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1. Rövidítések jegyzéke 

 

(-)-cis-PET: „(-)-perrottetinene” 

18S RNS: 18S riboszomális RNS 

2-AG: 2-arachidonoil-glicerol 

5-HT: szerotonin 

AA: arachidonsav 

ABDH: „α/β-domain containing hydrolase” 

AD: atópiás dermatitisz 

AEA: anandamid 

AML: antimikrobiális lipid 

AMP: antimikrobiális peptid 

BSA: szarvasmarha szérumalbumin 

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 

CB1/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: ciklooxigenáz 

CREB: „cAMP response element-binding 

protein” 

DAGL: diacilglicerol-lipáz 

DMSO: dimetil-szulfoxid 

eCB: endokannabinoid 

ECS: endokannabinoid rendszer 

EMT: eCB membrántranszporter 

ERK1/2: extracelluláris szignál–regulált 

kináz 1/2 

FAAH: zsírsavamid-hidroláz 

FBS: magzati szarvasmarha szérum 

FM: faggyúmirigy 

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz 

GLP-1: glükagonszerű peptid-1 

HCEC: humán korneális epitélsejt 

IL: interleukin 

JNK: c-Jun N-terminális kináz 

LA: linolsav 

LOX: lipoxigenáz 

LPS: lipopoliszacharid 

MAGL: monoacilglicerol-lipáz 

MAPK: mitogén-aktiválta protein kináz 

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

difeniltetrazólium-bromid 

NAAA: N-aciletanolamint hidrolizáló 

savamidáz 

NAPE-PLD: N-acil-foszfatidil-etanolamin-

specifikus foszfolipáz D 

NAT: N-acil-transzferáz 

NF-κB: „nuclear factor kappa-light-chain 

enhancer of activated B cells” 

OEA: oleoil-etanolamin 

PBS: foszfát-pufferelt sóoldat 
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pCB: fitokannabinoid 

p(I:C): poliinozin-policitidilsav 

PKA: protein kináz A 

PKB: protein kináz B (Akt) 

PPAR: peroxiszóma proliferátor-aktiválta 

receptor 

PTPN22: „protein tyrosine phosphatase 

non-receptor type 22” 

SCR: scrambled RNS 

STAT: „signal transducer and activator of 

transcription” 

T: tesztoszteron 

THC: (-)-transz-Δ9-tetrahidrokannabinol 

THCV: (-)-Δ9-tetrahidrokannabivarin 

TLR: Toll-like receptor 

TRP: tranziens receptorpotenciálú 

ioncsatorna 

TRPA: a tranziens receptorpotenciálú 

ioncsatornák „ankirin” alcsaládja 

TRPM: a tranziens receptorpotenciálú 

ioncsatornák „melasztatin” alcsaládja 

TRPV: a tranziens receptorpotenciálú 

ioncsatornák „vanilloid” alcsaládja 



2. Bevezetés 

Munkacsoportunk fő kutatási területe az emberi bőr különböző betegségeinek 

tanulmányozása és molekuláris hátterének feltérképezése, különös tekintettel az 

endokannabinoid rendszer (ECS) lehetséges szerepének vizsgálatára. 

Munkacsoportunk korábban kimutatta, hogy a helyileg termelődő endokannabinoidok 

(eCB), mint az anandamid (AEA) és a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG), a CB2 receptor  

extracelluláris szignál–regulált kináz (ERK)-1/2 mitogén-aktiválta protein kináz (MAPK)  

peroxiszóma proliferátor-aktiválta receptor (PPAR)-γ útvonal aktiválásával fokozzák a 

faggyúlipidek szintézisét. Kimutattuk azt is, hogy a humán szebociták mind mRNS, mind 

fehérje szinten kifejezik az eCB-ok szintézisében és lebontásában szerepet játszó 

kulcsenzimeket, az eCB membrántranszporter farmakológiai gátlása pedig (az eCB-tónus 

emelése révén) mérsékelten fokozta a faggyúlipid-termelést és gyulladáscsökkentő hatást 

eredményezett. Kísérleteink emellett arra a nemvárt eredményre vezettek, hogy az AEA és a 2-

AG mellett a szebociták részt vesznek a „nem-klasszikus” eCB oleoil-etanolamid (OEA) 

metabolizmusában is. Tekintettel arra, hogy az OEA, illetve legfontosabb receptora, a GPR119 

kifejeződéséről és lehetséges szerepéről a humán faggyúmirigyekben még nem állt 

rendelkezésre semmilyen irodalmi adat, kísérleteink első felében az OEA biológiai hatásait 

vizsgáltuk meg humán szebocitákon. 

Kísérleteink második felében a bőr után egy másik fontos barrier, a szaruhártya ECS-ét 

vizsgáltuk meg. Ennek során humán korneális epitélsejtek segítségével arra a kérdésre kerestük 

a választ, hogy ezek a sejtek kifejezik-e az ECS tagjait, valamint, hogy az AEA hogyan 

befolyásolja a virális keratitist (Toll-like receptor 3 aktiváció), illetve fénykárosodást (UVB 

besugárzás) kísérő gyulladásos választ in vitro. 
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3. Irodalmi áttekintés 

3.1. A kannabinoid jelátvitel 

3.1.1. Az endokannabinoid rendszer (ECS) főbb elemei 

A Cannabis sativa (vadkender) az emberiség által az egyik legrégebben termesztett 

haszonnövény, mely már az ősi egyiptomi kultúrában is jelen volt (1). Empirikus alapon a 

történelem folyamán lényegében folyamatosan alkalmaztak különféle kenderkészítményeket 

különböző betegségek és kórállapotok kezelésére, valamint „sajátos” pszichés állapotok 

elérésére. A növényből származó biológiailag aktív hatóanyagokat vizsgáló tudományos igényű 

kutatás a XIX. században kezdődött el; ekkor azonosították ugyanis az első növényi, azaz 

fitokannabinoidot (pCB), a (-)-kannabinolt (CBN). Az 1930-as, 1940-es években már ismert 

volt a CBN szerkezete is, valamint azonosították a (-)-transz-Δ9-tetrahidrokannabinolt (THC) 

és a (-)-kannabidiolt (CBD) is (2). A fenti korai eredmények után az igazi áttörést az 1960-as 

években Raphael Mechoulam munkacsoportjának a felfedezései hozták, amelyekben 

pontosították a pszichotróp hatásokért döntően felelős THC szerkezetét, és módot találtak a 

THC szintetikus előállítására is (3). Ezen felismerések után egy hosszú vitafolyamat vette 

kezdetét arról, hogy mi lehet a THC élettani hatásának a mechanizmusa. Sokáig az volt az 

uralkodó nézet, hogy a THC és a pCB-ok (lévén, hogy erősen lipofil molekulák) egyszerűen a 

sejtmembránba oldódva és membránperturbációt okozva befolyásolják a sejtek működését. 

Ennek a vitának a végére tett pontot az első („CB1”), majd néhány év múlva a második („CB2”) 

kannabinoid kötésre képes receptor azonosítása (4,5). Ezt követően az 1990-es évek első 

felében sikerült azonosítani a receptorok első endogén ligandjait, az arachidonoil-etanolamin 

(ismertebb nevén „anandamid”*, AEA), illetve a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) néven ismertté 

vált „klasszikus” endokannabinoidokat (eCB) (6,7). 

                                                           
* A közismert „anandamid” elnevezés érdekessége, hogy a szanszkrit „ānanda” (आनन्द) kifejezésből származik, 

ami boldogságot jelent. 
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A modern kannabinoid kutatásban az ECS egy komplex jelátviteli hálózattá nőtte ki 

magát. Felépítésében a definíció szigorúságától függően akár több tucat endogén ligand, 

számos ezeket érzékelni képes metabotróp (pl. CB1, CB2, GPR55, GPR119 stb.), ionotróp 

(különböző tranziens receptorpotenciálú [TRP] ioncsatornák), illetve intranukleáris (PPAR) 

receptor, valamint a ligandok szintézisében és lebontásában résztvevő enzim- és 

transzporterrendszer vesz részt (1. ábra) (8–10). A helyzetet tovább bonyolítja, hogy a jólismert 

CBD-n és THC-n túl napjainkra már több mint száz „klasszikus” pCB, illetve számos egyéb, 

kémiai szerkezetükben eltérő, de receptoraffinitásuk alapján a kannabinoidokkal rokonítható 

„nem-klasszikus” pCB azonosítására került már sor (11). A különféle pCB-ok celluláris 

célpontjai között pedig olyan „nem kannabinoid” célpontok is szerepelhetnek, mint egyes 

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

 

1. ábra Az ECS általános felépítése. A kép forrása: (8). A nem triviális rövidítések 

magyarázatát lásd a szövegben, illetve a Rövidítések jegyzékében. 

3.1.2. A kannabinoid receptorok 

A „klasszikus” kannabinoid receptorok 7 transzmembrán régióval rendelkező G-protein-

kapcsolt metabotróp receptorok (12). Amint arról már szó esett, az első kannabinoid receptort, 

a CB1-et az 1990-es évek elején azonosították (4). A CB1-ről azóta kiderült, hogy a központi 

idegrendszerben az egyik legnagyobb gyakorisággal előforduló metabotróp receptorféleség, és 
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számos élettani folyamatot szabályoz (pl. étvágy, hangulati élet, memória stb.) (13). Későbbi 

kutatások során kimutatták, hogy a CB1 receptor a központi idegrendszeren kívül számos 

perifériás szövetben is kifejeződik, így (a teljesség igénye nélkül) jelen van a 

gasztrointesztinális traktus, a máj, a szív, illetve a női és férfi reproduktív szervek, valamint a 

bőr bizonyos sejtféleségein is (8). A CB1 (és a vele szerkezetileg nagyfokú rokonságot mutató 

CB2 receptor is) általában Gi/Go fehérjéhez van kapcsolva, így aktivációja csökkenti a cAMP 

szintet (8). Mindkét receptorra jellemző, hogy nem kizárólag monomer, hanem homo- és 

heteromultimer formában (azaz más G-protein kapcsolt receptorokkal komplexet alkotva) is 

előfordulhat (8,14). 

A CB1 receptorral ellentétben a CB2 inkább a perifériás szövetekben mutat magasabb 

kifejeződést (5,8,9,15). Jelen van egyebek mellett számos professzionális immunsejten (pl. 

makrofágokon, B limfocitákon vagy NK sejteken), így fontos szabályozó szerepet tölt be az 

immunválasz kialakításában (16), de emellett megtalálható a bőr számos sejtféleségén is  (8,9). 

Amint arról már fentebb szó esett, az utóbbi évtized során számos kutatás alátámasztotta, 

hogy a különböző kannabinoid vegyületek a „klasszikus” receptorokon kívül számos más, 

korábban „árvareceptor”-ként azonosított 7 transzmembrán doménnel rendelkező receptort is 

aktiválhatnak, melyek között az egyik legismertebb a GPR119 (17). A GPR119 aktiválódása 

jellemzően Gs-fehérjéhez kapcsolt útvonalon keresztül emeli az intracelluláris cAMP szintet 

(18), ugyanakkor irodalmi adatok alapján jellemző rá, hogy ligandumtól függően különböző 

hatékonysággal több alternatív jelátviteli útvonalat is aktiválhat („elfogult agonizmus”) (19). 

Ezek között kiemelkedő jelentőséggel bír a β-arresztin útvonal, amely nemcsak a G-fehérje-

kapcsolt receptorok deszenzitizálásáért felelős, hanem (egyebek mellett) az ERK1/2 MAPK 

kaszkád aktiválására is képes (20). Ezzel összhangban, egy nemrégiben megjelent 

tanulmányban kimutatták, hogy az oleoil-lizofoszfatidil-inozitolnak a glükagonszerű peptid 

(GLP)-1 szekrécióra gyakorolt hatásait L-sejteken a GPR119 közvetítette, mégpedig az 
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ERK1/2 MAPK és a cAMP – protein kináz A (PKA) – „cAMP response element-binding 

protein” (CREB) útvonalak aktiválása révén (21), míg egy másik tanulmány tanúsága szerint a 

GPR119 aktiválását Ca2+-szint emelkedés is követheti (22). 

Kezdetben a GPR119-et „árvareceptor”-ként klónozták (23), és úgy találták, hogy 

expressziója a hasnyálmirigyben és a gyomor-bélrendszerben a leginkább kifejezett, ezen belül 

is az inzulint szekretáló β-sejtekben és a GLP-1-termelő L-sejtekben a legmagasabb (24–28). 

Emellett nagymértékű expressziója figyelhető meg a glükózdependens inzulinotróp peptidet, a 

kolecisztokinint, a glükagont, valamint a pankreatikus polipeptidet termelő K-, I-, α-, illetve PP 

sejtekben, de kimutatták már rágcsálók agyában és emberi májban is (28–34). Mindezek 

fényében nem meglepő, hogy az elmúlt években több különböző aktivátorát is tesztelték már 

kettes típusú cukorbetegség kezelését célzó klinikai vizsgálatokban (pl.: NCT01043445; 

NCT01453842; NCT04432090; NCT03774095; (35,36))†; arról azonban, hogy a bőrben 

kifejeződik-e, kísérleteink idején még nem állt rendelkezésre irodalmi adat. 

3.1.3. Az eCB-ok 

Amint arról fentebb már szó esett, a „klasszikus” kannabinoid receptorok azonosítását 

követően néhány évvel később izolálták az első „klasszikus” eCB-okat, az AEA-ot és a 2-AG-

t (6,7). Az AEA prekurzora az N-arachidonoil-foszfatidil-etanolamin, aminek az átalakulását 

az N-acil-transzferáz (NAT) katalizálja, a végleges szerkezet kialakítását pedig az N-acil-

foszfatidil-etanolamin specifikus foszfolipáz D (NAPE-PLD) végzi. A vegyület lebontásáért 

felelős legfontosabb enzim a zsírsavamid-hidroláz (FAAH), amely az AEA-ot arachidonsavra 

és etanolaminra bontja (37,38). A másik prototipikus eCB, a 2-AG szintézisében elsősorban a 

diacilglicerol-lipáz (DAGL)-α és -β játszik szerepet, az arachidonsavra és a glicerolra történő 

lebontásáért pedig döntően a monoacilglicerol-lipáz (MAGL) felel (37,38). 

                                                           
† Sajnálatos módon az ígéretes állatkísérletes eredmények ellenére humán vizsgálatokban a GPR119 aktivátorok 

eleddig nem váltották be a hozzájuk fűzött reményeket (36). 
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A „klasszikus” eCB-ok (2. ábra) jellemzően nem raktározódnak, hanem a 

szükségleteknek megfelelően termelődnek és szabadulnak fel a szervezetben (39). Érdekes 

módon, bár lipofil molekulákról van szó, transzmembrán transzportjuk minden valószínűség 

szerint facilitált diffúzióval történik, amit egy mind ez ideig fehérje szinten még nem 

azonosított, hipotetikus transzporter molekula, az eCB membrántranszporter (EMT) (40)‡ 

mediál. 

 

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

Különféle funkcionális assay-k adatai alapján az EMT számos szövet- és sejtféleségben 

jelen lehet. Munkacsoportunk közelmúltban publikált adatai szerint ezen sejtek közé tartoznak 

a faggyúmirigyek (FM) sejtjei, a szebociták is. Az EMT biológiai hatásainak vizsgálatakor 

ráadásul kimutattuk azt is, hogy farmakológiai gátlása nemcsak a „klasszikus” eCB AEA, 

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

                                                           
‡ Bár magát a molekulát még nem azonosították, az EMT létezésére meggyőző funkcionális adatok utalnak (40), 

és léteznek szelektív farmakológiai inhibitorai is (a szabadalmi bejegyzés azonosítója: US10414721B1). 

AEA

2- AG

OEA
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anorexigén lipidként írták le, amely testsúlycsökkenést idéz elő különféle rágcsálómodellekben 

(42–44), később pedig kiderült róla, hogy hatásait több lehetséges célpontot (TRPV1, PPARα, 

illetve GPR119) aktiválva is kifejtheti (45–50), a bőrben játszott lehetséges szerepéről azonban 

kísérleteink idején még nem állt rendelkezésre irodalmi adat. 

3.2. A bőr 

3.2.1. A bőr, mint barrier 

A bőr (3. ábra) a maga mintegy 1,8 m2-es felszínével (átlagos felnőtt) az emberi test 

egyik legnagyobb szerve. Amellett, hogy egy jól felépített védőpajzsként szolgál a 

potenciálisan veszélyes fizikokémiai és biológiai ártalmakkal szemben, fontos szerepe van a 

szervezet hő- és a vízháztartásának szabályozásában is. Emellett képes különféle hormonok 

termelésére, valamint tápanyagraktárként és érzékszervként is funkcionál (51). 

 

3. ábra A bőr szerkezete és felépítése (52) 

v

Szőrszálak

Tapintásérző test

Fájdalomérző idegvégződés

Faggyúmirigy

Szőrtüsző

Zsírszövet Erek Szőrmerevítő izom Idegek

Nyomásérzékelő idegvégződés

Verejtékmirigy

Hám

Irha

Bőralja
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Szövettanilag a bőrt három nagyobb rétegre oszthatjuk: epidermisz (hám), dermisz (irha) 

és szubkutisz (bőralja) (51). A már említett összetett védelmi feladatait fizikokémiai, 

immunológiai, illetve mikrobiológia barriert létrehozva látja el. A fizikokémiai barrier 

legfontosabb összetevője az epidermisz, azon belül is a stratum corneum. Ezen réteg 

terminálisan differenciált keratinocitákból áll, melyeket egy extracelluláris lipidmátrix vesz 

körül (53). Ezen protektív lipidréteget egészíti ki a faggyúmirigyek által termelt és a 

bőrfelszínre juttatott olajos, viaszos faggyú (szébum) (54–57). A mikrobiológiai barriert a 

bőrünkön élő „hasznos” mikroorganizmusok hozzák létre (58,59). Ezek a mikrobák egyfelől a 

kolonizációs rezisztencia révén kiszorítják a potenciális patogéneket, másfelől pedig 

folyamatosan kommunikálnak a bőr különböző sejttípusaival és szabályozzák azok működését: 

segítik egyebek mellett a megfelelő hámsejtérést, illetve befolyásolják a bőr különböző 

sejtjeinek immunológiai viselkedését is (60,61). Az immunológiai védőfunkció a bőrben 

megtalálható rezidens sejttípusok (pl. keratinociták, szebociták stb.) és az adaptív 

immunrendszer tagjainak szoros együttműködése révén valósul meg. Fontos megjegyezni, 

hogy a bőr sejtjei kifejeznek számos patogén-asszociált molekuláris mintázatot felismerő 

receptort (pl. különféle Toll-like receptorokat [TLR] stb.), illetve antimikrobiális peptidek 

(AMP) és lipidek (AML) mellett citokineket és kemokineket is termelnek, amelyek révén 

szabályozhatják a professzionális immunsejtek toborzását és aktivitását, így magát az 

immunválaszt is (54,62–65). 

3.2.2. A faggyúmirigyek 

Munkacsoportunk évek óta foglalkozik az emberi bőr élettani folyamatainak különböző 

aspektusaival, beleértve a különféle bőrfüggelékek, így a faggyú- és a verejtékmirigyek, 

valamint a szőrtüszők vizsgálatát is. A faggyúmirigyek jellemzően a szőrtüszőkhöz 

kapcsolódnak, és holokrin szekrécióval folyamatosan faggyút bocsátanak a bőrfelszínre 

(66,67). A felszabaduló faggyú a szőrcsatornán keresztül jut a bőrfelszínre, és védőréteget 
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képez az epidermisz és a szőrszálak körül. A faggyú emellett antimikrobiális és antioxidáns 

tulajdonságokkal is rendelkezik, illetve (zsírsavtartalma révén) hozzájárul§ a „savköpeny” 

kialakításához is (54,68–71), egyes faggyúlipidek pedig képesek befolyásolni a perifollikuláris 

makrofágok és egyéb immunsejtek aktivitását is (72–74). 

A fentiek fényében könnyen érthető, hogy a faggyútermelés mellett a faggyúmirigyek 

immunológiai szerepe is számottevő. A szebociták számos patogén-asszociált molekuláris 

mintázatot felismerő receptorral rendelkeznek (pl. TLR-ok, CD14 stb.), melyek képesek 

felismerni a különféle patogéneket (70,75). Emellett számos gyulladásos citokin (pl. interleukin 

[IL]-6, IL-8, tumornekrózis faktor-α stb.) felszabadítása révén jelentős szerepet játszanak a 

lokális gyulladásos folyamatok elindításában és szabályozásában, és termelnek AMP-eket (pl. 

LL-37 katelicidin, β-defenzinek stb.), illetve AML-eket is (pl. szapiénsav, palmitinsav [C16:1], 

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

A faggyú emellett (a verejték viszkozitását befolyásolva) részt vesz a hőszabályozásban, 

és hozzájárul a bőr fénykárosodással szembeni védelméhez, valamint hatással van a 

szőrnövekedésre is (76). Végezetül azt is fontos megemlíteni, hogy a faggyúmirigyek 

expresszálják a szteroidszintézishez szükséges enzimeket, és képesek androgén hormonok in 

situ termelésére, valamint őssejtraktárként is funkcionálnak (56). 

A fenti, sokrétű feladatok fényében nem meglepő, hogy a faggyúmirigyek működésének 

zavarai szerepet játszanak különböző bőrbetegségek patogenezisében (71,77–79). A fokozott 

mennyiségű és/vagy megváltozott minőségű faggyútermelés az egyik leggyakoribb 

bőrbetegség, az akne egyik fő jellemzője (80), míg a faggyúmirigyek atrófiája egyebek mellett 

pikkelysömörös léziókban fordul elő (81). 

                                                           
§ Újabb adatok alapján ez a hozzájárulás kevésbé tűnik jelentősnek, mint azt korábban feltételezték (68). 
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Amint arról fentebb már szó esett, a faggyútermelés holokrin szekréció révén valósul 

meg. Ennek során a sejtek előbb lipideket halmoznak fel a citoplazmájukban, majd 

apoptotizálnak, és a membránjaik széttöredeznek. A faggyú összetétele erősen fajspecifikus. 

Az emberi faggyú lipidfrakciójának fő összetevői a trigliceridek, a digliceridek és a szabad 

zsírsavak (~57,5%), kisebb mennyiségben pedig viaszészterek (~26%), szkvalén (~12%) és 

koleszterin (~4,5%) is előfordul benne (82). Más fajoknál egyes összetevők vagy hiányoznak 

(például a szkvalén) vagy eltérő mennyiségben vannak jelen (69). A lipidek mellett jelentős 

fajspecifikus különbségek vannak a faggyúmirigyek szerkezetét és a szövettani markereit 

illetően is (83,84). Vélhetőleg döntően ezek az eltérések magyarázzák, hogy miért különböznek 

a faggyúmirigyhez társuló betegségek az egyes fajok között, és miért (szinte)** kizárólag az 

emberekre jellemző az akne kialakulása. 

3.2.3. Az akne 

Az akne a faggyúmirigyekhez köthető legismertebb, legjellemzőbb bőrbetegség. Egyes 

becslések szerint világszerte ez a 8. leggyakoribb betegség (87), amely csak az Egyesült 

Államokban évente közel 50 millió embert (főleg serdülőket és fiatal felnőtteket) érint (88). A 

betegség hosszú távú következménye lehet maradandó hegek, illetve pigmentációs zavar 

kialakulása. Az akne természetesen nem okoz közvetlenül életveszélyt, de (különösen a súlyos 

formái) nagymértékben ronthatják a betegek életminőségét, és másodlagos pszichés zavarok 

kialakulásához vezethetnek (89). A serdülőkor köztudottan olyan időszak, amely különösen sok 

pszichés zavarral, szorongással jár, és a serdülők hajlamosak arra, hogy érzékenyen reagáljanak 

testüket és megjelenésüket érintő változásokra. Nem meglepő módon a pattanásosság 

kialakulása rontja a serdülők életminőségét, és hatással van az önértékelésükre is (90,91). A 

pattanásos fiatalok elégedetlenek a testükkel, gyakran haszontalannak érzik magukat, és 

                                                           
** Kutyák és macskák esetében előfordulhatnak aknéra hasonlító elváltozások, de ezek kialakulásának 

mechanizmusa nem teljes mértékben tisztázott, és vélhetőleg bizonyos elemeiben különbözik az emberre jellemző 

akne esetén megfigyelhetőtől (85,86). 
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kevésbé büszkék magukra, mint egészséges társaik (92). Az akne emellett szorongás, 

depresszió, valamint (súlyos esetben) akár öngyilkossági gondolatok megjelenéséhez is 

vezethet (93). Ráadásul az akne kezelésére világszerte elköltött pénz 2027-re egyes becslések 

szerint eléri majd az évi 7,19 milliárd USD-t (94), így a pszichés mellett adott esetben jelentős 

anyagi terhet is jelenthet a benne szenvedőknek. 

Az akne kialakulásában több egymással összefüggő tényező vesz részt. Ezek közül a 

legfontosabbak a megváltozott mennyiségű és minőségű faggyútermelés, a patogén 

Cutibacterium (korábban Propionibacterium) acnes törzsek kolonizációja, a faggyúmirigyek 

kivezetőcsöveinek hiperkeratinizációja, illetve kóros gyulladásos folyamatok elindulása (95–

99). A C. acnes a normál bőrflóra része, azonban a különböző C. acnes törzsek képesek a 

keratinociták, makrofágok és szebociták esetében is indukálni egyes gyulladásos citokinek (pl. 

IL-1β, IL-8 és IL-17) termelődését (96–99). A megnövekedett citokintermelés ezután tovább 

fokozza a faggyútermelést, illetve hozzájárul a kivezetőcső hiperkeratinizációjához és ezzel a 

komedók kialakulásához is (54,70). 

Amint arról már fentebb szó esett, a faggyútermelés nemcsak mennyiségében fokozódik, 

hanem minőségében is megváltozik. Ezek a változások (pl. a fokozott zsírsav-deszaturáció, a 

lipidperoxidok jelenléte, valamint a faggyú E-vitamin tartalmának csökkenése) szintén 

elősegítik az infundibuláris hiperkeratinizációt és ezzel a komedók kialakulását. Végezetül a 

komedóképződés elősegíti az anaerob (aerotoleráns) patogén C. acnes törzsek további 

szaporodását, ami további gyulladásos folyamatokat indít el. Ezek a folyamatok tovább növelik 

a faggyútermelést, és ezzel bezárják a patogenezis „ördögi kör”-ét (4. ábra) (54,70,95).  
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4. ábra Az akne klinikai képe 

A kép forrása: https://step2.medbullets.com/dermatology/120041/acne-vulgaris Letöltve: 2021.04.12. 

Az aknéban szenvedő betegek a bőrelváltozások száma és típusa alapján enyhe, közepes 

vagy súlyos kategóriába sorolhatók. Kezelésükre több készítmény is a rendelkezésre áll; a 

megfelelő kezelés kiválasztása a betegség súlyosságán és az adott szer tolerálhatóságán alapul. 

Jelenleg az akne kezelésének a gerincét a lokális és/vagy szisztémás izotretinoin (13-cisz-

retinsav) kezelés jelenti, melyet (a hegképződés veszélyének csökkentésére) az újabb adatok 

alapján érdemesnek tűnik a betegség minél koraibb fázisában alkalmazni. Az izotretinoin képes 

gátolni az akne kialakulásának minden lényeges mozzanatát, így a fokozott faggyútermelést, a 

hiperkeratinizációt és a kóros gyulladást is; sőt, még a C. acnes kolonizációt kedvező irányba 

befolyásolja. Használatát azonban sajnálatos módon komoly mellékhatások (pl. a 

vérlemezkeszám csökkenése, allergiás reakciók, bőrszárazság, fényérzékenység, 

májkárosodás, teratogenitás vagy pszichés problémák) kísérhetik (70,100–102). Az izotretinoin 

mellett (illetve esetenként helyett) természetesen más gyógyszerek (pl. antibiotikumok, anti-

androgének, azelainsav, benzoil-peroxid stb.), és egyéb terápiás megoldások (pl. lézerterápia, 

fényterápia, kémiai hámlasztás) is szóba jöhetnek (88), ezek terápiás értéke azonban jellemzően 

elmarad az izotretinoinétól. Tekintetbe véve az izotretinoin fentebb részletezett lehetséges 

mellékhatásait, könnyen érthető, hogy jelentős igény mutatkozik új, hatékony, de lehetőleg 

kedvező mellékhatásprofilú szerek azonosítására, ami viszont nem képzelhető el a 

https://step2.medbullets.com/dermatology/120041/acne-vulgaris
https://step2.medbullets.com/dermatology/120041/acne-vulgaris
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faggyúmirigyek biológiájának jobb megismerése nélkül. Mindezek dacára érdekes módon az 

elmúlt két évtizedben nem törzskönyveztek új hatásmechanizmussal működő anti-akne 

készítményt az Egyesült Államokban (103). 

3.2.4. Az SZ95 humán, immortalizált szebocita sejtvonal 

A humán faggyúmirigyek vizsgálatára sajnálatos módon nem áll rendelkezésre megfelelő 

állatmodell (104); a primer humán szebociták pedig természetes differenciálódásuk során 

apoptotikus sejthalálfolyamaton mennek keresztül, és végül a sejtek egésze faggyúvá alakul 

(holokrin szekréció) (70). Mindezek alapján érthető, hogy a primer szebocitákat izolálásukat 

követően csupán néhány passzázsig lehet tenyészteni, ami jelentősen korlátozza a kísérletes 

célokra elérhető maximális sejtszámot (105). A probléma kiküszöbölésében és ezzel a 

szebociták biológiájának jobb megismerésében hatalmas szerepe volt Christos C. Zouboulisnak 

és munkatársainak, akik egy 87 éves nő arcbőréből sikeresen izoláltak szebocitákat, melyeket 

SV40 vírus „T” antigénjével transzfektálva immortalizáltak, így létrehozva az első humán 

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

Az elmúlt évtizedek során az SZ95 szebociták a humán faggyúmirigyek jó modelljének 

bizonyultak, hiszen megtartották a primer humán szebociták főbb tulajdonságait (pl. 

morfológia, faggyúlipid-összetétel, antigénexpressziós-profil stb.) (105–107), és a primer 

szebocitákhoz hasonlóan reagálnak androgén, valamint retinoid kezelésre (106,108,109). 

Immundeficiens egerekbe xenotranszplantálva emellett képesek voltak faggyúmirigyszerű 

struktúrákat létrehozni (110). 

Az évek során más munkacsoportok is létrehoztak immortalizált szebocita sejtvonalakat 

(SEB-1, illetve Seb-E6E7), és az eddigi eredmények alapján az ezek felhasználásával szerzett 

adatok nem mutatnak lényeges eltérést az SZ95 szebociták vizsgálatával nyertektől 

(54,56,107). Mivel munkacsoportunk az évek során számos alkalommal használta sikerrel az 
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SZ95 szebocitákat (39,111–116), a jelen dolgozat alapjául szolgáló kísérletek során is ezzel a 

sejtvonallal dolgoztunk. 

3.3. A szaruhártya 

3.3.1. A szaruhártya felépítése 

A szaruhártya (kornea) a szemgolyó külső védőburkának az elülső, áttetsző része. A szem 

szaruhártyájának fontos funkciói közé tartozik a szem belsejében levő struktúrák védelme, 

emellett pedig kulcsszerepe van a szembe belépő fény törésében is, hiszen körülbelül 40–44 D 

a fénytörési képessége, amely a szem teljes törőerejének kb. 65-70%-át teszi ki (117). A 

szaruhártya átlátszó, élettani esetben avaszkuláris szövet (118). Kívülről befelé haladva 5 

rétegre oszthatjuk: a többrétegű, el nem szarusodó hámból álló korneális epitéliumra, a 

Bowman-hártyára, a strómára, a Descemet-membránra és az egyrétegű endotéliumra (119) (5. 

ábra). 

 

5. ábra A szaruhártya felépítése sematikusan 

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

A korneális epitélium körülbelül 50 μm vastagságú, 5-6 sejtsorból álló el nem szarusodó 

laphám, a bazális rétegben henger alakú, a felszín felé egyre laposabb sejtekkel, ami egy 

egységes, sima felületet biztosít (117). Az epitélium külső felszínén lévő könnyréteg mucin 

Epitélium
Bowman-membrán

Stróma

Descemet-membrán

Endotélium

Szaruhártya

https://hu.wikipedia.org/wiki/Emberi_szem
https://hu.wikipedia.org/wiki/F%C3%A9nyt%C3%B6r%C3%A9s
http://www.corneabank.hu/corn=5.php
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komponensét a kötőhártya kehelysejtjei termelik (120). A szaruhártya epiteliális sejtjeinek 

élettartama 7-10 nap. A korneális epitél strukturális integritását tight junction-ök, valamint 

további sejtkapcsoló komplexumok (dezmoszómák, gap junciton-ök, illetve adharens junkciók) 

biztosítják. A korneális epitélium bazális sejtsora az alatta található bazális membránnal 

hemidezmoszómákon keresztül létesít kapcsolatot, amelyek megakadályozzák az epitélium 

leválását az alatta lévő rétegekről (121). A következő réteg a Bowman-membrán. Vastagsága 

átlagosan 6-9 μm, jellemzően I-es és V-ös típusú kollagén, valamint a proteoglikánok építik fel. 

Fő feladata a stróma védelme; regenerációra nem képes, így amennyiben a kornea sérülései ezt 

a réteget is érintik, az a szaruhártya átlátszóságának maradandó károsodásával jár (122). A 

Bowman-membrán alatt található a stróma; ez teszi ki a szaruhártya vastagságának közel 80-

85%-át. Átlátszóságát a benne található rostok és egyéb extracelluláris mátrix elemek, valamint 

a keratociták precíz elrendeződésének köszönheti (123). Az alatta található réteg a Descemet-

membrán, mely voltaképp az endotélsejtek bazális membránja. Ez a Bowman-membránnál 

vékonyabb hártya a strómához hasonlóan szabályszerűen elrendezett, főként az I-es típusú 

kollagénrostoknál kevésbé merev, IV-es típusú kollagénrost-rétegekből áll (124). A szaruhártya 

legbelső rétege az egyrétegű endotél, mely az elülső csarnokot határolja elölről (125). Az 

endotélsejtek képezik a csarnokvíz-kornea gátat, és nagyfokú Na+/K+-pumpa aktivitásuk révén 

kivonják a fölösleges folyadékot a szaruhártyából, amivel elősegítik a kornea normál, dehidrált 

állapotának fenntartását (126). 

3.3.2. A humán korneális epitélium (kór)élettanának a disszertáció szempontjából 

releváns vonatkozásai 

A korneális epitélsejtek a szaruhártya legkülső rétegét alkotják, így ezen sejtek 

találkoznak először a külvilágból érkező ingerekkel, fizikokémiai hatásokkal, mikrobákkal. 

Ezek a sejtek a fizikai és immunológiai barrier létrehozásával nemcsak passzív elszenvedői 

ennek a találkozásnak, hanem ennek nyomán különféle válaszokat adnak, pl. citokineket és 
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kemokineket termelnek, amelyek befolyásolják a lokális gyulladásos folyamatokat (127). A 

szaruhártya epitéliumának károsodása gyulladást válthat ki, ami a barrier károsodásához, 

vagy - ha a károsodás kiterjedtebb – akár a kornea beereződéséhez is vezethet, ami a látás 

elvesztését eredményezheti (127). Mindezek fényében nem meglepő, hogy a kornea 

gyulladásos folyamatai, illetve a szaruhártya reepitelizációja egy intenzíven tanulmányozott, 

komoly kihívást jelentő területe a kísérletes szemészetnek (128–130). 

A szaruhártya gyulladásos válaszának kialakulásában fontos szerepet játszik a tranziens 

receptorpotenciálú (TRP) ioncsatornák vanilloid alcsaládjába tartozó (ionotróp kannabinoid 

receptorként is funkcionáló (8)) TRPV1, ami kifejeződik a kornea trigeminális 

idegvégződéseiben (131) és a korneális epitélsejteken is, ahol a csatorna aktivációja 

súlyosbíthatja a szaruhártya gyulladásos folyamatait (132). A TRPV1 egy dominánsan Ca2+-ra 

permeábilis, nem-szelektív kationcsatorna (133), amit fizikai és kémiai stimulusok széles 

spektruma képes aktiválni (134), és testszerte központi szerepet játszik a fájdalomérzet és a 

gyulladásos folyamatok kialakításában (135). Ennek fényében nem meglepő, hogy a 

szaruhártyán betöltött szerepét vizsgálva a közelmúltban kimutatták, hogy a TRPV1 aktiválása 

fokozza egyes gyulladásos citokinek és kemokinek kifejeződését a szaruhártya epitélsejtjein 

(132). Azt, hogy a TRPV1 milyen fontos szerepet játszik a szaruhártya gyulladásos és a 

sebgyógyulási folyamataiban az is alátámasztja, hogy TRPV1-et nem expresszáló állatok 

esetében nem alakult ki kóros gyulladás és fibrózis lúg indukálta korneasérülés esetén (136). 

Ezen adatok alapján a TRPV1 ígéretes terápiás célpont lehet a szemet érintő gyulladásos 

folyamatok kezelése során. 

A gyulladáscsökkentő és fájdalomcsillapító kezelések egy másik ígéretes, „nem 

konvencionális” módja lehet különböző kannabinoidok és kannabisz készítmények 

alkalmazása (8,137). Régóta ismert, hogy a különböző kannabisz készítmények a szaruhártyán 

fájdalomcsillapító hatásúak, olyannyira, hogy az ezt kihasználó Gayer-tesztet (138) évtizedekig 
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alkalmazták a marihuána kivonatokból származó hatóanyagok biológiai hatáserősségének 

tesztelésére (139,140). 

Természetesen a fenti, ma már inkább csak tudománytörténeti jelentőséggel bíró 

adatokon túl újabb eredmények is szólnak amellett, hogy a kannabinoid rendszer egyes tagjai 

jelen lehetnek a korneában. Valóban; irodalmi adatok alapján a CB1 kifejeződik humán 

korneális epitélsejteken (141). A CB1 aktiválása a WIN55,212-2 nevű szintetikus agonistával, 

illetve AEA-dal fokozta a sejtek intracelluláris kalciumkoncentrációját, a hatás pedig nagy 

valószínűséggel a TRPV1 közvetett aktiválása révén alakult ki, hiszen a TRPV1 antagonista 

kapszazepin alkalmazásakor nem alakult ki (141). Bár ez a megfigyelés arra enged 

következtetni, hogy az epidermális keratinocitákhoz hasonlóan (142) a CB1 és a TRPV1 

biológiai aktivitása bizonyos esetekben együttesen, szekvenciálisan összekapcsolódva 

érvényesülhet, más adatok azt sugallják, hogy eltérő biológiai hatások kialakulásához is 

vezethet az aktivációjuk a szaruhártya epitélsejtjeiben. Ez utóbbi elképzeléssel összhangban 

Yang és munkatársai kimutatták, hogy a szelektív TRPV1 aktivátor kapszaicinnel történő 

kezelés elősegíti bizonyos gyulladásos citokinek felszabadulását ezekben a sejtekben. Ez a 

hatás CB1-függő módon gátolhatónak bizonyult, mivel a CB1 antagonista AM251 jelenlétében 

az AEA gyulladáscsökkentő hatása nem alakult ki (141). Tekintettel arra, hogy az AEA más 

eCB-okkal együtt jelen van a humán korneális epitélsejtekben (143), ezek az eredmények arra 

utalnak, hogy az AEA-függő CB1 aktiváció egy folyamatos gyulladáscsökkentő tónust alakíthat 

ki ezeken a sejteken. 

A fenti hipotézis továbbgondolása izgalmas kérdéseket vet fel a kornea ECS-ével 

kapcsolatban. Minthogy a szaruhártya élettani körülmények között egy avaszkuláris szövet, az 

itt kimutatott eCB-ok nem származhattak a keringésből, ami arra utal, hogy a kornea egyes 

sejtjei képesek lehetnek az eCB-ok de novo szintézisére, azonban az eCB-ok metabolizmusában 

részt vevő enzimrendszer tagjainak kifejeződéséről kísérleteink idején még nem állt 
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rendelkezésre irodalmi adat. Mindezek fényében a korneális epitéliumot érintő kísérleteink 

során a célunk az volt, hogy megvizsgájuk az eCB-metabolizmus legfőbb enzimeinek a 

kifejeződését a szaruhártyában, illetve, hogy klinikailag releváns gyulladásos körülmények 

között tanulmányozzuk az AEA esetleges gyulladáscsökkentő hatását. Ez utóbbi cél eléréséhez 

UVB besugárzást (144,145), valamint (a virális keratitiszeket modellezendő) TLR3 aktivátor 

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

3.3.3. A humán korneális epitélsejtek in vitro modellje: a humán, immortalizált 

korneális epitélsejtek (HCEC-ek) 

A humán korneális epitélium vizsgálatát nehezíti, hogy a sejtek primer tenyészetéhez 

lényegében lehetetlen hozzájutni, a különféle állatmodellek használata pedig nehézkes, 

ráadásul a „3R” elv értelmében az állatkísérleteket ideálisan meg kell előznie valamilyen 

egyszerűbb, sejtes modellben történő vizsgálatnak. Mindezen kihívásokat tekintetbe véve jelen 

kísérleteinket egy rekombináns SV40-adenovírus vektor segítségével immortalizált humán 

korneális epitélium eredetű sejtvonalon (HCEC) végeztük (147). A felhasznált HCEC-ek még 

hosszú tenyésztést követően is képesek voltak megőrizni a primer korneális epitélsejtekre 

jellemző morfológiai és funkcionális sajátságaikat (pl. keratinexpressziós profil stb.) (147), így 

egy jól működő, elfogadott modellnek számítanak (6. ábra).  

 

6. ábra A HCEC sejtvonal fázis-kontraszt mikroszkópos képen  

kép forrása: (148)   
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4. Célkitűzés 

A fentiek fényében a jelen dolgozatban bemutatandó vizsgálatok keretein belül a 

következő kérdések megválaszolását tűztük ki célul: 

1. Milyen hatást gyakorol az OEA a humán szebociták biológiai folyamataira, és mi a 

hatás mechanizmusa? 

2. Az ECS mely tagjai vannak jelen humán korneális epitélsejteken? 

3. Milyen hatást gyakorol az AEA kezelés a HCEC-ek UVB irradiációra, illetve TLR3 

aktivációra adott gyulladásos válaszaira? 
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5. Anyagok és módszerek 

5.1. A kísérletek során felhasznált kémiai ágensek áttekintése 

A kísérletek során alkalmazott OEA-ot, AEA-ot és a STAT5-inhibitort (2-[(4-oxo-4H-1-

benzopiran-3-il) metilén]hidrazid 3-piridinkarboxilsav; [STAT5i]) a Cayman Chemical 

Company-tól (Ann Arbor, MI, USA) vásároltuk. Az Escherichia coli 026:B6-ból származó, γ-

besugárzott lipopoliszacharidot (LPS), az arachidonsavat (AA), a linolsavat (LA) és a 

tesztoszteront (T) a Sigma-Aldrichtól (St. Louis, MO, USA) szereztük be. A PD 98059-et 

(ERK1/2 MAPK-inhibitor) (149) a Calbiochemtől (Darmstadt, Németország), míg a SU 3327-

et (JNK-inhibitor) (150), a GSK 690693-at (Akt/PKB-inhibitor) (151), a 666-15 vegyületet 

(CREB-inhibitor) (152) és a GW 6471-et (PPARα-antagonista) (153) a Tocristól (Bio-Techne 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) vásároltuk. Az OEA-ot, AEA-ot, LA-at és AA-at 

abszolút etanolban oldottuk (VWR International Kft, Radnor, Pennsylvania, USA), míg a 

dimetil-szulfoxid (DMSO; VWR International Kft.) volt a PD 98059, a SU 3327, a GSK 

690693, a 666-15 vegyület, a STAT5i és a T oldószere. Az LPS-t szűrt desztillált vízben 

oldottuk fel. A korneális epitélsejteken végzett kísérletekhez a p(I:C)-t az Invivogentől 

vásároltuk (San Diego, CA, USA), és nukleázmentes vízben oldottuk fel. 

Annak érdekében, hogy kizárhassuk az esetleges nem-specifikus oldószerhatásokat, 

minden anyagból ezerszeres töménységű törzsoldatot készítettünk, amiket a gyártó javaslata 

alapján -20°C-on vagy 4°C-on tároltunk. A törzsoldatokból közvetlenül a kezelés előtt 

készítettük el a szükséges munkaoldatokat a sejtek tápoldatában ezerszeres hígítást alkalmazva, 

és ügyelve arra, hogy az összehasonlítandó kezelések mindig azonos „oldószerháttéren” 

valósuljanak meg. Ezzel összhangban vizsgálataink során kontrollként minden esetben az 

anyagok oldószerével megfelelő hígításban kezelt sejteket használtunk. 
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5.2. Sejttenyésztés 

A SZ95 tenyésztő médiuma a Sebomed™ Basal Medium (Biochrom, Berlin, 

Németország) volt, melyet 10 (V/V)% hővel inaktivált magzati szarvasmarha szérummal (FBS; 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 1 mM CaCl2-dal (VWR International Kft.) 

és 5 ng/ml humán rekombináns epidermális növekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint 

MycoZap™ Plus‐CL-lel (1:500; Lonza, Bázel, Svájc) egészítettünk ki. A tápoldatot minden 

második napon cseréltük, és a konfluencia indukálta differenciálódás elkerülésére 60-70%-os 

konfluencia szintnél passzáltuk a tenyészeteket. 

A HCEC-ek (147) tenyésztő médiuma 1:1 arányú Ham’s F12 és Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) keveréke volt, melyet 6 

(V/V)% hővel inaktivált FBS-sel (Thermo Fisher Scientific), 1 mM CaCl2 (VWR International 

Kft.), 5 ng/ml humán rekombináns epidermális növekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint 

MycoZap™ Plus‐CL-lel (1:500; Lonza) egészítettünk ki. 

Bár az alkalmazott antibiotikum hatékony védelmet jelent a Mycoplasma fertőzéssel 

szemben, a tenyészetek Mycoplasma státuszát rendszeresen ellenőriztük MycoAlert™ PLUS 

Mycoplasma Detection Kit segítségével (Lonza), és minden esetben negatív eredményt 

kaptunk. A tenyésztést mindkét sejttípus esetében 37°C-on, 5% CO2 tartalmú, párásított 

légtérben végeztük. A sejtek tenyésztését Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Pénzes Zsófia, 

Shahrzad Alimohammadi, Horváth Dorottya és Dr. Magi József végezte. 

5.3. A szebociták intracelluláris lipidtartalmának meghatározása 

Az intracelluláris lipidtartalom szemikvantitatív meghatározására fluoreszcens Nile Red 

jelölést alkalmaztunk. A sejteket 20.000 sejt/lyuk denzitásban vittük fel speciális, fluoreszcens 

mérésekhez optimalizált („black well/clear bottom”) 96 lyukú lemezekre (Greiner Bio-One, 

Frickenhausen, Németország), majd elvégeztük a megfelelő kezeléseket. A felülúszó 

eltávolítása után a sejteket kétszer mostuk foszfát-pufferelt sóoldattal (PBS; 115 mM NaCl, 20 



27 

mM Na2HPO4, pH 7,4; mindegyik a Sigma-Aldrich-tól) majd 100 µl PBS-ben oldott Nile Red 

oldatot (Sigma-Aldrich) mértünk a sejtekre (végkoncentráció: 1 μg/ml), és 30 percen keresztül 

37°C-on inkubáltuk őket. Az egyes lyukak fluoreszcencia intenzitását „well scan” 

üzemmódban, kilenc elkülönülő mérési pont adatait átlagolva mértük le FlexStation 3 készülék 

(Molecular Devices, San Francisco, CA, USA) segítségével (excitáció: 485 nm; emisszió: 565 

nm). Minden kezelést legalább négy ismétléssel végeztünk; a kapott eredményeket a kontroll 

százalékában, átlag±SEM formában adtuk meg. A méréseket Angyal Ágnes, Dr. Markovics 

Arnold, Ádám Dorottya, Tóth Kinga Fanni és Dr. Magi József végezte. 

5.4. Az életképesség vizsgálata (MTT-assay) 

A szebociták és a HCEC-ek életképességének vizsgálatára MTT-assay-t alkalmaztunk. A 

módszer lényege, hogy az élő sejtek mitokondriumaiban fellelhető mitokondriális 

dehidrogenázok hatására a sárga színű 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólium-bromid 

(MTT; Sigma-Aldrich) lila színű formazán kristállyá alakul át, mert az enzimek hasítják a 

kiindulási vegyületben található tetrazólium gyűrűt. A sejteket 96 lyukú lemezekre 

szélesztettük 20.000 sejt/lyuk denzitásban a szebociták és 10.000 sejt/lyuk a korneális 

epitélsejtek esetében, majd az ábrákon jelzettek szerint kezeltük őket. Ezt követően a felülúszó 

eltávolítása után minden lyukba 100 µl PBS-ben oldott MTT oldatot (végkoncentráció: 0,5 

mg/ml) pipettáztunk, és 37°C-on 3 órán át inkubáltuk a sejteket. Az MTT oldat eltávolítása után 

minden lyukhoz 100 µl „MTT szolubilizáló oldatot” (81 [V/V]% 2-propanol, 9 [V/V]% 1 M 

HCl, 10 [V/V]% Triton X-100; [mind Sigma-Aldrich]) adtunk. Ezután a sejteket 15 percig 

szobahőmérsékleten inkubáltuk közepesen intenzív rázatás mellett, amivel feloldottuk a 

sejteket és bennük keletkezett kristályokat. Az így keletkezett homogén oldatok abszorbanciáját 

565 nm-en mérve határoztuk meg (FlexStation 3 készülék; Molecular Devices), amely jól 

korrelál az élő sejtek számával. Minden kezelést legalább négy ismétléssel végeztünk, az 
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adatokat a kontroll százalékában, átlag±SEM formában adtuk meg. A méréseket Angyal Ágnes, 

Dr. Markovics Arnold, Ádám Dorottya, Tóth Kinga Fanni és Dr. Magi József végezte. 

5.5. Az apoptózis és a nekrózis vizsgálata 

A mitokondriális membránpotenciál csökkenése az apoptózis egyik legkorábbi markere 

(154). Az esetleges apoptotikus folyamatok azonosítására MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit 

(Life Technologies) segítségével vizsgáltuk az SZ95 szebociták mitokondriális 

membránpotenciálját. A szebocitákat 20.000 sejt/lyuk denzitásban szélesztettük a már említett 

„black well/clear bottom” 96 lyukú lemezekre (Greiner Bio-One), majd a jelzett módokon 

kezeltük őket. A felülúszó eltávolítása után a sejteket 30 percig inkubáltuk 37°C-on a megfelelő 

festékkel (1,1′,3,3,3′,3′-hexametil-indodikarbocianin-jodid; a továbbiakban „DilC1(5)”), ahol a 

festéket 1:200 arányban hígítottuk PBS-ben (50 μl/lyuk). A DilC1(5) a mitokondriális 

membránpotenciál függvényében halmozódik fel a sejtek mitokondriumaiban, ennek 

megfelelően a korai apoptotikus jeleket mutató sejtekben csökkent fluoreszcencia intenzitást 

mérhetünk. Az inkubációt követően 100 µl/lyuk PBS-sel kétszer mostuk a sejteket, a 

fluoreszcencia intenzitást (excitáció: 630 nm; emisszió: 670 nm) FlexStation 3 készülék 

(Molecular Devices) segítségével mértük le. Minden kezelést legalább négy ismétléssel 

végeztünk, a relatív fluoreszcenciát a kontroll százalékában, átlag±SEM formában adtuk meg. 

Az apoptózis pozitív kontrolljaként egy mitokondriális szétkapcsoló molekulát, a karbonil-

cianid m-klorofenil-hidrazont (CCCP; Life Technologies) alkalmaztunk a DilC1(5) 

munkaoldatban 1:200 arányban hígítva (30 perc, 37°C). 

A nekrotikus folyamatok vizsgálatát SYTOX Green (Life Technologies) fluoreszcens 

festéssel végeztük. A módszer lényege, hogy a festék csak a nekrózist szenvedett sejtek sérült 

plazma, illetve magmembránján keresztül képes a sejtmagba jutni, és ott a duplaszálú DNS-hez 

kötődni, míg az ép felszíni membránnal rendelkező, egészséges sejtek elhanyagolható SYTOX 

Green festési intenzitást mutatnak. A sejteket 96 lyukú („black well/clear bottom”) lemezekre 
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(Greiner Bio-One) szélesztettük 20.000 sejt/lyuk denzitásban, majd az ábrákon jelzettek szerint 

kezeltük őket. Ezután a felülúszót eltávolítottuk, a sejteket pedig PBS-ben hígított SYTOX 

Green (Life Technologies) reagenssel (végkoncentráció: 1 μM) inkubáltuk (30 perc; 37°C; 50 

μl/lyuk). Az inkubáció letelte után a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd FlexStation 3 

készülék (Molecular Devices) segítségével meghatároztuk az egyes wellek fluoreszcencia 

intenzitását (gerjesztés: 490 nm; detektálás: 520 nm). A nekrózis pozitív kontrolljaként 

lízispuffert (LB; 1:100 arányban oldva a SYTOX Green munkaoldatban 30 percig 37°C-on; 

Life Technologies Hungary Kft.) alkalmaztunk. A relatív fluoreszcencia értékeket a pozitív 

kontroll százalékában fejeztük ki. 

Jelentősen eltérő spektrális tulajdonságaik miatt a DilC1(5) és a SYTOX Green festékek 

egyidejű alkalmazásával lehetőségünk volt az apoptotikus és nekrotikus folyamatokat azonos 

mintákban megvizsgálni, hiszen, amint az korábbi kísérleteink során már bebizonyosodott, a 

festékek szimultán használata nem okoz különbséget a csak egyetlen festéket tartalmazó 

munkaoldattal elvégzett mérésekhez képest. A kombinált jelölés során a DilC1(5) 

intenzitásának szelektív csökkenése jelzi a mitokondriális depolarizációt (vagyis a korai 

apoptotikus folyamatok kialakulását), míg a SYTOX Green festési intenzitásának növekedése 

nekrózis felléptére utal. A méréseket Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Ádám Dorottya, 

Tóth Kinga Fanni és Dr. Magi József végezte. 

5.6. A proliferáció vizsgálata (CyQUANT proliferációs assay) 

A szebociták proliferációjának mértékét CyQUANT proliferációs assay segítségével 

határoztuk meg. Az assay közvetlen információt ad a sejtszámról az egyes wellekben található 

DNS mennyiségének mérésével. Ennek megfelelően a jelintenzitás csökkenése proliferációs 

blokk és/vagy élősejtszám-csökkenés felléptére utalhat, míg a kontrollhoz viszonyított 

emelkedése a sejtszám növekedését jelzi. Az SZ95 szebocitákat (kiindulási sejtszám: 2.000 

sejt/lyuk) 96 lyukú „black well/clear bottom” lemezekben (Greiner Bio-One) tenyésztettük, és 
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az ábrán jelzett módon kezeltük őket. A felülúszók eltávolítása után a lemezeket -80°C-on 

fagyasztottuk, így permeabilizáltuk és tartósítottuk a sejteket. Ezután a lemezeket 

szobahőmérsékleten felolvasztottuk, és desztillált vízzel 20-szorosára hígított „20x lysis buffer 

stock solution”-ban „CyQUANT GR stock solution”-t hígítottunk (1:400), amelyből mindegyik 

wellbe 200 μl-t mértünk be. 5 percig tartó inkubálás után a fluoreszcenciát 490 nm gerjesztéssel 

és 520 nm emissziós hullámhosszon mértük FlexStation 3 készülékkel (Molecular Devices). A 

fluoreszcenciát a 24 órás kontroll értékének százalékában, átlag±SEM formában adtuk meg. 

Minden kezelést legalább négy ismétléssel végeztünk. A méréseket Angyal Ágnes, Dr. 

Markovics Arnold és Dr. Magi József végezte. 

5.7. Áramlási citometria 

Az SZ95 szebocitákat 6 lyukú lemezekre szélesztettük (200.000 sejt/ lyuk) a saját 

oldatában, és 48 órán keresztül OEA-val vagy az oldószerével kezeltük. Ezután a sejteket PBS-

ben felkapartuk, és a szuszpenziót intenzív triturálással homogenizáltuk, az áramlási 

citometriás mérést pedig BD FACS Calibur készülékkel (Franklin Lakes, New Jersey, USA) 

végeztük el. A sejtek differenciáltsági állapotát a granuláltság mértékét jól tükröző paraméter, 

az oldalra irányuló fényszórás („side scatter”) detektálásával vizsgáltuk, és az adatokat FlowJo 

V10.4 (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA) szoftver segítségével elemeztük. A méréseket Angyal 

Ágnes, Dr. Markovics Arnold és Pénzes Zsófia végezte. 

5.8. UVB besugárzás 

A HCEC-eket 500.000 sejt/Petri-csésze (d=35 mm) denzitásban szélesztettük. A sejtek 

letapadását követően a munkacsoportunk által eredetileg epidermális keratinociták vizsgálatára 

optimalizált protokollt (155) követve a tápoldatot 800 µl színtelen Sebomed™ Basal Mediumra 

(Biochrom) cseréltük, és a sejteket UVB (hullámhossz: 312 nm) besugárzásnak tettük ki 40 

mJ/cm2 dózisban (Bio-Sun microprocessor-controlled UV irradiation system; Wilber Lourmat, 

Marne-la-Vallée, Franciaország) alkalmazva. A besugárzást követően a médiumot azonnal 
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lecseréltük a megfelelő kezelőanyagokat vagy azok oldószerét tartalmazó tápoldatra. A 

méréseket Angyal Ágnes végezte. 

5.9. Reverz transzkripciót követő kvantitatív, valós idejű polimeráz láncreakció (Q-

PCR) 

A reverz transzkripciót követő Q-PCR-t 5’ nukleáz assay-vel végeztük Roche 

LightCycler 480 System készülék (Roche, Bázel, Svájc) segítségével. A teljes RNS-t TRIzol 

(Life Technologies) felhasználásával izoláltuk, majd a gyártó protokolljának megfelelően 

DNáz kezelést végeztünk az esetleges genomi DNS szennyezés eliminálására. Ezután a teljes 

RNS 1 µg-jából kiindulva a High‐Capacity cDNA Kit (Life Technologies) segítségével 

állítottunk elő cDNS-t. A Q-PCR amplifikációs reakciót TaqMan assay-kkel végeztük (Life 

Technologies); az assay ID-k a következők voltak: Hs00174092_m1 (IL‐1α), Hs00174097_m1 

(IL‐1β), Hs00985639_m1 (IL‐6), Hs00174103_m1 (IL‐8), Hs02825719_s1 (GPR119). Belső 

kontrollként a 18S riboszomális RNS (18S RNS), a glicerinaldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

(GAPDH) vagy a peptidil-prolil izomeráz A (PPIA) expresszióját határoztuk meg (assay ID-k: 

Hs03928985_g1, Hs99999901_s1, illetve Hs99999905_m1). A reakciókat három technikai 

ismétléssel végeztük. A relatív expressziót a jelzett belső kontroll kifejeződésére vonatkoztatva 

a ΔCT módszert alkalmazva átlag±SD alakban adtuk meg. Azokban az esetekben, amikor a 

génexpresszió kezelés hatására történő esetleges változásait vizsgáltuk, a ΔΔCT módszert 

alkalmaztuk. Ennek során a megfelelő belső kontrollra történő normálást követően a relatív 

expressziót a kontroll esetében tapasztalható relatív expresszióra is normáltuk. A méréseket 

Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Dr. Lisztes Erika és Dr. Magi József végezte. 

5.10. Western blot 

A sejteket 96 mm átmérőjű Petri-csészékbe szélesztettük, majd a megfelelő konfluencia 

szint elérésekor, illetve az ábrán jelzett kezeléseket követően begyűjtöttük a mintákat. 
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Mintagyűjtéskor proteáz inhibitor koktélt (1:100 hígításban) és PhosSTOP reagenst (1 

tabletta/10 ml) tartalmazó „detergens mix”-ben (20 mM Tris-HCl, 5 mM EGTA, 1 mM 4-[2-

amino-etil]-benzénszulfonil-fluorid; pH 7,4; 60 µl/tenyészet) vettük fel a sejteket (mindegyik 

összetevőt a Sigma-Aldrich-tól szereztük be). Ezután jégen szonikátor segítségével ultrahangos 

feltárást végeztünk. A fehérjekoncentrációt BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, IL, 

Egyesült Államok) határoztuk meg, és desztillált víz, valamint nátrium-dodecil-szulfát (SDS) 

mintapuffer (10 [V/V]% glicerin, 2 [V/V]% SDS, 0,062 M Tris, 0,02 M ditiotreitol, 0,002 

[V/V]% brómfenolkék és 5 [V/V]% β-merkaptoetanol; Sigma-Aldrich) hozzáadásával 

egységesen 1 mg/ml-re állítottuk be. Az így elkészített mintákból azonos mennyiségű (10 µg) 

fehérjét használva SDS poliakrilamid gélelektroforézist végeztünk 10%-os Mini Protean TGX 

gélen (Bio-Rad, Hercules, CA, Egyesült Államok). Az elválasztott fehérjéket Trans-Blot® 

Turbo™ (Bio-Rad) készülék segítségével nitrocellulóz membránra (Trans-Blot® Turbo™ Midi 

Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad) transzferáltuk. Ezt követően a szabad kötőhelyek 

blokkolására 50 mg/ml tejport tartalmazó TBST-ben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5; 0,1 

[V/V]% Tween 20; Sigma-Aldrich]) 1 óráig szobahőmérsékleten tartottuk a membránokat, 

majd egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk őket a blokkoló oldatban hígított elsődleges 

antitestekkel (1. táblázat). A másodlagos antitesteket (1. táblázat) szintén a blokkoló oldatban 

hígítottuk (inkubáció: 37°C, 1 óra). Az immunjeleket SuperSignal® West Pico 

Chemiluminescent Substrate kittel (Pierce) tettük láthatóvá, melyeket KODAK Gel Logic 1500 

Imaging System (Eastman Kodak Company, Kodak, Tokió, Japán) készülékkel rögzítettük. 

Ahol ez releváns volt, az egyenlő mintafelvitel ellenőrzésére „stripping puffer”-ben (15 mg/ml 

glicin, 0,1 g/100 ml SDS, 1 [V/V]% TWEEN-20, pH 2,2; Sigma-Aldrich) történő intenzív 

mosást követően a membránokat nyúlban termelt anti-humán β-tubulin vagy nyúlban termelt 

anti-humán β-aktin antitestekkel (1. táblázat) inkubáltuk 4°C-on egy éjszakán át, melyeket 

szintén a blokkoló oldatban hígítottuk (1:1000). 
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1. táblázat A Western blot során alkalmazott antitestek áttekintése 

Antitest Hígítás Gyártó és katalógusszám 

nyúlban termelt anti-

humán GPR119  
1:500 Novus Biologicals, LLC; NBP1-00857 

nyúlban termelt anti-

humán ERK1/2 MAPK 
1:20 000 Sigma-Aldrich; m3682 

egérben termelt anti-

humán P-ERK1/2 MAPK 
1:10 000 Sigma-Aldrich; m8159 

nyúlban termelt  

anti-humán β-tubulin 
1:1000 

Novus Biologicals, LLC; 

katalógusszám: NB600-936 

nyúlban termelt  

anti-humán β-aktin 
1:1000 Sigma-Aldrich; A5060 

kecskében termelt nyúl 

IgG Fc-szegmens elleni 

másodlagos antitest 

1:10 000 Bio-Rad; 170-6515 

kecskében termelt egér 

IgG Fc-szegmens elleni 

másodlagos antitest 

1:10 000 Bio-Rad; 172-1011 

 

Másodlagos antitestként ez esetben is a már említett torma-peroxidázzal konjugált, 

kecskében termelt antitestet használtuk blokkoló oldatban hígítva (1:10.000; 37°C; 1 óra). A 

fentiekben leírtak szerint vizualizált kemilumineszcens jelek szemikvantitatív denzitometriás 

elemzését Fiji szoftver segítségével végeztük (NIH, Bethesda, MD, Egyesült Államok); a sávok 

optikai denzitását először az azonos minta „loading” kontrolljára normáltuk, majd relatív 

denzitás értéket a kontroll minta relatív denzitás értékére normálva adtuk meg. A méréseket 

Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Tóth Kinga Fanni és Dr. Magi József végezte. 

5.11. Foszfokináz-array 

Az OEA kezelés hatására aktiválódó kináz kaszkádok szűrőjellegű vizsgálatára Proteome 

Profiler Human Phospho-Kinase Array Kitet (katalógusszám: ARY003B; Bio-Techne R&D 

Systems) alkalmaztunk a gyártó protokollja szerint. A szebocitákat Petri-csészékbe 

szélesztettük (d=200 mm; 10 millió sejt/15 ml tápoldat/Petri-csésze). Másnap a szebocitákat 20 

percig kezeltük 50 μM OEA-dal vagy az OEA oldószerével, majd a mintákat a Western blotnál 

leírtak szerint begyűjtöttük, és meghatároztuk a fehérjetartalmukat. A felvihető legnagyobb 
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térfogatot és az elérhető legnagyobb töménységet választva egyenlő fehérjemennyiségeket (933 

μg/334 μl) vittünk a membránokra, a kemilumineszcens jeleket pedig a gyártó protokollját 

minimálisan módosítva (az előhíváshoz SuperSignal® West Femto Chemiluminescent 

Substrate kitet [Pierce] használtunk) a már említett KODAK Gel Logic 1500 Imaging System 

(Eastman Kodak Company) készülékkel detektáltuk minden membrán esetében azonos 

beállításokat (expozíciós idő stb.) használva. A jelek szemikvantitatív denzitometriás elemzését 

Fiji szoftver segítségével végeztük (NIH, Bethesda, MD, Egyesült Államok). Az analízis során 

a membránok negatív kontroll pontjainak átlagolt intenzitását tekintettük a háttér értékének, így 

ezt kivontuk az adott membrán többi jelének értékekből. Az így kapott, háttérrel korrigált 

értékeket a kontrollra normalizáltuk, és táblázatos formában ábrázoltuk. Releváns változásnak 

a minimum 1,3-szeres növekedést tekintettük. A kísérleteket Angyal Ágnes, Dr. Markovics 

Arnold és Tóth Kinga Fanni végezte. 

5.12. A GPR119 immunhisztokémia kimutatása 

A donorok a megfelelő tájékoztatást követően írásban járultak hozzá a minták kutatási 

célú felhasználásához; a kísérletek a Debreceni Egyetem Regionális és Intézményi 

Kutatásetikai Bizottsága és a Hajdú-Bihar Megyei Kormányhivatal jóváhagyásával történtek 

(azonosítók: IX-R-052/01396-2/2012, IF-12817/2015, IF-1647/2016, IF-778-5/2017, DE 

RKEB/IKEB 4988-2018) a Helsinki Deklaráció irányelveinek betartásával. 

A GPR119 in situ immunhisztokémiai kimutatását 3 a Kenézy Gyula Egyetemi 

Kórházban (Debreceni Egyetem) trichilemmális cisztával diagnosztizált donor formalinnal 

fixált, paraffinba ágyazott bőrmintáinak diagnosztikus célra fel nem használt, 

faggyúmirigyekben gazdag területeit vizsgálva végeztük. A paraffinba ágyazott blokkokból 4 

μm vastagságú metszeteket készítettünk, és a metszeteken hőindukált antigénfeltárást 

végeztünk 11 mM-os citrát pufferben (pH 6) 2 percig kuktafazékban maximális nyomás mellett. 

Az endogén peroxidázok gátlására 3% H2O2 oldatot használtunk 10 percig. Ezután a 
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metszeteket szobahőmérsékleten inkubáltuk humán GPR119-et felismerő nyúlban termeltetett 

primer antitesttel (Novus Biologicals; katalógusszám: NBP1-00857), melyet 1% szarvasmarha 

szérumalbumint (BSA) tartalmazó TBS-ben hígítottunk (1:500; 60 perc szobahőmérsékleten; 

Sigma-Aldrich). A másodlagos immunjelölés és az előhívás „EnVision FLEX Labeled 

polymer-HRP anti rabbit and anti-mouse System” (30 perc szobahőmérsékleten, sötétben; 

DAKO, Glostrup, Dánia), valamint 3,3'-diaminobenzidin (DAB) segítségével történt. A 

sejtmagokat hematoxilinnel jelöltük, a metszeteket pedig megfelelő fedőmédiummal fedtük 

(Histolab, Göteborg, Svédország). A festési eljárás optimalizálásához pozitív kontrollként a 

humán hasnyálmirigy szövetet vizsgáltunk (29) (7. ábra). Negatív kontrollként az elsődleges 

antitest elhagyásával készített metszeteinket használtuk. A kísérleteket Dr. Pór Ágnes és Dr. 

Kovács Ilona végezte. 

 

7. ábra A GPR119 immunhisztokémiai jelölés pozitív kontrollja 

A GPR119 immunjelölés optimalizálásakor humán hasnyálmirigy szövetet használtunk. (a) A GPR119 

immunpozitivitást 3,3'-diaminobenzidin (DAB; barna szín) segítségével tettük láthatóvá, míg a sejtmagokat 

hematoxilinnel (kék) jelöltük. Negatív kontrollként (b) az elsődleges antitest elhagyásával készült jelölést 

használtunk. Eredeti nagyítás: 400×. Méretvonalak: 50 µm. 

5.13. A GPR119 expresszióváltozásának szemikvantitatív vizsgálata aknéban 

A GPR119 expressziós mintázatát 6 aknéban szenvedő és 6 nem aknés donor bőrmintáin 

vizsgáltuk. A paraffinba ágyazott blokkokból 4 μm vastag metszeteket készítettünk és a 

metszeteken hőindukált antigénfeltárást végeztünk 11 mM-os citrát pufferben (pH 6) 15 percig 

mikrohullámú sütőben (700 W). Az endogén peroxidázok gátlására 3% H2O2 oldatot 

használtunk 10 percig. Ezután a metszeteket szobahőmérsékleten inkubáltuk a humán GPR119-

a b
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et felismerő nyúlban termeltetett primer antitesttel (Abcam, Cambridge, Egyesült Királyság; 

katalógusszám: ab75312),†† melyet 1% szarvasmarha szérum albumint tartalmazó PBS-ben 

hígítottunk (1:500; 60 perc szobahőmérsékleten; Sigma-Aldrich). A másodlagos immunjelölés, 

valamint a metszetek előhívása és fedése mindenben megegyezik az előző fejezetben 

ismertetett protokollal. Fontos hangsúlyozni, hogy a szemikvantitatív összevetésben résztvevő 

metszetek feldolgozása és festése szigorúan sztenderdizált módon, szimultán történt, és a 

minták fotózását is azonos beállítások (fényerősség, fehéregyensúly stb.) mellett végeztük 

(Olympus fluoreszcens mikroszkóp; UNICAM Magyarország Kft., Budapest, Magyarország). 

Az eredeti nagyítás minden esetben 200×-os volt. A szemikvantitatív képanalízist ImageJ 1.49v 

szoftver (NIH) alkalmazásával végeztük úgy, hogy lemértük átlagos festődési intenzitást 

minden látótérben a faggyúmirigyekben, majd az egyes donorokhoz tartozó látóterek értékeit 

átlagoltuk, és az így nyert adatokat az átlag és a szórás egyidejű feltüntetésével „dot plot” 

formátumban ábrázoltuk, ahol minden pont egy adott donor faggyúmirigyének átlagos festődési 

intenzitását jelzi. A donorok releváns anamnesztikus adatait a 2. táblázat foglalja össze. A 

mintákat Dr. Törőcsik Dániel biztosította, a kísérleteket Dr. Pór Ágnes és Dr. Kovács Ilona, a 

képanalízist pedig Dr. Oláh Attila végezte. 

2. táblázat Az aknéban nem szenvedő donorok és az aknés betegek  

releváns anamnesztikus adatait összefoglaló táblázat 

Aknéban nem szenvedő donorok Aknés betegek 

Kor Nem Régió Kor Nem Régió 

25 férfi hát 22 férfi hát 

20 férfi hát 37 férfi hát 

19 férfi hát 17 férfi hát 

22 férfi hát nincs adat férfi hát 

17 férfi hát nincs adat férfi hát 

28 férfi hát nincs adat férfi hát 

                                                           
†† Sajnálatos módon a gyártó a projekt befejezése előtt megszüntette az előző alfejezetben említett primer antitest 

gyártását, így amikor a kézirat első változatának beküldését követően az egyik bíráló felvetette, hogy meg kellene 

vizsgálnunk a GPR119 esetleges expresszióváltozásait aknéban, kénytelenek voltunk egy új elsődleges antitestet 

használni. Amint az Eredmények fejezetben, a 13. (eredeti antitest) és 20. ábra (új antitest) összehasonlításakor 

látható, az új antitest alkalmazásakor is ugyanolyan festődési mintázatot tapasztaltunk, mint a korábbi esetén. 



37 

5.14. Az ECS tagjainak kimutatása HCEC-eken (immunfluoreszcens jelölés) 

A HCEC-eket fedőlemezeken 60-70%-os konfluenciáig növesztettük, majd -20°C-os 

acetonban 10 percig fixáltuk. A sejteket 0,6% Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) és 10 mg/ml 

BSA-t tartalmazó PBS-ben (mindkettő Sigma-Aldrich) blokkoltuk és permeabilizáltuk (5 perc, 

szobahőmérséklet). A sejteket FAAH (egér monoklonális; 1:200; katalógus szám: ab54615; 

Abcam, Cambridge, Egysült Királyság), CB1 (nyúl monoklonális; 1:50; katalógus szám: 

ab172970; Abcam), NAPE-PLD (nyúl poliklonális; 1:200; katalógus szám: NB110-80070; 

Novus Biologicals), MAGL (egér monoklonális; 1:100; katalógus szám: NBP2-00735; Novus 

Biologicals), CB2 (egér monoklonális; 1:50; katalógus szám: sc-293188; Santa Cruz, 

Heidelberg, Németország), DAGLα (egér monoklonális; 1:50; katalógus szám: sc-390409; 

Santa Cruz), illetve DAGLβ (egér monoklonális; 1:50; katalógus szám: sc-514738; Santa Cruz) 

ellen termeltetett elsődleges antitestekkel inkubáltuk egy éjszakán át 4°C-on. A megfelelő PBS-

ben történő mosást követően a fedőlemezeket Alexa-488®-konjugált, kecskében termelt egér 

IgG Fc-szegmens elleni vagy kecskében termelt, nyúl IgG Fc-szegmens elleni másodlagos 

antitestekkel (1:1000; katalógus számok rendre A-11001 és A-11008; Thermo Fisher 

Scientific) inkubáltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten. A sejtmagokat 4',6-diamidino-2-

fenilindollal (DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) festettük. Negatív 

kontrollként az elsődleges antitestek elhagyásával készült jelölést használtuk. A képeket 

Olympus Xcellence RT fluoreszcens mikroszkóppal (Olympus, Tokió, Japán) készítettük. A 

kísérleteket Angyal Ágnes végezte. 

5.15. Az ECS tagjainak kimutatása humán szaruhártyán (immunfluoreszcens 

jelölés) 

Az elhunytakból származó szaruhártyaminták felhasználása a Debreceni Egyetem 

Regionális és Intézményi Kutatásetikai Bizottsága és a Hajdú-Bihar Megyei Kormányhivatal 
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jóváhagyásával történtek (azonosítók: IX-R-052/00016-28/2012; DE OEC RKEB/IKEB 3580-

2012) a Helsinki Deklaráció irányelveinek betartásával. 

A metszeteket acetonban fixáltuk, 0,1%-os Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) és 10 mg/ml 

BSA-t tartalmazó PBS-ben (mindkettő Sigma-Aldrich) blokkoltuk és permeabilizáltuk (5 perc, 

szobahőmérséklet), majd az előző alfejezetben bemutatott, blokkoló oldatban hígított 

antitestekkel (CB1: 1:250; CB2: 1:250; NAPE-PLD: 1:1000; DAGLα: 1:250; DAGLβ: 1:250; 

FAAH: 1:200; MAGL: 1:150) inkubáltuk egy éjszakán át 4°C-on. A tárgylemezeket ezután 

PBS-sel mostuk, majd Alexa-568®-konjugált kecskében termelt egér IgG Fc-szegmens elleni, 

illetve szintén kecskében termelt nyúl IgG Fc-szegmens elleni másodlagos antitestekkel (A-

11004, A-11011; 1:1000, Thermo Fisher Scientific) inkubáltuk. A magfestést DAPI-val 

(Sigma-Aldrich) végeztük, végül a metszeteket Fluoromount-G fedőmédiummal (Southern 

Biotech, Birmingham, AL, USA) fedtük. A képeket Zeiss LSM 880 fluoreszcens mikroszkóppal 

készítettük. A negatív kontrollokat minden esetben az elsődleges antitest elhagyásával nyertük. 

A humán korneamintákat Dr. Takács Lili biztosította, a kísérleteket Angyal Ágnes, Dr. Zsebik 

Barbara és Prof. Dr. Vereb György végezte. 

5.16. Az intracelluláris 3’5’-ciklikus adenozin-monofoszfát (cAMP) koncentráció 

meghatározása (cAMP ELISA) 

Az SZ95 szebocitákat 1 órán át kezeltük OEA-val (50 μM) vagy azonos térfogatú 

oldószerrel (abszolút etanol), majd a sejteket a gyártó által javasolt protokollt követve 107 

sejt/ml-es denzitásban lizáltuk, és az intracelluláris cAMP szintet Parameter Cyclic AMP Assay 

(R&D Systems Inc., Minneapolis, Kanada) kit segítségével vizsgáltuk a gyártó protokollját 

követve. A kísérleteket Angyal Ágnes végezte. 
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5.17. A citokin felszabadulás vizsgálata (IL-6 és IL-8 ELISA) 

A citokin felszabadulás vizsgálata során a standardizált módon (500.000 sejt 1,5 ml 

tápoldatban, 35 mm átmérőjű Petri-csészékben) szélesztett sejteket az ábrákon jelzett módokon 

kezeltük. A kezelések után a felülúszókat begyűjtöttük, lecentrifugáltuk (500 g; 10 perc), és a 

sejttörmeléktől mentes felülúszót a további felhasználásig -80°C-on tároltuk. A felszabadult IL-

6 és IL-8 mennyiségét OptEIA kitek segítségével, a gyártó protokollját követve határoztuk meg 

(BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). Az abszorbanciát (450 nm) kolorimetriás úton 

határoztuk meg FlexStation 3 készülék (Molecular Devices), illetve a HCEC-ek esetében 

EnVision® 2105 Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) segítségével. A 

méréseket Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Tóth Kinga Fanni, Pénzes Zsófia, Dr. 

Shahrzad Alimohammadi és Horváth Dorottya végezte. 

5.18. Fluoreszcens Ca2+ mérés 

Az OEA Ca2+-homeosztázisra gyakorolt hatásainak vizsgálatához fluoreszcens Fluo-4 

AM jelölést használtunk. A Fluo-4 AM egy nem raciometrikus Ca2+-érzékeny fluoreszcens 

festék, aminek szabad Ca2+ jelenlétében jelentősen megnő a fluoreszcencia intenzitása. A festék 

a hozzákapcsolt acetoxi-metilészter (AM) csoportnak köszönhetően nagy hatékonysággal 

képes bejutni a sejtekbe, ahol az AM csoport lehasítását követően csapdába esik, így kiválóan 

alkalmas a szebociták Ca2+-homeosztázisában beálló változások valós idejű nyomon 

követésére. 

A sejteket 20.000 sejt/lyuk denzitásban tenyésztettük speciális, fluoreszcens mérésekhez 

optimalizált („black well/clear bottom”) 96 lyukú lemezre (Greiner Bio-One). A sejteket 

egyszer mostuk 100 μl/lyuk Hank-oldattal (136,8 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,34 mM Na2HPO4, 

0,44 mM KH2PO4, 0,81 mM MgSO4, 1,26 mM CaCl2, 5,56 mM glükóz, 4,17 mM NaHCO3 pH 

7,2; mindegyik a Sigma-Aldrich-tól), melyet probeneciddel és BSA-val egészítettünk ki 

(végkoncentrációk: 2,5 mM, illetve 10 mg/ml; mindkettő a Sigma-Aldrich-tól), majd 1 μM 
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Fluo-4 AM (Life Technologies Hungary Kft.) festéket tartalmazó Hank-oldattal (100 μl/lyuk) 

30 percig inkubáltuk a sejteket 37°C-on. A sejteket ezután háromszor mostuk Hank-oldattal 

(100 μl/lyuk), majd FlexStation 3 készülék (Molecular Devices) segítségével „Flex” módban 

meghatároztuk az egyes wellek fluoreszcencia intenzitását (gerjesztés: 490 nm; detektálás: 520 

nm). A sejtek válaszadási képességének ellenőrzésére minden mérés végén pozitív kontrollként 

ATP-t mértünk a sejtekre (végkoncentráció: 0,2 mg/ml). Az adatokat F/F0 formában adtuk meg, 

ahol F0 a kezelést megelőzően lemért alapvonal átlagos fluoreszcencia intenzitása, míg F az 

aktuális fluoreszcencia. A méréseket Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold és Tóth Kinga Fanni 

végezte. 

5.19. Szelektív géncsendesítés (siRNS transzfekció) 

Az SZ95 szebocitákat Petri-csészékbe (d=35 mm) vagy 96 lyukú („black well/clear 

bottom”) lemezekre (Greiner Bio-One) szélesztettük, majd másnap, 50-70%-os 

konfluenciaszinten a tápoldatot szérummentes OptiMem médiumra (Life Technologies) 

cseréltük, és a sejteket GPR119-re specifikus (Stealth RNAi, ID-k: HSS134803, HSS134804, 

és HSS134805; Life Technologies) duplaszálú, kis interferáló RNS (siRNS) 

oligonukleotidokkal transzfektáltuk Lipofectamine® RNAi MAX transzfekciós reagens (Life 

Technologies) segítségével a gyártó protokollját követve. Kontrollként a sejteket Stealth RNAi 

Negative Control „medium” (Life Technologies) duplaszálú siRNS-sel transzfektáltuk, ami 

egyetlen ismert mRNS szekvenciájával sem mutat homológiát („scrambled” RNS, „SCR”). A 

csendesítés hatékonyságát a transzfekciót követő 2. és a 3. napon ellenőriztük mRNS (Q-PCR) 

és fehérje (Western blot) szinten. Előzetes kísérleteink során azt találtuk, hogy a fenti három 

siRNS konstrukt közül csak egy (HSS134805) volt képes hatékonyan csendesíteni a GPR119 

expresszióját. Kísérleteink során a HSS134803 nem volt hatékony, míg a HSS134804 hatása 

csak a transzfekció utáni 2. napon volt kimutatható, a 3. napon azonban nem (nem publikált 
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megfigyelés). Ezért későbbi kísérleteinkben csak a HSS134805-es jelű konstruktot használtuk. 

A kísérleteket Angyal Ágnes és Dr. Markovics Arnold végezte. 

5.20. Statisztikai analízis 

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) 

segítségével, Student-féle kétoldalú, kétmintás t-próbával (páros összehasonlítások) vagy 

egyutas ANOVA-t követő Bonferroni post hoc tesztekkel (többszörös összehasonlítás) 

vizsgáltuk, és a p<0,05 értékeket tekintettük szignifikáns különbségnek. A grafikonokat Origin 

Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal, Northampton, MA, Egyesült Államok) vagy GraphPad Prism 

8.3.1 (549) (GraphPad Software, LLC) segítségével ábrázoltuk. A statisztikai analízist és az 

ábrák elkészítését Angyal Ágnes, Dr. Markovics Arnold, Dr. Szöllősi Attila Gábor és Dr. Oláh 

Attila végezte.  



42 

6. Eredmények 

6.1. Az endokannabinoid jelátvitel vizsgálata humán faggyúmirigyekben 

6.1.1. Az OEA elősegíti a szebociták differenciálódását 

A „klasszikus” eCB-ok (azaz az AEA és 2-AG), valamint az AA is jellemzően a 30-50 

μM-os koncentrációban alkalmazva fokozzák a szebociták faggyúlipid-termelését 24-48 órás 

kezelések során (39,111–116,156). Ebből kiindulva az OEA hatásait is elsőként a 10 nM és 50 

µM közötti koncentrációtartományban vizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy 50 μM-ig az OEA 

nem befolyásolta az életképességet (MTT-assay; 24-48 órás kezelések; 8. ábra), valamint nem 

volt hatással az SZ95 szebociták proliferációjára sem (CyQUANT-assay; 48 órás kezelések; 9. 

ábra). 

 

8. ábra 50 μM-os koncentrációig az OEA a citotoxicitás veszélye nélkül alkalmazható 

MTT-assay. Tenyészeteinket 24 (a), illetve 48 (b) órán keresztül kezeltük az ábrán látható módon, majd MTT-

assay-t végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos vonallal jelölt kontroll 

átlagának százalékában ábrázoltuk. Két további, független kísérlet hasonló eredményre vezetett. 

Ezzel szemben az OEA koncentrációfüggő módon és szignifikánsan fokozta a 

faggyúlipid-termelést az 1-50 μM-os koncentrációtartományban (10/a-b ábra), és fokozta a 

szebociták granuláltságát is (48 órás kezelés), amit az ábrán a görbe jobbra tolódása jelez (10/c 

ábra).  
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9. ábra 50 μM-os koncentrációig az OEA nem befolyásolja az SZ95 szebociták proliferációját 

Tenyészeteinket 48 órán keresztül kezeltük, majd CyQUANT proliferációs assay-t végeztünk. Az eredményeket 

átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos vonallal jelölt 24 órás kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. 

Két további, független kísérlet hasonló eredményre vezetett. 

Ezen eredmények azt sugallták, hogy a „klasszikus” eCB-okhoz hasonlóan (156) (39) az 

OEA is képes elősegíteni a szebociták differenciálódását, lipogén hatása pedig összemérhető a 

„klasszikus” eCB-ok (pl. AEA), az AA (50 μM), valamint a linolsav és a tesztoszteron 

kombinációja (LA: 100 μM; T: 1 μM) által kiváltott hatásokkal (39,111–116,156,157) (10/d 

ábra). 

Tekintettel arra, hogy a szebociták differenciációját a faggyúlipid-termelés és a 

granuláció fokozódása mellett (a holokrin szekréció sajátosságaként) sejthalálfolyamatok is 

kísérik, kíváncsiak voltunk, hogy az OEA kezelés befolyásolja-e az apoptotikus és nekrotikus 

sejtek arányát. A kérdés eldöntésére kombinált DilC1(5)-SYTOX Green jelölést végeztünk. 

Megállapítottuk, hogy a 48 órás OEA kezelés kismértékben, de szignifikánsan csökkentette a 

mitokondriális membránpotenciált (DilC1(5) jelölés), jelezve a korai apoptotikus folyamatok 

elindulását, miközben a nekrotikus sejtek aránya változatlan maradt (SYTOX Green jelölés) 

(10/e ábra). Ez az eredmény ismét azt erősíti meg, hogy az OEA-kezelés valóban elindítja a 

humán szebociták differenciálódását. 
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10. ábra Az OEA fokozza a faggyúlipid-termelést és a szebociták differenciálódását 

(a-b) Tenyészeteinket 24 (a) és 48 (b) órán keresztül kezeltük, majd fluoreszcens Nile Red jelölést végeztünk. A 

kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos vonallal jelölt kontroll átlagának százalékában 

ábrázoltuk. *,***p<0,05, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két további, független kísérlet hasonló 

eredményre vezetett. (c) Az áramlási citometriás mérést megelőzően a szebocitákat a jelzett módon kezeltük 48 

órán át, majd a differenciáltsági állapottal jól korreláló granulációt az oldalra szórás mérésével követtük nyomon. 

A görbe jobbra tolódása az OEA kezelés hatására megnövekedett granulációt jelzi. (d) Tenyészeteinket 48 órán 

keresztül kezeltük az ábrán látható módokon (AEA: 30 μM; AA: 50 μM; LA: 100 μM; T: 1 μM), majd fluoreszcens 

Nile Red jelölést végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos vonallal jelölt 

kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. **, ***p<0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két további, 

független kísérlet hasonló eredményre vezetett. (e) Tenyészeteinket 48 órán keresztül kezeltük az ábrán látható 

módon, majd kombinált fluoreszcens DilC1(5)-SYTOX Green jelölést végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM 

alakban (N=4), az ábrán folytonos vonallal jelölt oldószer kontroll (DilC1(5)), illetve a nekrózis pozitív 

kontrolljaként alkalmazott lízis pufferrel kezelt sejtek átlagának százalékában (SYTOX Green) ábrázoltuk. **, 

***, illetve ### p<0,01, illetve 0,001 a megfelelő kontroll csoporthoz képest.  
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6.1.2. Az OEA gyulladásos választ vált ki humán szebocitákon 

Annak érdekében, hogy tovább vizsgáljuk az OEA hatását a humán szebocitákra, 

megvizsgáltuk a sejtek immunfenotípusára gyakorolt hatásait. Megállapítottuk, hogy OEA-

kezelés (50 μM; 3 óra) szignifikáns mértékben fokozta számos kulcsfontosságú gyulladásos 

citokin (IL-1α, IL-1β, IL-6 és IL-8) mRNS szintű kifejeződését (Q-PCR), és megnövelte az IL-

6 és IL-8 felszabadulását (ELISA), bár a hatása rendre elmaradt a pozitív kontrollként 

alkalmazott Toll-like receptor 4 aktivátor LPS esetében tapasztaltaktól (11. ábra). Adataink 

tehát arra engednek következtetni, hogy a differenciálódás elősegítése mellett az OEA 

számottevő gyulladásos választ is kiválthat humán szebocitákon. 

 

11. ábra Az OEA növeli számos gyulladásos citokin kifejeződését és felszabadulását  

(a-d) Q-PCR. A jelzett 3 órás kezeléseket követően a Q-PCR vizsgálat során belső kontrollként a 18S RNS-t 

alkalmaztuk. A relatív génexpressziók megállapításához az eredményeket a ΔΔCT módszert alkalmazva előbb a 

18S RNS expressziós szintjére, majd a kontroll esetében tapasztalt relatív expresszióra normalizáltuk, és átlag±SD 

alakban ábrázoltuk (N=3). ***p<0,001 a kontroll csoporthoz képest. Egy további, független kísérlet hasonló 

eredményre vezetett. (e-f) ELISA. A fenti kezelések során keletkezett szebocita felülúszók IL-6 és IL-8 tartalmát 

ELISA technikával határoztuk meg. Az eredményeket átlag±SEM alakban fejeztük ki (N=2-3). Egy további 

kísérlet hasonló eredményre vezetett. *, *** p <0,05, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. 
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6.1.3. Az OEA lipogén hatása nem a PPARα útvonalon keresztül valósul meg 

Ezután megvizsgáltuk, hogy mi állhat a fent leírt differenciálódást elősegítő hatások 

hátterében. Irodalmi adatok alapján ismert, hogy a PPAR-ok fontos szereplői a lipidszintézis 

szabályozásának, és a humán szebocitákon is kifejeződnek (158). Mivel az OEA képes aktiválni 

a PPARα-t (47), megvizsgáltuk, hogy ez a nukleáris receptor részt vesz-e az OEA lipogén 

hatásának közvetítésében humán szebocitákon. Megállapítottuk, hogy a szelektív PPARα 

antagonista GW 6471 (1 µM) nem befolyásolta szignifikánsan az OEA által kiváltott 

faggyúlipid-termelést (48 órás kezelések; 12. ábra), így elmondható, hogy az OEA 

differenciációt és faggyúlipid-termelést fokozó hatása minden valószínűség szerint a PPARα-

tól független útvonalon keresztül alakul ki humán szebocitákon. 

 

6.1.4. A GPR119 kifejeződik humán szebocitákon in vitro és in situ is 

Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok alapján nemcsak a PPARα, hanem a korábban 

„árvareceptor”-ként számon tartott GPR119 is közvetítheti az OEA biológiai hatásait (159), 

megvizsgáltuk, hogy ez a receptor expresszálódik-e humán szebocitákon. Kimutattuk, hogy a 

GPR119 mind mRNS (Q-PCR), mind fehérje szinten (Western blot) jelen van tenyésztett 

humán szebocitákon (13. ábra), és kifejeződik in situ humán faggyúmirigyekben is 

(immunhisztokémia; 13. ábra). 
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12. ábra Az OEA lipogén hatását  

nem a PPARα mediálja 

 
Nile Red jelölés. Tenyészeteinket 48 órán keresztül 

kezeltük az ábrán látható kombinációkban, majd 

fluoreszcens Nile Red jelölést végeztünk. A kapott 

értékeket átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos 

vonallal jelölt kontroll átlagának százalékában 

ábrázoltuk. *** p <0,001 a jelzett csoportok között. n.s.: 

nem szignifikáns különbség. Két további kísérlet 

hasonló eredményre vezetett. 
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13. ábra A GPR119 kifejeződik humán szebocitákon 

(a) A Q-PCR vizsgálatot különböző konfluenciájú kultúrákból kiindulva végeztük. Belső kontrollként a GAPDH 

expresszióját határoztuk meg, majd a relatív génexpressziók megállapításához az eredményeket a ΔCT módszert 

alkalmazva a GAPDH expressziós szintjére normalizáltuk, és átlag±SD alakban (N=3) ábrázoltuk. (b) A Western 

blot vizsgálatot pre-, valamint posztkonfluens kultúrákból kiindulva végeztük. (c) Immunhisztokémia. A 

specifikus GPR119 immunpozitivitást 3,3'-diaminobenzidin (DAB; barna szín) segítségével tettük láthatóvá, míg 

a magokat hematoxilinnel (kék) jelöltük. Negatív kontrollként (alsó ábra) az elsődleges antitest elhagyásával 

készült jelölést használtunk. Eredeti nagyítás: 400×. Méretvonalak: 50 µm. 

 

6.1.5. A GPR119 szelektív géncsendesítése csökkenti az OEA lipogén hatását 

Miután többféle módszerrel is sikerült bizonyítanunk, hogy az OEA lehetséges receptora, 

a GPR119 kifejeződik humán szebocitákon, megvizsgáltuk, hogy szerepet játszik-e az OEA 

biológiai hatásainak közvetítésében. Ezt (ismert szelektív antagonisták hiányában) (160) 

siRNS-mediált szelektív géncsendesítés segítségével vizsgáltuk meg. Megállapítottuk, hogy a 

GPR119 expressziójának csökkentése (melyet mRNS szinten Q-PCR, fehérje szinten pedig 

Western blot segítségével követtünk nyomon; 14. ábra), bár teljesen nem védte ki, de 

szignifikánsan csökkentette az OEA lipogén hatását a non-sense RNS-sel transzfektált SCR 

kontroll sejtek esetében tapasztalhatóhoz képest (14. ábra). Mindez azt jelzi, hogy az OEA 

faggyúlipid-szintézist fokozó hatásának kialakításában nagy valószínűséggel szerepet játszik a 

GPR119 aktiválódása, azonban nem zárható ki, hogy GPR119-független lipogén útvonalak is 

hozzájárulhatnak a folyamathoz. 
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14. ábra A GPR119 szelektív géncsendesítése jelentősen csökkenti az OEA lipogén hatását 

(a) A szebocitákat a transzfekciót követő 2. napon arattuk, majd Q-PCR vizsgálatot végeztünk. Belső kontrollként 

a 18S RNS expresszióját határoztuk meg, majd a relatív génexpressziók megállapításához az eredményeket a 

ΔΔCT módszert alkalmazva a 18S RNS expressziós szintjére, majd a non-sense RNS-sel transzfektált „scrambled” 

(SCR) kontroll esetén mért értékre normalizáltuk, és átlag±SD alakban (N=3) ábrázoltuk. ***p<0,001. (b) A non-

sense RNS-sel transzfektált „scrambled” (SCR) kontroll és a GPR119-csendesített SZ95 szebociták Western blot 

vizsgálata a transzfekciót követő 2. napon aratott mintákból. (c) A GPR119-géncsendesített, illetve SCR-

transzfektált szebociták faggyúlipid-termelését Nile Red jelöléssel követtük nyomon. Tenyészeteinket 48 órán 

keresztül kezeltük az ábrán látható kombinációkban. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán 

folytonos vonallal jelölt SCR kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. ***p<0,001. Két további, független 

kísérlet hasonló eredményre vezetett. 

A receptorok által közvetített hatások általában telítési kinetikát mutatnak, ezért az 

eredmények indirekt megerősítésére megvizsgáltuk azt is, hogy az OEA magasabb 

koncentrációi (100, 300 és 500 μM) milyen hatással vannak a lipidszintézisre. 

 

15. ábra Az OEA koncentráció függően növeli a faggyúlipid-szintézist, 500 μM-ban 

alkalmazva pedig csökkenti a szebociták életképességét 

(a) Nile Red jelölés. Tenyészeteinket 24 órán keresztül kezeltük az ábrán látható módon, majd fluoreszcens Nile 

Red jelölést végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=12), az ábrán folytonos vonallal jelölt (100%) 

kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. ** és *** p<0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. n.s.: nem 

szignifikáns különbség. (b) MTT-assay. Tenyészeteinket 24 órán keresztül kezeltük az ábrán látható módokon, 

majd MTT-assay-t végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (N=12), az ábrán folytonos vonallal jelölt 

(100%) kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. ** és *** p<0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. 

n.s.: nem szignifikáns különbség. 
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Megállapítottuk, hogy a faggyúlipid-szintézis tovább fokozódott 100 és 300 μM-os OEA 

koncentrációk hatására, ahol a hatás szaturálódott, hiszen a 100 és 300 μM-os kezelést követően 

létrejött lipidtermelés nem különbözött szignifikánsan, míg az egyértelműen citotoxikus 500 

μM-os OEA koncentráció alkalmazása már értelemszerűen alacsonyabb lipidszintet 

eredményezett (15. ábra). 

6.1.6. Az OEA lipogén hatásának kialakításában több kináz kaszkád is részt vesz 

Ezután megvizsgáltuk az OEA egyes, a faggyúlipid-termelés szempontjából fontos 

szabályozókra, így a Ca2+ homeosztázisra és az ERK1/2 MAPK kaszkádra gyakorolt hatásait  

(114,156). 

 

Megállapítottuk, hogy az akut OEA-kezelés (50 μM) nem befolyásolta az [Ca2+]IC-t 

(Fluo-4 AM fluoreszcens Ca2+-jelölés; 16. ábra), azonban jelentősen fokozta az ERK1/2 

MAPK foszforilációját (Western blot), azaz a „klasszikus” eCB-okhoz hasonlóan (114,156) 

aktiválta a kaszkádot (50 μM, 20 perces kezelés; 17. ábra). 
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Tekintettel arra, hogy a „klasszikus” eCB-ok esetén az ERK1/2 MAPK gátlása 

szignifikánsan csökkentette a faggyúlipid-termelést (156), következő lépésként megvizsgáltuk, 

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

hatását. Megállapítottuk, hogy a PD 98059 egyidejű alkalmazása jelentősen csökkentette az 

OEA lipogén hatását (24 órás kezelések; 17. ábra), megerősítve, hogy ezen útvonal aktiválása 

valóban részt vesz az OEA hatásainak közvetítésében. Azt is meg kell ugyanakkor jegyezni, 

hogy a PD 98059 önmagában alkalmazva csökkentette a bazális faggyúlipid-termelést (17. 

ábra), jelezve, hogy az útvonal „alap” aktivitása valószínűleg hozzájárul a szebociták 

homeosztatikus faggyúlipid-termelésének fenntartásához is. 

 

Mivel a GPR119 általában (bár nem kizárólag) Gs-proteinhez kapcsolt receptorként fejti 

ki biológiai hatásait (19), megvizsgáltuk azt is, hogy az OEA befolyásolja-e az intracelluláris 

cAMP szintet humán szebocitákban. Érdekes módon azt tapasztaltuk, hogy az OEA-kezelés (50 

μM; 60 perc) csak kis, nem szignifikáns mértékben fokozta a humán szebociták cAMP-szintjét 

(18. ábra). 
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Annak érdekében, hogy további információt nyerjünk az OEA sejtélettani hatásainak 

pontos mechanizmusáról, „Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit” segítségével 

megvizsgáltuk, hogy milyen kináz kaszkádok aktiválódnak humán szebocitákon OEA-kezelés 

hatására (3. táblázat).  

3. táblázat Az OEA-kezelés (20 perc; 50 µM) hatására a foszfokináz array-n  

releváns (≥1,3-szoros) jelintenzitás-növekedést mutató jelmolekulák listája 

Szignálmolekula 
Foszforilációs hely 

Relatív jelintenzitás 

(kontroll = 1) Rövidítés Teljes név 

JNK 1/2/3 
„c-Jun N-terminal 

kinase” 1/2/3 

T183/Y185 (aktiváló 

foszforiláció: JNK1 és 2),  

T221/Y223 (aktiváló 

foszforiláció: JNK3) 

1,31 

AMPKα1 
AMP-aktivált protein 

kináz α1 

T183  

(aktiváló foszforiláció) 
1,36 

CREB 

„cAMP responsive 

element binding 

protein” 1 

S133  

(aktiváló foszforiláció) 
1,37 

STAT5b 

„Signal transducer and 

activator of 

transcription” 5b 

Y699  

(aktiváló foszforiláció) 
1,39 

STAT5a 

„Signal transducer and 

activator of 

transcription” 5a 

Y694  

(aktiváló foszforiláció) 
1,40 

GSK-3α/β 
Glikogén szintáz 

kináz-3α/β 

S21/S9  

(gátló foszforiláció) 
1,41 

STAT5a/b 

„Signal transducer and 

activator of 

transcription” 5a/b 

Y694/Y699  

(aktiváló foszforiláció) 
1,42 

Akt 1/2/3 Protein kináz B 
S473  

(aktiváló foszforiláció) 
1,46 

- β-katenin - 1,57 

 

Megállapítottuk, hogy az OEA-kezelés (20 perc; 50 μM) hatására több jelátviteli út is 

aktiválódott (pl. CREB [„cAMP-responsive element binding factor”], STAT5a/b [„signal 

50OEA (µM): 0

cA
M

P
ko

nc
en

tr
ác

ió

(p
m

ol
/m

l)
3

2

1

4

5

0

n.s.  

18. ábra Az OEA csak kis, nem szignifikáns mértékben 

fokozza a humán szebociták cAMP szintjét 

cAMP ELISA SZ95 szebociták lizátumából az ábrán jelölt 60 perces 

kezelést követően. A kapott értékeket átlag±SD alakban (N=3) 

ábrázoltuk. n.s.: nem szignifikáns különbség. 
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transducer and activator of transcription 5a/b”]), melyek között ismert lipogén útvonalakat (pl. 

c-Jun N-terminális kináz-1, -2, -3 [JNK 1/2/3], Akt/protein kináz B [PKB]) (161–163) is 

sikerült azonosítanunk (3. táblázat). 

Ezt követően a leginkább relevánsnak tűnő útvonalak (JNK, Akt/PKB, CREB, illetve 

STAT5) részvételét az OEA hatásainak közvetítésében specifikus inhibitorok alkalmazásával 

is megvizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy a STAT5 farmakológiai gátlása nem változtatta meg 

szignifikánsan az OEA-indukált lipogenezist, míg a JNK, a CREB és az Akt/PKB szelektív 

gátlása jelentősen csökkentette az OEA lipogén hatását (48 órás kezelések; 19. ábra)‡‡. 

 

19. ábra Az OEA lipogén hatása a JNK, az Akt/PKB és a CREB útvonal közvetítésével, de 

STAT5-független módon alakul ki 

(a-b) Nile Red jelölés. Tenyészeteinket 48 órán keresztül kezeltük az ábrán látható kombinációkban, majd 

fluoreszcens Nile Red jelölést végeztünk. A kapott értékeket átlag±SEM alakban (a: N=8; b: N=12), az ábrán 

folytonos vonallal jelölt (100%) kontroll átlagának százalékában ábrázoltuk. *, *** p<0,05, illetve 0,001. n.s.: nem 

szignifikáns különbség. 666-15: CREB-inhibitor; GSK 690693: Akt/PKB-inhibitor; STAT5i: STAT5-inhibitor; 

SU 3327: JNK-inhibitor. 

6.1.7. A GPR119 down-regulálódik aknéban 

A fenti adatok alapján feltételezhető, hogy ha a homeosztatikus OEAGPR119 jelátvitel 

szabályozásában zavar keletkezik, az hozzájárulhat olyan, rendellenes faggyúmirigy-

                                                           
‡‡ Megjegyzendő, hogy (az ERK1/2 MAPK gátlásakor tapasztaltakhoz hasonlóan; 17. ábra) a JNK inhibitor 

önmagában való alkalmazása is csökkentette a bazális faggyúlipid-termelést, ami arra utal, hogy az útvonal 

kezeletlen sejteken is aktív lehet, és hozzájárulhat a homeosztatikus lipidszintézis fenntartásához. 
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működéssel jellemezhető kórképek kialakulásához, mint pl. a szeborrea vagy az akne. Ezért 

kísérleteink transzlációs relevanciáját növelendő úgy döntöttünk, hogy megvizsgáljuk a 

GPR119 expressziójának esetleges változásait aknés, valamint aknéban nem szenvedő donorok 

faggyúmirigyeiben. A donorok releváns anamnesztikus adatait az Anyagok és módszerek 

fejezetben foglaltuk össze (2. táblázat). 

A szigorúan sztenderdizált módon elvégzett immunhisztokémiai vizsgálat és a 

szemikvantitatív képanalízis elvégzését követően azt tapasztaltuk, hogy a viszonylag alacsony 

donorszám és a donorok közötti nagy variabilitás ellenére is a GPR119 expressziója 

szignifikánsan csökkent az aknés donorok faggyúmirigyeiben (20. ábra). Mindez azt jelenti, 

hogy a homeosztatikus GPR119 jelátvitel zavara legalább az aknés betegek egy részében 

előfordulhat.  

 

20. ábra A GPR119 down-regulálódik az aknéban szenvedő betegek faggyúmirigyeiben 

(a-b) Reprezentatív immunhisztokémiai képek (a: egészséges donor; b: aknéban szenvedő donor). A specifikus 

GPR119 immunpozitivitást DAB (barna szín) segítségével vizualizáltuk, míg a magokat hematoxilin (kék) 

festékkel jelöltük. Eredeti nagyítás: 200×. Méretvonalak: 100 µm. (c) A GPR119 jelintenzitás szemikvantitatív 

képanalízist követő statisztikai elemzése (szórásdiagram; átlag±SD). Mindegyik pont egy kontroll személy (kék) 

vagy egy aknéban szenvedő beteg (piros) faggyúmirigyében mért átlagos jelintenzitást jelzi. 
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6.2. Az eCB jelátvitel vizsgálata humán korneális epitélsejteken 

6.2.1. A humán korneális epitélsejtek kifejezik az ECS legfontosabb tagjait 

Kísérleteink első lépéseként az ECS legfontosabb tagjai, azaz a „klasszikus” kannabinoid 

receptorok (CB1 és CB2), valamint az eCB-okat felépítő (NAPE-PLD, DAGLα és –β) és lebontó 

(FAAH és MAGL) enzimek jelenlétét vizsgáltuk meg humán korneális epitélsejteken in vitro 

és in situ. Megerősítettük, hogy az irodalmi adatoknak megfelelően (141,164) a HCEC-ek 

kifejezik a CB1-et és a CB2-t (immunfluoreszcens jelölés; 21. ábra). 

 

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

Immunfluoreszcens jelölés. (a-n) A jelölések szerinti specifikus immunreaktivitást zöld fluoreszcencia mutatja a 

HCEC tenyészeteken. A sejtmagokat DAPI-val jelöltük (kék fluoreszcencia). (o) A c, d, illetve g–n paneleken 

bemutatott festések negatív kontrollja. (p) Az a, b, e és f paneleken bemutatott festések negatív kontrollja. A 

méretvonal az eredeti nagyítástól (200×, illetve 400×) függően 100 vagy 50 μm. 
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Kimutattuk azt is, hogy ezen a túlmenően a HCEC-ek kifejezik az eCB-okat szintetizáló 

(NAPE-PLD, DAGLα és -β) és lebontó (FAAH és MAGL) legfontosabb enzimeket is 

(immunfluoreszcens jelölés; 21. ábra). Fontos megjegyezni, hogy ugyanezen fehérjék 

megtalálhatók a humán korneális epitéliumban in situ is (immunfluoreszcens jelölés; 22. ábra). 

Mindez tehát azt jelenti, hogy a humán korneális epitélium valóban képes lehet eCB termelésre 

és lebontásra. A két folyamat által szabályozott eCB tónus pedig szerepet játszhat egyebek 

mellett a lokális gyulladásos folyamatok finomhangolásában (141). 

 

22. ábra Az ECS legfontosabb tagjai kifejeződnek a humán korneális epitéliumban in situ 

(a) CB1 specifikus, (b) CB2 specifikus, (c) NAPE-PLD specifikus, (d) DAGLα specifikus, (e) DAGLβ specifikus, 

(f) FAAH specifikus és (g) MAGL specifikus immunreaktivitás, amit a vörös fluoreszcencia mutat a humán kornea 

metszeteken. A sejtmagokat DAPI-val (kék) jelöltük. (h) A b, d–g paneleken szereplő festések negatív kontrollja. 

(i) Az a és c paneleken szereplő festések negatív kontrollja. Méretvonal: 50 μm. 

 

6.2.2. A TLR3 aktivációval és UVB besugárzásssal kiváltott gyulladásos válasz 

jellegzetes időfüggést mutat HCEC-eken 

Ezt követően célunk az volt, hogy megvizsgáljuk, vajon az AEA CB1-függő 

gyulladáscsökkentő hatása (141) kizárólag a TRPV1 aktiváció esetén alakul-e ki, vagy esetleg 

egy univerzális hatásról van szó, ami a TRPV1-től független gyulladásos szignálok esetén is 
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hatékony marad. Ennek érdekében először két klinikailag releváns, a TRPV1-től és egymástól 

is független mechanizmus révén ható gyulladás-induktort alkalmaztunk: a TLR3 aktiváció 

révén virális keratitiszt utánzó p(I:C)-t (20 μg/ml), valamint a fénykárosodás által kiváltott 

keratitisz modelljeként UVB besugárzást (40 mJ/cm2). 

 

23. ábra A TLR3 aktivációval és UVB besugárzásssal kiváltott gyulladásos válasz  

jellegzetes időfüggést mutat HCEC-eken 

(a-b) Q-PCR vizsgálat HCEC-eken. A relatív génexpressziót 3, 6, 12, illetve 24 órás p(I:C) kezelést követően (a), 

illetve 3, 6, 12, 24 és 48 órával az UVB besugárzás (40 mJ/cm2) után (b) vizsgáltuk meg. Belső kontrollként a 18S 

RNS (a), illetve a PPIA (b) expresszióját határoztuk meg. A relatív génexpressziók megállapításához az 

eredményeket a ΔΔCT módszert alkalmazva a belső kontrollok expressziós szintjére, majd az adott időponthoz 

tartozó kontroll tenyészetek esetén mért értékre (az ábrákon folytonos vonallal jelölve) normalizáltuk, és átlag±SD 

alakban (N=3) ábrázoltuk. Egy további kísérlet hasonló eredményeket hozott. *, **, *** rendre p<0,05, 0,01, 

illetve 0,001 az adott időponthoz tartozó kontroll csoporthoz képest. (c) Az IL-6 és az IL-8 meghatározása ELISA 

technikával a HCEC-ek felülúszójából 3 órás p(I:C) kezelést követően, illetve 12 órával az UVB besugárzás után. 

Az eredményeket átlag±SD alakban fejeztük ki (N=3), és az ábrán folytonos vonallal jelölt kontroll tenyészetek 

esetén mért értékekre normáltuk. Egy további kísérlet hasonló eredményre vezetett. *, **, illetve *** rendre 

p<0,05, 0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. 
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Első lépésként megvizsgáltuk a két kezelés által kiváltott gyulladásos válasz dinamikáját. 

Megállapítottuk, hogy mindkét inger fokozta több gyulladásos citokin (IL-1α, IL-1β, IL-6 és 

IL-8) mRNS szintű kifejeződését (23/a-b ábra). A növekedés a vizsgált időpontok (p(I:C): 3, 

6, 12 és 24 óra; UVB 3, 6, 12, 24 és 48 óra) közül 3 óránál (p(I:C) kezelés), illetve 12 óránál 

(UVB besugárzás) bizonyult a legmarkánsabbnak (23/a-b ábra), ezért ezekben az 

időpontokban a gyulladásos citokinek felülúszóba történő felszabadulását is megvizsgáltuk 

ELISA technikával. Azt tapasztaltuk, hogy az IL-6 és az IL-8 szintje mindkét esetben 

megnövekedett (23/c ábra), míg az IL-1α és IL-1β koncentrációja a detekciós küszöb alattinak 

bizonyult (nem publikált megfigyelés). A fenti eredmények fényében további kísérleteink során 

3 (TLR3 aktiváció), illetve 12 órás kezeléseket (UVB modell) alkalmaztunk. 

6.2.3. Az AEA hatásai a gyulladásos citokinek expressziójára és felszabadulására 

jelentős koncentráció- és modellfüggést mutat HCEC-eken 

Az AEA humán korneális epitélsejtekre gyakorolt lehetséges gyulladáscsökkentő 

hatásainak (141) vizsgálata érdekében az AEA-t alacsony (100 nM) és magas (10 µM) 

koncentrációban alkalmaztuk a fent említett modellekben. Kísérleteink „nulladik” lépéseként 

megállapítottuk, hogy az AEA a jelzett koncentrációkban nem befolyásolta szignifikánsan a 

HCEC-ek életképességét (MTT-assay; 24 órás kezelések; 24. ábra), így a citotoxicitás veszélye 

nélkül alkalmazható. 

24. ábra Az AEA vizsgált koncentrációi 

nem befolyásolják a HCEC-ek 

életképességét 

MTT-assay. Tenyészeteinket 24 órán keresztül 

kezeltük az ábrán látható módon, majd MTT-

assay-t végeztünk. A kapott értékeket 

átlag±SEM alakban (N=4), az ábrán folytonos 

vonallal jelölt kontroll átlagának százalékában 

ábrázoltuk. Három további, független kísérlet 

hasonló eredményre vezetett. 
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Meglepő módon az AEA mindkét koncentrációban jelentős növekedést okozott a vizsgált 

gyulladásos citokinek mRNS szintű kifejeződésében 3 órával a kezelés után (25/a ábra), és ez 

a növekedés 12 óra elteltével is megfigyelhető maradt az IL-6 és IL-8 esetén (mindkét 

koncentráció), illetve az IL-1α esetén (10 μM) (25/b ábra). Érdekes módon, bár az adott 

időpontban (3h) önmagában gyulladásos választ indukált, a 100 nM-os AEA-kezelés mégis 

szignifikánsan csökkentette a p(I:C) hatását az IL-6, az IL-8 és az IL-1β kifejeződésére (25/a 

ábra). 10 µM-os koncentrációban viszont ellenkező hatást figyeltünk meg, ugyanis az AEA az 

IL-6 és az IL-1β szintjének további növekedését okozta, miközben nem volt hatással az IL-8 és 

az IL-1α expresszióra (25/a ábra). 

A TLR3 aktivációs modell esetén tapasztaltakkal szemben UVB besugárzást (40 mJ/cm2) 

követően (12 órás kezelés) egyáltalán nem figyeltünk meg gyulladásgátló hatást. Sőt, az AEA 

10 µM-os koncentrációja tovább növelte az IL-6 és az IL-8 expressziót, de nem befolyásolta az 

IL-1α és –β kifejeződését, és még az alacsonyabb, 100 nM-os koncentrációban alkalmazott 

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

A legszembetűnőbb változásokat szerettük volna fehérje szinten is megvizsgálni, így a 

tenyészetek felülúszójából ELISA technika segítségével mutattuk ki az IL-6-ot és az IL-8-at. 

Amint az várható volt, mind a p(I:C) (3h), mind az UVB besugárzás (40 mJ/cm2; 12h) 

jelentősen fokozta az IL-6 és az IL-8 koncentrációját a felülúszóban, amit érdekes módon az 

AEA mindkét koncentrációja tovább fokozott (25/c-d ábra). Ezzel szemben az önmagában 

alkalmazott AEA hatásait vizsgálva azt tapasztaltuk, 100 nM-os koncentrációban mind 3, mind 

12 órás kezelést követően szignifikánsan csökkentette a spontán IL-8 felszabadulást, de nem 

volt hatással az IL-6 koncentrációjára (25/c-d ábra). 10 µM-os koncentrációban ezzel szemben 

mindkét időpontban fokozta az IL-8 és 3 órás kezelések során szignifikánsan növelte az IL-6 

felszabadulását (25/c-d ábra).  
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25. ábra Az AEA koncentráció- és modellfüggő módon befolyásolja a gyulladásos citokinek 

kifejeződését és felszabadulását HCEC-eken 

(a-b) Q-PCR vizsgálat HCEC-eken. A relatív génexpressziót 3 órás p(I:C) (±AEA) kezelést követően (a), illetve 

12 órával az UVB besugárzás (40 mJ/cm2) után (±AEA) (b) vizsgáltuk meg. Belső kontrollként a 18S RNS (a), 

illetve a PPIA (b) expresszióját határoztuk meg. A relatív génexpressziók megállapításához az eredményeket a 

ΔΔCT módszert alkalmazva a belső kontrollok expressziós szintjére, majd az adott időponthoz tartozó kontroll 

tenyészetek esetén mért értékre normalizáltuk, és átlag±SD alakban (N=3) ábrázoltuk. Egy további kísérlet hasonló 

eredményre vezetett. (c-d) Az IL-6 és az IL-8 meghatározása ELISA technikával a HCEC-ek felülúszójából 3 órás 

p(I:C) (±AEA) kezelést követően (c), illetve 12 órával az UVB besugárzás (±AEA) után (d). Az eredményeket 

átlag±SD alakban fejeztük ki (N=3). Egy további kísérlet hasonló eredményre vezetett. (a-d) */#, **/##, ***/###, 

****/#### rendre p<0,05, 0,01, 0,001, illetve 0,0001 az adott időponthoz tartozó kontroll csoporthoz (#), illetve a 

kizárólag p(I:C)-vel vagy UVB-vel kezelt csoporthoz (*) képest. 
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7. Diszkusszió 

7.1. A „nem-klasszikus” eCB jelátvitel vizsgálata humán faggyúmirigyekben 

Kísérleteink első felében a humán faggyúmirigyek ECS-ének eleddig nem vizsgált 

aspektusaival foglalkoztunk. Munkacsoportunk a korábbiakban kimutatta, hogy a humán 

faggyúmirigyek kifejezik a CB2 kannabinoid receptort (156), amely fontos szerepet játszik a 

homeosztatikus faggyúlipid-termelés fenntartásában (156). Megállapítottuk, hogy a 

szebocitákban megtalálhatóak a legfontosabb eCB-ok (AEA és 2-AG), és a szebociták eCB-

kezelése a CB2 → ERK1/2 MAPK → PPAR útvonal aktiválásával drámaian fokozza a 

lipogenezist (156). Kimutattuk azt is, hogy a faggyúmirigyek sejtjei kifejezik az eCB-ok 

lebontásáért (MAGL és FAAH) és szintéziséért (NAPE-PLD, DAGLα és −β) felelős 

legfontosabb enzimeket, és bizonyosodott, hogy az eCB-tónus egyes EMT-inhibitorok 

(VDM11 és AM404) alkalmazásával történő mérsékelt fokozása megnöveli a faggyúlipid-

termelést, és gyulladásgátló hatást vált ki (39). Fenti kísérleteink nemvárt eredményeként azt is 

megállapítottuk, hogy a szebociták képesek az OEA metabolizmusára (39), így felmerült, hogy 

a korábban leírt „klasszikus” eCB-ok (azaz az AEA és a 2-AG) mellett ez az „eCB-szerű” 

molekula is befolyásolhatja a faggyúmirigyek biológiai folyamatait. 

Az OEA lehetséges szerepének tisztázására elsőként egymást kiegészítő sejtélettani 

vizsgálómódszereket alkalmazva megállapítottuk, hogy ez a molekula elősegíti a humán 

szebociták differenciálódását, hiszen a sejtek OEA-kezelése szignifikánsan fokozta 

faggyúlipid-termelést (Nile Red), megnövelte szebociták granuláltságát (áramlási citometria), 

és korai apoptotikus folyamatokat indukált (DilC1(5)-SYTOX Green jelölés) (24-48 órás 

kezelések; 10. ábra). Az OEA biológiai hatásait tovább vizsgálva kimutattuk azt is, hogy potens 

lipogén koncentrációja (50 μM) gyulladásos választ vált ki szebocitákon (3 órás kezelések; Q-

PCR és ELISA) (11. ábra), de nem befolyásolja az életképességet (24-48 órás kezelések; MTT-

assay; 8. ábra), illetve a sejtszámot (48 órás kezelés; CyQUANT proliferációs assay; 9. ábra). 
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Fontos megjegyezni, hogy bár (mint az fentebb már említésre került) az EMT gátlása 

esetén azt tapasztaltuk, hogy a faggyúlipid-szintézis mérsékelt fokozódását gyulladásgátló 

hatások kísérték (39), nem példanélküli a szebociták esetén, hogy a lipogén hatások gyulladásos 

folyamatokkal járjanak együtt. Kollaborációs partnereink a közelmúltban derítettek fényt rá, 

hogy a leptin nemcsak fokozza a faggyúlipidek termelését, de egyszersmind (a STAT3, 

valamint a p65 NF-κB útvonal aktiválásával) gyulladásos választ is kivált humán szebocitákon 

(165). 

Az alapjelenség leírását követően hatásmechanizmus tanulmányozásával folytattuk 

kísérleteinket. Kimutattuk, hogy az OEA lipogén hatása független a PPARα-tól (12. ábra), 

ezért megvizsgáltuk, hogy az OEA egy másik lehetséges receptora, a GPR119 kifejeződik-e a 

szebocitákon. Megállapítottuk, hogy a GPR119 mind mRNS, mind fehérje szinten megtalálható 

a sejteken, és kifejeződik intakt faggyúmirigyekben is (13. ábra). Szelektív antagonisták 

hiányában a következőkben siRNS transzfekció segítségével sikeresen csökkentettük a 

GPR119 kifejeződését humán szebocitákon, és megállapítottuk, hogy a beavatkozás jelentősen 

mérsékelte az OEA lipogén hatását (14. ábra), így az nagy valószínűséggel (legalább részben) 

a GPR119 aktivációja révén alakult ki. 

Az OEA lipogén hatásának mechanizmusát „szűrőjellegű” (foszfokináz array; 3. 

táblázat), illetve célzott (cAMP ELISA, fluoreszcens Ca2+-mérés, szelektív farmakológiai 

inhibitorok; 16. 18. és 19. ábra) tovább vizsgálva megállapítottuk, hogy nemcsak a 

„klasszikus” eCB-ok esetén leírt (156) ERK1/2 MAPK kaszkád (17. ábra), hanem más 

jelátviteli útvonalak (a JNK, az Akt/PKB és CREB) aktiválása is szerepet játszik a 

kialakulásában (3. táblázat; 19. ábra), míg a piloszebáceus egység immunfolyamatainak 

befolyásolásában részt vevő STAT5 (166) farmakológiai gátlásának nem volt rá szignifikáns 

hatása (19. ábra). 
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Fontos megemlíteni, hogy - habár a GPR119 aktiválódása jellemzően Gs-fehérjéhez 

kapcsolt útvonalon keresztül emeli az intracelluláris cAMP szintet - irodalmi adatok alapján a 

receptorra jellemző az „elfogult agonizmus” jelensége, azaz ligandumtól függően különböző 

hatékonysággal több alternatív jelátviteli útvonalat is aktiválhat (19). Ezek között kiemelkedő 

jelentőséggel bír a β-arresztin útvonal, amely nemcsak a G-fehérje-kapcsolt receptorok 

deszenzitizálásáért felelős, hanem az ERK1/2 MAPK kaszkád aktiválására is képes (20). Ezzel 

összhangban, egy nemrégiben megjelent tanulmányban kimutatták, hogy az oleoil-

lizofoszfatidil-inozitolnak a glükagonszerű peptid-1 szekrécióra gyakorolt hatásait L-sejteken 

a GPR119 közvetítette, mégpedig az ERK1/2 MAPK és a cAMP/PKA/CREB útvonalak 

aktiválása révén (21), míg egy másik tanulmány tanúsága szerint a GPR119 aktiválását a 

cAMP-szint emelkedése mellett Ca2+-szint emelkedés, valamint az ERK1/2 MAPK kaszkád 

aktiválódása is követheti (22). Ennek ellenére érdekes módon azt tapasztaltuk, hogy az OEA 50 

µM-os koncentrációban alkalmazva nem volt hatással a szebociták Ca2+ homeosztázisára (16. 

ábra, akut kezelés)§§, és a szebociták cAMP szintjét is csak kis, nem szignifikáns mértékben 

emelte meg (18. ábra).  

Ez utóbbi eredmény egyrészt magyarázható lehet alternatív másodlagos jelátviteli 

útvonalak aktiválásával („elfogult agonizmus”); másfelől azonban, ha figyelembe vesszük a 

cAMP szignaling jólismert kompartalizációját (167), nem zárja ki annak a lehetőségét, hogy a 

cAMP hozzájárulhat az OEA bizonyos hatásaihoz, hiszen kísérleteinkben a cAMP szintet 

teljessejt-lizátumból (és csak egyetlen időpontban) határoztuk meg, de nem vizsgáltuk meg, 

hogy statisztikailag szignifikánsan emelkedik-e a cAMP szintje a különböző sejten belüli 

mikrokompartmentekben (és/vagy más időpontokban) az OEA kezelés hatására. 

                                                           
§§ Ez már csak azért is meglepőnek tűnhet, mert (amint arról a Bevezetés fejezetben már szó esett) az OEA 

elméletileg képes aktiválni (45) a szebocitákon funkcionálisan aktív formában kifejeződő (113), dominánsan Ca2+-

ra permeábilis TRPV1-et. Bár a jelenség hátterét jelen projekt során nem vizsgáltuk, a legvalószínűbb 

magyarázatnak az tűnik, hogy irodalmi adatok alapján az OEA csak bizonyos (esetünkben hiányzó) egyéb 

körülmények (pl. előzetes PKC aktiváció) együttes fennállása esetén képes fokozni a TRPV1 aktivitását (45). 
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Ezzel az elképzeléssel egybecsengenek a foszfokináz array során nyert eredményeink, 

melyek szerint a CREB foszforilálódik (aktiválódik) OEA kezelés hatására (3. táblázat), 

farmakológiai gátlása pedig számottevően csökkenti az OEA lipogén hatását (19. ábra). 

Mindezek alapján feltételezhető, hogy a cAMP (is) szerepet játszhat az OEA bizonyos 

hatásainak közvetítésében humán szebocitákon. Fontos ugyanakkor hangsúlyozni, hogy a 

CREB aktiválása nemcsak a cAMP szint emelkedésén keresztül érhető el, hanem alternatív 

másodlagos jelpályákon keresztül is, ideértve egyebek mellett az Akt/PKB útvonalat is (168). 

Ismert, hogy az Akt/PKB (162,163), valamint a JNK MAPK (161,162) útvonalak közvetíthetik 

különféle mediátorok lipogén hatásait humán szebocitákon. Ezzel összhangban eredményeink 

azt mutatták, hogy az OEA kezelés aktiválta ezeket az útvonalakat (3. táblázat), farmakológiai 

gátlásuk pedig csökkentette az OEA által kiváltott faggyúlipid-termelést (19. ábra). 

A fentieken túl figyelemreméltó momentum, hogy az Akt/PKB képes foszforilálni és 

ezáltal inaktiválni az egyebek mellett a β-katenin ubikvitinálódását és degradációját is elősegítő 

GSK-3α/β enzimet (169–171). Ezzel összhangban a foszfokináz array során azt találtuk, hogy 

az OEA-kezelés a GSK-3α/β működését gátló (S21/S9) foszforilációhoz, valamint a β-katenin 

szint emelkedéséhez vezetett (3. táblázat). Ezek az adatok közvetetten azt erősítik meg, hogy 

az Akt/PKB útvonal valóban aktiválódik az OEA-kezelés során humán szebocitákban. 

Bár a fentiek alapján az OEA-GPR119 tengely és a kapcsolódó másodlagos jelpályák a 

faggyúlipid-termelés fokozódásához vezetnek, érdekes módon az aknés és aknéban nem 

szenvedő donorok bőrmintáit összehasonlítva arra az eredményre jutottunk, hogy az aknés 

betegek faggyúmirigyeiben a GPR119 fehérje szintű expressziója szignifikánsan csökkent (20. 

ábra). Bár a kísérletbe bevont donorok viszonylag alacsony a száma, valamint az egyes 

donorok közötti relatíve nagy variabilitás miatt korai lenne merész következtetéseket levonni, 

adataink alapján mégis úgy tűnik, hogy a homosztatikus GPR119 jelátvitel az aknés betegek 

egy részénél valóban zavart szenvedhet. 
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Bár jelen kísérleteink nem adnak választ arra a kérdésre, hogy az egyébként 

eredményeink alapján lipogén hatásokat közvetítő GPR119 kifejeződése miért csökken 

aknéban szenvedő betegek faggyúmirigyeiben, elméleti megfontolások alapján több lehetséges 

magyarázat is kínálkozik. Az aktivációt követő down-reguláció/deszenzitizálódás jólismert 

jelenség több G-fehérjéhez kapcsolt receptor (172–175), így a GPR119 esetében is (19,22). 

Ennek fényében eredményeink egyik lehetséges magyarázata, hogy a GPR119 (túl) 

aktiválódása inkább az akne patogenezisének kezdeti szakaszában és nem a későbbi 

progresszióban játszik szerepet. Alternatív hipotézisként természetesen az is lehetséges, hogy a 

lipogén GPR119 receptor down-regulációja egy a már eleve kórosan magas szintet elérő 

faggyútermelésre adott másodlagos, kompenzációs mechanizmusként alakul ki. 

Az eredmények értelmezésekor fontos kitérni arra is, hogy a munkánk során alkalmazott 

OEA-koncentráció magasnak tűnhet a vegyület irodalmi adatok alapján ismert átlagos 

plazmakoncentrációjának (~4 nM) fényében (176). Számos érv szól ugyanakkor amellett, hogy 

az általunk alkalmazott koncentráció relevánsak mondható. Először is, a szebociták 

expresszálják a NAPE-PLD-t (amely az OEA szintézisében is részt vevő kulcsfontosságú 

enzim) (177), ezért az OEA lokális koncentrációja magasabb lehet, mint a szérumban mért érték 

(39). Másodszor, az IUPHAR adatbázis szerint az OEA pEC50 értéke GPR119 esetén 5,4-6,3 

(azaz ~ 500 nM-4 μM) (160), ami azt jelenti, hogy a GPR119 teljes aktiválásához az OEA-t az 

alacsony mikromoláris tartományban kell alkalmazni.*** Hasonlóképpen, egy másik 

nemrégiben megjelent tanulmányban a szerzők 5 mM 2-oleoil-glicerint (2-OG) alkalmaztak a 

GPR119 aktiválására és az intraokuláris nyomás csökkentésére. GPR119-/- egereken végzett 

kísérleteik tanúsága szerint ennek a látszólag rendkívül magas 2-OG koncentrációnak a hatását 

továbbra is a GPR119 közvetítette (178). Ez, kiegészítve azzal a ténnyel, hogy az IUPHAR 

adatbázis szerint a 2-OG pEC50 értéke 5,6, vagyis szinte azonos az OEA-éval, arra enged 

                                                           
*** Megjegyzendő, hogy egy másik munkacsoport is a fentiekhez hasonló EC50-adatokat (a vizsgált másodlagos 

jelpályától függően 85 nM - 15 μM) publikált a közelmúltban (19). 
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következtetni, hogy az 50 μM OEA alkalmazása a mi kísérletes rendszerünkben is releváns 

lehet. A fentieken túl persze azt is figyelembe kell vennünk, hogy a szebocitákat szérumot 

tartalmazó tápoldatban tenyésztettük, és így a tápoldat plazmafehérjéi megköthették az erősen 

lipofil OEA egy részét, így nagyon valószínű, hogy az OEA aktív, szabad frakciójának 

koncentrációja alacsonyabb volt, mint az alkalmazott koncentráció. Végezetül azt is érdemes 

megjegyezni, hogy a „klasszikus” eCB-ok (azaz az AEA és a 2-AG) szintén az alacsony 

mikromoláris tartományban (30 μM) fejtik ki a faggyúlipid-szintézist és differenciálódást 

fokozó hatásaikat egy másik G-protein-kapcsolt receptor, a CB2 aktiválásával (156). 

Végezetül érdemes szót ejteni arról is, hogy eredményeinknek különös transzlációs 

relevanciát adnak azon állatkísérletes adatok, melyek alapján a GPR119 a jövőben terápiás 

célpont lehet a 2-es típusú cukorbetegség kiegészítő kezelésében. Bár az eddig vizsgált 

szintetikus agonisták nem jutottak túl a II. fázisú klinikai vizsgálatokon (36), az ígéretes 

állatkísérletes adatok ösztönzőleg hatnak új, nagyobb in vivo hatékonysággal bíró GPR119-

aktivátorok fejlesztésére, tesztelésére (35). Tekintve, hogy a GPR119 különböző agonistái 

eltérő másodlagos jelpályákat aktiválhatnak (19), eredményeink nem feltétlenül jelentik azt, 

hogy minden GPR119 agonista esetében számítani kell majd bőrgyógyászati, a faggyúmirigyek 

működését érintő mellékhatások kialakulására. Azonban azon agonisták esetében, amelyek az 

OEA-val nagymértékben átfedő másodlagos jelpályákat aktiválnak, az ilyen mellékhatások 

kialakulása nem zárható ki, feltéve, hogy kellően magas koncentrációt érnek el a 

faggyúmirigyekben. Eredményeink fényében ezért a jövőbeli klinikai vizsgálatok során a 

lehetséges bőrgyógyászai komplikációk kialakulására is érdemes lesz figyelmet fordítani. 

Eredményeink összességében az OEA-GPR119 jelátviteli útvonalat a humán 

faggyúlipid-termelés és a szebociták differenciálódásának egy korábban ismeretlen, pozitív 

regulátoraként azonosítják. A sejtek OEA kezelése proinflammatorikus fenotípus 

kialakulásához vezetett, ami felveti annak lehetőségét, hogy ennek a jelátviteli rendszernek a 
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diszregulációja hozzájárulhat a fokozott faggyúlipid-termeléssel és gyulladással jellemezhető 

akne kialakulásához. 

 

7.2. Az ECS vizsgálata HCEC-eken 

A szaruhártyát felépítő epitélsejtek a szemfelszín első védelmi vonalaként működnek, 

és ennek során fizikai és immunológiai jellegű kihívásoknak is meg kell felelniük (127). Ez 

utóbbi kihívások jelentősége igen nagy, hiszen a kornea kóros gyulladásos folyamatai a 

szaruhártya átlátszóságának elvesztéséhez és ezzel vaksághoz vezethetnek (179). Újabb 

eredmények alapján a HCEC-ek nem kizárólag „passzív elszenvedői”, hanem (pl. MHC-II 

molekulák kifejezése vagy éppen különféle citokinek/kemokinek termelése révén) aktív 

alakítói is a lokális gyulladásos folyamatoknak (180,181). 

A HCEC-ek gyulladásos válaszainak egyik szabályozója a TRPV1, hiszen a receptor 

aktiválása gyulladásos mediátorok felszabadulásához vezet (132,141), míg a CB1 receptor 

AEA-dal történő aktivációja kivédte a TRPV1 hatásait, azaz (legalábbis ebben a modellben) 

gyulladásgátló hatásúnak bizonyult (141). Tekintve, hogy a legfőbb „klasszikus” eCB-ok (AEA 

és 2-AG) jelen vannak a humán korneális epitéliumban (182), jelen kísérleteink során azt a célt 

tűztük ki magunk elé, hogy feltérképezzük az ECS eddig nem azonosított tagjainak 

kifejeződését a humán korneális epitéliumban, illetve megvizsgáljuk, hogy az AEA más (a 

TRPV1 aktivációjától függetlenül kialakuló) gyulladásos folyamatok esetén is gyulladásgátló 

hatást mutat-e. 

Kísérleteink során elsőként megerősítettük (CB1 és CB2), illetve kimutattuk (NAPE-

PLD, DAGLα és –β, MAGL, FAAH), hogy az ECS legfontosabb tagjai kifejeződnek 

tenyésztett HCEC-eken és intakt humán korneális epitéliumban is (21. és 22. ábra). Ezt 

követően az AEA lehetséges gyulladásgátló szerepét vizsgáltuk meg részletesebben. 
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Ehhez két olyan, klinikailag releváns stresszort (a vírusfertőzéseket modellező TLR3 

aktivációt, valamint UVB-besugárzást) választottunk, melyek gyulladást kiváltó hatása nagy 

valószínűséggel független a TRPV1 aktivitásától. Kimutattuk, hogy mind a p(I:C)-kezelés, 

mind az UVB besugárzás jellegzetes időbeli lefutással fokozza különböző gyulladásos 

citokinek (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8) mRNS-szintű kifejeződését HCEC-ekben (23. ábra). 

Mindezek alapján további kísérleteink során a legmarkánsabb választ mutató időpontokra 

(p(I:C): 3 óra; UVB: 12 óra) fókuszáltunk. Miután kimutattuk, hogy az AEA vizsgálni tervezett 

koncentrációi (100 nM és 10 μM) nem befolyásolják a HCEC-ek életképességét (MTT-assay; 

24. ábra), először az önmagában adagolt AEA hatásait figyeltük meg. Meglepő módon azt 

tapasztaltuk, hogy az AEA mindkét koncentrációban (100 nM és 10 μM) és mindkét időpontban 

(3 és 12 óra) fokozta több gyulladásos citokin mRNS-szintű expresszióját (Q-PCR; 25. ábra). 

Emellett – bár 100 nM-ban alkalmazva 3 és 12 órás kezelések során is csökkentette a spontán 

IL-8 felszabadulást - 10 μM-os koncentrációban alkalmazva már mindkét időpontban fokozta 

azt, sőt, 3 órás kezelések során az IL-6 szintjét is szignifikánsan növelte (ELISA; 25. ábra), 

azaz várakozásainkkal szemben döntően proinflammatorikusnak bizonyult. Adataink emellett 

arra is rávilágítottak, hogy az AEA differenciáltan modulálhatja a már meglévő, előre 

szintetizált citokinek felszabadulását és de novo termelését. 

Kimutattuk azt is, hogy – bár az AEA 100 nM-os koncentrációban csökkentette több 

gyulladásos citokin p(I:C) által indukált mRNS-szintű kifejeződését (Q-PCR; 25. ábra), az IL-

6 és IL-8 felszabadulást már tovább fokozta (ELISA; 25. ábra), 10 μM-os koncentrációban 

pedig szintén egyértelműen proinflammatorikusnak bizonyult (Q-PCR és ELISA; 25. ábra). 

Az UVB modell vizsgálatakor még egységesebb biológiai viselkedéssel szembesültünk: azon 

esetekben, amikor az AEA bármelyik koncentrációjának volt statisztikailag szignifikáns hatása, 

az minden esetben a gyulladásos válasz további fokozása volt (Q-PCR és ELISA; 25. ábra). 
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Ezek az eredmények első ránézésre ellentmondanak azon irodalmi adatoknak, amelyek 

szerint a CB1 aktiválása egy szintetikus agonistával vagy AEA-dal gátolta a TRPV1 aktiválást 

(141,183). Bár a jelenség hátterében álló mechanizmust nem vizsgáltuk részletesebben, az 

ellentmondás feloldására több feltételezéssel is élhetünk. Elsőként fontos megjegyezni, hogy 

az AEA maga is képes aktiválni a TRPV1-et (184), így lehetséges, hogy csak akkor 

gyulladásgátló hatású, ha a TRPV1-et egy erősebb hatást kiváltó (magasabb „efficacy”-val 

jellemezhető) ligandum aktiválja a szaruhártya epitélsejtjein, aminek a hatásával az AEA 

„gyengébb”, parciális agonistaként interferálhat. Ilyen ligand hiányában azonban a mi 

kísérleteinkben maga is TRPV1-mediált mechanizmussal válhatott gyulladáskeltővé, és ez a 

gyulladásos válasz a független mechanizmussal kiváltott gyulladásos folyamatokkal additívnak 

bizonyult. 

A jelenség hátterét kutatva természetesen azt is érdemes tekintetbe venni, hogy az AEA 

számos más molekuláris célpontra is hathat. A teljesség igénye nélkül ilyenek a GPR55 (185), 

a GPR18 (186), a CaV3.1, a CaV3.2, a CaV3.3 (187), a K2P3.1 (188), a TRPM8 (189) és a KV1.2 

(190). Ezek közül a GPR18-ról már leírták, hogy szabályozza az intraokuláris nyomást és a 

korneális sebgyógyulást (191,192), de annak eldöntése, hogy bármelyik már ismert vagy még 

azonosításra váró alternatív célpont kifejeződik-e a korneális epitélsejteken, és befolyásolhatja-

e azok gyulladásos folyamatait, jövőbeli, célzott kísérletek feladata lesz. 

Végezetül azt is meg kell jegyezni, hogy eredményeink alapján az AEA lebontásáért 

felelős fő katabolikus enzim, a FAAH, kifejeződik a humán szaruhártya epitélsejtjein in vitro 

és in situ is (21. és 22. ábra), az AEA FAAH általi lebontása pedig egy gyulladásos 

lipidmediátor, az arachidonsav termelését eredményezi. Az arachidonsav és származékai (pl. a 

leukotrién B4) fontos szereplők a szemészeti betegségek széles skálájának patogenezisében, 

ideértve számos szaruhártyával kapcsolatos kórképet is olyannyira, hogy gátlásuk a 

közelmúltban ígéretes, új terápiás eszközként jelent meg egyes szemészeti gyulladásos 
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folyamatok mérséklésében (193–195). Mindezek fényében lehetséges, hogy bizonyos 

körülmények között az AEA gyorsan arachidonsavvá, majd más proinflammatorikus 

mediátorokká metabolizálódva váltja ki a kísérleteink során tapasztalt gyulladásos választ, ami 

valamiért nem következik be TRPV1-aktivátorok jelenlétében (141,183). Természetesen 

jelenlegi ismereteink nem elégségesek annak eldöntésére, hogy a fenti mechanizmusok közül 

melyik milyen mértékben járulhat hozzá az AEA most leírt gyulladásos hatásokhoz, így a 

folyamat jobb megértéséhez további vizsgálatokra van szükség. 

Akárhogy is, az ECS szerepének pontosabb megértése a különféle keratitiszek és egyéb 

gyulladásos szembetegségek patomechanizmusában közelebb vihet a jelzett betegségekben 

hatékony, új terápiás eszközök kifejlesztéséhez. Jelen tanulmányunk eredményei azonban arra 

is ráirányítják a figyelmet, hogy egy ilyen összetett rendszerbe való beavatkozáskor fokozott 

óvatosságra van szükség, hiszen akár az általánosságban gyulladásgátlóként ismert eCB-ok is 

fejthetnek ki gyulladásos folyamatokat fokozó hatást. 
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8. Összegzés 

Kísérleteink első felében a célunk az volt, hogy megvizsgáljuk milyen hatást gyakorol az 

OEA a humán szebociták biológiai folyamataira. Megállapítottuk, hogy 50 μM-os 

koncentrációig a citotoxicitás veszélye nélkül alkalmazható, és nem befolyásolja az SZ95 

szebociták proliferációját. Többféle vizsgálómódszert alkalmazva kimutattuk azt is, hogy az 

OEA-kezelés fokozta a faggyúlipid-termelést és a szebociták differenciálódását, valamint 

megnövelte több gyulladásos citokin kifejeződését és felszabadulását. A jelenség 

mechanizmusát kutatva megállapítottuk, hogy az OEA nem a PPARα aktiválása révén fejti ki 

a lipogén hatását, hiszen a szelektív PPARα antagonista GW 6471 nem befolyásolta azt. A 

következőkben kimutattuk, hogy a humán szebociták kifejezik az OEA egy másik lehetséges 

receptorát, a GPR119-et is, amelynek a szelektív géncsendesítése jelentősen csökkentte az OEA 

faggyúlipid-termelést fokozó hatását. Megállapítottuk, hogy a lipogén hatás kialakításában több 

kináz kaszkád (ERK1/2, JNK, CREB, Akt/PKB) aktiválódása is szerepet játszik. Végezetül a 

GPR119 expresszióját aknés, valamint aknéban nem szenvedő donorok faggyúmirigyeiben 

vizsgálva azt találtuk, hogy GPR119 kifejeződése aknéban csökken, ami arra utal, hogy az 

OEA-GPR119 jelátviteli tengely valóban zavart szenvedhet a betegség patogenezise során. 

Kísérleteink második felében HCEC-eket és humán szaruhártyamintákat vizsgálva 

megállapítottuk, hogy a humán korneális epitélsejtek kifejezik az ECS legfőbb tagjait in vitro 

és in situ. Kimutattuk azt is, hogy a várttal ellentétben HCEC-ek AEA kezelése már önmagában 

is proinflammatorikus hatást váltott ki, és megállapítottuk, hogy az AEA (bár a hatásai 

koncentrációfüggőnek bizonyultak) többnyire tovább fokozta a TLR3 aktiváció, illetve UVB-

besugárzás által kiváltott virális keratitiszt, illetve fénykárosodást modellező gyulladásos 

választ. Eredményeink szerint tehát az egyébként általában gyulladásgátló hatásúnak ismert 

eCB jelátvitel bizonyos körülmények között proinflammatorikus hatásokat is közvetíthet a 

humán korneális 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 μM, 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 PPARα, as it was not affected by the 

selective PPARα 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, JNK, 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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