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1. BEVEZETES

1.1. Az emlosokre jellemzo héképzo szerv: a barna zsirszovet

A barna zsirszovet 1étezését legel6szor Konrad Gessner irta le a 16. szazadban. Kés6bb
rajottek, hogy a barna zsirszovet minden emlds &llatban megtalalhatd, azonban
hétermeld funkciodjat csupan 400 évvel késobb azonositottadk. Termoneutralis allapotban
€16 ragcsalokban a barna zsirszovet féleg az interscapularis, subscapularis, hoénalji és
nyaki teriiletekre lokalizalodik.

Mind a fehér, mind a barna zsirsejtek triglicerideket halmoznak fel citoplazméjukban. A
fehér zsirsejtekben altalaban csak egy nagy lipidcsepp (30-100 pum) alakul ki in vivo.
Ekoriil talalhatd meg a vékony citoplazma réteg. Ezt a megjelenést az irodalomban
gyakran unilokuldrisnak jelolik. Ezzel ellentétben, a barna zsirsejtek szdmos, aprobb
zsircseppet halmoznak fel, Uin. multilokularis elrendezédésben. A barna zsirsejtek
altaldban  poligonalis vagy ellipszoid alakiak és nagyobb mennyiségl
mitokondriumban-gazdag citoplazmat tartalmaznak. A fehér és barna zsirsejtek
mitokondriumainak elektronmikroszkoppal meghatdrozott morfologiai jellemzoéi is
nagyban kiilonboznek. Mig a fehér sejtek kicsi, hosszikas mitokondriumokat
tartalmaznak, a barndkban nagy, duzzadt, krisztakban-gazdag mitokondriumok
alakulnak ki. A legtobb esetben a barna és az azt koriilvevd fehér zsirszovet anatomiai
hatdra nem egyértelmli. Emellett fontos hangsulyozni, hogy a zsirszoveteket alkotd
Osszes sejt 20-50%-a zsirsejttdl eltérd sejtek, melyek az Gn. stromal-vascular fraction-t
(SVF) alkotjak. Ide tartoznak az ereket alkoto sejtek, zsirszovet-eredetli mezenchimalis
Ossejtek (ADMSC), egyéb eldalakok, fibroblasztok, makrofagok (M®), limfocitak,
hizésejtek és idegrostok.

(Uncoupling protein 1, vagy Termogenin) 1978-ban azonositottak. Az Ucpl fehérjét
szétkapcsolo fehérjének is nevezik, miikddésének hatasara proton visszadramlés torténik
a mitokondrium matrixdba a terminalis oxidacid és az oxidativ foszforilacio
szétkapcsolodasaval. Az ATP termelés igy elmarad, viszont helyette hd keletkezik.
Ezzel parhuzamosan a barna zsirsejtek mitokondriumai nagy mennyiségben
tartalmazzak a respiracios lanc enzimeit. Ugyanakkor a F1Fo-ATPaz nagyon alacsony
mennyiségben fejezddik ki benniik, mivel a sejtmagban koédolt ATPSG1 gén (mely
kodolja az Fo oligomer mitokondridlis membranhoz kapcsolt ¢ alegységét) expresszioja

le-regulalt. Az Ucpl-et hosszh lanch zsirsavak aktivaljak, melyeket a hormon-szenzitiv
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lipdz enzim hasit ki a citoplazmaban tarolt trigliceridekbdl. Ezt a folyamatot a [3-
adrenerg stimulacié valtja ki. A zsirsavak — melyek ideiglenesen kapcsolodnak az
Ucpl-hez hidroféb interakciok révén - szallitjdk a protonokat az Ucpl fehérjén at,
keresztiil a bels6 mitokondrialis membranon. Ezutan a protonok szabadda valnak a
mitokondrium matrixban. A zsirsav-anion azonban tovabbra is erésen kapcsolodik az
Ucpl fehérjéhez, igy egy Uj proton transzlokacios ciklus kezdédhet. Ez a folyamat
elsésorban a zsirsavak P-oxidacidjabol szarmazo energiat hévé alakitja. A barna
zsirszovet alapvetod fontossagu a nem-didergéses hétermelésben, mely azt jelenti, hogy a
hétermelés nem jar egyliitt a vazizomzat kontrakcidjaval, ugyanakkor biztositja a
hoéhaztartas egyensulyat akar téli almot alvo vagy ujsziilott allatokban. Az Ucpl-fiiggd
hétermelés fontossagat szamos kisérlet bizonyitotta. Példaul az UCPI1-/- egerek
képtelenek voltak fenntartani allando testhOmérsékletiiket, miutan athelyezték Oket
normal allathdzi hdmérsékletrdl (23°C) hideg kornyezetbe (5°C).

El6szor 1979-ben vetették fel azt a lehetdséget, hogy a barna zsirszovet hétermeld
képessége egy Uj célpont lehet metabolikus anomalidk, példaul elhizas kezelésére.
Ekkor irtdk le az 0n. étkezés- indukalta hdtermelési folyamatot, mely a felvett
taplalékbol szarmazo felesleg energia egy részének elégetését jelenti. Ezt kdvetden
szamos kisérlet bizonyitotta, hogy a barna zsirszovet mennyiségének, vagy
aktivitasanak fokozasa egy sovanyabb, egészségesebb fenotipushoz vezet ragecsalokban.
Az els6 kisérleteket, melyek a szimpatikus-idegrendszer (SIR) és a nem-didergésés
hétermelés kapcsolatat felvetették ragesalokban az 1950-es években vitelezték ki. A
hétermelést végzd elsddleges szovet felismerése joval azutan tortént, hogy az azt
szabalyoz6 f6 hormont, a noradrenalint (NA) azonositottak. Majd bizonyitottak, hogy a
szimpatikus idegrostokkal siirlin atsz6tt barna zsirszovetben a véraramlas is
nagymértékben megnétt, NA injekcié hatasara. Az aktivalodo P3-adrenerg jelatviteli
kaszkad adenilat-ciklaz aktivalodasahoz vezet Gs fehérje hatasara, majd 3',5'-ciklikus
adenozin monofoszfat (cAMP) viszi tovabb a termogenikus jelet. Ezért szamos
vizsgélatban PKA aktivatorokat (pl. forskolin) vagy sejt permedbilis cAMP analdgokat
(pl. dibutiril-cAMP) alkalmaznak a természetes hoképzo jelek modellezésére. A NA az

Ucpl fiiggd hoétermelés akut indukcioja mellett még szabdlyozza a barna zsirszdveti
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1.2. Hotermel6 zsir depok: “klasszikus barna” és “beige” adipocitak fejlédése
Mind a fehér, mind a barna zsirsejtek képesek trigliceridek taroldsara és
felszabaditasara, kifejeznek jellemz6 adipocita marker géneket €s egy sok szempontbol
hasonl6 differenciacids folyamat révén fejlodnek ki, melyet tobbek kozott a PPARy és a
C/EBP transzkripcios faktor csalad tagjai szabalyoznak. Emiatt a barna sejteket is
adipocitaknak nevezték el, és sokdig ugy gondoltak, hogy a két sejttipus egy kozds
eldalakbol szarmazik. A barna zsirszovet fejlodésére iranyuld kiterjedt vizsgalatok
azonban ravilagitottak arra, hogy ezek a “klasszikus barna” zsirsejtek egy dermato-
miotémalis prekurzorbol erednek és fejlodéstanilag kozelebb allnak a vazizom
sejtekhez, mint a fehér adipocitakhoz. Kiilonb6z6 jelek hatasara, mint példaul a bone
morphogenetic protein 7 (BMP7), a dermato-miotomalis prekurzorok elkételezOdnek és
barna zsirsejt eléalakokka differencialodnak, melyeknek jellemz6 markere az early B
cell factor-2 (EBF2).

A “klasszikus barna” adipocita differenciaciot szabalyozd transzkripcios kaszkadokat
részletesen tanulmanyoztak ragcsalokban az elmult években. Az egyik meghatarozé
faktor, mely kijel6li a barna zsirsejt identitast, a PRDM16. Ez a fehérje transzkripcids
ko-aktivatorként mikodik, kozvetlen interakcidba 1ép szamos kulcsfontossagu
adipogenikus transzkripcioés faktorral (PPARa, PPARy, PGC-1a, C/EBPB). A PRDM16
¢s FOXC2 hatasara indul be a hideg-indukalt, cAMP-fliggd hosszl tava termogenikus
folyamat, mely sordn a barna zsirsejtek differencidlodnak és fokozodik a barna
zsirszovet vaszkularizacidja. E folyamat soran emelkedik a PPARy Coactivator-1a
(PGC-1a) kifejez6dése. A PGC-1a - egy transzkripcios ko-aktivator, mely kapcsolatba
lép az IRF4-gyel és a magreceptor PPARy-val — indukalja a mitokondriumok
biogenezisét és meghatdrozo funkcioval bir a nem-didergéses hétermelés beinditasdban.
Tobb, mint 30 évvel ezeldtt “barna-szeri” zsirsejteket taldltak elszortan a ragcesalok
fehér zsirszovetében. Ezek a sejtek a hideg altal kivaltott SIR stimulacié hatasara
keletkeztek. Zsircseppjeik multilokularis elrendezddéstiek voltak. Ezenfeliil nagy
mennyiségben tartalmaztak Ucpl-et kifejez6 mitokondriumokat. A jelenség — mely
csOkkentette az elhizas és az inzulin rezisztencia kialakuldsat - magyarazataként a fehér
egereken és human mintdkon végzett kisérletek eredményei azt sugalltdk, hogy a
“barna-szeri” zsirsejtek meghatarozott eldalakokbol (melyekben nagymértékben
kifejez6dik a PDGFRa és az EBF2) differencialodtak, kiilonbozé jelek (pl. hideg,

fizikai aktivitds) hatasara. A folyamat szabdlyozasaban szintén fontos szerepet jatszik a
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3-adrenerg jelatvitel. A foként szubkutan zsirszovetben differencialédd, indukalhatod
hétermelésre képes zsirsejt populaciot “beige” (vagy “brite”) adipocitaként nevezték el.
Létrejottiik folyamatat az irodalom “browning”-ként jeloli.

A “beige” adipocitak kialakuldsa erésen fokozodik szamos neuro-endokrin illetve
parakrin jel hatasara. A differencidci6 folyamata sok ponton kozos a “klasszikus barna”
fejlédési utvonallal. Az energiat felszabaditd “beige” és az energidt tarold fehér
zsirsejtek aranya, legaldbbis részben, a mezenchimalis eldalak sejtek korai
elkotelezOdési fazisban dél el. A folyamat szabalyozasanak egyik kulcslépését a
kozelmultban tartdk fel. Az FTO gén egyik intronjaban egy mezenchimalis “szuper-
enhacer” régi6 talalhat6. Ha ehhez egy represszor fehérje kotddik, az IRX3 és IRXS
transzkripcids faktorok kifejezddése csokken, mely a progenitor sejtek “beige”
eldalakokka valo elkotelezddését segiti eld. Mindez fokozza a hétermeld képességet €s
csokkenti a lipidek raktarozasat.

A “klasszikus barna” zsirsejtekkel ellentétben az érett, stimulalatlan “beige” adipocitak
alacsonyabb mértékben fejezik ki a hétermeléshez sziikséges géneket. Ha a
termogenikus jel megsziinik, fehér-szer(i “masked beige” adipocitak maradnak vissza in
vivo. Mind az érett, mind a “masked beige” zsirsejtek képesek jelentdsen fokozni az
UCP1 kifejezddését €s a hdtermeld képességiiket ijra megjelend termogenikus stimulus
hatasara. Elmondhatd, hogy a “beige” adipocitak gyorsan képesek ki-bekapcsolni
hétermeld programjukat kiilso jelek hatdsara, a szervezet igényeinek megfelelden.

Bar a kozelmultban szamos hasonloséagot €s kiilonbséget leirtak a “klasszikus barna” és
“beige” adipocitak Osszehasonlitisa és megkiilonboztetése érdekében, tovabbra sincs
egységes konszenzus a fent emlitett zsirsejt tipusok osztalyozédsara vonatkozodan.
Kiilondsen igaz ez huméan mintdk esetében. A fehér adipocitdkhoz képest a
termogenikus gének (pl. UCP1l, PGC-la, CIDEA, ELOVL3, PRDMI16) és a
mitokondrialis markerek (pl. CYC1, COX2, COX5B, ATP5B) emelkedett kifejez6dését
figyelték meg mindkét hdtermeld zsirsejt tipusban, kiilondsen ha stimulaltak azokat.
Egerekben, a “klasszikus barna” zsirsejtekben emelkedett ZIC1, LHX8, MYLPF,
PDK4, stb. génkifejezodést figyeltek meg a fehér vagy “beige” adipocitakhoz
viszonyitva. Ezek koziil csak a ZICl-et és az LHX8-cat sikeriilt validalni, mint
“klasszikus barna” marker gént, human mintakban. Fontos megjegyezni azonban, hogy
az UCPI1 konstitutiv expresszidja a legtobb esetben magasabb “klasszikus barna”
zsirsejtekben, a “beige” adipocitdkhoz viszonyitva. A “beige” adipocitdk felismeréséhez

egerekben a legelfogadottabb markerek a TBX1, TMEMZ26, HOXC9, CD137, CITED1
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¢s TNFRSF9. Ez idaig széles-korben elfogadott sejtfelszini markereket sem sikeriilt
azonositani a kiilonboz6 zsirsejtek elkiilonitésére. Ennek kovetkeztében a kiilonb6zd
tipusu hoétermeld adipocitdk azonositasa €s ki-szortolasa kevert sejt-populaciokbol
akadalyokba litkozik. Ezenfeliil, a “masked beige” és a fehér adipocitak elkiilonitésére
sem ismeriink még specifikus molekularis jellemzoket.

Egerekben, mind a ,,klasszikus barna” zsirszovetb6l, mind a “beige” depokbol izolalt
mitokondriumok képesek voltak hatékony UCPI-fiiggé hdtermelésre. Ezzel
parhuzamosan az oxidativ foszforilacioval képzddé ATP mennyisége csokkent. A
hétermeld adipocitak ezenfeliil UCP1-fiiggetlen termogenikus mechanizmusokkal is
rendelkeznek. A kreatin metabolizmusban fellelheté szubsztrat ciklust nemrég
azonositottak, mely hozzajarul a “beige” sejtek (kisebb mértékben a “klasszikus barna”
adipocitak) mitokondriumaiban az energia leadasahoz. A ciklusban a mitokondrialis
kreatin-kinaz 1 és 2 katalizalja a kreatin atalakulasat foszfo-kreatinna (PCr), ATP-fiiggd
moédon. Ezt kovetden, a Phosphol foszfataz felszabaditja a PCr magas-energiaju
foszftat-csoportjat. Az ilyen folyamatok relativ jelentdsége a hdétermelésben, illetve a

mogottiik 4ll6 szabalyoz6 mechanizmusok azonban még feltaratlanok.

1.3. A “browning”, mint terapias lehetéség

Az elhizds szamos betegség rizikofaktora, mint pl. szivbetegségeknek, az inzulin
rezisztencianak, a magas vérnyomasnak és a daganatok bizonyos tipusainak, melyek az
elhaldlozas legfobb okai lehetnek. Eurdpaban évente négy millidan halnak meg
kardiovaszkularis megbetegedeés kovetkezményekeént. Magyarorszagon a
kardiovaszkularis mortalitasi rata (640/10000 lakos) bar évek ota fokozatos javulod
tendenciat mutat, még mindig kozel kétszerese az EU-25 orszdgok atlagértékének.
Magyarorszagon a tllstlyosak ardnya a lakossag 57,7%-a, ide sorolva a 24,8%
elhizottat is. A tulsullyal/elhizdssal kapcsolatban felmeriilt kozkiadasok Osszege
hazankban, 2012-ben tébb mint 200 milliard forint volt. A mitokondrialis szétkapcsolas
fokozasanak oOtlete, mint terapias lehet6ség, régota felmeriilt. Korabban, 2,4-dinitro-
fenolt adtak elhizottaknak, hogy ndveljék a betegek hdtermelését. Késébb azonban
stlyos mellékhatasok miatt a 2,4-dinitro-fenol kezelést kivontak a forgalombol.
Bizonyitott, hogy felndttekben szamos aktiv barna €s “beige” teriilet talalhato, melyek
hétermeld képessége példaul hideg altal fokozhat6. A termogenikusan aktiv
teriiletekben intenziv a szénhidrat-anyagcsere, igy ezen szovetekre jellemzd a fokozott

fluorodeoxigliikéz (**F-FDG) felvétel, ami jol lathato a PET/CT felvételeken. A
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metabolikusan aktiv teriiletek aprobb szigetekben jelennek meg az egész szervezet fehér
zsirszovet tomegében, de elsdsorban a lapockak kozotti térre, a mély nyaki és a
paravertebralis régiokra lokalizalodnak. Humén vizsgalatok emellett ravilagitottak az
elhizds ¢és az aktiv barna zsirszOvet mennyiség kozotti erds negativ korrelaciora. A
“klasszikus barna” és a “beige” zsirszovet aktivitdsa akar 5% -ban jarulhat hozzd az
alapanyagcseréhez emberekben, mely évente 4 kg zsir elégetését eredményezheti.

Habar felnéttekben is talaltak olyan adipocitikat a mély nyaki régiokban, melyek
“klasszikus barna” marker géneket fejeztek ki, a legtobb adat arra utal, hogy
emberekben a hotermelésért felelds zsirsejtek tobbsége “beige” tipust. Ennek ellenére a
human “beige” differenciacidos program részletei még a legtobb ponton ismeretlenek
szdmunkra.

A “browning” folyamata sordn érett, stimulalatlan, ezért kevésbe aktiv “beige” sejtek
jonnek 1étre. Az igy differencialodott sejtek szama meghatarozza az egyének “beige”
potencialjat, vagy hétermelési képességét. Tehat a “beige” potencialt alapvetden a
hétermeld “beige” €s a zsirokat raktarozo fehér zsirsejtek ardnya szabja meg minden
személyben. Példaul, akik az FTO lokusz egy gyakori riziko-alléljat hordozzak,
elhizasra lesznek hajlamosak, mivel a benniik 1évé adipocita el6alakok kisebb
mértékben tudnak a “beige” differenciacid iranyaba elkotelezddni. Ez a friss tanulmany
volt az els6, melyben obezitisra hajlamositd genetikai faktorként egy, a “beige”
zsirsejtek kialakuldsat nehezitd tényezot irtak le. A hdtermeld képesség esetleg
fokozhat6 “browning”-ot indukalé medidtorok segitségével, vagy érett “masked” illetve
mind az érett, mind a “masked beige” zsirsejtek hdtermelése erdteljesen fokozhatd
(UCP1-fiiggd ¢és fliggetlen mechanizmusokkal) kiilonbozé zsirégetd jelek — példaul
adrenerg stimulus — hatasara. Ezt nevezziik termogenikus aktivacionak. A legfontosabb
természetes termogenikus jel, a hideg a SIR-en keresztil NA kibocsajtast és
kovetkezményes hdtermelést valt ki, zsirsavak €s gliikkdz elégetése révén. Ismert, hogy a
nem szelektiv P-adrenerg agonistadk veszélyes kardiovaszkularis mellékhatdsokat
valthatnak ki. A B3-receptor medialt Gtvonal szelektiv aktivalasa (pl. mirabegronnal)
azonban egy igéretes terapias lehetdségként kinalkozik fel a termogenezis fokozésara.
Bizonyitott, hogy a barna zsirszovet nemcsak hoét allithat eld, hanem aktiv endokrin
szovetként is képes funkciondlni, és az altala kibocsatott faktorok képesek a teljes
szervezet metabolikus profiljat befolydsolni. Egerekben ismert, hogy a barna zsirszovet

az IL-6 termelésével kedvezben befolyasolhatja a metabolikus statuszt azaltal, hogy az
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inzulin érzékenységet fokozza. Ugyanakkor kevés adat all rendelkezésiinkre a human

barna és “beige” adipocitak szekrécios tulajdonsagair6l.

1.4. ,,Browning” —ot kivalto faktorok, a hotermelés indukalasa

Ragcséalokban régota ismert tény, melyet a kozelmultban human vizsgalatok is
alatamasztottak, hogy a hideg kdrnyezet, illetve a fokozott fizikai aktivitas kdzpontilag
aktivalja a SIR-t, ami ennek hatasdra NA-t bocsat ki, novelve a barnul6 zsirsejtek
szamat a fehér zsirszovetben. A M®-ok esetleges alternativ Gton torténd aktivalodasa is
NA termelést valthat ki, mely fokozhatja a differencialodé “beige” adipocitak hotermeld
képességét. Ragecsalokban, az inzulint taplalkozassal-0sszefliggd, kdzpontilag hato, akut
hétermelést indukdldo hormonnak irtdk le korabban. Késdbb bizonyitottak, hogy az
inzulin jelatvitel stimuldlja a GLUT4 transzporter fel-regulalasat és kihelyezddését a
plazma membranba nemcsak fehér, hanem barna zsirsejtekben is. E folyamatnak
meghatarozo jelentésége van a gliikoz felvételében és a lipidcseppek tarolasaban.

A leptin — zsirsejtek altal szekretalt, étvagycsokkenté hormon — a hipotalamuszban
serkenti a melanocita-stimulalé hormon szintézisét, igy aktivalva a SIR-t, mely
indukalja a barna zsirszoveti termogenezist. A kozponti idegrendszerre (KIR) hato
glitkokordikoidok csokkentik a leptin-hatast in vivo. Azonban a primer egér barna
zsirsejtek direkt dexametazon kezelése fokozza az ELOVL Fatty Acid Elongase 3
feltételezteék, hogy a pajzsmirigy hormonok féleg periférias hatasaik révén fokozzék a
hoképzést. A kdzelmultban azonban kimutattak, hogy a T3 gatolja az AMPK enzimet a
ventromedialis hipotalamuszban, mely a SIR aktivacigjadhoz és kovetkezményes
hétermelés indukcidhoz vezet.

Régota ismert, hogy a szerotonin (5HT) KIR-i hatdsai révén szabalyozza az
energiahdztartast, ugy hogy csokkenti az étvagyat és fokozza a barna zsirszovet
hétermelését. A fent emlitett hatdsokat kiaknazva alkalmaztak étvagycsokkentd szereket
(pl. fenfluramin, sibutarmin) az elhizas kezelésére. Azonban stlyos kardiovaszkularis
mellékhatdsok miatt ezeket a gydgyszereket késébb kivontdk a forgalombdl. A
kozelmultban két fiiggetlen vizsgalat igazolta, hogy a periférias SHT-nak a centralisétol
eltérd hatasa van. Egerekben a SHT, kozvetleniil a zsirsejtekre hatva csokkentette a
“beige” potencialt és a termogenikus indukcié mértékét. Az antipszichotikumokat a
szkizofrénia és a bipolaris zavarok kezelésére fejlesztették ki. Idével bebizonyosodott,

hogy ezeknek a szereknek tobb karos mellékhatasa lehet, példaul trombozis, elhizas,
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diabetes, vérképzérendszeri betegségek, epilepszias rohamok. Az atipusos
antipszichotikumokat (AAP) a rezisztens esetek eredményesebb kezelése és a
mellékhatasok csokkentése érdekében fejlesztették ki. Az AAP-K, példaul a clozapine
szamos SHT, muszkarinos kolinerg ¢és hisztamin receptorhoz képes kotddni és
antagonizal adrenerg al és 2 illetve dopamin receptorokat.

A fizikai aktivitas szdmos elonyds metabolikus hatdst valt ki. Védelmet nytjt emellett
kiilonb6z6 koérallapotok, mint példaul a metabolikus szindroma, neurodegenerativ
betegségek vagy daganatok ellen. A vaz- ¢és szivizomsejtek szamos hormon
kibocsajtasara képesek —ezeket miokineknek nevezziik — fizikai aktivitas hatdsara. Ezek
a faktorok jelentésen hozzajarulnak az idegrendszer —izom -zsirszovet kozotti
kommunikéciohoz, mely éltal a “browning” folyamata is nagymértékben szabalyozott.
Az irisint szintén a vazizomzat termeli, fizikai aktivitas ¢és didergés hatasara
ragcsalokban, a PGC-1a altal vezérelve. Az FNDCS5 transzmembran prekurzor fehérje
hasitasaval keletkezik. Az irisin egy olyan miokin, amely képes a szubkutan fehér
zsirszovetben ,,browning” programot indukalni egér modell rendszerben. Ugyanakkor
ragcsalokban a szivizomsejtek is nagymértékii irisin kibocsajtasra képesek. Az irisin
valésziniileg egy ismeretlen sejtfelszini receptoron keresztiil hat a p38 MAPK ¢és ERK
utvonalakat aktivalva. Az FNDC5-6t kodold gén ATG start kodonja azonban hordoz
egy G—A mutéciot a human genomban. Ez a véltozas egy rovidebb FNDCS fehérjét
eredményezne, melybdl hidnyzik az irisint kodold szakasz. Ennek ellenére tobb
tanulmany, antitestek és tomegspektometria alkalmazéasaval kimutatta az irisin jelenlétét
human vérplazmaban, mely korrelaciot mutatott a fizikai aktivitassal illetve kiilonb6z6
metabolikus paraméterekkel. Megjegyzendd, hogy a ragcsalokban mérhetd irisin
plazmakoncentracio (>100 ng/ul) legalabb tizszerese a human plazméban talalhato
irisin koncentracioknal (<10 ng/ul). Emellett az FNDCS5 szdmos agyi teriiletekben
kifejezddik, illetve az irisin centralis hatédsa is felmeriilt.

Az IL-6-ot klasszikus pro-inflammatorikus citokinként ismerjiik, melyet a vazizom,
valamint a fehér és barna zsirszovet is szekretdlhat. Elhizott emberekben példaul
jellemzé az emelkedett IL-6 plazma szint. Az IL-6 ugyanakkor segit elnyomni a
stlygyarapodast és a kovérséget, az étvagy szabalyozasatol fliggetleniil. Az IL-6, mint
citokin fizikai tevékenység hatasara termeldédik a vazizom altal, mely az inzulin
szenzitivitasra IS pozitiv hatassal van. Képes emellett a M®-0k alternativ iranyu

aktivalodasat eldsegiteni.
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Az atrialis natriuretikus peptid is egy meghataroz6 endokrin faktor, mely fokozza a
termogenikus aktivaciot és a mitokondridlis biogenezist egerekben ¢és human
adipocitakban. Szivizomsejtek termelik és a p38 MAPK utvonalat aktivalja a
zsirsejtekben, mely az ATF2 foszforilacidjdhoz vezet. A p38 MAPK jelatvitel
ugyancsak indukalodik egyes BMP-k hatdsara, melyek meghatarozé endokrin-parakrin
faktorok a hétermeld képesség és aktivacio szabalyozasaban. Legrégebben a BMP7-et

azonositottak, mint egy lokalisan haté mediatort, mely mind a “klasszikus barna”, mind

------

késobb a BMP8b és a BMP4 esetében is.

A Fibroblast growth factor 21-et (FGF21) hepatocitak ¢és “beige” zsirsejtek is
szekretdljak. A citokin egy membran receptor komplexhez kapcsolodik, melyben a
BKlotho fehérje az 1c és a 4-es FGF receptorokkal kapcsolodik 6ssze. Ligand
bekotédése esetén az FRS2a dokkold fehérje, majd az ERK1/2 foszforilalodik, mely
fokozza az inzulin szenzitivitist és beinditja a “browning” programot. Az FGF21
egylittes hatdsa a majra €s a zsirszovetre végiil csokkent vércukor szinthez és fokozott
energia felszabadulashoz vezet. Ennek kovetkeztében az FGF21 analdgjai klinikai
tesztelés alatt 4llnak az elhizas €s a diabétesz kezelésében.

Az adipocitakbol, vagy a SIR-bol szarmazd ATP lebomlasabdl keletkezhet adenozin,
mely lokalisan hatva, ADORA2A receptorokon keresztiil emeli a barna vagy “beige”
zsirsejtek cAMP szintjét és a PGC-la-fliggd jelatvitelt. Ez bizonyitottan fokozza a
termogenezist és a lipolizist egér és human zsirsejtekben. ElImondhatd, hogy egyre tobb
adat all rendelkezésiinkre olyan anyagokrol, melyek a KIR-re nem fejtenek ki hatast, de
hozzajarulnak a “browning” folyamatanak szabalyozdshoz. Ezen mediatorok koziil jo
néhanyat maguk a differencidlodé barna vagy “beige” adipocitdk bocsdjtanak ki a
kornyezetiikbe. A periféridsan hat6 szereket alkalmazva taldn konnyebbé valhat a barna
és “beige” zsirsejtek specifikus aktivalasa vagy aktiv barna zsirszévet tervezése in vitro,
stlyos mellékhatasok nélkiill. Ezen moédszerek a jovoben hatékonyabba tehetik az
elhizés és a diabétesz kezelését is. Ugyanakkor a “browning”- ot szabdlyoz6 faktorok
hatasait a legtobb esetben csak ragcsalokon vizsgaltak. Eppen ezért célul tiiztiik ki a
human barna és "beige” sejtek automatizalt, preciz morfologiai vizsgalatat, mely valaszt
adhat arra a kérdésre is, hogy a sejtek milyen ardnyban Iéptek a barna zsirsejt

differenciacio iranyaba, kiilonb6zo jelek hatasara.
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2. CELKITUZESEK

e EX vivo human barna és “beige” adipocita differenciacido sejtszintli, automatizalt

kvantifikalasa l1ézer-pasztazo citometria (LSC) alkalmazasaval.

e A “browning” differencialodast indukald, a kozelmultban egerekben azonositott irisin €s
BMP7 hormonok direkt hatasanak vizsgalata ex vivo differencialtatott, primer human

fehér adipocitakban.

e Génexpresszios ¢és funkcionalis vizsgélatokat az LSC alkalmazasaval kiegészitve, eddig

ismeretlen, a “browning”-folyamatot befolyasold gyogyszer-hatdsok azonositésa.

e A clozapine varatlan ‘“browning” hatasa mogott allo molekularis mechanizmus

feltérképezése.

e A barna és “beige” zsirszoveti differenciacio hatasanak vizsgalata a citokinek

crer
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Etikai engedélyek

Lagyék (inguinalis) illetve hasfali (parabdominélis) hasfali sérv mitétekbdl nyert
szubkutan zsirszovet mintakbol (a betegek tajékoztatdsat kovetden, tajékozott
beleegyezésiiket alairasukkal bizonyitva) zsirszovet eredetli mezenchimalis Ossejteket
(ADMSC) izolaltunk. Az elektiv sebészeti beavatkozason atesettek kora 20-60 év kozott
volt, testtomeg indexiik kisebb volt, mint 29,9 ¢és mentesek voltak egyéb
tarsbetegségektdl. Minden human sejt izolacios kisérleti protokoll eleget tett a Helsinki
Deklaracioban foglalt iranyelveknek. A kutatasi tervet, a szovetmintak gyiijtését
megeldzéen a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdga jovahagyta. (No. 3186-
2010/DEOEC RKEB/IKEB).

3.2. Human ADMSC-k izolaladsa és tenyésztése

Az ADMSC izolalas sordn az esetleges kotdszoveti teriiletektdl szikével élesen
levélasztottuk a zsirszovetet, melybdl aprod darabokat preparaltunk. 120 U/ml kollagenéz
(Sigma-Aldrich) kezeléssel, steril PBS-ben emésztettiik a kotdszovetet 1 oran keresztiil
37°C —on, kozben razogattuk a mintat. A sejteket novekedési tapfolyadékban: DMEM-
F12 (Sigma-Aldrich) + 10% FBS (Gibco) + 33 uM biotin (Sigma-Aldrich) + 17 uM
pantoténsav  (Sigma-Aldrich) + 1% penicillin/sztreptomicin  (Sigma-Aldrich)
szuszpendaltuk és 6 lyukt sejttenyésztd vagy Ibidi 8-lyukt p-slides plate-re
szélesztettiik 37 °C-on, 5%-0s CO2 tartalom mellett, 15000 sejt/cm? siirfiségben. A
Mycoplasma kontaminaciét minden esetben PCR alapti analizissel kizartuk

(PromoKine).

3.3. Ex vivo fehér és “beige” adipocita differencialtatas

Fehér zsirsejt differenciacid sordn négy napig a kovetkezé médiumban tenyésztettiik a
sejteket: DMEM-F12 + 33 uM biotin + 17 uM pantoténsav + 10 pg/ml apo-transzferrin
(Sigma-Aldrich) + 20 nM inzulin (Sigma-Aldrich) + 100 nM kortizol (Sigma-Aldrich)
+ 200 pM T3 (Sigma-Aldrich) + 2 uM roziglitazon (Cayman Chemicals) + 25 nM
dexametazon (Sigma-Aldrich) + 500 uM IBMX (Sigma-Aldrich). A negyedik napot
kovetden a roziglitazont, dexametazont és IBMX-et elhagytuk a fehér zsirsejt
differencidcios tapfolyadékbol. “Beige” zsirsejt differencialtatds sordn az alabbi

médiumban tenyésztettiik a sejteket: DMEM-F12 +33 uM biotin + 17 uM pantoténsav
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+ 10 pg/ml apo-transzferrin + 0,85 pM inzulin + 200 pM T3 + 1 uM dexametazon +
500 uM IBMX. A harmadik napot kovetéen a IBMX-et és a dexametazont ¢és
elhagytuk, majd 500 nM roziglitazont adtunk a barna adipocita differenciacios
tapfolyadékhoz. A differenciacio alatt a sejteket 37°C-on, 5%-0s CO2 tartalom mellett

inkubaltuk és minden masodik nap médiumot cseréltiink.

3.4. hADMSC-k és differencialt fehér és “beige” adipocitak kezelése “browning”-
indukalé és aktivalé szerekkel

A teljes differenciacio alatt, vagy a differenciacié utols6 négy napjan a sejteket minden
nap 250 ng/ml humén rekombinans irisinnel (Cayman Chemicals) illetve 50 ng/ml
BMP7-tel (R&D Systems) kezeltiik. A clozapine-t (Sigma-Aldrich) minden nap, 100
ng/ml-es koncentracioban a teljes differenciacio soran, illetve a differenciacioé utolso 2
vagy 4 napjan adtuk a sejtekhez. A differencialédod sejteket minden nap SHT-vel
(Sigma-Aldrich) kezeltiik, 10 uM-os koncentracioban. A termogenikus indukciora adott
valasz vizsgalatara, a sejtek 4 oOran at 500 puM dibutiril-cAMP (Sigma-Aldrich)

kezelésben részestltek.

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

A sejtek lizalasa TRI Reagent-tel (Invitrogen Life Technologies), az RNS kicsapasa
kloroformos extrakciot kovetéen izopropanollal tortént. A nukledz mentes vizben
feloldott RNS-t cDNS-sé a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) altal meghatarozott 6sszetevokbol elkészitett Master Mix segitségével irtuk
at. A primerek és probak az Applied Biosystemst6l szarmaztak. A RT-gPCR ABI Prism
7700 ¢és Roche LightCycler® 480 késziiléken tortént. A relativ expressziot a 2-
ACtvizsgalt gén/2-ACthaztartasi gén képlet alkalmazasaval szamitottuk ki, ahol a
haztartasi gén a GAPDH volt.

3.6. Mitokondrialis (mt) DNS mennyiségének meghatarozasa Q-PCR-ral

Teljes cellularis DNS-t a hagyomanyos fenol-kloroform moédszer alapjan izolaltunk a
zsirsejtekb6l, TRI Reagent hasznalataval. Kvantitativne PCR soran higitott DNS
triplikdtumokat hasznalunk, 10uM-t mindegyik primerbdl (humén mtDNS specifikus
primerek:  forward  5’-CTATGTCGCAGTATCTGTCTTTG-3’, reverz  5’-
GTTATGATGTCTGTGTGGAAAG-3’; és sejtmag specifikus (Sirtl gén) primerek:

forward 5’- CTTTGTGTGCTATAGATGATATGGTAAATTG-3’, reverz 5’-
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GATTAAACAGTGTACAAAAGTAG-3’), és Maxima SYBR Green/Rox qPCR
Master Mix-et (Thermo Scientific). LightCycler 480 (Roche Diagnostics) késziiléken az
alabbi programot alkalmaztuk: 95°C 20 perc, majd ezt kovetéen 50-szer ismétlodik a
kovetkezo ciklus 95°C — 15 s, 58°C - 20 s, 72°C 20 s. Az eredményeket a kiiszobérték
ciklus kiilonbségekbdl szamoltuk ki, a mitokondrialis DNS-re és a sejtmag specifikus

amplifikaciora.

3.7. Western-blot

A hADMSC-k ¢és adipocitak 0Osszegyiijtését és PBS-ben valo mosasat kovetden
50mMTris—HCI; 0.1% Triton X-100; 1mM EDTA; 15mM 2-MEA és proteinaz gatlok
jelenlétében lizaltuk Oket, majd az oldhatatlan sejttormeléket centrifugalassal
eltavolitottuk. A sejtlizatumot 5% Laemmli loading pufferrel kevertiik 6ssze, melyet 10
perc forralas kovetett. A fehérjéket 10% SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, majd PVDF
membranra blottoltuk, melyet 5% tejporral blokkoltunk. A membranokat egér
monoklonalis anti-GAPDH (Merck-Millipore) és poliklonalis anti-Ucpl (Sigma-
Aldrich) els6dleges antitesttel kezeltiik, 4 "C-on, egy éjszakan keresztiil. Ezt inkubaltuk
szobahOmérsékleten, egy oOrdn at torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt anti-egér/nyul
(Covalab) antitesttel. Az el6hivas Immobilon Western kemilumineszcens szubsztrat

(Millipore) segitségével tortént.

3.8. A differencialt adipocitak é16- és immunfestése

A hADMSC-ket Ibidi 8-lyuka p-slide-ra helyeztiik ki és az elozéekben leirtak szerint
differencidltattuk. Ezt kovetden PBS-sel mostuk a sejteket, 750 pg/ml Nile Blue-t
(Sigma-Aldrich) és 50 pg/ml Hoechst 33342-6t (Thermo Fisher Scientific) adtunk
hozzéajuk, 60 percre. Az €l6-szkennelést kdvetden 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk
Oket. Els6dleges anti-Ucpl vagy anti-Cidea (Covalab) antitestet adtunk hozzajuk,
melyet 6 Oran keresztiil szobahdmérsékleten tartottunk. Masodlagos antitestként Alexa
488-cal jelolt kecske anti-nyal IgG-t hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific). Az
antitestek hozzaadasa el6tt €s utan is mosasi 1épéseket végeztiink (0,1%-0S szaponin,

PBS-ben, mellyel a sejtek permeabilizalasa is megtortént).

3.9. Lézer-pasztazo citometrias (LSC) képalkotas, a sejtek felismerése
A sejtekrdl képek készitése iCys Research Imaging Cytometer (iCys Thorlabs Imaging

Systems) segitségével tortént. Az optimalis konfluenciaju teriiletet alacsony felbontést,
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10-szeres nagyitasu objektivvel szkenneltiink (NA 0.30), 10 um-es szkennelési 1épéssel.
A magas felbontasu képeket 40-szeres nagyitassal (NA 0.75) és 0,25 pm-es szkennelési
1épéssel kaptunk. A pixel méretét 0,25 pm x 0,245 um x 40-szeres nagyitasra allitottuk.
A Lézer fényeket szétvalasztottuk az aldbbi moddon: Viola dioda lézer 405 nm-en
gerjesztette a Hoechst 33342-t, 488 nm-en argon-ion 1ézer segitségével az Alexa 488-at
detektaltuk, mig a Nile Blue 633 nm-en He-Ne gazlézer altal gerjesztddott. Az emittalt
fényt a kiilonbozé festékek esetében az alabbi savsziirékkel detektaltuk: Hoechst
450+20 nm, Alexa 488 530+15 nm és Nile Blue 650 +15 nm. A didda
fotodetektorokkal mért atesd lézer fénybdl meghataroztuk a fényveszteséget és az
arnyékolt kontur jelet, hogy a fényabszorpcio, a fényszoras és a “texture” értékeirdl
informéciot nyerjiink. A képeket az alabbi automatikus sejtfelismerd szoftverek
segitségével processzaltuk és elemeztiik: iCys companion software (iNovator
Application Development Toolkit, CompuCyte Corporation) és CellProfiler (The Broad
Institute of MIT). A Hoechst-magfestés alapjan elGszor a sejtmagokat azonositottuk. A
magok koriil, mint masodlagos objektumokat, a teljes sejteket jeloltiik ki, a Nile Blue

fluoreszcencia alapjan.

3.10. ,,Texture” analizis, egyedi sejtek Ucpl és Cidea tartalmanak kvantifikacidja,
a human adipocita “browning” sejtpopulacios szintii elemzése

Mintanként 2-3 ezer sejtet gyljtottiink képanalizis céljabol. Az Gsszecsapzodott, a
felszint6l felvalt, elhalt sejteket kizartuk a kiértékelésbol, igy 1-2 ezer sejtet analizaltunk
mintanként. Minden objektum esetében, a fényabszorpcid textliralis megjelenését és a
fényszoras jeleket a CellProfiler beépitett moduljaival analizaltuk. A “texture variance”
értek egy kozponti pixel és a szomszédos teriiletek kozotti intenzitds kiilonbségeket
hatarozza meg; a “sum variance” Osszérték egy-egy sejtben a lipidcseppek méretérdl ad
felvilagositast. Emellett meghataroztuk az aldbbi paramétereket: teriilet, mely a
sejthatarokon beliili pixelek darabszama (igy kiszamolhatdé az egyes sejtek teriilete
mikrométerekben); illetve integral, mely a sejthatarokon beliili pixelek fluoreszcencia
intenzitasanak (jelolt fehére kifejez6désével aranyos) Gsszege. Igy a sejtenkénti Ucpl
vagy Cidea fehérje tartalom meghatarozhatd, mint az integral és a teriilet hanyadosa az
egyes sejtes objektumokra vonatkoztatva. Ezt kovetéen az Ucpl és Cidea
intenzitasokat, illetve a “texture sum variance” értékeket minden egyes sejtre két-
dimenzi6san megjelenitettiik. A barna vagy “beige” adipocitakat uigy ismertiik fel, hogy

ezek a sejtek kis lipidcseppeket tartalmaztak (“texture sum variance” értékiik alacsony
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volt) mig nagymértékben fejezték ki az Ucpl és Cidea fehérjéket. Ezzel ellentétben a
fehér zsirsejtek nagy lipidcsepekket akkumulaltak (“texture sum variance” értékiik

magas volt), azonban kevés Ucpl-et vagy Cidea-t tartalmaztak.

3.11. Az adipocitak oxigén fogyasztisanak meghatarozasa

A sejtek oxigénfogyasztasat XF96 oximéter (Seahorse Biosciences) alkalmazasaval
vizsgaltuk. A sejteket 96-lyuktt XF96 assay plate-ken tenyésztettiik és differencialtattuk.
A mérés soran meghataroztuk a differencialt sejtek alapszintii oxigén fogyasztasat 30
percen keresztiil, majd a sejteket dibutiril-cCAMP egyszeri adasaval (500 pM
koncentracioban) stimulaltuk, az adrenerg hatast modellezendé. Majd, a forszirozott
oxigén fogyasztast 30 percenként detektaltuk. A zsirsejteket ezutan 5 uM etomoxir-ral
(Sigma-Aldrich) vagy 2 mM B-GPA-val (Sigma-Aldrich) kezeltiik, a B-oxidacié és a
kreatin szubsztrat ciklus gatlasa céljabol. Ezt kovetOen, a proton csorgasos légzést
mértiik, miutan oligomycin-t (Enzo Life Sciences) 2 uM koncentracioban adtunk a
sejtekhez, igy blokkolva az ATP-szintaz aktivitasat. Végiil a sejtek egy adag Antimycin
A (10 uM koncentracioban) (Sigma-Aldrich) kezelésben részesiiltek, mely utan a mérés
zajszintje volt meghatarozhato. Az oxigén fogyasztasi ratat (OCR) az egyes lyukakban

megtalalhato fehérje mennyiségekre normalizaltuk.

3.12. A differencialodas alatt szekretalt citokinek mennyiségének meghatarozasa

A differencidltatasi médium cseréje soran az adipocitak feliiliszoit begytijtottik €s
BMP7 kezelés), a tapfolyadékba kibocsajtott TNFo, IL-1p, IL-6, IL-8 és MCP-1
mennyiségét ELISA DuoSet Kit (R&D Systems) alkalmazasaval hataroztuk meg.

3.13. Az eredmények statisztikai értékelése

Minden mérést 3-10 alkalommal, fliggetlen egészséges donorokbdl szarmazo SVF-eket
alkalmazva ismételtiink meg. Az eredményeket atlagtSD forméaban fejeztik ki, a
bioldgiai parhuzamosok szdmat minden esetben megjelenitettiik. Tobb csoport egyiittes
statisztikai Osszehasonlitasahoz egy szempontos variancia analizist (one-way ANOVA)
alkalmaztunk, melyet Tukey post-hoc teszt kdvetett. Két csoportot parositott, két-sz¢éli

Student-féle t-teszttel hasonlitottunk ossze.
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4, EREDMENYEK

4.1. A “beige” programra jellemzo génexpresszios valaszt indukal a korabban
barnaként leirt adipocita differenciacios protokoll

Elészor hADMSC-ket izolaltunk, a szubkutan zsirszovetbdl preparalt SVF-ekbol. A
prekurzor sejtekbdl fehér és barna zsirsejteket kivantunk differencidltatni, kordabban
kialakitott fehér €és barna adipogenikus protokollok alkalmazasaval. A zsirsejtek,
valamint a preadipocitdk génexpresszios profiljat RT-qPCR segitségével elemeztiik.
Altalanos barna zsirszévet marker (UCP1, ELOVL3, CIDEA, PGC-1a), mitokondrialis
szaporulatot jelz6 (CYC1), barna zsirsejt programot meghatarozé transzkripcios faktor
(PRDM16, C/EBPP), ,klasszikus barna zsirszoveti” differenciacios marker (ZIC1),
,beige”- szelektiv marker (TBX1), fehér zsirszovet marker (LEP, C/EBPa) és altalanos
zsirszoveti marker (FABP4, PPARy) génekre végeziink expresszids vizsgalatot. Az
UCP1 gén nem fejezddott ki a differencidlattan hADMSC-kben és alacsony szinten
expresszalodott a fehér differencidcios koktéllal indukalt adipocitdkban. Szignifikdnsan
magasabb UCP1 kifejez6dést mértiink teljes sejt lizatumokban —mind mRNS, mind
fehérje szinten — a barna differenciacios protokoll hatasara, a fehérhez viszonyitva. A
mitokondrialis DNS mennyisége is magasabb volt a barna adipocitakban.

Az emelkedett UCP1 génkifejez6déssel parhuzamosan, egyéb “browning” marker
gének (CIDEA, ELOVLS, CYCL1 és PGC-1a) fel-regulalodasat is megfigyeltiik a barna
differenciacios koktél hatasara. A ZIC1 gén kifejezddése ugyanakkor alacsony maradt a
két hetes barna differencidcio alatt, mely kizarta a “klasszikus barna” program
indukélodasat. Ezzel ellentétben a “beige”-szelektiv TBX1 kifejezddése szignifikdnsan
emelkedett, mely azt sugallja, hogy az Elabd és mtsai altal kifejlesztett differenciacios
protokoll a “beige” programot indukalja human hasfali szubkutan zsirsejt el6alakokban.

Az igy differencialtatott sejteket ezt kdvetden “beige”-nek nevezziik a dolgozatban.

4.2. A human adipocita “browning” kvantifikalhato 1ézer-pasztazé citometria
(LSC) alkalmazasaval

Ez idaig a fehér, “klasszikus barna” és “beige” differenciaciot foleg teljes sejt
lizatumokbol végzet gén- és fehérje expresszids mérésekkel vizsgaltdk human sejtes
mintdkbol. Ugyanakkor, ilyen modellek alkalmazéasakor akar a prekurzor sejtek fele
nem differencialodik. Mas vizsgalatokhoz hasonléan, a hADMSC-k 40-60%-a,

donorfiiggd modon, akkumulalt zsircseppeket egy két hetes adipogenikus
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differenciaciés periodus alatt. Mivel mind a fehér, mind a “beige” adipocita
differencidciés programnak kitett sejtek populacidja kevertnek bizonyult, ugy
dontottiink, hogy a “browning” programot egy, a letapadé sejtek vizsgalatara alkalmas
képalkoto citometrias mddszerrel kvantifikaljuk.

A “beige” differencidcid eredményeként szignifikdnsan alacsonyabb “texture sum
variance” ¢értékeket figyeltiink meg, mivel az adipocitdk tobb aprd lipidcseppet
halmoztak fel. Az immunofluoreszcens jelek alapjan azt talaltuk, hogy az Ucpl féleg a
lipidcseppek kozott, mig a Cidea elsésorban a mag koriili citoplazmaban volt fellehetd.
Miutan, mintdnként 1-2 ezer sejtet abrazold képet analizaltunk, azt talaltuk, hogy az
egyes sejtek kétszer annyi Ucpl és Cidea fehérjét tartalmaztak, amikor a “beige”
differencidcios programon mentek keresztiil.

Ezutan, dbrazoltuk minden egyes differencialt zsirsejt Ucpl vagy Cidea tartalmat illetve
“texture sum variance” értékét (a nem differencialodott progenitorokat kizartuk az
analizisbdl). Barna és “beige” sejteknek azokat tekintettiik, amelyek kis lipidcseppeket,
viszont nagy mennyiségli Ucpl/Cidea fehérjét tartalmaztak. Ezzel ellentétesen, a fehér
adipocitak nagy zsircseppeket és kevés ,,browning” marker fehérjét halmoztak fel.
Eredményeink azt mutatjak, hogy valdjadban a differencialédo zsirsejtek egy heterogén
populacidét képeznek, a differencidcio tipusatol fliggetlentil. Még a fehér koktél
alkalmazasakor is a sejtek jelent6s aranya (a zsirsejtek 15-30%-a) “browning”

crer

szama azonban megharomszorozodott.

4.3. Az irisin és a BMP7 a human zsirsejtek “browning” programjat indukalja

Az irisin és a BMP7 hormonok erés “browning” programot valtottak ki egerekben. A
kovetkezd célunk az volt, hogy vizsgaljuk e molekulak hatasat az el6bb emlitett huméan
ex Vvivo rendszerben. Az LSC alkalmazéasaval megallapitottuk, hogy irisin és BMP7
jelenlétében differencialt fehér adipocitak kisebb lipidcseppeket halmoztak fel és Ucpl
illetve Cidea fehérje tartalmuk nagyobb volt. Harom donorbdl szarmaz6 minta Ucpl
immunofluoreszcens intenzitds és texture “sum variance” értékei alapjan elmondhatjuk,
hogy a differencialt zsirsejtek 30-60%-a vette fel a “browning”-ra jellemz6 morfologiai
tulajdonsagokat, irisin és BMP7 kezelés hatasdra. Elmondhatd, hogy a képalkoto
citometrias eljarassal sikeriilt az irisin és a BMP7 “browning”-ot indukalé hatasara
vonatkozo, kordbban egerekben leirt adatokat megerdsiteni egy primer humén sejtes

rendszerben.
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4.4 A clozapine fokozza a human zsirsejtek “browning” programjat

Ezt kovetden, a fent emlitett képalkotd citometrids modszert kivantuk alkalmazni a
kiilonb6z6 exogén anyagok human “browning”-ra Kifejtett — eddig nem ismert -
hatdsainak vizsgalatara. Csak néhany vizsgalat célozta eddig az AAP-k kozvetlen
hatdsait a human adipocitdk differenciaciojara. Sarvari és mtsai. emelkedett
génkifejezodést figyeltek meg a zsirszoveti markerek és a pro-inflammatorikus gének
esetében, AAP kezelt differencialt human zsirsejtekben. Ezt a tanulmanyt alapul véve
vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a clozapine kezelés a hADMSC-k képességét a
“browning” folyamat véghezvitelére. Meglepetésre azt taldltuk, hogy a clozapine
kezelés a fehér koktél alkalmazésa alatt kisebb lipideseppeket tartalmazé adipocitakat
eredményezett. Tovabba, magasabb Ucpl fehérje mennyiségeket talaltunk a clozapine
jelenlétében differencialtatott zsirsejtekben. A korabbiak alkalmazasaval, azt mutattuk
ki, hogy a differencialodé adipocitak 30-40%-a rendelkezett a “browning”-ra jellemzd

morfologiai jegyekkel, clozapine kezelés kovetkeztében. A “browning” zsirsejtek

aranya igy kb. masfél-szerese volt a kontroll fehér mintdkhoz hasonlitva.

4.5. Az irisin és a BMP7 kezelés adipocita differenciacio alatt kiilonboz6
génexpresszios mintazatot valt ki

Ezutan, irisin és BMP7 kezelést végeztiink a fehér protokoll utolsé 4 napjan, vagy a
teljes fehér és “beige” differenciacio alatt. Két hét utan begyljtottik a teljes
sejtlizatumokat és a fent emlitett marker gének kifejez6dését RT-qPCR-rel hataroztuk
meg. Megfigyeltik, hogy mind az irisin, mind a BMP7 alkalmazdsa a fehér
differencidcios protokoll alatt fokozta az UCP1 és CIDEA mellett az ELOVL3, CYC1
¢s PGC-1a gének kifejezddését.

A fokozott ZIC1 génexpresszio mellett, a C/EBPB, PRDM16, C/EBPa és PPARy
emelkedett kifejezédését figyelték meg, hosszi tava BMP7 kezelés hatasara. A TBX1
,b€zs” marker gén kifejez6dését ugyanakkor csak az irisin kezelés fokozta
szignifikansan. Eredményeink azt sugalljak, hogy az irisin kezelés egy “beige” jellegt,
mig a BMP7 adagolas egy “klasszikus barna”-szerli génexpresszids mintdzatot indukal

differencialodé human adipocitdkban.
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4.6. A clozapine fokozza a human adipocitak “beige” potencialjat az SHT receptor
medialt jelatvitel gatlasa révén

Ezt kovetden vizsgaltuk a clozapine kezelés hatasara beindult “browning” program
mogott allo génexpresszids valtozasokat. A clozapine-t a terapias vérplazma-szintnek
megfeleld koncentracioban, a teljes fehér differenciacié soran, illetve a differenciacio
utolsé6 2 vagy 4 napjan adjuk a sejtekhez. Az UCPIl-gén kifejezOdése Otszordsére
fokozddott a clozapine jelenlétében. Ezzel parhuzamosan a clozapine kezelés az
ELOVL3, CIDEA, CYCIl, PGClA ¢és TBX1 gének fokozott kifejezddését
eredményezte az ex vivo differencialtatott human adipocitakban. Ezenfelil, a [-
oxidaciohoz kapcsolddd mitokondrialis lokalizacioja gének kifejezédése is fokozodott
kismértékben clozapine adagolds hatasara. A ZICl gén expresszidja ugyanakkor
alacsony maradt, mely kizarta a “klasszikus barna” fejlodési program indukalodasat.
Osszegezve elmondhatd, hogy clozapine jelenlétében a human adipocitdk
Majd megvizsgaltuk, hogyan véltozik a f6 termogenikus fehérje, az Ucpl szintje.
Ekkor, az ex vivo differencialtatott human fehér zsirsejtek clozapine kezelése
eredményeként az Ucpl fehérje kifejezddésének fokozatos emelkedését tapasztaltuk a
kezelés idOtartamanak eldrehaladtaval a teljes sejtlizatumban.

Ismert, hogy a clozapine szamos SHT receptort képes gatolni. Hogy megértsiik a
clozapine “browning”-ot kivaltd hatdsanak mechanizmusat, elészor megvizsgaltuk
annak lehetdségét, hogy a szer nem-e ezen receptorok antagonizalasaval indukalja-e a
“beige programot. Az SHT szintézis sebesség-meghatiroz6 1€pését a triptofan-
hidroxilaz 1 (TPH1) katalizalja. Azt talaltuk, hogy ez az enzim kifejez6dik hADMSC-
kben és fehér zsirsejtekben, mely arra utal, hogy ezek a sejtek képesek lehetnek SHT
termelésre és kibocsajtasra. Ugyanakkor a clozapine kezelt és a “beige” adipocitdkban a
TPHI expresszidja szignifikansan csokkent. A differencialodo “browning” zsirsejtek a
2A, 1D és 7 tipustt SHT receptor géneket fejezték ki. Emellett a clozapine “browning”
hatésa csokkent exogén SHT jelenlétében.

A SHT receptorok koziil a 2A tipus fejezddott ki a legnagyobb mértékben hADMSC-
kben ¢és differencialt adipocitdkban. A hosszatava clozapine kezelés ugyanakkor a
HTR2A gén le-regulalodésat valtotta ki. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a csokkent
mértékit SHT termelés és receptor-medialt jelatvitel hozzajarul a clozapine “browning’-

ot kivaltd hatasahoz.
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4.7. A “beige” koktél, az irisin és a BMP7 egy funkcionalis “browning” programot
indit be, mig a clozapine kezelt zsirsejtek kevésbé valaszolnak a termogenikus
aktivaciora

A kovetkezO 1épésben, a fent emlitett mdodon differencialtatott “browning” zsirsejtek
funkcionalis jellemzoit vizsgaltuk. Az irisin és @ BMP7 kezelt fehér adipocitak nagyobb
mennyiségli mitokondridlis DNS-t tartalmaztak; hasonloképpen a “beige” irdnyba
differencialt zsirsejtekhez. A clozapine kezelt adipocitédk a fehér zsirsejtektol tobb, de a
“beige” adipocitakétol kevesebb mitokondrialis DNS-t tartalmaztak.

A génexpresszios és morfologiai valtozasokkal Gsszhangban az ex vivo differencialt
“beige” adipocitak bazalis OCR-je magasabb volt, mint a fehér zsirsejteké. Az irisin és
a clozapine kezelt fehér zsirsejtek esetében is emelkedett mitokondrialis 1égzést
tapasztaltunk. Ezutan a sejtek egy loket sejt permedbilis dibutiril-cAMP kezelést kaptak,
mely az adrenerg stimulaciot képes modellezni. Azt tapasztaltuk, hogy az irisin és a
BMP7 kezelt, valamint a “beige” koktéllal differencidltatott zsirsejtek stimulalt
mitokondrialis 1égzése magasabb volt, mint a fehér adipocitdké. Ugyanakkor a
clozapine jelenlétében differencidltatott zsirsejtek kevésbé tudtak a 1égzésiiket fokozni
termogenikus aktivacio hatasara.

Majd, az ATP-szintaz aktivitasat gatoltuk oligomycinnel. igy az un. proton csorgasos
légzést tudtuk detektdlni. Mind a bazalis, mind a cAMP altal stimuldlt OCR értékek
magasabbak voltak a “beige” adipocitak esetében, a fehér zsirsejtekhez viszonyitva. A
clozapine jelenlétében differencialtatott adipocitaknak ugyanakkor csak a bazalis proton
csorgasos 1égzése volt emelkedett.

Ezenfeliil megvizsgaltuk a zsirsav béta-oxidacid és a kreatin szubsztrat ciklus
részvételét az ex vivo differencialt zsirsejtek anyagceseréjében. Amikor a “beige” sejteket
¢s a clozapine kezelt adipocitakat etomoxirral illetve B-GPA-val kezeltiik, azt figyeltiik
meg, hogy nagyobb mértékben csokkent a bazalis és cAMP stimulalt mitokondriélis
légzésiik, mint a fehér zsirsejteknek. Eredményeik azt mutatjak, hogy a clozapine
indukalt “browning” sejtek, hasonloképpen a “beige” adipocitdkhoz tobb zsirsavat
égetnek el B-oxidacio révén és tovabb novelik energia-leaddsukat a kreatin szubsztrat
ciklus bekapcsolasaval.

Vizsgaltuk az UCP1 és a PGC-1la gének kifejez6désének valtozasat, 4 oran at tartd
dibutiril-cAMP kezelés hatasara, mely szintén egy elfogadott kisérleti rendszer a
termogenikus aktivaciora adott valasz mérésére. Mindkét gén expresszidja

nagymértékben fokozodott cAMP jelenlétében clozapine kezelést nem kapott
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zsirsejtekben. A termogenikus aktivacio hatdsa ugyanakkor kisebb volt a clozapine
jelenlétében differencialt “browning” adipocitakban.

Osszegezve elmondhatd, hogy az irisin, a BMP7 és a specifikus koktél atlat indukalt
“browning” egyiitt jart a fokozott mitokondridlis biogenezissel és emelkedett energia
felszabadulassal, hdtermeld stimulusok hatdsara. Clozapine hatasara ugyanakkor
“masked”-jellegli “beige” adipocitdk differencialodtak, melyek valaszadd képessége

kisebb volt B-adrenerg termogenikus aktivaciora.

4.8. A differencialodé human “browning” adipocitak citokineket (“batokinek”)
szekretalnak

Végiil vizsgaltuk a barna ¢és “beige” zsirsejt differenciacié hatisat a citokinek
differencidltatasi médiumok cseréje soran, az 1. és 2. hét utan az adipocitdk kondicionalt
feliiluszoit begytijtottiik, majd pooloztuk és a tapfolyadékba szecernalt IL-6, IL-8,
TNFa, MCP-1 és IL1-B mennyiségének meghatdrozasat ELISA moddszerrel végeztiik.
Az IL-1B és a TNFa nem volt detektalhaté mennyiségben az adipocita feliiliszokban. A
human “beige” zsirsejtek differenciacios médiumaban az IL-6, MCP-1 és IL-8 szekrécid
mértéke jelentésen magasabb volt a fehér adipocitdkhoz képest. A fehér zsirsejt
differencidcio soran az irisin kezelés novelte az IL-6, MCP-1 és IL-8 termelést. A fehér
és a “beige” zsirsejt differencidcid soran alkalmazott BMP7 kezelés kovetkeztében
ugyanakkor csokkent a vizsgalt citokinek kibocsajtasa.

szerint az MCP-1 és a IL-8 termelés a differenciacio els6 hetének végén mutatta csticsat
az ex vivo “beige” adipogenikus differenciacio alatt, majd a szekrécio lecsokkent. Az
IL-6 szekrécidja folyamatosan ndvekedett a “beige” zsirsejtek altal, mégpedig olyan
modon, hogy a sejtek naponta jratermelték a poolozott mintakban is megtalalhatod
mennyiségl citokint. Ez arra utal, hogy az IL-6 szekrécid a “beige” differenciacio alatt
szigoriian szabalyozott illetve, hogy a fejlédd “browning” zsirsejtek egy szamukra

megfeleld szintre allitjak be az IL-6 mennyiségét a tapfolyadékban.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az ex vivo “browning” analizis metodologiai attekintése — hogyan lehet a
sejtpopulaciok heterogenitasat vizsgalni?

Annak ellenére, hogy barna zsirsejt differenciacids protokollt mar régota kidolgoztak
human sejteken is alkalmazva, csak korlatozott adat all rendelkezésiinkre a barna és a
“beige” differencidciot iranyitd utvonalakrdl és szabalyozod faktorokrol emberekben.
Els6é célunk az volt, hogy a fent emlitett protokollt optimalizaljuk a hasfali szubkutan
eredeti hADMSC-k “browning” programjanak kivaltasara. A koktél meghatarozé
eleme - a hosszu tavu roziglitazon kezelés - a “browning” kivaltasara korabban nem
csak sejtkulturas kisérletekben, hanem ragcsalokban is képes volt in vivo.

A zsirsejt populaciok egy ex vivo differenciacios programot kovetéen minden esetben
heterogének maradtak, a differenciacié tipusatol fiiggetleniil. Ezért célul tiiztiik ki, hogy
a human “browning” programot ne csak a sejtlizatumokbol mért gén- és fehérje
expresszidos mérésekkel vizsgaljuk, hanem talaljunk r4 specifikusan a “browning”
adipocitakra, azok morfoldgiai sajatossagaik alapjan. Korabban, egyes kutatok mar
sikeresen alkalmaztak aramlasi citometriat, hogy meghatarozzak a human zsirsejtek
felszini markereinek kifejez6dését vagy, hogy az aszo zsirsejteket elvalasszak az SVF-
ben talalhato egyéb sejttipusoktdl. Az dramlasi citometria egyébként nagy hatékonysaga
ellenére sem dolgoztak ki még olyan protokollt, mellyel specifikusan lehetne
elkiiloniteni “browning” adipocitdkat egy nagyméretii sejtpopulacioban. Ennek egyik
oka, hogy széles-korben elfogadott felszini markerek a zsirsejt-tipusok elvéalasztasara
nem allnak rendelkezésiinkre. Emellett az 0sz6 zsirsejtek preciz morfologiai
tulajdonsagai (pl. a lipidcseppek mérete és szama) a mérés koriilményi miatt nehezen
hatarozhatok meg. Ezenfeliil a differenciaciés program iddébeli utdn kovetése is
nehézkes lenne dramlasai citometriaval.

Masrészrol az LSC — mely péasztazd lézereket, mikroszkopot ¢és automatikus
képelemzést felhasznalva, kombindlja a mikroszkép kép-eldallitasi és a citometria
automatizalhatosagi eldnyeit — lehetévé teszi nagyméretli sejtpopuldciok vizsgalatat a
szuszpendalt, hanem a felszinhez tapadd sejtek vizsgalata is konnyedén lehetséges.
Miutan figyelembe vettiik az dramlasi citometria és a LSC hasznalatanak elonyeit és
hatranyait, ugy dontdttiink, hogy egy széles korben alkalmazhat6 technikat alakitunk ki

a “browning” ex vivo kvantifikalasara, a képalkoto citometriat alkalmazva.
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5.2. A lézer-pasztazo citometriaval (LSC) torténé “texture” és Ucpl tartalom
meghatarozas hatékonyan azonositja a “browning” adipocitakat

A barna és “beige” zsirsejtek nagyszamu mitokondriumot és sok kis lipideseppet
tartalmaznak, multilokularis elrendezddésben. A lipidcseppek mérete és szédma
kozvetleniil kvantifikalhato egy fluoreszcens jel szegmentasaval. Ennek hatranya, hogy
a szegmentalds nagyban fligg az algoritmus kiiszob-szintjétdl és jelentésen kiilonbdzhet
mintardl-mintara, a festésekbdl adodo eltérések miatt. Doan-Xuan és mtsai. Kimutattak,
hogy a “texture” analizis legalabb olyan szenzitiv modszer az adipocita differenciacio
alatti lipidcsepp valtozasok utan kovetésére, mint a fluoreszcens zsirfestés. A modszer
egyszerlisége ¢és a kis objektumok esetében a festés utdn felmeriild szegmentalasi
nehézségek elkeriilése végett, a “texture” meghatarozasa mellett dontottiink, mely egy
megbizhatd mddszernek bizonyult a lipidcseppek méretének vizsgélatara.
Kisérleteinkben nemcsak a “texture” paramétereket, hanem a meghataroz6 “browning”
marker fehérje tartalmat is meghataroztuk az egyes differencialodé adipocitakban. Ezt
kovetden minden egyes sejt esetében abrazoltuk a “texture sum variance” és az Ucpl
vagy Cidea immunofluoreszcens intenzitas értéket. A ‘“browning” adipocitakat a
kisméretli lipidcseppjeik és a magas Ucpl vagy Cidea fehérje tartalmuk alapjan
azonositottuk. Ezzel ellentétben, a fehér zsirsejtek nagy lipidcseppeket akkumulaltak és
alacsony mértékben fejezték ki a “browning” marker fehérjéket.

A kombinalt analizissel azt talaltuk, hogy a humaén hasfali szubkutdn zsirszovetbdl
szarmazd ADMSC-k képesek egy hatékony “beige” program beinditasara ex Vivo.
Egyrészrol, két hét differenciacidt kdvetden a sejtek felében jelentek meg lipidcseppek.
Masrészrol, a zsirsejtek 15-30%-a a “browning” adipocitdkra jellemzé morfologiai
tulajdonsagokkal birt mar a fehér adipogenikus koktél alkalmazasat kdvetden is. Nagy
valoszinliséggel mar elkdtelezodott “beige” progenitor sejtek is jelen lehettek a
szubkutan zsirbol izolalt SVF-ekben. Ezek mar nem voltak differencialtathatok fehér
zsirsejtekké, még a fehér protokoll jelenlétében sem. Ezen feliil a differencialt sejtek 30-
70%-a vette fel a “browning”-ra jellemzé morfologiat, amikor a “beige” koktélt
alkalmaztuk. Az Elabd és mtsai. altal kifejlesztett protokollt eredetileg barna indukcios
koktélnak irtdk le. Ezzel parhuzamosan a differenciacios protokoll alkalmazasa a
“browning” marker gének emelkedett kifejezddéséhez, nagyobb mennyiségi
mitokondrialis DNS-hez és megnovekedett oxigén fogyasztashoz vezetett. Ugyanakkor
azt talaltuk, hogy ezek a valtozdsok inkabb egy “beige”-szerli differenciacid

kovetkezményei, hiszen a széles-korben “beige” sejtek azonositasara alkalmazott
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marker gén, a TBX1 expresszioja fokozodott, mig a “klasszikus barna”- szelektiv ZIC1
gén kifejez6dése nem valtozott.

A kevert adipocita populaciokban bekovetkezett “browning” iranya eltolodast
valosziniileg az valtotta ki, hogy a “beige” differenciacios koktél az SVF-ekben
fellelhetd bi- vagy multipotens mezenchimalis prekurzor sejtekben ‘“browning”
programot indukalt. Az elhizast gatlo illetve a zsirokat raktirozo “beige” és fehér
adipocitdk ardnyat nagyban meghatdrozza a korai mezenchimalis eldalakok
elkotelezédése in vivo. Ezekbol az elkotelezett progenitorokbol fejlédnek ki majd az
érett adipocitak. Mindezen adatok arra utalnak, hogy a “beige” adipocitak valojaban egy
meghatarozott eléalak populaciobol differencialodnak. Egy masik vizsgalatban
Kimutattak, hogy a “beige” prekurzorok a ndvekvéd kapillaris haldozatok mentén
helyezkednek el és rapid proliferdcioval valaszolnak angiogenikus jelekre. Ugy
gondoljuk, hogy ezek a prekurzorok jelen vannak a human szubkutan zsirszovetben és
differencidcios programjuk nyomon kovethetd LSC alkalmazéaséaval.

Osszességében bemutattuk, hogy az LSC — kiegészitve a “browning” markerek
génexpresszios vizsgalataval — egy hatékony eszkdz lehet a huméan barna és “beige”
zsirsejt differenciacido sejtpopulacios szintli analizisére. Ez a modszer segitheti a
kiilonb6z6 endogén vagy exogeén anyagok “browning”-ra kifejtett kozvetlen hatasanak
mérését, akar huméan mintdk alkalmazasaval. Méréseink sordn igy sikeriilt korabban,
egerekben felismert “browning”-ot indukalé hormonok (irisin és BMP7) hatdsat
megerdsiteni, human szubkutan zsirsejteken. Ezzel a technikaval bemutattuk, hogy a
clozapine képes a zsirsejt differencidci6 folyamatat “browning” iranyaba tolni. A
jovOben a bemutatott modszer alkalmas lehet arra, hogy vizsgaljuk az egyes egyénekbdl
szarmazd hADMSC-k “browning”- iranyu differenciacidés potencialjat, illetve hogy
homogén barna vagy “beige” sejtpopuléciokat szortoljunk ki tovabbi vizsgaltok céljara.
Ez nemcsak a barna és “beige” adipocita differenciacio tovabbi részleteinek megértését
segitheti el emberekben, hanem lehetdséget nyujthat transzplantalhatd termogenikus
zsirszovet in vitro tervezésére. Hasonloképpen Min és mtsai. human “beige” zsirsejteket
iiltettek at egerekbe, melyekben ezaltal csokkent az elhizas és az inzulin rezisztencia

kialakulasédnak valoszintiisége.
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5.3. A génexpresszios mintazat és a “batokin” szekrécié megkiilonbozteti az irisin
és a BMP7 altal indukalt “browning” programot

A differencialédd6 human adipocitak irisin, BMP7 és clozapine kezelése hasonlo
morfologiai valtozasokat eredményezett. Az ezzel parhuzamos génexpresszios ¢€s
funkcionalis eltérések azonban jelentdsen eltértek a kezelés fiiggvényében. A kordbbi
egérkisérletek eredményeinek megfeleléen az irisin adagolas egy “beige” programot
indukalt humén adipocitdkban is. Az irisinnel kezelt sejtek mitokondrialis DNS tartalma
¢s bazalis oxigénfogyasztdsa is magasabb volt a fehér adipocitdkhoz viszonyitva.
Emellett nagymértékben reagaltak dibutiril-CAMP stimuléciora. Tovabbd, a fehér
adipocita differenciacié soran az irisin kezelés novelte az IL-6, MCP-1 és IL-8
termelést. Az Elabd ¢és mtsai. altal kifejlesztett protokoll szerint differencialtatott
“beige” sejtek is hasonloképpen viselkedtek. Ezzel ellentétben, a fokozott , klasszikus”
barna marker gén (ZIC1) expresszidja mellett a C/EBPB, PRDMI16 ¢és a PPARy
emelkedett kifejez6dését figyeltilk meg, hosszu tava BMP7 kezelés hatasara, mely egy
“klasszikus barna”-szer(i programra utal. Az irisin hatasahoz hasonloan, ez is egyiitt jart
a megnovekedett mitokondrialis DNS tartalommal és fokozott bazélis illetve stimulalt
respiracioval. A fehér és a ,beige” zsirsejt differencidcid soran alkalmazott BMP7
kezelés kovetkeztében ugyanakkor csokkent a vizsgalt citokinek szekrécigja.
Eredményeink arra utalnak, hogy a bor alatti zsirszovetbdl szarmazo zsirsejt eldalakok
képesek lehetnek kiilonb6zo jelek hatdsara a fehér mellett egy ,,klasszikus barna”-szer(i
vagy egy ,beige”- jellegli differencidcidos program beinditasara is, melyekben
altalanosan megfigyelhet6 a barna zsirszoveti funkciot meghatarozo legfontosabb gének
fokozott kifejez0dése. Ezek a zsirsejtek minden esetben képesek voltak termogenikus
aktivaciora funkciondlis valaszt adni. Ugyanakkor a “klasszikus barna” és a “beige”
adipocitaknak lehetnek a termogenezistdl fiiggetlen, egyedi funkcidi. Erre példa az IL-6,
MCP-1 ¢és IL-8 citokinek emelkedett szekrécidja a “beige” differenciacid alatt.
Megjegyzendd, hogy a gyulladasos medidtorok emelkedett szintje nemcsak a zsirszovet

atalakulasdhoz vezethet elhizas alatt, hanem eldsegitheti a “browning” adipocitdk

------

5.4. Clozapine, egy varatlan, uj “browning”-ot fokozé szer
A clozapine kezelés hatdsara a differencidlodo zsirsejtek tobb, kisebb lipidcseppet és
nagyobb mennyiségli mitokondrialis DNS-t tartalmaztak. Ezzel péarhuzamosan a

clozapine kezelés szignifikdnsan fel-reguldlta az UCP1, ELOVL3, CIDEA, CYC1,
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PGC-1a és TBX1 géneket. De a ZIC1 gén expresszidja nem valtozott, mely arra utal,
hogy a clozapine a “beige”, nem pedig a “klasszikus barna” Gtvonalat inditotta be. A
megfigyeléseinkkel Osszevag, hogy Sarvari és mtsai. emelkedett MCP-1 és IL-8
szekréciot talaltak a clozapine kezelt fehér adipocitak altal. Ugyanakkor a clozapine-
indukalt “beige” sejtekben egy funkcionalis deficitet azonositottunk XF96 oximéterrel.
A clozapine kezelt adipocitak bazalis mitokondriélis 1égzése (igy mint a bazalis proton
csorgasos respiracid) ugyan emelkedettnek bizonyult a fehér zsirsejtekhez viszonyitva,
de az igy kifejlodott “masked beige” adipocitdk képtelenek voltak hatékonyan
valaszolni a sejt permeabilis cAMP agonista altal képzett jelre. Emellett génexpresszios
vizsgalataink is azt sugalljak, hogy a clozapine jelenlétben differencialt zsirsejtek
kevésbé voltak képesek cAMP stimulusra aktivalodni. Korabbi tanulmanyok — melyek
megvaltozott cAMP jelatvitelt talaltak AAP-kal kezelt patkanyok és emberek KIR-ében
— alatamasztjak mérési eredményeinket. Ugyanakkor, a clozapine adagolas fokozta a
zsirsejtek energia leadasat a kozelmultban leirt — “beige” sejtekre jellemz6 — kreatin
szubsztrat ciklus beinditasdval. A kreatin Utvonal jelentdségét a “beige” adipocitak
funkciojaban mar kimutattdk egerekben és human sejtvonalakon. Ugyanakkor,
tudomasunk szerint, a dolgozatban bemutatott mérések az elsok, melyek bizonyitjak az
utvonal meglétét és fontossagat primer human zsirsejtekben.

Az elhizés és a kovetkezményes korallapotok eléforduldsa duplaja a szkizofrénidban és
egyeb sulyos mentélis betegségekben szenveddkben az atlagpopulacidhoz képest. A
clozapine az adipocitak “browning”-jat valtotta ki ex vivo, annak ellenére, hogy ismert
obezitast kivaltd hatasa in vivo. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg bizonyos tiazolidén-
dionok adagolasakor is. Kiilonboz6 centralis és periférias mechanizmusokat vetettek fel
az AAP- indukalt elhizas molekuldris hatterének magyarazataként. Példaul Kim és
mtsai. kimutattdk az AAP-k étvagyfokozo hatasat, a hipotalamikus AMP-kinaz, H1
receptorok altali aktivacidjan keresztiil.

Végezetiil, célul tliztik ki a clozapine “browning” hatdsa mogott all6 molekularis
mechanizmus megismerését. A clozapine ismert farmakologiai - SHT receptorokat gatlo
- hatasat figyelembe véve, vizsgaltuk a “browning” létrejottét SHT jelenlétében. Ez
idaig, 14 kiilonboz6é SHT-receptor (HTR1-7) tipust irtak le, melyek jelentés hanyada
kifejezédik fehér vagy barna zsirszovetben, ragcsalokban. Azt is kimutattdk, hogy a
3T3-L1 egér adipocitak képesek SHT kibocsajtasara. Human zsirsejtekben a HTR1D,
2A, 3A és 7 receptor gének kifejezddését irtak le kiilonbozo vizsgalatok. Azt talaltuk,

hogy az adipocita eldalakok ¢és fehér zsirsejtek egyforma mértékben kifejezték a TPH1
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enzimet — mely az SHT szintézis sebesség-meghatarozo 1épését katalizalja a KIR-en
kiviil — kodold gént, mely arra utal, hogy e sejtek képesek lehetnek a SHT eloallitdsara
az adipogenikus differenciacié alatt. A TPH1 expresszidja ugyanakkor csokkent a
“beige” és a clozapine kezelt zsirsejtekben. Ezenfeliil, kimutattuk, hogy a human primer
adipocitak a 2A, 1D és 7 tipusa SHT-receptorokat fejezték ki. Emellett a clozapine-
indukalt “beige” génexpresszids valasz szignifikdnsan csokkent exogén SHT
jelenlétében. A kozelmultban két csoport fiiggetleniil bizonyitotta, hogy a periférias
SHT csokkenti a “beige” potencialt és a “browning” zsirsejtek hdtermeld képességét
egerekben. Mas vizsgalatok kimutattak, hogy az emelkedett periférias SHT szint és
egyes TPHI1 gén polimorfizmusok elhizasra hajlamositanak. Mintdinkban a HTR2A gén
fejez6dott ki a legnagyobb mértékben a SHT receptorok koziil. Ehhez a receptorhoz
képes a clozapine a legnagyobb affinitassal kotddni. A HTR2A Gq jelatvitelt indit be,
melyrél bebizonyosodott, hogy fékezte a “browning” folyamatat egerekben és human
adipocitakban. Osszességében a bemutatott eredmények és irodalmi adatok arra utalnak,
hogy a clozapine, legalabb részben, az SHT-receptor medialt jelatvitel gatlasdn
keresztiil indukélja a "browning” folyamatat.

Azt talaltuk, hogy a clozapine kezelés — valosziniileg a SHT jelatvitel gatlasaval -
befolyasolta a human zsirsejt elOalakok differenciacidjat. Ez  “beige” sejtek
kifejlédéséhez vezetett, melyek azonban csokkent valaszképességgel birtak akut
termogenikus aktivaciora. Ez a tulajdonsaguk lehet az egyik oka annak, hogy a “beige”
sejtek a clozapine kezelt betegekben miért nem szabaditanak fel nagymennyiségii
energiat in vivo. Ugyanakkor, a clozapine jelenlétében kifejlodott “masked beige” sejtek
egyeb farmakoldgiai mddszerrel torténd aktivalasa lehetdséget adhat az AAP-indukalt
stulygyarapodads megelézésében ¢és kezelésében. Eredményeink remélhetdleg, uj
tanulmanyok inditasat 6sztonzik a jovében, melyek segitségével e sejtek azonosithatdak

¢és a KIR-t6l fiiggetlen modon aktivalhatoak lesznek az AAP-kezelt betegekben.

6. TARGYSZAVAK

adipocita, beige, browning, clozapine, irisin, lézer-pasztazd citometria, elhizés,

szerotonin, termogenezis, UCP1
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7. OSSZEFOGLALAS

» Statisztikailag relevans szamu, differencialodott human adipocita vizsgalatat a Lézer
Péasztazo Citométer (LSC) alkalmazasaval értiikk el. Az LSC hasznélata lehetové tette
szamukra az adherens adipocitdk multiparametrikus vizsgalatat: a sejtek festése nélkiil
kvantifikaltuk az adipocitdkban 1évé lipid cseppek szamat és méretét (un. texture
analizissel), majd a sejtek fixalasat és permeabilizalasat kdvetden jeloltiik az Ucpl és
Cidea barna zsirsejt marker fehérjéket, specifikus antitestekkel.

* Megfigyeltiik, hogy mind az irisin, mind a BMP7 alkalmazésa a fehér differenciacios
protokoll alatt fokozta az UCP1 és CIDEA mellett az ELOVL3, CYCI és PGC-la
altalanos barna zsirsejt marker gének kifejezodését. A ZIC1 (,.klasszikus barna” marker)
emelkedett kifejezddését figyeltiik meg, hosszi tavii BMP7 kezelés hatasara. A TBX1
,beige” marker gén kifejez6dését ugyanakkor csak az irisin kezelés fokozta.

*A masodik generécios antipszichotikumok alkalmazasa gyakran vezet elhizashoz.
Human szovetbdl izolalt preadipocitak clozapine kezelése ennek ellenére a barna és
“beige” marker gének legtobbjének, illetve az Ucpl fehérje kifejez0dését szignifikdnsan
fokozta, mig a fehér ¢és altalanos zsirszoveti marker gének kifejezodése a kezelés
hatdsara nem valtozott. Eredményeink arra utalnak, hogy clozapine kezelés képes
“beige” zsirsejt differenciacio inicidlasara human ex vivo rendszerben, azonban az igy
létrejott sejtek reakcioja természetes héképzd stimulusokra csokkent.

* Vizsgaltuk, hogy a clozapine kezelés “beige” programot kivaltd hatdsa 0sszefiigg-e a
szer ismert, szerotonin (SHT) receptorokat gatlo farmakoldgiai hatidsaval. A
differencialodo zsirsejtek kifejezték a 2A, 1D és 7-tipusu SHT receptorokat. A barna
marker gének fokozott kifejezddése clozapine hatasara, szerotonin jelenlétében nem
volt megfigyelhetd. Eredményeink arra utalnak, hogy a clozapine “browning”-ot kivalto
hatdsa 0sszefiigg a szer SHT receptorok altal kivaltott jelatvitel-gatlo képességével.

* Végiil megfigyeltiik, hogy az ex vivo differencialtatott barna zsirsejtek és irisin kezelt
fehér zsirsejtek nagymértékben termelnek IL-6, IL-8 és MCP-1 citokineket. Ismert,
hogy egerekben az IL-6 termelés kedvezden befolyasolhatja az inzulin szenzitivitast,
mig a fokozott IL-8 ¢és MCP-1 eldsegitheti makrofagok odavandorlasat a
differencialodd barna sejtek kornyezetébe. A makrofagok esetleges alternativ uton
torténd aktivaloddsa noradrenalin termelést valthat ki, mely fokozhatja a barna

adipocitak ho termeld képességét is.

30



8. PUBLIKACIOK

("j DEBRECENI EGYETEM [I Ay
3 EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD

Nyilvantartasi szam: DEENK/283/2016.PL
Térgy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Kristéf Endre
Neptun kéd: N64U4X
Doktori Iskola: Molekularis Sejt- és Immunbiolégia Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Kristéf, E., Doan-Xuan, Q. M., Sarvari, A. K., Kluséczki, A., Fischer-Posovszky, P., Wabitsch, M.,
Bacso, Z., Bai, P., Balajthy, Z., Fésus, L.: Clozapine modifies the differentiation program of
human adipocytes inducing browning.

Transl. Psychiatry. "Accepted by Publisher”, 2016.
IF: 5.538 (2015)

2. Kristof, E., Doan-Xuan, Q. M., Bai, P., Bacs6, Z., Fésus, L.: Laser-scanning cytometry can
quantify human adipocyte browning and proves effectiveness of irisin.
Sci. Rep. 5, 1-9, 2015.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/srep12540
IF: 5.228

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

31



(’;j* DEBRECENI EGYETEM [I f ‘
D EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD‘;

Tovabbi kozlemények

3. Abdul-Rahman, O., Kristéf, E., Doan-Xuan, Q. M., Vida, A., Nagy, L., Horvath, A., Simon, J.,
Maros, T. M., Szentkirélyi, |., Palotas, L., Debreceni, T., Csizmadia, P., Szerafin, T., Fodor,
T., Szant6, M., Téth, A, Kiss, B. K., Bacso, Z., Bai, P.. AMP-Activated Kinase (AMPK)
Activation by AICAR in Human White Adipocytes Derived from Pericardial White Adipose
Tissue Stem Cells Induces a Partial Beige-Like Phenotype.
PLoS One. 11 (6), e0157644, 20186.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0157644
IF: 3.057 (2015)

4. Szatmari-Téth, M., Kristéf, E., Veréb, Z., Akhtar, S., Facskd, A., Fésus, L., Kauppinen, A,
Kaarniranta, K., Petrovski, G.: Clearance of autophagy-associated dying retinal pigment
epithelial cells - a possible source for inflammation in age-related macular degeneration.
Cell Death Dis. 7 (9), e2367, 2016.

DOI: http://dx.doi.org/10.1038/cddis.2016.133
IF: 5.378 (2015)

5. Csomos, K., Kristéf, E., Jakob, B., Csomds, |., Kovécs, G., Rotem, O., Hodrea, J., Bagoly, Z.,
Muszbek, L., Csbsz, E., Feésus, L.: Protein cross-linking by chlorinated polyamines and
transglutamylation stabilizes neutrophil extracellular traps.

Cell Death Dis. 7 (8), €2332, 2016.
DOI: http://dx.doi.org/10.1038/cddis.2016.200
IF: 5.378 (2015)

6. Albert, R.*, Kristéf, E.*, Zahuczky, G., Szatméari-Téth, M., Veréb, Z., Olah, B., Moe, M. C., Facsk®,
A., Fésus, L., Petrovski, G.: Triamcinolone regulated apopto-phagocytic gene expression
patterns in the clearance of dying retinal pigment epithelial cells. A key role of Mertk in the
enhanced phagocytosis.

Biochim. Biophys. Acta-Gen. Subj. 1850 (2), 435-446, 2015.
*These authors contributed equally in this work.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2014.10.026

IF: 5.083

7. Kristéf, E., Zahuczky, G., Katona, K., Doré, Z., Nagy, E., Fésus; L.: Novel role of ICAM3 and LFA-
1 in the clearance of apoptotic neutrophils by human mae}ophages.

Apoptosis. 18 (10), 1235-1251, 2013. '
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s10495-013-0873-z - Y
IF: 3.614 e

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

32



/¥
g

("/' DEBRECENI EGYETEM [] f '
D EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD

8. Zahuczky, G., Kristéf, E., Majai, G., Fésus, L.: Differentiation and Glucocorticoid Regulated
Apopto-Phagocytic Gene Expression Patterns in Human Macrophages: role of Mertk in
Enhanced Phagocytosis.

PLOS One. 6 (6), 21349, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0021349
IF: 4.092

A kozlé folydiratok osszesitett impakt faktora: 37,368
A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
10,766

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

elvégezte.

Debrecen, 2016.10.26.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

33



9. KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban a témavezetdmnek, Dr. Fésiis Laszlo Professzor Urnak szeretném kifejezni
Oszinte halamat a Ph.D. tanulmanyaim alatt nyujtott folyamatos tdmogatasért,
motivacioért, valamint az értékes szakmai megbeszéléseket. Koszonettel tartozom a
lehetdségért, hogy a munkacsoportjaban tanulhattam és dolgozhattam.

Koszonetem szeretném kifejezni a Sejtbiokémia Kutatocsoport és az MTA-DE Ossejt,
Apoptozis és Genomika Munkacsoport minden jelenlegi és multbéli tagjanak a
baratsagos munkahelyi 1égkorért. Kiilondsen halas vagyok Dr. Demény Maténak, hogy
konstruktiv tandcsaival, szakmai és barati beszélgetésekkel folyamatosan segitett
engem.

Koszonet illeti Nagy Jennifer, Klem Attilané ¢és Szaloki Szilvia asszisztensi
tevékenységét, melyek nagyban segitették kisérletes munkamat.

Halas vagyok kollaboracids partnereinknek: Dr. Bacs6é Zsoltnak, Dr. Quang-Minh
Doan-Xuan-nak ¢és Dr. Bai Péternek, segitségiikért a lézer-pasztazo képalkotasban és
elemzésben illetve a sejtes respiracidos mérésekben, valamint hasznos tanacsaikért.
Koszonetem szeretném kifejezni Dr. Balajthy Zoltannak és Dr. Sarvari Anitta Kinganak
a human  zsirsejtes  vizsgdlatok elinditdsdban  tett  erOfeszitéseikért a
munkacsoportunkban.

Halas vagyok Dr. Zahuczky Géabornak, aki rengeteg segitséget nyujtott szamomra TDK
munkam soran. Ugyancsak koszonom Dr. Petrovski Goran-nak és munkatarsainak (Dr.
Albert Réka, Szatmari-To6th Maria, Dr. Veréb Zoltan) a k6z6s munkat, tamogatast.
Koszonetem szeretném kifejezni Dr. GyOry Ferencnek és az Auguszta Sebészeti
Kozpont munkatarsainak, hogy zsirszovet mintakat biztositottak kisérleteinkhez.
Koszonet illeti a tars-témavezetésemmel tevékenykedd hallgatok (Klusoczki Agnes,
Veress Roland, Combi Zsolt és Varga Klara) munkajat is.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Tézsér Jozsefnek, a Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet jelenlegi vezetdjének a lehetdségért, hogy ebben az Intézetben dolgozhatok.
Végezetiil, minden egyes munkatarsamnak szeretném halamat kifejezni a Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézetben.

A legnagyobb koszonettel és halaval, szeretett csalidomnak és draga barataimnak

tartozom, akik folyamatosan batoritottak és segitettek tanulmanyaim és munkam soran.

34



