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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 nék, mind
férfiak korében. A testtdmeg-gyarapodas a kronikus pozitiv energiaegyensulynak kdszonhetd,
amikor az energiafelhasznalas kisebb, mint az energiafelvétel. Annak ellenére, hogy szamos
tanulmany azt sugallja, hogy az elhizds f6 oka a rendellenes taplalékfelvételhez kothetd,
bizonyos viselkedésbeli valtozasok a kozelmultban (pl.: a fizikai aktivitashoz kapcsolodo
tevékenységek nagymértékii csokkenése) tovabbi magyarazatot adhatnak a folyamatos globalis
stlygyarapodasra. Ezenkiviil az elhizas kialakulasa erésen Osszefligg a tarsadalmi-gazdasagi
helyzettel és a kornyezeti tényezdkkel, amelyek meghatarozhatjdk az epigenetikai
modositasokat a gén-kornyezet kolcsonhatasokon keresztiil. Az elhizott egyének zsirszoveti
diszfunkcidja abnormalis gyulladdst okoz az adipocitokin-termelés egyensulyanak
felborulasaval, amely a sziv- és érrendszeri betegségek és szamos helyspecifikus daganat
kialakuldsdhoz kapcsolddik. A fentebb leirak alapjan lathat6, hogy rendelkeziink
informaciokkal az elhizassal kapcsolatban, azonban fontos annak kialakulasaban résztvevo
molekularis mechanizmusok pontosabb megismerése Uj terapias megkdzelitések

1étrehozasahoz.

Régcsalo modellekben mar tobb kisérletet végeztek, melyek az elhizas kdzponti szovetében, a
zsirszovetben vizsgaltak a tilzott zsirraktarozas mogott allo metabolikus utvonalakat. Az egyik
ilyen publikacioban ko6zolték, hogy a szelektiv mitokondrium eltavolitasnak (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
zsirraktarozd fehér adipocita differenciacié felé inditja el, igy ndvelve 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 twjabb terdpias 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 €s a szisztémas gyulladas. Szamos

egészseégligyi szervezet kiilonbozo kritériumokat allapitott meg a MetS meghatarozasahoz.

A MetS-at szamos kockdzati tényezdvel, valamint szamos feltételezett patofiziologiai
mechanizmussal hoztdk Osszefiiggésbe. Az elmult évtizedekben feltartadk Osszetett patoldgiai
jellemz6it, melyek szamos rizikofaktort foglalnak magukba. A MetS Gsszetevoi
patofiziologiailag 0Osszefiiggenek egymassal, és részben genetikai tényezok, valamint

kornyezeti valtozok hatarozzék meg oket.

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 elhizéssal 0sszefiiggésben szamos vizsgalat kozéppontjaban 4ll.
2.2. Az elhizas

Az elmult néhany évtizedben az elhizés eléforduldsa dramaian megndtt vilagszerte. A kronikus
elhizas kiilonféle rakos megbetegedésekhez, 2-es tipusu diabetes mellitushoz (DM-hoz), sziv-
¢és érrendszeri betegségekhez vezethet. Ezért az elhizast az elhaldlozas és rokkantsag egyik
vezetd okaként azonositottak vilagszerte, és a vilag kiillonb6z6 régidiban a halalozasok 10-13%-
aért felelds. Az elhizas megéllapitasanak legelterjedtebb modszere a Testtomeg Index (TTI)
kiszamitdsa, mely a kilogrammban mért testtomeg és a testmagassdg méterben kifejezett
négyzetének a héanyadosa. Az elhizas f0 patofiziologiai okénak az energiahomeosztazis
egyensulyhianyat azonositottdk, amikor az energiafelvétel 1ényegesen nagyobb, mint az
energiafelhasznalds. Az elhizas azonban egy tobbtényezds betegség, amely mas dsszetevokbol
is eredhet, beleértve a szocialis, életmodbeli, viselkedési halozatokat és az egyének genetikai

hatterét.

Kimutattak, hogy a zsirszovet, valamint szamos mas szerv, példaul a m4j, a hasnyalmirigy és a
vazizom szerepet jatszik az elhizédsban és az elhizéssal Osszefiiggd anyagcserezavarokban.
Mindazonaltal az a tény, hogy még kis mértékli (5%-0s) fogyas valoban fokozhatja az
inzulinérzékenységet ¢és csokkentheti bizonyos kockdzati tényezdket jelzd paraméterek

plazmaszintjét (pl.: a keringd gliik6z, TG és alanin transzamindz szintje); az anyagcserezavarok



miatt, feltételezik, hogy a zsirszovet a kdzponti szerv, amely képes szabalyozni az anyagcsere

egyensulyat.
2.3. A zsirszovet és az adipocita tipusok

A ragcsalokban az adipocitakat harom tipusba soroljak. Az energiat tarold fehér zsirsejtek,
melyek a fehér zsirszovetben (WAT) helyezkednek el, egy nagy unilokuléris lipidcseppel és
alacsony mitokondridlis stiriséggel rendelkeznek. A barna zsirszovetben (BAT) talalhato barna
adipocitak aktiv termogén sejtek, magas mitokondrialis tartalommal, fragmentacioval és UCP1
expresszidval, valamint szamos kis lipidcseppel a citoplazmaban. A ,,barna-fehérben” (,,brown-
like-in-white”/brite) vagy bézs sejtek hidegben indukalhatdo termogén potenciallal és
multilokularis lipidcseppel rendelkeznek. A bézs adipocitak a WAT-ban elszortan talalhatok.
Alapallapotban génexpresszidos mintazatuk hasonld a fehér zsirsejtekéhez, de hosszan tartd
ingerekre (hideg expozicio, B-adrenerg stimulacid, peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor
(PPAR) y agonista kezelés) barna-szeri fenotipust mutatnak, amelyet a sejtekben lezajlo
barnulasnak nevezett folyamat soran alakul ki. A lagyéki WAT-ot a bézs adipocitak
legjellemzdbb depojaként fedezték fel, amelyben a zsirsejtek multilokularis morfologiaval €s

termogenikus génexpresszios profillal rendelkeztek valaszul a termogenikus ingerekre.

Kezdetben a BAT-t olyan szovetnek tekintették emberekben, amely csak csecsemékben van
jelen, és nehezen elérhetd anatomiai helyeken talalhato. Szamos pozitronemisszids tomografiat
(PET) hasznald tanulmany bizonyitotta, hogy a felnéttek is jelentds mennyiségii BAT-tal
rendelkeznek, leggyakrabban a nyaki-kulcscsont feletti (cervikalis-szupraklavikularis) depot
jellemezte magas gliikozfelvétel, kiilondsen hideg expozicid utdn. A PET-szamitogépes
tomografia (CT) modszerének elegans megkozelitésével a barnulasra képes zsirszovet tobb
anatomiai régioban is megtalalhatd volt, példaul nyaki, szupraklavikularis, honalji,
mediasztinalis, paravertebralis és hasi teriileten. A ragcsalokkal ellentétben azonban a human
BAT molekularis jellemzdi tovabbra is feltérképezetlenek. Szamos tanulmény szamolt be arrol,
hogy a cervikalis-szupraklavikularis depobol izolalt human BAT ¢és a magzati lapockak kozti
zsirszovetbdl szarmazd primer zsirsejtek a klasszikus barna zsirsejtek jellemzoivel
rendelkeznek, amelyeket a cink ujjfehérje-1 (ZIC1l) magas expresszidja jellemez. Mas,
szupraklavikularis depdbol izolalt, klondlis eredetli, humén barna zsirsejteket hasznélo
vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy az UCP1-pozitiv sejtek populacioja bézs adipocitakat
tartalmazott. Egy masik tanulmany, amelyben kiilonb6z6 anatomiai helyekrdl szarmazo

zsirbiopsziakbol izolalt teljes RNS-t alkalmaztak, beleértve az SC szupraklavikularis, hatso



mediasztinalis, retroperitonealis, intraabdominalis vagy mezenterialis depdokat arrél szamolt be,
hogy a bézs-szelektiv markerek, példaul a Homeobox C (HOXC) 8, HOXC9 és CITED1
nagymértékben kifejezOdtek a human BAT-ban, mig a klasszikus barna markerek nem voltak
kimutathatok.

2.4. A barna és bézs adipocitak termogenezisben betdltott szerepe

A termogenikus barna és bézs zsirsejteket tartalmaz6d BAT hétermelés révén képes az energia
felszabaditasara, amelyet foként az UCP1-fiiggd protoncsorgas kozvetit, amely szétkapcsolja
az oxidativ foszforilaciot az ATP-szintézisétdl a mitokondriumban. Ekkor hé szabadul fel, az
ATP termelés pedig elmarad. Ilyenkor a terminalis oxidaci6 soran a protongradienst kialakito
H*-ok az UCP1 fehérje (termogenin) csatornajan, nem pedig az ATP-szintazon keresztiil
fognak visszaaramolni a mitokondrium matrixaba. igy a gradiens kiegyenlitédés hatasara h6

keletkezik.

Leirtak, hogy a kreatin-fiiggd ATP-t felhasznalé szubsztrat ciklus elGsegiti az energia
szétkapcsolast a barna és bézs adipocitakban. Ezt a ciklust kezdetben a hidegnek Kitett allatok
bézs zsirjabol izolalt mitokondriumokban azonositottak, korlatozott ADP jelenlétében, majd
megerdsitették, hogy mind egér, mind humén barna zsirsejtekben 1étezik. Elézetes tanulmanyok
kimutattak, hogy a kreatin serkenti a szubsztrat ciklust, és fokozza az ADP-fiigg6 1€gzést a bézs
adipocita mitokondriumokban, amikor az ADP mennyisége limitalt. UCP1 hianyaban a kreatin
metabolizmusban részt vevo gének, beleértve a kreatin-kinaz B-t (CKB) is, a termogenikus
cAMP jelatvitel révén felszabalyozodnak. Ezenkiviil az egerek termogenikus zsirsejtjeiben a
kreatinszint csokkenése a kreatin bioszintézis sebességkorldtozd enzimének, a glicin-
amidinotranszferaznak kititésével csokkenti az energiafelhasznalast a gatolt termogenezis
miatt, és taplalkozas altal kivaltott elhizast okoz. Ennek a ciklusnak a megléte a BAT-ban
alatamasztja azt az elképzelést, hogy a mitokondridlis ATP szintézis ndvelése az energia

szétkapcsolast eldsegitd megkozelitésként hasznalhato.

Az UCP1 aktivaldsa a barna/bézs adipocitdk hdtermelése érdekében a tdpanyagok, példaul a
gliikkoz 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. Egy ijabb tanulmany arr6l szamolt be, hogy az egér BAT altal felhasznalt jelzett

gliikoz a hideg expozicid soran piruvatta alakult, amely tovabb oxidalodott acetil-CoA-va, a



piruvat-dehidrogenaz altal katalizalt reakcioban. A gliikkéz és a zsirsavak mellett az aktiv
barna/bézs zsirsejtek az elagaz6 lanci aminosavakat is katabolizaljak, hogy kielégitsék nagy
energiaigényiiket. Korabbi tanulmanyunk is hangstlyozta az alanin-szerin-cisztein transzporter
1 (ASC-1) altal kozvetitett szerin, cisztein és glicin felvétel fontossagat a mély nyaki eredetii
gén altal kodolt transzporter eldsegiti a fentebb emlitett kis, semleges aminosavak natrium-
fliggetlen, kétiranyu szallitasat. Megfigyeltiik, hogy a gén magasabb expressziét mutatott a
mély nyaki eredetli termogenikus zsirsejtekben, kiilonosen barna differenciacié soran. Az ASC-
1 az extracellularis D-szerinszint f6 szabéalyozoja a szinaptikus rendszerekben. Az ASC-1
transzporter korabban fehér zsirsejtekre specifikus sejtfelszini markerként volt ismert. A
kozelmultban arrdl szdmoltak be, hogy az ASC-1 mRNS expresszidja magas ¢és indukalodik a
hasi SC és omentalis fehér zsirszovetbdl frissen izolalt adipocitikban, és erds negativ
korrelaciét mutat a zsigeri elhizassal és az inzulinrezisztenciaval emberekben, valamint
elésegiti @ mitokondrialis 1égzést és az inzulin altal stimuldlt gliikozfelvételt. Az aktiv
barna/bézs zsirsejtek tapanyag-elnyelé képessége hozzajarulhat a cukrok és lipidek szintjének

csOkkenéséhez a vérben, ami kozvetve javitja a gliikdztoleranciat és az inzulinérzékenységet.

A BAT kulcsszerepet jatszik az allandé magi testhémérséklet fenntartasaban a didergés nélkiili
termogenezis révén, ¢€s igéretes terapids lehetdségeket nyithat meg az elhizds elleni
kiizdelemben. A BAT hat anatdmiai régioban (nyaki, szupraklavikularis, honalji,
mediasztinalis, paraszpinalis és abdominalis) talalhatdo meg felndtt emberekben, ami az dsszes
zsir 4,3%-at ¢és a teljes testtomeg 1,5%-at teszi ki. Matematikai modellezések alapjan a BAT
évente koriilbeliil 4 kg zsirt képes oxidalni felnétt emberekben, és termogén aktivitasa akar 5%-
kal is hozzajarulhat az alap anyagcseréhez. Az aktiv barna/bézs adipocitdk magas metabolikus
szubsztrat-felhasznalas révén novelik az energiafelhasznalast, igy elOsegithetik a fogyast és
potencialis farmakologiai célpontta valhatnak az elhizas és a kapcsolodd anyagcsere-

betegségek kezelésében.
2.5. A barna és bézs adipocitak eredete

A vézizom sejtekhez hasonléan a barna adipocitdk is az embriondlis mezoderma
prekurzorokbol erednek. Ezen prekurzor sejtek miogenikus faktor-5-6t (Myf5), engrailed 1-et
(Enl) és paired box 7-et (Pax7) fejeznek ki atmenetileg, melyek a mezodermalis eredetét jelzik
a vazrendszer miogén sejtjeinek. Ez az izom-szerli génexpresszids mintdzat, valamint az

izomsejtekhez hasonl6é mitokondrialis protedom arra enged kovetkeztetni, hogy sejtontologiai



kapcsolat van a klasszikus barna adipocitak és az izomsejtek kozott. Egér modellben leirtak,
hogy az embirogenezis soran kialakult primitiv BAT-raktarakat hiperproliferativ fibroblaszt-
szerli sejtek generaljak, amelyek lipidszegények maradnak egészen a sziilés utani id6szakig.
Embrionalis prekurzorok Korai ,,fate-mapping” vizsgalatai kimutattak, hogy a barna zsirsejtek
a dermomiotoman beliili korai szomitak (0sszelvények) paraxialis mezodermaibol szarmaznak.
A barna zsirsejtek kialakulasanak f6 szabalyozdja a PRD1-BF-1-R1Z1 homologous domain-
containing protein-16 (Prdm16). A Prdm16 molekularis kapcsoloként miikodik, amely
meghatarozza, hogy a Myf5-6t expresszald prekurzor sejtek barna zsirsejtekké vagy miocitakka
differencialodjanak. Az elkotelezett BAT-ban a prekurzorok Enl, Myf5 és Pax7 transzkripcios
faktorokat expresszalnak. Mig a barna adipocita prekurzorokban korai B sejt faktor 2 (EBF2)
fejezddik ki, addig a szomitdkban myoblast determination protein (MyoD) és Myf5 termelddés
downstream zajlik. A szomitakban expresszalodo MyoD gatolja meg, hogy a prekurzorok barna

adipocitakka alakuljanak.

A klasszikus barna adipocitakkal ellentétben a bézs adipocitak embrionalis eredete ez idaig nem
teljes mértékben tisztdzott. E két sejt valosziniileg kiilonb6zd sejtvonalakbol eredeztethetd,
mivel a SC zsirraktarakban nem talalhatok Myf5+ sejtek. ,,Pulse-chase fate-mapping”
technikaval, a SC lagyéki régioban hideg és P3-adrenerg agonistdk alkalmazasaval bézs
adipocitak képzodését figyelték meg egy eddig nem karakterizalt prekurzor sejtbol. ,,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-t (SMA-t), Platelet derived growth factor receptor (PDGFR) a-t vagy
PDGFRp-t expresszalnak. A roscovitine, mely a Ciklin dependens kinaz (CDK) 5
farmakologiai inhibitora az UCP1-pozitiv adipocitak fejlodését segiti eld, amely eltérd

molekularis mintazatot mutat a klasszikus bézs adipocitakhoz viszonyitva.

A fentiek alapjan a bézs adipocitak erésen plasztikusak, reagalnak a kérnyezeti ingerekre, igy
a bézs és fehér zsirsejt allapotok kozott atkonvertalodhatnak. Ezenkiviil a bézs adipocitak

metabolikusan heterogénnek tlinnek, és szubsztrat-specificitassal rendelkeznek.
2.6. A hotermelés aktivalasa adipocitakban

A bézs termogenezissel kapcsolatos legtobb laboratoriumi vizsgalatban a hétermeld aktivitast
indukaljak a hosszan tartd6 hideg expozicidé vagy a [p3-adrenerg receptorok (B3-AR)
farmakologiai aktivaladsa révén egerekben. Mindkét mechanizmus atmeneti és folyamatos

ingereket igényel. A hideg hatasara aktivalodd barna zsirsejtek fokozzdk az anyagcsere-



aktivitast és a termogenezist, melynek folyamata magaban foglalja a GLUT1 és GLUT4
gliikoztranszporterek felszabalyozasat, valamint a glikolitikus enzimek, példaul a hexokindz, a
laktat-dehidrogenaz és a foszfofruktokinaz fokozott expressziojat. Termogén aktivacid a
legtobb zsirszovetben eltéré mértékben fordulhat elé a kiilonb6zo régiokban, igy a lagyéki
(inguinalis), a deréki (dorsolumbaris), a retroperitonealis és a SC WAT (SWAT)-ban, valamint
a lapockak kozotti (interszkapularis), cervikalis, Szupraklavikularis, paravertebralis, SC és
perirenalis BAT-ban. Szamos stimulacio, mint példaul a hideg expozicio, a B-adrenerg agonista
alkalmazasa, a testmozgas és a természetes novényi kivonatok hatékonynak bizonyultak a
zsirsejtek aktivalasaban a magas termogenikus kapacitds megszerzése érdekében, mikozben
egyidejileg fokoztak az anyagcsere aktivitasat. A kutatdsok soran leggyakrabban hasznalt és
leghatékonyabb stimulaci6é a korabban emlitett hideg expozici6 és a f-adrenerg stimulacio,
amely soran a P-adrenerg jelatvitel aktivalodik. Ragesalokban kimutattak, hogy a p3-AR-ok
aktivaljak a barna zsirsejteket €s a zsirszovetek barnuldsat, ami az UCP1 fehérjeszint
novekedéséhez vezet a kiillonbozd zsirraktarokban, és csokkenti a szabad zsirsav (FFA)
raktarozasat a WAT-ban, valamint magasabb FFA oxidaciot és felehasznéalast eredményez a
BAT-ban. Bar a legijabb bizonyitékok arra utalnak, hogy a B3-AR talan nem nélkiilozhetetlen,
¢és barnulas eléfordulhat B3-AR jelenléte nélkiil is, az a tény, hogy a B3-AR részt vesz az
adrenerg stimulaci6 aktivalasi kaszkadjaban, széles korben megerésitett. Emberekben azonban
a B2-AR-t, és nem a B3-AR-t azonositottdk a BAT termogenezis aktivalasanak kulcsfontossagu
receptoraként, és ez volt a dominans B-AR (akar 91%-ban), amely RNS-szinten expresszalodik
a WAT-ban, ami arra utal, hogy az emberek és a ragcsalok eltéréek a B-AR stimulacid hatasat
tekintve.

A noradrenalin B-AR-okhoz val6 kétddése aktivalja a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)
termelddését €s a protein kindz A (PKA) aktivitasat. A PKA foszforildlja a cAMP vélaszad6
elem-koté fehérjét (CREB-et) és a p38 mitogén altal aktivalt protein kinazt (p38-MAPK-t),
mindkettd szabalyozza a PPARYy koaktivator (PGC) la transzkripciojat és fokozza az UCPI
fehérjék expressziojat. A PKA emellett foszforilalja a mammalian target of rapamycint
(MTOR-t), amely a cellularis mikrokdrnyezetben a sejtmetabolizmus és a tapanyagokra adott
valasz kulcsfontossagu szabalyozdja, illetve sziikséges a barna morfologia kialakitasahoz a
zsirszovetekben. Kimutattak, hogy a PKA szerepe a BAT stimulacidban és metabolikus
modulécidban korreldl a PGC-1a transzkripcids faktorral, amely az adaptiv termogenezishez
sziikséges mitokondrialis metabolizmus kulcsfontossagti szabalyozdja. A PKA szerepe a

barnulasban hely-specifikus és az egyedi fizioldgiai allapottdl fiigg, mivel csak a SC fehér



zsirsejtek stimulalasa fokozta a lipolizist a mitokondrialis szétkapcsolas révén, az elhizés pedig
csOkkentette a sejt termogenikus kapacitasat. A B-AR-n keresztiili aktivalason kiviil egy
nemrégiben késziilt tanulmany feltarta az UCP1 szabélyozasanak ¢és a termogenikus
aktivacionak a 6-os és 9-es fibroblaszt ndvekedési faktoron (FGF) keresztiil torténd nem
kanonikus utjat. Ebben a tanulméanyban a szerzOk azt talaltak, hogy az FGF6 és az FGF9
indukalodik az edzés és a hideg expozicid soran, ami aktivalja az FGFR3 receptorokat. Ez
elésegiti a prosztaglandin E2 mediator bioszintézisét, mely szabalyozza az UCP1 expresszidjat
az FLII transzkripcios koaktivatorok és az Osztrogén-kapcsolt receptor alfa (ERRa) UCP1
enhancerhez torténdé megkotésén keresztiil, ami egy Uj modot sugall a termogenezis

aktivalasara.

A termogenikus gének a pajzsmirigy o és B receptorainak (TRa és B) aktivalasaval is
szabalyozhatok, amelyek mind a WAT-ban, mind a BAT-ban expresszalédnak. A TR
specifikus izoformai a BAT-ban nagymértékben kiilonbozhetnek a kiilonbozo fajoktol fliggden.
A pajzsmirigyhormonnak (TH) két f6 izoforméja van. A kevésbé aktiv tiroxin izoforma (T4) a
I1-es tipust dejodinaz (DIO2) hatasara atalakulhat aktiv formajava, 3,3',5-trijodtironinna (T3).
A TH fontos szerepet jatszik az anyagcsere szabalyozasaban a kiilonbozé szovetekben a
novekedés és fejlédés soran. Megallapitast nyert, hogy az interszkapularis BAT-ban (iBAT) a
T3 aktivalja a TRo-t, amely el6segiti az adipocita progenitor sejt (APC) populacio
differencidciojat és az APC-k atmenetét a megnyult morfologiabdl az adipogén elkotelezettség
iranyaba, amely folyamat soran az iBAT depoiban a Myc-medialt glikolizis aktivalodik. Egy
masik tanulmanyban feltartak, hogy a T3 indukalta a forkhead box O1-t (FOXOL1), mely a
szirtuin 1 (SIRT1) downstream célpontja, amelynek enzimaktivitasa a cellularis NAD*-tol
fligg. Leirtak, hogy a SIRT1 aktivalasa javitja a BAT metabolizmusat és miikodését, valamint
javitja a gliikdz homoeosztazist. Ezenkiviil a SIRT1 indukalta az mTOR gatlasat, ami a barna
zsirsejtek megnovekedett autofag és lizoszomalis génexpresszidjahoz vezetett, ami fokozott
mitokondrialis turnovert és biogenezist, valamint a BAT termogenezisének javuldsat
eredményezte. A T3 fokozta egy masik termogenin fehérje izoformanak, az UCP3-nak az
expressziojat is, amely részt vesz a termogenezisben, €s korrelal az UCP1 expresszidjaval a
BAT-ban hidegnek val6 kitettség soran. Az UCP3 termogenezisben bet6ltott szerepét szamos
szovetben kimutattak, beleértve a vaz- és a szivizomzatot. Bar az UCP3 részt vehet a BAT
termogenezisében €s nélkiilozhetetlen a nem-didergéses hétermelésben horcsdgokben, az egér
BAT-ban csak az UCP1 termogenikus funkcidjanak kiegészit6je lehet, ami arra utal, hogy az

UCP1 minden esetben a f6 termogenin izoforma a BAT-ban hideg expozici6 soran.
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A hipertiredzis a hipotalamusz TH-szintjének emelkedéséhez is vezet, €s 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, 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 leptin adipokin
szimpatikus idegek BAT-ra iranyul6 aktivitasanak novelésével és a szimpatikus szabalyozo
régiokban a BAT-kor bevonasaval, mely fokozza az UCP1 expresszidjat magas zsirtartalmua
taplaléknak kitett egér modellekben. Lipodisztrofias egér modellben a leptin noveli a Pgc-1a, a
Cidea ¢és az Ucpl expresszidjat a BAT-ban, valamint fokozza a testhomérsékletet annak
ellenére, hogy e folyamat anyagcserére kifejtett elonyos hatasai ezidaig nem bizonyitottak. A
leptin BAT termogenezisére és metabolizmusara gyakorolt hatasanak molekularis hatasat
korlatozottan vizsgaltak, azonban a leptin energiafelhasznalast noveld hatasa Osszefiiggésbe
hozhatéo a hipotalamusz TH szabalyozasaval. Ezek az adatok szisztémas kolcsonhatasra
utalnak, amely szerint a BAT részt vesz a termogenezis és az energiafelhasznalas centralisan
vezérelt szabalyozasaban. Nem tisztazott még részletesen, hogy az egyén kiilonb6z6 fiziologias
allapotai hogyan befolyasoljak a BAT aktivitdsat és annak befolyasat 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 rendelkezd sejtekké alakulnak, és elveszitik bézs
tulajdonsagaikat, mikozben fokozddnak a fehér jellemzoik (pl. csdkkent mitokondrium szam
és termogenezis). Ezt a bézs-fehér atalakulast csokkent szimpatikus beidegzédés,
vaszkularizacio és UCP1 expresszid, valamint fokozott idegi kemorepellens (szemaforin I11)
szekrécid és leptin expresszid kiséri. A bézs zsir depdkban az ingerek megvonasa utan észlelt
fenotipusos €és morfologiai atalakulds nem figyelhetd meg a klasszikus barna zsirsejtekben.
2013-ban Christian Wolfrum kutatocsoportja a sejtek leszarmazasi vonalanak nyomkovetését
hasznalta a bézs-fehér interkonverzid kovetésére. Kimutattak, 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 Gjboli hideg indukci6 hatasara. Erdekes

médon a masodik hideg expozicid utdn a bézs zsirsejtek fele a korabbi fehéredett bézs
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zsirsejtekbdl alakult ki, az tjonnan képzddott bézs zsirsejtek masik fele pedig mas forrasbol
szarmazott. Bar a bézs zsirsejtek elvesztették barna-szerii fenotipusukat és a fehérekéhez
hasonl6 fenotipust vettek fel a hémérséklet emelésekor, megdrizték epigenetikus emlékiiket a
hideg expoziciorol, ami lehetévé tette szamukra, hogy ujbol aktivaljak a barnulésra jellemzé
géneket, amint hideg hémérsékletnek voltak kitéve. Erdekes modon a bézs adipocitak
apoptdzisat és halalat nem talaltdk a bézs fenotipus elvesztésének okaként. Ezzel szemben
kimutattak, hogy a BAT fehéritése noveli a sejthalalt azaltal, hogy fokozza a zsirszovet
gyulladasat, ami a BAT plaszticitasdnak hianyara utal. 2015-ben Kozak ¢és kutatdcsoportja
sokkal nagyobb dinamikardl szamolt be az UCP1 ¢és a mitokondrialis forgalomban a bézs
zsirban, a BAT-hoz képest. A legujabb publikaciok arrdl szamoltak be, hogy az autofagia
szerepet jatszik a bézs adipocitdk termogenezisének csokkenésében. Ragesalokban a parkin-
fliggd szelektiv mitokondridlis eltavolitds (mitofagia) inaktiv — morfoldgiailag fehér, de
reaktivalodni képes — bézs zsirsejtek képzodését inditja el. A mitofagia aktivitds megnovekedett
az adrenerg ingerek megvonasakor, és kimutattdk, hogy a parkin (PARK2) mitokondriumba
valo toborzasa kozvetiti. Az autofagia gatlasa az autofagia kapcsolt protein (ATG) 5, az ATG12
¢és a PARK?2 delécidjaval megérizte 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. 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. Az ebbe az atalakulasi folyamatba valo belépés
megakadalyozasa potencialis modja lehet a fokozott termogenezis fenntartasanak az elhizas

elleni kiizdelemben.
2.8. A mitofagia és annak szerepe a termogenikus bézs adipocitak szabalyozasaban

A mitokondriumok kulcsfontossaguak a sejtek homeosztadzisdban. Olyan létfontossagl
funkcidkat latnak el, mint a bioenergetika, a bioszintézis €s a sejtes jelatvitel. Fontos szerepet
toltenek be a klasszikus barna €s bézs adipocitak termogenikus €s metabolikus miikodésében
is. Ezeknek a folyamatoknak a megfelel6 fenntartasa kulcsfontossaghi a betegségek
kialakulasanak megel6zéséhez és az optimalis sejtmiikddés biztositasahoz. A mitokondriumok
hasadéason és fuzion keresztiil képesek valtoztatni a morfologidjukat. A fizié sordn egy nagy
megnyult mitokondriumokbol 4116 haldzat jon 1étre, hasadas soran kisebb fragmentalt egységek

képzddnek. A karosodott vagy nem kivant mitokondriumok szelektiv autofagiaval, az
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ugynevezett mitofagiaval eltavolithatok, amelyet a mitokondridlis mindség-ellendrzés

kulcsfontossagti mechanizmusanak tartanak.

Az autofagia egy részletesen leirt intracellularis katabolikus folyamat, amelyben a fehérje-
aggregatumokat vagy a sériilt organellumokat kettés membrannal hatarolt strukturak,
ugynevezett autofagoszoémak juttatjdk a lizoszomakba lebontdsra, és komponenseiket
ujrahasznositjak. Az autofagoszoma 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-bdl és a focal adhesion kinase family interacting
protein of 200 kDa-bol (FIP200-bdl) all, mely elinditja az izolaciés membran kialakuldsat a
meglévé membranforrasokbol, példaul az endoplazmatikus retikulumbol (ER-bol) vagy a
Golgibol. A membran tovabb nytlik, és egy teljesen zart, kettds membrannal hatarolt vezikulat
hoz létre, amely autofagoszomaként ismert. Az autofagoszéma kialakuldsat 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 formaja, LC3-
Il 1étrehozasa érdekében. Ezt a konjugaciot részben az ATG7 és az ATGS5-ATG12-ATG16L1
komplex kozvetiti. Az LC3 egy széles korben elfogadott autofagoszomalis marker, az LC3-II
tartalom pedig az autofagoszoma képzddés mértékének indikatora. Az LC3-I atalakuldsanak
LC3-1l-vé torténd kimutatasa western blottal egy altaldnosan hasznalt mdodszer az autofagia
aktivitas kovetésére, mivel az LC3-II mennyisége korrelal az autofagoszomak szamaval. Amint
az autofagoszoma kifejlodott, egyesiil a lizoszomaval, és egy autolizoszomat (egy membrannal
hatarolt savas vezikulat) képez, ahol a lizoszémalis hidrolitikus enzimek, példaul a katepszinek
lebontjak annak tartalmat. A lizoszoma biogenezis az autofagia gépezet fontos dsszetevdje, és
a mikroftalmia/transzkripcios faktor E (MiT/TFE) transzkripcios faktor csaldd szabalyozza,
amely magaban foglalja a mikroftalmia-asszocialt transzkripcios faktort (MITF), az EB
transzkripcios faktort (TFEB) és az IGHM enhancer 3-hoz ko6t6d6 transzkripcios faktort
(TFE3).

Mitofagia esetében a szelektivitast specifikus fehérjék biztositjak, amelyek fizikailag
Osszekapcsoljak a mitokondriumokat az LC3 autofagoszémalis fehérjével. Ezek a receptorok
kolcsonhatasba 1épnek az autofagoszomaval az LC3-interacting région (LIR-en) keresztiil. A
mitokondrialis kérosodas a szelektiv mitokondridlis eltavolitas f6 fiziologias kivalté oka. A
karosodas altal kivaltott mitofagia két kiilonb6z6 mechanizmuson keresztiil fordulhat elo:

adapter altal kozvetitett, ubikvitin-fliggd mitofagia és kdzvetlen, ubikvitin-fliggetlen mitofagia.
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Az adapter-medialt mitofagia, amelyet a foszfataz és tenzin homoldg (PTEN)-indukalt putativ
kinaz 1 (PINK1) és a Parkin E3 ubikvitin ligaz kdzvetit, megkoveteli a cél ubikvitinacidjat. A
mitokondriumok karosodasa csokkent mitokondridlis membranpotencidlhoz, a kiilsd
mitokondrialis membranon a PINK1 stabilizalasahoz, és ezt kovetoen a Parkin toborzasahoz
vezet, mely mindeniitt ubikvitinalja a kiilsé mitokondrialis fehérjéket. Az ubikvitinalt
szubsztratokat ezutan felismerik az autofagia adapter fehérjék. llyenek a p62, az optineurin
(OPTN), a nuclear dot protein 52 kDa (NDP52/ CALCOCQ?2) és a neighbor of Brcal gene 1
(NBR1), amelyek 6sszekapcsoljak az ubikvitinalt célpontokat az LC3-mal. Az adapterfehérjék
két meghataroz6 domént tartalmaznak: egy ubikvitin-koté domént (UBD) a cél felismeréséhez
¢s egy LIR domént, amely kolcsonhatasba 1ép az LC3-mal, hogy elésegitse az autofagoszoma
kialakulasat. A karosodas altal kivaltott mitofagia a mitokondriumban lokalizalt fehérjék és az
LC3 kozotti kozvetlen kdlesonhatason keresztiil is el6fordulhat, fliggetlentil 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 (FUNDC1) kozvetleniil kolcsonhatasba
1ép az LC3-mal, hogy eldsegitse a mitofagiat, valaszul a hipoxia altal kivaltott mitokondrialis
karosodasra. Az Atg32 emlés homolog BCL2-like protein 13 (BCL2L13) mitofagia receptor
kozvetleniil kolcsonhatasba 1ép az LC3-mal a LIR doménen keresztiil, de a BCL2L13-at
aktivald mechanizmusa még nem tisztazott. Jelentds ismeretekkel rendelkeziink a szelektiv
mitofagiarol; azonban sok kérdés megvalaszolatlan maradt, példaul az, hogy a mitokondrialis

eltavolitas milyen modon szabalyozott sejttipus- vagy szovet-specifikus modon.
2.9. Az FTO gén

A poligénes betegségek hatterében 4llo bioldgiai mechanizmusok jobb megértése érdekében a
genom asszociacios tanulmanyok (genome-wide association study, GWAS) célja, hogy jobban
megértsiik az emberi genom genetikai valtozatait. Ezen els6 GWAS-ok rdmutattak, hogy az
FTO-nak elhizasra hajlamositd hatasa van, valamint felfedeztek két egy-nukleotid
polimorfizmust (single-nucleotide polymorphism, SNP), melyek a gén elsé intronjaban
talalhatoak (rs9930506, rs9939609). Ezek a tanulmanyok végiil az FTO elhizasra gyakorolt

hatasanak vizsgalatahoz vezettek.

Az FTO egy az emberekben a 16-0s kromoszoéman talalhaté 9 exonbdl és 8 intronbdl allo gén,
mely az AIkB DNS javitd dioxigenaz enzimcsaladba tartozo fehérjét kodol. Az enzim a 2-
oxoglutarat és Fe(Il) dependens demetilaciot katalizalja egyszalt DNS-ekben és RNS-ekben.

Demetilacié soran tobb nuleotid atalakulasat katalizalhatja (pl.: 3-metiluracil (mPU), 3-
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metiltimin (m3T)), azonban f6 szubsztratja a N5-metiladenozin (mPA). Az FTO tobbféle RNS-
hez kotddhet, beleértve az mRNS-t, SNRNS-t és tRNS-t, és demetilalhatja az m®A-t és az N®,2'-
O-dimetiladenozint (m®Am) az mRNS-ben, az m®A-t az UGRNS-ben, az m®Am-et az SnRNS-

ekben és az N'-metiladenozint (m*A) a tRNS-ben.

Az mPA metilacios modositasa az adenin hatodik nitrogénatomjan a leggyakoribb mRNS-
metilacio, mely a 3'-nem transzlalt régidban (3'-UTR-ek) feldusult a stop és start kodon kozott.
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). Dinamikus szabélyozas alapjan lathatd, hogy a m°A fontos
szerepet jatszik olyan transzkripciot kovetd szabalyozo folyamatokban, mint példaul az RNS
splicing, a nukleéris termelés, a degradacio és a transzlacio. A DNS javito és poszttranszlacios

szabalyozasok mellett az FTO enzim a zsirsav metabolizmusban is részt vesz.

Az FTO Kkiterjedten expresszalodik a zsirszovetekben és a vazizomzatban, a legmagasabb
expresszidval a hipotalamuszban az energiacgyensulyt szabalyozé régidban (nucleus arcuatus),
ami azt jelzi, hogy kritikus szerepet jatszhat az étvagy ¢€s az energia-anyagcsere
szabalyozasaban. Az FTO gén exonjaban megjelend mutaciok sulyos polimalformacios
szindromat és novekedési retardaciot okozhatnak. FTO KO egerekben leirtak, hogy a teljes
FTO hidny posztnatélis ndvekedési retardacioval, 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
tultermeltetett FTO jelentdsen megndvelte az abdominalis WAT zsirtomegét mind normal,

mind magas kaloriatartalmt étrend mellett.

Az FTO gén elsd intronjaban megjelend genetikai variansok elhizasra hajlamositanak. A
korabban emlitett rs9939609 polimorfizmus riziké alléljara homozigéota egyedek atlagosan 3
kg-mal nagyobb stlyuak, és 1,7-szer nagyobb az esélyiik az elhizasra, mint a rizik6-mentes
allél homozigotainak. Szignifikans testtomeg, zsirtomeg és WAT térfogat csékkenés volt
megfigyelhetd FTO-hianyos egerekben a vad tipusu és heterozigéta egerekhez képest. A BAT
aranya nétt 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.

A GWAS-okban hasznalt technikak fejlodésével sikeriilt megtalalni azt az oki SNP-t, melynek

jelenléte megbont egy konzervalt motivumot az FTO lokuszan beliil. A zsirsejtek
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differencialodasanak korai szakaszaban az rs1421085 riziko all¢l valtozasai (T—C tranzicid)
az irokéz homeobox transzkripcios faktor 3 és 5 (IRX3/5) megemelkedett kettds
expresszidjahoz vezetnek, mivel az AT-rich interaction domain 5b (ARID5B) represszor
fehérje kotodése gatlodik. Ennek kovetkeztében a bézs program irdnyaba elkotelezett
progenitor sejtek nagyobb valoszinliséggel fehér adipocitakka differencialodnak, mely

Otszorosére csokkenti mitokondridlis termogenezist.

Miutan kimutathatova valt, hogy az FTO lokusz mely része hajlamosit elhizasra, a kovetkezo
feladat annak kideritése volt, mely szdvet szabalyozza az SNP miikodését. Az emberi testben a
hipotalamikus régioban fejti ki hatasat a legtobb testsulyt befolyasold genetikai varians. Ez a
tertilet felelds a taplalék bevitel, valamint az energiafelhasznalds szabalyozasaért. Egér
modellben leirtak, hogy a hipotalamikus Irx3 kifejez6dés részleges gatlasaval csokkent az Ucpl
expresszid, mely sulyosbitotta az elhizast. Az FTO els6 intronjaban az SNP-k egy ugynevezett
szuper-enhancer région beliil helyezkednek el, amelyek a mezenchimalis eredetii sejtekben a
legaktivabbak, ilyenek az adipocita-eredetli mezenchimalis sejtek is. A megndvekedett IRX3/5
expresszid olyan gének kifejezddését indukalja, amelyek az adipocita prekurzorokat a bézs

adipocita differenciacio helyett a fehér adipocita differenciacié iranyaba inditjak el.
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3. Célkitiizés

Héarom adipocita sejttipust kiilonboztetiink meg: az energiaraktarozd 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. Utdbbi két sejttipusnak fontos szerepe van a hideg expoziciot

kovetden a testhomérséklet fenntartasaban a nem didergésés hdtermelés révén.

Korabban egér modellekben leirtdk, hogy kiils6 termogenikus stimulus hianydban a bézs
adipocitak inaktivalodnak mitofagia kozremuiikodésével, igy ezek a sejtek egy fehér-szerii

allapotba keriilnek. Ennek fliggvényében a kdvetkezo célokat tliztiik ki:

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

abdomindlis SC zsirsejtek bézs-fehér &tmenete soran

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

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

l6kuszan beliili konzervalt motivumot, mely a mezenchimalis adipocita prekurzorokat a fehér

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

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

rendszerbiologiai megkdzelitéssel

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

(génexpresszids elemzéssel)

e Annak tisztazéasa, 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
szarmazo SC zsirszoveteket hasznaltunk. A donor betegek megfeleld tajékoztatds 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 Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaga (No. 3186-2010/DEOEC RKEB/IKEB; No. 4734-2017/DE RKEB/IKEB).

4.3. Human zsirszovet-eredei sztromalis 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 inkubacio utan a mintakat 140
pm porus atmérdjii sziirén keresztiil tisztitottuk meg, melyet tapfolyadékkal valé mosas és
centrifugalds kovetett 1300 rpm-en, 10 percig. A sejteket novekedési tapfolyadékba
szuszpendaltuk, mely a kovetkezd 0Osszetevokbdl 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, majd az izolalas
masnapjan steril-PBS-sel mostuk &ket, majd 3 naponként cseréltiik a tapfolyadékot. A
megfeleld konfluencia eléréséig 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett inkubaltuk a flaskakat.
Mycoplasma kontaminacié hidnydnak ellendrzésére polimerdz-lancreakcié (PCR) alapu
analizist végeztiink PCR Mycoplasma Test Kit I/C-vel (PromoKine, PromoCell, Heidelberg,

Németorszag).
4.4. A hASC-k differencialtatasa

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

tapfolyadékban €s koriilmények kozott tartottunk a megfeleld konfluencia eléréséig.
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A fehér zsirsejt differenciacié indukdldsa harom napig az aldbbi 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. Az aktiv bézs differencialtatas a kovetkezo
médiumban tértént hdrom 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 trijéd-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 differencidcio 14. napjén egy 4 6rén at tartd6 500 uM
dibutiril-cAMP kezelést hajtottunk végre, hogy in vitro utanozzuk a hideg-indukalt
termogenezist. A kezelés utan az elébb emlitett bézs differenciacios tapfolyadékkal folytattuk
a tenyésztést tovabbi 14 napig, a differenciacio végéig. Az inaktiv bézs differenciacié elsé 14
napja az aktiv bézs adipocitakhoz hasonléan zajlott, de a dibutiril-cAMP kezelés utin 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.

A mitofagia vizsgalatahoz fehér és bézs differenciaciot, valamint bézs-fehér atalakulést
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 feltiintetett részben. A bézs differenciacié megegyezett az
aktiv bézs differenciacioval, azonban a 14. napon nem tortént 500 uM dibutiril-cAMP kezelés.
Az atalakulast 100 nM kortizol hozzaadéasaval €s 500 nM roziglitazon eltavolitasaval inditottuk
el. A humén inzulin koncentracidja 42,5-szeresére csokkent az atmenet indukalasakor. A
sejteket 5% CO:2 jelenlétében és 37°C-on inkubaltuk, valamint a tapkozeget haromnapos

1d6kozonként cseréltiik.
4.5. RNS izolalas TRIzol reagens felhasznalasaval

A differenciacid végén a tapfolyadék eltavolitasa utan 1000 pul TRIzol reagenst (Thermo Fisher
Scientific) adtunk a sejtekhez, majd alaposan vortexeltiik a mintdkat. Az igy keletkezd

lizatumokat 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Ezutan 200 pl kloroformot adtunk
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hozzajuk, vortexeltiik, majd 5 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk. A mintdkat 15 percig
2000 g-n, 4°C-on cetrifugaltuk, mely soran harom fazis kiiloniilt el egymastol. A felsd, szintelen
fazis tartalmazta az RNS-t, melyet Eppendorf csébe vittiink at. Az alsd, megenta szinii
fazisokbol hajtottuk végre a genomialis DNS izolalast. A szintelen fazisokhoz 500 pl
izopropanolt adtunk, majd 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd ezt kovette 10 perc
centrifugélds 4°C-on 2000 g-n. Ezutan a pelletekrdl eltavolitottuk a feliiliszot, majd mostuk
1000 pl 70%-o0s etanollal, majd ismét centrifugaltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A pelletekrdl
eltavolitottuk a feliiluszot, majd szobahdmérsékleten szaritottuk dket. Ezt kovetden a pelleteket

65°C-on 10 perc alatt visszaoldottuk nukledz-mentes vizbe. Az RNS mintdk mindségét és

crer

crer

4.6. Genomialis DNS izolalasa TRIzol reagens felhasznalasaval

A 4.5-6s fejezetben nyert magenta szinti fazisokbol 300 ul 100%-0s etanollal precipitaltuk a
DNS-t, majd 2-3 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, ezt kdvetden pedig 5 percig
centrifugaltuk 4°C-on 2000 g-n. A feliilusz6 6vatos eltavolitasat kovetden a DNS pelletet 1,5
ml 0,1 M natrium-citrattal mostuk 1 o6raig, 20 perces megforgatasokkal, majd ujra
centrifugaltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A mosofolyadék eltavolitdsa utan a mintékat 1,5 ml
70 %-os etanollal mostuk, majd 15 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk, ezt kovetéen
pedig centrifugaltuk 5 percig 4°C-on 2000 g-n. A feliiluszét eltavolitottuk a pelletekrol,

melyeket ezutan szobahdmérsékleten kiszaritottunk. Végiil a DNS pelletet nukledz-mentes

crer

crer

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

Az altalunk vizsgalni kivant rs1421085 SNP analizis¢hez kvantitativ PCR-t hajtottunk végre,
melyhez TagMan® Genotyping Master Mix-et és TagMan® Genotyping Assay-t (Thermo
Fisher Scientific) hasznaltunk. Genotyping Master Mix a kdvetkezd Osszetevokbdl 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 vizsgélni
kivant szekvencia specifikus primereket, valamint két TagMan® MGB probat az
alléldetektalashoz. A qPCR-t egy Applied Biosystems QuantStudio 12K Flex késziiléken

végeztiikk. Az amplifikacios protokoll a kdvetkez6 volt: 10 perc inkubacié 95°C-on, majd 15 s
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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

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

A c¢DNS létrehozasahoz TagMan® Reverse Transcription Reagents kit-et hasznaltunk (Applied
Biosystems), melyet a gyartdi utasitds szerint alkalmaztunk az Applied Biosystems 4altal
tervezett primerekkel és probakkal. A qPCR analizis LightCycler 480 (Roche, Bazel, Svijc)
miszerrel tortént az alabbi protokoll hasznalataval: 10 s 94°C-on, 12 s 94°C-on ¢és 30 s 60°C-
on (40 cikluson keresztiil). Minden mintat harom technikai parhuzamossal vizsgaltunk. A
génexpressziot @ human GAPDH génre vagy a GAPDH és az ACTB gének Ct értékeinek

atlagara normalizaltuk, melyek a ACt modszerrel lettek kiszamolva.

A nagy ateresztoképességli mRNS szekvenalasi analizist az MGl DNBSEQ G400 szekvenalo
platformon végeztiik el. A teljes RNS minta mindségét az Agilent BioAnalyzer késziiléken
ellendriztiik az Eukaryotic Total RNA Nano Kit hasznalataval, a gyarto protokollja szerint. A
7-nél nagyobb RNS-integritasi szamt (RIN) mintdkat hasznaltuk a kdnyvtarkészitési folyamat
soran. A konyvtarakat a teljes RNS-b6l MGIEasy RNA Library Prep Set V3.0 (MGlI, Shenzhen,
Kina) segitségével készitettiik elé 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 elsd szal cDNS véletlenszerti inditd reverz-transzkripcioval éllitottuk eld, és
a masodik szal szintézise utan kettds szala cDNS jott [étre. A végek javitasa, az A-farok és az
adapter ligalasi Iépések utan az adapterrel ligalt fragmentumokat dusitdé PCR-rel amplifikaltuk,
¢és végiil szekvenalasi konyvtarakat hoztunk 1étre. A szekvenalas utan a leolvasasokat GRCh38
referenciagenomhoz illesztettik EnsEMBL 95 annotacioval Star aligner (2.7.0a verzid)
segitségével. A FeatureCounts segitségével szdmszerisitettiik leolvasdsainkat a génekre. A
szignifikansen eltérden expresszalt géneket (DEG) a korrigalt p<0,05 és a logo-szeres valtozasi
kiisz6b >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
elé a STRING interakcio alapjan (http//string-db.org/). Az Gitvonalelemzést ugy végeztiik, hogy
a DEG-ek listajat STRING-analizisnek vetettiik ala, és a feliilreprezentalt KEGG ttvonalakat a
0,05-nél kisebb hamis felfedezési arany (FDR) alapjan valasztottuk ki. A mintak barna zsirsejt
tartalmat és barnulasi kapacitasat BATLAS, illetve ProFat szabad hozzéférésti alkalmazasokkal

szamitottuk ki mindkét markercsoport transzkriptomikai adatainak vizsgalataval.
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4.9. Mitokondrialis DNS (mtDNS) izolaci6 és kvantifikacio PCR-ral

A teljes sejtes DNS-t a 4.6. fejezetben leirt modon izolaltuk. A gPCR-t harom parhuzamossal
végeztik higitott DNS-el 10 uM primerek (MmtDNS-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 gPCR 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 amplifikaciot integralt futds utani olvadasi
gorbe elemzéssel igazoltuk. Az eredményeket a mtDNS és a magspecifikus amplifikacio Ct
értékeinek kiilonbségébdl szamitottuk ki. Az adatokat mitokondridlis genomként fejeztiik ki

diploid sejtmagokra normalizalva.
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. Az elsédleges antitesteket a kovetkezd higitdsokban
hasznaltuk: anti-p-aktin (1:5000, A2066), anti-UCP1 (1:750, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA, MAB6158), anti-OXPHQOS (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, 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 kovetkez6 fajoknak megfeleldé masodlagos antitesteket
hasznaltuk: HRP-konjugalt kecske anti-egér (1:5000, Advansta, San Jose, CA, USA, R-05071-
500) vagy anti-nyal (1:5000, Advansta, R-05072-500) IgG. A vizualizalt immunreaktiv
fehérjék expresszidjat denzitometridval, FIJI Image] szoftver felhasznéaldsaval (National

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) szdmszertsitettiik.

22



4.11. Immunfestés és kép analizis

A hASC-ket nyolc lyuka Ibidi p-kamrakban (Ibidi GmbH, Grifelfing, Németorszag)
szélesztettilk és differencidltuk a 4.4-es fejezetben részletezett modon ¢és ideig. A sejteket
egyszer mostuk PBS-sel, és 4 %-os paraformaldehiddel fixaltuk, majd 0,1 %-0s szaponinnal
premeabilizaltuk, utdna pedig 5 %-0s sovany tejporoldattal blokkoltuk [Szatmdari-Toth 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-inkubacié Alexa Fluor 647 kecske anti-egér IgG-vel (1:1000, Thermo
Fisher Scientific, A21236) és Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul IgG-vel (1:1000, Thermo Fisher
Scientific, A11034) tortént 3 6rdn at. A sejtmagok jeloléséhez 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. Az Alexa Fluor 488 gerjesztés¢hez egy argon lézer 488
nm-es hullamhosszat, mig az Alexa Fluor 647-hez egy 633 nm-es He-Ne 1ézert hasznaltunk, a
PI esetében 543 nm-es He-Ne lézert alkalmaztunk. Az Alexa Fluor 488 ¢és Alexa Fluor 647
fluoreszcencia emissziojat 500-530 nm-es, illetve 655-755 nm-es savszir6n, mig a PI
fluoreszcencidjat 555-625 nm-es savszliron keresztiil detektaltuk. A képek szekvencialis
modban késziiltek, hogy minimalizaljuk a csatorndk kozotti athallast. A képek koriilbeliil 1 pm
vastag optikai metszetek, melyek mindegyike 512 x 512 pixelt tartalmazott (pixelméret: ~137
nm), és 60 x UPLSAPO olajimmerzios objektivvel (NA 1,35) késziilt.

Az LC3 és kiils6 mitokondrialis membran transzlokaz 20 (TOM20) immunfestés képeket
binaris formava alakitottuk, majd FIJI-vel analizaltuk. Az LC3 punktatumok szamat a méret
(pixel?) alapjan hataroztuk meg, 50-végtelen AU és cirkularis 0-1 AU-val. A fragmentalt
mitokondriumokat a binaris TOM20 immunfestés képekbdl elemeztiik, 0-100 AU méreti
(pixel?) és cirkularis 0-1 AU-val. Az LC3 punktatumok és a fragmentalt mitokondriumok
optimalis méretét az dsszes immunfestett kép elemzése és a szdmlalas pontossaganak kézi
ellendrzésének alapjan hataroztuk meg a szamlalasok korvonalainak ellendrzésével. Mind az
LC3 punktatum, mind a fragmentalt mitokondriumok tartalmat a sejtmagok szamara
normalizaltuk az egyes képeknél. Az LC3 és a TOM20 kolokalizaciojat a Pearson korrelacios

egyiitthato (PCC) szamitasaval értékeltiik.
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4.12. Az oxigénfogyasztas és az extracelluliris savasodas meghatarozasa

A valoés 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 oran keresztiil, majd elinditottuk a 4.4. fejezetben részletezett
differenciacios folyamatot. Az alapszintli oxigénfogyasztas rogzitése utan a sejtek egy egyszeri
500 uM-os dibutiril-cAMP kezelésben részesiiltek az adrenerg stimulaciot modellezendo.
Ezutan 30 percenként mértiik a stimuldlt oxigénfogyasztast. A végso leolvasasra a kezelést
kovetd 6. raban kertilt sor. A differencialodott zsirsejteket SO uM etomixirral (ETO-val, mely
egy mitokondridlis zsirsav transzport inhibitor) kezeltiikk, hogy blokkoljuk a zsirsavak -
oxidacigjat. Az ETO-rezisztens (ETO-R) légzés, igy a sejtek glikoéz és aminosav
felhasznalasaval aranyos. 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 utdn az oxigénfogyasztds mértékét a lyukankénti
fehérjetartalomra — melyet Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

alkalazasaval hatarotunk 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 sziirével (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA) szlrtiik, és
ebbdl a sziirletbdl 10 pl-t AccQ Tag Ultra Derivatization Kit-tel (Waters, Milford, MA, USA)
derivatizaltunk. A kromatografias elvalasztast H-osztalyd 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 szdrmazékokat 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.
4.14. Statisztikai analizis és abra készités

Az Osszes mért értéket atlag = SD-ben fejeztiik ki. A fiiggetlen bioldgiai ismétlések szamat az

abra feliratokban jelezziik. Az adatok eloszlasanak normalitasat Kolmogorov-Smirnov (n=5
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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 6sszehasonlitd teszteket hasznaltunk a tobb csoport
Osszehasonlitasara, amikor az adatok nem kovettek normal eloszlast. A Graphpad Prism 8-cal

készitettik 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 abdominailis szubkutin eredetii zsirsejtek termogenikus képessége
folyamatos PPARY stimulacio hatasara indukalédik, és a bézsbol fehérbe valo atalakulas

eredményeként alabbhagy

A hASC-k adipogén potencidljanak ¢és a differencialt zsirsejtek termogenikus
kompetencidjdnak tanulmanyozéasara kutatocsoportunk a kordbban publikdlt fehér és
barna/bézs adipogén differencidlodasi protokollokat optimalizalta. Ezek a differenciacios
médiumok valtozatos dsszetételben tartalmaznak hormonokat, amelyekben a PPARYy agonista
roziglitazon a barnulds f0 mozgatérugodja. Az elvardsnak megfelelden az abdominalis SC
hASC-k a detektalas kiiszobén expresszaltak a termogenezis f6 funkcionalis markergénjét és
fehérjét, az UCP1-et. Mérsékelt UCP1 expressziot talaltunk azokban a zsirsejtekben, amelyek
28 napon at ex vivo fehérré differencialodtak. A korabbi eredményekkel Osszhangban a
folyamatos PPARYy stimulacié az UCP1 gén- és fehérjeexpresszidjanak jelentds ndovekedését
eredményezte a bézs iranyba differencialt adipocitdkban a fehérekhez képest. Az UCP1
kifejez6dés tovabb emelkedett, amikor a bézs iranyba differencialast harom vagy négy hétig
végeztik. Amikor a bézs koktélt fehérre cseréltik ¢és a roziglitazont elhagytuk a
differencidlodas tizennegyedik napjan, az UCP1 gén és fehérje expresszioja a kovetkezd héten
emelkedett, hasonléoan azokhoz a zsirsejtekhez, amelyek folyamatosan a bézs
differencialtatasnak voltak kitéve. Két héttel a roziglitazon megvonésa utan az UCP1 gén ¢és
fehérje expresszidja szignifikdnsan csokkent a bézs adipocitdkhoz képest, és a fehér
zsirsejtekéhez hasonld génexpresszids szintet mutatott. Az UCP1 expresszid csokkenése
lassabb volt fehérjeszinten, mint mRNS-szinten. Egy masik termogenikus markergén, a
sejthalalt indukal6 DFFA-szer(i effektor A (CIDEA) expresszidja kovette az UCP1 mRNS
expresszios mintajat. Ezzel szemben a fehér adipokint, a leptint kodolo LEP gén alacsony
szinten expresszalodott mind a preadipocitakban, mind a bézs zsirsejtekben; azonban erdsen
felszabalyozodott, amikor az adipocitak folyamatosan a fehér koktél jelenlétében

differencidlodtak, vagy amikor a bézs kezelést a fehér valtotta fel.
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5.1.2. A bézs adipocitak megnovekedett mitokondrialis tartalma, oxigénfogyasztiasa és

extracellularis savasodasa eltiinik a fehér fenotipusra valo atalakulasuk utan

Kovetkezo 1épésként a mitokondrialis tartalmat és funkciot vizsgaltuk a differencidlodas és a
bézs-fehér atalakulds soran. Amint az varhatd volt, a mitokondridlis DNS (mtDNS) szdma
magasabb volt a bézs adipocitakban, mint a fehér differencialt zsirsejtekben, és ezt kovetéen
csokkent a bézsbdl fehérbe vald atalakulas eredményeként. A bézs-fehér atalakulas sordn a
PGCla expresszio csokkend tendenciat mutatott; ez a hatas azonban nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét. A differencialatlan hASC-k csak a detektalhatosag hataran fejezték ki a
PGClo-t.

Ezt kovetden extracelluldris fluxus analizist végeztiink a differencialt zsirsejtek funkcionalis
paramétereinek feltarasara. A korabban k6zolt adatokkal 6sszhangban a bézs adipocitak bazalis
oxigénfogyasztasi ratdja (OCR) magasabb volt, mint a fehéreké. A kéthetes bézs-fehér
atalakulason atesett zsirsejtek szignifikdnsan magasabb bazalis OCR-t mutattak, mint a fehérek,
de alacsonyabbat, mint a bézs adipocitak, amelyek ugyanilyen ideig differencialodtak. Az
elvarasoknak megfelelden a sejt-permedbilis cAMP analdg, amely modellezi a termogenezis
adrenerg inger altal vezérelt aktivalasat, azonnal megndvelte az adipocitdk OCR-értékét. A
CAMP-stimulalt zsirsejtek protoncsorgasa, amely pozitivan korrelal az UCP1 aktivitassal, az
ATP-szintdz komplex oligomicinnel torténd gatlasa utdn volt értékelhetd. A bézs zsirsejtek
fokozott stimuldlt és protoncsorgasos OCR-t mutattak a fehérekhez képest. A bézs-fehér
atalakulast kovetden ezek a paraméterek hasonloak maradtak a bézs zsirsejtekben
megfigyeltekhez. A korabbi eredményekkel 6sszhangban a bazalis extracellularis savasodasi
rata (ECAR) megndvekedett a bézs adipocitdkban a fehér zsirsejtekhez képest, mig az
atlalakulas kovetkeztében szignifikansan csokkent ez a paraméter. Bar a cAMP stimulalta a
zsirsejtek ECAR-jat, a végig bézs iranyba differencialt és az atalakult bézs zsirsejtek erdsebb
vélaszt mutattak a termogén jelzésre, mint a fehérek. Osszefoglalva, adataink arra utalnak, hogy
a bézs-fehér atalakulason atesd zsirsejtek a végig fehér vagy bézs iranyba differencialt
adipocitadkhoz képest eltérd funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd sejtpopulacidként

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. Elséként az autofagoszoma kialakulasat iranyito

ATG gének expressziojat vizsgaltuk. Az atalakulds soran az ATGS5 a madsodik héten
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felszabalyozodott; ez a kiilonbség azonban nem érte el a statisztikailag szignifikans mértéket.
Az ATG7 és ATG12 mRNS expresszioja szignifikdnsan megndvekedett az atalakulds elsd
hetében a végig bézs irdnyba differencialodott zsirsejtekhez képest. A vizsgalt ATG gének
kisebb mértékben expresszalodtak a differencidlatlan preadipocitakban. Ehhez képest

emelkedetten, de ugyanolyan mértékben fejezdtek ki a fehér és bézs zsirsejtekben.

A folyamatban 1év0 autofagia mérésére megvizsgaltuk a specifikus autofagia markert, az LC3-
I atalakulasat LC3-lI-vé olyan zsirsejtekben, amelyek végig fehér vagy bézs iranyba
differencialodtak, illetve atalakultak. Ennek a folyamatnak a western blottal torténd
kvantifikalasa széles korben elfogadott mddszer az autofagia aktivitdsanak monitorozasara. 28
napig differencialtatott fehér zsirsejtekben az LC3-II/LC3-1 arany folyamatos emelkedését
tapasztaltuk, ami magas autofagia aktivitast jelez. A bézs adipocitdkban az aktivitas mérsékelt
szinten maradt, szignifikansan alacsonyabb volt, mint a fehér adipocitakban, négy hét
differencialodés utan. Amikor a bézs protokollt fehérre cseréltiik, az autofagia aktivitasa két hét
utan szignifikdnsan megndtt a végig bézs irdnyba differencidlodott zsirsejtekhez képest. Ezt
megerdsitettiik, amikor az LC3 szubcellularis eloszlasat immunfestéssel tettiik lathatova. Az
elvarasnak megfelelden, a fehér zsirsejtek, amelyek harom vagy négy héten at
differencidlodtak, sejtenként tobb LC3-punktatumot tartalmaztak, mint a bézs adipocitak.
Ezenkiviil a bézs-fehér atalakulds jelentdsen megndvelte az LC3 pontok szdmat a bézs
zsirsejtekhez képest. Adataink azt mutattak, hogy az altalanos autofagia sejt-autondém modon

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

A fentebb leirtak mellett azt talaltuk, hogy az irodalommal Gsszhangban a termogenikus
potencidlt tiikrozé fragmentalt mitokondriumok szdma magasabb volt a bézs, mint a fehér
differencialodas soran. A fragmentalt mitokondriumok szama azonban a fehér zsirsejtekével
megegyezOre csokkent egy héten beliil, amikor a bézs kezelést abbahagytuk, majd a fehéret
alkalmaztuk. A zsirsejtek UCPI-tartalmdnak és morfologiai jellemzdinek valtozédsai arra
utalnak, hogy a PPARY agonista hatasara erdteljesen, akar négy hétig novelik termogenikus
képességiiket; azonban a barnulast indukald szer eltavolitdsara valaszul bézsbol fehérbe
alakulnak at. Az autofagoszoémak képzddésének €s a mitokondrium a lebontas helyére torténd
bejutasanak nyomon kovetésére a fent részletezett immunfestést hasznaltunk, mely soran
szamszerUsitettiik az autofagoszoma és a mitokondridlis marker kolokalizacigjat a PCC
értékekkel. Osszhangban a megndvekedett autofagia aktivitassal, emelkedett PCC értékeket

talaltunk a fehér adipogenezis soran négy héten at a bézs zsirsejtekhez képest. A kolokalizacid
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erdsebb volt az 4atalakuldson atesett zsirsejtekben, mint a végig bézs iranyba differencialt

adipocitakban.

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
szabalyozdja. A parkin kis mértékben expresszalddott a preadipocitdkban mind mRNS, mind
fehérjeszinten. Az alkalmazott adipogén protokollok hasonléan fokoztak a parkin expressziojat.
A fehér-bézs atalakulas nem valtoztatta meg a parkin expresszidjat sem gén, sem fehérjeszinten.
Ezt kovetden megvizsgaltuk a lebomlo szelektiv autofagia-adapter fehérjék mennyiségét,
amelyek molekularis kapcsolatot épitenek ki a célsejtszervecskék és az autofagoszomak LC3-

I1-je kozott az aktiv mitofagia soran.

A fehér zsirsejtek NBR1 fehérjetartalma hasonld volt, mint a differencialatlan progenitoroké,
¢s 28 napos differencialodast kovetden csokkend tendenciat mutatott. A p62 fehérje allando,
mérsékelt szinten volt kimutathatd a preadipocitikban és a fehér zsirsejtekben. A bézs
zsirsejtekben a fent emlitett adapterek koziil Iényegesen tobb volt kimutathato. Ez az adat
alatdmasztja a szelektiv autofagia alacsony aktivitdsdt a bézs adipocitakban. A barnulast
indukalé roziglitazon differenciacios tapfolyadékbol vald eltavolitasa utan az NBR1 és a p62
mennyisége szignifikansan csokkent egy, illetve két hét elteltével. Adataink arra utalnak, hogy
a mitokondriumok szelektiv autofagidn keresztiil torténd degradécioja fokozddik a bézs-fehér

atalakulas soran.

Ezt kovetéen mértiik az autofagia adapterhez és a parkin-fliggd mitofagia utvonalhoz
kapcsolodo egyéb markergének, az OPTN és a CALCOCO2/NDP52 expresszidjat. Mindkét gén
alacsony szinten expresszalodott a preadipocitdkban. Az OPTN ugyanolyan mértékben
expresszalodott a fehér és a bézs zsirsejtekben, és id6fiiggd felszabalyozodast mutatott, de a
bézs-fehér atalakulas nem befolyasolta az MRNS-szintet. A CALCOCO2/NDP52 expresszioja
megnovekedett a fehér adipogenezis és az atalakulas sordn a végig bézs iranyba differencialt
adipocitakhoz képest; ez a mitokondrium tartalom fokozott eltavolitasanak lehetéségét sugallja

az NDP52-fiigg6 utvonalon.

29



5.1.5. A parkin-fiiggetlen mitofagiaval kapcsolt gének indukalédnak a bézs-fehér

atalakulas soran

Végiil annak tanulmanyozasara, hogy a parkin-fiiggetlen mitofagia hozzajarul-e a bézs-fehér
atalakulashoz, szamos olyan gén expressziojat vizsgaltuk, amelyek részt vesznek ebben az
utvonalon: FUNDC1, BNIP3, BNIP3L/NIX, FKBP Prolil Izomeraz 8 (FKBP8) ¢s BCL2L13. A
fent emlitett markerek kismértékben expresszalodtak a differencidlatlan progenitorokban. A
BNIP3L/NIX, FKBP8 és BCL2L13 expresszidja a fehér adipogenezis soran id6fiiggé modon
novekedett. Hasonl6 FUNDC1 és BNIP3 expresszios szinteket tapasztaltunk a fehér és bézs
differencialodas soran. Négy hét differencialodas utan a BNIP3L/NIX, FKBP8 és BCL2L13
expresszidja a fehér zsirsejtekhez képest bézs adipocitdkban represszalt volt. Két héttel a bézs
protokoll fehérre cserélése utan a vizsgalt parkin-fiiggetlen mitofaga markerek szignifikansan
felszabalyozodtak voltak. Ez arra utal, hogy a parkin-fiiggetlen ttvonal 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 differenciacié 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 abdominalis SC-bél szairmazé aktiv bézs adipocitak nagy barnulasi kapacitast

mutatnak

Vizsgalataink soran elséként a harom kiilonb6z6 modon differencialt SC adipocita - a fehér, az
aktiv és az inaktiv bézs - globalis génexpresszios mintazatanak dsszehasonlitasat 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
fejezOdtek ki a harom kiilonboz6 zsirsejt tipusban, ami arra utal, hogy a differencialodasi
aranyuk hasonl6 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. Ezutan a globalis

transzkriptomikai adatainkat nyilt hozzaférésii web-eszkozokkel analizaltuk; a BATLAS
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segitségével szamszerisitettiik a barna adipocita tartalmat, a ProFAT alkalmazasaval pedig a
barnulasi kapacitast jol definidlt markergének expresszios szintjei alapjan. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a barna zsirsejt tartalomban, azonban az aktiv bézs zsirsejtek
magasabb barnulasi kapacitast mutattak, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitdk. RNS-seq
adataink alapjan 211 és 147 gén expresszidja magasabb volt az aktiv bézs vs. fehér, illetve az
aktiv bézs vs. inaktiv bézs Osszehasonlitasban; a felreguldlt gének koziil 100 gén mindkét
Osszehasonlitasban megtalalhato volt, melyek kozott termogenikus markereket - mint példaul a
GK, PM20D1, PLIN5, CITED1 és AQP3 - talaltunk. Erdekes moédon az ASC-1-et kodold
SLC7A10, amelyet a termogenikus aktivalas soran fontos transzporterként irtak le, mindkét
Osszehasonlitaisban megtalalhatod volt a felregulalt gének kozott. 248 valamint 226 gén
expresszidja alacsonyabb volt az aktiv bézs vs. fehér, illetve az aktiv bézs vs. inaktiv bézs
Osszehasonlitasban, ezek koziil 164 gén mindkét Osszehasonlitdsban kisebb mértékil
expressziot mutatott. A fehér és az inaktiv bézs zsirsejtek génexpresszids profiljanak

osszehasonlitasakor nem talaltunk DEG-eket.

Elemeztilk a mitofagia sebességét ¢és a mitokondridlis morfologiat ebben a kisérleti
elrendezésben is, az LC3 és a TOM20 egyiittes immunfestésével. Alacsonyabb sejtenkénti LC3
punktatum-szamot ¢s PCC-értékeket figyeltiink meg az aktiv bézs, mint a fehér vagy az inaktiv
bézs adipocitakban. Azt is megallapitottuk, hogy az aktiv bézs zsirsejtekben nagyobb
mennyiségi fragmentalt mitokondrium - amelyekrdl bizonyitott, hogy elésegitik a szétkapcsolt
1égzést és a fokozott energiafelhasznalast - volt megtalalhato, mint a fehér vagy az inaktiv bézs
adipocitikban. Osszességében ezek az adatok azt sugalljdk, hogy a termogenezishez
kapcsolodo gének felszabalyozodtak, a mitofagia aktivitdsa csokkent, és a mitokondriumok
fragmentaltabbak voltak, amikor a human abdominalis SC adipocitakat termogenezisre

aktivaltuk. A modelliink igy alkalmazhat6 a harom adipocita allapot 6sszehasonlitasara.

5.2.2. Az FTO 1rs1421085 elhizas riziko alléleket hordozé aktiv bézs adipocitak
alacsonyabb barna zsirsejt tartalommal rendelkeznek, és kisebb mértékben expresszaljak

a metabolikus tGtvonalakban részt vevé géneket

Ezt kovetden arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az FTO rs1421085 SNP befolyasolja-e a
human abdominalis SC zsirsejtek - amelyeket fehér, aktiv és inaktiv bézs adipocitakka
differencialtattunk - barnulasi képességét. Ezért az izolalt hASC-ket genotipizaltuk az FTO
rs1421085 SNP-re. Ezutan 4 homozigéta TT (rizik6-mentes) és 4 homozigdta CC (elhizas

rizikd) genotipusti egyedbdl valasztottuk ki a mintakat tovabbi elemzésre. Megallapitottuk,
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hogy az elhizas rizikd6 FTO allélokat hordoz6 aktiv bézs adipocitak alacsonyabb BATLAS-
szerint szamszerusitett barna zsirsejt tartalmat mutattak, ugyanakkor a fehér vagy az inaktiv
bézs zsirsejtekben az allélek eloszlasnak nem volt hatasa a BATLAS értékekre. Azt is
megfigyeltiik, hogy a riziko-mentes genotipust hordozo aktiv bézs zsirsejtek tendencidzusan
nagyobb BATLAS és szignifikansan magasabb ProFAT értékkel rendelkeztek, mint az azonos
TT genotipust hordozé fehér adipocitik. Erdekes moédon az FTO elhizas riziké genotipust
hordoz¢ aktiv bézs adipocitak hasonlo barna zsirsejt tartalmat és barnulasi kapacitast mutattak
a fehér zsirsejtekhez képest, ami arra utal, hogy az aktiv bézs differencialédds nem tudta

feliilirni a CC allélok erds barnulast gatld hatésat.

Osszesen 175 gén - koztiik termogenikus markerek (UCP2, CKMT2 és CITED1) és 5 BATLAS
marker (PPARGC1B, ACO2, ACSF2, NNAT és DMRT?2) - expresszalodott kisebb mértékben az
FTO elhizas rizik6 varianst hordozo6 aktiv bézs zsirsejtekben a rizikd-mentes hordozokhoz
viszonyitva. Csak 10 gén (ebbdl 7 kozos volt mindkét dsszehasonlitasban) expresszalddott
kisebb mértékben CC-t hordoz6 inaktiv bézs zsirsejtekben a TT alléleket hordozokhoz képest.
Mindossze 14 és 46 gént talaltunk (ebbdl 8 kdzds volt mindkét 6sszehasonlitdsban), amelyek
nagyobb mértékben expresszalddtak aktiv vagy inaktiv bézs zsirsejtekben, amelyek az elhizas
riziké FTO allélt hordozzék a rizik6-mentes valtozathoz képest. A fehér zsirsejtekben nem
talaltunk olyan DEG-eket, amelyek expressziojat az FTO rs1421085 SNP szignifikans
mértékben befolyéasolta volna. Ezutdn megvizsgaltuk az FTO rs1421085 SNP altal érintett
génexpresszids utvonalakat. Azt talaltuk, hogy az elhizas rizik6 genotipust hordozo aktiv bézs
zsirsejtekben kevésbé expresszalodd gének tobb utvonalban - példaul metabolikus, PPAR
jelatvitel, lipolizis, zsirsav-anyagcsere és TCA-cCiklus - reprezentalodtak feliil. A CC allélokkal
rendelkez6 aktiv bézs adipocitdkban 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 kapcsolodod génekét -
azonban a fehér vagy az inaktiv bézs zsirsejtek génexpresszidjara nincs szigifikans hatéssal.
Ezen talmenden, az alkalmazott differenciacidos protokollok kifejezettebb kiilonbségeket
eredményeztek az riziko-mentes FTO allélokkal rendelkezd adipocitdk génexpresszios
mintazataban, ami arra utal, hogy ezeknek a sejteknek jelent6s barnuldsi potencialjuk van,

amikor a termogenikus jelek folyamatosan jelen vannak.
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5.2.3. A termogenikus marker gének 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 abdomindlis SC adipocitakban. Eredményeink azt mutattak,
hogy az UCP1 mRNS expresszidja magasabb volt az aktiv bézs adipocitakban, mint a fehér
vagy inaktiv bézs adipocitakban, melyek az rizik6-mentes FTO allélt hordoztak, azonban ez a
kiilonbség nem volt megfigyelhetd az elhizas riziké allélt hordozé sejtekben. 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 riziko
allélt hordozo6 mintak esetében kevesebb UCP1 fehérje mennyiséget detektaltunk, mint a riziko-
mentes allélhordoz6 aktiv bézs adipocitakban. Mas termogenikus gének, mint példaul az UCP2,
PM20D1, CIDEA, CITED1, CKMT1 ¢és 2, CPT2 ¢és PLIN1, szintén nagyobb mértékben
expresszalodtak a riziko-mentes allélt hordozo aktiv bézs adipocitakban, mint az azonos TT-
valtozatot hordozoé fehér vagy inaktiv bézs adipocitakban. Az elhizas riziké FTO allélt hordozo
mintdkban nem figyeltilk meg ezeket a kiillonbségeket. A rizikd-mentes hordozokhoz képest az
FTO elhizas rizik6 genotipusu aktiv bézs adipocitdk kevésbé expresszaltdk ezeket a
termogenikus géneket, valamint az S100b neurotrof faktort, amelyrdl feltételezték, hogy
serkenti a szimpatikus axonok novekedését és fontos szerepet jatszik a BAT beidegzésben.
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.

5.2.4. Az FTO elhizas rizik6 genotipusi aktiv bézs adipocitak kevesebb mitokondrialis

komplex alegységet expresszalnak, és kisebb a protoncsorgasos légzésiik

Miutdn megfigyeltiik, hogy az FTO rs1421085 SNP befolyasolta a termogenikus gének
expressziojat, kovetkezd célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon a mitokondridlis 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 adipocitdk. Azonban nem talaltunk
kiilonbséget a haromféle differencialédasi program kozott, amikor az adipocitak az elhizas

rizik6 allélt hordoztak. Az elhizas rizikdo FTO alléllal rendelkezé aktiv bézs adipocitakban a
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mitokondrialis komplex L., II. és IV. alegységek expresszidja alacsonyabb volt, mint a riziko-
mentes hordozokban. Hasonlo6 - de statisztikailag nem szignifikans - tendenciat figyeltiink meg
a mitokondridlis komplex III. alegység esetében, mig a komplex V. alegység expresszioja

egyforma volt minden adipocita tipusban, fiiggetleniil az FTO rs1421085 genotipusatol.

Ezt kovetden megvizsgaltuk az elhizés riziko-mentes vagy riziké FTO allélt hordozo haromféle
adipocita sejtes 1égzését. A mitokondrialis komplex alegységek expresszidjaval 6sszhangban
azt talaltuk, hogy a rizik6-mentes genotipust aktiv bézs adipocitak nagyobb mértékii 1égzést
(mind alap, mind maximalisan stimulalt koriilmények kozott), stimuldlt protoncsorgast és
extracellularis savasodast mutattak, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak. Azonban ez a
kiilonbség nem volt szignifikans a rizik6 allélt hordozé adipocitakban. A stimulalt ATP-fiiggd
1€gzést nem befolyasoltak jelentdés mértékben sem az alkalmazott differencidcios protokollok,
sem az FTO rs1421085 genotipus. Az FTO elhizés rizik6 varidnsaval rendelkezd aktiv bézs
adipocitak a rizik6-mentes hordozokkal Osszehasonlitva alacsonyabb sejtlégzést mutattak,
kiilondsen stimulalt protoncsorgasos 1égzést - mely az UCP1-fiiggd hétermelést tiikkrozi -
valamint extracellularis savasodast, amely a glikolitikus aktivitassal asszocialt. Erdekes modon
megfigyeltiik az elhizas riziko 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 hatést.

5.25. Az FTO elhizas rizik6 genotipust hordozd, termogenezisre aktivalt adipocitak

kisebb mennyiségii semleges aminosavat fogyasztanak

Az aktiv termogenikus adipocitdk metabolikus szubsztratokat, példaul szénhidratokat,
zsirsavakat vagy aminosavakat hasznalnak fel a h6termeléshez. Ezért célul tliztiik ki az eltérd
FTO genotipustt abdominalis SC adipocitdk ,iizemanyag”’-hasznositdsdnak vizsgéalatit a
haromféle differenciacids programban. A zsirsavak elsdsorban a lipidcseppekbdl szabadulnak
fel lipolizis soran. Megallapitottuk, hogy az adipocitakban a lipolizis szabalyozasa és a zsirsav-
anyagcsere génexpresszios utvonalai leszabalyozodtak az FTO CC-vel rendelkezd aktiv bézs
adipocitakban a TT allélhordozokhoz képest. Bar az egér barna zsirsejtek képesek kompenzalni
a lipidcseppekbdl szarmazo zsirsavak hianyat, ex vivo modelliinkben nem szerepeltek zsirsavak
az alkalmazott differenciacios tapkozegben. Az SLC7A10 altal kodolt ASC-1 fontos szerepet
jatszik az alanin, szerin, cisztein €s glicin fogyasztas kozvetitésében az abdominalis SC ¢€s a

mély nyaki régiokbol szarmazo human adipocitakban. A termogenikus aktivalas soran a
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felhasznalt energiaforrasok vizsgalatara az adipocitak oxigénfogyasztasat ETO (a karnitin-

palmitoiltranszferaz-1 inhibitora) adasaval kovettiik.

A szénhidrat- és aminosav-oxidaci6 aktivitasat tiikr6z6 ETO-R 1égzés magasabb volt az FTO
rizik6-mentes genotipusu aktiv bézs adipocitakban, mint az azonos TT genotipust hordozd
fehér vagy inaktiv bézs adipocitakban. Az elhizas riziké FTO alléllel rendelkezd aktiv bézs
adipocitak ETO-R oxigénfogyasztasa alacsonyabb volt, mint a riziko-mentes hordozoké. Ezek
a megfigyelések kisebb mértékii szénhidrat- és/vagy aminosav-felhasznaldsra utalnak a CC-

hordozé aktiv bézs adipocitdkban.

Az SLC7A10-et a legnagyobb mértékben expresszalt DEG-ek kozott talaltuk a riziko-mentes
genotipusu aktiv bézs adipocitakban. Ezért ugy dontottiink, hogy megvizsgaljuk az alkalmazott
differencidcios protokollok és az FTO rs1421085 SNP hatasat az ASC-1 expressziojara,
valamint az ASC-1 altal szallitott aminosavak adipocitak altali felhasznalasara. Azt talaltuk,
hogy a rizikd-mentes allélokkal rendelkezé aktiv bézs adipocitak nagyobb SLC7A10 mRNS
expressziot mutattak, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipocitak, amelyek ugyanazt a TT
genotipust hordoztak. Ez a hatas megfigyelheté volt az ASC-1 fehérje szintjén is. Az FTO
rs1421085 SNP jelenléte az SLC7AL0 alacsonyabb expresszidjat eredményezte aktiv bézs
adipocitakban; ez a hatas fehérjeszinten statisztikailag szignifikans volt, mRNS-szinten
azonban nem. Ezt kovetéen megmértiikk az aminosavak fluxusat a haromféle modon
differencialt, CC illetve TT alléleket hordozé adipocitak kondicionalt tapfolyadékabol. Az
alkalmazott differenciacios programok nem befolyasoltak az alanin kibocsatasat, az FTO allél
statuszatol fiiggetleniil. Az FTO rizik6-mentes genotipust adipocitdk esetében azt talaltuk,
hogy az aktiv bézs zsirsejtek nagyobb mennyiségili szerint és ciszteint fogyasztottak, és tobb
glicint bocsatottak ki, mint a fehér vagy az inaktiv bézs adipocitak. A fent emlitett
génexpresszios ¢s 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 rizikd genotipust aktiv
bézs adipocitak kevesebb ciszteint fogyasztottak, mint a riziko-mentes hordozok, azonban az
SNP-nek nem volt szignifikans hatasa a szerinfogyasztasra, ami arra utal, hogy mas aminosav

transzporterek kompenzalhatjdk az ASC-1 csokkent expressziojat.

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-CH2-THF) torténd atalakulasat katalizalja,

alacsonyabb mértékben expresszalddott aktiv bézs adipocitakban, melyek az elhizas riziko FTO
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alléllt hordoztak, Osszehasonlitva a riziko-mentes hordozokkal. Az SHMT1 expresszidjara
vonatkozo RNS-seq adatainkat RT-qPCR-ral és immunoblot-vizsgalattal validaltuk. Azt is
megallapitottuk, hogy az aktiv bézs adipocitdk magasabb SHMT1 fehérje tartalommal
rendelkeztek, mint a fehér vagy inaktiv bézs adipociték a riziko-mentes FTO all¢l jelenlétében,

de ez a kiilonbség nem volt megfigyelhetd az elhizés rizikd genotipusu mintakban.

A metabolomikai analizis é¢s RNS-seq adataink a riziko-mentes allél aminosav anyagcserére -
azon beliil is a GPT2 expressziora - gyakorolt hatasara engedtek kovetkeztetni. Az RNS-seq
eredményeink alapjan az elhizas rizik6 genotipusu aktiv bézs adipocitak alacsonyabb
mértékben fejezték ki a GPT2 mRNS-t, mint a rizikd-mentes allélhordozok. A riziko-mentes
FTO allé¢lokat hordoz6 adipocitak esetében az aktiv bézs adipocitak tobb GPT2-t expresszaltak
mind mRNS, mind pedig fehérje szinten a fehér adipocitakhoz képest. Alacsonyabb GPT2
kifejez6dést is megfigyeltink az FTO elhizas rizik6 genotipusu aktiv és inaktiv bézs
adipocitakban a rizikdo-mentes allélhordozokkal szemben. A riziko-mentes genotipusu aktiv
bézs adipocitdk nagyobb mennyiségii glutamint fogyasztottak, mint az azonos TT genotipusu
fehér vagy inaktiv bézs adipocitdk, de az elhizas rizikd genotipusi mintak esetében nem
tapasztaltunk kiilonbséget a haromféle differenciacios protokoll kozott. A rizikd-mentes allélt
hordozé adipocitakkal ellentétben az FTO elhizds rizikd genotipusti adipocitdk nem
fogyasztottak glutamint az alkalmazott differenciacids protokolloktdl fiiggetleniil. Ezzel
szemben azt tapasztaltuk, hogy az aktiv bézs zsirsejtek nagyobb mennyiségli glutamatot
bocsatottak ki, mint az inaktivak, mig a fehér adipocitdk inkdbb ezt az aminosavat
elfogyasztottak. A glutamat fogyasztasa nem fiiggott az FTO rs1421085 1okusz allél
eloszlasatol. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TT FTO alléllokat hordozo aktiv bézs
adipocitdk nagyobb mennyiségli glutamint hasznalnak fel, amely glutamattd alakithato. A
sejtek ezt feltehetéen tobb a-ketoglutarat (TCA-ciklus intermedier) termelésére hasznaljak,

amely hozzajarulhat a megnovekedett hotermeléshez.

36



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 alland6 hideghatasnak kitett eml6sok energiahdztartasaban.
Az aktiv BAT-raktarak nukleéris képalkoté moddszerekkel felnétt emberekben torténd
kimutatasat kdvetden erds negativ korrelaciot tartak fel az elhizas €s az aktiv BAT mennyisége
kozott. Fliggetlen tanulmanyok azt sugalljak, hogy a felnétt emberek BAT-raktarai
talnyomorészt bézs adipocitakbol allnak. A human bézs zsirsejtek transzplantacioja javitotta az
étrend altal kivaltott elhizast és a szisztémas anyagcserét egerekben, ami ravilagit a bézs
sejtbeiiltetés terapias alkalmazasanak lehetdségére az elhizas és a MetS kezelésében. Ez arra
0sztonozte a kutatokat, hogy részletesen jellemezzék a bézs adipogenezist €s a termogenikus
aktivaciot kiillonboz6 human sejtmodellekben. Tudomasunk szerint azonban ezeknek az ex vivo
vizsgalatoknak a tobbsége legfeljebb két hétig terjedt ki a differencidlodasi iddszakra.
alkalmazasa feltételezi, hogy a felhasznalt sejtek jelentds ideig fenntartjak energia felszabadito
képességiiket. Bar a felnéttek hasi SWAT-jaban nem dusultak fel talsagosan a termogenikus
zsirsejtek, azonban ezek a depok tartalmaznak olyan progenitorokat, amelyek bézs adipocitakat
eredményezhetnek. Viszonylagosan konnyli hozzéaférhetdsége miatt az abdomindlis SC
zsirbiopszidk vagy aspiraciok sztomalis-vaszkularis frakcioibol (SVF) izolalt hASC-ket

gyakran hasznaljak a kutatasban és a regenerativ medicinaban.

A bézs adipocitak aktivalasa, példaul hideg expozicio vagy B-AR agonistak hatasara sziikséges
eld a szimpatikus idegrendszerbdl, amely a B3-AR-hoz kotddik. A B-adrenerg jelatviteli
kaszkadot a Gs fehérjék adenilat-ciklaz aktivalasa kozvetiti, ami a PKA aktivalasahoz és CAMP
termel6déséhez vezet. Ez elésegiti a lipolizist, a TG-K lebomlasat, ami FFA-k felszabadulasat
eredményezi, ami aktivalja az UCP1-et. A PKA-nak szamos downstream célpontja van, koztiik
a CREB, a MAP kinaz utvonalak tagjai (Erk1/2, p38, JNK) és a hormon-szenzitiv lipaz,
amelyek elésegitik a hotermelés fokozasat a termogenikus génexpresszio felszabalyozasaval

és/vagy a szubsztratok mobilizalasaval a termogenezis megvalositasara.

A PPARy 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,
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C/EBPa ¢és PGClo-fiiggé mechanizmusok kdzvetitenek. A PPARy kozvetleniil szabalyozza
szdmos gén expresszidjat, amelyek részt vesznek az adipocitdk kozponti funkcidiban, mint
példaul a lipidtranszportban, a lipid metabolizmusban, az inzulin jelatvitelben és az adipokin
szekrécioban. A PPARy célgének szabalyozhatjak a lipidtranszportot (FABP4), a
zsirsavfelvételt (LPL, FATP/SLC27A1, OLR1), az intracellularis zsirsavak tjrahasznositasat
(PEPCK/PCK1, GK, AQP7) és a lipolizist (GPR81). Ezenkiviil a PPARy szabalyozza az

inzulinérzékenységet az adipokinek expresszidjan keresztiil.

Munkam soran négy héten keresztiil kovettem a primer abdominalis SC eredetii hASC-k fehér
¢s bézs zsirsejtekke torténd differencidlodasat. A PPARy-vezérelt bézs differencialodés iddbeli
kiterjesztése az UCP1 tovabbi felszabalyozasat eredményezte mind mRNS, mind fehérje
szinten, illetve a CIDEA gén szintjén, mig fehér zsirsejtekben ezek a markerek folyamatosan
expresszalodtak mérsékelt szinten. Ezt a jelenséget kutatocsoportunk reprodukalta az SGBS
sejtvonal eredetii zsirsejtekkel, amely a human fehér és bézs adipogenezis elfogadott és széles

korben hasznalt modellje.

A bézs és barna zsirsejtekben a mitokondriumok allapota meghatarozé a termogenezis és az
energia-anyagcsere szempontjabol. A ragesalok barna adipocitaiban talalhaté mitokondriumok
adrenerg jelre valaszul fragmentalodnak, hozzajarulva a szétkapcsolt 1égzéshez és a fokozott
energiafelhasznaldshoz. Pisani és munkatarsai kimutattdk, hogy az UCPI-pozitiv human
azt talaltuk, hogy a cAMP altal vezérelt termogenikus stimulaciéo megndvekedett mitokondrialis
fragmentaciot eredményezett human inaktiv €s érett bézs zsirsejtekben, amelyek négy helyett
két hét alatt differencialodtak ugyanazon progenitor populaciokbol. Amikor fenntartottuk a
bézs iranyu differencialodéast, tobb mitokondrium fragmentalodott, ellentétben a fehér

zsirsejtekkel, amelyekben ezek a dinamikus organellumok elongalodtak.

A mitokondrialis biogenezis €s eltavolitas szabalyozasa fontos az energiahomeosztazis és a
mitokondriumok optimalis szdméanak fenntartdsdhoz. A mitokondridlis biogenezist szamos
sejtmagban kodolt transzkripcios kofaktor - mint példaul a PGCla - szabalyozza. Bar a PGCla
expresszidja MRNS szinten altalaban emelkedett volt a bézs iranyl differencialodas korai
fazisaban, nem kiilonbozott statisztikailag szignifikdns mértékben a fehér és a bézs zsirsejtek
kozott. Az mtDNS mennyisége azonban ndvekvd tendenciat mutatott a hosszil tava bézs
adipogenezis soran. A funkciondlis extracelluldris fluxusvizsgilat magas bazalis, cAMP-

stimulalt és protoncsorgasos OCR-t, valamint jelentdsebb extracellularis savasodast mutatott
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mind bazalis, mind aktivalt korilmények kozott a bézs zsirsejtek esetében, amelyek
roziglitazon jelenlétében négy hétig differencialodtak. A 1égzés és az extracellularis savasodas
szignifikansan alacsonyabb volt fehér zsirsejtekben; azonban hatékonyan stimulalodott a sejt-
permeabilis cCAMP analogra adott valaszként, ami arra utal, hogy a fehér koktél jelenlétében

differencialodott zsirsejtek egy része inaktiv bézs adipocita volt.

A megnovekedett mitokondridlis fragmentacié, mtDNS tartalom és OCR felveti a gatolt
mitofagia lehet6ségét a bézs zsirsejtekben. Amikor ugyanazokat a progenitorokat két hétig
differencidltattuk, fiiggetleniil az alkalmazott protokolltol, néhany 6rds 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.
Hosszu tavu differencialddasi koriilmények kozott a tartods roziglitazon adagolds a mitofagia
mérsékelt fékeddését is eredményezte, amit az LC3-1 LC3-11-v¢é vald atalakulasanak lassulasa,
LC3-pozitiv punktatumok megjelenése, a punktatumok és a mitokondriumok kolokalizacioja,
valamint az adapterfehérjék lebontasa mutatott. Tovabbi vizsgélatokra van sziikség a hattérben
zajléo molekularis mechanizmusok feltarasahoz, amelyek bizonyitjak a mitofagia mérsékelten

alacsony szintjét a bézs adipocitakban.

Him egerekben bebizonyitottadk, hogy a CL 316,243 B3-adrenerg agonista intraperitonealis
beadasaval indukalodik a WAT bézsesedése hét egymast kovetd napon keresztiil. Alacsony
autofagia aktivitast figyeltek meg az uUjonnan differencidlodott bézs zsirsejtekben, ami
Osszhangban van az itt bemutatott ex vivo eredményekkel. A termogenikus inger visszavonasa
utan azt talaltak, hogy a bézs zsirsejtek elvesztették morfologiai és termogenikus jellemzdiket,
és ,,fehér-szerli” zsirsejtekké alakultak, amit a mitokondriumok eltavolitasa valtott ki a
mitofagan keresztiil. A bézs-fehér adipocita atalakulds soran az autofagiaval-asszocialt ATG5S
és ATG12 gének expresszioja fokozodott, a Green Fluorescent Protein (GFP)-LC3 pontok
szama, a GFP-LC3 és TOM20 kolokalizacidja jelentdsen megnétt, az LC3-Il fehérjeszintje
megemelkedett. Ezzel parhuzamosan a szelektiv autofagia adapter fehérjék, az NBR1 és a p62
lebomlottak, 6sszehasonlitva azokkal az egerekkel, amelyeket a teljes kisérleti id6szak alatt

folymatosan f3-adrenerg agonistaval kezeltek.

Kisérleteink soran a human primer SC hasi eredetii zsirsejtek ex vivo modelljét alkalmaztuk a
bézs-fehér atalakulas folyamatanak jellemzésére a mitofagia kontextusaban. A zsirsejtek UCP1,
CIDEA és LEP expresszidja, a mitokondriumok fragmentacidja és a bazalis légzése

szignifikdnsan megvaltoztak az atalakulds eredményeként; ezért ezek a sejtek tobb, a fehér
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zsirsejtekre jellemz6 tulajdonsagot vettek fel. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg a
kozelmultban, amikor 28 napos differencialast végeztiink, parhuzamosan a bézs protokoll
fehérre cserélésével a 14. napon az SGBS preadipocita sejtvonalban. Az SGBS zsirsejtekre
vonatkoz6 korabbi megfigyeléseinkkel és 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 hianyaban.
Erdekes modon, amikor az SGBS sejtek fehér differencidlodasat tovabbi két héttel
meghosszabbitottdk, az UCP1 expresszioja szignifikansan csokkent. Az autofagia

hozzajarulasat ehhez a vératlan eredményhez eddig nem vizsgaltak.

Adataink 6sszhangban vannak Kajimura munkacsoportja in vivo vizsgalatanak korabbi 2016-
ban publikalt eredményeivel, melyek bizonyitjak, hogy barnuldst indukalé inger hidnyaban az
autofagia aktivalodik a bézs adipocitak mitokondriumainak eltavolitasara. igy a bézs adipocitak
egy adaptiv atalakuldson mennek keresztiil, aminek kovetkeztében egy termogenikusan inaktiv
allapotba keriilnek. Az ex vivo atalakult bézs zsirsejtek azonban hatékonyabban reagaltak az
adrenerg ingert utanzo dibutiril-cAMP-re az OCR, a protoncsorgasos 1égzés és az ECAR
aktivalasaval, mint a fehérek. Megjegyzend6, hogy az UCP1 fehérje jelentdés mennyiségben
expresszalodott kéthetes atalakuldst kovetden, ami megmagyarazhatja, hogy az atalakult
zsirsejtekben miért volt magasabb a stimulalt és protoncsorgas OCR, mint a fehérekben. A
megfigyelt funkcionalis kiillonbségek 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 feltdrasahoz emberekben.

Utolso6 1épéskeént arra torekedtiink, hogy feltarjuk, hogyan kozvetitddik a mitokondriumok
szelektiv eltavolitasa a tranzicidés folyamat soran. Az irodalomban ellentmondasos adatok
jelentek meg a parkin szerepérdl az egér bézs zsirsejtek funkcioinak fenntartdsdban. A 3T3-L1
adipocitak adipogenezise soran fokozott parkin expressziot figyeltek meg, mig a roziglitazon
kezelés hatasara a fehérje expresszidja csokkent. Egér modellben azt talaltak, hogy a parkin
expresszio indukalodott a bézs zsirsejtek differencidlodasa soran; tovabba kimutattak a
mitokondriumban gazdag bézs adipocitak aktiv allapotanak fenntartasat még az adrenerg inger
eliminalasa utan is a PARK2 knockout egerekben. Ezekkel az eredményekkel ellentétben Corsa
¢s munkatérsai azt talaltdk, hogy az egér zsirsejtekben a parkin delécid6 nem befolyasolta az
adipogenezist, a bézs-fehér atalakulast és a bézs zsirsejtek aktiv allapotanak fenntartdsat. A

kozelmultban kutatocsoportunk leirta, hogy a parkin-fiiggd és az adapterektdl fiiggetlen,
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mitofagiahoz kapcsolddo gének expresszalodnak a human inaktiv és érett bézs zsirsejtekben. A
CAMP-vezérelt termogenikus inger a parkin-fiiggd mitofagiaval kapcsolt gének
expresszidjanak csokkenését eredményezte. Kisérleteim soran azt tapasztaltam, hogy a parkin
gén- és fehérjeexpresszidja nem valtozott a bézs-fehér atalakulas soran. Azonban az NBR1 és
a p62 szelektiv adapterfehérjék szintje szignifikansan csokkent, a CALCOCO2/NDP52 és a
vizsgalt parkin-fliggetlen mitofagidval kapcsolt gének expresszidja pedig szignifikansan
megemelkedett az atalakulas soran, Osszehasonlitva a végig bézs iranyba differencialt
zsirsejtekkel. Osszefoglalva, adataink azt sugalljak, hogy mind a parkin-fiiggd, mind a
fliggetlen mitofagia utvonalak részt vesznek a mitokondridlis eliminacié szabalyozasaban a

bézs-fehér zsirsejtek atalakuldsa soran.

A p62 egy tobbfunkcids fehérje, amely szamos jelatviteli folyamatban vesz részt, amelyek
kiilonbo6z6 sejtfolyamatokat érintenek, mint példaul a gyulladas, a sejthalél, a daganatképzddés
¢s az anyagcsere. Beszamoltak arrol, hogy a teljes testet érintd p62 knockout egerek elhizott
fenotipust mutattak a megndvekedett zsirosodas és a csokkent energiafelhasznalas miatt. Ezen
talmenden a BAT mitokondrialis funkcidja adipocita-specifikus p62” egerekben kéarosodott,
ami azt eredményezte, hogy a BAT nem reagalt a f3-adrenerg ingerekre. Ez arra utal, hogy a
p62 jelentds szerepet jatszik a BAT termogenezisének szabalyozasaban. Egy friss tanulmany
kimutatta, hogy az NBR1 sziikséges az adaptiv termogenezis gatlasdhoz a PPARYy aktivitdsanak
csokkentése révén a p62-hidnyos egerek BAT-jaban; ezaltal azonositottdk az NBRI1 gatlo
szerepét a termogenezisben p62 inaktivacio jelenlétében. Ezen tanulméanyok alapjan tovabbi
vizsgalatok feltarhatjdk a p62 és az NBRI1 szerepét a human barna és bézs zsirsejtek

termogenezisében.

Az elhizott egyének kevesebb aktiv BAT-tal, de tobb ,,barnithatd” zsirral rendelkeznek, mint a
sovanyak. Ezek a ,,barnithat6” depok nagy mennyiségben tartalmazhatnak bézs zsirsejteket,
amelyekben az autofagia és a mitofaga nagyon aktiv. Ezt tdmasztja ala az a tény, hogy az ATG
¢s az autofagoszomakkal kapcsolt gének jelentés mértékben expresszalddnak az elhizott
betegek zsigeri és SC WAT-jaban. A jovoben jol alkalmazhaté molekuldris markerekre €s
szovettani vagy sejtszeparalasi modszerekre lesz sziikség a fehér, aktiv bézs és az atalakulason
atesett bézs zsirsejtek megkiilonboztetésére a kiillonb6zd anatomiai teriileteken. Ez lehetdvé
teheti a kutatoknak, hogy elemezzék a génexpresszios valtozasokat az egyes sejtekben a
konverzi6 soran, ami feltarhatja azokat az j molekularis célpontokat, amelyek iranyitjak ezt a
folyamatot. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy az autofagia gatlasat betegségek

gyogyitasara haszndljak, de vannak erre iranyul6 biztatdé eredmények. Példaul Garcia-Pérez és
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munkatarsai Osszefoglaltak, hogy az autofagia célzdsa 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. A bézs-fehér
atalakulast meghatarozd kulcsfontossagli molekularis események jobb megértése 1j
lehetdségeket kinalhat ennek a folyamatnak a specifikus gatlasara 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 abdominalis zsir SC ¢és intraabdominalis zsirra oszthatd, amely foként zsigeri vagy
intraperitonealis WAT-bol all. Szamos tanulmanyban leirtak, hogy a zsigeri WAT
felhalmozdodasa erésen korreldl az anyagcsere-rendellenességek kockazataval, mig mas
vizsgalatok azt allitottak, hogy az abdominalis SC WAT védd szerepet tolthet be. Egy ujabb
tanulmanyban PET/CT technika alkalmazasaval megerdsitették, hogy emberekben BAT vagy
barnithatd zsirszovet talalhatdo a nyaki, szupraklavikularis, honalji, mediasztinalis,
paravertebralis és abdominalis depokban. Doktori munkam soran RNS-szekvencia analizist
végeztiink human abdominalis SC eredetli preadipocitakon, melyeket FTO rs1421085 riziko-
mentes vagy elhizas rizikdju genotipusi egyénekbdl izoldltunk 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 és a ProFAT nyilt hozzéférésli alkalmazéas felhasznalasaval
szamszer(sitett magasabb barnulasi kapacitas jellemzett. Eredményeink arra utalnak, hogy a
human abdominélis SC adipociték jelentds termogenikus potenciallal rendelkeznek, ha PPARy
agonista ¢és adrenerg stimulécio altal vezérelt aktiv bézs differenciacids protokoll segitségével
aktivalodnak. Ez a potencial azonban csokken, amikor az adipocitak inaktivalédnak a bézs-
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 CITEDL,
PM20D1, PLIN5, GK és AQP3 - felszabalyozodott az aktiv bézs zsirsejtekben, mind a fehér

mind az inaktiv bézs adipocitakhoz viszonyitva. Nem talaltunk DEG-eket a fehér és inaktiv
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bézs adipocitak Osszehasonlitasakor, ami a génexpresszios profilok nagy hasonlésagat jelzi

ebben a két differenciacids programban.

A dibutiril-cAMP-t széles korben hasznaljak az in vivo termogenezis imitalasara, mivel képes
athatolni a sejtmembranon. A cAMP-vel ellentétben - amelyet a foszfodiészteraz (PDE) tud
hidrolizalni - a dibutiril-cAMP ellenall a PDE altali lebontasnak. A cAMP aktivalja a PKA-,
amely kiilonféle fehérjéket foszforilal és tovabbi protein-kinazok aktivalasanak egymast kdveto
kaszkadjait inditja el. Az utébbi idoben a PKA-nak fontos szerepet tulajdonitanak a
géntranszkripcio szabalyozasanak egyik fontos elemeként, mely soran a CREB aktivalasa az
egyik legtobbet vizsgalt kapcsolat a PKA és a megvalosult génexpresszios szabalyozas kozott.
Amikor a dibutiril-cAMP-t alkalmaztunk az aktiv és inaktiv bézs differenciacios programok
kozepén (a 14. napon 4 6ran keresztiil), azt tapasztaltuk, hogy a vegyiilet termogenikus gének
expresszidjara gyakorolt hatasa az aktiv bézs differenciacio végéig fennmaradt. Ez arra utal,
hogy a dibutiril-cCAMP génexpressziot befolyasold hatasa hossza ideig fenntarthaté 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
fokozott expressziojat eredményezi az adipocitak differenciojanak korai szakaszaban. Ennek
kovetkeztében a prekurzor sejtek elkotelezettsége a bézs helyett a fehér program iranyaba
tolodik el és fokozodik a lipidraktarozas. Amikor a harom kiilonb6z6 adipocita tipus
génexpresszios profiljat elemeztiik az FTO rs1421085 riziko-mentes (TT) és elhizas riziko (CC)
allélhordoz6 minték elkiilonitésével, érdekes modon azt talaltuk, hogy az SNP befolyasolta az
aktiv bézs adipocitak génexpresszios profiljat, kiilonosen a termogenikus markerek (CITED1,
CIDEC, PLIN1, LIPE, CKMT2 ¢s S100b) kifejez6dését. Azonban ez a hatds nem volt
megfigyelhet6 a fehér és az inaktiv bézs adipocitakban. A CIDEC, PLIN1 és LIPE - lipidcsepp-
asszocialt fehérjék, melyek szabalyozzék a triglicerid akkumulaciot és a lipolizist - génjeinek
csokkent expresszioja az elhizas rizikd FTO allélekkel rendelkezd aktiv bézs adipocitakban
hozzéjarulhat a lipolizis csokkenéséhez az érintett egyének SC zsirszovetében. A CKMT1a/b
¢s CKMT?2 mitokondrialis kreatin-kinazok foszforilaljak a kreatint, foszfokreatint termelve, és
hozzéjarulnak az UCP1-tdl fiiggetlen hotermeléshez a kreatin vezérelt szubsztrat cikluson
keresztiil. Feltételezték, hogy az S100b fehérje szerepet jatszik a termogenikus zsirszovet
szimpatikus beidegzésében azaltal, hogy stimulalja a szimpatikus neuronokbol a neurit
novekedést a kalszintenin (CLSTN) 3 tengelyen keresztiil. Az S100b csokkent expresszidja

vagy funkciovesztése zavart szimpatikus beidegzést eredményezhet, ami a barna vagy bézs
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adipocitak termogenezisének csokkenéséhez vezethet. Megjegyzendd, hogy a kdzelmultban
kimutattak, hogy a zsirszdvet-specifikus CLSTN3B” egerek nem rendelkeztek defektussal a
BAT szimpatikus beidegzésében és adrenerg jelatvitelében. Az S100b csokkent expresszidja az
elhizas rizikd FTO allélt hordozé abdominalis SC adipocitakban azonban részben hozzéjarulhat
az abdominalis SC WAT alacsonyabb termogenikus kapacitasahoz, még akkor is, ha az
adipocitak hoétermelés céljabol aktivalddnak. Fontos, hogy a metabolikus - kiilonosen 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 adipocitdkban leszabalyozodtak a rizikd-mentes
allélhordozokhoz képest, ami alacsonyabb energia-felszabaditasi képességre utal a CC allélt
hordozo6 aktiv bézs adipocitdkban. Eredményeink arra utalnak, hogy az FTO rs1421085 C
alléljai elnyomjak a human abdominalis SC adipocitak termogenikus aktivaciojat; még a hosszl
tavu roziglitazon kezelés sem tudja kompenzalni az elhizas rizikd genotipus hatasat. Ezen
tulmenden azt is megfigyeltiikk, hogy az elhizés rizik6 FTO alléleket hordozd aktiv bézs
adipocitak hasonlé transzkriptomikai profilt mutattak, mint a fehér vagy az inaktiv bézs
adipocitak. Ez meger6siti a korabbi tanulmanyunkban kozolt eredményeket, melyek azt
mutattak, hogy az FTO elhizas rizikd genotipust hordozd, termogenezisre hajlamos human
nyaki eredetii adipocitakban alacsonyabb volt a termogenikus markerek - mint példaul a
CKMT1A/B, CITED1, PPARGC1A/B és CPT1B - valamint a mitokondrialis elektrontranszport

¢és a zsirsav-anyagcsere génjeinek expresszioja.

Az aktiv hétermel6 adipocitak nagyobb mennyiségii tapanyagot - példaul gliikozt, zsirsavakat
¢s aminosavakat - haszndlnak fel, hogy elegendd ,iizemanyagot” biztositsanak a
termogenezishez. E molekuldk sejtekbe vald juttatasanak kozvetitésében fontos szerepet
jatszanak az SLC transzporterek. Adataink azt mutattdk, hogy a rizik6-mentes genotipust
hordozoé aktiv bézs adipocitak magasabb ETO-R oxigénfogyasztast mutattak, ami a fokozott
szénhidrat- és aminosav-felhasznalasukat tiikr6zi. Ezen sejtekben az SLC7A10 gén altal kodolt
ASC-1 semleges aminosav-transzporter nagyobb mértékben fejezodott ki a fehér, illetve az
inaktiv bézs adipocitakhoz képest, melyek azonos TT genotipussal rendelkeztek, mig nem volt
kiilonbség az elhizas riziké FTO allélokat hordozé harom adipocita tipus 6sszehasonlitasakor.
Az ASC-l-et a kozelmultban a human SC zsirszovet energiametabolizmusanak uj
szabalyozdjaként azonositottak, amely fokozza a mitokondrialis 1égzést, és megakadalyozza a
zsirsejt hipertrofia és az inzulinrezisztencia kialakulasat. Korabbi tanulmanyunk arrél szamolt

be, hogy a szerin, a cisztein és a glicin ASC-1 altal kozvetitett felvétele elengedhetetlen a
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hatékony adrenerg stimulaciora adott termogenikus valaszhoz huméan nyaki eredeti
adipocitdkban. Az ASC-1 szerepét a zsirszovetben Jersin ¢€s munkatarsai atfogoéan
megvizsgaltak, mely soran kiemelték jotékony hatasat a mitokondridlis aktivitas fokozésara,
valamint a fehér zsirsejtek reaktiv oxigéngyokok termelésének csokkentésére. Kisérleteink
soran megallapitottuk, hogy a szerin és a cisztein fogyasztasa magasabb volt a riziko-mentes
FTO alléleket hordozé aktiv bézs adipocitdkban, mint a fehér vagy az inaktiv bézs
zsirsejtekben. Ezen aminosavak alacsonyabb fogyasztasat figyeltilk meg az FTO elhizas rizikod
genotipusu aktiv bézs adipocitakban a riziko-mentes allélhordozokhoz képest. Ezen tilmenden
megfigyeltiik, hogy az elhizas rizikd6 FTO allé¢leket hordozo aktiv bézs adipocitak kevesebb
glicint bocsatanak ki, mint a rizikd-mentes allélokkal rendelkezdk. A szerin fontos metabolikus
forrasa az emldssejtekben az egy-szénatomos toredékek 1étrehozasdhoz, amelyeket az SHMT
enzim mindkét izoformaja, az SHMT1 (citoszolikus) és az SHMT2 (mitokondrialis) termeli. A
reakcio soran emellett glicin keletkezik. Adataink azt mutattak, hogy az FTO elhizés riziko
genotipusu aktiv bézs adipocitak alacsonyabb mértékben expresszaljak az SHMT1-et, mint a
riziké-mentes allélhordozok, ami arra utal, hogy az elhizas riziké genotipusti termogenikus
adipocitakban alacsonyabb az egy-szénatomos toredékek termelése. Azt is megfigyeltiik, hogy
az egy-szénatomos toredékek anyagcseréjének génexpresszios utvonala - amelyben az SHMT1
¢s a GPT2 részt vesz - kevésbé expresszalodik az elhizas riziko FTO alléleket hordozé aktiv
bézs adipocitdkban. Az egy-szénatomos toredékek metabolizmusa funkciondlis kdlcsonhatast
alakit ki a mitokondrialis oxidativ foszforilacidval, amely kulcsfontossagii az ATP vagy a
hétermelés szempontjabol emlbssejtekben. Az alacsonyabb szerin felvétel, amely az egy-
szénatomos toredékek szintjének csokkenését eredményezheti, az 1., I1. és IV. mitokondrialis
komplexek alegységének alacsonyabb mennyiségéhez vezethet az FTO elhizas riziko
genotipust hordozé 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 riziké6 FTO genotipust aktiv bézs adipocitakban.

A rizik6-mentes genotipustt aktiv bézs adipocitdk nagyobb mennyiségli glutamint
fogyasztottak, mint az azonos allélokat hordozé fehér vagy inaktiv bézs zsirsejtek. Az elhizas
rizikd FTO allélt hordoz6 adipocitdk azonban nem fogyasztottak glutamint, fiiggetleniil az
alkalmazott differencidcios protokolltol. A glutamin a legnagyobb mennyiségben eléfordulo
szabad aminosav a keringésben és az alkalmazott DMEM-F12 sejttenyésztd tapfolyadékban,
igy az egyik 0 ,,lizemanyag”-forras a sejtek szamara a TCA-ciklus mtikodtetéséhez és az ATP

(vagy ho) eldallitasahoz. A GPT2 alacsonyabb expresszidja és a mérsekelt glutamin fogyasztas
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hozzéjarulhat a piruvat metabolizmus és a TCA ciklus lelassulasdhoz az elhizas rizikd
allélokkal rendelkez6 aktiv bézs adipocitakban. Ezenkiviil egér WAT-ban a natrium-fiiggd 2-
es tipusu semleges aminosav transzporter (ASCT2)/SLC1AS altal kozvetitett glutaminfelvétel
fontos a hisztonok acetilezésében és metilacidjaban. Az elhizott egerek WAT-jaban, az
alacsonyabb PPARy expresszi6 kovetkezményeként, az ASCT2 leszabalyozasa csokkent
glutaminfelvételhez vezetett, mely korrelalt a H3K27ac és H3K4me3 csokkenésével a Bmall
promoterénél. Egy nemrégiben megjelent publikacié arrél szamolt be, hogy adipocitakban az
ASC-1 miikodésének zavara a lipidraktarozas novekedéséhez vezetett, és a zsirsejtek a glutamat
¢és aszpartat kibocsatas helyett fogyasztottak azokat. Adataink azt mutattak, hogy az FTO
riziko-mentes genotipustt aktiv bézs adipocitidk - amelyek a legnagyobb mértékben
expresszaltadk az ASC-1-et - kevesebb aszpartatot fogyasztottak, mint a fehér vagy az inaktiv
bézs adipocitak. A glutamatot fogyaszté fehér adipocitdkkal ellentétben az aktiv bézs
adipocitak az extracellularis térbe bocsatottak ki azt. Eredményeink Osszességében azt
sugalljak, hogy az elhizas riziko FTO alléleket hordozé abdominalis SC szovetbdl szarmazod
adipocitak tobbféle aminosavbol — melyek intracellularis metabolikus folyamatok szubsztratjai

lehetnek — kevesebbet vesznek fel, ami hozzajarulhat az energiafelszabaditas csokkenéséhez.

Az FTO rs1421085 SNP ¢és az elhizas vagy a megnovekedett TTI kdzotti pozitiv korrelaciot
szamos populacioban megfigyelték, mint példaul észt és kinai gyermekeknél, irani felndtteknél,
arab, pakisztani, balinéz és mexikoi maja lanyoknal. Tobb mint 100 000 eurdpai szarmazasu,
cukorbetegségben nem szenvedd egyén adatainak genomszintli asszociacidos meta-analizise
soran kideriilt, hogy az FTO rs1421085 SNP szignifikdnsan 0Osszefiigg az éhgyomri
inzulinszinttel. Laber és munkatarsai (2021) kimutattak, hogy egerekben az rs1421085
konzervalt cisz-szabalyoz6 moduljanak delécidja megakadalyozta a magas zsirtartalmi étrend
altal kivaltott elhizast, csokkentette a teljes test zsirtdomegét, és megndvelte a mitokondriumok
szamat a WAT-ban. Bemutatott adataink ravilagitanak az FTO rs1421085 SNP kritikus
hatasira a human abdominalis SC adipocitakban, amennyiben azok termogenezisre
aktivalodnak. Leitner és munkatarsai (2017) arrdl szamoltak be, hogy nagy mennyiséghen
barnithaté zsirsejtek talalhatok az abdominalis SC zsirban, amelyek in vivo relevanciaja
emberekben még mindig nem tisztazott. Ezenkiviil tovabbra is kihivast jelent ezeknek a
zsirsejteknek az aktivalasa emberekben a tulsuly csokkentése érdekében. Bar ezek a sejtek
potencialisan aktivalhatok, korabbi és jelenlegi eredményeink ramutattak az FTO rs1421085
SNP elhizas rizik6 genotipusanak — melynek prevalencidja magas az europai populacidban és

mexiko6i gyerekek esetében (12,93%-18,67%) — erds hatasara, melyet le kell kiizdeni a
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hatékony termogenezis és a sulycsokkenés érdekében. Eredményeink tovabb bizonyitjak a
genetikai hattér jelentdségét nemcsak az elhizas patogenezisében, hanem a termogenezishez
kapcsolodo,  energiafelszabaditast célzd6 1 terapias megkozelitések  potencialis

hatékonysagaban is.
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7. Osszefoglalas

Korabban ragcsald 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 mitokondrialis biogenezist, UCP1  expressziot,
fragmentaciot és 1égzést eredményezett a fehérhez képest. Az atalakuldson atesett adipocitak
morfologiaja, UCP1-tartalma, mitokondridlis fragmentacidja és bazalis 1égzése, valamint a
mitofagia indukcidja nem tért el szignifikdnsan a kontroll fehér adipocitdkhoz hasonlitva. A
bézs-fehér atalakulason atesett adipocitdk azonban erdsebben reagaltak az adrenerg ingert
utanzo dibutiril-CAMP-re, mint a kontroll fehér zsirsejtek. A génexpresszios valtozasok azt
mutattak, hogy a mitofagia az atalakul6 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 hordozé adipocitdk génexpresszids
mintazatanak vizsgalatara. Kisérleteink sordn a korabban hasznalt bézs differencidcios
protokollt kiegészitettiik egy 4 oras 500 uM-os dibutiril-cAMP kezeléssel, mellyel nagyobb
termogenikus potenciallal rendelkez6 aktiv bézs adipocitakat kaptunk. Megfigyeltiik, hogy a
rizik6-mentes TT alléleket hordozé aktiv bézs adipocitak magasabb barna adipocita
tartalommal ¢€s 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 hordoz6 aktiv bézs adipocitdk alacsonyabb termogenikus
génexpresszioval (példaul UCP1l, PM20D1, CIDEA) és protoncsorgasos légzéssel mért
termogenezissel rendelkeztek, mint a TT hordozok. Ezen tilmenden, a CC allélokkal
rendelkez6 aktiv bézs adipocitak alacsonyabb ASC-1 (SLC7A10 kodolja) semleges aminosav
transzporter expressziot és kevesebb Ala, Ser, Cys és Gly fogyasztast mutattak a rizikd-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 figyeltiikk meg szignifikans hatésat.
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