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Bevezetés

Az endocannabinoid rendszer (ECS)

Az endocannabinoid rendszert (ECSTannabis sativa nbvény hatasaiért
felelés specifikus természetes anyagok (Ugynevezett baroidok) vizsgalata
nyoman fedezték fel. A cannabinoid vegyiletek kémiasgalatat a &
pszichoaktiv komponens, a (-)-traf8-tetrahidrocannabinnol (THC), 1964-ben
Mechaoulam munkacsoportja altali izolalasa inddtett Az el§é cannabinoidok
altal specifikusan aktivalt receptort, a CB1-t, 838n azonositottdk patkany
agybol. A kovetke& nagyobb meérfoldk a masodik (CB2-nek nevezett)
cannabinoid receptor felfedezése volt HL-60 sejiekmelyet ezutan a Iép
marginalis zonajaban talalhat6 macrophagokon leintaajd végul egy egér
leépsejt-cDNS konyvtarbol azonositottak. Bar erdelgtiigy tartottak, hogy ezen
klasszikus cannabinoid receptorok csak bizonyomgdhatarozott szovetekben
expresszalédnak (a CB1 esetében a kozponti idesgertien, mig a CB2
esetében nem-neurondlis szévetekben), mara egyévielvalt, hogy mindkét
receptor szamos sejtféleségen kifégbk.

Az el cannabinoid receptorok molekularis azonositasamayo a
novényi-ereddi cannabinoidok endogéndéébrduld megfeladinek kutatasa is
megindult. Az el§ két ilyen arachidonsav-szarmazék endocannabinacadoi-
arachidonoil etanolamint (anandamid vagy AEA) eésrachidonoilglicerolt (2-
AG) harom éven belll izolaltak. Bar altalanos seestik és funkciéjuk
hasonlo, a szintézisuk és lebontasuk biokémiai sképéilletve receptor-
affinitasuk is mefben kulonbod. Az AEA szintézisét nagyrészt az N-acil
foszfatidiletanolamin-specifikus foszfolipadz D (NEHPLD) végzi, mig a 2-AG
donen a foszolipaz-C és diacil-glicerol-lipaz (DAGh) és 3 aktivitasanak
eredményeként termi@ik. Ezen endocannabinoidok inaktivacioja kulénallo

lebontdé enzimek kdzremiukodését igényli; a folyamatn AEA esetében a



zsirsavamid-hidroldz (FAAH) , mig a 2-AG esetébema@noacilglicerol lipaz
(MAGL) enzimek veégzik. Mivel mindkét endocannabithoihabar -eltér
affinitassal, képes a CB1 és CB2 receptorokho®dtit a korai kutatdsok
felcserélheinek tartottdkoket a szinaptikus szignalizacio modulalasaban. Tobb
mint két évtizednyi tudomanyos eredmény ugyanakkegyértelnien
bebizonyitotta, hogy az AEA és 2-AG funkcidja kdsiam azonos.

Bar az AEA és 2-AG a két legelterjedtebben vizsgdltlocannabinoid,
egyéb endogén ligandok is rendelkeznek bizonyos nat@noid-szdr
hatasokkal. gy az ,endocannabinoid” megnevezétt algy egyre noveky
molekula-csaladot értliink, melynek tagjai példayablmitoiletanolamid (PEA),
az oleamid, a 2-arachidonoilglicerol éter, a viraain és a lizofoszfatidil
inositol (LPI). Ezen endocannabinoidok nagy réseenrcsupan a klasszikus
cannabinoid receptorokat aktivalja, hanem szamg®kegnolekulat is; ezzel
kiterjesztve az ECS receptor-arzenaljat tovabbabw@trop (pl. GPR18, GPR55,
GPR119), ionotrép (pl. termoszenzitiv tranzienseptor potencial [TRP]
csatornak) és nuklearis (pl. peroxiszoma prolifaraktivalta [PPAR])
receptorokra.

A GPR18 és GPR119 novel metabotrép receptorokato@ip kapcsolt
receptorok széles spektrumud vizsgdlata, illetve uasndn genom adatbazis
bioinformatikai elemzése nyoman fedezték fel. Bgyile receptor sem mutat
jelentbs homoldgiat a klasszikus cannabinoid receptoroiialkcionalitasukat
elem#z U(jabb kutatdsok alatdmasztjak azon hipotézist,y hognnabinoid
ligandok altal aktivalhatoak. A GPR18, mely szansa$vetben kifejeddik,
valGszitileg azonos a kordbban feltételezett ,abnormalisnahbidiol (CBD)
receptor’-al, mely szamos kardiovaszkularis hatasbalamint mikroglia,
endothelium és glioma sejtek migracibnak szabaly@zan vesz részt. A
GPR119-et a cannabinoid receptorok csoportjahoaté@r kimutattak, hogy a

metabolikus homeosztazis és energia haztartas Igaabsaban vesz részt az



enteroendokrin sejtek incretin-fugginzulin- és glukagon-szér peptid 1
felszabadulasanak szabalyozésa réevén.

A GPR55, melyet ékzo6rin silico analitis soran fedeztek fel, szamos
cannabinoidot kot nagy affinitassal, beleértve a2BJ és JWHO015 szintetikus
cannabinoidokat; a 2-AG és LPI endocannabinoidokat; AM251 és
rimonobant CB1 antagonistékat; valamint a CBD é<Tiiocannabinoidokat.
Mivel a receptor farmakolégiaja meglebstn dsszetett, a valés endogeén ligand
ezidaig ismeretlen. Ennek ellenére szamos (paioljgiai folyamat kothet a
GPR55-h6z; tbbbek kozott feltételezik szabalyozéreyzét a kardiovaszkularis
rendszerben, a fajdalomérzésben, a gyulladasbaenegiahaztartasban és a
csontanyagcserében. Ezen tdl a sejtproliferaci@saa daganatképaésben is
szerepet jatszik, mivel a receptor fehérje és mRINresszidja a tumorok
aggresszivitAsanak mértékével korrelal.

Bar az endocannabinoid ligandok tdébbnyire metalpotréceptorokat
aktivalnak, az ECS-hez ionotrop receptorok is tarék; névszerint a
termoszenzitiv. TRP csatornak. Ezen nem-specifikasiolcsatornak altal
alkotott szupercsalad hat alcsaladba oszthato: nkeunn® (TRPC), vanilloid
(TRPV), melasztatin (TRPM), policisztin (TRPP), molikin (TRPML) és
ankirin (TRPA) csatornak.

Az ECS és TRP csatornak kozotti kapcsolésasir a TRPV1 ion csatorna
és az ECS-hez tartozé receptorok kozétti funkcienagés anatomiai
hasonlosagok nyoman merilt fel. A TRPV1 ioncsatorlg endogén
ligandjaként a klasszikus endocannabinoid AEA-obnasitottak. A TRP
csatornakra a masodik legismertebb endocannabiac®dAG tébb tanulmany
szerint nincs hatassal. Ugyanakkor kimutattak, hag8-AG microvaszkularis
endothel sejteken Gafelszabadulast okoz, illetve C6 glima sejtekerékott
anti-proliferativ hatasat a TRPV1 antagonista cagsae (CPZ) képes volt
kivédeni. Ezidaig nem tisztazott ugyanakkor, hoggrehatas hatterében a 2-AG



TRPV1-et aktivalni képes diacil-glicerokka val6é kemnzioja, avagy a CPZ
eddig nem ismert egyéb receptorra kifejtett ha#dlsa

A cannabinoidok a fentieken tdl a peroxiszOma pediitor-aktivalt
receptor (PPAR) csaladba tartozé nuklearis recebtaktivalasra is képesek.
Ezidaig a PPAR és PPAR fehérjékbl bizonyosodott be, hogy aktivalhatbéak
kulonféle cannabinoid ligandok, dgymint a névémgeeti THC és az
endocannabinoid AEA altal. Ezt alatamasztva a FAgiZim gatlasa (mely az
AEA és PEA szintek emelkedését okozza) PRAIRtagonista altal kivédhet

modon okozott anti-inflammatorikus hatasokativo.

Az ECS szerepe astben

A bor f6 feladatdnak hagyomanyosan a kuilvilaggal szembessziv
fiziko-kémiai barrier képzést tartottdk. Az Ujabbut&tasi eredmények
ugyanakkor egyérteltien kimutattak, hogy ezen tuln@n a lbr és a Br
fuggelékek aktiv neuro-immuno-endokrin szévetkéntfunkcionalnak. Ezen
kutatasok keretében az egyik ilyen Gjonnan felfettegzabalyozé rendszer az
ECS.

A klasszikus cannabinoid receptorok a human epideraifferencialtabb
sejtjein (a stratum granulosom és spinosum kereitdia) fejeddnek ki a
differencialodasanak szabdalyozasdban. Ennek méggalenind névényi, mind
szintetikus CB agonistak adagolasa gatolta az irahodlt keratinocitak
proliferaciojatin vitro (bar ezen hatas CB1 és CB2 fliggetlennek bizonyult)
.Munkacsoportunk ugyakkor azt publikalta, hogy &AAjelentisen és dobzis-
fuggd modon sejthalalt okozott human keratinocitakanvitro, mig in situ
proliferaci6-gatlast és apoptézist indukalt az @néllularis C& koncentracio
megnovelése révén. Ezen hatasok létrejottéhez taksrj kifejeddé CB1
receptor és az ugyancsak jelendl&fRPV1 csatornak szekvencialis aktivacioja
(CB1>TRPV1>CH) szilkséges.



Az epidermalis sejtek differencialédasaban az Algpéb szereppel is bir,
mivel a lokalisan termelt AEA cstkkentette a cyt@km CK1, CK5, involukrin
€s transzglutaminaz-5 transzkripcidjat. A barriamkicié visszatérésének
sebessége is eltdrek adodott a CB1 és CB2 knockout (KO) egerekbedBa
KO egerek esetében a barrier funkcié lassabban, @88 KO egerekben
gyorsabban tért vissza.

Az ionotrép cannabinoid receptoroké@rzékeny TRP csatorndk), mint
Cd*-permedbilis csatornak, jelést mértékben moduldljgk a kilonfélerb
sejtek C&-homeosztazisat, mely egyarant szabdlyozza a @métid,
differencialodas és mediator termelés folyamatitapsaicin, illetve ésokk
kezelés (43°C, 1 6raig) intracellularis ‘Cadvekményt eredményezett, mely a
TRPV1 antagonista CPZ jelenléte mellett nem alakiulEz bizonyitja, hogy a
csatorna valoban funkcionalisan expresszalodik azasjteken.

A tobbi iontrop cannabinoid receptor vonatkozasdbameleg-érzékeny
TRPV4, valamint a hideg-érzékeny TRPA1 és TRPM&valdsa is gyorsitotta
a barrier-funkcié visszatérését egerekben. A TREgdtorna aktivitasa emellett
egér kontakt-dermatitis modellben fokozta a fllagsdas meértékét és a
dendritikus sejtek migracigjat is, mig vitro modellben interleukin (IL)-d és
IL-1B termelést indukalt.

Az ECS (kivaltképp a CB2 receptor) a velesziledstszerzett immunitas
szamos aspektusat befolyasoljaoként anti-inflammatorikus folyamatok
serkentése réven. A 6b immunsejtjein betoltott szeregér ugyanakkor
megleheaisen kevés adat all rendelkezésre. Munkacsoportumitétta, hogy a
monocitabdl differencidlt éretlen (iDC) és éretndstikus sejteken (mDC) is
kifejezédik a TRPV1. Erdekes médon a hosszi-tavi capskedelés, az egér
modelleken tapasztaltakkal ellentétben, 6nmagaleam indukalta a monocitak
ezirdnyu differenciadlodasat, illetve az éretlen digikus sejtek érését sem. A
capsaicin még magas koncentraciéban alkalmazva lsdolyasolta a sejtek

életképességét, illetve nem indukalt sem apoptstikem nekrotikus sejthalalt.
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Ezen felil a TRPV1 csatorna aktivaldodasa iDC-k &Crak szamos funkcidjat

gatolta, ugymint a fagocitézist és a gyulladososhater termelést.

Célok

Amint azt fent bemutattuk, az ECS egy rendkivilzéssit szignalizacios
rendszer, mind felépitését, mind mas hitviendszerekkel vald interakcioit
tekintve. A rendszer ezen felll a szervezet sz&mimdodgiai folyamataban tolt
be fontos szabdlyzé szerepet. Munkacsoportunk efgyikutatasi terilete az
ECS szerepének tisztazasa & Ilelettani folyamataiban. Ezen kutatasaink
részeként, a jelen tézisben bemutatott munka soe@yrészt az ekkrin
veretjtekmirigyen kifejtett endocannabinoid hatagotanulmanyoztuk, hiszen
kordbban kimutattuk, hogy az ECS rendkivil fontosersppel bir a
faggyamirigyek biologiai folyamatainak szabalyozdema Masrésst célunk
volt a lberzékeny TRP csatorndk DC-eken betoltott szerepébbi tisztazasa.
Mivel keratinocitdkon mas munkacsoportok bebizatyék, hogy a TRPV1
fontos szereppel bir a 6bokk hatasainak kozvetitésében, ezért jelen
kisérleteinkben a DC-ken vizsgaltuk &sbkk hatasat.

Az ekkrin verejtékmirigyBl szarmaztatott NCL-SG3 epithelialis sejteken
specifikus céljaink ennek megfedeh a kdvetkedek voltak:

* Az endocannabinoidok hatasanak vizsgalata a sejtek
o Eletképességére, apoptotikus és nekrotikus folyainaat
o Differencialédasara
0 Szekretoros aktivitdsara
» Az ECS tagjainak expresszidjanak vizsgalata
» A feltételezett endocannabinoid hatasok hatterédién jelatviteli
utvonalak feltérképezése
Ezen tdlmefien human monocita-eredddC-eken célunk volt:

» A termoszenzitiv TRP csatornak expresszidjanalgdizta



* A hésokk hatasanak tisztazasa iDC-k endocitotikus mfiigra
« A hdsokk feltételezett hatasainak hatterében all6 TR&ocnak

felterképezése

Anyagok és Mddszerek

NCL-SG3 sejtkultarak

A human ekkrin verejtékmirigy-eredetNCL-SG3 sejteket William’s
Medium E tapoldatban tenyésztettik, melyet 5 %adiseborju szérummal, 10
ug/ml inzulin-transzferrin-szelénium keverékkel, 2@g/ml epidermalis
novekedési faktorral, 2 mM L-glutaminnal, 10 ng/midrocortisonnal és
antibiotikus keverékkel egészitettiink ki. A sejteB8-90%-0s konfluencianal

passzaltuk a konfluencia-indukalt differencialodéerilése végett.

DC sejtkaltarak

A monomorfonuklearis sejtek izolalasa trombocitantae buffy coat Ficoll
gradiensen valo szeparélasaval tortént, néehdrt koveben CD14-ellenes
magneses gyonggyel konjugalt antitestekkel, immuagmases szerparalassal
monocitakat izolaltunk. A monocitakat 6t napig ILed GM-CSF-el kiegészitett
AIMV médiumban tenyésztettiik a DC-ek differencidhoz (mely iDC-et
eredményezett). mDC-k generalasahoz a sejtekéntééyeszi médiumot egy
napra “pro-inflammatadrikus citokin koktéllal” kiegéitett AIMV médiumra
cseréltik, mely tartalmazott 80 ng/ml GM-CSF-t,nigdml TNF-a-t, 5 ng/ml IL-
1p-t, 20 ng/ml IL-6-t, és 1lug/ml PGE2-t. A sejtek 37°C-on, 5% GOt
tartalmazo koérnyezetben tenyésztettik. Minden kisgir legaldbb harom

fluggetlen donoron elvégeztik.



Hdsokk kezelés és az endocitotikus aktivitas mérése

A hosokk kezelt DC-eket egy oran keresztil 43°C-on lodtiwk, mig a
kontroll sejteket 37°C-on tartottuk. Az endocitaiik aktivitast ezt kdvéen
FITC-konjugalt dextran segitségével kovettik nyonibmmg/ml FITC-dextran
37°C-on a KBsokk kezelés utan tovabbi egy o6raig). A sejteketaz haromszor
mostuk hideg PBS-el, majd a fluoreszcencia FACSloan citométerrel tortéé
meghatarozasaig jégen tartottuk. A sejteketosokk kezelés étt 15 percig
eléinkubéaltuk CPZ-vel vagy HC067047-et (TRPV4 antagta), vagy a
relevans vivanyaggal (dimetilszulfoxid mindkét anyag esetén).

A citotoxicitas (nekrdzis) vizsgalata

A nekrotikus sejthalal vizsgalatat a sejtéktelszabadul6 glikoz-6-foszfat-
dehidrogenaz (G6PD) mértékével illetve a Sytox @réasték intenzitdsanak
valtozasaval kovettik nyomon a gyartd altal javiaswtrukciok alapjan. A
sejteket (10 000 sejt/lyuk az NCL-SG3, 200 000/lyeit a dendritikus sejtek
esetében) 96 lyuku fekete-falu/atlatszo alju temgésdényekben tenyésztettiik
kezelési csoportonként négy lyukban, és kulonfélgagokkal 24-48 oOréig
kezeltik (NCL-SG3 sejtek esetében) vagy a fent teddon ldsokk kezelésnek
vetettik ala. A floureszcens jelet ezutdn Flexsta8 fluoreszcens image plate
reader készulék (FLIPR) segitségével 545 nm-estéexas és 590 nm-es
emissziés hulldmhosszon hataroztuk meg a G6PDafedsluilas esetében, mig
490 nm-es excitacios €s 520 nm-es emisszios hutlssah alkalmaztunk a

Sytox Green jeldlés esetében.

Az apoptézis vizsgalata

Az iDC-k apoptozisat ,Mitochondrial Membrane PotahtApoptosis Kit
with Mitotracker™ Red & Annexin-V Alexa Fluor® 488for Flow Cytometry”
kit segitségével hataroztuk meg a gyarto protakadik megfelélen. A sejteket



hosokk kezelésnek vetettilk ala a korabban leirt modaad ketds jelolést

alkalmaztunk MitoTracker Red/Alexa Fluor® 488 anneX reagensek
segitségével. A jeldlt sejteket FACScan flow citeenél analizaltuk 490 nm-es
excitaciés, és 530 nm-es (MitoTracker Red) illeb85 nm-es (Alexa Fluor®
488 annexin-V) emisszios hulldamhosszon.

Az NCL-SG3 sejtek apoptozisat két masik technikdathroztuk meg. A
mitokondrialis membranpotencial nyomonkévetéséreaoRtiobe™ DilC1(5)
Assay Kit-et, mig a proapoptotikus kaszpazok atésti a Poly Caspases
Detection Kit-el mutattuk ki. A sejteket (10 000jtAguk) 96 lyuku fekete-
fald/atlatszé alju tenyésrtedényekben tenyésztettilk kezelési csoportonként
négy lyukban, és kulonféle anyagokkal 24-48 or&igetik A sejteket ezutan a
gyartd protokolljanak megfek&n jel6ltik, majd a fluoreszcenciat 630 nm-es
excitaciés, és 670 nm-es emisszios hulldamhosszot@rdzéuk meg a
MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit esetében és 490 nnexastacios, €s 520 nm-
es emisszidés hullamhosszon a Poly Caspases Detetioesetében FLIPR

készuléken.

Az éli sejtek szdmanak meghatarozasa

A sejteket 96 Iyukld lemezen tenyésztettik és szamKTT alapu
kolorimetrias assay segitségével hataroztuk megsefiektl a tapoldatot
eltavolitottuk, és MTT oldattal inkubaltuk. Ezutém képsdott formazan
kristalyokat izopropanolban oldott s6savban feltldg majd a koncentraciot
kolorimetrias aton 550 nm-en mértik. A mért absaodia aranyos az@bejtek

szamaval.

A proliferacio meghatarozasa

A sejtek proliferaciojat CyQuant Cell Proliferatidtssay Kit segitségével,
a gyartd altal ajanlott protokoll alkalmazasavatdheztuk meg. A sejteket
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(10 000 sejt/lyuk) 96 Iyuku fekete-falu/atlatszgualktenyészi edényekben
tenyésztettik kezelési csoportonként négy lyukbzagd kilénféle anyagokkal
24-48 0rdig kezeltik. A jeldlés utan a fluoreszc&@nd90 nm-es excitacios, és

520 nm-es emisszios hullamhosszon hataroztuk mégREkeésziléken.

Endocannabinoid szintek meghatarozasa

A konfluens NCL-SG3 sejteket 0,5 ml 7 ng 2H4-AEA-@rtalmazé
jéghideg methanol:Tris puffer (50 mM, pH 8) 1:1 rard elegyében
homogenizaltuk. Kémiai tisztitas és visszaoldasekien a mintakat folyékony
kromatogréafia/sorban kapcsolt tomegspektrometmadizisnek vetettik ala. Az
endocannabinoidok folyékony kromatografias elvdbesat 32°C-on végeztik.
Az MSD-t (LS model) atmoszférikus nyomas kémiaiizégciora (APCI) és
specifikus-ion-monitorozasra Aallitottuk, AEA esetgb348 m/z, 2H4-AEA
esetében 352 m/z, mig 2-AG esetében 379 m/z éitékkespray-kamra
bedllitdsai az alabbi paraméterekkel jellemezhetaporizalé 400°C, gaz
hémérséklet 350°C, szaritd gaz 5 I/perc és nebuligdikként 60 psig nyomasu
nitrogént alkalmaztunk. A kalibraciohoz szintetikuBEA és 2-AG-t
hasznaltunk. A mintdkban talalhat6 AEA és 2-AG mygsegét inverz linearis

regresszioval allipottuk meg a standard gorbBekb

Az intracellularis lipidek kvantitativ meghatarozas

A sejteket (10 000 sejt/lyuk) 96 lyuku fekete-falildtszd alju tenyésit
edényekben tenyésztettik kezelési csoportonkény hadkban, és kilonféle
anyagokkal 24 6raig kezeltik. A fellliszok eltatada utan 100l 1 ug/ml Nile
Red festéket tartalmazé PBS-t adtunk a lyukakhoajdn20 perc 37°C-0s
inkubacié utan a fluoreszcenciat FLIPR készlléekatatoztuk meg. A polaros

lipidek meghatarozasahoz 485 nm-es excitacios Banbbes emisszids, mig a
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neutralis lipidek meghatarozasdhoz 540 nm-es exggaées 620 nm-es
hullamhosszt alkalmaztunk. Az eredmeényeket a ktintsoporton mért relativ

fluoreszcens egységek szazalékaban adtuk meg.

Immuncitokémia

A monocitakat Uveg fddemezre szélesztettik, majdEC sejtkaltarak
alfejezetben leirt médon IDC-ké differencialtattik.perces acetonos fixalast
koveten a sejteket 0,1% Triton-X-100-at tartalmazé PBSpermealizaltuk.
PBS-el tortéfi mosas utan a nem-specifikus diglyek elfedését 1% borja
szérum albumint (BSA) tartalmazé PBS-el végeztikt EHveten a sejteket
TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPAL és TRPM8 (mindsetben 1:200-as
higitasban) elleni antitestekkel inkubaltuk egy norat, majd fluoreszcens
mikroszkopiahoz FITC-konjugalt masodlagos antigdstiettik lathatova a
keresett fehérjeket. Haromszoros mosasi lépést tkéwe DAPI festékkel
jeloltik a sejtmagokat, majd a metszeteket Nikotipge E600 fluoreszcens

mikroszkoppal elemeztik.

Western blot

A sejtlizadtumokbdl azonos proteintartalmd mintakaitszitettiink, majd
SDS poliakrilamid gélelektroforézist végeztink 1W0konstans fesziltségen.
Az igy elvalasztott fehérjéket nitrocelluléz memima (Bio-Rad) transzferaltuk,
majd a membranokat CB1, CB2, TRPV1, TRPV2 és TREN&hes elsdleges
antitestekkel (1:500 aranyu higitasban) egy éjszaiia 4°C-on inkubaltuk.
Kbvetked lépésben kecskében termeltetett nyudl-ellenes toper@xidazzal
konjugalt masodlagos antitesttel jelolttk a memobkan  majd
kemilumineszcens szubszrat kit segitségével tdétitatbva az immunjeleket,
melyek detektalasara LAS-3000 Intelligent Dark Be@sziléket hasznaltuk. Az
optikai denzitast Image Pro Plus szoftver segitsglg@ataroztuk meg. Az
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egyenletes mintafelvitel igazolasara anti-aktitetle anti-citokrom-C jel6lést

alkalmaztunk.

RNS izolalas, reverz transzkripcié, kvantitativ @aldeji polimeraz

lancreakcio

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagens fethatasaval izolaltuk. A
teljes RNS 1ug-jabaol kiindulva reverz transzkipciot vegeztink XMeverz
transzkriptdzt és random primert felhasznalva. ANSESl kvantitativ
valosidefi polimeraz lancreakcié (Q-PCR) segitségével mukatiua vizsgalt
specifikus transzkripteket, TagMan primerek és pkdlvalamint TagMan
Universal PCR Master Mix Protocol alkalmazasavalgénexpresszié relativ

mennyiségét ACT modszer segitségével hataroztuk meg.

RNS interferencia (RNSi)

A sejteket IDC-k esetében a tenyésztés masodikangpnig NCL-SG3
sejteknél az 50-70%-o0s konfluencia elérésekor mfeR&altuk TRPV
csatorndkra, illetve CB receptorokra specifikus kiserferdld RNS-sel és
Lipofectamine 2000 Transzfekciés Reagenssel. Kikémt RNAI Negativ
Kontroll Duplexeket hasznaltunk (scrambled RNAi)z RNAi-altal okozott
fehérje expresszid csokkenést NCL-SG3 sejtek esetéd transzfekciot
kovetben naponta, mig iDC-ken a harmadik napon étietilk Western blot
segitésegeével (laslestern blotalfejezetben). Az immunreaktiv savok OD-at a
B-aktin jelre normalizaltuk, és a scrambled RNAi-&kzsejtek eértekére

normalva fejeztik ki.

Patch clamp mérések

A standard teljes-sejtes patch clamp technikat Uteszy-clamp
tuzemmodban alkalmaztuk. Az iDC-ket perfundalé E@ablltmeéreskletét 37
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illetve 45°C-on tartottuk, mig a sejteken déwldatot 37°C-on tartottuk egy
futhe® Petri-csésze segitségével. dkbzelést éimelegitett oldat adagolasaval
alkalmaztuk, a sejteken lévhomeérsékletet pedig a kozelikben elhelyezett
thermisztorral monitoroztuk. A perfuzidt gravitdsi@ramlasi rendszerrel
tartottuk fent. RR, CPZ és HC067047 kezelésnél lavaes antagonistakat

tartalmazo diftitdtt oldatokat tartalmazo oldatokra valtottuk afpziot.

Immunoprecipitacio

A sejteket 1 ml radioimmunoprecipitaciés pufferbeatak, majd
szonikalassal feltartuk. Az immunoprecipitaciohoznatakhoz 5ul TRPV2
ellenes antitestet adtunk, majd 4°C-on egy éjszakamkubaltuk folyamatos
rotacio mellett. Masnap 5 percig 4°C-on 15 000 geemtrifugaltuk a mintakat,
majd a pellett hdromszori mosasat kéeet SDS-PAGE mintapufferben
forraltuk 100°C-on 10 percig. Az igyddllitott mintakon Western blot analizist
hajtottunk végre (laswestern blotalfejezetben).

Statiszikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékelésére és oOsszehidédsimra 5%-0S

szignifikancia szint mellett kétmintas parositatigorébat alkalmaztunk.
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Eredmények

s s

Az endocannabinoidok apoptézis-dominalt sejthaldkoznak a verejtékmirigy
sejteken

A verejtékmirigy sejtekkel 6sszefluggésben dkeént arra voltunk
kivancsiak, hogy a ,klasszikus” endocannabinoidoREA és 2-AG)
befolyasoljak-e az NCL-SG3 verejtekmirigy erddetejtek életciklusat.
Kolorimetrias MTT és fluoreszcens CyQuant assay itségével
megallapitottuk, hogy mindkét endocannabinoid ddgig modon csotkkentette
koszonheten arra is fény derilt, hogy alkalmazasuk mitokaidr
depolarizaciéhoz, valamint a pro-apoptotikus kasaka aktivalddasahoz
vezetett, mely eredmények apoptotikus folyamatoKégeére utaltak. A
nekrozis/citotoxicitas kéet, egymast kiegésziizsgalomodszerét alkalmazva azt
is kimutattuk, hogy a 2-AG legnagyobb koncentracrondemellett jelerdtsen
fokoztak a G6PD felszabadulast és a sejtekben ntbrt8ytox Green
felnalmozddast is. Ezek az eredmények arra utditadyy az endocannabinoidok
csOkkentették a proliferaciot és apoptézis-domiséithalalt okoztak human

verejtekmirigy sejteken.

Az endocannabinoidok befolyasoljdk egyes citosziéie fehérjék
kifejezsdését és az NCL-SG3 sejtek lipidtermelését

A kovetkedkben azt vizsgaltuk meg, hogy az endocannabinordsizt
vesznek-e a differencidlodas szabalyozasaban ajtékenérigy sejteken.
Tekintve, hogy ezen sejtek differencialddasanak tgwnkarakterizalasara
vizsgalatainkat megé&téen még nem Kkertlt sor, kisérleteink soran kulonféle
epitelidlis ,differenciacios markerek” (bizonyos €K, illetve az involukrin, a
filaggrin és a lorikrin) kifejegdését vizsgaltuk meg NCL-SG3 sejteken. Erdekes
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modon bizonyos CK-ok (CK7, 14, 18 és 19) a pre-kamfs, proliferalo
kultarakban, mig a CK8, az involukrin, a filaggrés a lorikrin a poszt-
konfluens (azaz vélh@eg differencialtabb) tenyészetekben mutattak megas
expressziot.

A kovetkedkben az AEA és a 2-AG hatasat vizsgaltuk meg ezakenek
kifejezodésére. Ennek soran pre-konfluens (30-40%) NCL-S&&Egeket
kezeltink 10-10uM AEA-dal és 2-AG-lal 48 ¢ran keresztul, majd a tfen
markerek expressziojat kvantitativ, valésidePCR-ral kovettik nyomon.
Megallapitottuk, hogy a poszt-konfluens tenyészetgilemz markerek (CKS,
involukrin, filaggrin és lorikrin) kifejeégdése szignifikansan megm a két
endocannabinoid hatasara, mig egyes, a prolifagtékre jellem& markerek
expresszidja csokkent (2-AG: CK7 és CK14; AEA: CK14

A korabbiakban kimutattuk, hogy az endocannabirloidelentisen
fokozzak a human szebocitdk lipidtermelését. Miel verejtékmirigyek
epitelidlis sejtjeiél ismert, hogy szamos lipid szintézisére képesek,
megvizsgaltuk, hogy az endocannabinoidok mikénolgésoljak az NCL-SG3
sejtek lipidtermelését. Szemi-kvantitativ Oil Regelblés és kvantitativ Nile
Red-alapu fluoreszcens mérés segitségével megattagi hogy mindkét
endocannabinoid mar 24 6ras kezelést kimejelenbsen és doézisfuggmaodon
fokozta a neutrélis (de nem a poléaros) lipidek &éset. A neutrdlis lipidek
alapvebten az intracellularisan raktarozott, ,de novo” s$ziizalt lipideket
jelentik; igy eredményeink arra utalnak, hogy azlamannabnoid-kezelés a
verejték 0Osszetételének modositasaval alapjaibdnlyBeolhatja a human
ekkrin verejtékmirigy sejtek szekretoros aktivitasa
Az ECS szamos tagja kifej@dik az NCL-SG3 sejtekben

Mind az AEA-rél, mind a 2-AG-rél ismert, hogy kémismetabotrép és
jonotrop cannabinoid receptorok aktivalasara; igylehetséges célpontok
azonositasahoz QPCR és Western blot analizist sigtdezMegallapitottuk,
hogy a CB1 és a CB2 receptorok egyarant kifajaek mRNS és fehérje
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szinten is a verejtékmirigy sejteken; a CB1 a p&smfluens, differencialtabb,
mig a CB2 a pre-konfluens, kevésbé differencialyészetek esetén mutatott
magasabb expressziét. Ezen eredmények ismételtersugmalitak, hogy a
cannabinoidok szerepet jatszhatnak a human vendjigl-eredeti sejtek

Tekintve, hogy a & szdmos sejtféleséd@gér ismert, hogy
endocannabinoidokat termelnek, kollaboracidés paditiie segitségével
megvizsgaltuk, hogy a verejtékmirigyek epiteliasisjtjei szintén lehetnek-e
forrasai ezeknek a lipidmediatoroknak. Tomegspekdtoia segitségével
megallapitottuk, hogy az NCL-SG3 verejtekmirigy da# sejtek valoban
termelik az alapvétendocannabinoidokat (AEA, 2-AG), am azok mennység
jocskan elmarad az egyéldrberedei sejtek esetén tapasztaltakdl (1 millio
sejtenként 15 fmol AEA, illetve 0,2 pmol 2-AG; m&Z95 szebocitdk esetén
ugyanez az arany 160 fmol-nak és 4,2 pmol-nak atjddo

Ezen eredmények alapjan a koOvethdmen az endocannabinoidok
metabolizmusaban részt ievenzimek kifejeddését vizsgaltuk meg. QPCR
segitségével megallapitottuk, hogy nemcsak a szaké (NAPE-PLD, DAGIla
és $), hanem a lebonté (FAAH és MAGL) enzimek is jelemnak a sejtekben.
Kimutattuk azt is, hogy az expresszié nagysagaliuentia-flig¢ valtozasokat
mutat, ami Gjabb érv amellett, hogy az ECS-nek egzerlehet ezen sejtek
Az endocannabinoidok hatasai a klasszikus metabptn@ceptoroktdl és a
TRP csatornaktdl fuggetlen utvonalon alakulnak ki

Miutan kimutattuk, hogy az endocannabinoidok @ként apoptotikus
sejthalalt okoznak; (i) fokozzadk a differencia@orjellems markerek
kifejezodését; és (iii) fokozzak a sejtek szekrécios dédét, a kovetkékben
megvizsgaltuk a sejtek altal expresszalt cannathimeceptorok reszvételét a
fenti folyamatokban. A klasszikus, metabotrop CB4 @B2 cannabinoid

receptorok sejtndvekedésben, talélésben, illetve szekretoros aktivitas
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szabdalyozdsaban jatszott szerepének vizsgalatahtagomistakat és RNSI
technikat alkalmaztunk. Megéallapitottuk, hogy a CB4 a CB2 gétldszerei,
valamint ezen receptorok RNSi technikaval tdftétranziens, szelektiv
.<géncsendesitése” nem volt képes kivédeni az emtatsnoidok anti-
proliferativ és differencidlodast éslegity hatasat. Mindezen eredmények arra
utaltak, hogy a human verejtékmirigyek epitelidlisejtiein az
endocannabinoidok hatadsai a CB1 és CB2 receptdriggetlentl alakulnak
Ki.

Minthogy a verejtekmirigyek sejtjei ionotrop canimadd receptorokkent is
emlegetett TRP csatornakat is expresszalnak, amtegvizsgaltuk, hogy az
AEA és a 2-AG hatasainak hatterében &llhat-&-Badramlas. Eredményeink
szerint egyik endocannabinoid sem okozott valtoaasintracellularis kalcium
koncentracibban. Emellett azt is kimutattuk, hoggmsaz ,altaldnos” TRP
csatorna gatlészer ruténium vords, sem pedig azaaeitularis C&
koncentracié csokkentése nem befolyasolta az endab@noidok anti-
proliferativ, illetve lipidtermelést fokozo hatdsitindent egybevetve Ugyinik
tehat, hogy a cannabinoidok hatasait a human e&rejtigyek epitelialis

sejtjein nem a fenti metabotrép és ionotrép cammbireceptorok kozvetitik.

Az endocannabinoidok aktivaljdk a MAPK-uUtvonalat & CL-SG3 sejtekben
Habéar az endocannabinoidok altal aktivalt receptQr@zonositiasara tett
erofeszitéseinket sajnalatos moédon nem koronazta ,sikéerleteinkben
tovabbra is célunk volt, hogy felderitsiik, milyeehétséges intracellularis
jelpalydk allhatnak a hatdsok kialakulasanak héivem. A cannabinoidokrol
ismert, hogy szamos jelatviteli Utvonalat aktivéitek; ezért farmakologiai
inhibitorok segitségével megvizsgaltuk a mitogétivak protein kinéz
(MAPK) kaszkad, a protein kindz C (PKC) izoenzingska foszfatidil-inozitol-
3-kindz (PI-3K) lehetséges szerepét. Megallapiotiogy a vizsgalt inhibitorok
kozul a MAPK-t gatl6 PD098059 kivédte az AEA és-AQ@ hatasait, mig a
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tobbi enzimrendszer gatlészere hatastalannak bidbr$imutattuk azt is, hogy
az endocannabinoidok az Erkl/2 (p42/44) MAPK trangi foszforilaciojat
okoztak, amely hatas szintén kivédhevolt PD098059 alkalmazasaval.
Mindenezen eredmények arra utalnak, hogy a MAPKzKkédnak kiemelt
jelentbsége van az endocannabinoidok human verejtékmkigggitelidlis

sejtjein kifejtett hatasainak kozvetitéseben.

e

A DC-ek szadmos termoszenzitiv TRP csatornat exaédask

Kisérleteink kezdetén a célunk az volt, hogy megpdfjuk a derzékeny
TRP csatornak expressziojat monocita-erieédeC-eken. QPCR segitségével
kimutattuk, hogy a monocitak, az iDC-ek és az mxCegyarant kifejezik a
TRPV1, a TRPV2 és a TRPV4 mRNS-ét, mégpedig a reifldalodasuk
elérehaladasaval egyre nagyobb mértékben. A csatonmdkein szini
expressziojat szintén sikerilt kimutatnunk Westélat, illetve az iDC-ek
esetében immuncitokémia segitségével is. Erdekema TRPV3, a TRPMS8
és a TRPAL kifejeimése egyik modszerrel sem érte el a detekcios kokszo
A hésokk TRPV1-figgetlen médon csdkkenti az endocitbzis

Annak eldontésére, hogy a monocita-eréd®C-eken a Bsokk a
kapszaicinnel tortégh TRPV1 aktivacibhoz hasonlé hatasokat valt-e ki,
megvizsgaltuk a dsokk hatadsat a legfontosabb iDC funkciok egyikée,
endocitozisra. Megallapitottuk, hogy (korabbi addtkal j6 6sszhangban) a
rovidtava Bsokk (43°C 1 oran keresztiil) csokkentette az iD@mdtocitotikus
aktivitasat, anélkil, hogy kozben jelést apoptotikus vagy nekrotikus
folyamatokat inditott volna el. Bar az alkalmazbtimérséklet elméletileg
megfeleb a TRPV1 aktivaladsahoz (és irodalmi adatok alaggmatinocitakon a
TRPV1 kozvetiti a Bsokk biolégiai hatasait), meglépmodon a TRPV1 gatlasa
CPZ-nel nem befolydsolta az endocitotikus aktivith§sokkot koved

csokkenését. Ezzel megeg§emddon a TRPV1 RNSi-medialt, sikeres szelektiv
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.géncsendesitése” sem volt hatassal a folyamatra.TRPV4-specifikus
antagonista HC 06047, illetve a TRPV4 ,géncsendssit Ggyszintén
hatastalannak bizonyult. Ezzel szdges ellentétbefspacifikus antagonista
hianydban elvégzett) TRPV2-szelektiv ,knockdown”igedikdns maodon

kivédte a lBsokk hatasat.

A hdsokk feltehafen TRPV2-medialt membranaramokat indukal

Minthogy a TRPV2 alapvét jelentisédinek fint a hsokk hatasainak
kozvetitésében iDC-eken, a kdvetklzen patch-clamp technika segitségével
ezen molekula funkcionalitasat vettukrgss ald. Egy ,hazilag” elkészitett,
termosztalhat6 patch-clamp rendszer segitségéwgltapitottuk, hogy a sejtek
43°C folé tortéd melegitése jeleis membranaramok kialakulasahoz vezet. Ez
az aram reverzibilisen kivédlievolt az altalanos TRPV antagonista RR-sel,
ami arra utal, hogy a fentebb emlitett TRP csatofoatos szerepet jatszhatnak
a kialakitdsaban. A fentiekkel j6 6sszhangban aVREs TRPV4 kombinalt
farmakologiai gatlasa nem befolyasolta jefsen a kialakult a&ramot. A TRPV2
szelektiv ,géncsendesitése” ugyanakkor gyakortatiléeljes mértékben
megszintette azt. Mindezek alapjan ugintt tehat, hogy a TRPV2

kulcsfontossagu szeréph lisokk hatasainak kdzvetitésében.

A TRPV2 heteromer komplexeket formal a TRPV1 és MRIRcsatornakkal

Az el6z6 eredmény, mely szerint a TRPV2 féela b-aktivalt aram
kialakulasaért, meglehigten varatlan volt, tekintve, hogy a csatorna aktog
kiszObe irodalmi adatok alapjan a magasalrhénsékleti tartomanyokba esik.
Néhany nemrégiben publikalt adat azonban magyarakanal a jelenségre.
Kordbban mar emlitett tanulmanyukban Cheng és m{2ai07) ramutattak,
hogy heterolég expresszidos rendszerekben az egi€s cBatorndk nemcsak
homo-, hanem heteromereket is kialakithatnak, shedi utébbi komplexek a

JLiszta” homomerekhez képest ,atmeneti” kapuzagtsagokat mutatnak. Ezen
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erdekes eredményen felbuzdulva immunprecipitadodgfextiink azzal a céllal,
hogy megallapitsuk, vajon a TRPV csatornak iDC-ekerkialakithatnak-e
vegyes” komplexeket. Megallapitottuk, hogy a TRPM2cipitatum TRPV1-re
eés TRPV4-re is pozitivan jekidott, ami alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a
human DC-eken TRPV2-TRPVL1, illetve TRPV2-TRPV4 hetecrek is jelen

lehetnek.

Diszkusszio

Amint arr6l a Bevezetésben mar részletesen szd, esetelmult évek
eredményei egyértelfen igazoltak, hogy az ECS egyike a legfontosabb
szabalyozé rendszereknek, mely az emberi test rnjoskevalamennyi
szervrendszerének homeosztatikugkaaésére hatast gyakorol. Legnagyobb
neuroendokrin szerviink, adtb vonatkozasdban munkacsoportunk és masok
munkaja nyoman a kdzelmultban fény derilt arra,ynadokalisan terméds
endocannabinoidok, valtozatos receptor-medialtyiddi Utvonalakat aktivalva,
kulcsszerepet jatszanak az epidermisz és d@fldgelékek bioldgiai
folyamatainak (n6vekedés, programozott sejthal@iyviilélés, differenciacio,

lipidszintézis, illetve gyulladasos/immunfolyamatasizabalyozasaban.

Az ECS szerepet jatszik a human verejtekmirigyekldmgiai folyamatainak
szabalyozasaban

A bér ECS-ének mélyebb megismerésére iranyuld torekvéseszekeént
kisérleteink el§ felében a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk asstakus
endocannabinoidok (AEA, 2-AG) human verejtékmirigyedeti NCL-SG3
sejtekre gyakorolt hatasait. Eredményeink alapk eaz anyagok gatoljak a
proliferaciot, sejthalalt indukalnak, és fokozzakee sejtek lipidszintéziseét.
Ezen adatok alatamasztani latszanak az elképzetésdy szerint a human
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verejtékmirigyek, a & neuroendokrin rendszerének fontos tagjaiként,
specifikus endocannabinoid hatdsok célpontjai edlet

Tekintve, hogy a verejtékmirigy sejtek differendifc programja ez iil
szerint részleteiben még nem ismert, a folyamat moykovetésére
megvizsgaltuk szamos, ezen sejtekben expresszalwida Br epithelialis
elemeinek differencialodasdban szerepet jatsz&zkitdetalis fehérje (CK-ok,
involukrin, filaggrin, lorikrin) kifejedési mintazatat. Ennek soran éhiént
igazoltuk, hogy ezen differenciaciés markerek esgz@®s szinte a
verejtékmirigy sejtek proliferacios allapotanak dirgnyében valtozik, azaz
kulonbozik a proliferald és a konfluencia-indukaftévekedésgatlason atesett
tenyészetek esetében. Megfigyeltik, hogy ezen meltkeerejtékmirigy sejtek,
valamint a human epidermalis keratinocitak esepadztalhatd expresszids
mintazata rendkivil hasonlé: az involukrin, a fdeig és a lorikrin expresszidja
magasabb a poszt-konfluens (azaz differencialtedmyeszetekben.

Miutdn meghataroztuk, hogy melyek a verejtékmiriggejtek
differencidltsagi  allapotat megfeteln nyomon  koévét markerek,
megvizsgaltuk, hogy az endocannabinoid kezelésdéemhibefolyasoljdk az
expresszidjukat. Az AEA és a 2-AG jelésen fokozta a korabban emlitett,
poszt-konfluens allapotra jelethzmarkerek kifejeédését, és egyszersmind
csoOkkentették bizonyos, a proliferalo sejtekresjali gének atirodasat. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy az endocannabinoidok lathelhogy szerepet
jatszanak a verejtékmirigy sejtek névekedéséngirégramozott sejthalalanak
szabalyozasaban, egyszersmind azok differencidbdd@smdukaljak.

Erdekes modon ezek a hatasok a klasszikus, mebgb@B1 és CB2
receptoroktdl fliggetlen utvonalon keresztll aladulki, hiszen a receptorok
farmakologiai gatlasa és szelektiv ,géncsendesitéem befolyasoltasket.
Kimutattuk azt is, hogy az NCL-SG3 sejtek ionotannabinoid receptorokat
(azaz egyes, kalciumpermedbilis TRP csatornakdtifegeznek, azonban AEA

és 2-AG kezelés hatasara sem fokozoédott a sejtrkcallularis kalcium
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koncentraciéja. Habar az endocannabinoid hatastikrbben allé receptor(ok)
azonositasara tett ideszitéseinket sajnalatos médon nem koronazta, saabr
sikertlt bebizonyitanunk, hogy az AEA és a 2-AGaiktivalia a MAPK
kaszkadot, mely — szemben a PI-3K és PKC renddzelrek fontos szerepet
jatszik a vizsgalt sejtvalaszok kialakitasaban.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy az enduaainoidok CB1
receptor fiug§ modon gatoljdk a $rszal novekedését, és a CB2 receptor
aktivalasaval proapoptotikus hatasokat és fokogutitermelést valtanak ki a
human faggyumirigy eredéetszebocitakon. Jelen kutatasaink ezt a képet tették
teljesebbé azzal, hogy igazoltak, a verejtéekmirggjtek szintén ceélpontjai
lehetnek az endocannabinoidoknak, hiszen az AEA B2sAG gatolja a sejtek
proliferaciojat, programozott sejthalalt indukal,s éfokozza a sejtek
lipidtermelését, valamint differencialédasat egy 1B receptor-fliggetlen
jelatviteli mechanizmus révén. Mindezen ECS-nekjtldnithatdo és az egyéb
borfuiggelekeken (hajfollikulusokon, illetve faggyumgyeken) leirtakhoz képest
részben elté& mechanizmussal megvaldsulé hatasok egyétimtmavilagitanak
az ECS sejttipus-fugg és (minden valGsziiség szerint) receptor-szelektiv

szabalyoz6 szerepének fontossagara a huiraet.

A TRPV2 fontos szereppel bir afbokk hatasainak kdzvetitésében human DC-

eken

Kisérleteink masodik szakaszaban kimutattuk, hogyR&V1, TRPV2 és
TRPV4 termoszenzitiv TRP csatornak kiféjgaek a human monocitakon,
valamint a bdlluk differencidltatott iDC-ken és mDC-ken. Ezen ufel
eredményeink szerint a rovidésokk (43°C 1 oraig) csokkentette a sejtek
endocitotikus aktivitasat (nekrozis illetve apopsdindukalasa nélkiil). Erdekes
maodon - habar epidermalis keratinocitdkonbadkk kezelés altivalta a TRPV1-
et - t, human iDC-ken csupan a TRPV2 csatorna génesitése volt képes

kiveédeni a kisokk hatadsat (a TRPVL1 illetve TRPV4 csatornak f&otaiai
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gatlasa, valamint RNSi technologiaval tofiéggéncsendesitése nem befolyasolta
azt). Ezzel j0 6sszhangban & laltal aktivalt edteljes membran-aramot
kizardlag a TRPV2 specifikus géncsendesitése vkdtenig a TRPV1 és
TRPV4 csatornak aktivitasanak befolyasolasa netrsgmmilyen hatassal.

A fenti adatok azt sugalljak, hogy &dokk hatasat human DC-eken a
TRPV2 ion csatorndk kozvetitik. Irodalmi adatokpgden a TRPV2 kilonféle
immunsejteken szamos funkcioval bir. Human HMC-10kéjt sejtvonalon
kimutattak, hogy a TRPV2 kbzponti szerepet jatseiejtek mechanikai,ohés
csatorna aktivalodasa meghatarozé jéleddi a fagocitdzis, a részecske-
kotodés és a bakterialis lipopoliszacharid altal kivtdlt citokintermelés
folyamatainak szabalyozasaban. Patkanyokban a TRRW2 csatornakat
makrofagokban, Langerhans sejteken és DC-ken iitakeibar funkciojukrol
jelenleg nem rendelkeziink informéacioval. Ezek d&apjigy tinik, hogy a
TRPV2 ioncsatornak kulcsfontossagu szereppel bismaknos immunsejten.

A TRPV2 csatorna daktivacios kiiszébe az irodalmi adatok alapjan 52°C;
ugyanakkor eredményeink egyértéken azt mutatjak, hogy a 43°C-o8sbkk
hatasanak kozvetitésében kdzponti szereppel bilzatn jelenségre tdbb
magyarazat is felmerdl. i) A TRPV2 aktivacios kisetheterolog expresszids
rendszerekben, valamint szenzoros neuronokon Ilgaklbszér. Mivel nem
rendelkeziink pontos informacioval a TRPV2 csatornaofizikai
tulajdonsagairél nem-neurondlis sejteken, nem KiZaongy azok eltérek a
szenzoros neuronokon talalhatoktdl. Azaz elképi&lhbogy a DC-eken
expresszalt TRPV2 alacsonyabBnférsékleti tartomanyban aktivalodik. llyen
jellegi 6sszefiiggést a TRPV1 vonatkozasaban mar koraldbdakl hiszen a
csatornat aktivalé bizonyos farmakologiai anyagldré szenzitivitassal, illetve
affinitdssal rendelkeznek neuronokon és nem-nelisosgjteken. ii) Masrésér
Ujabb heterolog expersszidés rendszereken veégzstriddek egyérteltien
bebizonyitottdk, hogy a TRPV csatornak heteromérekdkotva is
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letrehozhatnak ioncsatorndkat. Ezen heteromerééiktivacios kiszobe a
jelenléw alegységek monomer formainak koztes értékének aado&ajat
kisérleteinkben sikeresen bizonyitottuk, hogy a YRRmmunprecipitatuma
TRPV1 és TRPV4 antittestekkel is pozitivan degitt, mely eredményink azt
sugallia, hogy a TRPV2 csatorna TRPV2-TRPV1 és TRRRPV4
heteromerizaciés kombinacidkban is kiféjdaet human DC-en. Mindemellett
agy ftinik, hogy a TRPV2 a ,legaktivabb” tag, mivel a TRP¥xpresszio a
legnagyobb mennyiségben kifejeld TRPV csatorna a human DC-en, illetve a
receptor szintjének siRNS-el tortengéncsendesitése teljes meértékben
megakadalyozta assokk hatasait.

Bar tovabbi biofizikai és biokémiai kutatasok szégss a DC-en
expresszalt termoszenzitiv TRP csatornak molelauidsszerendédésének és
kapuzasi tulajdonsagainak tisztazasara, itt bewititatedményeink alapjan a

TRPV2 kdzponti szereppel bir &3okk hatasainak kdzvetitésében.

Perspektivak

A Disszertacibban bemutatott, valamint korabbanlipalb pre-klinikai
kutatasai eredményeink alapjan tovabbi klinikasg@latok indokoltak a human
bér ECS-ét célé terapias beavatkozasok hatékonysaganak tisztazézsamos
bérbetegseég kezelésében. A human verejtekmirigyerbrachdocannabinoid
tonusat noveél beavatkozasok (akar endocannabinoidok exogéntaigjsih, akar
szintézisuk serkentése, akar lebontasuk gatlagmyéikeresen alkalmazhatok
rosszindulatd tumorokban). Human DC-en az ECS é< Tésatornak
modulatorai, a sejtek funkcidjanak befolyasolaseéme hatékony eszk6zok
lehetnek a & immun folyamatainak szabalyozasaban. Munkacsoplkrt
korabban hasonlé beavatkozasokat javasolt a péessius egység névekedesi
és gyulladasos koérképeiben (plosmvekedési problémakban, acne vulgaris).

Végezetll ipari és szocialis szempontbdl is fonlelset a talzott verejték-
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termelés befolyasolasa az endocannabinoid-kapsagihalizacio aktivitasanak

modositasa révén, mely igy a kozmetikai ipar szansawonzoé célpontot képez.

Osszefoglalas

A bér funkcibit feltar6 széleskdéir kutatdsai keretében jelenlegi
munkankban célunk az endocannabinoid rendszer (Ei2§jalata volt human
verejtekmirigy sejteken és monocita-erédd¢ndritikus sejteken (DC).

Eredményeink szerint a human ekkrin verejtekmirijybzarmaztatott
NCL-SG3 sejtvonalon sikerrel azonositottuk az ECE&gtdbb elemét
(endocannabinoidok, receptorok, az endocannabikaidszintetizalo és lebontd
enzimek). Bebizonyosodott az is, hogy az endocanaabkezelés dozisfludg
mobdon csokkentette a sejtek proliferaciojat, apmoptandukalt, megvaltoztatta
bizonyos citoszkeletdlis proteinek (pl. citokerakh expressziés mintazatat és
fokozta a sejtek lipid szintézisét. Erdekes modmenehatasok nem az ECS-hez
tartozé klasszikus metabotrop receptorokon, illabeotrép TRP csatornakon
keresztil valosultak meg. Ugyanakkor az endocanoadnk szelektiven
aktivaltak a mitogén-aktivalt protein kinaz masadia hirvivd Utvonalat.
Human monocita-eredetDC-en célunk a #sokk hatdsainak tisztazasa volt,
illetve az ezen hatdsok kozvetitésben szereperdjatermoszenzitive TRP
csatornak feltérképezése. Kimutattuk, hogy éokk gatolja az iDC sejtek
endocitotikus aktivitasat, illetve specifikus aramkponenst indukal, mely
hatast a TRPV2 géncsendesitése teljes mertébetftdive

Osszességében, pre-klinikai vizsgalataink azt §agahogy a Br ECS-
ének célzott befolyasolasa szamos humérbdiegség kezelésében nyujthat
igéretes U] terapias leléseget (pl. verejtekmirigy-eredetumorok, gyulladas,

tulzott verejtékezés és ériliggelék egyéb betegsegei).
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