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1. Bevezetés

A bor 1étfontossagu szerv, amely a test teljes kiilso feliiletét boritja, és védelmet nyujt a
korokozokkal és a kornyezetbdl szarmazo sériilésekkel szemben. A faggyumirigy szerves része
a bor szerkezetének és mitkodésének, mivel a bor felszini lipidjeinek 90%-at biztositja. Ezek a
mirigyek olyan lipideket termelnek, amelyek részt vesznek a serdiilékor egyik legelterjedtebb
betegségében, a pattanasos bér vagy mas néven az akné vulgaris patogenezisében. Bar a
faggytmirigy iranti érdeklddés az akné vulgarisban betoltott kozponti szerepébdl ered, szamos
uj funkciora deriilt fény, amelyek ravilagitanak e sokoldalu sejtes egységnek a bor
homeosztazisdban betoltott osszetett funkcidjara. A faggytimirigy legalabb két szempontbol
kiilonleges. El8szor is, e mirigy terméke holokrin szekrécido Utjan szintetizalodik, egy
egyediilallo modszerrel, amelyet elsddleges sejtegységének, a szebocitinak vagy
faggyusejteknek a degradécioja jellemez. Masodszor, annak ellenére, hogy a szebocitdk ham
eredetieck és szdmos hormonreceptorral rendelkeznek, lipidszintézisiik révén a lipid
anyagcserében toltenek be jelentds szerepet, ami altalaban a zsirsejtek szdmara fenntartott
feladat. [gy a faggyumirigy egyszerre tekintheté hormonalis célpontnak és endokrin szervnek
is. A faggyutermelés és -leadas mellett a faggyumirigyek feladata, hogy fenntartja a test
homeosztazisat a vizveszteség megakadalyozasa, a testhdmérséklet szabalyozésa, valamint a
korokozé mikroorganizmusok ¢és toxikus anyagok elleni védelem révén. A kutatdsok
kimutattak, hogy a faggyumirigyek rendelkeznek az androgén-anyagcseréhez sziikséges gének
atirasanak sejtes képességével is. A tulzott faggyltermelés az egyik leggyakoribb
boérbetegségben, az akné vulgarisban figyelheté meg, mig a deregulalt faggyusejt-

differencialodas néhany ritka jo- €s rosszindulata daganatot jellemez.

Irodalmi adatok alapjan a faggytmirigy holokrin szekrécidja, egy autofagia altal kozvetitett
sejthalal forma, mely soran a degradacios végtermékek felhasznadlodnak fehérjeszintézishez és
egyéb energiatermeld folyamatokhoz, ami hozzajarul a faggyumirigyek normal miikodéséhez.
Kisérleteink soran a szoveti transzglutaminaz (TG2) szerepét vizsgaltuk a faggyusejtek
mikodésében, amely fehérje borben 1évo jelenléte és a zsiranyagcserében betoltott szerepe
mellett, az autofagia folyamataban is részt vesz. A dolgozatomban bemutatasra keriild
vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy ez az enzim hozzdjarulhat a faggyutermeléshez az
autofagia folyamatan keresztiil, igy jovObeli gyogyszeres aktivalasa esetleg hatékony célpont

ey

kidolgozéasaban és kezelésében.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A faggyumirigy

A faggyumirigyek az epidermisz acinaris, holokrin szekrécioval rendelkezd fiiggelékei, melyek
a testfelszin legtobb teriiletén megtalalhatok. Altaldban a faggyumirigyek az tigynevezett
pilosebaceus egység fontos részét képezik, és szorosan kapcsolodnak szortiiszOhéz. Mig a
faggytimirigyek kiilsd, bazalis rétege osztodo sejteket tartalmaz, a belsé kompartmentet
faggyusejtek vagy mas néven szebocitak alkotjak, amelyek jol meghatarozott differencialodasi
programon mennek keresztiil, végiil egy olajos és viaszos anyag keverékét, az igynevezett
faggyut vagy szébumot termelik [1,2]. A faggytmirigy érési zonajaban a sejtek tovabb
halmozzék a lipideket, érettebbé valnak, majd a mirigy kdzepe felé, a degeneracios zonaba
tolodnak (1. abra). A faggyusejtek differencialodasatés érésétkovetden a lipidtartalmu faggyu,
holokrin szekrécidval szabadul fel a mirigy egy specidlis szekrécios csatornajan keresztiil a
tiisz6csatornaba, hogy eljusson a bor felszinére [3]. Ez a komplex lipidkeverék jelentdsen
hozzajarul az emlésok bérének barrier funkcidjdhoz, mivel csokkenti a bor felszinérdl torténd
vizveszteséget, valaminteldsegitia viz taszitasatés a hészabalyozast [4]. Bara faggytimirigyek
fiziologiai komplexitasanak minden részlete nem teljesen ismert, a faggy antimikrobidlis
hatdssal rendelkezik, antioxidansokat tartalmaz és véd az UVB altal kivaltott apoptdzissal

szemben [3-6].

A faggyumirigyek diszfunkcioja szamos borbetegséggel jar egyiitt [2]. Az akné, a serdiil6kor
leggyakoribb bérbetegsége, amely a faggyttermelés novekedésével és a faggyt 6sszetételének
megvaltozasaval jellemezhetd [7]. A faggyumirigyek hibas miikodését tovabba a
faggyumirigy-gyulladasaval, pikkelysomorével, alopecidval, ekcémds betegségekkel és
faggyumirigy-daganatokkal is Gsszefliggésbe hoztak [8,9]. Mivel a faggyumirigyek fontos
szerepet jatszanak a bér homeosztazisaban és a bér normalis miik 6désében, ezen mirigyek
jobb megértésére nagy sziikség van ahhoz, hogy a fent emlitett a korképeket célzottan lehessen

kezelni.
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1. dbra: (A) Hematoxilin-eozinnal festett pilosebaceous egység (faggyumirigy és szortiisz6) [10]. (B) A
faggyusejt differencialodas kiilonbozo lépéseinek sematikus dbrdzoldsa. Az dbra Schneider, M. R. és
Paus, R. 2010. kozleménye alapjan késziilt [4]. A szebocitdk érési és differencidalodasi szakaszaban részt
vevd sejttipusokat kiilonbozo szinekkel jeloljiik. A nyilak jelzik a sejtdifferencialodas és éres utjat, amig
a sejttartalom fel nem szabadul a holokrin szekrécio kovetkeztében. PZ: proliferacios zona, MZ: érési

zona, NZ: nekrotikus zona.

2.2. A faggyumirigyhez kapcsolodo leggyakoribb korképek

Acne vulgaris

Az acnevulgarisazon til, hogy az egyik leggyakoribb bérbetegség, a serdiilokor leggyak rabban
eléforduld dermatdzisa. Bar nem életveszélyes, sillyos formai kiterjedt hegesedést okozhatnak
az arcon ami jelentds érzelmi tiineteket okozhat, amelyek akar sulyos pszichologiai
problémakhoz is vezethetnek. Az akné patogenezise dsszetett, magaban foglalja a follikularis
hiperkeratinizaciot, a Propionibacterium acnes altal kivaltott gyulladast és a tulzott
faggyutermelést, amely a P. acnes szamara tipanyagforrasként szolgal [11]. A faggyt
csokkentésére szolgaldo ordlis terapia hormonokon vagy izotretinoinon, egy szintetikus

retinoidon alapul, amely gatolja a faggyumirigyek differencidlodasat. Az izotretinoin
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mellékhatédsai és a teratogenitassal kapcsolatos aggalyok azonban egyértelmiien jelzik, hogy

alternativakra van sziikség e betegség kezelésében [12].
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2. dbra: Az akné kialakuldsanak sematikus dbrdzoldsa. (Forras: https://plasticsurgerykey.com/acne-

vulgaris/). Az akné kialakuldsa szamos tényezé kolcsonhatasaval jar, beleértve a follikularis
hiperkeratinizaciot; a faggyutermelést és faggyuosszetételt befolyasolo hormondlis hatdasokat, és a

gyulladast, amely részben a P. acnes dltal kozvetitett.

Seborrhoea

A talzott lipidtermelés leggyakrabban azokon a bdrteriileteken figyelhetd meg, ahol a
faggytmirigyek slirlisége nagyobb, mint példaul az arcon, a fejbdron €s a torzs felsd részén. A
szeborreas dermatitisz egy olyan betegség, amelyet voros, hamlo bérfoltok jellemeznek. Ennek
a betegségnek, amely kiilondsen gyakori csecsemOknél, AIDS-betegeknél és neurologiai
rendellenességben szenvedd betegeknél, 6sszetett és meglehetdsen kevéssé ismert etiologidja

van [13].

Rosacea

Erdekes modon, annakellenére, hogy arosacea a test faggyumirigyekben gazdagteriiletein van
jelen, a rosaceas betegek altal szekretalt faggyt mennyisége nem valtozik az egészséges
kontrollcsoporthoz képest. A faggyu altalanos relativ Osszetételében azonban valtozéasok
tapasztalhatok [14,15]. Az érintetteknél megndvekedett a mirisztinsav (C14:0) és csokkent a
hosszu lancu telitett zsirsavak szintje [15]. Ezek a lipidek szerepet jatszanak a bdrgat
integritdsanak fenntartdsdban, ezért jogosan feltételezhetd, hogy a megvaltozott
faggytzsirsavprofil fontos szerepet jatszik a borgat diszfunkcidjdban, ami rosaceahoz vezet

[15].


https://plasticsurgerykey.com/acne-vulgaris/
https://plasticsurgerykey.com/acne-vulgaris/

Sebaceoma és faggyumirigy karcinoma

A szebaceoma joindulati daganat, amely hisztopatoldgiailag hasonlit a mellékhdm maés
joindulata daganataihoz, mint a trichoepithelioma és a cylindromak [16]. A faggytmirigy
differencialodason atesé rosszindulata, agressziv daganatokat faggyumirigy karcindémanak
nevezziik [17]. Ezek a nagyon ritka tumorok leggyakrabban szemészeti (Meibom mirigybdl
szarmazd) daganatok, de a test barmelyik faggyumirigyébdl kialakulhatnak. A leggyakoribb
klinikai téves diagndzis a chalazion, a Meibom- vagy Zeis-mirigyek gyulladasos elvaltozasa,
amely kemény, altalaban fajdalommentes szemhéjcsomoé kialakulasahoz vezet [17]. A
neoplasztikus faggyuelvaltozasok tovabbi entitdsok széles skalajat foglaljdk magukban,

amelyek nomenklatiraja és kezelése még mindig ellentmondésos.

2.3. A human in vitro faggyusejt modellek jelentosége

Az akne és a seborrhoea a faggyumirigyekkel kapcsolatos betegségek, amelyek kizarolag
emberi betegségek. A human faggyusejtek miitkddésének ¢€s szabalyozasanak alapvetd
kutatdsdhoz human in vitro modellekre van sziikség. A human faggyusejtkultara-modellt
elészor 1989-ben irtak le. A tenyésztett human faggyusejtekrdl kimutattak, hogy meg6érzik a
fontos szebocita jellemzOket, bar in vitro nem mennek keresztiil teljes terminalis
differencialodason. Az évek soran a molekularis bioldgiai technika modositasai javitottak a
human szebocitak in vitro tenyésztését, de az elsddlegesen tenyésztett faggyusejtek mégmindig
legfeljebb hat passzazsig tarthatok fenn in vitro [18]. Az elmult években létrehoztak az
immortalizalt human faggyumirigy SZ95 [19], SEB-1 [20] és Seb-E6E7 [21] sejtvonalakat,
amelyek lehetévéteszik, hogy ugyanabbdla donorkultirabol nagy szami faggyusejtet nyerjiink.
Az SZ95-nek nevezett immortalizalt transzfektalt sejtek alkalmazasa az egyik legelterjedtebb a
kisérletes kutatasok soran. A huméan arcborrdl szarmazo faggyamirigy sejteket transzfektaltak
specialis viralis plazmiddal és az igy kapott proliferalo sejtkulturakat tobb mint 50 alkalommal
passzaltak, klonoztak, tehat elmondhatd, hogy hosszi1 id6 in vitro tenyésztés utan sem mutattak
az oregedés jeleit, mig ezzel szemben a normal human faggyusejtek csak harom-hat passzazsig
tenyésztheték [19]. Az in vitro tenyésztett human szebocitak hasznos eszk6zzé valtak a
faggyumirigy aktivitasdnak és szabalyozasanak tanulmanyozasaban, valamint az akn é és mas
faggyumirigyekkel kapcsolatos betegségek patofiziologiaimechanizmusainak megértésében és

kezelésében.



2.4. Az autofagia

Az autofagia egy intracellularis degraddciés mechanizmus, melynek soran a makromolekulak
¢s organellumok kettds membrannal korilvett strukturakban bomlanak le, melyeket
autolizoszomaknak neveziink. Az autofagia egy evolucidésan konzervalt bioldgiai folyamat,
amelnyek harom f6é formajat irtdk le az tgynevezett mikroautofagiat, makroautofagiat és a
chaperon-medialtautofagiat [22]. Dolgozatomban a makro-autofagiara 6sszpontositok, amelyet

altalaban ,,autofagianak” neveznek (3. abra).
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3. dbra: Az autofagia klasszikus utvonalinak (makroautofigia) sematikus dbrazolasa. A folyamat
inicidcios lépésében az ugynevezett izoldalo membran, egy kettés membrdn kérbezdrja az emésztendo
anyagot. Koévetkezé lépésben, az elongacio soran a kettds membran bezdrulasaval létrejon az
autofagoszoma, ami aztan fuzional a lizoszomaval. Az ezaltal létrejove strukturat autofagolizoszomanak
nevezziik, melynek belsé kozegének pH-ja savas, ami végiil a degraddcio soran a beltartalom

lebontdsat teszi lehetove.

Az autofagia egy szigoruan szabalyozott folyamat, amelyben legalabb 32 kiilonb6z0
autofagiaval kapcsolatos gén (Atg) vesz részt. Koziiliik az Atg5 szerepétaz autofagia aktivalasa
sordn széles korben tanulmanyoztdk. Az AtgS kritikus szerepet jatszik az autofagoszomak
érésének szabalyozasaban [23]. Az autofagiat célz6 molekulak és organellumok olyan specialis
hordozomolekulédkkal tarsulnak, minta p62/sequestosome-1(SQSTM1), amely kdlcsonhatasba
1ép az LC3 Il-vel, egy lipidalt fehérjével, amely a kialakuldban 1év6 autofagoszomamembranon
talalhato. Egyiitt autofagoszomakka alakulnak, amihez az autoféagiaval kapcsolatos gén, az
Atg7 elengedhetetlen. Az autofagoszémak ezt kovetden egyesiilnek a lizoszomakkal, ezaltal
tartalmukat lebontd enzimek hatasanak teszik ki [22]. Az autofagiat eredetileg a

tapanyaghianyra adott nem specifikus valaszmechanizmusként irtak le, [24] de ma mar tudjuk,



hogy specifikusan a sériilt fehérjéket és szubcellularis organellumokat is megcélozza, beleértve
a mitokondriumokat (mitofagia), endoplazmatikus retikulumot (ERfagia), peroxiszomakat

(pexofagia) és a lipidcseppeket (lipofagia) [25].

2.5. Az autofagia és a faggyamirigy kapcsolata

Irodalmi adatok alapjan a faggytmirigy holokrin szekrécidja egy autofagia fiiggd folyamat
mikodésének megvaltozasahoz vezet [25]. Az autofagia hidnya zsiros bort és
megnagyobbodott faggyumirigyeket eredményez, tovabba a bérhamsejtekben befolyésolja a
faggyulipidek Osszetételének aranyat és a viaszészterek leggyakoribb zsir-acil fajainak
lanchosszat[25]. Ezen kiviil kimutattak,hogy az emberi bor faggyumirigy sejtjeiben konstitutiv
modon expresszalddnak az autofagias fehérjék, ezzel szemben az aknés betegek
faggyumirigyeiben az autofagia markerek jelentdésen le vannak szabalyozva [28]. Az
irodalomban megtaldlhaté in vitro kisérletek alapjan az autofagia gatlasa noveli a lipidek
felhalmozodasat az SZ95 szebocitdkban, tovabbd az autofagia kozvetiti a retinsav
szeboszupressziv hatasat ezekben az SZ95 faggyusejtekben [28]. Ez klinikai szempontbol
érdekes informacid, mert a lokalis retinoidok az akné kezelésének alappillérei. Az elsd
generacids retinoid tretinoint (all-transz retinsav) és a szintetikus harmadik generacios
poliaromatikumokat, az adapalént és a tazarotént az amerikai FDA engedélyezte akné
kezelésére, mig a helyi alkalmazasu tretinoin, az izotretinoin (13-cisz retinsav) és az adapalén
autofagia kapcsolatanak részletes feltarasa, ezen folyamatokban szerepet jatszo kulcsfehérek

azonositasa, tehatfontos szerepetjatszhataz akné és mas faggyumirigy mikodéssel kapcsolodo

ey

2.6. A szoveti transzglutaminaz (T G2), mint potencialis target a faggyusejtek
miikodésében

A szdveti transzglutamindz (TG2) egy multifunkciondlis enzim, amely szdmos érdekes
tulajdonsaggal rendelkezik, és sokoldalu szerepet jatszik mind a fizioldgias, mind a
patofizioldgias folyamatokban. A transzglutaminaz csaladon beliil a TG2 a leggyakrabban

el6forduld tag az eukariotakban, és szinte minden emlds sejtben jelen van. Egyediilallé enzim,
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amelynek sejtszintii lokalizacidja, konformacioi, szabalyozo faktorai/mechanizmusai és
biokémiai funkcidéi komplex kolcsonhatasban vannak [30]. Az enzim izopeptidkotések
létrehozasaval katalizalja a fehérjék Ca2* és tiol-fiiggd poszttranszlacios modositasat. Ezek a
kotések egy aciltranszfer (transzamidacios) reakcioval jonnek létre, amelyben a fehérjéhez
kotott glutamin-maradék y-karboxamid csoportja acil-donorként és primer aminok széles
spektruma acilakceptorként mikodik, kiilondsen a fehérjéhez kotott lizin-maradékok és
alacsony molekulatomegli poliaminok. A transzamidalason kiviil a transzglutaminazok a
glutamin-maradékok észteresitési és hidrolizis reakcioit is katalizalhatjak [30]. A
transzamidacios reakciok Ca2*fliggd katalizatoraként betoltott szerepe mellett a TG2 képes
GTP-t (és ATP-t is) kotni és hidrolizalni. Ezek a valtozatos katalitikus tevékenységek
szerkezetileg egy négy kiillonb6z6 doménbdl allo multidomén fehérjében tikkrozédnek [30] (4.

abra).

A TG2 szorosan részt vesz szamos sejtfunkcio szabalyozasaban, mint példaul a sejtadhézio,
migracio, tilélés és sejthalal, sejtndvekedés és -differencialodas, exocitdzis és autofagia [31].
Gyulladasos betegségekkel, coliakiaval [31], neurodegenerativ betegségekkel [32],
cukorbetegséggel [33], rakos megbetegedésekkel [34], sebgyogyulassal [35] és bérgyogyaszati
problémakkal [36, 37] is 6sszefiiggésbe hozhato. A szoveti transzglutaminaz expresszalodik az
emberi bérben [35], azonban faggytimirigyben betoltott szerepe eddig tisztazatlan. Fontos
kiemelni, hogy a fentebb mar emlitett tretinoin, a retinsav metabolitja, a borgyogyaszatban, az
akné kezelésére széles korben alkalmazott terapias szer. Az all transz retinsavrol (ATRA) pedig
ismert, hogy a retinsav receptort aktivalva, képes a TG2 génexpressziojanak fokozasara (4.
abra). Tehat a retinsav vagy tretinoin a terapias hatasan tal, potencialis TG2 indukal6szemek
is tekinthetd. A szoveti transzglutaminaz faggyusejtekben betoltott szerepének tisztazasa azért
is felmeriil, mert a faggyusejtekhez nagy mértékben hasonlito beige zsirsejtekben a TG2 fontos
szerepet jatszik a lipid anyagcsere szabalyozasaban [38]. Mind a faggyusejtek mind pedig a
zsirsejtek nagy mennyiségi lipidet halmoznak fel, és hasonl6 receptorokkal rendelkeznek,
valamint a lipidtermelésben részt vevd enzimek, példaul a diacilglicerin aciltranszferaz és a
sztearoil-Coa deszaturaz részben atfedo sorat expresszaljak [3]. A TG2 borben 1€v6 jelenléte és
a zsiranyagcserében betdltott funkcioja mellett, az autofagiaban is szerepet jatszik, ahol
sziikséges az autofagoszoma éréséhez és az autofagia befejezéséhez egér embrionalis
fibroblaszt (MEF) sejtekben [39]. Ezen ismeretek alapjan feltételezhetd, hogy potencialis
fehérje lehet a faggytsejtek miikodésében is, ezért szerepét részletesebben is szerettiik volna

megvizsgalni.
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All-transz-retinsav (ATRA) ( m
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4. adabra: (A) A szoveti tramszglutamindz 3D  strukturdjanak  dbrdzolisa  [Wikipédia:

https://en.wikipedia.org/wiki/Tissue transglutaminase#/media/File:Tissue transglutaminase.png]. A

kiilonbozé doméneket eltérd szinek jelolnek. (B) Az all transz retinsav (ATRA) a retinsav receptort
aktivalva, képes a TG2 génexpressziojanak fokozasira. Az dabra Kitakaze T. és munkatdrsai

publikaciojan alapjan késziilt [40].
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3. Célkitiizés
A faggyumirigyek (pato)fiziologiai szerepének tovabbi feltarasa érdekében célul tiiztiik ki a
TG2 szerepének vizsgalatat a faggyusejtek miikodésében.

Célunk volt az SZ95 faggyusejtek 6sszehasonlitd vizsgalata: A vad tipust és a korabban
létrehozott 4lland6 TG2 knock out (KO) SZ95 faggyusejt vonal felhasznalasaval, amelyet
csoportunk CRISPR/Cas9 mdédszerrel hozott 1étre.

Az alabbi kisérletek taztik ki célul:

e A szoveti transzglutamindz expresszidjanak vizsgalatat hisztokémiai modszerrel a normal
human bor faggyumirigyeiben és immuncitokémiai, gén és fehérje expresszidos modszerekkel

az S795 faggyusejtekben.
e A lipid cseppek vizsgdlatat high-content screening (HCS) modszerrel.

e Az autofagia folyamatanak tanulmanyozasara az LC3II és LC3I fehérjék aranyat, illetve
kiilonboz6 autofagias fehérjék (ATGS, ATG7) vizsgalatat terveztiik HCS és Western blot

modszerekkel.

o A sejtes kisérletek in vivo tanulmanyozasara a TG2 hianyos €s vad tipust egerek szérének

viztaszitd képességének vizsgalatat szerettiik volna elvégezni.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. S7.95 faggyusejtek tenyésztése

A human immortalizalt SZ95 faggyusejteket [19] 37°C-0s termosztatban, 5% (v/v) CO2 és nedves
paratartalom mellett tenyésztettiik Sebomed Basal Médiumban® (Cat. No.: F8205, Biochrom,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag). A tapfolyadékot 10% borju szérummal (FBS, (BioSera,
Nuaillé, Franciaorszag), ImM CaCl,-dal, 1% penicillin/streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 5 ng/ml epidermalis nvekedési faktorral (EGF,
Sigma-Aldrich) egészitettiik ki.

4.2. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai festéshez a Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont (DE KK)
Borgyogyaszati Klinika Szovettani Laboratoriumabol szarmazd anonim, fagyasztott illetve
formalin fixalt és paraffinba agyazott mintait hasznaltuk. A fagyasztott metszeteket 10 percig
fixaltuk jéghideg acetonban. A paraffinba agyazott metszeteket deparaffindltuk majd
rehidrataltuk és az endogén peroxidazok gatlasara 3% H,O; oldatot hasznaltunk. Az antigén
feltarast Tris-EDTA pufferben (10 mM Tris, 1 mM EDTA oldat, 0,05% Tween 20, pH 9,0)
végeztiik 25 percig, a nem specifikus kotéhelyek blokkolasa pedig 5% borji szérum albumin
(BSA) oldatban tortént 30 percig szobahémérsékleten [41]. Az immunhisztokémiai modszer
soran anti-TG2 (Zedira, Darmstadt, Németorszag) antitestet hasznaltunk, melyet PBS-ben
(1:100) higitottuk, majd a metszeteket 1 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk. A torma-
peroxidaz konjugalt masodlagos antitestek alkalmazasa utan (SuperSensitive One-step
Polymer-HRP Detection Systems, BioGenex) az immunreakciot Vector VIP Kit (Vector
Laboratories) segitségével tettiik lathatova. A sejtmagok festéséhez metil zold festéket
alkalmaztunk, a mintak analizisére pedig Leica DM2000 LED mikroszkopothasznaltunk (Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag).

4.3. Immuncitokémia és high-content screening mérés

Az SZ95 faggyusejteket Superfrost Ultra Plus targylemezeken (LabTek, Thermo Scientific,
Rochester, NY) tenyésztettiik. Ezt kovetden 4%-os paraformaldehiddel (PFA) 20 percig tarto
fixalas utan 0,1%-0s Triton-X PBS-sel permeabilizaltuk 20 percen at, majd 0,5%-0s BSA-val
blokkoltuk 30 percen keresztiil. A TG2 (Zedira, Darmstadt, Németorszag) elleni poliklonalis
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antitestet PBS-ben (1:100) higitottuk, és a metszeteket 1 Oran at szobahOmérsékleten
inkubaltuk. PBS-es mosdas utan 1 6ran at masodlagos antitesttel torténd inkubacié kovetkezett.
Végiil a lemezeket Vectashield DAPI fedé médiummal (Vector Laboratories) fedtiik le és

fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk [41].

A high-content screening (HCS) mérésekhez a sejteket 96 lyuku lemezeken, 70%-0s
konfluenciaig novesztettiik. Ezt kovetden sejteket PBS-ben mostuk és 4%-0s paraformaldehiddel
fixaltuk 15 percig. A lipidcseppek festéséhez Nilus voros festéket alkalmaztunk (1:1000 higitas,
Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL) majd a mintakat 1% Triton X-100 PBS oldatban 10
percig szobahdmérsékleten permeabilizaltuk. A sejteket 1% BSA-PBS oldatban 1 6ran at
blokkoltuk. A sejtmagokat DAPI (1:10higitas, Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL) festéssel
vizualizaltuk, amit kétszer 10 perc PBS-es mosas kovetett [38]. A szebocitak leképezése az
Opera Phenix High Content Screening rendszerrel tortént (PerkinElmer, Waltham, MA). A
képalkotasi folyamat harom csatoman tortént: DAPI, Nilus voros és brightfield csatornakon. A
sejtek szegmentalasahoz egy elére betanitott VGG-UNet szemantikai szegmentacioés modellt
finomhangoltunk, hogy a teljes sejtteriiletet szegmentalja a brightfield csatornan. A sejtmagokat
hagyomanyos szegmentaciéval szegmentaltuk a CellProfiler 3.1.8-ban (Broad Institute,
Cambridge, MA). A nagy sejtkompartmentek szegmentalasa utan a Nilusvorossel festett
lipidcseppeket is szegmentaltuk hagyomanyos modszerrel a CellProfilerben. Az elemzés sordn
megmeértiik a sejtek szamat, a lipidcseppek szamat és az egyes objektumok (sejtek, cseppek,
sejtmagok) teriiletét.
Létrehoztunk tovabba egy kiilon képi adatsor is, ahol az ATGS fehérjét megfestettiik (elsédleges
antitest: 1:000 higitas, masodlagos antitest: 1:400 higitis, Alexa Fluor 546), az aktin szalak
festésére TexasRed-X Phalloidint hasznaltunk (1: 150 higitasban, Thermo Fisher, Waltham,
MA), a sejtmagokat pedig DAPI (1:10 higitas, Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL)
festéssel tettiik lathatova. A képalkotési 1épés soran a DAPI, a brightfield, a Nilusvords, az
Alexa488 és a TexasRed-phalloidin csatornak képei késziiltek. A brightfield csatornata VGG-
UNet modell szegmentaldsi teljesitményének ellenérzésére alkalmaztuk. Osszehasonlitast
készitettiink a VGG-UNet modellel végzett brightfield sejtszegmentacio és a Cellprofiler
segitségével TR-Phalloidin festett sejtszegmentacid kozott. Az adathalmaz statisztikai elemzése
soran a hagyomanyos szegmentacios modszert alkalmaztuk, mivel ez a modszer precizebb volt
ebben a kisérleti 0sszeallitasban. Az elemzés soran megmértiik a sejtek szamat, az ATGS jelek

szamat, valamint az egyes objektumok (sejtek, ATGS jelek, sejtmagok) teriiletét.
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4.4. mRNS izolalas, reverz transzkripcio és valos ideji kvantitativ RT-
gPCR

Az S795 faggytsejtekbdl TRIzol reagens (MRC, Cincinnati, OH, Amerikai Egyesiilt Allamok)
felhasznalasaval teljes RNS-t izolaltunk a gyartd Gtmutatasa szerint, melynek a mennyiségi és
mindségi meghatarozasat NanoDrop 2000 (NanoDrop, Erlangen, Németorszag) segitségével
végeztiink. A kvantitativ valos ideji PCR-hez (qRT-PCR) a teljes RNS-b6l cDNS-t
szintetizaltunk, amit 37 °C-on 120 percig és 85 °C-on 5 percig végeztiink a High-Capacity
cDNS reverz transzkripcios kit (Thermo Scientific) segitségével [38]. A valos ideji kvatitativ
PCR-t (QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR; Applied Biosystems) 40 ciklusban 95 °C-on 10
masodpercig és 60 °C-on 1 percig végeztiik, melyhez specifikus primereket és TagMan probat
(Applied Biosystems) hasznaltunk. A transzkriptumok kvantifikalasat az ,,6sszehasonlitd Ct
modszer” alapjan készitettiik el, és a kapott értékeketa ciklofillin A (PPIA) haztartasi génre
normalizaltuk [41].

4.5. A TG2 KO klonok létrehozasa CRISPR/Cas9 modszerrel

Munkacsoportunk a TG2-hoz in silico egy egyedi SgRNS-t tervezett a Zhang laboratorium
CRISPR Design Tool (http://tools.genome-engineering.org) segitségével. A TG2-t célzd sgRNS-
szekvencia a kdvetkezd volt: forward-5-CACCGCTGATACTCACCCTCTCGGCCCCA-3'és
reverse- 5'-AAACTGGCCGAGGGTGAGTATCAGC-3". Az SZ95 szebocitakat plazmiddal
transzfektaltak. 5 oraval késobb a tapfolyadékot visszavaltottdk normal tapfolyadékra. A
transzfekcid utdn 24 oOraval a sejteket 24 o6ran keresztiil desztillalt vizben oldott 2 pg/ml
puromycinnel (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag), majd tovabbi 24 6ran keresztiil 0,5
png/ml puromycinnel kezelték. Miutan a talélo sejteknek egy napot hagytak a regeneralddasra, az
egyes sejteket BD FacsAriaTM 11l segitségével (BD Biosciences, San Jose, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) 96 lyuku lemezekbe szortoltak a klonalis sejtvonalak Iétrehozisahoz. Minden

alabbi elemzést harom ellendrzott TG2 knock- out klonon végeztiink, és ezek atlagat adtuk meg.

4.6. Kisérleti allatok

A C57BL/6J genetikaihattérrel rendelkezd TG2 KO egereketésa TG2 vad tipusu alomtérsaikat
heterozigodta sziilok paroztatdsa utdn genotipizalassal azonositottdk. Az egereket a Debreceni
Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Kisérleti Allathdzaban kontrollalt koriilmények

kozott 12-12 ora sotét-vilagos ciklusokat valtva, egyenletes hdmérsékleten (22 + 1 °C-on) az
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ivovizhez és taplalékhoz szabad hozzaférést biztositva, normal diétan tartottuk [42]. Az
allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga (DEMAB) altal
jovahagyott engedélyek alapjan (engedélyek szama: 14/2010/ DEMAB és 1/2014/DEMAB)
végeztiik. Az egerek elaltatdsat kovetden, a fiileket és a borotvalt hatbort begytijtottiik és
feldolgoztuk az epidermalis lipidosszetétel elemzéséhez. A faggyulipidek elemzés€éhez mind a

TG2 vad tipusu és a TG2 KO egerek szorét begyijtottiink [43].

4.7. Viztaszitasi vizsgalat

A viztaszitasi vizsgalat sematikus dbrazolas az 5-ds dbrdn lathat6, melyet a kordbban leirtak
szerint végeztiik [44, 45]. Roviden, két egércsoportot (csoportonként 6 egeret) 2 percre 30 °C-
os vizbe meritettiink, majd a felesleges vizet papirtorlovel eltavolitottuk. A testtomeget
szobahdmérsékleten torténd vizbe merités eldtt és 2 percenként a vizbe merités utan ro gzitettiik.
A szOrzet viztartalmat ugy szdmoltuk ki, hogy a vizbe merités elotti teststilyt kivontuk a vizbe

merités utani testsulybol.
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5. dabra: Az egerek szorének viztaszitasanak sematikus dbrazolasa, amelyet a BioRender segitségével
készitettiink. A kisérlet el6tt lemértiik az allatok testtomegét, majd az egereket 2 percre 31 °C-os vizbe
meritettiik. A felesleges vizet papirtoridvel itattuk le, ezt kovetéen pedig az egerek testsulydt a
szobahomeérsékleten torténd vizbe meritést kovetéen 2 percenként rogzitettiik. A mérések kozott az

allatokat egyesével miianyag dobozokban tartottuk.

4.8. Western blot

A fagyasztott mintdkat 2x Laemmli pufferben (125 mM TRIS/HCI pH 6.8, 4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-mercaptoetanol) 5 percen keresztiil, 100°C-on hékezeltiik, majd Branson
Sonifier 450 késziilékkel szonikaltuk (Branson Ultrasonics Corp, Danbury, CT) 2 percig,
maximalis intenzitdson, amit ismét 5 perces 100 °C-on térténd hdkezelés és végiil centrifugalas
kovetett 15 percig, 14 000 g fordulatszamon. A fehérjéket 12%-0s SDS-PAGE géleken

valasztottuk szét és PVDF membranra blottoltuk. A blottolas utan a membranokat 4% -0s
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sovany tejporral TTBS-ben (150mM NaCl, 25mM Tris/HCI pH=7,5, 0,01% Tween 20)
blokkoltuk 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten. Az els6dleges antitestet4 °C-on egy ¢jszakéan
at hagytuk a membranokon. Kovetkezd 1épésként a membranokat haromszor 20 percig TTBS-
sel mostuk, majd torma peroxidaz (HRP)-konjugalt egér, illetve nyul-ellenes IgG masodlagos
antitesttel (Bio-Rad) inkubaltuk szobahomérsékleten egy 6ran at. Az inkubacio utdn ismét
haromszor 20 perces TTBS-sel torténd mosas kovetkezett. Végiil a vizsgalni kivant fehérjéket
a kemilumineszcencia elvén alapuld Pierce™ ECL technikaval, Western Blotting Substrate
(Advansta, San Jose, CA) elohivo folyadékkal, rontgenfilmen (AGFA, Mortsel, Belgium) tettiik
lathatova. A filmeket automata Kodak Medical X-ray Processor késziilékkel hivtuk elé
(Carestream Health, Rochester, N.Y). A savok denzitometralasat a nyilt forraskodu ImageJ
szoftverrel (1.51k verzio, National Institutes of Health, Bethesda, MD) végeztiik. Normalizalo
fehérjeként B-AKTIN-talkalmaztunk. Az altalunk hasznaltelsédleges és masodlagos antitestek
listajat az 1. tdblazat tartalmazza. A kisérleteket 3 bioldgiai paralellbdl szarmaz6 mintékon

végeztiik el, az expresszios értékeket atlag = SD-ben fejeztiik ki [38].

Antitest Alkalmazott higitas Forgalmazé
B-ACTIN 1:5000 Sigma Aldrich (#A2066)
TG2 1:1000 Invitrogen (# MA5-12739)
ATGH 1:1000 Novus Biologicals (NB110-53818)
LC3 1:2000 Novus Biologicals (NB100-2220)
ATG7 1:2000 Cell Signaling (2631S)
Anti-nyul IgG, HRP 1:10000 Advansta (R-05072-500)
konjugalt masodlagos antitest
Anti-egér IgG, HRP konjugalt 1:10000 Advansta (R-05071-500)
maésodlagos antitest

1. tablazat: A Western blot vizsgdlatokhoz haszndlt antitestek és azok higitasai.
2.

4.9. Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikancidk meghatarozasat GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, Calofornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) és Microsoft Excel 14.0 programokkal
végeztiik. A statisztikai szignifikanciat két csoport kozott - parositatlan kétszélii Student t-
teszttel hataroztuk meg. Az eredményeket atlag = SD formaban adtuk meg. A szignifikans
eltérést *p <0,05 **p< 0,01 ***p<0,001 ****p <0,0001 ért€keknél allapitottuk meg [38].

18



5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A normal emberi bor faggyumirigyei és az SZ95 faggyusejtek is
expresszalnak szoveti transzglutaminazt

A szoveti transzglutaminaz faggyumirigyben betoltott biolodgiai szerepének tisztdzasara
megvizsgaltuk expresszidjat a normal emberi bérben. Kimutattuk, hogy mind az
epidermiszben, mind a faggyumirigyekben megtalalhaté a TG2, melynek mintazata érdekes
modon hasonlo az epidermiszben és a faggyumirigyben (6/A dbra). Immunhisztokémiai
vizsgalataink alapjan er6sen festddik az epidermisz bazalis sejtrétegében és kevésbé festodik a
felso sejtrétegekben. A faggyumirigyben pedig a proliferacios és érési zonaban talalhato (6/A
dbra). In vitro kisérleteink soran az SZ95 faggyusejtekben is megvizsgaltuk a TG2
expresszidjat. Immuncitokémiai modszerrel, (6/B dbra) tovabba génexpresszios (6/C dbra) és

fehérjeszinten (6/D dbra) is sikeriilt Kimutatnunk a TG2 jelenlétét az SZ95 szebocitakban.
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6. dbra: (A) A szoveti transzglutamindz reprezentativ immunhisztokémiai festése egészséges emberi
borminta szovettani metszeten. (B) A TG2 specifikus immunfluoreszcens festése SZ95 faggyusejtekben.
Azimmunfluoreszcens festés soran a sejtmagokat DAPI festekkel tettiik lathatova és a sejteket konfokalis
fluoreszcens mikroszkop segitségevel vizsgaltuk. Kisérleteink soran harom egymdstol fiiggetlen festést
vegeztiink. (C) A széveti transzglutamindz mRNS szintjének valos idejii gqPCR elemzése. (D) Az SZ95

faggyusejtekben jelenlévo TG2 reprezentativ detektaldsa fehérje szinten Western blot technikaval.

5.2. A TG2 hianya fokozott lipid akkumuliciot eredményez az SZ95
szebocitakban

A TG2 faggytsejtekben betoltott szerepének tanulmanyozasahoz, munkacsoportunk allando
TG2 knockout (KO) SZ95 szebocita sejtvonalat hozott 1étre CRISPR/Cas9 modszerrel,
melynek sikerességét Western blot segitségével igazoltunk (7/4 dbra). A faggyusejtek
lipidtermelésének 6sszehasonlitd vizsgalatat high-content screening modszerrel végeztiik (7/B
dbra). Kimutattuk, hogy a TG2-hianyos szebocitak fokozott lipidfelhalmozodast mutatnak az
SZ95 vad tipusu sejtekhez képest (7/C d@bra). Tovabba sikeriilt meghatarozni azt is, hogy mig
egy vad tipusu faggyusejtben atlagosan 5 lipidcsepp talalhato, addig a TG2 hidnyos sejtekben
atlagosan 7 lipidcsepp van jelen (7/D abra). Kisérleteinkben a sejtszam nem kiilonb6zott TG2

hianyaban a vad tipusu sejtekhez hasonlitva (7/E dbra).
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1. abra: (A) Az allando TG2 knock out (KO) SZ95 szebocita sejtvonal reprezentativ Western blotja. (B)
Az 8795 szebocitak reprezentativ konfokdlis képei. A sejtmagokat DAPI-val a lipid cseppeket Nilus voros

crer

eredmeényei. (D) Az SZ95 szebocitdkban kimutatott datlagos lipidcseppek szama egy sejtre vonatkoztatva.
(E) A faggyusejtek sejtszamai a kisérlet soran. (n=3) ***p<0,001

5.3. Az autofigia marker ATGS szintje alacsonyabb a TG2 hianyos
faggyusejtekben

Az autofagia, sziikséges a lipidek lebontashoz [46] és az is ismert, hogy a TG2 szerepet jatszik
az autofagia szabalyozasaban [39], ezért immuncitokémiai és high-content screening
modszerrel (8/4 dbra) megvizsgaltuk az ATG5 fehérjét, amely egy széles korben vizsgalt
marker az autofagia tanulmanyozasara [46-49]. Az ATGS5 kritikus szerepet jatszik az
autofagoszomak érésének szabalyozasaban. Azonos konfluencidn 1€v0 sejteket vizsgalva az
SZ95 szebocitdk immunfluoreszcens festése az ATGS citoplazmatikus festddését azonositotta,
amiautofagidra utal, vad tipust sejtekben, mig TG2 hianyabanaz immunfluoreszcens festddése
egyértelmiien azt jelzi, hogy az ATGS szintje jelentésen lecsokken (8/A és B dbra). Ezt a
megfigyelést alatamasztja a high-content screening elemzésiink, ahol az ATGS atlagos

pixelintenzitasa szignifikansan alacsonyabb a TG2 KO faggyusejtekben (8/C dbra).
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8. dbra: (A-B) Az ATGS festidés reprezentativ konfokalis képei SZ95 szebocitdkban. A sejtmagokat
DAPI festéssel vizualizaltuk, az ATG5 specifikus immunfluoreszcens festése zold szinnel lathaté. Azaktin
szdlak festésére TexasRed- Phalloidint hasznaltunk, amit az dbra A részén mutatunk be. (C) Az ATGS

high-content screening elemzésének eredménye. (n=3) **p<0,01

5.4. A lipid felhalmozédas karosodott autofagiaval jar egyiitt TG2
hianyaban, amit az autofagia markerek fehérje expresszidja is alatamaszt

Immuncitokémiai eredményeinknek alatdmasztasara tovabb vizsgaltuk az autofagiat fehéne
szinten a tipikus autofagia marker fehérjék expressziojanak mérésével (9/A-C dbra). Az
autofégia sordn a citoplazma egy része €s szamos fehérje beépiil az autofagoszémaba, amely az
intracellularis degradacido kulcsfontossagu kettés membran vezikuldja. Ezek koziil az
autofagiaval kapcsolatos fehérjék: ATGS, ATG7 és az LC3B-II/I arany az autofagia jellegzetes

markerei. Az ATG5-r6l leirtak, hogy nélkiilozhetetlen mind a kanonikus, mind a nem
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kanonikus autofagiaban ¢és kritikus szerepet jatszik az autofagoszomak érésének
szabalyozasaban. Az LC3 fehérje vizsgalatatazért tartottuk fontosnak, mertirodalombol ismert
adat, hogy a TG2 kozvetleniil katalizalhatja az LC3 térhalosodasat foszfatidil-etanolaminnal
(PE), egy lipidmolekulaval, amely az autofagoszéma membran megnyulaséhoz sziikséges. Ez
a lipidacioként ismert modosulas sziikséges ahhoz, hogy az LC3 autofagoszomalis
membranokhozkapcsoldédjon[50,51]. Ugy gondoljak, hogy az LC3 TG2-kozvetitett lipidacioja
stabilizdlja az autofagoszomakat és fokozza a lizoszomakkal valé fuzidjukat, eldsegitve a sejtes
tartalom lebomlasat. A harmadik vizsgalt fehérje pedig az ATG7, egy ligaz, amely kdzponti
szerepetjatszik az autofagoszomabiogenezisébenaz ATGS és ATG12 konjugalasaval, tovabba
részt vesz az LC3 lipidacidjaban is [52]. Minden kisérletiink soran 3 TG2 KO klont (biologiai
parhuzamost) hasonlitottunk 6ssze SZ95 WT mintakkal. Mind az ATGS (9/4 dbra), ATG7 (9/B
dbra) ésaz LC3 II/I aranyanak (9/C dbra) szignifikansan alacsonyabb expresszidjat detektaltuk
TG2 hidnyaban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TG2 KO faggyusejtekben kimutatott

lipidfelhalmozodas, karosodott autofagidval jar egyiitt.
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9. dbra: (A) Az SZ95 faggyusejtek ATGS (B) ATG7 és (C) LC3 1I/I aranydnak reprezentativ Western
blot-analizise. A szignifikancia szamitdsokhoz t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat atlag +SD formdban
adtuk meg. (n=3) * p <0,05 ***p < 0,001
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59.9. A TG2 KO egerek csokkent viztaszito képességgel rendelkeznek

A TG2 faggytmirigyben betoltott szerepének in vivo tanulmanyozasara kisérleteket végeztiink
TG2 KO egereken és kontrollként a vad-tipusu tarsaikon. Az in vitro kisérleteink soran a TG2
hidnyos faggyusejtekben megfigyelt alacsonyabb szintli autofagia miatt, megvaltozott
faggyttermelésre vagy faggyuosszetételre kovetkeztetiink TG2 KO egerekben. Kimutattak,
hogy az autofagia hianya a faggytulipidekbena szabad zsirsavak és a koleszterin csokkenéséhez,
a zsirsav-metilészterek novekedéséhez, valamint a leggyakoribb viaszészter-lipidekben a
hosszabb lanchosszusag felé valé eltolodashoz vezet [25]. Irodalmi adatok alapjan, kiilonb6z6
szintl faggyltermelés esetén a szoérzet viztaszitd képessége csokkenhet, ami a szOrzet
vizfelvevd képességének novekedését eredményezi. Annak érdekében, hogy egerekben
vizsgaljuk a faggyumirigy funkciojat, ugynevezett viztaszitasi vizsgalatot végeztiink. A kisérlet
elott lemértiik az egerek testtomegét, és ezt a kiindulasi testsulyt vettiik 100%-nak, amit
szaggatott vonallal jeloliink (10/4 dbra). A vizbe meritést kovetden az egerek testtomegének
id6 fliggvényében torténd valtozasat kovettitk nyomon (10/4 dbra). Eredményeink alapjan a
TG2 hianyos egerek esetén tobb iddre volt sziikség a szdrzetiik megszaradasdhoz, tehat a
kezdeti testtomegiik eléréséhez (10/4 dbra). Szignifikansan tobb ideig, atlagosan kozel 10
perccel tovabb tartott a TG2 hianyos egerek szorének szaradasa a vad tipust tarsaikhoz képest
(10/B dbra). A vad tipusu egerek szére (10/C dbra) jobban taszitotta a vizet és hamarabb
megszaradtabundajuk, mely kiilonbségszemmelis lathatd, hiszen a TG2-hidnyos egerek szdre
(10/D dbra) 1ényegesen nedvesebb maradt a vizbe meritést kovetden még 20 perc elteltével is.
A kisérlet alapjan tehat elmondhatd, hogy a TG2 hidnyéaban az egerek szOrének viztaszitd
képessége eltér a vad tipusu egerekétdl, amit a kivalasztott faggyt mennyisége és dsszetétele is

befolyasolhat.
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6. Osszefoglalas

A faggyimirigy szamos homeosztatikus funkcidja elengedhetetlen a bor egészsége és
integritdsa szempontjabol, ezért tobb tudds a faggyumirigyeta ,,bdr agyaként” tartja szamon
[53]. A faggyumirigy fiziologiai és patofiziologiai miikodésénck alaposabb megértéséhez 0
megkozelitést jelent a lipidanyageserében fontos szerepet jatszo faggyusejtek holokrin
végtermékek felhasznalddnak fehérjeszintézishez és egyéb energiatermeld folyamatokhoz, ami
hozzajarul a faggytimirigyek normal miikodéséhez. Ezaltal dontd szerepetjatszanak a rendkiviil
elterjedt betegségek kialakulasaban [54]. A faggyt talzott termel6dése és a faggyu
Osszetételében bekovetkezo koros valtozasok [54] ugyanis jelentds tényezdt jelentenek az akné
patogenezisében, mig a csOkkent faggyutermelés hozzajarulhat a bdrszarazsag bizonyos
formaihoz, esetleg az atopias dermatitisz kialakulasahoz. Ezért kritikus fontossagl az ember
ismeretlen szabalyozoinak azonositasa. llyen regulator lehet a szoveti transzglutaminaz,
melyrdl ismert, hogy a faggyusejtekhez nagy mértékben hasonlitd beige zsirsejtekben fontos
szerepet jatszik a lipid anyagcsere szabalyozasaban [38]. Ezenkiviil részt vesz az
autofagoszoma érésében, és sziikséges az autofagia kiteljesedéséhez is [39]. Eredményeink
alapjan a TG2 megtalalhato a normal emberi bér faggyumirigyeiben, tovabba kimutattuk, hogy
az S7Z95 faggyusejtek is expresszaljak. A TG2 faggyusejtekben betoltott lehetséges szerepének
tisztazasara munkacsoportunk TG2 KO szebocita sejtvonalat hozott 1étre CRISPR/Cas9
modszerrel. Immuncitokémiai vizsgalatokkal, Nilus voros festéssel azonositottuk a sejtek
lipidtermelését, ami azt mutatta, hogy a TG2- hianyos faggyusejtek szignifikansan tobb
zsircseppet halmoznak fel. A lipidcseppek anyagcseréje szoros kapcsolatot mutat a
faggyusejtekben végbemend autofagidval. Emellett a szoveti transzglutaminazrél kimutattak,
hogy kolcsonhatasba 1ép az autofagia utvonalban részt vevd szamos fehérjével, és modositja
azokat, ami arra utal, hogy potencidlis szerepe van az autofagias folyamatok szabalyozasaban.
Az autofagia molekularis mechanizmusainak tanulméanyozasa sordn szdmos autoféagiaval
kapcsolatos gént azonositottak, amelyek fontos szerepet jatszanak az autofagia
szabalyozaséanak kiilonbozo 1épései soran. Koziilik az Atg5 szerepét az autofagia aktivalasa
soran széles korben tanulményoztak és leirtak, hogy kritikus szerepet jatszik az autofagoszomak
érésének szabalyozasaban. Munkéank sordan immuncitokémiai mddszerrel vizsgaltuk festddését
a TG2-hianyos ¢és vad tipusu faggyusejtekben. Kimutattuk, hogy TG2 hianyaban az ATGS5

fehérje immunfluoreszcens festddése szignifikdnsanalacsonyabba vad-tipustusejtekhez képest.
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Annak aldtdmasztasara, hogy TG2 hianyaban a faggyusejtek autofagiaja karosodott, tovabbi
autofagias markereket vizsgaltunk. Mivel a TG2 és az autofagia kozotti egyik kulcsfontossagn
kapcsolat a mikrotubulusokhoz kapcsolodé fehérje 1 konnyt lanc 3 (LC3) modosulasa [55],
ezért megvizsgaltuk az LC3 fehérje expressziojat, ami szignifikansan alacsonyabb expressziot
mutatott TG2 hianyaban. A harmadik vizsgalt fehérje az ATG7 volt, ami az autofagoszoma
biogenezisben jatszik szerepet és az LC3 lipidacidjaban is részt vesz [52]. Expresszidja szintén
szignifikdnsan alacsonyabb volt a TG2 KO szebocita klénokban, mely eredmények arra
utalnak, hogy a lipidfelhalmozo6dés karosodott autofagiaval jar ebben a sejttipusban.
Irodalmi adatok alapjan, megfigyelték, hogy amikor az autofagidt elnyomtdk az allati
faggyusejtekben, a faggyll 0sszetétele megvaltozott, és ezek a valtozasok dsszhangban voltak
az aknés betegeknél megfigyeltekkel [56]. Emellett klinikai vizsgalatok eredményei szerint az
autofagiat aktivald peptidek alkalmazasa utan a boérfelszini lipidek (SSL) mennyiségének
csokkenése, zart komedonok és transz-epidermalis vizvesztés (TEWL) volt kimutathaté aknéra
hajlamos bérben [56].

A TG2 faggyumirigyben betoltott szerepének in vivo tanulmanyozasara megvizsgaltuk a vad
tipusu és TG hidnyos egerek szérének viztaszitdo képességét. Eredményeink alapjan a a TG2
hianyos egerek szérének viztaszitd képessége eltér, hiszen szaradasuk szignifikdnsantdbb ideig
tartott, amit a kivalasztott faggyi mennyisége és 6sszetétele is befolyasolhat. A szakirodalom
alapjan a faggyu 0sszetételében vagy az észterezett zsirsavak lanchosszaban ¢és telitettségében
lehetnek kiilonbségek, amelyek hozzajarulhatnak a szér zsiros megjelenéséhez, és ami
magyarazatot adhat a TG2 KO egerek viztaszitd képességében mutatkoz6 kiilonbségekre [25].
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a TG2 faggyamirigyben betoltdtt funkcidjanak pontos
felderitéséhez, eredményeink azonban arra utalnak, hogy a TG2 hozzajarulhat a
faggyutermeléshez az autofagia folyamatan keresztiil. Az akné kezelésére széles kdrben
alkalmazott retinsav kezelés a TG2 retinsav receptoran keresztiil indukalhatja ezt az enzimet,
ezaltal a TG2 az akné terdpia potencialis j célpontja lehet. Ezen kiviil a TG2 és a faggyusejtek
autofagias folyamata k6zotti 0sszefiiggés megértése timpontokatadhat egyéb borbetegségek uj

lehetséges terapias megkozelitéseinek megtaldlasdhoz.
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Fiiggelé¢k

Ondlléan végzett munka:

- Sejtkulturak fenntartasa

- RNS izolalas

- SDS- poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot
- Western blot mintdk el6hivéasa

- Irodalmi adatok feldolgozésa

Témavezetovel kozosen végzett munka:

- Immuncitokémiai vizsgalatok sordn a sejtek festése
- Egérkisérlet (viztaszitasi vizsgalat)

- Az adatok elemzése ¢és kiértékelése

- Prezentacid és abrakészités
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