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1. BEVEZETES
1.1. Elhizas

Az elhizas és a talsuly olyan szisztémas betegségként meghatarozott allapot, amely rendellenes
¢s thlzott mértéki testzsir felhalmozdodast mutat, mely egészségkarosodashoz vezet. Az elhizas
szamos betegség rizikofaktora, mint a szivbetegségeknek, az inzulin rezisztencianak, a kettes
tipust cukorbetegségnek (T2DM), a magas vérnyomasnak ¢és a daganatok bizonyos tipusainak,
melyek az elhalalozas legfobb okai lehetnek. A testtomeg-index (BMI) megegyezik a testtomeg
kilogrammban kifejezett mértékével, osztva a magassag méterben megadott négyzetével
(kg/m?). A World Health Organization (WHO) szerint az alabbi oszilyokat kiilonboztetjiik
meg: egészséges (BMI: 18.5-24.9 kg/m?), tlsulyos (BMI: 25-29.9 kg/m?) és kovér (BMI: >30
kg/m?). Eurépaban, tébb mint a lakossag fele talstlyos, és 30%-uk elhizott, tovabba az elhizas
gyakorisdga 1980-6ta megdupldzodott. Magyarorszagon a szamok nagyon hasonloak, a
lakossag 60%-a tulsulyos és koziiliikk tobb mint 50%-a valdban elhizott. Kézismert tény, hogy
sok esetben az elhizds megeldzhetd, bar az elhizas patogenezise rendkiviil dsszetett, €s még a
mai napig kutatott teriilet. Az elhizas legfontosabb oka azonban az energiaegyensuly hossza
tavl rendellenessége, amely csokkent energiafelhasznélast €s megnovekedett energiafelvételt
jelent. Kevés adat és korlatozott szamu gyogyszer all rendelkezésre, amelyek hatékonyak
lehetnek az elhizds hatékony kezelésében. A neuroendokrin szabalyozis meghatarozott
Osszetevoire, példaul a leptinre vagy a neuropeptidekre iranyuld gyogyszer-fejlesztések eddig
még sikertelenek voltak. A zsirszovet funkcidira Osszpontositd Uj alternativak azonban a
jovoben terapias szempontbol relevansak lehetnek. A zsirszovet egy komplex szerv, mely
hatéassal van az élettani és korélettani folyamatokra, étkezést kovetden kaloriat tarol, és éhezés
soran a szabad zsirsavak forrdsa. Ez azonban az elsé olyan szdvet,amely az elhizas soran
els6ként koros valtozasokat szenved. Hagyomanyosan kétféle zsirszovetet kiilonbozetiink meg:

barna zsirszovet, amely tobbnyire barna adipocitakat tartalmaz, és fehér zsirszovet, amely a



fehér zsirsejtekbdl all. A fehér zsirszovet energia raktarként funkciondl, trigliceridek
formajaban tarol zsirsavakat, melyeket ¢hezés soran szabadit fel. A barna zsirszovet a fehér
zsirszovettel ellentétben nem az energiaraktarozasban, hanem, a zsirsavakbol szarmazo kémiai

energia hdenergiava toréntd atalakitasaban jatszik fontos szerepet.

1.1.1. Fehér zsirszovet

A fehér zsirszovet egy heterogén szovet, amely kiilonféle sejttipusokat tartalmaz a sztromalis
vaszkularis frakcioban (SVF): endotélsejtek, fibroblasztok, preadipocitdk, makrofagok és
hisztocitdk. Azon kiviil, hogy energiataroloként miikodik, a fehér zsirszovet tigy viselkedik
mint egy endokrin szerv: fontos szerepet jatszik az élettani funkciok moduldlasaban, mint
példaul az energiafelhasznaldas, immunitas, gyulladas, étvagy vagy inzulinérzékenység.
Ezenkiviil a fehér zsirszovet szamos fontos fehérjét szekretal, példaul: leptin, adiponektin,
rezisztin, tumornekrozis faktor-alfa (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), angiotenzinogén és egyéb
fehérjék. A fehér zsirszovet a bor alatti kotdszovetben (szubkutdn zsirszovet), valamint a
zsigerek kozott (viszeeralis zsirszovet) helyezkedhet el. A szubkutan fehér zsirszovet fontos
szerepet jatszik a bor fertézések elleni védelmében, emellett megakadalyozza a hdveszteséget

és védi a testet a kiils6 mechanikai stresszel szemben.

1.1.2. Barna zsirszovet

A barna zsirszovet terapias jelentdségére Osszpontositd tanulmanyok szdma az elmult
évtizedben jelentésen novekedett. Az emldsokben kétféle termogén zsirsejt 1étezik: a klasszikus
barna és “beige” adipocitak. Evolicidosan a barna adipocitak csak a placentalis emlésokben
jelennek meg. Az emberi csecsemknek jelentds mennyiségii barna zsirsejtjeik vannak, hogy
hét biztositsanak a hideg kornyezetben a sziiletés utani iddszakban. Kordbban azt feltételezték,
hogy a feln6tt emberekben hianyzik a barna zsirszovet, addig amig hideg vagy katekolaminerg

stimulus ald nem vetették Oket. A klasszikus barna zsirszovet jelentoségét felndtt emberekben



a ®F-FDG radioaktivan jelzett anyagcsere-szubsztratok segitségével bizonyitottak. llyen
vizsgalatokat foként rakdiagnosztikdban hasznélnak, mint példaul a PET/CT, hasznalatukkal
pozitiv BAT-raktarokat tartak fel, elsdsorban a betegek supraclavularis és gerinc koriili
analizisekkel vizsgaltak. Termogenikusan aktiv zsirraktarakra fokuszalé tanulmanyok
kimutattdk, hogy a barna zsirszovet aktivitasa évente tobb, mint 4kg sulyveszteségért felelds.
A barna zsirszovet aktivitasanak potencialis elonye lehet egy terapias megkozelités, mellyel
csokkenhet6 a triglicerid tartalom és segitséget nytjthat az emberek elhizas elleni kiizdelme

terén.
1.2. Barna és ,,beige” zsirsejtek fejlodése

Régota feltételezték, hogy a barna és a fehér adipocitak kozos prekurzorral rendelkeznek,
mivel a két sejttipus kozott nagyszadmu hasonloésadg van. Mindazonaltal az elmult évtized
soran szerzett adatok azt mutattdk, hogy a klasszikus barna zsir kapcsolatban van a
miocitakkal, és kozos miogén faktor 5 pozitiv (Myf5+) prekurzorbol szarmaznak. Emellett
azt feltételezik, hogy az indukalhat6 “beige” adipocitak a fehér zsirsejtekkel egyiitt egy
kiilonallo, Myf5- vonalbol szarmaznak. Azonban néhany tanulmany kimutatta, hogy a fehér
és ,,beige” zsirsejtek mindkét vonalbol szarmazhatnak, mivel Myf5+ prekurzorokat is
talaltak a fehér zsirszovetben. A ,,beige” zsirsejteket aktivalhatjuk hideg vagy mas induktor
hatasara, azonban ha megszlinik a hideg stimulus, ezen sejtek ismét inaktivva valnak és a

fehér zsirsejtekéhez hasonld morfologiat mutatnak.
1.2.1. Klasszikus barna zsirsejtek eredete

Annak ellenére, hogy a fehér és barna adipocitdk fejlodési eredete eltér, mindkét

differencidlodasi Utvonalat hasonld transzkripcios kaszkadokvezérlik. Elséként, a PPARY,

------



szabalyz6 elem a C/EBP csalad, mely részt vesz az adipogén gének kifejezddésének
aktivalasaban és fenntartasaban. A RIZ Homology Domain Containing Protein 16
(PRDM16), amely az emberi barna zsirszovetben megndvekedett mennyiségben van jelen a
szubkutan fehér zsirszovethez képest, kijeloli a barna zsirsejt identitast. Ez a fehérje
transzkripcios koaktivatorként mikodik, kdzvetlen interakcioba 1ép szamos kulcsfontossagu
adipogenikus transzkripcios faktorral (PGC1-a, C/EBPB, PPARa vagy PPARY). Ezenfeliil
atalakitja a fehér prekurzor sejteket és mioblasztokat termogenikus, UCP1-et tartalmazé
adipocitakkd. A PRDMI16 expresszidja fehér zsirsejtekben nemcsak aktivalja a browning
programot, hanem elnyomja a fehér vagy izom-iranyt gén programokat. A PRDM16 ¢és
FOXC2 hatasara indul be a hideg-indukalt, cAMP-fiiggé hosszu tava termogenikus
folyamat, mely sordn a barna zsirsejtek differencialédnak és fokozodik a barna zsirszovet
vaszkularizacidja. Ezen folyamat soran emelkedik a PPARY Coactivator-1 a (PGCla)
kifejezodése. A PGC1 a egy transzkripcios koaktivator, mely kapcsolatba 1épve az IRF4-
gyel és szamos magreceptorral indukélja a mitokondriumok biogenezisét, meghatarozo

funkcioval bir a nem-didergéses hétermelés beinditasaban.
1.2.2. A ,,beige” zsirsejtek eredete

A ,beige” zsirsejtek nem ugyanazon prekurzor sejtekbdl szarmaznak, mint a klasszikus
barna adipocitak, mivel azok nem expresszaljak a Myf5 gént. Bar szamos tanulmany azt
sugallja, hogy a feln6tt emberekben a termogenén zsirszovet nagy része féleg ,.beige”
sejtekbdl all, az irodalomban csak korldtozott mennyiségli adatot talalunk a ,beige”
adipocitak szarmazasarol és szabalyozéirol. Ugy tiinik, hogy a ,,beige” zsirsejt indukci6
mechanizmusa eltéré az inguinalis valamint az epididimalis fehér zsirszovetben. Tovabba
fontos kérdés, hogy a ,beige” zsirsejtek fehér zsirsejtekbdl szarmaznak-e
transzdifferenciacios program eredményeként, vagy prekurzor sejtek differencialodasabol

valok. Szamos vizsgalat egerekkel azt mutatta, hogy a ,beige” sejteknek kiillonbozé



prekurzora van a klasszikus barna adipocitédktol, és a differencidlodasi program szdmos
stimulus (példaul hideg) hatasara indukalodik, amelynek szabéalyozasaban fontos szerepet
jatszik a B3-adrenerg jeldtvitel. Ezen indukalhaté sejtek foként preadipocitakbol
differencialédnak, melyekben nagymértékben kifejezddik az EBF2 és a PDGFRa. A
szubkutan zsirszovetben differencialodd ¢és indukalhatd hdtermelésre képes zsirsejt
populécidt ,beige” adipocitdknak nevezték el ¢s a folyamat létrejottét az irodalom
,browning”-ként jeloli. Ha a termogenikus jel megsziinik, fehér-szerii ,,masked beige”
adipocitak maradnak vissza in vivo. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a ,beige”
zsirsejtek gyorsan képesek ki-bekapcsolni hdtermeld programjukat kiilsé jelek hatasara, €s
az adrenerg stimulusok sziikségesek a termogenikus profil fenntartdsahoz.
Az energiat felszabaditd ,,beige” és energiat tarold fehér zsirsejtek ardnya, legalabbis
részben, a mezenchimalis el6alak sejtek korai elkotelezédési fazisaban dol el. A folyamat
szabalyzasanak egyik kulcslépését a kozelmultban irtdk le, amely hozzéjarul a ,beige”
adipocita elkotelezédés jobb megértéséhez. Az elsé genom asszociacids vizsgalatok
ravilagitottak, hogy az FTO gén elhizasra hajlamosit. Egy T—=>C tranzicié (Rs1421085
pozicidoban) meggatolja az ARID transzkripcios fakor csaladba tartozo fehérje bekotddését az
adott pozicioba, mely hatassal van a mezenchimalis szuperenhancer régiora. Akik hordozzak
ezen riziko alléleket az FTO 16kuszban, az adipocita prekurzorok fehér zsirsejt differenciacio
iranyba indulnak el ,,beige” helyett, ezzel megnovekedett taplalék bevitelhez késébb elhizas is
tarsul. Ezzel szemben, akik az egészséges genotipust hordozzak, egy represszor fehérje kotédik
a mezenchimalis szuperenchancer régidhoz, igy az IRX3 és 5 transzkripcios faktorok
kifejezddése csokken, mely a progenitor sejtek ,,beige” eldaalakokka valé elkotelezodését segiti
eld, ezzel fokozva a hétermeld képességet és csokkentve a lipidek raktarozéasat. Tovabba
kimutattak, hogy a ,,beige” zsirsejtek fejlodésének jelentds mértékii fokozodasa neuro-endokrin

vagy parakrin faktorok hatasara is elérhet6 (irisin, noradrenalin).



1.3. Barna és ,,beige” zsirsejtek fejlodésének és funkcidjanak aktivatorai

A szimpatikus idegrendszer (SNS) részt vesz mind a barna adipocitak fejlodésének, mind
termogenikus funkcidinak szabalyozasaban. Azt is dokumentaltdk, hogy a szimpatikus
neuronok jelenléte a BAT-ban valdsziniileg részt vesz a barna adipocitak miikodésének
szabalyozasaban. Az SNS-en keresztiil a jel tovabbitasra keriil a barna zsirszovet iranyaba.
Bizonyos ingerekre adott valaszként (példaul hideg expozicidé esetén) noradrenalin (NE)
szabadul fel a szimpatikus idegrendszerbdl, amely elsdsorban a 33-adrenerg receptorokra hat.
A [33-adrenerg receptorok kapcsolddnak az adenilil-ciklazzal (AC), amely indukalja a ciklikus
adenozin-monofoszfat (cCAMP) termelédését, majd cAMP és PKA tovabbitjak a termogén
szignalt. A PKA-aktivaci6 kozvetleniil stimuldlja a lipolizist, €s génexpresszids valtozdsokhoz
vezet (példaul UCP1-szabalyozés). Szdmos ragesalokon végzett vizsgalat kimutatta a barna
zsirszovet fokozott aktivitasat és a fehér zsirszovet barnuldsat fizikai aktivitds hatdsdra. Az
elmult évtizedben fedezték fel az irisint, amelyet a vazizomzat termel fizikai aktivitds hatasara

és képes a szubkutan fehér zsirszovetben "browning” programot indukélni.

1.4. UCP1

A barna zsirsejtek szamos mitokondrialis fehérjét, koztik UCP1-et tartalamaznak, melynek
hataséara proton visszaaramlas torténik a mitokondrium matrixdba a terminalis oxidacio és az
oxidativ foszforilacio szétkapcsolasaval. Az ATP termelés elmarad, viszont helyette hd
keletkezik. Ezzel parhuzamosan, a BAT mitokondriumai nagy mennyiségben tartalmaznak
mitokondrialis 1égzési lanc komplexeket, viszont jelentésen csokkent mennyiségben az F1FO-
ATP-szintazt.. Ennek oka a nukledris ATP5G1 gén alacsony expresszios szintje, amely a Fo
oligomer mitokondrialis membranhoz kotott ¢ alegységét kodolja. Az UCP1 nodveli IMM
proton vezetOképességét, hogy eloszlassa a mitokondrialis proton gradienst, és a szubsztratok
oxidacidjanak energiajat hové alakitsa. Amikor a termogenezis fiziologiai szempontbol

sziikséges, a NE a kdrnyezd szimpatikus rostok altal felszabadul, amely aktivalja a lipolizist,



ami noveli a szabad zsirsavak szintjét a barna adipocita mitokondriumokban. A hossza
szénlancu szabad zsirsavak (LCFA-k) nemcsak az oxidacid szubsztratjai, hanem aktivaljak az
UCP1-et is, a hormon-szenzitiv lipaz a citoplazmatikus lipidcseppek trigliceridjeibdl hasitja
6ket a BAT B3-adrenerg stimulacidja soran. LCFA az UCP1-hez kapcsolddik, mig az UCP1 H*
vivoként mitkodik az IMM-en keresztiil, majd a protonok felszabadulnak a mitokondrialis
matrixban. Ez a mechanizmus az energia felszabaditashoz vezet, amelyet foként a zsirsavak [3-

oxidacioja general, h6 forméjaban.
1.5. ,,Browning” induktorok, amelyek kozvetleniil a zsirszovetet célozzak meg

Bizonyos inger hataréasa, pl. bone morphogenic protein-7 (BMP7), amelyrdl kimutattak, hogy
fontos szerepet jatszik a BAT kialakulasaban, mind a klasszikus barna adipogenezist, mind
pedig a ,,beige” adipocitakat toborozza. Ezenkiviil a m4j fontos szerepet jatszik a barna
zsirszovet aktivalasaban. A fibroblast growth factor-21 (FGF21) indukalja a termogenikus
programot barna adipocitikban, majd a mitokondrialis szétkapcsolt 16gzést. Ujsziilottekben, az
FGF21 kozvetleniil aktivalja a barna zsirszovet altal generalt hdtermelést, mig felndttekben
elésegiti a fehér zsirszovet barnulasat. A sziv szintén jelentds szerepet jatszik a barna zsirszovet
aktivalasaban, natriuretikus peptideket (NP-ket) termel, amelyek termogenezist indukalnak. Az
IL-6 egy jol ismert, fizikai aktivitas hatdsara kibocsajtott miokin, amelyrdl kimutattak, hogy
aktivalja a ,,beige” adipocitak fejlodését, és egerekben fokozza az edzés altal kivaltott fehér
zsirszovet barnulasat. Az IL-6 szdmos olyan szdvetet megcéloz, mint a maj, a hasnyalmirigy,
az agy, a fehér és barna zsirszovet, emellett egyensulyt teremt a katabolikus Gtvonalak kozott a
glikémias kontroll szabalyozasaért. Azonban az IL-6 hatasa az emberi zsirsejtek
differencialodasara tovabbra sem tisztazott.

1.6. UCP1 fiiggetlen termogenikus mechanizmusok

A hétermeld adipocitdk UCP1-fiiggetlen termogenikus mechanizmusokkal is rendelkeznek.

Néhany évvel ezelott fedezték fel, hogy a kreatin metabolizmusban fellelhetd szubsztrat ciklus



hozzajarul a “beige” sejtek mitokondriumaiban az energia leadashoz. A ciklushan a
mitokondrialis kreatin-kindz 1 és 2 katalizalja a kreatin atalakuldséat foszfo-kreatinna (PCr),
ATP-fiiggd moédon, ADP-t 1étrehozva. Ezt kovetéen a PCr magas-energiaju foszfat csoportja

felszabadul, ami hotermel6déshez vezet.

1.7. Zsirszovet altal szekretalt faktorok

Egyre tobb ¢€s tobb fehérjérol deriil ki, hogy a zsirszovet altal termelt €s kibocsajtott fehérje, €s
a fehér zsirszovet altal szekretalt faktorok listaja tobb mint szaz tagbol 4ll. A leptin egy keringd
hormon, amely zsirsejtek altal szekretalt, étvagycsokkentd hatasu, a testtomeg egyik alapvetd
szabalyozdja. Ezenkiviil a hipotalamuszon keresztiill indukalja a barna zsirszoveti
termogenezist. A fehér zsirszovet altal szekretalt adipokinek és gyulladasos citokinek koziil sok
mérsékelten expresszaldodik a barna zsirszovetben is. A barna zsirszovet szekrécios profilja
meglehetdsen kiillonbozik a fehér zsirszovet altal szekretalt termékekt6l, ami nem meglepd,
hiszen rendkiviil eltérd fiziologias szerepet jatszanak az energiahdztartasban. A barna és
,beige” zsirsejtek autokrin modon képesek szekretalni olyan faktorokat, amelyek gatoljak
(sLR11) vagy serkentik a termogenikus aktivitast (FGF21, BMP8b, endotelin-1, IL-6, LPGDS).
A barna zsirszovet termogenikus aktivitdsa serkenti az FGF21 expresszigjat és kibocsatasat,
amelyet CAMP-medialt mechanizmus szabalyoz. BMP8b-t elsésorban érett barna zsirsejtek
termelik és expresszidja fokozddik termogenikus és taplalkozasi tényezdk hatdsara, pl hideg
vagy magas zsirtartalmu taplalkozas eredményeként. Az Angiopoietin-like 8 hideg hatasara
indukalodik barna zsirszovetben. Nemrégiben kimutattak, hogy a Neuregulin 4 (NRG4), amely
az epidermalis novekedési faktor csalad tagja, barna zsirsejtek altal szekretdlt és zsirsejt

differenciacio soran indukalodik.



1.8. SGBS sejtek

A ragcsalokkal végzett részletes vizsgalatokkal ellentétben csak korlatozott adatok allnak
rendelkezésre azokrdl a szabalyozd elemekrdl, amelyek az emberi barna vagy ,,beige”
adipocita differencialodast idézik eld. Ezért human sejtvonal-modellekre van sziikség, a
barnulds kulcsfontossagih molekulédris elemeinek vizsgalatahoz, valamint olyan Uj
farmakologiai kezelések célpontjainak megtaldlasadhoz, amelyek fokozhatjak a barnulast.
Egy nem immortalizalt humén preadipocita sejtvonalat nemrég fejlesztettek ki kollaboracios
partnereink, human zsirsejtek tanulmanyozasara, nevezetesen a Simpson-Golabi-Behmel
szindromas betegbdl szarmazd prekurzor sejtek hasznalatdval. Az SGBS egy X-
kromoszomahoz kapcsolt ritka, velesziiletett tilnovekedési szindroma, amelyet pontmutacio
vagy delécio okoz a glipikan-3 (Gpc-3) génben. Az SGBS sejtvonalat kivalo modellnek
tartjak fehér zsirsejt differencidcid tanulmanyozasara. Wabitsch és munkatérsai tovabba
kimutattak, hogy ezen sejtek nagyon hasonléak a human primer preadipocitakhoz
differenciacio nélkiil, tovabba in vitro differencialtatott SGBS zsirsejtek funkcionalisan

megkiilonboztethetetlenek a human érett zsirsejtektdl.

1.9. Transzglutaminaz 2 (TG2)

A multifunkcionélis TG2 fehérje sokrétli sejtes lokalizacidval rendelkezik, és szerepet
jatszik szdmos fiziologiai (a sejt talélése - sejthaldl folyamatainak szabalyozasa, migracio,
sejtadhézid, proliferacid, szignal-transzdukcid) valamint patologai  folyamatban
(neurodegenerativ  rendellenességek, colidkia, gyulladasos betegségek, anyagcsere-
betegségek, rak, fibrozis). Tovabba ismert, hogy a TG2 részt vesz szamos sejttipus
differencialodasi folyamatdban. A TG2 szinte az dsszes sejtkompartmentben kifejezddik,
példaul a mitokondriumokban, citoplazmaban, sejtmagban és ujrahasznosulo
endoszomakban. Megtalalhato a sejtfelszinen is, és nem klasszikus mechanizmusok utjan

szekretalodik az extracellularis matrixba. Kordbban TG2 KO egérmodellt hoztak 1étre, a



TG2 komplex biologiai funkcidinak feltarasara. A TG2 részt vett egy folyamatban a
fagocitotikus és elhalo sejtek kozott, a szovet integritdsanak megdrzése érdekében. Tovabba
a neturofilek differenciaci6jahoz és a baktériumok elpusztitdsahoz is sziikséges.Szamos
rendellenességet és fontos valtozast tartak fel részletesebb vizsgalatok, melyek stress €s koros
kortilmények kozott torténtek. A TG2 hianya cukorbetegséghez, karosult sebgydgyulashoz és

autoimmunitashoz vezetett.



2. CELKITUZESEK

1.Barna és ,,beige” zsirsejt differenciacio vizsgalata SGBS sejtvonalon
e génexpresszios analizissel
e |ézer pasztazo citometria alaklmazasaval
e sejtek funkcionalis vizsgalata Seahorse méréssel
2. Irisin és BMP7 hatasanak tanulmanyozéasa SGBS sejteken
3. Az Gjonnan felfedezett kreatin-kinaz/foszfataz szubsztrat ciklus jelenlétének vizsgalata a
hétermelésben, SGBS zsirsejtekben (B-GPA hasznalataval, Seahorse mérés alatt)
4. Annak tisztazasa, hogy a ,,beige” differenciacié visszafordithato-e, vagy a sejtek megtartjak-

e ,,beige” morfoldgiajukat

crer

crer

primer human adipocitakban
7. TG2 gén és fehérje expresszidjanak feltérképezése differencialtatott fehér és ,,beige” SGBS

sejtekben



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Etikai engedélyek

A betegek tajékoztatasat kovetden, tdjékozott beleegyezésiiket alairasukkal bizonyitva
zsirszovet mintakbol mezenchimalis 6ssejteket izolaltunk (ADMSC). Minden human sejt
izolacios kisérleti protokoll eleget tett a Helsinki Deklaracioban foglalt irdnyelveknek. A
kutatasi tervet, a szovetmintak gytijtését megelézden a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga

jovahagyta (20571-2/2017/EKU).
3.2. Human ADMSC-Kk izolalasa és tényésztése

Az ADMSC izolalas soran az esetleges kotdszoveti teriiletektol szikével élesen levalasztottuk
a zsirszovetet, melybdl apro darabokat preparaltunk. 120U/ml kollagenaz (Sigma-Aldrich)
kezeléssel, steril PBS-ben emésztettiik a kotészovetet egy oran keresztiil 37°C-on, kdzben
razogattuk a mintat.10 percig, 1300 rpm-en centrifutdluk a mintadkat, majd a pelletet
szuszpendaltuk novekedési tapfolyadékban: DMEM-F12 (Sigma-Aldrich) + 10% FBS (Gibco)
+ 1% penicillin-sztreptomicin (Sigma-Aldrich) + 33 uM biotin (Sigma-Aldrich) + 17 uM
pantoténsav (Sigma-Aldrich). 6 lyuka sejttenyészt6 vagy Ibidi 8 lyuku u-slides plate-re
szélesztettiik a sejteket 37°C, 5% CO tartalom mellett, 3x10% sejt/cm? siiriségben konfluens
allapotig (Kristof et al., 2015; és 2016). A Mycoplasma kontaminaciot minden esetben PCR

alapu analizissel kizartuk (Promokine).
3.3. Aramlasi citométer: ADMSC-k karakterizalasa

A differentidlatlan SGBS sejtek fenotipusanak vizsgalatdhoz multiparametrias analizist
hajtottunk végre, felszini antigen expresszid meghatarozasaval. A sejteket 0.025% tripszin-
EDTA segitségével begytijtottik és egyszer mostuk tapfolyadekkal. A kovetkezd mosasi

1épéshez FACS puffert haszaltunk, majd inkubaltuk Oket és 1%PFA/PBS-ben fixaltuk. A



vizsgalatot egy napon beliil végeztiikel. A mintdkbol szarmazé adatokat FACS Calibur BD

aramlasi citométer alkalmazasaval detektaltuk és BD Multiset szoftver segitségével elemeztiik.

3.4. Fehér és “beige” zsirsejt differentialtalas

Kisérleteink soran ADMSC ¢és SGBS preadipocitdkkal dolgoztunk. Az SGBS sejteket
kollaboracios partnereink biztositottak, Pamela Fischer-Posovszky és Martin Wabitsch, akik

korabban kifejlesztették ezen sejtvonalat.

Fehér zsirsejt differenciacio soran négy napig a kovetkezé médiumban tenyésztettiik a sejteket:
DMEM-F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 1% penicillin/sztreptomicin + 10 ug/ml
human apo-transzferrin (Sigma-Aldrich) + 20 nM human inzulin (Sigma-Aldrich) + 100 nM
kortizol (Sigma-Aldrich) + 200 pM trijod-tironin (Sigma-Aldrich) + 2 puM roziglitazon
(Cayman Chemicals) + 25 nM dexametazon (Sigma-Aldrich) + 500 puM 3-izobutil-1-
metinxantin (Sigma-Aldrich). A negyedik napot kdvetden a roziglitazont, dexametazont és 3-
izobutil-1-metilxantint elhagytuk a fehér zsirsejt differenciacios tapfolyadékbol [Fischer-

Posovsky és mtsai, 2008; Sarvari és mtsai, 2014].

A PPARy-vezérelt ,,browning” zsirsejt differencialtatas soran négy napig az alabbi médiumban
tortént a sejtek tenyésztése: DMEM-F12 + 33 pM biotin + 17 uM pantoténsav + 1%
penicillin/sztreptomicin + 10 pg/ml human apotranszferrin + 0,85 M human inzulin+ 200 pM
trijod-tironin + 1 uM dexametazon + 500 uM 3-izobutil-1-metilxantin. Az 6todik naptol kezdve
a szérumot, a 3- izobutil-1-metilxantint és a dexametazont elhagytuk, majd 500 nM
roziglitazont adtunk a tapfolyadékhoz [Elabd és mtsai, 2009]. Hosszl tavu kisérleteink soran
azonos tenyésztési feltételeket alkalmaztunk 21 és 28 napon keresztiil, vagy a fehér zsirsejt
differenciaciohoz alkalmazott tapfolyadékot hasznaltuk, roziglitazon, 3-izobutil-metinxantin és

dexametazon nélkiil. Minden negyedik napon a differenciacios koktélt lecseréltiik.



A teljes differenciaci6 alatt a sejteket minden tapfolyadék csere alkalmaval 250ng/ml human
rekombinans irisinnel (Cayman Chemicals) illetve 50ng/ml BMP7-tel (R&D Systems) kezeltiik
(Raschke és mtsai., 2013; Kristof és mtsai, 2015). Két hétig tarto differenciacio soran vizsgaltuk
az irisin és BMP7 rovid tava hatasat is, 12 6ran keresztiil alkalmazva Oket a differenciacio
végén. Ahol jeleztiik, a fent emlitett indukalo szereket ndvekvd koncentracioban alkalmaztuk,
illetve a sejteket IL-6R alfa vagy 1gG izotipus kontrollal kezeltiik minden nap, a differenciacio

teljes id6tartama alatt, Sug/ml koncentracidban.

Az NCO9 rovid tavu hatdsat vizsgaltuk, 9 oras kezelést alkalmazva a 2 hetes fehér és PPARYy-
medialt “browning” differencidciot kovetden, majd begytijtottiikk a sejteket. Parhuzamosan
kivancsiak voltunk az NC9 hosszl tavu hatasara is, igy 21 napig tartd differenciacio alatt
minden negyedik napon alkalmaztuk, amikor tapfolyadékot cseréltiink, majd 21 nap utan

begytijtottiik a sejteket.

3.5. RNS izolalas és valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-gPCR)

A differencialodott SGBS sejteket begyljtottiik €s Trizol reagessel (Invitrogen Life
Technologies) lizéltuk, az RNS kicsapasa kloroformos extrakciot kovetden izopropanollal
lemértik majd cDNS-sé a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) altal meghatarozott 0sszetevokbdl elkészitett Master Mix segitségével irtuk at. Az
RT-qPCR a LightCycler 480 késziiléken tortént: 94°C-10s, majd 40-szer ismétlddik a ciklus:
94°C-12s, és 60°C-30s. A normalizalt expressziot 2-ACtvizsgalt gén/2-ACthaztartasi gén

képlet alkalmazasaval szamitottuk ki, ahol a haztartasi gén a Gapdh volt (Taube és mtsai, 2015).



3.6. Mitokondrialis (mt) DNS izolalasa és mennyiségének meghatarozasa qPCR-ral

Teljes cellularis DNS-t a hagyomanyos fenol-kloroform modszer alapjan izolaltunk a
differencialodott SGBS sejtekbol, Trizol reagens hasznalataval. Kvantitativ PCR soran higitott

DNS triplikatumokat hasznaltunk, 10 pM-t mindegyik primerbdl

Human mtDNS specifikus primerek:

forward S>CTATGTCGCAGTATCTGTCTTTG-3’

reverse 5’-GTTATGATGTCTGTGTGGAAAG-3’

sejtmag specifikus primerek (SIRT1 gén):

forward S>CTTTGTGTGCTATAGATGATATGGTAAATTG-3’

reverse S’GATTAAACAGTGTACAAAAGTAG-3’

¢s Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-et (Thermo Scientific). LightCycler 480
késziiléken az alabbi programot alkalmaztuk: 95°C-20perc, majd ezt kovetden 50-szer
ismétlédik a kovetkezd ciklus: , 95°C - 15s, 58°C - 20s, 72°C - 20s. Az eredményeket a
kiiszobérték ciklus kiilonbségekbdl szamoltuk ki, a mitokondridlis DNS-re és a sejtmag

specifikus amplifikdciora (Szantd €s mtsai, 2011; Kristof és mtsai, 2015; és 2016).

3.7. Antitestek és immunoblot

A differencidlodott SGBS adipocitakat és differencidlodds nélkiili kontroll sejeket
Osszegylijtottiik és PBS-sel mostuk, majd a S5xLaemmli loadig pufferben lizaltuk és 10 percig
forraltuk. Egyenlé mennyiségii fehérjét valaszottunk szét 12%-0s SGS-poliakrilamid gélen.
majd a fehérjéket PVDF membranra (Millipore) transzferaltuk, melyet 5%-0s sovany tejporral
blokkoltunk egy oran keresztiill. Ezutan a membranokat egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on

kezeltiik kiilonb6z6 antitestekkel: poliklinalis anti-UPC1 (1:500, Sigma, U6382; 1:500, Thermo




Scientific, PA1-24894), monoklonalis anti-UCP1 (1:1000, R&D Systems, MAB6158), anti-
OXPHOS (1:1000, Abcam, UK, ab110411) és anti-TG2 (1:1000; Zedira). Loading kontrollként
nyul poliklonalis antitestet hasznaltunk: B-aktin (1:10000, Sigma, A2066). A mosasi 1épéseket
kovetden, torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt anti egér/nyul méasodlagos antitesttel inkubaltuk a
membranokat szobahdmérsékleten egy oran keresztil. Az immunoreaktiv termékeket
Immobilon Western kemilumineszcens szubsztrat (Millipore) segitségével tettiik lathatova. A

western blot denzitometrias elemézését Imagel szoftver segitségével végeztiik el.

3.8. Immunfluoreszcens festés

Az SGBS sejteket és hADMSC-ket Ibidi 8-1yuktl mikro slidera helyeztiik ki és az el6z6ekben
leirtak szerint differencialtattuk. A mérés napjan PBS-sel mostuk a sejteket majd friss
tapfolyadékot adtunk hozza. Hoechst 33342-6t (Thermo Fischer Scientifc) adtunk a sejtekhez,
20 percre. Kovetkez6 1épésként PBS-sel mostuk a sejteket, majd 4%-os paraformaldehiddel
fixaltuk o6ket. Blokkolast kovetden anti-UCP1 antitestet adtunk hozzajuk (Sigma, U6382;
1:500), melyet 6 6ran keresztiil szobahdmérsékleten tartottunk. Masodlagos antitestkélnt Alexa
488-cal jelolt kecske anti-nyul IgG-t hasznéaltunk (Thermo Fischer Scientific). Az antitestek
hozzaadasa el6tt és utan is mosasi lépéseket végeztiink (0,1%-0s szaponin, PBS-ben, mellyel a

sejtek permeabilizalasa is megtorént).

3.9. Lézer pasztazo citometrias (LSC) képalkotas

A sejtekrdl képek készitése iCys Research Imaging Cytometer segitségével tortént, majd a
képeket egy magas-felbontdsi automatizalt sejt-felismerd protokollt alkalmazva, szoftver
segitségével analizaltuk, melyet kordbban Doan-Xuan és mtsai (2013) dolgoztak ki. A sejtek
azonositdsa sejtmagjuk alapjan torént, melyet Hoeschst 33342-vel festettiink. Az optimalis
konfluenciaju teriiletet alacsony felbontast, 10-szeres nagyitast objektivvel szkenneltiink (NA

0.30), 10 um-es szkennelési 1épéssel. A magas felbontast képeket 40-szeres nagyitassal (NA



0.75) és 0,25 um-es szkennelési 1épéssel kaptunk. A pixel méretét 0,25 pm x 0,245 pm x 40-
szeres nagyitasra allitottuk. A Lézer fényeket szétvalasztottuk az aldbbi modon: Viola didda
1ézer 405 nm-en gerjesztette a Hoechst 33342-t, 488 nm-en argon-ion lézer segitségével az
Alexa 488-at detektaltuk, mig a Nile Blue 633 nm-en He-Ne gazlézer altal gerjesztédott. Az
emittalt fényt a kiilonbozo festékek esetében az alabbi savsziirokkel detektaltuk: Hoechst 450
+ 20 nm, Alexa 488 530 + 15 nm és Nile Blue 650 + 15 nm. A didéda fotodetektorokkal mért
atesO lézer fénybdl meghataroztuk a fényveszteséget €s az arnyékolt kontir jelet, hogy a
fényabszorpcid, a fényszoras €s a “texture” értékeirdl informaciot nyerjiink. A képeket az alabbi
automatikus sejtfelismerd szoftverek segitségével processzaltuk és elemeztiik: iCys companion
software (iNovator Application Development Toolkit, CompuCyte Corporation) és CellProfiler
(The Broad Institute of MIT). A fent emlitett modszert hasznaltuk a zsirsejtek meghatarozasara
heterogén kultirdkban. A Hoechst-magfestés alapjan eldszor a sejtmagokat azonositottuk. A
sejtek lipidcsepp tartalmanak meghatarozasarhoz ,,texture” analizist hajtottunk végre. A texture
abran a ,,sum variance” 0sszérték egy-egy sejtben a lipidcseppek méretérdl ad felvilagositast,
még a masik tengelyen a sejtenkénti UCP1 fehérje tartalmat jelenithetjiik meg. Igy az UCP1
intenzitasokat illetve a ,,texture sum variance” értékeket minden egyes sejtre meghatarozhatjuk
Cell Profiler ,,Fast Gentle Boosting” szoftver segitségével, azonosithatjuk a fehér és ,,beige”
adipocitakat illetve a differencialtalan sejteket. A ,,beige” adipocitakat ugy ismerjiik fel, hogy
ezek a sejtek kis lipidcseppeket tartalmaznak és nagymértékben fejezik ki az UCP1 fehérjét.
Ezzel ellentétben a fehér zsirsejtek nagy lipidecsepeket akkumulélnak azonban kevés UCP1-et
tartalmaznak.

3.10. Az adipocitak oxigén fogyasztasanak meghatarozasa

A sejtek oxigénfogyasztasat és extracellularis acidifikacios ratdjat XF96 oximéter (Seahorse
Biosciences) alkalmazasaval vizsgaltuk. SGBS sejteket és ADMSC-ket 96-lyuku XF96 assay

plate-ken tenyésztettiink és differencialtattuk. A mérés soran meghataroztuk a differencialt



sejtek alapszintli oxigén fogyasztasat és extracellularis acidifikacids ratajat 30 percen keresztiil,
majd a sejteket dibutiril-cAMP egyszeri adasaval (500uM koncentracidoban) stimulaltuk az
adrenerg hatast modellezve. Majd a stimulalt oxigén fogyasztast 30 percenként detektaltuk, 6
oran keresztiil. A zsirsejteket 2mM B-GPA-val (Sigma-Aldrich) kezeltiik, a kreatin-szubsztrat
ciklus gatlasa céljabol (Kazak és mtasai, 2015). Ezt kdvetden proton csorgasos 1égzést mértiink,
miutdn oligomycint (Enzo Life Sciences) 2 uM koncentracidban adtunk a sejtekhez, igy
blokkolva az ATP-szintaz aktivitasat. Végiil a sejtek egy adag Antimycin A (10 pM
koncentracidban) (Sigma-Aldrich) kezelésben részesiiltek, mely utdn a mérés zajszintje volt
meghatarozhatd. Az oxigén fogyasztasi ratait (OCR) és az extracellularis acidifikacids ratat
(ECAR) az egyes lyukakban megtalalhatd fehérje mennyiségekre normalizaltuk (Kristof és

mtsai, 2016).

3. 11. Citokin termelés meghatarozasa

SGBS sejtekrdl a tapfolyadékot begytijtottiik minden negyedik napon a tapfolyadék cserék
alkalméaval és a mintdkat taroltuk, hogy megmérjiik a kibocsatott citokinek szintjét. Az
Osszegylijtott sejttenyészté tapfolyadékokbol ELISA DuoSet (R&D Systems) alkalmazasaval
megmértiik a termelddott citokinek szintjét: 1L-6, IL-1B, IL-8, TNFa és MCP-1 (Sarvari és

mtsai 2014 és 2015).

3.12. Genotipizalas

A genotipus meghatarozasdhoz hasznalt genomialis DNS-t az SGBS sejtekbél GenelET
Genomic DNA Purification Kit-tel (Thermo Fischer) allitottuk el6. A vizsgalni kivant
Rs1421085 SNP vizsgalatahoz kvantitativ PCR-t végeztiink, melyhez a reakcié mixet TagMan
genotyping master mix (Applied Biosystems) és Taqman Genotyping Assay (Applied

crer

terveztiink, melynek szekvenciai a kovetkezok:



Forward: 5>GATGACACACACCATGAGCC 3°

Reverse: ’TAACAGTGGAGGTCAGCACA 3’

PCR amplifikaciot kovetden a terméket NucleoSpin® Gel és PCR Clean-up Kit (Macherey-
Nagel) hasznalataval tisztitottuk meg. A PCR termék tisztasaganak ellendrzésére 2%-0s agardz
gélelektroforézist végeztiink. Végiil a tisztitott PCR termékbdl DNS szekvencia analizist
hajtottunk végre Taq Dye-Deoxy Termination Cycle Kit (Applied Biosystems) és ABI
PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer kapillaris elektroforézis (Applied Biosystems)

felhasznalasaval.

3. 13. Eredmények statisztikai értékelése

Minden vizsgalatot legalabb harom, egymastol fiiggetlen mdédon ismételtiink meg és minden
mintabol harom technikai parhuzamost képeztiink. Az eredményeket atlag + SD formaban
fejeztiik ki, a bioldgiai parhuzamosok szdmat minden esetben megjelenitettiik. A mintak normal
eloszlasanak vizsgalata Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. Tobb csoport egyiittes
statisztikai Osszehasonlitasahoz egy szempontos variancia analizist (one-way ANOVA)
alkalmaztunk, melyet Tukey post-hoc teszt kovetett. Két csoportot parositott, két-szélit Student-

féle t-teszttel hasonlitottunk Ossze.




4. EREDMENYEK

4.1. SGBS sejtek felszinén hasonlé markerek expresszalodnak mint a primer

preadipocitakon, és heterozigétak az FTO Rs1421085 riziké allélre nézve.

A felszini antigén expresszidjanak multiparaméteres elemzését haromszinti aramlési
citometriaval végeztiikk. Megallapitottuk, hogy hematopoietikus/monocita markerek (CD34,
CDA47), endothel markerek (CD54), fibroblast markerek (CD73, CD90), integrinek és CAM
(integrin 31, CD44, CD325) expresszalddnak a differencidlatlan SGBS preadipocitdk felszinén.
Osszehasonlitottuk az SGBS preadipocitak felszini antigén expresszids mintdzatat a human
szubkutéan zsirbol izolalt hADMSC sejtekkel. A CD34, CD44, CD146 és HLA-DR expresszios
szintek magasabbak voltak az SGBS preadipocitdkban, mig a CD105, CD49a ¢és CD31
antigének alacsonyabban expresszdlodtak a human primer preadipocitdkhoz képest. Ezutan
megvizsgaltuk az rs1421085 16kusz C riziko alléljanak jelenlétét. DNS szekvenalas és a qPCR-
alapti genotipus elemzés kimutatta, hogy az SGBS sejtek heterozigotdk a C riziko allél

szempontjabol.

4.2. Az SGBS preadipocitak a tartés PPARYy ligand és az irisin vagy a BMP7 kezelésére

reagalnak, akar “beige”, akar klasszikus barna marker gének indukalasaval.

Fehér ¢és barna differeciacios protokolt alkalmaztuk az SGBS preadipocitak
differencialtatisdhoz. Altalanos barna zsirszovet markerek (Ucpl, Cidea, ElovI3 és Pgcla),
“beige” szelektiv markerek (Tbx1l, Citedl) klasszikus barna zsirszoveti differenciacios
markerek (Zicl, Pdk4), barna transzkripcios szabalyz6 marker C/ebpf3, mitokondrialis
felhalmozodast jelzé6 Cycl, altalanos zsirszoveti marker (Ppary, Lep, Fabp4) génekre
végeztliink expresszids vizsgalatot. A browning koktél nagymértékben indukalta az Ucpl
mRNS expressziot. Hasonloképpen, a human rekombinans irisin vagy BMP7 jelenléte

megndvekedett Ucpl mMRNS expressziot eredményezett a fehér differencialodasi protokoll



soran. Megallapitottuk, hogy a barna zsir specifikus gének, példaul a Cidea, ElovI3 és Pgcla
MRNS szinten magasan expresszalodtak virisin hozzaadasakor, a fehér koktélhoz. Ezzel
szemben csokkent kifejez6dést talaltunk a fehér zsirszovet marker gén, Leptin esetében barna

differeciaciora adott valaszként.

A mitokondrialis felhalmozodast jelzd marker, Cycl expresszios szintje szignifikdnsan
magasabb volt a barna adipocitakban, a fehérhez hasonlitva. Ezenkiviil az irisin kezelés hasonld
hatast eredményezett. A megndvekedett Ucpl expresszioval 6sszhangban azt talaltuk, hogy az
irisin vagy a browning protokoll a Thx1l és a Citedl jelentés mértéki fel-regulalodasat
eredményezte, azonban a Zicl indukcidja nem volt megfigyelhetd. Zicl kifejez6dése
szignifikinsan emelkedett BMP7 hatasara, mig a Tbx1 indukcidjat is megakardalyozta
browning koktél alkalmazisa esetében. Erdekes modon a Pdk4 hasonld génexpresszios

mintazatot mutatott mint a “beige”-szelektiv marker gének, Tbx1 és Cited1.
4.3. Lézer pasztazé citometrias (LSC) képalkotas, a sejtek felismerése

Kovetkezd 1épésben a fehér ¢és barna SGBS sejtek morfolofiai karakereit valamint texture
paramétereket és UCP1 fehérje tartalmat vizsgaltuk. Képalkot6 analizist alkalmazva a sejteket
sejtmagjuk alapjan azonositottuk, majd UCP1 és lipidcsepp szerketeziik alapjan osztalyoztuk.
PPARY-vezérelt browning differenciacios koktélt alkalmazva 14 napon keresztiil, magasabb
UCP1-tartalmat talalunk akar az egyes SGBS adipocitakban, akkar az teljes sejtlizatumot
tekintve, mint a fehér zsirsejtekben. Ezenkiviil emelkedett UCP1 fehérje tartalmat detektalunk
irisin vagy BMP7 hozzaadasara adott valaszként. Ezutan abrazoltuk minden differencialt
adipocita ,,texture sum variance” ¢s UCP1 fehérje tartalmat. Eredményink azt mutatjak, hogy a
differencidlodott zsirsejtek tovabbra is heterogének maradnak, fiiggetleniil attol, hogy fehér
vagy barna differencidcios protokollt alkalmaztunk. Ezenkiviil jelentds mennyiségli zsirjsejtet

detektaltunk, amelyek barna zsirjsejt jellemzokkel birtak, és a ,.texture sum variance” nem



csokkent szignifikansan a browning indukci6 alatt, amelyet emelkedett UCP1 expresszids

szinttel jellemeztiink.

.....

hatasara funkcionalis “beige” adipocitak alakulnak ki

A kovetkezd 1épésben a human SGBS sejtek funkciondlis jellemzdit vizsgaltuk és
meghatarozuk a mitokondridlis OCR-t. A génexpresszios ¢és morfoldgiai valtozasokkal
Osszhangban a differencialodott ,,beige” adipocitak bazalis OCR-je magasabb volt, mint a fehér
zsirsejteké, amely a PPARYy ligand/irisin/BMP7 hatdséara indukalodott. Ezutan a sejtek egy 10ket
sejt permeabilis dibutiril-cAMP kezelést kaptak, és azt tapasztaltuk, hogy a browning koktéllal
differencialtaott zsirsejtek bazalis és stimuldlt mitokondrialis 1égzése magasabb volt, mint a
fehér adipocitdké. Ezzel parhuzamosan szignifikansan emelkedett extracellularis acidifikacios
ratat (ECAR) detektaltunk mind a kezeletlen mind a cAMP-stimulalt barna zsirsejtekben.
Tovabba megvizsgaltuk a kreatin szubsztrat ciklus részvételét a differencidlt zsirsejtek
anyagcseréjében, B-GPA kezelést alkalmazva, amely ezen ciklus gatloszere. Eredményeink azt
mutatjadk, hogy a browning indukalt sejtek tovadbb nodvelik energia-leaddsukat a kreatin
szubsztrat ciklus bekapcsoldsaval, és ez a trend figyelhetd meg az irisin vagy BMP7 kezelt fehér
zsirjsejtek esetében is. Ez azt sugallja, hogy a kreatin szubsztrat ciklus jelen van és aktiv a

barnult SGBS zsirjsejtekben.

4.5. A barna /”beige” zsirsejt fenotipus fenntarthato a differencialodott SGBS sejtekben,

PPARy-ligand hianyaban

Kovetkezd 1épésben vizsgalni kivantuk, hogy a PPARy-medidlt “browning” differenciacié altal
eredményezett “beige” fenotipus fenntarthat6-e a PPARy ligand hianyaban. Hossza tava (28
napos) kisérletet terveztiink, azonban a sejtek egy részét a 14. napon begytijtottiik. A tobbi sejt

esetében a differenciacié 14. napjan a “browning” koktélt fehérre cseréltiik, ezéltal a



roziglitazon hatast megsziintetve differencialtattuk tovabb a sejteket 7 (B14,F7) vagy 14
(B14,F14) napig. mRNS szinten az Ucpl legnagyobb mértékben a 28.napon fejezodott ki.
Amikor a “browning” koktélt fehérre cseréltiik, tovabbi differencialtatds eredményeként a
14.napon begyiijtott mintahoz viszonyitva Ucpl szintje tovabb emelkedett, (B14,F7), majd a
14.napon detektalhato értékre visszacsokkent (B14,F14). Fehérje szinten megallatitottuk, hogy
az UCP1 enyhe mértékben expresszaldik a barnult sejtekben 14 napos differenciaciot kvetden.
Tovabbi roziglitazon stimulacio (B21,B28) tovabb fokozta az UCP1 fehérje expressziot.
Amikor a “browning” koktélt fehérre cseréltik, a 14. napon (B14) detektalt UCP1
expressziohoz képest emelkedést tapasztaltunk (B14,F7), azonban tovabbi fehér differenciaciot

kovetden (B14,F14) alacsonyabb szinten, de kimutathaté volt az UCP1 fehérje.

A mitokondridlis oxidativ foszforilacié6 (OXPHOS) alapvetd szerepet jatszik a barna / ,,beige”
adipocitak energiatermelésében. A 1égzési lanc fehérjék nagyobb mértékben expresszalddnak
barnult zsirsejtekben, mint fehérekben. A PPARy-agonista elhagyasat kdvetden ezen fehérjék
szintjének csak csekély mértékli csokkenését eredményezte, ami arra utal, hogy a
mitokondriumok kis része eltavolitodik. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a ,,beige"
fenotipust az SGBS-sejtekben befolyasold jelatviteli itvonalak legalabb két egymast kovetd
héten fenntarthatok, még akkor is, ha a rosiglitazon eliminalédik a differenciacios

tapfolyadékbol.

4.6. A browning koktél az IL-8, IL-6 és MCP1 citokinek emelkedett szekréciojat

eredményezte, a fehér zsirsejtekhez viszonyitva

crer

TNFa és MCP-1-t ELISA-val mértiik. Sem a differencialatlan, sem a differencialt adipocitak
nem szekretalnak TNFa-t és IL-1B-t. A nem differencialt preadipocitakban az IL-8, IL-6 és a
monocita kemoattraktans protein-1 (MCP1) szintjét mutattuk ki viszonylag magas szinten.

Erdekes, hogy ezeknek a citokineknek a szekrécidja szignifikansan nagyobb volt a ,,beige”



adipocitak atlal. Az irisin kezelés megnovekedett IL-8 és IL-6 termelést eredményezett,

azonban nem befolyésolta az MCP1 szekréciot.

4.7. Az IL-6 receptor folyamatos gatlasa csokkent UCP1 expressziohoz és extracellularis
acidifikaciohoz vezet “browning” differenciacio alatt.

A barnult adipocitak termogenikus, noradrenerg aktivalasa 6sszhangban van a megndvekedett
IL-6 expresszidval. Nemrégiben megvizsgaltuk a human zsirszévet mintak és primer adipocitak
végéig fenntarthatd. Egy antitest segitségével megvizsgaltuk az 1L-6 receptor alfa folyamatos
blokkolasanak hatasat a differencialodo hADMSC-kben. Majd LSC moddszerrel kimutattuk az
egyes adipocitak texturajat és UCP1 fehérjetartalmat. A blokkold antitestet alkalmaztuk a
PPARY-vezérelt ,,browning” differenciacids protokoll soran, amely megemelkedett ,,texture
sum variance”-t eredményezett, amely nagy méretli lipidcseppekkel tarsult, mig az Ucpl
atlagos intenzitdsa csokkent. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a differenciacié a fehér
zsirsejt képzddés iranyaba tolddott el.

4.8. A TG2 magasabb szinten expresszalodik barnult adipocitakban, és az inhibitora

jelenlétében mind a TG2, mind az UCP1 expresszio csokken.

crer

azt mutatjak, hogy a Tg2 magasabb szinten expresszalodik a barnult SGBS adipocitakban.
Ezenkiviil a TG2 expresszio korrelal az UCP1 expresszioval, mRNS és fehérje szintjén is. Az
NC9 egy membranon athatolo, irreverzibilis site-specifikus gatloszere a TG2-nek. Az NC9
kezelés eredményeként - akar 9 oran at, akar 21 napig - differencialt barna SGBS adipocitdkban
megfigyeltiik, hogy mind a Tg2, mind a Pm20d1 gén expresszidja szignifikansan csdkkent a
kezeletlen barnult adipocitdkhoz képest. A barnult adipocitdkon végzett 21 napos NC9 kezelés
az Ucpl szignifikdnsan alacsonyabb expressziojahoz vezetett. Fehér adipocitak esetén nem

figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget az NC9 kezelt és a kezeletlen sejtek kozott. Tovabba



vizsgaltuk a TG2 és az UCP1 fehérje expresszid valtozasait a fehér és a ,browning”
differencidlodasi koktél hatasara, NC9 kezelés jelenlétében (9 ordn keresztiil vagy 21 napig
adva) vagy hidnydban. A 21 napos NC9 kezelés szignifikdnsan csokkentette a TG2 fehérje
expresszidjat a differencialt barnult adipocitdkban. Hasonlo6 tendenciat figyeltiink meg az UCP1

fehérje expresszidja esetén is.



5. MEGBESZELES

1. Barna zsirszovet eloszlasa az emberi testben és a human hasfali szubkutan zsirszovetbol

(hADMSC) izolalt sejtek ,,browning” folyamatanak tanulmanyozasa

A BAT lehetdvé teszi az emldsok szdmara az allandd testhdmérséklet fenntartisat nem-
didergéses hotermelés révén. A barna és “beige” adipocitak hétermelésének kulcsfontossag
kozvetitéje az UCP1, amely az IMM-ben talalhat6, ahol szétkapcsolja a sejtek 1€gzését az ATP
termeléstdl. Bizonyos ingerek, példaul hideg hatasara a NE aktivalja a 33-adrenerg jelatvitelt a
barna adipocitakon, ami kivaltja a szabad zsirsavak felszabadulasat és az UCP1 késdbbi
aktivalodasat. A “beige” adipocitdk mitokondriumaiban nemrégiben leirtak egy hatékony
UCP1-fiiggetlen hétermelé mechanizmust, amelyet a kreatin ciklus kozvetit.

A termogenikusan aktiv teriiletekben intenziv a szénhidrat-anyagcsere, igy ezen szdvetekre
jellemzé a fokozott fluorodeoxigliikéoz (¥F-FDG) felvétel, ami jol lathato a PET/CT
felvételeken, kiilonosen felndtt emberi szervezetben kimutatja a hideg altal indukalt barna
zsirszovetet. A human zsirsejtek ,,orowning” folyamatanak megértéséhez legszélesebb korben
alkalmazott ex vivo rendszer a human hasfali szubkutan zsirzévetbdl szarmazé ADMSC-k
hasznalata.

2. Léteznek olyan human preadipocyta sejtvonalak, amelyeknek bizonyos tulajdonsagai
osszefiiggésben vannak barnulasi képességiikkel.

Az emberi csecsemd barna zsirszovetébdl izolalt és SV40 T és t antigénekkel transzformalt
PAZ6 sejtek képesek voltak differencialodni barna adipocitakka in vitro. Egy masik
kutatocsoport, Xue és mtsai négy paciens szupraklavikuldris régiojabol immortalizacios
eljarassal generdlt human preadipocita sejtvonalakat. A mély nyaki zsirbol szdrmazé
preadipocita klonok képesek voltak funkcionalis termogenikus adipocitakka differencialodni és

reagaltak a BMP7 kezelésre. Egy masik tanulményban Shinoda és mtsai 65 preadipocita klon

------



olyan génexpresszios jellegzetességeket mutatnak, amelyek a termogén adipocitak “beige”
tipusdhoz hasonlitottak.

3. SGBS sejtek “browning” folyamatanak vizsgialata mas csoportok altal.
Az SGBS human preadipocita sejtvonalat gyakran hasznaljdk reprezentativ modellként az
emberi zsirsejtek tanulményozdsara, és korabban a fehér zsirsejt differencidcid reprezentativ
modelljének tekintették. Az elsé eredmények azt mutatjdk, hogy az SGBS-sejtek
differencialtathatok termogenikus adipocitakka. A fehérje adipocitakka differencialodott 2-
oxoglutarat-fliggd dioxigendz (Fto gén altal kodolt) hidnyos SGBS preadipocitak
megndvekedett UCP1 expressziot és szétkapcsolt 1égzést mutattak. Késobb Tews és mtsai
megallapitottak, hogy a TENM2 (teneurin-2), amely gétolja a klasszikus barna zsirszovet
markert, a Zicl-et, fehér adipocita progenitor sejtekben felhalmozodik. Megvizsgaltak az SGBS
sejteket TENM2 le-regulalassal, géncsendesités segitéségével, amely az UCP1 novekedéséhez
vezetett mRNS és a fehérje szintjén is. Ezen tanulmanyokkal és az itt bemutatott eredményekkel
ellentétben Guennoun és mtsai megallapitottak, hogy az SGBS adipocitdk megvaltoztatjak
fenotipusukat egy négyhetes differencialasi program soran. Két héten beliil magas UCPI
expressziot és termogén fenotipust mutattak, fehér differencidlddasi protokoll eredményeként
anélkiil, hogy barnulast indukalé anyagot adtak volna hozzéa. Ezutan a tovabbi két hétig tarto
differenciacio eredményeként az UCP1 fehérje expresszioja jelentdsen lecsokkent. Egy masik
tanulmany latszolag megerdsitette ezeket az eredményeket, amelyben Osszehasonlitottdk a
differencialodott SGBS és hADMSC-eredetli szubkutan adipocitak génexpresszios mintazatat.
Megfigyelték, hogy az UCP1 fehérje expresszidja magas volt az SGBS sejtekben, amelyeket
12 napig differencialtattak, még akkor is, ha a roziglitazont vagy a T3-at nem adtak a

tapfolyadékhoz.



4. Az SGBS sejtek képesek barna vagy “beige” zsirsejtekké differecialodni roziglitazon,

irisin vagy BMP7 hatasara.

Lézer-pasztazo citometria és funkcionalis vizsgalatok alkalmazasaval arra torekedtiink, hogy
megvizsgaljuk, vajon a klasszikus barna vagy “beige” adipocita differenciacio (“browning”)
indukalhat6-e az SGBS sejtekben. Kisérleti eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
PPARy-altal szabalyzott “browning” protokoll (beleértve a roziglitazont) és az irisin-kezelés
sikeresen alkalmazhat6 az SGBS adipocitaknal “browning” kivaltasara, ami “beige” fenotipust
eredményez. Eredményeink azt sugalljak, hogy az irisin, a mar elkételezett ,beige”
preadipocitdk vagy multipotens progenitorok barnuldsat idézi el6. A BMP7 alkalmazasa
mérsékeltebb hatassal volt, és kiilonalld génexpresszios programot indukalt a “beige” szelektiv
markerek, a Thx1 és a Citedl fel-regulalodasa nélkiil. Tovabba a Pparg és a Zicl fokozott
expressziojat eredményezte, ami arra utal, hogy ez a mediator inkabb klasszikus barna-szerii
differencidciot indukal. A funkcionalis vizsgalatok UCP1-fiiggd hdtermelést és nagymértekii
extracellularis savasodast detektaltak barnult adipocitdk esetén. A hdtermeld adipocitak
ezenfelil UCPI1-fiiggetlen termogenikus mechanizmusokkal is rendelkeznek. A kreatin
metabolizmusban fellelhetd szubsztrat ciklust nemrég azonositottak, mely hozzajarul a beige
sejtek mitokondriumaiban az energia leadasahoz. Sikeriilt bebizonyitanunk a kreatin ciklus

indukcigjat B-adrenerg stimulusra reagélva, ,,beige” SGBS adipocitdkban.

5. Az FTO lokusz a bézs vagy a potencialis “masked beige” zsirsejtekkel van
kapcsolatban.

Minden egyén eltérd életmoddal, étrenddel €s genetikai hattérrel rendelkezik, példaul akik az
FTO 16kusz egy gyakori riziko-alléljat hordozzak, elhizasra lesznek hajlamosak, mivel a
benniik 1évd adipocita eléalakok kisebb mértékben tudnak “beige” differenciacid irdnyba
elkotelezOdni. A mitokondrialis hétermelés lehetdsége csokkent azokban az egyénekben, akik

hordozzék az eurdpai populacioban magas gyakorisaggal (kb. 44%) eléforduld C riziko allélt.



A hdétermeld képesség esetleg fokozhatd “browning”-ot indukaldé mediatorok segitségével,

crer

Ebben a tanulmanyban leirtuk, hogy az SGBS sejtvonal a C rizik¢ allél egy példanyat hordozza;
ezek a preadipocitak mégis képesek voltak differencialodni funkcionalis “beige” adipocitakka,
amennyiben a “browning” ingerek (példaul roziglitazon vagy irizin kezelés) folyamatosan jelen
voltak.

6. SGBS sejtek és hADMSC-k citokin szekréciojanak vizsgalata.

Az SGBS-sejtekkel dsszhangban vizsgaltuk, hogy a “browning” indukaléi hogyan hatnak a
hADMSC-kre. Az irisin hAADMSC-kre ¢s SGBS sejtekre gyakorolt hatasat 6sszehasonlitva, a
kezelés pozitiv hatassal volt az IL-6, MCP-1 ¢s IL-8 szekréciojara hADMSC-kben, valamint
az SGBS sejtek IL-8 termelésére, fehér kontroll-adipocitakhoz hasonlitva.

Az adipocitak differencialodasanak végéig csak az IL-6 termelddése maradt fennt. Betegekben
az IL-6 farmakologiai blokadja sulygyarapodast eredményezett, amely részben magyarazhato
a csokkent “browning”-al, amelyet az auto / parakrin IL-6 jelatvitel gatlasa valtott ki.
Megvizsgaltuk az IL-6 receptor auto/parakrin hatasanak gatlasat, és megallapitasaink azt
sugalljék, hogy a gatlas csokkentette az adipocitdk “beige” fenotipusat.

7. A transzglutaminaz 2 (TG2) és gatloszerének szerepe az SGBS adipocita
differenciacioban.

A human zsirszovetek génexpresszids profiljara 6sszpontositd vizsgalatok azt mutattak, hogy a
barna zsirszovetben a Tg2 expresszid hatszor magasabb, mint a fehér zsirszovetben, feltehetéen
azt sugallja, hogy a Tg2 részt vesz a zsirszovetek termogenikus funkcidjaban. Korabban
munkacsoportunkban vizsgaltuk a Tg2 génexpresszids profiljat a human mély nyakbol (DN) és
a szubkutan nyaki (SCN) izolalt zsirszoveti mintakbol. Megallapitottak, hogy a Tg2

génexpresszidja magasabb a mély nyaki mintakban, mint a nyaki bor alatti zsirszovetben.

crer



hogy a TG2 magasabb szinten expresszalodik a barnult SGBS adipocitakban, akdr mRNS, akar
fehérje szinten. Megvizsgaltuk az NC9 (a-N-carbobenzyloxy-c-N-acryloyl-L-lysine(2-(2-
dansylaminoethoxy)ethoxy)ethanamide hatdsat, amely a TG2 gatloszere. Ezen utvonal
jelentdsége a “beige” adipocitak metabolizmusaban tovabbra sem tisztazott, az adatok azonban
egyértelmiien azt mutatjak, hogy a TG2 fontos szerepet jatszik a barnult adipocitakban, és az

NC9 hatéssal van rajuk.

6. TARGYSZAVAK

SGBS adipocitak, human preadipocita, roziglitazon, irisin, browning, beige, termogenezis,

differenciacio, elhizas, citokinek



7. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink arra utalnak, hogy az SGBS-sejtek konnyen és értékes modellként
alkalmazhatok a human zsirsejtek in vitro tanulmanyozashoz.

Az SGBS preadipocitdk egy nem-elkotelez6dott preadipocita stadiumot képviselnek
egy FTO riziké alléllal, amelyek képesek fehér vagy barnult adipocitdkka
differencidlodni.

A rosiglitazon vagy irisin kezelés eredményeként a “browning” indukcidja sikeres volt
az SGBS sejtekben, amelyek a “beige” utvonalat kovetik. A “beige” jelenség
indukcidjat a barna és a “beige” marker gének (Ucpl, Cidea, Elovi3, Ppary, Cycl,
Tbx1, Pm20dl) fokozott expresszidja, a mitokondriumok felhalmozddasa, a
multilokularis morfologia bizonyitja, és ezek a tulajdonsagok szorosan kapcsolodnak
cAMP hatéséra kialakulé magas oxigénfogyasztassal

Kiilonb6z6 iddpontokban kovethetjiik az SGBS adipocita differencidlodasat, és
“browning” folyamatat 1ézer pasztazo citométer segitségével. Mérésiink kombinalta a
lipideseppek méretét és szamat, valamint az UCP1 fehérje tartalmat.

A BMP7 adasa azonban az Ucpl, Cidea, Pgcla, Ppar) és Zicl génexpressziojanak fel-
regulalodasahoz vezetett a kezeletlen sejtekhez képest, amely a klasszikus barna
adipocitak tulajdonsagainak megjelenését idézi eld.

A kreatin-foszfat ciklus hétermelésben valo szignifikans részvételét figyeltik meg
barnult SGBS adipocitdkban, melyet a roziglitazon, irisin vagy BMP7 kezeléssel értiink
el, jelentdsen emelkedett oxigén fogyasztast detektaltunk B-adrenerg stimulus
eredményeként.

Hossza tava kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogy ha a “browning” induktor, a
rosiglitazon kihagyasra keriil a differenciacios tapfolyadékbol, az UCP1 expresszidja és

a mitokondrialis feldusulas részben fenntarthato.



A “beige” (barnult) SGBS zsirsejtek tobb IL-6, IL-8 és MCP1 citokint szekretalnak.
Az IL-6 receptor folyamatos gatlasa csokkentette a human primer adipocitak “beige”
fenotipusat, a blokkolasa eredményeként azt talaltuk, hogy sem az alap, sem a stimulalt,
sem a protonszivargasos oxigénfogyasztas nem csokkent jelentdsen. Ennek ellenére az
ECAR szignifikansan alacsonyabb volt a gatolt sejtekben.

A Transzglutaminaz-2 magasabb szinten expresszalodik a barnult SGBS adipocitdkban,
ami korrelal az UCP1 expresszidval gén és fehérje szintjén is.

A transzglutaminaz inhibitor rovid vagy hossza tava alkalmazasa csokkentette a Tg2
gén expressziojat. A TG2 hosszl tavh gatlasa az Ucpl expresszidjanak szignifikdnsan
alacsonyabb szintjét eredményezi a barnult SGBS sejtekben.

A génexpresszio eredményeivel 6sszhangban a hpsszl tdvia inhibitorral torténd kezelés
soran szignifikansan csokkent TG2 és UCP1 fehérje expresszid volt megfigyelhetd. A

funkciondlis tesztben azonban nem tudtunk észlelni jelentds valtozasokat a

transzglutamindz gatloszerének hatdsara.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban a témavezetémnek, Dr. Fésiis Laszl6 Professzor Urnak szeretném kifejezni Gszinte
halamat a Ph.D. tanulmanyaim alatt nyujtott folyamatos tdmogatasért, motivacidéért, valamint
az értekes szakmai megbeszéléseket. Koszonettel tartozom a lehetdségért, hogy a
munkacsoportjaban tanulhattam ¢és dolgozhattam. Kiilondsen halds vagyok Dr. Kristof
Endrének, hogy konstruktiv tanacsaival, szakmai megbeszélésekkel folyamatosan segitett
engem, sok mindent tanulhattam tdle. Koszonetem szeretném kifejezni a Sejtbiokémia
Munkacsoport minden jelenlegi és multbéli tagjanak a baratsdgos munkahelyi 1¢gkorért. Kiilon
koszonet Dr. Szatmari-Toth Marianak a folyamatos segitségért, tapasztalatainak megosztasaért.
Koszonet illeti Nagy Jennifer, Klem Attilané és Nagy Aniko asszisztensi tevékenységét, melyek
nagyban segitették kisérletes munkamat. Halas vagyok kollaboracids partnereinknek: Dr. Bacso
Zsoltnak, Dr. Bai Péternek és Dr. Veréb Zoltdnnak nyujtott segitségiikért a 1ézer-pasztazod
képalkotasban és elemzésben illetve a sejtes respiracidos mérésekben, valamint multiparametrias
analizisekben, tovabba németorszagi kollaboracios partnereinknek: Prof. Dr. Martin Wabitsch-
nak és Prof. Dr. Pamela Fischer-Posovszky-nek az SGBS sejtvonalért és mintakért. Koszonet
illeti az egyetemi hallgatok (Combi Zsolt, Vamos Attila és Vinnai Boglarka) munkajat is,
akikkel egyiitt dolgozhattam kisérleteim sordn. Koszonettel tartozom Prof. Dr. Tézsér
Jozsefnek, a Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet jelenlegi vezetdjének a lehetdségért,
hogy ebben az Intézetben dolgozhattam. Végezetiil, minden egyes munkatarsamnak szeretném
halamat kifejezni a Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézetben. Haldval tartozom
kollegdimnak ¢és dradga barataimnak, kedvességiikért és tamogatasukért. A legnagyobb
koszonetttel és halaval, szeretett csalddomnak tartozom, akik folyamatosan batoritottak ¢és

atsegitettek a nehéz idokon.



