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1. Bevezetés

A zsirsavak szamos fizioldgids funkciot latnak el, és
patologias szerepiik is jelentds. Az emberi szervezet legnagyobb
mennyiségben 16 és 18 szénatomszamu, hosszlancu zsirsavakat
— ezek kozil is palmitatot (16:0), palmitoleatot (16:1 cisz A9),
sztearatot (18:0), oleatot (18:1 cisz A9) és linoleatot (18:2 cisz A9,
Al12) tartalmaz, de jelentds a taplalék Osszetételétdl fiiggben
valtozd6 mennyiségli elaidat (18:1 transz A9) és vakcenat (18:1
transz Al1l) is. Sejtjeink és egész szervezetiink mikodése
szempontjabol kiemelked6en fontos, hogy megfeleld mennyiségii
¢s mindségll zsirokat €s olajokat fogyasszunk.

Membranjaink felépitéséhez, az energia tdroldsahoz, egyes
vitaminok ¢és hormonok eldallitdsdhoz, a sejtek kozotti
kommunikécidohoz sziikségiink van zsirsavakra. A tartos
zsirsavtulkinalat azonban karos a sejtekre, és ezt lipotoxicitasnak
nevezziik. Oka leggyakrabban a metabolikus szindroma, amelyet
az elhizas és mozgasszegény életmod valthat ki a meglévd
genetikai hajlam esetén. Metabolikus szindromaban a hipertrofias
zsirszovetben kialakuld gyulladds az egész szervezetben
inzulinrezisztencidhoz, hiperglikémidhoz ¢és diszlipidémidhoz
vezet, ami végiil akar 2-es tipust diabéteszt (T2DM) is okozhat.

A megfeleld mennyiség mellett az optimalis zsirsavosszetétel
is alapveté fontossagu. A trigliceridek, foszfo-, és glikolipidek

hatékony  szintézis¢hez ¢és  megfeleld tulajdonsagaihoz



elengedhetetlenek a telitetlen zsirsavak. A telitett zsirsavak tehat a
telitetleneknél erdsebben valtanak ki lipotoxicitast, talsulyuk
lipidintermedierek felhalmozodasaval, ER-, illetve oxidativ
stresszel és kovetkezményes sejtkarosodassal jarhat. Raadasul
citokin- és Toll-like receptorokon keresztiil erdsitik a gyulladast,
¢€s ez is sulyosbitja az inzulinrezisztenciat. A telitetlen zsirsavak
csokkentik e sejtkarositdé hatasokat egyrészt gyulladasellenes
hatasaiknak koszonhetden, masrészt azaltal, hogy gordiilékennyé
teszik a lipidszintézist, igy megeldzik lipidintermedierek
felhalmozodasat és  eldsegitik a  felesleges  zsirsavak
zsircseppekben torténd raktarozasat.

Az optimalis telitett/telitetlen zsirsavarany kialakitasaért a
taplalék Osszetétele mellett az ER membranjahoz kotott sztearil-
KoA-deszaturdzok (SCD) feleldsek, melyek az elsd, cisz A9
helyzetli kettds kotés létrejottét katalizaljak a zsirsavakban. Két
human izoforméja koziil az értekezés az SCD1-re fokuszal. Bar az
SCD1 — a toxikusabb telitett zsirsavak védd hatast telitetlen
zsirsavakka alakitasaval — a lipotoxicitassal szembeni védekezés
kulcsenzime, emellett a zsirraktarozasnak is kedvez, igy talzott
expresszidja vagy megnovekedett aktivitasa hozzdjarulhat az
elhizas, a metabolikus szindroma és az ezekkel 0sszefiiggd tovabbi
anyagcserebetegségek kialakuldsahoz. A deszaturdz enzim
mennyisége transzkripcids ¢€s transzlacids szinten egyarant

.....

szabalyozddik, melyet a fehérje genetikai variacioi s

2



befolyasolnak, akar drasztikusan valtoztatva a fehérje
mennyiségeét.

Az endogén zsirsavszintézis telitett vagy cisz-telitetlen
zsirsavakat eredményez, igy transzzsirsavakat csak bizonyos
ételek fogyasztasaval juttatunk a szervezetiinkbe. A kérédzd
allatok huasaban ¢és tejében természetes tuton keletkezett
transzzsirsavak (rTFA) taldlhatok, melyek f6 képviseldje a
vakcenat. Emellett az élelmiszeriparban az eltarthatosag novelése,
kellemetlen szagok vagy izek eltavolitasa érdekében alkalmazott
egyes eljarasok ipari eredetli transzzsirsavak (iTFA) megjelenését
eredményezhetik, melyek 6 képviseldje az elaidat.

A transzzsirsavak egészségiigyi vonatkozdsai mai napig
tisztazatlanok. Mig eleinte ugy gondoltak, egyontetiien karosak,
kideriilt, hogy kiilonbséget kell tenni az rTFA-k és iTFA-k
egészségre gyakorolt hatdsai kozott. Szamos tanulmany jotékony
hatast tulajdonit az rTFA-knak. Kimutattak példaul a vakcenat
direkt antikarcinogén hatasat MCF-7 human eml6 adenokarcindma
sejteken, vagy példaul a transz-palmitoleat (16:1 transz A9) pozitiv

befolyasat szisztémas inzulinérzékenységre és T2DM-re.



2. Ceélkituzések

Az SCDI1 enzim pontosabb mukodésének, illetve
betegségekben betoltott szerepének jobb megértése érdekében
célul tiiztiik ki egyrészt kiillonbozo tipust zsirsavak, masrészt a gén
ismert polimorfizmusai SCD1-expressziora gyakorolt hatdsanak in
vitro vizsgalatat két human eredetii sejtvonalban.

1. Célul tiztiik ki a telitett, cisz- és transz- egyszeresen, illetve
tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatdsainak elemzését az
SCD1-expresszio6 kiilonb6zo szintjein.

2. Célunk volt tovabba feltérképezni az SCDI egy
nukleotidparra kiterjedd polimorfizmusainak (SNP) hatésait.
Ennek értelmében vizsgalni terveztiik

a. a leggyakoribb  promoéterpolimorfizmusok (i)
génexpressziot modulald szerepét onmagukban, illetve
zsirsavak jelenlétében, valamint (ii) transzkripcids
faktor- (TF-) kotohelyekre gyakorolt hatasat.

b. az M224L missense SNP (i) intracellularis fehérje- és
mRNS-szintekre, (i1) fehérjestabilitasra, (ii1) az SCDI1
mennyiségének zsirsavak 4ltali szabdlyozasara,

valamint (iv) enzimaktivitasra gyakorolt hatasat.



3. Modszerek

In silico eszkozok
Adatbazisok: SSCprofiler, PBD protein Data Bank, NCBI ¢és

Ensembl. SNP-k hatdsait prediktalé programok: RNAfold, I-
TASSER, JASPAR, Variant Effect Predictor.

Plazmid konstrukciok és mutagenezis
Az SCD1 kddold6 régidjat pcDNA3.1(—) expresszios vektorba,

prométerét pGL3-Basic vektorba klonoztuk. A vizsgilt
variansokat és ezek Glu-Glu cimkével ellatott konstrukcidit

iranyitott mutagenezissel hoztuk létre.

Sejtkultira és transzfekcio
Kisérleteinket human embrionalis vese eredetii (HEK293T) és

hepatocellularis karcinoma (HepG2) sejtvonalakon végeztiikk. A
mintakat 24-30 oraval a Lipofectamine 3000-rel végzett tranziens

transzfekciot kovetden gyljtottiik be.

Kezelések
A kiilonbozé SCD1 varidnsok fehérjestabilitasat a tranziens

transzfekciot kovetd cikloheximides kezelés soran vizsgaltuk. A
missense SNP alléljainak mRNS-stabilitasat hasonl6 modon, de
aktinomicin D hozzdadasa mellett kovettiik. A zsirsavak hatasat
BSA-val konjugalt oleat-, palmitat-, palmitoleat-, linoleat-,

sztearat-, elaidat- vagy vakcenat-kezelést kovetden mértiik.



Immunoblot
A begytjtést kovetden a sejteket feltartuk, majd a sejttormelék

crer

crer

glicin poliakrilamid minigélen elvalasztottuk, majd Immobilon-P
membranokra transzferaltuk. A fehérje szinteket SCDI1-re, Glu-
Glu cimkére, ETSI1-re és a kontrollként hasznalt pf-aktinra

specifikus ellenanyagokkal detektaltuk.

Luciferaz assay
A riporter konstrukciokkal transzfektalt mintakat Riporter

Lizis Pufferben gytijtottiik be, majd a luciferdz enzimaktivitasokat
Luciferase Assay System kit segitségével a Varioskan multi-well
plate-leolvasoval detektaltuk. A transzfekciés kontrollként
hasznalt pCMV-f-gal expressziés plazmidrol képzdédé p-
galaktoziddz aktivitdsat az ONPG hasitdsi sebességének
meghatarozasdval mértiik. A luciferdz aktivitas értékeit a f-
galaktoziddz aktivitadsra normalizaltuk.
RNS-izolalas, cDNS-szintézis, qPCR

A tranziensen transzfektalt HEK293T és HepG2 sejtekbdl
RNeasy Plus Mini Kit-tel RNS-t izoldltunk. A mintdkat
mindségellendrzést kdvetden cDNS-be irtuk at. A mennyiségi
méréseket Sybr Green alapti qPCR-rel, a célgénekre specifikus

primerek jelenlétében végeztiik. Endogén kontrollként GAPDH



cDNS-t amplifikaltunk. A relativ expresszios szinteket 27ACT

Osszefiiggés alapjan szamoltuk.

Zsirsavprofil meghatarozasa GC-FID-del
A PBS-ben begylijtott mintakat centrifugaltuk, majd a

sejtpelleteket felszuszpendaltuk és NaOH-t tartalmazd metanol
hozzdadasat kovetden GC-FID analizisre kiildtiik. A tovabbi
mintaelokészitési 1épéseket és a gazkromatografids vizsgalatot a
BME Vegyészmérnoki és Biomérnoki Karan, egy Shimadzu GC-
2014 gazkromatograffal végezték.
Genotipizalas

Az 151054411 promoéterpolimorfizmus vizsgalata 282 T2DM-
mel diagnosztizalt beteg és 370 kontroll, mig az M224L
polimorfizmus genotipizalasa 425 T2DM-mel diagnosztizalt
személy és 463 kontroll mintan tortént. Mindkét polimorfizmus

TagMan préba alapu qPCR-rel keriilt meghatarozasra.

Statisztika
Az immunoblotokat denzitometralassal kvantifikaltuk. A

relativ denzitasok, a luciferaz aktivitasok és az mRNS-szintek
statisztikai Osszehasonlitasat a GraphPad Prism 6.0 szoftver
segitségével végeztilk. A genotipus-fenotipus Osszefiiggést z°-

probaval vizsgaltuk.



4. Eredmények

4.1 Zsirsavak hatasa az SCD1 expressziojara
A 24 oras, 100 uM-os zsirsavas kezeléseket kovetden az

SCD1 fehérje-, illetve mRNS mennyiségét immunoblottal, illetve
gPCR-rel kovettiik, a promoteraktivitast pedig luciferaz riporter
rendszerben mértiik. A tobbszordsen telitetlen linoleat mindharom
szinten, mindkét sejtvonalon szignifikdnsan csokkentette az SCD1
expresszigjat. Az egyszeresen telitetlen oleat mind mRNS-, mind
fehérjeszinten csokkentette az SCD1 kifejezddését HEK293T
sejtekben, azonban HepG2 sejtekben, valamint promoter szinten
nem okozott jelentds valtozast. A két telitett zsirsav, a palmitat és
a szteardt mindkét sejtvonalban jelentdsen ndvelte a
promoteraktivitast, és HEK293T sejtekben a fehérjemennyiséget
1s. Jelentds kiillonbség mutatkozott az rTFA vakcenat és az iTFA
elaidat hatasa kozott. Mig az elaidat mindharom vizsgélt szinten
jelentdsen indukalta az SCDl-et, addig a vakcenat inkabb
csokkentette vagy nem valtoztatta az enzim expressziojat. A két
transzzsirsav hatasa kozti kiilonbség mindharom szinten, mindkeét

sejtvonalon szignifikdnsnak bizonyult.

4.2 Az SCD1 polimorfizmusai
4.2.1. Promoterpolimorfizmusok

Az online adatbazisok segitségével kivalasztott négy SCD1

prométerpolimorfizmus  hatdsadt in  vitro luciferdz riporter



rendszerben vizsgaltuk HEK293T, illetve HepG2 sejtvonalakon.
Bar 6nmagaban egyik SNP sem modositott a promoteraktivitason,
zsirsavak jelenlétében az 1s1054411 SNP funkcionalisnak
bizonyult. Elaidatkezelés mellett az rs1054411 G allélja
szignifikans mértékben novelte a luciferaz aktivitast a vad tipust
allélhoz képest HEK293T és HepG2 sejtekben egyarant.

Az SCDI promoterén szamos TF-kotéhely és kiterjedt
szabalyozasi régid felelés az enzim génexpressziojanak
finomhangolasaért. Megvizsgaltuk, hogy az SNP-k befolyasoljak-
e ezek barmelyikét. In silico predikcio alapjan az rs1054411 G
alléljanak jelenlétében jelentésen csokken az ETS1 TF kotddési
affinitasa az SCDI promoterhez. Ezt a hatdst in vitro sejtes
rendszerben is alatdmasztottuk. Az rs1054411 vad tipusu alléjanak
jelenlétében az SCDI promoter konstrukcidval, valamint az ETS1
expresszids vektorral kotranszfektalt mintdkban a ndvekvd
mennyiségli  ETS1 ndvekvd mértékli  promoteraktivitast
eredményezett. Bar az rs1054411 polimorf, G alléja szintén
fokozta a mérhetd luciferdz aktivitast, ennek mértéke jelentdsen
elmaradt a vad tipusu allélnal tapasztaltakhoz képest gyakorlatilag
minden alkalmazott ETS1-plazmidmennyiség mellett.

Végiil elaidatkezelést kombinalva a vad tipust, illetve az
rs1054411 G riporter vektor, valamint 100 ng ETS1 expresszios
vektor kotranszfekciojaval, luciferdz riporter rendszerben

kimutattuk, hogy van koélcsonhatas a zsirsavak és az ETS1 SCD/
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promoteraktivitdsra gyakorolt hatasa kozott. Az ETS1 jelenléte
alapvetden fokozta az elaidat indukald hatasat, azonban csaknem
felére  csokkentette annak rs1054411 G  allélspecifikus
promoteraktivitast fokozo hatdsat.

4.2.2. A kodolo régio polimorfizmusa

crer

e

felvetették ezen SNP 0Osszefiiggését kedvezotlen metabolikus
valtozasokkal, funkcionalisan még nem jellemezték. Munkank
soran létrehoztuk az SCD1 expresszids vektor Met224 és Leu224
valtozatat, valamint ezek Glu-Glu jelolt verziojat is, melyek
hatasat tranziensen transzfektalt HEK293T és HepG2 sejtekben
vizsgéltunk. Azt taldltuk, hogy a Leu224 varidns mindkét
sejtvonalban dupldjara novelte az SCD1 mennyiségét mind
fehérje-, mind mRNS-szinten. A fehérjeszerkezetek in silico
modellezése soran a Leu224 entropiacsokkentd hatasat figyeltiik
meg, melyet in vitro sejtes rendszerben is aldtdmasztottunk.
Cikloheximidkezelést kovetden a Leu224 tartalmtt SCD1 fehérje
szignifikansan lassabban bomlott le a Met224 valtozathoz képest.
A polimorfizmus kovetkeztében létrejové A—C baziscsere az
mRNS szerkezetében egy stabilizald, extra hurok kialakuldsat
eredményezte in silico, mely stabilitdsfokozodas aktinomicinD-

kezelést kovetden in vitro sejtes rendszerben is mérhetdvé valt. gy
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igazoltuk, hogy a Leu224 wvaridns megndvekedett mRNS-
stabilitasa és csokkent fehérjedegradacioja egyarant hozzajarul a
magasabb intracellularis SCD1-szintekhez.

Megvizsgaltuk, hogy a polimorfizmus jelenléte valtoztat-e a
zsirsavak (palmitat, oleat, linoleat, palmitoleét, sztearat) SCD1-
mennyiségre gyakorolt hatdsan. A Met224 allél esetén egyik
zsirsav sem befolyasolta a fehérje- és az mRNS-szinteket. A
Leu224 varidns mennyisége azonban az dsszes altalunk hasznalt
zsirsav hatdsdra megemelkedett, kiilonosen a palmitoleatra, a
linoleatra és a sztearatra, melyek esetében a fehérjemennyiség a
kontrollhoz képest rendre 3-szoros, 4-szeres, illetve 6-szoros
novekedést mutatott.

Az SCD1 missense varians deszaturdz aktivitasat transzfektalt
HEK293T sejtek zsirsavtartalmanak GC-FID mddszerrel torténd
mérésével kovettiik. Amint az a magasabb fehérjeszintekbdl
varhat6 volt, a Leu224 SCD1 expresszios konstrukcidval torténd
transzfekcid szignifikdnsan novelte a telitetlen : telitett
zsirsavaranyt a Met224 SCD1-hez képest, ami a sejtek deszaturaz
aktivitasanak novekedését jelzi.

Annak kideritése érdekében, hogy a megfigyelt kiilonbségek
a 224. pozicidban talalhaté metionin eltlinésének, vagy a leucin
megjelenésének eredménye, 1étrehoztunk egy mesterséges Ala224
varianst. Mivel az Ala224 varidns intracellularis fehérje- ¢és

mRNS-szintjei a Met224-ével azonosnak adodtak, arra
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kovetkeztettiink, hogy a megnovekedett mRNS-stabilitds a Leu-
kodolo allélban a citozin bazis megjelenésének tudhatd be.
Azonban a mesterséges Ala224 varidns esetében lassabb
fehérjedegradaciot mutattunk ki, igy vélhetden a fehérjestabilizalo
hatds a metionin oldallanc eliminicidjanak koszonhetd.
Mindezeket figyelembe véve valoszinli, hogy a fehérje természetes
Met224 és  mesterséges Ala224  variansainak  hasonld
intracellularis mennyisége két ellentétes hatasnak kdszonhetd: az
alacsonyabb mRNS-szintet kompenzalja az Ala224 fehérjevarians
hosszabb felezési ideje. Kimutattuk tovabba, hogy a zsirsavak
fehérjeszintre gyakorolt hatésa a leucin jelenlététdl fiigg, mivel az
Ala224 varians fehérjeszintje nem mutatott szignifikdns valtozast
a zsirsavak jelenlétében.

Béar — vélhetden az alacsony mintaszam miatt — egyik vizsgalt
polimorfizmus sem mutatott szignifikans asszociaciot a T2DM-
mel, szerepiik a kedvezdtlen metabolikus allapotok kialakulasaban
ennek alapjan nem zarhat6 ki. Eredményeink alapjan az rs1054411
promoterpolimorfizmus és az M224L missense varians a sejtekben
elérhet6 SCD1-szint valtoztatdsan keresztiil befolyassal lehet
anyagcserebetegségek kialakuldsara, illetve az ezekre iranyuld

kezelések hatékonysagara.
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5. Kovetkeztetések

A telitett zsirsavak telitetlenné alakitasanak
sebességmeghatarozo 1épését a human sztearil-KoA-deszaturaz 1
enzim végzi. Munkdnk sordn ezen SCDI1 enzim transzkripcids
szabalyozasat és genetikai polimorfizmusainak hatdsat vizsgaltuk.

FOobb megallapitasaink a kovetkezok:

1. Vizsgaltuk a kiilonb6zd tipust zsirsavak hatasat az SCDI1
expresszigjara HEK293T ¢és HepG2 sejtekben. Amellett, hogy
a kordbbi irodalmi adatokat alatdmasztottuk, szignifikdns
kiilonbséget talaltunk a két transzzsirsav hatasa kozott. Mig a
vakcenat inkdbb csokkenti, addig az elaidat jelentdsen ndveli az
SCD1 mennyiséget mind fehérje-, mind mRNS-mennyiség,
mind a promoter aktivitdsanak szintjén.

2. Az SCDI promoter leggyakoribb polimorfizmusainak
(rs1054411, rs670213, 1s2275657 és 1s2275656) funkcionalis
elemzéséhez riporter konstrukciokat hoztunk 1étre.

a. Bar onmagaban a négy promoterpolimorfizmus nem
modositotta a promoter alap aktivitasat, valtozasokat
észleltiink egyes zsirsavak jelenlétében. Mig a tobbi
SNP-nek valtozatosabb hatasai voltak, az rs1054411
az Osszes vizsgalt zsirsav jelenlétében jelentdsen

fokozta a promoter aktivitasat.
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b. Igazoltuk in silico és in vitro is, hogy a vad tipushoz
képest azrs1054411 G allél szignifikansan (tobb mint
20%-kal) csokkenti az ETS1 TF kotodését a
promoterhez. Tovabba megfigyeltiik, hogy az elaidat
noveli az ETS1 kotddését az SNP-t tartalmazé SCD1
varianshoz, bar maga az SNP ellentétes hatasa
mérsékli ezt a novekedést.

3. Az SCD1 koédold régidjaban taldlhatdé M224L (rs2234970)
missense SNP jellemzésére expresszios vektor konstrukciokat
hoztunk 1étre, és a kovetkezd eredményeket kaptuk:

1. A Leu224 all¢l esetén az mRNS stabilitdsa fokozdodott
mértéke. Ezen feliil a Leu224 varians intracelluldris
fehérjeszintje zsirsavak jelenlétében a tobbszorosére
emelkedett.

1. Azt is kimutattuk, hogy a Leu224 allél jelenlétében a
deszaturaz aktivitas is novekedett a sejtben.

4. Bar egyik vizsgalt polimorfizmus sem mutatott szignifikans
Osszefiiggést a T2DM-mel, nem zarhato ki e polimorfizmusok

szerepe egyes metabolikus betegségek kialakulasaban.
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