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Roviditések jegyzéke

AHA-NHLBI - Amerikai Sziv Egyesiilet €s a Nemzeti Sziv, Tiid6 és Vér Intézet (American
Heart Association, and the National Heart, Lung, and Blood Institute)

ALKBH - AlkB homolog

ANOVA - Varianciaanalizis

APC - Adipocita prekurzor sejt

AR — Adrenerg receptor

ARID5b - AT-gazdag interakcios domén 5b (AT-rich interaction domain 5b)

ASC-1 - Alanin-szerin-cisztein transzporter 1

ATG - Autofagia kapcsolt protein

AU - Ttetszbleges mértékegység (Arbitrary unit)

BAT - Barna zsirszovet

BCL2L13 - BCL2-szert protein 13 (BCL2-like protein 13)

BNIP3 - BCL2/E1B 19 kDa—interakcios protein 3 (BCL2/E1B 19 kDa-interacting protein 3)
BNIP3L/NIX - BNIP3 szerti/NIP3-szerti protein X (BNIP3 Like/NIP3-Like protein X)
CAMP - Ciklikus adenozin-monofoszfat

CDK - Ciklin dependens kinaz

CIDEA - Sejthalal indukalo DFFA szert effektor A (Cell death inducing DFFA like effector
A)

CITEDL - Cbp/P300 interakcios transzaktivator Glu/Asp-ban gazdag karboxi-teminalis domén
1 (Cbp/P300 interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 1)

CK - Kreatin kinaz

CKMT — Mitokondrialis kreatin kinaz

CPT — Karnitin palmitoil-transzferaz

Cr — Kreatin

CREB - cAMP valaszelem-koto fehérje

CT - Szamitogépes tomografia

DB - Derékbdség

DCSA - Derék-csip6 arany

DEG - Eltéréen expresszalt gén

DIO2 — Il-es tipust dejodinaz

DM - Diabétesz mellitus

DMEM-F12 - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient F-12 Ham

EBF2 - Korai B sejt faktor 2

ECAR- Extracellularis savasodasi rata

Enl - Csipkézett szegélyii 1 (Engrailed 1)

ER - Endoplazmatikus retikulum

ERRa - Osztrogén-kapcsolt receptor alfa

ETO — Etomoxir



ETO-R — Etomoxir-rezisztens
FADH; - Flavin-adenin-dinukleotid
FBS - Magzati szarvasmarha szérum
FDR - Hamis felfedezési arany

FFA — Szabad zsirsav

Ffi - Férfiak

FG - Ehomi gliikéz

FGF - Fibroblaszt novekedési faktor

FIP200 - Fokalis adhézié kinaz csalad interakcios 200 kDa protein (Focal adhesion kinase
family interacting protein of 200 kDa)

FKBP8 - FKBP prolil izomeraz 8

FOXOL1 - Villasfejii doboz O1 (Forkhead box O1)

FTO - Zsir tomeg ¢és elhizas asszocialt (Fat mass and obesity associated)
FUNDC1 - FUN14 domént-tartalmazo protein 1 (FUN14 domain-containing protein 1)
GAPDH - Gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GFP — Z61d fluorescent protein

GLUT - Gliikéz transzporter

GPT — Glutamat-piruvat transzaminaz

GT - Gliikoz terhelés

GWAS - Genom asszociacios tanulmany (Genome-wide association study)
hASC - Human zsirszovet eredetii sztromalis sejt

HDL - Nagy stirtiségli lipoprotein

HOXC - Homeobox C

IBAT - Interszkapularis BAT

IDF - Nemzetk6zi Diabétesz Szovetség (International Diabetes Federation)
IGF2BP - Inzulin szerli novekedési faktor 2 mRNS kot6 fehérje

IMT - Intermembrén tér

IRX - Irokéz homeobox transzkripcids faktor

KEG - Karosodott éhomi glikémia

KGT - Kérosodott gliikdztolerancia

KINY - Nemzetkozi Diabétesz Szovetség Jarvanyligyi és Megeldzési Munkacsoportjanak;
Nemzeti  Sziv-, Tiidé- ¢és Vérintézetének; Amerikai szivszovetségének; Sziv
Vilagszovetségének; Nemzetkozi Atherosclerosis Tarsasaganak; és az Elhizas Tanulméanyozok
Nemzetkozi Szovetségének kozos ideiglenes nyilatkozata

LC3 - Mikrotubulus-asszocialt fehérje konnytlanc 3
LEP — Leptin

LIR - LC3-interakcios régio

m3T - 3-metiltimin

m3U - 3-metiluracil

mCA - N®-metiladenozin



MetS - Metabolikus szindroma

METTL - N6-Adenozin-metiltranszferaz alegység

MIT/TFE - Mikroftalmia/transzkripcios faktor E

MITF - Mikroftalmia-asszocialt transzkripcios faktor

MtDNS — Mitokondriélis dezoxiribonukleinsav

MTOR — Rapamicin eml6s célpontja (Mammalian target of rapamycin)
Myf5 - Miogenikus faktor-5

Myh - Myozin nehézlanc

MyoD - Mioblaszt determinacios fehérje (Myoblast determination protein)
N - N6k

NADH - Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NASH - Nem alkoholos szteatohepatitisz

NBR1 - Brcal gén szomszéd (Neighbor of Brcal gene 1)

NCEP-ATP Il - Nemzeti Koleszterin Oktatasi Program harmadik jelentése, a felndttek magas
vérkoleszterinszintjének kimutatdsaval, értékelésével és kezelésével foglalkozd szakértdi
testillet —felndtt kezelés III. panele (Third Report of the National Cholesterol Education
Program, the Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults—Adult Treatment Panel I11)

NDP52/CALCOCO?2 - Nuklearis pontfehérje 52 kDa/kalciumkoto és tekercselt-tekercs domén
2 (Nuclear dot protein 52 kDa/Calcium binding and coiled-coil domain 2)

OCR — Oxigénfogyasztasi rata

OPTN - Optineurin

OXPHOS - Oxidativ foszforilacié génjei
p38-MAPK - p38 mitogén altal aktivalt protein kinaz
PARK2 — Parkin 2

Pax 7 - Parositott doboz 7 (Paired box 7)
PCC - Pearson korrelacios egyiitthato
PCOS - Policisztas ovarium szindroma
PCr - Kreatin-foszfat

PCR - Polimeraz-lancreakcio

PDE - Foszfodiészteraz

PDGFRa/b - Vérlemezke eredetli novekedési faktor receptor alfa/béta (Platelet derived growth
factor receptor alpha/beta)

PE - Foszfatidil-etanol-amin

PET - Pozitronemisszids tomografia

Pl — Propidium jodid

PINK1 - Foszfataz és tenzin homolog (PTEN)-indukalt putativ kinaz 1

PKA - Protein kinaz A

PLIN1 — Perilipin 1

PM20D1 - Peptidaz M20 domént tartalmazo 1 (Peptidase M20 domain containing 1)
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PPAR - Peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor
PPARGC1A/ PGC-1a - Peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator 1

Prdm16 - PRD1-BF-1-RIZ1 homoldg domént-tartalmazé protein-16 (PRD1-BF-1-RIZ1
homologous domain-containing protein-16)

PVDF - Polivinilidén-fluorid

gPCR - Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio

RIN - RNS-integritasi szam

S100B - S100 kalciumkoté fehérje B (S100 calcium binding protein B)

SARS-CoV-2 - Sulyos akut 1éguti szindroma koronavirus 2 (Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2)

SC — Szubkutan

SD - Standard deviacid

SGBS - Simpson-Golabi-Behmel-szindroma

SHMT1 — Szerin hidroximetiltranszferaz 1

SIRT1 - Szirtuin 1

SLC7A10 - Oldott anyagokat szallito csalad 7 tag 10 (Solute carrier family 7 member 10)

SMA - Spinalis izomsorvadas/ Tulélési motoros neuron protein (Spinal muscular atrophy/
Survival motor neuron protein)

SNP - Egy-nukleotid polimorfizmus (Ssingle-nucleotide polymorphism)
SQSTML1 — Szekvesztoszoma 1

SVF - Sztoémalis-vaszkularis frakcid

SWAT - Szubkutan WAT

T3 - 3,3',5-trijodtironin

T4 - Tiroxin

TCA — Trikarbonsav

TFE3 - IGHM enhancer 3-hoz k6t6d6 transzkripcios faktor

TFEB - EB transzkripcids faktor

TG — Triglicerid

TH — Pajzsmirigy hormon

THF - Tetrahidrofolat

TOM20 — Kiils6 mitokondrialis membran transzlokéaz 20

TR - Pajzsmirigy receptor

TTI - Testtomeg-index

UBD - Ubikvitin-k6té domén

UCP - Szétkapcsolo fehérje (Uncoupling protein)

ULK - Unc-51-szeri autofagiat aktivalo kinaz (Unc-51-like autophagy activating kinase)
UTR - Nem transzlal6do régio

WAT - Fehér zsirszovet

WHO - Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)



YTHD - YTH N6-Metiladenozin RNS kot6 fehérje
ZIC1 - Cink ujjfehérje-1
B3-AR - B3-adrenerg receptor



1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben vilagszerte nott az elhizas eléfordulasa, mely elérte a jarvany-szinti
mértket. Az elmult fél évszazadban a testtomeg-index (TTI) globalisan nétt mind a nék, mind
a férfiak korében. A testtomeg-gyarapodas a kronikus pozitiv energiaegyensulynak koszonhetd,
amikor az energiafelhasznalas kisebb, mint az energiafelvétel. Annak ellenére, hogy szdmos
tanulmany azt sugallja, hogy az elhizds f6 oka a rendellenes taplalékfelvételhez kotheto,
bizonyos viselkedésbeli valtozasok a kozelmultban (pl.: a fizikai aktivitashoz kapcsolddd
tevékenységek nagymértékii csokkenése) tovabbi magyarazatot adhatnak a folyamatos globalis
stlygyarapodasra. Ezenkiviil az elhizas kialakulasa erdsen Osszefiigg a tarsadalmi-gazdasagi
helyzettel és a kornyezeti tényezOkkel, amelyek meghatarozhatjak az epigenetikai
modositasokat a gén-kornyezet kdlcsonhatasokon keresztiil. Az elhizott egyének zsirszoveti
diszfunkcioja abnormalis gyulladdst okoz az adipocitokin-termelés egyensulyanak
felborulasaval, amely a sziv- és érrendszeri betegségek és szamos helyspecifikus daganat
kialakulasdhoz kapcsoldodik. A fentebb leirak alapjan lathaté, hogy rendelkeziink
informaciokkal az elhizassal kapcsolatban, azonban fontos annak kialakuldsaban résztvevo
molekularis mechanizmusok pontosabb megismerése 1Uj terapias megkozelitések

létrehozasahoz.

Régcsalo modellekben mar tobb kisérletet végeztek, melyek az elhizés kdzponti szovetében, a
zsirszovetben vizsgaltak a talzott zsirraktarozas mogott allé metabolikus utvonalakat. Az egyik
ilyen publikacioban kozolték, hogy a szelektiv mitokondrium eltavolitdsnak (mitofagianak)
fontos szerepe van a hdtermeld zsirsejtek inaktivacidjaban, mely a zsirraktarozashoz vezet ezen
sejtekben. Egy masik tanulmanyban azonositottak azt az oki egy-nukleotid polimorfizmust
(single-nucleotide polymorphism, SNP) (rs1421085), amelynek jelenléte az adipogenezist a
zsirraktarozo fehér adipocita differenciacié felé inditja el, igy novelve a felesleges energia
zsirsav formaban torténd raktarozasat. Doktori értekezésemben a fentebb emlitett mitofagiat és
az Fat mass and obesity associated (FTO) rs1421085 SNP-t vizsgaltam human primer
adipocitakban, mely eredményeim kozelebb vihetnek benniinket a zsirsejtek anyagcseréjének,
ezen keresztiil pedig az elhizds jobb megértéséhez, mely uUjabb terapids lehetdségek

kifejlesztéséhez vezethet a jovoben.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A metabolikus szindroma (MetS)

A MetS a f6 anyagcserezavarok Osszessége, amelyek kozé tartozik a hasi zsirosodas, az
inzulinrezisztencia, a diszlipidémia, a magas vérnyomas, melyek mellett szisztémas gyulladas
is kialakulhat. Szamos egészségiigyi szervezet kiilonbozo kritériumokat allapitott meg a MetS

meghatarozasahoz, melyeket az 1. tablazat részletez [Lemos ¢és mtsai., 2023].

A MetS-at szamos kockazati tényezdével, valamint szamos feltételezett patofiziologiai
mechanizmussal hoztdk Osszefiiggésbe. Az elmult évtizedekben feltartdk Osszetett patologiai
jellemzoit, melyek szamos rizikofaktort foglalnak magukba (1. abra) [Saklayen, 2018; Menrick
¢s mtsai., 2018]. A MetS Gsszetevoi patofiziologiailag Osszefiiggenek egymassal, €s részben

genetikai tényezdk, valamint kdrnyezeti valtozok hatarozzak meg dket.

Az elhizas - mint az egyik kockazati tényez6 - maga is a MetS legfontosabb tiineteivel, példaul
a vér gliikkdz koncentracioval van Osszefiiggésben. A gliikozintolerancia, az inzulinrezisztencia
¢s a diszlipidémia, az elhizassal dsszefliggésben szamos vizsgalat kozéppontjaban all [Teran és
Bouchard, 2007].

Gyogyszerek és
kornyezeti
meérgezd anyagok
Neurolégiai

- rendellenesség
Gyulladas
2-es tipusd

DM
Oxidativ
stressz
Protrombotikus
allapot

T Sztrék

—
Magas vérnyomas

Kardio-
vaszkularis
meghbetegedés

Kapcsolodé

v

Riziko faktorok

Megvéltozott valaszok/
Toxicitds
1. abra: Metabolikus szindroma a kapcsolodo kockazati tényezokkel és betegségekkel
(TG: trigliceridek; HDL: nagy siiriiségii lipoprotein; PCOS: policisztas ovarium szindroma;
NASH: nem alkoholos szteatohepatitisz; DM: diabétesz mellitus) [Menrick és mtsai., 2018
alapjan].
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Definicio

Jellemzok NCEP- AHA-
1 3 5
il ATP Il 2 - NHLBI * S
DM: EG > 126
vagy 2 h GT >200 . EG > 100
mg/dl vagy EG 2 100 mg/dI EG > 100 mg/dl
KGT: EG<126és | - mg/d| vagy vagy jelenlegi
Kérosodott gliikoz ' EG>110 vagy . . ;
200<2hGT > . jelenlegi gyogyszeres
anyagcsere mg/dl korabban . .
140 mg/dl vagy diaenosztizalt | EYOBYSZeres kezelés 1
KEG: EG > 110 és g oM kezelés 1 gliikozra
126 <2 h GT< 140 gliikdzra
mg/dI
.. . DCSA>09Ffiés | DB>102 | DB >102cm DB > 102 I’<(?I’1kr6t .
Kozponti X ; . definiciok orszag
Ihizotts >0.85 N vagy cm Ffi Ffi cm Ffi &S NéDESSE
elhizottsag TTI>30kgm* | DB>88N | DB>8N | DB>88N Szgim &
<40 mg/dI
Ffi
<40 mg/dI <50 mg/dlI N
HDL <35 mg/dl Ffi Ffi <40 mg/dI Ffi vagy <40 mg/dl Ffi
<39 mg/dI N <50 mg/dl | <50 mg/dl N jelenlegi <50 mg/dI N
N gyogyszeres
kezelés
| HDL-re
>150 mg/dl | >150 mg/dl
vagy vagy
TG >150mg/dl | =150 mg/dl |  Kordbban | jelenlegi >150 mg/dl
diagnosztizalt | gyogyszeres
lipid kezelés
abnormalitds 1 TG-re
>130/>85 >160/90
mmHg vagy | mmHg vagy | >130/>85 mmHg
. . >130/>85 kezelés jelenlegi vagy jelenlegi
Vemyomas 2160/90 mmHg mmHg korabbi magas magas vérnyomas
magas vérnyomas terapia
vérnyomasra terapia
>20 ng/perc vagy
Mikroalbuminuria albumin:kreatinin - - - -
arany >20 mg/g
Karlc.).sif,d ott Kozponti
- g0z >3 elhizés ) ,, . .
Kritérium anyagcsere . . . >3 jellemzd >3 jellemzd
] jellemzé + 2 egyéb
+ 2 egyéb . .
. . jellemz6
jellemzd

1. tablazat: A metabolikus szindréma diagnosztikai kritériumai a kovetkezék szerint

L-Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization); >~ Nemzeti Koleszterin Oktatdsi
Program harmadik jelentése, a felndttek magas veérkoleszterinszintiének kimutatasaval,
ertékelésével és kezelésével foglalkozo szakértdi testiilet —felndtt kezelés 1l1. panele (Third
Report of the National Cholesterol Education Program, the Expert Panel on Detection,
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Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults—Adult Treatment Panel 111);
8. Nemzetkozi Diabétesz Szovetség (International Diabetes Federation); *— Amerikai Sziv
Egyesiilet és a Nemzeti Sziv, Tiidd és Vér Intézet (American Heart Association, and the National
Heart, Lung, and Blood Institute); és °- Nemzetkozi Diabétesz Szivetség Jarvanyiigyi és
Megelézési Munkacsoportianak;, Nemzeti Sziv-, Tiidé- és Vérintézetének;,; Amerikai
szivszovetsegenek; Sziv Vilagszovetségenek; Nemzetkozi Atherosclerosis Tarsasaganak; és az
Elhizas Tanulmadnyozok Nemzetkézi Szovetségeének kozos ideiglenes nyilatkozata. TTI:
testtomeg-index, DM: diabétesz mellitus; KGT: kdarosodott gliikoztolerancia; KEG: karosodott
éhomi glikémia; EG: éhomi gliikéz; GT: glikoz terhelés; DCSA: derék-csipé ardny; DB:
derékbdéség;, HDL: Nagy stiriiségii lipoprotein; TG: Triglicerid; Ffi: férfiak; N: nék; 1:
megndvekedett, |: csokkent [Lemos és mtsai., 2023 alapjan].

2.2. Az elhizas

Az elmult néhany évtizedben az elhizés eléforduldsa dramaian megndétt vilagszerte. A kronikus
elhizas tobbek kozt kiilonféle rakos megbetegedésekhez, 2-es tipusu diabétesz mellitushoz
(DM-hoz), sziv- és érrendszeri betegségekhez vezethet (1. abra). Ezért az elhizast az elhalalozas
és rokkantsag egyik vezetd okaként azonositottak vilagszerte, mely a vilag kiilonb6z6 régidiban
a halalozasok 10-13%-aért felelds [Frithbeck és mtsai., 2013]. Az elhizas megallapitasanak
legelterjedtebb modszere a TTI kiszamitasa, mely a kilogrammban mért testtdmeg és a
testmagassag méterben kifejezett négyzetének a hanyadosa. A TTI szerint torténd testtomeg
osztalyozast a 2. tablazat foglalja magaba [Kovacs és Szasz, 2012]. Az elhizas f6 patofiziologiai
okanak az energiahomeosztazis egyensulyhianyat azonositottdk, amikor az energiafelvétel
lényegesen nagyobb, mint az energiafelhaszndlds [Heymsfield és Wadden, 2017]. Az elhizés
azonban egy tobbtényezds betegség, amely mas 0sszetevokbdl is eredhet, beleértve a szocidlis,
¢letmodbeli, viselkedési halozatokat és az egyének genetikai hatterét [Christakis és Fowler,

2007; Frithbeck és mtsai., 2018; Lin és Li, 2021].

TTI (kg/m?) Testsilyosztalyozas
18,5-24,9 normadlis testsuly
25-29,9 tulsulyos
30-34,9 enyhe elhizas
35-39,9 mérsékelt elhizas
> 40 stlyos foku elhizas

2. tablazat: TTI szerinti testsuly osztalyozas /[Kovdcs és Szdsz, 2012].

Kimutattak, hogy a zsirszévet, valamint szamos mas szerv, példaul a m4j, a hasnyalmirigy és a
vazizom szerepet jatszik az elhizédsban és az elhizassal Gsszefliggd anyagcserezavarokban.
Mindazonaltal az a tény, hogy még kis mértékii (5%-o0s) fogyas valoban fokozhatja az
inzulinérzékenységet ¢és csokkentheti bizonyos kockazati tényezOket jelzd paraméterek

plazmaszintjét (pl.: a keringd gliikdz, TG és alanin transzamindz szintje); az anyagcserezavarok
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miatt, feltételezik, hogy a zsirszovet a kdzponti szerv, amely képes szabalyozni az anyagcsere

egyensulyat [Magkos és mtsai., 2016].
2.3. A zsirszovet és az adipocita tipusok

A ragcsalokban az adipocitdkat harom tipusba soroljak. Az energiat tarold fehér zsirsejtek,
melyek a fehér zsirszovetben (WAT-ban) helyezkednek el, egy nagy unilokularis lipidcseppel
¢s alacsony mitokondrialis stirliséggel rendelkeznek. A barna zsirszovetben (BAT-ban)
talalhaté barna adipocitak aktiv termogén sejtek, magas mitokondrialis tartalommal,
fragmentacioval és uncoupling protein (UCP) 1 expresszidval, valamint szamos kis lipidcseppel
a citoplazmaban. A ,barna-fehérben” (,,brown-like-in-white”/brite) vagy bézs sejtek hidegben
indukalhat6 termogén potenciallal és multilokularis lipidcseppel rendelkeznek [Sanchez-
Gurmaches és mtsai., 2016] (2. abra). A bézs adipocitak a WAT-ban elszortan talalhatok.
Alapallapotban génexpresszios mintazatuk hasonld a fehér zsirsejtekéhez, de hosszan tartd
ingerekre (hideg expozicio, B-adrenerg stimulacid, peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor
(PPAR) vy agonista kezelés) barna-szerli fenotipust mutatnak, amely a sejtekben lezajlo
barnulasnak nevezett folyamat soran alakul ki [Petrovic és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2012].
A lagyéki WAT-ot a bézs adipocitak legjellemzobb depojaként fedezték fel, amelyben a
zsirsejtek termogenikus ingerek hatasara multilokularis morfologiaval és termogenikus

génexpresszios profillal rendelkeztek [Chan ¢és mtsai., 2019].
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Barna adipocita Fehér adipocita Bézs/brite adipocita

Mitokondrium . Sejtmag Q Lipidcsepp

Fehér Bézs/brite
UCP1 o ; -
o Pozitiv Negativ Pozitiv
expresszio
Mlto,l,(o,f‘ d'rlum Magas Alacsony Kozepes
suruse
Llpldcs?p.p Multilokularis Unilokularis Multilokularis
morfologia
Elsédleges Termogenezis Energia raktarozas | Termogenezis?
funkcio Endokrin Endokrin Endokrin?

2. abra: Kiilonb6zo tipusu adipocitak morfolégiai és funkcionalis tulajdonsagai
[https://www.umassmed.edu/guertinlab/research/adipocytes/ alapjan].

Az adipocitikat két daltalanos osztalyba soroljuk: a fehér adipocitak - amelyek egyetlen nagy
lipidcseppben taroljak az energiat, és fontos endokrin funkciokat ldatnak el, valamint a barna
adipocitak - amelyek tobb kisebb lipidcseppben taroljak az energiat, de legfontosabb funkciojuk
a testho elodllitasa (termogenezis). A barna adipocitik hétermelését a mitokondriumban
lokalizalt UCP1 expresszioja teszi lehetévé. Ezek az osztalyozasok azomban tulsagosan
leegyszeriisitettek, mivel egyes fehér adipocitak vagy progenitorokbol de novo differencialodo
adipocitak a hémérséklettdl és az étrendtdl fiiggden barna adipocita tulajdonsagokat vehetnek
fel (ezeket brite vagy bézs adipocitaknak nevezziik), és forditva.

Kezdetben a BAT-ot olyan szovetnek tekintették emberekben, amely csak csecsemdkben van
jelen, és nehezen elérhetdé anatomiai helyeken talalhatdé [Heaton, 1972]. Szamos
pozitronemisszios tomografiat (PET-et) hasznal6 tanulmany bizonyitotta, hogy a felnéttek is
jelentds mennyiségli BAT-tal rendelkeznek, leggyakrabban a nyaki-kulcscsont feletti
(cervikalis-szupraklavikularis) depot jellemezte magas glikozfelvétel, kiilondsen hideg

expozicié utan [Cypess és mtsai., 2009; Virtanen és mtsai., 2009]. A PET-szamitogépes
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tomografia (CT) modszerének elegans megkozelitésével a barnulasra képes zsirszovet tobb
anatomiai régioban is megtalalhaté volt, példaul nyaki, Szupraklavikularis, honalji,
mediasztinalis, paravertebralis és hasi terlileten [Leitner és mtsai., 2017]. A ragcsalokkal
ellentétben azonban a human BAT molekularis jellemzdi tovabbra is feltérképezetlenek.
Szamos tanulmany szamolt be arrdl, hogy a cervikalis-Szupraklavikularis depobodl izolalt
human BAT [Cypess és mtsai., 2013] és a magzati lapockdk kozti zsirszovetbdl szarmazd
primer zsirsejtek [Seiler és mtsai., 2015] a klasszikus barna zsirsejtek jellemzoéivel
rendelkeznek, amelyeket a cink ujjfehérje-1 (ZIC1l) magas expresszidja jellemez. Mas,
szupraklavikularis depdbodl izolalt, klondlis eredetli, humén barna zsirsejteket hasznélo
vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy az UCP1-pozitiv sejtek populacidja bézs adipocitakat
tartalmazott [Shinoda és mtsai., 2015]. Egy masik tanulmany, amelyben kiilonb6z6 anatomiai
helyekrdl szarmazo zsirbiopsziakbol izolalt teljes RNS-t alkalmaztak, beleértve a szubkutan
(SC) szupraklavikularis, hats6 mediasztinalis, retroperitonealis, intraabdominalis vagy
mezenterialis depokat, arrdl szamolt be, hogy a bézs-szelektiv markerek, példaul a Homeobox
C (HOXC) 8, HOXC9 és CITED1 nagymértékben kifejezédtek a human BAT-ban, mig a

Klasszikus barna markerek nem voltak kimutathatok [Sharp és mtsai., 2012].
2.4. A barna és bézs adipocitak termogenezisben betdltott szerepe

A termogenikus barna és bézs zsirsejteket tartalmazdé BAT [Wu és mtsai., 2012] hétermelés
révén képes energia felszabaditasra [Cannon és mtsai., 2004], amelyet foként az UCP1-fiiggd
protoncsorgas kozvetit, amely szétkapcsolja az oxidativ foszforilaciot az ATP-szintézisétol a
mitokondriumban [Fedorenko és mtsai., 2012]. Ekkor hé szabadul fel, az ATP termelés pedig
elmarad. Ilyenkor a terminalis oxidacié soran a protongradienst kialakito6 H*-ok az UCP1
fehérje (termogenin) csatornajan, nem pedig az ATP-szintazon keresztiil fognak visszaaramolni

a mitokondrium matrixaba. igy a gradiens kiegyenlitddés hatésara hd keletkezik.

Leirtak, hogy a kreatin-fiiggé ATP-t felhasznalé szubsztrat ciklus eldsegiti az energia
szétkapcsolast a barna €s bézs adipocitdkban. Ezt a ciklust kezdetben a hidegnek kitett allatok
bézs zsirjabdl izolalt mitokondriumokban azonositottak, korlatozott ADP jelenlétében, majd
megerdsitették, hogy mind egér, mind humén barna zsirsejtekben 1étezik [Kazak és mtsai.,
2015]. Elézetes tanulmanyok kimutattak, hogy a kreatin serkenti a szubsztrat ciklust, és fokozza
az ADP-fliggé 1égzést a bézs adipocita mitokondriumokban, amikor az ADP mennyisége
limitalt. UCP1 hianyaban a kreatin metabolizmusban részt vevd gének, beleértve a kreatin-

kinaz B (CKB) -t is, a termogenikus cAMP jelatvitel révén felszabalyozodnak [Brownstein és
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mtsai., 2022]. Ezenkiviil az egerek termogenikus zsirsejtjeiben a kreatinszint csokkenése a
kreatin bioszintézis sebességkorlatozd enzimének, a glicin-amidinotranszferaznak kititésével
csokkenti az energiafelhasznaldst a gatolt termogenezis miatt, és taplalkozas altal kivaltott
elhizast okoz [Kazak és mtsai., 2017; Kazak ¢és mtsai., 2019]. Ennek a ciklusnak a megléte a
BAT-ban alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a mitokondridlis ATP szintézis ndvelése az

energia szétkapcsolast elésegité megkozelitésként hasznalhato (3. abra).

cCAMP

A |

¢ Lipolizis

|

Zsirsav elongdciod
4
COOH

matrix
IMT

Ucpl-fiiggd ,,szétkapcsolt”

Ucpl-fiiggetlen kreatin ciklus 16gzés

3. abra: A bézs zsirsejtekben eddig jellemzett két f6 h6termelési mechanizmus sematikus
illusztracioja CK: kreatin kindz, Cr: kreatin;, PCr: kreatin-foszfat, IMT: intermembran tér
[Szabo és Zoratti, 2017 alapjan].

Az UCPI aktivalasa a barna/bézs adipocitdk hdtermelése érdekében a tapanyagok, példaul a
gliikoz és a zsirsavak nagyobb felvételét eredményezi, mely fenntartja a trikarbonsav (TCA)
ciklus intermedierek képzédését. Ennek kovetkeztében NADH és FADH: keletkezik, amelyek
belépnek az elektrontranszport lancba. Az aktiv barna/bézs adipocitdk nagy mennyiségben
vesznek fel TCA ciklus intermediereket is, pl. szukcinatot, hogy fokozzak a protoncsorgasos
1égzésiiket [Mills és mtsai., 2018]. Egy Gjabb tanulmany arr6l szamolt be, hogy az egér BAT
altal felhasznadlt jelzett glilkoz a hideg expozicid soran piruvattd alakult, amely tovabb
oxidalodott acetil-CoA-va, a piruvat-dehidrogenaz altal katalizalt reakcioban [Panic és mtsai.,
2019]. A gliikkoz és a zsirsavak mellett az aktiv barna/bézs zsirsejtek az elagazd lanctu
aminosavakat is katabolizaljak, hogy kielégitsék nagy energiaigénytiket [ Yoneshiro €s mtsai.,

2019]. Korabbi tanulmanyunk is felvetette az alanin-szerin-cisztein transzporter 1 (ASC-1) altal
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kozvetitett szerin, cisztein ¢és glicin felvétel fontossagat a mély nyaki eredetli adipocitdk
Az SLC7A10 gén altal kodolt transzporter eldsegiti a fentebb emlitett kis, semleges aminosavak
natrium-fiiggetlen, kétirany szallitasat. Megfigyeltiik, hogy a gén magasabb expressziot
mutatott a mély nyaki eredetii termogenikus zsirsejtekben, kiilondsen barna differenciacio
soran. Az ASC-1 az extracellularis D-szerinszint 6 szabalyozdja a szinaptikus rendszerekben
[Rutter és mtsai., 2007]. Az ASC-1 transzporter korabban fehér zsirsejtekre specifikus
sejtfelszini markerként volt ismert [Ussar és mtsai., 2014]. A kézelmultban arrdl szamoltak be,
hogy az ASC-1 mRNS expresszidja magas ¢és indukalodik a hasi SC és omentalis fehér
zsirszovetbdl frissen izolalt adipocitdkban, €s erds negativ korrelaciot mutat a zsigeri elhizassal
¢és az inzulinrezisztenciaval emberekben, valamint elésegiti a mitokondrialis 1égzést és az
inzulin altal stimulalt gliikozfelvételt [Jersin és mtsai., 2021]. Az aktiv barna/bézs zsirsejtek
tapanyag-elnyelé képessége hozzajarulhat a cukrok és lipidek szintjének csokkenéséhez a
vérben, ami kdzvetve javitja a glilkdztoleranciat és az inzulinérzékenységet [Cheng és mitsai.,

2021].

A BAT kulcsszerepet jatszik az allandé magi testhmérséklet fenntartasaban a didergés nélkiili
termogenezis révén [Cohen és Kajimura, 2021], és igéretes terapias lehetoségeket nyithat meg
az elhizas elleni kiizdelemben [Jimenez-Munoz és mtsai., 2021]. A BAT hat anatomiai régioban
(nyaki, szupraklavikularis, honalji, mediasztinalis, paraszpinalis és abdominalis) talalhaté meg
feln6tt emberekben, ami az 6sszes zsir 4,3%-at €s a teljes testtomeg 1,5%-at teszi Ki [Leitner és
mtsai., 2017]. Matematikai modellezések alapjan a BAT évente koriilbeliil 4 kg zsirt képes
oxidalni feln6tt emberekben, és termogén aktivitasa akar 5%-kal is hozzajarulhat az alap
anyagcseréhez [van Merken és Schrauwen, 2011]. Az aktiv barna/bézs adipocitak magas
metabolikus szubsztrat-felhasznalas révén novelik az energiafelhasznalast, igy el6segithetik a
fogyast és potencialis farmakologiai célpontta valhatnak az elhizas és a kapcsolddo anyagcesere-

betegségek kezelésében.

17



2.5. A barna és bézs adipocitak eredete

A vézizom sejtekhez hasonldoan a barna adipocitdk is az embrionalis mezoderma
prekurzorokboél erednek. Ezen prekurzor sejtek miogenikus faktor (Myf) 5-6t, engrailed (En)
1-et és paired box (Pax) 7-et fejeznek ki atmenetileg, melyek a mezodermalis eredetét jelzik a
vazrendszer miogén sejtjeinek. Ez az izom-szeri génexpressziés mintazat, valamint az
izomsejtekhez hasonld mitokondrialis proteém arra enged kovetkeztetni, hogy sejtontologiai
kapcsolat van a klasszikus barna adipocitak és az izomsejtek kozott (4. abra) [Seale és mtsai.,
2008; Sanchez-Gurmaches, 2012; Lepper és Fan, 2010; Forner és mtsai., 2009]. Egér
modellben leirtak, hogy az embirogenezis soran kialakult primitiv BAT-raktarakat
hiperproliferativ fibroblaszt-szerii sejtek generaljak, amelyek lipidszegények maradnak
egészen a sziilés utani iddszakig. Embrionalis prekurzorok korai ,,fate-mapping” vizsgalatai
kimutattak, hogy a barna zsirsejtek a dermomiotoman beliili korai szomitdk (6sszelvények)
paraxialis mezodermaibdl szarmaznak [Xue és mtsai., 2023]. A barna zsirsejtek kialakulasanak
f6 szabalyozdja a PRD1-BF-1-RI1Z1 homologous domain-containing protein-16 (Prdm16). A
Prdm16 molekularis kapcsoloként mitkodik, amely meghatarozza, hogy a Myf5-6t expresszalo
prekurzor sejtek barna zsirsejtekké vagy miocitakka differencialodjanak. Az elkotelezett BAT-
ban a prekurzorok Enl, Myf5 és Pax7 transzkripcids faktorokat expresszalnak. Mig a barna
adipocita prekurzorokban korai B sejt faktor 2 (EBF2) fejez6dik ki, addig a szomitakban
myoblast determination protein (MyoD) és Myf5 termelddés downstream zajlik (4. abra, felsé
panel). A szomitakban expresszaloddo MyoD gatolja meg, hogy a prekurzorok barna
adipocitakka alakuljanak [Seale és mtsai., 2008; Ikeda ¢és mtsai., 2018].

A klasszikus barna adipocitakkal ellentétben a bézs adipocitak embrionalis eredete ez idaig nem
teljes mértékben tisztazott. E két sejt valoszintileg kiilonb6zd sejtvonalakbdl eredeztethetd,
mivel a SC zsirraktarakban nem talalhatok Myf5+ sejtek [Seale és mtsai., 2008; Sanchez-
Gurmaches, 2012]. ,,Pulse-chase fate-mapping” technikaval, a SC lagyéki régioban hideg és
3-adrenerg agonistak alkalmazéasaval bézs adipocitak képzddését figyelték meg egy eddig nem
karakterizalt prekurzor sejtb6l [Wang és mtsai., 2013]. ,,Lineage-tracing” tanulmanyokban
leirtak, hogy egerekben a bézs adipocitak olyan progenitorokbol szarmaznak, amelyek Myosin
heavy chain (Myh) 11-et, Spinal muscular atrophy/ Survival motor neuron protein (SMA)-t,
Platelet derived growth factor receptor (PDGFR) a-t vagy PDGFRp-t expresszalnak (4. abra,
als6 panel). A roscovitine, mely a Ciklin dependens kinaz (CDK) 5 farmakologiai inhibitora az
UCP1-pozitiv adipocitak fejlodését segiti eld, amely eltéré molekularis mintazatot mutat a

klasszikus bézs adipocitakhoz viszonyitva [Wang és mtsai., 2016].
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A fentiek alapjan a bézs adipocitak erdsen plasztikusak, reagalnak a kdrnyezeti ingerekre, igy
a bézs és fehér zsirsejt allapotok kozott atkonvertalodhatnak. Ezenkiviil a bézs adipocitak

metabolikusan heterogénnek tlinnek, és szubsztrat-specificitassal rendelkeznek.

Barna zsirszoévet —— MyoD*, miogenin®

depok
‘ — ” Véazizom

1
Enl, MyfS, Pax7 Wioblasat

UCP1, PRDM16, PGC-1ax

Dermomiotémalis @
PPARY, PROM16
prekurzor \

e (J Klasszikus barna
%Y adipociték
Barna preadipocita
Fehér zsirszovet UCP1, PROM16, PGC1G
depok

% _ _> Bézs adipocitak
PPARY, PROM16

SMA, PDGFRa, l Mitofégia

PDGFRb, EBF2 .

Kérnyezeti hatasok - Fehér adipocitak
(hideg, testmozgas, PPARy ligandok, Nincs UCP-1 termelés,
kéros sovanysag stb.) ) Unilokularis lipidcseppek

4. abra: A Kkiilonboz6é zsirsejtek biogenezisének ontologiaja

A klasszikus barna zsirsejtek az embriondlis fejlédés soran dermomiotomalis prekurzorokbol
differencialodnak, melyek Enl-et, Myf5-ot és Pax7-et expresszalnak. A bézs adipocitik
fejlodését a szubkutan WAT depokban kornyezeti tényezék (kromikus hideg akklimatizdcio,
testmozgds, PPARy ligandumok, szévetsériilés, cachexia) stimulaljak. A kiilsé ingerek
megsziinésével az ujonnan képzédott bézs zsirsejtek fehér adipocita fenotipust alakitanak ki
(unilokularis lipidcseppekkel, UCP1 expresszio nélkiil) [Ikeda és mtsai., 2018 alapjan].

2.6. A hotermelés aktivalasa adipocitakban

A bézs termogenezissel kapcsolatos legtobb laboratoriumi vizsgélatban a hdtermeld aktivitast
indukaljak a hosszan tartd hideg expozicié vagy a P3-adrenerg receptorok (B3-AR-0k)
farmakologiai aktivalasa révén egerekben. Mindkét mechanizmus atmeneti és folyamatos
ingereket igényel [Weyer és mtsai., 1998]. A hideg hatasara aktivalodo barna zsirsejtek
fokozzak az anyagcsere-aktivitast €s a termogenezist, melynek folyamata magaban foglalja a
GLUTI ¢és GLUT4 gliikéztranszporterek felszabalyozéasat, valamint a glikolitikus enzimek,
példaul a hexokinaz, a laktat-dehidrogenaz és a foszfofruktokinaz fokozott expressziojat [Basse
¢s mtsai., 2017]. Termogén aktivacio a legtobb zsirszovetben eltérd mértékben fordulhat el6 a
kiilonboz6 régiokban, igy a lagyéki (inguinalis), a deréki (dorsolumbaris), a retroperitonealis és

a SC WAT (sWAT)-ban, valamint a lapockak kozotti (interszkapularis), cervikalis,
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szupraklavikularis, paravertebralis, SC és perirenalis BAT-ban [Nguyen és mtsai., 2023].
Szamos stimulacio, mint példaul a hideg expozicid, a B-adrenerg agonista alkalmazasa, a
testmozgds ¢és a természetes novényi kivonatok hatékonynak bizonyultak a zsirsejtek
aktivalasdban a magas termogenikus kapacitds megszerzése érdekében, mikdzben egyidejlileg
fokoztak az anyagcsere aktivitasat [Weir és mtsai., 2018; Lee és mtsai., 2021]. A kutatasok
soran leggyakrabban hasznalt és leghatékonyabb stimulacidé a korabban emlitett hideg
expozicid és a P-adrenerg stimulacid, amely soran a [-adrenerg jelatvitel aktivalodik.
Ragcsalokban kimutattdk, hogy a B3-AR-ok aktivaljdk a barna zsirsejteket €s a zsirszovetek
barnulasat, ami az UCP1 fehérjeszint ndovekedéséhez vezet a kiilonb6zd zsirraktadrokban, és
csOkkenti a szabad zsirsav (FFA) raktarozasat a WAT-ban, valamint magasabb FFA oxidaciot
¢s felhasznalast eredményez a BAT-ban [Warner és mtsai., 2016; Mottillo és mtsai., 2014]. Bar
a legujabb bizonyitékok arra utalnak, hogy a B3-AR talan nem nélkiilozhetetlen, és barnulas
el6fordulhat B3-AR jelenléte nélkiil is [de Jong és mtsai., 2017], az a tény, hogy a B3-AR részt
vesz az adrenerg stimulacié aktivalasi kaszkadjaban, széles korben megerésitett [Cao és mtsai.,
2001; Chartoumpekis és mtsai., 2011; Fan és mtsai., 2019]. Emberekben azonban a f2-AR-t,
¢s nem a [B3-AR-t azonositottdk a BAT termogenezis aktivalasdnak kulcsfontossagu
receptoraként, és ez volt a dominans B-AR (akar 91%-ban), amely RNS-szinten expresszalodik
a WAT-ban [Blondin és mtsai., 2020], ami arra utal, hogy az emberek és a ragcsalok eltéroek

a B-AR stimulaci6 hatasat tekintve.

A noradrenalin -AR-okhoz val6 kétddése aktivalja a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)
termelédését és a protein kinaz A (PKA) aktivitasat [Dickson és mtsai., 2016; Yehuda-
Shnaidman és mtsai., 2010]. A PKA foszforilaljaa cAMP valaszad6 elem-kot6 fehérjét (CREB-
et) és a p38 mitogén altal aktivalt protein kinazt (p38-MAPK-t), mindkett6 szabalyozza a
és mtsai., 2001; Cao és mtsai., 2004] (5. abra). A PKA emellett foszforilalja a mammalian target
of rapamycint (mTOR-t), amely a cellularis mikrokérnyezetben a sejtmetabolizmus és a
tapanyagokra adott valasz kulcsfontossagu szabalyozoja, illetve sziikséges a barna morfologia
kialakitasahoz a zsirszovetekben [Liu és mtsai., 2016]. Kimutattak, hogy a PKA szerepe a BAT
stimulacidban €s metabolikus moduldcioban korreldl a PGC-1a transzkripcios faktorral, amely
az adaptiv termogenezishez sziikséges mitokondridlis metabolizmus kulcsfontossagu
szabalyozdja [Wu és mtsai., 1999; Puigserver és mtsai., 1998]. A PKA szerepe a barnulasban

hely-specifikus és az egyedi fiziologiai allapottdl fiigg, mivel csak a SC fehér zsirsejtek
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stimuldlasa fokozta a lipolizist a mitokondridlis szétkapcsolds révén, az elhizas pedig

csokkentette a sejt termogenikus kapacitasat [ Yehuda-Shnaidman és mtsai., 2010].
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5. abra: A barnulas és a termogenezis aktivacioja
A hideg hémérséklet aktivalhatjia a szimpatikus idegrendszert, ami noradrenalin szekréciot
eredményez, és ezt kovetoen a f-adrenerg receptorokon keresztiil aktivalja a termogenezist a
barna zsirsejtekben. A noradrenalin mellett a f-adrenerg receptor agonistak (pl.: CL-316,243)
aktivaljik a PKA-t és novelik a cAMP-szintet, amely a TG lebomldsahoz és az FFA-termelés
felgyorsuldsahoz vezet, mely a mitokondriumok és az UCPI szabdlyozdsanak donté
szubsztratjaként szolgal. A TH a BAT-ban lévé TR-hez kétédik, aktivalja a SIRT utvonalat, ami
a BAT adipogenezisét eredményezi. A leptin korrelal a hipotalamusz szabalyozdsdval a BAT-
ban, és javitia a szervezet emergiafelhasznadldasat. Az Osztrogénreceptorokat az dsztradiol
aktivalja a ventromedialis hipotalamuszban, hogy fokozza a szimpatikus idegrendszer
szabadlyozdsat az AMPK-n keresztiil a BAT-ban, aktivalva annak termogenezisét. Az aktivalt
barna zsirsejtek fokozott lipolizist és TG-FFA ciklust mutatnak, ami csékkenti a felhalmozodott
TG-eket a véraramban és a kozeli szervekben, és fokozza a mitokondridlis aktivitast. A
magasabb mitokondridlis aktivitas hozzajarul az UCPI expressziojanak novekedéséhez, amely
fontos szerepet jatszik az energia-ho konverzioban a BAT-ban. Ezenkiviil a hideg
homeérséklethez valo akklimatizacio a leptin és a TH-k magasabb szintjéhez is vezet, ami az
inzulinérzékenység névekedéséhez vezet, ezaltal fokozza a gliikoz transzporter aktivitdasat, és ezt
kovetoen csokkenti a gliikozszintet a véraramban. Ezzel szemben az edzés aktivalja az Fndc5
expreszziojdt a miocitakban. A zsirsejtek membranjaban az Fndch elhasad, mely irizin peptidet
képez, amely aktivalja a PPARy-t, hogy szabdlyozza a barnulasi folyamatot [Nguyen és mtsai.,
2023 alapjan].
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A B-AR-on keresztiili aktivalason kiviil egy nemrégiben késziilt tanulmany feltarta az UCP1
szabalyozasanak és a termogenikus aktivacionak a 6-os és 9-es fibroblaszt novekedési faktoron
(FGF) keresztiil térténé nem kanonikus utjat [Shamsi és mtsai., 2020]. Ebben a tanulmanyban
a szerzOk azt talaltak, hogy az FGF6 ¢s az FGF9 indukalodik az edzés €s a hideg expozicio
soran, ami aktivalja az FGFR3 receptorokat. Ez eldsegiti a prosztaglandin E2 mediator
bioszintézisét, mely szabalyozza az UCP1 expresszidjat az FLII transzkripcios koaktivatorok
és az 6sztrogén-kapcsolt receptor alfa (ERRa) UCP1 enhancerhez torténé megkotésén keresztiil

[Shamsi és mtsai., 2020], ami egy Gj modot sugall a termogenezis aktivalasara.

A termogenikus gének a pajzsmirigy o és P receptorainak (TRo és B) aktivalasaval is
szabalyozhatok, amelyek mind a WAT-ban, mind a BAT-ban expresszalodnak [Ribeiro és
mtsai., 2001]. A TR specifikus izoformai a BAT-ban nagymértékben kiilonbozhetnek egyes
fajokban [Nguyen és mtsai., 2023]. A pajzsmirigyhormonnak (TH) két {6 izoformaja van. A
kevésbé aktiv tiroxin izoforma (T4) a II-es tipusu dejodindz (DIO2) hatdsara atalakulhat aktiv
formajava, 3,3',5-trijodtironinna (T3) [Sentis és mtsai., 2021; Yau és Yen, 2020]. A TH fontos
szerepet jatszik az anyagcsere szabalyozasdban a kiilonb6zdé szovetekben a ndovekedés és
fejlodés soran [Mullur és mtsai., 2014]. Megallapitast nyert, hogy az interszkapularis BAT
(iIBAT)-ban a T3 aktivalja a TRa-t, amely eldsegiti az adipocita progenitor sejt (APC) populacio
differencidciojat és az APC-k atmenetét a megnyult morfol6giabol az adipogén elkdtelezettség
iranyaba, amely folyamat soran az iBAT depodiban a Myc-medialt glikolizis aktivalodik [Liu és
mtsai., 2022]. Egy masik tanulmanyban feltartak, hogy a T3 indukalta a forkhead box Ol
(FOXO1)-t, mely a szirtuin 1 (SIRT1) downstream célpontja, amelynek enzimaktivitasa a
cellularis NAD*-t6l fiigg [Cant6 és mtsai., 2012]. Leirtak, hogy a SIRTI aktivalasa javitja a
BAT metabolizmusat és mitkddését, valamint javitja a gliikoz homoeosztazist. Ezenkiviil a
SIRT1 indukélta az mTOR gatldsat, ami a barna zsirsejtek megndvekedett autofag ¢&s
lizoszomalis génexpresszidjahoz vezetett, mely fokozott mitokondrialis turnovert ¢és
biogenezist, valamint a BAT termogenezisének javulasat eredményezte [ Yau és mtsai., 2019;
Boutant és mtsai., 2015]. A T3 fokozta egy masik termogenin fehérje izoformanak, az UCP3-
nak az expresszidjat is, amely részt vesz a termogenezisben, és korrelal az UCP1
expressziojaval a BAT-ban hidegnek valo kitettség soran [Hilse és mtsai., 2016; Gong és mtsai.,
1997]. Az UCP3 termogenezisben betoltott szerepét szamos szovetben kimutattak, beleértve a
vaz- és a szivizomzatot. Bar az UCP3 részt vehet a BAT termogenezisében és nélkiilozhetetlen
a nem-didergéses hétermelésben horcsdgokben, az egér BAT-ban csak az UCP1 termogenikus

funkciojanak kiegészitdje lehet [Riley és mtsai., 2016; Christopher és Edward, 2020; Liebig és
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mtsai., 2014], ami arra utal, hogy az UCP1 minden esetben a f6 termogenin izoforma a BAT-

ban hideg expozici6 soran.

A hipertireozis a hipotalamusz TH-szintjének emelkedéséhez is vezet, és a TH novekedése a
hipotalamusz ventromedialis magjaban 4°C-on és 23°C-on is felerdsiti az UCP1 expressziojat
a BAT-ban, ami sulycsokkenést eredményez [Rial-Pensado és mtsai., 2022], mely arra utal,
hogy a TH kozvetett centralis hatast fejt ki a termogenezisre, a szisztémas anyagcserére és az
energiafelhasznalasra. A termogenezis és az energiafelhasznalas hipotalamikus szabalyozasa a
valdsziniileg a szimpatikus idegek BAT-ra iranyul6 aktivitasanak novelésével és a szimpatikus
szabalyozo régiokban a BAT-kor bevonasaval, mely fokozza az UCP1 expresszidjat magas
zsirtartalmu taplaléknak kitett egér modellekben [Nguyen és mtsai., 2023]. Lipodisztrofias egér
modellben a leptin ndveli a Pgc-1a, a Cidea és az Ucpl expressziojat a BAT-ban, valamint
fokozza a testhémérsékletet annak ellenére, hogy e folyamat anyagcserére kifejtett elonyos
hatésai ezidaig nem bizonyitottak [Hoffmann és mtsai., 2021]. A leptin BAT termogenezisére
¢s metabolizmusdra gyakorolt hatdsanak molekularis hatasat korlatozottan vizsgaltak, azonban
a leptin energiafelhasznalast noveld hatdsa Osszefliggésbe hozhatdé a hipotalamusz TH
szabalyozasaval [Rogers és mtsai., 2009]. Ezek az adatok szisztémas kolcsonhatasra utalnak,
amely szerint a BAT részt vesz a termogenezis és az energiafelhasznélds centralisan vezérelt
szabalyozasaban. Nem tisztdzott még részletesen, hogy az egyén kiilonbozd fiziologids
allapotai hogyan befolyasoljak a BAT aktivitasat és annak hatasat a szisztémas anyagcserére.
A jovobeli vizsgalatok tervezésekor figyelembe kell venni az egyes egyedek specifikus

fiziologiai és metabolikus allapotaval kapcsolatos szempontokat is.
2.7. A bézs-fehér adipocita atalakulas

A bézs adipocitak termogenikus fenotipusa a kiilsé ingerek megvonasa utan reverzibilissé valik.
Az adrenerg stimulaci6 megsziinésekor (példaul meleg homérsékleten) a bézs adipocitdk
fokozatosan unilokularis lipidcseppekkel rendelkezé sejtekké alakulnak, és elveszitik bézs
tulajdonsagaikat, mikozben fokozddnak a fehér jellemz6ik (pl. csokkent mitokondrium szam
és termogenezis). Ezt a bézs-fehér atalakulast csokkent szimpatikus beidegzodés,
vaszkularizacio és UCP1 expresszio, valamint fokozott idegi kemorepellens (szemaforin 1)
szekrécio és leptin expresszio kiséri [Cinti és mtsai., 1997; Cancello és mtsai., 1998; Giordano
és mtsai., 2001]. A bézs zsir depokban az ingerek megvondsa utan észlelt fenotipusos és

morfologiai atalakulas nem figyelhetd meg a klasszikus barna zsirsejtekben [Seale és mtsai.,
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2008]. 2013-ban Christian Wolfrum kutatocsoportja a sejtek leszarmazasi vonalanak
nyomkdvetését hasznalta a bézs-fehér interkonverzid kdvetésére. Kimutattadk, hogy a hideg altal
kivaltott bézs zsir a meleg homérséklet megjelenésétdl szamitott 5 héten beliil atalakult,
azonban a fehéredett bézs zsirsejtek csaknem 75%-a ismét bézssé valhat az jboli hideg
indukcié hatasara. Erdekes modon a masodik hideg expozicié utan a bézs zsirsejtek fele a
korabbi fehéredett bézs zsirsejtekbdl alakult ki, az ijonnan képzddott bézs zsirsejtek masik fele
pedig mas forrasbol szarmazott [Rosenwald és mtsai., 2013]. Bar a bézs zsirsejtek elvesztették
barna-szeri fenotipusukat és a fehérekéhez hasonld fenotipust vettek fel a homérséklet
emelésekor, megdrizték epigenetikus emlékiiket a hideg expoziciordl, ami lehetévé tette
szamukra, hogy 0jbol aktivaljak a barnulasra jellemz6 géneket, amint hideg hémérsékletnek
voltak kitéve [Roh és mtsai., 2018]. Erdekes modon a bézs adipocitik apoptozisat és halalat
nem talaltdk a bézs fenotipus elvesztésének okaként [Rosenwald és mtsai., 2013]. Ezzel
szemben kimutattdk, hogy a BAT fehéritése noveli a sejthalalt azaltal, hogy fokozza a
zsirszovet gyulladasat, ami a BAT plaszticitasanak hidnyara utal [Kotzbeck €és mtsai., 2018].
2015-ben Kozak és kutatdcsoportja sokkal nagyobb dinamikarol szamolt be az UCP1 és a
mitokondrialis forgalomban a bézs zsirban, a BAT-hoz képest [Gospodarska és mtsai., 2015].
A legujabb publikaciok arrdl szamoltak be, hogy az autofagia szerepet jatszik a bézs adipocitak
termogenezisének csokkenésében. Ragcsalokban a parkin-fliggd szelektiv mitokondrialis
eltavolitas (mitofagia) inaktiv — morfologiailag fehér, de reaktivalodni képes — bézs zsirsejtek
képzddését inditja el. A mitofagia aktivitds megndvekedett az adrenerg ingerek megvonasakor,
¢és kimutattak, hogy a parkin (PARK?2) mitokondriumba val6 toborzésa kozvetiti. Az autofagia
a bézs fenotipust az ingerek eltavolitasa utan is. Egyedi sejtes kisérletekben megfigyelték, hogy
ugyanez a folyamat kozvetlen transzdifferenciaciot okozott (bézs-fehér atalakulas), amely nem
tartalmazott koztes 1épést [Altshuler-Keylin és mtsai., 2016]. Kutatocsoportunk az elmult
években leirta, hogy a differencialt human primer SC és Simpson—Golabi—Behmel-szindroma
(SGBS) zsirsejtekben a cAMP altal kivaltott termogenikus aktivacio leszabalyozta a mitofagiat,
blokkolva a bézs-fehér atalakulast [Szatmari-Toth és mtsai., 2020]. Az ebbe az atalakulasi
folyamatba valé belépés megakadalyozasa potencialis modja lehet a fokozott termogenezis

fenntartdsanak az elhizas elleni kiizdelemben.
2.8. A mitofagia és annak szerepe a termogenikus bézs adipocitik szabalyozasiaban

A mitokondriumok kulcsfontossaguak a sejtek homeosztazisaban. Olyan 1étfontossagu

funkciokat latnak el, mint a bioenergetika, a bioszintézis és a sejtes jelatvitel, valamint fontos
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szerepet toltenek be a klasszikus barna és bézs adipocitdk termogenikus és metabolikus
miikodésében is. Ezeknek a folyamatoknak a megfeleld fenntartasa kulcsfontossagu a
betegségek kialakulasanak megelézéséhez és az optimalis sejtmilk6dés biztositasahoz. A
mitokondriumok hasadason és fzion keresztiil képesek valtoztatni a morfologiajukat. A fazio
soran egy nagy megnyult mitokondriumokbdl all6 héalézat jon létre, hasadas sordn kisebb
fragmentalt egységek képzddnek [Liesa és mtsai., 2013; Costa és mtsai., 2023]. A karosodott
vagy nem kivant mitokondriumok szelektiv autofagiaval, az ugynevezett mitofagiaval
eltavolithatok,  amelyet a  mitokondridlis  mindség-ellendrzés  kulcsfontossagu

mechanizmusanak tartanak [Palikaras és mtsai., 2018].

Az autofigia egy részletesen leirt intracellularis katabolikus folyamat, amelyben a fehérje-
aggregdtumokat vagy a sériilt organellumokat kettés membrannal hatarolt strukturak,
ugynevezett autofagoszoémak juttatjdk a lizoszomakba lebontasra, és komponenseiket
ujrahasznositjak [Parzych ¢és Klionsky, 2014; Loérincz és Juhasz, 2020]. Az autofagoszéma
kialakulasakor az mTOR komplex 1 (mTORC1) molekularis jele kivaltja az unc-51-like
autophagy activating kinase (ULK) 1 komplex aktivalasat, amely az ULK1-bdl, az ATG13-bol
és a focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa (FIP200)-bdl all, mely elinditja
az izolacios membran kialakuldsit a meglévé membranforrasokbol, példaul az
endoplazmatikus retikulumbol (ER-bol) vagy a Golgibol (6A. dbra). A membran tovabb nyulik,
¢és egy teljesen zart, kettds membrannal hatarolt vezikulat hoz 1étre, amely autofagoszomaként
ismert. Az autofagoszoma kialakulasat szamos, az autofagia kapcsolt kozponti fehérje iranyitja.
Az autofagoszoma kialakulasanak kulcsfontossagu 1épése a foszfatidil-etanol-amin (PE) és a
mikrotubulus-asszocialt fehérje konnytilanc 3 (LC3)-1 konjugalasa - amely egy ATG8 homolog
- az LC3 lipidalt forméja, LC3-1l 1étrehozésa érdekében. Ezt a konjugaciot részben az ATG7 és
az ATG5-ATG12-ATGI16L1 komplex kozvetiti. Az LC3 egy széles korben elfogadott
autofagoszomalis marker, az LC3-II tartalom pedig az autofagoszoma képzodés mértékének
indikatora [Lamb és mtsai., 2013]. Az LC3-I atalakulasanak LC3-Il-vé torténd kimutatasa
western blottal egy altalanosan hasznalt modszer az autofagia aktivitas kovetésére, mivel az
LC3-1I mennyisége korrelal az autofagoszomak szamaval [Yoshii és Mizushima, 2017]. Amint
az autofagoszoma kifejlodott, egyesiil a lizoszomaval, és egy autolizoszomat (egy membrannal
hatarolt savas vezikulat) képez, ahol a lizoszomalis hidrolitikus enzimek, példaul a katepszinek
lebontjak annak tartalmat. A lizoszoma biogenezis az autofagia gépezet fontos osszetevoje, €s
a mikroftalmia/transzkripcios faktor E (MiT/TFE) transzkripcios faktor csaldd szabalyozza,

amely magaban foglalja a mikroftalmia-asszocialt transzkripcios faktort (MITF), az EB
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transzkripcids faktort (TFEB) és az IGHM enhancer 3-hoz k6t6d6 transzkripeios faktort (TFE3)
[Altshuler-Keylin és Kajimura, 2017].

Mitofagia esetében a szelektivitist specifikus fehérjék biztositjak, amelyek fizikailag
Osszekapcsoljak a mitokondriumokat az LC3 autofagoszémalis fehérjével. Ezek a receptorok
kolcsonhatasba 1épnek az autofagoszomaval az LC3-interaktalé région (LIR-en) keresztiil (6B.
abra). A mitokondrialis karosodas a szelektiv mitokondrialis eltavolitas fo fiziologias kivalto
oka. A karosodas altal kivaltott mitofagia két kiilonb6zé mechanizmuson keresztiil fordulhat
el6: adapter altal kozvetitett, ubikvitin-fiiggé mitofagia (6B. abra, felsé rész) és kozvetlen,
ubikvitin-fiiggetlen mitofagia (6B. abra, also rész). Az adapter-medialt mitofagiahoz - amelyet
a foszfatdz és tenzin homolog (PTEN)-indukalt putativ kindz 1 (PINK1) és a Parkin E3
ubikvitin ligaz kozvetit - elengedhetetlen a cél ubikvitinacidja. A mitokondriumok karosodasa
csOkkent mitokondrialis membranpotencialhoz, a kiilsé mitokondrialis membranon a PINK1
stabilizalasahoz, és ezt kdvetden a Parkin toborzasdhoz vezet, mely mindenitt ubikvitinalja a
kiils6 mitokondrialis fehérjéket [Narendra és mtsai., 2010]. Az ubikvitinalt szubsztratokat
ezutan felismerik az autofagia adapter fehérjék. llyenek a p62, az optineurin (OPTN), a nuclear
dot protein 52 kDa (NDP52/ CALCOCO?2) és a neighbor of Brcal gene 1 (NBR1), amelyek
Osszekapcsoljak az ubikvitinalt célpontokat az LC3-mal [Kirkin és mtsai., 2009; Sarraf és
mtsai., 2013; Lazarou és mtsai., 2015; Heo ¢és mtsai., 2015]. Az adapterfehérjék két
meghataroz6 domént tartalmaznak: egy ubikvitin-kété domént (UBD-t) a cél felismeréséhez és
egy LIR domént, amely kdlcsonhatasba 1ép az LC3-mal, hogy eldsegitse az autofagoszoma

kialakulasat.

A karosodas altal kivaltott mitofagia a mitokondriumban lokalizalt fehérjék és az LC3 kozotti
kozvetlen kdlcsonhatason keresztiil is eléfordulhat, fiiggetleniil az ubikvitinaciotol. Példaul a
BCL2/E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP3), BNIP3 Like/NIP3-Like Protein X
(BNIP3L/NIX) és FUN14 domain-containing protein 1 (FUNDCL1) kozvetleniil kdlcsonhatasba
1ép az LC3-mal, hogy eldsegitse a mitofagiat, valaszul a hipoxia altal kivaltott mitokondrialis
karosodasra [Hanna és mtsai., 2012; Liu és mtsai., 2012]. Az Atg32 emlés homolog BCL2-like
protein 13 (BCL2L13) mitofagia receptor kdzvetleniil kélcsonhatasba 1ép az LC3-mal a LIR
doménen keresztiil, de a BCL2L13-at aktivald6 mechanizmusa még nem tisztazott [Murakawa
¢s mtsai., 2015]. Jelentds ismeretekkel rendelkeziink a szelektiv mitofagiardl; azonban sok
kérdés megvalaszolatlan maradt, példaul az, hogy a mitokondrialis eltavolitas milyen modon

szabalyozott sejttipus- vagy szovet-specifikus modon.
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A) Altalanos autofagia B) Szelektiv felismerés: Mitofagia
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6. abra: Az autofagia és a mitofagia utvonalainak attekintése

(A) Az autofagia az izoldcios membran kialakulasaval kezdodik. Az izolacios membran
elinditasahoz az ULKI komplexre van sziikség, amelyet az mTORCI szabdlyoz. Az izoldcios
membran ezutdan koriilveszi a citoszol komponenseket, és megnyulik, hogy teljesen bezarja és
kialakitsa az autofagoszomat. Az autofagoszoma megnyuldsa és zardsa két ubikvitin-szerii
konjugdacios rendszert foglal magaban: az egyik az ATG5-ATG12-ATG16L komplexet, a masik
pedig a PE-konjugdlt LC3-at (LC3-11) alkotja. Az LC3-ll sziikséges az autofagoszoma
kialakulasahoz, és az autofagia markereként szolgal. Ezt kovetoen az autofagoszoma
osszeolvad a lizoszomaval, és a bezart komponenseket a lizoszomalis enzimek lebontjak. A
transzkripcios faktorok MiT/TFE csaladja szabalyozza a lizoszomalis autofagia gének
transzkripciojat. (B) A szelektiv mitokondridlis degradacié vagy a mitofagia az autofagia
receptorokon alapul, amelyek kélcsonhatasba léphetnek az LC3-Il fehérjékkel (zold). Az
adapter dltal kozvetitett, ubikvitin-fiiggd mitofagiaban (fent) a PINK1 stabilizdldsa megkdti a
Parkint, és eldsegiti a fehérjék ubikvitinaciojat a kiilsé mitokondrialis membranban. Az
ubikvitin ldncokat az adapter fehérjék ismerik fel, amelyek szintén tartalmazzik a LIR-t, és
eldsegitik a mitokondriumok kériil az autofagoszoma kialakulasat. Az adapter-fiiggetlen,
ubikvitin-fiiggetlen mitofagiaban a specifikus mitokondrialis fehérjék, amelyek koziil tobbet
azonositottak, kozvetleniil kélcsonhatasba lépnek az LC3-mal [Altshuler-Keylin és Kajimura,
2017 alapjan].
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2.9. Az FTO gén

A poligénes betegségek hatterében allo biologiai mechanizmusok jobb megértése érdekében a
genom asszociacios tanulmanyok (genome-wide association study, GWAS) célja, hogy jobban
megértsiik az emberi genom genetikai valtozatait [Loos és Yeo, 2013]. Ezen els6 GWAS-ok
ramutattak, hogy az FTO-nak elhizasra hajlamosit6 hatasa van, valamint felfedeztek két SNP-
t, melyek a gén elsd intronjaban talalhatoak (rs9930506, rs9939609). Ezek a tanulmanyok végiil
az FTO elhizasra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz vezettek [Scuteri és mtsai., 2007; Frayling
¢és mtsai., 2007].
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7. abra: Az FTO demetilaz aktivitasa

Felsé panel: FTO nukleobdzis szubsztratiai. Alsé panel: Az m®A médosulasat a METTL3,
METTL14 és kofaktoraik (irok) indukaljak, az FTO és az ALKBHS (eltavolitok) megforditjak,
és funkciondlisan elbsegitik az mSA-kotS fehérjék, koztiik az YTHDFI1-3, YTHDC1-2 és
IGF2BP1-3 (olvasok). METTL: NO8-Adenozin-metiltranszferdz alegység; ALKBH: AIKB
homolég; YTHDF: YTH N°-Metiladenozin RNS két6 fehérje; IGF2BP: Inzulin szerii névekedési
factor 2 mRNS kot6 fehérje [Lan és mtsai., 2020 alapjan].

Az FTO egy az emberekben a 16-0s kromoszoéman talalhatd 9 exonbdl és 8 intronbdl alld gén,
mely az AIkB DNS javitd dioxigenaz enzimcsaladba tartozo fehérjét kodol. Az enzim a 2-
oxoglutarat és Fe(Il) dependens demetilaciot katalizalja egyszali DNS-ekben és RNS-ekben.
Demetilacio soran tobb nuleotid atalakulasat katalizalhatja (pl.: 3-metiluracil (mPU), 3-
metiltimin (m®T)), azonban 6 szubsztratja a NS-metiladenozin (m®A). Az FTO tobbféle RNS-
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hez kotddhet, beleértve az mRNS-t, SNRNS-t és tRNS-t, és demetilalhatja az m8A-t és az N8 2'-
O-dimetiladenozint (m®Am) az mRNS-ben, az m°A-t az UBRNS-ben, az m®Am-et az SnRNS-
ekben és az N*-metiladenozint (m*A) a tRNS-ben (7. 4bra, felsé panel) [Wei és mtsai., 2018;
Lan és mtsai., 2020].

Az mPA metilacios modositasa az adenin hatodik nitrogénatomjan a leggyakoribb mRNS-
metilacio, mely a 3'-nem transzlalt régidban (3'-UTR-ek) feldasult a stop és start kodon kozott
[Roundtree és mtsai., 2017]. Az m®A modositasai reverzibilis és dinamikus szabalyozasoknak
vannak kitéve, beleértve az irokat (METTL3, METTL14 és WTAP), az eltavolitokat (FTO és
ALKBHS) és az olvasokat (YTH domain csalad és IGF2BP) (7. abra, alsé panel). Dinamikus
szabalyozas alapjan lathato, hogy a m®A fontos szerepet jatszik olyan transzkripciot kovetd
szabalyoz6 folyamatokban, mint példaul az RNS splicing, a nuklearis termelés, a degradacio és
a transzlacio. A DNS javito és poszttranszlacids szabalyozasok mellett az FTO enzim a zsirsav

metabolizmusban is részt vesz [Gerken és mtsai., 2007; Lan és mtsai., 2020].

Az FTO kiterjedten expresszalodik a zsirszOvetekben és a vadzizomzatban, a legmagasabb
expresszioval a hipotalamuszban az energiaegyensulyt szabalyozo régidoban (nucleus arcuatus),
ami azt jelzi, hogy kritikus szerepet jatszhat az étvagy ¢és az energia-anyagcsere
szabalyozasaban [Frayling és mtsai., 2007]. Az FTO gén exonjaban megjelend mutaciok stlyos
polimalformacios szindromat és novekedési retardaciot okozhatnak. FTO KO egerekben
leirtak, hogy a teljes FTO hidny posztnatalis novekedési retardacidval, a zsirszovet jelentds
csokkenésével €és sovany testtomeggel jar, azonban a kozponti idegrendszerben vagy a
kardiovaszkularis rendszerben nem szamoltak be semmilyen fejlodési rendellenességrol. Ezzel
szemben a ragcsalokban tlltermeltetett FTO jelentdsen megndvelte az abdominalis WAT
zsirtdomegét mind normal, mind magas kaldriatartalmu étrend mellett [Boissel €s mtsai., 2009;

Church és mtsai., 2010].

Az FTO gén elsd intronjaban megjelend genetikai variansok elhizdsra hajlamositanak. A
koradbban emlitett rs9939609 polimorfizmus riziko alléljara homozigdta egyedek atlagosan 3
kg-mal nagyobb sulyuak, és 1,7-szer nagyobb az esélylik az elhizasra, mint a rizikd-mentes
allél homozigotainak. Szignifikans testtomeg, zsirtomeg és WAT térfogat csokkenés volt
megfigyelheté FTO-hianyos egerekben a vad tipusu €s heterozigota egerekhez képest. A BAT
aranya nott a testsulyhoz képest, de nem jelentésen. Az FTO nem nélkiilozhetetlen enzim az
embrionalis fejlddéshez, azonban a posztnatalis letalitas gyakrabban fordult el6 a riziko allélra

homozigota egerekben [Frayling és mtsai., 2007; Fischer és mtsai., 2009].
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A GWAS-okban hasznalt technikak fejlodésével sikeriilt megtalalni azt az oki SNP-t, melynek
jelenléte megbont egy konzervalt motivumot az FTO lokuszan belil. A zsirsejtek
differencialodasanak korai szakaszaban az rs1421085 riziko allél valtozasai (T—C tranzicio)
az irokéz homeobox transzkripcios faktor 3 és 5 (IRX3/5) megemelkedett Kkettds
expresszidjahoz vezetnek, mivel az AT-rich interaction domain 5b (ARID5B) represszor
fehérje kotddése gatlodik. Ennek kovetkeztében a bézs program iranyaba elkotelezett
progenitor sejtek nagyobb valdszintiséggel fehér adipocitakka differencialdédnak, mely
Otszorosére csokkenti a mitokondrialis termogenezist (8. abra, fels6 panel) [Claussnitzer és

mtsai., 2015].

Miutan kimutathatova valt, hogy az FTO 16kusz mely része hajlamosit elhizésra, a kovetkezd
feladat annak kideritése volt, hogyan szabalyozodik az SNP miikodése. Az emberi testben a
hipotalamikus régioban fejti ki hatasat a legtobb testsulyt befolyasold genetikai varians. Ez a
teriilet felelds a taplalék bevitel, valamint az energiafelhasznalas szabalyozasaért (7. abra, alsod
panel). Egér modellben leirtak, hogy a hipotalamikus Irx3 kifejez6dés részleges gatlasaval
csokkent az Ucpl expresszio, mely stlyosbitotta az elhizast [Speliotes és mtsai., 2010; Smemo
¢és mtsai., 2014; de Araujo és mtsai., 2019]. Az FTO els6 intronjaban az SNP-k egy tgynevezett
szuper-enhancer région beliil helyezkednek el, amelyek a mezenchimalis eredetli sejtekben a
legaktivabbak, ilyenek az adipocita-eredetii mezenchimalis sejtek is. A megnovekedett IRX3/5
expresszid olyan gének kifejezddését indukalja, amelyek az adipocita prekurzorokat a bézs
adipocita differenciacié helyett a fehér adipocita differenciacid iranyaba inditjak el (8. abra,

also panel) [Claussnitzer és mtsai., 2015].
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8. abra: Az FTO Ilékuszban talalhaté polimorfizmus meghatiarozza az IRX3/5
expressziojat, mely befolyasolja a testtomeget
Felso panel: Az FTO lokuszban a rs1421085 az ARIDS5b transzkripcios faktor bekétodése réven

szabalyozza az IRX3 és IRX5 expressziot.

Also panel: Az IRX3/5 expresszio hatassal van az adipogenezisre a mezenchimdlis adipocita
prekurzorok  differenciacioja  soran és/vagy a hipotalamusz  tdpldlékfelvételt  és
energiafelhasznalast fokozo hatasan keresztiil [Herman és Rosen, 2015 alapjan].
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3. Célkitiizés

Harom adipocita sejttipust kiilonbdztetiink meg: az energiaraktdrozd fehér zsirsejtet, mely
unilokularis lipidcseppel rendelkezik, valamint a barna és bézs adipocitakat, melyek
citoplazmaja multilokularis lipidcseppeket tartalmaznak, expresszaljak az UCPl-et, és
elésegitik az energiafelhasznalast. Utobbi két sejttipusnak fontos szerepe van a hideg expoziciot

kovetden a testhomérséklet fenntartasaban a nem didergésés hdtermelés révén.

Korabban egér modellekben leirtdk, hogy kiilsd termogenikus stimulus hianyaban a bézs
adipocitak inaktivalédnak mitofagia kozremuiikodésével, igy ezek a sejtek egy fehér-szerii

allapotba keriilnek. Ennek fiiggvényében a kdvetkezo célokat thiztiik ki:

e Annak vizsgalata, hogy a mitofagia aktivalodik-e sejtautondom maodon a primer human

abdomindlis SC zsirsejtek bézs-fehér d&tmenete soran

e A human bézs zsirsejtek inaktivacidja soran a mitofagia aktivalodasanak hatterében allo

molekularis mechanizmus tanulméanyozasa
2015-ben azonositottdk azt az oki SNP-t (rs1421085), melynek jelenléte megbontja az FTO

lokuszan beliili konzervalt motivumot, mely a mezenchimalis adipocita prekurzorokat a fehér

adipocita differenciacio felé fogja elinditani. Tanulmanyom soran az alabbi célokat tliztiik ki:

e A SC zsirbol szarmazéd fehér, aktiv bézs és inaktiv bézs zsirsejtek jellemzése

rendszerbiologiai megkdozelitéssel

e A bézs-fehér atalakulas hatdsanak vizsgalata a primer human SC zsirsejtekre

(génexpressziods elemzéssel)

e Annak tisztazasa, hogy az FTO rs1421085 SNP hogyan befolyasolja a SC zsirsejtek

differencialodésat, tapanyag felhasznaldsat és bézs-fehér atalakulasat
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Anyagok

Minden reagenst a Sigma-Aldrichtol (Miinchen, Németorszag) szereztiik be, ellenkez6 esetben

lasd feltiintetve.
4.2. Zsirszovet mintak eredete és etikai engedélyek

Vizsgalatainkhoz hasfali (abdomindlis) ¢és inguinalis plasztikai sebészeti beavatkozasbol
szarmaz6 SC zsirszoveteket hasznaltunk. A donor betegek megfeleld tajékoztatas utan irdsos
beleegyezésiiket adtdk a mintavételhez. Ezen humdn eredetii sejteken végzett kisérleteinket a
Helsinki Deklaraciéban foglalt iranyelveknek megfelelden végeztiik. A kutatasi tervet
elfogadta az Egészségiligyi Tudoméanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsag (No.
20571-2/2017/EKU), valamint a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaga (No. 3186-2010/DEOEC RKEB/IKEB; No. 4734-2017/DE RKEB/IKEB).

4.3. Human zsirszovet-eredetii sztréomalis sejtek (hASC, preadipocitak) izolalasa és

tenyésztése

Zsirleszivasbol szdrmazo zsirszovet mintdk tobbszori steril-PBS-el torténd mosdsa utdn a
kotdszoveti allomany emésztését 120 U/ml kollagenaz kezeléssel hajtottuk végre steril-PBS-
ben 3-4 oran keresztiil a mintak razogatasa mellett 37°C-on. Az inkubaci6 utan a mintakat 140
pm pérusatmérdji sziirdn keresztiil tisztitottuk meg, melyet tapfolyadékkal valé mosas ¢€s
centrifugéalds kovetett 1300 rpm-en, 10 percig. A sejteket novekedési tapfolyadékba
szuszpendaltuk, mely a kovetkezd 0Osszetevokbodl allt: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient F-12 Ham (DMEM-F12) + 10% magzati szarvasmarha szérum (FBS)
(Thermo Fisher Scientific, Waltman, MA, USA) + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 1%
penicillin/sztreptomicin. A sejteket ezutan T-75 flaskakba szélesztettiik, az izolalds méasnapjan
steril-PBS-sel mostuk Oket, majd 3 naponként cseréltik a tapfolyadékot. A megfeleld
konfluencia eléréséig 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett inkubdltuk a flaskakat.
Mycoplasma kontaminacié hidnyanak ellendrzésére polimerdz-lancreakcié (PCR) alapu
analizist végeztiink PCR Mycoplasma Test Kit I/C-vel (PromoKine, PromoCell, Heidelberg,
Németorszag) [Kristof és mtsai., 2019; Szatmari-To6th és mtsai., 2020].

4.4. A hASC-k differencialtatasa

A hASC-ket 6-lyuku lemezekre szélesztettilk, melyeket a 4.3-as pontban leirt ndvekedési

tapfolyadékban €s koriilmények kozott tartottunk a megfeleld konfluencia eléréséig.
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A fehér zsirsejt differenciacid indukdlasa harom napig az alabbi médiumban tortént: szérum-
mentes DMEM-F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 1% penicillin/sztreptomicin + 10
ug/ml human-apotranszferrin + 20 nM human inzulin + 100 nM kortizol + 200 pM trijod-trionin
+ 2 uM roziglitazon (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) + 25 nM dexametazon + 500
uM 3-izobutiril-1-metilxantin. A harmadik napot kovetden a differenciacio tovabbi 25 napjaig
nem tettiink a médiumhoz roziglitazont, dexametazont és 3-izobutiril-1-metilxantint. A
tapfolyadékot minden harmadik nap lecseréltiik [Fischer-Posovsky €s mtsai., 2008; Sarvari és

mtsai., 2014].

Az aktiv bézs differencialtatas a kdvetkezd médiumban tortént harom napig: szérum-mentes
DMEM-F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 1% penicillin/sztreptomicin + 10 pg/ml
human-apotranszferrin + 0,85 uM human inzulin + 200 pM trijod-trionin + 25 nM dexametazon
+ 500 uM 3-izobutiril-1-metilxantin. A harmadik nap utan a dexametazont, 3-izobutiril-1-
metilxantint elhagytuk, és 500 nM roziglitazont adtunk a médiumhoz. A differenciacié 14.
napjan egy 4 oran at tartd6 500 uM dibutiril-cAMP kezelést hajtottunk végre, hogy in vitro
utanozzuk a hideg-indukalt termogenezist [Szatmari-Toth és mtsai., 2020]. A kezelés utan az
elébb emlitett bézs differenciacios tapfolyadékkal folytattuk a tenyésztést tovabbi 14 napig, a
differenciaci6 végéig.

Az inaktiv bézs differenciacio elsdé 14 napja az aktiv bézs adipocitakhoz hasonldan zajlott, de a
dibutiril-cAMP kezelés utan a médiumot roziglitazon-, dexametazon- és 3-izobutiril-1-

metilxantin-mentes fehér koktélra cseréltiik tovabbi 14 napra. Az aktiv és inaktiv bézs

adipocitak tapfolyadékat minden harmadik napon lecseréltiik (9. abra).

0. nap 14. nap 28. nap

— RT-PCR — QPCR

Fehér |

Bézs Bézs

T S | Feher
e

Protein izoldldas —» Western-blot analizis
Kondicionalt médium — Metabolomikai analizis

DNS izolalas —» Genotipizalas

RNS izolalas

9. abra: Kisérleti beallitasok
A piros négyzetek 4 oras 500 uM dibutiril-cAMP kezelést jelentenek.
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A mitofagia vizsgalatahoz fehér és bézs differenciaciot, valamint bézs-fehér atalakulast
modelleztiik. A hASC-ket 6-lyuku lemezeken (Costar, Corning, NY, USA) differencialtuk 14,
21 és 28 napig fehér vagy bézs adipogenikus differencialodasi protokollok hasznalataval. A
fehér differenciaciot lasd a fentebb feltlintetett részben. A bézs differenciacido megegyezett az
aktiv bézs differenciacioval, azonban a 14. napon nem tortént 500 uM dibutiril-cAMP kezelés.
Az atalakulast 100 nM kortizol és 20 nM human inzulin hozzdadasaval, valamint 500 nM
roziglitazon eltavolitasaval inditottuk el. A sejteket 5% CO2 jelenlétében és 37°C-on

inkubaltuk, valamint a tapkozeget haromnapos id6k6zonként cseréltiik.
4.5. RNS izolalas TRIzol reagens felhasznalasaval

A differenciacio végén a tapfolyadék eltavolitasa utan 1000 pul TRIzol reagenst (Thermo Fisher
Scientific) adtunk a sejtekhez, majd alaposan vortexeltiik a mintdkat. Az igy keletkez6
lizatumokat 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Ezutdn 200 pl kloroformot adtunk
hozzajuk, vortexeltiik, majd 5 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. A mintakat 15 percig
2000 g-n, 4°C-on cetrifugaltuk, mely soran harom fézis kiiloniilt el egymastol. A felsd, szintelen
fazis tartalmazta az RNS-t, melyet Eppendorf csObe vittiink at. Az als6, megenta szinii
fazisokbodl hajtottuk végre a genomialis DNS izoladlast (lasd a kovetkezd fejezetben). A
szintelen fazisokhoz 500 pl izopropanolt adtunk, majd 10 percig inkubaltuk
szobahdmérsekleten, majd ezt kovette 10 perc centrifugalds 4°C-on 2000 g-n. Ezutdn a
pelletekrdl eltavolitottuk a feliiliszot, majd mostuk 1000 pul 70%-0s etanollal, majd ismét
centrifugéltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A pelletekrdl eltavolitottuk a feliilaszot, majd

szobah6émérsékleten szaritottuk oket. Ezt kovetden a pelleteket 65°C-on 10 perc alatt

crer

crer

4.6. Genomialis DNS izolalasa TRIzol reagens felhasznalasaval

A 4.5-6s fejezetben nyert magenta szinii fazisokbol 300 pul 100%-0s etanollal precipitaltuk a
DNS-t, majd 2-3 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, ezt kovetéen pedig 5 percig
centrifugaltuk 4°C-on 2000 g-n. A feliilusz6 6vatos eltavolitasat kdvetéen a DNS pelletet 1,5
ml 0,1 M néatrium-citrattal mostuk 1 oraig, 20 perces megforgatasokkal, majd ujra
centrifugéltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A mosofolyadék eltavolitdsa utdn a mintdkat 1,5 ml
70 %-os etanollal mostuk, majd 15 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk, ezt kdvetden

pedig centrifugaltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A feliiluszot eltavolitottuk a pelletekrdl,
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melyeket ezutdn szobahdmérsékleten kiszaritottunk. Végiil a DNS pelletet nukleaz-mentes

cres

crer

higitottuk ki oket.
4.7. Genotipizalas valos ideji kvantitativ PCR (QPCR)-rel

Az altalunk vizsgalni kivant rs1421085 SNP analiziséhez kvantitativ PCR-t hajtottunk végre,
melyhez TagMan® Genotyping Master Mix-et és TagMan® Genotyping Assay-t (Thermo
Fisher Scientific) hasznaltunk. Genotyping Master Mix a kovetkezé Osszetevokbol allt: ultra
tiszta DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific), dNTP mix, ROX passziv referencia (a
riporter jel normalizalashoz), valamint PCR puffer. Az Assay tartalmazta az altalunk vizsgalni
kivant szekvencia specifikus primereket, valamint két TagMan® MGB probat az
alléldetektalashoz. A qPCR-t egy Applied Biosystems QuantStudio 12K Flex késziiléken
végeztiik. Az amplifikacios protokoll a kovetkez6 volt: 10 perc inkubacio 95°C-on, majd 15 s
95°C és 1 perc 60°C-on (50 cikluson keresztiil). Mintanként két parhuzamossal dolgoztunk. A
kiértékelést Applied Biosystems QuantStudio 12K Flex Software v1.2.2. programmal

végeztiik.
4.8. Reverz-transzkripcio, QPCR és RNS-szekvencia analizis (RNS-Seq)

A cDNS létrehozasahoz TagMan® Reverse Transcription Reagents Kit-et hasznaltunk (Applied
Biosystems), melyet a gyartoi utasitas szerint alkalmaztunk az Applied Biosystems altal
tervezett primerekkel és probakkal. A qPCR analizis LightCycler 480 (Roche, Bazel, Svajc)
miiszerrel tortént az alabbi protokoll hasznalataval: 10 s 94°C-on, 12 s 94°C-on ¢s 30 s 60°C-
on (40 cikluson keresztiil). Minden minta esetében hirom technikai padrhuzamos ismétlést
alkalmaztunk. A génexpressziot a human GAPDH génre vagy a GAPDH ¢és az ACTB gének Ct
értékeinek atlagara normalizaltuk, melyek a ACt modszerrel lettek kiszamolva. A kutatasban

felhasznalt probak teljes listdja megtalalhat6 a 3. tdblazatban.
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Gén név Esszé azonosito
UCP1 Hs00222453 m1
UCP2 Hs01075227 m1

PM20D1 Hs00399438 ml

CIDEA Hs00154455 m1l

CITED1 Hs00918445 g1
S100B Hs00389217 ml

CKMT1 Hs00179727 _ml

CKMT2 Hs00176502_m1
PLIN1 Hs00160173 _m1
CPT2 Hs00988962 m1

SLC7A10 Hs00219811 m1l

SHMT1 Hs00541043 g1
GPT2 Hs00370287_m1
GAPDH Hs99999905 ml
PPARGC1A Hs01016719 ml
PARK?2 Hs01038322 m1

SQSTM1 Hs00177654 ml

OPTN Hs00184221 m1l

NDP52 Hs00977443 ml
BNIP3 Hs00969291 m1

BNIP3L Hs00188949 ml

FKBPS8 Hs01014664 ml
BCL2L13 Hs00209789 m1
FUNDC1 Hs00697693 ml
LEP Hs00174877 m1
ACTB Hs01060665 g1

3. tablazat: A tanulmanyban hasznalt génexpresszios probak listaja

A nagy ateresztOképességli mRNS szekvenalasi analizist az MGl DNBSEQ G400 szekvenald
platformon veégeztiik el. A teljes RNS minta mindségét az Agilent BioAnalyzer késziiléken
ellendriztiik az Eukaryotic Total RNA Nano Kit hasznalataval, a gyartd protokollja szerint. A
7-nél nagyobb RNS-integritasi szamt (RIN) mintdkat hasznaltuk a konyvtarkészitési folyamat
soran. A konyvtarakat a teljes RNS-b6l MGIEasy RNA Library Prep Set V3.0 (MGlI, Shenzhen,
Kina) segitségével készitettiik el6 a gyartd protokollja szerint. Roviden, a poli-A RNS-eket
oligo-dT konjugalt magneses gyongyokkel fogtuk be, majd az RNS-eket elualtuk és 94°C-on
fragmentaltuk. Az els6 szal cDNS véletlenszerti inditd reverz-transzkripcioval éllitottuk eld, és
a masodik szal szintézise utan kettds szalu cDNS jott 1étre. A végek javitasa, az A-farok és az
adapter ligalasi Iépések utan az adapterrel ligalt fragmentumokat dusitd6 PCR-rel amplifikaltuk,
¢és végiil szekvenalasi konyvtarakat hoztunk létre. A szekvenalas utan a leolvasasokat GRCh38

referenciagenomhoz illesztettiik EnsEMBL 95 annotacioval Star aligner (2.7.0a verzid)
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segitségével. A FeatureCounts segitségével szdmszerisitettilk leolvasdsainkat a génekre. A
szignifikansan eltéréen expresszalt géneket (differentially expressed gene, DEG) a korrigalt
p<0,05 és a logy-szeres valtozasi kiiszob >0,85 alapjan hataroztuk meg. A heatmap-eket a
GraphPad 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) szoftverrel, az interaktom térképeket
a Gephi 0.9 hasznalataval allitottuk eld a STRING interakci6 alapjan (http//string-db.org/). Az
utvonalelemzést ugy végeztiik, hogy a DEG-ek listajat STRING-analizisnek vetettiik ala, és a
magasan expresszalt KEGG tutvonalakat a 0,05-nél kisebb hamis felfedezési arany (false
discovery rate, FDR) alapjan valasztottuk ki. A mintak barna zsirsejt tartalmat és barnulasi
kapacitasat BATLAS, illetve ProFat szabad hozzaférésii alkalmazasokkal szamitottuk ki
mindkét markercsoport transzkriptomikai adatainak vizsgélataval [Predikari és mtsai., 2018;

Cheng és mtsai., 2018].
4.9. Mitokondrialis DNS (mtDNS) izolacié és kvantifikacié PCR-ral

A teljes sejtes DNS-t a 4.6. fejezetben leirt modon izolaltuk. A gPCR-t harom technikai
parhuzamossal végeztiik higitott DNS-el 10 uM primerek (mtDNS-specifikus PCR, forward

primer 5'-CTATGTCGCAGTATCTGTCTTTG-3/, reverse primer 5'-
GTTATGATGTCTGTGTGGAAAG-3', ¢és sejtmag specifikus PCR, forward primer 5'-
CTTTGTGTGCTATAGATGATATGGTAAATTG-3, reverse primer 5'-

GATTAAACAGTGTACAAAAGTAG-3") és Maxima Sybr Green/Rox qPCR MasterMix
(Thermo Scientific) hasznalataval. A reakciot LightCycler 480 késziiléken futtatuk az alabbi
programmal: 20 perc 95°C-on, majd 50 ciklus 15 masodpercig 95°C-on, 20 masodperc 58°C-
on ¢és 20 masodperc 72°C-on. Az egy-termékes amplifikéciot integralt futds utani olvadasi
gorbe elemzéssel igazoltuk. Az eredményeket a mtDNS és a magspecifikus amplifikacio Ct
értékeinek kiilonbségébdl szamitottuk ki. Az adatokat mtDNS tartalomként fejeztiik ki diploid

sejtmagokra normalizalva [Kristo6f és mtsai., 2015].
4.10. Antitestek és immunoblottolas

A vizsgalt fehérjék szétvalasztasat natrium dodecil szulfat- poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) végeztiik, majd polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra blottoltuk, melyet 5%-
os sovany tejporoldattal blokkoltunk [Szatmari-To6th és mtsai., 2020; Shaw és mtsai., 2021]. Az
els6dleges antitesteket a kovetkez6 higitasokban hasznaltuk: anti-B-aktin (1:5000, A2066),
anti-UCP1 (1:750, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, MAB6158), anti-OXPHOS
(1:1000, Abcam, Cambridge, MA, USA, ab110411), anti-SLC7A10 (1:500, Abnova, Taipei
City, Tajvan, H00056301-B01P), anti-PGCla (1:1000, Novus Biologicals, Centennial, CO,
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USA, NBP1-04676), anti- glutamat-piruvat transzaminaz (GPT) 2 (1:2000, Thermo Fisher
Scientific, PA5-62426), anti-szerin hidroximetiltranszferaz (SHMT) 1 (1:2000, Thermo Fisher
Scientific, PA5-88581), anti-p62 (1:5000, Novus Bilologicals, NBP1-49956), anti-LC3
(1:2000, Novus Biologicals, NB100-2220), anti-Parkin (1:750, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA, sc-32282) és anti-NBR1 (1:1000, Novus Biologicals, NBP1-71703). A
kovetkezo fajoknak megfeleld masodlagos antitesteket hasznaltuk: HRP-konjugalt kecske anti-
egér (1:5000, Advansta, San Jose, CA, USA, R-05071-500) vagy anti-nyul (1:5000, Advansta,
R-05072-500) IgG. A vizualizalt immunreaktiv fehérjék expresszidjat denzitometriaval, FIJI
Image] szoftver felhaszndldsdval (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

szamszerlsitettik.
4.11. Immunfestés és képanalizis

A hASC-ket nyolclyukti Ibidi p-kamrakban (Ibidi GmbH, Grifelfing, Németorszag)
sz€lesztettiikk és differencialtuk a 4.4-es fejezetben részletezett modon ¢€s ideig. A sejteket
egyszer mostuk PBS-sel, és 4 %-os paraformaldehiddel fixaltuk, majd 0,1 %-0s szaponinnal
premeabilizaltuk, utana pedig 5 %-os sovany tejporoldattal blokkoltuk [Szatmari-To6th és
mtsai., 2020]. Az els6dleges antitest inkubalast egy éjszakan at anti-TOMZ20-szal (1:75,
WHO0009804M1) és anti-LC3-mal (1:200 Novus Biologicals, NB10-2220) végeztiik. A
masodlagos antitest-inkubacio Alexa Fluor 647 kecske anti-egér I1gG-vel (1:1000, Thermo
Fisher Scientific, A21236) és Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul IgG-vel (1:1000, Thermo Fisher
Scientific, A11034) tértént 3 6ran at. A sejtmagok jeldléséhez propidium-jodidot (PI, 1,5 pg/ml,
1 ora) hasznaltunk. A képeket Olympus FluoView 1000 (Olympus Scientific Solutions, Tokid,
Japan) konfokalis mikroszkoppal és FluoView10-ASW (Olympus Scientific Solutions)
szoftverrel (3.0-s verzio) készitettiik [Szatmari-Toth és mtsai., 2020; Shaw és mtsai., 2021]. Az
Alexa Fluor 488 gerjesztéséhez egy argon lézer 488 nm-es hullamhosszat, mig az Alexa Fluor
647-hez egy 633 nm-es He-Ne lézert hasznaltunk, a PI esetében 543 nm-es He-Ne lézert
alkalmaztunk. Az Alexa Fluor 488 és Alexa Fluor 647 fluoreszcencia emisszidjat 500-530 nm-
es, illetve 655-755 nm-es savsziirén, mig a PI fluoreszcenciajat 555-625 nm-es savsziiron
keresztiil detektaltuk. A képek szekvencialis modban késziiltek, hogy minimalizaljuk a
csatorndk kozotti athallast. A képek kortilbeliil 1 um vastag optikai metszetek, melyek
mindegyike 512 x 512 pixelt tartalmazott (pixelméret: ~137 nm), és 60 x UPLSAPO

olajimmerzids objektivvel késziilt.
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Az LC3 és kiilsé mitokondrialis membran transzlokaz 20 (TOM20) immunfestés képeket
binaris formava alakitottuk, majd FI1JI-vel analizaltuk. Az LC3 punktatumok szamat a méret
(pixel®) alapjan hataroztuk meg, 50-végtelen tetszéleges mértékegység (arbitrary unit, AU) és
cirkularis 0-1 AU-val. A fragmentalt mitokondriumokat a binaris TOM20 immunfestés
képekbdl elemeztiik, 0-100 AU méretii (pixel?) és cirkularis 0-1 AU-val. Az LC3 punktatumok
¢s a fragmentalt mitokondriumok optimalis méretét az 6sszes immunfestett kép elemzése €s a
szamlalas pontossaganak kézi ellenérzése alapjan hatdroztuk meg a szamlalasok kérvonalainak
ellendrzésével. Mind az LC3 punktditum, mind a fragmentalt mitokondriumok tartalmat a
sejtmagok szdmara normalizaltuk az egyes képeknél. Az LC3 és a TOM20 kolokalizaciojat a
Pearson korrelacios egyiitthatdé (PCC) szamitasaval értékeltiik [Szatmari-Toth és mtsai., 2020;

Shaw és mtsai., 2021].
4.12. Az oxigénfogyasztas és az extracelluliris savasodas meghatarozasa

A valds idejii oxigénfogyasztas és az extracellularis savasodas mértékét Seahorse XF96
oximéterrel (Seahorse Biosciences, North Billerica, MA, USA) mértiik. A hASC-ket 96 lyuku
XF96 sejttenyésztd lemezekre oltottuk. Ezen sejteket novekedési tapfolyadékban tartottuk
leghosszabb ideig 24 6ran keresztiil, majd elinditottuk a 4.4.-ben részletezett differenciacios
folyamatot. Az alapszintii oxigénfogyasztas rogzitése utan a sejtek egyszeri 500 pM-0s
dibutiril-cAMP kezelésben részesiiltek az adrenerg stimulaciét modellezendé. Ezutan 30
percenként mértiikk a stimuldlt oxigénfogyasztast. A végsd leolvasasra a kezelést kdvetd 6.
oraban keriilt sor. A differencialodott zsirsejteket 50 uM etomixirral (ETO-val, mely egy
mitokondrialis zsirsav transzport inhibitor) kezeltiik, hogy blokkoljuk a zsirsavak -oxidacidjat.
Az ETO-rezisztens (ETO-R) 1égzés, igy a sejtek gliikoz és aminosav felhasznalasaval aranyos
[Nagy és mtsai., 2022]. Ezen kiviil a protoncsorgast oligomicinnel (Enzo, USA) mértiik 2 uM
koncentracioban, amely blokkolja az ATP-szintazt. Az alapvonal korrekcidja érdekében a
sejtek egy egyszeri 10 uM-os Antimycin A kezelést kaptak, mellyel mértik a nem
mitokondrialis 1égzést. A mérések utan az oxigénfogyasztds mértékét a lyukankénti
fehérjetartalomra — melyet Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

alkalmazasaval hataroztunk meg — normalizaltuk.
4.13. Az adipocitak aminosav-fluxusainak mennyiségi meghatarozasa

A sejtek feliiluszojat a differencialodasi folyamat végén dsszegytijtottiik. Ezeket a kondicionalt
tapfolyadékokat 3 kDa-os sziir6vel (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA) sziirtiik, és
ebbdl a sziirletb6l 10 ul-t AccQ Tag Ultra Derivatization Kit-tel (Waters, Milford, MA, USA)
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derivatizaltunk. A kromatografias elvalasztast H-osztalyG UPLC-n (Waters) hajtottuk végre
AccQ-Tag Ultra Column (2,1 x 100 mm), AccQ-Tag A és B eluens hasznalataval, a gradienst
pedig az AccQ-Tag Ultra Chemistry Kit (Waters) biztositotta. Az aminosav szarmazékokat 260
nm-en detektaltuk az UPLC PDA detektoraval. Az aminosav-koncentraciokat az Empower
szoftverrel (Waters) 7 pontos kalibracids gorbe segitségével szamitottuk ki. Az aminosavak
adipocitakba valo bearamlasat vagy onnan torténd Kiaramlasat a kondicionalt tapfolyadékban
mért koncentraciokiilonbségek Osszehasonlitasaval szamitottuk ki kondicionalatlan kontroll
médium felhasznalasaval. Az aminosavak fluxusat a sejtek szamara normalizaltuk [Arianti és

mtsai., 2021].
4.14. Statisztikai analizis és abrakészités

Az Osszes mért értéket atlag + SD-ben fejeztiik ki. A fiiggetlen biologiai ismétlések szamat az
abra feliratokban jelezziik. Az adatok eloszlasanak normalitasat Kolmogorov-Smirnov (n=5
vagy tobb) vagy Shapiro-Wilk (n=4) tesztekkel végeztiik. Egyutas ANOVA Tukey post hoc
tesztjét alkalmaztuk tobb csoport Osszehasonlitasara, amikor az adatok normal eloszlast
kovettek. Friedman és Dunn tobbszoros dsszehasonlitd teszteket hasznaltunk a tobb csoport
Osszehasonlitasara, amikor az adatok nem kovettek normal eloszlast. A Graphpad Prism 8-cal
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) készitettilk el az abrakat és a statisztikai

analiziseket.
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5. Eredmények

5.1. A mitofagia kozvetiti a human bézs-fehér adipocita atalakulast primer szubkutan

zsirsejtekben ex vivo

5.1.1. A human abdominalis szubkutin eredetii zsirsejtek termogenikus képessége
folyamatos PPARY stimulacio hatasara indukalédik, és a bézsbél fehérbe valo atalakulas

eredményeként alabbhagy

A hASC-k adipogén potencialjanak ¢és a differencialt zsirsejtek termogenikus
kompetenciajanak tanulmanyozasara kutatocsoportunk a korabban publikalt fehér [Fischer-
posovszky és mtsai., 2008] és barna/bézs [Elabd és mtsai., 2009] adipogén differencialédasi
protokollokat optimalizalta. Ezek a differenciaciés médiumok valtozatos Osszetételben
tartalmaznak hormonokat [Kristof és mtsai., 2015; Klusoczki és mtsai., 2019], amelyekben a
PPARY agonista roziglitazon a barnulas f6 mozgatoérugdja [Petrovic és mtsai., 2010]. Az
elvarasnak megfeleléen az abdominalis SC hASC-k a detektalas kiiszobén expresszaltak a
termogenezis f6 funkcionalis markergénjét és fehérjét, az UCPl-et. Mérsékelt UCP1
expressziot talaltunk azokban a zsirsejtekben, amelyek 28 napon at ex vivo fehérré
differencidlodtak (10A, B. édbra). A korabbi eredményekkel 6sszhangban a folyamatos PPARYy
stimulacié az UCP1 gén- és fehérje expresszidjanak jelentds novekedését eredményezte a bézs
iranyba differencidlt adipocitdkban a fehér zsirsejtekhez képest. Az UCP1 kifejezddés tovabb
emelkedett, amikor a bézs iranyba differencialast harom vagy négy hétig végeztilk. Amikor a
bézs differenciacios koktélt fehérre cseréltiik és a roziglitazont elhagytuk a differencialodas
tizennegyedik napjan, az UCP1 gén és fehérje expresszidja a kovetkezd héten emelkedett,
hasonléan azokhoz a zsirsejtekhez, amelyek folyamatosan a bézs differencialtatasnak voltak
kitéve. Két héttel a roziglitazon megvonasa utdn az UCP1 gén ¢és fehérje expresszidja
szignifikansan csokkent a bézs adipocitakhoz képest (10A, B. dbra), és a fehér zsirsejtekéhez
hasonl6 génexpresszios szintet mutatott (LOA. abra). Az UCP1 expresszio csokkenése lassabb
volt fehérjeszinten (10B. abra), mint mRNS-szinten (10A. ébra). Egy masik termogenikus
markergén, a sejthalalt indukald6 DFFA-szert effektor A (CIDEA) [Hallberg és mtsai., 2008]
expresszioja kovette az UCP1 mRNS expresszios mintajat (10C. dbra). Ezzel szemben a fehér
adipokint, a leptint kddoldé LEP gén [Funcke és mtsai., 2019] alacsony szinten expresszalddott
mind a preadipocitakban, mind a bézs zsirsejtekben; azonban erésen ndvekedett, amikor az
adipocitak folyamatosan a fehér differenciacios koktél jelenlétében differencialodtak, vagy

amikor a bézs kezelést a fehér valtotta fel (10D. abra).
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10. abra: A termogenikus markerek expresszidja megemelkedett a hossza tavi
roziglitazon kezelést kovetoen, és a bézs (B)-fehér (F) atalakulas hatasara csokkent

A human primer abdomindlis szubkutan preadipocitakat 14 napig B-vé differencialtuk (B14),
majd vagy a B médiumot alkalmaztuk tovabbi 14 napig (B21 és B28), vagy F-differencidcios
tapfolyadékkal (B14F7 és BI14F14) helyettesitettiik. Negativ kontrollként a F adipocitdkat
specifikus differenciacios koktéljuk alkalmazasaval allitottuk el (F14, F21 és F28). UCPI (A)
geén, (B) fehérje, (C) CIDEA és (D) LEP génexpresszio. A qPCR-ral mért génexpressziot
GAPDH-ra, és a western blottal meghatarozott fehérjeexpressziot f-aktinra normalizaltuk. Az
adatokat dtlag + SD formaban adtuk meg. n=6. * p<0,05, ** p<0,01. A statisztikat Friedman
teszt Dunn t6bbszoros dsszehasonlito tesztjével (A) vagy egyutas ANOVA Tukey post hoc
teszttel (B-D) elemeztiik.

5.1.2. A bézs adipocitak megniovekedett mitokondrialis tartalma, oxigénfogyasztisa és

extracellularis savasodasa eltiinik a fehér fenotipusra valo atalakulasuk utan

Kovetkezd 1épésként a mitokondrialis tartalmat és funkciot vizsgaltuk a differencialodas és a
bézs-fehér atalakulds sordn. Amint az varhat6é volt, a mtDNS szdma magasabb volt a bézs
adipocitakban, mint a fehér differencialt zsirsejtekben, és ezt kovetden csokkent a bézsbol

fehérbe vald atalakulas eredményeként (11A. abra).
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11. abra: A mitokondrialis biogenezis és a termogenezis funkcionalis paraméterei fehér
(F) és bézs (B) zsirsejtekben, valamint a B-F atalakulasra adott valaszként

A human primer abdominalis szubkutan preadipocitikat a 10. abra szerint differencialtattuk.
(A) teljes mitokondrialis DNS-tartalom (n=6) és (B) PGCla génexpresszio (n=6) mennyiségi
meghatarozasa. (C) Reprezentativ oxigénfogyasztasi rata (OCR) gérbe, majd a bazalis,
stimulalt (500 uM dibutiril-cAMP kezelés) és stimulalt protoncsorgdsos OCR mennyiségi
meghatarozasa (n=4). (D) Reprezentativ extracellularis savasodasi rata (ECAR) gérbe, majd
a bazalis és stimulalt (500 uM dibutiril-cAMP kezelés) ECAR mennyiségi meghatarozdsa
(n=4). A génexpressziot GAPDH-ra normalizaltuk. Az adatokat atlag + SD formaban adjuk
meg. * p < 0,05, ** p < 0,01. Egyutas ANOVA-¢ hasznaltunk Tukey post hoc tesztjével a
statisztikai analizishez.
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A fehér és bézs differencidlodas a mitokondrialis biogenezis f6 szabalyozojanak, a PGCla
azonos expresszios szintjét eredményezte [Puigserver és mtsai., 1999]. A bézs-fehér atalakulas
soran a PGClo expresszid csokkend tendenciat mutatott; ez a hatds azonban nem érte el a
statisztikai szignifikancia szintjét. A differencialatlan hASC-k csak a detektalhatosag hataran
fejezték ki a PGCla-t (11B. abra).

Ezt kovetden extracellularis fluxus analizist végeztiink a differencialt zsirsejtek funkcionalis
paramétereinek feltdrasara [Klusoczki és mtsai., 2019, Dranka és mtsai., 2011, Arianti és mtsai.,
2021]. A korabban kozolt adatokkal dsszhangban [Kristof €s mtsai., 2015, Arianti és mtsai.,
2021] a bézs adipocitak bazalis oxigénfogyasztasi rataja (OCR) magasabb volt, mint a fehéreké.
A kéthetes bézs-fehér atalakulason atesett zsirsejtek szignifikdnsan magasabb bazalis OCR-t
mutattak, mint a fehér, de alacsonyabbat, mint a bézs adipocitak, amelyek ugyanannyi ideig
differencialodtak. Az elvarasoknak megfeleléen a sejt-permeabilis cAMP analdg, amely
modellezi a termogenezis adrenerg inger altal vezérelt aktivalasat, azonnal megndvelte az
adipocitak OCR-értékét. A cAMP-stimulalt zsirsejtek protoncsorgasa, amely pozitivan korrelal
az UCPI1 aktivitassal, az ATP-szintdz komplex oligomicinnel torténd gatlasa utdn volt
értékelhetd [Dranka és mtsai., 2011, Tews és mtsai., 2019]. A bézs zsirsejtek fokozott stimulalt
¢és protoncsorgasos OCR-t mutattak a fehérekhez képest. A bézs-fehér atalakulast kdvetden
ezek a paraméterek hasonloak maradtak a bézs zsirsejtekben megfigyeltekhez (11C. abra). A
korabbi eredményekkel 6sszhangban [Klusoczki és mtsai., 2019, Arianti és mtsai., 2021] a
bazalis extracellularis savasodasi rata (ECAR) megndvekedett a bézs adipocitdkban a fehér
zsirsejtekhez képest, mig a bézs-fehér atalakulas kovetkeztében szignifikansan csokkent ez a
paraméter. Bar a cAMP stimulélta a zsirsejtek ECAR-jat, a végig bézs iranyba differencialt és
az atalakult bézs zsirsejtek erdsebb valaszt mutattak a termogén jelzésre, mint a fehérek (11D.
4bra). Osszefoglalva, adataink arra utalnak, hogy a bézs-fehér atalakuldson atesd zsirsejtek a
végig fehér vagy bézs iranyba differencialt adipocitdkhoz képest eltéréd funkcionalis

tulajdonsagokkal rendelkez6 sejtpopulacioként jelennek meg.
5.1.3. Az autofagia fokozodik a bézs-fehér adipocita atalakulas soran

Régcsalokban leirtdk, hogy a hideg vagy B3-adrenerg ingerek megvonasa aktivalja a mitofagiat
és kozvetiti a bézs-fehér atalakulast in vivo [Altshuler és mtsai., 2016]. Els6ként az
autofagoszoma kialakuldsat iranyitd6 ATG gének expressziojat vizsgaltuk. A bézs-fehér
atalakulas soran az ATG5 a maésodik héten novekvd tendenciat mutatott; ez a kiillonbség

azonban nem érte el a statisztikailag szignifikans mértéket (12A. abra). Az ATG7 (12B. abra)
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és ATG12 (12C. abra) mRNS expresszidja szignifikansan megndvekedett az atalakulas elsd
hetében a végig bézs iranyba differencidlodott zsirsejtekhez képest. A vizsgalt ATG gének
kisebb mértékben expresszalodtak a differencidlatlan preadipocitakban. Ehhez képest
emelkedetten, de meglep6 modon ugyanolyan mértékben fejezédtek ki a fehér és bézs
zsirsejtekben (12A—C. abra).
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12. abra: Az altalanos autofagia markerek Kkifejezédése csokkend tendenciat mutatott a
hosszi tava roziglitazon kezelést kovetéen, és novekedett a bézs (B)-fehér (F) atalakulas

soran

A human primer abdomindlis szubkutan preadipocitakat az 10. és 11. dbra szerint
differencialtattuk. (A—C) Az ATGS, ATG7 és ATG 12 génexpresszio mennyiségi meghatdarozdsa,
(D) az LC3-Il/LC3-] fehérjeardny reprezentativ immunoblot és denzitometrids elemzése. A
génexpressziokat GAPDH-ra, a fehérjeexpressziot f-aktinra normalizaltuk. Az adatokat atlag
+ SD formaban jelenitettiik meg. n=6. * p <0,05. Egyutas ANOVA-¢ hasznaltunk Tukey post
hoc tesztjével a statisztikai analizishez.

A folyamatban 1év6 autofagia mérésére megvizsgaltuk a specifikus autofagia markert, az LC3-
I atalakulasat LC3-l1I-vé olyan zsirsejtekben, amelyek végig fehér vagy bézs iranyba
differencialodtak, illetve atalakultak. Ennek a folyamatnak a western blottal torténd
kvantifikdlasa széles korben elfogadott modszer az autofagia aktivitasdnak monitorozasara
[Mizushima és mtsai., 2010]. 28 napig differencialtatott fehér zsirsejtekben az LC3-11/LC3-I

arany folyamatos emelkedését tapasztaltuk, ami magas autofagia aktivitast jelez. A bézs
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adipocitakban az aktivitds mérsékelt szinten maradt, szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
fehér adipocitakban, négy hét differencialodas utan. Amikor a bézs protokollt fehérre cseréltiik,
az autofagia aktivitdsa két hét utan szignifikdnsan megnétt a végig bézs iranyba
differencialodott zsirsejtekhez képest (12D. abra). Ezt megerdsitettiik, amikor a mitokondrialis
morfologia és a mitofagia aktivitas vizsgalatdhoz egyiittes immunfestést végeztiink a TOM20
transzlokazara [Szatmari-T6th és mtsai.,2020; Dolman és mtsai., 2013], valamint az LC3-ra
(13A. abra). Az elvarasnak megfelelden, a fehér zsirsejtek, amelyek harom vagy négy héten at
differencialodtak, sejtenként tobb LC3-punktidtumot tartalmaztak, mint a bézs adipocitak.
Ezenkiviil a bézs-fehér atalakulas jelentésen megndvelte az LC3 pontok szamat a bézs
zsirsejtekhez képest (13B. abra). Adataink azt mutattdk, hogy az altalanos autofagia sejt-

autoném modon indukalddott a human SC zsirsejtek ex vivo bézs-fehér atalakulasa soran.

A fentebb leirtak mellett azt talaltuk, hogy az irodalommal 6sszhangban a termogenikus
potencialt tiikkrozé fragmentalt mitokondriumok szama [Pisani és mtsai., 2018] magasabb volt
a bézs, mint a fehér differencidlodés soran. A fragmentalt mitokondriumok szdma azonban a
fehér zsirsejtekével megegyezdre csokkent egy héten belill, amikor a bézs kezelést
abbahagytuk, majd a fehéret alkalmaztuk (13C. abra). A zsirsejtek UCP1-tartalméanak ¢és
morfoldgiai jellemzdinek valtozasai arra utalnak, hogy a PPARy agonista hatasara erételjesen,
akdr négy hétig novelik termogenikus képességiiket; azonban a barnuldst indukald szer
eltavolitasara valaszul bézsbdl fehérbe alakulnak 4t. Az autofagoszomak képzddésének és a
mitokondrium a lebontas helyére torténd bejutasanak nyomon kovetésére a fent részletezett
immunfestést hasznaltunk [Dolman ¢és mtsai., 2013], mely soran szamszerisitettik az
autofagoszoma és a mitokondridlis marker kolokalizaciojat a PCC értékekkel. Osszhangban a
megnovekedett autofagia aktivitassal (12. dbra), emelkedett PCC értékeket talaltunk a fehér
adipogenezis soran négy héten at a bézs zsirsejtekhez képest. A kolokalizaci6 erdsebb volt az
atalakulason atesett zsirsejtekben, mint a végig bézs iranyba differencialt adipocitakban (13D.

abra).
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13. abra: A mitofagia a hosszu tavu roziglitazon kezelés hatasara gatlodott, és a bézs (B)-
fehér (F) atalakulas soran aktivalodott

A human primer abdomindlis szubkutin preadipocitikat az 10., 11. és 12. dabra szerint
differencialtattuk. (A) Reprezentativ konfokalis mikroszkopos felvételek az LC3 és TOM?20
immunfestésrol; a magokat propidium-jodiddal (PI) jeloltiik, a BF transzmisszios képet jelent;
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a skalak 10 um-t jelolnek. (B) A sejtek szamdra normalizalt LC3 punktitum mennyiségi
meghatdarozasa (n=50 sejt harom donorbol). (C) A fragmentadlt mitokondridlis tartalom
mennyiség a TOM?2(0 immunfestés alapjan sejtenként normalizalva (n=50 sejt harom donorbol).
(D) 4 mitofagia aktivitas mennyiségi meghatarozasa az LC3 és a TOM20 immunfestés
kolokalizacioja alapjan (n=50 sejt harom donorbdl). Az adatokat datlag + SD formaban adjuk
meg. * p<0,05, ** p<0,01. A statisztikai elemzéshez (B, D) egyutas ANOVA-t hasznaltunk
Tukey post hoc teszttel, valamint (C) Friedman tesztet Dunn t6bbszords dsszehasonlito teszttel.

5.1.4. A bézs differenciacio gatolja, mig a bézs-fehér atalakulas fokozza a szelektiv

autofagia-adapterek altal vezérelt mitofagiat

A parkin, a PARK2 gén altal kodolt E3 ubiquitin ligdz a mitofagia egyik kulcsfontossagu
szabalyozbja [Morales ¢és mtsai., 2020]. A parkin kis mértékben expresszalodott a
preadipocitdkban mind mRNS (14A. abra), mind fehérjeszinten (14B. 4bra). Az alkalmazott
adipogén protokollok hasonléan fokoztak a parkin expressziojat. A fehér-bézs atalakulas nem
valtoztatta meg a parkin expressziojat sem gén (14A. 4bra), sem fehérjeszinten (14B. ébra). Ezt
kovetden megvizsgaltuk a lebomlo szelektiv autofagia-adapter fehérjék mennyiségét, amelyek
molekularis kapcsolatot épitenek ki a célsejtszervecskék és az autofagoszomak LC3-11-je kdzott

az aktiv mitofagia soran [Turco és mtsai., 2021].

A fehér zsirsejtek NBR1 fehérjetartalma hasonlé volt, mint a differencialatlan progenitoroké,
¢s 28 napos differencialodast kdvetden csokkend tendenciat mutatott (14C. abra). A p62 fehérje
allando, mérsékelt szinten volt kimutathat6 a preadipocitakban és a fehér zsirsejtekben (13D.
abra). A bézs zsirsejtekben a fent emlitett adapterek koziil 1ényegesen tobb volt kimutathato.
Ez az adat alatdmasztja a szelektiv autofagia alacsony aktivitdsat a bézs adipocitdkban. A
differenciacios tapfolyadékbol a barnulast indukalo roziglitazon eltavolitasa utan egy, illetve
két héttel az NBR1 (14C. abra) és a p62 (14D. abra) mennyisége szignifikansan csokkent.
Adataink arra utalnak, hogy a mitokondriumok szelektiv autofagidn keresztiil torténd

degradacioja fokozodik a bézs-fehér atalakulds soran.
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14. abra: A parkin-fiiggé mitofagia markerek expresszioja fehér (F) és bézs (B)
zsirsejtekben, valamint a B-F atalakulas soran

A human primer abdomindlis szubkutan preadipocitakat az 10., 11., 12. és 13. dbra szerint
differencialtattuk. A parkin (A) gén és (B) fehérje expressziojanak mennyisegi meghatdarozasa.
A (C) NBRI és (D) p62 fehérje expresszioja. Az (E) OPTN és (F) NDP52 génexpresszioja. A
génexpressziot GAPDH-ra, a fehérjeexpressziot f-aktinra normalizaltuk. Az adatokat atlag +
SD formaban adtuk meg. n=6. * p<0,05, ** p<0,01. A statisztikai analiziseket Friedman teszt
Dunn tobbszords oOsszehasonlito tesztjével (A,B,D) vagy egyutas ANOVA Tukey post hoc
tesztjéevel (C,E,F) végeztiik.

Ezt kovetden mértiik az autofagia adapterhez és a parkin-fliggd mitofagia utvonalhoz
kapcsolodo egyéb markergének, az OPTN (14E. abra) és a CALCOCO2/NDP52 (14F. abra)
expresszigjat. Mindkét gén alacsony szinten expresszalddott a preadipocitdkban. Az OPTN
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ugyanolyan mértékben expresszalodott a fehér és a bézs zsirsejtekben, ¢és 1dofiiggd
felszabalyozodast mutatott, de a bézs-fehér atalakulas nem befolyasolta az mRNS-szintet (14E.
abra). A CALCOCO2/NDP52 expresszioja megndvekedett a fehér adipogenezis és az atalakulas
soran a végig bézs irdnyba differencialt adipocitakhoz képest (14F. dbra); ez a mitokondrium

tartalom fokozott eltavolitasanak lehetdségét sugallja az NDP52-fiiggd titvonalon.
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15. abra: A parkin-fiiggetlen mitofagia markerek expressziéja fehér (F) és bézs (B)
zsirsejtekben, és valasz az atalakulasra

A human primer abdominalis szubkutan preadipocitakat az 10., 11., 12., 13. és 14. abra szerint
differencialtattuk. A FUNDCI, BNIP3, BNIP3L, FKBPS és BCL2L13 génexpressziojanak
mennyiségi meghatdrozasa. A génexpressziokat GAPDH-ra normalizaltuk. Az adatokat atlag +
SD formaban adjuk meg. n=6. * p<0,05. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk Tukey post hoc
tesztjével a statisztikai analizishez.
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5.1.5. A parkin-fiiggetlen mitofagiaval kapcsolt gének indukalodnak a bézs-fehér

atalakulas soran

Végiil annak tanulmanyozasara, hogy a parkin-fiiggetlen mitofagia hozzajarul-e a bézs-fehér
atalakulashoz, szamos olyan gén expresszidjat vizsgaltuk, amelyek részt vesznek ezen
utvonalban: FUNDC1, BNIP3, BNIP3L/NIX, FKBP Prolil Izomeraz 8 (FKBP8) és BCL2L13
(15. abra). A fent emlitett markerek kismértékben expresszalodtak a differencialatlan
progenitorokban. A BNIP3L/NIX, FKBP8 és BCL2L13 expresszidja a fehér adipogenezis soran
1d6fiiggé modon novekedett. Hasonlo FUNDCL1 és BNIP3 expresszios szinteket tapasztaltunk
a fehér és bézs differencialodas soran. Négy hét differencialodas utan a BNIP3L/NIX, FKBP8
¢s BCL2L13 expresszidja a fehér zsirsejtekhez képest bézs adipocitakban represszalt volt. Két
héttel a bézs protokoll fehérre cserélése utan a vizsgalt parkin-fiiggetlen mitofaga markerek
szignifikansan felszabalyozodtak (15. abra). Ez arra utalhat, hogy a parkin-fiiggetlen utvonal

fontos szerepet jatszhat a human SC zsirsejtek bézs-fehér atalakulasaban.

5.2. Az FTO rs1421085 elhizas riziko alléleket hordozo human abdominalis szubkutan

aktiv bézs zsirsejtek alacsonyabb termogenikus kapacitast mutatnak

Az FTO rs1421085 SNP adipocita differenciaciora és termogenikus funkciora gyakorolt
hatasanak vizsgalatara tovabb optimalizaltuk a mitofagia kisérleteinkhez hasznalt bézs
differenciacios protokollt, melyet kiegészitettiink a differenciacio 14. napjan egy 4 6ras 500 uM
dibutiril-cAMP kezeléssel. E modositassal kivantuk fokozni a bézs adipocitak termogenikus
kapacitasat. Az ilyen modon differencialt adipocitdkat ezt kovetden aktiv bézs zsirsejteknek

nevezziik a dolgozatban.

5.2.1. Az abdomindlis SC zsirbdél szirmazé aktiv bézs adipocitik nagy barnulasi

kapacitast mutatnak

Vizsgalataink soran elséként a harom kiilonb6z6 modon differencialt SC adipocita - a fehér, az
aktiv és az inaktiv bézs - globalis génexpresszids mintazatdnak 6sszehasonlitasat tliztiik ki célul
RNS-seq analizissel. Azt talaltuk, hogy az altalanos adipocita-markerek - mint példaul az
SLC2A4, FABP4, LPL, ADIPOQ, AGPAT2, PLIN1, LEP és LEPR - azonos mértékben
fejez6dtek ki a harom kiilonb6z6 zsirsejt tipusban (16A. abra), ami arra utal, hogy a
differencialodasi aranyuk hasonlé volt. A termogenikus markerek, mint példaul az UCP1,
ELOVL3, PGCla, CIDEA, CITED1, AQP3, GK, CKMT1a/b és PM20D1 magasabb expressziot
mutattak aktiv bézs adipocitakban, mint a fehér vagy az inaktiv bézs zsirsejtekben (16B. abra).

Ezutan a jol definialt markergének expresszios szintjei alapjan a globalis transzkriptomikai
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adatainkat nyilt hozzaférésii web-eszkozokkel analizaltuk; a BATLAS algoritmus és génlista
segitségével szamszerUsitettiik a barna adipocita tartalmat [Perdikari és mtsai., 2018], a ProFAT
alkalmazasaval pedig a barnulasi kapacitist [Cheng és mtsai., 2018]. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a barna zsirsejt tartalomban (16C. abra), azonban az aktiv bézs
zsirsejtek magasabb barnulasi kapacitast mutattak, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitdk
(16D. abra). RNS-seq adataink alapjan 211 és 147 gén expresszidja magasabb volt az aktiv bézs
vs. fehér, illetve az aktiv bézs vs. inaktiv bézs 0sszehasonlitasban; a felregulalt gének koziil 100
gén mindkét 6sszehasonlitasban megtalalhato volt (16E. abra, fels6 diagram), melyek kozott
termogenikus markereket - mint példaul a GK, PM20D1, PLIN5, CITED1 és AQP3 - talaltunk
(16F. abra). Erdekes modon az ASC-1-et kodold SLC7A10, amelyet a termogenikus aktivalas
soran fontos transzporterként irtak le [Arianti és mtsai., 2021; Jersin és mtsai., 2021], mindkét
Osszehasonlitasban megtalalhato volt a felregulalt gének kozott (16F. abra). 248 valamint 226
gén expresszioja alacsonyabb volt az aktiv bézs vs. fehér, illetve az aktiv bézs vs. inaktiv bézs
Osszehasonlitdsban, ezek koziil 164 gén mindkét Osszehasonlitdsban kisebb mértéki
expressziot mutatott (16E. abra, also diagram). A fehér és az inaktiv bézs zsirsejtek

génexpresszios profiljanak 6sszehasonlitasakor nem talaltunk DEG-eket.
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16. abra: A human abdominalis szubkutian adipocitak eltéréen expresszalt génjei és
termogenikus kapacitasuk

(A) Az adipocitak altalanos markereinek expressziojat megjelenité hotérkép. (B) Barna/bézs
adipocita markerek expressziojat megjelenité hétérkép. (C) Barna adipocita tartalom
mennyiségi meghatdrozasa BATLAS nyilt hozzaférésii web-eszkozzel, n=8. (D) Barnulasi
kapacitas mennyiségi meghatdrozasa ProFAT nyilt hozzaférésii web-eszkozzel, n=8. (E) Venn
diagram, mely a magasabban (felsé panel) és az alacsonyabban (also panel) expresszalt
géneket abrazolja aktiv bézs vs. fehér, valamint aktiv bézs vs. inaktiv bézs adipocita
osszehasonlitisban. (F) Az aktiv bézs VS. fehér, valamint az aktiv bézs Vs. inaktiv bézs kozotti
atfedo, eltérden expresszalt gének a Gephi altal generalt interaktom térképen. A csomopontok
mérete korrelal a génexpresszio fold change értékével. A barnaval jelolt gének ismert
termogenikus markerek. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk Tukey post hoc tesztjével a statisztikai
analizishez. **p<0,01.

Elemeztiik a mitofagia sebességét ¢és a mitokondridlis morfologiat ebben a kisérleti
elrendezésben is, az LC3 és a TOM20 egyiittes immunfestésével [Szatmari-Toth és mtsai.,
2020] (17A. abra). Alacsonyabb sejtenkénti LC3 punktatum-szamot (17B. abra) és PCC-
értekeket figyeltiink meg az aktiv bézs, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitakban (17C.
abra). Azt is megallapitottuk, hogy az aktiv bézs zsirsejtekben nagyobb mennyiségii fragmentalt
mitokondrium - amelyekrdl bizonyitott, hogy eldsegitik a szétkapcsolt 1égzést és a fokozott

energiafelhasznalast [Pisani és mtsai., 2018] - volt megtalalhato, mint a fehér vagy az inaktiv
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bézs adipocitakban (17D. 4bra). Osszességében ezek az adatok azt sugalljak, hogy a
termogenezishez kapcsolodd gének felszabalyozodtak, a mitofagia aktivitasa csokkent, és a
mitokondriumok fragmentéltabbak voltak, amikor a human abdomindlis SC adipocitakat
termogenezisre aktivaltuk. A modellink igy alkalmazhato a harom adipocita allapot

O0sszehasonlitasara.
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17. abra: A human abdominalis szubkutan adipocitak mitokondrialis morfolégidjanak és
mitofagiajanak vizsgalata

(A) A fehér, aktiv bézs és inaktiv bézs adipocitak LC3 és TOM20 immunfestésének reprezentativ
konfokdlis mikroszkopos képel. BF: transzmisszios kép, a skaldak 10 um-t jelolnek. (B) Az LC3
punktatum mennyiségi meghatarozasa, n=30 sejt harom donorbol. (C) A TOM20 és az LC3
kolokalizdacidoja, n=25 sejt harom donorbol. (D) A fragmentalt mitokondriumok sejtenkénti
szamdnak meghatdrozasa, n=30 sejt harom donorbol. Egyutas ANOVA-t hasznaltunk Tukey
post hoc tesztjével a statisztikai analizishez. *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001.
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5.22. Az FTO rs1421085 elhizas riziko alléleket hordozé aktiv bézs adipocitak
alacsonyabb barna zsirsejt tartalommal rendelkeznek, és kisebb mértékben expresszaljak

a metabolikus utvonalakban résztvevo géneket

Ezt kdvetben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az FTO rs1421085 SNP befolyasolja-e a
humén abdominalis SC zsirsejtek - amelyeket fehér, aktiv és inaktiv bézs adipocitakka
differencialtattunk - barnulasi képességét. Ezért az izolalt hASC-ket genotipizaltuk az FTO
rs1421085 SNP-re, melynek révén a 18A. abran lathato allél diszkriminacios diagramot kaptuk.
Ezutdn 4 homozigota TT (rizik6-mentes) és 4 homozigota CC (elhizés rizikd) genotipusu

egyénbdl valasztottuk ki a mintakat tovabbi elemzésre.
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18. abra: Az FTO rs1421085 SNP hatisa a differencialt abdominalis SC adipocitak
termogenikus kapacitasara

(A) Az FTO rs1421085 SNP alléleloszlasa. Kék: SC progenitorok TT allélokkal, piros: SC
progenitorok CC allélekkel, z6ld: heterozigota SGBS adipocitdk, fekete: templat nélkiili negativ
kontroll. (B) Barna adipocita tartalom mennyiségi meghatirozasa BATLAS-al, n=4
genotipusonkeént. (C) A barnulasi kapacitas ProFAT-el szamszeriisitve, n=4 genotipusonként,
*n<0,05, statisztikai elemzés egyutas ANOVA-va Tukey post hoc tesztjével.

Megallapitottuk, hogy az elhizas riziko6 FTO allélokat hordozd aktiv bézs adipocitak
alacsonyabb BATLAS-szerint szamszerUsitett barna zsirsejt tartalmat [Perdikari és mtsai.,
2018] mutattak, ugyanakkor a fehér vagy az inaktiv bézs zsirsejtekben az allélek eloszlasnak
nem volt hatasa a BATLAS értékekre (18B. abra). Azt is megfigyeltiik, hogy a riziko-mentes
genotipust hordozo aktiv bézs zsirsejtek tendenciézusan nagyobb barna zsirsejt tartalommal és
szignifikdnsan magasabb barnulasi kapacitassal [Cheng és mtsai., 2018] rendelkeztek, mint az
azonos TT genotipust hordozé fehér adipocitak (18B, C. abra). Erdekes médon az FTO elhizas

rizikd genotipust hordoz6 aktiv bézs adipocitak hasonlé barna zsirsejt tartalmat és barnulasi
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kapacitast mutattak a fehér zsirsejtekhez képest (18B, C. abra), ami arra utal, hogy az aktiv bézs

differencidlodéas nem tudta feliilirni a CC allélok erds barnulast gatld hatasat.

Osszesen 175 gén - kdztiik termogenikus markerek (UCP2, CKMT2 és CITED1) és 5 BATLAS
marker (PPARGC1B, ACO2, ACSF2, NNAT és DMRT2) - expresszalodott kisebb mértékben az
FTO elhizas rizikd varianst hordozoé aktiv bézs zsirsejtekben a rizikd-mentes hordozokhoz
viszonyitva (19A. abra, felsé panel). Csak 10 gén (ebbbdl 7 kozds volt mindkét
Osszehasonlitasban) expresszalodott kisebb mértékben CC-t hordoz6 inaktiv bézs zsirsejtekben
a TT alléleket hordozokhoz képest (19A. abra, felsd diagram). Mindossze 14 és 46 gént
talaltunk (ebbdl 8 kozos volt mindkét dsszehasonlitasban), amelyek nagyobb mértékben
expresszalodtak aktiv vagy inaktiv bézs zsirsejtekben, amelyek az elhizas rizik6 FTO allélt
hordozzak a rizikd-mentes valtozathoz képest (19A. abra, alsé diagram). A fehér zsirsejtekben
nem talaltunk olyan DEG-eket, amelyek expresszidjat az FTO rs1421085 SNP szignifikans
mértékben befolydsolta volna. Ezutdn megvizsgaltuk az FTO rs1421085 SNP altal érintett
génexpresszios utvonalakat. Azt talaltuk, hogy az elhizés rizik6 genotipust hordozoé aktiv bézs
zsirsejtekben kevésbé expresszalodo gének tobb utvonalban - példaul metabolikus, PPAR
jelatvitel, lipolizis, zsirsav-anyagcsere és TCA-ciklus - reprezentalodtak feliil (19B, C. abra). A
CC allélokkal rendelkezé aktiv bézs adipocitakban nagyobb mértékben kifejez6dé gének nem
reprezentalodtak feliil szignifikdnsan egyik utvonalban sem. Nem talaltunk feliilreprezentalt
utvonalat az inaktiv bézs adipocitakban megfigyelt DEG-ek tekintetében sem. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az FTO rs1421085 SNP csak az aktiv bézs adipocitak
génexpresszids profiljat befolydsolja - kiilondsen a termogenezishez kapcsolddd génekeét -
azonban a fehér vagy az inaktiv bézs zsirsejtek génexpressziojara nincs szigifikans hatassal.
Ezen tulmenden, az alkalmazott differenciacios protokollok kifejezettebb kiilonbségeket
eredményeztek a rizik6-mentes FTO allélokkal rendelkezé adipocitak génexpresszios
mintazataban, ami arra utal, hogy ezeknek a sejteknek jelent6s barnulasi potencialjuk van,

amikor a termogenikus jelek folyamatosan jelen vannak.
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19. abra: Az FTO rs1421085 SNP hatisa a differencialt abdominalis SC adipocitak
génexpresszios mintazatara

(A) Venn-diagram, amely az alacsonyabban (felsé panel) és magasabban (alsé panel)
expresszalt gének szamat mutatja az FTO rs1421085 CC vs. TT osszehasonlitasban mind az
aktiv, mind az inaktiv bézs iranyba differencialt adipocitikban. (B) Feliilreprezentalt
génexpresszios utvonalak, amelyek kevésbé expresszalodnak az FTO CCl/elhizas riziko varianst
hordozo aktiv bézs zsirsejtekben, dsszehasonlitva a TT/riziko-mentes varianst hordozokkal. A
jobb oldalon 1évé szamok az utvonalakban részt vevé gének szamat jelzik. (C) A kevésbé
expresszalt utvonalakban részt vevo gének a Gephi altal generalt interaktom térképen. A
csomopontok mérete korreldl a génexpresszio fold change értékével. A barnaval jelolt gének
ismert termogenikus markerek.
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5.2.3. A termogenikus markergének kevésbé expresszalodnak elhizas riziko FTO alléleket

hordozé aktiv bézs adipocitakban

Mivel megfigyeltiik, hogy az FTO rs1421085 SNP allél eloszlasa befolyasolja a termogenikus
¢s BATLAS markerek kifejezodését, tovabb folytattuk a termogenikus gének mRNS és fehérje
szintll expresszidjanak vizsgalatit abdominalis SC adipocitakban. Eredményeink azt mutattak,
hogy az UCP1 mRNS expresszidja magasabb volt az aktiv bézs adipocitakban, mint a fehér
vagy inaktiv bézs adipocitakban, melyek a riziko-mentes FTO allélt hordoztak, azonban ez a
kiilonbség nem volt megfigyelhetd az elhizas riziko allélt hordozo sejtekben (20A. abra).
Fehérje szinten azt tapasztaltuk, hogy az aktiv bézs adipocitdk tobb UCP1-et expresszaltak,
mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak, fiiggetleniil az FTO rs1421085 genotipustdl, azonban
az elhizas riziké allélt hordozdé mintdk esetében kevesebb UCP1 fehérje mennyiséget
detektaltunk, mint a rizik6-mentes allélhordozé aktiv bézs adipocitakban (20B. abra). Mas
termogenikus gének, mint példaul az UCP2, PM20D1, CIDEA, CITED1, CKMT1 és 2, CPT2
¢és PLIN1, szintén nagyobb mértékben expresszalodtak a riziko-mentes allélt hordoz6 aktiv bézs
adipocitakban, mint az azonos TT-valtozatot hordoz6 fehér vagy inaktiv bézs adipocitakban.
Az elhizas riziko FTO allélt hordoz6é mintdkban nem figyeltilk meg ezeket a kiilonbségeket
(20D-1J. éabra). A riziko-mentes hordozokhoz képest az FTO elhizas rizikd genotipusu aktiv
bézs adipocitak kevésbé expresszaltak ezeket a termogenikus géneket, valamint az S100b
neurotrof faktort, amelyrdl feltételezték, hogy serkenti a szimpatikus axonok novekedését és
fontos szerepet jatszik a BAT beidegzésben [Zeng és mtsai., 2019] (20A—K. abra). Ezek az
eredmények Osszhangban vannak RNS-seq adatainkkal, amelyek az FTO rs1421085 SNP
Kritikus fontossagara, valamint az aktiv bézs differenciacios protokoll csokkent hatasara utalnak

az elhizas riziko allél jelenlétében, aktiv bézs adipocitakban.
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20. abra: A differenciacios protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatasa a
termogenikus markerek expresszidjara a differencialt abdominalis SC adipocitakban

(A, B) Az UCP1 mRNS (A) és fehérje (B) expresszioja RT-QPCR-rel vagy immunoblottal
vizsgalva. (C-K) Az UCP2, PM20D1, CIDEA, CITEDI, CKMTI és 2, CPT2, PLINI és S100B
mRNS expressziojat RT-QPCR-rel elemeztiik. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA-va Tukey
post hoc tesztjével veégeztiik, n=4 genotipusonkeént, */#p<0,05, F¥H#H#p<0,01 és
TR HHHD<0,001. *analizist végeztiink az alkalmazott differenciacios protokoll hatasanak
osszehasonlitasara ugyanazon genotipusban. #analizist végeztiink az FTO rs1421085 TT és CC
genotipusok 6sszehasonlitasara ugyanazon differenciacios protokollon beliil.

5.2.4. Az FTO elhizas riziko genotipusu aktiv bézs adipocitik kevesebb mitokondrialis

komplex alegységet expresszalnak, és kisebb a protoncsorgasos légzésiik

Miutan megfigyeltiik, hogy az FTO rs1421085 SNP befolyasolta a termogenikus gének
expresszigjat, kovetkezd célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon a mitokondrialis komplex
alegységek expresszidja és a sejtes 1égzés is szuppresszalt-e az elhizas riziko allélt hordozo
adipocitakban. Azt talaltuk, hogy az FTO rizikd-mentes genotipust aktiv bézs adipocitak
nagyobb mennyiségben tartalmaztak a mitokondrialis komplex L., Il. és IV. alegységeket, mint

az azonos TT genotipusu fehér vagy inaktiv bézs adipocitak (21A-C, E. abra). Azonban nem
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talaltunk kiilonbséget a haromféle differencialédasi program kozott, amikor az adipocitak az
elhizas riziko allélt hordoztak (21A-C, E. abra). Az elhizas riziko FTO alléllal rendelkez6 aktiv
bézs adipocitdkban a mitokondrialis komplex I., II. és IV. alegységek expresszidja alacsonyabb
volt, mint a riziko-mentes hordozokban (21A-C, E. abra). Hasonlé - de statisztikailag nem
szignifikans - tendenciat figyeltiink meg a mitokondridlis komplex III. alegység esetében (21D.
abra), mig a komplex V. alegység expresszidja egyforma volt minden adipocita tipusban,
fliggetleniil az FTO rs1421085 genotipusatol (21F. abra).
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21. abra: A differenciaciés protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatasa a
mitokondrialis komplex alegységek expressziojara

(A-F) A mitokondrialis komplex alegységek fehérje expresszioja immunoblottal vizsgalva fehér,
aktiv bézs és inaktiv bézs adipocitakban, melyek FTO riziko-mentes vagy elhizas riziko
genotipussal rendelkeztek. 4 statisztikai elemzést egyutas ANOVA-va Tukey post hoc tesztjével
vegeztiik, n=4 genotipusonként, */#p<0,05, **/##p<0,01 és ***/###p<0,001. *analizist
vegeztiink az alkalmazott differenciacios protokoll hatasanak ésszehasonlitasara ugyanazon
genotipusban. #analizist végeztiink az FTO rs1421085 TT és CC genotipusok
osszehasonlitasara ugyanazon differencidcios protokollon beliil.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk az elhizas riziko-mentes vagy riziké FTO allélt hordoz6 haromféle

adipocita sejtes 1égzését. A mitokondrialis komplex alegységek expressziojaval 6sszhangban
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azt talaltuk, hogy a rizik6-mentes genotipusu aktiv bézs adipocitak nagyobb mértékii 1égzést
(mind alap, mind maximadlisan stimulalt koriilmények kozott), stimuldlt protoncsorgast és
extracellularis savasodast mutattak, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak. Azonban ez a
kiilonbség nem volt szignifikans a riziké allélt hordozo6 adipocitdkban (22. abra). A stimulalt
ATP-fiiggd 1égzést nem befolyasoltak jelentds mértékben sem az alkalmazott differenciacios
protokollok, sem az FTO rs1421085 genotipus (22A. abra). Az FTO elhizas riziko variansaval
rendelkez6 aktiv bézs adipocitak a rizik6-mentes hordozokkal 6sszehasonlitva alacsonyabb
sejtlégzést mutattak, kiilonésen stimulalt protoncsorgasos légzést - mely az UCP1-fiiggd
hétermelést tiikrozi - valamint extracellularis savasodast, amely a glikolitikus aktivitassal
asszocialt (22. abra). Erdekes modon megfigyeltiik az elhizas riziké FTO allél sejtes 1égzésre
gyakorolt egyedi hatasat aktiv bézs adipocitakban, mely nem volt jelen fehér vagy inaktiv bézs
adipocitakban. Ez kiemeli, hogy a vizsgalt SNP csak a termogenezisre aktivalt human

abdominalis SC adipocitakban fejt ki szignifikans hatast.
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22. abra: A differenciaciéos protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatdsa az
oxigénfogyasztasra és az extracellularis savasodasra

(A, B) Seahorse extracellularis fluxus analizissel hatdroztuk meg a (A) bazalis, dibutiril-CAMP
stimuldalt maximadlis és stimuldlt protoncsorgdsos oxigénfogyasztast, valamint az (B)
extracellularis savasodast fehér, aktiv bézs és inaktiv bézs adipocitikban, melyek FTO riziko-
mentes vagy elhizas riziké genotipussal rendelkeztek. 4 statisztikai elemzést egyutas ANOVA-
va Tukey post hoc tesztjével végeztiik, n=4 genotipusonként, */#p<0,05, **/##p<0,01 és
***[#Hp<0,001. *analizist végeztiink az alkalmazott differencidacios protokoll hatdsanak
osszehasonlitasara ugyanazon genotipusban. #analizist végeztiink az FTO rs1421085 TT és CC
genotipusok dsszehasonlitasara ugyanazon differencidacios protokollon beliil.
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5.25. Az FTO elhizas riziké genotipust hordozd, termogenezisre aktivalt adipocitak

kisebb mennyiségii semleges aminosavat fogyasztanak

Az aktiv termogenikus adipocitdk metabolikus szubsztratokat, példaul szénhidratokat,
zsirsavakat vagy aminosavakat hasznalnak fel a hétermeléshez [Onogi és Ussar, 2022]. Ezért
célul tiztik ki az eltér6 FTO genotipusi abdomindlis SC adipocitdk ,,lizemanyag”-
hasznositasanak vizsgalatat a haromféle differenciacios programban. A zsirsavak elsdsorban a
lipidcseppekbdl szabadulnak fel lipolizis soran [Cannon és Nedergaard, 2004; Townsend ¢és
Tseng, 2014]. Megallapitottuk, hogy az adipocitdkban a lipolizis szabalyozésa és a zsirsav-
anyagcsere génexpresszios Utvonalai leszabalyozdodtak az FTO CC-vel rendelkezd aktiv bézs
adipocitakban a TT allélhordozokhoz képest (19B. dbra). Bar az egér barna zsirsejtek képesek
kompenzalni a lipidcseppekbdl szarmazo zsirsavak hianyat [Chitraju és mtsai., 2020], ex vivo
modelliinkben nem szerepeltek zsirsavak az alkalmazott differenciacios tapkozegben. Az
SLC7A10 éltal kédolt ASC-1 fontos szerepet jatszik az alanin, szerin, cisztein és glicin
fogyasztas kozvetitésében az abdominalis SC és a mély nyaki régiokbol szarmazo human
adipocitakban [Jersin és mtsai., 2021; Arianti és mtsai., 2021]. A termogenikus aktivalas soran
a felhasznalt energiaforrasok vizsgalatara az adipocitak oxigénfogyasztasat ETO (a karnitin-

palmitoiltranszferaz-1 inhibitora) adasaval kovettiik.

A szénhidrat- és aminosav-oxidaci6 aktivitasat tiikr6z6 ETO-R 1égzés [Nagy és mtsai., 2022]
magasabb volt az FTO riziko-mentes genotipusu aktiv bézs adipocitakban, mint az azonos TT
genotipust hordozo fehér vagy inaktiv bézs adipocitakban (23A. abra). Az elhizas riziko FTO
alléllel rendelkez6 aktiv bézs adipocitak ETO-R oxigénfogyasztasa alacsonyabb volt, mint a
riziko-mentes hordozoké (23A. abra). Ezek a megfigyelések kisebb mértékii szénhidrat-

¢és/vagy aminosav-felhasznélasra utalnak a CC-hordoz6 aktiv bézs adipocitdkban.

Az SLC7A10-et a legnagyobb mértékben expresszalt DEG-ek kozott talaltuk a riziko-mentes
genotipust aktiv bézs adipocitakban (16F. abra). Ezért gy dontottiink, hogy megvizsgaljuk az
alkalmazott differenciaciés protokollok és az FTO rs1421085 SNP hatasat az ASC-1
expresszidjara, valamint az ASC-1 altal szallitott aminosavak adipocitak altali felhasznalasara.
Azt talaltuk, hogy a riziko-mentes allélokkal rendelkezd aktiv bézs adipocitak nagyobb
SLC7A10 mRNS expressziot mutattak, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak, amelyek
ugyanazt a TT genotipust hordoztak (23B. abra). Ez a hatas megfigyelheté volt az ASC-1
fehérje szintjén is (23C. abra). Az FTO rs1421085 SNP jelenléte az SLC7A10 alacsonyabb

expresszidjat eredményezte az aktiv bézs adipocitakban (23B, C. abra). Ezt kdvetden
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megmeértiik az aminosavak fluxusat a haromféle modon differencialt, CC illetve TT alléleket
hordozoé adipocitak kondicionalt tapfolyadékabol. Az alkalmazott differenciacios programok
nem befolyasoltak az alanin kibocsatasat, az FTO allél statuszatol fiiggetleniil (23D. abra). Az
FTO riziko-mentes genotipusu adipocitak esetében azt talaltuk, hogy az aktiv bézs zsirsejtek
nagyobb mennyiségl szerint (23E. dbra) €s ciszteint (23F. abra) fogyasztottak, és tobb glicint
bocsatottak ki, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitak (23G. abra).
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23. abra: A differenciacios protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatasa a
differencialt abdominalis SC adipocitak ASC-1 altal kozvetitett aminosav fluxusaira

(A) Seahorse extracelluldaris fluxus analizissel hataroztuk meg az etomoxir (ETO)-rezisztens
oxigénfogyasztast fehér, aktiv bézs és inaktiv bézs adipocitikban, melyek riziko-mentes vagy
elhizas riziké genotipussal rendelkeztek. (B, C) SLC7A10/ASC-1 mRNS (B) és fehérje (C)
expresszioja RT-QPCR-rel és immunoblottal mérve, n=4 genotipusonként. (D—G) Differencialt
abdomindlis SC adipocitik kondiciondlt médiumaibol mért aminosav-fluxus, n=4
genotipusonkeént. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA-va Tukey post hoc tesztjével végeztiik.
*Hp<0,05, *F¥HHp<0,01 és FFFHH#HP<0,001. *analizist végeztiink az alkalmazott
differenciacios protokoll hatasanak oOsszehasonlitasara ugyanazon genotipusban. #analizist
vegeztiink az FTO rs1421085 TT és CC genotipusok oOsszehasonlitasara ugyanazon
differenciacios protokollon beliil.

A fent emlitett génexpresszios és ETO-R oxigénfogyasztasi eredményeknek megfelelden nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget ezen aminosavak fluxusaban a haromféle
differencidcios protokoll kozott az elhizas riziko allélokkal rendelkezd adipocitdkban. Az
elhizas rizik6 genotipusu aktiv bézs adipocitak kevesebb ciszteint fogyasztottak, mint a riziko-

mentes hordozok (23F. abra), azonban az SNP-nek nem volt szignifikans hatasa a
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szerinfogyasztasra (23E. 4&bra), ami arra utal, hogy mas aminosav transzporterek

kompenzalhatjak az ASC-1 csokkent expresszidjat.

Az RNS-seq adataink azt mutattak, hogy a SHMT1, mely az L-szerin és tetrahidrofolat (THF)
glicinné illetve 5,10-metilén-THF-ta (5,10-CH>-THF) torténd atalakulasat katalizalja,
alacsonyabb mértékben expresszalodott aktiv bézs adipocitakban, melyek az elhizas riziko FTO
alléllt hordoztak, Osszehasonlitva a riziko-mentes hordozokkal. Az SHMT1 expresszidjara
vonatkozd6 RNS-seq adatainkat RT-gPCR-ral (24A. abra) és immunoblot-vizsgalattal (24B.

abra) validaltuk.
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24. abra: A differenciacios protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatasa a
differencialt abdominalis SC adipocitak SHMT1 expresszidjara

(A, B) SHMTL1 (A) mRNS és (B) fehérje expresszioja RT-QPCR-rel és immunoblottal mérve,
n=4 genotipusonként. (C) Az ASC-1 dltal kozvetitett aminosav-fluxus és az SHMTI
enzimaktivitas grafikus dbrazolasa TT (bal panel) és CC (jobb panel) FTO allélekkel
rendelkezd aktiv bézs zsirsejtekben. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA-va Tukey post hoc
tesztjével végeztiik. */#p<0,05, **/##p<0,01 és ***/#t#Hp<0,001. *analizist végeztiink az
alkalmazott differenciacios protokoll hatasanak osszehasonlitasara ugyanazon genotipusban.
#analizist végeztiink az FTO rs1421085 TT és CC genotipusok ésszehasonlitasara ugyanazon
differenciacios protokollon beliil.

Azt is megallapitottuk, hogy az aktiv bézs adipocitdk magasabb SHMT1 fehérje tartalommal

rendelkeztek, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak a riziko-mentes FTO allél jelenlétében,
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de ez a kiilonbség nem volt megfigyelhetd az elhizas rizikd genotipust mintakban (24B. dbra).
Az ASC-1 altal szabalyozott aminosav-fluxus feltételezett modelljét, valamint a szerin és a

glicin SHMTT altali lehetséges interkonverzidjat a 24C. abra foglalja 6ssze.

A metabolomikai analizis és RNS-seq adataink a rizik6-mentes allél aminosav anyagcserére -
azon beliil is a GPT2 expressziora - gyakorolt hatasara engedtek kovetkeztetni (25. abra). Az
RNS-seq eredményeink alapjan az elhizas rizikd genotipusu aktiv bézs adipocitak alacsonyabb
mértékben fejezték ki a GPT2 mRNS-t, mint a riziko-mentes allélhordozok. A riziko-mentes
FTO allélokat hordoz6 adipocitak esetében az aktiv bézs adipocitak tobb GPT2-t expresszaltak
mind mMRNS (25A. abra), mind pedig fehérje szinten (25B. abra) a fehér adipocitakhoz képest.
Alacsonyabb GPT2 kifejezddést is megfigyeltink az FTO elhizas rizikd genotipusu aktiv és
inaktiv bézs adipocitakban a riziko-mentes allélhordozokkal szemben (25A, B. abra). A riziko-
mentes genotipusu aktiv bézs adipocitak nagyobb mennyiségli glutamint fogyasztottak, mint az
azonos TT genotipusu fehér vagy inaktiv bézs adipocitdk, de az elhizés riziké genotipust
mintak esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget a haromféle differenciacios protokoll kozott. A
rizik6-mentes allélt hordozd adipocitdkkal ellentétben az FTO elhizds rizik6 genotipust
adipocitak nem fogyasztottak glutamint az alkalmazott differenciacidos protokolloktol
fiiggetlentil (25C. abra). Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy az aktiv bézs zsirsejtek nagyobb
mennyiségili glutamatot bocsatottak ki, mint az inaktivak, mig a fehér adipocitak inkabb ezt az
aminosavat elfogyasztottak. A glutamat fogyasztasa nem fiiggott az FTO rs1421085 lokusz
allél eloszlasatol (25D. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TT FTO alléllokat
hordoz¢ aktiv bézs adipocitadk nagyobb mennyiségli glutamint hasznéalnak fel, amely glutamatta
alakithato. A sejtek ezt feltehet6en tobb a-ketoglutarat (TCA-ciklus intermedier) termelésére

hasznaljak, amely hozzajarulhat a megndvekedett hétermeléshez (25E. abra).
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A GPT2 (qPCR) B GPT2 (Denzitometria)
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25. abra: A differenciaciés protokollok és az FTO rs1421085 alléljainak hatisa a
differencialt abdominalis SC adipocitak GPT2 expressziojara és glutamin-glutamat
fluxusara

(A, B) GPT2 mRNS (A) és fehérje (B) expresszioja RT-QPCR-rel és immunoblottal mérve, n=4
genotipusonként. (C, D) Glutamin (C) és glutamat (D) fluxusa differencialt abdomindalis SC
adipocitak kondicionalt médiumaibol mérve, n=4 genotipusonkeént. (E) A glutamin-glutamat
Sfluxus és a GPT2 enzimaktivitas grafikus abrazolasa TT (bal panel) és CC (jobb panel) FTO
allélekkel rendelkezé aktiv bézs zsirsejtekben. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA-va Tukey
post hoc tesztjével végeztiik. */#p<0,05, **/##p<0,01 és ***/##H#p<0,001. * analizist végeztiink
az alkalmazott differenciacios protokoll hatisanak Osszehasonlitisara ugyanazon
genotipusban. #analizist végeztiink az FTO rsl421085 TT és CC genotipusok
osszehasonlitasdara ugyanazon differencidacios protokollon bellil.
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6. Megbeszélés

6.1. Parkin-fiiggo és fiiggetlen mitofagia kozvetiti a bézs-fehér atalakulast a human

abdominalis adipocitakban ex vivo

A BAT kozponti szerepet jatszik az allandé hideghatasnak kitett eml0sok energiahdztartdsaban
[Cannon ¢és mtsai., 2004]. Az aktiv BAT-raktarak nuklearis képalkotd6 modszerekkel feln6tt
emberekben torténd kimutatasat kovetden [van Marken és mtsai., 2009; Cypess és mtsai., 2009;
Virtanen ¢és mtsai., 2009] erés negativ korrelaciot tartak fel az elhizas és az aktiv BAT
mennyisége kozott [Lee és mtsai., 2010; Yoneshiro és mtsai., 2013]. Fiiggetlen tanulmanyok
azt sugalljdk, hogy a feln6tt emberek BAT-raktarai tulnyomorészt bézs adipocitakbdl allnak
[Wu és mtsai., 2012; Jespersen és mtsai., 2013; Lee és mtsai., 2014]. A human bézs zsirsejtek
transzplantacidja javitotta az étrend altal kivaltott elhizast és a szisztémds anyagcserét
egerekben, ami ravilagit a bézs sejtbeiiltetés terapids alkalmazasanak lehetdségére az elhizas és
a MetS kezelésében [Min és mtsai., 2016; Wang ¢és mtsai.,, 2020]. Ez arra 0sztondzte a
kutatokat, hogy részletesen jellemezzék a bézs adipogenezist és a termogenikus aktivaciot
kiilonb6z6é human sejtmodellekben. Tudomasunk szerint azonban ezeknek az ex Vivo
vizsgélatoknak a tobbsége legfeljebb két hétig terjedt ki a differencidlodasi iddszakra.
alkalmazasa feltételezi, hogy a felhasznalt sejtek jelentds ideig fenntartjak energia felszabaditod
képességiiket. Bar a feln6ttek hasi SWAT-jaban nem dusultak fel talsagosan a termogenikus
zsirsejtek [Leitner és mtsai., 2017], azonban ezek a depdk tartalmaznak olyan progenitorokat,
amelyek bézs adipocitakat eredményezhetnek [Min és mtsai., 2019; Oguri és mtsai., 2020].
Viszonylagosan konnyii hozzaférhetdsége miatt az abdominalis SC zsirbiopsziak vagy
aspiraciok sztomalis-vaszkularis frakcidibol (SVF) izolalt hASC-ket gyakran hasznaljak a

kutatasban és a regenerativ medicinaban [Dykstra és mtsai., 2017].

A bézs adipocitak aktivalasa, példaul hideg expozicio vagy B-AR agonistak hatdsa sziikséges a
magas UCP1 expresszio fenntartasahoz. A hideg expozicio noradrenalin felszabadulasat idézi
el6 a szimpatikus idegrendszerbdl, amely a 3-AR-hoz kot6édik [Cannon és mtsai., 2004]. A B-
adrenerg jelatviteli kaszkéddot a Gs fehérjék adenilat-ciklaz aktivalasa kozvetiti, ami a PKA
aktivalasahoz és cAMP termelddéséhez vezet. Ez el6segiti a lipolizist, a TG-k lebomlasat, ami
FFA-k felszabadulasat eredményezi, ami aktivalja az UCP1-et [Sidossis és mtsai., 2015]. A
PKA-nak szamos downstream célpontja van, koztiik a CREB, a MAP kinaz utvonalak tagjai

(Erk1/2, p38, JNK) és a hormon-szenzitiv lipdz, amelyek eldsegitik a hdtermelés fokozasat a
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termogenikus génexpresszio felszabalyozasaval és/vagy a szubsztratok mobilizalasaval a

termogenezis megvalositasara [Cao és mtsai., 2004; Shi és mtsai., 2017].

A PPARYy jol ismert, mint a fehér és barna zsirsejtek differencidlodasanak 6 szabalyozoja.
Egyes szintetikus PPARy agonistak - mint példaul a roziglitazon - a fehér zsirsejtekben a bézs
adipocita gén-transzkripcids program indukaldiként miikodnek, amelyet a SIRT1, PRDM16,
C/EBPa és PGCla-fliggd mechanizmusok kozvetitenek [Sun és mtsai., 2021]. A PPARy
kozvetleniil szabalyozza szamos gén expressziojat, amelyek részt vesznek az adipocitdk
kozponti funkcidiban, mint példaul a lipidtranszportban, a lipid metabolizmusban, az inzulin
jelatvitelben és az adipokin szekrécioban [Lehrke és mitsai.,, 2005]. A PPARy célgének
szabalyozhatjak a lipidtranszportot (FABP4), a zsirsavfelvételt (LPL, FATP/SLC27Al,
OLR1), az intracellularis zsirsavak Gjrahasznositasat (PEPCK/PCK1, GK, AQP7) [Koppen és
mtsai., 2010] és a lipolizist (GPR81) [Jeninga és mtsai., 2009]. Ezenkiviil a PPARy szabalyozza

az inzulinérzékenységet az adipokinek expressziojan keresztiil [Rangwala és mtsai., 2004].

Munkam soran négy héten keresztiil kovettem a primer abdominalis SC eredetti hASC-k fehér
¢és bézs zsirsejtekkeé torténd differencidlodasat. A PPARy-vezérelt bézs differencialodas idébeli
kiterjesztése az UCP1 tovabbi felszabalyozasat eredményezte mind mRNS (10A. abra), mind
fehérje (10B. abra) szinten, illetve a CIDEA gén szintjén (10C. abra), mig fehér zsirsejtekben
ezek a markerek folyamatosan expresszalddtak mérsékelt szinten. Ezt a jelenséget
kutatocsoportunk reprodukalta az SGBS sejtvonal eredetli zsirsejtekkel [Klusoczki és mtsai.,
2019], amely a human fehér és bézs adipogenezis elfogadott és széles korben hasznalt modellje

[Wabitsch és mtsai., 2001; Halbgebauer és mtsai., 2020].

A bézs és barna zsirsejtekben a mitokondriumok allapota meghatarozé a termogenezis €s az
energia-anyagcsere szempontjabol. A ragesalok barna adipocitaiban talalhatd mitokondriumok
adrenerg jelre valaszul fragmentalodnak, hozzajarulva a szétkapcsolt 1égzéshez és a fokozott
energiafelhasznalashoz [Liesa és mtsai.,, 2013; Wilkstrom és mtsai., 2014]. Pisani és
munkatarsai kimutattdk, hogy az UCPIl-pozitiv humdan zsirsejtek tobbnyire fragmentalt
morfologiaji mitokondriumokat tartalmaznak [Pisani és mtsai., 2018]. A kdzelmultban azt
talaltuk, hogy a cAMP altal vezérelt termogenikus stimulacié megnovekedett mitokondrialis
fragmentaciot eredményezett human inaktiv €s érett bézs zsirsejtekben, amelyek négy helyett
két hét alatt differencialodtak ugyanazon progenitor populaciokbol [Szatmari-Toth és mtsai.,

2020]. Amikor fenntartottuk a bézs iranyu differencialédast, tobb mitokondrium
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fragmentalodott, ellentétben a fehér zsirsejtekkel, amelyekben ezek a dinamikus organellumok

elongalodtak (13C. abra).

A mitokondridlis biogenezis ¢€s eltavolitas szabalyozasa fontos az energiahomeosztazis és a
mitokondriumok optimalis szamanak fenntartasahoz [Altshuler-Keylin és mtsai., 2017]. A
mitokondrialis biogenezist szamos sejtmagban kodolt transzkripcios kofaktor - mint példaul a
PGCla - szabalyozza [Picca és mtsai., 2018]. Bar a PGCla expresszidja mMRNS szinten
altalaban emelkedett volt a bézs iranyu differencialédas korai fazisaban, nem kiilonb6zott
statisztikailag szignifikdns mértékben a fehér és a bézs zsirsejtek kozott (11B. abra). Az mtDNS
mennyisége azonban ndvekvd tendenciat mutatott a hosszu tavia bézs adipogenezis soran (11A.
abra). A funkcionalis extracelluldris fluxusvizsgalat magas bazalis, cAMP-stimulélt és
protoncsorgasos OCR-t, valamint jelentdsebb extracelluléris savasodéast mutatott mind bazalis,
mind aktivalt koriilmények kozott a bézs zsirsejtek esetében, amelyek roziglitazon jelenlétében
négy hétig differencidlodtak. A 1égzés és az extracelluldris savasodas szignifikdnsan
alacsonyabb volt fehér zsirsejtekben; azonban hatékonyan stimulalddott a sejt-permeabilis
cAMP analogra adott vdalaszként, ami arra utal, hogy a fehér koktél jelenlétében

differencialodott zsirsejtek egy része inaktiv bézs adipocita volt (11C, D ébra).

A megnovekedett mitokondrialis fragmentacio, mtDNS tartalom és OCR felveti a gatolt
mitofagia lehetGségét a bézs zsirsejtekben. Amikor ugyanazokat a progenitorokat két hétig
differencialtattuk, fliggetleniil az alkalmazott protokolltol, néhany 6ras cAMP-kezelés nemcsak
a termogenezishez kapcsolodd géneket szabalyozta fel, hanem a PKA-n keresztiil gyorsan
gatolta a mitofagiat, ami tobb mitokondriumot és megemelkedett UCP1 szintet eredményezett
[Szatmari-T6th és mtsai., 2020]. Hosszu tava differencialodasi koriillmények kozott a tartos
roziglitazon adagolas a mitofagia mérsékelt fékezddését is eredményezte, amit az LC3-1 LC3-
I1-vé valo atalakulasanak lassulasa (12D. abra), LC3-pozitiv punktatumok megjelenése (13B.
abra), a punktatumok és a mitokondriumok kolokalizacioja (13C. abra), valamint az
adapterfehérjék lebontasa (14C, D. abra) mutatott. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a
hattérben zajlé molekularis mechanizmusok feltarasahoz, amelyek bizonyithatjak a mitofagia

mérsékelten alacsony szintjét a bézs adipocitakban.

Him egerekben bebizonyitottdk, hogy a CL 316,243 B3-AR agonista intraperitonealis
beadasaval indukalodik a WAT bézsesedése hét egymast koveté napon keresztiil. Alacsony
autofagia aktivitast figyeltek meg az ijonnan differencidlodott bézs zsirsejtekben [Altshuler-

Keylin és mtsai., 2016], ami 6sszhangban van az itt bemutatott ex vivo eredményekkel (12. és
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13. abra). A termogenikus inger visszavonasa utan azt talaltdk, hogy a bézs zsirsejtek
elvesztették morfoldgiai és termogenikus jellemzdiket, és ,,fehér-szeri” zsirsejtekké alakultak,
amit a mitokondriumok eltavolitasa valtott ki a mitofagian keresztiil. A bézs-fehér adipocita
atalakulas soran az autofagiaval-asszocialt ATGS és ATG12 gének expresszioja fokozodott, a
Green Fluorescent Protein (GFP)-LC3 pontok szama, a GFP-LC3 és TOM20 kolokalizacidja
jelentdsen megnétt, az LC3-11 fehérjeszintje megemelkedett. Ezzel parhuzamosan a szelektiv
autofagia adapter fehérjék, az NBRI1 és a p62 lebomlottak, Osszehasonlitva azokkal az
egerekkel, amelyeket a teljes kisérleti idészak alatt folyamatosan B3-AR agonistaval kezeltek
[Altshuler-Keylin és mtsai., 2016].

Kisérleteink soran a human primer SC hasi eredeti zsirsejtek ex vivo modelljét alkalmaztuk a
bézs-fehér atalakulds folyamatdnak jellemzésére a mitofagia kontextusaban. A zsirsejtek UCP1
(10A, B. abra), CIDEA (10C. abra) és LEP (10D. abra) expresszidja, a mitokondriumok
fragmentacioja (13C. abra) és a bazalis 1égzése (11C. abra) szignifikansan megvaltoztak az
atalakulds eredményeként; ezért ezek a sejtek tobb, a fehér zsirsejtekre jellemzd tulajdonsagot
vettek fel. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg a kdzelmultban, amikor 28 napos differencialast
végeztiink, parhuzamosan a bézs protokoll fehérre cserélésével a 14. napon az SGBS
preadipocita sejtvonalban [Klusoczki és mtsai., 2019]. Az SGBS zsirsejtekre vonatkozo6 korabbi
megfigyeléseinkkel €s az itt bemutatott adatokkal ellentétben Guennoun és munkatarsai magas
UCP1-tartalmat figyeltek meg a 14 napig differencialt SGBS zsirsejtekben, még a fehér
differencialodasi protokollra valaszul is, barnulast indukalé anyagok hidnyaban. Erdekes
modon, amikor az SGBS sejtek fehér differencialodasat tovabbi két héttel meghosszabbitottak,
az UCP1 expresszidja szignifikdnsan csékkent [Guennoun és mitsai., 2015]. Az autofigia

hozzajarulasat ehhez a vératlan eredményhez eddig nem vizsgaltak.

A 12. és 13. abran lathaté adataink Gsszhangban vannak Kajimura munkacsoportja in vivo
vizsgalatanak eredményeivel [Altshuler-Keylin és mtsai., 2016], melyek bizonyitjak, hogy
barnulast indukald inger hidanydban az autofagia aktivalodik a bézs adipocitak
mitokondriumainak eltavolitasara. fgy a bézs adipocitik egy adaptiv atalakulason mennek
keresztiil, aminek kovetkeztében egy termogenikusan inaktiv allapotba keriilnek (26. abra). Az
ex vivo atalakult bézs zsirsejtek azonban hatékonyabban reagaltak az adrenerg ingert utanzo
dibutiril-cAMP-re az OCR, a protoncsorgasos 1égzés (11C. abra) és az ECAR (11D. abra)
aktivalasaval, mint a fehérek. Megjegyzendd, hogy az UCP1 fehérje jelentés mennyiségben
expresszalodott kéthetes atalakulast kovetéen (10B. abra), ami megmagyarazhatja, hogy az

atalakult zsirsejtekben miért volt magasabb a stimuldlt és protoncsorgas OCR, mint a
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fehérekben. A megfigyelt funkcionalis kiilonbségek arra utalnak, hogy az atalakult bézs és az
eredendden fehér zsirsejtek két kiilonbozd sejtpopulacioba sorolhatok. Szisztematikus
vizsgalatokra van sziikség a termogenikusan aktiv bézs, az atalakult inaktiv bézs és a fehér

zsirsejtek molekularis jellemzdinek tovabbi feltarasahoz emberekben.
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agonista (roziglitazon) megvondsa megnovekedett mitofagiat okoz, mely inaktivalja ezen
sejteket és egy fehér adipocitakra jellemzo fenotipust alakit ki.

Utols6 1épéskeént arra torekedtiink, hogy feltarjuk, hogyan kozvetitddik a mitokondriumok
szelektiv eltavolitdsa a tranzicids folyamat soran. Az irodalomban ellentmondasos adatok
jelentek meg a parkin szerepérdl az egér bézs zsirsejtek funkcidinak fenntartdsaban. A 3T3-L1
adipocitak adipogenezise soran fokozott parkin expressziot figyeltek meg, mig a roziglitazon
kezelés hatasara a fehérje expresszidja csokkent [Taylor és mtsai., 2017]. Egér modellben azt
talaltdk, hogy a parkin expresszidé indukdlodott a bézs zsirsejtek differencidlodésa soran;
tovabba kimutattdk a mitokondriumban gazdag bézs adipocitak aktiv allapotanak fenntartasat
még az adrenerg inger eliminalasa utan is a PARK2 knockout egerekben [Lu és mtsai., 2018].
Ezekkel az eredményekkel ellentétben Corsa és munkatarsai azt talaltdk, hogy az egér
zsirsejtekben a parkin delécido nem befolyésolta az adipogenezist, a bézs-fehér atalakuldst és a

bézs zsirsejtek aktiv allapotanak fenntartasat [Corsa és mtsai.,, 2019]. A kozelmultban
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kutatocsoportunk leirta, hogy a parkin-fliggé és az adapterektdl fliggetlen, mitofagiahoz
kapcsolodo gének expresszalodnak a human inaktiv és érett bézs zsirsejtekben. A CAMP-
vezérelt termogenikus inger a parkin-fliggéd mitofagiaval kapcsolt gének expresszidjanak
csOkkenését eredményezte [Szatmari-Toth és mtsai., 2020]. Kisérleteim soran azt tapasztaltam,
hogy a parkin gén- és fehérje expresszidja nem valtozott a bézs-fehér atalakulds soran (14A, B.
abra). Azonban az NBR1 (14C. abra) és a p62 (14D. abra) szelektiv adapterfehérjék szintje
szignifikansan csokkent, a CALCOCO2/NDP52 (14F. abra) és a vizsgalt parkin-fiiggetlen
mitofagiaval kapcsolt gének (15. abra) expresszioja pedig szignifikansan megemelkedett az
atalakulds sordn, Osszehasonlitva a végig bézs iranyba differencialt zsirsejtekkel.
Osszefoglalva, adataink azt sugalljak, hogy mind a parkin-fiiggd, mind a fiiggetlen mitofagia
utvonalak részt vesznek a mitokondridlis eliminacid szabalyozdsdban a bézs-fehér zsirsejtek

atalakulasa soran.

A p62 egy tobbfunkcids fehérje, amely szamos jelatviteli folyamatban vesz részt, amelyek
kiilonb6z6 sejtfolyamatokat érintenek, mint példaul a gyulladés, a sejthalél, a daganatképzddés
¢s az anyagcsere [Katsuragi és mtsai., 2015; Ning és mtsai., 2019]. Beszdmoltak arrol, hogy a
teljes testet érint6 p62 knockout egerek elhizott fenotipust mutattak a megnovekedett zsirosodas
¢és a csokkent energiafelhasznalas miatt [Rodriguez és mtsai., 2006]. Ezen tilmenden a BAT
mitokondrialis funkciéja adipocita-specifikus p62”7 egerekben kéarosodott, ami azt
eredményezte, hogy a BAT nem reagalt a B3-adrenerg ingerekre [Miiller és mtsai., 2013]. Ez
arra utal, hogy a p62 jelentds szerepet jatszik a BAT termogenezisének szabalyozasdban. Egy
friss tanulmany kimutatta, hogy az NBR1 sziikséges az adaptiv termogenezis gétlasahoz a
PPARy aktivitdsdnak csokkentése révén a p62-hianyos egerek BAT-jaban; ezaltal azonositottak
az NBR1 gatlo szerepét a termogenezisben p62 inaktivacio jelenlétében [Huang és mtsai.,
2021]. Ezen tanulmanyok alapjan tovabbi vizsgalatok feltarhatjak a p62 és az NBR1 szerepét a

humén barna és bézs zsirsejtek termogenezisében.

Az elhizott egyének kevesebb aktiv BAT-tal, de tobb ,,barnithatd” zsirral rendelkeznek, mint a
sovanyak [Leitner és mtsai.,, 2017]. Ezek a ,barnithat6” depdk nagy mennyiségben
tartalmazhatnak bézs zsirsejteket, amelyekben az autofagia és a mitofaga nagyon aktiv. Ezt
tdmasztja ald az a tény, hogy az ATG és az autofagoszomakkal kapcsolt gének jelentds
mértékben expresszalodnak az elhizott betegek zsigeri és SWAT-jaban [Kosacka és mtsai.,
2015; Haim és mtsai., 2015]. A jovoben jol alkalmazhatd molekularis markerekre €s szovettani
vagy sejtszeparalasi modszerekre lesz sziikség a fehér, aktiv bézs és az atalakulason atesett bézs

zsirsejtek megkiilonboztetésére a kiillonbozé anatomiai teriileteken. Ez lehetdévé teheti a
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kutatoknak, hogy elemezz¢ék a génexpresszids valtozasokat az egyes sejtekben a konverzid
soran, ami feltarhatja azokat az Gj molekularis célpontokat, amelyek irdnyitjak ezt a folyamatot.
Tovabbi vizsgalatokra van szlikség ahhoz, hogy az autofagia gatlasat betegségek gyogyitasara
hasznaljak, de vannak erre iranyuld biztatd eredmények. Példaul Garcia-Pérez és munkatarsai
Osszefoglaltak, hogy az autofagia célzasa a severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) fertézések korai stadiumaban potencialis terapias stratégia lehet a
virusreplikacio ellen és a fokozott gyulladasos valasz szabalyozasaban [Garcia-Pérez és mtsai.,
2020]. A bézs-fehér atalakulast meghatarozo kulcsfontossagu molekularis események jobb
megértése Uj lehetdségeket kinalhat ennek a folyamatnak a specifikus gétldsara a hétermeld
zsirsejtek aktiv allapotanak fenntartasa érdekében. Ezek a sejtek farmakologiailag aktivalhatok
vagy transzplantalhatok lehetnek példaul emberekbe az energia-anyagcsere javitasa és az

elhizas elleni kiizdelem érdekében.

6.2. Human abdominalis szubkutan adipocitikban az elhizas riziké FTO rs1421085 allél

jelenléte az energiafelszabaditas zavarat okozza

Az abdomindlis zsir SC ¢s intraabdominalis zsirra oszthatd, amely foként zsigeri vagy
intraperitonealis WAT-bol all [Mérin és mtsai.,, 1992; Wajchenberg, 2000]. Szamos
tanulmanyban leirtak, hogy a zsigeri WAT felhalmozodasa er6sen korrelal az anyagcsere-
rendellenességek kockazataval [Matsuzawa és mtsai., 1995; Fujimoto és mtsai., 1994; Banerji
¢és mtsai., 1999], mig mas vizsgalatok azt allitottak, hogy az abdominalis SWAT védo szerepet
tolthet be [McLaughlin és mtsai., 2011; Patel és Abate, 2013]. Egy ujabb tanulmanyban
PET/CT technika alkalmazasaval megerdsitették, hogy emberekben BAT vagy barnithatd
zsirszovet talalhatdo a nyaki, Szupraklavikularis, honalji, mediasztinalis, paravertebralis és
abdominalis depokban [Leitner és mtsai., 2017]. Doktori munkam soran RNS-seq analizist
végeztiink human abdominalis SC eredetii preadipocitakon, melyeket FTO rs1421085 riziko-
mentes vagy elhizas rizikdju genotipusii egyénekbdl izolaltunk és haromféle protokoll
alkalmazasaval differencialtattunk fehér, aktiv vagy inaktiv bézs adipocitakka. Azt talaltuk,
hogy az FTO genotipusoktol fiiggetleniil a fehér vagy inaktiv bézs adipocitakhoz képest az aktiv
bézs adipocitak nagyobb termogenikus potenciallal rendelkeztek, melyet a termogenikus gének
magasabb expresszidja €s - a ProFAT nyilt hozzéférésti alkalmazéds felhasznéalasaval
szamszerUsitett - magasabb barnulasi kapacitas jellemzett. Eredményeink arra utalnak, hogy a
humén abdominalis SC adipocitak jelentds termogenikus potenciallal rendelkeznek, ha PPARYy
agonista ¢és adrenerg stimulacio altal vezérelt aktiv bézs differenciaciods protokoll segitségével

aktivalodnak. Ez a potencial azonban csokken, amikor az adipocitak inaktivalédnak a bézs-
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fehér atalakulas soran. 100, illetve 164 gént talaltunk, amelyek magasabban, illetve
alacsonyabban expresszalodtak az aktiv bézs adipocitakban mind a fehér mind az inaktiv bézs
zsirsejtekhez képest. Szamos jol ismert termogenezis marker - mint példaul a CITEDI,
PM20D1, PLIN5, GK ¢és AQP3 - felszabalyozodott az aktiv bézs zsirsejtekben, mind a fehér
mind az inaktiv bézs adipocitakhoz viszonyitva (16. abra). Nem talaltunk DEG-eket a fehér és
inaktiv bézs adipocitdk 0sszehasonlitdsakor, ami a génexpresszids profilok nagy hasonlosagat

jelzi ebben a két differenciacios programban.

A dibutiril-cAMP-t széles korben hasznaljak az in vivo termogenezis imitalasara, mivel képes
athatolni a sejtmembranon [Cypess és mtsai., 2013]. A CAMP-vel ellentétben - amelyet a
foszfodiészteraz (PDE) tud hidrolizalni - a dibutiril-CAMP ellenall a PDE altali lebontasnak
[Jarett és Smith, 1974; Blecher, 1971]. A cAMP aktivalja a PKA-t, amely kiilonféle fehérjéket
foszforilal és tovabbi protein-kindzok aktivalasanak egymast kovetd kaszkadjait inditja el
[Daniel és mtsai., 1998]. Az utobbi idében a PKA-nak fontos szerepet tulajdonitanak a
géntranszkripcid szabalyozasanak egyik fontos elemeként [London és Stratakis, 2022], mely
soran a CREB aktivalasa az egyik legtobbet vizsgalt kapcsolat a PKA és a megvalosult
génexpresszios szabalyozas kozott [Daniel és mitsai., 1998]. Amikor a dibutiril-cAMP-t
alkalmaztunk az aktiv és inaktiv bézs differenciacios programok kézepén (a 14. napon 4 6ran
keresztiil), azt tapasztaltuk, hogy a vegyiilet termogenikus gének expresszidjara gyakorolt
hatasa az aktiv bézs differenciacié végéig fennmaradt. Ez arra utal, hogy a dibutiril-cAMP

génexpressziot befolyasold hatasa hosszu ideig fenntarthato a bézs adipocitakban.

A tanulmany f6 célja az FTO gén rs1421085 T—C SNP hatasanak vizsgalata volt, amely
megbontja az ARID5B represszor kotéhely konzervalt motivumat, ami az IRX3 és IRXS
kovetkeztében a prekurzor sejtek elkotelezettsége a bézs helyett a fehér program iranyaba
tolodik el és fokozodik a lipidraktarozas [Claussnitzer és mtsai., 2015]. Amikor a harom
kiilonb6z6 adipocita tipus génexpresszios profiljat elemeztiik az FTO rs1421085 riziko-mentes
TT és elhizas rizik6é CC allélhordozo minték elkiilonitésével, érdekes modon azt talaltuk, hogy
az SNP befolyéasolta az aktiv bézs adipocitdk génexpresszidos profiljat, kiilondsen a
termogenikus markerek (CITED1, CIDEC, PLIN1, LIPE, CKMT2 és S100b) kifejezédését.
Azonban ez a hatas nem volt megfigyelhet6 a fehér és az inaktiv bézs adipocitakban (20. abra).
A CIDEC, PLINI és LIPE - lipidcsepp-asszocialt fehérjék, melyek szabalyozzak a triglicerid
akkumulaciét és a lipolizist [Wolins és mtsai., 2006; Puri és mtsai., 2008] - génjeinek csokkent

expresszidja az elhizas riziko FTO allélekkel rendelkezd aktiv bézs adipocitdkban hozzajarulhat
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a lipolizis csokkenéséhez az érintett egyének SC zsirszovetében. A CKMTla/b és CKMT2
mitokondrialis kreatin-kindzok foszforildljdk a kreatint, foszfokreatint termelve, &s
hozzajarulnak az UCP1-t6] fliggetlen hétermeléshez a kreatin vezérelt szubsztrat cikluson
keresztiil [Kazak és mtsai., 2015]. Feltételezték, hogy az S100b fehérje szerepet jatszik a
termogenikus zsirszovet szimpatikus beidegzésében azaltal, hogy stimulalja a szimpatikus
neuronokbodl a neurit novekedést a kalszintenin (CLSTN) 3B tengelyen keresztiil [Zeng és
mtsai., 2019]. Az S100b csokkent expresszidja vagy funkciovesztése zavart szimpatikus
beidegzést eredményezhet, ami a barna vagy bézs adipocitak termogenezisének csokkenéséhez
vezethet. Megjegyzendd, hogy a kozelmultban kimutattak, hogy a zsirszovet-specifikus
CLSTN3B” egerek nem rendelkeztek defektussal a BAT szimpatikus beidegzésében és
adrenerg jelatvitelében [Qian és mtsai., 2023]. Az S100b csdkkent expresszidja az elhizas rizikd
FTO allélt hordoz6 abdominalis SC adipocitdkban azonban részben hozzajarulhat az
abdominalis SWAT alacsonyabb termogenikus kapacitasahoz, még akkor is, ha az adipocitak
hétermelés céljabol aktivalodnak. Fontos, hogy a metabolikus - kiilonésen az energia-
anyagcserével kapcsolatos - utvonalakban, mint példaul a TCA-ciklusban, a lipolizisben, a
piruvat-metabolizmusban ¢és a PPAR-jelatvitelben feliilreprezentalt gének az elhizas rizikd
genotipusu aktiv bézs adipocitikban leszabalyozodtak a riziko-mentes allélhordozokhoz
képest, ami alacsonyabb energia-felszabaditasi képességre utal a CC allélt hordoz6 aktiv bézs
adipocitakban (19B, C. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy az FTO rs1421085 C alléljai
elnyomjak a human abdominalis SC adipocitak termogenikus aktivaciojat; még a hossza tava
roziglitazon kezelés sem tudja kompenzalni az elhizas rizikd genotipus hatasat. Ezen tilmenden
azt is megfigyeltiik, hogy az elhizas riziké FTO alléleket hordoz6 aktiv bézs adipocitak hasonld
transzkriptomikai profilt mutattak, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitak. Ez megerdsiti
a korabbi tanulmanyunkban k6zolt eredményeket, melyek azt mutattak, hogy az FTO elhizas
rizikd genotipust hordozo, termogenezisre hajlamos human nyaki eredetii adipocitakban
alacsonyabb volt a termogenikus markerek - mint példaul a CKMT1A/B, CITEDI,
PPARGC1A/B és CPT1B - valamint a mitokondrialis elektrontranszport és a zsirsav-anyagcsere

génjeinek expresszidja [Toth és mtsai., 2020].

Az aktiv hétermel6 adipocitak nagyobb mennyiségli tapanyagot - példaul gliikozt, zsirsavakat
¢s aminosavakat - haszndlnak fel, hogy elegendd ,jiizemanyagot” biztositsanak a
termogenezishez. E molekuldk sejtekbe vald juttatasanak kozvetitésében fontos szerepet
jatszanak az SLC transzporterek [Cypess és mtsai., 2009; Virtanen és mtsai., 2009; Wu és
mtsai., 2006; Yoneshiro és mtsai.,, 2019]. Adataink azt mutattak, hogy a rizik6-mentes
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genotipust hordozé aktiv bézs adipocitak magasabb ETO-R oxigénfogyasztast mutattak (23A.
abra), ami a fokozott szénhidrat- és aminosav-felhasznalasukat tiikrozi. Ezen sejtekben az
SLC7A10 gén altal kodolt ASC-1 semleges aminosav-transzporter nagyobb mértékben
fejez6dott ki a fehér, illetve az inaktiv bézs adipocitakhoz képest, melyek azonos TT
genotipussal rendelkeztek, mig nem volt kiilonbség az elhizas riziko FTO allélokat hordozo
harom adipocita tipus Osszehasonlitasakor (23B, C. abra). Az ASC-1-et a kozelmultban a
huméan SC zsirszovet energiametabolizmusanak Uj szabalyozodjaként azonositottak, amely
fokozza a mitokondrialis légzést, és megakadalyozza a zsirsejt hipertrofia ¢és az
inzulinrezisztencia kialakulasat [Jersin és mtsai., 2021]. Korabbi tanulmanyunk arrél szamolt
be, hogy a szerin, a cisztein és a glicin ASC-1 altal kozvetitett felvétele elengedhetetlen a
hatékony adrenerg stimulaciora adott termogenikus valaszhoz human nyaki eredetii
adipocitakban [Arianti és mtsai., 2021]. Az ASC-1 szerepét a zsirszOvetben Jersin és
munkatarsai atfogdan megvizsgaltak, mely soran kiemelték jotékony hatdsat a mitokondrialis
aktivitas fokozasara, valamint a fehér zsirsejtek reaktiv oxigéngyokok termelésének
csokkentésére [Jersin és mtsai., 2022]. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a szerin és a
cisztein fogyasztasa magasabb volt a riziko-mentes FTO alléleket hordozé aktiv bézs
adipocitakban, mint a fehér vagy az inaktiv bézs zsirsejtekben (23E, F. abra). Ezen aminosavak
alacsonyabb fogyasztasat figyeltik meg az FTO elhizas rizikd genotipusu aktiv bézs
adipocitakban a rizik6-mentes allélhordozokhoz képest. Ezen tilmenden megfigyeltiik, hogy
az elhizas riziko FTO alléleket hordozo aktiv bézs adipocitak kevesebb glicint bocsatanak ki,
mint a rizikd-mentes allélokkal rendelkezdk (23G. abra). A szerin fontos metabolikus forras az
emldssejtekben az egy-szénatomos toredékek létrehozasahoz [de Koning és mtsai., 2003],
amelyeket az SHMT enzim mindkét izoforméja - az SHMT1 (citoszolikus) és az SHMT2
(mitokondrialis) - termel. A reakcid soran emellett glicin keletkezik. Adataink azt mutattak,
hogy az FTO elhizas rizikd genotipusu aktiv bézs adipocitak alacsonyabb mértékben
expresszaljak az SHMT1-et, mint a rizik6-mentes allélhordozok, ami arra utal, hogy az elhizas
rizikd genotipusti termogenikus adipocitakban alacsonyabb az egy-szénatomos toredékek
termelése (24A, B. abra). Azt is megfigyeltik, hogy az egy-szénatomos toredékek
anyagcseréjének génexpresszids utvonala - amelyben az SHMTI1 és a GPT2 részt vesz -
kevésbé expresszalodik az elhizas rizikd FTO alléleket hordozo aktiv bézs adipocitakban (19B,
C. abra). Az egy-szénatomos toredékek metabolizmusa funkciondlis kdlcsonhatast alakit ki a
mitokondrialis oxidativ foszforildcioval, amely kulcsfontossagu az ATP vagy a hétermelés
szempontjabol emléssejtekben [Lucas és mtsai., 2018]. Az alacsonyabb szerin felvétel, amely

az egy-szénatomos toredékek szintjének csokkenését eredményezheti, az 1., II. és IV.
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mitokondrialis komplexek alegységének alacsonyabb mennyiségéhez vezethet az FTO elhizas
rizikd genotipust hordozd aktiv bézs adipocitdkban. Ennek eredményeként, a stimulalt
maximalis €és a protoncsorgasos 1égzés - amely pozitiv korrelaciot mutat az UCP1 aktivitassal
- valamint az extracellularis savasodas csokkent az elhizas rizikd6 FTO genotipusu aktiv bézs

adipocitakban (21, 22. abra).

A riziko-mentes genotipustt aktiv bézs adipocitdk nagyobb mennyiségli glutamint
fogyasztottak, mint az azonos allélokat hordozé fehér vagy inaktiv bézs zsirsejtek. Az elhizés
rizikd FTO allélt hordozé adipocitak azonban nem fogyasztottak glutamint, fiiggetleniil az
alkalmazott differenciacios protokolltol (25C. abra). A glutamin a legnagyobb mennyiségben
eléforduld szabad aminosav a keringésben [Hall és mtsai., 1996] és az alkalmazott DMEM-F12
sejttenyészté tapfolyadékban, igy az egyik fo ,lizemanyag”-forras a sejtek szamara a TCA-
ciklus miikodtetéséhez és az ATP (vagy ho) elballitasahoz [Scalise és mtsai., 2016]. A GPT2
alacsonyabb expresszidja és a mérsékelt glutamin fogyasztds hozzajarulhat a piruvat
metabolizmus €és a TCA ciklus lelassuldsdhoz az elhizas rizik6 allélokkal rendelkezd aktiv bézs
adipocitakban. Ezenkiviil egér WAT-ban a natrium-fiiggd 2-es tipusi semleges aminosav
transzporter (ASCT2)/SLCI1AS altal kozvetitett glutaminfelvétel fontos a hisztonok
acetilezésében és metilacidjaban. Az elhizott egerek WAT-jaban, az alacsonyabb PPARy
expresszid kovetkezményeként, az ASCT2 leszabalyozasa csokkent glutaminfelvételhez
vezetett, mely korrelalt a H3K27ac és H3K4me3 csokkenésével a Bmall promoterénél [Wang
¢és mtsai., 2022]. Egy nemrégiben megjelent publikacio arr6l szamolt be, hogy adipocitakban
az ASC-1 mukodésének zavara a lipidraktarozas novekedéséhez vezetett, és a zsirsejtek a
glutamat és aszpartat kibocsatas helyett fogyasztottak azokat [Jersin és mtsai., 2023]. Adataink
azt mutattak, hogy az FTO rizik6-mentes genotipusi aktiv bézs adipocitak - amelyek a
legnagyobb mértékben expresszaltak az ASC-1-et - kevesebb aszpartatot fogyasztottak, mint a
fehér vagy az inaktiv bézs adipocitak. A glutamatot fogyasztd fehér adipocitakkal ellentétben
az aktiv bézs adipocitak az extracellularis térbe bocsatottak ki azt (25. abra). Eredményeink
Osszességében azt sugalljak, hogy az elhizas riziko FTO allé¢leket hordozé abdominalis SC
szovetbdl szarmazd adipocitak tobbféle aminosavbol — melyek intracellularis metabolikus
folyamatok szubsztratjai lehetnek — kevesebbet vesznek fel, ami hozzajarulhat az

energiafelszabaditas csokkenéséhez (27. abra).
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27. abra: Az elhizas riziko FTO allélokkal rendelkezé aktiv bézs adipocitak alacsonyabb
ASC-1 semleges aminosav transzporter expressziot és kevesebb Ala, Ser, Cys és Gly
fogyasztast mutattak a rizik6-mentes hordozokhoz képest

Az FTO rs1421085 SNP és az elhizas vagy a megnovekedett TTI kozotti pozitiv korrelaciot
szamos populacioban megfigyelték, mint példaul észt [Katus és mtsai., 2020] és kinai
gyermekeknél [Wang és mtsai., 2013], irani felnétteknél [Najd-Hassan-Bonab és mtsai., 2022],
arab [Hebbar és mtsai., 2020], pakisztani [Rana és Bhatti, 2020], balinéz [Priliani és mtsai.,
2020] és mexikoi maja lanyoknal [Gonzalez-Herrera és mtsai., 2019]. Tébb mint 100 000
eurdpai szarmazasu, cukorbetegségben nem szenvedd egyén adatainak GWAS meta-analizise
soran kideriilt, hogy az FTO rs1421085 SNP szignifikdnsan 0Osszefliigg az éhgyomri
inzulinszinttel [Scott és mtsai., 2012]. Laber és munkatarsai (202 1) kimutattak, hogy egerekben
az 1s1421085 konzervalt cisz-szabalyozé moduljanak delécidja megakadalyozta a magas
zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizast, csokkentette a teljes test zsirtomegét és megndvelte
a mitokondriumok szamat a WAT-ban. Bemutatott adataink raviladgitanak az FTO rs1421085
SNP kritikus hatdsara a human abdominalis SC adipocitdkban, amennyiben azok
termogenezisre aktivalodnak. Leitner és munkatarsai (2017) arrdl szamoltak be, hogy nagy
mennyiségben barnithatd zsirsejtek talalhatok az abdominalis SC zsirban, amelyek in vivo
relevancidja emberekben még mindig nem tisztazott. Ezenkiviil tovabbra is kihivast jelent
ezeknek a zsirsejteknek az aktivalasa emberekben a tilsuly csokkentése érdekében. Bar ezek a
sejtek potencialisan aktivalhatok, korabbi [Toth és mtsai., 2020] és jelenlegi eredményeink
ramutattak az FTO rs1421085 SNP elhizas rizik6 genotipusanak — melynek prevalenciaja
magas az eurdpai populacioban [Dina és mtsai., 2007; Babenko és mtsai., 2019; Hudek és
mtsai., 2017] és mexikoi gyerekek esetében (12,93%-18,67%) [Gonzalez-Herrera és mtsai.,

2019] — er6s hatasara, melyet le kell kiizdeni a hatékony termogenezis és a sulycsokkenés
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érdekében. Eredményeink tovabb bizonyitjak a genetikai hattér jelentéségét nemcsak az elhizés
patogenezisében, hanem a termogenezishez kapcsolddo, energiafelszabaditast célzo uj terapias

megkdzelitések potencialis hatékonysagaban is.
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7. Osszefoglalas

Korabban ragcsaléo modellekben kimutattak, hogy a barnulast kivalté inger megsziinésekor, a
parkin-fiiggé mitofagia aktivalodik, és inaktiv bézs adipocitak jonnek 1étre. Emberben azonban
eddig még nem vizsgaltak részletesen a bézsbdl fehérbe torténd atalakulas molekularis
eseményeit. Kisérleteink sordn a human primer SC abdominalis preadipocitakat 14 napig bézs
adipocitava differencialtattuk, majd vagy a bézs tenyésztési koriilményeket alkalmaztuk
tovabbi 14 napig, vagy fehér differenciacios médiummal helyettesitettiik azt. A kontroll fehér
zsirsejteket 28 napon at specifikus hormonalis koktéllal differencialtattuk. A PPARy-vezérelt
bézs differenciacid6 megnovekedett mitokondridlis biogenezist, UCP1  expressziot,
fragmentaciot és 1égzést eredményezett a fehérhez képest. Az 4talakulason atesett adipocitak
morfologiaja, UCP1-tartalma, mitokondridlis fragmentécidja és bazalis 1égzése, valamint a
mitofagia indukcidja nem tért el szignifikdnsan a kontroll fehér adipocitdkhoz hasonlitva. A
bézs-fehér atalakulason atesett adipocitdk azonban erdsebben reagéltak az adrenerg ingert
utanzo dibutiril-cAMP-re, mint a kontroll fehér zsirsejtek. A génexpresszids valtozasok azt
mutattak, hogy a mitofagia az atalakuld adipocitakban parkin-fliggé és -fiiggetlen utvonalakat
is magaban foglalhat. A bézs adipocitak inaktiv allapotba keriilésének megakadalyozasa

fenntarthatja a folyamatos, magas termogenezist és energia felszabaditast.

RNS-szekvenalast végeztiink a kiillonboz6 FTO allélokat hordozd adipocitak génexpresszids
mintazatanak vizsgalatdra. Kisérleteink sordn a korabban hasznalt bézs differencidcios
protokollt kiegészitettiik egy 4 oras 500 uM-os dibutiril-cAMP kezeléssel, mellyel nagyobb
termogenikus potenciallal rendelkezd aktiv bézs adipocitakat kaptunk. Megfigyeltiik, hogy a
riziko-mentes TT alléleket hordozé aktiv bézs adipocitdk magasabb barna adipocita
tartalommal és barnulasi kapacitassal rendelkeztek, mint a fehér vagy az inaktiv bézs sejtek,
azonban az elhizas riziké CC genotipusuak esetében nem tapasztaltunk hasonl6 szignifikans
kiilonbséget. Az FTO CC alléleket hordozo aktiv bézs adipocitak alacsonyabb termogenikus
génexpresszioval (példaul UCP1l, PM20D1, CIDEA) és protoncsorgasos 1égzéssel mért
termogenezissel rendelkeztek, mint a TT hordozok. Ezen tulmenden, a CC all¢lokkal
rendelkez6 aktiv bézs adipocitak alacsonyabb ASC-1 (SLC7AL0 kodolja) semleges aminosav
transzporter expressziot és kevesebb Ala, Ser, Cys és Gly fogyasztast mutattak a riziko-mentes
genotipusuakéhoz képest. Az FTO rs1421085 SNP vizsgalata soran vizsgaltuk annak
kizarolagos ¢€s kritikus hatasat a zsirsejtek termogenezisre torténd aktivaciojara, azonban a fehér

¢és az inaktiv bézs adipocitakra nem figyeltiilk meg szignifikans hatésat.
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Summary

It has previously been shown in rodent models that when the browning stimulus is removed,
parkin-dependent mitophagy is activated and inactive beige adipocytes are generated. However,
in humans the molecular mechanisms of this beige to white transition have not yet been
investigated in detail. In our experiments, human primary subcutaneous abdominal
preadipocytes were differentiated into beige adipocytes for 14 days, then either the beige culture
medium was used for another 14 days, or it was replaced with the white differentiation medium.
The control white adipocytes were differentiated with a specific hormonal cocktail for 28 days.
PPARy-driven beige differentiation resulted in increased mitochondrial biogenesis, UCP1
expression, fragmentation, and respiration compared to white. Cellular morphology, UCP1
content, mitochondrial fragmentation, basal respiration, and mitophagy induction of the
transistioned adipocytes were similar to those of control white adipocytes. However, adipocytes
undergoing beige to white transition responded more roboustly to dibutyryl-cAMP - which
mimics the adrenergic stimulus - than control white ones. Gene expression changes indicated
that mitochondrial removal in transitioning adipocytes may involve both parkin-dependent and
independent pathways. The aviodance of the inactive state of beige adipocytes can maintain
continuous high thermogenesis and energy release.

Next, RNA-sequencing was performed to examine the gene expression pattern of adipocytes
carrying different FTO alleles. In our experiments, we supplemented the previously used beige
differentiation protocol with a 4-hour 500 uM dibutyryl-cAMP treatment, which resulted in
active beige adipocytes with higher thermogenic potential. We observed that active beige
adipocytes carrying risk-free TT alleles have a higher brown adipocyte content and browning
capacity than the white or inactive beige adipocytes, however, no similar significant difference
was observed in the case of obesity-risk CC genotype carriers. Active beige adipocytes carrying
FTO CC alleles had lower thermogenic gene expression (e.g. UCP1, PM20D1, CIDEA) and
thermogenesis measured by proton leak respiration than TT carriers. In addition, active beige
adipocytes with CC alleles showed lower ASC-1 (encoded by SLC7A10) neutral amino acid
transporter expression and less consumption of Ala, Ser, Cys, and Gly compared to risk-free
alelle carriers. We did not observe an effect of the FTO rs1421085 SNP on white and inactive
beige adipocytes, highlighting its exclusive and critical effect on adipocyte thermogenesis

activation.

82



8. Irodalomjegyzék

1.

10.

11.

12.

13.

Altshuler-Keylin S., Kajimura S. (2017). Mitochondrial homeostasis in adipose tissue
remodeling. Sci Signal. 10, eaai9248. doi: 10.1126/scisignal.aai9248.

Altshuler-Keylin, S., Shinoda, K., Hasegawa, Y., Ikeda, K., Hong, H., Kang, Q., Yang, Y.,
Perera, R.M., Debnath, J., Kajimura, S. (2016). Beige Adipocyte Maintenance Is Regulated
by Autophagy-Induced Mitochondrial Clearance. Cell Metab. 24, 402-419. doi:
10.1016/j.cmet.2016.08.002.

Arianti R., Vinnai B.A., Toth B.B., Shaw A., Csész E., Vamos A., Gyéry F., Fischer-
Posovszky P., Wabitsch M., Kristof E., Fésiis L. (2021). ASC-1 transporter-dependent
amino acid uptake is required for the efficient thermogenic response of human adipocytes
to adrenergic stimulation. FEBS Lett. 595, 2085-2098. doi: 10.1002/1873-3468.14155.
Babenko V., Babenko R., Gamieldien J., Markel A. (2019). FTO haplotyping underlines
high obesity risk for European populations. BMC Med Genomics. 12, 46. doi:
10.1186/s12920-019-0491-x.

Banerji M.A., Faridi N., Atluri R., Chaiken R.L., Lebovitz H.E. (1999). Body composition,
visceral fat, leptin, and insulin resistance in Asian Indian men. J Clin Endocrinol Metab.
84, 137-44. doi: 10.1210/jcem.84.1.5371.

Basse A.L., Isidor M.S., Winther S., Skjoldborg N.B., Murholm M., Andersen E.S.,
Pedersen S.B., Wolfrum C., Quistorff B., Hansen J.B. (2017). Regulation of glycolysis in
brown adipocytes by HIF-1a. Sci Rep. 7, 4052. doi: 10.1038/s41598-017-04246-y.
Blecher M. (1971). Biological effects and catabolic metabolism of 3',5'-cyclic nucleotides
and derivatives in rat adipose tissue and liver. Metabolism. 20, 63-77. doi: 10.1016/0026-
0495(71)90060-6.

Boissel S., Reish O., Proulx K., Kawagoe-Takaki H., Sedgwick B., Yeo G.S., Meyre D.,
Golzio C., Molinari F., Kadhom N., Etchevers H.C., Saudek V., Farooqi I.S., Froguel P.,
Lindahl T., O'Rahilly S., Munnich A., Colleaux L. (2009). Loss-of-function mutation in
the dioxygenase-encoding FTO gene causes severe growth retardation and multiple
malformations. Am J Hum Genet. 85, 106-11. doi: 10.1016/j.ajhg.2009.06.002.

Boutant M., Joffraud M., Kulkarni S.S., Garcia-Casarrubios E., Garcia-Roves P.M.,
Ratajczak J., Ferndndez-Marcos P.J., Valverde A.M., Serrano M., Cant6 C. (2015). SIRT1
enhances glucose tolerance by potentiating brown adipose tissue function. Mol Metabol.
4, 118-131. doi: 10.1016/j.molmet.2014.12.008.

Brownstein AJ., Veliova M., Acin-Perez R., Liesa M., Shirihai O.S. (2022). ATP-
consuming futile cycles as energy dissipating mechanisms to counteract obesity. Rev
Endocr Metab Disord. 23, 121-131. doi: 10.1007/s11154-021-09690-w.Altshuler-Keylin
S., Kajimura S. (2017). Mitochondrial homeostasis in adipose tissue remodeling. Sci
Signal. 10, eaai9248. doi: 10.1126/scisignal.aai9248.

Cancello R., Zingaretti M.C., Sarzani R., Ricquier D., Cinti S. (1998). Leptin and UCP1
genes are reciprocally regulated in brown adipose tissue. Endocrinology. 139, 4747-7. doi:
10.1210/endo.139.11.6434.

Cannon, B., Nedergaard, J. (2004). Brown adipose tissue: Function and physiological
significance. Physiol. Rev. 84, 277-359. doi: 10.1152/physrev.00015.2003.

Canto C., Houtkooper R.H., Pirinen E., Youn D.Y ., Oosterveer M.H., Cen Y., Fernandez-
Marcos P.J., Yamamoto H., Andreux P.A., Cettour-Rose P., Gademann K., Rinsch C.,
Schoonjans K., Sauve A.A., Auwerx J. (2012). The NAD(+) precursor nicotinamide

83



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

riboside enhances oxidative metabolism and protects against high-fat diet-induced obesity.
Cell Metab. 15, 838-847. doi: 10.1016/j.cmet.2012.04.022.

Cao, W., Daniel, K.W., Robidoux, J., Puigserver, P., Medvedev, A.V., Bai, X., Floering,
L.M., Spiegelman, B.M., Collins, S. (2004). p38 mitogen-activated protein kinase is the
central regulator of cyclic AMP-dependent transcription of the brown fat uncoupling
protein 1 gene. Mol. Cell. Biol. 24, 3057-67. doi: 10.1128/MCB.24.7.3057-3067.2004.
Chan, M., Lim, Y. C.,, Yang, J., Namwanje, M., Liu, L., & Qiang, L. (2019). Identification
of a natural beige adipose depot in mice. The Journal of biological chemistry. 294, 6751—
6761. doi: 10.1074/jbc.RA118.006838.

Cheng Y, Jiang L, Keipert S, Zhang S, Hauser A, Graf E, Strom T, Tschop M, Jastroch M,
Perocchi F. (2018). Prediction of Adipose Browning Capacity by Systematic Integration
of Transcriptional Profiles. Cell Rep. 23, 3112-3125. doi: 10.1016/j.celrep.2018.05.021.
Cheng, L., Wang, J., Dai, H., Duan, Y., An, Y., Shi, L., Lv, Y., Li, H., Wang, C., Ma, Q.,
Li, Y., Li, P., Du, H., & Zhao, B. (2021). Brown and beige adipose tissue: a novel
therapeutic strategy for obesity and type 2 diabetes mellitus. Adipocyte. 10, 48-65.
doi.org/10.1080/21623945.2020.1870060.

Chitraju C., Fischer A.W., Farese R.V. Jr., Walther T.C. (2020). Lipid Droplets in Brown
Adipose Tissue Are Dispensable for Cold-Induced Thermogenesis. Cell Rep. 33, 108348.
doi: 10.1016/j.celrep.2020.108348. Altshuler-Keylin S., Kajimura S. (2017).
Mitochondrial homeostasis in adipose tissue remodeling. Sci Signal. 10, eaai9248. doi:
10.1126/scisignal.aai9248.

Christakis, N. A., & Fowler, J. H. (2007). The spread of obesity in a large social network
over 32 vyears. The New England journal of medicine. 357, 370-379. doi:
10.1056/NEJMsa066082.

Christopher LR, Edward MM. (2020). UCP3 plays a complementary role to UCP1 in
brown adipose tissue mitochondrial bioenergetics. bioRxiv 2020.03.24.003442.

Church C., Moir L., McMurray F., Girard C., Banks G.T., Teboul L., Wells S., Briining
J.C., Nolan P.M., Ashcroft F.M., Cox R.D. (2010). Overexpression of Fto leads to
increased food intake and results in obesity. Nat Genet. 42, 1086-92. doi: 10.1038/ng.713.
Cinti S., Frederich R.C., Zingaretti M.C., De Matteis R., Flier J.S., Lowell B.B. (1997).
Immunohistochemical localization of leptin and uncoupling protein in white and brown
adipose tissue. Endocrinology. 138, 797-804. doi: 10.1210/endo0.138.2.4908.

Cohen, P, Kajimura, S. (2021). The cellular and functional complexity of thermogenic fat.
Nat Rev Mol Cell Biol. 22, 393-409, doi:10.1038/s41580-021-00350-0.

Corsa, C.A.S., Pearson, G.L., Renberg, A., Askar, M.M., Vozheiko, T., MacDougald,
O.A., Soleimanpour, S.A. (2019). The E3 ubiquitin ligase parkin is dispensable for
metabolic homeostasis in murine pancreatic 3 cells and adipocytes. J. Biol. Chem. 294,
7296-7307. doi: 10.1074/jbc.RA118.006763.

Costa J., Braga P.C., Rebelo I., Oliveira P.F., Alves M.G. (2023). Mitochondria Quality
Control and Male Fertility. Biology (Basel). 12, 827. doi: 10.3390/biology12060827.
Cypess, A M, White, A P, Vernochet, C, Schulz, TJ, Xue, R, Sass, CA, Huang, TL,
Roberts-Toler, C, Weiner, LS, Sze, C, Chacko, AT, Deschamps, LN., Herder, LM,
Truchan, N, Glasgow, AL, Holman, AR, Gavrila, A, Hasselgren, PO, Mori, MA, Molla,
M, Tseng, YH (2013). Anatomical localization, gene expression profiling and functional
characterization of adult human neck brown fat. Nature medicine. 19, 635-639. doi:
10.1038/nm.3112.

84



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Cypess, A.M., Lehman, S., Williams, G., Tal, I., Rodman, D., Goldfine, A.B., Kuo, F.C.,
Palmer, E.L., Tseng, Y.H., Doria, A., et al. (2009). Identification and importance of brown
adipose tissue in adult humans. N. Engl. J. Med. 360, 1509-17. doi:
10.1056/NEJM0a0810780.

Daniel P.B., Walker W.H., Habener J.F. (1998). Cyclic AMP signaling and gene
regulation. Annu Rev Nutr. 18, 353-83. doi: 10.1146/annurev.nutr.18.1.353.

de Araujo, T. M. Razolli D.S., Correa-da-Silva F., de Lima-Junior J.C., Gaspar R.S.,
Sidarta-Oliveira D., Victorio S.C., Donato J. Jr, Kim Y.B., Velloso L.A. (2019). The partial
inhibition of hypothalamic IRX3 exacerbates obesity. EBioMedicine 39, 448-460. doi:
10.1016/j.ebiom.2018.11.048

de Koning T.J., Snell K., Duran M., Berger R., Poll-The B.T., Surtees R. (2003). L-serine
in disease and development. Biochem J. 371, 653-61. doi: 10.1042/BJ20021785.

Dina C., Meyre D., Gallina S., Durand E., Kérner A., Jacobson P., Carlsson L.M., Kiess
W., Vatin V., Lecoeur C., Delplanque J., Vaillant E., Pattou F., Ruiz J., Weill J., Levy-
Marchal C., Horber F., Potoczna N., Hercberg S., Le Stunff C., Bougneres P., Kovacs P.,
Marre M., Balkau B., Cauchi S., Chevre J.C., Froguel P. (2007). Variation in FTO
contributes to childhood obesity and severe adult obesity. Nat Genet. 39, 724-6. doi:
10.1038/ng2048.

Doan-Xuan QM, Sarvari AK, Fischer-Posovszky P, Wabitsch M, Balajthy Z, Fesus L,
Bacso Z. (2013). High content analysis of differentiation and cell death in human
adipocytes. Cytometry A. 83, 933-43. doi: 10.1002/cyt0.a.22333.

Dolman, N.J., Chambers, K.M., Mandavilli, B., Batchelor, R.H., Janes, M.S. (2013). Tools
and techniques to measure mitophagy using fluorescence microscopy. Autophagy. 9, 1653-
62. doi: 10.4161/auto0.24001.

Dranka, B.P., Benavides, G.A., Diers, A.R., Giordano, S., Zelickson, B.R., Reily, C., Zou,
L., Chatham, J.C., Hill, B.G., Zhang, J., et al. (2011). Assessing bioenergetic function in
response to oxidative stress by metabolic profiling. Free Radic. Biol. Med. 51, 1621-35.
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2011.08.005.

Dykstra, J.A., Facile, T., Patrick, R.J., Francis, K.R., Milanovich, S., Weimer, J.M., Kota,
D.J. (2017). Concise Review: Fat and Furious: Harnessing the Full Potential of Adipose-
Derived Stromal Vascular Fraction. Stem Cells Transl. Med. 6, 1096-1108. doi:
10.1002/sctm.16-0337.

Elabd C, Chiellini C, Carmona M, Galitzky J, Cochet O, Petersen R, Pénicaud L,
Kristiansen K, Bouloumié A, Casteilla L, Dani C, Ailhaud G, Amri EZ. (2009). Human
multipotent adipose-derived stem cells differentiate into functional brown adipocytes.
Stem Cells. 27, 2753-60. doi: 10.1002/stem.200.

Fedorenko, A, Lishko, PV, Kirichok, Y. (2012). Mechanism of fatty-acid-dependent UCP1
uncoupling in brown fat mitochondria. Cell. 151, 400-413, doi:10.1016/j.cell.2012.09.010.
Fischer J., Koch L., Emmerling C., Vierkotten J., Peters T., Briining J.C., Riither U. (2009).
Inactivation of the Fto gene protects from obesity. Nature. 458, 894-8. doi:
10.1038/nature07848.

Fischer-Posovszky P., Newell F.S., Wabitsch M., Torngvist H.E. (2008). Human SGBS
cells - a unique tool for studies of human fat cell biology. Obes Facts. 1, 184-9. doi:
10.1159/000145784.

Forner F., Kumar C., Luber C.A., Fromme T., Klingenspor M., Mann M. (2009) Proteome
differences between brown and white fat mitochondria reveal specialized metabolic
functions. Cell Metab. 10, 324-35. doi: 10.1016/j.cmet.2009.08.014.

85



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Frayling T.M., Timpson N.J., Weedon M.N., Zeggini E., Freathy R.M., Lindgren C.M.,
Perry J.R., Elliott K.S., Lango H., Rayner N.W. Shields B., Harries L.W., Barrett J.C.,
Ellard S., Groves C.J., Knight B., Patch A.M., Ness A.R., Ebrahim S., Lawlor D.A., Ring
S.M., Ben-Shlomo Y., Jarvelin M.R., Sovio U., Bennett A.J., Melzer D., Ferrucci L., Loos
R.J., Barroso I., Wareham N.J., Karpe F., Owen K.R., Cardon L.R., Walker M., Hitman
G.A., Palmer C.N., Doney A.S., Morris A.D., Smith G.D., Hattersley A.T., McCarthy M.I.
(2007). A common variant in the FTO gene is associated with body mass index and
predisposes to childhood and adult obesity. Science. 316, 889-94. doi:
10.1126/science.1141634.

Friihbeck, G., Kiortsis, D. N., & Catalan, V. (2018). Precision medicine: diagnosis and
management of obesity. The lancet. Diabetes & endocrinology, 6, 164-166. doi:
10.1016/S2213-8587(17)30312-1.

Friihbeck, G., Toplak, H., Woodward, E., Yumuk, V., Maislos, M., Oppert, J. M., &
Executive Committee of the European Association for the Study of Obesity (2013).
Obesity: the gateway to ill health - an EASO position statement on a rising public health,
clinical and scientific challenge in Europe. Obesity facts. 6, 117-120. doi:
10.1159/000350627.

Fujimoto W.Y., Abbate S.L., Kahn S.E., Hokanson J.E., Brunzell J.D. (1994). The visceral
adiposity syndrome in Japanese-American men. Obes Res. 2, 364-71. doi: 10.1002/j.1550-
8528.1994.tb00076.x.

Funcke, J.B., Scherer, P.E. (2019). Beyond adiponectin and leptin: Adipose tissue-derived
mediators of inter-organ communication. J Lipid Res. 60, 1648-1684. doi:
10.1194/jIr.R094060.

Garcia-Pérez, B.E., Gonzalez-Rojas, J.A., Salazar, M.l., Torres-Torres, C., Castrejon-
Jiménez, N.S. (2020). Taming the Autophagy as a Strategy for Treating COVID-19. Cells.
9, 2679. doi: 10.3390/cells9122679.

Gerken T., Girard C.A., Tung Y.C., Webby C.J., Saudek V., Hewitson K.S., Yeo G.S.,
McDonough M.A., Cunliffe S., McNeill L.A., Galvanovskis J., Rorsman P., Robins P.,
Prieur X., Coll A.P., Ma M., Jovanovic Z., Farooqi 1.S., Sedgwick B., Barroso I., Lindahl
T., Ponting C.P., Ashcroft F.M., O'Rahilly S., Schofield C.J. (2007). The obesity-
associated FTO gene encodes a 2-oxoglutarate-dependent nucleic acid demethylase. The
obesity-associated FTO gene encodes a 2-oxoglutarate-dependent nucleic acid
demethylase. Science. 318, 1469-72. doi: 10.1126/science.1151710.

Giordano A., Coppari R., Castellucci M., Cinti S. (2001). Sema3a is produced by brown
adipocytes and its secretion is reduced following cold acclimation. J Neurocytol. 30, 5-10.
doi: 10.1023/A:1011916822633.

Gong D.W., He Y., Karas M., Reitman M. (1997). Uncoupling protein-3 is a mediator of
thermogenesis regulated by thyroid hormone, beta3-adrenergic agonists, and leptin. J Biol
Chem. 272, 24129-24132. doi: 10.1074/jbc.272.39.24129.

Gonzalez-Herrera L., Zavala-Castro J., Ayala-Caceres C., Pérez-Mendoza G., Lopez-
Gonzalez M.J., Pinto-Escalante D., Canto-Cetina T., Garcia-Escalante M.G., Rubi-
Castellanos R., Contreras-Capetillo S., Herrera-Sanchez F., Méndez-Dominguez N.,
Alcocer-Gamboa A. (2019). Genetic variation of FTO: rs1421085 T>C, rs8057044 G>A,
rs9939609 T>A, and copy number (CNV) in Mexican Mayan school-aged children with
obesity/overweight and with normal weight. Am J Hum Biol. 31, e23192. doi:
10.1002/ajhb.23192.

86



o1.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Gospodarska E., Nowialis P., Kozak L.P. (2015). Mitochondrial turnover: a phenotype
distinguishing brown adipocytes from interscapular brown adipose tissue and white
adipose tissue. J Biol Chem. 290, 8243-55. doi: 10.1074/jbc.M115.637785.

Guennoun, A., Kazantzis, M., Thomas, R., Wabitsch, M., Tews, D., Seetharama Sastry,
K., Abdelkarim, M., Zilberfarb, V., Strosberg, A.D., Chouchane, L. (2015).
Comprehensive molecular characterization of human adipocytes reveals a transient brown
phenotype. J. Transl. Med. 13, 135. doi: 10.1186/s12967-015-0480-6.

Haim, Y., Blither, M., Slutsky, N., Goldstein, N., Kloting, N., Harman-Boehm, I.,
Kirshtein, B., Ginsberg, D., Gericke, M., Guiu Jurado, E., et al. (2015). Elevated autophagy
gene expression in adipose tissue of obese humans: A potential non-cell-cycle-dependent
function of E2F1. Autophagy. 11, 2074-2088. doi: 10.1080/15548627.2015.1094597.
Halbgebauer, D., Dahlhaus, M., Wabitsch, M., Fischer-Posovszky, P., Tews, D. (2020).
Browning capabilities of human primary adipose-derived stromal cells compared to SGBS
cells. Sci. Rep. 10, 9632. doi: 10.1038/s41598-020-64369-7.

Hall J.C., Heel K., McCauley R. (1998). Glutamine. Br J Surg. 83, 305-12. doi:
10.1002/bjs.1800830306.

Hallberg, M., Morganstein, D.L., Kiskinis, E., Shah, K., Kralli, A., Dilworth, S.M., White,
R., Parker, M.G., Christian, M. (2008). A functional interaction between RIP140 and PGC-
lalpha regulates the expression of the lipid droplet protein CIDEA. Mol Cell Biol. 28,
6785-95. doi: 10.1128/MCB.00504-08.

Hanna R.A., Quinsay M.N., Orogo A.M., Giang K., Rikka S., Gustafsson A.B. (2012).
Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) interacts with Bnip3 protein to
selectively remove endoplasmic reticulum and mitochondria via autophagy. J Biol Chem.
287, 19094-19104. doi: 10.1074/jbc.M111.322933.

Heaton J.M. (1972). The distribution of brown adipose tissue in the human. J Anat. 112,
35-9.

Hebbar P., Abu-Farha M., Mohammad A., Alkayal F., Melhem M., Abubaker J., Al-Mulla
F., Thanaraj T.A. (2020). FTO Variant rs1421085 Associates With Increased Body Weight,
Soft Lean Mass, and Total Body Water Through Interaction With Ghrelin and
Apolipoproteins in  Arab  Population. Front Genet. 10, 1411. doi:
10.3389/fgene.2019.01411.

Heo J.M., Ordureau A., Paulo J.A., Rinehart J., Harper J.W. (2015). The PINK1-PARKIN
mitochondrial ubiquitylation pathway drives a program of OPTN/NDP52 Recruitment and
TBK1 activation to promote mitophagy. Mol Cell. 60, 7-20. doi:
10.1016/j.molcel.2015.08.016.

Herman M.A., Rosen E.D. (2015). Making Biological Sense of GWAS Data: Lessons from
the FTO Locus. Cell Metab. 22, 538-9. doi: 10.1016/j.cmet.2015.09.018.

Heymsfield, S. B., & Wadden, T. A. (2017). Mechanisms, Pathophysiology, and
Management of Obesity. The New England journal of medicine, 376, 254-266. doi:
10.1056/NEJMra1514009.

Hilse K.E., Kalinovich A.V., Rupprecht A., Smorodchenko A., Zeitz U., Staniek K., Erben
R.G., Pohl E.E. (2016). The expression of UCP3 directly correlates to UCP1 abundance in
brown adipose tissue. Biochim Biophys Acta Bioenerg. 1857, 72-78. doi:
10.1016/j.bbabio.2015.10.011.

Hoffmann A., Ebert T., Hankir M.K., Flehmig G., Kl6ting N., Jessnitzer B., Lossner U.,
Stumvoll M., Blither M., Fasshauer M., Tonjes A., Miehle K., Kralisch S. (2021). Leptin

87



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

improves parameters of brown adipose tissue thermogenesis in lipodystrophic mice.
Nutrients. 13, 2499. doi: 10.3390/nu13082499.

Huang, J., Linares, J.F., Duran, A., Xia, W., Saltiel, A.R., Miiller, T.D., Diaz-Meco, M.T.,
Moscat, J. (2021). NBR1 is a critical step in the repression of thermogenesis of p62-
deficient adipocytes through PPARy. Nat. Commun. 12, 2876. doi: 10.1038/s41467-021-
23085-0.

Hudek A., Skara L., Smolkovi¢ B., Kazazi¢ S., Ravli¢ S., Nanié¢ L., Osvati¢ M.M., Jel&ié¢
J., Rubelj 1., Ba¢un-Druzina V. (2017). Higher prevalence of FTO gene risk genotypes AA
rs9939609, CC rs1421085, and GG rs17817449 and saliva containing Staphylococcus
aureus in  obese women in Croatia. Nutr Res. 50, 94-103. doi:
10.1016/j.nutres.2017.12.005.Altshuler-Keylin S., Kajimura S. (2017). Mitochondrial
homeostasis in adipose tissue remodeling. Sci Signal. 10, eaai9248. doi:
10.1126/scisignal.aai9248.

Ikeda K., Maretich P., Kajimura S. (2018) The Common and Distinct Features of Brown
and Beige Adipocytes. Trends Endocrinol Metab. 29, 191-200. doi:
10.1016/j.tem.2018.01.001.

Jarett L., Smith R.M. (1974). Mode of action of N6-O2'-dibutyryl cyclic 3',5" AMP on fat
cell metabolism. Diabetes. 23, 29-40. doi: 10.2337/diab.23.1.29.

Jeninga, E.H., Bugge, A., Nielsen, R., Kersten, S., Hamers, N., Dani, C., Wabitsch, M.,
Berger, R., Stunnenberg, H.G., Mandrup, S., et al. (2009). Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma regulates expression of the anti-lipolytic G-protein-coupled
receptor 81 (GPR81/Gpr81). J. Biol. Chem. 284, 26385-93. doi:
10.1074/jbc.M109.040741.

Jersin R.A., Jonassen L.R., Dankel S.N. (2022). The neutral amino acid transporter
SLC7A10 in adipose tissue, obesity and insulin resistance. Front Cell Dev Biol. 10,
974338. doi: 10.3389/fcell.2022.974338.

Jersin R.A., Sri Priyanka Tallapragada D., Skartveit L., Bjune M.S., Muniandy M., Lee-
@degard S., Heinonen S., Alvarez M., Birkeland K.I., André Drevon C., Pajukanta P.,
McCann A., Pietildinen K.H., Claussnitzer M., Mellgren G., Dankel S.N. (2023). Impaired
Adipocyte SLC7A10 Promotes Lipid Storage in Association With Insulin Resistance and
Altered BCAA Metabolism. J Clin Endocrinol Metab. 108, 2217-2229. doi:
10.1210/clinem/dgad148.

Jersin R.A., Tallapragada D.S.P., Madsen A., Skartveit L., Fjere E., McCann A.,
Lawrence-Archer L., Willems A., Bjune J.I., Bjune M.S., Véage V., Nielsen H.J., Thorsen
H.L., Nedrebe B.G., Busch C., Steen V.M., Bliiher M., Jacobson P., Svensson P.A., Ferng
J., Rydén M., Arner P., Nygard O., Claussnitzer M., Ellingsen S., Madsen L., Sagen J.V.,
Mellgren G., Dankel S.N. (2021). Role of the Neutral Amino Acid Transporter SLC7A10
in Adipocyte Lipid Storage, Obesity, and Insulin Resistance. Diabetes. 70, 680-695. doi:
10.2337/db20-0096.

Jespersen, N.Z., Larsen, T.J., Peijs, L., Daugaard, S., Homee, P., Loft, A., de Jong, J.,
Mathur, N., Cannon, B., Nedergaard, J., et al. (2013). A classical brown adipose tissue
mMRNA signature partly overlaps with brite in the supraclavicular region of adult humans.
Cell Metab. 17, 798-805. doi: 10.1016/j.cmet.2013.04.011.

Jimenez-Munoz, C.M., Lépez, M., Albericio, F., Makowski, K. (2021). Targeting Energy
Expenditure-Drugs for Obesity Treatment. Pharmaceuticals (Basel). 14, 435.
doi:10.3390/ph14050435.

88



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Katsuragi, Y., Ichimura, Y., Komatsu, M. (2015). p62/SQSTML1 functions as a signaling
hub and an autophagy adaptor. FEBS J. 282, 4672-8. doi: 10.1111/febs.13540.

Katus U., Villa L., Ringmets 1., Vaht M., Miestu E., Méestu J., Veidebaum T., Harro J.
(2020). Association of FTO rs1421085 with obesity, diet, physical activity, and
socioeconomic status: A longitudinal birth cohort study. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 30,
948-959. doi: 10.1016/j.numecd.2020.02.008.

Kazak L., Chouchani E.T., Jedrychowski M.P., Erickson B.K., Shinoda K., Cohen P.,
Vetrivelan R., Lu G.Z., Laznik-Bogoslavski D., Hasenfuss S.C., Kajimura S., Gygi S.P.,
Spiegelman B.M. (2015). A creatine-driven substrate cycle enhances energy expenditure
and thermogenesis in beige fat. Cell. 163, 643-55. doi: 10.1016/j.cell.2015.09.035.

Kazak L., Chouchani E.T., Lu G.Z., Jedrychowski M.P., Bare C.J., Mina A.l., Kumari M.,
Zhang S., Vuckovic I., Laznik-Bogoslavski D., Dzeja P., Banks A.S., Rosen E.D.,
Spiegelman B.M. (2017). Genetic depletion of adipocyte creatine metabolism inhibits diet-
induced thermogenesis and drives obesity. Cell Metab. 26, 660-71.e3. doi:
10.1016/j.cmet.2017.08.009.

Kazak L., Rahbani J.F., Samborska B., Lu G.Z., Jedrychowski M.P., Lajoie M., Zhang S.,
Ramsay L., Dou F.Y., Tenen D., Chouchani E.T., Dzeja P., Watson I.R., Tsai L., Rosen
E.D., Spiegelman B.M. (2019). Ablation of adipocyte creatine transport impairs
thermogenesis and causes diet-induced obesity. Nat Metab. 1, 360-370. doi:
10.1038/s42255-019-0035-x.Altshuler-Keylin, S., Shinoda, K., Hasegawa, Y., lkeda, K.,
Hong, H., Kang, Q., Yang, Y., Perera, R.M., Debnath, J., Kajimura, S. (2016). Beige
Adipocyte Maintenance Is Regulated by Autophagy-Induced Mitochondrial Clearance.
Cell Metab. 24, 402-419. doi: 10.1016/j.cmet.2016.08.002.

Kirkin V., Lamark T., Sou Y.S., Bjerkey G., Nunn J.L., Bruun J.A., Shvets E., McEwan
D.G., Clausen T.H., Wild P., Bilusic I., Theurillat J.P., @vervatn A., Ishii T., Elazar Z.,
Komatsu M., Dikic I., Johansen T. (2009). A role for NBR1 in autophagosomal degradation
of ubiquitinated substrates. Mol Cell. 33, 505-516. doi: 10.1016/j.molcel.2009.01.020
Kluséczki A., Veréb Z., Vamos A., Fischer-Posovszky P., Wabitsch M., Bacso Z., Fésiis
L., Kristof E. (2019). Differentiating SGBS adipocytes respond to PPARy stimulation,
irisin and BMP7 by functional browning and beige characteristics. Sci. Rep. 9, 5823. doi:
10.1038/s41598-019-42256-0.

Koppen, A., Kalkhoven, E. (2010). Brown vs white adipocytes: The PPARY coregulator
story. FEBS Lett. 584, 3250-9. doi: 10.1016/j.febslet.2010.06.035.

Kosacka, J., Kern, M., Kl6ting, N., Paeschke, S., Rudich, A., Haim, Y., Gericke, M., Serke,
H., Stumvoll, M., Bechmann, I., et al. (2015). Autophagy in adipose tissue of patients with
obesity and type 2 diabetes. Mol. Cell. Endocrinol. 409, 21-32. doi:
10.1016/j.mce.2015.03.015.

Kotzbeck P., Giordano A., Mondini E., Murano 1., Severi I., Venema W., Cecchini M.P.,
Kershaw E.E., Barbatelli G., Haemmerle G., Zechner R., Cinti S. (2018). Brown adipose
tissue whitening leads to brown adipocyte death and adipose tissue inflammation. J Lipid
Res. 59, 784-94. doi: 10.1194/jlr.M079665.

Kovécs G és Szasz D. (2012). Az elhizas. TAMOP-6 1.2-11/1-2012-1441.

Kristof E., Doan-Xuan Q.M., Bai P., Bacso Z., Fésiis L. (2015). Laser-scanning cytometry
can quantify human adipocyte browning and proves effectiveness of irisin. Sci Rep. 5,
12540. doi: 10.1038/srep12540.

Kristof E., Klusoczki A., Veress R., Shaw A., Combi Z., Varga K., Gyéry F., Balajthy Z.,
Bai P., Bacso Z., Fésiis L. (2019). Interleukin-6 released from differentiating human beige

89



adipocytes  improves  browning. Exp Cell Res. 377, 47-55. doi:
10.1016/j.yexcr.2019.02.015.

88. Laber S., Forcisi S., Bentley L., Petzold J., Moritz F., Smirnov K.S., Al Sadat L.,
Williamson 1., Strobel S., Agnew T., Sengupta S., Nicol T., Grallert H., Heier M., Honecker
J., Mianne J., Teboul L., Dumbell R., Long H., Simon M., Lindgren C., Bickmore W.A.,
Hauner H., Schmitt-Kopplin P., Claussnitzer M., Cox R.D. (2021). Linking the FTO
obesity rs1421085 variant circuitry to cellular, metabolic, and organismal phenotypes in
vivo. Sci Adv. 7, eabg0108. doi: 10.1126/sciadv.abg0108.

89. Lamb C.A., Yoshimori T., Tooze S.A. (2013). The autophagosome: Origins unknown,
biogenesis complex. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 14, 759-774. doi: 10.1038/nrm3696.

90. Lan N., Lu Y., Zhang Y., Pu S., Xi H., Nie X., Liu J., Yuan W. (2020). FTO - A Common
Genetic Basis for Obesity and Cancer. Front Genet. 16,11, 559138. doi:
10.3389/fgene.2020.559138.

91. Lazarou M., Sliter D.A., Kane L.A., Sarraf S.A., Wang C., Burman J.L., Sideris D.P., Fogel
A.l., Youle R.J. (2015). The ubiquitin kinase PINK1 recruits autophagy receptors to induce
mitophagy. Nature. 524, 309-314. doi: 10.1038/nature14893.

92. Lee M.K,, Lee B., Kim C.Y. (2021). Natural extracts that stimulate adipocyte browning
and their underlying mechanisms. Antioxidants. 10, 308. doi: 10.3390/antiox10020308.
93. Lee, P., Greenfield, J.R., Ho, K.K., Fulham, M.J. (2010). A critical appraisal of the
prevalence and metabolic significance of brown adipose tissue in adult humans. Am. J.

Physiol. Endocrinol. Metab. 299, E601-6. doi: 10.1152/ajpendo.00298.2010.

94. Lee, P., Werner, C.D., Kebebew, E., Celi, F.S. (2014). Functional thermogenic beige
adipogenesis is inducible in human neck fat. Int. J. Obes. 38, 170-6. doi:
10.1038/ij0.2013.82.

95. Lehrke, M., Lazar, M.A. (2005). The many faces of PPARgamma. Cell. 123, 993-9. doi:
10.1016/j.cell.2005.11.026.

96. Leitner, B.P., Huang, S., Brychta, R.J., Duckworth, C.J., Baskin, A.S., McGehee, S., Tal,
I., Dieckmann, W., Gupta, G., Kolodny, G.M., et al. (2017). Mapping of human brown
adipose tissue in lean and obese young men. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 114, 8649-8654.
doi: 10.1073/pnas.1705287114.

97. Lemos G.O., Torrinhas R.S., Waitzberg D.L. (2023). Nutrients, Physical Activity, and
Mitochondrial Dysfunction in the Setting of Metabolic Syndrome Nutrients. 15, 1217. doi:
10.3390/nu15051217.

98. Lepper C., Fan C.M. (2010) Inducible lineage tracing of Pax7-descendant cells reveals
embryonic origin of adult satellite cells. Genesis. 48, 424-36. doi: 10.1002/dvg.20630.

99. Levine B., Kroemer G. (2019). Biological Functions of Autophagy Genes: A Disease
Perspective. Cell. 176, 11-42. doi: 10.1016/j.cell.2018.09.048.

100. Liebig M., von Praun C., Heldmaier G., Klingenspor M. (2004). Absence of UCP3 in
brown adipose tissue does not impair nonshivering thermogenesis. Physiol Biochem Zool.
77, 116-126. doi: 10.1086/381464

101. Liesa, M., Shirihai, O.S. (2013). Mitochondrial dynamics in the regulation of nutrient
utilization and energy  expenditure. Cell Metab. 17, 491-506. doi:
10.1016/j.cmet.2013.03.002.

102. Lin, X., & Li, H. (2021). Obesity: Epidemiology, Pathophysiology, and Therapeutics.
Frontiers in endocrinology, 12, 706978. doi: 10.3389/fendo.2021.706978.

103. Liu L., Feng D., Chen G., Chen M., Zheng Q., Song P., Ma Q., Zhu C., Wang R., Qi
W., Huang L., Xue P., Li B., Wang X., Jin H., Wang J., Yang F., Liu P., Zhu Y., Sui S.,

90



Chen Q. (2012). Mitochondrial outer-membrane protein FUNDC1 mediates hypoxia-
induced mitophagy in mammalian cells. Nat Cell Biol. 14, 177-185. doi: 10.1038/ncb2422.

104. LiuS., ShenS., YanY.,SunC., LuZ.,FengH.,MaY., Tang Z., YuJ., Wu Y., Gereben
B., Mohécsik P., Fekete C., Feng X., Yuan F., Guo F., Hu C., Shao M., Gao X., Zhao L.,
Li Y., Jiang J., Ying H. (2022). Triiodothyronine (T3) promotes brown fat hyperplasia via
thyroid hormone receptor a mediated adipocyte progenitor cell proliferation. Nat Commun.
13, 3394. doi: 10.1038/s41467-022-31154-1.

105. London E, Stratakis CA. (2022). The regulation of PKA signaling in obesity and in the
maintenance of metabolic health. Pharmacol Ther. 237, 108113. doi:
10.1016/j.pharmthera.2022.108113.

106. Loos, R.J. F., & Yeo, G. S. H. (2013). The bigger picture of FTO—the first GWAS-
identified  obesity gene. Nature Reviews Endocrinology, 10, 51-61.
doi.org/10.1038/nrendo.2013.227

107. Lérincz P., Juhasz G. (2020). Autophagosome-Lysosome Fusion. J. Mol. Biol. 432,
2462-2482. doi: 10.1016/j.jmb.2019.10.028.

108. Lu X., Altshuler-Keylin S., Wang Q., Chen Y., Henrique Sponton C., Ikeda K., Maretich
P., Yoneshiro T., Kajimura S. (2018). Mitophagy controls beige adipocyte maintenance
through a Parkin-dependent and UCP1-independent mechanism. Sci Signal. 24,
11(527):eaap8526. doi: 10.1126/scisignal.aap8526.

109. Lu, X. (2019). Maintaining mitochondria in beige adipose tissue. Adipocyte. 8, 77-82.
doi: 10.1080/21623945.2019.1574194.

110. Lucas S., Chen G., Aras S., Wang J. (2018). Serine catabolism is essential to maintain
mitochondrial respiration in mammalian cells. Life Sci Alliance. 1, e201800036. doi:
10.26508/1sa.201800036.

111. Magkos, F., Fraterrigo, G., Yoshino, J., Luecking, C., Kirbach, K., Kelly, S. C., de Las
Fuentes, L., He, S., Okunade, A. L., Patterson, B. W., & Klein, S. (2016). Effects of
Moderate and Subsequent Progressive Weight Loss on Metabolic Function and Adipose
Tissue Biology in Humans with Obesity. Cell metabolism. 23, 591-601. doi:
10.1016/j.cmet.2016.02.005.

112. Marin P., Andersson B., Ottosson M., Olbe L., Chowdhury B., Kvist H., Holm G.,
Sjostrom L., Bjorntorp P. (1992). The morphology and metabolism of intraabdominal
adipose tissue in men. Metabolism. 41, 1242-8. doi: 10.1016/0026-0495(92)90016-4.

113. Matsuzawa Y., Shimomura I., Nakamura T., Keno Y., Kotani K., Tokunaga K. (1995).
Pathophysiology and pathogenesis of visceral fat obesity. Obes Res. 3 Suppl 2:187S-194S.
doi: 10.1002/j.1550-8528.1995.tb00462.x.

114. McLaughlin T., Lamendola C., Liu A., Abbasi F. (2011). Preferential fat deposition in
subcutaneous versus visceral depots is associated with insulin sensitivity. J Clin Endocrinol
Metab. 96, E1756-60. doi: 10.1210/jc.2011-0615.

115. Mendrick D.L., Diehl A.M., Topor L.S., Dietert R.R., Will Y., La Merrill M.A., Bouret
S., Varma V., Hastings K.L., Schug T.T., Emeigh Hart S.G., Burleson F.G. (2018).
Metabolic Syndrome and Associated Diseases: From the Bench to the Clinic Toxicol Sci.
162, 36-42. doi: 10.1093/toxsci/kfx233.

116. Mills, E. L., Pierce, K. A., Jedrychowski, M. P., Garrity, R., Winther, S., Vidoni, S.,
Yoneshiro, T., Spinelli, J. B., Lu, G. Z., Kazak, L., Banks, A. S., Haigis, M. C., Kajimura,
S., Murphy, M. P., Gyaqi, S. P., Clish, C. B., & Chouchani, E. T. (2018). Accumulation of
succinate controls activation of adipose tissue thermogenesis. Nature. 560, 102—-106. doi:
10.1038/s41586-018-0353-2.

91



117. Min, S.Y., Desai, A., Yang, Z., Sharma, A., DeSouza, T., Genga, R.M.J., Kucukural,
A., Lifshitz, L.M., Nielsen, S., Scheele, C., et al. (2019). Diverse repertoire of human
adipocyte subtypes develops from transcriptionally distinct mesenchymal progenitor cells.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 116, 17970-17979. doi: 10.1073/pnas.1906512116.

118. Min, S.Y., Kady, J., Nam, M., Rojas-Rodriguez, R., Berkenwald, A., Kim, J.H., Noh,
H.L., Kim, J.K., Cooper, M.P., Fitzgibbons, T., et al. (2016). Human ‘brite/beige’
adipocytes develop from capillary networks, and their implantation improves metabolic
homeostasis in mice. Nat. Med. 22, 312-8. doi: 10.1038/nm.4031.

119. Mizushima, N., Yoshimori, T., Levine, B. (2010). Methods in mammalian autophagy
research. Cell. 140, 313-26. doi: 10.1016/j.cell.2010.01.028.

120. Morales, P.E., Arias-Duran, C., Avalos-Guajardo, Y., Aedo, G., Verdejo, H.E., Parra,
V., Lavandero, S. (2020). Emerging role of mitophagy in cardiovascular physiology and
pathology. Mol. Asp. Med. 71, 100822. doi: 10.1016/j.mam.2019.09.006.

121. Mottillo E.P., Balasubramanian P., Lee Y.H., Weng C., Kershaw E.E., Granneman J.G.
(2014). Coupling of lipolysis and de novo lipogenesis in brown, beige, and white adipose
tissues during chronic beta3-adrenergic receptor activation. J Lipid Res. 55, 2276-2286.
doi: 10.1194/jlr.M050005.

122. Mullur R., Liu Y.Y., Brent G.A. (2014). Thyroid hormone regulation of metabolism.
Physiol Rev. 94, 355-382. doi: 10.1152/physrev.00030.2013.

123. Murakawa T., Yamaguchi O., Hashimoto A., Hikoso S., Takeda T., Oka T., Yasui H.,
Ueda H., Akazawa Y., Nakayama H., Taneike M., Misaka T., Omiya S., Shah A.M.,
Yamamoto A., Nishida K., Ohsumi Y., Okamoto K., Sakata Y., Otsu K. (2015). Bcl-2-like
protein 13 is a mammalian Atg32 homologue that mediates mitophagy and mitochondrial
fragmentation. Nat Commun. 6, 7527. doi: 10.1038/ncomms8527.

124. Miiller, T.D., Lee, S.J., Jastroch, M., Kabra, D., Stemmer, K., Aichler, M., Abplanalp,
B., Ananthakrishnan, G., Bhardwaj, N., Collins, S., et al. (2013). p62 links [-adrenergic
input to mitochondrial function and thermogenesis. J. Clin. Investig. 123, 469-78. doi:
10.1172/JC164209.

125. Nagy L., Rauch B., Szerafin T., Uray K., Toth A., Bai P. (2022). Nicotinamide-riboside
shifts the differentiation of human primary white adipocytes to beige adipocytes impacting
substrate preference and uncoupling respiration through SIRT1 activation and
mitochondria-derived reactive species production. Front Cell Dev Biol. 10, 979330. doi:
10.3389/fcell.2022.979330.

126. Najd-Hassan-Bonab L., Safarpour M., Moazzam-Jazi M., Azizi F., Daneshpour M.S.
(2022). The role of FTO variant rs1421085 in the relationship with obesity: a systematic
review and meta-analysis. Eat Weight Disord. 27, 3053-3062. doi: 10.1007/s40519-022-
01509-0.

127. Narendra D.P., Jin S.M., Tanaka A., Suen D.F., Gautier C.A., Shen J., Cookson M.R.,
Youle R.J. (2010). PINK1 is selectively stabilized on impaired mitochondria to activate
Parkin. PLOS Biol. 8:e1000298. doi: 10.1371/journal.pbio.1000298.

128. Ning, S., Wang, L. (2019). The Multifunctional Protein p62 and Its Mechanistic Roles
in Cancers. Curr. Cancer Drug Targets. 19, 468-478. doi:
10.2174/1568009618666181016164920.

129. Oguri, Y., Shinoda, K., Kim, H., Alba, D.L., Bolus, W.R., Wang, Q., Brown, Z.,
Pradhan, R.N., Tajima, K., Yoneshiro, T., et al. (2020). CD81 Controls Beige Fat
Progenitor Cell Growth and Energy Balance via FAK Signaling. Cell. 182, 563-577.e20.
doi: 10.1016/j.cell.2020.06.021.

92



130. Onogi Y., Ussar S. (2022). Regulatory networks determining substrate utilization in
brown  adipocytes. Trends  Endocrinol Metab. 33, 493-506. doi:
10.1016/j.tem.2022.04.001.

131. Palikaras K., Lionaki E., Tavernarakis N. (2018). Mechanisms of mitophagy in cellular
homeostasis, physiology and pathology. Nat. Cell Biol. 20, 1013-1022. doi:
10.1038/s41556-018-0176-2.

132. Panic, V., Pearson, S., Banks, J., Tippetts, T. S., Velasco-Silva, J. N., Lee, S., Simcox,
J., Geoghegan, G., Bensard, C. L., van Ry, T., Holland, W. L., Summers, S. A., Cox, J.,
Ducker, G. S., Rutter, J., & Villanueva, C. J. (2020). Mitochondrial pyruvate carrier is
required for optimal brown fat thermogenesis. eLife. 9, €52558. doi: 10.7554/eLife.52558.

133. Parzych K.R., Klionsky D.J. (2014). An overview of autophagy: Morphology,
mechanism, and regulation. Antioxid. Redox Signal. 20, 460-473. doi:
10.1089/ars.2013.5371.

134. Patel P., Abate N. (2013). Body fat distribution and insulin resistance. Nutrients. 5,
2019-27. doi: 10.3390/nu5062019.

135. Perdikari A., Leparc G.G., Balaz M., Pires N.D., Lidell M.E., Sun W., Fernandez-Albert
F., Miiller S., Akchiche N., Dong H., Balazova L., Opitz L., Roder E., Klein H., Stefanicka
P., Varga L., Nuutila P., Virtanen K.A., Niemi T., Taittonen M., Rudofsky G., Ukropec J.,
Enerbdck S., Stupka E., Neubauer H., Wolfrum C. (2018). BATLAS: Deconvoluting
Brown Adipose Tissue. Cell Rep. 25, 784-797.e4. doi: 10.1016/j.celrep.2018.09.044.

136. Petrovic, N., Walden, T.B., Shabalina, I.G., Timmons, J.A., Cannon, B., Nedergaard, J.
(2010). Chronic peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARgamma)
activation of epididymally derived white adipocyte cultures reveals a population of
thermogenically competent, UCP1-containing adipocytes molecularly distinct from classic
brown adipocytes. J Biol Chem. 285, 7153-64. doi: 10.1074/jbc.M109.053942.

137. Picca, A., Mankowski, R.T., Burman, J.L., Donisi, L., Kim, J.S., Marzetti, E.,
Leeuwenburgh, C. (2018). Mitochondrial quality control mechanisms as molecular targets
in cardiac ageing. Nat. Rev. Cardiol. 15, 543-554. doi: 10.1038/s41569-018-0059-z.

138. Pisani, D.F., Barquissau, V., Chambard, J.C., Beuzelin, D., Ghandour, R.A., Giroud,
M., Mairal, A., Pagnotta, S., Cinti, S., Langin, D., et al. (2018). Mitochondrial fission is
associated with UCP1 activity in human brite/beige adipocytes. Mol. Metab. 7, 35-44. doi:
10.1016/j.molmet.2017.11.007.

139. Priliani L., Oktavianthi S., Hasnita R., Nussa H.T., Inggriani R.C., Febinia C.A.,
Bowolaksono A., Puspitaningrum R., Nugroho R.A., Suastika K., Malik S.G. (2020).
Obesity in the Balinese is associated with FTO rs9939609 and rs1421085 single nucleotide
polymorphisms. PeerlJ. 8, e8327. doi: 10.7717/peerj.8327.

140. Puigserver, P., Adelmant, G., Wu, Z., Fan, M., Xu, J., O’Malley, B., Spiegelman, B.M.
(1999). Activation of PPARgamma coactivator-1 through transcription factor docking.
Science. 286, 1368-71. doi: 10.1126/science.286.5443.1368.

141. Rana S., Bhatti A.A. (2020). Association and interaction of the FTO rs1421085 with
overweight/obesity in a sample of Pakistani individuals. Eat Weight Disord. 25, 1321-
1332. doi: 10.1007/s40519-019-00765-X.

142. Rangwala, S.M., Lazar, M.A. (2004). Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma in diabetes and metabolism. Trends Pharmacol. Sci. 25, 331-6. doi:
10.1016/j.tips.2004.03.012.

143. Rial-Pensado E., Rivas-Limeres V., Grijota-Martinez C., Rodriguez-Diaz A., Capelli
V., Barca-Mayo O., Nogueiras R., Mittag J., Diéguez C., Lépez M. (2022). Temperature

93



modulates systemic and central actions of thyroid hormones on BAT thermogenesis. Front
Physiol. 13, 1017381. doi: 10.3389/fphys.2022.1017381.

144, Ribeiro M.O., Carvalho S.D., Schultz J.J., Chiellini G., Scanlan T.S., Bianco A.C., Brent
G.A. (2001). Thyroid hormone—sympathetic interaction and adaptive thermogenesis are
thyroid hormone receptor isoform-specific. J Clin Investig. 108, 97-105. doi:
10.1172/JC1200112584.

145. Riley C.L., Dao C., Kenaston M.A., Muto L., Kohno S., Nowinski S.M., Solmonson
A.D., Pfeiffer M., Sack M.N., Lu Z., Fiermonte G., Sprague J.E., Mills E.M. (2016). The
complementary and divergent roles of uncoupling proteins 1 and 3 in thermoregulation.
Journal Of Physiology. 594, 7455-7464. doi: 10.1113/JP272971.

146. Rodriguez, A., Duran, A., Selloum, M., Champy, M.F., Diez-Guerra, F.J., Flores, J.M.,
Serrano, M., Auwerx, J., Diaz-Meco, M.T., Moscat, J. (2006). Mature-onset obesity and
insulin resistance in mice deficient in the signaling adapter p62. Cell Metab. 3, 211-22. doi:
10.1016/j.cmet.2006.01.011.

147. Rogers R.C., Barnes M.J., Hermann G.E. (2009). Leptin “gates” thermogenic action of
thyrotropin-releasing hormone in the hindbrain. Brain Res. 1295, 135-141. doi:
10.1016/j.brainres.2009.07.063.

148. Roh H.C., Tsai L.T.Y., Shao M., Tenen D., Shen Y., Kumari M., Lyubetskaya A.,
Jacobs C., Dawes B., Gupta R.K., Rosen E.D. (2018). Warming induces significant
reprogramming of beige, but not brown, adipocyte cellular identity. Cell Metab. 27, 1121—
37.e5. doi: 10.1016/j.cmet.2018.03.005.

149. Rosenwald M., Perdikari A., Riilicke T., Wolfrum C. (2013). Bi-directional
interconversion of brite and white adipocytes. Nat Cell Biol. 15, 659-67. doi:
10.1038/nch2740.

150. Roundtree, I. A., Evans, M. E., Pan, T., He, C. (2017). Dynamic RNA modifications in
gene expression regulation. Cell 169, 1187-1200. doi: 10.1016/j.cell.2017.05.045.

151. Rutter A.R., Fradley R.L., Garrett E.M., Chapman K.L., Lawrence J.M., Rosahl T.W.,
Patel S.(2007). Evidence from gene knockout studies implicates Asc-1 as the primary
transporter mediating d-serine reuptake in the mouse CNS. Eur J Neurosci. 25, 1757-66.
doi: 10.1111/j.1460-9568.2007.05446.X.

152. Saklayen M.G. (2018). The Global Epidemic of the Metabolic Syndrome. Curr
Hypertens Rep. 20, 12. doi: 10.1007/s11906-018-0812-z.

153. Sanchez-Gurmaches J., Hung C.M., Sparks C.A., Tang Y., Li H., Guertin D.A. (2012)
PTEN loss in the Myf5 lineage redistributes body fat and reveals subsets of white
adipocytes that arise from Myf5 precursors. Cell Metab. 16, 348-62. doi:
10.1016/j.cmet.2012.08.003.

154. Sanchez-Gurmaches, J., Hung, C. M., Guertin, D. A. (2016). Emerging Complexities in
Adipocyte Origins and Identity. Trends in cell biology. 26, 313-326. doi:
10.1016/j.tcb.2016.01.004.

155. Sarraf S.A., Raman M., Guarani-Pereira V., Sowa M.E., Huttlin E.L., Gygi S.P., Harper
JW. (2013). Landscape of the PARKIN-dependent ubiquitylome in response to
mitochondrial depolarization. Nature. 496, 372—-376. doi: 10.1038/nature12043.

156. Sarraf S.A., Youle R.J. (2018). Parkin mediates mitophagy during beige-to-white fat
conversion. Sci Signal. 11(527):eaat1082. doi: 10.1126/scisignal.aat1082.

157. Sarvari A.K., Veréb Z., Uray L.P., Fésiis L., Balajthy Z. (2014). Atypical antipsychotics
induce both proinflammatory and adipogenic gene expression in human adipocytes in vitro.
Biochem Biophys Res Commun. 450, 1383-9. doi: 10.1016/j.bbrc.2014.07.005.

94



158. Scalise M., Pochini L., Galluccio M., Indiveri C. (2016). Glutamine transport. From
energy supply to sensing and beyond. Biochim Biophys Acta. 1857, 1147-1157. doi:
10.1016/j.bbabio.2016.03.006.

159. Scott R.A., Lagou V., Welch R.P., Wheeler E., Montasser M.E., Luan J., Mégi R.,
Strawbridge R.J., Rehnberg E., Gustafsson S., Kanoni S., Rasmussen-Torvik L.J., Yengo
L., Lecoeur C., Shungin D., Sanna S., Sidore C., Johnson P.C., Jukema J.W. et al. (2012).
Large-scale association analyses identify new loci influencing glycemic traits and provide
insight into the underlying biological pathways. Nat Genet. 44, 991-1005. doi:
10.1038/ng.2385.

160. Scuteri A., Sanna S., Chen W.M., Uda M., Albai G., Strait J., Najjar S., Nagaraja R.,
Orra M., Usala G., Dei M., Lai S., Maschio A., Busonero F., Mulas A., Ehret G.B., Fink
A.A., Weder A.B., Cooper R.S., Galan P., Chakravarti A., Schlessinger D., Cao A., Lakatta
E., Abecasis G.R. (2007). Genome-wide association scan shows genetic variants in the
FTO gene are associated with obesity-related traits. PLoS Genet. 3, e115.

161. Seale P., Bjork B., Yang W., Kajimura S., Chin S., Kuang S., Scim¢ A., Devarakonda
S., Conroe H.M., Erdjument-Bromage H., Tempst P., Rudnicki M.A., Beier D.R.,
Spiegelman B.M. (2008) PRDM16 controls a brown fat/skeletal muscle switch. Nature.
454, 961-7. doi: 10.1038/nature07182.

162. Seiler, S., Xu, D., Ho, J.P., Lo, K.A., Buehrer, B.M., Ludlow, Y .J., Kovalik, J.P., & Sun,
L. (2015). Characterization of a primary brown adipocyte culture system derived from
human fetal interscapular fat. Adipocyte. 4, 303-310. doi:
10.1080/21623945.2015.1042192.

163. Sentis S.C., Oelkrug R., Mittag J. (2021). Thyroid hormones in the regulation of brown
adipose tissue thermogenesis. Endocr Connect. 10, R106—r15. doi: 10.1530/EC-20-0562.

164. Sharp, L.Z., Shinoda, K., Ohno, H., Scheel, D.W., Tomoda, E., Ruiz, L., Hu, H., Wang,
L., Pavlova, Z., Gilsanz, V., Kajimura, S. (2012). Human BAT possesses molecular
signatures that resemble beige/brite cells. PloS one, 7, e49452. doi:
10.1371/journal.pone.0049452.

165. Shaw A., Toth B.B., Arianti R., Csomds 1., Poliska S., Vamos A., Bacso Z., Gyéry F.,
Féstis L., Kristof E. (2021). BMP7 Increases UCP1-Dependent and Independent
Thermogenesis with a Unique Gene Expression Program in Human Neck Area Derived
Adipocytes. Pharmaceuticals (Basel). 14, 1078. doi: 10.3390/ph14111078.

166. Shi, F., Collins, S. (2017). Second messenger signaling mechanisms of the brown
adipocyte thermogenic program: An integrative perspective. Horm. Mol. Biol. Clin.
Investig. 31 doi: 10.1515/hmbci-2017-0062.

167. Shinoda, K., Luijten, .H., Hasegawa, Y., Hong, H., Sonne, S.B., Kim, M., Xue, R.,
Chondronikola, M., Cypess, A.M., Tseng, Y.H., Nedergaard, J., Sidossis, L.S., Kajimura,
S. (2015). Genetic and functional characterization of clonally derived adult human brown
adipocytes. Nature medicine. 21, 389-394. doi: 10.1038/nm.3819.

168. Sidossis, L., Kajimura, S. (2015). Brown and beige fat in humans: Thermogenic
adipocytes that control energy and glucose homeostasis. J. Clin. Investig. 125, 478-86. doi:
10.1172/JC178362.

169. Smemo S., Tena J.J., Kim K.H. Gamazon E.R., Sakabe N.J., Gomez-Marin C., Aneas
l., Credidio F.L., Sobreira D.R., Wasserman N.F.., Lee JH., Puviindran V., Tam D., Shen
M., Son J.E., Vakili N.A., Sung H.K., Naranjo S., Acemel R.D., Manzanares M., Nagy A.,
Cox N.J., Hui C.C., Gomez-Skarmeta J.L., Nobrega M.A. (2014). Obesity-associated

95



variants within FTO form long-range functional connections with IRX3. Nature. 507, 371-
5. doi: 10.1038/nature13138.

170. Speliotes E.K., Willer C.J., Berndt S.I., Monda K.L., Thorleifsson G., Jackson A.U.,
Lango Allen H., Lindgren C.M., Luan, J., Mégi R. et al. (2010). Association analyses of
249,796 individuals reveal 18 new loci associated with body mass index. Nat Genet. 42,
937-48. doi: 10.1038/ng.686.

171. Sun, C., Mao, S., Chen, S., Zhang, W., Liu, C. (2021). PPARs-Orchestrated Metabolic
Homeostasis in the Adipose Tissue. Int. J. Mol. Sci. 22, 8974. doi: 10.3390/ijms22168974.

172. Szabo I., Zoratti M. (2017). Now UCP(rotein), Now You Don't: UCP1 Is Not
Mandatory for Thermogenesis. Cell Metab. 25, 761-762. doi:
10.1016/j.cmet.2017.03.013.

173. Szatmari-T6th M., Shaw A., Csomos 1., Mocsar G., Fischer-Posovszky P., Wabitsch M.,
Balajthy Z., Lanyi C., Gyo6ry F., Kristof E., Fésiis L. (2020). Thermogenic Activation
Downregulates High Mitophagy Rate in Human Masked and Mature Beige Adipocytes. Int
J Mol Sci. 21, 6640. doi: 10.3390/ijms21186640.

174. Taylor, D., Gottlieb, R.A. (2017). Parkin-mediated mitophagy is downregulated in
browning of white adipose tissue. Obesity. 25, 704-712. doi: 10.1002/0by.21786.

175. Teran-Garcia, M., Bouchard, C. (2007). Genetics of the metabolic syndrome. Appl
Physiol Nutr Metab. 32, 89-114. doi: 10.1139/h06-102.

176. Tews, D., Pula, T., Funcke, J.B., Jastroch, M., Keuper, M., Debatin, K.M., Wabitsch,
M., Fischer-Posovszky, P. (2019). Elevated UCP1 levels are sufficient to improve glucose
uptake in  human white adipocytes. Redox Biol. 26, 101286. doi:
10.1016/j.redox.2019.101286.

177. Toth B.B., Arianti R., Shaw A., Vamos A., Veréb Z., Poliska S., Gyory F., Bacso Z.,
Fésiis L., Kristof E. (2020). FTO Intronic SNP Strongly Influences Human Neck Adipocyte
Browning Determined by Tissue and PPARy Specific Regulation: A Transcriptome
Analysis. Cells. 16,9, 987. doi: 10.3390/cells9040987.

178. Townsend K.L., Tseng Y.H. (2014). Brown fat fuel utilization and thermogenesis.
Trends Endocrinol Metab. 25, 168-77. doi: 10.1016/j.tem.2013.12.004.

179. Turco, E., Savova, A., Gere, F., Ferrari, L., Romanov, J., Schuschnig, M., Martens, S.
(2021). Reconstitution defines the roles of p62, NBR1 and TAX1BP1 in ubiquitin
condensate formation and autophagy initiation. Nat. Commun. 12, 5212. doi:
10.1038/s41467-021-25572-w.

180. Ussar S., Lee K.Y., Dankel S.N., Boucher J., Haering M.F., Kleinridders A., Thomou
T., Xue R., Macotela Y., Cypess A.M., Tseng Y.H., Mellgren G., Kahn C.R. (2014). ASC-
1, PAT2, and P2RX5 are cell surface markers for white, beige, and brown adipocytes. Sci
Transl Med. 6, 247ral103. doi: 10.1126/scitransImed.3008490.

181. van Marken Lichtenbelt, W.D., Schrauwen, P. (2011). Implications of nonshivering
thermogenesis for energy balance regulation in humans. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 301, R285-296, doi:10.1152/ajpregu.00652.2010.

182. van Marken Lichtenbelt, W.D., Vanhommerig, J.W., Smulders, N.M., Drossaerts, J.M.,
Kemerink, G.J., Bouvy, N.D., Schrauwen, P., Teule, G.J. (2009). Cold-activated brown
adipose tissue in healthy men. N. Engl. J. Med. 360, 1500-8. doi:
10.1056/NEJM0a0808718.

183. Van Thi-Tuong Nguyen, Van Vu V., Van Pham P. (2023). Brown adipocyte and
browning thermogenesis: metabolic crosstalk beyond mitochondrial limits and
physiological impacts. Adipocyte. 12, 2237164. doi: 10.1080/21623945.2023.2237164.

96



184. Virtanen, K.A., Lidell, M.E., Orava, J., Heglind, M., Westergren, R., Niemi, T.,
Taittonen, M., Laine, J., Savisto, N.J., Enerback, S., et al. (2009). Functional brown adipose
tissue in healthy adults. N. Engl. J. Med. 360, 1518-25. doi: 10.1056/NEJM0a0808949.

185. Wabitsch, M., Brenner, R.E., Melzner, 1., Braun, M., Moller, P., Heinze, E., Debatin,
K.M., Hauner, H. (2001). Characterization of a human preadipocyte cell strain with high
capacity for adipose differentiation. Int. J. Obes. Relat. Metab. Disord. 25, 8-15. doi:
10.1038/sj.ij0.0801520.

186. Wajchenberg B.L. (2000). Subcutaneous and visceral adipose tissue: their relation to
the metabolic syndrome. Endocr Rev. 21, 697-738. doi: 10.1210/edrv.21.6.0415.

187. Wang H., Liu L., Lin J.Z., Aprahamian T.R., Farmer S.R. (2016) Browning of White
Adipose Tissue with Roscovitine Induces a Distinct Population of UCP1+ Adipocytes. Cell
Metab 24, 835-847. doi: 10.1016/j.cmet.2016.10.005.

188. WangL., YuQ., Xiong Y., LiuL., Zhang X., Zhang Z., Wu J., Wang B. (2013). Variant
rs1421085 in the FTO gene contribute childhood obesity in Chinese children aged 3-6
years. Obes Res Clin Pract. 7, e14-22. doi: 10.1016/j.0orcp.2011.12.007.

189. Wang Q.A., Tao C., Gupta R.K., Scherer P.E. (2013) Tracking adipogenesis during
white adipose tissue development, expansion and regeneration. Nat Med. 19, 1338-44. doi:
10.1038/nm.3324.

190. Wang S, LinY. Gaol., YangZ., LinJ.,RenS., LiF., ChenJ., Wang Z., Dong Z., Sun
P., Wu B. (2022). PPAR-y integrates obesity and adipocyte clock through epigenetic
regulation of Bmall. Theranostics. 12, 1589-1606. doi: 10.7150/thno.69054.

191. Wang, C.H., Lundh, M., Fu, A., Kriszt, R., Huang, T.L., Lynes, M.D., Leiria, L.O.,
Shamsi, F., Darcy, J., Greenwood, B.P., et al. (2020). CRISPR-engineered human brown-
like adipocytes prevent diet-induced obesity and ameliorate metabolic syndrome in mice.
Sci. Transl. Med. 12, eaaz8664. doi: 10.1126/scitransImed.aaz8664.

192. Warner A., Kjellstedt A., Carreras A., Bottcher G., Peng X.R., Seale P., Oakes N.,
Lindén D. (2016). Activation of beta3-adrenoceptors increases in vivo free fatty acid
uptake and utilization in brown but not white fat depots in high-fat-fed rats. Am J Physiol
Endocrinol Metab. 311, E901-e10. doi: 10.1152/ajpendo.00204.2016.

193. Wei, J,, Liuy, F., Lu, Z., Fei, Q., Ai, Y., He P.C., Shi H., Cui X., Su R., Klungland A.,
Jia G., Chen J., He C. (2018). Differential m®A, m®Am, and m*A Demethylation Mediated
by FTO in the Cell Nucleus and Cytoplasm. Mol. Cell 71, 973.e5-985.e5. doi:
10.1016/j.molcel.2018.08.011.

194. Weir G., Ramage L.E., Akyol M., Rhodes J.K., Kyle C.J., Fletcher A.M., Craven T.H.,
Wakelin S.J., Drake A.J., Gregoriades M.L., Ashton C., Weir N., van Beek E.J.R., Karpe
F., Walker B.R., Stimson R.H. (2018). Substantial metabolic activity of human brown
adipose tissue during warm conditions and cold-induced lipolysis of local triglycerides.
Cell Metab. 27, 1348-55.e4. doi: 10.1016/j.cmet.2018.04.020.

195. Weyer C., Tataranni P.A., Snitker S., Danforth E. Jr., Ravussin E. (1998). Increase in
insulin action and fat oxidation after treatment with CL 316,243, a highly selective beta3-
adrenoceptor agonist in humans. Diabetes. 47, 1555-61. doi: 10.2337/diabetes.47.10.1555.

196. Wikstrom, J.D., Mahdaviani, K., Liesa, M., Sereda, S.B., Si, Y., Las, G., Twig, G.,
Petrovic, N., Zingaretti, C., Graham, A., et al. (2014). Hormone-induced mitochondrial
fission is utilized by brown adipocytes as an amplification pathway for energy expenditure.
EMBO J. 33, 418-36. doi: 10.1002/embj.201385014.

97



197. Wu Q., Ortegon A.M., Tsang B., Doege H., Feingold K.R., Stahl A. (2006). FATP1 is
an insulin-sensitive fatty acid transporter involved in diet-induced obesity. Mol Cell Biol.
26, 3455-67. doi: 10.1128/MCB.26.9.3455-3467.2006.

198. Wu, J., Bostrom, P., Sparks, L.M., Ye, L., Choi, J.H., Giang, A.H., Khandekar, M.,
Virtanen, K.A., Nuutila, P., Schaart, G., et al. (2012). Beige adipocytes are a distinct type
of thermogenic fat cell in mouse and human. Cell. 150, 366-76. doi:
10.1016/j.cell.2012.05.016.

199. XueS., Lee D., Berry D.C. (2023) Thermogenic adipose tissue in energy regulation and
metabolic  health.  Front Endocrinol  (Lausanne). 20,14, 1150059. doi:
10.3389/fendo.2023.1150059.

200. Yau W.W., Singh B.K., Lesmana R., Zhou J., Sinha R.A., Wong K.A., Wu Y., Bay
B.H., Sugii S., Sun L., Yen P.M. (2019). Thyroid hormone (T(3)) stimulates brown adipose
tissue activation via mitochondrial biogenesis and MTOR-mediated mitophagy.
Autophagy. 15, 131-150. doi: 10.1080/15548627.2018.1511263.

201. Yau W.W., Yen P.M. (2020). Thermogenesis in adipose tissue activated by thyroid
hormone. Int J Mol Sci. 21, 21. doi: 10.3390/ijms21083020.

202. Yoneshiro, T., Aita, S., Matsushita, M., Kayahara, T., Kameya, T., Kawali, Y., lwanaga,
T., Saito, M. (2013). Recruited brown adipose tissue as an antiobesity agent in humans. J.
Clin. Investig. 123, 3404-8. doi: 10.1172/JCI67803.

203. Yoneshiro, T., Wang, Q., Tajima, K., Matsushita, M., Maki, H., Igarashi, K., Dai, Z.,
White, P. J., McGarrah, R. W., llkayeva, O. R., Deleye, Y., Oguri, Y., Kuroda, M., Ikeda,
K., Li, H., Ueno, A., Ohishi, M., Ishikawa, T., Kim, K., Chen, Y., Kajimura, S. (2019).
BCAA catabolism in brown fat controls energy homeostasis through SLC25A44. Nature.
572, 614-619. doi.org/10.1038/s41586-019-1503-X.

204. Yoshii S.R., Mizushima N. (2017). Monitoring and Measuring Autophagy. Int. J. Mol.
Sci. 18, 1865. doi: 10.3390/ijms18091865.

205. Zeng X., Ye M., Resch J.M., Jedrychowski M.P., Hu B., Lowell B.B., Ginty D.D.,
Spiegelman B.M. (2019). Innervation of thermogenic adipose tissue via a calsyntenin 3f3-
S100b axis. Nature. 569, 229-235. doi: 10.1038/s41586-019-1156-9. Altshuler-Keylin S.,
Kajimura S. (2017). Mitochondrial homeostasis in adipose tissue remodeling. Sci Signal.
10(468), eaai9248. doi: 10.1126/scisignal.aai9248.

98



9. Targyszavak
Elhizas, FTO, adipocita, termogenezis, UCP1, mitofagia, barnulas
Subject words

Obesity, FTO, adipocyte, thermogenesis, UCP1, mitophagy, browning

99



10. Koszonetnyilvanitas

Els6é korben szeretném megkdszonni témavezetébmnek, Dr. Kristof Endrénck a folyamatos
tamogatast, aki bevezetett engem az adipocitak vilagaba és akihez barmilyen koriilmények

kozott bizalommal fordulhattam.

Tovéabba szeretném megkoszonni Prof. Dr. Fésilis Laszlonak, hogy csatlakozhattam a kutato
csoportjahoz, ahol a heti megbeszélések €és Journal Club-ok alkalmaval csiszolhattam az angol

tuddsomat, valamint sok érdekes és hasznos informaciét tudhattam meg az adipocitakrol.

Halas vagyok a Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet vezetdjének, Prof. Dr. Tozsér

Jozsefnek, hogy biztositotta a kutatas infrastruktaralis hatterét.

Szeretném megkoszonni a Sejtbiokémiai Kutaté Laboratorium, vagy ahogy a Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Intézetben ismerik, a Fésiis Labor minden dolgozojanak a rengeteg
segitséget, egylittmiikodést és jO hangulatot, melyet kutatisom soran biztositottak. Kiilon
kiemelném Dr. Szatmari-T6th Mariat, Dr. Abhirup Shaw-t és Dr. Rini Arianti-t, akik

kozremiikddésével létrejohettek jelen disszertacid sorai.

Koszonetem szeretném kifejezni Dr. Lanyi Cecilianak és Dr. Balajthy Zoltannak, hogy

zsirszOvet mintakat biztositottak kisérleteinkhez.

Halas vagyok kollaboracios partnereinknek: Dr. Poliska Szilard (RNS-Seq); Prof. Dr. CsOsz
Eva és Guba Andrea (aminosav fluxus mérések); Dr. Csomos Istvan, Dr. Mocsar Gabor és Dr.

Bacsé Zsolt (mikroszkdpia); Prof. Dr. Bai Péter (Seahorse mérések).

A disszertaciod elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00006, OTKA FK_19 131424, EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 és UNKP-22-3-11-DE-25 palyazatok tamogattak.

Szeretném megkdszonni Egyetlen Feleségemnek, Budai Zsofinak a folyamatos tamogatasat és

batoritasat, mellyel tartotta bennem a lelket ebben az idészakban.

Végiil szeretném megkdszonni Csalddom minden tagjanak a tdmogatasat, valamint a szlinni

nem akaro kivancsisagat a disszertacié hogyanléte feldl.

100



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Ilib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/495/2023.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Vamos Attila
Doktori Iskola: Molekularis Sejt- és Immunbiolégia Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Vamos, A., Arianti, R., Vinnai, B. A., Alrifai, R., Shaw, A., Poliska, S., Guba, A., Csész, E.,
Csomos, |, Mocsar, G., Lanyi, C., Balajthy, Z., Fésus, L., Kristof, E.: Human Abdominal
Subcutaneous-Derived Active Beige Adipocytes Carrying FTO rs1421085 Obesity-Risk
Alleles Exert Lower Thermogenic Capacity.

Front. Cell. Dev. Biol. 11, 1-18, 2023,
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fcell.2023.1155673
IF: 5.5 (2022)

2. Vamos, A., Shaw, A, Varga, K., Csomds, |., Mocsar, G., Balajthy, Z., Lanyi, C., Bacso, Z.,
Szatmari-Toth, M., Kristdf, E.: Mitophagy Mediates the Beige to White Transition of Human
Primary Subcutaneous Adipocytes Ex Vivo.

Pharmaceuticals (Basel). 15 (3), 1-21, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ph15030363
IF: 4.6

Tovabbi kézlemények

3. Arianti, R., Vinnai, B. A., Bartané Téth, B., Shaw, A., Csész, E., Vamos, A., Gybry, F., Fischer-
Posovszky, P., Wabitsch, M., Kristof, E., Fésus, L.: ASC-1 transporter-dependent amino acid
uptake is required for the efficient thermogenic response of human adipocytes to adrenergic

stimulation. /‘,\gf'if“
FEBS Lett. 595 (16), 2085-2098, 2021. Q:-»"

DOI: http://dx.doi.org/10.1002/1873-3468.14155 [

IF: 3.864 /“

4. Shaw, A., Bartané Téth, B., Arianti, R., Csomés, |., Péliska, S., Vamos, A., Bacso\(g Gyory
FésUs, L., Kristof, E.: BMP7 increases UCP1-dependent and mdependent\tqenn&bg@esjs\‘
with a unique gene expression program in human neck area derived adipocytes.
Pharmaceuticals (Basel). 14 (11), 1-21, 2021.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ph14111078
IF:5.215

101



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@Ilib.unideb.hu

5. Shaw, A., Bartané Téth, B., Kirdly, R., Arianti, R., Csomds, |., Pdliska, S., Vamos, A., Korponay-
Szahd, ., Bacso, Z., Gyéry, F., FésUs, L., Kristof, E.: Irisin stimulates the release of CXCL1
from differentiating human subcutaneous and deep-neck derived adipocytes via upregulation
of NF[kappa]B pathway.

Front. Cell. Dev. Biol. 9, 1-19, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fcell.2021.737872
IF: 6.081

6. Bartané Toéth, B., Arianti, R., Shaw, A., Vamos, A., Veréb, Z., Pdliska, S., Gybry, F., Bacso, Z.,
Fésus, L., Kristof, E.: FTO intronic SNP strongly influences human neck adipocyte browning
determined by tissue and PPARY specific regulation: a transcriptome analysis.

Cells. 9 (4), 1-25, 2020.
DOI: https://doi.org/10.3390/cells9040987
IF: 6.6

7. Klusoczki, A., Veréb, Z., Vamos, A., Fischer-Posovszky, P., Wabitsch, M., Bacso, Z., Fésus, L.,
Kristof, E.: Differentiating SGBS adipocytes respond to PPAR gamma stimulation, irisin and
BMP?7 by functional browning and beige characteristics.
Sci. Rep. 9 (1), 1-35, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/s41598-019-42256-0
IF: 3.998

A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora: 35,858

A kozl6 folyédiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
10,1

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tuddstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2023.11.06.

7 &/
L CS Nep ot &7
Q- i Sei i

102



