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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A human bor és a komplex epidermalis barrier (KEB)

A bér az egyik legnagyobb szerviink, melynek legfontosabb feladata, hogy
a komplex epidermadlis barrier (KEB) létrehozaséaval elhatarolja és védelmezze
testliinket a kiilvilag valtozatos behatdsaival szemben; a bér ugyanakkor szamos
tovabbi szenzoros, endokrin (in situ hormontermelés) és egyéb (raktarozas,
transzport, hdszabalyozas és exokrin) funkcidt is betdlt.

A KEB elsédleges védvonalat a fizikokémiai barrier képezi, ami dontéen
az epidermalis keratinocitak differencialodasanak eredményeként all eld. Ezek a
sejtek fejlodésiik végen apoptotizalnak, elveszitik sejtmagjukat, és kiilonleges
extracellularis matrixba dgyazva, mint ,,téglak a habarcsban”, kialakitjak testiink
els6dleges hatarfeliiletét, melynek ,,szigetelését” a borfelszinre {iriilé faggy tesz
teljessé.

A boOr sejtjer emellett szamos bioaktiv molekulat, Gn. antimikrobialis
peptideket (AMP) és lipideket (AML) is termelnek, melyek kulcsfontossaguak a
védelem kovetkezd szintjeinek, az immunolégiai és az ezzel szoros
kolcsonhatasban allo mikrobioldgiai barriernek a kialakitasaban.

Boriinkén nemcsak egyénenként, de azon belil testtijanként is
jellegzetesen eltérd mikrobakozosség talalhatd. A kordbban daltalanosan
elfogadott, ,kommenzalis” egyiittélési modell helyébe az utdbbi ¢évek
felfedezéseinek fényében egy dinamikusan onszabdlyozd, szimbiotikus jellegii
modell 1épett, ahol a bor és a kiilonféle mikrobak kozotti kolcsonhatas egyfajta
folyamatos ,,parbeszédként” foghato fel. Ennek a ,parbeszéd”-nek az egyik
résztvevdje az immunologiai barrier.

Ma mar tudjuk, hogy a bdr immunrendszere kordntsem redukalhato
kizarélag a rezidens és odavandorl6 ,,professzionalis” immunsejtekre, hiszen a
patogén-asszocialt molekularis mintdzatokat felismerd receptorok, gyulladasos

citokinek, kemokinek, AMP-ek és AML-ek expresszidja révén az epidermalis



keratinocitdk és a faggyumirigyek sejtjei, a szebocitdk is kulcsfontossagu

szerepet toltenek be benne.

Az atopias dermatitis (AD)

A kiilonosen a fejlett ipari orszdgokban gyakori, kronikus bdérgyulladassal
jellemezhetd atopias dermatitist (AD) gyakran emlegetik ,a” barrier
betegségként, hiszen ebben az esetben a KEB valamennyi épitéelemének, azaz a
fizikokémiai, az immunologiai és a mikrobioldgiai barriernek a karosodésa is
megfigyelhetd.

Patogenezise a mai napig sem tisztazott teljes mértékben. Egyesek szerint a
betegseg kiindulo lépése a fizikokémiai barrier (pl. filaggrin mutacido miatti)
karosodasa. Ez lehetdvé teszi patogén, illetve fakultativ patogén mikrobak
T-helper 2 (Thy) polarizacioji immunvalaszt indukalnak, ami (vélhetéleg a
termel6dd citokinek révén) hozzijarul a fizikokémiai barrier tovabbi
leépiiléséhez. Masok szerint ezzel szemben a bér immunrendszerének
diszregulécidja az elsddleges ok.

Bar ennek a kérdésnek az eldontésére még varnunk kell, az bizonyos, hogy
az epidermalis keratinocitak kozponti szerepléi a folyamatnak. Egyfeldl a
fizikokémiai barrier felépitése elképzelhetetlen élettani hdmsejtfunkciok nélkiil,
masfeldl pedig a keratinocitak altal termelt citokinek rendkiviil fontosak az AD-
ben kialakul6 immunvalasz Th; iranyu polarizalasaban, illetve a vakar6zas révén
a barrier karosodasdhoz kozvetleniil is nagyban hozzajaruld kinzo viszketés
kivaltasaban.

Mindez tehat azt jelenti, hogy a hamsejtek immunologiai folyamatainak és
az ezeket szabalyoz¢ jelatviteli rendszereknek a mélyebb megismerése kozelebb
vihet az AD patogenezisének jobb megértéséhez, ¢és ezen keresztiil a jelenleg
elérhetdnél hatékonyabb, valdodi oki terapia kifejlesztésének a reményével
kecsegtet. Ezért jelen tanulmany keratinocitdkra fokuszald részében egy ilyen

lehetséges  szabalyozo, a  késObbiekben  részletesen  bemutatand6
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,endokannabinoid rendszer” miikodésének és hamsejtekre gyakorolt hatdsainak

mélyebb megértésére tettiink kisérletet.

A human faggyumirigyek (FM) biologidja

A FM-ek elsddleges feladata a neutralis lipidekben gazdag, dsszetételében
jelentds fajspecificitast mutatd faggyh termelése. A FM-ek mar az intrauterin
¢letben is kiemelten fontosak a magzati bor védelmében, posztnatalisan pedig a
borfelszin lipidjeinek haromdimenzios elrendezddéséért felelosek, ami
hozzajarul a fizikokémiai barrier integritdsanak fenntartdsahoz. Emellett
jelentdsek a bor fényvedelmében, a hdszabalyozasban vagy az antioxidansok
transzportjaban. Hatassal vannak a szornovekedésre, valamint autoném endokrin
szervekként (expresszaljak a szteroidszintézishez sziikséges enzimeket, ¢és
képesek androgén hormonok in situ termelésére) és Ossejtraktarakként is
funkcionalnak. Raadasul sejtjeik, a szebocitak Toll-like receptorokat (TLR),
gyulladasos citokineket (pl. interleukin [IL]-6, IL-8, tumornekrézis faktor-o
sth.), AMP-eket és AML-eket is expresszalnak, igy immunkompetens sejteknek
tekinthetoek.

Az acne

Az acne (pattanasossag) az egyik legnagyobb prevalencidju emberi
borbetegség, amely élete folyaman hosszabb-rovidebb ideig szinte mindenkit
¢rint valamilyen formaban. Bar kozvetlenilil nem veszélyezteti az életet, mégis
kiilondsen a sulyosabb és/vagy lathato testfelszinre lokalizal6do formak jelentds
pszichés terhet rohatnak a betegekre, ami akar igen komoly masodlagos lelki
betegségek (szorongas, depresszid, legrosszabb esetben akar szuicid késztetés)
kialakuldsahoz vezethetnek.

Az acne koroktana a mai napig sem tisztdzott teljes meértékben. Az
mindenesetre bizonyos, hogy a ,,valamilyen okbol” fokoz6dé mennyiségli €s
ezzel parhuzamosan megvaltozo 0sszetételli faggyt termelése, azaz a szeborrea,

a FM-ek kivezetdcsovének elzarodasat okozd infundibuléris hiperkeratozis,
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valamint a pang6 faggyuban felszaporodd Propionibacterium acnes torzsek altal
kivaltott gyulladasos folyamatok egyarant fontosak a patogenezisben.

A kiilonféle terapias lehetdségek koziil hatékonysdga és sokoldalusaga
miatt (csokkenti a lipogenezist és a kivezetdcso hiperkeratinizacidjat, gatolja a
gyulladasos folyamatokat, valamint visszaszoritja a P. acnes novekedését is)
kiemelkedik az izotretinoin, amely tulzas nélkiil a leghatékonyabb anti-acne
szernek tekinthetd. Sajnalatos modon azonban (elsésorban szisztémas)
alkalmazéasakor szamos, esetenként igen sulyos mellékhatds (pl. anémia,
neutropénia, trombocitopénia, majkarosodas, teratogenitas, pszichés problémak
stb.) kialakulasanak lehetOsegével kell szamolni. Mindezek alapjan érthetd,
hogy a hatékony, lehetdség szerint a betegség minél tobb patogenetikai
aspektusat egyidejiileg kedvezoen befolyasold, és egyszersmind a most
elérhetdknél kedvezdbb mellékhatasprofillal rendelkezd, valamint a szebocitak
homeosztatikus funkcioit nem karosité kezelési modok felderitése miért all

napjaink acne- és FM-iranyu kutatasainak homlokterében.

A humdn FM-ek modellje: az SZ95 human szebocita sejtvonal

A FM-ek (kor)élettananak mélyebb megismerését az elmult évtizedek soran
nagyban hatraltatta, hogy vizsgalatukra nem allt rendelkezésre megbizhato, a
betegség teljes komplexitasat leképezd allatmodell. Tovabbi nehézség, hogy a
primer human szebocitak izolalasa és tenyésztése rendkiviil nehézkes folyamat,
rdadasul a sejtek nem is tarthatok fenn néhany passzazsnal tovabb tenyészetben.

Mindezek fényében kisérleteinket a legjobban karakterizalt sejtmodell, az
SZ95 szebocitak felhasznalasaval végeztik. Vizsgalatainkat az in vivo és
klinikai relevancia novelésére teljes vastagsagi human bor szervkultiraval
(hSOC) egeszitettiik ki, ami az allatmodellek sajnalatos hianyaban a human FM-
ek jelenleg elérhet6 leginkabb ,,in vivo-szer” modellje a pre-klinikai

vizsgalatok szintjén.



A (-)-kannabidiol (CBD)

Régota ismert, hogy a vadkender (Cannabis sativa) fogyasztasat szamos
jellegzetes ¢lettani és pszichés hatas kialakuldsa koveti. Ezen hatasokért a ,,fito-”
azaz novényi kannabinoidok (FK) a f6 felelosek. Napjainkra az azonositott FK-
ok szdma meghaladja a szazat. Ezek dontd tobbsége a (-)-transz-A°-
tetrahidrokannabinollal (THC) ellentétben nem valt ki pszichotrop hatasokat. A
legismertebb nem-pszichotrop FK a (-)-kannabidiol (CBD), melyet a THC-vel
fix kombinacidban mar évek oOta alkalmaznak a neurologiai klinikai
gyakorlatban kiilonosebb mellékhatasok nélkiil.

A CBD kedvezd (analgetikus, gyulladascsokkentd, szorongasoldo,
gorcsoldd  stb.)  hatdsainak  hatterében = meglehetdsen  szertedgazo
célpontspektrum huzodik. Az elmult években sikeriilt kimutatni, hogy aktival
tobb tranziens receptorpotencidla (TRP) csatornat, valamint az 5-HTia
szerotonin €s az Aa adenozin receptorokat, €s gatolja egyebek mellett a GPRSS,
TRPM8, 5-HT; vagy a p opioid receptorokat. Mindezek mellett képes egyes
gyulladasos kulcsenzimek (ciklooxigendzok ¢és lipoxigendzok) gatlasara,
valamint a foszfolipaz A2 aktivitisanak fokozéasara is. Erdekes modon a CB; és
CB, ,klasszikus” kannabinoid receptorokon kifejtett hatasait tekintve nem

egységes az irodalom.

Az endokannabinoid rendszer (ECS)

A kiilonféle kannabinoid-érzékeny receptorok, azok endogén ligandjai, az
»endokannabinoidok” (eCB) ¢€s az ez utobbiak felépitéséért és lebontasaért
felelds enzim- és transzporter apparatus egy komplex jelatviteli haldzatta allnak
Ossze, melyet Osszefoglald néven ,.endokannabinoid rendszer’-nek (ECS)
neveziink. A legismertebb eCB-ok (anandamid [AEA] és 2-arachidonoil-
glicerol) mellett napjainkra szdmos egyéb endogén vegyiiletrdl deriilt ki, hogy

képes a kiilonféle kannabinoid receptorokat aktivalni.



A kannabinoid szignalizaci6 vizsgalatat a ligandok sokszintisége mellett a
meglehetdsen széles receptoridlis spektrum is megneheziti, hiszen a kiilonféle
endo- és FK-ok a metabotrop (pl. CB;, CB;, GPR55 sth.) receptorok mellett
ionotrop (egyes TRP csatornak) és intranuklearis (peroxiszoma proliferator-
aktivalta receptorok [PPAR-ok]) aktivitasat is befolyasolhatjak. A fenti
,farmakoldgiai promiszkuitds™ ismeretében konnyen érthetévé valik, hogy a
FK-ok biologiai hatasai mogott tobbnyire nem egyetlen, hanem adott esetben
egy egész sereg célmolekula aktivitasdnak az adott FK-ra jellemzo,
karakterisztikus befolyasolasa all.

Az ECS legfontosabb, leginkabb karakterizalt hatdsai részint a kozponti
idegrendszerhez (KIR), részint pedig az immunrendszerhez kotddnek, ahol az
¢tvagy, a memoria €s a hangulati ¢let befolyasolasa mellett erdteljes
gyulladasgatlo hatasokat tulajdonitanak neki.

Ezen hatéasok kialakitasdban az egyik legfontosabb tényezd az ,,eCB-tonus”
mértéke, amit a sejtek kornyezetében aktudlisan jelenlévé eCB-ok
mennyiségének szabdlyozasaval a felépitd és lebontd enzimek aktivitdsa hataroz
meg. Jelen tudasunk szerint ezek kozott az AEA-ot lebont6 zsirsavamid-hidrolaz

(FAAH) tlinik legjelentésebbnek.

A kannabinoidok és a bor

Az ECS kiilonb6z0 tagjait természetesen a (human) borben i1s kimutattak. A
teljesség 1génye nélkiil napjainkra bebizonyosodott, hogy az eCB-toénus
fokozodasa jelentds fajdalom- és viszketéscsillapitd hatassal rendelkezik. Az
ECS szamos bdrdaganat esetében Osszetett tumorellenes (anti-proliferativ, pro-
apoptotikus €s anti-angiogén) aktivitast mutat, és részt vesz egyebek mellett a
melanogenezis, a keratinocita proliferacio és differenciacio, a KEB regeneracio,

a fibroblaszt funkciok vagy a bazalis membréan képzésének szabalyozdsiban is.



Az ECS szerepe a borgyulladasokban

Ismert, hogy az ECS igen jelentds gyulladasgatlo hatést fejt ki a bérben
(is). Az epidermalis keratinocitak karosodott eCB szignalizacidja ugyanis
fokozott gyulladasos kemokin felszabadulashoz vezet, ami a professzionalis
immunsejtek toborzasaval elinditja ¢és fenntartja az allergids jellegii
borgyulladdst. A FAAH expresszid molekularis biologiai ,kiiitése” ¢és a
kovetkezményesen fokozodd eCB-tonus pedig egerekben hatékonyan csokkenti
a 2,4-dinitrofluoro-benzénnel kivaltott gyulladas tiineteit.

Ezek, valamint az irodalomban fellelheté tovabbi, egérmodellben nyert
eredmények egyoOntetlien arra utalnak, hogy az epidermalis keratinocitdkon
kialakuld6 homeosztatikus eCB-ténusnak kozponti jelentdésége van a gyulladasos
folyamatok korlatozasaban. gy feltételezhetd, hogy a tonust elsédlegesen
szabalyoz6 enzim, a FAAH expresszidjanak ¢&s aktivitdsanak fokozddasa
hozzéajarulhat a gyulladas kialakulasahoz, a ,,homeosztatikus” FAAH aktivitas
helyreallitdsa pedig képes lehet kivédeni ezen hatasokat. Ezért a fenti
megfontolasokat szem el6tt tartva kisérleteink ECS-re fokuszald részében a

FAAH gyulladasban jatszott szerepét vettiik gorcso ala human keratinocitakon.

Az ECS és a borfiiggelékek

Munkacsoportunk a kozelmultban kimutatta, hogy az ECS egyes tagjai
megtaladlhatdak szdmos borfiiggelék sejtjein is, és alapvetden befolyasoljak azok
miikodését. A jelen dolgozat szempontjabol a legfontosabb ilyen vonatkozasu
eredmény az, hogy a sz0rtiiszok és verejtékmirigyek mellett a FM-ek miikodését
is befolyasolja az ECS. Eredményeink szerint a szebocitak termeldi €s célpontjai
Is az eCB-oknak, melyek valosziniileg auto- €s parakrin regulacié révén fontos
szerepet  jatszanak a  bazalis  faggyulipid-termelés  fenntartasdban.
Megallapitottuk ugyanis, hogy a CB; szelektiv géncsendesitése (azaz az
autokrin/parakrin ,lipogén hurok” megtorése) jelentdsen csokkentette a

lipogenezist SZ95 szebocitdkon. A masik oldalrdl kozelitve a kérdést, a sejtek
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eCB-kezelése pedig a CB; receptor - ERK1/2 MAPK - PPARy utvonal
aktivalasaval dramaian fokozta a neutralis lipidek szintézisét, ami felvetette az
eCB diszregulacié lehetséges szerepét az acne kialakul4saban.

Béar ezen eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy az ECS fontos
szabalyoz6 szereppel bir a human FM-ekben, semmilyen adat sem allt
rendelkezésre a FK-0k esetleges hatasait illetGen, ezért a fenti eredmények
ismeretében kisérleteink masik része a FK-ok, kozelebbrdl pedig elséként a

CBD FM-ekre gyakorolt hatdsainak megismerésére iranyult.

CELKITUZES

A fentiek fényében jelen Kkisérleteink sordn a kovetkez6 kérdések

megvalaszolasat tliztiik ki célul:

1. Milyen hatést gyakorol a nem-pszichotrép FK CBD a human szebocitak
biologiai folyamataira, ¢s az esetleges hatasokat milyen jelatviteli

utvonal(ak)on keresztiil fejti ki?

2. Milyen szerepet jatszik a FAAH a human epidermalis keratinocitak

gyulladasos folyamatainak szabalyozasaban?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A huméan FM-ekbdl szarmazé immortalizalt SZ95 szebocitakat Sebomed™
Basal Medium-ban tenyésztettik, amelyet 10 (V/V)% hovel inaktivalt
embriondlis szarvasmarha szérummal, 1 mM CaClz-dal, 5 ng/ml human
rekombinéns epidermalis ndvekedési faktorral, valamint 50 IU/ml penicillinnel
¢s 50 pg/ml streptomycinnel egészitettiink ki. Azokban az esetekben, amikor az
extracellularis Ca?" szerepének tisztazasara ,,alacsony Ca?*-tartalmii médium”-
ban végeztilkk kisérleteinket, az oldatkészités soran elhagytuk a CaCl,
szupplementaciot.

A Human Papillomavirus E6 antigénnel immortalizalt (HPV-KER) ¢és a
primer human epidermalis keratinocitdkat (NHEK) szérummentes EpiLife
médiumban tenyésztettilk, melyet 1 (V/V)% ,,Human Keratinocyte Growth
Supplement”-tel, 1 (V/V)% antibiotikum (penicillin-streptomycin keverék) és
0,5 (V/V)% antimikotikum oldattal egészitettiink ki.

A humin bdrmintdkat sebészeti beavatkozison atesd, borgyogyaszati
szempontbdl egészséges donoroktol nyertiik, akik bormintaik kutatasi célu
felhasznalasdhoz a megfeleld tdjékoztatast kovetden irdsos beleegyezésiiket
adtak. A mintavételt és a szovetek, sejtek felhasznalasat a Debreceni Egyetem
Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdu-Bihar Megyei
Korményhivatal engedélyezte (protokollszam: DE OEC RKEB/IKEB 3724-
2012; iigyiratszam: 1X-R-052/01396-2/2012). A kutatas mindenben a Helsinki
Deklaracio szellemében, annak iranyelveit a gyakorlatba {iltetve zajlott. A
NHEK-k izolalasat és tenyésztését Hollosi Erika, Furin Lilla és Uzonyi Rendta
asszisztensnok végeztek.

A sejtek tenyésztést 5% CO, tartalmu, parasitott légtérben, 37°C-on
végeztik. A médiumot minden masodik napon cseréltiikk, és a konfluencia-
indukalta differencialodas megelézésére a sejteket a 70-80%-0s konfluenciaszint

elérésekor passzaltuk.
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A kisérletek soran az oldoszerek esetleges aspecifikus hatdsainak kizarasara
minden anyagbdl ezerszeres toménységli torzsoldatot készitettiink. A gyartod
javaslata alapjdn -20°C-on vagy 4°C-on térolt torzsoldatokbol kozvetleniil a
kezelés eldtt készitettliik el a sziikséges koncentracidkat a sejtek tapoldataban
ezerszeres higitast alkalmazva. Kontrollként minden esetben az anyagok

olddszerével ezerszeres higitasban kezelt sejteket hasznaltunk.

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozdasa

A lipidtartalom vizsgalata soran elséként fénymikroszkopos Oil Red O
festésnek vetettilkk ald a szebocitdkat, majd a szemikvantitativ vizsgalathoz
fluoreszcens Nile Red jelolést alkalmaztunk, a jeleket pedig FlexStation™ I[38
vagy FlexStation 3 késziilék segitségével detektaltuk. A szebocita lipidom
vizsgalatat (egy korabban optimalizalt protokollt kovetve) olasz kollaboracios
partnereink (Emanuela Camera, Matteo Ludovici és Mauro Picardo) végezték
,,rapid resolution reverse phase high performance liquid chromatorgaphy” (RR-

RP-HPLC) és ,,time of flight” tomegspektrometria (ToF-MS) segitségével.

Az életképesség vizsgalata

Az életképesség vizsgalatakor kolorimetrias MTT-assay-t alkalmaztunk. A
folyamat soran a sejtekben keletkezd lila szinli formazan kristalyokat 10 (V/V)%
Triton-X 100-at tartalmaz6 so6savas 2-propanol segitségével feloldottuk,
mennyiségiiket pedig kolorimetrias uton hataroztuk meg 565 nm-en a korabban
mar emlitett FlexStation 3 késziilék segitségével. A HPV-KER sejtek esetén a
TCso érték (a kontroll jelintenzitas 50%-ahoz tartozd hatdanyag koncentracio)
meghatarozasahoz a gorbe illesztését az Origin Pro Plus 6.0 szoftver

,.,Exponential Decay 1” illesztéfunkcidjaval végeztiik.

Az apoptotikus és nekrotikus folyamatok vizsgalata
Kisérleteink sordn az esetleges apoptotikus folyamatok vizsgalatira a
mitokondridlis membranpotencidl fluorimetrids mérését végeztik MitoProbe™

DilCy(5) Assay Kit segitségével (a jelintenzitas csokkenése jelzi az apoptodzist),
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mig a nekrotikus folyamatokat a membranok dezintegralddasat jelz6 SYTOX
Green jeloléssel kovettiik nyomon (a jelintenzitas fokozodasa jelzi a nekrozist).
A fluoreszcens jeleket FlexStation™ 1134 vagy FlexStation 3 késziilék

segitségével detektaltuk.

A sejtproliferdcio meghatarozdsa

A sejtproliferacio in vitro vizsgalatat a DNS-tartalmat méré fluoreszcens
CyQUANT proliferacios assay segitségével végeztik. A jelintenzitast
FlexStation 3 késziilék segitségével detektaltuk.

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

A Q-PCR vizsgalatokat ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
vagy Stratagene Mx3005P QPCR System segitségével, 5’ nukledaz assay
hasznalatdval végeztik TagMan primerek ¢és probdk felhasznalasaval.
Kontrollként a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenéz, a 18S riboszomalis RNS,

illetve a peptidil-prolil izomeraz A expresszidjat hataroztuk meg.

Teljes genom microarray analizis

A génexpresszi0 CBD-kezelés soran bekovetkezO valtozédsainak
vizsgalatat, valamint az adatok feldolgozasat és bioinformatikai kiértékelését,
azaz a gene set enrichment (GSEA) és Biological Networks Gene Ontology
(BiNGO) analizis, valamint a bioldgiailag relevans mdédon valtoz6 expresszidt
mutatd gének listajanak elkészitését kiilsé cégek (ChromoMed Kft., Budapest,
Magyarorszag és Abiomics Kft., Budapest, Magyarorszag;
http://www.abiomics.eu) végezték el.

A kisérletek soran 3 fiiggetlen kontroll és CBD-kezelt (10 uM; 24 o6ra)

mintapar Osszehasonlitasara keriilt sor Human Whole Genome Oligo
Microarray® (44K) (Agilent Technologies) segitségével. A génexpresszidban

bekovetkezd valtozast akkor tekintettiik bioldgiailag relevansnak, ha minimum
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kétszeres, mindharom esetben azonos iranyba mutatd valtozas volt detektalhato,
¢s a korrigalt, globalis P érték 0,05-nél kisebbnek adddott.

A microarray-k adatai a National Center for Biotechnology Information
(NCBI) ,,Gene Expression Omnibus” publikus adatbazisaban elhelyezésre
keriiltek, ¢és ,GSE57571” hozzaférési szam alatt szabadon elérhetoek

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE57571).

Immunfluoreszcens jelolés (IF)

A steril fedolemezre sz¢€lesztett szebocitakat szobahOmérsékleten acetonnal
fixaltuk, €s nyulban termeltetett elsddleges antitestekkel inkubaltuk. Masodlagos
antitestként kecskében termeltetett, Alexa Fluor® 488-cal konjugalt, nyul
immunglobulin Fc-szakasza elleni immunglobulint alkalmaztunk. A sejtmagokat
4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) fluoreszcens magfestovel jeloltik. A
sejtekrél Nikon Eclipse E600 tipust fluoreszcens mikroszkop segitségével
készitettiink  felvételeket. Negativ  kontrollként az elsddleges antitest

kihagyasaval megfestett mintadinkat hasznaltuk.

Western blot

A protein mintakat azonos mennyiségben vittiik fel, majd natrium-dodecil-
szulfat poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink. Az elvalasztott fehérjéket ezt
kovetden nitrocelluléz membranra transzferaltuk, majd a membranokat 5 g/100
ml tejport tartalmazé foszfatpufferelt sdoldatban higitott elsédleges antitestekkel
inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4°C-os homérsékleten, mig masodlagos antitestként
tormaperoxidazzal konjugalt antitesteket hasznaltunk. Az immunjeleket minden
esetben  kemilumineszcens  SuperSignal® West Pico, illetve Femto
Chemiluminescent Substrate kit segitségével tettilk lathatova, KODAK Gel
Logic 1500 Imaging System késziilék felhasznalasaval. A kapott immunjelek
digitalis rogzitését Kodak MI 4.0.5 programmal, mig a savok szemikvantitativ
denzitometrias analizisét ImageJ 1.49v szoftverrel végeztiik. Ahol jelezve van,

az egyenlé mintafelvitel ellenérzésére a membranokat B-aktin vagy B-tubulin
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ellenes antitestekkel is inkubaltuk, majd az egyes savok optikai denzitasat a
mintafelviteli kontrollra normaltuk. Az ERK1/2 és p-ERK1/2, valamint a FAAH
Western blotok egy részének technikai kivitelezéséért Ambrus Lidia-t és Uzonyi

Renata-t illeti kOszonet.

A citokinfelszabaduldas vizsgalata (ELISA)

A citokinfelszabadulas vizsgalatanak technikai kivitelezésében Ambrus
Lidia és Szabo-Papp Judit nyujtott segitséget. A standardizalt modon szélesztett
sejteket a jelzett modokon kezeltik 24 oOran keresztil. Ezt kovetfen a
feliiliszokat begyljtottilk €s a tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk, majd
OptEIA kitek segitségével, a gyartd6 protokolljat kdvetve meghataroztuk a
felszabadult IL-6 és IL-8 mennyiségét.

A FAAH-aktivitasanak in vitro mérése

A FAAH-aktivitas mérését kollaboracios partnereink (Simon Nicolussi és
Jiirg Gertsch) végezték. Az enzim aktivitasanak vizsgalata az NHEK ¢és HPV-
KER sejtekben a radioaktivan jeldlt [etanolamin-1-*H]-AEA hidrolizisének

méresével tortént a korabban optimalizalt protokoll szerint.

Szelektiv géncsendesités RNS interferencia technikaval (RNS;)

Az SZ95 szebocitakat OptiMem médiumban 40 nM humén TRPVI1-,
TRPV2-, illetve TRPV4-, valamint NRIP1- és TRIB3-specifikus, duplaszala, kis
interferald6 RNS (siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamine®
2000 transzfekcids reagens segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNAi
Negative Control ,medium” duplaszali siRNS-sel transzfektaltuk, ami
semmilyen ismert mRNS szekvenciajaval sem mutat homologiat (,,scrambled”
SiRNS).

Az intracellularis cAMP koncentrdcio meghatdrozdsa
Az S795 szebocitikat 1 6rén at kezeltiik CBD-lal (10 uM) vagy oldoszerrel
(1 [V/V]%o abszolut etanol), majd a gyartd altal javasolt protokollt kovetve a
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sejteket 107 sejt/ml-es denzitisban lizaltuk, és Parameter Cyclic AMP Assay
segitségével vizsgaltuk. A kapott eredmények kiértékeléséhez a MyAssays Ltd.
on-line elérhetd elemz6 alkalmazasat hasznaltuk

(http://www.myassays.com/four-parameter-logistic-curve.assay).

Patch-clamp mérések (teljes sejtes elrendezés)

Az elektrofiziologiai kisérleteket Pal Balazs, Toth Istvan Balazs és Thomas
Voets  végezték. A  transzmembran  4dramok mérésére a  sejtek
membranpotencialjat 2 masodpercenként 400 ms-os ciklushosszal széles
membranpotencial tartomanyban valtoztatva keriilt sor. A tartopotencial 0,

illetve -60 mV volt.

Fluoreszcens Ca®*-mérés

A szebocitadk Ca?*-homeosztazisait Hank oldatban, Fluo-4 AM jeldlés
segitségevel szobahdmérsekleten (20-22°C) vizsgaltuk. A mérést FlexStation™
1138 illetve FlexStation 3 késziilék segitségével ,,Flex” modban végeztiik el. A
kezelés elotti alapjelek atlagértékét a kiértékelés sordn minden esetben kivontuk
a mért értékekbdl, ezzel azonos alapvonalra normalizadlva és konnyen

O0sszehasonlithatova téve méréseinket.

Teljes vastagsagu human bor szervkultura (hSOC)

A hSOC Kkisérleteket liibecki kollaboracios partnereink (Koji Sugawara,
Jennifer Kloepper és Ralf Paus) végezték. A kisérletek a Liibecki Egyetem
Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaganak jovahagyésaval (engedélyszam: 06-
109), a Helsinki Deklaracié iranyelveinek betartdsaval torténtek. A donorok a
megfeleld tdjékoztatast kdvetden irdsban hozzajarultak bormintaik kutatasi céla
felhasznalasahoz. A megfeleld kezeléseket kovetden a faggyulipid-tartalom
meghatarozasa Qil Red O festés, mig a proliferacio vizsgalata Ki67

immunjelolés segitségével tortént.
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Az AD allatmodellje: kisérletek NC/Tnd egereken

A kisérleteket a BioTox Sciences (BTS) munkatarsai végezték. A kisérleti
tervet, valamint az 4llatok fenntartasat és kezelését az Intézményi Allatjolléti és
Felhasznalasi Bizottsag feliigyelte (engedélyszam: 1109-05). A kisérletek és az
allatok fenntartdsi koriilményei megfeleltek a BTS allatjolléti szabalyainak, és
mindenben a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8" Edition
National Academy Press, Washington, DC, 2010 iranyelveit kovették. A
tanulméanyban 8-9 hetes him NC/Tnd (korabban NC/Nga-ként ismert) egerek
vizsgalatara keriilt sor csoportonkeént 8-9 egerrel, két részletben. Ezen egerek
specialis, patogénmentes tenyésztési koriilmények kozott tiinetmentesek,
azonban ,,hétkdznapi” allergénekkel torténd talalkozast kovetden a human AD-
re klinikai €s szovettani szempontbdl nagyon emlékeztetd, viszketd borgyulladas
alakul ki benniikk. Az AD-szerli elvéltozasok kivaltasa standardizalt poratka
kivonatokkal (15.000 AU/ml Dermatophagoides pteronyssinus és D. farinae)
segitségevel tortént. Az allatok a teljes betegségpontszam (TBP) alapjan lettek
véletlenszerlien csoportositva ugy, hogy minden csoportban a kiindulasi atlagos
pontszam 1 kortl legyen. A TBP megallapitasara a nyak also, illetve a hat felsd
részének vizsgalataval keriilt sor egy 0-t6l 3-ig terjedd szubjektiv skala (O:
tiinetmentes; 1: enyhe tiinetek; 2: kozepesen sulyos tiinetek; 3: stulyos tiinetek)
segitségével, melynek sordn a borpir, az 6démaképzddés/papulacio, illetve a
valadékozas, porkképzddés és vérzés fennalldsa/sulyossaga volt a vizsgaldodas
targya. A TBP és a teljes fiilvastagsag meérésére hetente kétszer, a jelzett

id6épontokban kertilt sor.

Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19, illetve Origin Pro Plus 6.0 szoftver
segitségével, Student-féle parositott (patch-clamp analizis), illetve kétoldalu,
kétmintas t-probaval (paros Osszehasonlitasok) vagy egyutas ANOVA-t kovetd

Bonferroni és Dunnett post hoc tesztekkel (tobbszords Osszehasonlitas)
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vizsgéltuk, és a P<0,05 értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. A
variancia homogenitasat Levene teszttel vizsgaltuk. Amennyiben ez
inhomogenitast jelzett, a Bonferroni helyett Games-Howel tesztet végeztiink. A

grafikonokat Origin Pro Plus 6.0 szoftver segitségével abrazoltuk.
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EREDMENYEK

A CBD komplex anti-acne hatdisokat mutat in vitro és ex vivo

Kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a CBD
miként befolyasolja a sejtek lipidtermelését. Megallapitottuk, hogy szemben az
eCB-ok esetén tapasztaltakkal, a CBD nem befolyasolta a szebocitdk bazalis
lipidtermelését (Oil Red O és Nile Red jellés). Erdekes modon azonban
dozistiiggd modon képes volt teljes mértékben kivédeni nemcsak az eCB AEA,
hanem az ECS-t6l fiiggetlen tutvonalakon hato egyéb lipogén, ,,pro-acne”
agensek (arachidonsav [AA], valamint linolsav+tesztoszteron kombinacid)
lipidszintézist fokozo hatasat is. Mindez arra utalt, hogy a CBD 1-10 uM-ban
tapasztalt liposztatikus hatasa nem kannabinoid rendszer specifikus, hanem egy
univerzalis lipidszintézist csokkentd jelpalya aktivalodasaval magyarazhato
(Nile Red jelolés). Megallapitottuk azt is, hogy a CBD az 1-100 nM-0s
koncentraciotartomanyban nem befolyasolta sem a bazalis, sem pedig az AA-val
indukalt lipidtermelést (Nile Red jelolés), ami arra utal, hogy a bioldgiai
aktivitasdnak irodalmi adatok alapjan ismert bifazisos kinetik4javal a szebocitdk
lipidszintézisére gyakorolt hatasok esetén nem kell szdmolnunk. Végezetiil a
szebocita lipidom vizsgalatdval kimutattuk, hogy a CBD nemcsak kvantitativ,
hanem kvalitativ értelemben is normalizalja az AA-val indukalt, az acnet, illetve
a Szeborreat modellezé faggyulipid-taltermelést (RR-RP-HPLC-ToF/MS
analizis).

Mindezen adatok arra utaltak, hogy a CBD hatékony anti-acne szer lehet.
Esetleges tovabbi, jotékony anti-acne hatasok utan kutatva megallapitottuk,
uM-os koncentraciotartomanyban (CyQUANT assay). MTT-assayt és kombinalt
DilC1(5)-SYTOX Green jelolést alkalmazva kimutattuk azt is, hogy a
sejtszamcsOkkentd hatds hatterében nem citotoxicitas, hanem valdban ,,tisztdn”

anti-proliferativ aktivitas allt. A nagy (50 uM) dozisu, illetve alacsonyabb
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koncentraciéban (10 uM) hosszii tdvon (6 nap) alkalmazott CBD azonban
apoptozist indukalt, és csokkentette a faggyulipid-termelést.

Eredményeink szerint tehat Iétezik olyan koncentracio-idétartam
kombinacid, amiben teljes értékli szebosztatikus (egyideju liposztatikus €s anti-
proliferativ) hatasok alakulnak ki a bazalis faggyulipid-termelés €s a szebocitak
¢letképességének csokkentése nélkiill. Mindez egy izgalmas ¢és rendkiviili
mértékben célzott acne terapias lehetdségre vilagit ra: nevezetesen az egészséges
FM-ek alapveté mitkodésének befolyasolasa nélkiil valhat elérhetévé az acnetol
sujtott teriiletek izolalt kezelése, aminek a jelentdsége a reménybeli
mellékhatasmentes terapia szempontjabol igen nagy.

Eredményeink in vivo relevanciajanak novelésére (adekvat allatmodellek
hianyaban) a CBD szebosztatikus hatasat hSOC technika segitségével is
megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a CBD hatékonyan csokkentette az AEA -
dal indukalt lipidtermelést, valamint hosszutavi kezelések soran visszafogta a
bazalis faggyutermelést is (Oil Red O). Hasonloképpen, a CBD szignifikansan
csokkentette a proliferdld (Ki67 pozitiv) szebocitdk aranyat is. Mindezen
eredményeink arra utaltak, hogy a CBD in vitro tapasztalt kedvezo
szebosztatikus hatasai minden valdsziniiség szerint in vivo is kialakulhatnak.

A fokozott mennyiségli €s megvaltozott mindségli faggyutermelés mellett
az acne patogenezisének fontos ,szebocita-specifikus” Iépése a lokalis
gyulladasos reakcio. Ezért egy potens acne-ellenes szer esetén kivanatos, hogy
szebosztatikus aktivitdsa mellett gyulladasgatlo hatasu is legyen. Ennek
vizsgalatara fenomenologiai kisérleteink utolso 1épéseként kiilonb6zd gyulladas-
modelleket alkalmaztunk a szebocitakon. Kimutattuk, hogy a CBD egyideji
alkalmazdsa normalizalta a lipopoliszachariddal (LPS), lipoteichnoinsavval
(LTA), valamint linolsav+tesztoszteron kombinacioval indukalt
citokinexpresszio-fokozodast (Q-PCR), azaz a kivaltdo stimulus jelatvitelétol

fliggetlen, ,,univerzalis” gyulladasgatld hatast mutatott.
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A CBD liposztatikus és anti-proliferativ hatasat a TRPV4 kozvetiti

Miutan kimutattuk, hogy a CBD liposztatikus hatasa a CB; ¢és CB;
metabotrop kannabinoid receptoroktdl fiiggetleniil alakul ki (Nile Red jeldlés),
megkezdtik a tovabbi lehetséges célpontok szisztematikus vizsgalatat.
Konvencionalis patch-clamp technika teljes sejtes elrendezését alkalmazva
megallapitottuk, hogy a 10 pM-os koncentraciéban alkalmazott CBD kifelé
egyeniranyitdo aramot indukalt, és pozitiv iranyba tolta el a reverzalpotencialt.
Ezen eredmények arra utaltak, hogy a CBD alkalmazéisa sejtfelszini
kationcsatornak megnyilasahoz vezethet a szebocitdkon, ami figyelmiinket az
ionotrop CBD-érzékeny receptorokra, a TRP csatorndkra iranyitotta.
Munkacsoportunk a korabbiakban kimutatta, hogy egy ilyen csatorna, a TRPV1
serkentése kapszaicinnel a CBD most feltart lipidszintézist csokkentd hatasahoz
hasonld liposztatikus aktivitds kialakulasdhoz vezet. Mindezek alapjan
kiserleteink kovetkezd lépéseként megvizsgaltuk, hogy a TRP csatornaknak
lehet-e szerepe a CBD hatasainak kozvetitésében.

Megallapitottuk, hogy a human szebocitdk mind mRNS (Q-PCR), mind
fehérje szinten (IF, Western blot) expresszaljak a TRPV1, -2 és -4 ionotrop
kannabinoid receptorokat. Kimutattuk azt is, hogy a szebocitak funkcionalisan
aktiv formaban fejezik ki a TRPV4-et (patch-clamp; Fluo-4 AM-alapu
fluoreszcens Ca?*-mérés), és a CBD ezen csatornat aktivalva fokozza a
szebocitak intracellularis Ca?* koncentracidjat (Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens
Ca2*-mérés). Ezt kdvetden farmakoldgiai receptor modulatorok és RNS; technika
segitségével megallapitottuk, hogy a CBD liposztatikus aktivitast a TRPV4
aktivacidja kozvetiti, mig a TRPV1 ¢és -2 nem vesz részt a folyamatban (Nile
Red jelolés). Végezetiil a tovabbi anti-acne modalitasok vizsgalata soran azt is
Kimutattuk, hogy az anti-proliferativ hatas szintén TRPV4-fiiggd (CyQUANT
assay), mig a gyulladasgatld aktivitdis TRPV4-fliggetlen modon alakult ki (Q-
PCR).
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A CBD TRPV4-fiiggd szebosztatikus hatasdat az ERK1/2 MAPK gatldsa és a
,huclear receptor interacting protein 1” (NRIP1) szintén TRPV4-fiiggd down-
reguldcidja kozvetiti

Miutdn kizartuk szdmos fontos intracellularis szabalyozomolekula
(kiilonféle PKC izoformak, PI3K, PKA, kalcineurin) részvételét a lipidszintézist
csOkkentd hatas kialakitasaban, kisérleteinket teljes genom microarray
vizsgalatokkal folytattuk. Harom fiiggetlen kontroll és CBD-kezelt (10 uM, 24
6ra) mintapart Osszehasonlitva az elvégzett GSEA ¢és BINGO analizis
egyértelmiien aldtdmasztotta a komplex anti-acne hatasok kialakulésat.
Megallapitottuk azt is, hogy a CBD 80 gén expresszidjat csokkentette és 72-ét
fokozta szignifikdns mértékben. Ezek kozott Q-PCR  segitségével
megeroésitettiik, hogy a ,,nuclear receptor interacting protein 1” (NRIP1; a
zsirsejtek triglicerid felhalmozasat pozitivan szabalyozo gén) és a Ki67
proliferacios marker TRPV4-fiigg6 moédon down-regulalddott, mig a lipogén
ERK 1utvonal endogén inhibitoranak, a ,,Rho GTPase activating protein 9”-nek
(ARHGAPY9) az expresszioja (szintén TRPV4-fiiggd modon) fokozodott.
Kimutattuk azt is, hogy a CBD TRPV4-fiiggé modon gatolta az AEA-altal
indukalt ERK1/2 MAPK aktivaciot (Western blot), az NRIP1 (a CBD cellularis
hatasat utdnz6) RNS;i-mediadlt down-regulacidja pedig a CBD-hoz hasonldéan

csokkentette az AA lipogén hatasat (Nile Red jeldlés).

A CBD gyulladasgatlo hatasanak hatterében a P65-NF-kB-utvonal vélhetoleg
wtribbles homolog 3” (TRIB3) dltali gdtlasa dll

A szebosztatikus aktivitas hatterében allo sejtélettani folyamatok részletes
tanulmanyozéasat kovetéen a gyulladdsgatld hatds mélyrehatd vizsgélatara
keritettiink sort. A mar emlitett microarray adatok Q-PCR validalasa soran
megallapitottuk, hogy a CBD (elébbi adatainkkal 6sszhangban) TRPV4-
fliggetlen mdédon up-regulalta tobb immunologiai funkcidval bird gén (az NF-

kB-tutvonalat gatlo ,tribbles homolog 3” [TRIB3], valamint az AMP LL-37
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katelicidin) kifejez6dését is. Kimutattuk azt is, hogy a TRIB3 szelektiv
géncsendesitése kivédi a CBD gyulladasgatld hatasat (RNS;, Q-PCR), de nem
befolyasolja a liposztatikus hatast (Nile Red jelolés). Mivel a TRIB3 a P65-NF-
kB-utvonal ismert endogén inhibitora, azt is megvizsgaltuk, hogy a CBD miként
befolydsolja az LPS-indukalt NF-xB aktivaciét. Megallapitottuk, hogy az
irodalmi adatokkal és sajat eddigi eredményeinkkel Osszhangban a CBD
TRPV4-fiiggetlen mddon kivédte az inhibitorikus [-kB-a és a P65-NF-kB LPS-
altal indukalt foszforilaciojat (Western blot). Mindez tehat azt jelenti, hogy a
latott gyulladasgatld hatas hatterében az NF-kB-utvonal (minden bizonnyal
TRIB3-medialt) gatlasa allhat.

A CBD az Axa adenozin receptor aktivalasaval fejti Ki gyulladasgdtlo hatdsat

A gyulladasgatld TRIB3 up-regulacio ,up-stream” jelatvitelét kutatva
megallapitottuk, hogy a CBD fokozta a szebocitdk intracellularis cAMP
egyediiliként az A, adenozin receptor Gs-fehérjéhez kapcsolt, Q-PCR, Western
blot és IF jelolés segitségével megvizsgaltuk a kifejez0dését. Megallapitottuk,
hogy a szebocitdk mind mRNS, mind fehérje szinten expresszaljadk az Aja
receptort, aminek a gatlasa kivédte (i) a CBD-indukalt TRIB3 up-regulaciot (Q-
PCR); (ii)) a gyulladasgatld hatas kialakulasat (Q-PCR); és (iii) az NF-«B-
utvonal gatlasat is (Western blot).

Eredményeink alapjan tehat human szebocitakon a CBD gyulladasgatld
hatasaért a P65-NF-kB utvonal Asa receptor > cAMP1 = TRIB31 jelatviteli

Ltengely” altali gatlasa lehet felelds.

A Toll-like receptor 2 (TLR2) aktivdcio fokozza a FAAH expressziojat és
aktivitasdat human epidermadlis keratinocitikon

Vizsgéalataink madasodik felében az ECS gyulladasos folyamatok
szabalyozasaban betoltott szerepének jobb megismerésére tettlink kisérletet

epidermalis keratinocitakon.
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Kisérleteink elsé 1épéseként sikerrel reprodukaltuk azokat az irodalmi
adatokat, melyek szerint az eCB-okat lebontd talan legfontosabb enzim, a
FAAH funkciondlisan aktiv forméaban fejezédik ki a huméan epidermalis
keratinocitdkon. Ismert, hogy a FAAH altal szabalyozott lokalis eCB-tonus egy
allando, ,.,homeosztatikus” gyulladasgatldo hatast tart fenn a keratinocitakon.
Mindezek ismeretében feltételezhetd, hogy a lokalis gyulladasos folyamatok
elinditasa soran az eCB-ténus FAAH-medialt negativ iranya szabalyozésa is
hozzajarulhat a valasz mértékének finomhangoldsahoz. Ezen hipotézissel
osszhangban kimutattuk, hogy a TLR2 aktivacio (az mRNS szintli kifejezodés
befolyasolasa nélkiil; Q-PCR) jelentésen fokozta a FAAH fehérje szinti
expressziojat  (Western  blot;  FAAH-aktivitas  mérés)  epidermalis

keratinocitakban.

A FAAH gatlasa a CB1 és CB: receptorok indirekt aktivdciojaval jelentos
gyulladasgatlo hatashoz vezet

A FAAH (kor)élettani jelentdségének tovabbi vizsgalata soran a TLR2-t
aktivalo LTA-val valtottunk ki gyulladdsos valaszt huméan epidermalis
keratinocitakon, amit kiilonféle gyulladasos citokinek (IL-1a, IL-1p, IL-6 és IL-
8) expresszidjanak (Q-PCR) és felszabaduldsanak (IL-6 és IL-8 ELISA) a
mérésevel kovettiink nyomon. Kereskedelmi forgalomban kaphat6 (URB597),
illetve kollaboracioés partneriink altal Ujonnan kifejlesztett (WOBE440 ¢és
WOBEA479) szelektiv FAAH-inhibitorok alkalmazasaval megallapitottuk, hogy
a FAAH gatlasa hatékonyan csokkenti az LTA-val indukalt in vitro gyulladasos
valaszt (Q-PCR, ELISA). Szelektiv antagonistak alkalmazasaval kimutattuk azt
IS, hogy a FAAH-inhibitorok gyulladasgatld hatasanak hatterében a CB; és CB;
receptorok (fokozott eCB-tonus altali) indirekt aktivalasa allt (Q-PCR).

A FAAH-inhibitorok a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhatok
A kovetkezOkben a FAAH-gatlok ¢életképességre gyakorolt hatésait
vizsgaltuk meg. Megallapitottuk, hogy az inhibitorok 8 €s 24 o6ras kezelések
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soran nem befolyasoltak a HPV-KER sejtek életképességét (MTT-assay), és nem
indukaltak korai, sejtszamvaltozassal még nem jar6 apoptotikus vagy nekrotikus
sejthalal folyamatokat sem (DilC1(5)-SYTOX Green jelolés). Kisérleteinket
hosszabb tava (72 6ra) kezelések alkalmazasaval is megismételve szintén Ggy
talaltuk, hogy a FAAH-inhibitorok citotoxikus hatasa csak tobb nagysagrenddel
a korabban hatékonynak talalt gyulladasgatld koncentraciok folott jelentkezik
(MTT-assay).

A FAAH-inhibitorok kedvezden befolydsoljak az NC/Tnd egerek bortiineteit

Kisérleteink zarasaként egy jelentds klinikai relevanciaval rendelkezd in
vivo modellben azt vizsgaltuk meg, hogy a FAAH-inhibitorok topikalis
alkalmazast kdvetden is hatékonynak bizonyulnak-e.

A kérdés megvalaszolasara partnereink a kordbban NC/Nga-ként ismert, €s
az AD széles korben elfogadott modelljeként szdmon tartott NC/Tnd
egertorzson  vizsgaltdk a FAAH-inhibitorok hatékonysagat, ,pozitiv”
kontrollként kalcineurin-inhibitort (tacrolimus) alkalmazva. A kisérletek soran
megallapitast nyert, hogy a két Gijjonnan szintetizalt FAAH-inhibitor topikalisan
alkalmazva a tacrolimusszal gyakorlatilag megegyez6 hatékonysaggal enyhitette
az egerek bortiineteit (TBP) és fogta vissza a gyulladasos folyamatok
aktivitasanak altalanos jelzOjeként szamon tartott oOdémas fiilduzzadas
kialakulasat; raaddsul a 30 napos vizsgéalati peridodus alatt semmilyen
nyilvanvalé makroszkoépos mellékhatasra vagy viselkedésbeli valtozasra sem
dertilt fény. Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy a topikalisan adagolt
FAAH-gatlok in vivo is hatékonyak lehetnek a kiilonbozé boérgyulladasok

kezelésében.

25



DISZKUSSZIO

A bor (kor)élettani folyamatainak mélyebb megismerése €s megértése
szamos nagy prevalencidji megbetegedés kezelésében kecsegtet az eldrelépés
reményével. Az ECS és a(z endo)kannabinoid szignaliz4cid egy olyan jjonnan
felfedezett, dinamikusan boviilé szabalyozo rendszer, amelyrdl irodalmi adatok
alapjan  valoszinisithetd, hogy donté jelentéségli az immunrendszer
miikodéseinek finomhangoldsaban. Diszregulacigja ennek megfeleléen az
emberi bOr vonatkozasdban 1s szamos gyakori, gyulladasos folyamatokkal kisért
betegseég (pl. az AD vagy az acne stb.) patogenezisében jatszhat szerepet, igy
pedig a molekularis medicina egyik kulcsfontossagu jovobeli célpontja lehet.
Jelen értekezésben arra tettiink kisérletet, hogy megvizsgaljuk egy nem-
pszichotrop FK, a CBD hatasait human szebocitakon, illetve, hogy tobb
informaciot szerezziink az egyik legfontosabb eCB-lebonté enzim, a FAAH
miikodésérdl €s jelentdségérdl a human epidermalis keratinocitdk immunologiai

sajatsagainak szabalyozasaban.

A FAAH mint lehetséges célpont a borgyulladdsok kezelésében

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitak kiilonféle kemokinek és citokinek
felszabaditdsa révén kulcsfontossagiiak a ,,professzionalis” immunsejtek
toborzdsdban ¢és miikddésiik szabalyozasaban; biologiai aktivitasuk ily modon
jelentds szerepet jatszik a borgyulladasok elinditasdban ¢€s lefolyasuk
alakulasaban. Bar a FAAH epidermdlis expresszidja mar régota ismert, jelen
kisérleteink soran els6ként mutattuk ki, hogy a FAAH aktivitasa (érdekes
moédon az mRNS szintll kifejez6dés modosulasa nélkiil) szignifikdnsan
fokozddott a TLR2-t aktivalo LTA-val torténd 24 6rés kezelések soran mind
immortalizalt, mind pedig primer human epidermélis keratinocitik esetén. Igy
az enzim aktivitasdnak poszttranszkripcids szabalyozdsa (vélhetbleg a
homeosztatikus eCB tonus in situ csokkentésén keresztiil) bizonyos esetekben

hozzéjarulhat a gyulladasos folyamatok kiteljesedéséhez.
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Mindezen eredmények alapjan a TLR-jeldtvitel &ltal fokozott FAAH
aktivitds normalizaldsa egy teljesen 1j, célzott gyulladasgatld terapia esélyét
vetitette elére a bOr gyulladdsos folyamatainak kezelésében. Ezen hipotézis
tesztelésére megvizsgaltuk, hogy egy kereskedelmi forgalomban mar elérhetd
(URB597), illetve keét, kollaboracios partnereink altal (jonnan kifejlesztett,
potens ¢s szelektiv FAAH-inhibitor (WOBE440 ¢s WOBE479) miként
befolyasolja az LTA indukalta gyulladasos valasz kialakulasat. Megallapitottuk,
hogy a gatlészerek jelentésen csokkentették az LTA-ra adott pro-
inflammatorikus reakciot. A hatas hatterében az irodalmi adatokkal 6sszhangban
a CB; ¢és CB; kannabinoid receptorok indirekt aktivalasa 4llt. Mindezen
keratinocitakon nyert eredményeink arra utaltak, hogy a FAAH-inhibitorok in
vivo is képesek lehetnek hatékony gyulladasgatld valasz kialakitasara. Raadasul,
elméleti megfontolasok alapjan, ezt a hatast egyéb lokalis tényezdk is
erosithetik, hiszen az epidermalis eCB-tonus fokozodasa (elvileg) pl. a
Langerhans sejtek €s az ¢érzdideg-végzddések biologiai viselkedéseét is anti-
inflammatorikus iranyba befolyasolhatja.

A lehetséges klinikai felhasznalas szempontjabol kulcskérdés, hogy
szisztémas vagy topikalis uton kivanjuk-e alkalmazni az adott szereket.
Tekintettel arra, hogy a topikalis alkalmazas esetén sokkal célzottabb (és esetleg
nagyobb doézisil) kezelésre nyilik lehetdség, az esetleges mellekhatasok
minimalizaldsa érdekében mindenképpen a kozvetleniil a borre torténd adagolas
tinik a legcélravezetobbnek. Mindezen megfontolasok alapjan kisérleteink
zéardsaként az AD 4ltalanosan elfogadott modelljéiil szolgalo6 NC/Tnd egerek
felhasznalasaval is meg kivantuk vizsgalni a FAAH-gatlok topikalis alkalmazést
kovetd gyulladasgatlo hatékonysagat.

Megallapitottuk, hogy a boérfelszinre adagolt FAAH-inhibitorok a klinikai
gyakorlatban széles korben hasznalt és ezért jelen kisérleteink soran pozitiv
kontrollként alkalmazott tacrolimushoz hasonl6d hatékonysaggal enyhitették az

allatok gyulladasos folyamatainak mértékét indirekt mddon jelzd fiilduzzadast,
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¢s szignifikansan csokkentették a TBP-ot is ugy, hogy az egy honapos vizsgalati
periddus soran nem okoztak megfigyelhetdé mellékhatast. Mindezek alapjan a
most bemutatott, komplementer in vitro és in vivo kisérleteink eredményei arra
utalnak, hogy a FAAH gatldsa célzott, hatékony ¢s az allatkisérletes adatok
tantisaga szerint nagy valoszinliséggel mellékhatadsmentes terapias eszkoz lehet a

kiilonféle bérgyulladasok jovobeli kezelésében.

A CBD komplex anti-acne hatdsai és azok mechanizmusa

Az acne az egyik leggyakoribb emberi bdrbetegség, melynek kezelése a
mai napig sem teljes mértékben megoldott. Kisérleteink soran human,
immortalizalt szebocitdk (SZ95 sejtek), illetve hSOC alkalmazasaval
megallapitottuk, hogy a neurologiai klinikai gyakorlatban a sclerosis multiplex
adjuvans kezelésében mar évek ota alkalmazott FK CBD komplex anti-acne
hatasokat valt ki. Eredményeink alapjan a CBD az ¢letképesség €s a bazalis
faggyulipid-termelés befolyasolasa nélkill mind kvantitativ, mind kvalitativ
értelemben normalizalta a szebocitdk pro-acne agensekkel indukalt
lipidtermelését, valamint anti-proliferativ és gyulladasgatld hatast mutatott.
Szebosztatikus hatasa raadasul ,,in vivo-szeri” koriilmények kozott, hSOC-ban
is kialakult.

Az eclézéekben targyalt harmas cellularis anti-acne aktivitas mellett
irodalmi adatok alapjan a CBD topikalis alkalmazisat tovabbi, a betegség
kezelése szempontjabdl eldnyds hatasok kialakuldsa is kisérheti. A CBD-rol
ugyanis a kozelmultban bebizonyosodott, hogy jelentOs anti-bakterialis hatassal
bir, és bar esetleges P. acnes ellenes hatékonysagat ez ideig még senki sem
vizsgélta, felmeriil, hogy az egyébként is valdsziniisithetd indirekt (pl. LL-37
katelicidin up-regulacio altal medialt) hatasait direkt anti-bakterialis aktivitas is
kiegészitheti. A CBD emellett gatolja a hiperproliferativ keratinocitdk
lipitdom kvalitativ  normalizélasdnak ¢€s a  gyulladdsoscitokin-termelés

csokkentésének pedig a comedo képzddésre lehet jotékony hatdsa, aminek
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eredményeként mar a betegség valamennyi patogenetikai 1épését lefedd, globalis
anti-acne aktivitas alakulhat ki.

A kedvezd hatdsok fenomenologiai karakterizaldsa utdn azok
mechanizmusdnak részletekbe mend vizsgalatdra igyekeztiink sort keriteni.
Szamitasba véve a CBD lehetséges célmolekuldinak ismert soksziniisegét, ez
meglehetdsen komplex vallalkozasnak igérkezett. Egyes kordbbi eredményeink
(ti., hogy a TRPV1 aktivacioja a CBD esetében latotthoz hasonlo liposztatikus
hatdsok kialakulasdhoz vezet) ugyanakkor arra engedtek kovetkeztetni, hogy
esetiinkben 1s ionotrép kannabinoid receptorok aktivalodasa allhat a hatasok
hatterében. Ennek megfelelden a  kovetkezOkben elektrofiziologiai,
farmakoldgiai és molekularis bioldgiai modszerek széles tdrhazat felvonultatva
igazoltuk, hogy a CBD liposztatikus €s anti-proliferativ aktivitdsa a TRPV4
ioncsatorna aktivacidjahoz és a kovetkezményes Ca®'-bearamlashoz kotédik,
mig a gyulladdsgatlo hatas ettdl fiiggetleniil alakul ki.

Ezen a ponton érdemes megjegyezni, hogy a lipidszintézis Ca?*-hoz
kapcsolddo jelatviteli utvonalak altali negativ reguldcidja nem példanélkiili az
irodalomban, ugyanis a szebocitak mellett zsirsejteken is leirtak mar hasonlo
mechanizmust. Adatainkkal 6sszhangban raadasul masok is beszamoltak arrol,
hogy a CBD hatékony, de a ,,klasszikus” agonistakhoz és mas FK-okhoz (pl. (-)-
AS-tetrahidrokannabivarin [THCV]) képest kis hatdserésségii aktivatora a
TRPV4-nek. Nem publikélt, valamint jelenleg birdlati szakban 1évo
eredményeink alapjan ugyanis a CBD-nal potensebb TRPV4 aktivator THCV az
1-10 uM-os koncentraciotartomanyban a CBD-hoz nagyon hasonld
szebosztatikus hatdsokat valt ki, 10 pM-ban azonban mar csokkenti a bazilis
faggyulipid-termelést, ¢€és az azonos koncentracioban adagolt CBD
alkalmazasakor jellemzénél nagyobb Ca®*-jelet valt ki.

Az anti-acne hatasok mechanizmusanak mélyebb megismerésére végzett
microarray analizis alapjan szamos potencialis célgén keriilt érdeklddésiink

kozéppontjaba. Az ezek kozil Q-PCR megerdsitésre kivalasztott gének
29



validalasa addigi eredményeinkkel teljes Osszhangban azt mutatta, hogy a
lipidszintézishez (NRIP1 ¢és ARHGAPY), valamint proliferaciohoz (Ki67)
kothetd gének TRPV4-fiiggd, mig az immunologiai funkciokhoz kotédd gének
(TRIB3, LL-37 katelicidin) TRPV4-fiiggetlen modon regulalodtak.

Ezen eredményekbdl kiindulva megallapitottuk, hogy a liposztatikus hatas
a lipogén ERK1/2 MAPK kaszkdd TRPV4-fliggd gatlasa, illetve a triglicerid
raktarozast pozitivan szabalyozo NRIP1 szintén TRPV4-fiiggé down-regulalasa
révén alakul ki. A gyulladasgatld hatas hatterében ezzel szemben a pro-
inflammatorikus P65-NF-xB ttvonal vélhetéleg Aza adenozin receptor -
cAMP1 = TRIB31-jelpalya altali gatlasa all.

Osszességében adataink egy potencialisan igen hatékony anti-acne szerként
lattatjak a CBD-t, ami valodi ,,tobbcélpontu polifarmakonként™ egyszerre lehet
képes az acne patogenezisében lényeges valamennyi kulcsmozzanat kedvezd
befolyasolasara. Az a tény, hogy a CBD biztonsagossagat mar szamos
tanulmany, illetve a klinikai gyakorlat is igazolta, kiilonosen annak fényében
teszi vonzéva ezt a molekulat, ha tekintetbe vessziik a jelenleg elérhetd
legsokoldalubb  anti-acne szer, az izotretinoin jelentés potencialis
mellékhatasprofiljadt. Mindezen irodalmi adatok a most prezentalt
eredményekkel egyiitt egy koltséghatékony és vélhetéleg jol toleralhatd, am
meégis rendkiviil hatékony CBD-alapt acne terapia lehetdségére mutatnak ra.

Bar a CBD farmakokinetik4ja az emberi testben nem minden részletében
ismert, joggal remélhetd, hogy ez az erdsen lipofil molekula a zsirokban gazdag
FM-ekben relative magas, terapids szempontbol is relevans koncentraciot érjen
el akar szisztémds alkalmazéast kovetden is. Masfel6l azonban a szisztémas
alkalmazasnal sokkal igéretesebbnek tiinik a topikalis beviteli mod. Ez mar csak
azért is igen izgalmas lehetdségnek igérkezik, mert ebben az esetben a CBD
nagyfoku lipofilitasa miatt elsdédlegesen a transzfollikularis Giton penetral a bor
mélyebb rétegei felé, és igy jo eséllyel éppen a megcélozni kivant FM-ekben
halmozodik fel.
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Bér a ,tiszta” CBD szeborrea, illetve acne ellenes hatékonysagat eleddig
senki sem vizsgélta megfeleléen kontrollalt klinikai kisérletekben, egy
kozelmultban megjelent cikk mégis a CBD klinikai hatasossagara enged
kovetkeztetni. Ebben a kozleményben a pakisztdni szerzOparos egy 12 hetes,
egyesvak, placebo-kontrollalt klinikai kisérletrél szamol be, amelyben 3%-0s
kendermagkivonatot, illetve placebot tartalmazo krémmel kezelték szeborreas
betegek egyik ¢és masik arcfelét (,,0sztott arc” vizsgalat), ahol a
kendermagkivonat szignifikansan csokkentette a faggyttermelést és a borpirt a
vivoanyaggal kezelt arcfélhez képest.

Osszegezve, fentebb targyalt eredményeink alapjan a CBD (kiilondsen a
hozzaférheté irodalmi adatok fényében, lasd fentebb) rendkiviil igéretes,
hatékony és kedvezd mellékhatasprofilt anti-acne szer lehet, igy mindenképpen
indokoltnak tlinik mihamarabb megfeleléen kontrollalt klinikai tanulmanyokban
megvizsgalni, hogy In vivo valdoban olyan hatékony-e, amilyennek
eredményeink €s az irodalmi adatok alapjan igérkezik. A kisérleteink soran
feltart, ezt megelézéen teljesen ismeretlen szebosztatikus
(TRPV4->Ca?*1>ERK1/2 MAPK| és NRIP1|), valamint gyulladasgatlo
(A2a>cAMP1T>TRIB31>P65-NF-kB|) jelatviteli Gtvonalak pedig tovabbi,
célzott, nagy hatékonysagu és kedvez6 mellékhatasprofila anti-acne szerek

fejlesztése eldtt nyithatnak kaput.

31



OSSZEFOGLALAS

Jelen kisérleteink soran egy nem-pszichotrop fitokannabinoid, a CBD,
valamint egy, a gyulladasgatldo eCB-tonus szabalyozasaban kulcsfontossagu
enzim, a FAAH bioldgiai szerepét vizsgaltuk meg humén szebocitdkon,
epidermalis keratinocitakon és NC/Tnd egereken.

Megallapitottuk, hogy a FAAH fehérje szintli expresszioja és aktivitasa
fokozodik TLR2 aktivaciora mind immortalizalt, mind pedig primer humén
epidermalis keratinocitak esetén, igy a gyulladasgatlo eCB-tonus FAAH-medialt
csokkentése elméletileg hozzajarulhat a TLR2 altal kivaltott gyulladéasos
folyamatok kialakulasdhoz. Kiilonféle FAAH-inhibitorok segitségével igazoltuk
tovabba, hogy a kovetkezményesen kialakuld fokozott eCB-tonus jelentés CB;
¢s CB; receptor-medialt anti-inflammatorikus hatassal bir in vitro human
keratinocitakon és in vivo NC/Tnd egereken is, ami alapjan felvetodik a FAAH-
inhibitorok terapias alkalmazéisanak lehetdsége a bor kiilonb6zd gyulladasos
folyamatainak jovobeli kezelésében.

CBD-lal végzett kisérleteink soran kimutattuk, hogy ez a neuroldgiai
klinikai gyakorlatban mar régebb ota mellékhatasmentesen alkalmazott szer
jelentds, komplex anti-acne aktivitast mutat (kombinalt liposztatikus, anti-
proliferativ és gyulladasgatld hatdsok), melyek hatterében altalunk azonositott
szebosztatikus (TRPV4->Ca?*1->NRIP1| és ERKI1/2 MAPK]), valamint
gyulladasgatld (A2a2>CAMP1T>TRIB31->P65-NF-xkB|) utvonalak aktivalasa
allt.

Minthogy irodalmi adatok alapjan a CBD j6 eséllyel az acne
patogenezisében fontos tovabbi elemekre (comedo képzddés, P. acnes
kolonizacio) is kedvezd hatast gyakorolhat, eredményeink felvetik ezen FK

jovObeli terapias felhasznalasanak lehetdségét az acne kezelésében.
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Lidia, Angyal Agnes, Herczeg-Lisztes Erika, Zakany Néra, Balogh Norbert,
Dr. Szab6 Imre Lorinc, Dr. Vasas Nikolett, Markovics Arnold, Szabé-Papp
Judit, Uzonyi Renata, Hollosi Erika, Furin Lilla, Banhalminé Szilagyi
Szilvia, Galicz Anita és ,potanyank”, Dr. Varga Attilané ,,Ibcsike”
segitségeert vagyok mulhatatlanul halas.

Ko6szonom kollaboracios partnereink (Prof. Dr. Ralf Paus, Prof. Dr.
Mauro Picardo, Prof. Dr. Christoph Abels, Dr. Michael Soeberdt, Prof. Dr.
Christos C. Zouboulis és még sokan masok) felbecsiilhetetlen értékii
segitseget.

Az ¢évek soran az a szerencse ért, hogy szamos kimagasloan tehetséges,
odaado, a tudomany irant -elkotelezett ¢€s szorgalmas TDK hallgatod
tarstémavezetdje lehettem. Hélasan koszonom Dr. Aranyasz Andrea, Dr.
Bereczki Daniel, Dr. Czaké Néra, Daubner Roland, Fazekas Eszter, Dr.
Paragh Lilla, Sés Katalin Eszter, Dr. Szabé Palma Timea és Takacs Erika
munkajat; mindig nagy 6rommel gondolok az egyiitt toltott idore.

Nehéz szavakba Onteni azt a halat, amit sziileim ¢és testvérem irant érzek,
hiszen nélkiilik nem jutottam volna el eddig a pontig. Még naluk is nagyobb
koszonet illeti azonban feleségemet, aki hdsiesen tlirte az olykor hetven-
nyolcvan 6rds munkaheteket, a sok tavollétet, stresszt és faradtsagot a ,,j0, csak
még be kell szaladnom egy kicsit az Elettanra” tipusa komplikaciokat, és olyan
szeretettel vett koriil, ami mindig feltoltott energiaval az 0j kihivasok el6tt.

Soli Deo Gloria. Készonom!

A kutatas a Richter Gedeon Talentum Alapitviny, valamint a Nemzeti Kivalosag Program
Jedlik Anyos Doktorjelolti Osztondij (TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001) tamogatasaval, a
., Lendiilet” program keretében (LP2011-003/2015) valésult meg.
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