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BEVEZETES

A faggyumirigy, a haj follikulusokkal egyitt, a pilosebaceus egység alkotoja, melynek
elsddleges feladata a szébum termelés. Az intenziv szébum termelés valamint a szébum lipid
Osszetételének valtozasa kulcsfontossagl szerepet jatszik olyan gyulladasos bdrbetegségek
kialakulasaban, mint az akné vagy az atopias dermatitis. Kiilonb6z6 receptorokon (Toll-like
receptor [TLR] 2, 4 és 6) keresztul, a faggyumirigy szamos pro-és anti-inflammatorikus
citokin (interleukin [IL] - 6 és 10), kemokin (IL-8), antimikrobialis lipid és peptid
termelddését szabalyozza. Tovabba a faggyumirigy nemcsak antimikrobidlis tulajdonsagu f-
defenzineket képes termelni, de hozzajarulhat a természetes fényvédelemhez és a melanocitak
érésehez is. Az elmult évek intenziv kutatdsai ravilagitottak arra, hogy a faggyusejtek — az
intenziv lipid metabolizmuson tul - képesek a zsirtermelés és a gyulladas sejtszinten torténé
Osszekapcsolasara. Ez a kettés funkcid nagyban hasonlit a zsirsejtek esetében
megfigyeltekhez, ahol a sejtek az intenziv zsirtermelésen kiviil képesek a kornyezetbdl érkezd
stimulusok hatdsara szamos inflammatérikus mediétor (adipokin) termelésére. llyen
adipokinek példaul az adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin E1, visfatin, apelin, chemerin,

retinol-koté fehérje 4 (RBP4) vagy a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1).

A faggyumirigy altal termelt lipidek

A faggyusejtek az altaluk termelt lipideket a sejten beltl dan. lipid cseppek forméjaban
halmozzak fel, mely a sejtekbdl kikeriilve 1étrehozza az in. faggytt, mas néven szébumot. A
human szebum a holokrin szekrécié eredménye, mely folyamat soran az egesz sejt atalakul, a
faggyusejtek teljes mértékben ,,szétesnek™ és a pilosebaceus egység follikularis csatornajaba
keriilnek. A szébum {6 feladata, hogy bevonja a bort illetve a szOrszalakat, ezaltal hozzajarul a

bor hidrofob védelméhez. Alkotoit tekintve, az emberi szébumra elsdsorban a zsirsavak, di-€s



trigliceridek, viasz-eészterek valamint a koleszterin és szarmazékai, mint pl. a szkvalén
jellemzoek.

A faggyu altal termelt lipidek 2%-at a koleszterin alkotja, ami azonban nem egyedulalléan a
faggyamirigyre jellemzd, a test mas részein is megtalalhatd. A koleszterin bioszintézis kozti
terméke a szkvalén, mely 12%-os aranyban fordul eld, és csaknem specifikus a human
szébumra. A viasz észterek szintén egyediilalloan a szébumban fordulnak eld, a test mas
teriiletein termel6désiik nem figyelhetd meg, mennyiségik ~25%-a a szébum 06sszzsir
mennyiségének. A szappansav valamint a szebalénsav szintén kizarélag a faggyumirigyre
jellemzd zsirsav, mely nem taldlhatdé meg mds allat szébumaban. Az imént emlitett zsirok

mellett a telitetlen zsirsavak szintén fontos alkotoi a faggyunak.

A faggyumirigy gyulladasos valasza

A faggyumirigy szamos tn. mintazat felismer6 receptorral rendelkezik (TLR2, 4 és 6) melyek
aktivalodasaval a pro-inflammatorikus citokinek (IL-1B, IL-6, vagy a tumor nekrozis faktor-a
[TNF-a]), kemokinek (IL-8), antimikrobialis lipidek, peptidek valamint a periglanduléris
peptidek és neuropeptidek fokozott termelddése figyelheté meg. Ezen fehérjék koziil mind az
in vivo vizsgalt faggyumirigyekben, mind pedig az SZ95 faggyusejtekben &ltaldnosan
jellemz6 az IL-6 és az IL-8 jelenléte, melyek termel6dése lipoxigenazok (LOX)
cikloxigendzok (COX) vagy arachidon sav jelenlétében tovabb fokozddik. A faggyumirigyek
az intenziv lipid metabolizmusukat is képesek a gyulladasos valaszuk kialakitasara hasznalni,
olyan mediatorok termelésével, mint a kiilonbozd leukotriének (LT), prosztaglandinok (PG)
vagy a 15-hidroxi-eikoza-tetraenolsav. A A6-deszaturaz és a A5-deszaturdz kulcsfontossagu
enzimek a toébbszordsen telitetlen zsirsavak, mint pl. az arachidon sav szintézisében is, mely a
pro-inflammatodrikus eikozanoidok prekurzoraul szolgal. Az itt emlitett gyulladasos

mediatorok, enzimek és fehérjék termelésén tal a faggydmirigy kiilonb6z6



neuroendokrin/neuromediator folyamatba is integralhat6 a neuropeptideken és periglandularis
peptideken keresztiill, melyek kiilonb6z6 idegrendszeri folyamatok révén fejtik ki

(pato)fiziologias hatasukat a borben.

A faggyumirigy betegségekhez tarsulo koros mitkodése

Akné

Az akné, a pilosebaceus egység gyulladasa, az egyik leggyakoribb bérbetegség, mely egyes
tanulmanyok szerint a serdiilék 90%-at érinti, de a tinetek kdzel 20%-ban felnéttkorban is
megmaradnak. A betegség kialakuldsaban a megvéaltozott hormondlis hatasok szerepe
megkérddjelezhetetlen, magyarazatot adva arra, hogy az akné miért jellegzetesen a serdiilokor
megbetegedése. Legfontosabb klinikai jellemz6i a gyulladasos comedok, papulak, pustulak és
cisztak kialakulasa a faggyumirigyben gazdag borteriileteken, jellegzetesen az arcon,
mellkason és a haton. Szdvettanilag a faggyamirigy ,,szétrobbanasa” jellemz0O, mely soran
jelentés gyulladasos sejtinfiltratum alakul ki és megemelkedik az IL-1fB és az IL-17A
citokinek szintje. Szadmos hipotézis a Propionibacterium acnes-t (P. acnes) is
kulcsfontossagunak tekinti az akné kialakulasadban. A legelfogadottabb elmélet szerint a
pilosebaceus egység nyilasanak elzarédasa a keratinocitak altal és igy a szébum kilrilésének
megakadalyozésa, melyben a P. acnes mint a keratinocitdk osztddasat és gyulladéasat
befolyéasol6 stimulus lehet fontos az akné inicidcidjaban. Az akné kialakulasénak hétterében
allo okok kozott szerepel a faggyumirigy megndvekedett szébum termelése valamint a
szébum dsszetételének megvéaltozasa. Az aknéval kapcsolatos vizsgalatok csokkent linolsav
mennyiséget mutattak ki az érintett betegek borében, mely alapjan jogos a feltételezés, hogy a
linolsav kozvetlendl részt vesz a faggydmirigy lipid szintézisében, tovabba ez a csokkent
linolsav mennyiség befolyésolhatja a szfingolipidek 6sszetételet a follikulusokban. Szamos

tanulmany szignifikans eltérést mutatott ki a telitett és telitetlen zsirsavak aranyaban is. A



szebogenezisben és az akné kialakulasaban a tlinetek sulyosbodasa és a megndvekedett
kovetkeztében megvaltozik az egyszeresen telitetlen zsirsavak mennyisége és aranya. A
gyulladasos folyamatok és a comedok kialakulasaban a lipid peroxidoknak is jelentds szerepet
tulajdonitanak, mivel a gyulladasos 1ézidkban a lipidek peroxidacidjanak mértéke emelkedett
a nem gyulladasos lézidkkal 6sszehasonlitva. A peroxidalddott szkvalén miatt kialakult
oxidativ ,teher” hatdsara megnd a citotoxikussag ¢és nagyobb eséllyel jelennek meg a
comedok. A bor a peroxidalt szkvalén kéaros hatasainak kivédésre egy belsd védelmi rendszert
épitett ki. A szébum altal termelt E vitamin fontos antioxidans szerepet tolt be a bérben. Az
akneés betegek szébumaban a szkvalén peroxidok megnovekedett mennyisége valamint az E
vitamin szint csokkenése figyelheté meg. A szébum lipid Osszetételében bekovetkezd
valtozason kivil, az akné kialakuldsaban tovabbi faktorok is fontos szerepet kapnak. Ilyen

faktorok pl. az androgének, 6sztrogének, neuropeptidek és névekedési hormonok is.

A zsirszovet és a faggyumirigy koézotti hasonlosag

A faggyimirigy miikddésének egyik kozponti és talan egyben legérdekesebb kérdése, hogy
mennyire allithatd parhuzamba a szintén elsddlegesen zsiranyagcserét folytato zsirsejtekkel,
melyek hasonléan képesek sejtszinten Osszekapcsolni a gyulladast a zsiranyagcserével. A
parhuzam olyan, a zsirsejtek differencialodasaban kulcsfontossagu transzkripcids faktorok
szintjén is megjelenik, mint a CCAAT/enhancer binding proteinek (c/EBP) és a Peroxisome
Proliferator Activated Receptorok (PPAR). Human bdrben, a szdrtiiszé dermalis és epitélidlis
sejtjeiben azonositottak a c/EBP-a, -B, -6-t, melyek kozil kulondsen magas mennyiségben a
C/EBP- volt megfigyelhetd a haj follikulusokban és a faggytimirigyben. A PPAR-ok harom
izotipusat kiilonboztetjiik meg (a, /9, y), melyek szintén megtalalhatdak a bdérben €s a

faggyumirigyben egyarant. Miutan beigazolddott a c/EBP és PPAR transzkripcids faktorok



kdzponti szerepe a faggyusejtek differencialodasi és lipid termelési folyamataiban, tovabbi
vizsgalatok szamos mas zsirsejt specifikus transzkripcios faktort azonositottak ugy, mint pl. a
Liver X Receptor (LXR), a sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) vagy a

galectin-12.

Adipokinek

A fehér zsirszovet elsddleges feladata a felesleges tapanyag trigliceridek forméjaban torténd
raktarozasa. Miikodését tekintve egy rendkiviil dinamikus szerv, mely az altala termelt és a
keringésbe eljuttatott fehérjéken, az un. adipokineken keresztiil szamos (pato)fizioldgiai €és
metabolikus folyamat szabalyozasdban vesz részt mind a kornyezd szdvet, mind pedig a
szervezet egesze szintjén. Az adipokinek csaladjaba tartozd fehérjéket leggyakrabban az
alabbi szempontok szerint csoportositjuk: klasszikus citokinek, a vérnyomas és a lipid
metabolizmus szabalyozésadban szerepet jatsz0 fehérjék, az erek valamint a glikoz

homeosztazisban fontos faktorok és kemoattraktans tulajdonséaggal bird adipokinek.

A pro-inflammatorikus adipokinek cellularis és szisztémas hatasa

IL-6

Az IL-6 az els6 olyan inflammatorikus medidtor volt, melyet a monocitdk, makrofagok,
endotélsejtek, keratinocitdk és fibroblasztok mellett a faggyusejtekben is azonositottak
gyulladasos stimulusok hatasara a bérben. Endokrin, parakrin és autokrin modon egyarant
részt vesz szamos gyulladdsos folyamat szabédlyozasaban. Szérumban mérhetd szintje nem
csak a testtdmeg ndvekedésével, de a plazma szabad zsirsav ardnyanak megemelkedésével is

parhuzamosan novekszik.



Leptin

A leptin a hipotalamuszon keresztil az étvagyat és az energia felhasznalast képes szabalyozni.
Biologiailag aktiv receptoran (Ob-Rb) keresztil olyan szignalGtvonalak aktivalddasaért
felelds, mint a signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) és a nuklearis faktor
kappa-B (NF-xB). Ez a jelatviteli kaszkad felel6s példaul a monocita/makrofagokban a leptin
hatasara bekovetkez6é pro-inflammatorikus citokinek (TNF-o, IL-6, IL-12) termel6désének
fokozasaért. A vérben 1év6 leptin kulcsszerepet tolt be a zsiranyagcsere és a gyulladas
Osszekapcsolasaban, mennyisége pozitiv korrelaciot mutat a BMI-vel és az adipocitak

méretével egyarant.

Resistin

Jelen tudasunk szerint ugy tlinik, hogy a legjelentdsebb resistin forrdsnak a monocitak és a
makrofagok szamitanak, mely sejtekben szdmos gyulladasos citokin (IL-6, IL-1B, TNF-a)
képes az expressziojat indukalni. A resistin deficiens ob/ob egér az extrém mértékii obezitas

mellett kdrosodott gliikoz tolerancidval €s inzulin érzékenységgel is jellemezhetd.

Plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1; serpin E1)

A serpin E1 termelddése a zsirszovet mellett az endotélsejtekben is jelentds mennyiségben
megfigyelhetd, ahol fontos szerepet jatszik a vaszkuldris homeosztazis fenntartasaban, azaltal,
hogy gatolja a plazminogén aktivitasat, befolyasolva a véralvadasi kaszkadot. A serpin E1
megemelkedett szintje figyelhetd meg a sebgyogyulasban valamint a kiilonb6z6 tumorok (pl.

melanoma) esetében is.



Visfatin

A visfatin részt vesz a metabolikus folyamatok szabalyozasaban, mint pl. a nikotinamid-
adenin-dinukleotid (NAD) bioszintézis, vagy a hasnyalmirigy B-sejtjeinek inzulin szekrécioja.
Tovéabba a visfatin az egyik legnagyobb mennyiségben eléforduld gyulladdsos mediator az

atherosclerotikus 1ézidk un. ,,habos” sejtjeiben.

Apelin
Az apelin fontos szerepet tolt be a vérnyomas, az angiogenezis és a folyadék homeosztazis
szabalyozasaban. Termelddése szoros kapcsolatban all a gyulladéssal, legfébb stimulusa a

TNF-a, aminek hatdsara expresszioja jelentdsen fokozddik a zsirszovetben.

Chemerin (tazaratone-induced gene 2; retinoic acid receptor responder 2 [RARRES2])

A chemerin kemoattraktans tulajdonsadganak koszonhetden a gyulladasos folyamatokat
szabalyozza azéltal, hogy eldsegiti az immunsejteknek a gyulladas helyszinére torténd
vandorlasat. A szérumban 1évé chemerin szintje pozitiv korrelaciét mutat a BMI-vel, az

éhgyomri vércukorral, a triacilglicerolok és a gyulladasos citokinek mennyiségével.

Retinol-kdté fehérje 4 (RBP4)

A majsejtek altal termelt RBP4-et, mely a retinol (A vitamin) keringésben valé szallitasaért
felelos, a hepatocitakon kiviil az adipocitdk és a makrofagok is képesek termelni. Az
emelkedett RBP4 szintje a szérumban olyan betegsegekkel hozhato 6sszefliggésbe, mint a
metabolikus szindrébma, a magas vérnyomas, a koleszterin és a trigliceridek emelkedett

mennyisége valamint a megndvekedett BMI.



Monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1)

Az MCP-1 taldan az egyik legfontosabb adipokin a zsirszovet gyulladasos kornyezetének
zsirszovet gyulladasos folyamatainak elinditasaert felel. Nem csak a zsirszovet, de szamos
immun-, kétészoveti vagy éppen malignusan transzformalt sejt is képes termelni nem ritkan

akar alapallapotban is.

Az anti-inflammatdrikus adiponektin cellularis és szisztémas hatasa

Az adiponektin anti-inflammatorikus hatasat szamos adat tamasztja ala, egyfajta ,,védelmi
faktor” pozicioba helyezve, melynek szintjét a pro-inflammatdrikus fehérjék illetve a hipoxia
egyarant képes csokkenteni. Jelenlétében az NF-kB tutvonal valamint a TNF-o indukalt
valtozasok gatlédnak, makrofagokban csokkenti a lipopoliszacharid (LPS) indukcié hatasara
torténd interferon-y (IFN-y) szekréciot is, mikozben fokozza az anti-inflammatérikus

citokinek (IL-10 és IL-1 receptor antagonista) termel6dését.

Adipokinek szerepe a bérben

Habar az adipokinek elsddleges mediatorai a kiilonb6z6, zsirszOvet altal indukalt és
szabalyozott gyulladdsos betegségeknek, az elmult évek kutatdsai szamos bdrgydgyaszati
megbetegedés esetében taldltak 6sszefliggést mind a betegség megjelenése mind pedig
sulyossaga és a keringésben 1évd adipokinek szintje kozott. A pikkelysomorben szenvedd
betegek szérumdban mérhetd adipokinek valtozo szintje az egyik legfontosabb példa, melyet
emelkedett TNF-a, IL-6, leptin és resistin szintek mellett az adiponektin csokkent szintje
jellemez, korrelaciot mutatva a tunetek sulyossagaval. Szdvettani vizsgalatok sulyos
pikkelysomords betegek borében nem csak a leptin, de a leptin receptor valamint az IL-6

emelkedett mennyiségét is kimutattak.



A fokozott bOrszarazsaggal jard atopias dermatitisben szenvedd betegek esetében az
emelkedett leptin szérum szint mellett a resistin és az apelin magasabb szintje volt
megfigyelhetd, mig a visfatin szérum szintje csokkent volt az egészségesekéhez képest.

Az adipokinek vizsgalata aknés betegekben is az érdekl6dés kozéppontjaba kerilt, bar az
eddigi eredmények a vizsgalatok alacsony betegszama ¢€s esetenként a nem megfelelden
megtervezett vizsgalatok miatt is csak korlatozottan értékelhetéek. A leptin esetében bizonyos
kutatasok emelkedett szintet talaltak, mig masok csokkent leptin szintet mértek, megint mas
kutatasok pedig nem talaltak valtozast.

A sebgyogyulés és hajndvekedés szempontjabol is kiemelt figyelmet élveznek az adipokinek,
mely sordn az immunhisztokémiai vizsgalatok a leptin és a leptin receptor fokozott
expresszidjat mutattak ki karosodott szévetben.

Az itt felsorolt adatok ellenére igen kevés eredmény és informécio all rendelkezésiinkre arrol,
hogy az adipokinek milyen szerepet tolthetnek be a borben, kiilondsen a faggyumirigy-
biologia szemszdgébdl. Munkacsoportunk ezért célul tlizte ki, hogy azonositja a faggytimirigy
adipokin profiljat, felvetve azt a kérdést, hogy a faggyumirigy részt vehet-e a bor gyulladasos

folyamatainak kialakitasaban és szabalyozasaban az adipokineken keresztil.
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CELKITUZES

A faggylmirigy, az intenziv zsiranyagcsere mellett, kiilonb6z6 gyulladdsos folyamatok
szabalyozasaban is részt vesz, mely kettés funkcié nagyban hasonlit a zsirsejtek esetében
megismertekhez, ahol a sejtek a zsir metabolizmuson kivil, a kérnyezeti stimulusokra adott
valaszként szamos, gyulladasos mediatort is képesek termelni.
A faggyumirigy és a zsirszOvet kozotti hasonlosagokbol kiindulva, munkank sorén célul
tlztiik ki:
1. afaggyumirigy adipokin profiljanak meghatdrozasat normal bérben, aknéban,
rosaceaban, melanomaban és psoriasisban;
2. az invivo azonositott adipokinek meghatarozasat in vitro immortalizalt SZ95
faggyusejtvonalban;
3. az adipokinek expresszids és szekrécios profiljanak meghatarozasat TLR1/2 és
TLR4 aktivatorok (PAM3CSK4 és LPS) valamint 13-cis retinsav hatasara;
4. abiologiailag aktiv, hosszu izoformaju leptin receptor (Ob-Rb) detektalasat SZ95
faggyusejtekben;
5. valamint a leptinnek a faggyusejtek zsirtermelésére és gyulladasos folyamatira

gyakorolt hatasat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Szdvettani mintak

Az immunhisztokémiai festéshez a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont (DE KK)
Borgyogyaszati Klinika Szovettani Laboratoriumabdl szarmazo anonim, fagyasztott illetve
formalin fixalt és paraffinba agyazott mintait hasznaltuk. Minden betegségcsoport esetében
(normal boér, akné, rosacea, melanoma, psoriasis) legalabb harom kiilonb6z0 betegbdl

szarmaz6 mintaval dolgoztunk.

SZ95 faggyusejtek tenyésztése és kezelése

A human immortalizalt SZ95 faggyusejteket 37°C-os termosztatban, 5% (v/v) CO- és nedves
paratartalom mellett, 10% fetal bovin szérummal (FBS, Biowest), 1mM CaCl.-dal, 1%
penicillin/streptomycinnel (Sigma-Aldrich) és 5 ng/ml epidermélis ndvekedési faktorral
([EGF], Sigma-Aldrich) kiegészitett Sebomed Basal Médiumban® (Biochrom) tenyésztettiik.
A kezelésekhez 1 pg/ml LPS (TLR4 Gtvonal aktivator; Sigma-Aldrich), 1 pg/ml PAM3CSK4-
et (TLR1/2 aktivator; InVivoGen), 1 uM 13-cis retinsavat ([L3CRA]; német kollaborécids
partnerink biztositotta, BASF AG, Ludwigshafen, Németorszag) és 20 nM humaéan

rekombinans leptint (R&D Systems) hasznaltunk.

Proliferacio mérés

Az SZ95 sejteket 1 pM 13CRA-val valamint az ennek megfeleld6 mennyiségli DMSO
100 pl 100 pg/ml koncentracioju 4-metilumbelliferil heptondt (MUH) reagenst adtunk
minden mintdhoz. A fluoreszcencidat 355 nm excitaciés és 480 nm emisszids filtereket

hasznalva hataroztuk meg (Synergy H1 microplate reader, BioTek).

12



Immunhisztokémia

A fagyasztott metszeteket 10 percig fixaltuk jéghideg acetonban. A paraffinba agyazott
metszeteket deparaffinaltuk majd rehidrataltuk és az endogén peroxidazok gatlasara 3% H>0-
oldatot hasznaltunk. Az antigén feltarast Tris-EDTA pufferben végeztiik, a nem specifikus
kotéhelyek blokkolasa pedig 5% borjii szérum albumin (BSA) oldatban tortént. Az
immunhisztokémiai modszer sordn az alabbi antitesteket hasznaltuk: anti-leptin receptor (Ob-
Rb; Abbiotec), anti-adiponektin, anti-chemerin, anti-resistin, anti-visfatin (Santa Cruz
Biotechnology), anti-leptin, anti-IL-6 (LifeSpan BioSciences), anti-apelin, anti-MCP-1
(Abcam), anti-RBP4 és anti-serpin E1 (Thermo Fisher Scientific). A torma-peroxidaz
konjugélt szekunder antitestek utan (SuperSensitive One-step Polymer-HRP Detection
Systems, BioGenex) az immunreakciot Vector VIP Kit (Vector Labs.) segitségével tettik
lathatéva. A sejtmagokat metil zolddel festettik meg, a mintak analizisére pedig Leica

DM2000 LED mikroszkopot hasznaltunk (Leica Microsystems).

Immuncitokémia

Az SZ95 sejteket Superfrost Ultra Plus targylemezeken (Thermo Fisher Scientific)
tenyésztettiik, majd a lemezeket 1% ecetsav 96% etanol oldatban fixaltuk. A nem specifikus
kotohelyek blokkolasara 5% normél human szérumot hasznaltunk. Az immuncitokémiai
maodszer sorén az alabbi antitesteket hasznaltuk: anti-leptin receptor (Ob-Rb; Abbiotec), anti-
adiponektin, anti-chemerin, anti-resistin, anti-visfatin (Santa Cruz Biotechnology), anti-leptin,
anti-IL-6 (LifeSpan BioSciences), anti-apelin, anti-MCP-1 (Abcam), anti-RBP4 és anti-serpin
E1 (Thermo Fisher Scientific). Kecske anti-nyul 1gG Alexa Fluor 555 (Molecular Probez,
Eugene), kecske anti-nyual 1gG Dylight 549 és 16 anti-egér 1gG Dylight 549 szekunder

antitestekkel torténd inkubacid utan a lemezeket Vectashield DAPI fed6 médiummal (Vector
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Labs.) fedtik le. A lemezeket Plan-apochromat 63X/1.40 objektivvel felszerelt, konfokalis

lézer pasztazd mikroszkophoz (Zeiss) kapcsolt CCD IMAC kameraval (Sony) analizaltuk.

Lipid analizis

Az S795 sejteket 12 és 36 oras leptin kezelést kovetéen begyjtottiik, a lipid analizist nagy
teljesitményti vékonyréteg kromatografia (HPTLC), gaz-kromatografia-tdmegspektroszkopia
(GC-MS) és tomegspektroszkophoz kapcsolt, nagy teljesitményli folyadék kromatografia
(HPLC-ToF/MS) mddszerekkel végeztiik romai San Gallicano Institute of Dermatology
munkatarsaival egyiittmiikodve. Az all6 fazis HPTLC szilika gél 60 (Merck) volt, melyre
minden mintabol 20 pl-nyi koncentralt lipid extraktum kerilt. Az elvélasztas eléréséhez a
HPTLC lemezeken két egymast kovetd elualasi modszert alkalmaztunk. A lemezek
inkubalasa a szlrke-fekete foltok megjelenéséig tartott. A foltok  intenzitasanak
meghatarozasa denzitometrids mérésekkel tortént. Az E vitamin, koleszterin és szkvalén
szinteket GC-MS mddszer segitsegével hataroztuk meg (Agilent Technologies). Az E
vitaminbdl, CH-bdl és SQ-b6l szarmazékokat képeztiink bisz(trimetil-szilil)-trifluor-acetamid
(BSTFA) felhasznalésaval és a vegytletek a gazfazisban egy RTX-5MS Crossbond® 5%
difenil/95% dimetil-polisziloxan (Restek Corporation) oszlopon lettek elvalasztva. Az adott
célmolekula detektilasa egyedi bazis és mindsitd tomegcestcsai alapjan tortént. A szabad
zsirsavak mennyiségi analizise HPLC-ToF/MS modszerrel (Agilent Technologies) tortént,
melyet egy reverz fazisi HPLC (RP-HPLC) kromatografias elvalasztas kovetett. Az ellcio
binaris rendszer segitségével zajlott: A, viz-0,1% hangyasav-3% acetonitril illetve B:
acetonitril-3% izopropil-alkohol felhasznalasaval. A vegyuletek elektrospray ionforrassal
(ESI) felhasznalasaval ionizalodtak és az azonositasuk a 80 - 400 témegtartomanyban tortént.
Az extrahalt ion kromatogrammok az [M-H]- ionok pontos tomegének a célvegyiiletekbdl és

a bels6 standardbol (d4-LA) torténd kivonasaval kertiltek Kiszamitasra.
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Lipid cseppek detektalasa és kvantifikalasa

A lipid cseppek azonositasat 4,4-difluor-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacén
493/503 fluoreszcens lipid festékkel ([BODIPY]; Life Technologies) veégeztuk. Az SZ95
sejteket LabTek targylemezeken (Thermo Fisher Scientific) tenyésztettik, majd human
rekombinans leptinnel kezeltiik. A sejteket 4%-0s paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk, majd
10 png/ml BODIPY festékkel inkubaltuk. A lemezeket Vectashield DAPI feddmédiummal
(Vector Labs.) fedtlk le és Plan-apochromat 63X/1.40 objektivvel felszerelt, konfokalis lezer

pasztazd mikroszkdphoz (Zeiss) kapcsolt CCD IMAC kameraval (Sony) analizaltuk.

Western blot

A leptin kezelést kdvetden a sejteket begylijtottiik és proteaz/foszfataz inhibitorral kiegészitett
RIPA pufferben (Sigma Aldrich) lizaltuk. A megfelel6 poliakrilamid gélt kivalasztva minden
mintabol egységesen 20 pg-nyi mennyiséget futtattunk meg. A nitrocellul6z membranra (Bio-
Rad) torténo blottolas utdn a membran blokkolasa tortént. A Western blot soran az alabbi
antitesteket hasznaltuk: anti-leptin receptor (Abbiotec), anti-cikloxigendz-2 (COX-2), anti-5-
lipoxigenaz (5-LOX), anti-foszfo-STAT3 (Tyr705), anti-foszfo-NF-kB p65 (Ser536) és anti-
B-aktin (Cell Signalling). A megfelelé torma-peroxidaz konjugalt szekunder antitesttel (Bio-
Rad) torténd inkubaciot kovetden a 1étrejott antigén-antitest reakciot az Immobilon Western

HRP Substrate Kit (Millipore, Bedford, MA, USA) segitségével tettiik lathatdva.

MRNS szintek meghatarozasa

Az SZ95 faggyusejtekbdl TRI reagens (MRC) felhasznalasaval total RNS-t izolaltunk, a
mennyiségi €és mindségi meghatarozast pedig NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
segitségével végeztink. A kvantitativ valos idejii PCR-hoz (QRT-PCR) a total RNS-b6l ¢cDNS

atirast vegeztunk Superscript Il reverz transzkriptaz és random primerek (Life Technologies)
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felhasznalasaval. A gPCR-t valés idejii PCR (QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR;
Applied Biosystems) alkalmazasaval végeztilk, melyhez specifikus primereket és TagMan
probakat (Applied Biosystems) hasznaltunk. A transzkriptumok kvantifikalasat az
,»o0sszehasonlitd Ct modszer” alapjan készitettiik el, a kapott adatokat Peptidilprolil Izomeréaz
A (Cyclophilin A [PPIA]) normalizaltuk. A PPIA expresszids szintek nem mutattak varianciat
a kezelések kozott.

Az RNS szekvenaldshoz (RNS-Seq) és konyvtarkészitéshez 1 pg totdl RNS-bél ¢cDNS-t
generaltunk a TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina) segitségével. A poli-A végi
RNS-eket oligodT -konjugalt magneses gyongyokkel Kkitisztitottuk, fragmentaltuk, majd
egyszali cDNS-t képeztink random primerek és SuperScript Il reverz transzkriptaz
hasznalataval. Ezt kovetden kétszalu c¢DNS-t szintetizaltunk, a dupla szali cDNS véget
javitottuk és a 3” végeket adenildltuk. Illumina index adaptereket ligaltunk a mintdkhoz. Az
adapter ligalt cDNS fragmenteket PCR segitségével sokszorositottuk. A fragment méret
eloszlasokat és a molaritast Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip (Agilent Technologies)
késziilékkel ellendriztiik. Az RNS-Seq konyvtarakat 10 nM-ra higitottuk és 5-5 kdnyvtarbol
ekvimolarisan konyvtar mixet készitettlink. A szekvenalast Illumina HiScan SQ késziléken
(IMumina) végeztik. Minden egyes konyvtar az Un. szekvenalasi flow cell-en kulon kilén
csatornaban kertlt szekvenalasra 16-18 milli6 szekvencia olvasat keletkezett egyedi

mintankeént.

RNS-Seq adatok elemzése
A mindségellendrzési és demultiplexelési folyamatokhoz CASAVA szoftvert (Illumina)
hasznaltunk. A megszekvenalt adatokat a human genom 19-es verziojara illesztettik TopHat

algoritmus segitségével és bam fajlokat generaltunk. Tovabbi statisztikai elemzéseket a
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GeneSpring 12.6 szoftver (Agilent Technologies) NGS moduljanak hasznalataval végeztink.

A relativ mRNS expresszios szinteket DESeq algoritmus alkalmazasaval szamoltuk ki.

ELISA (Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay)

Az SZ95 sejtek lizalasat desztillalt vizben 0,1% Triton-X jelenlétében végeztuk. Az
adiponektin feliliszoban val6 mennyiségének meghatarozasara ELISA Development Kitet és
Quantikine ELISA Kitet (R&D Systems) hasznéltunk. Az IL-6, IL-8, leptin, serpin E1 és
resistin mennyiséget ELISA Development Kit (R&D Systems), mig a visfatin szintjét ELISA

Assay Kit (Biovision) segitségével a gyarto utasitasainak megfelelden hataroztuk meg.

Statisztikai analizis

A vizsgélt véltozokra vonatkozO deskriptiv analizist atlag + szoOrds segitségével
reprezentaltuk. Az ELISA mérések sordn kapott eredményeket fuggetlen t-proba, illetve
egytényezOs varianciaanalizis (ANOVA) és Tukey post-hoc teszt segitségével elemeztik. A
qRT-PCR és proliferacios assay vizsgalatok esetében parositott t-probat alkalmaztunk, mig az

RNS-Seq esetében fuiggetlen t-prébat hasznaltunk az értékek analizalasa soran.
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EREDMENYEK

Az adipokinek jellegzetes expresszidja figyelheté meg in vivo huméan faggyumirigyben
Munkénk els6 1épéseként arra kerestiik a valaszt, hogy mely adipokinek fejezédnek ki
fiziologias korilmények kozott a faggyumirigyekben. Immunhisztokemiai vizsgalatainkkal
fagyasztott, normal human bérmintan azonositottuk a pro-inflammatorikus IL-6, resistin,
leptin, serpin E1, visfatin és az anti-inflammatdrikus adiponektin jelenlétét a
faggyamirigyben, mig az apelin, chemerin, RBP4 és MCP-1 esetében nem figyeltink meg
pozitivitast. Az azonositott expresszids mintazat kiilonboz6 patologids kortiilmenyek (akné,
rosacea, melanoma és psoriasis) kdzott sem valtozott. Ezen eredmények a faggyumirigy
karakterisztikus adipokin profiljat igazoltak, melyet fuggetlennek talaltunk a vizsgalt

patoldgiai kondicioktol.

Az adipokinek expresszids profilja in vitro human SZ95 faggyusejtekben

Tovébbi, in vitro munkadnkhoz az SZ95 faggyusejtvonalat valasztottuk. Az SZ95
faggyusejtekben is sikerllt a szdvettani vizsgalatok soran detektalt adipokinek (adiponektin,
IL-6, resistin, leptin, serpin E1 és visfatin) kifejezédését azonositanunk immunfluoreszcens
festéssel valamint a faggyusejtek lizdtumat haszndlva ELISA mddszerrel. Az
immunfluoreszcens festéssel az adipokinek sejten bellili lokalizacigjat is tudtuk detektalni.
Mig az adiponektin, IL-6, resistin, serpin E1 és visfatin a citoplazmaban és a sejtmagban is

detektalhat6 volt, addig a leptin elsdsorban a citoplazmaban volt jelen.

Az SZ95 faggyusejtek eltéréen szekretdljak a kiilonbozd adipokineket
A tovabbiakban arra a kérdésre kerestlik a valaszt, hogy a faggyusejtek keépesek lehetnek-e
nem csak az adipokinek termelésére, de azok felszabaditasara is. ELISA modszerrel azt

talaltuk, hogy a kezeletlen SZ95 faggyusejtek felulliszdjaban az IL-6, leptin, serpin E1 és

18



visfatin egyarant megtalalhat6 volt, viszont sem a resistin, sem pedig az adiponektin nem volt

detektalhato.

Az adipokinek expresszidja és szekrécidja eltéro modon valtozik kiilonbozé stimulusok
hatasara

Tovébbi Kkisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy az adipokinek expresszidja és szekrécidja
indukalhaté és/vagy szabalyozhat6-e kiilonboz6 gyulladasos stimulusokkal. A TLR1/2
(PAM3CSKA4) és a TLR4 (LPS) utvonalak aktivalasa mellett, 13CRA kezelést is végeztink a
sejteken, mely jelenleg a borgyogyaszatban az egyik leggyakrabban hasznalt anti-akné agens.
A TLR aktivatorok hatdsdra mRNS szinten indukalodott a leptin, serpin E1 és a visfatin,
valamint az IL-6. A gyulladasos citokinek emelkedése mellett ugyanakkor az anti-
inflammatorikus adiponektin mRNS szintje nemcsak a TLR1/2 aktivator hatasara, de 13CRA
kezelésre is csOkkenést mutatott. A vizsgalt adipokinek lehetséges felszabadulasanak
meghatarozasat ELISA mérésekkel végeztik, mely soran a leptin, serpin E1, visfatin és az IL-
6 feluliszoban mért mennyisége emelkedést mutatott a TLR aktivatorok hatasara. A
resistinnek ugyanakkor nem csak az mRNS mennyisége, de a szekrécioja sem volt
indukalhat6 egyik alkalmazott stimulus hatdsdra sem. Ezen eredmények megerdsitik azt a
feltevést, hogy a faggyusejtek a kiilonbozd stimulusok hatdsdra eltéré modon képesek az

egyes adipokinek expressziojara és felszabaditasara.

A funkcionalisan aktiv leptin receptor (Ob-Rb) expresszidja megfigyelhetd in vivo humdn
faggyumirigyben és in vitro SZ95 sejtvonalban egyarant

Mivel a kisérletek soran alkalmazott TLR1/2 és 4 aktivatorok, valamint a 13CRA kezelés
hatdsara mind gén mind pedig fehérje szinten a leptin esetében tapasztaltunk egyértelmil

indukcidt, ezért felvetédott a leptin kulcsszerepe a faggyubioldgidban. A leptin, bioldgiali

19



hatdsat a funkcionalisan aktiv, hosszU izoformaju receptoran (Ob-Rb) keresztll fejti ki.
Immunhisztokémiai festéssel azonositottuk az Ob-Rb jelenlétét normal human és aknés bér
mintak faggyamirigyében, mely eredményt in vitro vizsgalatainkkal SZ95 faggyusejtekben is

megerdsitettiik.

Az SZ95 faggyusejtek zsirtermelése megvaltozik leptin kezelés hatasara

A tovabbiakban a leptinnek a faggyusejtek lipid termelésére gyakorolt korai illetve késoi
hatasat kivantuk vizsgalni 12 és 36 6ras idépontokban. A faggyusejtek altal termelt legfébb
lipidek, mint a szkvalén (SQ), koleszterin (CH), triglicerid (TG), szabad zsirsav (FFA)
valamint E vitamin szintjének meghatarozasat a romai San Gallicano Institute of Dermatology
munkatarsaival egylittmikodve végeztik nagy teljesitményli vékonyréteg kromatografia
(HPTLC), géaz-kromatogréafia-tdémegspektroszkopia (GC-MS) és tomegspektroszkdéphoz
kapcsolt, nagy teljesitményii folyadék kromatografia (HPLC-ToF/MS) mddszerekkel. A
denzitometrids analizis illetve a HPTLC modszerrel kapott eredmények a TG szint
szignifikdns emelkedését igazoltdk a 36 Oras leptin kezelést kovetéen. Az SQ és a CH
esetében tovabbi GC-MS vizsgalatok torténtek, mely mérésekben a SQ szintje nem valtozott a
kezelési id6 elérehaladtaval a kontroll faggyusejtekben, viszont a leptin kezelés hataséara
mennyisége szignifikdnsan novekedett, tovabbd a CH szintjének szignifikdns ndvekedése
1dofliggést mutatott mind a kontroll mind pedig a leptin kezelt sejtekben. A szabad zsirsavak
és a trigliceridek csoportjahoz tartozo lipid alosztalyok vizsgalatdhoz, a mintak HPLC-
ToF/MS és GC-MS analizise tortént. Az egyszeresen telitetlen zsirsavak/telitett zsirsavak
(MUFA/SFA) aranyaban a 36 6ras kontroll és leptin kezelt sejteknél jelentds eltérés volt
mérhetd, mig a tobbszordsen telitetlen zsirsavak/telitett zsirsavak (PUFA/SFA) esetében
szignifikans novekedést talaltunk a 12 oras leptin kezelést kovetden. Tovabbi zsiranalizisiink

soran az E vitamin szintjének szignifikans csokkenését talaltuk 12 és 36 oras leptin kezelés
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hatasara. A lipidanalizis eredménye arra utal, hogy a leptin egyrészrdl egy korai hatassal bir a
szintézisének fokozddasat eredményezi. A leptin hatdsa tovabba Osszekapcsolhaté az E

vitamin szint csokkenésevel is a faggyuban.

A lipidtestek mérete megndvekedett a leptin kezelt SZ95 faggyusejtekben

A faggyusejtek, az altaluk szintetizalt és metabolizalt intracellularis lipideket hidrofob
organellumokban, un. lipid testekben taroljak. A leptin hatdsara a lipid testek képzddésében
bekovetkezd valtozasok detektalasdhoz a BODIPY zsirfestéket alkalmaztuk, majd a sejteket
konfokalis fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy
a leptin kezelést kdvetéen megnovekedett a lipid cseppeknek a szdma a kezeletlen sejtekhez
képest. A BODIPY festék fluoreszcens tulajdonsdga a mintadk aramlasi citometriaval val6

analizisét is lehetévé tette, mely szintén megerdsitette a leptin, lipid test indukal6 hatasat.

Leptin hatasara fokozddik a COX-2 és az 5-LOX enzimek valamint a gyulladésos citokinek
expresszidja SZ95 faggyusejtekben

A leptin, gyulladasos folyamatokban bet6ltott szerepének tanulmanyozésa érdekében elsdként
olyan fehérjék expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk, mint a COX-2 és az 5-LOX, melyek a
faggyusejtek esetében is kozponti szerepet toltenek be a gyulladasos mediatorok
termelésében. Western blot technikéval azonositottuk a leptin kezelés hatasara bekdvetkezd
COX-2 eés 5-LOX enzimek fokozott expressziojat SZ95 faggyusejtekben. Ezek utan olyan
citokinek expressziojat vizsgaltuk, mint az IL-6 és az IL-8, melyek a faggyusejtek gyulladasos
folyamatainak szabalyozasaban fontos szerepet tdltenek be. Vizsgalatainkkal kimutattuk,
hogy leptin kezelés hatéséara az IL-6 és az IL-8 citokinek expresszidja fokozodik mRNS és

fehérje szinten egyarant.
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A leptin aktivalja a STAT3 és az NF-xB utvonalakat SZ95 faggyusejtekben

A leptin, receptorahoz kotédve a STAT3 és az NF-kB utvonalak foszforilalodasat, ezaltal
aktivalddasat eredmeényezi szdmos sejttipusban. Ezen gyulladasos jelatvitel faggyusejtben
valé meglétének igazolasara Western blot technikaval vizsgaltuk a STAT3 és az NF-xB
utvonalakat. A leptin kezelést kovetéen mindkét tutvonalat aktivnak talaltuk SZ95

faggyusejtekben.
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MEGBESZELES

A faggyumirigy, a hajfollikulusokkal egyiitt, a pilosebaceous egység alkotdja, melynek {6
feladata a szébum termelés. Az elmult évek kutatdsai ravilagitottak arra, hogy a faggyusejtek
az intenziv lipid metabolizmuson kivil az altaluk termelt pro-inflammatérikus citokineken és
kemokineken keresztiil nemcsak a bdrben zajlé gyulladdsos folyamatokat képesek
befolyasolni, de képesek a lipid metabolizmus és a gyulladasos folyamatok sejtszintii
Osszekapcsolasara is. Ez a funkcidé nagyban hasonlit a zsirsejtek esetében megfigyeltekhez,
ahol a sejtek az altaluk termelt Gn. adipokineken keresztiil kiilonb6z6 kronikus gyulladasos
folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. Mivel a bérben eddig csak a keratinocitakat és a
fibroblasztokat azonositottak olyan sejttipusokként, melyek korlatozottan, de képesek
adipokineket termelni, ezért munkank soran célul tiztik ki az adipokinek expresszios
profiljanak meghatarozasat a faggyGmirigyben. Els6 1épésként megallapitottuk, hogy az
adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin E1 és visfatin jelen van a normal human bér
faggyamirigyében csakigy, mint kiillonb6zd patologias koriilmények kozott (akné, rosacea,
melanoma, psoriasis), mig az apelin, chemerin, RBP4 és MCP-1 expressziéja nem volt
megfigyelhetd egyik esetben sem. Tekintve, hogy az adipokinek megjelenése fliggetlen volt a
vizsgalt boérgyogyaszati betegségektdl, feltételezhetd, hogy (pato)fiziologias szereplk a
termelddésiiket, szekrécidjukat befolyasold kiilonb6zé mechanizmusokhoz kothetd. Annak
érdekében, hogy ezeket a folyamatokat vizsgalni tudjuk, kutatasainkat az SZ95 immortalizalt
human faggyusejtvonalon folytattuk tovabb. Az in vitro vegzett vizsgalatokkal
megallapitottuk, hogy az SZ95 faggyusejtek eltér6 mennyiségben expresszaljak és
szekretaljak az adipokineket, mely kiilonb6z6 stimulusok hatasara eltéréen, de indukalhato. A
citoplazmaban és a sejtmagban torténd felhalmozodasuk pedig arra enged kovetkeztetni, hogy
a sejten bell tovabbi funkcidkkal is birhatnak. TLR1/2 és 4 aktivatorokat hasznalva nemcsak

az IL-6, de a leptin, serpin E1 és a visfatin esetében is indukciét figyeltink meg mind
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génexpresszios, mind pedig fehérje szinten. A TLR1/2 és 4 aktivatorokon kivil, a 13CRA
hatasat is vizsgaltuk, mely a bérgyogyaszatban az egyik legelterjedtebben hasznalt anti-akné
szer. Mivel fehérje szinten a leptin termelddésének, gén szinten pedig az adiponektin mRNS
expresszidjanak indukcidjan kivil egyik adipokin esetében sem figyeltiink meg valtozast
13CRA hatasara, igy feltételezhetéen a 13CRA elsdsorban a differenciacié/metabolizmus
folyamatok szabalyozasaban vesz részt a human faggyusejtekben csakigy, mint ahogy azt a
patkany zsirszovetében megfigyelték.

Vizsgalataink egyik érdekes eredménye, hogy a visfatin nemcsak rendkivil magas
mennyiségben expresszalodott és szekretalodott a faggyusejtek esetében, de mennyisége
tovabbi indukciét mutatott az alkalmazott TLR aktivatorok hatasara. A visfatinnak
feltételezhetden nemcsak a cukorbetegségben és a metabolikus szindromaban van gyulladasos
szerepe, de igen jelentds mértékben fejezddik ki a meszes érre jellemzd 1n.
zsirmakrofdgokban is. Ami a visfatin bérben betoltott szerepét illeti, eldsegitheti a psoriasis
kialakulasat azaltal, hogy fokozza az antimikrobialis peptidek termelését a human
keratinocitdkban. A visfatin rendkiviil nagy mennyiségben torténd termelése a faggyusejtek
altal jol peldazza a faggyumirigy pro-inflammatorikus tulajdonsagat, igy vizsgalata
mindenképpen érdekes kutatasok targyat képezheti a jovoben.

A serpin E1 a zsirszovet, valamint az endotélium altal nagy mennyiségben termelt adipokin,
mely egyfajta 6sszekotd ,,kapocs” lehet az obezitas és a betegséghez tarsuld megnévekedett
trombozisra vald hajlam kozott. A bérben betdltott szerepét illetden a melanoma esetében,
mint rossz prognosztikai markert azonositottak, ugyanis a szoveti matrix atépiilésén keresztiil
részt vehet a malignusan transzformalt sejtek invazigjaban és a metasztazis képzOdés
szabalyozasaban. Mivel a serpin E1 a faggyumirigyben is expresszalodik feltételezhetjik,
hogy a faggyumirigy is ezen adipokin segitségével potencidlisan hozzajarulhat az

extracellularis matrix ,,remodelling” szabalyozasahoz.
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Az adiponektin jelen ismereteink szerint a legelfogadottabb anti-inflammatorikus adipokin,
elé, mint az IL-10 és az IL-1 receptor antagonistak. Vizsgalataink, mely az adiponektint a
huméan faggyumirigyben is azonositotta, kulcsfontossaguak, tekintve hogy a human
dermiszben lejatszodo gyulladasos folyamatok szabalyozédsaban a faggyumirigy ezaltal nem
csak pro-, de akar anti-inflammatorikus médon is részt tud venni.

Mivel a kisérletek sordn alkalmazott TLR1/2 és 4 aktivatorok, valamint a 13CRA kezelés
hatdsara a fent emlitett adipokinek kozul mind gén mind pedig fehérje szinten a leptin
esetében tapasztaltunk egyértelmii indukciot, felvetédott a leptin  Kulcsszerepe a
faggyubiologidban. Ezért tovabbi kutatasunk céljaul thztik ki annak a kérdésnek a
megvalaszolasat, hogy a leptin a faggyusejtekre is hatdssal lehet-e. A leptin étvagyat
befolyasolo hatasat a hipotalamuszban talalhato leptin receptoron keresztil fejti ki, szérumban
megfigyelhetd szintje pedig pozitiv korrelaciot mutat a BMI-vel. A leptin az energiahaztartas
szabalyozasan tul olyan sejtek immunvalaszat is szabalyozza, mint a zsirsejtek, makrofagok,
dendritikus sejtek, T- és B-sejtek, természetes 0616 sejtek, porcsejtek, fibroblasztok és
keratinocitak. Mivel a leptin sejtszinten igen komplex szerepet tolt be a zsiranyagcsere és a
gyulladas folyamatanak szabalyozasaban, feltételezhetd, hogy a leptin altal indukalt szignal
folyamatok beilleszthetoek a faggyusejtben lejatszodo bioldgiai folyamatokba is. Az altalunk
vizsgalt normal és aknés bor faggyimirigyében egyarant kifejezddik a leptin, funkcionalisan
aktiv receptora (Ob-Rb), jelezve hogy kondicidktdl fuggetlenil képes lehet a faggyusejt
valaszolni a leptinre. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk hogyan képes a faggyusejtekben
a leptin a gyulladast és a zsirtermelést befolyasolni, els6ként megerdsitettik az Ob-Rb
jelenlétet SZ95 faggyusejtekben is, majd atfogd analizist végeztiink, mely soran a pro-
inflammatorikus szignalutvonalakat, a lipid test képzddést, tovabba a lipid profil valtozasat

vizsgaltuk. A leptin, receptorahoz koétddve olyan utvonalak aktivalodasaert felelds, mint a
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STATS3 és az NF-kB. Kisérleteink soran ezen szignal utvonalak aktivalodasat figyeltiik meg
leptin kezelés hatasara €s elséként mutattuk ki, hogy az SZ95 faggyusejtekben aktivalhaté a
STATS3 utvonal, ravilagitva ezzel a human faggyusejtek komplexitasara. A lipid test képz6dés
az intenziv zsiranyagcserét folytatd sejtekre jellemzO, mely soran a sejt az altala termelt
lipideket hidroféb organellumokba ,,zarja”. BODIPY fluoreszcens festék segitségével
kimutattuk, hogy leptin kezelés hatasara megné a lipid testek mérete SZ95 faggyusejtekben.
Ehhez hasonlo jelenség tapasztalhatd leptin hatasara a makrofagok esetében is, igazolva, hogy
a leptin szamos sejttipusban képes befolyasolni a zsirmetabolizmust és az intracellularis lipid
raktarak kialakulasat. Ezen eredmények alapjan feltételezhet6, hogy a leptin kezelés hatasara
kialakult nagy méreti lipid testek a fokozott szekrécié markereként szolgdlhatnak. Annak
érdekében, hogy megértsik mi is pontosan ezeknek a lipid testeknek a funkcitja és
kialakulasuk hatterében milyen mechanizmusok allnak, tovabbi kutatasok szlikségesek.
Tovabbi vizsgalatainkkal arra kerestik a valaszt, vajon képes-e a leptin megvaltoztatni a
faggyusejt altal termelt zsir 0sszetételét. VValaszt keresve a leptin esetleges szerepére a faggyud
Osszetetelének befolyasolaséban, tovabbi lipid analizist végeztliink, meghatérozva azoknak a
zsiroknak a szintjét, melyek leginkabb jellemzéek a human faggylara. Az eredményeink
egyértelmlien a leptin hatasat igazoltdk: a kezelés kovetkeztében az SZ95 faggyusejtekben
kiilonboz6 egyszeresen és tobbszordsen telitetlen zsirsavak halmozédtak fel, mely
magyarazattal szolgalhat a megemelkedett triglicerid szintekre, valamint a nagyobb méretii
lipid testek kialakuldsara egyarant. Eredmenyeink bioldgiai relevanciajanak interpretalasaban
rendkivil érdekes tampontot ad az a kutatas, melyben megéllapitottak, hogy az aknés betegek
tiinetes borének faggytjaban jellemzd a telitetlen zsirok felhalmozodasa, ahogy azt a leptin
kezelt faggyuUsejtekneél is tapasztaltuk. A tanulmény kilon kitért arra, hogy a tlinetekben
javulas figyelhetd meg, ha a vizsgdlatban résztvevd betegek alacsony glikémids (LGL)

étrendet kovettek, aminek kovetkeztében csokkent a testtomeg €s a faggyaban 1évo  telitetlen
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zsirsavak mennyisége is a kontroll csoporthoz képest. Ezen eredmények felvetik az LGL diéta
szerepét a szébum 0Osszetételének megvaltozasaban és ezzel egyitt az aknés tunetek
sulyossagaban, azonban a hattérben all6 mechanizmust nem azonositotta. Eredményeink
tikrében ebbe a folyamatba illeszkedhet be a leptin azéltal, hogy megndveli a telitetlen
zsirsavak aranyat a faggyusejtek altal termelt zsirokban, hasonléan az aknés betegek
faggyujaban ismertekhez. A szébumban megtalalhato legfébb antioxidans, az E vitamin szint
lecsokkenése leptin kezelés hatasara pedig még inkabb felveti a lehetéségét annak, hogy ha
nem is teljes mértékben felelds a leptin, de komoly szereppel birhat a gyulladasos aknés
bortiinetek esetében tapasztalt megvaltozott faggyl kialakitdsaban. Az adipokinek
karakterizalasaval munkank még komplexebb megvilagitdsba helyezi a leptint, hisz felveti
annak lehetdségét is, hogy nem csak a keringésben 1évd leptin vezethet a faggyamirigy
gyulladasahoz és megvaltozott zsirtermeléséhez, de maga a faggyulsejt is képes lehet
hasznalni autoregulatérikus formaban. A faggyusejtek és a leptin kapcsolatanak tovabbi
Kiterjesztése olyan szignal utvonalak iranyaba, mint a mammalian target of rapamycin
(mTOR) atvonal (melyet szintén képes a leptin indukalni), tovabbi érdekes kapcsolatokat
teremthet az akné megléte/stulyossidga és az érintett betegek egy részében megfigyelhetd
metabolikus eltérések kozott.

Munkankat dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a zsirsejtekhez hasonléan a faggyusejtek is
képesek expresszalni és szekretalni az adipokineket, igy ezeken a fehérjéken keresztiil a
faggyamirigy akar befolyasolhatja a dermiszben lejatsz6dd, dinamikusan  valtozo
folyamatokat is. Ha figyelembe vessziikk a faggyamirigyek igen nagy szamét a bdrben,
felvetddik az egyik legfontosabb kérdés is: képesek-e a faggyumirigyek (a zsirszovethez
hasonldan) az altaluk termelt adipokineken keresztiil nemcsak lokalisan, de szisztémasan is
kifejteni a hatasukat. fgy a munkénkra épiild tovabbi kutatasok egyrészrdl Gj megvilagitasba

allithatjak a sz€bum termel6dését és a gyulladasos folyamatok kialakulasat az adipokinek
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tikkrében, masrészt 11j lehetdségek elott is megnyithatjak az utat a kiillonb6zo gyulladasos

borbetegségek kezelésére vonatkozoan.
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OSSZEFOGLALAS

A faggyumirigy, a haj follikulusokkal egyutt, a pilosebaceus egység alkotdja, melynek
elsddleges feladata a szébum termelés. Az intenziv szébum termelés valamint a szébum lipid
Osszetételének valtozasa kulcsfontossagu szerepet jatszik olyan gyulladdsos bdrbetegségek
kialakulasaban, mint az akné vagy az atopias dermatitis. Kiilonb6z6 receptorokon (TLR2,
TLR4 és TLR6) keresztiil, a faggyumirigy szamos pro-és anti-inflammatorikus citokin (IL- 6
és 10), kemokin (IL-8), antimikrobialis lipid és peptid termel6dését szabalyozza.

A zsirszovet gyulladasos hatdsanak kozvetitésében kozponti szerepet bet6lté adipokinek, mint
pl. az IL-6, MCP-1, TNF-a, leptin vagy az adiponektin, olyan kisméretii bioaktiv molekulak,
melyek immunrendszerre Kifejtett hatdsa szamos sejttipusban kertilt leirdsra. Ezek kodzil az
IL-6-rdl, illetve a TNF-o-r6l mar bebizonyosodott, hogy a zsirszOvethez hasonldéan a
faggyusejtek is képesek termelni, felvetve, hogy ezeken a fehérjéken keresztul a zsirszovethez
hasonl6an a faggyusejtek is képesek gyulladast inicialni illetve modulalni.

Munkacsoportunk az adipokinek szisztémas analizise soran azt a megfigyelést tette, hogy a
faggyusejtek szamos egyéb adipokint is képesek termelni. Kisérleteink soran megvizsgaltuk,
milyen stimulusok képesek szabalyozni illetve felszabaditani a faggyusejtekbdl az 1L-6-0t,
adiponektint, leptint, resistint, serpin E1l-et és visfatint. Munkankat szdveti preparatumokon,
illetve SZ95 sejtkulturan végeztik, olyan sejtkezeléseket hasznalva, melyek dermalis jelenléte
ismert: gyulladasos stimulusok (TLR1/2 [PAM3CSK4] és 4 [LPS] aktivatorok) valamint
terapidsan haszndlt zsir (13CRA). Ezen stimulusok hatasara a gén expresszid szintjén
figyeltink meg valtozasokat az IL-6, adiponektin, leptin, serpin E1 és visfatin esetében, mely
eredményt ELISA moédszerrel fehérje szinten is megerdsitettlink. Ezek utdn figyelminket a
leptinre forditottuk, ugyanis ez volt az az adipokin, melynek termelddése indukalhatéd volt a

fent emlitett stimulusok hatasara.
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A leptin, bioldgiailag aktiv receptoran keresztil a szervezet energia haztartasanak
modulalasan kivil, szamos sejttipusban (makrofagok, dendritikus sejtek, T- és B limfocitak,
keratinocitak) képes immunvalaszt szabalyozni. Normal és aknés bormintaban, valamint SZ95
sejtvonalon egyarant azonositottuk, hogy a biologiailag aktiv, hosszi izoformaju leptin
receptor kifejezodik a faggytsejtekben, relevanssa téve a leptin faggyusejtekre gyakorolt
hatdsanak vizsgalatat. Munkacsoportunk kimutatta, hogy SZ95 faggyusejtekben leptin kezelés
hatasara egyrészt megné a lipid cseppek mérete és megvaltozik a lipid 0sszetétel, masrészt
kiilonbozé gyulladdsos medidtorok termelddésében szerepet jatszo enzimek (COX2 és 5-
LOX) expresszioja indukalodik. A leptin fokozza tovabbé a pro-inflammatérikus IL-6 és 1L-8
citokinek mRNS ¢és fehérje szintli expresszidjat, valamint a STAT3 és az NF-xB utvonalak
aktivalddasat eredményezi, mellyel sejtszinten kapcsolja 0ssze a zsiranyagcserét a
gyulladassal.

Eredményeink arra utalnak, hogy a faggyumirigy az altala termelt adipokineken keresztiil
nem csak célpontja lehet a bérben a kiilonb6z6 gyulladdsos folyamatoknak, hanem annak

inicialéja és modulaloja is.
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