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Bevezetés és célkituzések

A zsirsejtek vizsgalata napjaink egyik kiemelkedd fontossag kérdése, hiszen
ezen sejtek legfobb energiaraktaraink. Rengeteg szabalyzo faktor szekrécidja kothetd
hozzajuk. Sajnalatos modon az egyre tobbeket érinté elhizasnak és koros
kovetkezményeinek is elejét vehetjlik, ha sikertiil kell6 mélységekig feltarni, megérteni és
leginkabb szabalyozni az adipocitak érésének folyamatat. Az elmult 20 évben a zsirsejt
differenciacio, sejt és molekularis mechanizmusait igen alaposan tanulmanyoztak,
melyhez preadipocita sejtkultirakat hivtak segitségiil.

Mara rengeteg cikk, szakirodalom jelent meg és mutatta be az in vitro
differencialtatds menetét, annak komponenseit. Dolgozatomban arra a kérdésre keresem
a valaszt, hogy a mar jol definidlt komponensek milyen hatéssal birnak az atalakulas
folyamatara. Ennek soran mindenekel6tt egy jol miikddo protokoll elsajatitasara, annak
beallitasara torekszem. A késdbbiekben az ebben lefektetett mennyiségek és aranyok
megvaltoztatasaval, egyes komponensek elhagyasaval torekszem azok jelentdségének
feltarasara. A differencidciot kovetéen annak kvantitadlasi modszerét igyekszem

korbejarni, szélesebb korii informaciot nyujtani rola.



1. Szakirodalmi attekintés

A fehér zsirszovet WAT a legfontosabb energia tartalék a magasabb rendii

eukariotakban, amely tiacilglicerolt raktiroz az energiatobbletek periodusadban, s
mobilizalja energiahiany esetén. Napjainkban rohamosan novekszik az elhizés
gyakorisdga a jelentOs fehér zsirszovet tobblet eredményeként. Az elhizas igen komoly
egészségiigyl kockazatot jelent az fejlett orszagokban iS.Ez szoros kapcsolatban all a
koros betegségek szamaval, beleértve a nem inzulinfiiggd diabetest, magas vérnyomast,
rakot és az atherosclerozist.t! Tekintettel a széleskorii egészségiigyi kovetkezményekre,
uj ¢és hatékony stratégidk sziikségesek az elhizds mértékének kontrollalasahoz.
Napjainkban egyre tobb kutatas zajlik az zsirsejt differnciacio megértésére. A genetikai
hattér feltarasaval génmodositott egereken végzett kisérletek is sokat segithetnek a
probléma mihamarabbi megold4saban.
Az érett adipocitdk - a legfObb sejtes Osszetevoi a fehér zsirszovetnek -, egyediilallo
energiaraktarozo képességgel, szoros hormonalis kontrollal birnak. Azonban a zsirsejtek
altal szekretalt faktorok ismert szerepet jatszanak az immunvalaszokban, vaszkularis
rendellenességekben és az étvagy szabalyozasdban. A leptin az obese gén terméke, egy
hormon, melyet elsddlegesen érett zsirsejtek termelnek, s valasztanak ki. A hormon
receptora a hipotalamuszban talalhatd, s fontos szerepet jatszhat a test zsirtomegének
szabalyzasaban.[?]

Az adipocitaknak szamos az immunrendszerrel kapcsolatos fehérje terméke
ismert, mint az adipszin, acilacio stimulalé protein (ASP) tumor nekrozis faktor-o (TNF-
o) €s a makrofag migracié gatld faktor (MIF). Ezen faktorok barmelyike részt vehet az
energia homeosztazisaban, vagy az inzulin rezisztenciaban.®l A TNF-a nem csak gatolja
az adipocita differenciaciot, de érett zsirsejteket kezelve vele, gatolja az adipocita gének
expressziojat is.[! Ezen tal a TNF-o hozzajarulhat az inzulin rezisztenciahoz, melyet
elhizas és nem inzulin fiiggd diabétesz mellitus kisérhet.[)

A vaszkularis funkciokat befolyasold fehérjék is szekréciora keriilnek az adipocitakbol
ugy, mint az angiotenziogén vagy a plazminogén aktivator inhibitor 1-es tipusa (PAI-

1).1°1 Az angiotenziogén szerepet jatszhat a zsirszovet vérellatasaban, s a zsirsav zsirbol



valo kidramlasaban.l’l Ezek tiikrében kijelenthetd, hogy az adipocitik egyszerre
viselkednek endokrin és paracrin/autokrin sejtként.

A legtobb fajban a fehér zsirszovet kialakuldsa még a sziiletés -elott
megkezdédik. Bl A fehér zsirszovet megjelenésének kronoldgiaja azonban igen faj-
specifikus.[¥l A fehér zsirszovet térnyerése gyorsan halad a sziiletést kovetden a zsirsejtek
méretének s szamdnak gyarapodasa folytdn.  Felndtt korban az Uj zsirsejtek
létrehozasanak lehetdsége tovabbra is fennall. Ezt demonstralta a patkdnyokon végzett
kisérlet, melynek soran magas szénhidrat vagy zsir diétara fogtak dket, melynek hatasara
a zsirsejtek szama novekedett.'”) A zsirsejtszam novekedés az emberi elhizasnal éppen
igy megfigyelhetd. Mindezen tul zsirsejt prekuzorokat izoléltak kiilonb6zd fajok felndtt
kori WAT-ébol, beleértve az embert is, és in vitro differencialtattdk Oket értett
adipocitava.™ A lehetdség tehat, hogy uj zsirsejtek képzddjenek és a zsirsejt
prekuzorokbodl egy életen at fenn alljon. A zsirsejtek fejlodésének eredete, szamos
tanulmany szerint az embrionalis dssejtekbdl kiindulva mezodermadlis Ossejt fazison
athaladva, a miocitdk és oszteocitdk mellett képzddnek a preadipocitdk, melyek utdna
tovabb differencialodnak érett adipocitakka.

Az elmult 20 évben az in vitro rendszerek kiemelked6en hasznosnak bizonyultak
az adipocita differenciacio tanulmanyozasaban. Ez, sejten beliili molekuldris események
alaposabb feltdrasdhoz vezetett, melyek a differencidlatlan fibroblaszt szerli
preadipocitakbol érett adipocitakdkd torténd atalakulasa kozben zajlanak. Kiilonb6zd
preadipocita sejtvonalakat és kotdszoveti primer kulturakat hasznalnak prekuzor
sejtekként. Az el6 zsirsejt vonalak valamint az els6dleges preadipocitdk mar kizarolagos
modon elkotelezték magukat az adipocita fejlédésiranyba, habar, ezen fejlédés kiillonbzo
stadiumai reprezentaljak. A legsiiriibben alkalmazott sejtvonalak a 3T3-F442A valamint
a kisérleteimben altalam is alkalmazott 3T3-L1. Ezek a vonalak eredete a Swiss 3T3
sejtekre vezethetd vissza, melyeket 17-t61 19 napos egér embriokbol izolaltak.[*?1 A 3T3-
C2 sejtek szarmazasa is hasonlo, d&m ezek természetes koriilmények kozott nem
miikddnek preadipocitaként. Mivel nem differencialédnak adipocitakka, igy kivalo
viszonyitasi pontot nyujtanak az atalakulo sejtekkel vald Osszevetéshez. Am, ezen
modelleken kiviil az embrionalis Ossejtek is gyakran mutatnak hajlandosagot érett
adipocitava torténd differenciaciora in vitro,[** mely igen fontos tény az adipogenezis
kezdeti 1épéseinek kutatdsa szempontjabol. El6 zsirsejtek szubcutan injektalasa csupasz
egerekbe érett zsirparndk kialakuldsahoz vezetett, melyek szOvettanilag teljesen

megkiilonboztethetetlenek voltak a fehér zsirszovettdl. Ez a tény meggy6z6 bizonyitékot
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szolgaltat arra, hogy a zsirsejtek képzddésének mechanizmusa preadipocitakbol in vivo
és in vitro igen hasonléan zajlik le.!**!

Mivel a preadipocitdk szdrmazasa, s differenciacidos stddiuma nem mindig
kelloképpen megallapithato, igy a vizsgalatok validalasdhoz az elsddleges kultirak
hasznalata kiilonosen fontos. Elsédleges preadipocita kulturakat sikeresen hoztak létre
szamos fajbol, beleértve az embert is.*> Ezen elsédleges sejtek diploidak, s talan ezért is
szamos in vivo kontextusban jobbak, mint az aneuploid sejtvonalak. Szamos kutatés
tamasztja ala, hogy az elsddleges kultirak differenciacios kapacitdsa tisztan donor fiiggo,
s ami ennél is fontosabb, hogy a donorok koranak elrehaladtaval csdkken.[®!

A novekedési fazis alatt a preadipocita vonal sejtjei valamint az elsddleges
preadipocitak morfologiajukban hasonloak egy fibroblaszthoz. A sejtek konfluens

allapotdban a megfeleld kezeléssel indukalt differencidcido hatasara a sejtek alakja
drasztikusan PREADIPOCYTE MATURE ADIPOCYTE

megvaltozik. A

preadipocitak

gomb alakava nucleus

valnak,

, 1. abra Differenciacio menete
zsircseppek

akkumulalodnak benniink, s fokozatosan kialakulnak az érett zsirsejtekre jellemzo
morfoldgiai és biokémiai jellemvondsok. A differenciacido természete foként az
alkalmazott sejtvonaltdl fiigg. gy hat szamos protokoll koziil valogathatunk a
preadipocita sejtvonalak ¢€s az elsddleges preadipocitak esetén. A 3T3-L1 preadipocitak
hatdsara néhany hét alatt zsirsejt kultarat érhetiink el. Ez tovabb fokozhatd indukalo
agensek alkalmazasaval mit a Dexametazon a 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) mely egy
kombinalva hasznaljdk. Az emlitett agensek k6zos ismérve, hogy jelentds mértékben

fokozzak a differenciaciot.



Béar a preadipocitdk szdmos kiilonb6zd forrasbdl szarmazhatnak, és sok
szempontbol hasonléak, az indukalo agensekre valo fogékonysaguk meglehetdsen eltérd
lehet. A legtobb esetben az elsddleges preadipocitak fiatal allatokbodl szarmaznak, s vagy
alacsony 1-10nM inzulin koncentracio jelenléte mellett FCS tartalmu, vagy magas 1-
10pM inzulin taralomu szérummentes médiumot alkalmaznak a sejtek tapoldataként.*”]
A preadipocita ¢és az elsddleges preadipocita sejtvonalak szérummentes kultardinak
fejlodési kondicioi megerdsitik az induktorok pozitiv szerepét valamint az inzulin-szera
novekedési faktor I (IGF-I), glilkkokortikoid, és a cAMP szignalut részvételét. A
preadipocita sejtvonalaknél az inzulin szint szuprafiziologias koncentracidra emelése
nem befolydsolja a differencialodd sejtek szamat, am képes megnoveli a lipid
akkumulaciét. Ezzel szemben a legtobb primer preadipocitdnal, melyek spontidn

.....

szamat.'® A kultaratol fliggéen az inzulin/IGF-I szignalut kritikus lehet a
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jellemezhetd. Ezt tiikrozi a korai kozép és kései mRNS/fehérje markerek megjelenése, s
a triglicerid akkumulaldédasa. Ezen valtozasok elsdsorban transzkripcionalis szinteken
jatszodnak, habar a poszttranszkripcios regulacid is végbemehet néhany adipocita gén

esetén.[' Ezen kiviil azon gének aktivacija, mely gének gatolnak az adipogenezist, vagy
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csak egyszerlien nem sziikségesek a zsirsejtek funkcidjahoz, represszalva van. A
génexpresszid valtozasai az adipocita érés korai, s kései fazisait jol jellemzik, foként a
gyakran alkalmazott preadipocita sejtvonalak esetén.

Mind a preadipocitakban, mind az elsddleges preadipocitdkban az osztodasanak
gatlasa és nem a sejtkonfluencia, vagy a sejt-sejt kontaktus a sziikséges feltétele a
differenciacionak. Holott kétségtelen tény, hogy a konfluencia ezen sejtvonalaknal az
sejtosztodas gatlasahoz vezet, a sejt-sejt kapcsolat nem el6feltétele az adipocita
konverzidnak. Ezt példazza az elsédleges patkany preadipocitakon végzett kisérlet, mikor
is alacsony sejtstiriséggel plate-elték a sejteket szérummentes médiumban, am igy sejt-
sejt kapcsolat nélkiil is végbement a differenciaci6.[?”) Két transzkripcids faktor, a
CCAAT/enhanszer kot protein o (C/EBP-a) és a Peroxiszoma proliferacio-aktivalta
receptor gamma (PPAR-y) mutat transzaktivacios hatast az adipocita specifikus génekre.
Kisérletek tdmasztjak ald, hogy mind a C/EBP-0 mind a PPAR-y részt vesz a sejtosztodas
gatlasaban. McKnight és munkatarsai a C/EBP-a antimitotikus hatasat demonstraltak
C/EBP-a-6sztrogén receptor fuzios fehérjével. Az Osztrogén kezelés altali aktivacio
eredményeképp a sejtosztddas megsziint, S vontak le a kdvetkeztetést, a sejtszamot és a
DNS szintézist szemlélve.”! Noha a C/EBP-o és a PPAR-y expresszioja dramaian
novekszik az adipocita differenciacié alatt, a preadipocitdkban ezen transzkripcios
faktorok szintje alacsony, viszont ez is elég lehet a sejtosztodas gatlasahoz.

A sejtosztodas gatlasat kovetden, a konfluens preadipocita sejteknek ujabb
mitogeneticus €s adipogenetikus szignalok megfeleld kombinacidjat kell megkapniuk,
hogy a differenciacio Gjabb stadiuméba léphessenek. Preadipocita sejtvonalakrol szolo
tanulméanyok azt mutatjak, hogy a sejtosztodasaban gatolt sejtek még legalabb egy teljes
DNS replikacion és sejtosztodason mennek at. gy ez az elkotelezett sejtek klonalis
ravilagitott a kiilonbségekre a klondlis expanzio és a preklonfluens sejtnovekedés kozott
3T3-L1 preadipocitdkban. A retinoblasztoma proteinek pRB, p107, és p130 kéti az
E2F/DP komplexet és inaktivaljak a novekedést-serkentd transzkripcios aktivitasat. Az
E2F ¢és az RB csalad tagjainak szerepe jelenleg az adipogenezis soran ismeretlen. A
sejtosztodas gatlo-specifikus (gas) gének egyes csoportja eltérd expresszids mintazatot
mutat a klonélis expanzid alatt. A Gas6 els6sorban a poszt konfluens preadipocitak
klonalis expanzidja soran expresszalodik, mig a gasl és gas3 a szérum-hidnyos

preadipocitakban. !



A sejtosztodas gatlasat és a klondlis expanziot komplex génexpresszids mintazat
valtozasok kisérik, melyek eltérdek lehetnek az egyes sejtkultira modellekben és
specifikus differencialtatasi protokollok alkalmazasa esetén. A lipoprotein lipaz (LPL)
expressziojanak mRNS-eit gyakran az adipocita differenciacio korai markereként szokas
tekinteni.[?l A lipoprotein lipazt az érett zsirsejtek valasztjak ki, s kulcsfontossagu eleme
a lipid akkumulacionak.!?! Azonban az LDL expresszi6 eléfordulhat spontan is konfluens
sejttomeg esetén, a differenciaciohoz sziikséges kiegészitd agensektdl fiiggetleniil.[?8] Ez
viszont azt sugallja, hogy az LPL expresszio talan inkabb tiikr6zi a sejtosztddas
gatlasanak stddiumat, mint egy korai differenciacios 1épést. Tovabb erdsiti a feltevést,
hogy més mezenchimalis sejtek, mint a szivizom sejtek vagy a makrofagok szintén
szintetizaljak és szekretaljak az enzimet.!?”! Igy, mivel az LPL expresszidja nem adipocita
specifikus és fiiggetlen a differenciacidhoz sziikséges kiegészitd agensektdl az LPL
besorolasa, mint az adipocita differenciacio korai markere, kérdéses marad.

Legaléabb, két transzkripcids faktor csalad - a C/EBP ¢és a PPAR -, indukalodik a
differenciacid korai szakaszaban. A peroxiszoma proliferacio-aktivalta receptor-y
nagymértékben adipocita specifikus, dm alacsony, de még detektdlhatd szinten a
preadipocitdkban is expresszalodik. Expresszidja gyorsan novekszik a differenciacios
mar jol detektalhatd, s az expressziés maximumat az érett adipocitikban éri el.[8] A
PPAR-y expressziojat megelézi a PPAR-8 expresszidja, mely azonban szertedgazobb,
kevésbe specifikus. Kiilonboz6 szovetekben s sejtkultira vonalban detektalhatd, mint
példaul a CH310T1/2 a 3T3-C2 vagy az NIH 3T3.[2°1 A C/EBP-B és C/EBP-§ izoformak
expresszidjanak atmeneti emelkedése megelzi a PPAR-y expressziojat.F% A C/EBP-B
¢s C/EBP-0 csokkenését a differenciacid korai s kozépso stadiuméaban a C/EBP-a mRNS-
ek indukcigja kiséri. A C/EBP-a expresszidjanak novekedése némileg megelézi az
adipocita-specifikus gének kifejezodését.? Mas transzkripcios faktorok a zsirsejt
differencidci6 nagyon korai szakaszaban indukalodnak, mint a szterol szabalyzo elem
kot6 protein-1c (SREBP-1c¢), adipocita elkotelezodési és differenciacios faktor 1
(ADD1), tovabba a bHLH-leucin zipzar fehérje, mely részt vesz a koleszterol
metabolizaciojaban, s taldn az adipocita génexpresszioban is érintett.[*?]

Az adipocita differenciacié alatt a sejtek fibroblaszt szerli alakja gombszeriivé
alakul, s dramai valtozds torténik a sejtek morfoldgidjaban, citoszkeletalis
komponenseiben, és az exracellularis matrix komponenseinek szintjében, valamint

tipusaban. Valosziniileg mindezen valtozasokat befolyasolhatja a PPAR és/vagy CEBP
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csalad tagjainak expresszidja s hatasa a zsirsejt differenciacio alatt. Az aktin és tubulin
expresszidjanak csokkenése egy korai eseménye az adipocita differenciacionak, melynek
nyilvanvald kovetkezményei a morfoldgiai valtozasok.®®! Ezen valtozasok a sejt
alakjaban a differencidcio soran lezajlo kiilonb6z6 folyamatokat tiikrézik, s nem a lipid
lerakodés eredményei. 3T3 preadipocitakban biokémiai és morfologiai valtozasok allnak
be akkor is, ha meggatoljuk a triglicerid akkumulaciot, akar biotin megvonassal, vagy
lipolitikus 4gensek hozzdadasaval.’*%] Mindezeken talmenéen a kollagén gének
expresszioja is jelentdsen megvaltozik a differenciacid soran. A preadipocitdk altal

.....

IV-es tipust, melynek hatdsara a sejtek médiuma a hormonkezelés koveté masodik napra
viszkoézusabb allagot 61t.[5°

A differencidcio végsd féazisa alatt az adipocitdkban jelentésen nd a de novo
lipogenezis valamint az inzulin érzékenység. Az aktivitasi, protein és mRNS szinteken
tul, a tiacilglicerol metabolizmusban résztvevé enzimek szerepét is meg kell emliteni.
Részt vesz ebben a folyamatban tobbek kozt az ATP citrat liaz, acetil-CoA karboxilaz,
sztearoil-CoA deszaturaz (SCD1) glicerol-3-foszfat aciltranszferaz, glicerol-3-foszfat
dehidrogenaz, zsirsav szintdz, és a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz.Bl A gliikéz
transzporterek és inzulin receptorok szama, s az inzulin érzékenység fokozodik.8l A
leptin mennyisége is novekszik az in vitro adipocita differenciacié termindlis
szakaszaban, csakhogy ennek mértéke joval elmarad a zsirszovetekben mérhet6tsl.B% A
PPAR-y és a C/EBP-a a differenciacid ezen szakaszaban is kulcsfontossagu szerepet
jatszik. Tobb gén koordinalt aktivalasaért felelések, mint a GLUT4, SCDI
foszfoenolpiruvat karboxikinaz, vagy a leptin.

Mindezen [épések, transzkripcids faktorok, enzimek, s a tobbi felsorolt tényezo
sokasaga ¢s Osszetettsége kell tehat ahhoz, hogy végbemehessen a fibroblaszt szerli

preadipocitak atalakulasa immar érett zsirsejtekke.



2. Modszerek

2.1.Az adipocita differencialtatasi protokoll beallitasa 6-welles
plate-en

A sejtek tapkozegéiil Dulbecco’s Modified Eagle Medium szolgal, melyet 50ml
Fetal Bovine Serum-mal, 5 ml Glutamin, illetve 5 ml Penicillin/ Streptomycin
antibiotikumot tartalmaz. A kisérlet soran hasznalt 3T3-L1 sejtek az In Vitro
Diagnosztikai Tomb alagsoranak folyékony nitrogénes tartalyabol lettek felhozva. A
sejtszuszpenzié vizfiirdében keriilt hirtelen kiolvasztasra, majd steril boxban 10ml
médiumba lett athelyezve. Ezt centrifugalas kovette, mely 250 rpm-en, 5 percig, 24 °C-
on zajlott. Kovetkezo 1épés a feliiluszo eltavolitasa, s a pelletet 20 ml médiumban torténd
felszuszpendalasa, majd T75-6s flaskaba helyezése. Végiil inkubatorra helyezés
masnapig. Ekkor médium csere, s a mikroszkopos vizsgélat soran megallapithatd volt,

hogy a sejtek épek, kitapadtak, alakjuk fibroblaszt szert.

2.1.1. Zsirsejt differencialtatasi munkaterv

» 0. Nap (10.15)
e 6x10° sejt/well kihelyezése
» 1. Nap (10.16)
e A sejtek elérik a teljes konfluenciat, BM 1. médium sejtekre tétele
» 3. Nap (10.18)
e DM I sejtekre tétele, az als6 3 well-hez 2-2 uM roziglitazon hozzaadasa
» 5. Nap (10.20)
e DM II sejtekre tétele
» 7.Nap (10.22)
e BM II sejtekre tétele
» 8,10,12,13. Nap (10. 23,25,27,28)
e BM Il cseréje, a 13. napon Oil Red O stock elkészitése
» 14. Nap (10.29)
e Oil Red O festés
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2.1.2. A differenciaciohoz hasznalt médiumok osszetétele

e DMEM

e 10 % NCS (FBS-re lett cserélve)
e 1xP/S

e GIn

e DMEM

e 10%FBS

e 1XxP/S

e GIn

e 0,5mM IBMX

e 0,25 uM dexametazon

e 1 pg/mlinzulin

e 2 uM roziglitazon (CSAK AZ ALSO 3 WELL-HEZ!)

e DMEM

e 10% FBS

e 1xP/S

e GIn

e 1 ug/ml(2,1ul) inzulin
> BMII

e DMEM

e 10% FBS

e 1xP/S

e GIn

11



2.1.3. Differencialtatas menete

A 0. napon a sejtek kihelyezése torténik 6 welles platere. Els6 Iépében az
elhasznalt médium leszivasa, majd mosas 5 ml PBS-sel. Ezt kdvetden a sejtek fellazitasa
2ml tripszin hozzéadasaval; inkubalas (4 perc, 37°C); a flaska megiitdgetése; mikroszkop
alatt meggy6z0dni rola, hogy a sejtek felvaltak. 8 ml médium hozzaadasa szuszpendalas,
majd a szuszpenzido 50 ml-es centrifugacsobe torténd attétele. Ezutan sejtszamolas
kovetkezik Biirker-kamraval. Itt eredményiil 386,6 sejt/ul-t kaptam. Minden well-be
600.000 sejt keriil, a Biirker-kamras szamlalasbol kovetkezéen ez 1551,9ul
sejtszuszpenziot és 1448,1ul médiumot jelent wellenként. Utolsd 1épésben a plate
inkubéatorba helyezése 24 orara.

Az 1. napon a sejtek vizsgalat utan a sejteken 1évé médium leszivasa és 3-3ml
BM I médium hozzaadésa. A plate inkubalasa 48 6ran at.

A 3. napon a DM I 6sszeallitasa soran 1 well rahagyassal 21 ml médium készitése
sziikséges. Ehhez 21 ml médium kimérése egy 50 ml-es csébe 21 ul IBMX, 2,63 pl
dexametazon, 2,1 pl inzulin médiumba mérése sziikséges. A médium (DM I) felének )
csObe torténd helyezése, majd ehhez 2,1 pl roziglitazon hozzaadasa. DM | sejtekre
helyezése a BM I sejtekrdl valo leszivasaval kezdddik. A plate felsé 3 welljéhez 3ml DM
I hozzaadasa, majd az alsé sor welljeiben 1évé sejtekhez 3 ml DM I + Roziglitazon
hozzaadasa. A plate 48 orara inkubéatorba kertil.

Az 5. napon a DM II Gsszeallitdsa soran 21 ml médium kimérése, s 50es csObe
helyezése 2,1 pl inzulin belemérése. Ezt kdvetden a DM 1 leszivasa torténik, nagyon
6vatosan, hogy a ,,sejtfilm” meg ne sériiljon, majd 3-3 ml DM Il helyezése minden wellbe.
A plate-et ismét inkubatorba helyezése 48 orara.

A 7. napon a mikroszkopos vizsgalat utdn a DM 11 leszivasa és wellenként 3-3
BM II médium sejtekre helyezése kovetkezett.

A 8. nap a megfigyelés utdn a médium cseréje tortént BM 11 médium
hasznalataval.

A 10. napra az elhasznalt médium helyére friss BM II keriilt.

A 12. napon a sejtek szemrevételezését a médium cseréje kovette, BM 11

alkalmazasaval.

12



A 13. napra ezen a napon is megtortént a médium cseréje, melyhez most is BM
I1-vel. A sejtek festéséhez hasznalt Oil Red O festék stock solution-jét is ezen a napon
kellett elkésziteni az alabbi modon.
150 mg Oil Red O port bemérése 50ml-es centrifugacsObe, majd 50ml 99%-0s
Izopropanolban torténd beoldasa. Zard 1épésben a centrifugacsé alufoliaba burkolasa,
majd a hideg szobaban torténd elhelyezése felhasznalasig.

A 14. napon megtortént a sejtek festése is, Oil Red O festékkel, melynek
segitségével az adipocitava differencialodott sejtek zsircseppjei vords szint oltenek, igy
konnyitve meg elkiilonitéstiket az at nem alakult sejtektdl. A késdbbiekben a festék

kivonhat6 a megfestett sejtekbdl, igy kvantitalasra is alkalmazhato.

2.1.4. Az Oil Red O-rél

Az Oil Red O (C26H24N40) egy lizokrém (zsirban
HO

0ldodo) diazo festék, mely a neutralis triglicerideket és N

XN
lipideket, tovabba néhany lipoproteint tud megfesteni. CH,
Megjelenése piros por halmazallapota, melynek H,C
maximalis abszorbancigja, 518 (359) nm-en van. A por Mo

CH,
99%-o0s izopropanolban oldhato.

H.C

3. abra Az Oil Red O szerekezeti képlete
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2.15.

Oil Red O festés

Sejtek fixdaldasa

Médium leszivasa
Mosas 2 ml PBS-sel
2 ml frissen higitott (stock 37%-0s) 4%-o0s formaldehid hozzaadasa

Inkubalas szobahdmérsékleten 45 percig

Oil Red O working solution elkészitése

Festés

9 ml Oil Red O stock + 6 ml MQ viz
Osszerazasa

Pihentetés 10 percig szobahdmérsékleten,
ezutan mar nem szabad felkavarni a
letilepedett festékszemcséket

Az oldat atsziirése 0,2 um-es fecskendds

szuron

A formaldehid eltavolitasa a sejtekrdl
Mosas 2 ml MQ vizzel
2 ml 60%-os izopropanol hozzaadasa, s

pihentetés 4 percig szobahdmérsékleten

Izopropanol eltavolitasa 5. dbra Festett sejtek a mosds utdn
2-2 ml Oil Red O working solution
sejtekre  tétele, majd  inkubdlas
szobahdmérsékleten 5 percig

Az Oil Red O eltavolitasa

Mosas 2 ml MQ vizzel (kb. 3X) mig a

leszivott viz tiszta nem lesz

Veglﬂ 2-2 ml MQ viz hozzéadasa minden . dbra Festett sejtek mikroszkopos képe
wellhez, majd a plate lezarasa parafilmmel
Mikroszkopos vizsgalat, s fotdzas utan a plate becsomagolasa aluféliaval, a hideg

szobaban 1 honapig tarolhato.
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2.2. Adipocita differenciaciéo komponenseinek vizsgalata

Vizsgalédasaimmal a tovabbiakban arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy a
differencialtatashoz hasznalt egyes komponensek milyen mértékben befolyasoljak az
atalakulast. A kisérlet ezen szakaszanal 4j 3T3-L1 sejtvonallal dolgoztam, hiszen az el6z6
kultara passzazs szama ekkorra meghaladta a 30-at, igy mar nem reagalt megfelelden a
differencidciés médiumra, s jelentdsen lecsokkent az adipocitava alakulo sejtek szdma,
ami torz eredményekhez vezetett volna. Az 10j sejtvonal 6. passzazsnal keriilt
lefagyasztasra, a felvételét kovetden még kétszer passzaltam, igy a kisérlet kezdetén a
sejtek 9. passzazsuknal tartottak. Tovabba immaron a differencialtatas soran 24-welles
plate-tel dolgoztam, a koltséghatékonysagot s a hatékonyabb munkavégzést szem el6tt
tartva. A kérdés megvalaszolasanak modja, hogy a plate-et négy szekcidra osztom, igy
vizsgalva az egyes OsszetevOket. Az . IBMX, a II. Dexametazon, a III. Inzulin, végiil a
IV. Kontrollként szolgalt. Minden rész hat well-t foglal magéba, ahol is az elsé oszlop
nem tartalmazza valamely komponenst (pl.: Al és B1 well-ekbe nem keriil IBMX), a
kozépso oszlop well-jeibe fél adag keriil az adott komponensbdl, mig az utols6 oszlopba
a teljes mennyiség belekeriil. Természetesen az adott szekcidban csak az ahhoz tartozd
komponens mennyiségével jatszunk, a tobbi alkoto teljes mennyiségben kertil a sejtek
médiumaihoz. Mindezen til minden szekcid alsé soraban talalhaté well-ek teljes adag
Roziglitazont is kapnak.

A differencaltatds menete, teljes mértékben megegyezik a korabban leirttal,
mindossze a felhasznalt differenciaciés médium I 6sszetételében, valamint az inzulin
hatasat vizsgalo well-eknél a differencidcios médium II-nél is, tér el attol. Illetve, mivel
24 well-es plate-et alkalmaztam, melynek felszine 1,9 cm?, a 6-welles plate 9,5 cm?-hez
képest igy a kihelyezett sejtek szama is kevesebb 120.000 sejt/well, tovabba a lyukanként

hasznalt médium mennyisége is 0,5ml/well-re csokkent az eddig hasznalt 3-ml-rél.
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2.2.1. 24-well-es plate zsirsejt differencialtatasi munkaterve

» 0.Nap
e 120.000 sejt/well kihelyezése
» 1.Nap

o A sejtek elérik a teljes konfluenciat, BM I. médium sejtekre tétele

» 3.Nap

o DM I sejtekre tétele, az als6 well-ekhez 2-2 uM roziglitazon hozzaadasa

» 5.Nap

e DM II sejtekre tétele
» T7.Nap

o BM II sejtekre tétele
» 8,10, 12,13. Nap

e BM Il cseréje, a 13. napon Oil Red O stock elkészitése

» 14. Nap (10.29)
e Qil Red O festés

A differenciéltatas soran hasznalt plate térképe, valamint a differenciacios

médium I well-enkénti 0sszetétele az alabbi tablazatokban lathatoak.

1 2 3 4
A 0 IBMX % IBMX 1IBMX @Dexametazon
B © IBMX % IBMX 11BMX @Dexametazon
+Roziglitazon | +Roziglitazon | +Roziglitazon | +Roziglitazon
C O Inzulin Y% Inzulin 1Inzulin Kontroll
D O Inzulin % Inzulin 1Inzulin Kontroll

+Roziglitazon | +Roziglitazon | +Roziglitazon | +Roziglitazon

1. tablazat A differencéltatas plate-térképe
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5

L,Dexametazon

,Dexametazon
+Roziglitazon

Kontroll

Kontroll

+Roziglitazon

6

1Dexametazon

1Dexametazon
+Roziglitazon

Kontroll

Kontroll

+Roziglitazon



A

1

DMEM-0,5ml
IBMX-0ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0ul
Dexam-0,063pul
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-Opl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063ul
Inzulin-Opl

Rozigl-0,1ul

2

DMEM-0,5ml
IBMX-0,25ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,25ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,025ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063ul
Inzulin-0,025ul

Rozigl-0,1ul

3

DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5pl
Dexam-0,063ul
Inzulin-0,05ul

Rozigl-0,1ul

4

DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-Oul
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-Qul
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul

Dexam-0,063pl

Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul

Dexam-0,063ul

Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul

5

DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,03ul
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,03ul
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul

Dexam-0,063pl

Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul

Dexam-0,063ul

Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul

2. tablazat A DMI médiumok osszetétele well-enként

6

DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063ul
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063ul
Inzulin-0,05pl
Rozigl-0,1ul
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063pl
Inzulin-0,05pl
DMEM-0,5ml
IBMX-0,5ul
Dexam-0,063ul
Inzulin-0,05pul
Rozigl-0,1ul

A tablazatban leirt médiumok, kiilon-kiilon eppendorf csdben kertil 6sszeallitasra.

Mint az latszik, néhol pontosan ki nem mérhetéen apré6 mennyiségek szerepelnek, ennek

athidalasara a szilikséges komponensekbdl higitassal kezelhetd koncentracidju oldatot

készitettem, melybdl mar bizonyosan pontosan ki pipettazhatd a kivant mennyiség. A

higitashoz alap médiumot hasznaltam, hisz ez semmilyen modon nem befolyasolja a

kisérlet folyamatat.

IBMX
Normal well-ek: 11ul IBMX+11pl DMEM => 1ul/well
Feles well-ek: 1ul IBMX+3ul DMEM => 1ul/well

Dexametazon

Inzulin

Roziglitazon
B és D sor well-jeihez: 2pul Roziglitazon+18ul DMEM => 1ul/well
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Normal well-ek: 2ul Inzulin+38ul DMEM => 1 ul/well
Feles well-ek: 1ul Inzulin+39ul DMEM => 1ul/well

Normal well-ek: 2ul Dexametazon+29,74ul DMEM => 1ul/well
Feles well-ek: 1ul Dexametazon+32,33ul DMEM => 1ul/well



2.2.2. A differencialtatas menete

A 0. napon megtortént a sejtek kihelyezése, melyhez a 9. passzazsuknal jaro
sejteket hasznaltam. Osszesen 6 plate keriilt inditasra, melybdl 3 festésre 3 pedig
genetikai vizsgalatra késziilt. Els6é 1€pésben a T75-0s tenyésztd edényekbdl leszivtam a
médiumot, majd 5 ml PBS-sel mostam. Ezt kovetden 2ml Tripszint adtam hozza, mellyel
4 percen at 37 °C-on inkubaltam, majd dvatos kocogtatassal segitettem a sejtek felvalasat,
amirdl mikroszkdp alatt is meggydzddtem. A sejteket ezutan flaskanként 8 ml DMEM-
ben szuszpendaltam fel, majd 50 ml-es centrifugacsObe helyeztem at. A Tripan-kék festés
utan sejtszamlalas Biirker-kamraval, melynek eredménye 1152 sejt/ul. Mivel minden
well-be 120.000 sejt keriil, ennek kovetkeztében well-enként 104,167 ul sejtszuszpenzio
és 395,83ul médiumot pipettaztam ki. Végezetiil a plate-eket 24 oOrdra 37°C-0S
inkubatorba helyeztem.

Az 1. napra a mikroszkopos vizsgalat utan médiumcsere, s 24 6ras inkubalas.

A 3. napon a differenciaciés médium I-et a fentebbi tablazat alapjan kiilon-kiilon
eppendorf csdvekben vald Osszedllitdsa, majd az elhasznalt médium leszivasa utan az
adott well-hez tartozo eppendorf cs6bdl at pipettazas a sejtekre. A plate-eket inkubatorba
helyezése 48 orara.

Az 5. napon minden well megkapta a differenciaciés médium II-t, ligyelve az
Inzulin mentes és fél adag Inzulint tartalmazd well-ekre, melyek médiuméaba ennek
megfelelden nem vagy csak fél adag Inzulin kertiilt. A plate 48 orara inkubatorba kertilt.

A 7. napon az ellenérzést médium csere koveti, a sejtek 0,5-0,5 ml/well BM [1-t
kapnak, s 24 drara inkubatorba keriiltek.

A 8. napon megtortént még a médiumcsere, majd 48 drara inkubatorba helyeztem
a plate-eket.

A 10. napon médiumcsere soran a well-ek 0,5-0,5 ml BM I1I-t kaptak. Végiil 48
oOréra inkubatorba keriiltek.

A 12. napon a BM II ismét megtortént, melyet 24 6rds inkubalas kovetett.

A 13. napon a vizsgalatot médium csere kdvette, melyhez BM II hasznalataval.

A 14. napra a szemrevételezést a sejtek festése kovette, mely az elézdekben leirt
protokoll szerint zajlott, azzal a kiilonbséggel, hogy 0,5ml-es mennyiségeket hasznaltam.
A festéshez 3 plate-et haszndltam, mig a masik 3 plate sejtjeit well-enként 0,5 ml
Trizolban vettem fel, s kiilon feliratozott eppendorf csovekbe helyeztem at, majd -20 °C-

on taroltam az RNS izolalasaig.
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3. Eredmények

3.1. Az adipocita differencialtatasi protokoll beallitasanak
eredményei 6-welles plate-en

Az 1. napon a sejtek minden wellben tobb mint 80%-o0s konfluenciat mutatnak,
elenyészd halott sejt mellett.

A 3. napon minden well szuperkonfluens, néhany halott sejt figyelhet6 csak meg.

Az 5. napon a sejtek alakjaban apro valtozas vehetd észre, kisebb csoportosulasok
kezdenek kialakulni. A médium jelentésen viszkdzusabb lett, tobb halott sejt figyelhetd
meg.

A7.napon adifferencialodo sejtek kezdenek gombolydedebbé valni, benniik apro
lipid cseppek jelentek meg. A roziglitazonos wellekben mindez nagyobb intenzitassal
lathato.

A 8. nap vizsgalata alapjan megallapithaté, hogy egyre tobb sejt indult
differencidlodasnak, s azon sejtekben a zsircseppek mérete és szama egyarant
gyarapodasnak indult. A leirtak a roziglitazonos wellekben hatvanyozottan

érvényesiilnek.

Normal Roziglitazonos

19



A 10. napra a differencidlodd sejtek mar jol kivehetéek, a benniik 1évo
zsircseppek mérete, s szdma tovabb nétt, igy maguk a sejtek is egyre terebélyesebbek. Az

¢észleltek a roziglitazonos wellekrdl tovabbra is nagyobb léptékben mondhatdak el.

Normal Roziglitazonos
A Kkisérlet vége felé a 12. napon a lipid cseppek mérete és szama a
differencidlodasnak indult sejtekben toretleniil nd, s mint eddig most is intenzivebben
érvényesiil ez a roziglitazonos wellekben, igy tobb s nagyobb zsirsejt figyelhetd meg,

melyekben a zsircseppek is jelentésebbek.

Normal Roziglitazonos
A 13. napra a folyamat tovabb zajlott igy az atalakuld sejtek gombolyded
alakjukkal jol kitlinnek a tobbi sejt koziil, s benniik ugyanilyen jol kivehetdek a lipid

cseppek. A roziglitazonnak kezelt wellekben a folyamat erdteljesebben figyelhetd meg.

Normal Roziglitazonos
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A differencialtatas zaro, 14. napjdn a deifferencialddott sejtek immar sok és nagy,
szabalyos gomb alaku zsircseppel birnak. A roziglitazonos wellekben mindez

intenzivebben vehetd szemiigyre.

Festés elott

Normal Roziglitazonos

Festés utan

Normal Roziglitazonos

3.1.1. Konkluzio

A kisérlet végén kijelenthetd, hogy a differencialtatas sikeresen lezajlott. Erett
zsirsejtek jelentek meg mind a kontroll mind a roziglitazonos wellekben, &m ez utébbiban
jol lathat6 az emlitett komponens differencidciora gyakorolt jotékony hatdsa. A kontroll
wellekben az 4atalakult sejtek kb 5-10%-ot tesznek ki mig a roziglitazonos mintak esetén

ez a szam 30% korulire teheto.
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3.2. Adipocita differenciacio komponenseinek vizsgalata

Az 1. napra az Osszes plate well-jeiben megtapadtak a sejtek, morfologiailag
épek, sz¢ép fibroblaszt szerliek. Konfluenciajuk 80-90% koriili.

A 3. napon a sejtek minden well-ben szuperkonfluenciat mutatnak, igy idealisak
a kisérlet megkezdéséhez.

Az 5. napon a plate-eket szemlélve lathato, hogy a Dexametazon nélkiili well-ek
médiuma citromsarga szinivé, az Inzulint nélkiilézéek pedig lazacszinlivé valtak A
mikroszképos vizsgalat alapjan pedig elmondhatdo, hogy a sejtek kisebb
csoportosuldsokat kezdenek 1étrehozni, s apré foltok mar lathatéak némely sejteken, de
jol kiveheto zsircseppek még nem.

A 7. napon a dexametazont nem tartalmazo6 well-ek médiuma most is citromsarga.
Mikroszkép alatt vizsgdlva a normal well-ekben a csoportosulds er6s6dott, az inzulint
nem kapd sejteknél a pusztulds mértéke jelentésebb, mint a tobbi well esetén. A
Roziglitazonnal kezelt well-ek tobbségében mar kivehetdek a differencialodasnak indult
sejtek, s benniik az aprocska lipid cseppek. Ez aldl kivételt képeznek a Dexametazont
nélkiil6zo sejtek, itt ugyan is nem lathatd valtozas, még a Roziglitazonnak kezelt well-
ekben sem.

A 8. nap tobb differencialodott sejt figyelheté meg. A Roziglitazonhoz jutott
sejtek esetében, s benniik mint szamban, mint méretben gyarapodo lipid cseppek. Az
Inzulin nélkiili well-ek tovabbra is lemaradasban vannak, mig a Dexametazon nélkiili
normal well-ekben most sem lathatoak differencialodo sejtek, mig a Roziglitazonosakban
mar felfedezheté egy-egy atalakuldsnak indult sejt. Ugyanez elmondhaté az IBMX
nélkiili well-ekrdl is.

A 10. napon a Roziglitazonnal kezelt sejtekben novekvd szamu és méretii
zsircseppek lathatéak.A normal well-ekben jol kivehetd differencialodott sejt tovabbra
sem lathato, de intezifikalodott a csoportosulas. A Dexametazon nélkiili normal well-
ekben nem veheté észre zsircsepp, mig a Rozoglitazonosban mar lathato, az Inzulin
nélkiili well-ek tovabbra is lemaradasban van az IBMX-et nélkiilozokkel egyetemben.

A 12. napra az atalakul6 sejtek szama, s benniik a lipid cseppek mérete tovabb
gyarapodott. Mint eddig is a Roziglitazont tartalmaz6 well-ekben lathatdé ez. Immar jol
kivehetéek az eltérések - a nélkiilozo, fél és teljes komponenst kapo sejtek atalakulasa

kozott -, a Roziglitazont is tartalmazo welleket szemlélve. A Dexametazont IBMX-et és
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az Inzulint nélkiil6z6 well-ekre tovabbra is igazak a kordbban leirtak, igy kevesebb
benniik a differencial6do sejt.

A 13. napon jol lathaté gdmbolyded sejtekként tlinnek ki a differencalodo sejtek,
benniik szépen latszodo zsircseppekkel a Roziglitazonos well-ekben. Mindez kevésbé
intenziven figyelhet6 meg a normdl well-ek esetén. A Dexametazon nélkiili
Roziglitazonos well-ekben kevés differencialodo sejt figyelheté meg. Az inzulint nem
kapé sejtek atalakulasa tovabbra is lassabb. A normal IBMX mentes well-ben a sejtek
csoportosuldsa er6sodott.

A 14. napra a differencidlodott sejtek gombolyliek, benniik jol kivehetd s
nagyméretli  zsircseppekkel. A Roziglitazonnal kezelt well-ekben tobb sejt
differencialodott, itt nagyobb, s tobb lipid csepp figyelhetd meg a sejtekben. Az Inzulin
¢s a Dexametazon hidnyos well-ekben jelentdsen kisebb 1éptékii atalakulast sikertilt

elérni.
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3.2.1. Az Oil Red O festés képei

IBMX mennyiség valtoztatasa

B/1R B/2R B/3R

Dexametazon mennyiség valtoztatasa

B/5R B/6R
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Inzulin mennyiség valtoztatisa

C/i1 Cl2 C/3

D/1R D/2R D/3R

Kontroll

Cl/a C/5 Cl6

D/4R D/5R D/6R
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3.2.2. Az Oil Red O festésboél levonhatoé konkluziok

Mindezek tiikrében kijelenthetd, hogy a kisérlet sikeres volt, hisz a differenciacio
lezajlott, eltéré mértékben az egyes well-ekben. A harom plate-et szemlélve azt a
konkluziét vonhatjuk le, hogy az adipocitozisra a legnagyobb hatdst a Dexametazon
megvonasa gyakorolja, mivel ebben az esetben szinte alig-alig észlelhet
differencialodott sejt a well-ekben. Am még ilyenkor is jol észrevehetd a Roziglitazon
intenzifikalod hatasa, hisz
ugymond ,,helyettesiteni” képes a

Dexametazont, igy kivaltva a

zsirosodast. A kivaltott hatas
mértékének alapjdn a masodik
helyet az Inzulin foglalja el. Itt is
jelentés a lemaradas a kontroll

well-ekhez  képest, s a

Roziglitazon hatdsa az elébb
emlitetthez hasonléan itt is X ' A58
jotékonyan  érvényesiil. A & %
legkisebb eltérést a kontrolltol az

IBMX hianyos well-ek mutatjak.
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3.3. Az Oil Red O festés kvantifikalasa

A differencialtatott sejteken elvégzett Oil Red O festés nagyon latvanyos, s szépen
kiemeli az adipocita sejteket a ,,hattér” sejtek koziil. Am mindezen tal nagyszerii alapot

szolgaltat szamunkra a sejtek atalakulasanak szamszerGsitéséhez. Ezt az a remek

A hattérrel valé korrigalas tlajdonsaga teszi
. Z A . lehet6vé, h festést
jelentossége Oil Red O ehetove, Hogy & Tesles
o L kovetéen kivonhatéo a
festésnél v v

sejtekbdl, majd az igy az

0,250 0,242 ”
egyes well-ekbdl nyert
" 0,171 folyadék abszorbanciaja
0,150 fotometriasan mérhetd. A
0,100 mérésnél fontos, hogy a
0,050 % & kapott eredményeket
0,000 teljesen iiresen
URES (PLATE) KEZELETLEN  VIZSGALT HATTERREL megfestett well-ekbdl és

HATTER SEJT HATTER MINTA KORRIGALT

MINTA a kezeletlen sejteket
7. abra Az Oil Red O mérés adatainak korrigalasa tartalmazo szintén

megfestett well-ekbol kapott eredményekkel korrigaljuk. Hisz ezek is jelentOs
festékmennyiséget képesek elnyelni, melyek torzitjak a kapott eredményeket.

Els6é Iépésben a sejteken 1évo vizet kell leszivni, ligyelve, hogy a lehet6 legkevesebb
maradjon rajta. Ezt kovetden hagyjuk a plate-et teljesen kiszaradni, nagyjabol 20-30 perc,
amit akkor ériink el, ha a sejtfilm a plate aljan mar nem csillog, hanem matta valik.
Mindez azért fontos, hogy utdna az 6sszes well festéke azonos térfogatban legyen felvéve,
igy kiiszobolve ki az eltérd térfogatokbol eredd fotometralasi hibakat. Ezutan 70ul 100%-
os Izopropanollal 10 perc alatt eluadljuk a festéket a sejtekbdl. Ezt kdvetéen parszor
felszuszpendaljuk, igy bizonyosodva meg rola, hogy a festék az oldatba keriilt, majd
50ul-t athelyezziik a 96 lyukti mérd plate-be. Az athelyezést a lehetd leggyorsabban kell
csinalni, hogy minimalizaljuk az izopropanol parolgasabdl fakado veszteséget. A kész
plate-et a VIKTOR 2-vel 490 nm-en 0,5 masodpercig fotometraljuk. Az eredményeket
végiil egy Excel file forméajaban kapjuk meg. Innentdl kezdve nincs mas teendénk, mint
a teljesen iires plate-ekbdl nyert adatokat atlagoljuk. Majd ezzel egyesével javitjuk, a
kezelés nélkiili sejtek mérésébdl kapott adatoknak vessziik az atlagat, végil ezzel az

értékekkel korrigaljuk a relevans well-ek adatait.
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Abszorbancia

Abszorbancia

Abszorbancia
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NRUIRS o RN A A AT DS CHISL IS IS F & &
B ST & I P EE ST
Well

9. 4dbra Oil Red O kvantitalas -Plate 2
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Well

10. abraOil Red O kvantitalas-Plate 3
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3.3.1. A kvantitalasbol levonhato konkluziok

A mérés eredményeit szemlélve megallapithatjuk, hogy azok teljes mértékben
igazoljak a mikroszkopos vizsgalat soran latottakat. A Roziglitazonos well-ek
szignifikdnsan magasabb értékeket mutatnak, mint az ezt nélkiilozéek. Jol kitlinik a
Dexametazon hianyos well-ek igen alacsony abszorbancidja, mely jol alatamasztja a
tapasztaltakat. A mérés alapjan viszont a masodik helyre az IBMX keriil, alacsonyabb
abszorbanciat érve el az Inzulinndl, mind a normal, mind a Roziglitazonos well-eknél,

megcafolva ezzel a mikroszkopos szemrevételezésbdl levonhatd kovetkeztetést.

Oil Red O kvantitlas eredménye

0,25
0,2
2
2
_‘é’O,lS
Q
2
<
S o1
=
<
0,05
0
NN R s FREFFITPTEEIFS S
O S Q
?5V5V5V5v5 Q;WQ%Q;@%@\ GOQQQQQ\\Q\%Q\%QQ\SQ\
Well

11. abra Oil Red O kvantalas eredményeinek atlagolasa
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4. Tovabbi tervek

Az Oil Red O festés nagyszeri mutatoja a differenciaco végtermékének, am ha az

egyes komponensek génszinten kivaltott hatdsara vagyunk kivancsiak, mélyebbre kell

asni. Epp ezért a kisérlet folytatasa egy qPCR vizsgilat lehet, melynek soran a

differenciaciora legnagyobb hatast gyakorlo géntermékek mennyiségét vehetjiik gorcso

alad. Az ehhez vezetd rogdos ut elsé allomasaként, mint fentebb irtam a sejteket trizolban

felvettem, s bel6liik az RNS izolalas is megtortént az alabbiak szerint.

4.1. RNS izolalas

© 0o N o g Bk~ w D PE

e e T o o e
o Ul A W N B O

0,5ml trizolos mintahoz 100u1 szobahds kloroform hozzaadéasa

Le-fel forgatas eppedorf tartoban

5 perc inkubalas szobahds razaton

15 perc centrifugalas 16.000g-vel 4 °C-on

A fels6 vizes fazis atpipettazasa 1j, feliratozott eppendorf csdbe
375 ul Izopropanol hozzaadasa, felrazas 4-5x

10 perc inkubalas szobahémérsékleten, kozben néha atforgatva

10 perc centrifugalas 16.000g-vel 4 °C-on

A feliiluszo leszivésa. ligyelve a pelletre

. A pellet mosas 1 ml 75%-0s fagyos etanollal

. A mintak 6sszeforgatasa utan 10 perc centrifugalas 12.000g-vel 4 °C-on

. Mintak beszaritasa Speed Vac-ben, V-AL programmal, szobahdmérsékleten
. Az RNS felvétele 40 ul NFW-ben

. 10 perc inkubalas 65 °C-on

. Vortexelés és lehuzas

. Koncentraciomérés NanoDroppal
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4.1.1. NanoDrop mérési eredmények

Sample ID

NFW_pzoli_10.13
11/A1_pzoli_10.13
11/A2_pzoli_10.13
11/A3_pzoli_10.13
11/A4_pzoli_10.13
11/A5_pzoli_10.13
11/A6_pzoli_10.13
11/B1R_pzoli_10.13
11/B2R_pzoli_10.13
11/B3R_pzoli_10.13
11/B4R_pzoli_10.13
11/B5R_pzoli_10.13
11/B6R_pzoli_10.13
11/C1_pzoli_10.13
11/C2_pzoli_10.13
11/C3_pzoli_10.13
11/C4_pzoli_10.09

11/C5_pzoli_10.09

11/C6_pzoli_10.09

11/D1R_pzoli_10.13
11/D2R_pzoli_10.13
11/D3R_pzoli_10.13
11/D4R_pzoli_10.09
11/D5R_pzoli_10.09
11/D6R_pzoli_10.09

ng/ul

0,05
354,51
318,98
247,23
325,73
413,69
274,3
299,44
282,31
228,75
301,42
246,96
338,02
350,38
177,02
317,57
242,3

326,65
326,22
363,76
260,63
251,45
291,93
449,96
358,39

12. dbra RNS mennyiségmeéreés

260/280

1,34
1,96
1,91
1,96
1,98

1,8

19
1,93
1,95
1,95
1,94
1,92
1,86
1,87
2,01
1,78
2,04
1,94
1,95
1,87

19
1,98
1,99

19
1,91

260/230

0,05
0,95
0,79
0,52
0,93
1,02
0,64
0,77
0,75
091
0,84
0,63
0,82
0,93
0,69

0,8
1,48
0,68
1,44
0,82
0,58
0,75
1,26
1,09
0,79

Sample ID
NFW_pzoli_10.15
I11/A1_pzoli_10.15
111/A2_pzoli_10.15
111/A3_pzoli_10.15
111/A4_pzoli_10.15
I11/A5_pzoli_10.15
111/A6_pzoli_10.15
I11/B1R_pzoli_10.15
111/B2R_pzoli_10.15
111/B3R_pzoli_10.15
111/B4R_pzoli_10.15
111/B5R_pzoli_10.15
111/B6R_pzoli_10.15
111/C1_pzoli_10.15
111/C2_pzoli_10.15
111/C3_pzoli_10.15
111/C4_pzoli_10.15
111/C5_pzoli_10.15
111/C6_pzoli_10.15
11I/D1R_pzoli_10.15
11I/D2R_pzoli_10.15
111/D3R_pzoli_10.15
111/D4R_pzoli_10.15
111/D5R_pzoli_10.15
111/D6R_pzoli_10.15

ng/ul

0,13
269,58
249,83
296,86
313,08
331,36
368,4
252,59
225,34
170,73
156,92
121,03
250,7
277,94
286,14
242,18
274,88
276,67
194,65
342,15
286,31
193,53
178,37
282,86
431,03

13. dbra RNS mennyiségmérés

260/280
0,43
1,94
1,94
1,95
1,95
1,91
1,93
1,95

19
1,93
1,96
1,73
1,92

2
1,95
1,97
1,87
1,96
2,01
1,83
1,91
2,01
1,93
1,94
1,74

260/230

0,2

0,6
1,72
1,32
0,96

13
1,18
1,18
0,96
1,57
1,27
0,16
1,09

15
1,11
0,53
0,84
1,38
1,35

0,9
0,97
1,05

11
1,16
1,06



5. Osszegzés

Az elmult 20 évben az in vitro rendszerek kiemelkedden hasznosnak bizonyultak
az adipocita differenciacié tanulmanyozasaban. Ez a sejten beliili molekularis események
alaposabb feltarasdhoz vezetett melyek a differencidlatlan fibroblaszt szerti
preadipocitdkbol érett adipocitakdkd torténd atalakuldsa kozben zajlanak. Kiilonb6zd
preadipocita sejtvonalakat ¢és kotOszoveti primer kultirdkat haszndlnak prekuzor
sejtekként. Az el6 zsirsejt vonalak, valamint az elsddleges preadipocitdk mar kizarolagos
modon elkdtelezték magukat az adipocita fejlddés irdnydba, habar ezen fejlodést
kiilonboz6 stadiumai reprezentaljak. A legelterjedtebb ilyen sejtvonal a kisérleteim soran
is alkalmazott 3T3-L1. Ezen vonal eredete a Swiss 3T3 sejtekre vezethetd vissza,
melyeket 17-t61 19 napos egér embridkbol izolaltak.

A differenciaci6 noOvekedési fazisa alatt a preadipocita vonal sejtjei
morfologiajukban hasonléak egy fibroblaszthoz. A sejtek konfluens allapotaban a
megfeleld kezeléssel indukalt differenciacié hatasara a sejtek alakja drasztikusan
megvaltozik. A preadipocitdk gomb alakuvd valnak, zsircseppek akkumulalodnak
benniik, s fokozatosan kialakulnak az érett zsirsejtekre jellemz6 morfologiai és biokémiai
jellemvonasok. A differenciacié természete foként az alkalmazott sejtvonaltél fiigg. Igy
hat szamos protokoll koziil valogathatunk a preadipocita esetén. A 3T3-L1 preadipocitak
hatsara néhany hét alatt zsirsejt kultarat érhetiink el. Ez tovabb fokozhatd indukalo
agensek alkalmazasaval mit a Dexametazon a 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) mely egy
kombinalva hasznaljdk. Az emlitett agensek k6zos ismérve, hogy jelentés mértékben
fokozzék a differenciéciot.

Munkam elsé fazisdban a differenciacié reprodukélasa volt a cél. Ehhez a mar
emlitett 3T3-L1 sejtvonalat hasznaltam. A 14 napon at zajlé differencialtatds sordn a
sejtek komoly valtozasokon mentek at. Morfologiajuk fibroblaszt szertirél gombdlydeddé
valt, s benniik az id6 elérehaladtaval mint szamban, mint méretben egyre gyarapodo lipid
cseppek jelentek meg. Az atalakulds mértékére jelentds katalitikus hatdssal birt a

Roziglitazon. A normal wellekkel Gsszevetve, joval tobb atalakult sejt s benniik tobb



tovabba nagyobb zsircseppek voltak megfigyelhetek a mikroszkop lencséin keresztiil. A
differencidcios protokoll végeztével, a jobb megfigyelhetdségért a sejtek megfestésére
kertilt sor. Ehhez egy zsirban 0ldodo lizokrom festéket az Oil Red O-t hasznaltam, mely
a neutralis triglicerideket és lipideket, tovabba néhany lipoproteint tud megfesteni. igy
immar az érett zsirsejtek szépen elkiiloniiltek az 4t nem alakult sejtektdl. Ezek fényében
kijelenthetd, hogy a differencialtatas sikeresen lezajlott. Erett zsirsejtek jelentek meg
mind a kontroll mind a roziglitazonos wellekben, &m ez utdbbiban jol lathato az emlitett
komponens differenciaciora gyakorolt jotékony hatasa. A kontroll wellekben az atalakult
sejtek kb 5-10%-ot tettek ki, mig a roziglitazonos mintak esetén ez a szam 30% koriilire
volt tehetd.

Ezek utdn immar arra a kérdésre kerestem vélaszt, hogy a differenciéltatashoz
hasznalt egyes komponensek milyen mértékben befolydsoljak az éatalakulast. Ekkor a
differencialtatisok mar 24-welles plate-en zajlottak, a koltséghatékonysagot s a
hatékonyabb munkavégzést szem elott tartva. A kérdés megvalaszolasanak modja, hogy
a plate-et négy szekciora osztom, igy vizsgalva az egyes Osszetevoket. Az I. IBMX, a II.
Dexametazon, a III. Inzulin, végiil a IV. Kontrollként szolgélt. Minden rész hat well-t
foglal magaba, ahol is az elsé oszlop nem tartalmazza valamely komponenst, a kdzeps6
oszlop well-jeibe fél adag keriil az adott komponensbdl, mig az utolsé oszlopba a teljes
mennyiség belekeriil. Természetesen az adott szekcioban csak az ahhoz tartozo
komponens mennyiségével jatszunk, a tobbi alkoto teljes mennyiségben kertil a sejtek
médiumaihoz. Mindezen til, minden szekcid alsd soraban talalhaté well-ek teljes adag
Roziglitazont is kapnak.

A differencaltatds menete, teljes mértékben megegyezik a kordbban leirttal,
mindossze a felhasznalt differenciacios médium I Gsszetételében, valamint az inzulin
hatasat vizsgalo well-eknél a differenciaciés médium I1-nél is, tér el attol.

A differencialtatas ebben az esetben is lezajlott, s a festést kovetéen az alabbi
kovetkeztetések voltak levonhatdak. Az adipocitézisra a legnagyobb hatdst a
Dexametazon megvondsa gyakorolja, mivel ebben az esetben szinte alig-alig észlelhetd
differencialédott sejt a well-ekben. Am még ilyenkor is jol észreveheté a Roziglitazon
intenzifikald hatasa, hisz ugymond ,,helyettesiteni” képes a Dexametazont, igy kivaltva a
zsirosodast. A kivaltott hatds mértekének alapjan a masodik helyet az Inzulin foglalja el.
Itt is jelentds a lemaradas a kontroll well-ekhez képest, s a Roziglitazon hatésa az el6bb
emlitetthez hasonlodan itt is jotékonyan érvényesiil. A legkisebb eltérést a kontrolltol az

IBMX hianyos well-ek mutatjak.
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A pontosabb eredmények kideritése érdekében azonban sziikséges volt az
eredmények kvantitalasa is, melyre az Oil Red O festés szolgaltatott alapot. Ez a festék,
sejtekbdl valo kivondsaval tortént, s az egyes wellekbdl igy kinyert festék abszorbanciaja
mérhetd volt egy fotométer segitségével. Ezt kdovetéen mar szamszeri adatok alltak
rendelkezésre, melyek a hatterekkel valéd korrigdlas utdn mar jol 6sszevethetek voltak.

Ezeket szemlélve megallapithatjuk, hogy mikroszkopos vizsgalat soran
latottakhoz hasonld eredményeket kaptunk. A Roziglitazonos well-ek szignifikdnsan
magasabb értékeket mutatnak, mint az ezt nélkiilozéek. Jol kitlinik a Dexametazon
hianyos well-ek igen alacsony abszorbancidja, mely aldtdmasztja a tapasztaltakat. A
mérés alapjan viszont a masodik helyre az IBMX keriil, alacsonyabb abszorbanciat érve
el az Inzulinnal, mind a normal, mind a Roziglitazonos well-eknél, megcafolva ezzel a
mikroszkdpos szemrevételezésbdl levonhato kovetkeztetést.

Ezen tények birtokdban kijelenthetd, hogy az adipocita differenciaciohoz hasznalt
komponensek legfontosabb tagja a mar oly sokat emlegetett Roziglitazont kivéve a
Dexametazon. Ugyan is ennek hidnyaban a differenciacio mértéke joval alulmuilja az ezt
a komponenst is tartalmazo sejtek differenciacios készségét.

Am a kérdés ezzel koran sincs megvélaszolva. A tovabbiakban érdemes a
vizsgalddast géntermék szinten folytatni igy egy qPCR vizsgalat alapjait a mar elvégzett
RNS izolalasi 1épéssel letettem.

Végezetiil még egyszer szeretném nyomatékositani az adipocita differenciaciod
tanulmanyozasanak jelentdségét, hisz napjainkban rohamosan nodvekszik a kronikus
elhizasos esetek gyakorisaga. Ez igen komoly egészségiigyi kockazatot jelent féként a
fejlett orszagokban, s igen szoros kapcsolatban all a koros betegségek egyre gyarapodo

szamaval.
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