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BEVEZETES

Eleinte a cannabinoid rendszer 1étezésérdl csak a vadkender (Cannabis
sativa) pszichoaktiv alkotdja, a (-)-A’-tetrahydrocannabinol révén voltak
elképzeléseink. Az intenziv kutatasok eredményeként kidertilt ugyanakkor, hogy
maga az emberi szervezet 1is termel cannabinoid vegyiileteket. A
cannabinoidokkal végzett vizsgalatok emellett receptor medidlta mechanizmusra
utaltak, és ez igazolddott is az 1990-es évek elején, amikor két cannabinoid
receptort (CB1 ¢és CB2) azonositottak. Az 1-es tipusu cannabinoid receptort
eldszor a kozponti idegrendszerben, mig a 2-es tipusit az immunrendszerben
irtak le. Idével azonban kideriilt, hogy a receptorok ezen lokalizaci6ja nem ilyen
egyertelmli. Az endocannabinoid rendszer miikodését €s aktivitasat azota mar
szamos szovetben, szervben — igy tobbek kozott a borben is — leirtak.

Laboratériumunk kordbbi kisérletei sordn kimutatta a rendszer bizonyos
tagjainak — cannabinoid receptorok, endocannabinoidok (anandamid, 2-
arachidonoil-glicerol) — funkcionalis jelenlétét a szortiisz6 kiillonféle elemeiben.
Masok igazoltdk tovabbd a bdr szamos fliggelékének, tobbek kozott a
faggyumirigy sebocytdinak, valamint az epidermis sejtjeinek CB1 ¢és CB2
immunpozitivitasat. Ezidaig ugyanakkor nem sikeriilt tisztdzni sem a
pilosebaceous egység masik tagjan, sem az epidermalis keratinocytdkon a
rendszer szerepét. Mivel a faggyumirigy sebocytdi, valamint az epidermalis
keratinocytdk kéros milkodése olyan nagy prevalencigju  korképek
kialakulasaban bir meghatdrozé jelentdséggel, mint pl. az acne vulgaris, ezért
kisérleteinkben ezen két sejttipust vizsgdlva elemeztilk az endocannabinoid
rendszer szerepét a a bOr bioldgiai folyamatainak (ndvekedés, differencialodas,

tulélés, zsirtermelés) szabalyozasaban.



IRODALMI ATTEKINTES

A cannabinoidok

A cannabinoidok a Cannabis sativa novényben talalhatd természetes
anyagok csoportja, valamint ezek szintetikus megfeleléi vagy metabolitjai. A
Cannabis sativa tobb mint 420 kiilonb6zd kémiai dsszetevot tartalmaz, amelyek
koziil a legfontosabbak: a foként pszichoaktiv hatdsarol ismert (-)-A’-
tetrahydrocannabinol ((-)-A’-THC), a cannabidiol (CBD) és a cannabinol
(CBN).

Az elsoként felfedezett és leginkabb kutatdsok kozéppontjaban allo
endogén cannabinoid az N-arachidonoylethanolamide, mésnéven anandamid
(AEA). Az arachidonsav (AA) szarmazék AEA kémiailag az eicosanoidok kozeé
tartoz6, 22 szénatombol allo vegylilet, amely in vivo egy membranlipid-
prekurzorbdl, az N-arachydonoil-foszfatidol-etanol-amidbol (NAPE) képzddik.
Ugyancsak az eicosanoidok csaladjaba tartozik a 2-AG (2-arachidonoyl
glycerol), ami a diacil-glycerolbdl (DAG) képzddik a DAG-lipaz segitségével.
Az endocannabinoidok nem rendelkeznek raktarakkal, hanem a ,,sziikségletnek™
megfeleld iitemben termelddnek és szabadulnak fel. Az extracelluléris térben
1évd endocannabinoidokat egy szelektiv ,,uptake” mechanizmus, az ugynevezett
anandamid membrantranszporter (AMT) keletkezésiiket kovetden eltavolitja,
hogy aztdn a sejtekben zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) vagy a 2-AG esetében
monoacilglicerol-lipaz (MAG-lipaz) segitségével metabolizalodjanak. Az
eredetileg endocannabinoidként leirt AEA endovanilloid vegyiiletként is ismert,
azaz a tranziens receptor potencial vanilloid-1 (TRPV1) kozvetlen aktivaciojara
is képes; sot, a TRPV1 aktivacioja (példaul kapszaicinnel) AEA felszabaduldsat
valtja ki szenzoros neuronokon. A szintetikus cannabinoidok kore is egyre bdviil
a cannabinoid rendszer vizsgalatdnak kozéppontba keriilésével. Ide tartoznak a
kisérleteink soran is haszndlt CB1 agonista arachidonoyl-2-chloro-ethylamide

(ACEA), valamint a CB2 agonista JWH-015.



Cannabinoid receptorok

Az l-es tipusu cannabinoid receptort (CB1) eldszor a kdzponti
idegrendszerben irtdk le. Egyebek mellett szabalyozo szerepet tolt be a
szinaptikus folyamatokban, a memoriaban és a motoros tanulasban. A 473
aminosavbol 4116, 60 kDa tomegli molekula szerkezetileg a 7-transzmembran (7-
TM) fehérjek kozé tartozik. A CB1 G-protein medialt jelatvitellel miik6do,
metabotrop receptor, mely az adenilat-ciklaz (AC) gatldsaval csokkenti a cAMP
szintet, ezzel gatolja a protein kindz A-t (PKA), és igy kiilonbozd fehérjék
foszforilaciojat csokkenti. A receptorhoz feltehetdleg nem csupdn inhibitorikus
G-protein kapcsolodhat, igy a cAMP koncentracioja attol fliggéen valtozik a
sejtben, hogy milyen tipustu G-protein aktivalédik. A G-proteinek aktivacidjanak
hatasara a membranban kiilonboz6 Ca**-és K'-csatornak is megnyilhatnak,
emellett a receptor stimuldladsa a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK)
szignalizacios Utvonalon keresztiil génexpresszios valtozasokat is elindithat.

A 2-es tipusu cannabinoid receptor (CB2) elsésorban az immunrendszer
sejtjeiben és a hemopoetikus rendszerben (1€p, thymus, tonsillak, T- és B sejtek)
expresszalodik. A protein 360 aminosavbol 4ll és 44%-o0s homoldgiadt mutat a
homolodgia. A CB2 hatésat, hasonloan a CB1-hez, G-proteinen keresztiil fejti ki:
az AC gatlasaval csokkenti a cAMP szintet. Emellett képes a MAPK
stimulaldsara is. Leirtdk, hogy a CB2 stimulalasa az Erk kaszkad aktivaciojan
keresztiil génexpresszios valtozasokat is okozhat. Igen jellemzd, hogy a
receptorhoz kotddd agonista fliggvényében ugyanazon receptor aktivacioja
kiilonb6zd jelatvivé rendszerek aktivalodasahoz vezethet. Fontos emellett
hangsulyozni, hogy a farmakologiai vizsgalatok szerint a két ismert receptor
mas receptorok aktivalasara — pl. egyéb TRP-csatornak, peroxisdéma proliferator

aktivalta receptorok (PPAR) — is képes.



A cannabinoid rendszer a borben

Kimutattak, hogy mindkét receptor jelentds mértékben fejezddik ki a
human bdrben eléforduld szamos sejttipusban (pl. epidermaélis keratinocyték,
szOrtlisz6  epithelidlis  sejtjei, faggyumirigy  sebocytdi, mastocytdk).
Megallapitottdk emellett, hogy mind a HaCaT (,,Human Adult skin
keratinocytes, low Ca®", elevated Temperature”), mind az NHEK (,,Normal
Human  Epidermal Keratinocyte”) sejtek  tartalmazzdk az  AEA
metabolizmusdban  szerepet jatsz6 enzimeket, valamint képesek az
endocannabinoidok szintézisére is. Az is bebizonyosodott, hogy a receptorok
stimuldlasa a bdrben lezajlé olyan folyamatokra is hatdssal van mint pl. a
tumorgenesis, a fajdalom, a viszketés vagy éppen a haj- és sz0rszal novekedése.
Laboratoriumunk korabban a CB1 receptor funkcionalis jelenlétét igazolta a
szOrtlisz6  biologiai  folyamatainak  szabdlyozasiban: az endo- ¢és
exocannabinoidok — valészinileg CBI1 medidlta utvonalon keresztiil —
valamint fokozott apoptozissal jard katagén transzformaciot indukalnak a humén

szortiiszOben.

A faggyumirigy és az azt alkoto sebocytak modellje: az SZ95 sejtvonal

A faggyumirigy (glandula sebacea) a bOr dermisében taldlhat6 holokrin
elvalasztdsi mirigy, mely 4ltaldban a szOrtiiszOvel egyiitt, ugynevezett
pilosebaceous egységet képezve, helyezkedik el. A faggyimirigy nem csupan
egy evolucids maradvany, hanem szdmos parakrin, endokrin és immunoldgiai
funkciojaval dontéen hozzajarul a bor normal homeosztatikus mitkddésének
kialakitasdhoz, ¢és résztvesz azok szabalyozasdban is. A faggyu (sebum)
neutralis lipidekben gazdag valadék, melyet a faggyumirigy sejtjei, a sebocytak
termelnek. A sebocytak megvaltozott proliferacios és differencidcids képessége
szamos bOrbetegség (mint példaul a rosacea, a seborrhoea vagy az acne)

kialakulasaban jatszhat kozponti szerepet.



A humén faggyumirigy sejtek in vitro modellje az SZ95 sebocyta
sejtvonal, mely bizonyitottan megdrizte a sebocytak jellemzd fenotipusat; igy
példaul a differencialodas soran torténd méretnovekedést és a citoplazmaban
nagy mennyiségben felhalmozodd lipidcseppek jelenlétét. Az immortalizalt
SZ95 sejtekkel végzett in vitro kisérletek soran sikeriilt fényt deriteni példaul
arra, hogy a sejtek terminalis differencialédasat kisérd lipidfelhalmozdodas
kialakul4dsaban a sejtmagban elhelyezkedd PPAR-oknak is fontos szerepiik van.
Kimutattdk azt is, hogy a sebocytak differencidlodasa a PPAR ligandok mellett
AA-val is indukalhato, minek hatasara fokozodik a lipidek felhalmozddasa €s a
sejtek apoptozisa. Az AA lipid természetli gyulladasos mediatorok, valamint
proinflammatoérikus citokinek termelddését is képes fokozni az SZ95 sejtekben,

¢s e folyamatok szabalyozasdban a PPAR-ok szintén szerepet jatszhatnak.

A human epidermalis keratinocytak és modelljiik: a HaCaT sejtvonal

A keratinocytdk a bor legkiilsé rétegében, az epidermisben elhelyezkedd
sejtek, melyek feladata a kiilsé kornyezet és a test belsd része kozotti olyan
fiziko-kémiai barrier kialakitasa. A keratinocytdk folyamatosan proliferalnak,
majd differencidlodnak, ¢és kialakitjdk az epidermis jellemzd rétegeit. A
keratinocytak in vivo és in vitro koriilmények kozott is képesek példaul szdmos
citokin és novekedési faktor termelésére bizonyos ingerek (pl. UV-sugarzas,
tumor promoterek) hatasara. A felszabadult anyagok bizonyos sejteket (pl.
neutrophol granulocytdk, memoria T-sejtek) aktivalhatnak, igy a keratinocytak
fontos szerepet jatszanak a bdrbe keriilt korokozok ¢€s antigének altal kivaltott
immunvalasz kialakitdsdban. Emellett megfeleld receptorhoz koétddve jelatviteli
utvonalakat (pl. tirozin-kindz) indithatnak be, melyek egymassal kapcsolodva
bonyolult halozatokat alkothatnak. A NHEK sejtek a primer tenyészetiikben
beindulo differencialodas soran az apoptotikus folyamatoknak ko&szonhetden
gyorsan elhalnak. Ezért valt sziikségessé olyan sejtvonal megalkotdsa, ami in

vitro j6 modellje az NHEK sejtfolyamatainak, ugyanakkor hosszatdvon



tenyészthetd, illetve fenntarthatdo. Az e célbdl 1étrehozott sejtvonal neve a

HaCaT tenyészet.

Célkitiizések
A vizsgalatok sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

% A huméan faggyumirigyekhez hasonldan kifejezédik-e a CB1 és/vagy a
CB2 receptor az SZ95 sebocytakon?

¢ Hogyan befolyasoljak az endocannabinoidok a sebocytak olyan alapvetd
biologiai folyamatait, mint az életképesség, a proliferacio ¢és a
differencialodas (faggyatermelés)?

% Mely receptor/ok kozvetitésével fejtik ki cellularis hatasukat az
endocannabinoidok?

% Milyen jelatviteli utvonalak/génexpresszios valtozasok kozvetithetik az

endocannabinoidok hatasait?

Kisérleteink masodik felében az AEA human epidermadlis keratinocytak
¢letfolyamataira gyakorolt szabalyozd szerepét vizsgaltuk in vitro és in situ
koriilmeények kozott. A vizsgdlatok soran az alabbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

¢ Hogyan befolyasolja az AEA a primer NHEK, illetve az azok modelljéiil
szolgalo immortalizalt HaCaT keratinocytak alapvetd €letfolyamatait?

¢ Az AEA in situ korilmények kozott is képes kifejteni cellularis hatasait?

s Mely receptor(ok) kozvetitésével, illetve milyen jelatviteli titvonalakon

keresztiil fejti ki hatasait az AEA?

A fenti kérdésekre kombinalt farmakologiai eljardsok és molekularis biologiai

technikék felhasznéalasaval végzett kisérleteinkben kerestiik a valaszokat.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztes

Az S7Z95 sejteket megfelelden kiegészitett Sebomed Basal Medium-ban,
az NHEK keratinocytakat EpiLife szérummentes keratinocyta médiumban, mig
a HaCaT keratinocytakat Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztdoldatban
tenyésztettiik. A tenyésztést 5% CO, tartalmu 1égtérben, 37 °C-on végeztiik.

Immuncitokemia, immunhisztokemia

A sejteket acetonos fixalast kovetden az adott primer antitestekkel egy
¢jszakan at 4°C-on, a fluoreszcein-izothiocianattal (FITC) konjugalt masodlagos
antitesttel pedig 60 percen keresztiil inkubaltunk 37°C-on. A sejtmagot 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) fluoreszcens magfestdvel tettiik lathatéva a
fluoreszcens mikroszkopban. Negativ kontrollként azokat a megfestett
feddlemezeinket hasznaltuk, melyeken az antitesteket szintetikus blokkolo
peptiddel egyiitt alkalmaztuk.

A CBI1 ¢és CB2 human faggyimirigyben torténd kimutatdsara szolgéald
szovetmintak plasztikai sebészeti beavatkozasokbol szarmaztak a Debreceni
Egyetem FEtikai Bizottsaganak jovahagyasaval. 4%-os formalinos fixalast
kovetden a paraffinba 4agyazott szdovetdarabokbol 4 um-es metszeteket
készitettiink. A deparaffinaldst, majd az antigénfeltdrast kovetéen (8 mM
TrisHC1 puffer), a szovetben el6fordulé endogén peroxidazokat peroxidaz
blokkol6 oldattal, mig a nem specifikus kotohelyeket Protein Block
szérummentes reagenssel blokkoltuk. A metszeteket az elsddleges CB1-¢és CB2-
ellenes antitesttel egy ¢éjszakdn 4t, majd masnap nyul ellen kecskében
termeltetett EnVision+®-nel 30 percen keresztiil inkubaltuk. A peroxidaz-
aktivitas kimutatasara diamino-benzidint (DAB), mig magfestésre Mayer-féle

hematoxilint hasznéltunk. Negativ kontrollként az els6dleges antitestet



szintetikus blokkolo peptiddel inkubéltuk. A metszetekrdl Nikon Eclipse E600
tipusu fluoreszcens mikroszkop segitségével készitettiink felvételeket.

Az epidermalis keratinocytak in situ vizsgalatat kollaboracios partnereink
végezték. A humdn boOrbdl szdrmazd tenyészetekben a proliferdldo ¢és az
apoptotikus  sejtek egyideji kimutatdsara a Ki-67/TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) kettds festést
alkalmaztak. Az eljaras sordn az oszt6do sejtek jelenlétérdl a Ki-67 proliferacios
marker immunhisztokémiai kimutatisa ad felvilagositast, az apoptotizald sejtek
megjelenitése pedig a DNS-fragmentacido soran keletkezett szabad 3’ végek

jelolésén alapul.

Western blot

A homogenizalt mintdk proteintartalmdnak meghatarozasat kovetden SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) végeztiink, majd a szétvalasztott
fehérjéket nitrocelluld6z membranra transzferadltuk. A membrant a szabad
kotdhelyek blokkoldsat kovetden a megfeleld primer antitesttel inkubaltuk. A
TRPV1 kivételével (melyet HRP-konjugalt IgG-vel fedtiink) a membranokat
EnVision+®-nel inkubaltuk, majd az immunjeleket kemilumineszcens kit
segitségével tettiik lathatova; a jelintenzitdst az optikai denzités

meghatarozasaval szamszerlsitettiik szoftver segitségével.

Szemi-kvantitativ reverz-transzkripcio polimerdz lancreakcio (RT-PCR)

A CBI, CB2 ¢s TRPVI mRNS szinti meghatirozasara Trizol
segitségével teljes RNS-t izolaltunk, majd a specifikus primerek és enzimek
felhasznalasaval reverz transzkripciot végeztiink GeneAmp® PCR System 2400
DNA Thermal Cycler segitségével. A termékeket ethidium-bromidot tartalmazo
1,5%-0s agar6z gélen valasztottuk el, majd UV-fény alatt tettiik lathatéva. Az

analizist Image Pro Plus 4.5.0 szoftver segitségével végeztiik.
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Kvantitativ valos idejii PCR (Q-PCR)
A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System

segitségével tortént, az 5’ nukledz modszer felhasznalasaval. A PCR
amplifikdci6 TagMan primerek és probak alkalmazidsaval tortént. A relativ
expressziokat a belsd kontroll expresszidjara normalizalva, a ACT modszert

alkalmazva adtuk meg.

A sejtek életképességének meghatarozasa

A viabilitas vizsgélatakor kolorimetridas MTT assay-t alkalmaztunk: a sarga
szini metilthiazol-tetraz6lium (MTT) por az €16 sejtek mitokondriumaiban a
mitokondridlis dehidrogenazok hatasara lila szinii formazan kristallya alakul at a
tetrazOlium gyliri hasitdsa soran. A megfeleld farmakonok kiilonb6zo
koncentracidival kezelt sejtekben keletkezd formazan kristdlyokat ,MTT
szolubilizalé oldatban” feloldottuk, koncentracidjukat pedig kolorimetrids Gton
hataroztuk meg 550 nm-en. A mért abszorbancia aranyos az €16 sejtek szaméval,

amit a kontroll szazalékédban adtunk meg.

Az apoptotikus folyamatok vizsgalata

A pro-apoptotikus kaszpazok aktivitasanak fluorimetrids meérésén alapul a
Poly Caspases Detection Kit. A karboxi-fluoreszcein csoporttal (FAM) ellatott
reagens a sejtmembranon dathatolva kovalens kotést képes kialakitani az
aktivalodott  kaszpaz aktiv  centrumaval, ami fluoreszcenciaintenzités

3 II FLuorescence Image microPlate Reader

valtozasaval jar. FlexStation
(FLIPR) segitségével 490 nm-en gerjesztve, 530 nm-en detektaltuk a
fluoreszcenciaintenzitést.

Apoptozis tovabbi vizsgalatara hasznalt Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit elve azon alapul, hogy az apoptotikus sejtek membranjan a
foszfatidil-szerin  externalizadlodik, 1igy a hozzd specifikusan ko6t6do

fluoreszcensen jelolt annexint mérni tudjuk. A fluoreszcenciaintenzitast 490 nm-
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es hullamhosszon gerjesztve ¢és 520 nm-en detektdlva mértiik FLIPR
segitségével.

A mitokondrialis membranpotencial csokkenés (mint apoptozis marker)
detektalasara a MitoProbe™ DilC(5) Assay Kitet hasznaltuk. A festék a
mitokondridlis membranpotencial nagysaganak fiiggvényében akkumulalodik a
sejtek mitokondriumaiban, ezért a korai apoptotikus jeleket mutatd sejtekben
csokkent fluoreszcencia intenzitast detektdlhatunk; a jeleket 630 nm-es

hullamhosszon gerjesztve és 670 nm-en detektalva mértiik FLIPR segitségével.

A citotoxicitas/sejtnekrozis vizsgalata

Az akut (24 oréas) kezelés citotoxikus hatdsanak vizsgalata a gliikoz-6-
foszfat-dehidrogenaz (G6PD) enzim felszabaduldsanak mérésével tortént. A
sejthalal mértékét egy kétlépéses enzimatikus folyamat segitségével hataroztuk
meg, melynek sordn a resazurin redukciojan keresztiil narancs-fluoreszcens
resorufin képzddott. A keletkezd resorufin mennyiségét FLIPR segitségével, 545
nm excitdcios ¢és 590 nm emisszés hulldmhossz mellett detektaltuk. A
hosszutava kezelések esetleges citotoxikus hatdsat SYTOX Green jeloléssel
vizsgaltuk. A festék csak a dezintegralodott plazma-, illetve magmembranon
keresztiil képes bejutni a sejtmagba, ahol azutan a duplaszalia DNS-hez kotddik.

Az S7Z95 sebocytak esetében az apoptotikus €és nekrotikus sejtpopulaciok
aranyat annexin V —propidium jodid kettds festéssel egyidejlileg s
vizsgalhattuk. A sejteket a tripszinezést és festést kovetden FACS-pufferben
szuszpendaltuk, majd a fluoreszcencia intenzitdst Coulter Epics XL aramlasi
citométer segitségével mértilk. Az adatok kiértékelését a WinMDI 2.8

szamitdgépes program segitségével végeztiik.

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozadsa

A sebocytdk lipidtartalmanak szemikvantitativ vizsgalatara a sejteket Oil-

Red O festésnek vetettiikk ald. A paraformaldehiddel fixalt sejteket Oil-Red O
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oldattal (60%-0s izopropanolban oldva) jel6ltiik, majd a sejtmagot Mayer-féle
hematoxilinnel festettiik.

A kvantitativ vizsgéalatokhoz fluoreszcens Nile Red jeldlést alkalmaztunk.
Az eltérd gerjesztési €és detektalasi hulldamhosszok miatt (neutrdlis lipidek:
excitacid 485 nm-en, emisszid 565 nm-en; poléros lipidek: excitdcidé 540 nm-en,
emisszid 620 nm-en) lehetdségiink nyilt a kétféle lipidtartalom egymas melletti
detektalasara. A sebocytak a differencialodéds sordn lipideket halmoznak fel a
cytoplazmaban, igy a polaros lipideket belsé kontrollként hasznalhattuk, hiszen

felhalmozodasuk leginkabb a sejtszam ndvekedésével korrelalt.

RNS interferencia (siRNS)

A sejteket 40 nM human TRPVI1, valamint CB1 és CB2 specifikus,
duplaszalu kis interferalo RNS (siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk
Lipofectamine 2000 transzfekcios reagens segitségével. Kontrollként a sejteket
Stealth RNAi Negative Control duplaszala siRNS-sel transzfektaltuk (scrambled
siRNS).

Az intracelluléris kalciumkoncentracié ([Ca’' ] ) vizsgdlata

A sejteket 5 uM kalcium érzékeny fluoreszcens fura 2 festék
acetoximetilészter formajaval (fura 2-AM) inkubaltuk 37°C-on, majd a azokat
invertald fluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk. Az excitaciés hullamhosszt
340 ¢és 380 nm kozott valtoztattuk kettds monokromator, valamint on-line
kapcsolt szamitogép segitségével (PTI Deltascan késziilék), majd a fluoreszcens
emissziot 510 nm-en detektaltuk. Kisérleteink sordn a sejteket folyamatosan
Tyrode oldatban mostuk. A vizsgalt anyagokat a sejtek kozvetlen kozelébe
helyezett gyors perfuzios rendszerrel adagoltuk. A [Ca* Jic-t a 340 (F140) és 380
nm-en (Fzg) torténd gerjesztés hatasdra emittalt fluoreszcenciaintenzitas-

hényadossal (F340/F3 80) jellemeztiik.
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Statisztikai analizis

Adataink feldolgozasahoz Origin Pro Plus 6.0 szoftvert hasznaltunk,
eredményeinket atlag=SEM formaban adtuk meg. Az atlagok kiilonbségét paros
t-probaval, fliggetlen mintas t-probaval, kettdnel tobb csoport esetén pedig
egyszempontos varianciaanalizssel (ANOVA), valamint Bonferoni €s Dunett
post-hoc tesztekkel vizsgaltuk. Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint alatti

kiilonbsegeket fogadtuk el (p<0,05).

EREDMENYEK

1. Kisérletek human sebocytakon

Human faggyumirigyben a CB1 és a CB2, mig SZ95 sebocytakon csupan a CB2
fejezodik ki

Kisérleteink sordn in situ human faggytmirigy sejtjeiben markans CBI1 és
CB2 immunpozitivitast tapasztaltunk: a CB1 expresszioja foként a faggyamirigy
periféridjan elhelyezkedd differencialatlan sejtekre, mig a CB2 receptor jelenléte
inkdbb a centralisan elhelyezkedd sejtekre, illetve azok membranjara volt
jellemzd. Az SZ95 sebocytdkon immuncitokémidval, Western blot technikaval,
valamint RT-PCR modszerrel csupan a CB2 receptor erdteljes expressziodjat

tapasztaltuk, mig a CB1 jelenlétét nem sikeriilt igazolnunk.

Az §795 sebocytak endocannabinoidokat termelnek

A sebocytdk endogén cannabinoid tartalmanak meghatdrozasa soran azt
tapasztaltuk, hogy a sejtek jelentés mennyiségli AEA-ot (66,710 fmol/mg
szovet) és 2-AG-t (6,21 pmol/mg szovet) tartalmaznak. Ez a mennyiség
0sszevethetd a korabban leirt, kiilonb6zo borteriileteken talalt endocannabinoid

koncentraciokkal.
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Az endocannabinoidok fokozzdk az SZ95 sebocytak lipidszintézisét és apoptozist

indukalnak

A tovabbiakban az endocannabinoid rendszer lehetséges funkcionalis
szerepének vizsgalatat tlztik ki c€lul a sebocytdk olyan alapvetd
sejtfolyamataiban, mint a lipidtermelés, a differencidlodas €s a sejtproliferacio.
A sebocytdkat endocannabinoidokkal (AEA, 2-AG) kezelve azt tapasztaltuk,
hogy kontrollhoz képest mindkét anyag hatdsara jelentésen megndtt a
lipidcseppek szama, illetve azok mérete. A lipidek akkumulacdjat kvantitativ
modon is megvizsgalva bebizonyosodott, hogy mind az AEA, mind pedig a 2-
AG dozisfiiggd modon, a kontrollhoz viszonyitva legalabb kétszeresére fokozta
a differencialddast jelz6 neutralis lipidek termelddését.

Megallapitottuk tovabba, hogy az endocannabinoidok doézistol fiiggben,
jelentdsen lecsokkentették az €16 sejtek szamat is. A jelenség hatterében allo
folyamatokat elemezve kimutattuk, hogy az AEA ¢és a 2-AG jelentdsen
lecsokkentették a mitokondridlis membranpotencial értékét (apoptdzis), mig a
legmagasabb alkalmazott koncentracidjuk emellett mar jelentés SYTOX Green
akkumulaciot ¢és G6PD-felszabadulast is  kivaltott (nekrézis). Ezen
eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az endocannabinoidok jérészt
apoptdzist, mig nagyobb koncentraciokban alkalmazva apoptozist és/vagy

nekrdzist indukaltak az SZ95 sebocytakban.

Az AEA CB2-medialt uton fejti ki hatdsat

Ismert, hogy az AEA a CB1 és CB2 mellett a TRPV1 csatorna agonistaja
1s, mely molekula jelenlétét laboratériumunk kordbban sikerrel igazolta SZ95
sebocytakon. Hogy kideritsiik, melyik receptor kozvetitésével fejti ki az AEA a
hatasat, CB1, CB2 és TRPV1 specifikus antagonista (rendre AM-251, AM-630
¢s [-RTX) jelenlétében is elvégeztiik fent bemutatott kisérleteinket. Mind a CB1,
mind a TRPV1 géatlasa hatastalannak bizonyult; ezzel szemben a CB2 specifikus
antagonista AM-630 képes volt kivédeni az AEA lipidakkumulacidt stimulalo
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hatasat. Kimutattuk azt is, hogy az AM-630 nemcsak az AEA indukalta
lipidszintézist gatolta, hanem annak sejtszdmcsokkentd és apoptozist indukalod
hatasat is. Ezzel jo Osszhangban megallapitottuk, hogy a CB2 specifikus
agonista JWH-015 az AEA-dal megegyezd hatast produkalt, mig a szintetikus,
CBl-receptor specifikus agonista ACEA nem valtoztatta meg a sejtek
zsirtermelését.

Ezt kovetden siRNS technikat alkalmazva is megvizsgaltuk a CB2 szerepét
az AEA lipidszintézist fokozo hatasidban. A CB2 ,csendesitett” sebocytakat
vizsgalva kimutattuk, hogy ezen sejtek bazalis lipidtermelése 1ényegesen
alacsonyabb volt, mint a kezeletlen kontrollé vagy a ,,scrambled” RNS-sel kezelt
sejteké. Amint az varhato volt, a CBI1 siRNS-sel transzfektalt sejtek
lipidtartalmaban nem tapasztaltunk valtozast. Ezen tulmenden az is
bebizonyosodott, hogy CB2 géncsendesitett sebocytakban az
endocannabinoidok nem tudta kifejteni lipidtermelést fokoz6 hatasat. Ezen
eredményeink arra utalnak, hogy a CB2 jelentds szerepet jatszik az

endocannabinoidok altal kifejtett cellularis hatasok kialakulasaban.

Az AEA cellularis hatasanak kifejlodésében a MAPK utvonal is részt vesz

Szamos sejttipus esetén leirtdk mar, hogy az aktiv cannabinoid receptorok
tobb intracellularis Gtvonalat is aktivalhatnak, ilyen példaul a protein kindz C
(PKC), a mitogén-aktivalta protein kindz (MAPK) vagy a foszfatidil-inozitol-3-
kinaz (PI3K) utvonal; ezért a tovabbiakban a CB2-medialt jelatviteli tvonal
alkotoit probaltuk feltérképezni a human SZ95 sebocytakban.

Az AEA lipidtermelddést fokozo hatdsat nem tudtuk kivédeni sem a PKC
inhibitor GF109203X-al, sem pedig a PI3K-t gatld6 wortmanninnal. Ezzel
szemben a MAPK inhibitor PD098059 szignifikansan csokkentette az
anandamid hatasat. A MAPK utvonal részvételét tdmasztottdk ala Western
blottal kapott eredményeink is, miszerint az AEA és a 2-AG a MAPK Erk-1/2

jelentds, atmeneti foszforilacidjat valtotta ki SZ95 sebocytakban. Ezek alapjan
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feltételezhetd, hogy a CB2-medialt sejtfolyamatokban a MAPK utvonal

aktivalodasa is szerepet jatszhat humén sebocytak esetén.

Az endocannabinoidok fokozzdk a lipidszintézis szabdlyozasaban szerepet jatszo
gének expressziojat

Végezetiil megvizsgaltuk az endocannabinoidok hatdsat a lipidtermelés
szabalyozasaban kulcsfontossagi PPAR-ok (PPARa, PPARS ¢és PPARYy),
valamint Ujonnan leirt célgénjeik —a COX2 (Cyclooxygenase-2), az ADRP
(Adipose differentiation-related protein), valamint a PGAR (PPARy-regulated
angiopoietin-related protein) — expresszidjara. Kvantitativ valos ideji PCR
segitségével megallapitottuk, hogy mind az AEA, mind a 2-AG 24 ¢6ra elteltével
(mely 1d6n beliil hatékonyan stimulaltdk a sejtek lipidszintézisét i1s) jelentésen
fokozta a PPARS €s v génexpressziojat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A
PPARa gén szintjét 24 ora elteltével csak a 2-AG volt képes szignifikdnsan
megemelni. A tovabbi vizsgalt géneknél (COX-2, ADRP, PGAR) mar 12 6ra
elteltével dradmaian, mintegy 10-15-sz6rosére fokozodott a génexpresszio
mértéke, ami ugyancsak a PPARy endocannabinoidok altali aktivalodéasat
tamasztja ald. Mindez arra utal, hogy az endocannabinoidok faggyutermelést
fokozo hatidsaban szerepet jatszik a lipidszintézist pozitivan regulald gének
expresszidjanak fokozdsa. Ezen eredménylinket az is megerdsitette, hogy az
SZ95 sebocytdkon a PPARy szelektiv inhibitor, a GW9662 képes volt
csokkenteni az anandamid lipogén hatésat.

Mindezen eredményeink az sugalljak, hogy a human faggyumirigy
sebocytdiban termelddé endocannabinoidok, feltehetéen a CB2-MAPK-PPAR
jeltaviteli utvonal beinditasa révén, meghataroz6 szereppel birnak a sejtek

lipidtermelésének és novekedésének szabalyozasaban.

17



2. Kisérletek human epidermalis keratinocytakon

A human epidermalis keratinocytdk egyarant expresszaljak a CB1-et, a CB2-t és

a TRPVI-et

A koréabbi irodalmi adatokkal megegyezden, valamint laboratoriumunk
eredményeit megerdsitve immuncitokémidval, Western blot technikéval,
valamint RT-PCR ¢és kvantitativ ,,valos idejii” PCR moédszerekkel azonositottuk
a CB receptorok (CB1 és CB2) ¢s az ,,ionotrop AEA receptor” TRPV1 jelenlétét
NHEK ¢s HaCaT keratinocytakon.

Az AEA csokkenti a sejtek életképességét és apoptozist indukal in vitro

Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgéltuk, hogy az endocannabinoid AEA
hogyan befolyasolja a keratinocytdk novekedését és tulélését. Megallapitottuk,
hogy az AEA dozisfiiggd modon csokkentette az NHEK és a HaCaT
az AEA dozis-fliggd modon apoptozist (lecsokkentette a mitokondridlis
membranpotencialt, fokozta az annexin-V pozitiv sejtek szamat, aktivalta a
proapoptotikus kaszpdzokat), mig nagy koncentricidban nekrozist (fokozta a
halott sejtekbdl felszabaduld6 G6PD mennyiségét, valamint az integritdsukat

vesztett sejtek nuklearis DNS-ét festd fluoreszcens SYTOX Green festék

crer

A humdn borben az AEA in situ is kifejti antiproliferativ és proapoptotikus
hatasait (,, skin organ culture” technika)

Eredményeink megerdsitésére kollaboracidos partnereinkkel human
fejborbdl készitett, szérummentes kozegben tartott ,.skin organ culture”
tenyészeteken is vizsgaltuk a proliferald, illetve apoptotikus sejtek aranyat AEA
jelenlétében. Ki67-TUNEL kettds festést alkalmazva sikeriilt alatdmasztanunk

eddigi eredményeinket: azaz 30 uM AEA alkalmazasakor a proliferalo, Ki67+
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sejtek szdma lecsokkent, mig az apoptotikus, TUNEL+ sejtek szdma jelentdsen

megndtt a 14 napos vizsgalat sordn.

Az AEA cellularis hatasait a CB1 és a TRPV1 kozvetiti

Ezt kovetden a jelenségek hattérében lezajlo jeldtviteli mechanizmusok
vizsgalataval folytattuk kisérleteinket. CB1, CB2 és TRPVI1 specifikus
antagonistdkat alkalmazva kimutattuk, hogy a CB1 antagonsita AM-251 és
TRPV1 antagonista CPZ és [-RTX képes volt kivédeni az AEA ¢letképességet
csokkentd és sejthalalt indukdlod hatasat, mig a CB2 receptort gatlo AM-630
hatastalannak bizonyult. A CB1 és a TRPV1 antagonista egyiittes alkalmazéasa
nem volt additiv az AEA hatasanak kivédése szempontjabol.

Mivel a TRPV1 funkcionalis Ca*'-csatornaként miikodik, megvizsgaltuk a
Ca™ szerepét az AEA hatasanak kifejlédésében is. Eredményeink szerint a
csokkentett Ca**-koncentracidju kozegben az AEA (norméal Ca®'-szint mellett
tapasztalt) gatlo hatdsa elmaradt, mely jelenség felveti a TRPVI, mint
funkcionalis Ca®'-csatorna szerepét az AEA hatasanak kifejlédésében (a
csokkentett Ca®’-szint Gnmagaban nem befolyasolta a sejtek életképességét).
Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a CB1 mellett a TRPV1 is szerepet
jatszhat az AEA altal kifejtett, fent emlitett hatdsokban.

Vizsgalataink sordn siRNS technikat is alkalmaztunk. Megallapitottuk,
hogy a CB1 és TRPVI1 géncsendesitése szignifikdnsan fokozta a sejtek
¢letképességét. Kimutattuk azt is, hogy ezen sejteken az AEA nem tudta
kifejteni fentebb tapasztalt cellularis hatdsait A farmakologiai vizsgalatok
eredményeihez hasonldan a CB1 és a TRPV1 egyiittes géncsendesitése ezuttal
sem bizonyult additivnak. Ezen eredményeink tovabb erdsitették azt a felvetést,

miszerintszerint a receptorok konstitutiv aktivitdsa gatolja az epidermalis

crer
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Az AEA cellularis hatasait feltehetéen egy szekvencialisan aktivalodo jelatviteli
mechanizmus (CBI — TRPVI — Ca’ -bedramlds) medidlja humdn

keratinocytakban

Mivel a farmakologiai és siRNS kisérletek soran sem lattuk jelét a CB1 és a
TRPV1 gatlas additivitasdnak, ezért felmeriilt, hogy az AEA nem egyszerre,
hanem idében egymads utdn aktivalja a receptorokat. Ennek tisztdzdsa érdekében
tovabbi kisérleteket végeztiink. Mivel a TRPV1 funkcionalis Ca*" csatornaként
miikodik a HaCaT keratinocytakon, fura 2-AM Ca’'-érzékeny festék
segitségével optikai uton mértiik az anandamid hatdsara a sejteken az [Ca™ -
ban bekdvetkezd valtozasokat. Pozitiv kontrollként a TRPV1 specifikus agonista
CAPS-t hasznaltuk, ami bizonyitottan fokozza a humdn epidermalis
keratinocytak [Ca® Jic-jat.

Az ,akutan” alkalmazott AEA dozisfiiggden megndvelte a sejtek [Ca® Jic-
jat; ez az amplitudé-emelkedés a kontrollként alkalmazott TRPV1 specifikus 10
uM CAPS amplitadojaval kozel azonos nagysagi volt. Ez a hasonldsag
ugyanakkor nem volt elmondhaté a két anyag hatasanak kinetikajarol: mig a
CAPS gyorsan, rovid id6 alatt okozott tranziens Ca>" -koncentracio emelkedést,
addig az AEA joval hosszabb 1d6 alatt tudta csak kifejteni hatasat. Ezt kovetéen
kivancsiak voltunk arra, hogy az AEA ,,akut” alkalmazasakor kivaltott tranziens
kialakulasa kivédhet6-e az eddig alkalmazott antagonistakkal. Megallapitottuk,
hogy az AEA 4ltal indukalt Ca*-tranziensek egyarant gatolhatok voltak a CB1
antagonista AM-251, valamint a TRPVI antagonista I[-RTX ¢és CPZ
alkalmazasaval, tovabba az [Ca’ Jgc csokkentésével. Kimutattuk azt is, hogy a
CB1 and TRPV1 inhibitorok egyiittes alkalmazéasa ismételten nem valtott ki
additiv hatast. Ezen eredényeink arra utaltak, hogy a CB1 mellett a TRPVI,
mint funkcionalis Ca®’-csatorna, is szerepet jatszik az AEA hatasanak
kialakitdsaban.

Habar mindkét receptor antagonistija kivédte az AEA éltal 1étrehozott

Ca”'-tranziens kialakulasat, a CB1 és a TRPV1 gatlas kinetikaja jelentdsen
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kiilonbozott egymastol. Azaz, mig a TRPV1 antagonistdk adagolasakor nem
valtozott a hatas kialakuldsahoz sziikséges 1id6 (TTP), addig a CB1 gatlés
hatasara az amplitiddo csokkenése mellett a tranziens kialakulasdhoz sziikséges
1id6 is jelentésen (mintegy 200%-kal) megemelkedett. Végezetiil
(varakozasainknak megfelelden) bebizonyosodott, hogy a CAPS hatasat jelentds
mértékben meggatolta a TRPV1 antagonista CPZ ¢és [-RTX, valamint az
[Ca® e csokkentése, ugyanakkor nem befolyasolta a CB1 antagonista AM-251
alkalmazasa.

Mindezen eredményeinket Osszefoglalva megéllapithatd, hogy az AEA
keratinocyta proliferaciot gatlo és sejthalalt indukalo hatasat feltehetéen egy
szekvencidlisan aktivaldodd és egymassal szoros kapcsolatban allo jelatviteli

lancolat (CB1 — TRPV1 — Ca’'-bearamlés) beinditasan keresztiil fejti ki.

MEGBESZELES

A  human SZ95 sebocytik funkciondlis, konstitutlv  aktivitassal biro

endocannabinoid rendszerrel rendelkeznek

A bér ¢és fliggelékeinek biologidjat elemzd  kisérleteinkben
kutatdécsoportunk kordbban sikerrel mutatta ki a funkcionalis endocannabinoid
rendszer kifejez0dését a human szOrtiiszOben. Az azzal funkciondlis egységet
képezd faggyumirigyek esetén ugyanakkor keveset tudtunk a cannabinoid
kisérleteink els6 felének alanydul a faggyamirigyet, illetve az abbol
szadrmaztatott SZ95 sebocyta sejtvonalat.

Elészér a human faggyamirigy CB1 és CB2 expressziés mintdzatat
vizsgaltuk immunhisztokémiai modszerrel. Stinder ¢és munkatdrsainak

eredményeit laboratoriumunk is aldtamasztotta, miszerint mindkét receptor
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megtaldlhatd a human faggyGmirigyekben in situ. Ugyanezt mar nem
mondhatjuk el a faggyumirigybdl szarmazé immortalizalt SZ95 sejtvonalrol:
immuncitokémiaval, valamint Western blot technikival igazoltuk a CB2
receptor jelenlétét a sebocytdkon, mig a CBI1 expresszidja nem volt
megfigyelhetd. RT-PCR-technikaval végzett mRNS szintli vizsgélataink soran
szintén csak a CB2 receptort sikeriilt kimutatnunk.

Kollaboracios partnereink emellett kimutattak, hogy az SZ95 sebocytak
képesek az AEA ¢és a 2-AG termelésére (AEA esetében 66,7+10 fmol/mg; 2-AG
esetében 6,2+1 pmol/mg). Ez a mennyiség 6sszevethetd volt a kordbban leirt,
kiilonboz6 allati  borteriileteken talalt endocannabinoid koncentraciokkal
(patkany talp- és egér fiilmintdkban), viszont mintegy 10-szeres mennyiségben
meghaladjdk a laboratoriumunk 4altal a human follikulusokban leirt
koncentracidkat (6,6-11,2 fmol/mg szovet anandamid; 0,3 fmol/mg szdovet 2-
AQ).

Megvizsgaltuk azt is, hogy a cannabinoidok befolyasoljak-e a sebocytak
differencialodasat jelzd neutralis lipidek szintézisét. Azt tapasztaltuk, hogy az
AEA- ¢és a 2-AG-kezelés hatasara jelentdsen fokozodott a sejtekben a
lipidszintézis. A vegyiiletek emellett csOkkentették a sebocytdk életképességét
is, melynek hatterében foként az apoptotikus folyamatok beindulasa allt.

Irodalmi adatok szerint az AEA celluldris hatasait a CB1, CB2 és/vagy
TRPV1 medialta utvonalon keresztiil hozza létre (azaz mind endocannabinoid,
mind ,,endovanilloid” funkciokkal rendelkezhet). Ezen kiviil laboratériumunk
munkdinak koszonhetéen mar azt is tudtuk, hogy a TRPV1 megtaladlhat6 az
SZ95 sebocytakon; ezért munkank fontos 1épése volt meghatarozni azt, hogy az
endocannabinoidok mely receptor(ok)on fejtik ki hatasukat. Az AEA
sejtszamcsokkentd és apoptdzist indukald hatasat kivédte a CB2 specifikus
antagonista, ugyanakkor a CB1 és a TRPV1 gatldsa hatastalannak bizonyult.
Szintetikus agonistakkal végzett kisérleteink ugyancsak a CB2 receptor

funkcionalis jelenlétét tamasztottak ala.
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Feltételezhetd volt tehdt, hogy az AEA hatasait kizarolag a CB2
aktivaciojan keresztiil fejtette ki. Ezt az elképzelést erdsitettétk a CB-
géncsendesités soran kapott eredményeink is, miszerint az AEA a CB2-
géncsendesitett sejteken hatastalannak bizonyult. Megfigyeltiik azt is, hogy a
CB2 siRNS-sel kezelt sejtek alap faggyutermelése 1ényegesen alacsonyabb volt,
mint a nem transzfektalt kontroll sejteké. Ezen eredménylink arra utal, hogy az
SZ95 sebocytdk lipidszintézist szabalyozo jelatviteli mechanizmuséban az
endocannabinoid rendszer (konkrétan a CB2) funkcionalis szereppel bir.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk azokat az intracellularis jelatviteli
utvonalakat (PKC, MAPK, PI3K) is, melyekrdl kordbban leirtak, hogy
résztvehetnek az endocannabinoid szignalizdcid mechanizmusaiban. Munkénk
soran bebizonyosodott, hogy a sebocytdk CB2-medialt folyamataiban a MAPK
utvonal aktivalodasa is szerepet jatszik. Az intracelluldris jelatviteli Gtvonal
tovabbi potencidlis tagjait kutatva a kiillonb6z6 PPAR-ok szerepét elemeztiik.
Korabbi kisérletes adatok arra utaltak, hogy az endocannabinoidok egyarant
lehetnek a PPAR-ok aktivatorai is. A PPAR-okr6l ismert, hogy a
lipidmetabolizmus fontos regulatorai, sét irodalmi adatokbdl azt is tudjuk, hogy
a receptorcsalad tagjai szerepet jatszanak a sebocytak lipidtermelésének
szabalyozéasaban is. Kisérleteink soran kapott eredményeink arra utalnak, hogy
az endocannabinoidok lipidakkumulaciot fokozo hatdsaban szerepet jatszhat a
lipidszintézist pozitivan regulald gének expressziojanak aktivalasa.

A faggyumirigy a boér homeosztazis szabalyozasanak egyik kulcsszerepldje.
A homeosztatikus viszonyok felboruldsa szamos korallapot kialakulasdhoz
vezethet; ilyen példaul az egyik legnagyobb prevalinciaji borbetegség, az acne
vulgaris. Az acne komplex etioldgidju gyulladdsos korkép, melynek
patogenezisében egyarant szerepet jatszik a keratinocytdk hiperproliferacioja
miatt 1étrejové comedoképzddés, a sebocytdk fokozott és megvaltozott
osszetételli lipidtermelése (seborrhoea), valamint patogén mikroorganizmusok

(pl. Propionibacterium acne) elszaporodasa. Mivel az acne kialakulasanak egyik
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els6 lépése a fokozott faggyutermelddés, igy feltételezhetd, hogy a
faggyumirigyek endocannabinoid rendszerének koéros tulmikddése szerepet
jatszhat a betegség patogenezisében. Igy kisérleteink soran szerzett adataink —
reményeink szerint — kiterjedt klinikai kutatdsokat indithatnak el, melyek
feltarhatjak, hogy a vegyiiletek miként hasznalhatok nemcsak az acne, hanem
mas, a faggyumirigy zavaraval (akdr tlmikodésrdl, akar alulmiikodésrol legyen

sz0) tarsulo borbetegségek kezelésében is.

Az AEA human keratinocytakon kifejtett hatasat a CBI és a TRPVI egymadst
kéveto aktivacioja kozvetiti

A disszertaci6 masodik felében bemutatott munkidnk soran
bebizonyitottuk, hogy a human epidermalis keratinocytdkon — in situ €s in vitro
apoptdzist indukalt.

Kisérleteink  sordn —kordbbi  irodalmi  adatokat  alatdmasztva —
laboratériumunk is kimutatta NHEK ¢és a HaCaT keratinocytdkon a TRPV1
mellett a CB1 és a CB2 jelenlétét is. Farmakologiai vizsgalataink soran ezt
kovetden azt tapasztaltuk, hogy az AEA mind az NHEK sejtek, mind a HaCaT
keratinocytak ¢életképességét csokkentette és sejthaldlt indukalt, valamint, hogy
ezen hatasok nagymértékben fiiggtek a sejtekbe bearamlé Ca®" mennyiségétol.
Kollaboracios patnereink human bor tulélé szervkultaraban végzett kisérletei
alatdmasztottdk in vitro sejteken kapott kisérleti eredményeinket; kimutattak,
hogy AEA hatéasara in situ is csokkent a keratinocytdk proliferacidja és nétt az
apoptotikus sejtek aranya.

Funkcionalis vizsgalati eredményeink azt az hipotézist vetették fel,
miszerint az AEA az epidermdlis keratinocytdkon egy Osszehangolt,
meghatarozott sorrendii és szekvencialisan aktivalédo CB1 — TRPV1 — Ca®'-

bearamlas jelatviteli utvonalat indit be.
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A modell valodisagat szamos kisérletes eredménytiink tdmasztotta ala:
(i) Az AEA sejtszamot csokkentd, apoptodzist indukald, valamint [Ca® ]ic-t
noveld hatasat CB1 és TRPV 1 antagonisték, az [Ca® g csokkentése, valamint a
CBI1 és TRPV1 receptorok siRNS-medialta lecsendesitése egyarant kivédte.
(i) Erdekes modon a CBI1 és a TRPV1 specifikus siRNS probak, illetve a CB1
¢s a TRPV1 antagonistak egytittes alkalmazasa nem valtott ki additiv hatast, ami
azt sugallja, hogy az AEA nem ,,ko-aktivalta” a CB1 és TRPV1 molekulakat.
(i11) A receptorok aktivalédasanak iddbeli sorrendjét vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy az AEA —szemben az azonnali Ca’'-bedramlast kivalto ,,direkt” TRPV1
agonista CAPS hatasaval — csak joval hosszabb id6 eltelte utan emelte meg az
[Ca”ic-t. Habar nem zarhato ki, hogy az AEA lassabb hatdsa a molekula
kordbban leirt nagyobb lipofilicitdsdnak volt koszonhetd, eredményeik arra
utalnak, hogy az AEA nem ko6zvetleniil aktivalta a TRPV1-et, hanem eddig fel
nem tart szignalizacids utvonal(ak) beinditasa révén.
(iv) Ezt a feltételezést — miszerint a TRPV1 aktivaciojahoz vezetd, az AEA
altal beinditott ,,upstream” mechanizmusok kozott elsd helyen szerepel a CBI
aktivacidja —az 1s bizonyitja, hogy habar a CB1 és TRPV1 antagonistak
egyarant csokkentették az AEA 4ltal beinditott Ca®-tranziensek amplitadojat,
csak a CBI antagonista novelte meg Ca’'-tranziensek TTP értékeit (mig a
TRPV1 ,csatorna-antagonistdi”, melyek nem befolydsoljdk a CB1 aktivitésat,
nem valtottak ki hasonl6 hatasokat).
(v) Végezetill azon eredményiink, miszerint a TRPV1 agonista CAPS Ca®'-
bearamlast indukalo hatasat kizarélag a TRPV1 antagonistak és a [Ca*]gc
csokkentése védte csak ki, mig a CB1 gatlasa nem befolyasolta azt arra utal,
hogy az AEA nem egy ,.forditott sorrendii” AEA — TRPV1 — CB1 — Ca®'-
bearamlas mechanizmust indit be human keratinocytakon.

Korabbi irodalmi adatokkal jo Osszhangban kisérleteink soran mi is
kimutattuk a CB2 receptor kifejezddését a human epidermalis keratinocytakon.

Molekuléris biologiai kisérleteinkben ugyanakkor bebizonyosodott, hogy habéar
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az AEA ennek a receptornak is jol ismert agonistdja, a CB2 feltehetéen nem
jatszik szerepet ezen sejtek AEA-indukalt sejtvalaszainak kialakitdsaban.
Feltételezhetd tehat, hogy a CB2 funkciondlis szerepét a keratinocytak
»cletében” mas folyamatok teriiletén toltheti be. Erre utalnak korabbi kisérletes
adatok is; kimutattdk példaul, hogy a CB2 aktivacid hatdsara az epidermalis
keratinocytakbol endogén opioidok (pl. B-endorfin) szabadulnak fel, melyek ezt
kovetden a primer afferens neuronok p-opioid receptorain keresztiil
antinociceptiv hatast valtanak ki. Bebizonyodott az is, hogy a CB2-medialt
szignalizacio jelentds szereppel bir kiilonboz6 allatmodellekben létrehozott
boérgyulladas (dermatitis) folyamatainak szabalyozaséaban is.

Az epidermalis keratinocytakon végzett kisérleteink eredményei potencialis
klinikai jelentdséggel is birnak. Mivel a CB1 és a TRPV1 antagonistak, valamint
a specifikus siRNS probak kivédtéek az AEA proliferaciot gatlo és sejthalalt
indukdlo hatasat, kisérletes eredményeink szerint ezen Ujonnan felfedezett,
feltehetben endogén modon aktiv  endocannabinoid-receptor-csatorna
mechanizmus folyamatosan ,,kontroll alatt tartja” a sejtek novekedését, azaz véd
a hiperproliferaci6 ellen. Ezen feltevésiinket erdsit(het)i Casanova ¢és
munkatarsai (2003) korabbi eredményei, miszerint a cannabinoid receptorok
stimulalasa apoptozist indukalt epidermalis tumorsejtekben. Ugy tiinik tehat,
hogy a bér ,finoman hangolt” endocannabinoid ,ténusa” —melyet a
folyamatosan vagy az igényeknek megfeleléen ,,on-demand” termelddd
endocannabinoidok allitanak be —nemcsak a bdrfiiggelékek novekedésének, a
faggyumirigy  zsirtermelésének, valamint a bdr immunfolyamatainak
szabalyozasaban vesz részt, hanem mélyrehatd6 modon képes az epidermalis
folyamatok befolyasalasara is.

Természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek a fent bemutatott 1)
mechanizmus in vivo relevancidjanak megitéléséhez. Szisztematikus analizisre
var tovabba azon kérdés megvalaszolasa is, miszerint a bér endocannabinoid

rendszerének koros milkodése szerepet jatszik-e kiilonféle dermatdzisok — pl.
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kronikus hiperproliferativ bérbetegségek, viszketéssel jaré korképek, a bor
gyulladdsos  megbetegedései — pathogenezisében.  Végezetiil, reményeink
szerint, kisérleteink folytatdsaként olyan vizsgalatok indulnak el, melyek
feltarjdAk a bor endocannabinoid rendszerének célzott farmakologiai
manipulaldsaban rejlé lehetdségeket olyan nagy prevalenciaji, gyakran igen
sulyos korképek kezelésében, mint pl. a pikkelysomor vagy a bor eredeti

rosszindulati daganatok.

OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben az endocannabinoid rendszer szerepét vizsgéaltuk a human
bér epidermalis keratinocytdi és a faggyumirigy-eredetii sebocytdk alapvetd
biologiai folyamatainak szabalyozasédban. Laboratériumunk kordbban igazolta
az endocannabinoid rendszer jelenlétét a szOrtiisz0 kiilonféle elemeiben.
Kisérleteink elsd részében a pilosebaceous egység masik tagjan, a faggytimirigy
sebocytdin vizsgaltuk a rendszer funkciondlis jelenlétét. A faggyumirigyhez
hasonldéan az immortalizalt SZ95 sebocytakon is igazoltuk a CB2 receptor
jelenlétét, azonban a CB1 receptor expresszidja a sejtvonalon nem volt
megfigyelhetd. Kollaboracios partnereink sikerrel igazoltak, hogy az SZ95
sebocytak endocannabinoid AEA-ot és 2-AG-t termelnek. Kimutattuk tovabba,
hogy az endocannabinoidok jelentds mértékben €s dozis-fliggd modon fokoztak
a sejtek lipidtermelését, valamint foként apoptdzis kovetkeztében 1étrejovo
sejthalalt indukaltak. Az endocannabinoidok emellett a lipid homeosztazisban
kulcsfontossagli szerepet bet6lté PPAR magreceptor csaladba tartozo PPARS és
-y expresszigjat, illetve a PPARY célgének kifejez0dését is jelentds mértékben
fokozta. Bebizonyosodott tovdbba, hogy a fenti CB2 receptor-medialt

sejtfolyamatokban a MAPK utvonal aktivalodasa is szerepet jatszhat. Mivel a
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CB2 ,,géncsendesitett” sebocytak bazalis lipidtermelése alacsonyabb volt, mint a
kezeletlen kontroll sejteké, kisérletes eredményeink egy 1j, CB2-kapcsolt,
feltehetden konstitutiven aktiv, endocannabinoid-szabalyozott jelatviteli
mechanizmus szerepére utalnak a human sebocytdk lipidszintézisének ¢és
tulélésének szabalyozasaban.

A CBl-et, a CB2-t és a TRPVI1-et is expresszalo epidermalis eredetii
NHEK ¢s HaCaT sejteken, valamint human bor taléld szervkulturan végzett
kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az endocannabinoid AEA in vitro és in
sejthalalt indukalt. Bemutattuk azt is, hogy ezen sejtfolyamatok egy 1j,
feltehetéen endogén modon aktiv szignalizaciés mechanizmus beinditdsa révén
valosultak meg, mely magdban foglalja a metabotrop CB1 és az ionotrdp
cannabinoid receptor TRPV1 szekvencidlis aktivalodasat. Reményeink szerint,
kisérleteink folytatdsaként olyan vizsgalatok indulnak el, melyek feltarjak a bor
endocannabinoid rendszerének célzott farmakoldgiai manipulélasdban rejld
lehetdségeket olyan nagy prevalencigja, gyakran igen sulyos korképek
kezelésében, mint pl. a pikkelysomor vagy a bér eredetli rosszindulata

daganatok.
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