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Bevezetés és irodalmi attekintés

Laboratoriumunk hosszii ideje foglalkozik az emberi bér kiilonbozo
betegségeivel €s azok molekularis hatterével. Ezek koziil a pattanasossag (akne)
az egyik leggyakoribb emberi borbetegség. Noha nem kozvetleniil életveszélyes,
az akne sulyos formai nagymértékben ronthatjak a betegek életmindségét, és
masodlagos pszichés zavarokhoz vezethetnek. Tekintettel arra, hogy a jelenleg
rendelkezésre 4llo terapias készitmények (bar valdban hatékonyan enyhitik a
betegség tiineteit) sulyos mellékhatasokat valthatnak ki, érthetd, hogy nagy
valamint 0j, kedvez6 mellékhatasprofila terapias megoldasok azonositasara.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy az endokannabinoid rendszer
(ECS) ¢és tagabb értelemben a komplex kannabinoid jelatvitel 6sszetett modon
szabalyozza a FM-ek biologiai folyamatait. Az endokannabinoidok (eCB)
lebontasanak gatlasa, valamint a direkt eCB kezelés fokozzak a faggyulipid-
szintézist. A neurologiai klinikai gyakorlatban mar alkalmazott, nem-pszichotrép
fitokannabinoid (pCB), a (-)-kannabidiol (CBD) alkalmazasa ugyanakkor
komplex anti-akne hatasok (a faggyulipid-termelés kvantitativ és kvalitativ
normalizalasa, anti-proliferativ és gyulladasgatlo hatas) kialakulasahoz vezet in
vitro (sejttenyészetben) €s ex vivo (teljes vastagsagi human bor szervkulturaban)
Is, amelyek a legljabb klinikai vizsgalatok eredményei alapjan topikalis
alkalmazast kdvetden in vivo is kKialakulnak.

Tekintettel arra, hogy a CBD-n kiviil mas pCB-ok szebocitakra gyakorolt
hatasair6l nem voltak adatok az irodalomban, a jelen dolgozatban bemutatando
vizsgalat keretein beliil tobb nem-pszichotréop pCB ((-)-kannabikromén [CBC],
(-)-kannabidivarin [CBDV], (-)-kannabigerol [CBG], (-)-kannabigerovarin
[CBGV] és (-)-A%tetrahidrokannabivarin [THCV]) biologiai hatasait elemeztiik

human szebocitakon.



A nikotinsav (niacin; NA) és a nikotinamid a B3 vitaminkomplex tagjai,
amelyek hianya a hasmenéssel, elbutulassal, borgyulladassal és egy specialis FM
rendellenességgel (,,dyssebacia”) jellemezhetd pellagra kialakulasadhoz vezet. A
NA emellett farmakologiai dozisban alkalmazva (a ,.hydroxycarboxylic acid
receptor 2” [HCA] aktivaldsa révén) hatékony egyes diszlipidémiak kezelésében.
Tekintettel arra, hogy a farmakologiai dozisban alkalmazott NA mellékhatasai
kozott szerepel a borszdrazsag, mig a NA hianya FM-rendellenesség
kialakulasahoz vezethet, kisérleteink masodik felében azt vizsgaltuk meg, hogy a

NA miként befolyésolja a szebocitdk biologiai folyamatait.

Célkituazés

A fentebb leirtak tiikrében a jelen dolgozatban bemutatand6 vizsgélatok keretein

beliil a kdvetkezd kérdések megvalaszolasat tlztiik ki célul:

1. A CBD-hez hasonl6an mas nem-pszichotrop pCB-ok, nevezetesen a CBC,
a CBDV, a CBG, a CBGV ¢és a THCV is befolyasoljdk-e a human

szebocitak bioldgiai folyamatait?

2. A NA befolyasolja-e a bazalis (homeosztatikus), illetve az aknéra jellemzd
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szebocitdk immunprofiljat, és ha igen, a hatdsait a HCA» receptoron

keresztiil fejti-e ki?



Anyagok és modszerek

A human immortalizalt SZ95 szebocitak tenyésztése és kezelése

Az SZ95 szebocitakat Sebomed™ Basal Medium-ban tenyésztettiik, amelyet
10 (V/V)% hével inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal, 1 mM CaCl,-dal,
5 ng/ml human rekombinans epidermalis ndvekedési faktorral, valamint
MycoZap™ Plus-CL-lel egészitettiink ki. A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik,
¢s - annak érdekében, hogy megeldzziik a tenyészetek konfluencia-indukalt
differencialodasat - a sejteket a 60-70%-os konfluenciaszint elérésekor
passzaltuk. Tenyészeteink esetleges Mycoplasma kontaminaciojat idérél-idére
teszteltik MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit segitségével, és
minden esetben negativ eredményt kaptunk. A tenyésztést 5% CO; tartalmu,
parasitott légtérben, 37°C-on végeztik. Az esetleges nem-specifikus
oldészerhatasokat kizarandé (a kozvetleniil a tapoldatban oldott NA kivételével)
minden anyagbol ezerszeres toménységli torzsoldatot készitettiink, amiket a
gyartd javaslata alapjan -20°C-on vagy 4°C-on taroltunk. A torzsoldatokbol
kozvetleniil a kezelés elott készitettiik el a sziikséges munkaoldatokat a sejtek
tapoldataban ezerszeres higitdst alkalmazva, ¢s Tlgyelve arra, hogy az
Osszehasonlitandd kezelések mindig azonos ,,0ldoszerhattéren valosuljanak

meg. Kontrollként az anyagok olddszerével kezelt sejteket hasznaltunk.

A szebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa

A lipidtermelés szemikvantitativ vizsgadlatdhoz fluoreszcens Nile Red
jelolést alkalmaztunk. A sejteket specialis, fluoreszcens mérésekhez hasznalatos
96 lyuku lemezre szélesztettiik (20.000 sejt/lyuk; 24 és 48 oras kezelések), majd
elvégeztiik a megfeleld kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasa utan 100 ul PBS-ben
oldott Nile Red oldatot (végkoncentracid: 1 pg/ml) mértiink a sejtekre, majd 30
percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk Oket. Az egyes lyukak fluoreszcencia
intenzitasat FlexStation™ 113 vagy FlexStation 3 késziilék segitségével

detektaltuk (excitacio: 485 nm; emisszio: 565 nm).



Az életképesség vizsgalata (M TT-assay)

A sejteket 96 lyuku lemezekre szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitasban,
majd a megfeleld anyagok kiilonb6z6 koncentracioival kezeltiik dket. A feliiltiszo
eltavolitisa utan minden lyukba 100 ul PBS-ben oldott MTT oldatot
(végkoncentracio: 0,5 mg/ml) pipettaztunk, és 37°C-on 2-3 éran at inkubaltuk a
sejteket. Ezutan az MTT oldatot eltdvolitottuk, minden lyukhoz 100 pul ,MTT
szolubilizalé oldatot” adtunk, és feloldottuk sejtekben keletkezé formazan
kristalyokat, amelyek mennyiségét 565 nm-en mérve kolorimetrids uton

hataroztuk meg a kordbban mar emlitett FlexStation 3 késziilek segitségével.

Az apoptozis és nekrozis vizsgalata

Kisérleteink sordn az apoptotikus folyamatok vizsgalatdra a mitokondrialis
membranpotencial fluoreszcens mérését végeztiik el MitoProbe™ DilC4(5) Assay
Kit segitségével. Az apoptdzis mellett ugyanazon mintakban az esetleges
nekrotikus folyamatok felléptét is megvizsgaltuk a DilC1(5) festés mellett
szimultan alkalmazott fluoreszcens SYTOX Green jeloléssel, ami a membranok
nekrozisra jellemzdé dezintegralédasakor tud a sejtmagi DNS-hez kotddni. A
szebocitakat 20.000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik 96 lyuku lemezekre, majd
a jelzett modokon kezeltiik 6ket. A feliiluszo6 eltavolitasa utan a sejteket 30 percig
inkubaltuk 37°C-on PBS-ben higitott DilC4(5) (1:200) és SYTOX Green (1 uM)
reagensekkel (50 pl/lyuk). Az inkubacio végeztével 100 pl/lyuk PBS-sel kétszer
mostuk a sejteket, és FlexStation 3 késziilék segitségével lemértik a
fluoreszcencia intenzitast (DilC1(5) excitacié/emisszio: 630/670 nm; SYTOX
Green excitacio/emisszio: 490/520 nm). Az apoptdzis és a nekroziS pozitiv
kontrolljaként rendre CCCP (1:200; 37°C 30 perc), illetve lizis puffer kezelést
(1:100; 37°C 30 perc) alkalmaztunk.

A proliferacio meghatarozasa (CyQUANT proliferacios assay)
A sejteket 96 lyuku lemezekre szélesztettiik 2.000 sejt/lyuk denzitasban, és

a jelzett modokon kezeltiik Oket. Ezt kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, majd a



lemezeket a mérésig -80°C-on helyeztiik el, ami permeabilizalta a sejteket. Ezutan
a gyartd protokollja szerint higitott ,,CyQUANT GR stock solution”
munkaoldatbol 200 pl-t mértiink minden wellbe, majd 6t percig szobahdn fénytdl
védve inkubaltuk a lemezeket. A fluoreszcencia intenzitast FlexStation 3 késziilék

segitségevel detektaltuk (excitacio: 480 nm; emisszid: 520 nm).

Reverz transzkripciot koveto, kvantitativ, valos idejii polimeraz lancreakcio
(Q-PCR)

A reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valds idejli polimerdz
lancreakciot Roche LightCycler 480 System segitségével, 5’ nukledz assay
hasznalataval végeztiik. A teljes RNS-t TRIzol felhasznalasaval izolaltuk, majd
DNaz kezelést végeztiink. Ezt kdvetden az RNS 1 pug-jabol kiindulva allitottunk
eld cDNS-t. A Q-PCR reakcidt TagMan assay-kkel végeztiik. Belsé kontrollként
a 18S RNS vagy a GAPDH expressziodjat hataroztuk meg.

Immunfluoreszcens jelolés (IF)

A sejteket PBS-ben higitott 4%-0s paraformaldehid segitségével fixaltuk
nedveskamraban, szobahdmérsékleten (5 perc). Az aspecifikus kotéhelyek
blokkolasat PBS-sel térténé mosas utan 30 mg/ml BSA-t (szarvasmarha szérum
albumint) tartalmazo6 PBS oldattal végeztiik (30 perc szobahén, nedveskamraban).
A sejteket 4 6ran at inkubaltuk 37°C-on nyulban termeltetett human HCA; elleni
elsddleges antitesttel. Ezutan a fedélemezeket haromszor mostuk PBS-ben, majd
60 percen keresztiil inkubaltuk szobahOmérsékleten Alexa Fluor® 488-cal
konjugalt, nyal immunglobulin Fc-szakasza elleni masodlagos antitesttel és a
magfestoként alkalmazott 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) tartalmazo
Vectashield feddmédiummal. Végiil ismét haromszori PBS-es mosast kdvetden,
a sejtekrél egy Olympus IX81 tipusti fluoreszcens mikroszkdp segitségével
felvételeket készitettiink (excitacio/emisszio: 488/519 nm [Alexa Fluor® 488] és
360/460 nm [DAPI]). Negativ kontrollként az els6dleges antitest kihagyasaval

megfestett fedolemezeinket hasznaltuk. A képek atlagos sziirke értékét (a zold



csatornaban detektalva, ugyanolyan bedllitdsokat hasznidlva minden kép
expozicidja soran) Fiji szoftver segitségével hataroztuk meg, majd
kvantifikdlaskor a hattérre (azaz a sejtmentes teriilet atlagos sziirke értékére)

normaltuk.

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

A citokin-felszabadulas vizsgalata soran a standardizalt modon (500.000 sejt
1,5 ml tapoldatban, 35 mm atmérdjii Petri-csészékben) szélesztett sejteket a
jelzettek szerint kezeltiik 3, illetve 24 6ran keresztiil. Ezt kovetden a feliiluszokat
begytjtottiik, lecentrifugaltuk (500 g; 10 perc), és a tormelékmentes feliiliszot
-80°C-on taroltuk, majd OptEIA kitek segitségével, a gyarto protokolljat kdvetve
meghataroztuk a felszabadult IL-6 és IL-8 mennyiségét.

Szelektiv géncsendesités (SiRNS transzfekcio)

Az SZ95 szebocitakat Petri-csészékbe, 96 lyuka lemezekre vagy 6 lyukua
tenyésztéedényekbe helyezett steril fedélemezekre szélesztettiik, majd masnap,
50-70%-0s konfluenciaszinten a tapoldatot szérummentes OptiMem médiumra
cseréltiik, és a sejteket HCAz-re specifikus, duplaszala, kis interferalo RNS
(siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamine® RNA; MAX
transzfekcios reagens segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNA; Negative
Control ,,medium” duplaszalu siRNS-sel transzfektaltuk, ami semmilyen ismert
MRNS szekvenciajaval sem mutat homologiat. A géncsendesités hatékonysagat a
transzfekciot kovetden 2. és 3. napon ellendriztik mRNS (Q-PCR), illetve a

fehérje szinten (immunfluoreszcens jelolés).

Fluoreszcens Ca®*-mérés

A NA Ca?*-homeosztazisra gyakorolt hatdsainak vizsgalatihoz Fluo-4 AM
jelolést hasznaltunk. A szebocitdkat 96 lyukt lemezekre szélesztettiik 20.000
sejt/lyuk denzitasban. A mérés soran a feliiliiszo eltavolitasa utdn egyszer mostuk
a sejteket 100 pl/lyuk Hank oldattal, melyet BSA-val és a nem-specifikus

transzporterek altal medidlt Fluo-4 ,,szivargas” elkeriilésére probeneciddel



egeészitettiink ki. A mosast kovetden Fluo-4 AM-et tartalmazo Hank oldattal (100
ul/lyuk; végkoncentracio: 1 uM) toltottiik fel a sejteket (30 perc, 37°C), majd
ujabb harom mosasi lépés kovetkezett (100 pl/lyuk Hank oldat vagy névlegesen
Ca®*-mentes Hank oldat, amibe CaCl; helyett ekvimolaris glikkéz keriilt). Végiil
a sejtekre 150 pl/lyuk Hank oldatot vagy névlegesen Ca*-mentes Hank oldatot
mértiink, €s jabb 30 percig inkubaltuk éket 37°C-on. Ezt kovetden FlexStation 3
késziilék segitségével szobahdmérsékleten (20-22°C), ,,Flex” modban végeztiik

el a mérést (excitacid: 490 nm; emisszid: 520 nm).

Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19, illetve Origin Pro Plus 6.0 szoftver
segitségével,  Student-féle  kétoldali,  kétmintas  t-probaval  (paros
Osszehasonlitasok) vagy egyutas ANOVA-t koveté Bonferroni post hoc
tesztekkel (tObbszords Osszehasonlitds) vizsgaltuk, és a p<0,05 értékeket
tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. A grafikonokat Origin Pro Plus 6.0

szoftver segitségével abrazoltuk.



Eredmények

A pCB-ok dozisfiigg6-modon befolyasoljak a szebocitak életképességét

Korabbi eredményeink alapjan fény deriilt arra, hogy a human FM-ek
funkciondlisan aktiv ECS-rel rendelkeznek, amely szerepet jatszik a szebocitdk
differencidcidjanak és ezen keresztiill lipidtermelésének szabalyozéasaban.
Kimutattuk tovabba, hogy a nem-pszichotrép pCB CBD alacsony mikromolaris
koncentracioban torténd alkalmazasa komplex anti-akne hatdsok kialakuldsahoz
vezet. Ennek megfelelden kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt,
hogy az altalunk véalasztott 6t pCB hasonld hatdsokat produkél-e az SZ95
szebocitakon, mint a CBD. Mint minden hatdéanyag-vizsgalat kezdetén, itt is meg
kivantuk hatdrozni azt a még hatasos dézistartomanyt, amely szignifikansan nem
hat a sejtek ¢letképességére, ezért eldszor MTT-assay-t végeztiink. Az 6t
kivalasztott pCB a 0,1-10 uM-os koncentracidtartomanyban még 48 ora elteltével
sem csokkentette érdemben a sejtek életképességét a kontrollhoz képest. Ezzel
szemben magasabb (50-100 uM-os) koncentracidban alkalmazva mar 24 oras
kezeléseket kovetdéen is szignifikans csOkkenést okoztak az MTT-jel
intenzitdsaban. A magasabb koncentracidtartomanyban végzett MTT-assay
eredményei alapjan felmertilt, hogy a pCB-ok alkalmazésa akér az alacsonyabb,
<10 uM-os koncentraciokban is elindithat az MTT-assay-n még valtozast nem
okozd, korai sejthaldl folyamatokat. Ennek a kérdésnek az eldontésére kombinalt
DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink. Megallapitottuk, hogy 10 uM-ig a
valasztott pCB-ok egyike sem novelte biologiailag relevans mértékben a
nekrotikus vagy apoptotikus sejtek aranyat. A pCB-ok magasabb (50-100 uM)
koncentracidi ugyanakkor apoptozis-dominalt sejthalalt okoztak, hiszen kivétel
nélkiil jelentésen csokkentették a mitokondridlis membranpotencial mértékét
jelz6 DilCy(5), és nem (CBG, CBGV, CBC és CBDV) vagy csak kis mértékben
(THCV) fokoztak a SYTOX Green jelintenzitasat.
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A pCB-ok eltéréen befolyasoljak a human szebocitak faggyulipid-
termelését

Ezutan megvizsgaltuk a pCB-ok hat4sat a szebocitdk egyik legjellemzdbb
biologiai funkciojara, a homeosztatikus faggyulipid-termelésre. Nem meglepd
moédon a pCB-ok citotoxikus (=50 uM) koncentracioi jellemzden jelentésen
csokkentették a bazalis faggyulipid-szintézist. Ezzel szemben a nem citotoxikus
(10 uM) koncentracioban alkalmazott pCB-ok érdekes modon eltérden
befolyasoltdk, ami alapjdn az 6t anyagot harom funkciondlisan eltérd hatasu
(,,eCB-szeri”, lipogén; ,,CBD-szer(i”, neutralis; illetve liposztatikus) csoportba
sorolhattuk. Eredményeink szerint az ,,eCB-szertien” viselked6 CBG és a CBGV
kis, de szignifikans mértékben fokozta a faggyulipid-termelést. Ezzel szemben a
,,CBD-szerli” hatast kivalto CBDV esetében a valtozas nem volt szignifikans, mig
a CBC ¢és a THCV szignifikdnsan csokkentette azt. Ezek az eredmények arra
utaltak, hogy a CBC és a THCV szeborrea, illetve akne, mig a CBG és a CBGV
a borszarazsaggal jard korképekben rendelkezhet terapias potencidllal, ezért

kisérleteinket is ilyen irdnyokban folytattuk tovabb.

A CBG és a CBGYV csokkenti az AEA lipogén hatasat

Elséként a CBG ¢és a CBGV meglepd, ,,eCB-szerli” lipogén hatéasat vettiik
gorcsO ala, és megvizsgaltuk, hogy az eCB AEA-dal egyiitt alkalmazva milyen
hatast véaltanak ki. Erdekes modon azt tapasztaltuk, hogy a CBG és a CBGV nem
fokozta az AEA lipogén hatasat, s6t, 20 (CBGV), illetve 10-20 uM-ban (CBG)
szignifikansan csokkentették azt. Ennek alapjan felvetddik annak a lehetdsége,
hogy a CBG ¢s a CBGV az AEA lipogén utvonaldnak gyenge, parcialis

aktivatorai lehetnek.

A CBC, a CBDYV és a THCYV csokkenti az AA altal indukalt, aknét
modellezd, korosan fokozott lipogenezist
Mint mar emlitettiik, az akne patogenezisének fontos Iépése a

faggyltermelés fokozdodasa €s jellegzetes mindségi valtozasa, ezert ennek a
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normalizaldsa a betegség kezelésének egyik fontos célja. Ennek megfelelden a
kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a THCV, a CBC ¢és a CBDV miként
befolyasolja az AA altal indukalt, ,,akne-szer(i”, kérosan fokozott lipidszintézis.
Megallapitottuk, hogy mind a CBC, mind a CBDV csokkentette az AA altal
indukalt lipidszintézist, azonban hatékonysagukat messze meghaladta a THCV-¢,
amely a CBD-hez hasonléan gyakorlatilag teljes mértékben normalizalta a
faggyulipid-termelést. Tekintettel arra, hogy ezen eredmények alapjan a THCV
bizonyult a harom pCB koziil a leghatékonyabbnak, kdvetkezd kisérleteink soran
a THCV nem citotoxikus koncentracidinak Iehetséges anti-akne hatésait

vizsgaltuk meg.

A THCY nem citotoxikus koncentracioban univerzalis liposztatikus hatast
fejt ki

A kovetkezOkben kisérleteket végeztiink annak megallapitdsara, hogy a
THCYV ezen figyelemre mélto liposztatikus hatésa kizarolag az AA 4ltal indukalt,
dontéen protein kinaz C o altal medialt lipidtermelés kivédésére korlatozodik,
vagy egy univerzalis liposztatikus utvonal aktivalasa révén alakult ki. Ennek soran
két, az AA-1t0l eltérd lipogén utvonalon hatéo eCB-ot, az AEA-ot és a 2-AG-t
alkalmazva végeztiik el a Nile Red jelolést. Azt tapasztaltuk, hogy a CBD-hez
hasonléan a THCV is képes mindkét eCB lipogén hatdsanak normalizalasara, azaz

univerzalis liposztatikus hatdst mutat.

A THCYV nem citotoxikus koncentracidi anti-proliferativ hatasiak human
szebocitakon

Az aknéhoz vezetd szeborrea kialakuldsdban (a holokrin szekrécids
mechanizmus miatt) az individudlis szebocitak fokozott lipidtermelésén tul a
sejtek proliferacioja is meghatarozo jelentéségii. A proliferacio csokkentése ilyen
modon Onmagaban is nagy hatékonysaggal lehet képes mérsékelni in vivo a
faggyttermelést, ezért kisérleteink kovetkezo 1épéseként megvizsgaltuk a THCV

sejtszamra gyakorolt hatasait. CyQUANT proliferacidos assay alkalmazasaval
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kimutattuk, hogy a THCV dozisfiiggd modon csokkentette a szebocitak

crer

A THCYV erdoteljes gyulladasgatlé hatast mutat

A koérosan megnovekedett lipogenezis és proliferacié mellett az akne
harmadik fontos szebocita-specifikus 1épése a gyulladas, ezért a fenti adatok
alapjan megvizsgaltuk a THCV szebocitdk immunprofiljara gyakorolt hatasait. A
gyulladasos valaszt a TLR4 aktivator lipopoliszacharid (LPS; 5 pg/ml)
alkalmazéasaval valtottuk ki. Azt tapasztaltuk, hogy a THCV képes volt
visszaszoritani a vizsgalt ,,akne-relevans” gyulladasos citokinek (jelesiil az
interleukin [IL]-10, IL-1PB, IL-6, IL-8 és tumornekrozis faktor [TNF]-a) LPS
indukalta up-regulacigjat (Q-PCR; IL-la, IL-1f, IL-6, 1L-8, TNF-a) és
felszabadulasat (ELISA; IL-6, IL-8) is. Mindezek alapjan tehat elmondhat6, hogy
(legalabbis in vitro) a THCV kedvezden befolyasolja az akne patogenezisének

valamennyi szebocita-specifikus aspektusat.

Elozetes eredményeink alapjan valamennyi vizsgalt pCB gyulladasgatlo
hatasu human szebocitakon

A pCB-ok hatésait feltard kisérleteink zarasaként megvizsgaltuk, hogy a
CBC, a CBDV, a CBG ¢s a CBGV miként befolydsolja a szebocitdk
immunologiai viselkedését. A THCV esetén mar bemutatott gyulladasmodellt
alkalmazva megallapitottuk, hogy valamennyi pCB jelentésen csokkentette az

LPS hatasat a fenti, ,,akne-relevans” citokinek mRNS szintii kifejezodésére.

A NA 100 pM-os koncentracioig nem csokkenti az életképességet
Kisérleteink masodik felében a klinikai gyakorlatban lipidcsokkentd
szerként mar évtizedek ota alkalmazott NA humén szebocitakra gyakorolt
bioldgiai hatasainak vizsgéalatat végeztik el. MTT-assay segitségével
megallapitottuk, hogy a NA 100 uM-os koncentricidig nem csokkentette a

szebocitak ¢letképesseégeét 24, 48 és 72 oOras kezelést kovetden sem.
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Annak érdekében, hogy kizarjuk a korai sejthalalfolyamatok kialakulasanak
lehetdségét, kombinalt fluoreszcens DilC1(5)-SYTOX Green jeloléssel tovabb
vizsgaltuk a NA hatasait. Megallapitottuk, hogy az MTT-assay-vel nyert
adatainkkal 6sszhangban a NA nem fokozta az apoptotikus vagy nekrotikus sejtek
aranyat, megerdsitve, hogy ebben az id6- (24-48 h) és koncentracidtartomanyban

(1-100 uM) valdban a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato.

A NA nem befolyasolja a homeosztatikus faggyulipid-termelést, de
normalizalja a kiilonféle lipogén agensekkel indukalt, aknét utanzé
lipogenezist

Ezt kovetden fluoreszcens Nile Red jelolés segitségével megvizsgaltuk a NA
hatdsait a szebocitdk legjellemzébb biologiai funkciojara, azaz a bazalis,
homeosztatikus faggyulipid-termelésre. Megallapitottuk, hogy ha a fentiekben
meghatarozott nem citotoxikus koncentracioban alkalmazzuk a NA-at, akkor az

még 48 oras kezelések soran sem befolyasolja a faggyulipid-termelést.

Tekintettel arra, hogy (amint arrol mar a fentieckben is sz6 esett) az akne
patogenezisének egyik kulcslépése a korosan fokozott faggyutermelés, a
kovetkezokben megvizsgaltuk, hogy a NA képes-e visszaszoritani az AA altal
indukalt, aknét utanzo lipidszintézist. Megallapitottuk, hogy a NA elézdekben
azonositott, nem-citotoxikus koncentraciéi jelentésen csokkentették az AA-val

indukalt, ,,akne-szeri”, kérosan fokozott lipidszintézist.

A NA univerzalis liposztatikus hatast fejt ki

Ahogyan azt az el6z6, pCB-okkal folytatott kisérletsorozatban is tettiik, itt is
kivancsiak voltunk arra, hogy a NA ezen figyelemre mélt6 liposztatikus hatdsa
kizarolag az AA-val indukalt, dontéen a PKCo altal kozvetitett lipogenezis
normalizaldsara korlatozodik, vagy egy univerzalis liposztatikus ut aktivaldsa
révén alakult ki. A kérdés eldontésére olyan lipogén agenseket (a mar emlitett
AEA, valamint a linolsav [LA] ¢és a tesztoszteron [T] kombindcidja)

alkalmaztunk, amelyek irodalmi adatok alapjan mas (AEA: CB; LA+T: PPAR-
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ok) jelatviteli utvonalakat aktivdlva fokozzak a faggyulipid-termelést.
Megallapitottuk, hogy mind az AEA, mind a LA+T kombinacio jelentdsen
fokozta a faggyulipid-termelést, a NA pedig mindkét esetben képes volt ezt a
hatast kivédeni. Mindezek fényében elmondhaté, hogy a NA minden

valoszinliség szerint univerzalis liposztatikus hatast fejt ki.

A NA csokkenti a human szebocitak proliferaciojat

Az elézdekben leirt hatasokat latva arra a kovetkeztetésekre jutottunk, hogy
a NA hatasos lehet a faggyamirigy-talmikodéssel jaro korképek (pl. szeborrea
vagy akne) kezelésében. Tekintettel arra, hogy a faggyutermelés holokrin
mechanizmusa miatt a faggyu tényleges mennyisége nemcsak az egyedi sejtek
lipidtermelésétdl, hanem azok szamatdl is alapvetden fligg, igy egy szeborrea
ellenes szer hatékonysagat nagyban noveli, ha nemcsak liposztatikus, hanem anti-
proliferativ hatasu is. Ezen logikat kovetve a NA sejtszamra gyakorolt hatdsait
CyQUANT proliferacios assay alkalmazéasaval vizsgaltuk, és kimutattuk, hogy
uM-os koncentraciotartomanyban. Figyelemre méltd tovabba, hogy az
¢letképesség adatokkal 6sszhangban a sejtszadm nem csokkent a 24 6ras kontroll
szintje ald, megerdsitve ezzel, hogy valoban nem citotoxikus, hanem ,,tisztan”

anti-proliferativ hatassal allunk szemben.

A NA nem védi ki a szebocitak LPS-sel indukalt gyulladasos valaszat

Ahogy arrol mar korabban szo esett, a kérosan fokozott faggytlipid-termelés
mellett az akne kialakuldsanak masik fontos tényezdje a gyulladas. Ezt szem el6tt
tartva fenomenologiai kisérleteink zarasaként megvizsgaltuk, hogy a NA miként

befolyasolja a szebocitak immunprofiljat.

A gyulladasos valaszreakciot a kordbban ismertetett protokollunkat kovetve
jelen esetben is 5 pg/ml LPS-sel valtottuk ki, majd expresszios (IL-/a, IL-15, IL-
6, IL-8 és TNF-a; Q-PCR; 3 oras kezelések) és szekrécids (IL-6 €s IL-8; ELISA;
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3 és 24 oras kezelések) szinten vizsgaltuk a gyulladasos citokinek termelddésének

valtozasait.

Megallapitottuk, hogy a 100 uM-ban alkalmazott NA nem csokkentette a
fenti citokinek LPS-indukalta fokozott termelddését, és Onmagaban torténd
alkalmazas esetén sem fejtett ki érdemi hatast a génexpressziora. Megvizsgaltuk
azt is, hogy a NA miként befolyasolja két kulcsfontossagu citokin, az IL.-6 ¢és IL-
8 felszabadulasat, amelyek révén ujabb adatok alapjan a szebocitak részt vesznek
a Thi; sejtek aktivitisanak szabalyozasaban. Az mRNS-szintli adatokkal
0sszhangban sem rovid (3 6ras), sem pedig hosszabb tavi (24 6ras) kezelések
soran nem tapasztaltunk semmilyen NA-fiiggd hatast a citokinek
felszabadulasara, tehat eredményeink alapjan a NA nem befolyasolja kdzvetleniil

a human szebocitdk gyulladdsos és immunoldgiai folyamatait.

A NA liposztatikus hatasa Ca?*-fiiggé modon alakul ki

A jelenség leirasat kovetden kisérleteinket a lehetséges mechanizmus
vizsgalataval folytattuk. Tekintettel arra, hogy sajat, illetve irodalmi adatok
alapjan az [Ca®']ic emelkedése gyakran a fentickben ismertetetthez nagyon
hasonldé univerzalis liposztatikus hatasokhoz vezet, a NA pedig bizonyos
sejttipusokban bizonyitottan képes megemelni az intracellularis kalcium szintet,
felmeriilt a kérdés, hogy az [Ca®']ic valtozasai szerepet jatszanak-e a NA
liposztatikus hatasainak kozvetitésében. A kérdés megvalaszolasara elsdként
megismételtiik a lipidszintézis vizsgalatat egy sejtekbe bejutni képes Ca?*-kelator,
a BAPTA AM jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a NA liposztatikus hatdsa 10
uM BAPTA AM jelenlétében nem alakult ki, igy feltételezhetd, hogy a hatas
kialakitasaban Ca?*-kapcsolt jelpalyék (is) szerepet jatszhatnak.

A NA Ca?*-jelet valt ki human szebocitakon, amelynek a forrasa dontéen az
extracellularis tér, de nem TRP csatorna-medialt
Mivel az elézdekben ismertetett eredmények alapjan valoszintinek tiint,

hogy a NA alkalmazasa Ca?*-jelet valthat ki a szebocitakon, kdvetkezd 1épésként
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Fluo-4 AM jelolést alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy a NA hatékony

liposztatikus koncentracioi dozisfiiggd modon fokoztak az [Ca?*]c-t.

Kovetkezd kérdésiink az el6zd kisérletben tapasztalt Ca2*

jel eredetének
azonositasara irdnyult. A kisérletet névlegesen Ca**-mentes kdzegben elvégezve
azt tapasztaltuk, hogy az [Ca**]ec csokkentése szinte teljes mértékben kivédte a
Ca®* jelet, ami arra utalt, hogy a NA kdzvetve vagy kdzvetleniil sejtfelszini Ca?
csatorndkat aktival human szebocitdkon. A NA-r6l ismert, hogy képes aktivalni
bizonyos, a vanilloid alcsaladba tartozd, foként Ca?*-ra permeabilis tranziens

receptorpotencial (TRP) csatorndkat, és hogy ezen csatornak koziil tobb

(TRPVI1, TRPV3 és TRPV4) is hatékonyan csokkenti a faggytlipid-termelést.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk ezen csatornik esetleges részvételét
a folyamatban, kisérleteinket az altalanos TRP csatorna gatldszer ruténium voros
(RR) jelenlétében is elvégeztiik. Megallapitottuk, hogy a RR nem befolyasolta a
NA altal indukalt kalciumjeleket, ami arra utal, hogy azokért valosziniileg eddig

nem azonositott, nem-TRPV sejtfelszini Ca?* csatornak lehetnek feleldsek.

A szebocitak kifejezik a NA elsodleges receptorat, a HCA -t

Mivel a fentiekben bemutatott adataink fényében valdszintitlennek tiint a
TRPV-csatorndk részvétele a NA liposztatikus hatdsainak kozvetitésében, igy a
kovetkezokben a NA elsddleges receptoraként szamon tartott HCA; lehetséges
szerepét vizsgaltuk meg. Q-PCR ¢és immunfluoreszcens jelolés segitségével
megallapitottuk, hogy a HCA; mind mRNS, mind fehérje szinten jelen van a

human szebocitakon.

A HCA:; szelektiv géncsendesitése kivédi a NA liposztatikus és [Ca®']ic-t
novelo hatasat

Tekintettel arra, hogy a HCA; receptor ellen nem allnak rendelkezésre
hatékony ¢€s szelektiv antagonistak, siRNS transzfekcio-medialt szelektiv
»Zencsendesités”-t alkalmaztunk, ami szignifikans csokkenést eredményezett a

HCA, kifejez6désében mRNS ¢és fehérje szinten is. A géncsendesités
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sikerességének  ellendrzése utdn  SCR-transzfektilt, valamint HCA;
géncsendesitett szebocitakat vizsgdlva megallapitottuk, hogy a NA cellularis
hatasai valoban HCA,-medialtak volt, hiszen a receptor kifejezédésének
csokkentésekor a NA liposztatikus hatdsa, valamint az altala kivaltott Ca®*-jel is

szignifikdnsan csokkent.

Sem a NA, sem az AA nem befolyasolja a HCA:? receptor expresszigjat

Ezen eredményeink alapjan a HCA, a human faggyulipid-termelés egy 1j,
eleddig ismeretlen regulatora, ami alapjan felmeriil, hogy kifejez6désének és
aktivitadsanak valtozasai szerepet jatszhatnak olyan lipogén dgensek hatdsainak a
kozvetitésében, mint az AA. Ennek eldontésére jelen kisérleteink lezarasaként azt
vizsgaltuk, hogy az AA-val, illetve a NA-val torténé kezelések miként
befolyasoljadk a HCA, expressziot human szebocitdkon. Megéallapitottuk, hogy
egyik kezelés sem gyakorolt érdemi hatdst a receptor fehérje szintii

kifejezOdésére.
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Diszkusszio

Az akne az egyik leggyakoribb emberi borbetegség, amely, bar az életet
kozvetleniil nem veszélyeztetd korallapot, mégis jelentés mértékben képes
rontani a betegek életmindségét. Tekintettel arra, hogy a jelenleg rendelkezésre
allo leghatékonyabb kezelési modok (pl. az ordlis izotretinoin) alkalmazésa adott
esetben stlyos mellékhatasok kialakulasahoz vezethet, érthetd, hogy vilagszerte
jelentds erdfeszitések torténnek biztonsdgos, de mégis hatékony, az eddigiektdl

eltéré hatdsmechanizmussal miik6dd, 1) anti-akne szerek kifejlesztésére.

A Kkivalasztott nem-pszichotrop pCB-ok hatasainak attekintése

Az ECS o06sszetett médon befolyasolja a human szebocitdk biologiai
folyamatait: az eCB kezel€s, illetve az eCB tonus fokozasa noveli a faggyulipid-
termelést, mig az ionotrop kannabinoid receptorok kézé tartoz6 TRPV1, TRPV3
¢s TRPV4 aktivalasa csokkenti azt. Kimutattuk azt is, hogy a leginkabb
tanulmanyozott és a neurologiai klinikai gyakorlatban mar évek ota biztonsagosan
alkalmazott nem-pszichotrop pCB, a CBD alkalmazasa komplex cellularis anti-
akne hatasok kialakulasdhoz vezet, amelyek az eddig elérhetd klinikai vizsgélati
adatok fényében In vivo is nagy valoszinliséggel kialakulnak. Mindezek
figyelembevételével a jelen dolgozat alapjaul szolgalo kisérletek elsé felében azt
vizsgaltuk, hogy a CBD-n kiviil mas névényi eredetli, nem-pszichotrop pCB-
oknak is lehetnek-e anti-akne hatasai. Elsoként megallapitottuk, hogy 50-100 uM-
os koncentracidban mind az 6t vizsgalt pCB apoptdzis-dominalt sejthaldlt okoz,
<10 uM-ban azonban a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhatéak. Kimutattuk
azt is, hogy ezekben a nem-citotoxikus koncentraciokban a pCB-ok eltéréen
befolyasoltdk a lipidszintézist. A CBG és a CBGV ,,eCB-szeri” modon
viselkedve kis, de szignifikdns mértékben novelte a lipogenezist; a ,,CBD-szerti”-
nek mutatkozé6 CBDV-nek nem volt szignifikans hatasa, mig a liposztatikus CBC
¢s a THCV csokkentette a bazalis faggytlipid-szintézist. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a CBG ¢s a CBGV kedvez6 hatdssal lehetnek a borszarazsaggal
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jard korképekben, mig a CBC-nek és kiilondsen a THCV-nek anti-akne hatasai
lehetnek. Megallapitottuk, hogy a nem-citotoxikus koncentracioban alkalmazott
CBC, CBDV ¢és THCV egyarant szignifikansan csokkentette az AA lipogén
hatasat. A harom pCB koziil a leghatékonyabbnak bizonyulé6 THCV hatasait
tovabb vizsgalva kimutattuk, hogy minden valoszinlség szerint (a CBD-hez
hasonldan) egy univerzalis liposztatikus jelpalyat aktival, hiszen nemcsak az AA,
hanem az ett6l részben fliggetlen jelatviteli utvonalat aktivalo eCB AEA és 2-AG
hatasat is normalizalta. Tekintettel arra, hogy a THCV nem-citotoxikus, hatékony
liposztatikus koncentracioi dozisfiiggd modon anti-proliferativ hatast valtottak ki,
adataink arra utaltak, hogy a THCV akar in vivo is hatékonyan csokkentheti a
faggyttermelést. Kisérleteink kovetkezd szakaszaban kimutattuk, hogy a THCV
nagy hatékonysdggal csokkenti a szebocitdk LPS-sel indukalt gyulladdsos
valaszat nemcsak mRNS, de fehérje szinten is. Osszességében tehat
eredményeink azt mutattdk, hogy a THCV a CBD-vel 0sszemérhetd
hatékonysaggal az akne 0Osszes szebocita-specifikus aspektusat kedvezden

befolyasolta.

Amint arrol fentebb mar szo esett, kutatasaink érdekes funkcionalis
heterogenitast tartak fel a pCB-ok k6zott. Szemben a masik harom anyaggal, a
CBG ¢és a CBGV ugyanis ,,eCB-szertien” viselkedett, és kis, de szignifikans
mértékben fokozta a szebocitak faggyulipid-szintézisét. Tekintettel arra, hogy
MRNS-szinten nyert adataink szerint a CBG ¢és a CBGV (valamint a CBC ¢és a
CBDV is) hatékonyan csokkenti a szebocitak LPS-sel kivaltott gyulladasos
valaszat, eredményeink alapjan felmeriil, hogy ezek a vegyiiletek alkalmasak
lehetnek egyes borszarazsaggal és gyulladéassal kisért korképek (pl. atopids

dermatitisz) kiegészit6 kezelésére.

Eredményeink  klinikai transzlalhatésagaval kapcsolatban érdemes
megjegyezni, hogy a pCB-ok még oralis alkalmazas esetén is jol toleralhatok, a

human vizsgilatokban topikalisan alkalmazott CBD pedig kiemelkedden
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biztonsagosnak bizonyult. Tekintettel arra, hogy valamennyi pCB erdsen lipofil
vegyiilet, ezért helyi alkalmazas esetén valdszintlileg a transzfollikularis uton
jutnak a borbe, és jo eséllyel felhalmozddnak a lipidekben gazdag FM-ekben.
Ezen fizikokémiai tulajdonsadgaik a pCB-okat idealis, szelektiven a FM-eket
megcélzo  gyodgyszerjeloltekké teszik, ami minimalizédlhatja a szisztémas

mellékhatasok felléptének kockazatat.

A NA human szebocitakra gyakorolt hatasainak attekintése

Kisérleteink mésodik felében a NA biologiai hatdsainak vizsgélata allt az
érdeklédésiink kozéppontjdban. Kimutattuk, hogy a NA <100 pM-o0s
koncentracidig nem befolyasolja a szebocitdk ¢életképességét; nem indukal korai
sejthalalfolyamatokat; nem befolyasolja a bazalis, homeosztatikus faggyulipid-
termelést; ugyanakkor normalizalja az AA-val indukalt, aknét modellezd, korosan
fokozott lipidszintézist. A NA nem-citotoxikus koncentracidinak liposztatikus
hatasa raadasul univerzalisnak bizonyult, hiszen nemcsak az AA, hanem az ett6l
részben fliggetlen jelpalyakat aktivalo AEA (CBy), illetve LA+T kombinacio
(PPAR-0k) hatasat is kivédte. Végezetiil kimutattuk azt is, hogy a NA fenti, nem-
citotoxikus koncentraciéi dozisfliggd modon csokkentették a szebocitdk

crer

fokozott faggyttermelés normalizalasaban.

A latott kedvezd hatdsok mechanizmusat kutatva elséként a NA Ca?'-
homeosztdzisra gyakorolt hatdsait vizsgaltuk meg, hiszen a mi munkacsoportunk
és masok korabbi eredményei alapjan az [Ca?*];c emelkedése a most latottakhoz
nagyon hasonld liposztatikus hatdsok kialakuldsahoz vezethet. Megallapitottuk,
hogy a NA lipidszintézist csokkentd hatésa valoban Ca?*-fiiggd mddon alakult ki,
hiszen a Ca?*-kelator BAPTA AM-mel torténd egyiittes kezelés esetén a hatas
nem jelentkezett. Kimutattuk azt is, hogy a NA liposztatikus koncentracioi
dozisfiiggd modon fokozzak a human szebocitak [Ca?']ic-jat, a Ca?*-jel forrasa

pedig az extracellularis tér, hiszen a Ca?*-jel szinte teljesen megsziint névlegesen
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Ca**-mentes oldat alkalmazasakor. Ismert, hogy a NA képes kozvetleniil aktivalni
szamos dontéen Ca®*-ra permeébilis TRPV csatornat, amelyek a NA esetében
latotthoz hasonl6 liposztatikus hatast fejthetnek ki, ezért a kovetkezokben azt
vizsgaltuk meg, hogy ezek a csatorndk részt vehetnek-e a NA hatdsainak
kialakitasaban. Tekintettel arra, hogy a NA altal kivaltott Ca®*-jelet a TRPV
csatornak altalanos gatloszere, a RR nem csokkentette, eredményeink arra utaltak,
hogy a hatds hatterében egy eddig ismeretlen, TRPV csatorna-fiiggetlen

mechanizmus allhat.

A lehetséges mechanizmust tovabb vizsgalva megallapitottuk a
farmakologiai dozisban alkalmazott NA els6dleges receptora, a HCA, mind
MRNS (Q-PCR), mind fehérje szinten (IF) kifejezddik a szebocitakon. A receptor
SIRNS-transzfekcioval torténd szelektiv ,,géncsendesitése” pedig kivédte mind a
liposztatikus hatas, mind pedig a Ca?'-jel kialakuldsat. Jelen adataink tehat
nemcsak felvetik a klintkumban mar évtizedek 6ta biztonsagosan hasznalt NA
esetleges borgyogyaszati (topikalis) alkalmazdsanak a lehetdségét akne és
szeborrea esetén, hanem ravilagitanak egy eleddig ismeretlen szabalyozé, a HCA;
receptor szerepére is, ami egy teljesen 1j terapias célpont lehet a fenti betegségek

esetén.

Az eredményeinkben rejlé terapids potencial felderitése természetesen
megfelelden tervezett, placebo-kontrollalt, kettdsvak klinikai vizsgalatokban lesz
lehetséges. Habar munkacsoportunknak nincs tudomésa ilyen vizsgalatokrol, a
fent bemutatott adatokon tulmenden szamos bizonyiték tamasztja ala azt az
elképzelést, hogy a NA kedvezd hatasu lehet aknéban és szeborredban. Ezek kozé
a bizonyitékok kozé sorolhatd eldszor is az a tény, hogy pellagraban (azaz a NA
hianybetegségében) gyakran észlelhetd ,,dyssebacia”, azaz a szebocitdk
hiperplazidja, megvaltozott faggyltermelése és a FM-ek Kkovetkezményes
megnagyobbodasa. Masodszor, a farmakologiai dozisban alkalmazott NA kezelés

mellékhatasai k6zott szerepel a borszarazsag. Harmadszor, egyes (nem placebo
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kontrollos) ,,pilot” Klinikai vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az oralisan

alkalmazott NA hatékonyan csokkentheti a pattanasossagot.

Azt is érdemes megjegyezni, hogy a B3 vitaminkomplex masik tagja, a
nikotinamid topikalis alkalmazast kovetden egy kettésvak, placebo-kontrollalt
klinikai  vizsgadlatban hatékonyan csokkentette a faggyutermelést, ¢&s
Osszességében egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy hatékony lehet az akne,
illetve mas bdrbetegségek kezelésében. Jollehet a nikotinamid akne ellenes
hatasanak mechanizmusa még csak részben ismert, az bizonyos, hogy nem
aktivalja a HCA, receptort, tehat nem az altalunk a NA-val dsszefiiggésben a
fentiekben leirt liposztatikus jelatviteli utat aktivalja. Tekintettel azonban arra,
hogy a NA in vivo atalakulhat nikotinamidda, a helyileg alkalmazott NA Kklinikali
hatékonysaga akar meg is haladhatja a nikotinamidét, hiszen elméletileg mind
HCA,-fiiggd direkt, mind pedig nikotinamidda torténd atalakulasbol fakado,
HCA,-fiiggetlen, kozvetett akne ellenes hatasokat kialakithat.

Erdekes modon liposztatikus és anti-proliferativ hatékonysaga ellenére a NA
nem volt képes megakadalyozni a szebocitdk LPS-indukalta gyulladasos valaszat.
Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a CBD vizsgalatakor kapott korabbi
adataink alapjan nem teljesen varatlan, hogy a NA nem bizonyult gyulladasgatld
hatastinak. Eredményeink szerint a CBD liposztatikus és anti-proliferativ
hatasaiért a TRPV4 ioncsatorndk aktivalasa ¢és a kovetkezményesen kialakuld
Ca?*-jel a felelds, gyulladascsokkentd hatdsat azonban egy ettdl fiiggetlen jelpalya
(adenozin Aya receptor > cAMPT = TRIB31 = a p65 NF-kB utvonal gatlasa)
kozvetitette. Nemrégiben raadasul azt is kimutattuk, hogy egy masik Ca?'-
permedbilis ioncsatorna, nevezetesen a TRPV3 aktivaldsa (amellett, hogy a
TRPV1-hez és a TRPV4-hez hasonldan csokkentette az aknéra jellemzd, korosan
fokozott faggyulipid-termelést) fokozta szamos gyulladasos citokin expressziojat
¢s felszabadulasat human szebocitak és epidermalis keratinocitak esetén is.

Mindezek fényében nem meglepd, hogy a NA a HCA; aktivalasan és az [Ca®]c

23



kovetkezményes emelésén keresztiil hatékonyan normalizalta az faggyulipid-

szintézist, de nem tudta kivédeni az LPS gyulladasos valaszt kivalto hatasat.

Bar eredményeink alapjan a HCA, a FM-ek bioldgidjanak egy wjonnan
megismert szabalyozoja, kisérleteink végén egy fontos kérdés nyitva maradt,
jelesiil, hogy a HCA, receptor aktivaldsa pontosan hogyan vezethet az [Ca?*]ic
novekedéshez a human szebocitak esetében. Noha a HCA; egy G; kapcsolt
receptor, az irodalomban nem példanélkiili, hogy aktivalasat Ca®* bearamlas
koveti. A jelenleg még nem ismert Ca?*-permedbilis csatorna azonositasa mar
csak azért is fontos lenne, mert kozvetlen farmakoldgiai aktivalasaval egy Uj
terapids célponttal gazdagodna az akne €s szeborrea elleni terdpids repertoarunk.
Kiemelend6é tovabba, hogy szemben pl. a TRPV3-mal, ahol az ioncsatorna
aktivacioja a liposztatikus hatas mellett gyulladasos valasz kialakulasahoz is
vezet, ez az ismeretlen Ca?'-csatorna eredményeink szerint olyan moddon

befolyasolja a szebocitak Ca?*-haztartisat, ami nem valt ki gyulladasos valaszt.

Zaro gondolatok — A jelen tanulmany korlatai

Bar a fentickben igéretes kisérletes adatok keriiltek ismertetésre,
vizsgalatunk transzlacios értékét korlatozza, hogy megallapitasaink a megfeleld
allatmodellek sajnalatos hidnya, valamint a primer szebocita tenyészetek
fenntartdsdnak objektiv nehézségei miatt egyetlen sejtvonalon alapulnak.
Minthogy azonban az altalunk hasznalt sejtmodell az eddigi adatok alapjan a CBD
esetében megbizhatdan jelezte eldre a klinikai hatékonysagot, kijelenthetd, hogy
mind a pCB-ok, mind a NA megfelelden tervezett, randomizalt, kettosvak,
placebo-kontrollalt klinikai vizsgalatokban torténd tovabbi tanulmanyozasa
feltétleniil indokolt, €s 0j, az eddigiektdl gydkeresen eltérd mechanizmussal hatd

gyogyszerek kifejlesztésének a reményével kecsegtet.
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Osszefoglalas

Kisérleteink els6 felében azt tiiztiik Ki célul, hogy megvizsgaljuk egyes nem-
pszichotrop pCB-ok biologiai hatasait human SZ95 szebocitakon. Kimutattuk,
hogy a pCB-ok 10 uM-0s koncentracioig a sejtek életképességének csokkentése
nelkiill eltérd6 modon befolyasoljadk a szebocitak legjellemzébb  bioldgiai
funkciojat, azaz a bazalis faggyulipid-szintézist. A CBG és a CBGV az eCB-okra
jellemzé modon novelte a lipogenezist, a CBDV-nek nem volt szignifikans
hatasa, miga CBC és a THCV csokkentette a bazalis faggyulipid-szintézist. Mivel
valamennyi pCB hatékonyan csokkentette a szebocitak LPS-sel indukalt
gyulladasos valaszat, ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a CBG és a CBGV

kedvezo hatassal lehet a borszarazsaggal jaro, gyulladassal kisért korképekben.

Kisérleteink folytatasaban azt talaltuk, hogy a CBC, a CBDV és a THCV
képes szignifikansan csokkenteni az AA-indukalta lipogenezist. A fentiek koziil
leghatékonyabbnak bizonyult THCV-t tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy
,,univerzalis” liposztatikumként viselkedik (azaz képes az AA-tol eltérd jelatviteli
utvonalakon hatd lipogének hatasanak kivédésére is), anti-proliferativ hatasu, és
(amint arrdl mar sz6 esett) szinte teljesen normalizalja a gyulladasos citokinek

LPS-sel indukalt expressziojat a felszabadulasat.

Kisérleteink masodik felében megallapitottuk, hogy a NA az életképesség és
a homeosztatikus faggyulipid-termelés befolyasolasa nélkiil hatékonyan
kivaltott, aknét modellez6, korosan fokozott faggyulipid-szintézist. Kimutattuk
azt is, hogy a NA hatasait a HCA, receptor aktivacidja és a kdvetkezményes Ca?*-

bearamlas kozvetiti.

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatoé tehat, hogy a NA és a pCB-ok is
komplex médon befolyasoljak a human szebocitadk biologiai folyamatait, és
igéretes, 0 eszkozok lehetnek a kiilonféle FM-diszfunkcioval jellemezhetd

korképek (borszarazsag, akne, szeborrea stb.) kezelésében.
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Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik barmilyen modon
hozzajarultak az értekezés 1étrejottéhez. Mindenekel6tt koszonetet mondok a DE
AOK Elettani Intézet igazgatojanak Prof. Dr. Csernoch Laszl6 professzor urnak,
aki biztositotta a munkamhoz sziikséges feltételeket. Koszondm témavezetdmnek
Prof. Dr. Bir6 Tamasnak ¢és Dr. Olah Attilanak az évek sordn nyujtott szakmai
¢s emberi segitségiiket, a belém vetett bizalmukat, €s azt, hogy szdmomra mind
szakmai, mind emberi szempontbol fontos példat adtak, és sokat tanulhattam
toltk.

Koszonet illeti a labor €s az intézet korabbi €s jelenlegi dolgozoit, PhD és
TDK hallgatoit, akik ha sziikséges volt, mindig onzetleniil siettek a segitségemre.
Kozottiik is kiilonosen kdzvetlen munkatarsaim, Dr. Mihaly Johanna, Dr. Téth
Istvan Balazs, Dr. Szollosi Attila Gabor, Dr. Czifra Gabriella, Addm
Dorottya, Dr. Shahrzad Alimohammadi, Dr. Ambrus Lidia, Angyal Agnes,
Balogh Norbert, Kelemen Balazs, Dr. Lisztes Erika, Téth Kinga Fanni, Dr.
Szab6 Imre Loérinc, Dr. Vasas Nikolett, Vladar Anita, Dr. Zakany Nora,
Banhalminé Szilagyi Szilvia, Fricz Nikolett, Furin Lilla, Galicz Anita, Hollosi
Erika, Szabo6-Papp Judit, Uzonyi Renata, Kovacs Gergo, Dr. Budai Marietta
Margit, Dr. Takacs Erika, Sos Katalin Eszter ¢s Dr. Szabé Palma Timea
segitségéért vagyok rendkiviil halas.

Haldsan készonom témavezetettem, Dr. Magi Jozsef munkajat, akinek a
személyében egy nagyon tehetséges, szorgalmas, a tudomany irant elkotelezett
TDK hallgatét ismerhettem meg. Mindig nagy 6rommel gondolok a k&zos
munkara.

Ko6szondom kollaboracids partnereink (Dr. Colin Stott, Prof. Dr. Christos
C. Zouboulis, Prof. Dr. Benyé Zoltan, Dr. Gyongyosi Adrienn, Szendi-
Szatmari Timea ¢és még sokan masok) felbecsiilhetetlen értékii segitségét.

Végezetiil koszondk mindent sziileimnek €s barataimnak is. Nagyon halas
vagyok nekik, hiszen nélkiiliik nem jutottam volna el eddig.

A kutatas az Emberi Eroforrdasok Minisztériuma megbizasabol az Emberi Erdforrads
Tamogatdskezeld dltal kiirt ,, Nemzeti Tehetség program” (NTP-NFTO-16-0463), valamint a
GINOP-2.3.2-15-2016-00050 jelii projekt tamogatasaval, a Magyar Tudomanyos Akadémia

., Lendiilet” kivalosagi programja keretében (LP2011-003/2015) valosult meg.
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