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2. BEVEZETES

A bor dermiszében elhelyezkedd faggyamirigy a haj/szdrszallal egylitt az Un. pilosebaceus
egység alkotdja, legfontosabb feladata a hajat/szért, valamint a bort borité faggyu termelése.
A faggyumirigyet még a XX. szazad végén is csak egy atavisztikus maradvanynak tartottak és
pusztan, mint ,,problémaforrast” emlegették, mely a pattanasos bor okozodjaként megneheziti a
fiatalok életét, minden egyébmas funkcié nélkiil. Az elmult évtized kutatdsai azonban teljes
egészében megviltoztattdk ismereteinket a faggyumirigy-bioldgiaval kapcsolatban,
ravilagitva szamos, eddig ismeretlen vagy figyelmen kiviil hagyott funkcidra. Kideriilt
ugyanis, hogy a faggyumirigy az intenziv zsirtermelés mellett az 4ltala termelt szamos pro- €s
anti-inflammatoérikus lipideken és fehérjéken keresztiil fontos szerepet tolthet be kiilonb6zd
gyulladasos folyamatok szabdlyozasaban is. Ezen eredmények alapjan nem pusztin egy
érdekes sejttipus keriilt a figyelmiinkbe, ami sejtszinten képes Osszekapcsolni a
zsiranyagceserét a gyulladdssal, hanem felvetddott annak a lehetdsége is, hogy szdmos
fiziologias és patofizioldgids folyamatban egyarant szerepe lehet.

Az adipokinek olyan, a zsirszovet gyulladast szabalyozdé hatasdban kulcsfontossagu
szerepet betoltd fehérjék, melyek mind a lokalis szoveti kdrnyezetben, mind pedig a véraram
kozvetitésével a zsirszovettdl tavolabbi célsejteken is képesek kifejteni hatasukat. Az
adipokinek csaladjanak legismertebb tagjai az interleukin (IL)-6, a tumor necrosis factor-o
(TNF-a), tovabba a leptin és az adiponektin, de az utobbi évek kutatdsainak kdszonhetéen
olyan fehérjék is azonositasra keriiltek, mint példaul a resistin, visfatin, serpin E1, chemerin,
apelin, retinol-kotd fehérje 4 (RBP4) és a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1).

Bér a zsirszovet és a faggyimirigy kozott szamos hasonlésag ismert elsdsorban olyan, a
zsiranyagcsere szabalyozasaban érintett fehérjék szintjén, mint a Peroxisome Proliferator

Activeted Receptor (PPAR) y vagy a Liver X receptor (LXR) fokozott jelenléte a
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faggyusejtekben, ugyanakkor a két sejttipus kozotti parhuzamot a gyulladas szempontjabol
eziddig nem vizsgaltak.

Kutatécsoportunk annak a kérdésnek a megvalaszolasat tiizte ki célul, hogy a zsirszovethez
hasonldan a faggytumirigy is képes-e a fent emlitett adipokinek termelésére és ezéltal részt
vehet-e a gyulladasos folyamatok szabéalyozasaban, tovdbba hogy az adipokineknek lehet-e
hatasa magukra a faggyusejtekre is, felvetve Onszabalyozasi mechanizmusok lehetdségét,

integralva a faggyusejteket is az adipokinek altal szabalyozott sejtek kozé.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A bor funkcidja

A bor a teljes emberi test tomegének 15-20%-at alkotja, feliilete 1,6-2,3 m?. A bél illetve
mas nyalkahartya feliiletekhez hasonléan az emberi szervezet elsd védelmi vonalat képezi,
melynek 6 szerepe a kiilonb6z6 patogénekkel, valamint kornyezeti stimulusokkal szembeni
mechanikai védelem [1]. A bor ugyanakkor nemcsak barrier funkciét lat el, de olyan
patofizioldgids folyamatoknak is teret biztosit, mint a fertdzésekkel szembeni immunvalasz,
tumor kialakulds és progresszid, illetve szamos autoimmun €s allergids megbetegedés is
egyarant érintheti akar onmagéaban akér pedig szisztémés korkép formajaban. Ezen Osszetett
folyamatok megfeleld kialakitdsdhoz és iranyitasdhoz elengedhetetlen, hogy a bdrben 1évd
valamennyi sejttipus, mint pl. stromélis sejtek (endotélsejtek, fibroblasztok, keratinocitak,
kiilonb6z6é mirigyeket felépitd sejttipusok, dermalis adipocitdk) valamint mas, csontveld és
limfoid eredetli sejtek (makrofagok, dendritikus sejtek, illetve természetes 616 [NK] sejtek,
valamint T és B sejtek) egymassal szoros kapcsolatban és kommunikacidban legyenek, akér
direkt sejt-sejt interakcidval, akar pedig indirekt kapcsolatok révén, melyben a kiilonb6zd

zsirok €s fehérjék jatszanak szerepet [2, 3].

3.2. A bor szovettani felépitése

A bor szovettanilag harom, jol elkiiloniild, azonban funkcidjat tekintve egymassal szorosan
Osszefliggo rétegre oszthatd: az epidermiszre, dermiszre és a szubkutan zsirszovetre [4].
Az epidermisz legfontosabb sejtalkotdi a keratinocitdk, melyek szoros Osszekapcsolddasa

megakadalyozza a kiilsé kornyezetbdl érkezd patogének bejutdsat a borbe. A keratinocitak



életének alapjelensége az tugynevezett apoptdzis (programozott sejthalal), mely révén
elszarusod6 sejtekké differencidlédnak. Ennek a folyamatnak a kiilonb6z6 stddiumaban 1évo
sejtek az epidermiszen belill négy réteget hoznak 1étre. A bazilis rétegben (stratum basale)
1évo sejtek jellegzetesen henger alakuak, egy sejtsort alkotnak és jelentds proliferaciora
képesek. A laphamsejtes réteg kialakitdsiban (stratum spinosum) szabdlytalan alakud, tobb
rétegben elhelyezkedd keratinocitdk vesznek részt, melyek alakja egyre lapitottabba valik,
ahogy a bor felsébb rétegéhez kozelednek. Az epidermisz 3-5 sejtrétegbdl allo granularis
rétegét (stratum granulosum) a lapitott sejtek képezik, melyekben fehérjében gazdag un.
keratohyalin granulomok figyelheték meg. Végiil a legfelsd részben 1évo, elszarusodo
hamréteget (stratum corneum) mar a teljes mértékben keratinizalédott, sejtmag nélkiili, lapos,
elhalt sejtek épitik fel [4-6].

Habér az epidermisz legfobb sejtalkotoi a keratinocitak, a bor ezen rétegében szdmos mas
sejttipus is megtaldlhatd. A melanocitdk legfobb feladata a pigment anyag (melanin)
eldallitasa az epidermisz szamara, mely megvédi a keratinocitdk DNS-ét az ultraibolya
sugarzas karos hatésaitol [1]. A Langerhans sejtek, az antigén prezentaciot végzoé dendritikus
sejtek egyik alcsoportjat képezik, legfobb feladatuk jelen ismereteink szerint a tolerancia
kialakitdsa olyan patogénekkel és zsirokkal szemben, melyek semmiféle veszélyt nem
jelentenek a borre €s ezaltal a szervezetre. A Merkel sejtek pedig olyan idegi eredetii specidlis
sejtek, melyek a kutdn neuronok kozotti kommunikacioért feleldsek [1, 3, 6]. Az epidermisz
kiilon érdekessége a nagy szadmban megtalalhatd dssejtek, melyek azonositasa, fiziologiai
szerepének karakterizdlasa és terdpids hasznositisa egyardnt tdlmutat azon, hogy az
epidermiszt pusztan barriernek tekintsiik.

Az epidermiszt €s a dermiszt egy vékony, kompakt réteg, a bazilis membran vélasztja el

egymastol, mely bar egy jol definialt és mikroszkdppal is konnyen azonosithat6 éles hatarnak



tlinik, ugyanakkor szdmos sejt (pl. Langerhans sejtek), valamint zsirok és fehérjék szamara
szabadon atjarhaté [6].

A dermisz legnagyobb szdmban megtalalhaté sejtalkotéi a fibroblasztok, melyek az
extracellularis matrixot alkotd fehérjék (kollagén, elasztin és fibronektin) legfontosabb
termeldi, ezaltal fontos szerepet kapnak a bdér megfeleld szerkezeti struktardjanak és
rugalmassaganak kialakitdsidban. A dermisz méasik kulcsfontossagu sejttipusa az endotélsejtek,
melyek alapfeladata a bort ellaté erek felépitése, ugyanakkor az altaluk termelt adhézios
molekuldkon, citokineken és kemokineken keresztiill az immunsejtek keringésbdl vald
kilépéséhez és a borbe torténd eljutdsahoz is elengedhetetlenek. Ezek az immunsejtek
egyarant szerepléi mind a velesziiletett mind pedig a szerzett immunitasnak [2, 3]. A bor
érdekessége ugyanakkor, hogy benne stimulus nélkiil is jelen lehetnek immunsejtek, mint az
egészséges dermiszben elszortan megfigyelhetd tgynevezett dermalis makrofagok, illetve
nem ritkdn szamos limfocita is [1], melyek eredete €s szerepe az intenziv kutatdsok ellenére
sem egyértelmi; vélhetden ,,fenttart6d”, illetve memoria szereppel birnak.

A dermiszben, a testtajéki lokalizdcioval szoros Osszefiiggésben szdmos un. jarulékos
képlet is megtalalhat6 dgy, mint a verejték- az izzadsag- a faggyuimirigyek, illetve a hajszal
[4]. A verejtékmirigy széles tekercsek forméjaban a dermisz alsobb rétegében talalhatd és
elsésorban apokrin szekrécid jellemzi, mely sordn nem szabalyos exocit6zis jatszodik le a
sejtben, hanem a megtermelt anyag a sejtmembran egy részével és egy kis apikalis citoplazma
darabbal keriil ki a sejtbdl. Kivezetd csdve becsatlakozik a faggyimirigy kivezetd nyilasahoz.
Az un. ekkrin verejtékmirigyek szintén a dermiszben talalhat6ak, melyek azonban az apokrin
mirigyekkel ellentétben nem allnak kapcsolatban a pilosebaceus egységgel, a termelt valadék
iritése pedig diffizioval torténik. A hajszalakat epitélsejtek és kotdszoveti sejtek alkotjak. A
kotészovet biztositja a hajszal szamara az erekkel és az idegekkel valé megfeleld

Osszekottetést, valamint a dermalis papilla és a kiilsé gyokérhiively felépitésében vesz részt. A
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szOrtlisz6 legfontosabb epitelidlis része a haj matrix, mely a dermadlis papilla mellett
helyezkedik el és keratinizaciojaval kialakitja a hajszal harom f6 részét: medulla, cortex és
kutikula. Mindezek mellett melanocitakat is tartalmaz, mely meghatérozza a haj szinét [1, 2,
4].

A bor harmadik, legals6 rétege a szubkutan zsirszovet, mely a zsirsejteken kiviil szintén
tartalmaz idegeket, vér- és nyirokereket [4]. Bar sokdig tigy gondoltuk, hogy ennek a rétegnek
szerepe kizdrolag a mechanikai- és a hévédelemben van [7], a legfrissebb kutatdsok messze
tilmutatnak ezen és felvetik szerepét a korokozokkal szembeni védelemben és a bor
gyulladasinak szabalyozasiban egyarant [8].

A normal human bér szovettani felépitését az 1. dbra szemlélteti.

Sz6rtiliszé nyilas Szértiisz6

| Epidermisz

Sz0rtiisz6

Dermisz

Ekkrin Szubkutan zsirszévet

verejtékmirigyek /

Faggyumirigyek

1. dbra: A normdl humdn bor szovettani felépitése. Az dltalunk elvégzett hematoxilin-
eozin festett dtnézeti szovettani dbrdval a normal human bor felépitését kivanjuk szemléltetni,
ahol megfigyelhet6 az epidermisz, dermisz és a szubkutan zsirszovet tovabba a szortiiszok (a

szortiiszonyilassal), a faggyumirigyek valamint az ekkrin verejtékmirigyek is. Nagyitds: 50X.

11



3.3. A faggyumirigy fiziologids miikodése

A faggyumirigy, a hajfollikulusokkal egyiitt a pilosebaceus egységet alkotja [9]. Mig
hajszal a test egyetlen teriiletén sincs faggyimirigy nélkiil, addig a faggyimirigy, ha csak
kevés helyen is, de jelen lehet szérzet nélkiil. Illyen helyek az emberben az ajkak illetve a
glans penis széli részei. Mirigyes szerkezete hdrom részbdl all: a bazalis rétegben talalhato
proliferdlé sejteket az érett faggyusejtek kovetik, majd a nekrotikus zdéndban a teljesen
degradalddott, sejtmagjukat elvesztett sejtek taldlhatok, melyeket leginkdbb mar csak

,»sejttormelék”-ként jellemezhetiink (2. dbra) [4].

Bazdlls selucteg — Nekrotikus sejtek

Erett faggyusejtek

2. dbra: A faggyumirigy szerkezete. A faggyumirigy jellegzetesen a bazalis rétegben 1évo
proliferdlo sejtekbdl, érett faggyuisejtekbol valamint a nekrotikus zona elhalt sejtjeibol épiil

fel. Hematoxilin-eozin festés, nagyitds: 100X.
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Ez a szerkezeti tagolodas részben emlékeztet a keratinocitdknal bemutatottakra, melyben
az eltérd rétegek jellegzetes morfologidju és funkcioja sejtekbdl épiilnek fel, ugyanakkor
mégis 1ényegi a kiillonbség: a faggylimirigy esetében, bar részleteiben kevésbé ismert, de a
fiziologias sejthalalnak egy sajatos formaja figyelhetd meg, mely soran a sejtek halala egyben
a faggyu kivalasztisat is jelenti, értelmet adva a ,,holokrin szekrécid” terminologianak [10],

élesen elkiilonitve a fentebb bemutatott (izzadsag €s verejték) mirigyektol.

A faggyumirigy zsirtermelése

A faggyusejtek az altaluk termelt lipideket a sejten beliil tn. lipid cseppek forméajaban
halmozzak fel [11, 12], mely a sejtekbdl kikeriilve 1étrehozza az un. faggyuit, mis néven
szébumot. A faggyumirigy a CD36, a zsirsav transzport protein 4 (FATP4) és a Low-Density
Lipoprotein (LDL) receptor segitségével képes felvenni a lipideket a vérarambol, majd de
novo szintetizalni a faggyut alkotd zsirokat [13, 14]. A sejten beliili és szekretalt lipidbe
acetatot épit be a sejt; a szénldnc hosszabbodasival szdmos polaris lipidet, végiil telitett
triglicerideket hoz 1étre. A diglicerid-aciltranszferaz (DGAT) a faggyumirigy trigliceridjeinek
szintézisében szerepet jatsz0 enzim, melynek két izoformdjat kiilonitjik el: DGATI és
DGAT?2 [15, 16].

A humén szébum a mar bemutatott holokrin szekréci6 eredménye, mely folyamat soran az
egész sejt atalakul, a faggyusejtek teljes mértékben ,,szétesnek™ €s a pilosebaceus egység
follikularis csatornijaba keriilnek. A szébum {6 feladata, hogy bevonja a bort illetve a
szOrszalakat, ezéltal hozzdjarulva a bor hidroféb védelméhez. Alkotdit tekintve, az emberi
szébumra elsdsorban a zsirsavak, di-és trigliceridek, viasz-észterek valamint a koleszterin és
szarmazékai, mint pl. a szkvalén jellemzdek [17, 18].

A faggyu altal termelt lipidek 2%-at a koleszterin alkotja, ami azonban nem egyediilalloan

a faggyimirigyre jellemzd, a test mas részein is megtaldlhat6. Minden szénatom, ami a
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koleszterin bioszintézisében felhasznalasra keriil, acetatbdl szarmazik [18, 19]. A szkvalén
12%-0s ardnyban fordul el a humén szébumban. A szkvalén a koleszterin bioszintézis kozti
terméke, mely a faggyumirigyekkel ellentétben méas szovetek esetében gyorsan atalakul
lanoszterolla végiil koleszterinné, azonban a faggyu esetében egyfajta szkvalén felhalmoz6das
figyelhetd6 meg. Ez a faggyUimirigyre jellemzd érdekesség kétféle modon magyarazhato:
egyrészrdl lehetséges, hogy a szkvalén termelddéséért felelés enzim, a szkvalén szintdz
aktivitdsa magas a sejten beliil, masrészt viszont az is elképzelhetd, hogy a szkvalén
koleszterinné torténd atalakitdsaban szerepet jatszo enzim szintje vagy aktivitdsa csokkent
[18, 19].

A viasz észterek szintén egyediilalloan a szébumban fordulnak eld, a test mas teriiletein
termelddésiik nem figyelheté meg, mennyiségiik ~25%-a a szébum Osszzsir mennyiségének
[18, 19].

Az imént emlitett zsirok mellett a telitetlen zsirsavak szintén fontos alkotdi a faggydnak. A
sztearil-CoA deszaturaz (SCD) az egyszeresen telitetlen zsirsavak bioszintézisében kézponti
szerepet betdltd enzim, mely elsdsorban a sztearil-CoA és a palmitoil-CoA oxidacidjat végzi,
mely zsirsavak szubsztratként szolgalnak a foszfolipidek, trigliceridek, koleszterin észterek és
viasz észterek szintéziséhez [18]. Citoplazmatikus lokalizacidja aldtdmasztja, hogy ez az
enzim koOzponti szerepet jatszik a lipogenezis folyamatdnak szabdlyozdsdban a
faggyusejtekben is [20]. Az SCD miikddése soran egy kettds kotés épiil be a 9. és 10.
szénatom koz¢, 1étrehozva igy a sztearinsavbol (18:0) az olajsavat (18:1A9). A zéardjelben a
zsirsavak olyan jelolési forméja szerepel, ahol a kettdsponttal elvalasztott két szam koziil az
elsé a molekula szén atom szamat, a kettdspont utani pedig a szénlancban 1évé telitetlen
kotések szamat adja meg. A telitetlen kotés helyzetét tigy pontosithatjuk, hogy A jeloléssel
megadjuk hanyadik szén atom utan helyezkedik el a karboxil vég feldl szamitva. Mig az SCD

a sztearinsav (18:0) olajsavva (18:1) torténd atalakitdsaért felelds, addig a szintén
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deszaturaciés aktivitdssal rendelkezé enzim, a A6-deszaturdz, a palmitinsavbdl (16:0)
szappansavat (16:1) hoz létre [19, 21]. A szappansav szintén kizérOlag a faggytimirigyre
jellemzd zsirsav, mely nem talalhatdé meg mas allat szébumaban. A szénlanc két szénatommal
torténd hosszabbitasaval €s egy kettds kotés behelyezésével az 5. és 6. szénatom kozé kialakul
a szebalénsav (18:2A5,8), mely megint csak egyediiladlloan a human szébumra jellemzo [19,
21]. Az itt felsorolt folyamatokat, melyek a faggytmirigyre jellemzd zsirok szintéziséért

felelosek, a 3. dbra segitségével kivanjuk részletesen bemutatni.
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3. abra: A faggyumirigyre jellemz6 lipid profil kialalkulasanak sematikus folyamata

A lipid profil részletes bemutatisaval a faggyumirigynek egy, az emberre jellegzetes
miikodésére és igy az emberi faggyt egyediildlloan sajatos dsszetételére kivantuk felhivni

a figyelmet, mely hattérében all6 szabidlyoz6 mechanizmusok azonositasa éppuigy érdekes,
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mint az, hogy megismerjiik szerepét a kiillonboz6 bdrbetegségekben, ezaltal eddig

elképzelhetetlennek hitt tdvlatokat megnyitva.

Irdnyok melyek tilmutatnak a pusztdn csak a zsirositasért felelds faggyutermelésen

Az elmiult évek intenziv kutatisai alatimasztottak, hogy a szébum a védéfunkcié mellett a
kiilonb6z6é zsirban o0ldodo anyagok, mint példaul lipid szerkezetli, hormonsajatsaggal
rendelkezd molekuladk atjutasaért is felelds a borben, tovabba jelentds mennyiségben tartalmaz
antioxidansokat is [22]. A legfobb antioxidans mely megtalalhat6 a szébumban az a-tokoferol
vagy mas néven az E vitamin, ami segit a megfeleld, egészséges bor barrier kialakitdsaban.
Alatamasztva a faggydmirigyek szerepét az E vitamin termelésében, az E vitamin
megnovekedett szintje figyelheté meg pl. az arc borén, ahol a faggyumirigyek nagyobb
mennyiségben fordulnak el6 a test mas teriileteihez képest [23].

A faggyumirigy koOzponti szerepét erdsiti tovabba, hogy nemcsak antimikrobidlis
tulajdonsagu P-defenzineket képes termelni, de in vitro adatok alapjan hozzdjarulhat a
természetes fényvédelemhez és a melanocitdk éréséhez is [18]. Ezeket az eredményeket

azonban in vivo rendszerekben is sziikséges megerdsiteni.

3.4. A faggyumirigy patofiziologdja

Kisérleti korldtok és lehetoségek

A faggyamirigy patofiziologias szerepét mind a megjelenésiik, mind pedig a mitkodésiik
szempontjabol szamos klinikai megfigyelés €s kisérletes eredmény tamasztja ala. Ugyanakkor

kiemelendd, hogy a bdr egyéb sejttipusatdl eltérden a faggyumirigy betegségekben betdltott
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szerepének vizsgalatahoz ezidaig nem sikeriilt megfeleld allatmodellt taldlni. Ennek egyik
oka, hogy az allatvilagban, az emberhez képest eltérd lipid Osszetételii faggyu alakult ki. Az
allatvilagban a szébumban jellemzden alacsonyabb a szkvalén és magasabb a koleszterin
mennyisége, tobb hosszi, elagazé lancu zsirsavat tartalmaz, illetve ahogy azt mar bemutattuk
a szappansav és a szebalénsav kizar6lag a humén szébumra jellemzoek [18].

A faggydimirigy tanulmanyozasa in vivo a kiilonboz6é szovettani metszetek segitségével
szintén korlatokba {itkdzik. Az immunhisztokémiai festések sordn kapott eredményeket nem
csak a minta elokészitése soran hasznalt kiilonbozd olddszerek befolyasolhatjdk, de annak is
komoly szerepe lehet, hogy a faggyimirigy mely metszési sikjai keriilnek a latotérben
vizsgélatra. Ezt a problémat, mely a kiilonb6z6é fehérjék mennyiségének meghatarozasat
neheziti meg els6sorban, jol szemlélteti a 4. abra, ahol egy normal brmintan a leptin fehérjét
jeloltik meg. JOl latszik, hogy ugyanazon metszeten beliil 1€v0, nagy valoszintiséggel hasonlo
mikrokornyezettel koriilvett faggyumirigyekben, a jelolés erdssége jelentésen eltér a metszési
siktol fliggden. Az abran nyilakkal jeloltik (1, 2. a, 2. b és 3) azt a harom faggydimirigyet,

ahol harom eltérd fest6dési intenzitias figyelhetd meg.

17



4. abra A leptin immunhisztokémiai festése normal humdn bérben. Ugyanazon szévettani
minta harom kiilonbozé faggyumirigyében harom eltérd festodési mintdzat figyelheté meg,

melyeket az dbrdn nyilakkal jeloltiink (1, 2. a, 2. b és 3).

Részben az imént emlitett problémak miatt (is) a faggyamirigy miikddésének
tanulményozasara a kutatok kiillonbozo6 faggyusejtvonalakat hoztak 1étre, melyek segitségével
a sejtek in vitro tenyészthetdek, mikodésiik tanulmanyozhato, igy a kiilonb6zo
faggyumirigyhez kotheto betegségek kialakulasanak hatterében allé mechanizmusok is jobban
megérthetdek. Ilyen faggyusejtvonal pl. a SEB-1, a Seb-E6E7 vagy a - sajat kisérleti
rendszeriinkben is hasznalt - SZ95 sejtvonal.

Az immortalizalt human SZ95 faggyusejtvonal létrehozasdhoz a kutatdk az arcrol
szarmazd faggyusejteket olyan plazmiddal transzfektiltdk, amely a Simian virus-40 (SV-40)
nagy T antigénjének kodolo régidjat tartalmazta [24]. A sejten belill az SV-40 nagy T antigén

a proliferaciét gatld6 molekuldkkal (p53, DNS polimerdazok és transzkripcids faktorok)
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komplexet alkot ezaltal a sejtek megdrzik osztdédasi képességiiket [25, 26]. A transzfektalas
utdn az SZ95 faggyusejtek karakterizalasa is megtortént, mely soran megallapitottidk, hogy a
sejtvonalban minden, a lipid szintézishez fontos sejtalkotd, az intracellularis androgén
metabolizmushoz sziikséges enzimrendszer (ugy, mint az androgén receptor illetve a 3f3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz/A>*izomeraz enzim), tovabba a legfobb lipidek (szkvalén, viasz
észterek, trigliceridek és szabad zsirsavak) egyarant kifejezédnek [24, 27].

Az immortalizalt sejtvonalakon kiviil lehetséges primer faggyusejtek hasznalata is,
azonban ezek a sejtek jellemzden maximum 3-6 passzalast képesek tilélni és a passzalasok
elérehaladtaval egyre né a mar differencidlodott sejtek szdma, mikozben az osztédni képes
sejtek mennyisége fokozatosan lecsokken, jelentds heterogenitast eredményezve a hasznalt

kulturakban [28].

Rendelkezésre dllo dllatmodellek a patologias faggyumiikodés tanulmanyozashoz

Régi alapkérdése a faggydmirigy biologidnak, hogy a faggyusejtek milyen szerepet
tolthetnek be a haj kialakuldsdban, illetve novekedésében. A feltevés arra az
alapmegfigyelésre épiil, hogy a faggyimirigy mérete a haj ciklusaval szinkronban valtozik,
legnagyobb méretlivé a haj Un. telogén fazisaban valik, illetve a mar kordbban emlitett
jelenségre, hogy szdrszal nincs faggyimirigy nélkiil.

Az un. meztelen (nude) egér modellel probéltak a faggyimirigy szdrzetnovekedésben
betoltott szerepéhez kozelebb jutni és ebbdl kifolydlag keriilt szamos kutatd intézet
»eszkoztaraba”. A hattérben allo megvaltozott gén egy, a forkhead fehérjék csaladjaba tartozo
transzkripcids faktort kodol; a FoxN1 (forkheadbox N1, korabbi nevén Whn vagy Hfhll) gén
elhelyezkedése egerekben a 11-es kromoszémara, emberben a 17-es kromoszémara
lokalizalodik [29, 30]. Egerekben 6t allél mutacidja lett azonositva, melyek fenotipusukban

megegyeznek: (FoxnI™, Foxnl™5¢, FoxnI™*", Foxnl™Y, and Foxnl™S") [31, 32]. Erdekes
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modon, a ,nude” egér szérzetének hidnya nem jar egyiitt a hajhagymak szdmanak
csokkenésével/hidnyaval, tovabba a dermalis/follikularis fibroblasztok valamint a sz0rtiisz6
keratinocitéi is 1ényegében épek. Eltérés az epidermalis keratinocitdk abnormalis alakjaban
figyelheté meg csupan, mely azt eredményezi, hogy a stratum corneum lamelldi egyenetlenek
¢és konnyen elvalnak egymastol [33]. Ami a faggydmirigyeket illeti, morfoldgidjukat tekintve
valtozatlanok, elhelyezkedésiiket tekintve azonban azt a latszatot keltik, hogy lateralis
irdnyban némileg eltolédtak, ami a kitadgult infundibulumokkal (szdrtliszényildsokkal)
hozhat6 osszefiiggésbe [31]. Igy az adott mutaciét hordozé egérmodellt sokkal inkabb a
kecsegtetd lehetdségek, mintsem a valds relevancia allitotta a figyelem kdzéppontjéba.

Bar a faggyumirigy milkddésének megértéséhez a ragesalok (patkdny illetve egér)
preputialis mirigyeibdl szarmaz6 faggyusejtek hasznalata ugyancsak elterjedt, azonban tobb
szempontbdl szintén limitalt. Ezek a mirigyek ugyanis nem kapcsolddnak hajszalakhoz, az
altaluk termelt szébum lipidosszetétele pedig nagyban kiilonbozik az emberekben
megfigyeltektdl [34].

A horcsog lagyéki teriiletein és fiilében 1évé faggytimirigyek mar nagyobb hasonldsagot
mutatnak a human faggyimiriggyel: felépitésiikben megtaldlhaté az infundibulum, a
faggytimirigy kivezetd csove €s az Osszetett lebenyek is [35], androgénekre szintén képesek
reagélni, illetve a kutatdsban val6 felhasznalhatésaguk mellett sz6l az is, hogy az allat testérdl
a szOrt leborotvalva kiilonb6zé gyogyszerek topikalis alkalmazésa is lehetséges [36]. Ezen
tulajdonsagok az alapkutatas szempontjabdl kétségteleniil rejtenek lehetdségeket, de emberre

vonatkoz6 kovetkeztetéseket konnyelmi lenne pusztan ezekre az eredményekre alapozni.

20



A faggyusejtek osztoddsdnak koros szabdlyozdsa

A fentebb bemutatott egérmodellekkel szembeni csalodottsagot részben megmagyaraztak,
de ami még lényegesebb, hogy Uj iranyt is kijeldltek azok a vizsgalatok melyek a Wnt dtvonal
szerepét azonositottak a faggyusejtek osztddasiban és differencidlodasaban [37].

Az un. kanonikus Wnt ttvonal talan az egyik legfontosabb jelatviteli folyamat, mely a
faggydmirigy kialakuldsaban vesz részt. A Wnt szignalingban ligand hidnyiban a glikogén
szintaz kinaz 3 (GSK?3) foszforilalja a B-katenint, mely a proteoszéma rendszerben lebomlik.
Ligand jelenlétében azonban a kindz kikapcsol, a citoplazmaban pedig feszaporodik a -
katenin és egy kiiszobértéket elérve a sejtmagba transzlokalédik ahol transzkripcios
faktorokhoz (transcription factor [TCF]/ lymphoid enhancer-binding factor 1 [Lef1]) kotodik
[38]. Ezek a transzkripcids faktorok a c-myc, cyclin-D1 és az E-cadherin, sejtciklust
szabalyoz6 génekre hatnak [39]. Ha a Lefl funkciondlisan blokkolt, a haj follikulus Ossejtek
faggyamiriggyé torténd differencialodasa kovetkezik be [40]. Ami a Wnt/B-katenin dtvonal
faggyusejtek differencidlodasdban betoltott szerepét illeti, egymassal ellentétes hatdstak.
Transzgénikus egérkisérletekben a c-myc €s a P-katenin egyszerre torténd aktivalasakor
kolcsonos antagonizmust figyeltek meg: a c-myc gatolta a B-katenin altal szabalyozott haj
follikulus kialakulasat, a B-katenin pedig csokkentette a c-myc révén szabélyozott szebocita
differenciaciot [41]. A karosodott Wnt dtvonalnak a faggydimirigy differencidlodasban és a

daganatok kialakulasdban betoltott szerepét emberben is megerdsitettek [42-44].

A faggyumirigy gyulladdsos vdlasza

A faggylimirigy szamos un. mintdzat felismerd receptorral rendelkezik (Toll-like receptor
[TLR] 2, 4 és 6) melyek aktivalédasaval a pro-inflammatérikus citokinek (IL-1p, IL-6, vagy a
TNF-a), kemokinek (IL-8), antimikrobidlis lipidek, peptidek valamint a periglandularis
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peptidek és neuropeptidek (tovabbi) fokozott termelése figyelheté meg [45]. Ezen fehérjék
koziil mind az in vivo vizsgélt faggydmirigyekben, mind pedig az SZ95 faggyusejtekben
altalanosan jellemz6 az IL-6 és az IL-8 jelenléte, melyek termelddése lipoxigenazok (LOX)
vagy arachidon sav jelenlétében tovabb fokozddik [46].

A faggyumirigyek az intenziv lipidmetabolizmusukat is képesek a gyulladasos vélaszuk
kialakitdsara hasznélni, olyan medidtorok termelésével, mint kiilonb6z6 leukotriének (LT),
prosztaglandinok (PG) vagy a 15-hidroxi-eikoza-tetraenolsav. A A6-deszaturdz és a AS-
deszaturdz kulcsfontossagu enzimek a tobbszordsen telitetlen zsirsavak, mint pl. az arachidon
sav szintézisében is, mely a pro-inflammatérikus eikozanoidok (pl. leukotrién A4 [LTA4], B4
[LTB4] és prosztaglandin E> [PGEz]) prekurzoriul szolgal [46, 47]. Ezek a gyulladisos
mediatorok arachidon savbol vagy linolsavbol a cikloxigendz (COX) és a LOX enzimek
segitségével szintetizalddnak. A COX enzimnek két izoform4jat kiilonboztetjiikk meg (COX-1
és COX-2), melyek szintén megtaldlhatdak a faggyusejtekben, s6t az aknés betegek
faggyimirigyében a COX-2 expresszidja jelentdsen megemelkedik in vivo is [48]. A
leukotriének nem csak pro-inflammatdrikus szabalyoz6 molekuldk, de kemoattraktans hatasuk
is ismert szamos immunsejtre. SZ95 faggyusejtekben mRNS és fehérje szinten egyarant
megfigyelhetd a LOX ¢és az LTA4 hidrolaz expresszidja, mely enzimek az LTB4 szintézisében
toltenek be fontos szerepet [46].

A fent emlitett gyulladdsos mediatorok, enzimek és fehérjék termelésén til a faggytimirigy
kiilonb6zé neuroendokrin/neuromediator folyamatba is integralhatd a neuropeptideken és
periglandularis peptideken keresztiil, melyek kiilonb6z6 idegrendszeri folyamatok révén fejtik
ki (pato)fiziologids hatdsukat a bdérben [49]. A kortikotropin-felszabadité hormon (CRH)/
propiomelanokortin (POMC) rendszer a borben lejatsz6do stressz folyamatok egyik legfobb
szabalyozdja [50]. Normal és aknés bor faggyumirigyében tovabba SZ95 faggyusejtekben

egyarant megfigyelheté a CRH, a CRH-kot6 fehérje (CRH-BP) valamint a CRH receptor 1
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(CRH-R1) jelenléte, melyek androgénekkel, Osztrogénekkel és novekedési hormonnal
egyiittesen a lipidtermelés fokozasaért felelosek [51]. A faggytsejtekre nézve a CRH hatasa
inkdbb pro-inflammatérikusnak tekintheté (mivel indukdlja a gyulladdsos citokinek
termelddését), szemben az a-melanocita stimuldlé hormonnal (a-MSH) illetve az a-MSH-bdl
szarmazo tripeptiddel (KdPT), amelyek csokkentik azt [S52]. A faggyusejt in vitro és in vivo
egyarant képes melanokortin peptidek eldallitasara, melyek a melanokortin receptorokon
(MC-R) keresztiil fejtik ki (elsésorban) immunmodulalé hatdsukat [53]. Tovabbi érdekesség,
a substance P neuropeptid megjelenése gyulladt faggyamirigy koriil 1évo idegrostokban
felvetve ezzel, hogy az idegi eredetli gyulladdsos folyamatok és a faggyimirigy mikodése is

osszekapcsolodhat [54].

A faggyumirigy betegségekhez tdrsulo koros mitkédése

Akné

Az akné, a pilosebaceus egység gyulladdsa, az egyik leggyakoribb borbetegség, mely
egyes tanulmanyok szerint a serdiilék 90%-at érinti, de a tiinetek kozel 20%-ban felndttkorban
is megmaradnak [55]. Legfontosabb klinikai jellemz6i a gyulladdsos comedok, papulék,
pustuldk és cisztak kialakuldsa a faggyumirigyben gazdag borteriileteken, azaz jellegzetesen
az arcon, mellkason és a haton. A faggyumirigy mellett a keratinocitdknak csakigy, mint az
immunsejteknek, elsdsorban makrofagoknak és Th17 limfocitdknak, egyarant fontos szerep
jut a gyulladdsban [56]. Szdvettanilag a faggyimirigy ,,szétrobbanédsa” jellemzd, mely sordn
jelentds gyulladdsos sejtinfiltratum alakul ki és megemelkedik az IL-1B és az IL-17A
citokinek szintje. Az IL-17 olyan, elsésorban a Th17 sejtek altal termelt kulcsfontossigu

citokin, mely az IL-6 és a signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3)

crer
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follikularis keratinocitdk homeosztazisanak felborulasat eredményezi [57]. Ezenkiviil szamos
hipotézis a Propionibacterium acnes (P. acnes) -t is kulcsfontossagunak tekinti az akné
kialakuldsaban [58, 59]. A legelfogadottabb elmélet szerint a pilosebaceus egység nyilasanak
elzarddésa a keratinociték altal és igy a szébum kiiiriilésének megakadéalyozéisa, melyben a P.
acnes mint a keratinocitak osztddasat és gyulladasat befolyasol6 stimulus lehet fontos az akné
iniciacidjaban [60, 61]. Az, hogy a P. acnes képes-e ténylegesen kapcsolatba keriilni a
faggyusejtekkel tovabbra is vitatott, ugyanakkor kiilonb6z6é termékei (pl. az éltala termelt
lipazok) kétséget kizardan hatdssal lehetnek a faggyuimirigyre is. Kisérletes adatok alapjan a
P. acnes nemcsak az NLR Family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) inflammaszéma
aktivitasat és igy az IL-1P termelddését fokozza, de a TLR2 utvonalon keresztiil noveli az IL-
8, IL-12 és TNF-a szinteket is éppugy a faggyusejtekben, mint a makrofagokban [62]. A
betegség  kialakuldsdban a megvéltozott hormondlis hatdsok szerepe szintén
megkérddjelezhetetlen, magyarazatot adva arra, hogy az akné miért jellegzetesen a serdiil6kor
megbetegedése. Ezen tényezOk ugyanakkor mégsem elegendéek a folyamat teljes
megértéséhez, hiszen a P. acnes az egészséges bormikrobiom része, a hormonalis hatasok
pedig a késobbi ¢€letkorban is jelen vannak akkor, amikor az aknés tiinetek mar elmultak [63,
64]. Az intenziv kutatdémunka ellenére, a hattérben allé6 ok(ok) és azok kapcsolata jelenleg
éppugy nem tisztazottak, mint ahogyan az sem, hogy mi vezet a faggyimirigy megndvekedett
szébum termeléséhez, illetve az aknés bor szébum 0Osszetételének megvaltozasanak lehet-e
koroki szerepe. Utdbbira az alabbiakban kivanunk részletesebben kitérni.

Az aknéval kapcsolatos vizsgalatok csokkent linolsav mennyiséget mutattak ki az érintett
betegek borében, mely alapjan jogos a feltételezés, hogy a linolsav kozvetleniil részt vesz a
faggyumirigy lipid szintézisében, tovabba ez a csokkent linolsav mennyiség befolyasolhatja a
szfingolipidek Osszetételét a follikulusokban [17]. Aknés betegek esetében az acil-

ceramidokat tartalmazé linolsav mennyisége alacsonyabb szédzalékban figyelhetdé meg.
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Tovabba, a szfingolipidekben bekovetkezd linolsav deplécid lehet felelds a follikularis
hiperkeratinizacié folyamataért, amely kozponti szerepet tolt be az akné kezdeti fazisara
jellemz6 comedok kialakul4sban [65].

Szamos tanulméiny szignifikdns eltérést mutatott ki a telitett és telitetlen zsirsavak
ardnyédban is. Az aknés betegek borfelszinén elsdsorban a C16:0/C16:1 trigliceridek és viasz-
észterek ardnya magasabb. A szebogenezisben és az akné kialakuldsiban a tiinetek
sulyosbodésa és a megndvekedett szébum termelés mellett kiemelt szerepe van a zsirsavak
mennyisége és aranya [17]. A kiilonboz6 zsirsavak ardnyaban bekovetkezd valtozas bizonyos
specifikus deszaturdz enzimek (pl. zsirsav-deszaturdz [FADS2]) aktivitdsdnak és/vagy a
akné kialakulasat [66].

A gyulladasos folyamatok és a comedok kialakuldsaban a lipid peroxidoknak is jelentds
szerepet tulajdonitanak, mivel a gyulladasos 1ézidkban a lipidek peroxidacidjanak mértéke
emelkedett a nem gyulladasos 1éziokkal osszehasonlitva [67]. In vitro kisérletek kimutattik,
olyan gyulladasos mediatorok emelkedéséhez, mint az IL-6. A peroxidilédott szkvalén miatt
kialakult oxidativ ,,teher” hatasara megnd a citotoxikussag €s nagyobb eséllyel jelennek meg a
comedok [68]. A bdr a peroxidalt szkvalén karos hatasainak kivédésre egy belsdé védelmi
rendszert épitett ki. A szébum 4ltal termelt E vitamin fontos antioxiddns szerepet tolt be a
borben. Az aknés betegek szébumdban a szkvalén peroxidok megndvekedett mennyisége
valamint az E vitamin szint csokkenése figyelheté meg [69].

Klinikai és kisérletes megfigyelések egyarant ravilagitottak arra, hogy az androgének is

c 20z

termelddnek a faggyumirigyben egy, a mellékvesébdl szdrmazd prekurzor hormonon, a
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dehidroepiandroszteron  szulfiton (DHEAS) keresztil. A  tesztoszteron és a
dihidrotesztoszteron a legfontosabb androgének, melyek kapcsolatba 1épnek az androgén
receptorral a faggytimirigyben [70]. Az akné kialakulasadban betoltott fontos szerepiiket az
alabbi klinikai megfigyelések tamasztjak ala: 1) az un. korai akné a prepubertds iddszakban
alakul ki, amikor is a szérum DHEAS szintje emelkedett; 2) a tesztoszteron és a DHEAS
szisztémas alkalmazdsa noveli a faggydmirigyek méretét és az 4ltaluk termelt szébum
mennyiségét; 3) a stlyos aknéban szenvedd betegek széruméban gyakran emelkedett DHEAS
szint figyelheté meg [71].

Habér ismert, hogy az androgénekkel szemben az 0Osztrogének csokkentik a szébum
termelését, a folyamat hatterében all6 pontos mechanizmusrdl keveset tudunk. Egyes
feltételezések szerint az 6sztrogén kozvetleniil antagonizdlhatja az androgének hatasit, egy
negativ visszacsatolas segitségével gatolhatja az ivarmirigyekben torténd termelddését esetleg
kozvetleniil szerepe lehet a zsirtermelésben szerepet jatsz6 gének szabalyozasaban [45, 72].

A fent emlitett zsirokon kiviil az akné kialakuldsaval Osszefiiggésbe hozhat6é az inzulin-
szerii novekedési faktor (IGF) és a novekedési hormon is, mivel ezek szérum szintje
emelkedett serdiilékorban, amikor az akné kialakuldsanak esélye a legnagyobb [49]. Tovabba
a neuropeptidek koziil a substance P expresszidja is fokozddik az aknéban érintett
faggydmirigy koriil, mely hatdsara kisérletes koriilmények kozott megnétt a faggytimirigy

mérete és az Osszmennyisége is a dermiszben [54].

Seborrheds dermatitis

A seborrheds dermatitis a faggyuimirigy gyulladasos betegsége, elsOsorban a test azon
részeit érinti, ahol nagy szdmban fordul el6 faggytumirigy, pl. szemoldok, fejbor vagy a torzs
felso része. Jellemzo tlinetei a bor gyulladasa, pirossaga, viszketése illetve korpas lerakddas.

Kialakulasdnak pontos oka eddig ismeretlen, szdmos tényezd befolyasolhatja, mint pl. a
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Malasseiza élesztégomba jelenléte a fejboron tovabba a stressz, faradtsag, taplalkozas vagy

neurolégiai allapotok is felmeriiltek koroki tényezoként [73, 74].

Rosacea

A rosacea a bor kronikus gyulladasos megbetegedése, mely soran az orron, arcon, allon
illetve a szemek koriil a bér kivorosodik, majd az arcon illetve a nyakon értadgulatok jelennek
meg, nem ritkdn gyulladt gennyet tartalmazé csomokkal. Mivel a tiinetek a
faggyamirigyekben gazdag teriileteken jelennek meg, ezért 6hatatlanul is felvetddik a kérdés
hogy a rosacea is a faggyumirigy megbetegedéseihez sorolhaté-e [75, 76]. A feltevést
ugyanakkor nagyban megcéfoljak a szovettani vizsgalatok eredményei, mely a gyulladdsos
szoveti infiltradtumot csaknem valamennyi esetben nem a faggydmirigyek koriil talaljak,
hanem subepidermélisan, s6t a faggyimirigyek koriil nem ritkdn latvanyosan hidnyzik is a

gyulladas.

Sebaceous hiperpldzia

A sebaceous hiperpldzia esetében az arcon sargas, fényes duzzanatok jelennek meg és
elsésorban 1jszilotteknél, illetve kozép vagy idéskort embereknél figyelhetdé meg.
Kialakulasdnak hatterében elsdsorban genetikai faktorok feltételezhetdek, de érdekes

megfigyelés, hogy az érintettek gyakran cyclosporin kezelés alatt allnak [77, 78].

Sebaceoma és sebaceous karcinoma

A sebaceoma a faggyumirigy joindulati daganata, mig a sebaceous karcinoma mar a
malignusan transzformalt faggyuasejtekbdl kiinduld tumor, ahol a sejtek agressziv

differencialédési folyamatokon mennek keresztiil. Mindkét daganat el6forduldsa rendkiviil
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ritka az emberben. Humén sebaceus adenomdban és sebaceomaban egyarant kettds nukleotid
mutécio keriilt leirasra a lefl gén B-katenint kotd doménjaban, melyek faggyisejtosztodasban

betoltott szerepét korabban méar részleteztiik [78, 79].

3.5. A zsirszovet és a faggyumirigy kozotti hasonlosdg

A faggyumirigy miikodésének egyik kozponti és talan egyben legérdekesebb kérdése, hogy
mennyire allithatd parhuzamba a szintén elsddlegesen zsiranyagcserét folytatd zsirsejtekkel,
melyek hasonloan képesek sejtszinten 0sszekapcsolni a gyulladast a zsiranyagcserével.

A parhuzam olyan, mar a zsirsejtek differencidlodasdban kulcsfontossagu transzkripcios
faktorok szintjén is megjelenik, mint a CCAAT/enhancer binding proteinek (c/EBP) és a
PPAR-ok [80, 81]. A zsirsejtek terminalis differencidciidcidjanak iranyitasaért e két
transzkripcids faktor egymdassal vald szoros egyiittmiikodése elengedhetetlen, ahol a kezdeti
szakaszban a c/EBP-f és a ¢/EBP-0 magas szintje figyelhetd meg, mely egyuttal a PPARYy
fokozott expresszidjat is eredményezi, mig a c/EBP-a ,fenntartd” szereppel bir a késéi
fazisban [82, 83]. Humén bdrben, a szortlisz6 dermalis és epitélidlis sejtjeiben szintén
azonositottdk a c/EBP-a, -B, -0-t, melyek koziil kiilonosen magas mennyiségben a c/EBP-3
volt megfigyelhetd a haj follikulusokban és a faggyimirigyben. In vivo és in vitro vizsgalatok
egyarant alatimasztottak, hogy a c/EBP-a és —f a faggylimirigy bazalis sejtrétegében talalhatd
meg, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a differenciacio kezdeti szakaszaban tolt be fontos
szerepet [84]. Ez az expresszios profil részben eltérd a zsirsejtek esetében megfigyeltektdl,
amit magyarazhat az, hogy a sejtek altal termelt lipidek sorsa més; mig a zsirsejtek a sejten
beliil felhalmozzak az eléallitott zsirokat, addig a faggyusejtek tiritik azt.

A PPAR-ok a retinoid X receptorral (RXR) heterodimert alkotva a DNS meghatarozott

véilaszadd elemeihez kotddnek és képesek kozvetleniil szabdlyozni célgénjeik atirddasat.
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Harom kiilonb6z6 izotipusat kiilonboztetjik meg a PPAR-oknak (o, /6, y), melyek
mindegyike megtalalhatd a borben ¢és a faggyamirigyben egyarant [85]. A PPARy
megjelenése a zsirszovet differencidlédasaban kulcsfontossagu, de a borspecifikus knock out
egereken végzett kisérletek azt is igazoltdk, hogy a funkciondlis PPARY receptor sziikséges a
faggyamirigy megfeleld fejlodéséhez is [86].

Miutan beigazolddott a ¢/EBP és PPAR transzkripciés faktorok kozponti szerepe a
faggyusejtek differencidlédasi és lipid termelési folyamataiban, tovabbi vizsgédlatok szamos
mas zsirsejt specifikus transzkripcids faktort azonositottak. Szintén az RXR receptorral képez
heterodimert és a PPAR-okhoz hasonl6 mechanizmussal képes szabalyozni a génkifejezddést
(bar részben eltérd célgéneken keresztil) az LXR is, mely szintén jelen van a
faggytimirigyben [87]. Ahogy a PPAR tugy az LXR is kulcsszabilyozdja a sejtszintli
zsiranyagceserének a kiillonbozd, altaluk szabéalyozott ABC transzportereken, zsirmetabolizald
enzimeken és egyéb transzkripcids faktorokon keresztiil, mint példaul a sterol regulatory
element-binding protein-1c (SREBP-1c). Az SREBPIc nemcsak szabalyozza a teljes
triglicerid mennyiséget a szébumban, de a A6-deszaturdz és a sztearil-CoA deszaturaz
enzimeket kodold gének kifejezOdésének szabdlyozasan keresztiil noveli az egyszeresen
telitetlen zsirsavak mennyiségét is [88], melynek jelentdségét kordbban mér részleteztiik.

A pre-adipocita sejtekben azonositott galectin-12, melynek fokozott expresszidja a
sejtciklus G1 fazisban torténd megallitasaért felel, tovabba a c/EBP-a, -f, a PPAR-y, valamint
a SREBP-1c transzkripcios faktorok szabalyozoja is szintén megtaldlhatdo a faggyumirigy
bazalis rétegét alkoto sejtek magjaban és citoplazmajaban [20, 84, 85].
proliferaciés folyamatainak szabalyozasaért felelds [89], de a zsirsavak felvételét és
metabolizmusét is kontrollalja [90]; expresszids szabalyozasat a c/EBP-a valamint a SREBP-

Ic transzkripcids faktorok befolyasoljak [91]. A faggyumirigy bazalis sejtrétegeiben vald
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lokalizacigja arra enged kovetkeztetni, hogy a faggyusejtek esetében is (csak ugy, mint a
zsirsejteknél), szintén differencialodasi €s proliferacios folyamatok szabalyozasaért tehetd
felelossé [20].

A faggyusejtek a zsirsejtekhez hasonldan a differencidlédasi folyamatok soran (ahogy errdl
méar kordbban f{rtunk) az eldallitott nagy mennyiségli zsirokat citoplazmatikus
vezikulumokban, un. lipid cseppekben taroljak, melyek széli részein kiilonféle fehérjék
vannak jelen [11, 12]. A perilipinek (PLIN) csoportjaba szdmos fehérje tartozik, melyek mind
olyan foszfoproteinek, amelyeket a zsirsejtek esetében azonositottak, lipid metabolizmust,
lipogenezist és lipolizist szabalyoz6 faktorként [92]. Vizsgélatok in vivo kimutattak a perilipin
jelenlétét horcsog faggytimirigyében valamint in vitro differencialodott faggytsejtekben is a
lipid cseppek felszinén [93, 94]. A perilipin A expresszidja nem a bazilis sejtsorban 1€vo
sejtekre, sokkal inkdbb a suprabazilis réteg sejtjeire jellemzd, ahol a lipid cseppek a
legnagyobb mennyiségben figyelhetéek meg Osszhangban azzal, hogy ezek a sejtek mar
készen 4allnak a szébum leadasdra. Tovabbi kutatisok a perilipin csaldd szdmos tagjat
azonositottak human faggyimirigyben is, melyek expresszidja eltérd volt attol fiiggden, hogy
a sejtek a differencialddasi folyamat mely fazisdban tartottak [12]. A legmagasabb szinten
kifejez6d6 a PLIN2 volt melyet, ha kisérleti koriilmények kozott lecsokkentettek az SZ95
faggyusejtekben, akkor csokkent a lipogenezis. Hasonl6 eredmények voltak a PLIN2 knock
out egérben (Plin2”) is, ahol kevesebb sejt volt megfigyelhetd a faggytmirigyben, mely
Osszességében kisebb faggyumirigyet és szignifikdnsabban kevesebb proliferdld sejtet

jelentett [12].
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3.6 Adipokinek

A fehér zsirszovet elsddleges feladata a felesleges tapanyag trigliceridek formajaban
torténd raktarozasa [7]. Felépitésében az adipocitakon kiviil szamos mas sejttipust is tartalmaz
ugy, mint a preadipocitdkat, limfocitdkat, makrofagokat, endotélsejteket és fibroblasztokat
[95]. Miikodeését tekintve egy rendkiviil dinamikus szerv, mely az 4ltala termelt és a
keringésbe eljuttatott fehérjéken, az tn. adipokineken keresztiil szdmos (pato)fizioldgiai és
metabolikus folyamat szabalyozdsaban vesz részt mind a kornyezd szovet, mind pedig a
szervezet egésze szintjén. Az adipokinek csaladjaba tartozo fehérjék koziil ezidaig csupan az
IL-6, az IL-8 [46] (melyeket méar érintettiink a faggyumirigy gyulladast szabalyozé

szerepének bemutatasakor) és a resistin lett azonositva a faggyusejtben [20].

Az adipokinek csaladjanak tagjait leggyakrabban az alabbi szempontok szerint kategorizaljuk:
1) klasszikus citokinek (pl. IL-6);
2) a vérnyomds €s a lipid metabolizmus szabalyozasdban szerepet jatszo fehérjék (pl.
apelin és RBP4);
3) az erek valamint a gliikoz homeosztazisban fontos fehérjék (plazminogén aktivator
inhibitor-1 [PAI-1], leptin, adiponektin, resistin, visfatin);

4) kemoattraktans tulajdonsaggal bir6 adipokinek (chemerin és MCP-1)

Mivel a legtobb adipokin hatasa nem kizarolag egy sejtre vagy egy folyamatra irdnyul,
ezért csoportositasuk taldn relevansabb, ha a gyulladasra kifejtett hatdsuk alapjan torténik,
megkiilonboztetve ezzel igy pro- és anti- inflammatdrikus hatasu adipokineket. A pro- €s anti-
inflammatoérikus adipokinek aranyanak felboruldsa szamos metabolikus rendellenesség

kialakuldsahoz vezet, mely koziil az adipokinek obezitisban €s az ahhoz kapcsolodd

31



szisztémas gyulladasban betoltdtt szerepe az egyik legintenzivebben kutatott teriilet
napjainkban.

A kovetkezd részben egy-egy példan keresztiil kivanjuk bemutatni a legismertebb
adipokinek gyulladasban betoltott szerepét a teljesség igénye nélkiil, hisz csaknem lehetetlen
kitérni valamennyi, tobbféle sejttipus, patoldgiai kornyezet és betegség modell szemszogébdl
tortént vizsgalatok eredményeire. Ugyanakkor pont ez a komplexitds az, ami rdmutat az

adipokinek kulcsszerepére és izgalmassa teszi a borgydgyaszati kutatas szamara is.

A pro-inflammatorikus adipokinek celluldris és szisztémds hatdsa

IL-6

Az IL-6 az els6d olyan inflammatdrikus mediator volt, melyet a monocitdk, makrofigok,
endotélsejtek, keratinocitak és fibroblasztok mellett a faggyusejtekben is azonositottak
gyulladdsos stimulusok hatdsara a bérben [46, 96]. Endokrin, parakrin és autokrin médon
egyarant képes aktivalni a Janus tirozin kiniz 2 (JAK?2), STAT-1, STAT3 illetve a mitogén
aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonalakat [97]. Célsejtjeire kifejtett hatasainak széles a
palettaja; a B sejtek differencidlodasanak és plazmasejtekké valo érésének indukcioja [98], a
naiv CD4" T sejtek effektor T sejtekké torténé differencialodasa [99], vagy a keratinocitak
hozzédjarul az IL-6 kulcsszerepéhez szamos borgyogyaszati gyulladdsos korképben.
Szérumban mérhetd szintje nem csak a testtomeg novekedésével, de a plazma szabad zsirsav

ardnyanak megemelkedésével is parhuzamosan novekszik [100].

32



Leptin

Az obez (ob) gén Aaltal termelt leptin mint az Un. ,,jollakottsag érzet hormonja” lett
azonositva €s csaknem azonnal mind a tudomanyos, mind pedig az altalanos érdeklddés
kozéppontjdba keriilt. A fehér zsirszovet a fokozott zsirfelvételének hatdsira jelentds
mennyiségben szabadit fel leptint, ami a keringés utjan eljut a hipotalamuszhoz is, melyen
keresztiil az étvagyat képes szabalyozni, jollakottsdg érzetet kivaltva ezzel [101]. Ugyanakkor
mas udtvonalakon keresztiil is szerepet jatszik az anyagcsere és igy a testtomeg
szabilyozisiban azaltal, hogy képes az energia felhasznalast is stimulalni.

A leptin receptornak hat kiilonb6z6 ,,splice” varidnsat kiilonboztetjilk meg (Ob-Ra, Ob-Rb,
Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re és Ob-Rf), melyek koziil egyediil a hosszu izoforménak (Ob-Rb) van
biologiai hatisa [102]. Leptin jelenlétében az Ob-Rb JAK?2 €s a STAT3 szignéltranszdukcios
utvonalat aktivalja. Ugyanakkor a JAK2 és STAT3 utvonalakon kiviil ez a receptor képes a
MAPK csalad tagjainak (p38 MAPK) valamint a stressz-aktivalt protein kindz c-Jun N-
termindlis kindz (JNK) szabdalyozaséara is [103, 104]. A fent emlitett jelatviteli utvonalak
kozos végpontja a nukledris faktor kappa-konnyl-lanc-enhanszer aktivalt B-sejtek (NF-kB)
transzkripcids faktor, mely a gyulladasos citokinek transzkripcidjanak legfébb szabélyozoja.
Ez a jelatviteli kaszkad felelds példaul a leptin pro-inflammatérikus citokinek (TNF-a, IL-6
valamint IL-12), CC-kemokin ligandok (CCL3, CCL4 és CCLS) és a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) termelddésének fokozasdra a monocita/makrofagokban, fokozva ezzel nem csak a
sejtek immunvalaszat, de eldsegitve a sejt proliferaciot és migraciot is [105, 106]. A T sejtek
esetében az anti-inflammatérikus Th2 citokinek pl. az IL-4 termelddését képes gatolni,
mikozben indukalja a pro-inflammatdrikus citokinek, mint az IL-2 és IFN-y felszabadulasat
[107]. Ujabb eredmények a Th17 iranyd T sejt polarizacioban is kozponti szerepét talaltak
[108], mely sejtcsoport jelenléte szdmos bdérgydgyaszati megbetegedésben tgy, mint az

aknéban is ismert.
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Ahogy mar utaltunk rd, a vérben 1év6 leptin kulcsszerepet tolt be a zsiranyagcsere és a
gyulladas Osszekapcsolasiaban, mennyisége pozitiv korrelaciét mutat a testtomeg indexszel
(BMI) és az adipocitdk méretével egyarant [109]. A leptin kozvetlen befolyédssal lehet az
inzulin érzékenységre 1is, ugyanis leptin (ob/ob) deficiens egerekbe leptint juttatva
szignifikdnsan csokkentette a szérum glilkéz mennyiségét €s eldsegitette a gliikoz medialt
inzulin szekréciét [110].

A leptin (ob/ob) és a leptin receptor deficiens (db/db) egereket nem csak az extrém
obezitds jellemzi, de szdmos mads rendellenesség is megfigyelhetd csakigy, mint az ismert
leptin hidnyos betegek esetében, akik nem csak (a vartnak megfelelden) jelentdsen obezek, de
korhazi ellatasukra gyakran szepszis miatt keriil sor. Ez ugyanakkor csak elsé hallasra tiinik
meglepének, hisz a funkciondlis leptin receptor (Ob-Rb), ahogy azt bemutattuk, az
immunrendszer sejtjein is megtaldlhatd, ezéltal az egyik legizgalmasabb kapcsolatot teremti

meg a zsiranyagcsere €s a gyulladas/immunvalasz kozott.

Resistin

A resistin az un. ciszteinben gazdag resistin-szerli molekuldk (RELM) csoport tagja [111].
Béar kezdetben ugy tartottdk, hogy elsésorban az adipocitdk expresszaljak, de jelen tudasunk
szerint Ugy tlinik, hogy sokkal jelentdsebb resistin forrasnak szamitanak a monocitdk és a
makrofdgok, mely sejtekben szdmos gyulladasos citokin (IL-6, IL-1B és TNF-a) képes
indukalni az expresszidjat [112-114]. Komplex hatasat jelzi, hogy épp tugy képes a
zsirsejtekben az inzulin-medialt szignal utvonalat gatolni (a suppressor of cytokine signaling 3
[SOCS3] aktivalasaval), mint a hipotalamuszon keresztiil TLR4 ttvonal fiiggé mdodon inzulin
rezisztenciat indukdlni [115]. Tovadbbd az NF-xB tutvonalon keresztiil stimulalja a human
mononukledris sejtek IL-6 és TNF-a termelését, aktivalja a JNK és a p38 MAPK ttvonalakat,

valamint ér endotélsejtekben fokozza a pro-inflammatérikus (vaszkularis sejt adhézios
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molekula 1 [VCAMI]) és az intercelluldris adhéziés molekulak (intercelluléris sejt adhézios
molekula 1 [ICAMI1]) kifejezddését [116, 117]. A resistin deficiens ob/ob egér az extrém
mértékili obezitds mellett karosodott gliikk6z tolerancidval és inzulin érzékenységgel is
jellemezhetd. Az emberi szervezetben azonban a resistin funkcidja nem tisztazott, ugyanis a
fent emlitett adipokinekkel ellentétben, szérumban 1évé mennyisége nem ardnyos az

obezitassal vagy az inzulin rezisztenciaval [118, 119].

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

A serpin E1 termelddése a zsirszovet mellett az endotélsejtekben is jelentés mennyiségben
megfigyelhetd, ahol fontos szerepet jatszik a vaszkularis homeosztazis fenntartdsaban azaltal,
hogy gétolja a plazminogén aktivitisat, befolyasolva a véralvadasi kaszkadot [120]. Az
érelmeszesedésben, az obezitisban és az ezekhez a betegségekhez szorosan kapcsolodo
inzulin rezisztencia kialakulasiban a serpin E1 megnodvekedett szérum szintjét figyelték meg.
Tovabba egyes feltételezések szerint az obezitdsban szenvedd betegek fokozott trombozis
hajlama is az emelkedett serpin El szint miatt lehetséges, mely jelenleg is a serpin El-re
iranyuld kutatdsok legjelentdésebb irdnyvonala [121, 122]. Ezenkivill a serpin El
megemelkedett szintje figyelhetd meg gyulladdsokban vagy példaul a sebgyogyuldsban

csakugy, mint a kiilonb6z6 tumorok (pl. melanoma) esetében is [123, 124].

Visfatin

A visfatinnak szintén egyértelmli szerepe van a zsirszovet miikodése és a gyulladasos
folyamatok 0Osszekapcsoldsaban. Pro-inflammatérikus hatdsa mellett részt vesz az inzulin
rezisztencia kialakitdsdban is, egyfajta inzulint ,,utanzd” hatassal, mely képes az inzulin
receptor aktivildsara [125]. Az irodalomban a visfatin pre-B-sejt kolonia-stimuldlé faktor

(PBEF) néven is megtaldlhatd, ugyanis eredetileg, mint a B sejtek differencidlédasdnak
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szabdlyozdja keriilt leirdsra, amelyet a limfocita, csontveld-, izom- és madjsejtek is
expresszalnak és csak késobb lett azonositva hogy a zsirszovetben is termelddik igen nagy
mennyiségben [126]. A visfatin a legtobb adipokinhez hasonl6éan egyarant részt vesz
metabolikus folyamatok szabdlyozasidban, mint pl. a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD)
bioszintézis, vagy a hasnyalmirigy B-sejtjeinek inzulin szekréci6ja. Tovabba képes
szabalyozni a gyulladdsos utvonalakat is, mint a p38 MAPK és az extracellularis szignal-
regulalt kindz (ERK) dtvonalak, melyek az IL-6, IL-1B és TNF-o citokinek jelentds
felszabadulasdhoz vezetnek [125, 127]. A visfatin az atherosclerotikus 1éziok un. ,,habos”
sejtjeiben, az egyik legnagyobb mennyiségben elofordulé gyulladdsos medidtor [128],
ugyanakkor hatdsa egyenlére nem teljesen tisztazott, ahogyan az obezitdsban vagy a 2-es

tipusu cukorbetegségben betoltott szerepe sem.

Apelin

Az apelin az orphan G protein kapcsolt receptor (APJ) ligandja, mely fontos szerepet tolt
be a vérnyomas, az angiogenezis €és a folyadék homeosztazis szabalyozasaban [129, 130].
Ugyanakkor jelentds mértékben kifejezddik a zsirszovet, az emldmirigyek, a here, a tiido és a
ma4j sejtjeiben is rdmutatva szamos, ez iddig nem, vagy nem teljes részletekben karakterizalt
hatdsdra. Maganak az apelinnek a termelddése is szoros kapcsolatban 4ll a gyulladéssal,
legfébb stimulusa a TNF-o0, aminek hatasara jelentdsen fokozodik az apelin expresszidja a
zsirszovetben [131]. Apelin deficiens egerekben inzulin rezisztencia kialakulas figyelhetd
meg, mivel az apelin az AMP aktivalt protein kinaz (AMPK) ttvonalon keresztiil serkenti a

gliiloz felvételt és gatolja a lipolizist [132].
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Chemerin (tazaratone-induced gene 2; retinoic acid receptor responder 2 [RARRES2])

A chemerin aktiv szerepe az adipogenezis folyamataban €s a zsirsejtek metabolizmusanak
szabalyozasaban szintén jol ismert [133]. A szérumban 1év0 chemerin szintje pozitiv
korrelaciot mutat a BMI-vel, az éhgyomri vércukorral, a triacilglicerolok és a gyulladisos
citokinek mennyiségével [134]. Receptora a G protein kapcsolt receptorok csaladjaba tartozd
ChemR23, mely expresszija a tobbi adipokinekhez hasonléan nemcsak adipocitikban, de
makrofagokban, dendritikus sejtekben ¢és endotélsejtekben is megfigyelhetd [135]. Szintjét
mind az IL-6, az IL-1P és a TNF-a gyulladasos citokinek képesek megemelni. A chemerin
kemoattraktans tulajdonsagénak koszonhetéen a gyulladdsos folyamatokat szabalyozza
azaltal, hogy eldsegiti az immunsejteknek a gyulladas helyszinére torténd vandorlasat [136,
137]. Komplex hatisat jol szemlélteti, hogy olyan sejtekre is képes hatést kifejteni, mint a

porcsejtek, melyekben fokozza kiillonboz6 matrix metalloprotedazok termelddését, ezaltal

crer

Retinol-kité fehérje 4 (RBP4)

A méjsejtek altal termelt RBP4-et, mely a retinol (A vitamin) keringésben val6 szallitasaért
felelds, legujabb kutatdsok alatdmasztottak, hogy a hepatocitakon kiviil az adipocitdk és a
makrofagok is képesek termelni [139, 140]. Hatasat tekintve kulcsfontossagu szerepet tolt be
a glilk6z homeosztazis szabalyozasaban, valamint jelentds pro-inflammatdérikus hatéssal is bir,
melyet jol példaz a humén primer endotélsejtek fokozott citokin (IL-6, CCL2 és VCAMI1)
termelése RBP4 hatdsara, melynek a kardiovaszkularis betegségekben lehet kulcsszerepe
[141]. Az emelkedett RBP4 szintje a szérumban olyan betegségekkel hozhat6 Osszefiiggésbe,
mint a metabolikus szindrébma, a magas vérnyomads, a nagy denzitisu lipoprotein (HDL)
alacsony szintje, a koleszterin és a triglicridek emelkedett mennyisége €s a megnovekedett

BMI [142].
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Monocita kemoattraktdns protein-1 (MCP-1)

Az MCP-1, mely CC-kemokin ligand 2 néven is ismert, taldn az egyik legfontosabb
adipokin a zsirszovet gyulladdsos kornyezetének kialakitdsaban, ugyanis az immunsejtek
elinditasaért felel [143]. Ahogy a legtébb adipokinrdl, ugy az MCP-1 rdl is kideriilt, hogy nem
csak a zsirszovet, de szdmos immun-, k6tdszdveti vagy éppen malignusan transzformalt sejt is
képes termelni nem ritkdn akar alapallapotban is, kulcsszereplévé téve az MCP-1-et a

normalis szoveti kornyezet fenntartdsinak €s immunvalaszinak szabalyozasaban [103, 131].

Az anti-inflammatorikus adipokinek celluldris és szisztémds hatdsa

A zsirszOvetre elsdsorban a pro-inflammatorikus fehérjék termelése jellemzd, azonban
anti-inflammatoérikus tulajdonsidggal biré adipokinek szekrécidja is megfigyelhetd, mint
példaul az un. Cl1q/TNF-related fehérje csalad (CTRF) tagjai vagy az omentin-1 [144]. Anti-
inflammatorikus hatasat az omentin-1 a metabolikus szindroméhoz tarsul6 obezitasban
valamint a sziv- és érrendszeri betegségekben tolti be, mig a CTFR fehérjék a vér gliikkdz
szintjének csokkentésén keresztiil képesek kifejteni azt [145, 146]. Mindezek mellett azonban
talin az egyik legjobban tanulményozott anti-inflammatérikus adipokin az adiponektin,

melynek bemutatdsara az aldbbiakban kivanunk kitérni.

Adiponektin

Az érett adipocitdk altal szintetizalt és szekretalt adiponektinnek, két receptora ismert: az
adiponektin receptor (ADIPOR) 1 és 2, mely receptorok egyarant megtalalhatdéak

immunsejteken csakigy, mint a bor szdmos mas sejttipusan, példaul a keratinocitdkon [147,
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148]. ADIPOR1™" illetve ADIPOR2™ knock out egereken végzett kisérletek bebizonyitottik,
hogy mindkét receptornak az energia haztartas szabalyozisaban van szerepe, azonban hatasuk
egymassal ellentétes. Mig az ADIPORI1 deficiencia elhizast, csokkent gliikdz toleranciat és
energia felhasznalast eredményezett, addig az ADIPOR2 deficiens egereknek gliikk6z
toleranciajuk jobb volt és nem alakult ki naluk magas zsirtartalmu diéta 4ltal kivaltott obezitas
[149]. Az adiponektin a receptordhoz kotédve a PPAR-a, a p38 MAPK valamint az AMPK
utvonalak aktivdlédasat eredményezi, ezaltal kozponti szerepet tolt be a zsirsavak
oxidacidjaban és a sejtek inzulinnal szembeni érzékenyitésben [150]. Metabolikus szerepének
fontossagéra utal a PPARy-val valo kapcsolata mely, mint a zsiranyagcsere egyik kulcs
irdnyitoja, képes az adiponektin termelddést fokozni a zsirsejtekben [151, 152]. Az
adiponektin anti-inflammatorikus hatasat is szdmos adat tdmasztja ala, egyfajta ,,védelmi
faktor” pozicioba helyezve, melynek szintjét a pro-inflammatérikus fehérjék illetve a hipoxia
egyarant képes csokkenteni [103]. Jelenlétében ugyanakkor az NF-«B utvonal valamint a
TNF-a indukalt valtozasok gatlédnak, makrofagokban pedig csokkenti az LPS indukcid
hatasara torténd IFN-y szekréciot is, mikozben fokozza az anti-inflammatérikus citokinek (IL-

10 és IL-1 receptor antagonista) termelddését [ 153, 154].

Adipokinek szerepe a borben

Habar az adipokinek elsddleges mediatorai a kiilonbozd, zsirszovet altal indukalt és
szabalyozott gyulladdsos betegségeknek, az elmuilt évek kutatdsi eredményei ravilagitottak
arra, hogy a bor gyulladdsos folyamatainak is aktiv reguldl6 elemei lehetnek, mely
megalapozta az adipokinek forrds- és célsejtjeinek azonositdsdt a bdrben is. Szamos
borgydgyaszati megbetegedés esetében taldltak Osszefiiggést mind a betegség megjelenése
mind pedig sulyossiga és a keringésben 1év6 adipokinek szintje kozott. Természetesen annak

a megvalaszolidsa, hogy ez tényleges okozati szereppel bir-e, vagy pedig példaul egy
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komorbiditasnak a részjelensége ezen adatokbdl nem lehetséges, ugyanakkor mindenképpen
fontos alappillére tovabbi kutatasoknak.

A pikkelysomdrben szenvedd betegek szérumaban mérhetd adipokinek valtozo szintje az
egyik legfontosabb példa, melyet karakterisztikusan emelkedett TNF-a, IL-6, leptin és resistin
szintek mellett az adiponektin csokkent szintje jellemez, korrelaciét mutatva a tiinetek
sulyossagaval [155-157]. Szovettani immunhisztokémiai vizsgalatok sulyos pikkelysomoros
betegek bérén ugyanakkor nem csak a leptin, de a leptin receptor emelkedett kifejez0dését is
talaltdk, felvetve, hogy a leptin markere lehet a betegség sulyossaganak és eldrehaladasanak
[156]. Mindemellett, az IL-6 emelkedett szintje is megfigyelhetd volt a betegséggel érintett
borteriileteken, mely gyulladdsos folyamatokban kozismert szerepe 1évén a pikkelysomor
iniciadlgja lehet [157]. A visfatin és az RBP4 pikkelysomorrel valé kapcsolata teljes
részleteiben nem tisztazott, a kutatdsok eredményei, melyek a pikkelysomords betegek
vérébol izolalt mononuklearis sejtekben emelkedett visfatin génexpressziot irtak le, bioldgiai
értelmet ezidaig nem nyertek [158, 159].

A fokozott bérszarazsaggal jard atopids dermatitisben szenvedd betegek esetében az
emelkedett leptin szérum szint mellett a resistin és apelin magasabb szintje volt
megfigyelhetd, mig a visfatin sz€rum szintje csokkent volt az egészségesekéhez képest [160].

Az adipokinek vizsgélata aknés betegekben is az érdeklddés kozéppontjaba keriilt, bar az
eddigi eredmények a vizsgilatok alacsony betegszdma és esetenként a nem megfeleléen
megtervezett vizsgalatok miatt is csak korlatozottan értékelhetdek. A leptin esetében bizonyos
kutatasok emelkedett szintet taldltak, mig méasok csokkent leptin szintet mértek, megint mas
kutatasok pedig nem talaltak véaltozast [161-163]. Ugyanakkor a resistin esetében jelentds
kapcsoltsagot talaltak a resistint kddold génben levo single nukleotid polimorfizmusok (SNP)

megléte és az akné kialakuldsa kozott [164].
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A sebgyogyulds és hajnovekedés szempontjabdl is kiemelt figyelmet élveznek az
adipokinek, mely sordn az immunhisztokémiai vizsgalatok a leptin €s a leptin receptor
fokozott expresszidjat mutattik ki karosodott szovetben [165].

Az itt felsorolt adatok ellenére, mely bar egyértelmiien jelzi, hogy az adipokinek
bekerliltek a boérgyogyaszati gondolkodasba, igen kevés eredmény és informacid Aall
rendelkezésiinre a szerepiikrél a boérben, kiillonosen a faggyimirigy-bioldgia szemszdgébol.
Munkacsoportunk ezért célul tiizte ki, hogy azonositja a faggyumirigy adipokin profiljat,
feltéve azt a kérdést, hogy a faggyumirigy részt vehet-e a bdér gyulladdsos folyamatainak

kialakitasdban és szabalyozasaban az adipokineken keresztiil.
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4. CELKITUZES

A faggydmirigy, az intenziv zsiranyagcsere mellett, kiilonb6z6 gyulladdsos folyamatok
szabalyozasaban is részt vesz, mely kettés funkcid nagyban hasonlit a zsirsejtek esetében
megismertekhez, ahol a sejtek a zsirmetabolizmuson kiviil, a kdrnyezeti stimulusokra adott
valaszként szamos, gyulladdsos mediatort (adipokineket) is képesek termelni.

A faggyuimirigy és a zsirszovet kozotti hasonlosdgokbdl kiindulva, munkéank soran célul
tlztik ki:

1. a faggydmirigy adipokin profiljanak meghatirozisat normal bdrben, rosaceaban,
aknéban, melanoméban és psoriasisban;

2. az in vivo azonositott adipokinek meghatirozasat in vitro immortalizilt SZ95
faggyusejtvonalban;

3. az adipokinek expresszids és szekrécids profiljanak meghatirozasat TLR2 és TLR4
aktivatorok (PAM3CSK4 és LPS) valamint 13CRA hatéasara;

4. a bioldgiailag aktiv, hosszi izoform4ju leptin receptor (Ob-Rb) detektalasat SZ95
faggyusejtekben;

5. valamint a leptinnek a faggyusejtek zsirtermelésére és gyulladdsos folyamatira

gyakorolt hatasat.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Szovettani mintdk

Az immunhisztokémiai festéshez a Regiondlis és Intézményi Kutatisetikai Bizottsag
jovahagyéasaval (Engedély szama: 4103-2014), a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont (DE
KK) Boérgyogyaszati Klinika Szovettani Laboratériumabol szarmazdé anonim, fagyasztott
illetve formalin fixalt és paraffinba dgyazott mintdit hasznaltuk. Minden betegségcsoport
esetében (normdl bodr, akné, rosacea, psoriasis, melanoma) legaldbb harom kiilonbdzd
betegbdl szdrmazo mintaval dolgoztunk. A pozitiv kontrollként hasznalt placentat, méjat és
emld daganatot (7. C abra) Beke Livia a DE KK Pathologiai Intézetébdl, mig a patkany
hipotalamuszét (11. C és D) Dr. Gail Botond a DE KK Anatémiai, Szovet- és Fejlddéstani

Intézetébél (Engedély szama: 11/2011/DEMAB) bocsitotta rendelkezésiinkre.

5.2. 8795 faggyusejtek tenyésztése és kezelése

A human immortalizalt SZ95 faggyusejteket 37°C-os termosztatban, 5% (v/v) CO2 és
nedves paratartalom mellett, Sebomed Basal Médiumban® (Biochrom, Cambridge, UK) 80%-
os konfluencidig tenyésztettiik [24]. A médiumot 10% fetal bovin szérummal (FBS, Biowest,
Nuaillé, Franciaorszdg), 1mM CaClz-dal, 1% penicillin/streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) és 5 ng/ml epiderméilis novekedési faktorral ([EGF], Sigma-Aldrich)
egészitettiik ki. Kezelések elétt a tapfolyadékot 24 6rara EGF mentes, 0,5% FBS-t, 1| mM

CaClz-ot és 1% penicillin/streptomycint tartalmaz6 Sebomed Basal Médiumra cseréltiik.

A kezelésekhez 1 pg/ml lipopoliszacharidot ([LPS], Escherichia coli baktériumbodl
szarmazo; steril vizben oldott; TLR4 ttvonal aktivator; 14391, Sigma-Aldrich), 1 pg/ml

PAM3CSK4-et (steril vizben oldott; TLR1/2 aktivator; TLRL PMS, InVivoGen, San Diego,
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CA, USA), 1 uM 13-cis retinsavat ([13CRA]; dimetil-szulfoxidban [DMSO] oldott;
németorszagi kollaboracios partneriink biztositotta (BASF AG, Ludwigshafen, Németorszag)
¢s 20 nM huméan rekombindns leptint (steril vizben oldott; 398-LP, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) hasznéltunk. A beoldott humin rekombindns leptin endotoxin
kontaminacidjanak szintjét a Limulus Endosafe® KTA2™ assay (Charles River Endosafe,
Charleston, SC, USA) segitségével hatiroztattuk meg, melynek mennyisége <0,02 EU per 1
pg volt, azaz maximalisan 3pg/ml LPS-nek megfeleld volt az esetleges kontaminacidja. A
kisérleteink sordn ezzel az LPS (3 pg/ml) mennyiséggel is elvégzetiik a kezeléseket, mely
sordn nem tapasztaltunk valtozast a lipid cseppek méretének ndvekedésében illetve a COX-2
€s 5-LOX fehérjék expresszidjaban sem. A leptinnek a receptorahoz val6 kétodése a STAT3
utvonal aktivalédasat, majd ezt kdovetden az NF-xB downstream jelatviteli ttvonal
bekapcsolddasat eredményezi. Megvizsgalva ezen szignaltranszdukcids udtvonalakat is, azt
tapasztaltuk, hogy a maximélisan megtaldlhat6 LPS kontaminici6 sem eredményezett
jelentésebb indukcidt, ahhoz képest, ahogy azt a leptin hatasara lattuk. Igy a STAT3 és az NF-
kB utvonalak aktivalodasaért nem a rekombinans leptinben esetlegesen eléforduld endotoxin

a felel6s (5. abra).
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5. dbra: A STAT3 és az NF-kB utvonalak aktiviloddsa leptin valamint LPS kezelés
hatdasdara. Az S795 faggysejteket 20 nM leptinnel illetve a humdn rekombindns leptin, a
gydrto cég dltal megadott lehetséges maximdlis endotoxin kontamindciojanak megfelelo
mennyiséegii (3 pg/ml) LPS-sel kezeltiik. A STAT3 és az NF-kB utvonalakban bekovetkezo

vdltozdsokat Western blot technikdval azonositottuk.

5.3. Proliferdcio mérés
Az S795 sejteket 96-lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik és 1 uM 13CRA-val valamint

az ennek megfeleld mennyiségli DMSO oldészerrel kezeltiik. A kezelést kdvetd 6. napon a

s sz

c 202

ezutain 37°C-on inkubdltuk 30 percig, a fluoreszcenciat 355 nm excitacidos és 480 nm

emisszids filtereket haszndlva hataroztuk meg (Synergy H1 microplate reader, BioTek,
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Winooski, VT, USA). Az eredményeket abszolut fluoreszcens egységekben (AFU) hataroztuk
meg. Minden kisérletet legalabb hdromszor ismételtiink meg és minden minta esetében ot

parhuzamost hasznaltunk.

5.4. Immunhisztokémia

A fagyasztott metszeteket 10 percig fixaltuk jéghideg acetonban, majd egy Ordig
szaritottuk szobahOmérsékleten. A paraffinba 4gyazott metszeteket deparaffindltuk majd
rehidrataltuk és az endogén peroxidazok gatlasara 3% H20: oldatot hasznéaltunk. Az antigén
feltarast minden immunhisztokémiai festés esetében Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris Base,
I mM EDTA, 0,05% Tween 20, pH 9.0) végeztiik, 120°C-on 25 percig és a nem specifikus
kotohelyek blokkolasa PBS-ben oldott 5% borji szérum albumin (BSA) oldatban tortént 30
percig. Az immunhisztokémiai mddszer sordn felhasznalt mono-és poliklonalis antitesteket
(anti-leptin receptor, anti-adiponektin, anti-IL-6, anti-resistin, anti-leptin, anti-serpin E1, anti-
visfatin, anti-apelin, anti-chemerin, anti-RBP4 és anti-MCP-1) valamint a megfeleld higitasi
ardnyokat az 1. tablazatban tiintettiik fel. Negativ kontrollként az elsddleges antitestek helyett
a megfeleld nem-immun kontroll szérumokkal (nydl IgG, [I-1000, Vector Labs.], egér IgG1
és egér IgG2b [557273 és 555740, BD Pharmingen]) inkubéaltuk a mintdkat. A HRP-konjugalt
szekunder antitestek utdn (anti-nyul és anti-egér [SuperSensitive One-step Polymer-HRP
Detection Systems, DF400-50KE, BioGenex Laboratories, Fremont, CA, USA]) az
immunreakciét Vector VIP Kit (SK-4600, Vector Labs.) segitségével tettiik lathatova. A
sejtmagokat metil zolddel festettilk meg, a mintdk analizisére pedig Leica DM2000 LED

mikroszkopot hasznaltunk (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag).
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Antitest

Gyarté

Kat.szam

Klonalitas

Izotipus

Higitasi arany

5-LOX

Cell Signaling,
Beverly, MA, USA

3289S

Monoklonalis

Nydl, IgG

1:1000

Adiponektin

Santa Cruz
Biotechnology,
Dallas, TX, USA

sc-17044-R

Poliklonalis

Nydl, IgG

1:100

Apelin

Abcam, Cambridge,
UK

ab59469

Poliklonalis

Nydl, IgG

1:100

Chemerin

Santa Cruz
Biotechnology,
Dallas, TX, USA

sc-373797

Monoklonalis

Egér, 1gG,

1:100

COX-2

Cell Signaling,
Beverly, MA, USA

48428

Poliklonalis

Nydl, IgG

1:1000

foszfo-NF-kB p65 (Ser536)

Cell Signaling,
Beverly, MA, USA

3033P

Monoklonalis

Nyul, IgG

1:1000

foszfo-STAT3 (Tyr705)

R&D Systems,
Minneapolis, MN,
USA

AF4607

Poliklonalis

Nyul, IgG

1:1000

IL-6

LifeSpan
Biosciences, Seattle,
WA, USA

LS-B1582

Monoklonalis

Egér, IgG1

1:100

Leptin

LifeSpan
Biosciences, Seattle,
WA, USA

LS-B8192

Monoklonalis

Egér, 1gG;

1:100

Leptin receptor

Abbiotec, San
Diego, CA, USA

250739

Poliklonalis

Nyul, IgG

1:100

MCP-1

Abcam, Cambridge,
UK

ab9858

Monoklonalis

Egér, IgG,

1:100

RBP4

Thermo Fischer
Scientific,
Walthman, MA,
USA

MA5-15838

Monoklonalis

Egér, 1gG,

1:100

Resistin

Santa Cruz
Biotechnology,
Dallas, TX, USA

sc-376336

Monoklonalis

Egér, 1gG;

1:100

SerpinE1l

Thermo Fischer
Scientific,
Walthman, MA,
USA

MA5-17171

Monoklonalis

Egér, 1gG

1:100

Visfatin

Santa Cruz
Biotechnology,
Dallas, TX, USA

sc-67020

Poliklonalis

Nyil, IgG

1:100

B-aktin

Cell Signaling,
Beverly, MA, USA

37008

Monoklonalis

Egér, 1gG1

1:2000

1. tablazat: A kisérleteink soran felhasznalt mono-és poliklonalis antitestek valamint

az alkalmazott higitasi aranyok attekintése.
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5.5. Immuncitokémia

Az SZ7Z95 sejteket Superfrost Ultra Plus targylemezeken (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) 70%-os konfluencidig tenyésztettiik, majd a lemezeket PBS-sel mostuk
és 15 percig 1% ecetsav 96% etanol oldatban fixaltuk. A nem specifikus ko6téhelyek
blokkoldsdra PBS-ben oldott 5% normal human szérumot hasznaltunk. A festés soran
felhasznalt mono-€s poliklondlis antitesteket (anti-leptin receptor, anti-adiponektin, anti-IL-6,
anti-resistin, anti-leptin, anti-serpin E1 és anti-visfatin) valamint az alkalmazott higitisi
aranyokat az 1. tablazatban tiintettiik fel. Negativ kontrollként az elsddleges antitestek helyett
a megfeleld nem-immun kontroll szérumokkal (nyul IgG, [I-1000, Vector Labs.], egér IgG1
és egér IgG2b [557273 és 555740, BD Pharmingen]) inkubaltuk a mintikat. Kecske anti-nytl
IgG Alexa Fluor 555 (A-21428, Molecular Probes, Eugene, OR, USA), kecske anti-nyul 1gG
Dylight 549 és 16 anti-egér IgG Dylight 549 (DI-1549 és DI-2549, Vector Labs.) szekunder
antitestekkel torténd inkubacié utan a lemezeket Vectashield DAPI fed6 médiummal (H-1200,
Vector Labs.) fedtik le. A lemezeket Plan-apochromat 63X/1.40 objektivvel felszerelt,
konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkophoz (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) kapcsolt CCD
IMAC kameraval (Sony, Tokyo, Japan) analizaltuk. A kiértékeléshez ISIS fluoreszcens

képalkoto6 rendszert (MetaSystems, Altlussheim, Németorszag) hasznaltunk.

5.6. Lipid analizis

Az S795 sejteket 10% FBS, 1 mM CaClz, 1% penicillin/streptomycin tartalmi, EGF
mentes Sebomed Basal Medium-ban tenyésztettiik. A sejteket 12 és 36 Oréas leptin kezelést
kovetden begytijtottiik, majd a tovabbi vizsgélatokig -80°C-on taroltuk. A lipid analizist a
romai San Gallicano Institute of Dermatology laboratériumaban, Emanuela Camera és Mauro

Picardo segitségével végeztiik .
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A mérésekhez hasznalt ammonium-formiat és hangyasav (Fluka Analytical/Sigma-Aldrich)
tovabba minden felhasznalt old6szer High Performance Liquid Chromatography (HPLC) —
Mass Spectometry (MS) mindségti volt (Merck, Kenilworth, NJ, USA). A piridin és a
bisz(trimetil-szilil)-trifluor-acetamid (BSTFA) Gas Chromatography (GC) - MS mindségi
volt (Merck). Az izolalas és a vizes fazisi oldatok készitése MilliQ viz felhasznalasaval
tortént. A kalibralasi gorbe kiszamitasa hitelesitett lipid standardok segitségével tortént
(Sigma-Aldrich [CDN isotopes INC, Pointe-Claire, Quebec, Canada], [Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA]). Az all6 fazis High-performance thin-layer
chromatographic (HPTLC) szilika gél 60, 10x10 cm-es lemez (Merck) volt, melyre minden
mintdbol 20 pl-nyi koncentralt lipid extraktum keriilt. Az elvélasztas eléréséhez a HPTLC
lemezeken két egymast kovetd elualasi modszer lett alkalmazva. A benzol/hexan 70/30 (v/v)
eludlast és a lemezek széritdsat egy hexan/dietil-éter/ecetsav 50/50/2 (v/v/v) elualasi 1épés
kovetett. A festés réz-szulfat viz/metanol 80:20 (v/v) oldott elegyével tortént. A lemezek
inkubdlasa 120° C-on, 60 percig tartott a sziirke-fekete foltok megjelenéséig. A foltok
intenzitasinak meghatarozisa denzitometrias mérésekkel tortént.

Az E vitamin, koleszterin (CH) és szkvalén (SQ) szintek GC-MS mddszer segitségével
lettek meghatarozva (5975C VL MSD, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Az E
vitaminbdl, CH-bol és SQ-bdl szarmazékokat képeztink BSTFA felhasznaldsaval, igy
illékony trimetil-szilil szarmazékok jottek 1étre. Ezt kovetden a vegyiiletek a gazfazisban egy
RTX-5MS Crossbond® 5% difenil/95% dimetil-polisziloxan (Restek Corporation, Bellefonte,
PA, USA) oszlopon elvalasztasra keriiltek. Az adott célmolekula detektalasa egyedi bazis és
mindsitd tomegcsucsai alapjan tortént. A vizsgalt anyagok mennyiségi meghatarozisa a
referencia standardokbdl és a d6-CH belsé standardbol szamitott kalibracios gorbe alapjan

volt lehetséges.
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A szabad zsirsavak mennyiségi analizise HPLC-ToF/MS mddszerrel (ToF 62220A MSD,
Agilent Technologies) tortént, melyet egy reverz fazisi HPLC (RP-HPLC) kromatografias
elvalasztis kovetett 5 pm, 150x2,1 mm, Aquasil C18 HPLC oszlopok (77505-152130,
Thermo Electron Corporation, San Jose, CA, USA) felhasznalasdval. Az eldcid bindris
rendszer segitségével zajlott: A, viz-0,1% hangyasav-3% acetonitril illetve B: acetonitril-3%
izopropil-alkohol  felhasznalasidval. A  vegyiiletek elektrospray ionforrds  (ESI)
felhaszndlasaval ionizdlddtak és az azonositasuk a 80 - 400 tomegtartomanyban tortént. Az
extrahlt ion kromatogrammok az [M-H]- ionok pontos tomegének a célvegyiiletekbdl és a
belsé standardbol (d4-LA) torténd kivondsaval keriiltek kiszdmitasra. A vizsgéalt anyagok
mennyisége a referencia standardokbdl szamolt kalibracids gorbe alapjan lett meghatarozva
0,625-20 uM tartomanyban, d4-LA bels6 standardot alkalmazva.

A glicerin lipidek belsé standardhoz viszonyitott mérése HPLC-ToF/MS moddszerrel
tortént. A mérés pozitiv ion detektdlasi moddszer segitségével zajlott, melyet egy gyors
felbontasu, reverz fazisi HPLC (RP-HPLC) kromatografia és végiil ESI-vel torténd ionizacios
1épés kovetett. A kromatografias és tomegspektrométeres beallitisokat a romai San Gallicano
Institute of Dermatology munkatarsai egy, a kordbbiakban mar leirt munkéjuk alapjan
hataroztdk meg [167, 168]. A triglicerid jelolések a zsirsav oldallancokbdl eredden a
szénatom szdmok és kettOskotések Osszesitett szamat képviselik (ahogyan azt munkénk 16.

oldalan mar ismertettiik).

5.7. Lipid cseppek detektdldsa és kvantifikdldsa
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]; D-3922, Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA) végeztiik [169]. Az SZ95 sejteket LabTek targylemezeken (Thermo

Fisher Scientific) tenyésztettiik, majd 12 és 24 6ran keresztiil human rekombinans leptinnel
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kezeltiikk. A sejteket 0,5% BSA-PBS oldattal mostuk és 4%-os paraformaldehiddel (PFA)
fixaltuk. Egy 0,5% BSA-PBS-0,1% natriumazidos mosast kdvetden 7 percig, 37°C-on
inkubéltuk 10 pug/ml PBS-ben oldott BODIPY festékkel. Ismételt 0,5% BSA-PBS mosas utan
a kamra falait eltavolitottuk és a lemezeket Vectashield DAPI fedomédiummal (Vector Labs.)
fedtiik le. A lemezeket Plan-apochromat 63X/1,40 objektivvel felszerelt, konfokalis 1ézer
pasztaz6 mikroszképhoz (Zeiss) kapcsolt CCD IMAC kamerdval (Sony) analizaltuk, a
kiértékeléshez ISIS fluoreszcens képalkoté rendszert (MetaSystems) hasznéltunk és
lemezenként 100 egymast kovetd sejtben meghataroztuk a 3 pm atmérét meghalado lipid

cseppek szamat (6. dbra).
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6. dbra: A 3 um-nél nagyobb lipid cseppek meghatdrozdsa SZ95 faggyusejtekben. A
rekombinans leptinnel torténd kezelést kovetéen a lipid cseppek detektalasara az SZ95
faggyusejteket BODIPY fluoreszcens festékkel jeloltiik meg. A sejtek magjait DAPI-val tettiik
ldthatovd. A mintdkat konfokdlis lézer pdsztdzé mikroszkop segitségével vizsgdltuk. Az
elemzés sordn az ISIS fluoreszcens képalkoté rendszert haszndltuk, mellyel 2 pm-es
méretardnyokat haszndltunk (piros nyilak) és 100 egymdst koveté sejten beliil meghataroztuk

a 3 um méretet meghalado lipid cseppek szdamcdit (fehér nyilak).

5.8. Western blot

A leptin kezelést kdvetden a sejteket begylijtottiik, PBS-sel mostuk és protedz/foszfataz

inhibitorral kiegészitett RIPA pufferben (R 0278, Sigma Aldrich) lizaltuk. A fehérje mintak

s 20z

Fischer Scientific) hasznaltuk és minden mintdbdl a megfeleld poliakrilamid gélt kivéalasztva,

egységesen 20 ug-nyi mennyiséget futtattunk meg. A nitrocellul6z membranra (Bio-Rad,
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Hercules, CA, USA) torténd blottolas utin a membran blokkolasa tortént. A Western blot
soran felhasznalt mono-és poliklondlis antitesteket (anti-leptin receptor, anti-COX-2, anti-5-
LOX, anti-foszfo-STAT3 (Tyr705), anti-foszfo-NF-kB p65 (Ser536) és anti-B-aktin) valamint
a megfeleld higitasi aranyokat az 1. tablazatban tiintettiik fel. A megfelel6 HRP-konjugalt
szekunder antitestettel (kecske anti-nydl IgG: 1706515 és kecske anti-egér IgG: 1706516,
Bio-Rad) torténd inkubaciot kdvetden a létrejott antigén-antitest reakciét az Immobilon
Western HRP Substrate Kit (WBKLS0500, Millipore, Bedford, MA, USA) segitségével tettiik

lathat6va.

5.9. mRNS szintek meghatdrozdsa

A S7Z95 faggyusejteket human rekombinans leptin, TLR1/2 és 4 ligandok (PAM3CSK4,
LPS), 13CRA vagy DMSO oldészer kontroll jelenlétében tenyésztettiik a korabban leirtak
szerint. TRI reagens (MRC, Cincinnati, OH, USA) felhasznalasaval total RNS-t izolaltunk, a
mennyiségi és mindségi meghatarozast pedig NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
segitségével végeztiink.

A kvantitativ valos idejii PCR-hoz (gRT-PCR) a totdl RNS-b6l ¢cDNS atirast végeztiink
42°C-on, 120 percig és 72°C-on 5 percig Superscript II reverz transzkriptaz €s random
primerek (Life Technologies) felhaszndlasidval. A qPCR-t wvalés 1ideji PCR (F)
alkalmazasaval, a Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltat6 Kozpontban végeztiik, 40
ciklus 95°C-on, 10 masodpercig és 60°C-on 1 percig, melyhez specifikus primereket €s
TagMan probakat (Applied Biosystems) hasznédltunk. A reakcidkat triplikditumokban
végeztiik, a transzkriptumok kvantifikdlasat az ugynevezett ,,0sszehasonlitdé Ct moddszer”
alapjan készitettiik el (Applied BioSystems User Bulletin No. 2) , a kapott adatokat
Peptidilprolil Izomerdz A (Cyclophilin A [PPIA]) normalizaltuk. A PPIA expresszids szintek

nem mutattak varianciat a kezelések kozott.
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Az RNS szekvendldst a Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgéltat6 Kozpontban Dr.
Poliska Szilard kozremikodésével végeztik. A konyvtarkészitéshez 1 pg totdl RNS-bol
cDNS-t generaltunk a TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, USA)
segitségével a gyartd protokolljat kovetve. A poli-A végli RNS-eket oligodT -konjugélt
magneses gyongyokkel Kkitisztitottuk és 94°C-on, 8 percig fragmentaltuk, majd egyszald
cDNS-t képeztiink random primerek és SuperScript Il reverz transzkriptaz hasznélataval. Ezt
kovetden kétszalu cDNS-t szintetizaltunk, a dupla szala ¢cDNS véget javitottuk, a 3” végeket
pedig adenilaltuk. Illumina index adaptereket ligaltunk a mintdkhoz. Ezek utdn az adapter
ligalt cDNS fragmenteket PCR segitségével sokszorositottuk. A fragment méret eloszlasokat
és a molaritast Agilent BioAnalyzer DNA100O chip (Agilent Technologies) késziilékkel
ellendriztiik. Az RNS-Seq konyvtarakat 10 nM-ra higitottuk és 5-5 konyvtarb6l ekvimolarisan
konyvtar mixet készitettiink. A szekvendlast Illumina HiScan SQ késziiléken (Illumina)
végeztilk, egyiranyi 50bp-os leolvasist alkalmaztunk. Minden egyes konyvtar az un.
szekvendlasi flow cell-en kiilon kiilon csatorndban keriilt szekvenalasra 16-18 millié

szekvencia olvasat keletkezett egyedi mintanként.

5.10. RNS-Seq adatok elemzése

A mindségellendrzési és demultiplexelési folyamatokhoz CASAVA szoftvert (Illumina)
hasznéltunk. A megszekvenalt adatokat a human genom 19-es verziojara illesztettiik TopHat
algoritmus segitségével és bam fajlokat generaltunk. Tovabbi statisztikai elemzéseket a
GeneSpring 12.6 szoftver (Agilent Technologies) NGS moduljanak hasznalataval végeztiink.

A relativ mRNS expresszids szinteket DESeq algoritmus alkalmazasaval szamoltuk ki [170].

5.11. ELISA (Enzim-kapcsolt immunoszorbens assay)

Az S795 sejteket valamint a feliiliszokat 12 és 24 6raval a leptin, PAM3CSK4, LPS,

13CRA illetve DMSO kezelést kovetden gytijtottiik be €és felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A
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sejtek lizalasat desztillalt vizben 0,1% Triton-X jelenlétében végeztik. Az adiponektin
feliiliszoban valé6 mennyiségének meghatiarozasara ELISA Development Kitet és Quantikine
ELISA Kitet (DY1065 és DRP300, R&D Systems) hasznaltunk. Az IL-6 (DY206), IL-8
(DY208), leptin (DY398), serpin E1 (DY1786) és resistin (DY1359) mennyiségét ELISA
Development Kit (R&D Systems), mig a visfatin szintjét ELISA Assay Kit (201-12-0026,
Sunred Biological Technology, Sanghaj, Kina) segitségével a gyart6 utasitdsainak
megfeleléen hatdroztuk meg. Minden kisérletet négyszer ismételtiink meg és minden mérésnél
hdrom péarhuzamost hasznédltunk. Az eredményeket a kontrollokhoz viszonyitott arany

szamokban adtuk meg.

5.12. Statisztikai analizis

A vizsgalt valtozokra vonatkoz6 deskriptiv analizist atlag * szOrds segitségével
reprezentaltuk. Annak érdekében, hogy az RT-Q-PCR kisérletek esetében kikiiszoboljiik a
véletlenszerli mérési hibdkat, az atlagot + szoérdst a normalizalt értékekbdl szamitottuk. A
kisérletek soran legalabb harom bioldgiai parhuzamos vizsgalat tortént. Az ELISA mérések
soran kapott eredményeket fliggetlen t-proba, illetve egytényezds varianciaanalizis (ANOVA)
é€s Tukey post-hoc teszt segitségével elemeztik. A qRT-PCR és proliferacios assay
vizsgalatok esetében pérositott t-probat alkalmaztunk, mig az RNA-seq esetében fiiggetlen t-

probat hasznaltunk az értékek analizalasa soran. A szignifikancia szint p<0,05 volt.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az adipokinek jellegzetes expresszioja figyelheté meg in vivo human faggyvumirigyben.

Munkank els6 1épéseként arra kerestiik a valaszt, hogy mely adipokinek fejezédnek ki
fiziol6gids koriilmények kozott a faggyumirigyekben. Vizsgalatainkhoz immunhisztokémiai
jelolést végeztiink fagyasztott, normal human bér mintdkon. A pro-inflammatérikus IL-6,
resistin, leptin, serpin E1 €s visfatin mellett az anti-inflammatérikus adiponektin pozitiv
festddést mutatott, mig az apelin, chemerin, RBP4 és MCP-1 esetében nem figyeltiink meg
pozitivitast a faggyimirigyekben (7. A 4bra).

Annak érdekében, hogy megéllapitsuk, az azonositott expresszios mintdzat valtozik-e
kiilonb6z6é patologias koriilmények kozott, olyan betegségeket vélasztottunk, melyeknek
kialakuldsaban a faggytumirigy is szerepet kaphat (pl. akné és rosacea), ugyanakor olyan
patologias koriilményeket is megvizsgalatunk, melyekben a faggyumirigynek (ezidaig) nem
tulajdonitottak szerepet (pl. melanoma és psoriasis). A kiterjesztett vizsgalataink igazolték,
hogy a normél humén bérhoz hasonloan a faggyimirigyek nem csak fiziologias, de patoldgias
kornyezetben is pozitivan festddtek az adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin E1 és visfatin
esetében, mig az apelin, chemerin, RBP4 és MCP-1 nem volt detektilhat6 (7. B és C 4bra). A
fals negativ eredmény kizdrasdhoz minden esetben parhuzamosan elvégeztiik a megfeleld
pozitiv kontrollok festését is (7. C abra).

Ezen eredmények igazoltdk a faggyumirigy karakterisztikus adipokin profiljat, melyet

fiiggetlennek talaltunk a vizsgalt patologiai kondicioktol.
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7. dbra: Az adipokinek immunhisztokémiai karakterizdldsa humdn faggyvumirigyben. (A)
Az adipokinek immunfestése fagyasztott, normdl, faggyimirigyet is tartalmazo humdn
bormintakban. Az immunhisztokémiai festést kovetéen a sejtmagokat metilzolddel festettiik
meg. Skdla: 100 um. (B) Az adipokinek expresszids mintdzata a faggyumirigyben kiilonbozé
patologids koriilmények kozott. Az immunhisztokémiai festést kovetéen a sejtmagokat
metilzolddel festettiik meg és minden betegségcsoport esetében legalabb harom kiilonbozo
betegbdl szarmazo mintat vizsgaltunk. Skdla: 100 um. (C) A faggyumirigyekben negativ
festodest mutato adipokinek. Az immunhisztokémiai festést kovetéen a sejtmagokat
metilzolddel festettiik meg és minden betegségcsoport esetében legalabb harom kiilonbozo
betegbdl szarmazo mintat vizsgaltunk. Pozitiv kontrollként placentdt (apelin), mdjszovetet

(chemerin és RBP4) és eml6 daganatot (MCP-1) haszndltunk. Skdla: 100 um.

6.2. Az adipokinek expresszios profilja in vitro humdn SZ95 faggyusejtekben.

Tovéabbi in vitro munkdkhoz az egyik legelfogadottabb €és leggyakrabban hasznalt
immortalizalt sejtvonalat, az SZ95 faggyusejtvonalat valasztottuk [24]. Az SZ95
faggyusejtekben is sikeriilt a szovettani vizsgilatok soran detektalt adipokinek (adiponektin,
IL-6, resistin, leptin, serpin E1 és visfatin) kifejezddését azonositanunk immunfluoreszcens
festéssel (8. A abra) valamint a faggyusejtek lizatumat hasznalva ELISA modszerrel (8. B
abra).

Az immunfluoreszcens festéssel nemcsak az adipokinek jelenlétét tudtuk detektalni, de a
sejten beliili lokalizaciéjukat is. Erdekes megfigyelés volt, hogy mig az IL-6, resistin, serpin
E1 és visfatin a citoplazméban és a sejtmagban is detektalhato, addig a leptin elsésorban a
citoplazmaban volt jelen.

Az ELISA mddszer mennyiségi analizist is lehetdvé tett, meghatdrozva hogy a visfatin
szignifikdnsan magasabb (***p<(0,0001) mennyiségben volt jelen a sejtekben minden mas
adipokinhez képest, ugyanakkor az adiponektint (a pozitiv immunfluoreszcens festés ellenére)

nem tudtuk detektalni ezzel a modszerrel.
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6.3. Az SZ95 faggyisejtek eltéroen szekretaljak a kiilonbozo adipokineket.

Miutan igazoltuk, hogy az SZ95 faggyusejtvonal alkalmas in vitro kisérletekhez, arra a
kulcskérdésre kerestiik a valaszt, hogy a faggyusejtek képesek lehetnek-e nem csak az
adipokinek termelésére, de azok felszabaditasara is. ELISA moddszerrel azt taldltuk, hogy a
kezeletlen SZ95 faggyusejtek feliiliszdjaban az IL-6, leptin, serpin E1 és visfatin egyarant
megtaldlhat6 volt, viszont sem a resistin, sem pedig az adiponektin nem volt detektalhato.

Osszhangban az el6z6 mérésekkel, a sejtek feliiliszéjaban mért adipokinek mennyisége
Osszehasonlithatd volt a sejtlizitumban mért ardnyokkal, mely aldl egyediil a leptin volt
kivétel: mig relativ magas fehérje mennyiségben volt jelen a sejtlizitumokban, addig a
feliluszoban csupan a detektalhatosagi hatart érte el a vizsgalt modszerrel. A sejtek
lizdtumaban mért adatokhoz hasonloan, a visfatin szignifikdnsan magasabb (***p<0,0001)
mennyiségben volt jelen a sejtek feliiliszojaban is minden mas adipokinhez képest (8. C

abra).
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8. dbra: Az adipokinek expresszios és szekrécios profilja SZ95 faggyiisejtekben. (A)
Adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin El és visfatin immunfluoreszcens festése SZ95
faggyusejtekben. Mig az adiponektin, IL-6, resistin, serpin El és visfatin festodése egyarant
jellemzo a sejtmagban és a citoplazmaban is, addig a leptin expresszidja csaknem kizdrolag a
citoplazmdra korldtozodik. Az immunfluoreszcens festés sordn a sejtmagokat DAPI festékkel
tettiik ldthatovd és a sejteket konfokdlis fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgdltuk.
Kisérleteink sordn minden adipokin esetében hdrom, egymdstol fiiggetlen pdrhuzamos festést
végeztiink. Skdla: 5 um. (B) SZ95 faggyusejtek lizdatumdban ELISA modszerrel mért
adipokinek szintje. Mivel a sejtek feliiliiszojaban az adiponektin nem volt detektdlhato, az
immuncitokémiai festés sordn kapott eredmények alapjdan az oszlopdiagrammon fehér szinnel
dbrdzoltuk azt. Az ELISA mérések sordn hdrom, egymdstol fiiggetlen kisérletet végeztiink,
minden esetben négy pdrhuzamos mintdval dolgoztunk, a kapott eredményeket egytényezos

varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukey post-hoc teszt segitségével elemeztiik (***p<0,0001).
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(C) Kezeletlen SZ95 faggyusejtek feliiliiszojaban mért adipokinek szintje. Az ELISA mérések
sordn hdrom, egymadstol fiiggetlen kisérletet végeztiink, minden esetben négy pdrhuzamos
mintaval dolgoztunk, a kapott eredményeket egytényezos varianciaanalizissel (ANOVA) és

Tukey post-hoc teszt segitségével elemeztiik (***p<0,0001).

6.4. Az adipokinek expresszidja és szekrécioja eltéré modon valtozik kiilonbozo stimulusok
hatdsdra.

A kiilonb6z6 betegségek mintdiban végzett immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan, ahol
a faggyusejtekben nem valtozott az adipokinek jelenléte, felvetédott annak a lehetdsége, hogy
a faggyusejtek adipokin termelése és felszabaditasa az, ami kozponti szereppel birhat a
kiilonboz6é patologiai folyamatokban. Ezen hipotézis igazolasdhoz arra kerestiik a valaszt,
hogy az adipokinek expresszidja €s szekrécidja indukalhat6 és/vagy szabalyozhat6-e
kiilonbozé gyulladasos stimulusokkal. Az akné kialakuldsdban kozponti szerepet betdltd
TLR1/2 (PAM3CSK4) és a TLR4 (LPS) tutvonalak aktivadlasa mellett, 13CRA kezelést is
végeztiink a sejteken, mely a retinsav receptor (RAR) aktivalédasat eredményezi és jelenleg a
borgybdgyaszatban az egyik legismertebb és leggyakrabban hasznalt anti-akné agens. A
13CRA hatasanak igazolasdhoz meghataroztuk a CYP26A1 mRNS expresszidjat, mely
kontrollként szolgalt a kisérleti rendszeriinkben (9. A és B 4bra).

A vizsgélt adipokinek mRNS szintjében bekovetkezd valtozadsokat RNS szekvendlds és
RT-Q-PCR technikdval, mig a fehérje szinten torténd véltozisokat a sejtek feliilisz6jabol
ELISA moédszerrel végeztiik.

A TLR aktivatorok hatdsara a pro-inflammatérikus adipokinek koziill mRNS szinten
indukalodott a leptin, serpin E1 és a visfatin, valamint az IL-6, mely utébbi TLR1/2 és 4
ligandok hatdsara bekovetkezd, mar ismert emelkedett mRINS expresszidja a vizsgalat soran

belsd kontrollként is szolgdlt. A gyulladéasos citokinek emelkedése mellett ugyanakkor az
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anti-inflammatérikus adiponektin mRNS szintje nemcsak a TLR1/2 aktivator hatisara, de
13CRA kezelésre is csokkenést mutatott.

Az alkalmazott stimulusok mellett a vizsgalt adipokinek lehetséges felszabaduldasanak
meghatirozasat ELISA mérésekkel végeztiik, mely soran a leptin, serpin E1, visfatin és az IL-
6 feliiliszoban mért mennyisége (hasonléan a génexpresszids vizsgilatok sordn kapott
eredményekhez) emelkedést mutatott a TLR aktivatorok hatdsara. A resistinnek ugyanakkor
nem csak az mRNS mennyisége, de szekréci6ja sem volt indukilhaté egyik alkalmazott
stimulus hatdsira sem. Erdekesség tovabb4, hogy a potencidlis anti-akné agens, 13CRA
kezelés hatasara egyediil a leptin feliiliszoban mért szintje emelkedett meg (10. dbra).

Ezen eredmények megerdsitik azt a feltevést, hogy a faggyusejtek a kiilonb6z6 stimulusok

hatasara eltér6 modon képesek az egyes adipokinek expresszidjara és felszabaditasara.
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9. dbra: A 13-cis retinsav hatisa SZ95 faggyisejtekre. (A) A CYP26Al mRNS
expresszioja fokozodik 13CRA hatdsdra. 24 ords, 1 uM 13CRA kezelést kovetoen a CYP26A1
mRNS indukciojat RT-Q-PCR technikdval hatdroztuk meg. A méréseket hdrom fiiggetlen
mintasorozaton, hdrom pdrhuzamost haszndlva végeztiik, az eredményeket pedig pdrositott t-
proba segitségével elemeztiik. Annak érdekében, hogy az RT-Q-PCR kisérletek sordn
kikiiszoboljiik a véletlenszerii mérési hibdkat, az atlagot + szorast a normalizalt értékekbdl
szamitottuk (*p< 0,05). (B) A 13CRA kezelés hatdsdra csokken az SZ95 sejtek proliferdcidja.
1 uM I3CRA kezelést kovetéen a sejt proliferdciot 4-metilumbelliferil heptondt (MUH)
fluoreszcens assay segitségevel hataroztuk meg a kezelést koveté 6. napon. A méréseket
hdrom fiiggetlen mintasorozaton is elvégeztiik, minden esetben Ot pdrhuzamost haszndlva, a
kapott eredményeket pdrositott t-probdval elemeztiik és abszoliit fluoreszcencia egységekben

dbrdzoltuk (***p< 0,0001).
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10. dbra: Az adipokinek mRNS expresszidjanak és protein szekrécidjanak vdltozdsa
TLR1/2 (PAM3CSK4) és TLR4 aktivdtorok (LPS), valamint 13CRA kezelés hatdsdra. Az
adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin EI és visfatin mRNS-ek expressziojdt RNS
szekvendlds és RT-Q-PCR technikdval hatdroztuk meg (sziirke oszlopok), mig a protein
szekréciot (fekete oszlopok) ELISA mddszerrel mértiik az SZ95 faggyuisejtek feliiliiszojdaban.
Mind a gén mind pedig a fehérje szinten torténd valtozdasok detektaldasa a TLRI/2 és 4
aktivatorok (lug/ml PAM3CSK4 és LPS), valamint a I3CRA (I uM) kezelést kovetoen 24
ordval torténtek. A méréseket hdarom fiiggetlen mintasorozaton, mindig hdrom pdrhuzamost
haszndlva végeztiik, az eredményeket pedig pdrositott t-proba és fiiggetlen t-proba

segitségével elemeztiik (*p< 0,05 **p< 0,01 ***p<0,0001).
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6.5. A funkciondlisan aktiv leptin receptor (Ob-Rb) expresszioja megfigyelheto in vivo
humdn faggyvumirigyben.

Mivel a kisérletek soran alkalmazott TLR1/2 és 4 aktivatorok, valamint a 13CRA kezelés
hatdsara a fent emlitett adipokinek koziil mind gén mind pedig fehérje szinten a leptin
esetében tapasztaltunk egyértelmli indukciot, ezért felvetddott a leptin kulcsszerepe a
faggyubiol6gidban (is). Ezen gondolatmenet alapjan tovabbi kutatasunk céljaul thztik ki
annak a kérdésnek a megvalaszolasat, hogy lehet-e hatassal a leptin a faggyusejtekre is.

A leptin, bioldgiai hatdsat a funkciondlisan aktiv, hosszi izoforméji receptoran (Ob-Rb)
keresztiil fejti ki. Vizsgélataink kiinduldsi pontjaként az Ob-Rb jelenlétét igazoltuk
immunhisztokémiai festéssel normal huméan és aknés bor mintdkat felhasznalva.
Megallapitottuk, hogy az Ob-Rb expresszalodik normdl és aknéval érintett bérmintdkon
egyarant (11. A és B 4bra). Mivel a leptin bioldgiai hatidsat a hipotalamuszban talalhat6
hosszud izorm4ju receptoran keresztiil fejti ki, pozitiv kontrollként a patkdny hipotalamuszat
hasznaltuk, ahol ismert az Ob-Rb kifejezddése (11. C és D abra).

Ahogy azt az adipokinek meghatarozasakor is tettiik, in vitro rendszerbe helyeztiik
vizsgalatainkat, melyhez ismét az SZ95 faggyusejtvonalat valasztottuk. RT-Q-PCR
méréseinkkel megerdsitettiik, hogy az SZ95 faggytsejtek is expresszaljak az Ob-Rb-t mRNS
szinten. Az expresszio szintje dsszevethetd volt a human immortalizalt keratinocita (HaCaT),
primer humén kertinocita (NHEK) és human vérbdl izolalt monocita/makrofag sejtekben
mértekkel, melyekben mar korabban leirasra keriilt a receptor kifejezddése.

Az SZ95 faggytsejtekben az Ob-Rb fehérje szintli kifejezOdését tovabbi vizsgalatokkal
tamasztottuk alad. Western blot technikat hasznalva nemcsak az Ob-Rb, de az inaktiv Ob-Ra
izoforma expressziojat is detektaltuk, majd immuncitokémiai festéssel is megerdsitettiik az

Ob-Rb jelenlétét. (12. A, B és C abra).
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11. dbra: A biologiailag aktiv, hosszu izoformdju leptin receptor (Ob-Rb) expresszidja in
vivo normdl humdn és aknés bormintiban valamint patkdny hipotalamuszdban. Az Ob-Rb
immunhisztokémiai festése humdn faggyumirigyben normdl (A) és aknéval (B) érintett
borben. Az immunhisztokémiai festést kévetoen a sejtmagokat metilzolddel festettiik meg és
legalabb harom kiilonbozo betegbdl szarmazo mintat vizsgaltunk. Skala: 100 um. (C). Az Ob-
Rb immunhisztokémiai festése, melyen jol azonosithato a patkdny agydnak harmadik kamrdja.
Nagyitdas: 5X. (D) A kinagyitott kép elsosorban a nucleus arcuatus medialis (ArcM)
teriiletének felel meg. A sotét barna szinnel festodo sejtmagok expresszaljak a leptin receptor
hosszii izoformdjdt [171], igy pozitiv kontrollként szolgdltak az immunhisztokémiai festés

sordn. Nagyitds: 20X.
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12. dbra: A biologiailag aktiv, hosszu izoformdju leptin receptor (Ob-Rb) expresszidja
SZ95 faggyiisejtekben. (A) Az Ob-Rb mRNS expresszioja HaCaT és NHEK keratinocitdkban,
humdn vérbol szarmazo monocita/makrofag valamint SZ95 sejtekben. A génexpresszios
vizsgdlatok meghatdrozdsdra RT-Q-PCR technikdt haszndltunk. A méréseket hdarom fiiggetlen
mintasorozaton, mindig hdrom pdrhuzamost haszndlva végeztiik, az eredményeket pdrositott
t-proba segitségével elemeztiik. Annak érdekében, hogy a kisérletek sordn kikiiszoboljiik a
véletlenszerii mérési hibakat, az datlagot + szordst a normalizalt értékekbdl szamitottuk. (B) Az
SZ95 faggyiisejtekben jelenlévo Ob receptor izoformak detektalasa fehérje szinten Western
blot technikdval. A kisérlet sordn hdrom fiiggetlen mintasorozattal dolgoztunk, a haszndlt
antitest pedig mindkét izoforma azonositdsdra alkalmas volt. (C) Az Ob-Rb specifikus
immunfluoreszcens festése SZ95 faggyusejtekben. Az immunfluoreszcens festés sordn a
sejtmagokat DAPI festékkel tettiik ldthatovd és a sejteket konfokdlis fluoreszcens mikroszkop
segitségével vizsgdltuk. Kisérleteink sordn hdrom egymdstol fiiggetlen festést végeztiink.

Skdla: 10 um.

6.6. Az SZ95 faggyusejtek zsirtermelése megvdltozik leptin kezelés hatdsdra.

Mivel a faggyusejtek legfobb feladata a zsirtermelés, melyet a leptin szamos sejttipusban

képes szabdlyozni, a tovabbiakban a leptinnek a faggyusejtek lipid termelésére gyakorolt

korai illetve késd1 hatasat kivantuk vizsgalni 12 és 36 6ras idépontokban.
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A faggyusejtek altal termelt legfobb lipidek, mint a SQ, CH, TG, FFA valamint E vitamin
szintjének meghatarozasit a romai San Gallicano Institute of Dermatology munkatarsaival
egylttmiikodve végeztiik nagy teljesitményli vékonyréteg kromatogrifia (HPTLC), gaz-
kromatografia-tomeg-spektroszkdpia (GC-MS) valamint tomegspektroszkophoz kapcsolt,
nagy teljesitményli folyadék kromatografia (HPLC-ToF/MS) moédszereket hasznalva. A
denzitometrias analizis illetve a HPTLC mddszerrel kapott eredmények a TG szint
szignifikans emelkedését igazoltik a 36 oras leptin kezelést kovetden (13. A dbra).

A nagyobb szenzitivitas és specificitas érdekében a SQ és a CH esetében tovabbi GC-MS
vizsgalatokat torténtek, mely mérésekben a SQ szintje nem valtozott a kezelési id6
elérehaladtaval a kontroll faggyusejtekben, viszont a leptin kezelés hatdsdra mennyisége
szignifikdnsan novekedett (*p<0,05), tovabba a CH szintjének szignifikans (*p<0,05)
novekedése idofliggést mutatott mind a kontroll mind pedig a leptin kezelt sejtekben (13. B

abra).
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13. dbra. A triglicerid (TG), a szkvalén (SQ) és koleszterin (CH) mennyiségének
vdltozdsa SZ95 faggyiisejtekben leptin kezelés hatdsdra. (A) A szkvalén (SQ), trigliceridek
(TG), szabad zsirsavak (FFA) és a koleszterin (CH) mennyiségében bekovetkezo valtozas 12
és 36 ords leptin kezelés hatdsdra. A lipidek vizsgdlata HPTLC modszerrel tortént, ahol a TG
esetében szignifikdns novekedést tapasztaltunk 36 oras leptin kezelést kovetoen (*p<0,05). (B)
A CH szintjének szignifikdns novekedése idofiiggést mutat a kezeletlen és a leptin kezelt
Jfaggyisejtekben egyardnt, mig a SQ esetében ez a szignifikdns novekedés csak a leptin kezelt

sejtekben volt megfigyelheto (*p<0,05).

A szabad zsirsavak és a trigliceridek csoportjahoz tartozd tovabbi lipid alosztilyok
vizsgélatdhoz, a mintdk HPLC-ToF/MS és GC-MS analizise tortént. Az egyszeresen telitetlen
zsirsavak/telitett zsirsavak (MUFA/SFA) ardnyaban a 36 oras kontroll és leptin kezelt

sejteknél jelentds eltérés volt mérhetd (szignifikancia értéke p=0,07), mig a tobbszordsen
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telitetlen zsirsavak/telitett zsirsavak (PUFA/SFA) esetében szignifikdns novekedést talaltunk
a 12 oras leptin kezelést kovetden (14. A abra).

A 16:1/16:0, 16:2/16:0, 18:1/18:0, 18:2/18:0, 18:3/18:0, 20:1/20:0, 20:2/20:0 és 20:3/20:0
szabad zsirsavak ardnyainak vizsgalata soran megéllapitottuk, hogy a 16:1/16:0 és a 16:2/16:0
zsirok esetében szignifikdns a ndvekedés mind a 12, mind pedig a 36 6rds leptin kezelés
hatasara (14. B abra).

Annak ellenére, hogy a faggyuban jelentds mennyiségben vannak jelen antioxidansok (pl.
az E vitamin, ami az egyik legfobb, a szabad gyokok befogadasat végzo lipid), a faggytsejtek
redox allapotdban bekovetkezd valtozasok kevésbé vizsgalt teriiletnek szamitanak.
Zsiranalizisiink sordn az E vitamin szintjének szignifikans (*p<0,05) csokkenését talaltuk
leptin kezelés hataséara a vizsgalt 36 6ras idépontban (14. C dbra).

A széleskori lipidanalizis eredménye arra utal, hogy a leptin egyrészrdl egy korai hatassal
trigliceridek  szintézisének fokozodasat eredményezi. A leptin  hatdsa tovabba

osszekapcsolhat6 a lipofil antioxidansok, igy az E vitamin szint csokkenésével is a faggyiban.
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14. dbra. A telitetlen/telitett zsirsavak ardnydnak és az E vitamin szintjének vdltozdsa

SZ95 faggyusejtekben leptin kezelés hatdsdra. (A) A szabad zsirsavak (FFA) mennyiségi

73



meghatdrozdsa HPLC és ToF/MS modszerrel tortent 12 és 36 oras leptin kezelést kovetoen.
Az egyszeresen telitetlen/telitett zsirsavak (MUFA/SFA) esetében nem tapasztaltunk
szignifikdns eltérést leptin hatdsdra, ezzel szemben a tobbszorosen telitett/telitetlen zsirsavak
(PUFA/SFA) mennyiségének szignifikans emelkedése volt megfigyelhetd a 36 oras leptin
kezelt mintdkban (**p< 0,005). (B) A 16:1/16:0, 16:2/16:0, 18:1/18:0, 18:2/18:0, 18:3/18:0,
20:1/20:0, 20:2/20:0 és 20:3/20:0 szabad zsirsavakban bekovetkezo valtozasok soran a
16:1/16:0 és a 16:2/16:0 FFA ardnydnak szignifikdns emelkedését tapasztaltuk 12 és 36 ords
leptin kezelés hatdsdra egyarant (*p< 0,05 és **p< 0,005). (C) Az E vitamin (a-tocopherol)
mennyiségének meghatdrozdsa GC-MS technikdval tortént. Az E vitamin mennyisége

szignifikansan csokkent SZ95 szebocita sejtekben 36 ords leptin kezelést kovetoen (*p<0,05).

6.7. A lipidtestek mérete megnovekedett a leptin kezelt SZ95 faggyusejtekben.

A faggyusejtek, az altaluk szintetizalt és metabolizalt intracellularis lipideket hidroféb
organellumokban, un. lipid testekben taroljak [11, 12]. A leptin hatasara a lipid testek
képzddésében bekodvetkezd valtozasok detektdldsdhoz egy fluoreszcens zsirfestéket, a
BODIPY festéket alkalmaztuk [169], majd a sejteket konfokdalis fluoreszcens mikroszkdppal
vizsgaltuk. Mivel a faggyusejtekben 1év0 lipidtestek szama és mérete is igen valtozo lehet,
ezért méréseink soran kizardlag a 3 pm-nél nagyobb lipid cseppekre fektettilk a hangsulyt,
mely a kezeletlen faggyusejtekben elvétve volt csak megfigyelhetd. Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a 12 és 24 dras leptin kezelést kovetden megnovekedett ezeknek a lipid
cseppeknek a szama a kezeletlen sejtekhez képest. (15. abra A, B és C).

A BODIPY festék fluoreszcens tulajdonsdga a mintak &ramlasi citometridval vald
analizisét is lehetdvé teszi, mely szintén megerdsitette a leptin lipid test indukalo hatasat, ahol
a nagyobb fluoreszcencia intenzitast a leptin kezelt sejtek esetében figyeltilk meg (15. abra

D).

74



Kontroll - 294
Leptin-568

Kontroll ST s a b e 7 e
FL1-Height

18 14
16 1]
14
g 10
\g 12 . 8
oo10 I h 8 T
= g T
T . a e ' :
a - 4
: I : I i
0 = 0
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
3um £ lipid testek szama 3pum £ lipid testek szama
[ 12 hkontroll @ 12 hleptin @ 24 hkontroll @@ 24 hleptin

15. dbra: A lipid testek méretének vdltozdsa SZ95 faggyusejtekben leptin kezelés
hatdsdra. A lipid testek jelolésére alkalmas fluoreszcens BODIPY zsirfestékkel megnovekedett
meéretii lipid cseppeket azonositottunk a kezeletlen, kontroll sejtekhez (A) viszonyitva leptin
kezelést (B) kovetéen SZ95 faggyuisejtekben. A BODIPY festés mellett a sejtmagokat DAPI
festékkel tettiik ldthatovd, a sejteket konfokdlis fluoreszcens mikroszkop segitségével
elemeztiik és hdrom pdrhuzamos mintdt vizsgdltunk. Skdla: 5 um. (C) A 3 um-nél nagyobb
lipid testek meghatarozasa 12 és 24 ords leptin kezelést kovetéen SZ95 faggyusejtekben. A
lipid cseppek mérete megnovekszik a kezeletlen sejtekhez (sziirke oszlopok) képest a leptin
kezelés hatdsdra (fekete oszlopok). A mérések sordn lemezenként 100 egymast koveto sejtben
meghataroztuk a 3 um atmeérot meghalado lipid cseppek szamat és a kisérletek sordn hdrom
pdrhuzamos mintdt vizsgdltunk. (D) A lipid cseppek méretének vdltozdsa leptin kezelés
hatdsdra. A BODIPY festés intenzitdasdanak detektdldsdra dramldsi citometrids vizsgdlatot
végeztiink. A dtlagos fluoreszcens jelerésség (mean fluorescence intensity - MFI) érték a
kontroll sejtek esetében MFI=294, a leptin kezelt sejtekben pedig MIF=568 volt. Az MFI
ertekben bekovetkezo emelkedés alatamasztia a lipid cseppek méretének novekedését, mely
leptin kezelés hatdsdra kovetkezett be. A kisérlet sordn hdrom, egymdstol fiiggetlen

pdrhuzamos mintdt festettiink meg.
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6.8. Leptin hatdsdra fokozodik a COX-2 és az 5-LOX enzimek valamint a gyulladdsos
citokinek expresszioja SZ95 faggyuisejtekben.

A leptin, gyulladasos folyamatokban betoltott szerepének tanulmanyozasa érdekében
elsOként olyan kulcsfontossagu fehérjék expresszidjanak valtozéasat vizsgaltuk, mint a COX-2
és az 5-LOX, melyek a faggyusejtek esetében is kdzponti szerepet toltenek be a gyulladasos
mediatorok termelésében. Western blot technikaval azonositottuk a leptin kezelés hatasara
bekovetkezd COX-2 és 5-LOX enzimek fokozott expresszidjat SZ95 faggyusejtekben (16. A
és B abra).

A gyulladasos mediatorokat termeld enzimek vizsgélata utan, olyan citokinek expresszidjat
vizsgaltuk, mint az IL-6 és az IL-8, melyek a faggyusejtek gyulladidsos folyamatainak
szabalyozasiban kulcsfontossdgiak. RT-Q-PCR technikdval és ELISA modszerrel
kimutattuk, hogy leptin kezelés hatasira az IL-6 és az IL-8 citokinek expresszidja fokozodik

mRNS és fehérje szinten egyarant (16. D és E abra).
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16. dbra: Leptin hatdisa a COX-2 és az 5-LOX enzimek expresszidjdra, a STAT3 és az
NF-kB utvonalak aktivdloddsdra, valamint a gyulladdsos citokinek szekréciojara SZ95
Jaggyusejtekben. A COX-2 (A) és az 5-LOX (B) fokozott expressziojdt, valamint a
STAT3 (Tyr705) és az NF-xkB p65 (Ser536) (C) iitvonalak aktivdloddsdt Western blot
technikdval mutattuk ki SZ95 faggyusejtekben leptin kezelést kovetoen. (D) Az IL-6 és az IL-8
gvulladasos citokinek mRNS szinten torténé meghatarozdasara RT-Q-PCR technikdt
haszndltunk. A méréseket hdrom fiiggetlen mintasorozaton, mindig hdrom pdrhuzamost
haszndlva végeztiik, az eredményeket pedig pdrositott t-proba segitségével elemeztiik. Annak
erdekében, hogy a kisérletek soran kikiiszoboljiik a véletlenszerii mérési hibakat, az atlagot +
szorast a normalizalt értékekbol szamitottuk (*p<0,05). (E) 12 és 24 ords leptin kezelés
hatdasdra, az IL-6 és az IL-8 gyulladasos citokinek esetében fehérje szinten bekovetkezo
vdltozdsokat ELISA mdodszerrel hatdroztuk meg. A méréseket hdrom fiiggetlen
mintasorozaton, mindig hdrom pdrhuzamost haszndlva végeztiik, az eredményeket pedig

pdrositott t-proba segitségével elemeztiik (**p <0,01).
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6.9. A leptin aktivdlja a STAT3 és az NF-kB utvonalakat SZ95 faggyusejtekben.

A leptin, receptorahoz kétddve a STAT3 és az NF-kB ttvonalak foszforilalodasat, ezaltal
aktivalodasit eredményezi szdmos sejttipusban. Ezen gyulladdsos jelatvitel faggytsejtben
valé meglétének igazoldsiara Western blot technikdval vizsgaltuk a STAT3 és az NF-xB
utvonalakat. A leptin kezelést kovetden mindkét dttvonalat akitvnak taldltuk SZ95

faggyusejtekben (16. C dbra).

Osszegezve a leptin kezelt SZ95 faggyusejteken végzett vizsgilatainkat, a leptin a
faggyusejtekben a STAT3 és az NF-kB tutvonalak aktivaloddsan keresztiil, hozzajarul a
gyulladasos kornyezet kialakitdsahoz, tovabba fokozza a COX-2, 5-LOX gyulladasos
enzimek valamint az IL-6 és az IL-8 pro-inflammatorikus citokinek expresszigjat. Sejtszinten
Osszekapcsolva a gyulladast a zsiranyagcserével, a leptin megvaltoztatja a lipidmetabolizmust
1s, novelve MUFA/SFA és PUFA/SFA zsirsavak arinyat, illetve csokkentve az E vitamin

szintjét.
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7. MEGBESZELES

A faggyumirigyet sokdig pusztdn csak a bor egyfajta ,artatlan” képletének tartottak,
melynek (leginkabb az allatvilagban) a bor zsirositdsa az egyetlen feladata. Az elmult évek
kutatdsai azonban rdvilagitottak arra, hogy a faggyusejtek az intenziv lipid metabolizmuson
kiviil az &ltaluk termelt pro-inflammatérikus citokineken (IL-6) és kemokineken (IL-8)
keresztiil képesek a bérben zajlo gyulladasos folyamatokat is befolyasolni [172-174].

A felismerés, hogy a faggyusejtek a lipid metabolizmust és a gyulladast sejtszinten
kapcsoljak Ossze, szdmos érdekes hipotézisnek adott teret, felvetve, hogy a faggytimirigy
kiilonb6z6 (pato)fiziologids folyamatokban is szerepet tolthet be. Ez a kettds funkcidé nagyban
hasonlit a zsirsejtek esetében megfigyeltekhez, ahol a sejtek az intenziv zsirtermelésen kiviil
képesek a kornyezetbdl érkezd stimulusok hatidsara szamos inflammatoérikus medidtor
(mésnéven adipokin) termelésére. Ilyen adipokinek példaul az adiponektin, IL-6, resistin,
leptin, serpin E1, visfatin, apelin, chemerin, RBP4 vagy az MCP-1, [175] melyek a kronikus
gyulladasos folyamatok kialakitdsaban vesznek részt, és kozponti kutatasok targyat képezik
példaul a kérosan elhizott betegek esetében, ahol emelkedett szérum szintjiilk ardnyos a test
zsirtomegével [150, 176]. Erdekesség, hogy hasonlé pozitiv korrelaciét bizonyos
borbetegségek esetében 1s megfigyeltek, amelybdl feltételezhetd, hogy egyrészrél van
egyfajta kommunikacié a bor €s a zsirszovet kozott tovabbd, hogy a zsirsejtek mellett a
borben is lehetnek olyan sejtek, melyek az adipokinek potencialis forrasaként szolgalhatnak.
Ugyanakkor eziddig csak a keratinocitdkat €s a fibroblasztokat azonositottdk olyan
sejttipusokként, melyek korlatozottan, de képesek adipokineket termelni a bérben [177-179].

Mivel a faggyusejtek tobb szempontbdl is (intenziv lipid metabolizmus, gyulladasos
aktivitas, kiilonb6z6 lipogenikus faktorok jelenléte) nagy hasonldésagot mutatnak a

zsirsejtekkel, munkénk soran célul tliztik ki az adipokinek expresszids profiljanak
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meghatarozasat a faggyumirigyben, felvetve annak a lehetdségét, hogy a faggyusejtek az
adipokinek potencidlis forrasaként lehetnek jelen a borben. Eddigi ismereteink alapjan a fent
emlitett adipokinek koziil ezidaig csak az IL-6, IL-8 és a resistin jelenlétét mutattdk ki human
faggyusejtekben [20, 46], éppen ezért kivancsiak voltunk arra, hogy mas adipokinek
expresszalodnak-e a faggyusejtekben, szekréciojuk megfigyelhetd-e illetve milyen lehetséges
mechanizusok 4llhatnak a termelddésiik mogott.

Elsé 1épésként azonositani kivantuk a faggyusejtek adipokin ,,eszkdztarat”, azaz, az in vivo
faggyamirigyekben expresszalodd adipokineket nem csak a normal human bdrben, de
kiilonboz6 bdrgyodgyaszati betegségekben is. Igy a jol ismert faggyi-asszocialt bdrbetegségen
kiviil, mint az akné, olyan betegségeket is megvizsgéaltunk, melyek kialakitdsaban a
faggytimirigynek (eddig) nem tulajdonitottak fontos szerepet (pl. melanoma és psoriasis),
vagy pedig megkérddjelezett a szerepe (pl. rosacedban). Az immunhisztokémiai festés sorén,
melyet a Klinikdnkon koérszovettanasz ltal verifikalt, paraffinba 4gyazott szovettani mintdkon
végeztiink, megéllapitottuk, hogy az adiponektin, IL-6, resistin, leptin, serpin E1 és visfatin a
patoldgias kornyezettdl fliggetlentil jelen volt a faggyimirigyekben, mig az apelin, chemerin,
RBP4 ¢és MCP-1 expresszidja nem volt megfigyelhetd egyik esetben sem. Az
immunhisztokémiai festés soran keletkezd esetleges fals negativ eredmény kizarasdhoz, ami a
formalin fixalt és paraffinba agyazott mintdk elOkészitése vagy feldolgozasa miatt
bekovetkezhetett, minden adipokint megfestettiink fagyasztott, normal human boérdén is,
hasonlé mintazatot kapva.

Tekintve, hogy az adipokinek megjelenése fiiggetlen volt a vizsgalt borgydgyaszati
betegségektol, feltételezhetd, hogy (pato)fiziologids szerepiik a termelddésiiket,
szekréciojukat befolyasold kiilonbdz6 mechanizmusokhoz kothetd. Annak érdekében, hogy
ezeket a folyamatokat vizsgdlni tudjuk, kutatdsainkat az SZ95 immortalizdlt huméan

faggyusejtvonalon folytattuk tovdabb, mely a faggyusejt kutatisban az egyik legjobban
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tanulmanyozott és leggyakrabban hasznalt sejtvonal [24]. Az in vitro végzett vizsgalatokkal
megallapitottuk, hogy az SZ95 faggytsejtek eltéré mennyiségben expresszaljak ¢&s
szekretdljak az adipokineket, mely kiilonb6z6 stimulusok hatdséra eltéréen, de indukélhato. A
citoplazmaban és a sejtmagban torténd felhalmozodasuk pedig arra enged kovetkeztetni, hogy
a sejten beliill tovabbi funkcidkkal is birhatnak, mely tovabbi kutatdsok érdekes kiindulasi
pontjai lehetnek.

A faggyusejtek legelfogadottabb gyulladdsos stimulusai a TLR2 és 4 aktivatorok, melyek
kozponti szerepet toltenek be az akné patogenezisében é€s ismerten a pro-inflammatérikus
citokinek termelddését fokozzak, mint az IL-6 vagy az IL-8 [45, 58]. Kisérleteink soran
ezeket a gyulladasos aktivitorokat hasznalva nemcsak az IL-6, de a leptin, a serpin El és a
visfatin esetében is indukciét figyeltiink meg mind génexpresszids, mind pedig fehérje
szinten, felvetve, hogy ezen adipokinek tovabbi figyelmet és vizsgilatokat igényelnek az akné
patogenezisének megértéséhez.

Feltételezve, hogy a faggyusejtek az adipokineken keresztiil képesek befolydsolni a
kornyezetilket mindenképp fontos, hogy szerepiiket esetleges terapids szempontbdl is
megvizsgaljuk. Ezért a TLR2 és 4 aktivatorokon kiviil, kihasznalva kisérleti
tesztrendszeriinket, a 13CRA hatasat is vizsgaltuk, mely a borgyogyaszatban az egyik
legelterjedtebben haszndlt anti-akné szer. Mivel fehérje szinten a leptin termelddésének, gén
szinten pedig az adiponektin mRNS expresszidjdnak indukcidjan kiviil egyik adipokin
esetében sem figyeltiink meg valtozadst 13CRA hatésara, igy feltételezhetben a 13CRA
elsésorban a differencidcié/metabolizmus folyamatok szabalyozdsaban vesz részt a human
faggyusejtekben csakigy, mint ahogy azt a patkdny zsirszovetében megfigyelték [180],
hattérbe szoritva esetleges - az immunsejtek esetén ismert - gyulladast szabalyozé hatasat.

Vizsgalataink masik érdekes eredménye, hogy a visfatin nemcsak rendkiviil magas

mennyiségben expresszalodott és szekretalodott a faggyusejtek esetében, de mennyisége
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tovabbi indukciét mutatott az alkalmazott TLR aktivatorok hatasara. A visfatinnak
feltételezhetéen nemcsak a cukorbetegségben ¢és a metabolikus szindroéméban van gyulladdsos
szerepe [181], de igen jelentds mértékben fejezddik ki a meszes érre jellemzdé un.
zsirmakrofagokban is, ahol valoszinlileg a matrix degradicigjaban és a gyulladas
kialakitasaban vesz részt [128]. Ami a visfatin bdrben betoltott szerepét illeti, eldsegitheti a
psoriasis kialakulasat azaltal, hogy fokozza az antimikrobidlis peptidek termelését a huméan
keratinocitidkban [182]. Ugyanakkor a visfatin rendkiviill nagy mennyiségben torténd
termelése a faggyusejtek altal, Oonmagaban nem elegendé ahhoz, hogy messzemend
kovetkeztetéseket vonjunk le arra vonatkozdan, hogy a faggytimirigy, a visfatinon keresztiil
barmilyen mddon részt venne a psoriasis kialakuldsdban vagy a betegség progresszidjaban,
azonban jol példizza a faggydmirigy pro-inflammatérikus tulajdonsagat, igy vizsgélata
mindenképpen érdekes kutatasok targyat képezheti a jovoben.

A serpin El a zsirszovet, valamint az endotélium 4altal nagy mennyiségben termelt
adipokin, mely egyfajta 0sszekotd ,,kapocs” lehet az obezitds €s a betegséghez tarsuld
megnovekedett trombdzisra vald hajlam kozott [183]. A bdrben betoltott szerepét illetden
részt vesz a sebgyogyulasi folyamatok szabdlyozasdban €s a bOrfibrozis patogenezisében
[184, 185]. Tovabbda a melanoma esetében, mint rossz prognosztikai markerként
transzformalt sejtek invazidjdban €s a metasztazis képzddés szabalyozasdban [123]. Mivel a
serpin E1 a faggytimirigyben is expresszalodik feltételezhetjiik, hogy a faggyumirigy is ezen
adipokin segitségével potencidlisan hozzijarulhat az extracellularis matrix ,,remodelling”
folyamat szabalyozasahoz. Tovabbi kutatisok ravilagithatnak a jovOben arra, hogy milyen
mechanizmusok 4llnak a serpin El-nek a sebgydgyuldsban valamint a melanoma
progresszidjaban és a metasztazis képzddésében betdltott szerepének hatterében, melyhez a

faggytmirigy is hozzajarulhat.
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Az adiponektin jelen ismereteink szerint a legelfogadottabb anti-inflammatorikus adipokin,
gétolja az IL-6 szekrécidjat, tovabba olyan anti-inflammatoérikus citokinek termelddését segiti
eld, mint az IL-10 és az IL-1 receptor antagonistdk [186]. Az adiponektin a keratinocitdkban
is csokkenti a pro-inflammatérikus citokinek (TNF-a, IL-17, IL-22 és IFN-y) termelddését
[187], hozzdjarul a sebgyogyulds folyamatidnak szabalyozdsahoz [188], tovabbd humén
szOrtliszobdl szarmazd sejtekben kimutattdk, hogy befolyasolja a szérndvekedést is [189].
Vizsgéilataink, mely az adiponektint a human faggyimirigyben 1is azonositotta,
kulcsfontossagiak, tekintve hogy a human dermiszben lejatsz6d6 gyulladasos folyamatok
szabalyozasdban a faggyimirigy ezaltal nem csak pro-, de akar anti-inflammatérikus médon

is részt tud venni (17. abra).
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17. dbra: A faggyusejtek dltal expresszadlt és szekretdlt adipokinek dttekintése. A pro-
inflammatorikus IL-6, resistin, leptin, serpin El és visfatin, tovdbbd az anti-inflammatrorikus
adiponektin in vivo egyardnt kifejezodik normal humdn borben, rosacedban, aknéban,
melanomdban és psoriasisban csakiigy, mint in vitro SZ95 faggyusejtekben. A kisérlet sordn

alkalmazott stimulusok hatdsdra (PAM3CSK4, LPS és 13CRA) a resistin kivételével minden
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adipokin expresszioja szabdlyozodik (adiponektin, IL-6, leptin, visfatin és serpin EI) mRNS
szinten. Az IL-6, leptin, serpin El és visfatin esetében fehérje szinten tapasztalt vdltozdsok

korrelalnak az mRNS szinten megfigyelheté eredményekkel. Az adiponektin, faggyusejtekbdl

crer

Akazawa és munkatdrsai munkdja alapjdan [190].

A zsirszovetben a megnovekedett lipid felvétel valaszaként fokozott leptin szekrécid
figyelhetd meg [191]. A leptin étvagyat befolydsold hatdsat a hipotalamuszban taldlhat6 leptin
receptoron keresztiil fejti ki, szérumban megfigyelhetd szintje pedig pozitiv korrelaciot mutat
a BMI-vel. A leptin hatdsa azonban nem csak a szervezet energia héaztartasanak
szabalyozasara korlatozodik, hisz a metabolikus hatasokon tul, a leptin olyan sejtek
immunvalaszat is szabdlyozza, mint a zsirsejtek, makrofagok [192], dendritikus sejtek [193],
T- és B-sejtek [194, 195], NK sejtek [196], porcsejtek [197], fibroblasztok [198] és
keratinocitdk [199]. Ami a bdr fiziologias folyamatait illeti, a leptin kdzponti szabalyozdja a
regeneracios €s bororegedési folyamatoknak tovabba a haj novekedését is befolyasolja [165,
198, 200]. Mivel a leptin sejtszinten igen komplex szerepet tolt be a zsiranyagcsere és a
gyulladds folyamatinak szabdlyozasaban, feltételezhetd, hogy a leptin 4ltal indukalt szignal
folyamatok beilleszthetéek a faggytsejtben lejatszodd biologiai folyamatokba is. Ezt a
hipotézist tdmasztja ald az a vizsgilat, melyben leptin deficiens (ob/ob) egerekben a
faggyimirigyeket nagyobbaknak [201], valamint a vizvisszatartds szabdlyozasaért felelos
viasz diészterek termelodését abnormalisnak talaltak [10]. A rendelkezésiinkre all6
egérkisérletekbdl szarmaz¢d adatok alapjdn azonban igen nehéz a human faggyusejtekre is
feltétel nélkiil érvényes kovetkeztetéseket levonni, nem csak azért, mert az egér szébuménak
Osszetétele igen eltérd a human szébuméhoz képest, de az emlitett cikkben hasznalt mddszer,
mely a hematoxilin-eozin festett szovettani metszeteken probalta meghatarozni a
faggyimirigyek méretét, szintén nem alkalmas a faggytimirigyek méretbeli valtozasanak

detektalasara [202]. Ugyanakkor ezek az eredmények kétségteleniil ramutatnak arra, hogy a
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leptinnek fontos szerepe lehet a huméan faggyusejt-bioldgidban, relevianssa téve a
zsirtermelésre, valamint a gyulladisos hatdsra irdnyul6 vizsgalatokat.

Munkéank soran megallapitottuk, hogy a humén epidermiszhez [198], a human follikularis
papilla sejtekhez [203] és a patkdny preputidlis mirigyében taldlhaté faggyusejtekhez [14]
hasonléan a human faggyimirigyben is megtalalhaté a leptin receptor. Erdekesség, hogy a
leptin receptor hosszu, funkciondlisan aktiv izoforméja (Ob-Rb) az altalunk vizsgélt normal és
aknés boérben egyarant kifejezddik, jelezve hogy kondicidktdl fiiggetleniil képes lehet a
faggyusejt vélaszolni a leptinre. Annak érdekében, hogy meghatirozzuk hogyan képes a
faggyusejtekben a leptin a gyulladast és a zsirtermelést befolyasolni, els6ként megerdsitettiik
az Ob-RbD jelenlétét SZ95 faggyusejtekben is, majd atfogd analizist végeztiink, mely sordn a
pro-inflammatdérikus szigndlitvonalakat, a lipid test képzdodést, tovabba a lipid profil
valtozasat vizsgaltuk.

A faggyusejtek szerepe nemcsak kizarolagosan a zsirtermelés, hanem kiilonb6zo
gyulladasos folyamatokat is képesek szabalyozni. Vizsgalatok kimutattdk, hogy az aknés
betegek faggyumirigyei (akércsak az SZ95 faggytsejtek) gyulladdsos mediatorok
termelésében fontos szerepet betoltd enzimeket (COX-2 és 5-LOX) valamint pro-
inflammatérikus citokineket (pl. 1L-6) és kemokineket (pl. IL-8) is expresszdlnak [46].
Ezeknek a gyulladasos fehérjéknek az alapszinten torténd kifejezddése tovabb fokozhato
kiilonbozd stimulusok hatisara, mint pl. arachidonsav, linolsav vagy P. acnes [14, 58].
Kisérleteink soran az SZ95 faggyusejtekben a fent emlitett fehérjék expresszidjanak
fokozodasat figyeltilk meg leptin hatdsira, mely eredmények aldtdmasztjak, hogy a leptin
kozponti szabalyozdja lehet a gyulladasos folyamatoknak.

A STAT3 C-terminélis végéhez kozeli tirozin (Y705) és a transzaktivacios doménban 1€vo

szerin (S727) foszforilacidja a STAT3 aktivdlodasdhoz, dimerizdci6jahoz valamint a

crcr

85



szabalyozasa torténik meg, mint a c-Myc, JunB és Mcl-1 [204]. Tovabba az NF-«B
eredményeként a p65 alegysége foszforildlodik, melynek eredményeként az NF-xB
transzkripcids szinten képes szabalyozni a folyamatokat. Munkédnkkal, mely soridn leptin
hatdsira a STAT3 valamint az NF-kB p65 alegységének foszforilacigjat figyeltiik meg SZ95
faggyusejtekben, nemcsak a gyulladdsos valasz hatterében 4all6 lehetéséges ttvonalat
azonositottuk, de els6ként mutattuk ki, hogy az SZ95 faggytsejtekben aktivalhaté a STAT3
utvonal is, ravilagitva ezzel a huméan faggyusejtek komplexitasara.

A lipid test képzddés az intenziv zsiranyagcserét folytato sejtekre jellemzd, mely soran a
sejt az altala termelt lipideket hidrofob organellumokba ,zarja” [11, 12]. A lipid testek
jelenléte illetve dinamikus véltozdsa azonban kevésbé tanulmanyozott teriilet. A
vizsgalatainkhoz hasznilt BODIPY fluoreszcens festéssel kimutattuk, hogy leptin kezelés
hatasara megnd a lipid testek mérete SZ95 faggyusejtekben. Ehhez hasonl6 jelenség
tapasztalhat6 leptin hatdsara a makrofagok esetében is [205] igazolva, hogy a leptin szamos
sejttipusban képes befolydsolni a zsirmetabolizmust és az intracellularis lipid raktarak
kialakulasat. Mivel a sejten beliil felhalmozott lipidek mennyisége dinamikusan valtozik, a
lipid testek kialakuldsdnak folyamata, valamint az, hogy mi lesz a sejten beliil felhalmozott
zsirok sorsa nagyban fiigg az adott szovettdl/sejttél. A kiilonb6zd sejtben ugyanis nem
feltétleniil a lipolizis lesz a sorsa a zsiroknak, hanem az eldallitott zsirokat akér raktarozhatja
is egy adott sejt (pl. a zsirszovet esetében) vagy kiliritheti azt (pl. a faggytimirigy esetében)
[167]. A lipid testek méretének novekedése és a szébum termelés kozotti Osszefliggést
vizsgaltdk a Cidea (cell death-inducing DNA fragmentation factor alpha-like effector A)-
deficiens egerekkel végezett kisérletekben is. A Cidea elsdsorban a fehér- és barna zsirban
kifejez6dd, lipid testekhez kapcsolodd fehérje, amely a lipid cseppek megnovekedéséért

felelos [206]. A Cidea-hianyos egerek esetében megfigyelték, hogy a bdrfelszini lipidek
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mennyisége, illetve a faggyusejtek lipid termelése jelentdsen lecsokkent, mellyel egyidében
nagy szamdu, de kis méreti lipid testek jottek 1étre. Ugyanakkor a Cidea emelkedett szintje
pozitiv korrelaciét mutatott a szébum termeléssel. Ezzel Osszhangban, ha az SZ95
faggyusejtekben tiltermeltették a Cidea fehérjét, akkor a fokozott zsirtermelésen kiviil nagy
méretl lipid testek jelentek meg, felvetve annak a lehetdségét, hogy a zsircseppek méretbeli
novekedése valdjdban nem is annyira a tarolashoz mintsem inkabb a szekrécidhoz tarsuld
jelenség a faggyusejtek esetében [207]. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a leptin
kezelés hatdsara kialakult nagy méreti lipid testek is a fokozott szekréci6 markereként
szolgilhatnak. Annak érdekében, hogy megértsiik mi is pontosan ezeknek a lipid testeknek a
funkci6ja és kialakuldsuk hatterében milyen mechanizmusok allnak, kétségteleniil tovabbi
kutatasok sziikségesek.

A faggyusejtek 4ltal termelt szébum nem csak az allatvilagban tér el fajonként, de
jellegzetes Osszetételt mutat az emberben is, melyben alapéllapotban a telitett zsirsavak
vannak tdlsilyban [168]. Ugyanakkor szdmos tanulminy beszamolt arrdl, hogy ez az
Osszetétel megvaltozhat bizonyos bérbetegségben, ahogyan azt bevezetdnkben részletesen
bemutattuk az akné kontextusaban. Azonban a kérdés tovabbra is megvélaszolatlan: vajon a
faggyla Osszetételének megvaltozasa az, ami a gyulladdshoz vezet vagy pedig ,,csak”
természetes velejardja a borgyulladasnak? Valaszt keresve a leptin esetleges szerepére a
faggyd Osszetételének befolyisoldasaban, tovabbi lipid analizist [167] végeztiink,
meghatarozva azoknak a zsiroknak a szintjét, melyek leginkdbb jellemzéek a human
faggytra. Az eredményeink egyértelmiien a leptin hatasat igazoltak: a kezelés kovetkeztében
az SZ95 faggyusejtekben kiilonbozd egyszeresen ¢és tObbszorosen telitetlen zsirsavak
halmozddtak fel, mely magyardzattal szolgidlhat a megemelkedett triglicerid szintekre,
valamint a nagyobb méretii lipid testek kialakulasdra egyarant, ahogy azt human és egér

maijsejtekben korabban mar kimutattak [208].

87



@ LEPTIN

LIPOGENEZIS
E vitamin
JFA/SFA, PUFA/SFA

Triglicerid 1

Lipid testek

18. dbra: A leptin hatdasa SZ95 faggyiisejtekre. Leptin kezelés hatdsdra aktivdlodnak a
STAT3 és az NF-xB utvonalak, megemelkedik a COX-2 és 5-LOX gyulladdsos enzimek
expresszioja, tovdbbd fokozodik az IL-6 és az IL-8 pro-inflammatorikus citokinek termelése.
Megvidiltozik a gyulladdsos fenotipusnak a zsiranyagcseréje is, mely sordn megnovekszik az
egyszeresen telitett/telitetlen zsirsavak (MUFA/SFA) és a tobbszorosen telitett/telitetlen
zsirsavak (PUFA/SFA) ardnya, lecsékken az E vitamin szintje, tovabbad jelentosen

megnovekszik a lipid testek mérete.

Eredményeink bioldgiai relevancidjanak interpretalasaban Smith €s munkatarsainak
vizsgalata ad rendkiviil érdekes tampontot, akik megallapitottdk, hogy az aknés betegek
tiinetes bdérének faggyljaban a telitetlen zsirok felhalmozddasa jellemzd, ahogy azt a leptin
kezelt faggyusejteknél is tapasztaltuk, mig a betegség klinikai javulasa dsszefiiggést mutatott
a telitetlen/telitett zsirsavak aranyaiban (els6sorban a FFA 16:1/16:0) bekdvetkezd
csokkenéssel [209]. A tanulmany kiilon kitért arra, hogy tovabbi javulds volt megfigyelhetd a
tiinetekben, ha a vizsgélatban résztvevd betegek alacsony glikémias (LGL) étrendet kovettek,

aminek kovetkeztében csokkent a testtomeg és a faggyuban 1évQ telitetlen zsirsavak
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mennyisége is a kontroll csoporthoz képest [209]. Ezen eredmények felvetik az LGL diéta
szerepét a szébum Osszetételének megvaltozasiban és ezzel egyiitt az aknés tiinetek
sulyossagdban, azonban a hattérben 4ll6 mechanizmust nem azonositotta. Eredményeink
tikrében ebbe a folyamatba illeszkedhet be a leptin azaltal, hogy megndveli a telitetlen
zsirsavak (legfoképp a FFA 16:1/16:0) aranyat a faggyusejtek altal termelt zsirokban,
hasonléan az aknés betegek faggyujdban ismertekhez. A szébumban megtaldlhatd legfobb
antioxidans, az E vitamin szint lecsokkenése leptin kezelés hatdsara pedig méginkabb felveti a
lehetdségét annak, hogy ha nem is teljes mértékben felelds a leptin, de komoly szereppel
birhat a gyulladasos aknés bortiinetek esetében tapasztalt megvaltozott faggyu kialakitasaban
[198]. A rendelkezésiinkre all6 klinikai kutatdsok is kapcsolatot taldltak a szérum leptin
szintek és az akné kozott, bar csak az obez betegek szérumaban volt a leptin szintje
szignifikdnsan magasabb azokhoz a betegekhez képeset, akik obezek voltak ugyan, de nem
volt aknéjuk [163]. Hasonlé méréseket végezve nem obez betegek estében ugyanakkor mar
nem volt tapasztalhat6 szignifikans kiilonbség a szérum leptin szintjében att6l fiiggetleniil,
hogy volt-e a betegeknek aknés tiinete vagy sem, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
szamos metabolikus folyamat koziil nem elég pusztan a leptinnel szamolnunk ahhoz, hogy
megértsiik komplex szerepiiket az akné kialakuldsaban [161].

Az adipokinek karaketrizdlasaval munkank még komplexebb megvildgitisba helyezi a
leptint, hisz felveti annak lehetdségét is, hogy nem csak a keringésben 1évo leptin vezethet a
faggytimirigy gyulladasdhoz és megvaltozott zsirtermeléséhez, de maga a faggyusejt is képes
lehet hasznélni autoregulatérikus formaban. A faggyusejtek és a leptin kapcsolatanak tovabbi
kiterjesztése olyan szignal tutvonalak irdnyaba, mint a mammalian target of rapamycin
(mTOR) tutvonal (melyet szintén képes a leptin indukalni), tovabbi érdekes kapcsolatokat
teremthet az akné megléte/stilyossaga és az érintett betegek egy részében megfigyelhetd

metabolikus eltérések kozott [210-212].
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Munkankat osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a zsirsejtekhez hasonléan a faggyusejtek
is képesek expresszalni és szekretalni az adipokineket, igy ezeken a fehérjéken keresztiil a
faggytimirigy akar befolyasolhatja a dermiszben lejatsz6dd, dinamikusan valtozo
folyamatokat is. Ha figyelembe vesszilkk a faggydmirigyek igen nagy szamat a bdrben,
felvetddik az egyik legfontosabb és talan legprovokativabb kérdés is: képesek-e a
faggyumirigyek (a zsirszovethez hasonloan) az A&ltaluk termelt adipokineken keresztiil
nemcsak lokélisan, de szisztémasan is kifejteni a hatdsukat. Igy a munkankra épiil6 tovabbi
kutatdsok egyrészrOl ) megvilagitasba allithatjdk a szébum termelddését és a gyulladdsos
folyamatok kialakuldasdt az adipokinek tiikrében, masrészt Uj lehetdségek elott is

megnyithatjak az utat a kiilonb6z6 gyulladasos bérbetegségek kezelésére vonatkozodan.
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8. OSSZEFOGLALAS

A faggyumirigy, a haj follikulusokkal egyiitt, a pilosebaceus egység alkot6ja, melynek
els6dleges feladata a szébum termelés. Az intenziv szébum termelés valamint a szébum lipid
Osszetételének valtozasa kulcsfontossdgu szerepet jatszik olyan gyulladdsos borbetegségek
kialakulasaban, mint az akné vagy az atopias dermatitis. Kiilonb6z6 receptorokon (TLR2,
TLR4 és TLRO) keresztiil, a faggytimirigy szamos pro-és anti-inflammatérikus citokin (IL- 6
és 10), kemokin (IL-8), antimikrobidlis lipid és peptid termelddését szabalyozza.

A zsirszovet gyulladdsos hatdsdnak kozvetitésében kdzponti szerepet bet6ltd adipokinek,
mint pl. az IL-6, MCP-1, TNF-a, leptin vagy az adiponektin, olyan kisméretli bioaktiv
molekulak, melyek immunrendszerre kifejtett hatasa szamos sejttipusban keriilt leirasra. Ezek
koziil az IL-6-rdl, illetve a TNF-a-r6l mar bebizonyosodott, hogy a zsirszovethez hasonléan a
faggyusejtek is képesek termelni, felvetve, hogy e fehérjéken keresztiil a zsirszovethez
hasonl6an a faggyusejtek is képesek gyulladast iniciélni illetve modulalni.

Munkacsoportunk az adipokinek szisztémas analizise soran azt a megfigyelést tette, hogy a
faggyusejtek szamos egyéb adipokint is képesek termelni. Kisérleteink sordn megvizsgaltuk,
milyen stimulusok képesek szabalyozni illetve felszabaditani a faggyusejtekbdl az 1L-6-ot,
adiponektint, leptint, resistint, serpin El-et és visfatint. Munkankat szoveti preparatumokon,
illetve SZ95 sejtkulturan végeztiik, olyan sejtkezeléseket hasznalva, melyek dermalis jelenléte
ismert: gyulladasos stimulusok (TLR1/2 [PAM3CSK4] és 4 [LPS] aktivatorok) valamint
terapiasan hasznalt zsir (I3CRA). Ezen stimulusok hatdsara a gén expresszid szintjén
figyeltiink meg valtozasokat az IL-6, adiponektin, leptin, serpin E1 és visfatin esetében, mely

eredményt ELISA moddszerrel fehérje szinten is megerdsitettiink. Ezek utan figyelmiinket a
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leptinre forditottuk, ugyanis ez volt az az adipokin, melynek termelddése indukalhatéd volt a
fent emlitett stimulusok hatasara.

A leptin, biologiailag aktiv receptordn keresztill a szervezet energia haztartdsanak
modulélasan kiviil, szdmos sejttipusban (makrofagok, dendritikus sejtek, T- €s B limfociték,
keratinocitdk) szabdlyoz immunvélaszt. Normal és aknés bdérmintaban, valamint SZ95
sejtvonalon egyarant azonositottuk, hogy a biologiailag aktiv, hosszu izoforméji leptin
receptor kifejezOdik a faggyusejtekben, relevanssa téve a leptin faggyusejtekre gyakorolt
hatasanak vizsgéilatat. Munkacsoportunk kimutatta, hogy SZ95 faggyusejtekben leptin kezelés
hatasara egyrészt megnd a lipid cseppek mérete és megvaltozik a lipid Osszetétel, masrészt
kiilonbozé gyulladdsos medidtorok termelddésében szerepet jatszo enzimek (COX2 és 5-
LOX) expresszioja indukalodik. A leptin fokozza tovabbé a pro-inflammatdrikus IL-6 és 1L-8
citokinek mRNS ¢és fehérje szintli expressziojat, valamint a STAT3 és az NF-kB ttvonalak
aktivdlodasat eredményezi, mellyel sejtszinten kapcsolja Ossze a zsiranyagcserét a
gyulladéassal.

Eredményeink arra utalnak, hogy a faggytmirigy az éltala termelt adiokineken keresztiil
nem csak célpontja lehet a borben a kiilonb6z6 gyulladasos folyamatoknak, hanem annak

inicidldja és modulélgja is.
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9. SUMMARY

Sebaceous glands and hair follicles form together the pilosebaceus units, whose primary
function is the production of sebum. While an altered lipid composition associated with an
increased excretion of sebum is one of the most important factors in the development of acne,
on the other hand, its impaired production has been proposed as a key feature in atopic
dermatitis. Sebaceous glands also play a central role in skin inflammation. Pattern recognition
receptors such as TLR2 and TLR4 are expressed in sebocytes, and their activation increases
the secretion of both pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-6 and IL-10 respectively),
chemokines (IL-8), antimicrobial lipids, peptides, periglandular peptides and neuropeptides.
Sebocytes besides being important players in the regulation of skin homeostasis, also
represent an interesting cell type that links lipid metabolism with inflammation at a cellular
level, a key feature that is also a hallmark of adipocytes.

Adipokines, i.e. proteins that are synthesized and secreted primarily by adipocytes in
response to various stimuli, include IL-6 and other small molecular weight bioactive proteins
such as adiponectin, resistin, leptin, serpin E1, visfatin, apelin, chemerin, RBP4, and MCP-1.
Due to their different biological properties and diverse cellular targets adipokines are involved
in a wide array of (patho)physiological processes and are responsible for mediating the
inflammatory effects of the adipose tissue in the local tissue environment as well as to
different organs via circulation. Based on the already characterized similarities between
adipocytes and sebocytes, it was reasonable to suppose that adipokines might also be
produced and secreted by sebocytes and to design studies to elucidate if these proteins, as
important inflammatory mediators of adipocyte biology, could be integrated into SG biology.

Therefore, in this work we aimed to identify sebocytes as possible sources of adipokines

within the human skin by showing the presence of different inflammatory adipokines in SGs
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of various histological specimens. Sebaceous glands in all examined samples expressed
adiponectin, IL-6, resistin, leptin, serpin E1 and visfatin, but not apelin, chemerin, RBP4 and
MCP-1. Confirming the presence of the detected adipokines in the human SZ95 sebaceous
gland cell line we further characterized their expression and secretion patterns under different
stimuli by using TLR2 and 4 activators, or by 13-cis retinoic acid, a key anti-acne agent. With
the exception of resistin, the expression of all of the detected adipokines (adiponectin, IL-6,
leptin, serpin E1 and visfatin) could be further regulated at the level of gene expression,
showing a close correlation with the secreted protein levels.

In this study, we provide further evidence that the active, full-length form of leptin receptor
is expressed in human sebaceous glands and in cultured human SZ95 sebocytes. The
treatment of SZ95 sebocytes with leptin led to an enlargement of intracellular lipid bodies,
increased the ratios of unsaturated/saturated fatty acids and decreased vitamin E levels.
Further supporting a pro-inflammatory role, leptin induced COX-2 and 5-LOX expression in
SZ95 sebocytes and augmented the production of IL-6 and IL-8 cytokines. Upon leptin
treatment, STAT3 and NF-kB pathways were activated indicating that these known leptin
signalling pathways are active in human sebocytes.

Our findings suggest that leptin signalling may be involved in the pro-inflammatory
regulation of sebaceous lipid metabolism and in the induction of inflammatory enzymes and
cytokines. Furthermore, our results suggest that sebocytes are not simply targets of
inflammation but may exhibit initiatory and modulatory roles in the inflammatory processes

of the skin through the expression and secretion of adipokines.
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