdekében.
Figyelembe véve, hogy a tiamin-hiany kiilondsen gyakori az elhizasban és 2-es tipust DM-ben
szenvedd populéciok korében, eredményeink aldtdmasztjak, hogy a tiamin hosszl tava potlasa
egyszerll és hozzaférhetd stratégia lehet a zsirszovet ,,barnulasanak™ eldsegitésére, valamint a

metabolikus rendellenességek mérséklésére.



7.

UJ EREDMENYEK

A tobblet tiamin jelenléte az adipogenezis soran fokozza a tiamin transzporterek
expresszidjat.

Az adipogenezis soran alkalmazott, fokozatosan névekvo tiamin-koncentraciok novelik
a tiamin transzporterek expressziojat.

A tiamin koncentracio-fiiggd moédon befolyasolja az adipocitdk hdtermeld képességét a
differenciaci6 soran.

A mitokondrialis biogenezist szignifikansan befolyasolja a tiamin elérhetésége a nyaki

.....
crer

.....

Az adipocita differencidcio soran alkalmazott nagymennyiségii tiamin fokozza mind a
kapcsolt, mind a nem kapcsolt respiraciot.

A magas tiaminszintek az adipocita differenciacid soran novelik a termogenikus gének
expressziojat.

fokozza a barna/bézs markerek és termogén gének expressziojat.

A humaén fehér zsirszdvet adipocitai mutatjak a legmagasabb szintii tiamin transzporter-
expressziot.

A tiamin transzporterek expresszioja fokozodik az SGBS adipocitak differencialodasat
kovetd adrenerg stimulacio és tobblet tiaminnal torténd kezelés hatisara.

A tiamintranszporterek db-cAMP altal kivaltott aktivacidja csokken transzporter
inhibitorok jelenlétében.

A tiamin transzporterek gétlasa csokkenti a differencidlt SGBS adipocitdkban mind a
kapcsolt, mind a szétkapcsolt 1€gzést.

A tiamin transzporterek gatlasa az adipogenezist kovetden csOkkenti az SGBS
adipocitak mitokondrialis biogenezisét.

A tiamin transzporterek gatlasa csokkenti a termogenikus markerek expressziojat a
differencialt SGBS adipocitakban.

Az adipogenezist kovetden alkalmazott tobblet tiamin fokozza a kapcsolt és

szétkapcsolt 1égzést.



e A nagymennyiségli tiamin az adipocita differencidcié soran fokozza az SGBS
adipocitak mitokondrialis biogenezisét.

e A fehér adipocitak differencidlédasat kovetden az emelkedett tiaminszint ndveli a
termogenikus markerek expressziojat.

e Tobblet tiamin jelenlétében a barna/bézs markerek és a termogenezissel kapcsolatos

gének expressziodja is fokozddik a differencialt SGBS adipocitdkban.
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