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1. BEVEZETES

A dermatologiaban hosszi idén keresztiil széles korben elfogadott nézet volt, hogy a
faggyamirigyek az emberi bér atavisztikus maradvanyai, melyek csak az emlésokben toltenek
be fontos szerepet. Ez a koncepcio vezethetett oda, hogy a human faggytbiologiat évekig
mellozték a borgyogyaszati kutatasokban. Ugyanakkor az utobbi 25 évben olyan sejtvonalak
létrehozasaval, mint példaul az SZ95, a SEB-1 és a Seb-E6E7, valamint j molekularis
biologiai technikak bevezetésével, szamos 1) jelatviteli utvonalat, transzkripcios faktort és
enzimatikus molekulat sikeriilt azonositani a szebocitakban. Bar a faggyamirigyek elsédleges
funkciojanak tovabbra is a bor lipid-gat kialakitasaban szerepet jatszd faggyutermelés
tekinthetd, azonban egyre tobb adat utal arra, hogy a faggyumirigyek szerepet jatszhatnak a
kiilonboz6 (pato)fiziologias folyamatokban, mint példaul az ultraibolya (UV) sugarzas altal
kivaltott bor o6regedés vagy akar a specifikus immunvalasz.

Munkank soran ezért elsdsorban a faggyumirigyek gyulladdsos folyamatokban betoltott
szerepét ¢és az ezek mogott alld mechanizmusokat vizsgaltuk, kiilonds tekintettel az

immunrendszer kiilonboz6 sejtjeivel lehetségesen fellépd kolcsonhatasokra.

1.1 A faggyamirigyek szerepe

A faggyumirigyek az egész testfeliiletet beboritjdk a tenyér és a talp kivételével.
Elhelyezkedésiik a legtobb esetben atfed a szdrrel boritott teriiletekkel, de kivételes esetekben,
mint példaul a szemhéjon, a mellbimbdokon és a nemi szervek kornyékén a szdrszalaktol
fiiggetlentil is jelen vannak. A faggyumirigyek a szOrtlisz0khoz kapcsoltan a szOrmerevitd
izommal kiegésziilve alkotjak a piloszebaceus egységet. A human faggyamirigyek elsédleges
szerepének a faggyu termelése €s kivalasztasa tekinthetd, amely hozzdjarul az egészséges bor
lipid-gat kialakitasahoz. Ezen feliill az allatvilagban a faggyamirigyek felelnek a bor
vizhatlansaganak kialakitasaért és a borfelszin sikositasaért, tovabba az apokrin mirigyekkel
egylitt szintén fontos szerepet jatszanak a termoreguldcioban. Nem utolsé sorban a faggyu
védelmet nyhjt szamos kornyezeti veszélyforras, mint példaul az UV sugarzas ellen és

antimikrobialis tulajdonsaga révén kiilonb6z6 mikrobak ellen is.

1.2 A faggyumirigyek endokrin szabalyozasa
folyamatok szabalyozzak, amelyek koziil a legfontosabb valtozasok a pubertds soran
kovetkeznek be. Azonban a faggytsejtek nem csak reagalni képesek a hormonalis

véltozasokra, hanem sajat maguk is képesek tobbek kozott androgén, Osztrogén,



kortikotropin-felszabaditd6 hormon (CRH), transz retinsav (ATRA), eikozanoidok, kortizol és
D3 vitamin termelésére. Mig az androgénekrdl ismert, hogy fokozzdk a faggyumirigy
ATRA ellentétes hatast fejtenek ki: csokkentik a proliferacio és differenciacio mértékét,
tovabba a lipidfelhalmozodast is mérséklik. Az androgénekhez hasonloan a CRH is serkenti a
szebocita proliferaciot és kozvetleniil fokozza a lipidszintézist. Ezeken felill a faggyusejtek
termelik a melanokortin receptorok (MC-R) ligandjat, az a-melanocita stimulalé hormont (a-
MSH) is, melyr6l kimutattdk, hogy kozvetleniil szabalyozza a gyulladasos citokinek
termelését szebocitakban.

A neuropeptidek szintén jelen vannak a faggyamirigyekben, szerepiik lehet a stressz okozta
akne kialakulasaban. A neuropeptidek koziil a P anyag (SP) jelentds szerepet jatszik a
faggyusejtek méretének és a termelt lipidcseppek mennyiségének befolyasolasaban, ami arra
utal, hogy az SP egyarant elésegiti a szebocita proliferaciot és differencialodast.

Az étrend is fontos szerepet jatszik a faggyutermelés szabalyzasaban. A faggytmirigyekben
mar korabban azonositottak inzulinszerti novekedési faktor 1 (IGF-1) receptorat (IGF-1R) ¢és
az is jol ismert, hogy a szénhidratban gazdag étrend noveli az IGF-1 szintjét. Az emelkedett
IGF-1 szint képes aktivalni a foszfatidil-inozitol 3-kinaz / Akt / Forkhead box O1 (PI3K / Akt
/ FoxO1) ttvonalat, felvetve, hogy a FoxO1-nek kulcsfontossagu szerepe lehet az emelkedett
IGF-1 ¢és inzulin szint altal kivaltott szébumtermelés és gyulladasos valasz kialakitasaban.
Korabbi kutatasaink soran kimutattuk, hogy a leptin, a "jollakottsag” érzetének hormonja,
képes kivaltani gyulladasos citokinek (pl. interleukin (IL) -6 és a CXCL-8) termelését,
tovabba befolyasolja a lipogenezist a triglicerid (TG) szint emelésével, valamint megemeli az
egyszeresen- (MUFA) illetve tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA) aranyat és nem utolso
sorban csokkenti az antioxidans tulajdonsagokkal rendelkez6 E-vitamin szintjét is.

A peroxiszoma proliferator aktivalt receptorok (PPAR) a nuklearis hormon receptorok (NHR)
csaladjahoz tartoznak, amelyek olyan transzkripcios faktorok, melyek allandoé jelleggel vagy
atmenetileg a sejtmagban helyezkednek el. A faggyamirigyekben leirtak a PPAR-ok
mindharom izotipusat, azonban a PPARy-nak kiilondsen nagy szerep jut, mivel a szebocitdk
apoptozisanak gatlasa révén megakadalyozza a holokrin szekréciot, ami Osszességében
csokkent faggyutermeléshez vezet.

A retinoidok olyan A-vitamin szarmazékok, amelyeknek hasznalataval jelentés javulast lehet
elérni az aknés betegek kezelésében. A retinoidok célreceptorai a retinoid X (RXR) és

retinsav (RAR) receptorok, amelyek mindegyike kifejezddik a faggyumirigyekben. Mig az



RXR-nek a sejtek differencialodasanak befolyasolasaban van szerepe, addig a RAR a
sejtosztodast szabalyozza.

Az NHR csalad tagjai a ,liver X” receptorok is (LXR, a és B izoformak), melyek dont6
szerepet jatszanak a sejtek koleszterin (CH) és lipid anyagcseréjében. Szintén az LXR-ek
szabalyozzék a kiilonféle ABC transzportereket, a zsirok metabolizald6 enzimjeit €s mas

transzkripcios faktorokat, példaul a SREBP-1c-t.

1.3 A szébum 0sszetétele és termelése

A szebocitdk érését egy sejttipus specifikus sejthalal koveti, amely a faggya holokrin
keverék, amely megkozelitdleg a kovetkez6 modon épiil fel: TG-k és zsirsavak [FA (57,5%)],
viaszészterek (26%), szkvalének [SQ (12%)], koleszterin-észterek (3%) és CH (1,5%). Az
emberi faggyl Osszetétele nagyban kiilonbozik attol, amit az emldsallatokban
megfigyelhetiink, az SQ, a szappansav és a szebalénsav kizarolag a humén szébumra
jellemzoéek. Kiemelkedd lubrikéans és penetracios hatékonysaganak kdszonhetéen az SQ képes
az UV sugdarzas altal kivaltott reaktiv oxigéngyokok képzodésének semlegesitésére a bérben.
Masrészrdl, a peroxidalt SQ-k komedogének, tovabbd részt vesznek mas patologids
bérelvaltozasok kialakitasaban is.

A faggytsejtek képesek a véraramban keringd lipideket felvenni és acetat csoportok
beépitésével meghosszabbitani a szénlancokat ezzel de novo polaris lipideket és TG-ket
eléallitva. A hossza lancu zsirsavak (LCFA) a szebocitakra egyedien jellemz6 viaszészterek
kozvetlen eldvegyliletei, melyek felvételéért a sejtekben erdsen kifejezddd zsirsav transzport
fehérje 4 (FATP4) felel. A diglicerid-acil-transzferaz (DGAT) a faggyt TG szintézisben részt
vevo 6 enzim, a sztearil-CoA deszaturaz (SCD) pedig fontos szerepet jatszik a telitetlen FA-k
szintézisében. Az SCD kettds kotést kialakitasara képes a sztearinsav [STA (18: 0)] 9. és 10.
szénatomja kozott, ezaltal olajsavat [OA (18: 1A 9)] allit eld. Az OA a szébum TG-k egyik 6
omega-9 zsirsavja, erds antibakterialis és gyulladascsokkentd hatasokat fejt ki, ezzel segitve a
bér védelmét. A linolsav [LA (18: 2, A 9,12)], egy omega-6 PUFA, és az a-linolénsav (18: 3,
A 9,12,15), egy omega-3 PUFA az esszencialis zsirsavak kozé tartoznak, tehat a szebocitdk
nem képesek dket termelni, azonban a vérarambdl szintén hasznosulnak.

A zsirsav-deszaturaz 2 (FADS2) a palmitinsavat [PA (C16: 0)] szappansavva (C16: 1A6)
képes alakitani, amely szintén erds antibakteridlis és gombaellenes hatdssal bir. A
faggyusejtek a szappansav szénlanc-hosszabbitasaval és tovabbi deszaturalas révén egy masik

egyedi faggyumirigy FA-t, szebaleinsavat (18: 2A5, 8) termelnek.



1.4 Megvaltozott szébum-osszetétel a kiilonb6zoé borbetegségekben
A kiilonb6zé borbetegségekben megfigyelték a faggya Osszetételének és mennyiségének
valtozésait, amelyek nemcsak betegségjelzok, hanem jelentds szerepet jatszanak a betegség

lefolyasaban is.

1.4.1 Akne

Az akne elsésorban a serdiilok 60-80%-at érinti. Mind genetikai, mind kdrnyezeti tényezok
hozzajarulnak kialakulasahoz, azonban a hattérben meghtizodo pontos mechanizmusokat még
nem azonositottdk. Az utdbbi években szamos tanulmany kimutatta, hogy az emelkedett
faggyutermelés mellett az aknés betegek esetén jelentdsen megvaltozik a faggya Osszetétele
iIS. Az endogén deszaturazok, peroxidazok, valamint a bakteridlis eredeti lipazok ¢és
foszfatazok kovetkeztében a telitett és telitetlen FA-k aranya megvaltozik, kiilondsen a C16:
1A6 / C16: 0 lipid arany novekedése figyelheté meg, emellett a szébum LA tartalma is
lecsokken. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az FA-k deszaturalasa az akne

kialakuldsahoz vezethet.

1.4.2 Szeborrheads dermatitisz

A szeborrheas dermatitisz egy olyan kronikus bérgyulladas, melynek tiinetei, mint példaul a
borpir, a viszketés €s a hamlés elsésorban a fejboron és az arcon jelennek meg. A szeborrheés
dermatitisz tekintetében a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a Malassezia gombanemzetség altal
termelt lipazok és foszfatazok hidrolizaljak a faggyu lipideket, csokkentik a TG-k szintjét és a

szabad zsirsavak (FFA) szintjének novelésével valtjak ki a jellegzetes borirritaciot.

1.4.3 Rosacea

A rosacea kronikus gyulladdsos borbetegség, amely jellemzden az orcakra, a homlokra, az
allra és az orr terliletére terjed ki, rendszerint vorosséget, duzzanatot és kitagult ereket
eredményez. Annak ellenére, hogy a rosacea a bér faggytmirigy-gazdag teriiletein fordul eld,
a faggyl kivalasztds mennyisége érdekes modon nem valtozik a betegeknél az egészséges
kontrollokhoz képest. Azonban a faggyt Gsszetételében jelentds valtozasok figyelhetdek meg.
Az érintett személyeknél magas mirisztinsav (C14: 0) szinteket mértek, tovabba a telitett
LCFA-k csokkend aranya jellemzé. Ezek a lipidek fontos szerepet jatszanak a borbarrier
integritdsdnak fenntartdsaban, ezért feltételezhetd, hogy a megvaltozott faggyt FA profil

hozzajarul a rosaceara jellemzd rendellenes borbarrier kialakulasahoz.

1.4.4 Psoriasis
A psoriasis egy kronikus gyulladasos borbetegség, melyet hiperproliferald ,,borpikkelyek”

jellemeznek, ami sulyosan befolydsolja az életmindséget. A pikkelysomords elvaltozasokat
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altaldban a faggyumirigy-atrofia kiilonb6z6 fokai jellemzik, azonban a faggyumirigyek
mérete €s a teljes Psoriasis Area Severity Index (PASI), illetve az erythema ¢és a gyulladasos
infiltracio sulyossaga kozott nem talaltak Osszefiiggést. A faggyamirigy-atrofia ellenére a
faggyatermelés mennyisége nem valtozik jelentGsen, azonban a pikkelysomoros betegek
epidermiszében a foszfolipidek, a triacilgliceridek és a CH szintjének novekedése figyelhetd

meg, ami Osszefliggést mutat a pikkelysomor sulyossagaval.
1.4.5 Atdpias dermatitisz (AD)

Az AD kronikus gyulladasos borelvaltozas, amely gyakran a korai gyermekkorban kezdddik,
széaraz, voros €s viszketd bort eredményez. Bar az AD-t foleg a keratinocitakban termel6do
rendellenes ceramidok jellemzik, ezen feliil azonban a betegek bdrében stlyosan lecsokken a
aranya lecsokken az epidermalis lipidekhez (pl. CH) képest, ezért a megvaltozott
faggyumirigytermelés és a borbarrier hibas mikodése kozotti kapcsolat valoszintileg

hozzajarul a betegség kialakulasahoz, bar a pontos mechanizmusok még nem tisztazottak.

1.5 Terapias szempontok a faggyuosszetétel szabalyzasaban

A kiilonb6z6é borbetegségekben megfigyelt megvaltozott faggyt-osszetétel felveti a
faggyumiikodés szabalyozasanak lehetGségét, mellyel terapias megoldasokat lehetne
kialakitani.

Uj vegyiileteket alkalmazhatunk az akne topikélis kezelésében, példaul hossza szénlancu
PUFA-kat, amelyek antimikrobialis és gyulladascsokkenté hatasuk révén kivalthatnak az
antibiotikumos kezelést a P. acnes és Staphylococcus aureus (S. aureus) fertézések esetén. A
PA-t, OA-t és a laurinsavat mar korabban javasoltak is az antibiotikum kezelés
alternativajaként Acne vulgarisban. Ezenfeliil jelenleg is folyamatban vannak olyan klinikai
vizsgalatok, ahol szebocita specifikus PPARo agonistakat és PPARy antagonistakat
fejlesztenek, amelyek el6nyosen csokkenthetik a faggyutermelést és a gyulladast akne
betegekben.

A lipidtermelés szabalyozasa nemcsak az aknebetegek szamara lehet el6nyos, ahol a faggya
tultermelése és Osszetételének megvaltozasa jelenti a f6 problémat. Esetlegesen az AD
betegeknél megfigyelt stlyos bérszarazsag is orvosolhato az androgén vagy PPAR receptorok
stimulalasaval, ezaltal a faggy normalis Osszetételének helyreallitasaval. Tovabba az LXR-k
szintetikus ligandokkal torténd aktivaladsa szintén terapids jelentdséggel birhat, mivel

novelheti a lipidtermelést és gyulladdscsokkentd hatassal parosul.



Olyan ujonnan vizsgalt vegyiiletek, mint példaul az endokannabinoidok ¢és képbe keriiltek a
faggyamirigyekkel kapcsolatos betegségek kezelésében. Nemrégiben Dobrosi és mtsai.
leirtak, hogy a szebocitdk expresszaljak a kannabinoid receptor-2-6t, az arachidonoil-
etanolamid/anandamidot, illetve a 2-arachidonoil-glicerolt, utobbi kettérél igazoltak, hogy
fokozzak a faggyutermelést és apoptdzist okoznak. Az endokannabinoidok altalanossagban
megemelik a lipidszintézisben részt vevo gének expresszidjat, példaul a PPAR transzkripcios
faktorokat, igy a kannabinoid receptor-2 antagonistdk vagy agonistak alkalmazhatok a

faggyamirigy rendellenességek kezelésében.

1.6 A faggyumirigyekben lejatsz6dé gyulladasos folyamatok

Bar a szebocitak képesek megvaltoztatni a faggyttermelésiiket kiilonbozo gyulladdsos ingerek
hatasara, azonban az eddigi kutatasok elsdsorban az altaluk termelt fehérjék gyulladasos
halozatban betoltott szerepének azonositasara Gsszpontositottak. A legfrissebb eredmények
szerint, a szebocitak, hasonldéan az immun-kompetens sejtekhez, képesek in vivo és in vitro
citokinek és kemokinek széles repertoarjat termelni, mint példaul az IL-6, CXCL-8, IL-1a,
IL- B és a tumor nekrozis faktor (TNF) -a.

Ezenkiviil a szebocitak képesek kiilonbozé adipokinek, példaul adiponektin, leptin, serpin E1,
rezisztin és viszfatin termelésére, ravilagitva arra, hogy az adipocitdkhoz hasonldan, a
faggyumirigyek is kapcsolatot teremthetnek a gyulladas és a lipidanyagcsere kozott.

A fehérjetermelés mellett a gyulladasos folyamatokat lipid mediatorok jelenléte is jellemzi,
mint pl. a prosztaglandinok (PG) és leukotriének (LT), amelyek az arachidonsav szarmazékai,
atalakitasukért a ciklooxigenaz (COX) és lipoxigenaz (LOX) enzimek felelnek. A PG-K és az
LT-k mindegyike meghatarozd szerepet jatszik a szebocita differencialodas és lipogenezis

terén, fiziologids és patoldgias koriilmények kozott egyarant.

1.7 A szébumlipidek immunfunkcidi

A szébumlipidek, az epidermalis eredetli lipidekkel egyiitt, fontos szerepet jatszanak a lipid
barrier integritasanak fenntartasaban, ezaltal hozzajarulva a szervezet els6 védelmi vonalahoz.
Az egészséges emberi bor felszinén egyedi mikrobiom talalhatd, melynek Osszetétele igen
eltérd lehet a faggyutermelés €s a hidrataltsig mértékének fiiggvényében, akar az arc
kiilonb6z6 teriiletein beliil is. A normal mikrobiom részét képez6 egyik leginkabb vizsgalt
anaerob baktérium a P. acnes, amely képes lipazok és peroxidazok révén metabolizalni a
faggyuzsirokat. Ez a bakteridlis lipazaktivitds nemcsak a bor feliilletén vezet a szabad
zsirsavak fokozott megjelenéséhez, hanem egyuttal megvaltozott faggyudsszetételt is

eredményez. Ezek a valtozasok hiperkeratinizaciohoz és kronikus gyulladashoz vezetnek,
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amik tovabb novelik a bdr koéros mikrobialis kolonizacidjat, ezaltal létrehozva az akne
kialakulasanak feltételeit. Mindezek mellett a szébum az antioxidansok és antimikrobialis
peptidek (katelicidin, pszoriazin, dermcidin és human hBD-2) kozvetitdje is lehet. Tovabbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy a laurinsav és a szappansav szintén széles hatokora

antimikrobialis tulajdonsagokkal rendelkezik.

1.7. A borben elhelyezked6é immunsejtek

Prenatalis csirasejt illetve fotalis majeredetii rezidens makrofagok ¢és dendritikus sejtek (DCK)
megtalalhatok az epidermiszben (Langerhans sejtek, LC-k) és a dermiszben. Ezek a sejtek
mind fenotipusukban, mind pedig funkciojukban jol elkiiloniilnek a csontvelé eredetti CD14"
monocitaktol és prekurzor dendritikus sejtektél (pre-DC-k), amelyek a véraramban
keringenek, ahonnan aktivalo stimulusok hatasara az endotéliumon at a kérnyez6 szovetekbe
vandorolnak és differencidlodnak. Erdekes modon McGovern és mtsai. azt talaltak, hogy ezek
a CD14" sejtek a dermiszben gyors cserélédést mutatnak, a rezidens sejtekkel szemben,
kortilbeliil 6 napig tartézkodnak a bér dermalis rétegében, majd apoptdzis és fagocitdzis révén
elpusztulnak, helyiiket a keringésbdl frissen érkezd CD14" sejtek veszik at. Az egyre Gjabb
monocita/makrofag és DC sejtmarkerek felfedezésével folyamatosan uj sejtpopulaciokat
azonositanak, ezaltal a boér mieloid sejtallomanya nagyon heterogén, mindazonaltal a

funkcioik jellemzésére szolgald rendelkezésre allo kutatasi modszerek igen korlatozottak.

1.7.1 Makrofagok és makrofag heterogenitas

Az immunrendszer legfontosabb fagocitdi a makrofagok, felfogjak és atalakitjak a
kornyezetiikbdl érkez6 ingereket aktivalva a gyulladasos folyamatokat és az adaptiv
immunrendszert. Ezen Osszetett szerepek ellatdsa érdekében a makrofagok kiemelkedd
morfologiai és funkcionalis heterogenitast mutatnak mind az egészséges, mind a gyulladt
borben, ezzel is mutatva az aktivalasuk mogott rejlé kiilonbozo ingerek fontossagat. Ezen
ingerek alapjan a széles korben elfogadott osztalyozas a makrofadgokat klasszikusan (M1) és
alternativan (M2) aktivalt alcsoportokra kiiloniti el. Mig az IL-4/IL-13 citokinek és kiilonboz6
lipidek aktivaljak az M2 makrofagokat, amelyek foként a szoveti integritas fenntartasaért, a
sebgyogyulasért és a tumor matrix kialakitasaért felelnek, addig a klasszikusan aktivalt
makrofagok altaldban IFN-y és/vagy TNF-a-val hatasra alakulnak ki, f6 profiljuk pedig a
gyulladasos citokinek termelése. Az M2 makrofagok klasszikus példai a granuloma annulare
és necrobiosis lipoidica bérbetegben kialakuld makrofagok, mig az M1 makrofagok a
tubercoloid granulomdkban vannak jelen. Egészséges koriilmények kozott a human dermalis

makrofagok jellemzéen MHC-II, CD14 ¢s XIII faktor A (FXIII-A) alegységeket
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expresszalnak, a DC-khez képest nagyobb fagocita funkcidval, ugyanakkor alacsonyabb T-

sejt aktivalo képességgel rendelkeznek.

A tanulmanyban hasznalt makrofag markerek

A CD163 a hemoglobin-haptoglobin komplex nagy affinitasu ,,scavenger” receptora.
Jelentésége, hogy nemrégiben azonositottak, mint a monocita/makrofag eredetii sejtek
markerét.

A CD206, mas néven manndz receptor, egy C tipusu lektin receptor, amely elsésorban
makrofagok ¢és éretlen DCk feliiletén jelenik meg. A receptor felismeri a termindlis mannoz és
az N-acetil-glikdozamin részleteket, amelyek bizonyos mikroorganizmusok feliiletén
talalhatok, igy fontos szerepet jatszik mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszer
miikodésében.

A CD209, mas néven DC-SIGN, makrofagok és DCk felszinén jelen 1évé C tipust lektin
receptor. Makrofagok esetében a CD209 szintén felismeri a manndz tipusu szénhidratokat,
amelyek gyakran megtalalhatok a kiilonb6z6 koérokozokon, ezért a CD209 fontos szerepet
jatszik a fagocitdzis aktivalasaban.

A XIII faktor (FXIII) egy transzglutaminaz, amely fontos tagja a véralvadasi rendszernek,
feladata a fibrin keresztkotése. A keringd FXIII két katalitikus alegységbdl (FXIII-A) és két
hordoz6 alegységbdl (FXIII-B) all, az alegységek kozil az FXII-A intracellularisan
megtalalhatd6 monocitakban/makrofagokban, ahol a génexpresszi6 szabalyozasaért, valamint a
sejtes funkciok, mint példaul a fagocitozis befolyasolasaért felel. A kozelmultban a FXIII-A-t
az alternativ aktivacid markereként azonositottak, és sikeresen alkalmaztak a granuloma

annulare-ban és necrobiosis lipoidica-ban talalhatdo makrofagok kimutatasara.

A lipid metabolizmus szerepe a makrofigok aktivdlasaban

A lipidmetabolizmus jelentdségét a makrofag aktivacioban nemrégiben Ménégaut €s mtsai.
osszegezték. Mind kiilso (taplalkozasbol eredd), mind belsd FA-forrasok képesek befolyasolni
a makrofagok polarizaciojat: az M2 polarizacio altalaban FA-oxidacioval tarsul, mig az M1
polarizacio lipid termeld Utvonalakhoz kapcsolodik. Szamos tanulméany kiemelte a PPARy
jelentéségét, amelyet oxidalt FA-k vagy az IL-4 aktivalnak, és képes az M2 polarizaciora
kialakitasara. A legujabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy az FA-K szintézise kozvetleniil
hozzajarul az M1 makrofagok gyulladdsos valaszahoz, azonban még nem tisztazott, hogy az
M1 polarizacidhoz sziikség van-e az FA szintézis indukéldséara. Ezeken feliil, a telitett szabad
FA-k (FFA-K), mint példaul a PA, feltehet6leg kivalthatja a makrofagok metabolikus

aktivalasat a zsirszovetben. Egy masik tanulmanyban Shi és mtsai. kimutattak, hogy az
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adipocitak altal in vivo leadott FFA-k potencialisan befolyasoljak a makrofagok
polarizaciojat. E megfigyelések alapjan jogosan feltételezhetjiik, hogy a faggyut alkotd

lipidek szintén részt vehetnek a makrofagok polarizacidjaban.

1.7.2 DCk

A makrofagok mellett a bor jol elkiiloniildé DC-populaciokat is tartalmaz, melyeket
egyediilallo morfologiajuk és a CDl1l1c felszini expresszidja jellemez. A bdrben ,,jarér6z6”
DC-k feladata, hogy a gyulladasos citokinek termelésével és antigének prezentalasaval
specifikus T-sejt valaszt alakitsanak ki. Elhelyezkedésiiktol fiiggéen a bérben 1évé dendritikus
sejtek két f6 csoportra oszthatok: epidermalis LC-k és csontvelé-eredetii dermalis ¢cDC-K,
amelyek tovabb osztalyozhatdk az 1-es tipusu (cDC1) és a 2-es tipusu (cDC2) alcsoportokba.
A makrofagokhoz hasonldan a DC-K is reagalnak az FA-K metabolizmusanak véaltozasaira.
Erdekes médon az FA-k oxidacidja olyan allapotot teremt, amelyben a DC-k tolerogénné

valnak.

1.7.3 Helper T-sejt alcsoportok

A sejtes immunvalaszt els6sorban a T-sejtek szabalyozzak, érésikk a csecsemémirigyben
zajlik. Azokat a T-sejteket, amelyek felsziniikon a CD4 glikoproteint expresszaljak, T-helper
(Th) sejtekként tartjuk szamon. A Th-sejtek a naiv CD4" T-sejtekbdl differencidlodnak az
egyedi citokin kornyezetnek megfeleléen, amely révén aktivaciojuk soran specidlis effektor
funkciokat latnak el. A Th-sejteket el6szor Thl és Th2 alosztalyokba soroltak be az IFN-y és
az IL-4 citokinek jelenlététdl fiiggben, azonban a kozelmultban a Th csaldd jelentdsen
kibovilt Th9, Th17 és Th22 sejtekre is, amelyek szintén specifikus citokinprofillal
rendelkeznek.

Mint ahogyan a makrofagok esetében is, a kiilonb6z6 Th-differencialodasi utakat
meghataroz6 specifikus citokinek mellett, a lipidek is hozzajarulhatnak a Th polarizaciohoz,

példaul a transz-zsirsavak (TFA-K) igazoltan elésegitik a Th17 polarizaciot.

11



2. CELKITUZESEK

Az utobbi két évtizedben rohamosan fejlodott a faggyumirigy-kutatas; a szebocita sejtkulttra-
modellek 1étrehozasaval és uj molekularis technikak kifejlesztésével egyre tobb informacié all
rendelkezésre a szebocita proliferacio, differencialodas és miikodés tekintetében.
Mindazonaltal a faggyusejtek gyulladasos borbetegségek medidtoraként vagy akar
iniciatoraként betoltott lehetséges szerepét még kételyek Ovezik. Tovabba eddig kevés
tanulmany vizsgalta a szebocitdk legjellemzdébb tulajdonsagat, nevezetesen a faggyutermelést
¢és a faggyut alkotd lipidek lehetséges szerepét a kiilonb6zé gyulladasos- és immunoldgiai

folyamatok befolyasolasaban. Kutatasunk sordn ezért célunk volt:

1. meghatdrozni, hogy a faggyut alkoté lipidek hozzdjarulhatnak-e a dermalis
lipidtartalomhoz

2. megallapitani, hogy a szebocitak képesek-e immunsejteket vonzani a gyulladasos
borteriiletekre

3. megvizsgdlni, hogy a  szebocitdk  hozzdjarulhatnak-e a  makrofagok
differencialodasahoz, polarizacidjahoz és mitkodéséhez az altaluk kivalasztott lipidek
¢s fehérjék révén

4. megvizsgalni a huméan szebocitdk és a P. acnes kozotti lehetséges kolcsonhatast
homeosztatikus kornyezetben (szimbiozis), illetve gyulladasra adott valaszreakciok

soran, példaul az Acne vulgarisban

5. elemezni a szebocitak €s a T-sejtek kozotti funkcionalis kommunikaciot.

12



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Oil-Red-O festés

Az anonimizalt fagyasztott bér metszeteket 10 percig fixaltuk 4%-o0s paraformaldehidben
(Sigma-Aldrich, Dorset, Nagy-Britannia). A mintakat 1 percig 100%-0s propilénglikolba
(Amresco, Solon, OH, USA) helyeztiik, majd desztillalt vizzel mostuk. A metszeteket 7
percig, 0,7%-0s Oil-Red-O (Sigma-Aldrich) oldattal festettiilk, majd 85%-0S propilénglikol
oldattal mostuk. A sejtmagok festését metilén zolddel végeztiik. Végiil a targylemezeket

,,Quick Agueous Mount Medium” alkalmazasaval lefedtiik (Bio Optica Milano, Olaszorszag).

3.2 Raman spektroszkopia

A Raman spektroszkopiai mérések kivitelezését és értékelését egylittmiikodo partnereink, Dr.
Gacsi Attila és Dr. Csanyi Erzsébet, az SZTE Gyogyszertechnologiai Intézet munkatarsai
végezték. A bér biopsziakat hasi rekonstrukcios miitétekbdl nyertiik. Koriilbeliil 1 cm?-es
bérmintakat SQ, LA, OA, PA vagy STA zsirsavakkal kezeltiink 4 ml térfogati Franz-
difftizios kamrakban fiziologids sooldat (Biochrom, Berlin, Németorszag) alkalmazésaval,
hogy elkeriiljiik a bér kiszaradasat. A kezelés idétartama minden esetben 24 ora, a kezelt
bérteriilet pedig 66,5 mm? volt. A kezelt bérteriiletekbdl fagyasztott metszeteket készitettiink,
melyeket aluminium bevonatl targylemezekre helyeztiink. A mintak Raman-spektrumat egy
532 nm-es diodas lézerrel felszerelt DXR Raman mikroszkoppal (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) vettiik fel. A mérések értékelése az OMNIC Dispersive Raman 8.2
szoftver (Thermo Fisher Scientific) segitségével tortént. Mintanként legalabb 24 felvétel
késziilt, a spektralis felbontas koriilbeliil 2 cm™, a spektralis ablak pedig 200 és 3200 cm™
kozott volt. A kezelt vagy kezeletlen mintdk 0sszehasonlitasakor az egyes zsirsavak egyedi

spektrumat referenciaként hasznaltuk fel.

3.3 Immunhisztokémia

3.3.1CD163

Az immunhisztokémiai festéshez a Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag
jovahagyasaval, a Borgyogyaszati Klinika Szovettani Laboratoériumabol szarmazé anonim,
FFPE mintait hasznaltuk. A paraffin blokkokbol késziilt metszeteket deparaffinizaltuk,
rehidrataltuk, és 3% -0S H202-ben 15 percig inkubaltuk az endogén peroxidazok gatlasa
végett. Az antigén feltarast Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris Base, 1 mM EDTA, 0.05%
Tween 20, pH 9.0) végeztiik, 120°C-on 25 percig és a nem specifikus kdtohelyek blokkolasa
PBS-ben oldott 5% borju szérum albumin (BSA) oldatban tortént 30 percig. A metszeteket
CD163 elsddleges antitesttel (LifeSpan BioSciences, Seattle, WA, USA) egy éjszakan at 4°C-
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on inkubaltuk. SuperSensitive egylépcsés polimer-HRP-konjugalt masodlagos antitestet
(BioGenex, CA, USA) hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfeleléen. Negativ kontrollként a
mintakat 2,5% BSA-PBS-ben inkubaltuk primer antitest nélkiil. Az immunreakciot a Vector
VIP Kit (Vector Laboratories Ltd, Cambridgeshire, UK) segitségével vizualizaltuk. A
sejtmagokat metilén-zolddel festettiik. A mikroszkopos felvételeket ImagelJ szoftverrel

elemeztiik.

3.3.2 CD206, CD209 és XIII. Faktor A alegység (FXIII-A)

A fagyasztott metszeteket 10 percig jéghideg acetonban fixaltuk, és 5% normal kecske
szérummal (Dako, Glostrup, Dania) blokkoltuk. A metszeteket FXIII-A antitesttel (Affinity
Biologicals, Ancaster, Ontario, Kanada) 2 6ran 4t, sotét nedves-kamraban,
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A vizualizaciét DyLight 488 masodlagos antitesttel (Vector
Laboratories Ltd) értiik el. A ko-expresszids vizsgalatokhoz monoklonalis anti-human CD
antitesteket hasznaltunk [CD206, CD209 (Abcam, Cambridge, UK), CD163 (Enzo Life
Sciences, Farmingdale, NY, USA)]. A normal 16szérummal torténd 10 perces blokkolast
kovetéen a masodik primer antitest specifikus kotddését DyLight 594 masodlagos antitest
(Vector Laboratories Ltd) hasznalataval tettiik lathatova. A metszeteket PBS-ben mostuk és
DAPI-t tartalmaz6 Vectashield médiummal (Vector Laboratories Ltd) fedtiik. A felvételeket
egy CCD IMAC kameraval (Sony, Tokio, Japan) és ISIS fluoreszcens képalkoto rendszerrel
felszerelt Axioplan mikroszkoppal (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) készitettiik

(MetaSystems, Altlussheim, Németorszag).

3.3.31IL-17 és CD4

A festéseket Dr. Natalie Garzorz-Stark, a miincheni ZAUM intézet munkatarsa végezte. Az
aknés betegek FFPE borbiopszidit 25 perce 65°C-0s szaritdo szekrénybe helyeztiik, majd
xilollal (2x10 perc), 100% izopropanollal (2x5 perc), 96% etanollal, 70% etanollal és dH20-
val (1x5 perc) inkubaltuk. Az antigén feltarast citratpufferrel (pH 6) végeztiik, blokkolasként
1 oraig 10%-0s normal kecske és loszérumot (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
hasznaltunk. A metszeteket primer ellenanyag-keverékkel vagy izotipus-kontrollokkal (IL-17,
R&D Systems; CD4, Zytomed Systems) inkubaltuk 1 oran at szobahémérsékleten, majd
¢jszakan at 4°C-on. A vizualizacié masodlagos ellenanyag-keverék (Alexa Fluor 488, Life
Technologies és NorthernLights 557, R&D Systems) segitségével tortént. A szdveti
autofluoreszcencia kikiiszoboléséhez 0,1%-0s Sudan Black (Sigma-Aldrich) festést
alkalmaztunk. A sejtmagok festéséhez DAPI-t (Sigma-Aldrich) hasznaltunk, végil a
metszeteket VectaShield médiummal (Vector Laboratories Ltd) fedtiik. A fluoreszcens
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felvételeket egy Sense szoftverrel (Olympus, Tokid, Japan) felszerelt Olympus 1X73 invertalt

fluoreszcens mikroszkdppal készitettiik és Imagel szoftverrel elemeztiik.

3.4 Migracios vizsgalat

A migracids vizsgalatokat miincheni munkatarsaink végezték. A monocitakat, neutrofil
granulocitakat és T-sejteket egészséges donorok vérébdl izolaltuk CD14 és CD3 magneses
gyongyok alkalmazasaval (Miltenyi Biotech, Bécs, Ausztria) a gyartd protokolljat kovetve. A
sejteket 0,5% BSA-val (Amresco) kiegészitett RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) médiumban
vettiik fel és szamukat gy allitottuk be, hogy az elérje a 2x10° sejt/ml koncentraciot. A
migracids vizsgalatokat 5 pm poérusu polikarbondt membranok (ChemoTx Disposable
Chemotaxis System, NeuroProbe, Gaithersburg, MD, USA) segitségével végeztiik a gyartd
utasitasai szerint. A rekombindns CXCL-8 fehérje (PromoKine, Heidelberg, Németorszag)
kiilonbdz6 koncentracioit (10 ng/ml, 50 ng/ml és 100 ng/ml) pozitiv kontrollként alkalmaztuk.
A sejteket 2 ora hosszat migraltattuk 37°C-on, 5% (v/v) CO2-t tartalmazo termosztatban, a
migralt sejteket LSRFortessa (BD Biosciences New Jersey, NJ, USA) aramlasi citométerrel
vizsgaltuk. A migralt T-sejteket tovabba megfestettik CD4, CD8, CD56, CD45R0O ¢s
CD45RA elleni antitestekkel. A CXCL-8 semlegesitéshez a feliiliszot anti-CXCL-8
antitesttel (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) 1 6raig szobah6n inkubaltuk.

3.5 SZ95 szebocita sejtkultira és kezelés

Az SZ95 immortalizalt human faggyiimirigy-sejtvonalat 37°C-on, 5% (v/v) CO>-t tartalmazd
termosztatban, 10% FBS (Biowest, Rue de la Caille, Franciaorszag), 1 mM CaCl, (Sigma-
Aldrich), 1% penicillin/sztreptomicin és 5 ug/ml epidermalis novekedési faktor (EGF)
(Sigma-Aldrich) tartalmtt Sebomed médiumban (Biochrom) tenyésztettiik, amig el nem érték
a 80%-os konfluenciat. A feliilisz6 begylijtését megelézéen a tapfolyadékot EGF mentes,
0,5% FBS-t és 1 mM CaCl, oldatot, illetve 1% penicillint/sztreptomicint opcionalisan
tartalmazo Sebomed médiumra cseréltiik. A 24 oras feliiliszot dsszegytjtottik €s 0,2 pm-es
sziirdvel (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag) torténd sziirést kovetden kisérletekre
hasznaltuk. Az SZ95 szebocita feliilisz6 lipid mentesitéséhez Cleanascite lipid tisztitd
reagenst (Biotech Support Group, Monmouth Junction, NJ, USA) hasznéltuk a gyartd
utasitasai szerint. Az etanol: DMSO (1:1) elegyében beoldott lipideket (SQ, LA, OA, PA és
STA; Sigma-Aldrich) a tisztitast kovetdéen egyesével visszapotoltuk 150 pM-0s
koncentracioban.

A T-sejt- és DC tenyésztési kisérletekben az SZ95 szebocitakat rekombinans citokinekkel (50
ng/ml) vagy lipopoliszacharid/lipoteichoinsav-al (LPS/LTA) (1 ug/ml) vagy P. acnes 888-al
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(50:1 aranyban) 6 oraig kezeltiik, majd intenziv mosast kovetéen tovabbi 24 oOran at
tenyésztettiik a szebocitakat Sebomed médiumban. Az igy nyert SZ95 szebocita feliiluszokat
Osszegyljtottiik és 0,2 um-es szirdvel (Sarstedt) sztrtiik, és kisérletekben vald felhasznalasig

-20°C-on fagyasztva taroltuk.

3.6 P. acnes torzsek

A P. acnes 889 torzset 5% szarvasmarhavérrel, K1 vitaminnal és heminnel kiegészitett
Columbia agaron (Oxoid, Basingstoke, UK) anaerob koriilmények kozott 37°C-on
tenyésztettiik (Ruskinn Concept 400 anaerob munkadllomas Pencoed, UK) a Debreceni
Egyetem Mikrobioldgiai Tanszékén. A baktériumok 72 oras tenyészetét 10°-10° telepképzé
egység (CFU)/ml koncentracioban begyijtottiik, majd PBS-ben (Lonza, Verviers, Belgium)
mostuk, és 1 ml RPMI 1640 antibiotikum mentes médiumban vettiik fel (Sigma-Aldrich).

3.7 Monocita izolalas és differencialtatas

3.7.1 Makrofag differencidltatas és tenyésztés

A monocitakat egészséges donorok vérébodl izolaltuk magneses CD14 mikrogyongyok
(Miltenyi Biotech) alkalmazasaval, a gyartdo protokolljat kovetve. Lyukanként 1x108
monocitat RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) tapfolyadékban 24 lyuka lemezre szélesztettiink, és
40% vagy 80% SZ95 szebocita feliiluszoval kezeltiik. Kontrollként Sebomed tapfolyadékot
alkalmaztunk. A monocitakat SZ95 szebocita feliilisz6 vagy Sebomed taptalaj jelenlétében 5
napig 37°C-on 5% (v/v) CO2-t tartalmaz6 termosztatban differencialtattuk majd kisérletekre
hasznaltuk. A monocitak tovabbi differencialodasahoz és aktivalasahoz IL-4-t (20 ng/ml)
IFN-y-t (20 ng/ml) vagy P. acnes 888-t (1:50) hasznaltunk. A bemutatott eredményeket a
dozisfiigghség megerdsitése utan minden esetben 80% SZ95 szebocita feliiliszo

alkalmazasaval kaptuk meg.

3.7.2 DC-K differencialtatasa és a kevert leukocita reakcio

A Kkisérleteket Dr. Martina Mattiivel kozremiikodésével, a miincheni ZAUM intézetben
végeztiik el. 1x10° CD14" monocitakat raktunk ki 24 lyukt lemezekre, amely 500 pl RPMI
1640-t (Invitrogen) és 500 pl SZ95 szebocita feliiluszot, valamint IL-4-t és GM-CSF-t (100-
100 egység/ml) (PromoKine) tartalmazott. A sejteket 5 napig diferencialtattuk 37°C-on, 5%
(v/v) CO2-t tartalmazd termosztatban, majd az 6todik napon a DC-ket LPS-el (1 pg/ml,
Invitrogen) kezeltiik és 24 oran keresztil stimulaltuk. Az igy kapott sejteket, kétszer mostuk
PBS-sel, és egy 96 lyuku lemezen 1:10 ardnyban CD4*CD45RA* vagy CD4"CD45RO* T-
sejtekhez adtuk. A CD4*CD45RO" effektor T-sejtek feliiliszojat a 3. napon dsszegyjtottiik, a
CD4"CD45RA" naiv T-sejteket 6 napig tenyésztettiik, majd ezt kovetden aCD3-al és aCD28-
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al (0,75-0,75 pg/ml) (BD Biosciences) aktivaltuk, végiil ezeket a feliiluszokat is begytijtottiik.
A mintakat duplikdtumokban vizsgaltuk.

3.8 Aramlasi citometria

Az aramlasi citometrias analizishez a makrofagokat osszegyujtottiik, PBS-sel (5 perc, 1500
fordulat/perc) mostuk és tjraszuszpendaltuk a festo-pufferben [1% BSA-t tartalmazé PBS
(Amresco)]. A sejteket monoklonalis CD206, CD209 phycoerythrin (PE) konjugalt
antitestekkel (BD Bioscienses) jeloltik 30 percig 4°C-on; PE konjugalt IgGlk-t (BD
Bioscienses) hasznaltunk izotipus kontrollként. Az adatokat FACSCalibur (BD Bioscienses)
aramlasi citométerrel gytijtottiik és Flowing Software (Cell Imaging Core, Turku, Finnorszag)

segitségével elemeztiik.

3.9 Fagocitozis vizsgalata

A lipid mentes vagy teljes SZ95 feliilusz6 jelenlétében differencialtatott makrofagokat FITC-
el jelzett P. acnes 888-al inkubaltuk 2 o6ran at 37°C-on, hogy lehetévé vegyiik a baktériumok
bekebelezését. A fagocitozist jéghideg PBS-sel leallitottuk, és a sejteket 4% PFA-val fixaltuk.
Az adatokat FACSCalibur (BD Bioscienses) aramlasi citométerrel gyiijtottik és Flowing

Software (Cell Imaging Core) segitségével elemeztiik.

3.10 Western blot

A sejteket a P. acnes kezelést kovet6 12. oraban Osszegyjtottikk és feldolgoztuk a Western
blot analizishez, a fehérjekoncentraciot a BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével hataroztuk meg. A fehérjéket anti-IL-1B (R & D Systems), anti-FXIII-A (Acris
Antibodies, Herford, Németorszag) és anti-B-aktin (Cell Signaling, Danvers, MA, USA)
antitestekkel inkubaltuk. Az antigén-antitest komplexeket megfelel6 HRP-konjugalt
masodlagos antitestekkel (Bio-Rad Laboratories) jeloltik és Immobilon Western HRP
szubsztrat készlet segitségével (Millipore, Bedford, MA, USA) vizualizaltuk.

3.11. Kemokinek és citokinek kimutatasa

3.11.1. Enzimkapcsolt immunszorbens teszt (ELISA)

Az SZ95 szebocita feliiliiszo, P. acnes 889 vagy megfeleld kontrollok jelenlétében tenyésztett
makrofagok feliiliszoit 12 ora, 24 6ra vagy 36 ora elteltével gyiijtottiik dssze, és -20°C-on
taroltuk mindaddig, amig CXCL-8, IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-17, IL-22, IFN-y ELISA Duokitek
(R&D Systems) illetve IL-4 ELISA kit (BD Bioscienses) alkalmazasaval a gyartd utasitasait

kdvetve meghataroztuk a citokinek/kemokinek szintjét.
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3.11.2 Bio-Plex vizsgalat

A kisérleteket a miincheni ZAUM intézet munkatarsai végezték. A Bio-Plex analizist a Bio-
Plex Pro human citokin 27-Plex teszttel (Bio-Rad Laboratories) végeztiik a gyartd utasitasai
szerint. A fehérjetartalom szamszeriisitését a Bio-Plex 200 rendszerrel (Bio-Rad Laboratories)

hataroztuk meg.

3.12 A naiv és effektor CD4" sejtek tisztitasa és stimulalasa

A kisérleteket Dr. Martina Mattiivel koézremiikodésével, a miincheni ZAUM intézetben
végeztik el. A T-sejteket a magneses CD4 T-sejt izolacios készlet (Il) alkalmazasaval
tisztitottuk ki, majd pozitiv szelekciot alkalmazva CD45RO vagy CD45RA magneses
gyongyokkel (Miltenyi Biotech) kiilonitettiik el az effektor és naiv T-sejteket a gyartd
utasitasait kovetve. 2x10° sejtet 96 lyuku lemezre raktunk ki, melyeket aCD3-al és aCD28-al
(0,75-0,75 pg/ml) (BD Biosciences) aktivaltuk 100 ul SZ95 szebocita feliiliszo és 100 ul
RPMI 1640 (Invitrogen) jelenlétében 37°C-on, 5% (v/) szén-dioxiddal dusitott termosztatban.
A CD4'CD45RO" effektor T-sejtek felilluszojat a 3. napon Osszegylijtottik. A
CD4*CD45RA" naiv T-sejteket 6 napig tenyésztettiik, majd aCD3-al és aCD28-al (0,75-0,75
pg/ml) (BD Biosciences) Ujra stimulaltuk a feliiliszé gytjtés elott.

3.13. Semlegesitési kisérletek és fehérje eltavolitas

A Kkisérleteket a miincheni ZAUM intézet munkatarsai végezték. Az SZ95 szebocita
feliiliszokat 1 ora hosszat inkubaltuk a kovetkezd antitestekkel: anti-1L-18 (1 ng/ml), anti-
TGFB (1 ng/ml), anti-IL-6 (0,8 ng/ml) vagy anti-CXCL-8 (0,8 pg/ml) (R&D Systems). A
fehérje emésztéshez az SZ95 szebocita feliiluszokat 0,5 mg/ml proteinaz K-val (Qiagen,
Hilden, Németorszag) 56°C-on 30 percig kezeltiik, majd 80°C-on inkubaltuk 10 percig az

enzim inaktivalasahoz.

3.14 Statisztikai elemzés

A statisztikai kiértékelést a ZAUM intézettel kozos projektiink esetében Dr. Alexander
Konstantinow végezte. A tovabbi eclemzéseket Janka Eszter Anna ellendrizte. Minden
kisérletet technikai duplikatumban és legalabb bioldgiai triplikatumokban végeztiink. A
statisztikai szamolasokat Graph Pad Prism és Excel szoftverekkel segitségével végeztiik. A
statisztikai  szignifikancia meghatarozasara paros Wilcoxon probat vagy ANOVA-L,

kiegészitéskeént pedig Tukey post-hoc tesztet hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1 A faggyumirigyekben gazdag bérnek magas a dermalis lipidtartalma

Vizsgalataink  kiindulasi  pontjaként Oil-Red-O festés alkalmazasaval vildgosan
bebizonyitottuk, hogy a faggytmirigy-gazdag teriiletekbdl szdrmazd mintdkban a lipidfestés a
dermiszben nagyobb intenzitasu volt, mint a faggyumirigyekben szegényebb régiokban.
Erdekes modon ez az intenzitaskiilonbség a szubepidermalis részeken és a faggyumirigyek
koriil volt a legjelentésebb. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a szebocitak elsddleges
szerepet jatszhatnak a dermisz lipidekkel torténd ellatasaban.

4.2 A faggyut alkoto lipidek képesek athatolni az epidermiszen és felhalmozddni a
dermiszben

Ezt kovetéen SQ, OA, PA, LA ¢és STA zsirsavakkal egyedileg kezeltink meg
faggyumirigyekben szegény bormintakat, majd Raman spektroszkopiat hasznalva vizsgaltuk a
Eredményeink azt mutattak, hogy a vizsgalt lipidek mindegyike athatolt az epidermiszen,
ané¢lkiil, hogy megbontana annak szerkezetét. Amig a PA-t nagy koncentracioban detektaltuk
a dermisz teljes mélységében, addig az SQ és az LA csak a felsdbb régioban halmozodtak fel.
Erdekes médon az STA kiemelkedd bedusuldst mutatott az intermedier dermalis régioban,
mig az OA csak mérsékelt mennyiségben volt jelen, viszont elszort eloszlast mutatott a bor
teljes mélységében. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a faggyu lipidek bonyolultabb
élettani szereppel birhatnak, mint csupan lokalis hidratalo szerek.

4.3 Az alternativ médon aktivalt makrofagok jellemzé eloszlast mutatnak az epidermisz
alatt és a faggyumirigyek koriil

Nagyobb szamban el6fordulé makrofagokat mar korabbi kutatasok is leirtdk az epidermisz
alatt és a faggyamirigyek kornyékén. Vizsgalataink soran megerdsitettiik ezeket a
megfigyeléseket a faggyumirigyek koriili, az epidermisz alatti és a "semleges teriileteken”
talalhatd6 CD163" dermalis makrofagok szdmanak Osszehasonlitisaval élettani koriilmények
kozott. Fontos megjegyezni, hogy a makrofagok jellegzetes eloszlast mutattak, mivel szinte
kizarolag a faggytmirigyek bazalis sejtrétegével parhuzamosan helyezkedtek el, jelezve, hogy
jelenlétiik nem véletlenszerii esemény.

A felhalmoz6dd makrofagok tovabbi jellemzésére kettés immunfluoreszcens festést
hasznaltunk a FXIII-A és a CD206 vagy CD209 markerkombinaciok alkalmazéaséaval.

Megallapitottuk, hogy az észlelt makrofagok egészséges bdrben az alternativ aktivacid
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markereit (FXII1-AT/CD209/CD206") fejezték ki, mig klasszikusan aktivalt makrofagokat
(CD163*/FXIII-A") csak patologias koriilmények kozott tudtunk kimutatni, példaul aknéban.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a faggyimirigyek koriili lokalis mikrokdrnyezet
szerepet jatszhat a makrofagok felhalmozodasaban és aktivalasaban, amelyekhez a szebocitak

potencialisan aktivan hozzajarulhatnak.

4.4 Th17 sejtek veszik koriil a faggyamirigyeket

FFPE akne mintak festése azt is kimutatta, hogy CD4"IL-17" kett8s pozitiv T-sejtek veszik
koriil a faggyimirigyeket nem csak aknéban, hanem egészséges borbiopsziakban egyarant,
jelezve a Th17 sejtek és szebocitak kozott fennalld potencialis kommunikaciot a gyulladas

folyamatokon tilmenden fiziologias koriilmények kozott is.

4.5 A szebocitak CXCL-8 termelésiik révén immunsejteket vonzzanak maguk koré

A szovettani megfigyeléseik alapjan, miszerint a makrofagok és a T-sejtek a faggyumirigyek
koré csoportosulnak az egészséges borben, megvizsgaltuk, hogy a szebocitak képesek-e
aktivan vonzani ezeket a sejteket. Bio-Plex technologiaval elemeztilk az SZ95 szebocitakrol
gyljtott felilluszok osszetételét, amely szamos kemokin és citokin jelenlétét kimutatta, mint
pl. a CXCL-8, CCL-2, CCL-5 és a CXCL-10.

Mivel a CXCL-8-nak ismert a kemoattraktans szerepe, ezért elemeztiik a monocitak, neutrofil
granulocitak és T sejtek migralo kapacitasat SZ95 szebocita feliiliszo jelenlétében.
Mindharom sejttipus szignifikdns novekedést mutatott a szebocita feliiliszd felé¢ torténd
migracioban a kontroll Sebomed tapfolyadékhoz képest. A CXCL-8 migracidban betdltott
szerepének megerdsitéséhez semlegesitettilk a CXCL-8-at az SZ95 szebocita feliiliszoban az
ujabb migracios vizsgalatokat megeldzden, ami az eredeti migracios kapacitast eredményezte.
Ezutan megvizsgaltuk, hogy bizonyos gyulladasos koriilmények (IFN-y, TNF-a IL-17, LPS,
LTA, P. acnes 888 és IL-4 kezelés) megvaltoztatjadk-e a szebocitak altal termelt fehérjék
CCL-5 és CXCL-10 termelést detektaltunk és azt is megallapitottuk az IFN-y, az IL-17, az
LPS és az LTA voltak a szebocitdk dominans aktivatorai. Emellett az immmunsejtek
Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy a nyugalmi allapotban 1évé szebocitak képesek in vitro
immunsejteket vonzani CXCL-8 fiiggd modon, €s ez a kemoattraktans hatas tovabb fokozodik

gyulladasos kdrnyezetben.
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4.6 Az SZ95 szebocitak elosegitik a monocita eredetii makrofagok alternativ
polarizacidjat

A szebocitak és makrofagok kozotti feltételezett kommunikacié vizsgalatahoz in vitro modellt
készitettlink, ahol a periférias vér monocitakat makrofagokka differencialtuk SZ95 szebocita
feliiluszo jelenlétében.

Elészor az SZ95 szebocita feliiliszo makrofagok polarizacidjara gyakorolt hatasat vizsgaltuk,
olyan széles korben elfogadott markerek expresszidjanak vizsgalataval, mint a FXIII-A
(Western blot) valamint a CD206 és CD209 (aramlasi citometria). Az dsszes vizsgalt marker
fokozott kifejezodését figyeltik meg, amikor a monocitakat az SZ95 szebocita feliiluszo
jelenlétében differencialtattuk. Fontos megjegyezni, hogy a lipid mentesitett SZ95 szebocita
feliilusz6 alkalmazésa soran a FXIII-A szintje nagymértékben lecsokkent €s a CD206, CD209
markerek expresszidja szinte teljesen elmaradt, amely a faggyu lipidek makrofag-
differencialodasban betoltott Iehetséges szerepére utal.

Az OA, LA, PA, STA ¢és SQ lipidek egyedi visszapotlasaval megallapitottuk, hogy elsdsorban
az LA ¢és az OA felel az alternativ makrofagok aktivalasért, mig az SQ, STA és PA nem
voltak hatassal.

Az alternativ aktivacié felé mutatd erés polarizaldo hatas ellenére az SZ95 szebocita
feliiluszoval kezelt makrofagok megtartottak klasszikus aktivacio lehetoségét, amely azt

sugallja, hogy a polarizalo hatés feliilirhat6 veszélyjelzés esetén.

4.7 Szebocita eredetii lipidek hozzajarulnak a makrofagok fokozott P. acnes felvételéhez
Az alternativ modon aktivalt makrofdgok egyik legfontosabb funkciondlis jellemzdje a
fokozott fagocitozis. Mivel a P. acnes-rél kimutattak, hogy szerepet jatszik az akne
patogenezisében, ezért lemértiik a FITC-jelolt P. acnes baktériumok fagocitézisat SZ95
szebocita feliiliszoval és anélkiil tenyésztett makrofagok esetében. Megallapitottuk, hogy a
szebocitak altal termelt lipidek, mégpedig foként az LA és az OA jelenléte fokozottan képessé

teszi a makrofagokat a baktériumok bekebelezésére.

4.8 A faggyut alkoto lipidek modulaljak a P. acnes makrofag aktivalo potencialjat

A P. acnes kulcsfontossagi szerepet jatszik az akne patogenezisében azaltal, hogy a
makrofagokat fokozott IL-1B termelésre készteti, azonban méréseink soran in vitro
koriilmények kozott csak nagyon csekély szintli IL-1f termelést tudtunk Kimutatni, ami arra
utal, hogy mas tényezok is sziikségesek a patoldgids szerepének betoltéséhez. Ezért ELISA és
Western blot mérésekkel megvizsgaltuk, hogy a SZ95 szebocita feliiliszo jelenlétében torténd
differencialodas megvaltoztathatja-e az IL-1 szinteket in vitro P. acnes-kezelt

makrofagokban. A kisérletek kimutattak, hogy a faggyut alkoto lipidek kiilonbozé hatassal
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vannak az IL-1p szekréciora. Mig a PA és az STA jelenléte fokozta az IL-1p termelést, addig
az LA-nak egyértelmtien anti-inflammatorikus hatasa volt, egyarant csokkentette a vizsgalt
IL-1B, IL-6 és TNF-a termelést. Erdekes modon az OA csdkkentette mind az IL-6, mind a
TNF-a szintjét, de az IL-1p termelddést fokozta, ami azt sugallja, hogy az OA kiilonféle
gyulladasos jelatviteli utakon keresztiil szelektiven jarul hozza a szebocitak altal kialakitott
gyulladasos kornyezethez.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a szebocitdk szerepe a makrofagok szabdlyozasaban nem
korlatozodik pusztan polarizacidjuk megvaltoztatasara, hanem integralhatdéak olyan betegség

specifikus esetekre is, mint az akne, ahol a szebocitak a gyulladast a biologiailag aktiv lipidek

crer

4.9 A szebocitak nem befolyasoljak a CD4*CD45RO" effektor T-sejtek citokin
szekréciojat

Mivel a CD4"CD45RO" effektor T-sejtek migraltak a legnagyobb mértékben az SZ95
szebocita feliiliszé jelenlétben, ezért megvizsgaltuk, hogy a vérbdl szarmazo CD4*CD45RO*
sejteket SZ95 szebocita feliiluszo jelenlétben differencialtatva, majd aCD3 és szolubilis
aCD28 aktivatorokal stimuldlva valtozik-e a T-sejtek citokin termelése. Az IL-17, IFN-y,
szekrécioja kis mértékben megnovekedett.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy az SZ95 szebocita feliiliszd képes-e befolyasolni az
effektor T-sejtek citokin profiljst DC medialt modon. Ezért CDI14" monocitdkat
differencialtuk SZ95 szebocita feliiliszo vagy kontroll tapkozeg jelenlétében DCK-ké, majd
LPS aktivaciot kovetden hozzaadtuk a DC-ket az allogén CD4"CD45RO" sejtekhez (kevert
leukocita reakcio). Az SZ95 feliiliszé6 nem befolyéasolta a DC érés vagy a T-sejt aktivalodas
folyamatat, ami azt mutatta, hogy a faggytsejtek sem kozvetleniil, sem kozvetve nem

befolyasoljak az effektor T-sejtek citokin termelését.

4.10 A szebocitak Th17 immunvalaszt valtanak ki naiv T-sejtekben

Mivel az SZ95 szebocita feliiliszo a naiv T-sejteket szintén fokozott migraciora birta, ezért
megvizsgaltuk a szebocitdk CD4*CD45RA™ naiv T-sejt differencidloédasra gyakorolt hatdsat
is. A feliiliszo vagy kontroll tapoldat jelenlétében differencialtatott T-sejteket aCD3 és
szolubilis aCD28 aktivatorokkal stimulaltuk és ELISA-val megmértik a termelt citokinek
szintjeit. Méréseink jelentés IL-22 és IL-17 termelést mutattak (Th17 fenotipus), ezzel
Osszhangban az S7Z95 szebocita feliilusz6 jelenlétében generalt DC-k szintén képesek voltak a

naiv T-sejtek polarizacidjat a Th17 fenotipus felé eltolni az IL-17 és IL-22 fokozott
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expresszidjaval. In vitro adataink tehat azt sugalljak, hogy a szebocitak képesek befolyasolni a

T-sejtes immunvalaszt.

erer

Mivel a lipid mentesitett SZ95 szebocita feliilisz6 kezelések nem eredményeztek valtozast a
citokinprofilban, ezért feltételeztiik, hogy a megfigyelt Th17 polarizacidéért valamely a
faggyusejtek altal termelt fehérje felel. Ezt kisérleteink igazoltak is, mivel a szebocita
feliiliszo proteinaz K kezelését kovetden elvégzett differencidltatasi kisérletekben a korabban
megfigyelt Th17 fenotipus megjelenése elmaradt.

A szebocitak normal €s patologias koriilmények kozt is szekretalnak olyan citokineket (IL-13
IL-6, TGF-B), amelyekrdl ismert, hogy hozzajarulnak a Thl7 polarizacidhoz. Az SZ95
feliiliszoban ezeket a citokineket egyesével semlegesitve megallapitottuk, hogy az IL-1B
semlegesitése az IL-17 szekrécid 35% -os csokkenéséhez vezetett a differencialt T-sejtekben,
mig a TGF-f és az IL-6 semlegesitése csak marginalis hatassal volt. Ezzel szemben
mindharom citokin kivondsa majdnem teljesen meggatolta az IL-17-termelést. Eredményeink
alapjan kijelenthetd, hogy a szebocitak nagyrészt IL-1p termelése révén Th17 immunvalaszt
indukalnak naiv T-sejtek esetén.

4.1_2 A P. acnes nem befolyasolja az immunsejtek toborzasat, de befolyasolja a DC-k
priming kapacitasat

Annak kideritésére, hogy a P. acnes megerdsiti-e a helyi szimbidzist és/vagy immunvalaszt
megvizsgaltuk kolcsonhatasukat a faggyusejtekkel. Az SZ95 szebocitakat 24 oOran at
elokezeltiik szonikalt P. acnes 889 torzzsel, majd alapos mosast és tapcserét kdvetden,
tovabbi 24 ora elteltével begytijtottiik a sejtek feliiluszojat. A migracids vizsgalatokban a P.
acnes nem valtoztatta meg a szebocitdk kemoattraktans potencialjat a kezeletlen SZ95
feliiluszohoz képest, mivel a neutrofilek, monocitak €s limfocitak migracidja nem véaltozott.
Azonban, ha DC-ket diferencialtattunk P. acnes pre-stimulalt SZ95 feliilusz6 jelenlétében, és
ezt kovetden alkalmaztuk allogén CD4*CD45RA™ naiv T-sejtek differencialaséara, ezek a T-
sejtek enyhe, de nem szignifikdns novekedést mutattak IL-17 és IL -22 termelésiikben.
Erdekes modon az SZ95 szebocita feliiliszoval érlelt DC-k (mind a nem stimulalt, mind a P.
acnes altal stimulalt) szignifikdnsan lecsokkentették az IFN-y, egy tipikus Thl citokin,
termelését, mig a TNF-a és IL-4 szintek nem valtoztak jelentdsen.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a szebocitdk Th17 polarizaciot indukélnak, és a P. acnes

kozvetetten hozzajarul a jelenséghez a Thl differenciacio gatlasaval.
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5. MEGBESZELES

A makrofagok begytilését a faggytimirigyek koré egészséges boérben mar korabbi kutatasok is
kimutattak, azonban ezek a megallapitasok a megfigyelések szintjén maradtak. Ezenkiviil a
szebocitak patologias koriilmények kozott torténd aktivitasat az olyan betegségek is
alatamasztjak, mint példaul a akne, ahol jellemz6 a faggyOmirigyek koré beszlir6dé
immunsejtek (pl. Th17) megjelenése, ami azt sugallja, hogy a szebocitaknak Gsszetett szerepe
lehet a gyulladasos folyamatokban. A korabbi megfigyelések értelmezésének hianya
valosziniileg azzal magyarazhatd, az SG-ket évtizedekig csak atavisztikus maradvanyoknak
tekintették, amelyek a fokozott faggyutermeléssel hozzajarulnak az akne kialakulasahoz. Az
elmult 20 év tanulmanyai azonban ramutattak arra, hogy a faggyamirigy-metabolizmus
bonyolult szabdlyozés alatt all, amelyet kiilonb6z6é gyulladdsos ingerek befolydsolhatnak.
Ezen tilmenden, aktivald stimulusok révén a szebocitdk képesek kiilonbozo citokinek és
kemokinek termelésére, amely olyan potencialis (pato)fiziologias szerepet sugall, mint
példaul a lipid metabolizmus és a sejtszintli gyulladas kozotti kapesolat kozvetitése. Ezek a
jellemzdk nagyban hasonlitanak az adipocitdkra, amelyek a legjobb példat szolgaltatjak az
elsésorban lipidek metabolizalasara berendezkedett, de ugyanakkor immunmodulald
szereppel rendelkezd sejttipusra.

Annak elfogadasa, hogy egyes bdrsejt tipusok immunoldgiailag kompetensek lehetnek,
anélkiil, hogy mieloid vagy limfoid eredettel rendelkeznének, sokaig nagy kihivést jelentett a
bdr kutatasaban. Tobb évtizedes kutatas eredménye, hogy a keratinocitékat elsésorban citokin
termelésiik révén immar elfogadjak, mint az immunrendszer képvisel6it, amelyek fontosak
kiilonbozd gyulladdasos megbetegedések, példaul pikkelysomor és az AD patogenezisében.
Ezzel ellentétben a faggyumirigyeket sokaig, csak, mint a bor lipid gat kialakitasahoz
hozzajarulo fiiggelékeket tartottak szamon. Azonban, ahogyan ez munkankbdl is kideriilt, mar
a dermalis lipidtartalomban is jelentOs kiilonbségek vannak a faggyamirigy szegény illetve
gazdag boér kozott.

A legfontosabb kérdést, hogy vajon a faggyu lipidek is hozzijarulhatnak-e a dermalis
lipidtartalomhoz, el6szor az 1950-es években vizsgalta Butcher, aki kimutatta, hogy a faggyut
alkotd lipidek, az STA (radioaktiv jelolés), OA és LA (fluoreszcens jel6lés) fokozott
felszivodast és felhalmozodast mutattak a dermiszben, patkany boron végzett kisérletekben.
Az STA esetében jelentds felhalmozodast figyelt meg a faggyamirigy koriil, mig az LA még a
véraramba is bekeriilt a kapillarisokon keresztiil. Kutatasaink soran kiterjesztettiik és

kiegészitettilk a faggyut alkoto lipidek vizsgalatat, Raman spektroszkopiaval kovettik a
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crcr

(STA, LA, OA, PA és SQ) képes volt athatolni az epidermiszen, annak roncsolasa nélkiil,
végiil felhalmozodtak a dermiszben. Mig Butcher-nek az volt az elképzelése, hogy a lipidek
tobbnyire a piloszebaceus csatornan keresztiil hatolnak be a dermiszbe, eredményeink azt
tamasztjak ala, hogy az epidermiszen keresztiil is atjutnak és hozzajarulhatnak a dermalis lipid
kornyezet kialakitdsdhoz.

A citokinek és korokozok mellett a lipidek kulcsszerepet jatszanak a kiilonboz6 immunsejtek
differencidlodasdban és aktivalasaban is, ezért kutatdsunk célja volt a szebocitak
makrofagokkal és limfocitakkal vald interakciojanak vizsgalata. A korabbi megfigyelések
megerdsitésére, miszerint a faggyumirigyek koril jelentés szamban halmozodnak fel
makrofagok, a jelenleg rendelkezésre 4all6 szovettani moddszerekre ¢és markerekre
tdmaszkodtunk a makrofagok kiilonb6z6 alcsoportjainak megkiilonboztetésére. A szdveti
kornyezet fiiggvényében a makrofagok differencialodhatnak az alternativ itvonal iranyaba,
amelynek elsésorban az IL-4/IL-13 citokinek, de a kiilonboz6 lipidek is kivaltoi lehetnek. Ez
az aktivaltsagi allapot az, amit a bor ,,rezidens” makrofagjai képviselnek, amelyek az Gsszes
jellemz6 alternativ markert expresszaljak (CD206, CD209 és FXIII-A) és amelyek kozponti
szerepet jatszanak a szoveti kdrnyezet fenntartdsaban. A spektrum masik végén a klasszikusan
aktivaltak makrofagok szerepelnek, ahol az IFN-y és a TNF-a a legfontosabb kivalto
citokinek. Munkank soran osztalyoztuk a faggyamirigyek kozelében elhelyezkedd
makrofagokat a fenti besoroldsnak megfeleléen ¢és megallapitottuk, hogy fiziologids
koriilmények kozott csak alternativ moédon aktivalt makrofagok vannak jelen, mig a
klasszikusan aktivaltak, csak olyan patologias kérnyezetben voltak megfigyelhetéek, mint az
akne. Megfigyeléseink alapjan gy gondoljuk, hogy fizioldgias koriilmények kozott az
alternativ modon aktivalt makrofagok kizarolagos jelenléte egy folyamatos "non-danger” jel
kovetkezménye lehet, amely kialakitasdban a szebocitdk is részt vesznek. Az SZ95 szebocitak
alap allapotban is szamos kemokint és citokint szabaditanak fel, gy, mint a CXCL-8, IL-6 és
IL-1B. A CXCL-8-rol ismert, hogy kulcsszerepet jatszik immunsejtek, példaul monocitak és
neutrofil granulocitdk toborzdsadban, képes ezeket a sejteket odavonzani a gyulladas
kornyezetébe. Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy a makrofagok mellett a T-limfocitak is
jelentés szdmban begylilnek a gyulladasos elvaltozdsok teriiletére. Figyelembe véve a
kisérletekben felhasznalva azt talaltuk, hogy CXCL-8 altal kozvetitett modon a szebocitak
képesek monocitakat, neutrofileket és kiillonb6z6 T-sejteket, példaul CD4*CD45RO™ effektor
és CD4"CD45RA" naiv T-sejteket migraciora birni. Gyulladasos stimulusokra (citokinek
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¢és/vagy bakterialis termékek) a szebocitak tovabb aktivalodtak és még fokozottabb kemokin
¢s citokin termeléssel reagaltak. Ezzel 6sszhangban az eldre aktivalt SZ95 szebocitak még
fokozottabb kemoattraktans potencialt mutattak, amely elsésorban a tovabb emelkedett
Ezek a megallapitasok azt sugalljak, hogy a szebocitak altal termelt CXCL-8 kulcsfontossaga
lehet a faggyumirigy koriili immunsejtek felhalmozoddsdnak meginditdsdban és
felgyorsitasaban.

A lehetséges tovabbi kolcsonhatasok feltérképezéséhez megvizsgaltuk a szebocitak
makrofagokra gyakorolt hatasait, példaul a differencidlodasi makrofag markerek
kifejezddésének szabdlyozasat, a fagocita funkciot, illetve a P. acnes-fert6zott makrofagok
citokin termelését.

Hisztologiai megallapitasaink alatdmasztasaként, bemutattuk, hogy az SZ95 szebocita
feliiluszoval kezelt monocitdk az alternativ makrofag-aktivaldsi tvonal felé polarizalodtak,
mivel az Osszes széles korben elfogadott alternativ marker (CD206, CD209 és FXIII-A)
expresszidja fokozodott. Ez azt sugallja, hogy a szebocitak IL-4/IL-13 fliggetlen modon
befolyasolhatjak a makrofagok polarizacidjat. Ezenkiviil a feliilaszoval kezelt makrofagok in
vitro fokozott P. acnes felvételre voltak képesek, amely mutatja, hogy a szebocitak nemcsak a
makrofag markerek expresszidjara, hanem miikodésiikre is hatnak. Ezek az eredmények
alatamasztjak, hogy a szebocita eredetti lipidek aktivan hozzajarulnak a bor
homeosztazisahoz, amely Osszhangban van azzal kozelmultbeli megallapitassal, hogy a
faggyumirigy gazdag egészséges borben egy egyedi nem-gyulladasos immunsejt populacio
van jelen.

Azokbol a megfigyelésekbdl kiindulva, hogy a faggyu lipid dsszetétele dinamikusan valtozik
a kornyez6 ingereknek megfeleléen, tovabba akne betegek esetén is megfigyelték, hogy a
faggyu lipidek mennyisége és foként Osszetétele jelentdsen befolyasolhatja a gyulladasos
folyamatokat, kisérleteinket Kiterjesztettiik P. acnes-kezelt makrofagok vizsgalatara is.
Megvizsgaltuk a szebocitdk altal termelt lipidek szerepét az IL-1B €és mas gyulladisos
esetében. Vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy a f6 lipid komponensek mindegyike jol
definialt modon befolyasolja a gyulladasos citokinek termelését. Erdekes médon a PA és az
STA, akar a P. acnes jelenléte nélkiil is hatasosan fokoztak az IL-1B, IL-6 és TNF-a
termelését. Tovabba azt taldltuk, hogy mig a P. acnes onmagdban csak kismértékben

crer

makrofagok valaszat a baktérium jelenlétére, részben magyarazatot szolgaltatva arra, hogy
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egy egyébként kommenzalis baktérium miként valthat ki gyulladdsos valaszt olyan
betegségekben, mint az akne. Eredményeink ravildgitanak a faggyu lipidek és azok ardnyanak
alapvetd szerepére a gyulladdsos folyamatokban. A lipidfrakciok ardnydnak valtozasai
meghatarozhatjak a makrofagok P. acnes és mas korokozok jelenlétére adott valaszat. A
tanulmanyunk korlatait szem el6tt tartva, olyan adatokkal szolgalunk, amelyek aldtimasztjak
az LA szint és az akne betegek faggyujara jellemzé megndvekedett OA/LA aranyanak
fontossagat. Eredményeink elérevetitik, hogy az LA kulcsfontossagu szerepld lehet nemcsak
a komedo-képz6désben, hanem a mikrobak és makrofagok kozotti felborult szimbidzisban is,
elsésorban gyulladascsokkentd hatasa révén, amelyet tovabb befolyasol az OA erds és
szelektiv IL-1P indukald szerepe. Ezek az eredmények teljes mértékben igazoljak, hogy a
faggya lipogenezis nem csak a faggyu felhalmozodasahoz jarul hozzd, hanem szamos
Osszehangolt akcid eszkoze is, beleértve a makrofagokkal torténd kommunikéciot is.

Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a szebocitdk, hasonldan a
keratinocitakhoz, hozzajarulhatnak a gyulladasos kornyezethez kialakitdsahoz, azonban
elsésorban a dermisz homeosztazisanak fenntartasaért felelnek, koordinalva a lipidek,
citokinek ¢és rezidens baktériumok egyediilallo szimbiotikus kozegét. Ezenkiviil el6térbe kell
helyezniink a faggya lipidfrakciok elemzését megvizsgalva a potencidlis immunszabalyozd
szerepuket, amelyek 1j magyarazatot adhatnak a kiilonb6zo koros allapotok pl. az akne és a
rosacea megvaltozott lipidprofiljanak vonatkozasaban.

A tanulmany masodik részében bizonyitékot szolgéltatunk a szebocitdk és a T-sejtek kozotti
funkcionalis kommunikaciora is, ami egy Thl7-dominalt immunvalasz indukalasat
eredményezte. Masrészrél bemutatjuk a P. acnes szebocitak és DC-k altal kozvetitett
gyulladasindukal6 hatasat olyan betegségekben, mint az akne.

Mivel a T-sejtek fontos szerepet jatszanak a szoveti gyulladasos valaszban, ezért azt
vizsgaltuk, hogy a faggyumirigyek a makrofagokban megfigyeltekhez hasonloan
befolyasoljak-e a T-sejtek differencialodasat. Kimutattuk, hogy a szebocitak altal kibocsatott

hogy a szebocitak nem tudjak feliilirni a korabban meghatarozott T-sejt fenotipust. Egyetlen
kivétel az 1L-22 termelés enyhe novekedése volt, amely azt feltételezi, hogy a szebocitak
gatlé homeosztazist biztositanak az IL-22/TNF-a tengely tamogatasaval.

Az effektor sejtekkel ellentétben azt taldltuk, hogy a szebocitdk hatdssal vannak a
CD4*CD45RA" naiv T-sejtek differencidlodasara. Az altalunk végzett Bio-Plex vizsgalatok
alapjan a szebocitak kiilonféle citokineket, legféképpen IL-6-ot és IL-1p-t termelnek, amelyek

a Th17 sejtek de-novo differencialodasahoz kulcsfontossagu citokinek. Bemutattuk, hogy a
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szebocita fellilisz6 onmagaban képes a naiv T-sejtek Th17 iranyu polarizacidjara, melynek
kulcs eleme az IL-1P termelés. Mivel a T-sejtek érése nem a periférias szovetekben torténik,
ezért feltételezziik, hogy a szebocitdk hozzédjarulnak egy olyan helyi mikrokdrnyezet
kialakitasahoz, amely a naiv T-sejtek differencialodasat a Th17 fenotipus felé tolja el a
nyirokcsomodkban.

A Th17 populacié hidat képez a velesziiletett és adaptiv immunitas kozott és kulcsszerepet
jatszik a szervezet védelmében. Kiilon-kiilon vagy szinergista médon a Th17 sejtek effektor
citokinjei (IL-17 és IL-22) antimikrobialis peptidek sorat indukaljak ezaltal robusztus
antimikrobialis valaszt kivaltva. A Th17 sejtek azonban képesek koros gyulladas kialakitasara
IS, szamos gyulladasos bdérbetegséghez tarsulnak, mint példaul a pikkelysomor, atdpias
ekcéma és allergias kontakt dermatitisz. Ezenkiviil a kozelmultban leirtak a Th17 sejtek
szerepét az akne patogenezisében is, ahol a Thl7-hez fenotipushoz tarsitott citokinek és
differencidlodasi faktorok fokozott expresszidja figyelhetd meg 1€ézids borben. Sajat
adatainkkal egybecsengéen Agak és mtsai. bemutattak, hogy Thl7 sejtek vannak jelen a
komedok perifolikularis infiltratumjaban. Azonban ellentétben a mi megallapitasainkkal, a
szerzOk azt feltételezték, hogy a Thl7 immunvélaszt leginkdbb a P. acnes szabalyozza.
Hasonloképpen, egy nemrégiben végzett vizsgalat kimutatta, hogy a P. acnes Th1/Thl7
kevert valaszreakciot indukal, annak ellenére, hogy az akne patogenezisét korabban szigorian
Th1 tipusu immunitéssal tarsitottak. Adataink azt mutatjak, hogy a szebocitdk nem indukalnak
sem Thl, sem Th2 sejtdifferencialodast, viszont az altaluk kivaltott Th17 kozvetitett
immunvalaszt tovabb fokozza a P. acnes jelenléte.

Ezenkiviil SZ95 szebocitakban beszamoltak arr6l, hogy a P. acnes hatékonyan indukalja az
IL-1B szekréciot az NLRP3 gyulladdsos utvonal aktivalasaval. Az IL-1B szintjének
emelkedését mi is észleltiik P. acnes kezelést kovetden, azonban ez nem eredményezett
fokozott Th17 differenciaciot, ami a nyugalmi allapotban is magas szinten termelddé 1L-1B3
jelenlétével magyarazhat6. Adataink arra utalnak, hogy a szebocitédk stabilan indukaljak a
Th17 sejtek termelédését a bér homeosztazisanak fenntartasa érdekében. Azonban ha a
piloszebaceus egységet patogén koriilmények kozott P. acnes kolonizalja, a Th17 valasz
tovabb fokozodik in vivo. Ennek megfeleléen az egészséges egyéneknél csak ritkan észleltiink
CD4"IL-17" sejteket a faggyamirigyek kornyékén, mig ezek a sejtek nagy szamban jelentek
meg a faggytimirigy koriil akne 1éziokban.

Szamos in vitro vizsgalat kimutatta, hogy a P. acnes sejtek vagy sejtfrakciok stimulaljak a
citokin felszabadulast az immunsejtekbdl, keratinocitdkbol és szebocitakbol TLR2 aktivacion

keresztiil. Azonban a mechanizmus, amellyel a P. acnes aktivitasat in vivo gyakorolja, még
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nem ismert. A P. acnes a dermisz mélyebb rétegeiben a szértiiszOk kornyezetében gyakran
elofordul, azonban magukban a faggyumirigyekben csak nagyon ritkdn. Amikor ez a
kommenzalis baktérium elszaporodik, akkor érintkezésbe 1éphet a DC-kkel és aktivalhatja az
érésiiket, amelyet egyedi immunvalasz kovet, amit dontéen befolyasol a helyi mikrobiom
Osszetétele, a biofilm-képzés és a szoveti sejtekbdl szarmazo tovabbi jelek. Kimutattak, hogy
a P. acnes-szel stimulalt DC-kben megnovekedik az adhéziés molekulak és citokinek
szintézise, amely hasonlit az LPS altal aktivalt DC-kben lezajlé folyamatokhoz. Ezen feliil a
naiv T-sejtek jelenlétében a P. acnes altal aktivalt DC-k er6s IFN-y szekréciot mutattak,
amely szintén egybevag az LPS aktivalt DC-k profiljaval, megerésitve a P. acnes szerepét egy
er6s Thl-tipusi immunvalasz kivaltasaban. A szebocita feliiliszo jelenléte azonban
csokkentette a Th1 valasz indukalasara valo képességet, és helyette a P. acnes szimbiotikus
és/vagy immunvalaszat a Th17 elkételezettség felé iranyitotta. Osszefoglalva feltételezziik,
hogy a szebocitak feladata a bérbarrier fenntartasa: i) a Th17 immunvalasz indukalasa révén,
i) hatékony gyulladasos valaszok inditasa ¢€s iii) az IFN-y termelés csokkentése a gyulladés
utani homeosztazis elérése érdekében.

Vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a szebocitak aktiv szerepet jatszanak a bér gyulladasos
folyamataiban az immunsejtek aktiv toborzasa és a T-sejtekkel torténé funkcionalis
kommunikécié révén, amely hatarozott Th17 differenciacidhoz vezet. Ez a kdlcsonhatés
fontos lehet az Acne vulgaris patogenezisében; azt azonban tovabbi vizsgalatoknak kell
tisztazniuk, hogy a szebocita-Th17 tengely elonyds védekezést biztosit a korokozokkal
szemben vagy ongerjeszté gyulladasos folyamatokat aktival.

Annak érdekében, hogy megismerjiik azokat a feltételeket és ingereket, amelyek képesek a
szebocitdkat a gyulladdsos fehérjék ¢és lipidek termelésének Osszehangolasara és
egyenstlyozasara, valamint még tobb immunoldgiailag aktiv lipidet azonosithassunk tovabbi
kutatasok sziikségesek. Eddigi eredményeink megalapozhatjak a tudomanyos és terapias
érdeklodésre iranyuld kutatdsok szamos olyan 0j teriiletét, amelyek uj fehérje és lipid
természetli szereplok azonositasahoz vezethetnek a gyulladasos ingerek/szebocitak/

immunsejtek tengelyében, kiilonb6zd bdérbetegségek kapesan.

6. OSSZEFOGLALAS

A faggyamirigy, mely a szOrtiisz6vel és szdrszallal egylitt alkotja a piloszebaceus egységet,
elsddleges funkcidja a bor zsirositdsa a faggyutermelésen keresztiil. A faggyumirigynek

ugyanakkor a gyulladdsos folyamatokban is szerepe lehet, els6sorban a mintazatfelismerd
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receptorokon keresztiil, mint példdul a TLR2, a TLR4 és a TLR6 révén. Bar szdmos
betegségnek, igy az akne kialakulasanak jellegzetessége a mennyiségében és mindségében
megvaltozott faggyutermelés, felvetve, hogy a termelt faggyti megvaltozott lipid-Osszetétele
¢s a gyulladas kozott kapcsolat lehet, a kozelmultig a faggyumirigyekre csak, mint a
gyulladasos folyamatok passziv résztvevaire tekintettek.

Munkank soran célul tliztiikk ki annak megvizsgalasat, hogy a faggyusejtek, milyen formaban
képesek részt venni a gyulladasban, kdzéppontba allitva az immunesejtekkel valo esetleges
interakciojukat, és ezaltal lehetnek-a akar aktiv kezdeményez4i is az immun-folyamatoknak.
Raman-spektroszkopiai eredményeink alapjan bemutattuk, hogy a faggyu nem csupéan a bor
felszini zsirositasahoz képes hozzajarulni, de athatolva az epidermiszen felhalmozodik a bor
immunsejtekre is. Ennek tovabbi vizsgalatahoz kisérleteinket makrofagokon és T-sejteken
végeztiik, melyeket jelentds szamban azonositottunk a piloszebaceus egység kdrnyezetében.
Az in vitro modelliinkben, ahol SZ95 szebocita feliilusz6 jelenlétében differencialtattunk
monocitakat, illetve T-sejteket, migracios mérések segitségével meghataroztuk, hogy CXCL-8
termeléssel a szebocitdk kemotaxison keresztiil képesek magukhoz vonzani az Gsszes fent
emlitett sejttipust.

Tovabbi munkénkkal bebizonyitottuk, hogy a faggytban jelenlevd lipidek, elsdsorban a linol-
¢s olajsav eldsegitették a monocita eredetli makrofagok alternativ aktivalasat, és hozzajarultak
a makrofagok fokozott P. acnes felvételéhez. Ezenkiviil bemutattuk, hogy a faggyu
komponens lipidek szelektiv és differencialt médon jarulnak hozza a P. acnes makrofag
aktivalo képességehez.

Vizsgalva egy lehetséges faggyusejt - T-sejt interakciot, megallapitottuk, hogy abban
elsdsorban a faggyusejtek altal termelt fehérjék vehetnek részt, mely koziil az IL-1p-t talaltuk
kulcsfontossaginak, mely termelésével a Th17 immunvalaszt indukalhatjdk a faggyusejtek.
Végiil bemutatjuk, hogy a P. acnes nem befolydsolja az immunsejtek toborzasat, de
befolyasolja a DC-k priming kapacitasat.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy faggyusejtekkel, az altaluk termelt zsirokkal és
fehérjékkel, egyarant szdmolnunk kell a bdr (pato)fiziologids miikodésének megértésében.
Ahogy ma egy-egy borgyogyaszati betegség esetében kulcskérdés a résztvevd citokinek
azonositasa, ugy vizsgalataink felvetik annak is a szilikségességét, hogy megismerjiik a
faggylzsir ,,mintdzatot” 1is, melynek egyarant lehet diagnosztikai ¢és terapids
hasznosithatosaga is, ezaltal érdekes tavlatokat megnyitva mind az akadémiai mind pedig az

ipari kutatas/hasznosithatdsag terén.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Eldszor 1s szeretnék kdszonetet mondani Dr. Tordcsik Danielnek az elmult 6t évben tanusitott
tiirelemért, folyamatos tamogatasaért és tudomanyos utmutatasaért.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Stefanie Eyerichnek és Dr. Martina Mattiinak, k6zds
kutatdsunkban tett hatalmas erdfeszitésiikért, tovabba a ZAUM kozpontban dolgozd
kollégaknak, kiilonosen Kilian Eyerich Professzornak Urnak, Dr. Natalie Garzorz-Starknak,
Anne Atenhannak ¢s Jana Sangernek.

Halas vagyok Dr. Kovéacs Doranak, segitsége €s batoritasa nélkiil, ezt a munkat nem lehetett
volna megvalositani.

Szeretnék koszonetet mondani szegedi egylittmi{ikdo partnereinknek, Dr. Csanyi Erzsébetnek
¢s Dr. Gacsi Attilanak, segitségiik és szaktudasuk nagyban hozzajarult e munka sikeres
kivitelezéséhez.

Kiilon koszonet illeti Christos C. Zouboulis Professzor Urat és Kemény Lajos Professzor
Urat, amiért tudomanyos ismereteikkel és konstruktiv javaslataikkal timogattak.

Kiemelkedd technikai tamogatisukért koszonetet mondok Toka-Farkas Tiindének, Bana
Sandorné Agnesnek, Vagaczki Erzsébetnek és Csaponé Sandra Ildikonak.

Koszonettel tartozom Dr. Remenyik Eva Professzorasszonynak, hogy biztositotta a
Borgyogyaszati Tanszéken végzett munkam feltételeit.

Tovéabba szeretném kifejezni haldmat minden kollégdmnak, akik pozitiv munkakdrnyezetet
biztositottak az elmult években.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani csalddomnak ¢€s barataimnak szeretetiikért,

tamogatasukért, tiirelmiikért és amiért mindig mellettem alltak.

Munkamat tamogatta a TAMOP 4.2.2.A-11/1 / KONV-2012-0031 projekt, a Magyar Nemzeti
Kutatasi Alap (OTKA NN117020), az Emberi Eréforrasok Minisztériumanak Uj Nemzeti
Kivalosagi Programja, a Marie Sklodowska-Curie palyazat (627547 RNAsebgland FP7-
PEOPLE-2013-1EF), a Fondation Acteria és a Helmholtz Egyesiilet. A disszertacio
elkészitését a GINOP2.3.2-15-2016-00050 szamu projekt tdmogatta. A projekt az Eurdpai
Unid tamogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult

meg.
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