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1. Roviditések jegyzéke

(-)-cis-PET: ,,(-)-perrottetinene”

18S RNS: 18S riboszomalis RNS
2-AG: 2-arachidonoil-glicerol

5-HT: szerotonin

AA: arachidonsav

ABDH: ,,a/p-domain containing hydrolase”
AD: atdpias dermatitisz

AEA: anandamid

AML: antimikrobidlis lipid

AMP: antimikrobialis peptid

BSA: szarvasmarha szérumalbumin
CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
CB:1/CB2: kannabinoid receptor 1 és 2
CBC: (—)-kannabikromén

CBD: (-)-kannabidiol

CBDV: (-)-kannabidivarin

CBG: (-)-kannabigerol

CBGV: (-)-kannabigerovarin

CBN: (-)-kannabinol

CCCP: karbonil-cianid m-klorofenil-

hidrazon
COX: ciklooxigendz

CREB: ,,cAMP response element-binding
protein”

DAGL.: diacilglicerol-lipaz
DMSO: dimetil-szulfoxid

eCB: endokannabinoid

ECS: endokannabinoid rendszer
EMT: eCB membrantranszporter

ERK1/2: extracellularis szignal-regulalt
kinaz 1/2

FAAH: zsirsavamid-hidrolaz
FBS: magzati szarvasmarha szérum
FM: faggyumirigy

GAPDH:
dehidrogenaz

glicerinaldehid-3-foszfat-

GLP-1: glikagonszert peptid-1

HCEC: human korneélis epitélsejt

IL: interleukin

JNK: c-Jun N-termindlis kinaz

LA: linolsav

LOX: lipoxigenaz

LPS: lipopoliszacharid

MAGL: monoacilglicerol-lipaz
MAPK: mitogén-aktivalta protein kinaz

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium-bromid

NAAA:
savamidaz

N-aciletanolamint  hidrolizalo

NAPE-PLD: N-acil-foszfatidil-etanolamin-
specifikus foszfolipaz D

NAT: N-acil-transzferaz

NF-kB: ,,nuclear factor kappa-light-chain
enhancer of activated B cells”

OEA: oleoil-etanolamin

PBS: foszfat-pufferelt sooldat



pCB: fitokannabinoid

p(I:C): poliinozin-policitidilsav
PKA: protein kinadz A

PKB: protein kinaz B (Akt)

PPAR: peroxiszoma proliferator-aktivalta
receptor

PTPN22: ,protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 22”

SCR: scrambled RNS

STAT: ,signal transducer and activator of
transcription”

T: tesztoszteron

THC: (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinol
THCV: (-)-A%-tetrahidrokannabivarin
TLR: Toll-like receptor

TRP: tranziens receptorpotencialu
ioncsatorna

TRPA: a tranziens receptorpotencialu
ioncsatornak ,,ankirin” alcsaladja

TRPM: a tranziens receptorpotencialu
ioncsatorndk ,,melasztatin” alcsaladja

TRPV: a tranziens receptorpotencialu
ioncsatorndk ,,vanilloid” alcsaladja



2. Bevezetés

Munkacsoportunk {6 kutatasi teriilete az emberi bor kiilonbozé betegségeinek
tanulmanyozasa ¢és molekularis hatterének feltérképezése, kiilonds tekintettel az
endokannabinoid rendszer (ECS) lehetséges szerepének vizsgalatara.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a helyileg termelédé endokannabinoidok
(eCB), mint az anandamid (AEA) és a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG), a CB: receptor -
extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK)-1/2 mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK) -
peroxiszoma proliferator-aktivalta receptor (PPAR)-y tutvonal aktivalasaval fokozzak a
faggyulipidek szintézisét. Kimutattuk azt is, hogy a human szebocitdak mind mRNS, mind
fehérje szinten Kkifejezik az eCB-ok szintézisében és lebontdsaban szerepet jatszo
kulcsenzimeket, az eCB membrantranszporter farmakologiai gatlasa pedig (az eCB-tonus
emelése révén) mérsékelten fokozta a faggyulipid-termelést és gyulladascsokkentd hatast
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. Tekintettel arra, hogy az OEA, illetve legfontosabb receptora, a GPR119
kifejez0désérél és lehetséges szerepérél a human faggyamirigyekben még nem allt
rendelkezésre semmilyen irodalmi adat, kisérleteink els6 felében az OEA biologiai hatésait
vizsgaltuk meg human szebocitakon.

Kisérleteink masodik felében a bor utan egy masik fontos barrier, a szaruhartya ECS-¢ét
vizsgaltuk meg. Ennek soran human kornealis epitélsejtek segitségével arra a kérdésre kerestiik
a valaszt, hogy ezek a sejtek kifejezik-e az ECS tagjait, valamint, hogy az AEA hogyan
befolyasolja a viralis keratitist (Toll-like receptor 3 aktivacio), illetve fénykarosodast (UVB

besugarzas) kiséré gyulladasos valaszt in vitro.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kannabinoid jelatvitel
3.1.1. Az endokannabinoid rendszer (ECS) f6bb elemei

A Cannabis sativa (vadkender) az emberiség altal az egyik legrégebben termesztett
haszonndvény, mely mar az 6si egyiptomi kultiraban is jelen volt (1). Empirikus alapon a
torténelem folyaman lényegében folyamatosan alkalmaztak kiilonféle kenderkészitményeket
kiilonb6z6é betegségek és korallapotok kezelésére, valamint ,sajatos” pszichés allapotok
elérésére. A novénybdl szarmazo bioldgiailag aktiv hatbanyagokat vizsgald tudomanyos igényt
kutatas a XIX. szazadban kezdddott el; ekkor azonositottak ugyanis az elsé novényi, azaz
fitokannabinoidot (pCB), a (-)-kannabinolt (CBN). Az 1930-as, 1940-es ¢vekben mar ismert
volt a CBN szerkezete is, valamint azonositottak a (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinolt (THC)
¢s a (-)-kannabidiolt (CBD) is (2). A fenti korai eredmények utan az igazi attérést az 1960-as
¢vekben Raphael Mechoulam munkacsoportjanak a felfedezései hoztak, amelyekben
pontositottak a pszichotrop hatasokért dontden felelés THC szerkezetét, és mddot talaltak a
THC szintetikus eléallitasara is (3). Ezen felismerések utan egy hosszu vitafolyamat vette
kezdetét arrdl, hogy mi lehet a THC élettani hatasanak a mechanizmusa. Sokaig az volt az
uralkodo nézet, hogy a THC és a pCB-ok (1évén, hogy erésen lipofil molekulak) egyszeriien a
sejtmembranba oldodva és membranperturbaciot okozva befolyasoljak a sejtek miitkodését.
Ennek a vitanak a végére tett pontot az els6 (,,CB1”’), majd néhany év milva a méasodik (,,CB2”)
kannabinoid kotésre képes receptor azonositasa (4,5). Ezt kovetdéen az 1990-es évek elsd
felében sikeriilt azonositani a receptorok elsé endogén ligandjait, az arachidonoil-etanolamin
(ismertebb nevén ,,anandamid””, AEA), illetve a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) néven ismertté

valt ,.klasszikus” endokannabinoidokat (eCB) (6,7).

* A kozismert ,,anandamid” elnevezés érdekessége, hogy a szanszkrit ,,ananda” (3T1q) kifejezésbdl szarmazik,
ami boldogsagot jelent.



A modern kannabinoid kutatdsban az ECS egy komplex jelatviteli halozatta nétte ki
magat. Felépitésében a definicid szigortisagatol fiiggden akar tobb tucat endogén ligand,
szamos ezeket érzékelni képes metabotrop (pl. CB1, CB2, GPR55, GPR119 stb.), ionotrop
(kilonboz6 tranziens receptorpotenciali [TRP] ioncsatornak), illetve intranuklearis (PPAR)
receptor, valamint a ligandok szintézisében ¢és lebontasdban résztvevé enzim- és
transzporterrendszer vesz részt (1. abra) (8-10). A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a jolismert
CBD-n és THC-n til napjainkra mar tobb mint szaz ,,klasszikus” pCB, illetve szdmos egy¢éb,
kémiai szerkezetiikben eltérd, de receptoraffinitidsuk alapjan a kannabinoidokkal rokonithat6
,hem-klasszikus” pCB azonositasara keriilt mar sor (11). A kiilonféle pCB-ok cellularis
célpontjai kozott pedig olyan ,,nem kannabinoid” célpontok is szerepelhetnek, mint egyes

opioid vagy éppen szerotonin receptorok (1. abra) (8).

Endacannabinoids (eCB) and related molecules Other
“Classical” ligands | Peptide ligands “ECS-related” modulators
molecules

N-arachidonoyl
amino acids,
Pregnenolon,

Lipoxin A4

j i Nuclear “Non-cannabinoid” targets
Receptors ‘ CB,, CE, PPARa, PPARY 5HT,,, GIyR, Agy, R,
PPARD 5.HT, R, 0R, A,

Transporters transporters eCB membrane transporter(s)? ﬁ

1. abra Az ECS dltalanos felépitése. A kép forrasa: (8). A nem trivialis roviditések

Ligands

Anandamide Pene Palmitoylethanolamine
2-Arachidonoylglycerol gfcans Oleoylethanolamide

magyarazatat lasd a szovegben, illetve a Roviditések jegyzékében.

3.1.2. A kannabinoid receptorok
A, klasszikus” kannabinoid receptorok 7 transzmembran régioval rendelkez6 G-protein-
kapcsolt metabotrop receptorok (12). Amint arrdl mar szé esett, az els6 kannabinoid receptort,
a CBi-et az 1990-es évek elején azonositottak (4). A CB1-r6l azota kidertiilt, hogy a kézponti

idegrendszerben az egyik legnagyobb gyakorisaggal el6forduld metabotrop receptorféleség, és



szamos ¢élettani folyamatot szabalyoz (pl. étvagy, hangulati élet, memoria stb.) (13). Késébbi
kutatasok soran kimutattak, hogy a CB1 receptor a kozponti idegrendszeren kiviil szdmos
periférias szovetben is kifejez6dik, igy (a teljesség igénye nélkil) jelen van a
gasztrointesztinalis traktus, a maj, a sziv, illetve a n6i és férfi reproduktiv szervek, valamint a
bér bizonyos sejtféleségein is (8). A CB1 (és a vele szerkezetileg nagyfoka rokonsagot mutato
CB: receptor is) altalaban Gi/G, fehérjéhez van kapcsolva, igy aktivacidja csokkenti a cAMP
szintet (8). Mindkét receptorra jellemzd, hogy nem kizardlag monomer, hanem homo- és
heteromultimer formaban (azaz mas G-protein kapcsolt receptorokkal komplexet alkotva) is

eléfordulhat (8,14).

A CBq receptorral ellentétben a CB> inkabb a periférias szovetekben mutat magasabb
kifejezodést (5,8,9,15). Jelen van egyebek mellett szamos professzionalis immunsejten (pl.
makrofagokon, B limfocitakon vagy NK sejteken), igy fontos szabalyozo szerepet tolt be az

immunvalasz kialakitasaban (16), de emellett megtalalhat6 a bor szamos sejtféleségén is (8,9).

Amint arr6l mar fentebb sz6 esett, az utobbi évtized soran szamos kutatas alatimasztotta,
hogy a kiilonb6zé kannabinoid vegyliletek a ,,klasszikus” receptorokon kiviil szamos mas,
korabban ,,arvareceptor’-ként azonositott 7 transzmembran doménnel rendelkezé receptort is
aktivalhatnak, melyek kozott az egyik legismertebb a GPR119 (17). A GPR119 aktivalodasa
jellemzden Gs-fehérjéhez kapcsolt utvonalon keresztiil emeli az intracelluldris cAMP szintet
(18), ugyanakkor irodalmi adatok alapjan jellemz6 ra, hogy ligandumtol fiiggéen kiilonb6z6
hatékonysaggal tobb alternativ jelatviteli Gtvonalat is aktivalhat (,,elfogult agonizmus™) (19).
Ezek kozott kiemelkedd jelentdséggel bir a B-arresztin utvonal, amely nemcsak a G-fehérje-
kapcsolt receptorok deszenzitizalasaért felelds, hanem (egyebek mellett) az ERK1/2 MAPK
kaszkad aktivalasara is képes (20). Ezzel 0Osszhangban, egy nemrégiben megjelent
tanulmanyban kimutattak, hogy az oleoil-lizofoszfatidil-inozitolnak a gliikagonszerii peptid

(GLP)-1 szekréciora gyakorolt hatasait L-sejteken a GPR119 kozvetitette, mégpedig az



ERK1/2 MAPK és a cAMP — protein kinaz A (PKA) — ,,cAMP response element-binding
protein” (CREB) utvonalak aktivalasa révén (21), mig egy masik tanulmany tanusaga szerint a

GPR119 aktivalasat Ca?*-szint emelkedés is kovetheti (22).

Kezdetben a GPR119-et ,,arvareceptor”-ként klonoztak (23), és ugy talaltak, hogy
expresszioja a hasnyalmirigyben és a gyomor-bélrendszerben a leginkéabb kifejezett, ezen beliil
is az inzulint szekretalo B-sejtekben és a GLP-1-termel6 L-sejtekben a legmagasabb (24-28).
Emellett nagymértéki expresszidja figyelhetd meg a gliikozdependens inzulinotrop peptidet, a
kolecisztokinint, a gliikagont, valamint a pankreatikus polipeptidet termel6 K-, I-, a-, illetve PP
sejtekben, de kimutattak mar ragcsalok agyaban és emberi majban is (28-34). Mindezek
fényében nem meglepd, hogy az elmult években tobb kiilonbozd aktivatorat is tesztelték mar
kettes tipusii cukorbetegség kezelését célzo klinikai vizsgalatokban (pl.: NCT01043445;
NCT01453842; NCT04432090; NCT03774095; (35,36))"; arrol azonban, hogy a bérben
kifejezddik-e, kisérleteink idején még nem allt rendelkezésre irodalmi adat.

3.1.3. Az eCB-ok

Amint arr6l fentebb mar szé esett, a ,.klasszikus” kannabinoid receptorok azonositasat
kovetéen néhany évvel késébb izolaltak az elso ,,klasszikus” eCB-okat, az AEA-ot és a 2-AG-
t (6,7). Az AEA prekurzora az N-arachidonoil-foszfatidil-etanolamin, aminek az atalakulasat
az N-acil-transzferaz (NAT) katalizalja, a végleges szerkezet kialakitasat pedig az N-acil-
foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipaz D (NAPE-PLD) végzi. A vegyiilet lebontasaért
felelds legfontosabb enzim a zsirsavamid-hidrolaz (FAAH), amely az AEA-ot arachidonsavra
¢s etanolaminra bontja (37,38). A masik prototipikus eCB, a 2-AG szintézisében elsésorban a
diacilglicerol-lipaz (DAGL)-a és -B jatszik szerepet, az arachidonsavra és a glicerolra torténd

lebontasaért pedig dontéen a monoacilglicerol-lipaz (MAGL) felel (37,38).

 Sajnalatos moédon az igéretes allatkisérletes eredmények ellenére human vizsgalatokban a GPR119 aktivatorok
eleddig nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket (36).
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A, klasszikus” eCB-ok (2. abra) jellemzéen nem raktarozodnak, hanem a
szilkségleteknek megfelelden termelédnek és szabadulnak fel a szervezetben (39). Erdekes
modon, bar lipofil molekuldkrol van szd, transzmembran transzportjuk minden valoszinliség
szerint facilitalt diffzidval torténik, amit egy mind ez ideig fehérje szinten még nem
azonositott, hipotetikus transzporter molekula, az eCB membrantranszporter (EMT) (40)*

medial.
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2. abra Az AEA, a 2-AG és az OEA szerkezete (41)

Kiilonféle funkciondlis assay-k adatai alapjan az EMT szamos szovet- és sejtféleségben
jelen lehet. Munkacsoportunk kozelmultban publikalt adatai szerint ezen sejtek kozé tartoznak
a faggyamirigyek (FM) sejtjei, a szebocitdk is. Az EMT biologiai hatdsainak vizsgalatakor
rdaadasul kimutattuk azt is, hogy farmakologiai gatldsa nemcsak a ,klasszikus” eCB AEA,

hanem egy ,,eCB-szeri” molekula, az OEA szintjét is fokozza (39). Az OEA-t eredetileg

f Bar magat a molekulat még nem azonositottak, az EMT létezésére meggyéz6 funkcionalis adatok utalnak (40),
és léteznek szelektiv farmakologiai inhibitorai is (a szabadalmi bejegyzés azonositoja: US10414721B1).
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anorexigén lipidként irtak le, amely testsulycsokkenést idéz el kiilonféle ragcsalomodellekben
(42—44), késobb pedig kideriilt rola, hogy hatasait tobb lehetséges célpontot (TRPV1, PPARGa,
illetve GPR119) aktivalva is kifejtheti (45-50), a bérben jatszott lehetséges szerepér6l azonban

kisérleteink idején még nem 4llt rendelkezésre irodalmi adat.

3.2. A bor
3.2.1. A bor, mint barrier
A bér (3. abra) a maga mintegy 1,8 m2-es felszinével (atlagos felnétt) az emberi test
egyik legnagyobb szerve. Amellett, hogy egy jol felépitett védépajzsként szolgal a
potencialisan veszélyes fizikokémiai és bioldgiai artalmakkal szemben, fontos szerepe van a
szervezet ho- és a vizhaztartasanak szabalyozéasaban is. Emellett képes kiilonféle hormonok

termelésére, valamint tdpanyagraktarként és érzékszervként is funkcional (51).

Szérszalak

Tapintasérzo test

Fajdalomérz6 idegvégzodés
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B 4 i o : = _
¢ ISR A RS
- Irha
Faggyumirigy
Boralja
P N TN . ‘ L,
Sz0rtiiszé e\ Uk fadax VO, /- —
Verejtékmirigy |

Nyomasérzékeld idegvégzodés

Zsirszovet  Erek Szérmerevit izom  ldegek

3. abra A4 bor szerkezete és felépitése (52)
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Szovettanilag a bort harom nagyobb rétegre oszthatjuk: epidermisz (ham), dermisz (irha)
¢s szubkutisz (béralja) (51). A mar emlitett Osszetett védelmi feladatait fizikokémiai,
immunologiai, illetve mikrobiologia barriert 1étrehozva latja el. A fizikokémiai barrier
legfontosabb Gsszetevije az epidermisz, azon beliil is a stratum corneum. Ezen réteg
terminalisan differencialt keratinocitakbol all, melyeket egy extracellularis lipidmatrix vesz
koriil (53). Ezen protektiv lipidréteget egésziti ki a faggyamirigyek altal termelt és a
bérfelszinre juttatott olajos, viaszos faggyt (szébum) (54-57). A mikrobiologiai barriert a
boriinkon €16 ,,hasznos” mikroorganizmusok hozzak 1étre (58,59). Ezek a mikrobak egyfeldl a
kolonizacids rezisztencia révén kiszoritjdk a potencialis patogéneket, masfelél pedig
folyamatosan kommunikalnak a bor kiilonb6z6 sejttipusaival és szabalyozzak azok miikodését:
segitik egyebek mellett a megfeleld hamsejtérést, illetve befolyasoljadk a bor kiilonbozd
sejtjeinek immunologiai viselkedését is (60,61). Az immunologiai védéfunkcido a bérben
megtalalhatd rezidens sejttipusok (pl. keratinocitak, szebocitak stb.) és az adaptiv
immunrendszer tagjainak szoros egyiittmiikodése révén valosul meg. Fontos megjegyezni,
hogy a bér sejtjei kifejeznek szamos patogén-asszocialt molekularis mintazatot felismerd
receptort (pl. kiilonféle Toll-like receptorokat [TLR] stb.), illetve antimikrobialis peptidek
(AMP) és lipidek (AML) mellett citokineket és kemokineket is termelnek, amelyek révén
szabalyozhatjdk a professzionalis immunsejtek toborzasat és aktivitdsat, igy magat az

immunvalaszt is (54,62-65).

3.2.2. A faggyumirigyek
Munkacsoportunk évek ota foglalkozik az emberi bdr élettani folyamatainak kiilonb6zd
aspektusaival, beleértve a kiilonféle borfiiggelékek, igy a faggyt- és a verejtékmirigyek,
valamint a szOrtiiszOk vizsgalatat is. A faggyimirigyek jellemzéen a szOrtiiszokhoz
kapcsolodnak, és holokrin szekréciéval folyamatosan faggylt bocsatanak a bérfelszinre

(66,67). A felszabaduld faggyu a szdrcsatornan keresztiil jut a borfelszinre, és védoréteget
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képez az epidermisz és a szOrszalak koriil. A faggya emellett antimikrobialis és antioxidans
tulajdonsagokkal is rendelkezik, illetve (zsirsavtartalma révén) hozzajarul® a ,,savkdpeny”
kialakitasahoz is (54,68-71), egyes faggyulipidek pedig képesek befolyasolni a perifollikularis

makrofagok és egyéb immunsejtek aktivitasat is (72—74).

A fentick fényében koénnyen érthetd, hogy a faggyutermelés mellett a faggyumirigyek
immunologiai szerepe is szamottevd. A szebocitak szdmos patogén-asszocialt molekularis
mintazatot felismerd receptorral rendelkeznek (pl. TLR-ok, CD14 stb.), melyek képesek
felismerni a kiilonféle patogéneket (70,75). Emellett szamos gyulladasos citokin (pl. interleukin
[IL]-6, IL-8, tumornekrézis faktor-a stb.) felszabaditasa révén jelentds szerepet jatszanak a
lokalis gyulladasos folyamatok elinditasaban és szabalyozasaban, és termelnek AMP-eket (pl.
LL-37 katelicidin, B-defenzinek stb.), illetve AML-¢ket is (pl. szapiénsav, palmitinsav [C16:1],

olajsav [C18:1], laurilsav [C12:0] stb.) (62-65).

A faggyu emellett (a verejték viszkozitasat befolyasolva) részt vesz a hdszabéalyozéasban,
¢s hozzajarul a boér fénykarosoddssal szembeni védelméhez, valamint hatdssal van a
szornovekedésre is (76). Végezetill azt is fontos megemliteni, hogy a faggyimirigyek
expresszaljak a szteroidszintézishez sziikséges enzimeket, és képesek androgén hormonok in

situ termelésére, valamint Gssejtraktarként is funkcionalnak (56).

A fenti, sokrétli feladatok fényében nem meglepd, hogy a faggyumirigyek mikodésének
zavarai szerepet jatszanak kiilonb6z6 borbetegségek patogenezisében (71,77—79). A fokozott
mennyiségli és/vagy megvaltozott mindségii faggyutermelés az egyik leggyakoribb
borbetegség, az akne egyik f6 jellemzdje (80), mig a faggyumirigyek atrofidja egyebek mellett

pikkelysomoros 1éziokban fordul eld (81).

$ Ujabb adatok alapjan ez a hozzajarulas kevésbé tiinik jelentésnek, mint azt kordbban feltételezték (68).
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Amint arr6l fentebb mar szé esett, a faggyutermelés holokrin szekrécio révén valdsul
meg. Ennek soran a sejtek eldbb lipideket halmoznak fel a citoplazméjukban, majd
apoptotizalnak, és a membranjaik széttoredeznek. A faggyu Osszetétele erdsen fajspecifikus.
Az emberi faggya lipidfrakcidjanak f6 Osszetevoi a trigliceridek, a digliceridek és a szabad
zsirsavak (~57,5%), kisebb mennyiségben pedig viaszészterek (~26%), szkvalén (~12%) és
koleszterin (~4,5%) is el6fordul benne (82). Mas fajoknal egyes Osszetevok vagy hidnyoznak
(példaul a szkvalén) vagy eltéré mennyiségben vannak jelen (69). A lipidek mellett jelent6s
fajspecifikus kiilonbségek vannak a faggyumirigyek szerkezetét és a szovettani markereit
illetden is (83,84). Vélhetdleg dontden ezek az eltérések magyarazzak, hogy miért kiilonboznek
a faggyimirigyhez tarsulé betegségek az egyes fajok kdzott, és miért (szinte)  kizarolag az

emberekre jellemz6 az akne kialakulasa.

3.2.3. Az akne

Az akne a faggyumirigyekhez kothetd legismertebb, legjellemzobb borbetegség. Egyes
becslések szerint vilagszerte ez a 8. leggyakoribb betegség (87), amely csak az Egyesiilt
Allamokban évente kozel 50 millié embert (foleg serdiiloket és fiatal felndtteket) érint (88). A
betegség hosszt tavu kovetkezménye lehet maradando hegek, illetve pigmentacios zavar
kialakulasa. Az akne természetesen nem okoz kozvetleniil életveszélyt, de (kiilonosen a stlyos
formai) nagymértékben ronthatjak a betegek életmindségét, és masodlagos pszichés zavarok
kialakulasahoz vezethetnek (89). A serdiilokor koztudottan olyan iddszak, amely kiilonosen sok
pszichés zavarral, szorongassal jar, ¢és a serdiilék hajlamosak arra, hogy érzékenyen reagéljanak
testiiket és megjelenésiiket érintd valtozdsokra. Nem meglepd modon a pattandsossag
kialakulasa rontja a serdiilok €¢letmindségét, és hatassal van az onértékelésiikre is (90,91). A

pattanasos fiatalok elégedetlenek a testiikkel, gyakran haszontalannak érzik magukat, és

*%

Kutydk és macskak esetében el6fordulhatnak aknéra hasonlité elvaltozasok, de ezek kialakuldsdnak
mechanizmusa nem teljes mértékben tisztazott, &s vélhetdleg bizonyos elemeiben kiilonbozik az emberre jellemzd
akne esetén megfigyelhet6tol (85,86).
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kevésbé biiszkék magukra, mint egészséges tarsaik (92). Az akne emellett szorongas,
depresszid, valamint (stlyos esetben) akar Ongyilkossagi gondolatok megjelenéséhez is
vezethet (93). Raadasul az akne kezelésére vilagszerte elkoltott pénz 2027-re egyes becslések
szerint eléri majd az évi 7,19 milliard USD-t (94), igy a pszichés mellett adott esetben jelentds

anyagi terhet is jelenthet a benne szenveddknek.

Az akne kialakulasaban tobb egymassal 0sszefiiggd tényezé vesz részt. Ezek koziil a
legfontosabbak a megvaltozott mennyiségii és mindségii faggyutermelés, a patogén
Cutibacterium (korabban Propionibacterium) acnes toérzsek kolonizacidja, a faggyamirigyek
kivezet6csoveinek hiperkeratinizacidja, illetve kéros gyulladasos folyamatok elindulasa (95—
99). A C. acnes a normal borfléra része, azonban a kiilonb6z6 C. acnes torzsek képesek a
keratinocitdk, makrofagok és szebocitdk esetében is indukalni egyes gyulladasos citokinek (pl.
IL-1B, IL-8 és IL-17) termel6dését (96-99). A megndvekedett citokintermelés ezutan tovabb
fokozza a faggyutermelést, illetve hozzajarul a kivezetécsé hiperkeratinizaciojahoz és ezzel a

komedok kialakulasahoz is (54,70).

Amint arrél mar fentebb sz6 esett, a faggyutermelés nemcsak mennyiségében fokozddik,
hanem mindségében is megvaltozik. Ezek a valtozasok (pl. a fokozott zsirsav-deszaturacio, a
lipidperoxidok jelenléte, valamint a faggy( E-vitamin tartalmanak csokkenése) szintén
eldsegitik az infundibularis hiperkeratinizaciot és ezzel a komedok kialakulasat. Végezetiil a
komedoképzddés eldsegiti az anaerob (aerotolerans) patogén C. acnes torzsek tovabbi
szaporodasat, ami tovabbi gyulladasos folyamatokat indit el. Ezek a folyamatok tovabb novelik

a faggyutermelést, és ezzel bezarjak a patogenezis ,,6rdogi kor”-ét (4. abra) (54,70,95).
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4. abra Az akne klinikai képe

A kép forrasa: https://step2.medbullets.com/dermatology/120041/acne-vulgaris Letoltve: 2021.04.12.

Az aknéban szenvedd betegek a bdrelvaltozasok szama és tipusa alapjan enyhe, kdzepes
vagy sulyos kategoriaba sorolhatok. Kezelésiikre tobb készitmény is a rendelkezésre all; a
megfeleld kezelés kivalasztasa a betegség sulyossagan és az adott szer toleralhatosagan alapul.
Jelenleg az akne kezelésének a gerincét a lokalis és/vagy szisztémas izotretinoin (13-Cisz-
retinsav) kezelés jelenti, melyet (a hegképzddés veszélyének csokkentésére) az ujabb adatok
alapjan érdemesnek tiinik a betegség minél koraibb fazisaban alkalmazni. Az izotretinoin képes
gatolni az akne kialakuldsanak minden 1ényeges mozzanatat, igy a fokozott faggytitermelést, a
hiperkeratinizaciot és a kéros gyulladast is; sét, még a C. acnes kolonizaciot kedvezo iranyba
befolyasolja. Hasznalatdit azonban sajnalatos moddon komoly mellékhatasok (pl. a
vérlemezkeszam  csokkenése, allergias reakciok, borszarazsag, fényérzékenység,
majkarosodas, teratogenitas vagy pszichés problémak) kisérhetik (70,100-102). Az izotretinoin
mellett (illetve esetenként helyett) természetesen mas gyogyszerek (pl. antibiotikumok, anti-
androgének, azelainsav, benzoil-peroxid stb.), és egyéb terapias megoldasok (pl. 1ézerterapia,
fényterapia, kémiai hamlasztas) is szoba johetnek (88), ezek terapias értéke azonban jellemzben
elmarad az izotretinoinétol. Tekintetbe véve az izotretinoin fentebb részletezett lehetséges
mellékhatasait, konnyen érthetd, hogy jelentds igény mutatkozik uj, hatékony, de lehetbleg

kedvezé mellékhatasprofili szerek azonositasara, ami viszont nem képzelhet6 el a
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crer

elmult két évtizedben nem torzskonyveztek 10j hatdsmechanizmussal miikod6 anti-akne

készitményt az Egyesiilt Allamokban (103).

3.2.4. Az 8795 human, immortalizalt szebocita sejtvonal

A human faggyumirigyek vizsgalatara sajnalatos médon nem all rendelkezésre megfeleld
allatmodell (104); a primer human szebocitak pedig természetes differencialédasuk soran
apoptotikus sejthalalfolyamaton mennek keresztiil, és végiil a sejtek egésze faggyuva alakul
(holokrin szekrécio) (70). Mindezek alapjan érthetd, hogy a primer szebocitakat izolalasukat
kovetden csupan néhany passzazsig lehet tenyészteni, ami jelentdsen korlatozza a kisérletes
célokra elérheté maximalis sejtszamot (105). A probléma kikiiszobolésében és ezzel a
¢s munkatarsainak, akik egy 87 éves nd arcbOrébdl sikeresen izolaltak szebocitakat, melyeket
SV40 virus ,,T” antigénjével transzfektdlva immortalizéltak, igy létrehozva az elsé human

szebocita sejtvonalat, amit ,,SZ95-nek neveztek el (106).

Az elmult évtizedek soran az SZ95 szebocitak a human faggyumirigyek jo modelljének
bizonyultak, hiszen megtartottak a primer human szebocitak fébb tulajdonsagait (pl.
morfologia, faggyulipid-osszetétel, antigénexpresszios-profil stb.) (105-107), és a primer
szebocitakhoz hasonléan reagalnak androgén, valamint retinoid kezelésre (106,108,109).
Immundeficiens egerekbe xenotranszplantalva emellett képesek voltak faggytimirigyszerii

struktarakat 1étrehozni (110).

Az évek soran mas munkacsoportok is létrehoztak immortalizalt szebocita sejtvonalakat
(SEB-1, illetve Seb-E6E7), ¢s az eddigi eredmények alapjan az ezek felhasznalasaval szerzett
adatok nem mutatnak Iényeges eltérést az SZ95 szebocitdk vizsgalataval nyertektdl

(54,56,107). Mivel munkacsoportunk az évek soran szamos alkalommal hasznalta sikerrel az
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SZ95 szebocitakat (39,111-116), a jelen dolgozat alapjaul szolgalo kisérletek soran is ezzel a

sejtvonallal dolgoztunk.

3.3. A szaruhartya
3.3.1. A szaruhartya felépitése

A szaruhartya (kornea) a szemgolyo kiilsé véd6burkanak az eliils6, attetszO része. A szem
szaruhartyajanak fontos funkcidi kozé tartozik a szem belsejében levd strukturak védelme,
emellett pedig kulcsszerepe van a szembe belép6 fény torésében is, hiszen koriilbeliil 40-44 D
a fénytorési képessége, amely a szem teljes torderejének kb. 65-70%-at teszi ki (117). A
szaruhartya atlatszo, élettani esetben avaszkularis szovet (118). Kiviilr6l befelé haladva 5
rétegre oszthatjuk: a tobbrétegli, el nem szarusodd6 hadmbol all6 kornedlis epitéliumra, a
Bowman-hartyara, a stromara, a Descemet-membranra és az egyrétegli endotéliumra (119) (5.

abra).

Szaruhartya

i Epitélium
Bowman-membran

5. abra A szaruhartya felépitése sematikusan

A kép forrasa: http://www.corneabank.hu/corn=5.php (letdltve: 2020.03.08.).

A kornealis epitélium Kortilbeliil 50 um vastagsagu, 5-6 sejtsorbol allo el nem szarusodo
lapham, a bazalis rétegben henger alakt, a felszin felé egyre laposabb sejtekkel, ami egy

egységes, sima feliiletet biztosit (117). Az epitélium kiils6é felszinén 1évé konnyréteg mucin
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komponensét a kot6hartya kehelysejtjei termelik (120). A szaruhartya epitelialis sejtjeinek
¢lettartama 7-10 nap. A kornealis epitél strukturalis integritasat tight junction-6k, valamint
tovabbi sejtkapcsold komplexumok (dezmoszomak, gap junciton-6Kk, illetve adharens junkciok)
biztositjak. A kornealis epitélium bazalis sejtsora az alatta taldlhatdo bazalis membrannal
hemidezmoszémakon keresztiil 1étesit kapcsolatot, amelyek megakadalyozzak az epitélium
levalasat az alatta 1év6 rétegekrél (121). A kovetkezé réteg a Bowman-membran. Vastagsaga
atlagosan 6-9 um, jellemzden I-es és V-0s tipusu kollagén, valamint a proteoglikanok épitik fel.
Fo feladata a stroma védelme; regeneraciora nem képes, igy amennyiben a kornea sériilései ezt
a réteget is érintik, az a szaruhartya atlatszosaganak maradando karosodasaval jar (122). A
Bowman-membran alatt talalhato a stroma; ez teszi ki a szaruhartya vastagsaganak kozel 80-
85%-at. Atlatszosagat a benne talalhaté rostok és egyéb extracellularis métrix elemek, valamint
a keratocitak preciz elrendez6édésének koszonheti (123). Az alatta talalhato réteg a Descemet-
membran, mely voltaképp az endotélsejtek bazalis membranja. Ez a Bowman-membrannal
vékonyabb hartya a stroméahoz hasonloan szabdlyszerlien elrendezett, féként az I-es tipusi
kollagénrostoknal kevésbé merev, IV-es tipusu kollagénrost-rétegekbdl all (124). A szaruhartya
legbelsé rétege az egyrétegii endotél, mely az eliils6 csarnokot hatarolja elolr6l (125). Az
endotélsejtek képezik a csarnokviz-kornea gatat, és nagyfoka Na*/K*-pumpa aktivitasuk révén
kivonjak a folosleges folyadékot a szaruhartyabol, amivel eldsegitik a kornea normal, dehidralt

allapotanak fenntartasat (126).

3.3.2. A human kornedlis epitélium (kor)élettananak a disszertdcio szempontjabol
relevans vonatkozadsai

A kornedlis epitélsejtek a szaruhartya legkiilsd rétegét alkotjak, igy ezen sejtek

talalkoznak el6szor a kiilvilagbol érkezd ingerekkel, fizikokémiai hatdsokkal, mikrobakkal.

Ezek a sejtek a fizikai és immunolodgiai barrier 1étrehozéasaval nemcsak passziv elszenveddi

ennek a taldlkozdsnak, hanem ennek nyoman kiilonféle valaszokat adnak, pl. citokineket és
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kemokineket termelnek, amelyek befolyasoljak a lokalis gyulladasos folyamatokat (127). A
szaruhartya epitéliuméanak karosoddsa gyulladéast valthat ki, ami a barrier karosodasahoz,
vagy - ha a karosodas kiterjedtebb — akar a kornea beerezédéséhez is vezethet, ami a latas
clvesztését eredményezheti (127). Mindezek fényében nem meglepd, hogy a kornea
gyulladasos folyamatai, illetve a szaruhartya reepitelizacidja egy intenziven tanulmanyozott,

komoly kihivast jelentd teriilete a kisérletes szemészetnek (128-130).

A szaruhartya gyulladasos valaszanak kialakuldsaban fontos szerepet jatszik a tranziens
receptorpotenciali (TRP) ioncsatornak vanilloid alcsaladjaba tartozé (ionotrop kannabinoid
receptorként is funkcionalé (8)) TRPV1, ami kifejez6dik a kornea trigeminalis
idegvégzodéseiben (131) és a kornealis epitélsejteken is, ahol a csatorna aktivacidja
stilyosbithatja a szaruhartya gyulladasos folyamatait (132). A TRPV1 egy dominansan Ca?*-ra
permeabilis, nem-szelektiv kationcsatorna (133), amit fizikai és kémiai stimulusok széles
spektruma képes aktivalni (134), és testszerte kdzponti szerepet jatszik a fajdalomérzet és a
gyulladasos folyamatok kialakitasaban (135). Ennek fényében nem megleps, hogy a
szaruhartyan betoltott szerepét vizsgalva a kozelmultban kimutattak, hogy a TRPV1 aktivalasa
fokozza egyes gyulladasos citokinek és kemokinek kifejez6dését a szaruhartya epitélsejtjein
(132). Azt, hogy a TRPV1 milyen fontos szerepet jatszik a szaruhartya gyulladasos és a
sebgyogyulasi folyamataiban az is alatamasztja, hogy TRPV1-et nem expresszald allatok
esetében nem alakult ki koros gyulladas és fibrozis lug indukalta korneasériilés esetén (136).
Ezen adatok alapjan a TRPV1 igéretes terapias célpont lehet a szemet érinté gyulladasos

folyamatok kezelése soran.

A gyulladascsokkentd ¢és fajdalomesillapitd kezelések egy masik igéretes, ,,nem
konvencionalis” modja lehet kiilonb6zé kannabinoidok ¢és kannabisz készitmények
alkalmazasa (8,137). Régota ismert, hogy a kiilonb6z6 kannabisz készitmények a szaruhartyan

fajdalomcsillapité hatasuak, olyannyira, hogy az ezt kihasznalo Gayer-tesztet (138) évtizedekig
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alkalmaztak a marihudna kivonatokbol szdrmazd hatdanyagok bioldgiai hatdserdsségének

tesztelésére (139,140).

Természetesen a fenti, ma mar inkdbb csak tudoménytorténeti jelentdséggel bird
adatokon tul Gjabb eredmények is szolnak amellett, hogy a kannabinoid rendszer egyes tagjai
jelen lehetnek a korneaban. Valoban; irodalmi adatok alapjan a CB: kifejezédik human
kornealis epitélsejteken (141). A CB: aktivalasa a WINS55,212-2 nevii szintetikus agonistaval,
valoszintiséggel a TRPV1 kozvetett aktivalasa révén alakult ki, hiszen a TRPV1 antagonista
kapszazepin alkalmazasakor nem alakult ki (141). Bar ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy az epidermalis keratinocitakhoz hasonléan (142) a CB1 és a TRPV1
biologiai aktivitasa bizonyos esetekben egyiittesen, szekvencialisan Osszekapcsolodva
érvényesiilhet, mas adatok azt sugalljak, hogy eltéré biologiai hatasok kialakulasahoz is
vezethet az aktivaciojuk a szaruhartya epitélsejtjeiben. Ez utobbi elképzeléssel Gsszhangban
Yang ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy a szelektiv TRPV1 aktivator kapszaicinnel torténd
kezelés elbsegiti bizonyos gyulladasos citokinek felszabadulasat ezekben a sejtekben. Ez a
hatas CB1-fliggd modon gatolhatonak bizonyult, mivel a CB;1 antagonista AM251 jelenlétében
az AEA gyulladascsokkent6 hatasa nem alakult ki (141). Tekintettel arra, hogy az AEA mas
eCB-okkal egyiitt jelen van a human kornealis epitélsejtekben (143), ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az AEA-fiiggd CB1 aktivacio egy folyamatos gyulladascsokkentd tonust alakithat

ki ezeken a sejteken.

A fenti hipotézis tovabbgondoldsa izgalmas kérdéseket vet fel a kornea ECS-ével
kapcsolatban. Minthogy a szaruhartya élettani koriilmények kozott egy avaszkularis szovet, az
itt kimutatott eCB-ok nem szarmazhattak a keringésbol, ami arra utal, hogy a kornea egyes
sejtjei képesek lehetnek az eCB-0k de novo szintézisére, azonban az eCB-ok metabolizmusaban

részt vevd enzimrendszer tagjainak kifejezddésérdl kisérleteink idején még nem allt
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rendelkezésre irodalmi adat. Mindezek fényében a kornealis epitéliumot érint6 kisérleteink
soran a célunk az volt, hogy megvizsgijuk az eCB-metabolizmus legfébb enzimeinek a
kifejez0dését a szaruhartyaban, illetve, hogy klinikailag relevans gyulladasos koriilmények
kozott tanulmanyozzuk az AEA esetleges gyulladascsokkentd hatasat. Ez utobbi cél eléréséhez
UVB besugarzast (144,145), valamint (a viralis keratitiszeket modellezend) TLR3 aktivator

poliinozin-policitidilsav (p(I:C)) kezelést (146) alkalmaztunk.

3.3.3. A human korneadlis epitélsejtek in vitro modellje: a human, immortalizalt
kornedalis epitélsejtek (HCEC-ek)

A human kornedlis epitélium vizsgalatat neheziti, hogy a sejtek primer tenyészetéhez
lényegében lehetetlen hozzajutni, a kiilonféle allatmodellek hasznalata pedig nehézkes,
raadasul a ,,3R” elv értelmében az allatkisérleteket idealisan meg kell eléznie valamilyen
egyszeriibb, sejtes modellben torténd vizsgalatnak. Mindezen kihivéasokat tekintetbe véve jelen
kisérleteinket egy rekombinans SV40-adenovirus vektor segitségével immortalizalt human
kornealis epitélium eredetii sejtvonalon (HCEC) végeztiik (147). A felhasznalt HCEC-ek még
hosszu tenyésztést kdvetden is képesek voltak megdrizni a primer kornedlis epitélsejtekre
jellemzé morfologiai és funkcionalis sajatsagaikat (pl. keratinexpresszios profil sth.) (147), igy

egy jol mikodo, elfogadott modellnek szamitanak (6. abra).

6. abra A HCEC sejtvonal fazis-kontraszt mikroszkopos képen
kép forrdsa: (148)
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4. Célkitiizés

A fentiek fényében a jelen dolgozatban bemutatand6 vizsgalatok keretein belill a

kovetkezd kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

1. Milyen hatast gyakorol az OEA a human szebocitdk bioldgiai folyamataira, és mi a
hat4s mechanizmusa?

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

3. Milyen hatast gyakorol az AEA kezelés a HCEC-ek UVB irradiaciora, illetve TLR3

aktivaciora adott gyulladasos valaszaira?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérletek soran felhasznalt kémiai agensek attekintése

A kisérletek soran alkalmazott OEA-ot, AEA-ot és a STAT5S-inhibitort (2-[(4-ox0-4H-1-
benzopiran-3-il) metilén]hidrazid 3-piridinkarboxilsav; [STAT5i]) a Cayman Chemical
Company-tol (Ann Arbor, MI, USA) vasaroltuk. Az Escherichia coli 026:B6-bo/ szarmazo, y-
besugarzott lipopoliszacharidot (LPS), az arachidonsavat (AA), a linolsavat (LA) ¢és a
tesztoszteront (T) a Sigma-Aldrichtol (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. A PD 98059-et
(ERK1/2 MAPK:-inhibitor) (149) a Calbiochemtdl (Darmstadt, Németorszag), mig a SU 3327-
et (JNK-inhibitor) (150), a GSK 690693-at (Akt/PKB-inhibitor) (151), a 666-15 vegyiiletet
(CREB-inhibitor) (152) és a GW 6471-et (PPARa-antagonista) (153) a Tocristol (Bio-Techne
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) vasaroltuk. Az OEA-ot, AEA-ot, LA-at és AA-at
abszolut etanolban oldottuk (VWR International Kft, Radnor, Pennsylvania, USA), mig a
dimetil-szulfoxid (DMSO; VWR International Kft.) volt a PD 98059, a SU 3327, a GSK
690693, a 666-15 vegyiilet, a STATS; és a T olddszere. Az LPS-t sziirt desztillalt vizben
oldottuk fel. A kornedlis epitélsejteken végzett kisérletekhez a p(I:C)-t az Invivogentdl

vasaroltuk (San Diego, CA, USA), és nukledzmentes vizben oldottuk fel.

Annak érdekében, hogy kizarhassuk az esetleges nem-specifikus olddszerhatasokat,
minden anyagbdl ezerszeres tomeénységll torzsoldatot készitettiink, amiket a gyartd javaslata
alapjan -20°C-on vagy 4°C-on taroltunk. A tdrzsoldatokbdl kozvetleniil a kezelés elott
készitettiik el a sziikséges munkaoldatokat a sejtek tapoldataban ezerszeres higitast alkalmazva,
¢s tigyelve arra, hogy az 0Osszehasonlitandd kezelések mindig azonos ,,0ldoszerhattéren”
valosuljanak meg. Ezzel Osszhangban vizsgalataink sordn kontrollként minden esetben az

anyagok olddszerével megfeleld higitasban kezelt sejteket hasznaltunk.
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5.2. Sejttenyésztés

A SZ95 tenyésztdé médiuma a Sebomed™ Basal Medium (Biochrom, Berlin,
Németorszag) volt, melyet 10 (V/V)% hovel inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal (FBS;
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 1 mM CaCl.-dal (VWR International Kft.)
¢s 5 ng/ml human rekombinans epidermalis novekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint
MycoZap™ Plus-CL-lel (1:500; Lonza, Bazel, Svijc) egészitettiink ki. A tdpoldatot minden
masodik napon cseréltiik, és a konfluencia indukalta differencidlodas elkeriilésére 60-70%-0s
konfluencia szintnél passzaltuk a tenyészeteket.

A HCEC-ek (147) tenyészté médiuma 1:1 aranyu Ham’s F12 ¢és Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) keveréke volt, melyet 6
(V/V)% hével inaktivalt FBS-sel (Thermo Fisher Scientific), 1 mM CaCl, (VWR International
Kft.), 5 ng/ml human rekombinans epidermalis ndvekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint
MycoZap™ Plus-CL-lel (1:500; Lonza) egészitettiink ki.

Bar az alkalmazott antibiotikum hatékony védelmet jelent a Mycoplasma fert6zéssel
szemben, a tenyészetek Mycoplasma statuszat rendszeresen ellendriztiik MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit segitségével (Lonza), és minden esetben negativ eredményt
kaptunk. A tenyésztést mindkét sejttipus esetében 37°C-on, 5% CO tartalmu, parasitott
légtérben végeztiik. A sejtek tenyésztését Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold, Pénzes Zsdfia,

Shahrzad Alimohammadi, Horvath Dorottya €s Dr. Magi Jozsef végezte.

5.3. A szebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa

Az intracellularis lipidtartalom szemikvantitativ meghatarozasara fluoreszcens Nile Red
jelolést alkalmaztunk. A sejteket 20.000 sejt/lyuk denzitasban vittiik fel specialis, fluoreszcens
mérésekhez optimalizalt (,,black well/clear bottom™) 96 lyuka lemezekre (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Németorszadg), majd elvégeztik a megfeleld kezeléseket. A feliiluszo

eltavolitasa utan a sejteket kétszer mostuk foszfat-pufferelt sooldattal (PBS; 115 mM NacCl, 20
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mM Na2HPOs, pH 7,4; mindegyik a Sigma-Aldrich-t61) majd 100 ul PBS-ben oldott Nile Red
oldatot (Sigma-Aldrich) mértiink a sejtekre (végkoncentracio: 1 pg/ml), és 30 percen keresztiil
37°C-on inkubdltuk Oket. Az egyes lyukak fluoreszcencia intenzitdsat ,,well scan”
iizemmodban, kilenc elkiiloniilé mérési pont adatait atlagolva mértiik le FlexStation 3 késziilék
(Molecular Devices, San Francisco, CA, USA) segitségével (excitacio: 485 nm; emisszio: 565
nm). Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink; a kapott eredményeket a kontroll
szazalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg. A méréseket Angyal Agnes, Dr. Markovics

Arnold, Adam Dorottya, Toth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

5.4. Az életképesség vizsgalata (MTT-assay)

A szebocitak és a HCEC-ek életképességének vizsgalatara MTT-assay-t alkalmaztunk. A
modszer lényege, hogy az ¢€l6 sejtek mitokondriumaiban fellelhetdé mitokondrialis
dehidrogenazok hatasara a sarga szinti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid
(MTT; Sigma-Aldrich) lila szinli formazan kristallya alakul at, mert az enzimek hasitjak a
kiinduldsi vegyiiletben talalhatd tetrazolium gytlriit. A sejteket 96 lyuka lemezekre
szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitdsban a szebocitdk és 10.000 sejt/lyuk a kornealis
epitélsejtek esetében, majd az abrakon jelzettek szerint kezeltiik 6ket. Ezt kdvet6en a feliiltiszo
eltavolitasa utdn minden lyukba 100 pul PBS-ben oldott MTT oldatot (végkoncentracio: 0,5
mg/ml) pipettaztunk, és 37°C-on 3 dran 4t inkubaltuk a sejteket. Az MTT oldat eltavolitasa utan
minden lyukhoz 100 pl ,,MTT szolubilizal6 oldatot” (81 [V/V]% 2-propanol, 9 [VIV]% 1 M
HCI, 10 [V/V]% Triton X-100; [mind Sigma-Aldrich]) adtunk. Ezutan a sejteket 15 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk kozepesen intenziv razatds mellett, amivel feloldottuk a
sejteket €s benniik keletkezett kristalyokat. Az igy keletkezett homogén oldatok abszorbanciajat
565 nm-en mérve hataroztuk meg (FlexStation 3 késziilék; Molecular Devices), amely jol

korreldl az €l6 sejtek szdmaval. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink, az
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adatokat a kontroll szazalékéban, atlag+SEM formaban adtuk meg. A méréseket Angyal Agnes,

Dr. Markovics Arnold, Adam Dorottya, Téth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

5.5. Az apoptozis és a nekrozis vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencidl csokkenése az apoptozis egyik legkorabbi markere
(154). Az esetleges apoptotikus folyamatok azonositasara MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit
(Life Technologies) segitségével vizsgaltuk az SZ95 szebocitdk mitokondridlis
membranpotencialjat. A szebocitakat 20.000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik a mar emlitett
,black well/clear bottom” 96 lyukll lemezekre (Greiner Bio-One), majd a jelzett médokon
kezeltiik Oket. A feliilliszo eltavolitasa utan a sejteket 30 percig inkubaltuk 37°C-on a megfeleld
festékkel (1,1',3,3,3',3'-hexametil-indodikarbocianin-jodid; a tovabbiakban ,,DilC1(5)”), ahol a
festéket 1:200 aranyban higitottuk PBS-ben (50 upl/lyuk). A DilCy(5) a mitokondridlis
membranpotencial fiiggvényében halmozodik fel a sejtek mitokondriumaiban, ennek
megfelelden a korai apoptotikus jeleket mutatd sejtekben csokkent fluoreszcencia intenzitast
mérhetiink. Az inkubaciét kovetéen 100 pl/lyuk PBS-sel kétszer mostuk a sejteket, a
fluoreszcencia intenzitast (excitacio: 630 nm; emisszio: 670 nm) FlexStation 3 késziilék
(Molecular Devices) segitségével mértiik le. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel
végeztiink, a relativ fluoreszcenciat a kontroll szdzalékaban, atlag+SEM forméban adtuk meg.
Az apoptdzis pozitiv kontrolljaként egy mitokondridlis szétkapcsold molekulat, a karbonil-
cianid m-klorofenil-hidrazont (CCCP; Life Technologies) alkalmaztunk a DilCy(5)

munkaoldatban 1:200 ardnyban higitva (30 perc, 37°C).

A nekrotikus folyamatok vizsgalatit SYTOX Green (Life Technologies) fluoreszcens
festéssel végeztilk. A modszer 1ényege, hogy a festék csak a nekrozist szenvedett sejtek sériilt
plazma, illetve magmembranjan keresztiil képes a sejtmagba jutni, és ott a duplaszaltt DNS-hez
kotddni, mig az €p felszini membrannal rendelkezd, egészséges sejtek elhanyagolhatdo SYTOX

Green festési intenzitast mutatnak. A sejteket 96 lyuku (,,black well/clear bottom”) lemezekre
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(Greiner Bio-One) szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitasban, majd az abrakon jelzettek szerint
kezeltiik oket. Ezutan a feliiluszot eltavolitottuk, a sejteket pedig PBS-ben higitott SYTOX
Green (Life Technologies) reagenssel (végkoncentracio: 1 uM) inkubaltuk (30 perc; 37°C; 50
ul/lyuk). Az inkubacid letelte utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd FlexStation 3
késziilék (Molecular Devices) segitségével meghataroztuk az egyes wellek fluoreszcencia
intenzitasat (gerjesztés: 490 nm; detektalds: 520 nm). A nekrozis pozitiv kontrolljaként
lizispuffert (LB; 1:100 aranyban oldva a SYTOX Green munkaoldatban 30 percig 37°C-on;
Life Technologies Hungary Kft.) alkalmaztunk. A relativ fluoreszcencia értékeket a pozitiv

kontroll szdzalékaban fejeztiik ki.

Jelentdsen eltérd spektralis tulajdonsagaik miatt a DilC1(5) és a SYTOX Green festékek
egyidejii alkalmazasaval lehetdségiink volt az apoptotikus €s nekrotikus folyamatokat azonos
mintakban megvizsgalni, hiszen, amint az korabbi kisérleteink soran mar bebizonyosodott, a
festékek szimultdn hasznédlata nem okoz kiilonbséget a csak egyetlen festéket tartalmazo
munkaoldattal elvégzett mérésekhez képest. A kombinalt jelolés soran a DilCy(5)
intenzitasanak szelektiv csokkenése jelzi a mitokondridlis depolarizacidt (vagyis a korai
apoptotikus folyamatok kialakulasat), mig a SYTOX Green festési intenzitasanak novekedése
nekrozis felléptére utal. A méréseket Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold, Adam Dorottya,

Toth Kinga Fanni és Dr. Magi Jozsef végezte.

5.6. A proliferacio vizsgalata (CyQUANT proliferacids assay)

A szebocitdk proliferaciojanak mértékét CyQUANT proliferacids assay segitségével
hataroztuk meg. Az assay kozvetlen informaciot ad a sejtszamrol az egyes wellekben talalhato
DNS mennyiségének mérésével. Ennek megfelelden a jelintenzitas csokkenése proliferacios
blokk és/vagy élosejtszam-csokkenés felléptére utalhat, mig a kontrollhoz viszonyitott
emelkedése a sejtszam novekedését jelzi. Az SZ95 szebocitakat (kiindulasi sejtszam: 2.000

sejt/lyuk) 96 lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekben (Greiner Bio-One) tenyésztettiik, és
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az abran jelzett modon kezeltiik 6ket. A feliiliszok eltdvolitdsa utan a lemezeket -80°C-on
fagyasztottuk, igy permeabilizaltuk és tartositottuk a sejteket. Ezutdn a lemezeket
szobahOmérsékleten felolvasztottuk, és desztillalt vizzel 20-szorosara higitott ,,20x lysis buffer
stock solution”-ban ,,CyQUANT GR stock solution”-t higitottunk (1:400), amelyb&l mindegyik
wellbe 200 pl-t mértiink be. 5 percig tart6 inkubalas utan a fluoreszcenciat 490 nm gerjesztéssel
¢€s 520 nm emisszios hullamhosszon mértiik FlexStation 3 késziilékkel (Molecular Devices). A
fluoreszcenciat a 24 oras kontroll értékének szazalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg.
Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztink. A méréseket Angyal Agnes, Dr.

Markovics Arnold és Dr. Magi Jozsef végezte.

5.7. Aramlasi citometria

Az SZ7Z95 szebocitdkat 6 lyukll lemezekre szélesztettiik (200.000 sejt/ lyuk) a sajat
oldataban, és 48 oran keresztiil OEA-val vagy az oldoszerével kezeltiik. Ezutan a sejteket PBS-
ben felkapartuk, és a szuszpenziét intenziv triturdlassal homogenizaltuk, az &aramlasi
citometrias mérést pedig BD FACS Calibur késziilékkel (Franklin Lakes, New Jersey, USA)
veégeztiik el. A sejtek differencialtsagi allapotat a granulaltsag mértékét jol tiikr6z6 paraméter,
az oldalra iranyul6 fényszoras (,,side scatter”) detektalasaval vizsgaltuk, és az adatokat FlowJo
V10.4 (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA) szoftver segitségével elemeztiik. A méréseket Angyal

Agnes, Dr. Markovics Arnold és Pénzes Zsofia végezte.

5.8. UVB besugarzas

A HCEC-eket 500.000 sejt/Petri-csésze (d=35 mm) denzitasban szélesztettiik. A sejtek
letapadésat kovetden a munkacsoportunk altal eredetileg epidermalis keratinocitak vizsgalatara
optimalizalt protokollt (155) kovetve a tapoldatot 800 ul szintelen Sebomed™ Basal Mediumra
(Biochrom) cseréltiik, és a sejteket UVB (hullamhossz: 312 nm) besugarzasnak tettiik ki 40
mJ/cm? dozisban (Bio-Sun microprocessor-controlled UV irradiation system; Wilber Lourmat,

Marne-la-Vallée, Franciaorszag) alkalmazva. A besugarzast kdvetéen a médiumot azonnal
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lecser¢ltiik a megfelelé kezeldanyagokat vagy azok oldoszerét tartalmazd tapoldatra. A

méréseket Angyal Agnes végezte.

5.9. Reverz transzkripciot koveto kvantitativ, valos ideji polimeraz lancreakcio (Q-
PCR)

A reverz transzkripcidt kovetd Q-PCR-t 5° nukleaz assay-vel végeztik Roche
LightCycler 480 System késziilék (Roche, Bazel, Svajc) segitségével. A teljes RNS-t TRIzol
(Life Technologies) felhasznalasaval izolaltuk, majd a gyart6 protokolljanak megfelelden
DNaz kezelést végeztiink az esetleges genomi DNS szennyezés eliminalasara. Ezutan a teljes
RNS 1 pg-jabol kiindulva a High-Capacity cDNA Kit (Life Technologies) segitségével
allitottunk elé cDNS-t. A Q-PCR amplifikacids reakciét TagMan assay-kkel végeztiik (Life
Technologies); az assay I1D-k a kovetkezok voltak: Hs00174092 ml (IL-/«), Hs00174097_m1
(IL-1p), Hs00985639 _m1 (IL-6), Hs00174103_m1 (IL-8), Hs02825719 s1 (GPR119). Belsd
kontrollként a 18S riboszomalis RNS (18S RNS), a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) vagy a peptidil-prolil izomeraz A (PPIA) expressziojat hataroztuk meg (assay 1D-k:
Hs03928985 g1, Hs99999901 s1, illetve Hs99999905 m1l). A reakciokat harom technikai
ismétléssel végeztiik. A relativ expressziot a jelzett belsé kontroll kifejez6désére vonatkoztatva
a ACT modszert alkalmazva atlag+SD alakban adtuk meg. Azokban az esetekben, amikor a
génexpresszio kezelés hatdsara torténd esetleges valtozasait vizsgaltuk, a AACT modszert
alkalmaztuk. Ennek sordn a megfeleld belsd kontrollra torténd normaléast kovetden a relativ
expressziot a kontroll esetében tapasztalhato relativ expressziora is normaltuk. A méréseket

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

5.10.  Western blot
A sejteket 96 mm atmérdjli Petri-csészeékbe szélesztettiik, majd a megfeleld konfluencia

szint elérésekor, illetve az abran jelzett kezeléseket kovetden begyljtottilk a mintakat.
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Mintagytijtéskor proteaz inhibitor koktélt (1:100 higitasban) és PhosSTOP reagenst (1
tabletta/10 ml) tartalmazo ,,detergens mix-ben (20 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM 4-[2-
amino-etil]-benzénszulfonil-fluorid; pH 7,4; 60 ul/tenyészet) vettiik fel a sejteket (mindegyik
Osszetevot a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be). Ezutan jégen szonikator segitségével ultrahangos
feltarast végeztiink. A fehérjekoncentraciot BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, IL,
Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg, és desztillalt viz, valamint natrium-dodecil-szulfat (SDS)
mintapuffer (10 [V/V]% glicerin, 2 [V/V]% SDS, 0,062 M Tris, 0,02 M ditiotreitol, 0,002
[VIV]% bromfenolkék és 5 [V/IV]% B-merkaptoetanol; Sigma-Aldrich) hozzaadasaval
egységesen 1 mg/ml-re allitottuk be. Az igy elkészitett mintakbol azonos mennyiségii (10 pg)
fehérjét hasznalva SDS poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink 10%-0s Mini Protean TGX
gélen (Bio-Rad, Hercules, CA, Egyesiilt Allamok). Az elvalasztott fehérjéket Trans-Blot®
Turbo™ (Bio-Rad) késziilék segitségével nitrocelluléz membranra (Trans-Blot® Turbo™ Midi
Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad) transzferaltuk. Ezt kovetéen a szabad koét6helyek
blokkolasara 50 mg/ml tejport tartalmazo TBST-ben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5; 0,1
[VIV]% Tween 20; Sigma-Aldrich]) 1 6raig szobahdmérsékleten tartottuk a membranokat,
majd egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk Oket a blokkolo oldatban higitott elsddleges
antitestekkel (1. tablazat). A masodlagos antitesteket (1. tablazat) szintén a blokkol6 oldatban
higitottuk (inkubacié: 37°C, 1 6ra). Az immunjeleket SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate kittel (Pierce) tettiik lathatova, melyeket KODAK Gel Logic 1500
Imaging System (Eastman Kodak Company, Kodak, Tokid, Japan) késziilékkel rogzitettiik.
Ahol ez relevans volt, az egyenld mintafelvitel ellendrzésére ,,stripping puffer”’-ben (15 mg/ml
glicin, 0,1 g/100 ml SDS, 1 [V/V]% TWEEN-20, pH 2,2; Sigma-Aldrich) torténd intenziv
mosast kovetden a membranokat nyilban termelt anti-humén B-tubulin vagy nyalban termelt
anti-human B-aktin antitestekkel (1. tablazat) inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan at, melyeket

szintén a blokkolo6 oldatban higitottuk (1:1000).
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1. tablazat 4 Western blot soran alkalmazott antitestek attekintése

nyilban termelt anti-

humén GPR119 1:500 Novus Biologicals, LLC; NBP1-00857
nytlban termelt anti- . —— _—
human ERK1/2 MAPK 1:20 000 Sigma-Aldrich; m3682
egérben termelt anti- . I _—
humén P-ERK1/2 MAPK 1:10 000 Sigma-Aldrich; m8159
nyilban termelt 1:1000 Novus Biologicals, LLC;
anti-human B-tubulin ' katalogusszam: NB600-936
nyulban termelt 1:1000 Sigma-Aldrich; A5060

anti-human p-aktin
kecskében termelt nyul
1gG Fc-szegmens elleni 1:10 000 Bio-Rad; 170-6515

masodlagos antitest
kecskében termelt egér
19G Fc-szegmens elleni 1:10 000 Bio-Rad; 172-1011

masodlagos antitest

Masodlagos antitestként ez esetben is a mar emlitett torma-peroxidazzal konjugalt,
kecskében termelt antitestet hasznaltuk blokkol6 oldatban higitva (1:10.000; 37°C; 1 6ra). A
fentiekben leirtak szerint vizualizalt kemilumineszcens jelek szemikvantitativ denzitometrias
elemzését Fiji szoftver segitségével végeztiik (NIH, Bethesda, MD, Egyesiilt Allamok); a savok
optikai denzitdsat el6szor az azonos minta ,Jloading” kontrolljara normaltuk, majd relativ
denzitas értéket a kontroll minta relativ denzitds értékére normdlva adtuk meg. A méréseket

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

5.11.  Foszfokinaz-array

Az OEA kezelés hatasara aktivalodo kinaz kaszkadok sziirdjellegii vizsgalatara Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array Kitet (katalogusszam: ARY003B; Bio-Techne R&D
Systems) alkalmaztunk a gyartd protokollja szerint. A Szebocitakat Petri-csészékbe
szélesztettiik (d=200 mm; 10 millié sejt/15 ml tapoldat/Petri-csésze). Masnap a szebocitakat 20
percig kezeltiik 50 uM OEA-dal vagy az OEA olddszerével, majd a mintakat a Western blotnal

leirtak szerint begytijtottiik, és meghataroztuk a fehérjetartalmukat. A felvihetd legnagyobb
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térfogatot és az elérhetd legnagyobb toménységet valasztva egyenld fehérjemennyiségeket (933
ug/334 ul) vittiink a membranokra, a kemilumineszcens jeleket pedig a gyartd protokolljat
minimalisan moddositva (az eldhivashoz SuperSignal® West Femto Chemiluminescent
Substrate kitet [Pierce] hasznaltunk) a mar emlitett KODAK Gel Logic 1500 Imaging System
(Eastman Kodak Company) késziilékkel detektaltuk minden membran esetében azonos
beallitasokat (expozicios id0 stb.) hasznalva. A jelek szemikvantitativ denzitometrids elemzését
Fiji szoftver segitségével végeztiik (NIH, Bethesda, MD, Egyesiilt Allamok). Az analizis soran
a membranok negativ kontroll pontjainak atlagolt intenzitasat tekintettiik a hattér értékének, igy
ezt kivontuk az adott membran t6bbi jelének értékekbdl. Az igy kapott, hattérrel korrigalt
értékeket a kontrollra normalizaltuk, és tablazatos formaban abrazoltuk. Relevans valtozasnak
a minimum 1,3-szeres novekedést tekintettiik. A kisérleteket Angyal Agnes, Dr. Markovics

Arnold és Toth Kinga Fanni végezte.

5.12. A GPR119 immunhisztokémia kimutatasa

A donorok a megfeleld t4jékoztatast kovetden irasban jarultak hozzd a mintdk kutatési
célu felhasznalasahoz; a kisérletek a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal jévahagyasaval torténtek
(azonositok: I1X-R-052/01396-2/2012, 1F-12817/2015, IF-1647/2016, IF-778-5/2017, DE

RKEB/IKEB 4988-2018) a Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasaval.

A GPR119 in situ immunhisztokémiai kimutatasait 3 a Kenézy Gyula Egyetemi
Korhazban (Debreceni Egyetem) trichilemmalis cisztaval diagnosztizalt donor formalinnal
fixalt, paraffinba 4gyazott bOrmintdinak diagnosztikus célra fel nem hasznalt,
faggyamirigyekben gazdag teriileteit vizsgalva végeztiik. A paraffinba agyazott blokkokbol 4
um vastagsagii metszeteket készitettiink, és a metszeteken hdindukalt antigénfeltarast
végeztiink 11 mM-os citrat pufferben (pH 6) 2 percig kuktafazékban maximalis nyomas mellett.

Az endogén peroxidazok gatlasara 3% H2O: oldatot hasznaltunk 10 percig. Ezutan a
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metszeteket szobahémérsékleten inkubaltuk human GPR119-et felismer6 nyalban termeltetett
primer antitesttel (Novus Biologicals; katalogusszam: NBP1-00857), melyet 1% szarvasmarha
szérumalbumint (BSA) tartalmazé TBS-ben higitottunk (1:500; 60 perc szobahémérsékleten;
Sigma-Aldrich). A masodlagos immunjeldlés és az el6hivas ,,EnVision FLEX Labeled
polymer-HRP anti rabbit and anti-mouse System” (30 perc szobahdmérsékleten, sététben;
DAKO, Glostrup, Dania), valamint 3,3-diaminobenzidin (DAB) segitségével tortént. A
sejtmagokat hematoxilinnel jeloltiik, a metszeteket pedig megfelelé fedémédiummal fedtiik
(Histolab, Goteborg, Svédorszag). A festési eljaras optimalizalasahoz pozitiv kontrollként a
human hasnyalmirigy szévetet vizsgaltunk (29) (7. abra). Negativ kontrollként az elsédleges
antitest elhagyasaval készitett metszeteinket hasznaltuk. A kisérleteket Dr. Pér Agnes és Dr.

Kovacs Ilona végezte.

7. abra A GPR119 immunhisztokémiai jel6lés pozitiv kontrollja

A GPR119 immunjel6lés optimalizalasakor humén hasnyalmirigy szovetet hasznaltunk. (a) A GPR119
immunpozitivitast 3,3'-diaminobenzidin (DAB; barna szin) segitségével tettiik lathatova, mig a sejtmagokat
hematoxilinnel (kék) jeloltik. Negativ kontrollként (b) az elsddleges antitest elhagyasaval késziilt jelolést
hasznéltunk. Eredeti nagyitas: 400x. Méretvonalak: 50 pm.

5.13. A GPRI119 expressziovaltozasanak szemikvantitativ vizsgalata aknéban

A GPR119 expresszios mintazatat 6 aknéban szenved6 és 6 nem aknés donor bérmintain
vizsgaltuk. A paraffinba agyazott blokkokbol 4 um vastag metszeteket készitettiink és a
metszeteken héindukalt antigénfeltarast végeztiink 11 mM-0s citrat pufferben (pH 6) 15 percig
mikrohullamu siitében (700 W). Az endogén peroxidazok gatlasara 3% H202 oldatot

hasznaltunk 10 percig. Ezutan a metszeteket szobahdmérsékleten inkubaltuk a human GPR119-
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et felismerd nyulban termeltetett primer antitesttel (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag;
katalogusszam: ab75312),"" melyet 1% szarvasmarha szérum albumint tartalmazé PBS-ben
higitottunk (1:500; 60 perc szobahémérsékleten; Sigma-Aldrich). A masodlagos immunjel6lés,
valamint a metszetek eldhivasa és fedése mindenben megegyezik az el6z6 fejezetben
ismertetett protokollal. Fontos hangstulyozni, hogy a szemikvantitativ 6sszevetésben résztvevo
metszetek feldolgozasa és festése szigortian sztenderdizalt modon, szimultan tortént, és a
mintak fotézasat is azonos beallitasok (fényerdsség, fehéregyenstly stb.) mellett végeztiik
(Olympus fluoreszcens mikroszkop; UNICAM Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag).
Az eredeti nagyitas minden esetben 200x-o0s volt. A szemikvantitativ képanalizist ImageJ 1.49v
szoftver (NIH) alkalmazasaval végeztik gy, hogy lemértiik atlagos fest6dési intenzitast
minden latotérben a faggyimirigyekben, majd az egyes donorokhoz tartozo latoterek értékeit
atlagoltuk, és az igy nyert adatokat az atlag és a szoras egyidejii feltiintetésével ,,dot plot”
formatumban abrazoltuk, ahol minden pont egy adott donor faggytimirigyének atlagos festodési
intenzitasat jelzi. A donorok relevans anamnesztikus adatait a 2. tablazat foglalja 6ssze. A
mintakat Dr. Tordcsik Daniel biztositotta, a kisérleteket Dr. Por A'gnes és Dr. Kovacs llona, a

képanalizist pedig Dr. Oldah Attila végezte.

2. tablazat Az aknéban nem szenveds donorok és az aknés betegek
relevans anamnesztikus adatait osszefoglalo tablazat

Kor Nem Régio Kor Nem Régio
25 férfi hat 22 férfi hat
20 férfi hat 37 férfi hat
19 férfi hat 17 férfi hat
22 férfi hat nincs adat férfi hat
17 férfi hat nincs adat férfi hat
28 férfi hat nincs adat férfi hat

T Sajnalatos modon a gyarté a projekt befejezése elbtt megsziintette az el6z6 alfejezetben emlitett primer antitest
gyartasat, igy amikor a kézirat elsé valtozatanak bekiildését kovetden az egyik biralo felvetette, hogy meg kellene
vizsgalnunk a GPR119 esetleges expresszidvaltozasait aknéban, kénytelenek voltunk egy 10j elsddleges antitestet
hasznalni. Amint az Eredmények fejezetben, a 13. (eredeti antitest) és 20. abra (Uj antitest) 6sszehasonlitasakor
lathato, az 0j antitest alkalmazasakor is ugyanolyan festédési mintazatot tapasztaltunk, mint a korabbi esetén.
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5.14. Az ECS tagjainak kimutatisa HCEC-eken (immunfluoreszcens jelolés)

A HCEC-eket fedélemezeken 60-70%-0s konfluenciaig novesztettiik, majd -20°C-0s
acetonban 10 percig fixaltuk. A sejteket 0,6% Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) és 10 mg/ml
BSA-t tartalmaz6 PBS-ben (mindketté Sigma-Aldrich) blokkoltuk és permeabilizaltuk (5 perc,
szobah6émérséklet). A sejteket FAAH (egér monoklonalis; 1:200; katalogus szam: ab54615;
Abcam, Cambridge, Egysiilt Kiralysag), CB1 (nyal monoklonalis; 1:50; Kkatalogus szam:
ab172970; Abcam), NAPE-PLD (nytl poliklonalis; 1:200; katalogus szam: NB110-80070;
Novus Biologicals), MAGL (egér monoklonalis; 1:100; katalogus szam: NBP2-00735; Novus
Biologicals), CB2 (egér monoklonalis; 1:50; katalogus szam: sc-293188; Santa Cruz,
Heidelberg, Németorszadg), DAGLa (egér monoklonalis; 1:50; katalogus szam: sc-390409;
Santa Cruz), illetve DAGLP (egér monoklonalis; 1:50; katalogus szam: sc-514738; Santa Cruz)
ellen termeltetett els6dleges antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. A megfelel PBS-
ben torténd mosast kdvetden a feddlemezeket Alexa-488®-konjugalt, kecskében termelt egér
IgG Fc-szegmens elleni vagy kecskében termelt, nyal 1gG Fc-szegmens elleni masodlagos
antitestekkel (1:1000; katalogus szamok rendre A-11001 és A-11008; Thermo Fisher
Scientific) inkubaltuk 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten. A sejtmagokat 4',6-diamidino-2-
fenilindollal (DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) festettilk. Negativ
kontrollként az els6dleges antitestek elhagyasaval késziilt jelolést hasznaltuk. A képeket
Olympus Xcellence RT fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus, Tokio, Japan) készitettiik. A

kisérleteket Angyal Agnes végezte.
5.15. Az ECS tagjainak kimutatisa human szaruhartyin (immunfluoreszcens
jelolés)
Az elhunytakbol szarmazo szaruhartyamintak felhasznalasa a Debreceni Egyetem

Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga €s a Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal
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jovahagyasaval torténtek (azonositok: 1X-R-052/00016-28/2012; DE OEC RKEB/IKEB 3580-

2012) a Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasaval.

A metszeteket acetonban fixaltuk, 0,1%-0s Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) és 10 mg/ml
BSA-t tartalmazo PBS-ben (mindkettd Sigma-Aldrich) blokkoltuk és permeabilizaltuk (5 perc,
szobah6mérséklet), majd az el6z6 alfejezetben bemutatott, blokkolé oldatban higitott
antitestekkel (CB1: 1:250; CB2: 1:250; NAPE-PLD: 1:1000; DAGLa: 1:250; DAGLB: 1:250;
FAAH: 1:200; MAGL.: 1:150) inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4°C-on. A targylemezeket ezutan
PBS-sel mostuk, majd Alexa-568®-konjugélt kecskében termelt egér 1IgG Fc-szegmens elleni,
illetve szintén kecskében termelt nyal 1gG Fc-szegmens elleni masodlagos antitestekkel (A-
11004, A-11011; 1:1000, Thermo Fisher Scientific) inkubaltuk. A magfestést DAPI-val
(Sigma-Aldrich) végeztiik, végiil a metszeteket Fluoromount-G fedémédiummal (Southern
Biotech, Birmingham, AL, USA) fedtiik. A képeket Zeiss LSM 880 fluoreszcens mikroszkoppal
készitettiik. A negativ kontrollokat minden esetben az elsddleges antitest elhagyéasaval nyertiik.
A humén korneamintékat Dr. Takdcs Lili biztositotta, a kisérleteket Angyal Agnes, Dr. Zsebik

Barbara és Prof. Dr. Vereb Gyorgy végezte.

5.16.  Azintracellularis 3°5’-ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) koncentracio

meghatarozasa (CAMP ELISA)

Az SZ95 szebocitdkat 1 6ran at kezeltik OEA-val (50 uM) vagy azonos térfogati
oldészerrel (abszolut etanol), majd a sejteket a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve 107
sejt/ml-es denzitasban lizaltuk, és az intracellularis cAMP szintet Parameter Cyclic AMP Assay
(R&D Systems Inc., Minneapolis, Kanada) kit segitségével vizsgaltuk a gyartd protokolljat

kovetve. A kisérleteket Angyal Agnes végezte.
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5.17.  Acitokin felszabadulas vizsgalata (IL-6 és IL-8 ELISA)

A citokin felszabadulas vizsgalata soran a standardizalt modon (500.000 sejt 1,5 ml
tapoldatban, 35 mm atmér6ji Petri-csészékben) szélesztett sejteket az abrakon jelzett moédokon
kezeltiik. A kezelések utan a feliiliszokat begytijtottiik, lecentrifugaltuk (500 g; 10 perc), és a
sejttormelékt6] mentes feliiliszot a tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A felszabadult IL-
6 ¢és IL-8 mennyiségét OptEIA kitek segitségével, a gyartod protokolljat kovetve hataroztuk meg
(BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). Az abszorbanciat (450 nm) kolorimetrias tuton
hataroztuk meg FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices), illetve a HCEC-ek esetében
EnVision® 2105 Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) segitségével. A
méréseket Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold, Toth Kinga Fanni, Pénzes Zsofia, Dr.

Shahrzad Alimohammadi és Horvath Dorottya végezte.

5.18.  Fluoreszcens Ca?" mérés

Az OEA Ca?*-homeosztazisra gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz fluoreszcens Fluo-4
AM jeldlést hasznaltunk. A Fluo-4 AM egy nem raciometrikus Ca?*-érzékeny fluoreszcens
festék, aminek szabad Ca?* jelenlétében jelentdsen megnd a fluoreszcencia intenzitasa. A festék
a hozzékapcsolt acetoxi-metilészter (AM) csoportnak koszonhetden nagy hatékonysaggal
képes bejutni a sejtekbe, ahol az AM csoport lehasitasat kovetden csapdaba esik, igy kivaldan
alkalmas a szebocitdk Ca®'-homeosztazisaban bealldo valtozasok valds idejii nyomon

kovetésére.

A sejteket 20.000 sejt/lyuk denzitasban tenyésztettiik specialis, fluoreszcens mérésekhez
optimalizalt (,,black well/clear bottom”) 96 lyuku lemezre (Greiner Bio-One). A sejteket
egyszer mostuk 100 ul/lyuk Hank-oldattal (136,8 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,34 mM NaxHPOa,
0,44 mM KH2POy4, 0,81 mM MgSOa, 1,26 mM CaCls, 5,56 mM gliikéz, 4,17 mM NaHCO3z pH
7,2; mindegyik a Sigma-Aldrich-t6l), melyet probeneciddel és BSA-val egészitettiink ki

(végkoncentraciok: 2,5 mM, illetve 10 mg/ml; mindkett6 a Sigma-Aldrich-tol), majd 1 uM
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Fluo-4 AM (Life Technologies Hungary Kft.) festéket tartalmaz6 Hank-oldattal (100 ul/lyuk)
30 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on. A sejteket ezutan haromszor mostuk Hank-oldattal
(100 pl/lyuk), majd FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével ,,Flex” mdodban
meghataroztuk az egyes wellek fluoreszcencia intenzitasat (gerjesztés: 490 nm; detektalas: 520
nm). A sejtek valaszadasi képességének ellenérzésére minden mérés végén pozitiv kontrollként
ATP-t mértiink a sejtekre (végkoncentracio: 0,2 mg/ml). Az adatokat F/Fo formaban adtuk meg,
ahol Fo 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.

5.19.  Szelektiv géncsendesités (siRNS transzfekcio)

Az SZ795 szebocitdkat Petri-csészékbe (d=35 mm) vagy 96 lyuku (,,black well/clear
bottom”) lemezekre (Greiner Bio-One) szélesztettik, majd madsnap, 50-70%-0s
konfluenciaszinten a tapoldatot szérummentes OptiMem médiumra (Life Technologies)
cseréltiik, és a sejteket GPR119-re specifikus (Stealth RNA,, ID-k: HSS134803, HSS134804,
¢s HSS134805; Life Technologies) duplaszalu, kis interferdlo RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamine® RNAi MAX transzfekcids reagens (Life
Technologies) segitségével a gyartd protokolljat kovetve. Kontrollként a sejteket Stealth RNA;
Negative Control ,,medium” (Life Technologies) duplaszali siRNS-sel transzfektaltuk, ami
egyetlen ismert mRNS szekvencigjaval sem mutat homologiat (,,scrambled” RNS, ,,SCR”). A
csendesités hatékonysagat a transzfekciot kovetd 2. és a 3. napon ellendriztiik mRNS (Q-PCR)
és fehérje (Western blot) szinten. Eldzetes kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a fenti harom
siRNS konstrukt koziil csak egy (HSS134805) volt képes hatékonyan csendesiteni a GPR119
expresszigjat. Kisérleteink soran a HSS134803 nem volt hatékony, mig a HSS134804 hatasa

csak a transzfekcio utani 2. napon volt kimutathatd, a 3. napon azonban nem (nem publikalt
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megfigyelés). Ezért késébbi kisérleteinkben csak a HSS134805-es jelii konstruktot hasznaltuk.

A kisérleteket Angyal Agnes és Dr. Markovics Arnold végezte.

5.20.  Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics software version 20 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA),
illetve GraphPad Prism 8.3.1 (549) (GraphPad Software, LLC, San Diego, CA, USA)
segitségével, Student-féle kétoldalti, kétmintas t-probaval (paros Osszehasonlitisok) vagy
egyutas ANOVA-t kovetd Bonferroni post hoc tesztekkel (tObbszords Osszehasonlitas)
vizsgaltuk, és a p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. A grafikonokat Origin
Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal, Northampton, MA, Egyesiilt Allamok) vagy GraphPad Prism
8.3.1 (549) (GraphPad Software, LLC) segitségével abrazoltuk. A statisztikai analizist és az
abrak elkészitését Angyal Agnes, Dr. Markovics Arnold, Dr. Szolldsi Attila Gabor és Dr. Olah

Attila végezte.
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6. Eredmények

6.1. Az endokannabinoid jelatvitel vizsgalata human faggyumirigyekben
6.1.1. Az OFA elosegiti a szebocitak differencialodasat

A ,klasszikus” eCB-0k (azaz az AEA és 2-AG), valamint az AA is jellemzden a 30-50
uM-os koncentracioban alkalmazva fokozzak a szebocitak faggyulipid-termelését 24-48 oras
kezelések soran (39,111-116,156). Ebbdl kiindulva az OEA hatasait is elsdként a 10 nM és 50
uM kozotti koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy 50 uM-ig az OEA
nem befolyasolta az életképességet (MTT-assay; 24-48 oras kezelések; 8. abra), valamint nem
volt hatassal az SZ95 szebocitak proliferacidjara sem (CyQUANT-assay; 48 oras kezelések; 9.

abra).
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8. abra 50 uM-os koncentracioig az OEA a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato

MTT-assay. Tenyészeteinket 24 (@), illetve 48 (b) oran keresztiil kezeltiik az abran lathatd6 médon, majd MTT-
assay-t végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll
atlaganak szazalékaban abrazoltuk. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlo eredményre vezetett.

Ezzel szemben az OEA koncentraciofiiggd modon és szignifikdnsan fokozta a
faggyulipid-termelést az 1-50 uM-0S koncentraciotartomanyban (10/a-b abra), és fokozta a
szebocitak granulaltsagat is (48 oras kezelés), amit az abran a gorbe jobbra tolodasa jelez (10/c

abra).
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Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik, majd CyQUANT proliferacios assay-t végeztiink. Az eredményeket
atlag=SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt 24 6ras kontroll atlaganak szdzalékaban abrazoltuk.
Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

Ezen eredmények azt sugalltak, hogy a ,klasszikus” eCB-okhoz hasonloan (156) (39) az
OEA is képes elésegiteni a szebocitak differencialodasat, lipogén hatasa pedig 6sszemérhetd a
,Kklasszikus” eCB-ok (pl. AEA), az AA (50 uM), valamint a linolsav és a tesztoszteron
kombinacioja (LA: 100 uM; T: 1 uM) altal kivaltott hatasokkal (39,111-116,156,157) (10/d

abra).

granulacio fokozddasa mellett (a holokrin szekrécio sajatossagaként) sejthalalfolyamatok is
kisérik, kivancsiak voltunk, hogy az OEA kezelés befolyasolja-e az apoptotikus és nekrotikus
sejtek aranyat. A kérdés eldontésére kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink.
Megallapitottuk, hogy a 48 6rds OEA kezelés kismértékben, de szignifikansan csokkentette a
mitokondrialis membranpotencialt (DilC1(5) jeldlés), jelezve a korai apoptotikus folyamatok
elindulasat, mikozben a nekrotikus sejtek aranya valtozatlan maradt (SYTOX Green jelolés)
(10/e abra). Ez az eredmény ismét azt erdsiti meg, hogy az OEA-kezelés valoban elinditja a

human szebocitak differencidlodasat.
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10. abra Az OEA fokozza a faggyulipid-termelést és a szebocitak differencialodasat

(a-b) Tenyészeteinket 24 (a) és 48 (b) oran keresztiil kezeltiik, majd fluoreszcens Nile Red jel6lést végeztiink. A
kapott értékeket atlag=SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. *,***p<0,05, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlo
eredményre vezetett. (C) Az aramlasi citometrias mérést megel6zGen a szebocitakat a jelzett mddon kezeltiik 48
oran at, majd a differencialtsagi allapottal jol korrelalo granuldciot az oldalra szoras mérésével kdvettiik nyomon.
A gorbe jobbra tolodasa az OEA kezelés hatasara megndvekedett granulaciot jelzi. (d) Tenyészeteinket 48 oran
keresztiil kezeltiik az abran lathaté modokon (AEA: 30 uM; AA: 50 uM; LA: 100 uM; T: 1 uM), majd fluoreszcens
Nile Red jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az dbran folytonos vonallal jelolt
kontroll atlaganak szazalékaban dbrazoltuk. **, ***p<0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két tovabbi,
fliggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett. (€) Tenyészeteinket 48 dran keresztiil kezeltiik az dbran lathatd
modon, majd kombinalt fluoreszcens DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM
alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt olddészer kontroll (DilCy(5)), illetve a nekrézis pozitiv
kontrolljaként alkalmazott lizis pufferrel kezelt sejtek atlaganak szazalékaban (SYTOX Green) abrazoltuk. **,
*** jlletve ### p<0,01, illetve 0,001 a megfelel6 kontroll csoporthoz képest.

44



6.1.2. Az OEA gyulladasos valaszt valt ki human szebocitdkon

Annak érdekében, hogy tovabb vizsgaljuk az OEA hatdasdt a human szebocitakra,
megvizsgaltuk a sejtek immunfenotipusara gyakorolt hatasait. Megallapitottuk, hogy OEA-
kezelés (50 uM; 3 ora) szignifikans mértékben fokozta szamos kulcsfontossagu gyulladasos
citokin (IL-1a, IL-1p, IL-6 és IL-8) mRNS szintii kifejez6dését (Q-PCR), és megnovelte az IL-
6 ¢és IL-8 felszabadulasat (ELISA), bar a hatasa rendre elmaradt a pozitiv kontrollként
alkalmazott Toll-like receptor 4 aktivator LPS esetében tapasztaltaktol (11. abra). Adataink
tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy a differencidlodas eldsegitése mellett az OEA

szamottevd gyulladasos valaszt is kivalthat human szebocitdkon.
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11. abra Az OEA noveli szamos gyulladdsos citokin kifejezodését és felszabaduldsat

(a-d) Q-PCR. A jelzett 3 oras kezeléseket kovetden a Q-PCR vizsgalat soran belsd kontrollként a 18S RNS-t
alkalmaztuk. A relativ génexpressziok megallapitasadhoz az eredményeket a AACT modszert alkalmazva elobb a
18S RNS expresszios szintjére, majd a kontroll esetében tapasztalt relativ expressziora normalizaltuk, és atlag=SD
alakban abrazoltuk (N=3). ***p<0,001 a kontroll csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlo
eredményre vezetett. (e-f) ELISA. A fenti kezelések soran keletkezett szebocita feliiliszok 1L-6 és IL-8 tartalmat
ELISA technikaval hataroztuk meg. Az eredményeket atlag=SEM alakban fejeztiik ki (N=2-3). Egy tovabbi
kisérlet hasonld eredményre vezetett. *, *** p <0,05, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest.
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6.1.3. Az OFA lipogén hatisa nem a PPARo utvonalon keresztiil valosul meg

Ezutan megvizsgaltuk, hogy mi allhat a fent leirt differencialodast eldsegitd hatasok
hatterében. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a PPAR-0k fontos szerepléi a lipidszintézis
szabalyozasanak, és a human szebocitakon is kifejez6dnek (158). Mivel az OEA képes aktivalni
a PPARo-t (47), megvizsgaltuk, hogy ez a nuklearis receptor részt vesz-¢ az OEA lipogén
hatasanak kozvetitésében human szebocitikon. Megallapitottuk, hogy a szelektiv PPARa
antagonista GW 6471 (1 uM) nem befolyasolta szignifikinsan az OEA altal kivaltott
faggyulipid-termelést (48 oras kezelések; 12. abra), igy elmondhato, hogy az OEA
differenciaciot és faggyulipid-termelést fokozd hatdsa minden valdszinliség szerint a PPARa-

tol fiiggetlen utvonalon keresztiil alakul ki humén szebocitakon.

6 200] — NS 12. dbra Az OEA lipogén hatdsat

ex ] nem a PPARa medidlja
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6.1.4. A GPRI19 kifejezédik human szebocitakon in vitro és in situ is
Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok alapjan nemcsak a PPARa, hanem a korabban
,marvareceptor”-ként szamon tartott GPR119 is kozvetitheti az OEA bioldgiai hatasait (159),
megvizsgaltuk, hogy ez a receptor expresszalodik-e human szebocitakon. Kimutattuk, hogy a
GPR119 mind mRNS (Q-PCR), mind fehérje szinten (Western blot) jelen van tenyésztett
human szebocitakon (13. abra), és kifejez6édik in situ human faggytmirigyekben is

(immunhisztokémia; 13. abra).
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13. abra 4 GPRI119 kifejezodik human szebocitdkon

(a) A Q-PCR vizsgalatot kiilonb6z6 konfluenciaji kultirakbol kiindulva végeztiik. Bels6 kontrollként a GAPDH
expressziojat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a ACT modszert
alkalmazva a GAPDH expresszios szintjére normalizaltuk, és atlagSD alakban (N=3) abrazoltuk. (b) A Western
blot vizsgalatot pre-, valamint posztkonfluens kultirakbol kiindulva végeztiik. (¢) Immunhisztokémia. A
specifikus GPR119 immunpozitivitast 3,3'-diaminobenzidin (DAB; barna szin) segitségével tettiik lathatova, mig
a magokat hematoxilinnel (kék) jeloltiikk. Negativ kontrollként (alsé abra) az elsddleges antitest elhagyasaval
késziilt jelolést hasznaltunk. Eredeti nagyitas: 400x. Méretvonalak: 50 pm.

6.1.5. 4 GPRI119 szelektiv géncsendesitése csokkenti az OEA lipogén hatdsat

Miutan tobbféle modszerrel is sikertilt bizonyitanunk, hogy az OEA lehetséges receptora,
a GPR119 kifejezédik humén szebocitdkon, megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e az OEA
bioldgiai hatasainak kozvetitésében. Ezt (ismert szelektiv antagonistak hianyaban) (160)
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; 14. abra), bar teljesen nem védte ki, de
szignifikansan csokkentette az OEA lipogén hatdsat a non-sense RNS-sel transzfektalt SCR
kontroll sejtek esetében tapasztalhatohoz képest (14. abra). Mindez azt jelzi, hogy az OEA
faggyulipid-szintézist fokozo6 hatasanak kialakitasaban nagy valdszinliséggel szerepet jatszik a
GPR119 aktivalodasa, azonban nem zarhat6 ki, hogy GPR119-fiiggetlen lipogén utvonalak is

hozzajarulhatnak a folyamathoz.
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14. abra A GPR119 szelektiv géncsendesitése jelentosen csékkenti az OEA lipogén hatasat

(a) A szebocitakat a transzfekciot kovetd 2. napon arattuk, majd Q-PCR vizsgalatot végeztiink. Bels6 kontrollként
a 18S RNS expresszidjat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasdhoz az eredményeket a
AACT moédszert alkalmazva a 18S RNS expresszids szintjére, majd a non-sense RNS-sel transzfektalt ,,scrambled”
(SCR) kontroll esetén mért értékre normalizaltuk, és atlag+SD alakban (N=3) abrazoltuk. ***p<0,001. (b) A non-
sense RNS-sel transzfektalt ,,scrambled” (SCR) kontroll és a GPR119-csendesitett SZ95 szebocitak Western blot
vizsgalata a transzfekciot koveté 2. napon aratott mintakbol. (c) A GPR119-géncsendesitett, illetve SCR-
transzfektalt szebocitak faggyulipid-termelését Nile Red jeloléssel kovettiik nyomon. Tenyészeteinket 48 oran
keresztiil kezeltiik az abran lathaté kombinacidkban. A kapott értékeket atlag=SEM alakban (N=4), az abran
folytonos vonallal jelolt SCR kontroll atlaganak szézalékaban abrazoltuk. ***p<0,001. Két tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

A receptorok altal kozvetitett hatasok altalaban telitési kinetikat mutatnak, ezért az
eredmények indirekt megerdsitésére megvizsgaltuk azt is, hogy az OEA magasabb

koncentracioi (100, 300 és 500 pM) milyen hatassal vannak a lipidszintézisre.
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15. abra Az OEA koncentracio fiiggéen noveli a faggyulipid-szintézist, 500 uM-ban
alkalmazva pedig csokkenti a szebocitdk életképességet

(a) Nile Red jelolés. Tenyészeteinket 24 oran keresztiil kezeltiik az abran lathaté modon, majd fluoreszcens Nile
Red jeldlést végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=12), az abran folytonos vonallal jel6lt (100%)
kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. ** és *** p<0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. n.s.: nem
szignifikans kiilonbség. (b) MTT-assay. Tenyészeteinket 24 6ran keresztiil kezeltiik az abran lathaté modokon,
majd MTT-assay-t végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=12), az abran folytonos vonallal jelolt
(100%) kontroll atlaganak szazalékaban dbrazoltuk. ** és *** p<(,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest.
n.s.: nem szignifikans kiilonbség.
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Megallapitottuk, hogy a faggyulipid-szintézis tovabb fokozodott 100 ¢és 300 uM-0s OEA
koncentraciok hatasara, ahol a hatas szaturalddott, hiszen a 100 és 300 uM-os kezelést kdvetden
1étrejott lipidtermelés nem kiilonbozott szignifikansan, mig az egyértelmiien citotoxikus 500
uM-os OEA koncentracio alkalmazasa mar értelemszeriien alacsonyabb lipidszintet

eredményezett (15. abra).

6.1.6. Az OFA lipogén hatasanak kialakitasaban tobb kindz 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 hatésait

(114,156).
OEA ATP 0,2 mg/ml 16. abra Az OEA nincs
. hatassal az SZ95
i szebocitdk kalcium
4 kontroll homeosztazisara

— OEAS0uM Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens
3 - Ca?*-mérések (N=8)
reprezentativ  analég  gorbéi.
Pozitiv  kontrollként ~ ATP-t
alkalmaztunk. A kezel6anyagok

bemérésére a kisérlet a nyillal
1 4 megjeldlt idépontjaiban keriilt
sor; a goOrbéket a kezelést
0 . megel6z alapjellel korrigaltan,

FIF,

1d8 (méasodperc)
Megallapitottuk, hogy az akut OEA-kezelés (50 pM) nem befolyasolta az [Ca?*]ic-t
(Fluo-4 AM fluoreszcens Ca?*-jellés; 16. dbra), azonban jelentésen fokozta az ERK1/2
MAPK foszforilaciojat (Western blot), azaz a ,klasszikus” eCB-okhoz hasonloan (114,156)

aktivalta a kaszkadot (50 pM, 20 perces kezelés; 17. abra).
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Tekintettel arra, hogy a ,klasszikus” e¢CB-ok esetén az ERK1/2 MAPK gatlasa

szignifikansan csokkentette a faggytlipid-termelést (156), kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk,

hogy a PD 98059 nevii ERK1/2 MAPK inhibitor (149) miként befolyasolja az OEA lipogén

hatasat. Megallapitottuk, hogy a PD 98059 egyidejii alkalmazasa jelentdsen csokkentette az

OEA lipogén hatasat (24 6ras kezelések; 17. abra), megerdsitve, hogy ezen utvonal aktivalasa

valoban részt vesz az OEA hatasainak kozvetitésében. Azt is meg kell ugyanakkor jegyezni,

hogy a PD 98059 6nmagaban alkalmazva csokkentette a bazalis faggyulipid-termelést (17.

abra), jelezve, hogy az utvonal ,alap” aktivitasa valésziniileg hozzajarul a szebocitak

homeosztatikus faggyulipid-termelésének fenntartasahoz is.
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17. abra Az ERK1/2 MAPK
utvonal részt vesz az OEA lipogén
hatdsanak kozvetitésében

(a) Western blot vizsgalat az &bran
jelzettek szerint kezelt SZ95 szebocitak
lizatumaibo6l. Két tovabbi kisérlet hasonld
eredményeket adott. (b) Nile Red jelolés.
Tenyészeteinket 24  oran  keresztiil
kezeltiik az abran lathato
kombinacidkban, majd fluoreszcens Nile
Red jelolést végeztink. A kapott
értékeket atlag+SEM alakban (N=12), az
abran folytonos vonallal jelolt (100%)
kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. * és *** p<0,05, illetve 0,001.
OD: normalizalt optikai denzitas
(kontroll = 1).

Mivel a GPR119 altalaban (bar nem kizarolag) Gs-proteinhez kapcsolt receptorként fejti

ki bioldgiai hatasait (19), 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 szignifikans mértékben fokozta a human szebocitadk cAMP-szintjét

(18. abra).
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n.s.

‘ 18. abra Az OFEA csak kis, nem szignifikans mértékben
‘ ‘ fokozza a human szebocitik cAMP szintjét

CAMP ELISA SZ95 szebocitak lizatumabdl az abran jelolt 60 perces
‘ kezelést kovetden. A kapott értékeket atlag=SD alakban (N=3)
abrazoltuk. n.s.: nem szignifikans kiilonbség.

R N W b~ O

CAMP koncentracid
(pmol/ml)

OEA (uM): 0 50

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciot nyerjiink az OEA sejtélettani hatdsainak
pontos mechanizmusardl, ,,Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit” segitségével
megvizsgaltuk, hogy milyen kindz kaszkadok aktivalodnak human szebocitdkon OEA-kezelés

hatasara (3. tablazat).

3. tablazat Az OEA-kezelés (20 perc,; 50 uM) hatdsdra a foszfokindz array-n
relevans (>1,3-szoros) jelintenzitas-novekedést mutato jelmolekuldk listaja

Szignalmolekula Foszforiliciés hel Relativ jelintenzitas
Révidités Teljes név Y (kontroll = 1)
T183/Y185 (aktivalo
,,c-Jun N-terminal foszforilacio: INK1 és 2),
INK 17273 Kinase” 1/2/3 T221/Y223 (aktivalo 1.31
foszforilacio: INK3)
AMP-aktivalt protein T183
AMPKal kindz ol (aktivalé foszforilacio) 1,36
,,CAMP responsive 5133
CREB element binding L s 1,37
protein” 1 (aktivalo foszforilacio)
,,Signal transducer and Y699
STATSb activator of s ca g 1,39
transcription” 5 (aktivalo foszforilacio)
,,Signal transducer and Y694
STATba activator of g o 1,40
transcription” 5a (aktivalé foszforilacio)
Glikogén szintaz S21/S9
GSK-30/p kinaz-3a/p (gatld foszforilacid) 141
»Signal transducer and
STAT5a/b activator of . Y6,94/Y699 . 1,42
transcription” 5a/b (aktivalo foszforilacio)
S, S473
Akt 1/2/3 Protein kinaz B (aktivals foszforilacio) 1,46
- B-katenin - 1,57

Megallapitottuk, hogy az OEA-kezelés (20 perc; 50 uM) hatasara tobb jelatviteli 1t is

aktivalodott (pl. CREB [,,cAMP-responsive element binding factor”], STAT5a/b [,,signal
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transducer and activator of transcription 5a/b”’]), melyek k6zott ismert lipogén ttvonalakat (pl.
c-Jun N-terminalis kinaz-1, -2, -3 [JNK 1/2/3], Akt/protein kinaz B [PKB]) (161-163) is

sikeriilt azonositanunk (3. tablazat).

Ezt kovetben a leginkabb relevansnak tiind utvonalak (JNK, Akt/PKB, CREB, illetve
STATS) részvételét az OEA hatasainak kozvetitésében specifikus inhibitorok alkalmazéasaval
is megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a STATS farmakologiai gatlasa nem valtoztatta meg
szignifikansan az OEA-indukalt lipogenezist, mig a JNK, a CREB és az Akt/PKB szelektiv

gatlasa jelentdsen csokkentette az OEA lipogén hatdsat (48 oras kezelések; 19. abra)*,

*k*k

a b *xk
" 350 " 350 - e kkk
QO R
< ;\O\ 300 sx% NS % ;\3 300 +
§§ 250 [T] . §§ 250 1 n.s.
I 200 s % 200] s s
£5 150 n.s. £S5 150 1 *
2 € 100 — 2 € 100 =
en Q 8y ©
s 50 80X, 50 - m
S o I I I £~ o R
OEA@M): 0 0 50 50 OEA@M): 0 O 0 O 50 50 50 50
STAT5, (uM): 0 500 0 500 SU3327(uM): 0 10 0 0 0 10 O O
GSK 690693 (uM): 0 0 01 0 O O 01 O
666-15(uM): 0 0 0 1 0 O 1

19. abra Az OEA lipogén hatasa a JNK, az Akt/PKB és a CREB utvonal kozvetitésével, de
STATS-fiiggetlen modon alakul ki

(a-b) Nile Red jelolés. Tenyészeteinket 48 oOran keresztiil kezeltilk az abran lathatd kombinacidkban, majd
fluoreszcens Nile Red jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (a: N=8; b: N=12), az abran
folytonos vonallal jel6lt (100%) kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. *, *** p<0,05, illetve 0,001. n.s.: nem
szignifikans kiilonbség. 666-15: CREB-inhibitor; GSK 690693: Akt/PKB-inhibitor; STATSi: STAT5-inhibitor;
SU 3327: JNK-inhibitor.

6.1.7. A GPR119 down-regulalédik aknéban
A fenti adatok alapjan feltételezhetd, hogy ha a homeosztatikus OEA->GPR119 jelatvitel

szabalyozasaban zavar keletkezik, az hozzdjarulhat olyan, rendellenes faggylamirigy-

 Megjegyzendd, hogy (az ERK1/2 MAPK gatlasakor tapasztaltakhoz hasonloan; 17. abra) a JNK inhibitor
onmagaban val6 alkalmazésa is csokkentette a bazalis faggyulipid-termelést, ami arra utal, hogy az utvonal
kezeletlen sejteken is aktiv lehet, és hozzajarulhat a homeosztatikus lipidszintézis fenntartasahoz.
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miikodéssel jellemezheté korképek kialakulasahoz, mint pl. a szeborrea vagy az akne. Ezért
kisérleteink transzlacios relevancidjat novelendé ugy dontoéttiink, hogy megvizsgaljuk a
GPR119 expresszidjanak esetleges valtozasait aknés, valamint aknéban nem szenved6 donorok
faggyamirigyeiben. A donorok relevans anamnesztikus adatait az Anyagok és mddszerek

fejezetben foglaltuk 6ssze (2. tablazat).

A szigorian sztenderdizalt modon elvégzett immunhisztokémiai vizsgéalat és a
szemikvantitativ képanalizis elvégzését kovetOen azt tapasztaltuk, hogy a viszonylag alacsony
donorszam és a donorok kozotti nagy variabilitas ellenére is a GPR119 expresszidja
szignifikansan csokkent az aknés donorok faggytmirigyeiben (20. abra). Mindez azt jelenti,

hogy a homeosztatikus GPR119 jelatvitel zavara legalabb az aknés betegek egy részében

el6fordulhat.
a c
p=0,0428
90
@ —
R - | |
T & 801 .0.
: w2
e = = 70
2
[ ]
5 i L
O~ 50—+
10
0 T 1 1
kontroll akne

20. abra A GPR119 down-regulalodik az aknéban szenvedd betegek faggyumirigyeiben

(a-b) Reprezentativ immunhisztokémiai képek (a: egészséges donor; b: aknéban szenvedd donor). A specifikus
GPR119 immunpozitivitast DAB (barna szin) segitségével vizualizaltuk, mig a magokat hematoxilin (kék)
festékkel jeloltiik. Eredeti nagyitas: 200x. Méretvonalak: 100 pm. (¢) A GPR119 jelintenzitis szemikvantitativ
képanalizist kdvetd statisztikai elemzése (szorasdiagram; atlag+SD). Mindegyik pont egy kontroll személy (kék)
vagy egy aknéban szenvedd beteg (piros) faggyumirigyében mért atlagos jelintenzitést jelzi.
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6.2. Az eCB jelatvitel vizsgalata human kornealis epitélsejteken
6.2.1. A human kornedlis epitélsejtek kifejezik az ECS legfontosabb tagjait
Kisérleteink elsé 1épéseként az ECS legfontosabb tagjai, azaz a ,,klasszikus™ kannabinoid
receptorok (CB1 és CBy), valamint az eCB-okat felépité (NAPE-PLD, DAGLa és —) és lebontd
(FAAH és MAGL) enzimek jelenlétét vizsgaltuk meg human korneélis epitélsejteken in vitro
¢és in situ. Megerdsitettiik, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen (141,164) a HCEC-ek

kifejezik a CBj-et és a CB»-t (immunfluoreszcens jel6lés; 21. abra).

200x 400x 200x% 400x%

[ ]

FAAH
Y Y
Negativ kontroll
Egér Nyul

MAGL

21. abra A tenyésztett HCEC-ek kifejezik az ECS legfontosabb tagjait

Immunfluoreszcens jel6lés. (a-n) A jel6lések szerinti specifikus immunreaktivitast zold fluoreszcencia mutatja a
HCEC tenyészeteken. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (kék fluoreszcencia). (0) A ¢, d, illetve g—n paneleken
bemutatott festések negativ kontrollja. (p) Az a, b, e és f paneleken bemutatott festések negativ kontrollja. A
méretvonal az eredeti nagyitastol (200x, illetve 400%) figgben 100 vagy 50 um.
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Kimutattuk azt is, hogy ezen a tallmenéen a HCEC-ek kifejezik az eCB-okat szintetizalo
(NAPE-PLD, DAGLa és -B) és lebonto (FAAH és MAGL) legfontosabb enzimeket is
(immunfluoreszcens jelolés; 21. abra). Fontos megjegyezni, hogy ugyanezen fehérjék
megtalalhatok a human kornealis epitéliumban in situ is (immunfluoreszcens jeldlés; 22. abra).
Mindez tehat azt jelenti, hogy a human korneélis epitélium valéban képes lehet eCB termelésre
¢és lebontasra. A két folyamat altal szabalyozott eCB tonus pedig szerepet jatszhat egyebek

mellett a lokalis gyulladasos folyamatok finomhangolasaban (141).

NAPE-PLD DAGLa
| . f . | . T
h i

DAGLS FAAH MAGL Egér Nyl

22. abra Az ECS legfontosabb tagjai kifejezodnek a human kornealis epitéliumban in situ

(a) CB;: specifikus, (b) CB; specifikus, (c) NAPE-PLD specifikus, (d) DAGLa specifikus, (€) DAGL specifikus,
(f) FAAH specifikus és () MAGL specifikus immunreaktivitas, amit a vords fluoreszcencia mutat a human kornea
metszeteken. A sejtmagokat DAPI-val (kék) jeloltiik. (h) A b, d—g paneleken szereplé festések negativ kontrollja.
(i) Az a és c paneleken szerepl6 festések negativ kontrollja. Méretvonal: 50 pm.

6.2.2. A TLR3 aktivaciéval és UVB besugdrzdsssal kivaltott gyulladdsos vilasz

Jjellegzetes iddfiiggést mutat HCEC-eken

Ezt kovetéen célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon az AEA CBi-fiiggd
gyulladascsokkent6 hatasa (141) kizarolag a TRPV1 aktivacio esetén alakul-e Ki, vagy esetleg

egy univerzalis hatdsrol van szo, ami a TRPV1-tdl fiiggetlen gyulladdsos szignalok esetén is
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hatékony marad. Ennek érdekében el6szor két klinikailag relevans, a TRPV1-t6l és egymastol
is fiiggetlen mechanizmus révén hatdé gyulladas-induktort alkalmaztunk: a TLR3 aktivacio
révén viralis keratitiszt utdnzo p(I:C)-t (20 pg/ml), valamint a fénykarosodas altal kivaltott

keratitisz modelljeként UVB besugarzast (40 md/cm?).
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23. abra A TLR3 aktivacioval és UVB besugarzasssal kivaltott gyulladasos valasz
Jjellegzetes iddfiiggést mutat HCEC-eken

(a-b) Q-PCR vizsgalat HCEC-eken. A relativ génexpressziot 3, 6, 12, illetve 24 6ras p(I:C) kezelést kovetden (a),
illetve 3, 6, 12, 24 és 48 6raval az UVB besugarzas (40 mJ/cm?) utan (b) vizsgaltuk meg. Belsd kontrollként a 18S
RNS (a), illetve a PPIA (b) expresszidjat hataroztuk meg. A relativ génexpressziok megallapitasahoz az
eredményeket a AACT modszert alkalmazva a bels6 kontrollok expresszios szintjére, majd az adott idéponthoz
tartozo kontroll tenyészetek esetén mért értékre (az abrakon folytonos vonallal jeldlve) normalizaltuk, és atlag+SD
alakban (N=3) abrazoltuk. Egy tovabbi kisérlet hasonld eredményeket hozott. *, **, *** rendre p<0,05, 0,01,
illetve 0,001 az adott idéponthoz tartoz6 kontroll csoporthoz képest. (C) Az IL-6 és az IL-8 meghatarozasa ELISA
technikaval a HCEC-ek feliilusz6jabol 3 oras p(1:C) kezelést kdvetden, illetve 12 oraval az UVB besugarzas utan.
Az eredményeket atlag+SD alakban fejeztiik ki (N=3), és az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll tenyészetek
esetén mért értékekre normaltuk. Egy tovabbi kisérlet hasonld eredményre vezetett. *, **, illetve *** rendre
p<0,05, 0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest.
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Els6 1épésként megvizsgaltuk a két kezelés altal kivaltott gyulladasos valasz dinamikéjat.
Megallapitottuk, hogy mindkét inger fokozta tobb gyulladasos citokin (IL-1a, IL-1B3, IL-6 és
IL-8) mRNS szintii kifejez6dését (23/a-b abra). A novekedés a vizsgalt idépontok (p(l:C): 3,
6, 12 és 24 6ra; UVB 3, 6, 12, 24 és 48 o6ra) koziil 3 6ranal (p(I:C) kezelés), illetve 12 oranal
(UVB besugarzas) bizonyult a legmarkansabbnak (23/a-b abra), ezért eczekben az
idépontokban a gyulladasos citokinek feliiliszoba torténd felszabaduldsat is megvizsgaltuk
ELISA technikaval. Azt tapasztaltuk, hogy az IL-6 és az IL-8 szintje mindkét esetben
megndvekedett (23/c abra), mig az IL-1a és IL-1 koncentracidja a detekcids kiiszob alattinak
bizonyult (nem publikalt megfigyelés). A fenti eredmények fényében tovabbi kisérleteink soran

3 (TLR3 aktivacio), illetve 12 6ras kezeléseket (UVB modell) alkalmaztunk.

6.2.3. Az AEA hatdsai a gyulladdsos citokinek expresszidjara és felszabadulasdra
Jjelentds koncentracio- és modellfiiggést mutat HCEC-eken

Az AEA human kornealis epitélsejtekre gyakorolt lehetséges gyulladascsokkentd

hatasainak (141) vizsgalata érdekében az AEA-t alacsony (100 nM) és magas (10 uM)

koncentracioban alkalmaztuk a fent emlitett modellekben. Kisérleteink ,,nulladik 1épéseként

megallapitottuk, hogy az AEA a jelzett koncentraciokban nem befolyasolta szignifikansan a

HCEC-ek ¢letképességét (MTT-assay; 24 Oras kezelések; 24. abra), igy a citotoxicitas veszélye

nélkil alkalmazhato.

120 7
24. abra Az AEA vizsgalt koncentrdcioi
nem befolyasoljak a HCEC-ek
.90 7 életképességet
T3
O
29 MTT-assay. Tenyészeteinket 24 oran keresztiil
&L 60 - kezeltik az 4bran lathatdé modon, majd MTT-
2o e o
o= assay-t végeztink. A  kapott értékeket
=g atlag=SEM alakban (N=4), az abran folytonos
30 4 vonallal jel6lt kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. Harom tovabbi, fliggetlen kisérlet
hasonl6 eredményre vezetett.
0 .
AEA 1nM 100 nM 10 pM
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Meglepd mdédon az AEA mindkét koncentracioban jelentds ndvekedést okozott a vizsgalt
gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejez6désében 3 oraval a kezelés utan (25/a abra), és ez
a novekedés 12 ora elteltével is megfigyelhetdé maradt az IL-6 és IL-8 esetén (mindkét
koncentracio), illetve az IL-la esetén (10 uM) (25/b abra). Erdekes modon, bar az adott
id6épontban (3h) 6nmagaban gyulladasos valaszt indukalt, a 100 nM-0s AEA-kezelés mégis
szignifikansan csokkentette a p(I:C) hatasat az 1L-6, az IL-8 és az IL-1p kifejez6désére (25/a
abra). 10 uM-0s koncentracidban viszont ellenkez6 hatast figyeltiink meg, ugyanis az AEA az
IL-6 és az IL-1P szintjének tovabbi ndvekedését okozta, mikdzben nem volt hatassal az IL-8 és

az IL-1a expressziora (25/a abra).

A TLR3 aktivacios modell esetén tapasztaltakkal szemben UVB besugéarzast (40 mJ/cm?)
kovetden (12 oras kezelés) egyaltalan nem figyeltiink meg gyulladasgatld hatast. S6t, az AEA
10 uM-o0s koncentracidja tovabb novelte az IL-6 és az IL-8 expressziot, de nem befolyasolta az
IL-1a és —f kifejez6dését, és még az alacsonyabb, 100 nM-o0s koncentracioban alkalmazott

AEA is fokozta az IL-8 szintjét (25/b abra).

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 varhaté volt, mind a p(I:C) (3h), mind az UVB besugarzas (40 mJ/cm?, 12h)
AEA mindkét koncentracioja tovabb fokozott (25/c-d abra). Ezzel szemben az 6nmagaban
alkalmazott AEA hatésait vizsgalva azt tapasztaltuk, 100 nM-os koncentraciéban mind 3, mind
12 oras kezelést kovetden szignifikdnsan csokkentette a spontan IL-8 felszabadulést, de nem
mindkét idépontban fokozta az IL-8 és 3 oras kezelések soran szignifikdnsan novelte az IL-6

felszabadulasat (25/c-d abra).

58



129 %:] 3 6ras kontroll 47 § [ 12 6ras kontroll
= AEA 100 nM B AEA 100 nM
" B AEA 10 pM 40 B AEA 10 uM
b &3 p(l:C y [E3AUVB
- == p(1:C)+ AEA 100nNM o i UVB+ AEA 100 nM
z = p(I:C)+ AEA 10 pM 2 : UVB+ AEA 10 pM
£ 8 g 7
3T 50 7
w3 w3
Z = 6 Z = 7
@ § x e 7
3 £
ER E 7
& & Z
2 %
7
7
7
0
IL-6 IL-8 IL-1a IL-1p
C 1000 - T d 100 i
800 -
& & 900 4
= =
= =
S = 600 o s =
2S£ =
S 2 E 600 ne
2z o S o
S £ 400 | 22
=S
A4 ©
- ' 300 |
= 200 - =
0 0
800 1 o, 1200 1
Hitht oex r——
& 600 o £ 900 A it o
= HiH =
T = £
= 2
"E‘ E 400 | N E 600 |
Zz o Z o
&L s
) # “f
4 200 4 - 300
0 - 0 4

=

Q

=
o

kontroll
kontroll
uvB

Tz
o o
—
< <
w
< <
A
Q
=1

AEA 10 pM
UVB +AEA 10 uM

=z =
e oy
o o
o o
— -
33
< <

<
[as]
>
=)

AEA 100 nM

=
c
o
o
-
<
i
<
+

o
g

25. abra Az AEA koncentracio- és modellfiiggé modon befolyasolja a gyulladadsos citokinek
kifejezédéset és felszabadulasat HCEC-eken

(a-b) Q-PCR vizsgalat HCEC-eken. A relativ génexpressziot 3 oras p(I:C) (£tAEA) kezelést kovetden (@), illetve
12 éraval az UVB besugarzas (40 mJ/cm?) utan (tAEA) (b) vizsgaltuk meg. Belsé kontrollként a 185 RNS (a),
illetve a PPIA (b) expresszidjat hataroztuk meg. A relativ génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a
AACT modszert alkalmazva a belsé kontrollok expresszios szintjére, majd az adott id6ponthoz tartozo kontroll
tenyészetek esetén mért értékre normalizaltuk, és atlag+SD alakban (N=3) abrazoltuk. Egy tovabbi kisérlet hasonlo
eredményre vezetett. (c-d) Az IL-6 és az IL-8 meghatarozasa ELISA technikdval a HCEC-ek feliilusz6jabol 3 6ras
p(I:C) (+AEA) kezelést kovetden (¢), illetve 12 o6raval az UVB besugarzas (=AEA) utan (d). Az eredményeket
atlag=SD alakban fejeztiik ki (N=3). Egy tovabbi kisérlet hasonld eredményre vezetett. (a-d) */#, **/##, ***/##,
*xxk[HHHE rendre p<0,05, 0,01, 0,001, illetve 0,0001 az adott id6ponthoz tartozé kontroll csoporthoz (#), illetve a
kizarolag p(I:C)-vel vagy UVB-vel kezelt csoporthoz (*) képest.
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7. Diszkusszio

7.1. A ,,nem-klasszikus” eCB jelatvitel vizsgalata human faggyumirigyekben

Kisérleteink elsé felében a human faggyumirigyek ECS-ének eleddig nem vizsgalt
aspektusaival foglalkoztunk. Munkacsoportunk a korabbiakban Kimutatta, hogy a human
faggyumirigyek kifejezik a CB2 kannabinoid receptort (156), amely fontos szerepet jatszik a
homeosztatikus faggyulipid-termelés fenntartasaban (156). Megallapitottuk, hogy a
szebocitakban megtalalhatoak a legfontosabb eCB-ok (AEA és 2-AG), és a szebocitak eCB-
kezelése a CB, — ERKI1/2 MAPK — PPAR ttvonal aktivalasdval dramaian fokozza a
lipogenezist (156). Kimutattuk azt is, hogy a faggyumirigyek sejtjei kifejezik az eCB-ok
lebontasaért (MAGL és FAAH) és szintéziséért (NAPE-PLD, DAGLa és —f) felelds
legfontosabb enzimeket, és bizonyosodott, hogy az eCB-tonus egyes EMT-inhibitorok
(VDM11 és AM404) alkalmazasaval torténé mérsékelt fokozasa megndveli a faggyulipid-
termelést, és gyulladasgatlo hatast valt ki (39). Fenti kisérleteink nemvart eredményeként azt is
megallapitottuk, hogy a szebocitak képesek az OEA metabolizmusara (39), igy felmertilt, hogy
a korédbban leirt ,klasszikus” eCB-ok (azaz az AEA ¢és a 2-AG) mellett ez az ,,eCB-szeri”
molekula is befolyasolhatja a faggyamirigyek biologiai folyamatait.

Az OEA lehetséges szerepének tisztazasara elsOként egymast kiegészitd sejtélettani
vizsgalomodszereket alkalmazva megallapitottuk, hogy ez a molekula eldsegiti a human
szebocitak differencialodasat, hiszen a sejtek OEA-kezelése szignifikansan fokozta
faggyulipid-termelést (Nile Red), megnévelte szebocitak granulaltsagat (aramlasi citometria),
¢és korai apoptotikus folyamatokat indukalt (DilC1(5)-SYTOX Green jelolés) (24-48 oras
kezelések; 10. abra). Az OEA bioldgiai hatasait tovabb vizsgalva kimutattuk azt is, hogy potens
lipogén koncentracioja (50 uM) gyulladasos valaszt valt ki szebocitakon (3 oras kezelések; Q-
PCR és ELISA) (11. abra), de nem befolyasolja az életképességet (24-48 oras kezelések; MTT-

assay; 8. abra), illetve a sejtszamot (48 oras kezelés; CyQUANT proliferacios assay; 9. abra).
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Fontos megjegyezni, hogy bar (mint az fentebb mar emlitésre keriilt) az EMT gatlasa
esetén azt tapasztaltuk, hogy a faggyulipid-szintézis mérsékelt fokozddasat gyulladasgatlo
hatasok kisérték (39), nem példanélkiili a szebocitak esetén, hogy a lipogén hatasok gyulladasos
folyamatokkal jarjanak egyiitt. Kollaboracios partnereink a kozelmultban deritettek fényt ra,
hogy a leptin nemcsak fokozza a faggyulipidek termelését, de egyszersmind (a STATS,
valamint a p65 NF-kB utvonal aktivalasaval) gyulladasos valaszt is kivalt human szebocitakon
(165).

Az alapjelenség leirdsat kovetden hatdsmechanizmus tanulméanyozasdval folytattuk
kisérleteinket. Kimutattuk, hogy az OEA lipogén hatasa fiiggetlen a PPARa-t6l (12. abra),
ezért megvizsgaltuk, hogy az OEA egy masik lehetséges receptora, a GPR119 kifejezédik-e a
szebocitdkon. Megallapitottuk, hogy a GPR119 mind mRNS, mind fehérje szinten megtalalhato
a sejteken, és kifejezOdik intakt faggyamirigyekben is (13. abra). Szelektiv antagonistak
hidnydban a kovetkez6kben siRNS transzfekcid segitségével sikeresen csokkentettiik a
GPR119 kifejezédését human szebocitdkon, és megéllapitottuk, hogy a beavatkozas jelentdsen
mérsékelte az OEA lipogén hatasat (14. abra), igy az nagy valdszintiséggel (legalabb részben)
a GPR119 aktivacioja révén alakult ki.

Az OEA lipogén hatdsdnak mechanizmusat ,,szliréjellegli” (foszfokindz array; 3.
tablazat), illetve célzott ((AMP ELISA, fluoreszcens Ca?’-mérés, szelektiv farmakologiai
inhibitorok; 16. 18. és 19. abra) tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy nemcsak a
,»klasszikus” eCB-ok esetén leirt (156) ERK1/2 MAPK kaszkad (17. abra), hanem mas
jelatviteli utvonalak (a JNK, az Akt/PKB és CREB) aktivalasa is szerepet jatszik a
kialakulasaban (3. tablazat; 19. abra), mig a piloszebaceus egység immunfolyamatainak
befolyasolasaban részt vevo STATS (166) farmakologiai gatlasanak nem volt ra szignifikans

hatasa (19. abra).
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Fontos megemliteni, hogy - habar a GPR119 aktivalodasa jellemzden Gs-fehérjéhez
kapcsolt utvonalon keresztiil emeli az intracellularis CAMP szintet - irodalmi adatok alapjan a
receptorra jellemzo6 az ,.elfogult agonizmus” jelensége, azaz ligandumtol fliggden kiilonb6zo
hatékonysaggal tobb alternativ jelatviteli Gitvonalat is aktivalhat (19). Ezek kozott kiemelked6
jelentdséggel bir a P-arresztin utvonal, amely nemcsak a G-fehérje-kapcsolt receptorok
deszenzitizalasaért felelds, hanem az ERK1/2 MAPK kaszkad aktivalasara is képes (20). Ezzel
Osszhangban, egy nemrégiben megjelent tanulmanyban Kimutattdk, hogy az oleoil-
lizofoszfatidil-inozitolnak a gliikkagonszerti peptid-1 szekréciora gyakorolt hatasait L-sejteken
a GPRI119 kozvetitette, mégpedig az ERK1/2 MAPK ¢és a cAMP/PKA/CREB ttvonalak
aktivalasa révén (21), mig egy masik tanulmany tantsaga szerint a GPR119 aktivalasat a
cAMP-szint emelkedése mellett Ca®*-szint emelkedés, valamint az ERK1/2 MAPK kaszkad
aktivalodasa is kovetheti (22). Ennek ellenére érdekes modon azt tapasztaltuk, hogy az OEA 50
uM-os koncentracioban alkalmazva nem volt hatassal a szebocitak Ca?* homeosztazisara (16.
abra, akut kezelés)®?, és a szebocitdk cAMP szintjét is csak kis, nem szignifikdns mértékben
emelte meg (18. abra).

Ez utobbi eredmény egyrészt magyarazhato lehet alternativ masodlagos jelatviteli
utvonalak aktivalasaval (,,elfogult agonizmus”); masfel6l azonban, ha figyelembe vessziik a
CAMP szignaling jolismert kKompartalizacidjat (167), nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy a
cAMP hozzajarulhat az OEA bizonyos hatasaihoz, hiszen kisérleteinkben a cAMP szintet
teljessejt-lizatumbol (és csak egyetlen iddpontban) hataroztuk meg, de nem vizsgaltuk meg,
hogy statisztikailag szignifikansan emelkedik-e a cAMP szintje a kiilonbozé sejten beliili

mikrokompartmentekben (és/vagy mas idépontokban) az OEA kezelés hatasara.

%% Ez mar csak azért is meglepdnek tiinhet, mert (amint arrdl a Bevezetés fejezetben mar sz esett) az OEA
elméletileg képes aktivalni (45) a szebocitikon funkciondlisan aktiv forméban kifejez6d6 (113), dominansan Ca?*-
ra permedbilis TRPV1-et. Bar a jelenség hatterét jelen projekt sordn nem vizsgaltuk, a legvaldsziniibb
magyarazatnak az tlinik, hogy irodalmi adatok alapjan az OEA csak bizonyos (esetiinkben hianyzd) egyéb
koriilmények (pl. el6zetes PKC aktivacio) egyiittes fennallasa esetén képes fokozni a TRPV1 aktivitasat (45).
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Ezzel az elképzeléssel egybecsengenek a foszfokinaz array soran nyert eredményeink,
melyek szerint a CREB foszforilalodik (aktivalodik) OEA kezelés hatasara (3. tablazat),
farmakologiai gatlasa pedig szamottevéen csokkenti az OEA lipogén hatasat (19. abra).
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a CAMP (is) szerepet jatszhat az OEA bizonyos
hatasainak kozvetitésében human szebocitakon. Fontos ugyanakkor hangsulyozni, hogy a
CREB aktivalasa nemcsak a cAMP szint emelkedésén keresztil érhetd el, hanem alternativ
masodlagos jelpalyakon keresztiil is, ideértve egyebek mellett az Akt/PKB utvonalat is (168).
Ismert, hogy az Akt/PKB (162,163), valamint a JINK MAPK (161,162) utvonalak kozvetithetik
kiilonféle mediatorok lipogén hatasait human szebocitdkon. Ezzel 6sszhangban eredményeink
azt mutattak, hogy az OEA kezelés aktivalta ezeket az Gitvonalakat (3. tablazat), farmakologiai
gatlasuk pedig csokkentette az OEA altal kivaltott faggyulipid-termelést (19. abra).

A fentieken tal figyelemremélto momentum, hogy az Akt/PKB képes foszforilalni és
ezaltal inaktivalni az egyebek mellett a B-katenin ubikvitinalodasat és degradaciojat is el6segitd
GSK-3a/p enzimet (169-171). Ezzel 6sszhangban a foszfokinaz array soran azt talaltuk, hogy
az OEA-kezelés a GSK-30/p miikodését gatlo (S21/S9) foszforilacidhoz, valamint a 3-katenin
szint emelkedéséhez vezetett (3. tablazat). Ezek az adatok kozvetetten azt erdsitik meg, hogy
az Akt/PKB utvonal valoban aktivalodik az OEA-kezelés soran human szebocitakban.

Bar a fentiek alapjan az OEA-GPR119 tengely és a kapcsolodd masodlagos jelpalyék a
faggyulipid-termelés fokozodasahoz vezetnek, érdekes modon az aknés és aknéban nem
szenved$ donorok bérmintdit 9sszehasonlitva arra az eredményre jutottunk, hogy az aknés
betegek faggyamirigyeiben a GPR119 fehérje szintli expresszidja szignifikansan csokkent (20.
abra). Bar a kisérletbe bevont donorok viszonylag alacsony a szama, valamint az egyes
donorok kozotti relative nagy variabilitds miatt korai lenne merész kovetkeztetéseket levonni,
adataink alapjan mégis tigy tiinik, hogy a homosztatikus GPR119 jelatvitel az aknés betegek

egy részénél valoban zavart szenvedhet.
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Bar jelen kisérleteink nem adnak valaszt arra a kérdésre, hogy az egyébként
eredményeink alapjan lipogén hatdsokat kozvetit6 GPR119 kifejezodése miért csokken
aknéban szenved?d betegek faggyumirigyeiben, elméleti megfontolasok alapjan tobb lehetséges
magyarazat is kinalkozik. Az aktivaciot koveté down-regulacio/deszenzitizalodas jolismert
jelenség tobb G-fehérjéhez kapcsolt receptor (172-175), igy a GPR119 esetében is (19,22).
Ennek fényében eredményeink egyik Ilehetséges magyardzata, hogy a GPRI119 (tal)
aktivalodasa inkabb az akne patogenezisének kezdeti szakaszaban és nem a késébbi
progresszioban jatszik szerepet. Alternativ hipotézisként természetesen az is lehetséges, hogy a
lipogén GPR119 receptor down-regulacidja egy a mar eleve korosan magas szintet elérd
faggyutermelésre adott masodlagos, kompenzacios mechanizmusként alakul Ki.

Az eredmények értelmezésekor fontos kitérni arra is, hogy a munkank soran alkalmazott
OEA-koncentracio magasnak tinhet a vegyiilet irodalmi adatok alapjan ismert atlagos
az altalunk alkalmazott koncentracié relevansak mondhato. Eldszor is, a szebocitak
expresszaljak a NAPE-PLD-t (amely az OEA szintézisében is részt vevé kulcsfontossagu
enzim) (177), ezért az OEA lokalis koncentracidja magasabb lehet, mint a szérumban mért érték
(39). Masodszor, az [IUPHAR adatbazis szerint az OEA pECso értéke GPR119 esetén 5,4-6,3
(azaz ~ 500 nM-4 uM) (160), ami azt jelenti, hogy a GPR119 teljes aktivalasahoz az OEA-t az
alacsony mikromoldris tartomanyban kell alkalmazni.”~ Hasonloképpen, egy masik
nemrégiben megjelent tanulmanyban a szerzék 5 mM 2-oleoil-glicerint (2-OG) alkalmaztak a
GPR119 aktivéalasara és az intraokularis nyomas csokkentésére. GPR1197 egereken végzett
kisérleteik tanusaga szerint ennek a latszolag rendkiviil magas 2-OG koncentracionak a hatasat
tovabbra is a GPR119 kozvetitette (178). Ez, kiegészitve azzal a ténnyel, hogy az IUPHAR

adatbazis szerint a 2-OG pECso értéke 5,6, vagyis szinte azonos az OEA-éval, arra enged

" Megjegyzendd, hogy egy masik munkacsoport is a fentiekhez hasonlé ECso-adatokat (a vizsgalt masodlagos
jelpalyatol fiiggben 85 nM - 15 uM) publikalt a kézelmultban (19).
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kovetkeztetni, hogy az 50 uM OEA alkalmazasa a mi kisérletes rendszeriinkben is relevans
lehet. A fentieken tul persze azt is figyelembe kell venniink, hogy a szebocitakat szérumot
tartalmazo tapoldatban tenyésztettiik, és igy a tapoldat plazmafehérjéi megkothették az erdsen
lipofil OEA egy részét, igy nagyon valdszinli, hogy az OEA aktiv, szabad frakcidjanak
koncentracioja alacsonyabb volt, mint az alkalmazott koncentracid. Végezetiil azt is érdemes
megjegyezni, hogy a ,klasszikus” eCB-0k (azaz az AEA és a 2-AG) szintén az alacsony
mikromolaris tartomanyban (30 uM) fejtik ki a faggyulipid-szintézist és differencidlodast
fokozo hatasaikat egy masik G-protein-kapcsolt receptor, a CB; aktivalasaval (156).
Végezetiil érdemes szoOt ejteni arrdl is, hogy eredményeinknek kiilonds transzlacios
relevanciat adnak azon allatkisérletes adatok, melyek alapjan a GPR119 a jovében terapias
célpont lehet a 2-es tipusu cukorbetegség kiegészité kezelésében. Bar az eddig vizsgalt
szintetikus agonistak nem jutottak tal a II. fazist klinikai vizsgalatokon (36), az igéretes
allatkisérletes adatok 6sztonzoéleg hatnak 1j, nagyobb in vivo hatékonysaggal bir6 GPR119-
aktivatorok fejlesztésére, tesztelésére (35). Tekintve, hogy a GPR119 kiilonboz6 agonistai
eltér6 masodlagos jelpalyakat aktivalhatnak (19), eredményeink nem feltétleniil jelentik azt,
hogy minden GPR119 agonista esetében szamitani kell majd borgydgyaszati, a faggyumirigyek
miitkodését érinté mellékhatasok kialakulasara. Azonban azon agonistak esetében, amelyek az
OEA-val nagymértékben atfedd masodlagos jelpalyakat aktivalnak, az ilyen mellékhatasok
kialakuldsa nem zéarhato ki, feltéve, hogy kellden magas koncentraciot érnek el a
faggyumirigyekben. Eredményeink fényében ezért a jovobeli klinikai vizsgalatok soran a
lehetséges borgyogyaszai komplikaciok kialakuldsara is érdemes lesz figyelmet forditani.
Eredményeink Osszességében az OEA-GPRI119 jelatviteli utvonalat a human
faggyulipid-termelés és a szebocitak differencialodasanak egy korabban ismeretlen, pozitiv
regulatoraként azonositjdk. A sejtek OEA kezelése proinflammatorikus fenotipus

kialakuldsdhoz vezetett, ami felveti annak lehetdségét, hogy ennek a jelatviteli rendszernek a
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diszregulacidja hozzajarulhat a fokozott faggyulipid-termeléssel és gyulladéssal jellemezhetd

akne kialakulasahoz.

7.2. Az ECS vizsgalata HCEC-eken

A szaruhartyat felépito epitélsejtek a szemfelszin elsé védelmi vonalaként mikddnek,
¢és ennek soran fizikai és immunolégiai jellegii kihivasoknak is meg kell felelniiik (127). Ez
utobbi kihivasok jelent6sége igen nagy, hiszen a kornea koros gyulladasos folyamatai a
szaruhartya atlatszosaganak elvesztéséhez és ezzel vaksaghoz vezethetnek (179). Ujabb
eredmények alapjan a HCEC-ek nem Kizarolag ,,passziv elszenved6i”, hanem (pl. MHC-II
molekuldk kifejezése vagy éppen kiilonféle citokinek/kemokinek termelése révén) aktiv
alakitoi is a lokalis gyulladasos folyamatoknak (180,181).

A HCEC-ek gyulladasos valaszainak egyik szabalyozdja a TRPV1, hiszen a receptor
aktivalasa gyulladasos mediatorok felszabadulasahoz vezet (132,141), mig a CB:1 receptor
AEA-dal torténd aktivacioja kivédte a TRPV1 hatasait, azaz (legalabbis ebben a modellben)
gyulladasgatld hatastinak bizonyult (141). Tekintve, hogy a legf6bb , klasszikus” eCB-ok (AEA
¢és 2-AG) jelen vannak a human kornealis epitéliumban (182), jelen kisérleteink soran azt a célt
tiztik ki magunk elé, hogy feltérképezziik az ECS eddig nem azonositott tagjainak
kifejezddését a human kornedlis epitéliumban, illetve megvizsgaljuk, hogy az AEA mas (a
TRPV1 aktivaciojatol fliggetleniil kialakulo) gyulladasos folyamatok esetén is gyulladasgatlo
hatast mutat-e.

Kisérleteink soran els6ként megerdsitettilk (CB1 és CBy), illetve kimutattuk (NAPE-
PLD, DAGLa ¢és —B, MAGL, FAAH), hogy az ECS legfontosabb tagjai kifejezédnek
tenyésztett HCEC-eken és intakt human kornealis epitéliumban is (21. és 22. abra). Ezt

kovetden az AEA lehetséges gyulladasgatlo szerepét vizsgaltuk meg részletesebben.
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Ehhez két olyan, klinikailag relevans stresszort (a virusfertézéseket modellezé TLR3
aktivaciot, valamint UVB-besugarzast) valasztottunk, melyek gyulladast kivaltdo hatasa nagy
valosziniiséggel fliggetlen a TRPV1 aktivitasatol. Kimutattuk, hogy mind a p(l:C)-kezelés,
mind az UVB besugarzas jellegzetes idobeli lefutdssal fokozza kiilonb6z6 gyulladésos
citokinek (IL-la, IL-1B, IL-6, IL-8) mMRNS-szintii kifejezédését HCEC-ekben (23. abra).
Mindezek alapjan tovabbi kisérleteink soran a legmarkénsabb valaszt mutatdé idépontokra
(p(I:C): 3 6ra; UVB: 12 6ra) fokuszaltunk. Miutan kimutattuk, hogy az AEA vizsgélni tervezett
koncentracioi (100 nM és 10 uM) nem befolyasoljak a HCEC-¢k életképességét (MTT-assay;
24. abra), el6szor az dnmagaban adagolt AEA hatésait figyeltiik meg. Meglepd mddon azt
tapasztaltuk, hogy az AEA mindkét koncentracidban (100 nM és 10 pM) és mindkét idépontban
(3 és 12 ora) fokozta tobb gyulladasos citokin mRNS-szintli expressziojat (Q-PCR; 25. abra).
Emellett — bar 100 nM-ban alkalmazva 3 és 12 6ras kezelések soran is csokkentette a spontan
IL-8 felszabadulést - 10 pM-os koncentracidban alkalmazva mar mindkét idépontban fokozta
azt, sot, 3 oOras kezelések soran az IL-6 szintjét is szignifikansan novelte (ELISA; 25. abra),
azaz varakozasainkkal szemben dontéen proinflammatorikusnak bizonyult. Adataink emellett
arra is ravilagitottak, hogy az AEA differencidltan moduldlhatja a mar meglévd, eldre
szintetizalt citokinek felszabadulasat és de novo termelését.

Kimutattuk azt is, hogy — bar az AEA 100 nM-os koncentracioban csdkkentette tobb
gyulladasos citokin p(I:C) altal indukalt mRNS-szintii kifejez6dését (Q-PCR; 25. abra), az IL-
6 ¢és IL-8 felszabadulast mar tovabb fokozta (ELISA; 25. abra), 10 pM-os koncentracioban
pedig szintén egyértelmiien proinflammatorikusnak bizonyult (Q-PCR és ELISA; 25. abra).
Az UVB modell vizsgalatakor még egységesebb biologiai viselkedéssel szembesiiltiink: azon

crer

az minden esetben a gyulladasos valasz tovabbi fokozasa volt (Q-PCR és ELISA; 25. abra).
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Ezek az eredmények elsé ranézésre ellentmondanak azon irodalmi adatoknak, amelyek
szerint a CBy aktivalasa egy szintetikus agonistaval vagy AEA-dal gatolta a TRPV1 aktivalast
(141,183). 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 (184), igy lehetséges, hogy csak akkor
gyulladasgatlé hatasu, ha a TRPV1-et egy er6sebb hatast kivaltd (magasabb ,,efficacy”-val
jellemezhetd) ligandum aktivalja a szaruhartya epitélsejtjein, aminek a hatasaval az AEA
,»gyengébb”, parcidlis agonistaként interferalhat. Ilyen ligand hidnydban azonban a mi
kisérleteinkben maga is TRPV1-medialt mechanizmussal valhatott gyulladaskeltévé, és ez a
gyulladasos 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 is hathat. A teljesség igénye nélkiil ilyenek a GPR55 (185),
a GPR18 (186), a Cav3.1, a Cav3.2, a Cav3.3 (187), a K2r3.1 (188), a TRPM8 (189) és a Kv1.2
(190). Ezek koziil a GPR18-rol mar leirtak, hogy szabalyozza az intraokularis nyomast és a
kornealis sebgyogyulast (191,192), de annak eldontése, hogy barmelyik mar ismert vagy még
azonositasra var6 alternativ célpont kifejezddik-e a kornealis epitélsejteken, és befolyasolhatja-
e azok gyulladasos folyamatait, jovobeli, célzott kisérletek feladata lesz.

Végezetiil azt is meg kell jegyezni, hogy eredményeink alapjan az AEA lebontasaért
felelds {6 katabolikus enzim, a FAAH, kifejezédik a human szaruhartya epitélsejtjein in vitro
és in situ is (21. és 22. abra), az AEA FAAH altali lebontasa pedig egy gyulladasos
lipidmediator, az arachidonsav termelését eredményezi. Az arachidonsav és szarmazékai (pl. a
leukotrién B4) fontos szereplok a szemészeti betegségek széles skalajanak patogenezisében,
ideértve szamos szaruhartyaval kapcsolatos korképet is olyannyira, hogy gatlasuk a

kozelmultban igéretes, 0j terdpias eszkozként jelent meg egyes szemészeti gyulladasos
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folyamatok mérséklésében (193-195). Mindezek fényében Ilehetséges, hogy bizonyos
koriilmények kozott az AEA gyorsan arachidonsavva, majd mas proinflammatorikus
mediatorokka metabolizaloédva valtja ki a kisérleteink soran tapasztalt gyulladasos valaszt, ami
valamiért nem kovetkezik be TRPV1-aktivatorok jelenlétében (141,183). Természetesen
jelenlegi ismereteink nem elégségesek annak eldontésére, hogy a fenti mechanizmusok koziil
melyik milyen mértékben jarulhat hozza az AEA most leirt gyulladasos hatasokhoz, igy a
folyamat jobb megértéséhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Akérhogy is, az ECS szerepének pontosabb megértése a kiilonféle keratitiszek és egyéb
gyulladdsos szembetegségek patomechanizmusiban kozelebb vihet a jelzett betegségekben
hatékony, 0j terapias eszk6zok kifejlesztéséhez. Jelen tanulmanyunk eredményei azonban arra
is rairanyitjak a figyelmet, hogy egy ilyen Osszetett rendszerbe valo beavatkozaskor fokozott
Ovatossagra van sziikség, hiszen akar az altalanossagban gyulladasgatloként ismert eCB-0K is

fejthetnek ki gyulladasos folyamatokat fokozo hatast.
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8. Osszegzés

Kisérleteink elsé felében a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk milyen hatast gyakorol az
OEA a humian szebocitdk bioldgiai folyamataira. Megallapitottuk, hogy 50 pM-0s
koncentracioig a citotoxicitds veszélye nélkiil alkalmazhat6, és nem befolyéasolja az SZ95
OEA-kezelés fokozta a faggyulipid-termelést és a szebocitak differencialodasat, valamint
megnovelte tobb gyulladdsos citokin kifejez0dését ¢és felszabadulasat. A jelenség
mechanizmusat kutatva megallapitottuk, hogy az OEA nem a PPAR« aktivalasa révén fejti ki
a lipogén hatasat, hiszen a szelektiv PPARo antagonista GW 6471 nem befolyasolta azt. A
kovetkezOkben kimutattuk, hogy a human szebociték kifejezik az OEA egy masik lehetséges
receptorat, a GPR119-et is, amelynek a szelektiv géncsendesitése jelentdsen csokkentte az OEA
faggyulipid-termelést fokozo hatasat. Megallapitottuk, hogy a lipogén hatas kialakitasdban tobb
kinaz kaszkad (ERK1/2, JNK, CREB, Akt/PKB) aktivalodasa is szerepet jatszik. Végezetiil a
GPR119 expressziojat aknés, valamint aknéban nem szenvedd donorok faggyumirigyeiben
vizsgalva azt talaltuk, hogy GPR119 kifejezddése 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
megallapitottuk, hogy a human kornealis epitélsejtek kifejezik az ECS legfébb tagjait in vitro
és in situ. Kimutattuk azt is, hogy a varttal ellentétben HCEC-ek AEA kezelése mar onmagaban
is proinflammatorikus hatast valtott ki, és megallapitottuk, hogy az AEA (bar a hatasai
koncentraciofiiggdnek bizonyultak) tobbnyire tovabb fokozta a TLR3 aktivacio, illetve UVB-
besugarzas altal kivaltott viralis keratitiszt, illetve fénykarosoddst modellezd gyulladasos
valaszt. Eredményeink szerint tehat az egyébként altalaban gyulladdsgétld hatdstnak ismert
eCB jelatvitel bizonyos koriilmények kozott proinflammatorikus hatisokat is kozvetithet a

human kornealis epitéliumban.
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9. Summary

In the first part of our experiments, our aim was to investigate the effect of OEA on the
biological processes of human sebocytes. We found that, up to 50 uM, OEA could be used
without the risk of cytotoxicity, and did not affect the proliferation of SZ95 sebocytes. Using a
variety of assays, we also showed that OEA could increase sebaceous lipogenesis as well as
differentiation of sebocytes, and it increased the expression and release of several pro-
inflammatory cytokines, too. While exploring the mechanism of these phenomena, we found
that OEA did not exert its lipogenic effect by activating PPARa, as it was not affected by the
selective PPARa antagonist GW 6471. Next, we demonstrated that human sebocytes expressed
GPR119, another potential receptor for OEA. Importantly, selective gene silencing of the said
receptor significantly suppressed the lipogenic effect of OEA. Moreover, we could also show
that the development of the lipogenic effect depended on the activation of several kinase
cascades (ERK1/2, INK, CREB, Akt/PKB). Finally, assessment of the expression of GPR119
in the sebaceous glands of acne patients as well as of acne-free individuals demonstrated that
GPR119 was down-regulated in acne, suggesting that the OEA-GPR119 signaling axis may

indeed be disrupted during the pathogenesis of the disease.

In the second part of our experiments, we investigated HCECs as well as human corneal
samples, and found that human corneal epithelial cells expressed major members of ECS in
vitro and in situ. We also showed that, contrary to expectations, AEA treatment of HCECs led
to a proinflammatory effect. Moreover, albeit its effects were concentration-dependent, in most
of the cases AEA further enhanced the inflammatory response evoked by TLR3 activation
(mimicking viral keratitis) or by UVB irradiation (mimicking photodamage). Thus, our results
suggest that eCB signaling, albeit generally considered to exert anti-inflammatory effects, may

mediate proinflammatory actions in the human corneal epithelium under certain conditions.
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belefeccdltél, csindld végig” tamogatasat.

A kutatdas az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, az NKFIH 120552, 121360, 125055,
125053, 128034, 135938, 134235, 134993, 134725, 134791, valamint a GINOP-2.3.2-15-
2016-00050 és a GINOP-2.3.3-15-2016-00020 jelii projektek tamogatasaval valosult meg.
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