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Bevezetés és irodalmi attekintés

Munkacsoportunk {6 kutatasi teriilete az emberi boér kiillonb6z6
betegségeinek tanulmanyozasa kiilonos tekintettel azok molekularis hatterének
feltérképezésére, valamint az endokannabinoid rendszer (ECS) lehetséges
szerepének vizsgalatara. Az ECS egy komplex jelatviteli halozat. Felépitésében a
definicid szigorusagatol fliggden akar tobb tucat endogén ligand (pl. anandamid
[AEA]), szamos ezeket érzékelni képes metabotrop (pl. CB1, CB;, GPR55,
GPR119 stb.), ionotrép (kiilonboz6 tranziens receptorpotenciala [TRP]
ioncsatorndk), illetve intranukledris (peroxiszoma proliferator-aktivalta
receptorok [PPAR-0K]) receptor, valamint a ligandok szintézisében (pl. N-acil-
foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipaz D [NAPE-PLD], diacilglicerol-lipaz
[DAGL]-0. és —B), és lebontasaban (pl. zsirsavamid-hidrolaz [FAAH],
monoacilglicerol-lipaz [MAGL]) résztvevo enzim ¢és transzport (pl. a hipotetikus
endokannabinoid [eCB] membrantranszporter [EMT]) vesz részt.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a helyileg termel6dé eCB-ok,
mint az AEA ¢és a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG), a CB, receptor -
extracellularis szignal-regulalt kindz (ERK)-1/2 mitogén-aktivalta protein kinaz
(MAPK) -> peroxiszéma proliferator-aktivalta receptor (PPAR)-y utvonal
aktivalasaval fokozzak a faggytlipidek szintézisét. Kimutattuk azt is, hogy a
human szebocitdk mind mRNS, mind fehérje szinten kifejezik az eCB-0k
szintézis€ben ¢€s lebontasdban szerepet jatszo kulcsenzimeket, az eCB
membrantranszporter farmakologiai gatlasa pedig (az eCB-tonus emelése réveén)
mérsékelten fokozta a faggyulipid-termelést és gyulladascsokkentd hatést
eredményezett. Kisérleteink emellett arra a nemvart eredményre vezettek, hogy
az AEA és a 2-AG mellett a szebocitak részt vesznek a ,,nem-klasszikus” eCB
oleoil-etanolamid (OEA) metabolizmusaban is.

Minthogy az OEA, illetve legfontosabb receptora, a GPR 119 kifejez6désérol
¢s lehetséges szerepérdl a human faggyumirigyekben még nem allt rendelkezésre

semmilyen irodalmi adat, kisérleteink elsé felében az OEA bioldgiai hatasait
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vizsgaltuk meg human szebocitdkon, kiilonos tekintettel arra, hogy a fenti
molekulak szerepet jatszhatnak-e a korosan fokozott faggyulipid-termeléssel és
gyulladésos folyamatokkal jellemezhetd akne kialakulasaban.

Kisérleteink masodik felében a bdr utdn egy masik fontos barrier, a
szaruhartya ECS-ét vizsgaltuk meg. A szaruhartya (kornea) a szemgoly¢ kiilsé
védéburkanak az eliilso, attetsz6 része. Feladatai kozé tartozik a szem belsejében
levd struktardk védelme, emellett pedig kulcsszerepe van a szembe belépd fény
torésében is. A kornedlis epitélsejtek a szaruhartya legkiilsd rétegét alkotjak, igy
ezen sejtek taldlkoznak el6szor a kiilvilagbol érkezd ingerekkel, fizikokémiai
hatdsokkal, mikrobdkkal. Ezek a sejtek a fizikai és immunologiai barrier
l1étrehozasaval nemcsak passziv elszenvedodi ennek a talalkozasnak, hanem ennek
nyoman kiilonféle valaszokat adnak, pl. citokineket €¢s kemokineket termelnek,
amelyek befolydsoljak a lokalis gyulladdsos folyamatokat. A szaruhartya
epitéliumanak kéarosodasa gyulladast valthat ki, ami a barrier karosodasdhoz,
vagy - ha a kérosodas kiterjedtebb — akar a kornea beerezddéséhez is vezethet,
ami a latéas elvesztését eredményezheti.

A szaruhartya gyulladasos valaszanak kialakulésaban fontos szerepet jatszik
a mar emlitett TRP csatornak kozé tartoz6 TRPVI1, melynek aktivaldsa
sulyosbithatja a szaruhéartya gyulladasos folyamatait. A huméan kornedlis
epitélsejteken szintén kifejez6dé CB1 AEA-dal torténd aktivaldsa ugyanakkor
kivédte a TRPV1 aktivacié gyulladasos hatasat. Tekintettel arra, hogy irodalmi
adatok alapjan az AEA (mas eCB-okkal egyiitt) jelen van a human kornealis
epitélsejtekben, ezek az eredmények arra utalnak, hogy az AEA-fiiggd CB;
aktivacio egy folyamatos gyulladascsOkkentd tonust alakithat ki ezeken a
sejteken.

Minthogy a szaruhartya élettani koriilmények kozott egy avaszkularis
szovet, az itt kimutatott eCB-ok nem szdrmazhattak kozvetleniil a keringésbdl,
ami arra utal, hogy a kornea egyes sejtjei képesek lehetnek az eCB-ok de novo

szintézisére, azonban az eCB-ok metabolizmusaban részt vevo enzimrendszer



tagjainak kifejez0désérdl kisérleteink idején még nem allt rendelkezésre irodalmi
adat. Mindezek fényében a kornedlis epitéliumot érintd kisérleteink soran a célunk
az volt, hogy megvizsgajuk az eCB-metabolizmus legf6bb enzimeinek (lasd
fentebb) a kifejezddését a szaruhartyaban, illetve, hogy klinikailag relevans
gyulladédsos koriilmények kozott tanulmanyozzuk az AEA  esetleges
gyulladascsokkentd hatasat. Ez utobbi cél eléréséhez (a fénykarosodast
modellezendd) UVB besugarzast, valamint (a viralis keratitiszeket modellezendd)
TLR3 aktivator poliinozin-policitidilsav  (p(I:C)) kezelést alkalmaztunk.
Tekintettel arra, hogy primer human kornealis epitélsejtekhez Iényegében
lehetetlen hozz4jutni, kisérleteinket egy rekombindns SV40-adenovirus vektor

segitségével immortalizalt human kornealis epitélium eredetli sejtvonalon

(HCEC) vegeztiik.

Célkitiuzés

A fentiek fényében a jelen dolgozatban bemutatandé vizsgalatok Keretein

beliil a kovetkezd keérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

1. Milyen hatast gyakorol az OEA a human szebocitdk biologiai
folyamataira, és mi a hatas mechanizmusa?

2. Az ECS mely tagjai vannak jelen human kornealis epitélsejteken?

3. Milyen hatast gyakorol az AEA kezelés a HCEC-ek UVB irradiéciora,

illetve TLR3 aktivaciora adott gyulladasos valaszaira?



Anyagok és modszerek

A human immortalizalt SZ95 szebocitak és HCEC tenyésztése és kezelése

Az SZ95 szebocitakat Sebomed™ Basal Medium-ban tenyésztettiik, amelyet
10 (V/V)% hovel inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal, 1 mM CaCl,-dal,
5 ng/ml human rekombinans epidermalis ndvekedési faktorral, valamint
MycoZap™ Plus-CL-lel egészitettiink ki. A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik,
¢s - annak érdekében, hogy megeldzziik a tenyészetek konfluencia-indukalt
differencialédasat - a sejteket a 60-70%-os konfluenciaszint elérésekor
passzaltuk.

A HCEC-ek tenyésztd6 médiuma 1:1 ardnyt Ham’s F12 ¢és Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium keveréke volt, melyet 6 (V/V)% hdvel inaktivalt FBS-
sel, 1 mM CaCl,, 5 ng/ml humén rekombinans epidermalis névekedési faktorral,
valamint MycoZap™ Plus-CL-lel egészitettiink ki.

Tenyészeteink  esetleges Mycoplasma kontaminaciojat  i1dérél-idére
teszteltik MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit segitségével, és
minden esetben negativ eredményt kaptunk. A tenyésztést 5% CO, tartalmu,
parasitott légtérben, 37°C-on végeztiik. Annak érdekében, hogy kizérhassuk az
esetleges nem-specifikus olddszerhatasokat, minden anyagbdl ezerszeres
toménységi torzsoldatot készitettiink, amiket a gyartd javaslata alapjan -20°C-on
vagy 4°C-on taroltunk. A torzsoldatokbol kozvetleniil a kezeles elott készitettiik
el a sziikkséges munkaoldatokat a sejtek tapoldataban ezerszeres higitast
alkalmazva, és ligyelve arra, hogy az 6sszehasonlitandé kezelések mindig azonos
,oldoszerhattéren” valosuljanak meg. Ezzel Osszhangban vizsgélataink soran
kontrollként minden esetben az anyagok olddszerével megfeleld higitasban kezelt
sejteket hasznaltunk. A sejtek tenyésztését Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold,
Pénzes Zsofia, Dr. Shahrzad Alimohammadi, Horvdth Dorottya és Dr. Magi

Jozsef végezte.



A szebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa

A lipidtermelés szemikvantitativ vizsgalatdhoz fluoreszcens Nile Red
jelolést alkalmaztunk. A sejteket specialis, fluoreszcens mérésekhez hasznalatos
96 lyukt lemezre szélesztettiik (20.000 sejt/lyuk; 24 és 48 oras kezelések), majd
elvégeztiik a megfeleld kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasa utan 100 ul PBS-ben
oldott Nile Red oldatot (végkoncentracid: 1 pg/ml) mértiink a sejtekre, majd 30
percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk 6ket. Az egyes lyukak fluoreszcencia
intenzitasat FlexStation™ 11*® vagy FlexStation 3 késziilék segitségével
detektaltuk (excitacid: 485 nm; emisszid: 565 nm). A méréseket Angyal Agnes,
Dr. Markovics Arnold, Adam Dorottya, Téth Kinga Fanni és Dr. Magi Jézsef

végezte.

Az életképesség vizsgalata (MTT-assay)

A sejteket 96 lyukl lemezekre sz€lesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitasban a
szebocitak és 10.000 sejt/lyuk a kornedlis epitélsejtek esetében, majd a megfeleld
anyagok kiilonb6z6 koncentracioival kezeltiik 6ket. A feliiluszo eltdvolitdsa utan
minden lyukba 100 ul PBS-ben oldott MTT oldatot (végkoncentracio: 0,5 mg/ml)
pipettaztunk, és 37°C-on 2-3 6ran at inkubaltuk a sejteket. Ezutan az MTT oldatot
eltavolitottuk, minden lyukhoz 100 pl ,MTT szolubilizal6é oldatot” adtunk, és
feloldottuk sejtekben keletkez6 formazan kristalyokat, amelyek mennyiségét 565
nm-en meérve kolorimetrids uton hatdroztuk meg a koridbban mar emlitett
FlexStation 3 késziilék segitségével. A méréseket Angyal Agnes, Dr. Markovics
Arnold, Adam Dorottya, Toth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

Az apoptozis és nekrozis vizsgalata

Kisérleteink soran az apoptotikus folyamatok vizsgdlatara a mitokondrialis
membranpotencial fluoreszcens vizsgalatat végeztiik el MitoProbe™ DilC4(5)
Assay Kit segitségével. Az apoptozis mellett ugyanazon mintdkban az esetleges
nekrotikus folyamatok felléptét is megvizsgaltuk a DilCy(5) festés mellett

szimultan alkalmazott fluoreszcens SYTOX Green jeloléssel, ami a membranok



nekrozisra jellemzé dezintegralodasakor tud a sejtmagi DNS-hez kotédni. A
szebocitakat 20.000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik 96 lyuku lemezekre, majd
a jelzett modokon kezeltiik 6ket. A feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket 30 percig
inkubaltuk 37°C-on PBS-ben higitott DilC1(5) (1:200) és SYTOX Green (1 uM)
reagensekkel (50 ul/lyuk). Az inkubacié végeztével 100 pl/lyuk PBS-sel kétszer
mostuk a sejteket, és FlexStation 3 késziilék segitségével lemértiik a
fluoreszcencia intenzitast (DilC1(5) excitacié/emisszio: 630/670 nm; SYTOX
Green excitacié/emisszio: 490/520 nm). Az apoptdzis és a nekrdzis pozitiv
kontrolljaként rendre CCCP (1:200; 37°C 30 perc), illetve lizis puffer kezelést
(1:100; 37°C 30 perc) alkalmaztunk. A méréseket Angyal Agnes, Dr. Markovics
Arnold, Adém Dorottya, Téth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

A proliferacio meghatarozasa (CyQUANT proliferacios assay)

A sejteket 96 lyuku lemezekre szélesztettiik 2.000 sejt/lyuk denzitasban, és
a jelzett modokon kezeltiik 6ket. Ezt kovetden a feliiluszot eltavolitottuk, majd a
lemezeket a mérésig -80°C-on helyeztiik el, ami permeabilizalta a sejteket. Ezutan
a gyartd protokollja szerint higitott ,,CyQUANT GR stock solution”
munkaoldatb6l 200 pl-t mértiink minden wellbe, majd 6t percig szobahén fénytol
védve inkubaltuk a lemezeket. A fluoreszcencia intenzitast FlexStation 3 késziilék
segitségevel detektaltuk (excitacio: 480 nm; emisszio: 520 nm). A méréseket

Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold és Dr. Magi Jozsef végezte.

Aramlasi citometria

Az SZ95 szebocitakat 6 lyuk lemezekre szélesztettiik 200.000 sejt/lyuk
denzitasban, és a jelzett modon kezeltilk 6ket. Ezutan a sejteket PBS-ben
felkapartuk, és a szuszpenziot intenziv triturdlassal homogenizaltuk, az dramlasi
citometrias mérést pedig BD FACS Calibur késziilékkel végeztiik el. A sejtek
differencialtsadgi allapotat a granulaltsdig mértékét jol tikroz6 paraméter, az

oldalra iranyuld fényszoras (,.side scatter”) detektalasaval vizsgaltuk, és az



adatokat FlowJo V10.4 szoftver segitségével elemeztilk. A méréseket Angyal

Agnes, Dr. Markovics Arnold és Pénzes Zsdfia végezte.

UVB besugarzas
A HCEC-eket 500.000 sejt/Petri-csésze (d=35 mm) denzitasban

sz€lesztettilk. A sejtek letapadasat kovetden a tapoldatot 800 pl szintelen
Sebomed™ Basal Mediumra cseréltiik, és a sejteket UVB (hullamhossz: 312 nm)
besugéarzasnak tettiik ki 40 mJ/cm? dézist alkalmazva. A besugarzast kdvetéen a
médiumot azonnal lecseréltiik a megfeleld kezel6anyagokat vagy azok oldoszerét

tartalmazé tapoldatra. A méréseket Angyal Agnes végezte.

Reverz transzkripciot koveto, kvantitativ, valds ideji polimeraz lancreakcio
(Q-PCR)

A reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valdés idejli polimeraz
lancreakciét Roche LightCycler 480 System segitségével, 5° nukledz assay
hasznalataval végeztiik. A teljes RNS-t TRIzol felhasznalasaval izolaltuk, majd
DNaz kezelést végeztiink. Ezt kovetden az RNS 1 pg-jabal kiindulva allitottunk
elé cDNS-t. A Q-PCR reakciot TagMan assay-kkel végeztiik. Belsd kontrollként
a 18S RNS, a GAPDH vagy a PPIA expressziojat hataroztuk meg. A méréseket
Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold, Dr. Lisztes Erika és Dr. Magi Jozsef

végezte.

Western blot

A sejteket 96 mm atmérdjii Petri-csészékbe szé€lesztettiik, majd a megfeleld
konfluencia szint elérésekor, illetve a jelzett kezeléseket kovetden begyiijtottiik a
mintakat. Mintagyiijtéskor protedz inhibitor koktélt és PhosSTOP reagenst
tartalmazo ,,detergens mix”-ben vettiik fel a sejteket. Ezutan jégen szonikator
segitségével ultrahangos feltarast végeztiink. A fehérjekoncentraciot BCA protein

assay-vel hataroztuk meg, €s egységesen 1 mg/ml-re allitottuk be. Az igy



elkészitett mintakbol azonos mennyiségli (10 pg) fehérjét hasznalva SDS
poliakrilamid  gélelektroforézist végeztiink. Az elvéalasztott fehérjéket
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. Ezt kovetden a szabad kotOhelyek
blokkolasara 50 mg/ml tejport tartalmaz6é TBST-ben 1 6raig szobahémérsékleten
tartottuk a membranokat, majd egy ¢éjszakan &t 4°C-on inkubaltuk 6ket a blokkolo
oldatban higitott elsddleges antitestekkel. A masodlagos antitesteket szintén a
blokkol6 oldatban higitottuk (inkubacid: 37°C, 1 ora). Az immunjeleket
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Kittel tettiik lathatova,
melyeket KODAK Gel Logic 1500 Imaging System késziilékkel rogzitettiik. A
fentiekben leirtak szerint vizualizalt kemilumineszcens jelek szemikvantitativ
denzitometrias elemzését Fiji szoftver segitségével végeztiik. A méréseket Angyal

Agnes, Dr. Markovics Arnold, Toth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

Foszfokinaz-array

Az OEA kezelés hatasdra aktivalodd kindz kaszkadok szlrdjellegii
vizsgalatara Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kitet alkalmaztunk
a gyarto protokollja szerint. A szebocitakat Petri-csészékbe szélesztettiik 10 millio
sejt/15 ml tapoldat denzitdsban. A mintdkat a Western blotnal leirtak szerint
begyljtottiik, ¢s  meghataroztuk a  fehérjetartalmukat. Egyenl6
fehérjemennyiségeket vittiink a membranokra, a kemilumineszcens jeleket pedig
a KODAK Gel Logic 1500 Imaging System késziilekkel detektaltuk minden
membran esetében azonos bedllitasokat hasznalva. A jelek szemikvantitativ
denzitometrias elemzését Fiji szoftver segitségével végeztilk. A kisérleteket

Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold és Téth Kinga Fanni végezte.

A GPR119 immunhisztokémiai kimutatasa

A donorok a megfeleld tijékoztatast kovetden irasban jarultak hozza a
mintdk kutatasi célu felhaszndlasahoz; a kisérletek a Debreceni Egyetem
Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdt-Bihar Megyei
Kormanyhivatal jovahagyasaval torténtek (azonositok: IX-R-052/01396-2/2012,
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IF-12817/2015, IF-1647/2016, IF-778-5/2017, DE RKEB/IKEB 4988-2018) a

Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasaval.

A GPR119 in situ immunhisztokémiai kimutatasat 3 trichilemmalis cisztaval
diagnosztizalt donor formalinnal fixalt, paraffinba &agyazott bdérmintdinak
diagnosztikus célra fel nem hasznalt, faggyumirigyekben gazdag teriileteit
vizsgéalva végeztiik. A paraftinba dgyazott blokkokbol metszeteket készitettiink,
¢s a metszeteken hdindukalt antigénfeltarast végeztink citrat pufferben
kuktafazékban maximalis nyomas mellett. Az endogén peroxidazok gatlasara 3%
H,0; oldatot hasznaltunk 10 percig. Ezutan a metszeteket szobahdmérsékleten
inkubdltuk humén GPRI119-et felismerd primer antitesttel melyet BSA-t
tartalmazd TBS-ben higitottunk. A maésodlagos immunjel6lés €és az eléhivas
,EnVision FLEX Labeled polymer-HRP anti rabbit and anti-mouse System”,
valamint DAB segitségével tortént. A sejtmagokat hematoxilinnel jeloltiik, a
metszeteket pedig megfeleld fedomédiummal fedtiik. A kisérleteket Dr. Por

Agnes és Dr. Kovacs Ilona végezte.

A GPR119 expressziovaltozasanak szemikvantitativ vizsgalata aknéban

A GPR119 expresszids mintazatat 6 aknéban szenvedo, kezteletlen és 6 nem
aknés donor bérmintéin vizsgaltuk. A paraffinba agyazott blokkokbol metszeteket
készitettiink és a metszeteken héindukalt antigénfeltarast végeztiink. Az endogén
peroxidazok gatlasara 3% H»O; oldatot hasznaltunk 10 percig. Ezutin a
metszeteket szobahOmérsékleten inkubaltuk a human GPR119-et felismerd
primer antitesttel melyet BSA-t tartalmazo PBS-ben higitottunk. A masodlagos
immunjeldlés, valamint a metszetek eléhivasa és fedése mindenben megegyezik
az el6z6 fejezetben ismertetett protokollal. Fontos hangstlyozni, hogy a
szemikvantitativ Osszevetésben résztvevd metszetek feldolgozasa és festése
szigortan sztenderdizalt modon, szimultdn tortént, és a mintak fotdzasat is azonos
beallitasok  (fényerOsség, fehéregyensuly stb.) mellett végeztik A

szemikvantitativ képanalizist ImageJ 1.49v szoftver (NIH) alkalmazasaval
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végeztik. A mintdkat Dr. Torocsik Daniel biztositotta, a kisérleteket Dr. Por

Agnes és Dr. Kovdcs Ilona, a képanalizist pedig Dr. Olah Attila végezte.

Az ECS tagjainak kimutatiasa HCEC-eken (immunfluoreszcens jelolés)

A HCEC-eket fedélemezeken 60-70%-os konfluencidig novesztettiik, majd
-20°C-o0s acetonban 10 percig fixaltuk. A sejteket 0,6% Triton X-100-at és 10
mg/ml BSA-t tartalmazé6 PBS-ben blokkoltuk ¢s permeabilizaltuk (5 perec,
szobahdémérséklet). A sejteket FAAH, CB1, NAPE-PLD, MAGL, CB,, DAGLa,
illetve DAGL] ellen termeltetett elsddleges antitestekkel inkubaltuk egy ¢jszakan
at 4°C-on. A PBS-ben torténd mosast kovetden a fedSlemezeket Alexa-488"-
konjugalt, kecskében termelt egér IgG Fc-szegmens elleni vagy kecskében
termelt, nytl IgG Fc-szegmens elleni méasodlagos antitestekkel inkubaltuk 1 6ran
keresztiil szobahOmérsékleten. A sejtmagokat 4',6-diamidino-2-fenilindollal
(DAPI) festettiikk. Negativ kontrollként az elsédleges antitestek elhagyasaval
késziilt jelolést hasznaltuk. A képeket Olympus Xcellence RT fluoreszcens

mikroszkoppal készitettiik. A kisérleteket Angyal Agnes végezte.

Az ECS tagjainak kimutatisa human szaruhartyan (immunfluoreszcens
jelolés)

Az elhunytakb6l szdrmaz6 szaruhartyamintdk felhasznaldsa a Debreceni
Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdu-Bihar
Megyei Kormanyhivatal jovahagyasaval torténtek (azonositok: IX-R-052/00016-
28/2012; DE OEC RKEB/IKEB 3580-2012) a Helsinki Deklaracié iranyelveinek
betartdsaval. A metszeteket acetonban fixaltuk, 0,1%-0s Triton X-100-at és 10
mg/ml BSA-t tartalmaz6 PBS-ben blokkoltuk és permeabilizaltuk, majd az el6z6
alfejezetben bemutatott, blokkolo oldatban higitott antitestekkel inkubaltuk egy
éjszakan 4t 4°C-on. A targylemezeket ezutan PBS-sel mostuk, majd Alexa-568-
konjugalt kecskében termelt egér IgG Fc-szegmens elleni, illetve szintén
kecskében termelt nyul IgG Fc-szegmens elleni masodlagos antitestekkel

inkubaltuk. A magfestést DAPI-val végeztiik, végiil a metszeteket Fluoromount-
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G feddmédiummal fedtiik. A képeket Zeiss LSM 880 fluoreszcens mikroszkoppal
készitettiik. A negativ kontrollokat minden esetben az elsddleges antitest
elhagyasaval nyertilk. A human korneamintdkat Dr. Takdcs Lili biztositotta, a
kisérleteket Angyal Agnes, Dr. Zsebik Barbara és Prof Dr. Vereb Gyérgy

veégezte.

Az intracellularis 3°5’-ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) koncentracio
meghatarozasa ((AMP ELISA)

Az SZ95 szebocitakat 1 oran at kezeltik OEA-dal (50 uM) vagy azonos
térfogati olddszerrel (abszolut etanol), majd a sejteket a gyartd altal javasolt
protokollt kdvetve 107 sejt/ml-es denzitasban lizaltuk, és az intracellularis cAMP
szintet Parameter Cyclic AMP Assay kit segitségével vizsgaltuk a gyarto
protokolljat kovetve. A kisérleteket Angyal Agnes végezte.

A citokin-felszabadulas vizsgalata (IL-6 és 1L-8 ELISA)

A citokin-felszabadulas vizsgalata soran a standardizalt modon (500.000
sejt/1,5 ml tapoldat/Petri-csésze; d=35 mm) szélesztett sejteket a jelzettek szerint
kezeltiik 3, illetve 24 oran keresztiil. Ezt kovetden a feliiluszokat begytijtottiik,
lecentrifugaltuk (500 g; 10 perc), €s a tormelékmentes feliiluszot -80°C-on
taroltuk, majd OptEIA kitek segitségével, a gyarté protokolljat kovetve
meghataroztuk a felszabadult IL-6 és IL-8 mennyiségét. A méréseket Angyal
Agnes, Dr. Markovics Arnold, Toth Kinga Fanni, Pénzes Zsofia, Dr. Shahrzad

Alimohammadi és Horvath Dorottya végezte.

Fluoreszcens Ca?* mérés

Az OEA Ca**-homeosztazisra gyakorolt hatdsainak vizsgalatdhoz
fluoreszcens Fluo-4 AM jelolést hasznaltunk. A sejteket 20.000 sejt/lyuk
denzitasban tenyésztettiik specialis, fluoreszcens mérésekhez optimalizalt 96
lyuku lemezre. A sejteket egyszer mostuk 100 pl/lyuk Hank-oldattal, melyet
probeneciddel és BSA-val egészitettiink ki (vegkoncentraciok: 2,5 mM, illetve 10
mg/ml), majd 1 uM Fluo-4 AM festéket tartalmazo Hank-oldattal (100 pl/Iyuk)
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30 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on. A sejteket ezutan haromszor mostuk
Hank-oldattal (100 ul/lyuk), majd FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices)
segitségeével ,Flex” modban meghataroztuk az egyes wellek fluoreszcencia
intenzitasat (gerjesztés: 490 nm; detektalds: 520 nm). A sejtek valaszadasi
képességének ellendrzésére minden mérés végén pozitiv kontrollként ATP-t
mértliink a sejtekre (végkoncentracio: 0,2 mg/ml). Az adatokat F/Fo formaban
adtuk meg, ahol Fq a kezelést megel6z6en lemért alapvonal atlagos fluoreszcencia
intenzitasa, mig F az aktualis fluoreszcencia. A méréseket Angyal Agnes, Dr.

Markovics Arnold és Toth Kinga Fanni végezte.

Szelektiv géncsendesités (siRNS transzfekcio)

Az SZ95 szebocitakat Petri-csészékbe, 96 lyuka lemezekre vagy 6 lyuku
tenyésztdedényekbe helyezett steril fedolemezekre szélesztettiik. Masnap (50-
70%-0s konfluenciaszinten) a tapoldatot szérummentes OptiMem médiumra
cseréltiik, és a sejteket GPR119-re specifikus, duplaszala, kis interferaldé RNS
(siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamine® RNA; MAX
transzfekcios reagens segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNA; Negative
Control ,,medium” duplaszali siRNS-sel transzfektaltuk, ami semmilyen ismert
MRNS szekvenciajaval sem mutat homoldgiat. A géncsendesités hatékonysagat a
transzfekciot kovetden a 2. és 3. napon ellendriztiik mRNS, illetve fehérje szinten.

A kisérleteket Angyal Agnes és Dr. Markovics Arnold végezte.

Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 20, illetve GraphPad Prism 8.3.1
szoftverrel, Student-féle kétoldalu, kétmintas t-probaval vagy egyutas ANOVA-t
kovetd Bonferroni post hoc teszttel (rendre paros, illetve t6bbszoros
Osszehasonlitas) vizsgaltuk, és a p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikans
kiilonbségnek. A grafikonokat Origin Pro Plus 6.0 vagy GraphPad Prism 8.3.1
segitségével abrazoltuk. Az analizist és az abrak elkészitését Angyal Agnes, Dr.

Markovics Arnold, Dr. Szollosi Attila Gabor és Dr. Olah Attila végezte.
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Eredmények

Az OEA elosegiti a szebocitak differencialodasat

A ,klasszikus” eCB-o0k (pl. az AEA), valamint a gyulladasos lipidmediator
arachidonsav (AA) is jellemzden a 30-50 uM-os koncentracioban alkalmazva
fokozzak a szebocitak faggyulipid-termelését 24-48 oras kezelések soran. Ebbol
kiindulva az OEA hatasait is els6ként a 10 nM ¢és 50 uM kozotti
koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy 50 uM-ig az OEA
nem befolyasolta az életképességet (24-48 oras kezelések; MTT-assay), valamint
oras kezelések). Ezzel szemben az OEA Kkoncentraciofliggd modon és
szignifikdnsan megndvelte a faggyulipid-termelést (1-50 pM; 24-48 Oras
kezelések; Nile Red jelolés), és fokozta a szebocitdk granulaltsagat (48 oOrés
kezelések; aramlasi citometria) is. Ezen eredmények azt sugalltak, hogy a
,»klasszikus” eCB-okhoz hasonléan az OEA is képes eldsegiteni a szebocitak
differencialodasat, lipogén hatasa pedig 6sszemérhet6 a ,.klasszikus” eCB-ok (pl.
AEA), az AA, valamint a linolsav és a tesztoszteron kombinacioja altal kivaltott
termelés és a granulaci6 fokozodasa mellett (a holokrin szekrécio sajatossagaként)
sejthalalfolyamatok 1is kisérik, kivancsiak voltunk, hogy az OEA kezelés
befolyasolja-e az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat. Kombinalt DilC;(5)-
SYTOX Green jeloléssel nyert eredményeink alapjan a 48 oras OEA kezelés
kismértékben,  de  szignifikdnsan  csOkkentette @ a  mitokondridlis
membranpotencialt (DilC1(5) jelolés), jelezve a korai apoptotikus folyamatok
elindulasat, mikozben a nekrotikus sejtek aranya véaltozatlan maradt (SYTOX
Green jelolés). Ez az eredmény ismét azt erdsiti meg, hogy az OEA-kezelés

valoban elinditja a human szebocitak differencialédésat.
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Az OEA gyulladasos valaszt valt ki human szebocitikon

Annak érdekében, hogy tovabb vizsgaljuk az OEA hatdsat a huméan
szebocitakra, megvizsgaltuk a sejtek immunfenotipusara gyakorolt hatdsait.
Megallapitottuk, hogy a 3 o6ras OEA-kezelés (50 uM) szignifikans mértékben
fokozta szamos kulcsfontossagu gyulladasos citokin (IL-1a, IL-1p, IL-6 és IL-8)
mRNS szintli kifejezddését (Q-PCR), és megnovelte az IL-6 és IL-8
felszabaduldsat (ELISA), bar a hatdsa rendre elmaradt a pozitiv kontrollként
alkalmazott Toll-like receptor 4 aktivator LPS esetében tapasztaltaktol. Adataink
tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy a differencialodas eldsegitése mellett az

OEA szamottevd gyulladasos vélaszt is kivalthat human szebocitdkon.

Az OEA lipogén hatasa nem a PPARa utvonalon keresztiil valosul meg
Ezutan megvizsgaltuk, hogy mi allhat a fent leirt differencialédast elésegitd
hatasok hatterében. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a PPAR-ok fontos
szerepl6l a lipidszintézis szabdlyozasdnak, és a humdn szebocitdkon is
kifejezédnek. Mivel az OEA képes aktivalni a PPARa-t, megvizsgaltuk, hogy ez
anukledris receptor részt vesz-e az OEA lipogén hatasanak kozvetitésében human
szebocitakon. Megallapitottuk, hogy a szelektiv PPARa antagonista GW 6471 (1
uM) nem befolyésolta szignifikdnsan az OEA altal kivaltott faggytlipid-termelést
(48 oras kezelések), igy elmondhato, hogy az OEA differenciaciot és faggytlipid-
termelést fokozo hatisa minden valoszinlis€ég szerint a PPARa-tol fiiggetlen

utvonalon keresztul alakul ki human szebocitakon.

A GPRI119 kifejezédik human szebocitakon in vitro és in situ is

Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok alapjan nemcsak a PPARa, hanem a
korabban ,,arvareceptor”’-ként szamon tartott GPR119 is kozvetitheti az OEA
biologiai hatdsait, megvizsgaltuk, hogy ez a receptor expresszalodik-e humén
szebocitakon. Kimutattuk, hogy a GPR119 mind mRNS (Q-PCR), mind fehérje
szinten (Western blot) jelen van tenyésztett human szebocitdkon, ¢s kifejezodik

In situ human faggyumirigyekben is (immunhisztokémia).
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A GPR119 szelektiv géncsendesitése csokkenti az OEA lipogén hatasat

Miutan tobbféle modszerrel is sikeriilt bizonyitanunk, hogy az OEA
lehetséges receptora, a GPR119 kifejezddik human szebocitakon, megvizsgaltuk,
hogy szerepet jatszik-e az OEA bioldgiai hatasainak kozvetitésében. Ezt (ismert
szelektiv antagonistak hianyaban) SIRNS-medialt szelektiv géncsendesités
segitségével vizsgaltuk meg. Megallapitottuk, hogy a GPR119 expresszidjanak
csOkkentése (melyet mRNS szinten Q-PCR, fehérje szinten pedig Western blot
segitségével kovettiink nyomon), bar teljesen nem védte ki, de szignifikdnsan
csokkentette az OEA lipogén hatasat a non-sense RNS-sel transzfektalt SCR
kontroll sejtek esetében tapasztalhatohoz képest. Mindez azt jelzi, hogy az OEA
faggyulipid-szintézist fokozo hatasanak kialakitasaban nagy valoszinliséggel
szerepet jatszik a GPR119 aktivalodasa, azonban nem zarhato ki, hogy GPR119-
figgetlen lipogén Utvonalak is hozz4jarulhatnak a folyamathoz.

A receptorok altal kozvetitett hatdsok altalaban telitési kinetikat mutatnak,
ezeért az eredmények indirekt megerdsitésére megvizsgaltuk azt is, hogy az OEA
magasabb koncentraciol (100, 300 és 500 puM) milyen hatassal vannak a
lipidszintézisre. Megallapitottuk, hogy a faggyulipid-szintézis tovabb fokozodott
100 és 300 uM-os OEA koncentraciok hatdsara, ahol a hatas szaturalodott, hiszen
a 100 ¢és 300 uM-os kezelést kovetden 1étrejott lipidtermelés nem kiilonbozott
szignifikdnsan, mig az egyértelmiien citotoxikus 500 uM-os OEA koncentracid

alkalmazisa mar értelemszeriien alacsonyabb lipidszintet eredményezett.

Az OEA lipogén hatasanak kialakitasaban tobb kinaz kaszkad is részt vesz
Ezutan megvizsgaltuk az OEA egyes, a faggyulipid-termelés szempontjabol
fontos szabalyozokra, igy a Ca?* homeosztazisra és az ERK1/2 MAPK kaszkadra
gyakorolt hatasait. Megallapitottuk, hogy az akut OEA-kezelés (50 pM) nem
befolyasolta az [Ca*]ic-t (Fluo-4 AM fluoreszcens Ca**-jeldlés), azonban
jelentésen fokozta az ERK1/2 MAPK foszforilacidjat (Western blot), azaz a

,klasszikus” eCB-okhoz hasonl6an aktivalta a kaszkadot. Tekintettel arra, hogy a
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»Klasszikus” eCB-ok esetéen az ERKI1/2 MAPK gitlasa szignifikansan
csokkentette a faggyulipid-termelést, kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk, hogy a
PD 98059 nevli ERK1/2 MAPK inhibitor miként befolyasolja az OEA lipogén
hatdsat. Megallapitottuk, hogy a PD 98059 egyidejii alkalmazéasa jelentOsen
csokkentette az OEA lipogén hatasat, megerdsitve, hogy ezen ttvonal aktivalasa
valdban részt vesz az OEA hatdsainak kozvetitésében. Azt is meg kell ugyanakkor
jegyezni, hogy a PD 98059 O6nmagaban alkalmazva csokkentette a bazalis
faggyulipid-termelést, jelezve, hogy az utvonal ,alap” aktivitdsa valoszinlileg
hozzajarul a szebocitdk homeosztatikus faggyulipid-termelésének fenntartdsdhoz
IS. Mivel a GPR119 altalaban (bar nem kizarolag) Gs-proteinhez kapcsolt
receptorként fejti ki biologiai hatdsait, megvizsgaltuk azt is, hogy az OEA
befolyasolja-e az intracellularis cAMP szintet human szebocitakban. Erdekes
modon azt tapasztaltuk, hogy az OEA-kezelés (50 uM; 60 perc) csak kis, nem
szignifikdns mértékben fokozta a human szebocitdk cAMP-szintjét.

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciot nyerjiink az OEA sejtélettani
hatasainak pontos mechanizmusarol, ,,Proteome Profiler Human Phospho-Kinase
Array Kit” segitségével megvizsgaltuk, hogy milyen kindz kaszkadok
aktivalédnak humén szebocitdkon OEA-kezelés hatdsara. Megallapitottuk, hogy
az OEA-kezelés (20 perc; 50 uM) hatasara egyebek mellett aktivalodott a CREB,
STATbSa/b, INK 1/2/3, Akt/PKB jelatviteli utvonalak. Ezt kovetden a leginkabb
relevansnak tiind utvonalak (a mar emlitett JNK, Akt/PKB, CREB, illetve
STATD) részvételét az OEA hatasainak kozvetitésében specifikus inhibitorok
alkalmazésaval is megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a STATS farmakologiai
gatlasa nem valtoztatta meg szignifikdnsan az OEA altal indukalt lipogenezist,

mig a JNK, a CREB ¢és az Akt/PKB szelektiv gatldsa jelentdsen csokkentette azt.

A GPR119 down-regulalédik aknéban
A fenti adatok alapjan feltételezhetd, hogy ha a homeosztatikus

OEA->GPR119 jelatvitel szabalyozasaban zavar keletkezik, az hozzajarulhat
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olyan, rendellenes faggytimirigy-miikodéssel jellemezheté  korképek
kialakulasdhoz, mint pl. a szeborrea vagy az akne. Ezért kisérleteink transzlacios
relevancigjat novelendd ugy dontottiink, hogy megvizsgaljuk a GPRI119
expressziojanak esetleges valtozasait aknés, valamint aknéban nem szenvedd
donorok faggyumirigyeiben. A szigorGian sztenderdizalt modon elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalat és a szemikvantitativ képanalizis elvégzését
kovetden azt tapasztaltuk, hogy a viszonylag alacsony donorszam és a donorok
kozotti nagy variabilitas ellenére 1s a GPR119 expresszidja szignifikdnsan
csokkent az aknés donorok faggyumirigyeiben. Mindez azt jelenti, hogy a
homeosztatikus GPR119 jeléatvitel zavara legalabb az aknés betegek egy részében
eléfordulhat.

A human kornealis epitélsejtek Kifejezik az ECS legfontosabb tagjait
Kisérleteink masodik felében az ECS legfontosabb tagjai, azaz a
,klasszikus” kannabinoid receptorok (CB; és CB>), valamint az eCB-okat felépitd
(NAPE-PLD, DAGLa és —3) és lebontdé (FAAH és MAGL) enzimek jelenlétét
vizsgaltuk meg human kornealis epitélsejteken in vitro és in  situ.
Immunfluoreszcens jeloléssel megerdsitettiik, hogy a HCEC-ek kifejezik a CB1-
et és a CBy-t, valamint az eCB-okat szintetizald ¢és lebontd legfontosabb
enzimeket is. Fontos megjegyezni, hogy ugyanezen fehérjék megtaldlhatok a
human kornealis epitéliumban in situ is. Mindez tehat azt jelenti, hogy a human
kornedlis epitélium valoban képes lehet eCB termelésre €s lebontasra. A két
folyamat altal szabalyozott eCB tonus pedig szerepet jatszhat egyebek mellett a

lokalis gyulladasos folyamatok finomhangolasaban.

A TLR3 aktivacioval és UVB besugarzasssal kivaltott gyulladasos valasz
jellegzetes idofiiggést mutat HCEC-eken

Ezt kdvetden célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon az AEA irodalmi
adatok alapjan ismert CB;-fliggd gyulladascsokkentd hatdsa kizarolag a TRPV1

aktivacio esetén alakul-e ki, vagy esetleg egy univerzalis hatasrdl van sz6, ami a
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TRPV1-tdl fliggetlen gyulladasos szignalok esetén is hatékony marad. Ennek
érdekében eldszor két klinikailag relevans, a TRPV1-t6l és egymastol is fliggetlen
mechanizmus révén haté gyulladas-induktort alkalmaztunk: a TLR3 aktivacid
révén viralis keratitiszt utanzé p(I:C)-t (20 pg/ml), valamint a fénykarosodas altal
kivaltott keratitisz modelljeként UVB besugarzast (40 mJ/cm?). Elsd 1épésként
megvizsgaltuk a két kezelés altal kivaltott gyulladdasos vélasz dinamikéjat.
Megallapitottuk, hogy mindkét inger fokozta tobb gyulladésos citokin (IL-1a, IL-
1B, IL-6 ¢és IL-8) mRNS szintii kifejezddését. A novekedés a vizsgalt iddpontok
(p(I:C): 3, 6, 12 és 24 6ra; UVB 3, 6, 12, 24 és 48 o6ra) koziil 3 o6ranal (p(1:C)
kezelés), illetve 12 6ranal (UVB besugarzés) bizonyult a legmarkansabbnak, ezért
ezekben az id6pontokban a gyulladdsos citokinek feliilluszoba torténd
felszabadulasat 1s megvizsgaltuk ELISA technikaval. Azt tapasztaltuk, hogy az
IL-6 ¢és az IL-8 szintje mindkét esetben megnovekedett, mig az IL-1a és IL-1
koncentracidgja a detekcios kiiszob alattinak bizonyult (nem publikalt
megfigyelés). A fenti eredmények fényében tovabbi kisérleteink soran 3 (TLR3
aktivacio), illetve 12 oras kezeléseket, illetve inkubacios idéket (UVB modell)

alkalmaztunk.

Az AEA hatasai a gyulladasos citokinek expressziojara és felszabadulasara
jelent6s koncentracio- és modellfiiggést mutat HCEC-eken

Az AEA human kornedlis epitélsejtekre  gyakorolt lehetséges
gyulladascsokkent6 hatasainak vizsgalata érdekében az AEA-t alacsony (100 nM)
¢s magas (10 uM) koncentracidban alkalmaztuk az emlitett modellekben.
Kisérleteink ,nulladik” Iépéseként megallapitottuk, hogy az AEA a jelzett
koncentraciokban nem befolyasolta szignifikansan a HCEC-ek ¢életképességét,
igy a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhatd. Meglepd mddon az 6nmagéaban
alkalmazott AEA mindkét koncentracioban jelentés novekedést okozott a vizsgalt
gyulladasos citokinek mRNS szintli kifejezédésében 3 oraval a kezelés utan, és

ez a novekedés 12 ora elteltével is megfigyelheté maradt az IL-6 és IL-8 esetén
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(mindkét koncentracio), illetve az IL-1a esetén (10 uM). Erdekes modon, bar az
adott idépontban (3 6ra) 6nmagaban gyulladasos valaszt indukalt, a 100 nM-0s
AEA-kezelés mégis szignifikdnsan csokkentette a p(I:C) hatasat az 1L-6, az IL-8
¢s az IL-1P kifejezédésére. 10 uM-os koncentracidban viszont ellenkezd hatast
figyeltiink meg, ugyanis az AEA az IL-6 és az IL-1B szintjének tovabbi
novekedését okozta, mikdzben nem volt hatdssal az [L-8 és az IL-1a expresszidra.
A TLR3 aktivacidés modell esetén tapasztaltakkal szemben UVB besugarzast (40
mJ/cm?) kovetéen (12 oras kezelés) egyéltalan nem figyeltink meg
gyulladasgatlo hatast. S6t, az AEA 10 uM-os koncentracidja tovabb novelte az
IL-6 és az IL-8 expressziot, de nem befolyasolta az IL-1a és —f kifejezddését, és
még az alacsonyabb, 100 nM-os koncentracioban alkalmazott AEA is fokozta az
IL-8 szintjét. A legszembetlindbb valtozasokat szerettiik volna fehérje szinten is
megvizsgalni, igy a tenyészetek feliiliszojabol ELISA technika segitségével
mutattuk ki az IL-6-ot és az IL-8-at. Amint az varhat6 volt, mind a p(I:C), mind
feliiliszoban, amit érdekes modon az AEA mindkét koncentracidja tovabb
fokozott. Ezzel szemben az 6nmagaban alkalmazott AEA hatésait vizsgalva azt
tapasztaltuk, 100 nM-os koncentracioban mind 3, mind 12 6ras kezelést kovetden
szignifikdnsan csOkkentette a spontan 1L-8 felszabadulast, de nem volt hatdssal az

crcr

id6épontban fokozta az IL-8 ¢és 3 oras kezelések soran szignifikansan novelte az

IL-6 felszabadulasat.
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Diszkusszio

Kisérleteink els6 felében a humén faggyimirigyek ECS-ének eleddig nem
vizsgalt aspektusaival foglalkoztunk. A korabbiakban kimutattuk, hogy a
szebocitak képesek az OEA metabolizmusara, igy felmeriilt, hogy a kordbban leirt
Klasszikus” eCB-ok (azaz az AEA és a 2-AG) mellett ez az ,,eCB-szerl”

molekula is befolyasolhatja a human faggyamirigyek bioldgiai folyamatait.

A ,,nem-klasszikus” eCB jelatvitel vizsgalata human faggyiumirigyekben

Az OEA lehetséges szerepének tisztazasara elsoként egymast kiegészitd
sejtélettani vizsgalomodszereket alkalmazva megallapitottuk, hogy ez a molekula
eldsegiti a humén szebocitdk differencialédéasat, szignifikdnsan fokozza
faggyulipid-termelést, megndveli Szebocitak granulaltsagat, és korai apoptotikus
folyamatokat indukél. Az OEA biologiai hatdsait tovabb vizsgéalva kimutattuk azt
is, hogy potens lipogén koncentracidja (50 uM) gyulladasos valaszt valt ki
szebocitakon, de nem befolyasolja az életképességet, illetve a sejtszamot (24- és
48 oras kezelések).

Az alapjelenség leirasat kovetden hatdsmechanizmus tanulméanyozéasaval
folytattuk kiseérleteinket. Kimutattuk, hogy az OEA lipogén hatasa fiiggetlen a
PPARa-tol, ezért megvizsgaltuk, hogy az OEA egy masik lehetséges receptora, a
GPR119 kifejezédik-e a szebocitdkon. Megallapitottuk, hogy a GPR119 mind
mRNS, mind fehérje szinten megtalalhaté a sejteken, és kifejezOdik intakt
faggyamirigyekben is. Szelektiv antagonistdk hianydban a kovetkezékben siRNS
transzfekcio segitségével sikeresen csokkentettiik a GPR119 kifejez6dését human
szebocitdkon, és megallapitottuk, hogy a beavatkozas jelentdsen mérsékelte az
OEA lipogén hatasat, igy az nagy valoszintiséggel (legalabb részben) a GPR119
aktivacioja révén alakult ki.

Az OEA lipogén hatdsanak mechanizmusat ,szlirjellegli” foszfokinaz
array-vel, illetve célzott, CAMP ELISA-val tovabb vizsgalva megallapitottuk,
hogy nemcsak a , klasszikus” eCB-ok esetén leirt ERK1/2 MAPK kaszkad, hanem
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mas jelatviteli utvonalak (a JNK, az Akt/PKB és a CREB) aktivélasa is szerepet
jatszik a kialakuldsaban, mig a piloszebaceus egység immunfolyamatainak
befolyasolasaban részt vevd STATS farmakologiai gatlasanak nem volt ra
szignifikdns hatdsa. Fontos megemliteni, hogy az OEA 50 uM-0s
koncentracioban alkalmazva nem volt hatéssal a szebocitak Ca®* homeosztazisara
(akut kezelés), és - habar a GPRI119 aktivalédasa jellemzdéen Gs-fehérjéhez
kapcsolt utvonalon keresztiil emeli az intracellularis cAMP szintet - érdekes
modon azt tapasztaltuk, hogy a szebocitdk cAMP szintjét is csak kis, nem
szignifikdns mértékben emelte meg (60 perces kezelés). Ez utébbi eredmény
egyrészt magyarazhatd lehet alternativ masodlagos jelatviteli tUtvonalak
aktivalasaval (,,elfogult agonizmus”); masfelol azonban, ha figyelembe vessziik a
cAMP szignaling jolismert kompartalizacidjat, nem zarja ki annak a lehetdségét,
hogy a cAMP hozzajarulhat az OEA bizonyos hatasaihoz, hiszen kisérleteinkben
a CAMP szintet teljessejt-lizatumbol (és csak egyetlen idopontban) hataroztuk
meg, de nem vizsgaltuk meg, hogy statisztikailag szignifikdnsan emelkedik-e a
cAMP szintje a kiilonb6z6 sejten beliili mikrokompartmentekben (és/vagy mas
idépontokban) az OEA kezelés hatasara. Mindezzel egyiitt a foszfokinaz array
soran nyert eredményeink (jelesiil hogy a CREB foszforilalodik [aktivalodik]
OEA kezelés hatdsara, a CREB farmakologiai gatldsa pedig szdmottevéen
csokkenti az OEA lipogén hatasat) alapjan feltételezhetd, hogy a cAMP (is)
szerepet jatszhat az OEA bizonyos hatdsainak kozvetitésében human
szebocitdkon. Fontos ugyanakkor hangstlyozni, hogy a CREB aktivalasa
nemcsak a cAMP szint emelkedésén keresztiil érheto el, hanem alternativ
masodlagos jelpalyakon keresztiil is, ideértve egyebek mellett az Akt/PKB
utvonalat is.

Ismert, hogy az Akt/PKB, valamint a JNK MAPK utvonalak kozvetithetik
kiilonféle mediatorok lipogén hatasait human szebocitakon. Ezzel 6sszhangban

eredményeink azt mutattak, hogy az OEA kezelés aktivalta ezeket az Gitvonalakat,
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farmakologiai gatlasuk pedig csokkentette az OEA altal kivaltott faggyulipid-
termelést.

A jelatvitel vizsgalata utan az OEA-GPR119 tengellyel kapcsolatos
kisérleteink zarasaként aknés és aknéban nem szenvedd donorok bdérmintaiban
hasonlitottuk dssze a GPR119 fehérje szinti kifejezodését. Megallapitottuk, hogy
az aknés betegek faggyimirigyeiben a GPR119 fehérje szintli expresszioja
szignifikansan csokkent. Bar a kisérletbe bevont donorok viszonylag Kkis szama,
valamint az egyes donorok kozotti relative nagy variabilitds miatt korai lenne
merész kovetkeztetéseket levonni, adataink alapjdn mégis ugy tlnik, hogy a
homeosztatikus GPR119 jelatvitel az aknés betegek egy részénél valoban zavart
szenvedhet. Bar jelen kisérleteink nem adnak valaszt arra a kérdésre, hogy az
egyébként eredményeink alapjan lipogén hatasokat kozvetitd GPRI119
kifejezodése miért csOkken aknéban szenvedd betegek faggyumirigyeiben,
elméleti megfontolasok alapjan tobb lehetséges magyarazat is kindlkozik. Az
aktivaciot koveté down-regulacid/deszenzitizalodas jolismert jelenség tobb G-
fehérjéhez kapcsolt receptor, igy a GPR119 esetében is. Ennek fényében
eredményeink egyik lehetséges magyardzata, hogy a GPR119 (til) aktivalodasa
inkdbb az akne patogenezisének kezdeti szakaszdban és nem a késObbi
progresszioban jatszik szerepet. Alternativ hipotézisként természetesen az is
lehetséges, hogy a lipogén GPR119 receptor down-regulacidja egy a mar eleve
korosan magas szintet eléré faggyutermelésre adott masodlagos, kompenzacios
mechanizmusként alakul ki.

Ismert, hogy a GPR119 a jovoben terapias célpont lehet a 2-es tipust
cukorbetegség kiegészito kezelesében. Bar az eddig vizsgalt szintetikus agonistak
nem jutottak tal a II. fazist klinikai vizsgéalatokon, az igéretes allatkisérletes
adatok 0Osztonzéleg hatnak 1j, nagyobb in vivo hatékonysaggal bir6 GPR119-
aktivatorok fejlesztésére, tesztelésére. Tekintve, hogy a GPRI119 kiilonbozo
agonistai eltér6 masodlagos jelpalyakat aktivalhatnak, eredményeink nem

feltétlentil jelentik azt, hogy minden GPR119 agonista esetében szamitani Kkell
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majd borgyodgyaszati, a faggyumirigyek miikodését érintd mellékhatasok
kialakulasara. Azonban azon agonistdk esetében, amelyek az OEA-dal
nagymértékben atfedd masodlagos jelpalyakat aktivalnak, az ilyen mellékhatasok
kialakuldsa nem zarhato ki, feltéve, hogy kellden magas koncentraciot érnek el a
faggyamirigyekben. Most kozolt kisérletes adataink fényében ezért a jovobeli
klinikai vizsgalatok soran a lehetséges borgyogyaszai komplikaciok kialakuldsara

is érdemes lesz figyelmet forditani.

Eredményeink 0sszességében az OEA-GPR119 jelatviteli utvonalat a human
faggyulipid-termelés és a szebocitadk differencialddasanak egy korabban
ismeretlen, pozitiv regulatoraként azonositjak. A sejtek OEA kezelése
proinflammatorikus fenotipus kialakulasahoz vezetett, ami felveti annak
lehetdségét, hogy ennek a jelatviteli rendszernek a diszregulacioja hozzajarulhat
a fokozott faggyulipid-termeléssel ¢és gyulladdssal jellemezhetd akne

kialakulasahoz.

Az ECS vizsgalata HCEC-eken

A szaruhartya kiilsO rétegét felépitd epitelsejtek a szemfelszin elsé védelmi
vonalaként miikodnek, és ennek soran fizikai €s immunoldgiai jellegli
kihivasoknak is meg kell felelniiik. Ez utobbi kihivasok jelentdsége igen nagy,
hiszen a kornea koros gyulladdsos folyamatai a szaruhartya atlatszosaganak
elvesztéséhez és ezzel vaksaghoz vezethetnek. Ujabb eredmények alapjan a
HCEC-ek nem kizarolag ,,passziv elszenveddi”, hanem aktiv alakitoi is a lokalis
gyulladasos folyamatoknak.

A HCEC-¢ek gyulladéasos valaszainak egyik szabalyoz6ja a TRPV1, hiszen
a receptor aktivalasa gyulladasos mediatorok felszabadulasdhoz vezet. Tekintve,
hogy a legfobb ,klasszikus” eCB-ok (AEA ¢és 2-AG) jelen vannak a human
kornedlis epitéliumban, jelen kisérleteink soran azt a célt tiiztiik ki magunk elé,
hogy feltérképezziikk az ECS eddig nem azonositott tagjainak kifejezddését a

human kornedlis epitéliumban, illetve megvizsgaljuk, hogy az AEA mas (a
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TRPV1 aktivacigjatol fiiggetleniil kialakulo) gyulladasos folyamatok esetén is
gyulladasgatlo hatast mutat-e.

Kisérleteink soran els6ként megerdsitettiik (CB1 és CB,), illetve kimutattuk
(NAPE-PLD, DAGLa és —, MAGL, FAAH), hogy az ECS legfontosabb tagjai
kifejezddnek tenyésztett HCEC-eken ¢€s intakt humén korneélis epitéliumban is.
Ezt kovetéen az AEA lehetséges gyulladasgatldo szerepét vizsgaltuk meg
részletesebben. Ehhez két olyan, klinikailag relevans stresszort (a
virusfertézéseket modellezd TLR3 aktivaciot, valamint az UVB-besugarzast)
valasztottunk, melyek gyulladést kivaltd hatasa nagy valosziniiséggel fliggetlen a
TRPV1 aktivitasatol. Kimutattuk, hogy mind a p(l:C)-kezelés, mind az UVB
besugarzas jellegzetes idobeli lefutassal fokozza kiilonboz6 gyulladasos citokinek
(IL-1a, IL-1B, IL-6, 1L-8) mRNS-szintii kifejez6dését HCEC-ekben. Miutan
kimutattuk, hogy az AEA vizsgalni tervezett koncentracioi (100 nM és 10 uM)
nem befolyasoljak a HCEC-ek életképességét, eldszor az dnmagéaban adagolt
AEA hatésait figyeltik meg. Meglepd modon azt tapasztaltuk, hogy az AEA
mindkét koncentracioban és mindkét idédpontban fokozta tobb gyulladésos citokin
MRNS-szintli expresszidjat. Emellett — bar 100 nM-ban alkalmazva 3 és 12 6ras
kezelések soran is csokkentette a spontan IL-8 felszabadulast - 10 uM-0s
koncentracioban alkalmazva mar mindkét idépontban fokozta azt, s6t, 3 oOras
kezelések soran az IL-6 szintjét is szignifikansan novelte, azaz varakozasainkkal
szemben dontéen proinflammatorikusnak bizonyult. Adataink emellett arra is
ravilagitottak, hogy az AEA differencialtan modulélhatja a mar meglévd, tarolt
citokinek felszabadulasat és de novo termelését. Kimutattuk azt is, hogy — bar az
AEA 100 nM-os koncentracidoban csokkentette tobb gyulladéasos citokin p(I:C)
altal indukalt mRNS-szintli kifejezédését, az IL-6 és IL-8 felszabaduldst mar
tovabb fokozta, 10 pM-os koncentracidban pedig szintén egyértelmiien
proinflammatorikusnak bizonyult. Az UVB modell vizsgalatakor még

egységesebb biologiai viselkedéssel szembesiiltiink: azon esetekben, amikor az
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minden esetben a gyulladasos valasz tovabbi fokozasa volt.

Ezek az eredmények els6é ranézésre ellentmondanak azon irodalmi
adatoknak, amelyek szerint a CB; aktivalasa egy szintetikus agonistaval vagy
AEA-dal gatolta a TRPVI1 aktivacio altal kivaltott gyulladdsos valasz
kialakuldsat. Bar a jelenség hatterében all6 mechanizmust nem vizsgaltuk
részletesebben, az ellentmondas feloldasara tobb feltételezéssel is élhetiink.
Elséként fontos megjegyezni, hogy az AEA maga is képes aktivalni a TRPV1-et,
igy lehetséges, hogy csak akkor gyullad4sgatlo hatasti, ha a TRPV1-et egy
er0sebb hatést kivaltd (magasabb ,,efficacy”’-val jellemezhetd) ligandum aktivalja
a szaruhartya epitélsejtjein, aminek a hatasaval az AEA ,,gyengeébb”, parcialis
agonistaként interferalhat. Ilyen ligand hianyaban azonban a mi kisérleteinkben
maga is TRPV1-medialt mechanizmussal valhatott gyulladaskeltové, és ez a
gyulladdsos valasz a fiiggetlen mechanizmussal kivaltott gyulladasos
folyamatokkal additivnak bizonyult. A jelenség hatterét kutatva természetesen azt
is érdemes tekintetbe venni, hogy az AEA szamos mas molekularis célpontra (pl.
GPR18, GPR5S5, szdmos kalcium csatorna stb.) is hathat. Annak eldontése, hogy
barmelyik mar ismert vagy még azonositasra varé alternativ célpont kifejezédik-
e a kornealis epitélsejteken, és befolydsolhatja-e azok gyulladasos folyamatait,
jovobeli, célzott kisérletek feladata lesz.

Végezetiil azt is meg kell jegyezni, hogy eredményeink alapjan az AEA
lebontasaért felelds f6 katabolikus enzim, a FAAH, kifejez6dik a human
szaruhartya epitélsejtjein in vitro és in situ is, az AEA FAAH altali lebontasa
pedig egy gyulladasos lipidmediator, az arachidonsav termelését eredmeényezi. Az
arachidonsav ¢és szarmazékai (pl. a leukotrién B4) fontos szereplok a szemészeti
betegségek széles skaldjanak patogenezisében, ideértve szamos szaruhartyaval
kapcsolatos korképet is olyannyira, hogy gétlasuk a kozelmultban igéretes, 0
terapids eszkozként jelent meg egyes szemészeti gyulladdsos folyamatok

mérséklésében. Mindezek fényében lehetséges, hogy bizonyos koriilmények
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kozott az AEA gyorsan arachidonsavvd, majd mdas proinflammatorikus
mediatorokka metabolizalddva valtja ki a kisérleteink soran tapasztalt gyulladasos
valaszt, ami valamiért nem kovetkezik be TRPV1-aktivatorok jelenlétében.
Természetesen jelenlegi ismereteink nem elégségesek annak eldontésére, hogy a
fenti mechanizmusok koziil melyik milyen mértékben jarulhat hozzd az AEA
most leirt gyulladasos hatasokhoz, igy a folyamat jobb megértéséhez tovabbi
vizsgalatokra van sziikség.

Akarhogy 1is, az ECS szerepének pontosabb megértése a kiilonféle
keratitiszek ¢és egyéb gyulladasos szembetegségek patomechanizmusdban
kozelebb vihet a jelzett betegségekben hatékony, U terdpids eszkozok
kifejlesztéséhez. Jelen tanulmanyunk eredményei azonban arra is rairanyitjak a
figyelmet, hogy egy ilyen Osszetett rendszerbe vald beavatkozaskor fokozott
Ovatossagra van sziikkség, hiszen akar az altalanossagban gyulladasgatloként

ismert eCB-ok is fejthetnek ki gyulladasos folyamatokat fokozo hatast.
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Osszefoglalas

Kisérleteink elsd felében a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk milyen hatast
gyakorol az OEA a humén szebocitdk biologiai folyamataira. Megallapitottuk,
hogy 50 uM-os koncentracioig a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato, és
alkalmazva kimutattuk azt is, hogy az OEA-kezelés fokozta a faggyulipid-
termelést és a szebocitdk differencidlodasat, valamint megndvelte tobb
gyulladasos citokin kifejez6dését és felszabadulasat. A jelenség mechanizmusat
kutatva megallapitottuk, hogy az OEA nem a PPARa aktivélasa révén fejti ki a
lipogén hatésat, hiszen a szelektiv PPARa antagonista GW 6471 nem befolyasolta
azt. A kovetkezékben kimutattuk, hogy a huméan szebocitak kifejezik az OEA egy
masik lehetséges receptorat, a GPR119-et 1s, amelynek a szelektiv
géncsendesitése jelentdsen csokkentette az OEA faggyulipid-termelést fokozd
hatasat. Megallapitottuk, hogy a lipogén hatés kialakitasaban tobb kinaz kaszkad
(ERK1/2, INK, CREB, Akt/PKB) aktivalodésa is szerepet jatszik. Végezetiil a
GPR119 expresszigjat aknés, valamint aknéban nem szenvedd donorok
faggytmirigyeiben vizsgalva azt talaltuk, hogy GPR119 kifejez6dése aknéban
csokken, ami arra utal, hogy az OEA-GPR119 jelatviteli tengely valoban zavart
szenvedhet a betegség patogenezise soran.

Kisérleteink masodik felében HCEC-eket és human szaruhartyamintakat
vizsgalva megéllapitottuk, hogy a human korneélis epitélsejtek kifejezik az ECS
legfébb tagjait in vitro és in situ. Kimutattuk azt is, hogy a varttal ellentétben
HCEC-ek AEA kezelése mar 6nmagaban is proinflammatorikus hatast valtott ki,
¢s megallapitottuk, hogy az AEA (bar a hatdsai koncentraciofiiggének
bizonyultak) tobbnyire tovabb fokozta a TLR3 aktivacio, illetve UVB-besugarzas
altal kivaltott viralis keratitiszt, illetve fénykarosodast modellezé gyulladésos
valaszt. Eredményeink szerint tehit az egyébként altaldban gyulladasgatlo
hatasinak  ismert eCB  jelatvitel  bizonyos  koriilmények — kozott

proinflammatorikus hatasokat is kozvetithet a humén korneélis epitéliumban.
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