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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A human bor, mint barrier

A bér a maga 1,8 m?-es méretével (atlagos felnbtt) az emberi test
legnagyobb kiterjedésii szerve. Amellett, hogy egy jol felépitett védépajzsként
szolgal a potencialisan veszélyes fizikokémiai és bioldgiai artalmakkal szemben,
fontos szerepe van a szervezet hé- €s a vizhaztartasanak szabalyozasaban is, képes
kilonfele hormonok (pl. D vitamin) termelésere, szamos anyag (pl. kulonféle
zsirok) tarolasara, valamint lehetové teszi a hé, a nyomas és a fajdalom
érzékeleset.

A Dbor ezen 0Osszetett feladatait fizikokémiai, immunologiai, illetve
mikrobioldgia barrierként latja el. A fizikokémiai védéfunkcio legfontosabb
eleme az epidermisz, azon belul is a stratum corneum. Ezen réteg terminélisan
differencialt keratinocitdkbdl (KC) all, melyeket egy extracellularis lipidmatrix
vesz korul. Ezen protektiv lipidréteget egésziti ki a faggyamirigyek altal termelt,
és a borfelszinre juttatott olajos, viaszos faggyu (szébum). A mikrobiologiai
barriert azon ,,hasznos” mikoroorganizmusok hozzak létre, melyek a borfelszinen
élnek, és képesek az emberi szervezetre vesz¢Elyt jelenté patogénekkel szemben
fellépni. Az immunologiai védofunkcié a bérben megtalalhato sejtek (pl. KC-K,
szebocitdk stb.) altal termelt antimikrobialis peptidek es lipidek révén, a
velesziiletett és az adaptiv immunrendszer tagjaival szoros egyiittmiikodésben
valdsul meg. A velesziiletett immunrendszer itt megtalalhaté tagjai k6zé szamos
kilonboz6 epidermalis (pl. KC-k, Langerhans sejtek), illetve dermaélis pl.
szebocitak, hizosejtek (MC-ek) és kilonféle dendritikus sejtek tartoznak.

A human faggyumirigyek (FM-ek) bioldgiaja és az dket érintd betegségek
A lipidtermelés mellett a FM-ek szintén fontos funkciot toltenek be pl. mint
Ossejtraktarak, és szereplk van a bor 6regedésében és gyulladasos folyamataiban
is. Ezen funkcidk a faggyutermeléshez hasonléan jol szabalyozottak egyebek
mellett nemi hormonok, ndvekedési faktorok, neuropeptidek és szdmos egyéb
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receptor és modulator altal (pl. peroxiszoma-proliferator aktivalt receptorok
[PPAR-0kK], hisztamin stb.).

Ezen tulmenden a FM-ek immunoldgiai szerepe is szamotteve. A FM-ek
sejtjei, vagyis szebocitdk szamos patogén asszocialt molekularis mintazatot
felismerd receptorral rendelkeznek (pl. Toll-like receptorok [TLR-o0k], CD14
sth.), melyek képesek felismerni a veszélyt jelent6 patogéneket.

A FM-ekhez kothet6 legismertebb borbetegségek az acne és a szeborrea,
melyek igen nagy aranyban érintik a lakossagot. Az acne a fiatalok (12-25 éves
korig) 85%-nak korében fordul eld. Kialakulasdhoz tobbek kozott az alabbi
lehetséges tényezok jarulnak hozza: megndvekedett szébum termelédés,
Propionibacterium) acnes jelenléte.

Sajnos a jelenleg alkalmazott FM-eket érintd betegségek terapias eljarasai
tobb kihivassal is szembenéznek: legtobbjik a FM-ek homeosztatikus
funkcioinak megzavarasan tal sulyos szisztémas mellékhatasokat is okozhat (pl.
bérszarazsag, viszketés, majkarosodas, vérszegénység stb.). A klinikai
gyakorlatban ezért igen nagy az igény olyan Uj, alternativ kezelési modszerekre,

melyek megoldast jelenthetnek ezen problémakra.

A human FM-ek modellje: az SZ95 szebocita sejtvonal

Ahhoz, hogy jobban megismerjik és megértsik a FM-ekhez kothetd
korkepeket, sziikség van megfeleld kisérletes modellekre. Olyan allatmodell
azonban, mely lehet6évé tenné az intakt FM-ek vizsgalatat természetes, szoveti
kortlmeények kozott, nem all rendelkezésinkre.

Habar a primer sejtek megtartjak a szebocitakra jellemz6 tulajdonségaikat,
alkalmazéasuknak sajnos tobb hatrdnya is van, mint pl. a révid maximalis
tenyészido (3-6 passzazs) vagy a nagyszamu donor sziiksegessége.

Ezen nehézségek athidalasara a kézelmaltban tébb human immortalizalt
szebocita sejtvonalat hoztak létre. Koziiliik az els6 és egyben legjobban jellemzett
az SZ95 szebocita sejtvonal. Ezen sejtek elénye, hogy nemcsak fenotipusosan,
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hanem funkcionalisan is nagyon hasonloak a normal human szebocitdkhoz, és —
mint a sejtvonalak altalaban - tenyészetben hosszabb ideig is fenntarthatdak.
Mindezek figyelembevételével kisérleteinkhez, szamos korabbi munkéankhoz

hasonldan, ezlttal is az SZ95 szebocitakat hasznaltuk.

A human hizésejtek (MC-ek) biologiaja és az dket érintd leggyakoribb
megbetegedések

A MC-ek a humén boér immunrendszerének fontos effektor sejtjei. Dontd
szereplk van pl. a nem-sajat struktaréak felismerésében, a sebgyogyulasban és a
szérndvekedésben.

Miutan ezen sejtek éretlen alakjai elhagyjak a csontveldt, kemotaktikus
ingerek hatdsara kiilonbozo szovetekbe, legfoképpen kotdszovetes terliletekre,
illetve nyalkahartyakba vandorolnak. Itt az adott szdveti kdrnyezet és az ott
megtalalhatd specialis faktorok hatasara az eléalakok képesek befejezni érési
folyamataikat. Erdekes médon ezen éretlen MC progenitorok a human, illetve
ragcsalé bor szortiiszéiben, azon belll azok follikularis kotészovetes tokjaban
(CTS) is megtalalhatéak, ahol csontveld nélkil, ex vivo is képesek
differencialodni.

A MC-ek tulzott aktivitasdhoz kothetd igen gyakori betegségek manapsag
jelentOs kihivast jelentenek nemcsak a betegeknek, de az 6ket ellato egeszsegugyi
rendszernek is. Az egyik ilyen betegseg pl. az atdpias dermatitisz, mely
vilagszerte a gyerekek 15-20%-at, mig a feln6tt lakossag csaknem 1-3%-4at érinti.
Ezen gyakori betegségek hatékonyabb kezelése miatt is fontos, hogy minél tobbet
megtudjunk arrdl, hogy élettani kdriilmények kdzott ezen sejtek miként kerulik el

a talzott mukodést.

A MC-ek in situ modellje: a human szortiiszé (HF) szervkultira

A MC-ek izolélasa és fenntartasa szamos nehézségbe utkozik. Az egyik,
hogy mivel adott szovetben igen kis szdmban vannak jelen, igy nehéz dket kelloen
nagy mennyiségben kinyerni. A masik, hogy izoldlasuk soran igen erds

stresszhatasnak vannak kitéve, mely képes Oket aktivalni, ami vizsgalatuk soran
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akar félrevezetd6 eredményekhez is vezethet. Legvégil pedig nem szabad
megfeledkezni arrél sem, hogy ezen sejtek éreset, illetve mikodését nagyban
befolyasoljak az éket koriilvevo szoveti mikrokornyezetbdl érkezé ingerek. Ezen
feltételek sajnos sejtes kisérletek esetén nem adottak.

A fentieket szem el6tt tartva tehat a legidealisabb a MC-ket intakt szoveti
feltételek mellett, in situ tanulmanyozni. Human vonatkozasban erre kivaléan
alkalmas a MC-ckben gazdag boér, mely manapsag plasztikai mutétek
melléktermékeként (pl. ,,rancfelvarras”) viszonylag konnyen hozzaférheto.

Ahogy azt mar emlitettik, a mar jelenlévé MC progenitorok csontvel
hianyaban is képesek differencialdédni a szortiiszok CTS-ében, ezert azt
feltételeztiik, hogy itt lennie kell olyan szabalyozé mechanizmusnak, mely képes
a MC-ek érését és muiikodését hatékonyan befolyasolni. Mindezek figyelembe
vetelével a MC-ek biologigjat tanulmanyozo kisérleteinkhez human HF

szervkulturat alkalmaztunk.

Az endokannabinoid rendszer (ECS)

A kannabinoid receptorok, ligandok, valamint azok felépitéseert és
lebontasaért felelds enzimek egyuttesen alkotjak az ECS-t. Az elmalt évtizedben
bizonyitast nyert, hogy az endokannabinoid (eCB) aktivitas kulcsfontossagu a
szervezet homeosztatikus folyamatainak fenntartasaban.

A kannabinoid ligandok harom kategéridba sorolhatok be: névényi (azaz
,.fito-") kannabinoidok, eCB-ok és ezek szintetikus analdgjai.

A pszichotrop  (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinol (THC), mely a
legintezivebben kutatott fitokannabinoid, olyan kulcsfontossagu funkciokra van
hatassal az emberi szervezetben, mint pl. a motoros- és kognitiv képességek,
memoria, illetve étvagy.

Az eCB-ok talan két legismertebb tagja az anandamid (AEA) és a 2-
arachidonoil-glicerol (2-AG). Ezen csoportba tartoznak tovabba az ,,eCB-szer(i”
ligandok is, nevezetesen az N-acil-etanolaminok (pl. oleoil-etanolamid [OEA],
palmitoil-etanolamid [PEA]) és a monoacil-glicerolok (pl. 2-palmitoil-glicerol).

5



Az utdbbi evekben szamos kannabinoid vegyiiletet allitottak el
mesterségesen terapias felhasznalds céljaval. Ezen szintetikus komponensek
jellemzoen funkciondlis hasonldésagot mutatnak pl. a THC-vel, de nagyobb
hatékonysaggal képesek a kiilonb6z6é kannabinoid-érzékeny receptorok
stimulalasara.

A kannabinoid ligandok specifikus receptorokon keresztil képesek
kifejteni hatdsmechanizmusukat. Mindezidaig 2 G-protein kapcsolt receptort
(GPCR) azonositottak, mint klasszikus kannabinoid receptort, nevezetesen az
egyes (CB,) és kettes kannabinoid receptort (CB,). A THC hatésai legnagyobb
mértékben a CB1-n keresztiil valosulnak meg, mely receptor legf6képp a kézponti
idegrendszerben fejezodik ki. Ezzel szemben a CB; inkabb az immmunrendszer
sejtjeiben dominéans, és ennek készdnhetben ott is fejti ki legfontosabb bioldgiai
hatasait.

A kannabinoid ligandok képesek a fenti, ,klasszikus” Utvonalak aktivalasa
nélkul is hatast kifejteni, pl. egyéb metabotrop (pl. GPR18, GPR55 és GPR119),
ionotrop (tranziens receptorpotencialu [TRP] ioncsatornak, pl. a korabban
vanilloid receptor 1 néven ismert TRPV1), illetve intranuklearis (PPAR-0k)

receptorokon keresztil.

Az eCB ligandok metabolizmusa és annak terapias céllal torténd moduldcioja

Az eCB-ok jellemzdéen parakrin, illetve autokrin modon, a termelédésiik
kozelében fejtik ki hatdsukat, lebontasuk pedig viszonylag rovid idén beliil
megtortenik.

Az eCB metabolizmus megertésének a legegyszeriibb modja, ha a 2
legismertebb ligand szintézisének és lebontasanak folyamatat tekintjik at. Az N-
acil-foszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipaz D (NAPE-PLD) féként az AEA
felépitéséért, mig a zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) annak lebontasaért felelés. A
2-AG hidroliziset a monoacilglicerol-lipdzz (MAGL), mig a szintézisét a

diacilglicerol-lipaz (DAGL) végzi.



Miutan a kannabinoid ligandok kifejtették hatasukat, nagy valdsziniiséggel
facilitalt diffuzié révén kertlnek felvételre a sejtekbe. Ezen transzportért a
hipotetikus eCB membrantranszportert (EMT) tartjak felelésnek. Erdekes modon,
habar jelenléte és aktivitdsa funkciondlis mérésekben jol nyomon kovethetd,
mindezidaig a membranokon keresztili transzportot medialé molekulat nem
sikeriilt azonositani.

A megfeleld eCB szint, illetve tonus szabalyozasa kiilonb6zo betegségek
kezelésében 1j terapias eljarasok lehetdségét rejti magaban. Napjainkban az eCB
kutatasok egyik fokuszaban ezért a fent emlitett metabolikus enzimek

modulacioja és a modulacid hatasainak vizsgalata allnak.

A ,,k(ut)annabinoid” rendszer

Az ECS funkcionalis tagjai széles korben képviseltetik magukat az emberi
bérben is, és ott fontos szerepet toltenek be kiilonb6z6 szabalyozo
mechanizmusokban, mind élettani, mind kéros allapotokban. Ismert, hogy
nemcsak a bérben talalhaté rezidens, de az oda bevandorld sejtek is kifejeznek
kiilonb6zé kannabinoid receptorokat és enzimeket, valamint, hogy ezen
struktardk kozil tobb is képes eCB-ok termelésére. Mindezek fényeben
egyaltalan nem meglepd, hogy az ECS altal a bér homeosztazisara kifejtett

hatasok igen hangsulyosak.

=z

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a FM-ek képesek olyan fontos
eCB-ok termelésére, mint pl. az AEA vagy a 2-AG. Megallapitottuk azt is, hogy
ezen lokalisan termel6dé anyagok a CB;, receptor aktivalasaval képesek
egyutt. Nem volt informéacionk azonban arrdl, hogy vajon a FM-ek kifejezik-e az
eCB enzimapparatus tagjait, sem pedig arrol, hogy az altaluk létrehozott eCB
tonus és annak farmakologiai modulécidja hogyan hat a faggyulipidek
termelésére. Jelen doktori értekezés keretein belil ezért egyebek mellett ezen

kérdéskoroket kivantuk alaposabban megvizsgalni.
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Az ECS altal a bérben kifejtett szabalyozo hatasok kozott kiemelked6en
fontosak az immunrendszer ott megtalalhaté sejtjeinek (pl. Langerhans sejtek,
intraepithelidlis limfocitak, dendritikus sejtek, memdria T sejtek, MC-ek stb.)
életképességét, proliferaciojat, éréset, fagocitotikus aktivitasat, valamint citokin
és kemokin termelését befolyasol6 hatasok.

Kilénosen érdekes, hogy az ECS (a mechanizmus részleteinek ismerete
nélkal), mint a MC-ek potencialis neuroendokrin regulatora kertilt nemrégiben
elétérbe. Az eddigiekben publikalt kdzlemenyek in vitro korilmények kozott
nyert eredményei esetenként egymasnak ellentmondodak, igy a CB; és CB;
stimulacié hatasai a MC-ek biologiai folyamatainak szabalyozasaban még nem
tisztazottak. Ezenkivil szintén kevés informacidval rendelkeziink arr6l, hogy
vajon az ECS hogyan befolyasolja a human bérben 1évé MC-ek miikodését in situ,
azaz Klinikailag relevans koriilmények kozott. Arrél, hogy vajon képes-e ezen
rendszer a MC progenitorok differencialodasat szabalyozni, szintén nem all
rendelkezésilinkre adat.

A fentiek ismeretében ezért kisérleteinkben elsésorban az ECS szerepét
kivantuk vizsgalni a humén boérben 1évé MC-ek biologiai folyamatainak

szabalyozasaban.



CELKITUZES

A fentiek fényében az ECS MC-ekre Kkifejtett lehetséges hatasainak

vizsgalata soran a kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

1) A human HF vajon alkalmas modell-e a MC-ek és az ECS kapcsolatanak
fiziologias koriilmények kozott torténd vizsgalatara?
2.)  Vajon a human HF-k follikularis kotOszovetes tokjaban 1évé MC-ek

kifejeznek-e funkcionalisan aktiv CB;-t?

3.)  Haigen, vajon annak stimulacioja, illetve gatlasa hatassal van-e a MC-ek

mukodésére?

Az eCB tonus FM-ekre kifejtett hatasanak vizsgalatakor elsédlegesen a

kovetkezoekre voltunk kivancsiak:

1.) Vajon a human szebocitak kifejezik-e az eCB metabolizalé enzimapparatus

legfobb tagjait?

2.) Hogyan befolyasolja az eCB tonus modulacidéja a FM-ek bioldgiai

folyamatait?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Human HF szervkultira és sejttenyésztés

Az anagén VI-os fazisu HF-ket plasztikai miitéten atesett, borgydgyaszati
szempontbol egészséges donorok (8 donor, 49-72 év kozott) halantéktaji hajas
fejbor mintaibol izolaltuk. A mintavétel és a -feldolgozas a Helsinki deklarécio
szerint, annak iranyelveit kovetve zajlott le, a németorszagi, Libecki Egyetem
Tudomanyos és Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval (azonositok: 06-109, 18-07-
06). A minték felhasznalasat a donorok megfelel6 tajékoztatast kovetden irasban
engedelyezték. Az 6sszesen 414 HF tenyészetben tartasa meghatarozott ideig, 24-
lyuku tenyésztéedényben, 37°C-on 5%-0s CO, tartalmu légtérben, Williams E
médiumban tortént, melyet a kovetkezoekkel egészitettiink ki: 10 pg/ml inzulin,
10 ng/ml hidrokortizon, 2 mmol/L L-glutamin és 1% antibiotikum keverék. A
tenyésztési korilményekhez valé alkalmazkodas érdekeben a HF-ket (a
géncsendesitést célzo kisérletek kivételével) egy éjszakan at kezeldanyag-mentes
médiumban inkubaltuk. Ezek utan a tapoldatot minden masodik napon csereltiik,
a kezelésekre pedig naponta kertilt sor.

A human, kiils6 gyokérhiively (ORS) KC-ak izolélésa és tenyésztése a
kovetkezOképpen zajlott. A kitépett HF-6k elséként egy 1 Oras enzimatikus
emésztésen mentek keresztil (0,2% tripszin, 0,1% etilén-diamin-tetraecetsav
kalcium- és magneziummentes foszfat pufferben [CMF-PBS], 37°C).
Centrifugalas utan (1000 rpm, 10 perc), majd a sejteket Dulbecco’s modified
Eagle medium (kiegeészitve: L-glutamin, Na-piruvét és 4,5 g/L glikdz) és Ham’s
F12 medium (kiegészitve: 10% Fetal Clone Il [Hyclone], 5 pug/ml inzulin, 0,4
pg/ml hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin, 2 nM trijod-tironin, 0,1 nM kolera toxin,
10 ng/ml human epidermalis ndvekedési faktor [EGF], 1 mM aszkorbil-2-fosztfat,
100 U/ml penicillin G, és 25 pg/ml gentamycin) 3:1 aranyl keverékében
tenyésztettiik. A tenyésztés soran taplalé rétegként mitomicinnel kezelt human
dermélis fibroblasztokat (HDF) alkalmaztunk. A mintavétel és a feldolgozas a

Helsinki dekralacio szerint, annak iranyelveit kdvetve zajlott le, a Debreceni
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Egyetem Regionalis és Intézmenyi Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdu-Bihar
Megyei Kormanyhivatal jovahagyasaval (1X-R-052/01396-2/2012, IF-
12817/2015, IF-1647/2016, IF-778-5/2017).

A human FM-ekbdl szarmazé immortalizalt SZ95 szebocitakat Sebomed™
Basal Mediumban tenyészettiik, mely 10 (V/V)% hével inaktivalt magzati
szarvasmarha szérummal, 1 mM CaCl,-al, 5 ng/ml human rekombinans
epidermalis novekedési faktorral (EGF) és MycoZap™ Plus-CL antibiotikum
keverékkel volt kiegészitve. A tapoldatot minden masodik napon lecsereltiik, a

sejteket pedig 60-70%-0s konfluencia elérésekor passzaltuk.

Fagyasztott es paraffinos metszetek készitése

A kezelesek utdn a fagyasztott metszetek készitéséhez a mintakat
cryomatrix médiumba agyazva folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Késébb
ezen mintakbol 6 um vastagsagu metszeteket készitettlink, melyeket SuperFrost
fed6lemezekre helyeztiink, és a felhasznalasig -80°C-on taroltunk.

A paraffinos mintdk 24 oraig egy 4%-os formalin-foszfat pufferben
inkubalddtak, majd ezek utdn egy dehidraciés eljarason estek at. Az
immunfestések eldtt a paraffinos blokkokbol 4 pum vastagsagu metszeteket

készitettiink, és a festések eldtt a metszeteket deparaffinizaltuk.

MC hisztokémia
A MC-eket 2 érzékeny hisztokemiai technikaval, nevezetesen Leder-

észteraz es Giemsa festési eljarasokkal azonositottuk.

c-Kit (CD117), CBy, triptaz, kimaz és FceRla immunfestések

A c-Kit (CD117) CB;, triptaz, kimaz és FceRla MC-ken torténd
kimutatasdhoz Tyramide Signal Amplification (TSA™) mddszert alkalmaztunk.
A mintakat fixalas utan els6dleges antitestekkel (nydl-anti human CD117,
patkany anti-human CD117, nyul anti-human CB;, egér anti-human FceRla; 1
¢éjszaka), majd a rakovetkez6 napon biotinilalt masodlagos antitestekkel

(kecskében termeltetett nydl vagy egér IgG elleni biotinilalt antitestek) inkubaltuk
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(45 perc). Torma-peroxidazzal valo jeldlést kovetéen jelerdsités céljabol
fluoreszcein-izotiocianat (FITC) tiramid amplifikacids reagenst alkalmaztunk. A
magfestést 2,4 diamidino-2-fenilindol (DAPI) segitségével végeztik el. Negativ
kontrollkent az els6dleges antitest kihagyasaval megfestett mintainkat hasznaltuk
fel.

c-Kit/CB: kettds immunfestés

TSA modszert az el6z6 bekezdés szerint alkalmaztuk, a c-Kit-et FITC-cel,
mig a CB;-et rodamin vorossel konjugalt tiramiddal vizualizaltuk. Negativ
kontrollként az elsédleges antitestek kihagyasadval megfestett mintainkat

hasznaltuk fel.

c-Kit/Tocrifluor kettos immunfestés

Tocrilfuoros inkubéaciot, majd fixalast kovetéen, az endogén peroxidazok
gatlasat 3% H,0, segitségével végeztiik el. A kovetkezo 1épésben blokkoltuk az
endogén avidin-biotint, és a metszeteket egy éjszakan at az el6zdekben
alkalmazott elsédleges antitestekkel inkubaltuk. A mintékat ezutan a megfeleld
masodlagos antitestekkel festettik meg, majd streptavidin-konjugéalt torma-
peroxidazzal vald jeldlés kdvetkezett. Negativ kontrollként az els6dleges antitest
kihagyasaval megfestett mintainkat hasznaltuk fel. Legvégil DAPI segitsegével

magfestest végeztiink.

C-Kit/Ki67 kettos immunfestés

c-Kit TSA festés utan egér anti-huméan Ki67 vagy patkany anti-egér Ki67
els6dleges antitesteket, majd a masodlagos jel6léshez rodaminnal jel6lt kecske
anti-egér vagy kecske-anti-patkany IgG-t hasznaltunk. A magfestést DAPI-val
vegeztik el. Negativ kontrollként az elsddleges antitest kihagyasaval megfestett

mintainkat hasznaltuk fel.

Ki67/TUNEL kettos immunfestés
A tenyésztett HF-kdn a proliferald és az apoptotikus sejtek egyidejii
kimutatasara Ki67/TUNEL (,,terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP
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nick end labeling”) kettés immunfestést alkalmaztunk. Fixalas utan a fagyasztott
metszeteket TdT enzimmel inkubaltuk a megfelelé reakciopufferben, majd a
reakcio leallitdsa utdn a mintakat egér anti-human Ki67 antitesttel inkubaltuk egy
éjszakén at. A TUNEL-Iel fest6dé sejteket FITC-konjugélt digoxigenin-ellenes
antitesttel, mig Ki67-re pozitiv sejteket rodaminnal jel6lt kecske anti-egér
antitesttel vizualizaltuk. Legvégll a magfestést DAPI-val végeztik el. A Ki67,
illetve TUNEL pozitiv sejtek a HF-k CTS-ében keriiltek megszamolasra, és a
teljes sejtszamhoz (DAPI-val fest6do) lettek viszonyitva. Negativ kontrollként a
TdT enzim, illetve a Ki67 ellenes antitest elhagyasaval megfestett mintakat

hasznaltuk fel.

C-Kit/TUNEL kettos immunfestés

Az apoptotikus MC-ek kimutatdsara c-Kit/TUNEL kettds immunfestést
alkalmaztunk, mely soran a fenti c-Kit TSA metddust TUNEL festés kovette.
Negativ kontrollként a TdT enzim, illetve a c-Kit ellenes antitest elhagyasaval

megfestett mintakat hasznaltuk fel.

SCF immunfestés

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az &ssejtfaktor (SCF) expresszidjanak
mértékét a tenyésztett HF-kon, valamint ORS-KC-kon egy indirekt
immunfluoreszcens technikat alkalmaztunk. A minték egy anti-SCF antitesttel
inkubalodtak egy éjszakan at. Ezek utan a HF-k esetében masodlagos antitestkent
FITC-konjugélt, mig az ORS-KC-kék esetében rodamin-konjugalt kecske anti-
egér IgG-t haszndltunk. Pozitiv kontrollként human boérmintat, negativ
kontrollként pedig az els6dleges antitest kihagyasaval megfestett mintainkat
hasznaltuk fel.

FM immunhisztokémia
A NAPE-PLD, FAAH, MAGL és DAGLB enzimek immunhisztologiai
vizsgalatahoz 3 donortdl szarmazo6 formalinban fixalt, paraffinba agyazott, FM-

ben gazdag bérmintat hasznaltunk fel. Ezen donorokat trichilemmalis cisztaval
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diagnosztizaltak a Kenézy Gyula Egyetemi Koérhazban. A FM-ek DAGLa
expresszidjanak vizsgalatat 3 donor koponyatetdjérdl szarmazo mintan végeztiik
el.

A fagyasztott mintakat acetonban fixaltuk. A paraffinos mintak
deparaffanizacio utan hé indukalta epitop feltarason estek at; ez a FAAH, MAGL
¢s DAGLP metszeteknél 11 mM pH 6-os citrat pufferben (konyhai kukta, teljes
nyomas, 2 perc), mig a NAPE-PLD metszetek esetében magas pH-ju EnVision
FLEX Target feltaro pufferben (vizfiirdd, 95 °C, 30 perc) tortent. Miutan mindkét
esetben blokkoltuk az endogén peroxidazok aktivitasat (3% H,0;), majd az 1%-
0s szarvasmarha szérum albuminban higitott, elsédleges antitestekkel torténd
inkubacié kovetkezett. Ezek utan, EnVision FLEX Labeled polymer-HRP System
rendszert alkalmaztunk, diamino-benzidin (DAB) el6hivas technikaval. Utolso
lépésben a sejtmagokat hematoxilin festéssel vizualizaltuk. Negativ kontrollként

az els6dleges antitest kihagyasaval megfestett mintainkat hasznaltuk fel.

Mikroszkopia

A MC-ek vizsgalata esetében Nikon lencsekkel felszerelt Keyence
Biozero-8000 és Keyence Biozero-8100 fluoreszcens és fénymikroszkopokat
hasznaltuk. A felvételeket a Biozero Image Analyzer Sotfware 2.5. valtozatanak
segitségével ertékeltik ki. A megfeleld eldkésziiletek utan adott mintakrol
kollaboréacids partnereink JEM-1200EXII, JEOL transzmissszios
elektronmikroszkop segitségével készitettek felvételeket. A c-Kit és CB; kettds
immunfestés nagyfelbontast képei ,,double positive cells laser scanning”
konfokalis mikroszkép segitsegével késziltek (Fluoview 300, Olympus,
Fluoview 2.1 Software). A FM-ek esetében Nikon Eclipse E600 mikroszkopot

alkalmaztunk.

A MC-ek szamanak meghatarozasa
Azok a MC-ek melyek esetében hisztokémialiag 5 vagy annal tobb
extracellularis ~ metakromézids  granulumot  figyeltink  meg  400x

fénymikroszkopos nagyitds esetén, degranulalt MC-ként azonositottuk. A
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degranulalt MC-ek szamat, valamint a teljes MC szdmot a HF-k CTS-ének teljes
teruletén szamoltuk, ami HF-nként minimum 13 fuggetlen latoteret jelentett.
Kezelési csoportonként legalabb 6 HF-t hasznaltunk fel. A bemutatott kisérleteket

legaldbb 2 fiiggetlen donorbdl szarmazo mintakon végeztik el.

A jelintenzitads meérése
A festések jelintenzitdsdnak szemikvantitativ analizisét az NIH Image J

Software segitségével végeztik el.

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

A Q-PCR vizsgalatokat ABI Prism 7000 sequence detection system
segitségével, 5’ nukledz assay segitsegével végeztiik, melynek soran TagMan
assay-ket hasznéltunk. Bels6 kontrollként a glicerinaldehid-3-foszfat
dehigrogenaz, a f-aktin, a 18S RNS és a peptidil-prolil izomeraz A expressziojat

vizsgaltuk.

CB: géncsendesites in situ

A frissen izolalt HF-ket a géncsendesitést megeléz6en hideg William’s E
médiumba helyeztik. A transzfekcio ideje alatt (6 6ra) a HF-ket 500 ml
transzfekcios oldatban inkubaltuk, mely CB; specifikus siRNS-sel (2,5 ul), SIRNS
transzfekcios reagenssel (2,5 ul) vagy kontroll sSiRNS-sel (2,5 pl) volt kiegészitve.
A megadott id6 utan a médiumot ismét konvenciondlis HF tapoldatra (lasd
fentebb) cseréltik le. A mintdk 24 O6raval a transzfekcid utan kerultek

lefagyasztasra.

CB1™ egerek

CB; gén inaktivacidja MPI2 embrionalis 6ssejteken beliil célzottan tortént
meg egy nem-kddolo6 szekvenciat hasznalva, homolog rekombinacio soran. Ezen
egereket tobb mint 13 alkalommal keresztezték C57BL/GJ allatokkal, igy

kialakitva egy kongenikus egér torzset. A CB;*" tipust egyedeket vadtipusi és
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KO egerek keresztezésével hoztak létre. A CB;” egereket kollaboracios

partnereink biztositottak szamunkra.

Triptaz immunassay
A CB; géncsendesitett HF-k felliluszojanak triptaztartalmat fluoreszcens

immunassay segitsegével hataroztuk meg (Phadia, ImmunoCap Tryptase).

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozasa

A lipidtartalom szemikvantitativ vizsgalatdhoz fluoreszcens Nile Red
jelolest alkalmaztunk, melynek intenzitasat FlexStation 3 készulék segitségével
detektaltuk.

Az SZ95 szebocitak életképességenek vizsgalata

A sejtek eletképességenek meghatarozasahoz kolorimetrias MTT assay-t
alkalmaztunk. A sejteket 96-lyukl plate-ekre szélesztettlik (20.000 sejt/well),
majd a 48 oras kezelesi ido elteltével, 2 oran at 0,5 mg/ml MTT oldattal
inkubaltuk. Végul a keletkezett lila szinti formazan kristalyokat feloldottuk, és

565 nm-en FlexStation 3 készulékkel kolorimetriasan lemértik.

Az apoptotikus és nekrotikus folyamatok vizsgélata

Az SZ95 szebocitdk apoptotikus folyamatait a mitokondrialis
membranpotenciél vizsgalataval kovettik nyomon MitoProbe™ DilCy(5) Assay
Kit segitséegével. Ezen fluoreszcens mérés soran a csokkend jelintenzitas
apoptdzisra utal. A sejtek nem programozott sejthalalat (nekr6zis) SYTOX Green

jeloléssel vizsgaltuk, ahol a nekrozist a jelintenzitas névekedese jelzi.

A citokin-felszabadulas vizsgalata (ELISA)

A standard mddon szélesztett sejteket 24 éraig kezeltik. A felszabadult IL-
la, IL-1PB, IL-6, IL-8 és TNFa mennyiségét a fellluszokbol hataroztuk meg
OptEIA Kit-ek segitsegével a gyarto altali protokoll szerint.

Az ORS-KC-ak feluluszbéjanak SCF mennyisegét kollaboracios partnereink
Quantikine Human SCF ELISA Kit segitségével mérték.

16



Western blot

A minték fehérjetartalmanak meghatarozasahoz BCA assay-t vegezetink.
Ezt kovetéen a mintakbdl azonos fehérjemennyiségeket vittiink fel 10%-o0s Mini
Protean TGX gélekre, majd a proteineket natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk szét, végil pedig nitrocellul6z membranokra
transzferaltuk. A membranokat egy éjszakan at inkubaltuk 4°C-on 5g/100 ml
tejport tartalmazéd foszfatpufferelt sdoldatban higitott elsddleges antitestekkel.
Ezek utdn a membranokat tormaperoxidazzal konjugalt nyul 1gG masodlagos
antitesttel jeloltik. Az immunjeleket SuperSignal® West Pico kemilumineszcens

kit és KODAK Gel Logic 1500 Imaging System segitségével tettlik lathatdva.

[*H]-AEA felvétel assay SZ95 szebocitakban

Az SZ95 szebocita sejtek AEA felvételének vizsgalatat multi-phase assay
segitségevel, kollaboracios partnereink végeztek el. A mintakat oldoszerrel vagy
az AEA felvételét gatlo referencia szerrel (UCM707; 10 uM) 500 pl RPMI
médiumban, 37°C-on, AquaSilTM szilanizalt screw-cap Eppendorf csévekben
inkubaltak, ezek utan pedig [etanolamin-1-*H]JAEA (0,5 nM) és jeloletlen AEA
(végkoncentracio: 100 nM) keverékével 15 percig. A felvétel leallitdsdhoz a
mintakat elészor lecentrifugaltak (800x, 5 perc, 4°C), majd jégre helyezték. A
feluliszokat és a pelleteket kulon-kalon gyijtotték ossze. Elébbieket 500 pl
jéghideg 1% zsirsavmentes BSA-t tartalmaz6 PBS-ben ismét feloldottak. A
mosodoldat szintén megtartasra kertlt, mely fazis elvalasztas utan (jéghideg 1:1
CHCI3:MeOH, 1 ml, 10.0009) azzal a szerves fazissal lett 6sszekeverve, amelyet
a primer fellluszok extracellularis fazisabol nyertek ki. A vizes fazisokat szintén
kilonvalasztottak, a pelleteket pedig 250 pl PBS-ben reszuszpendaltak.

Legveégul az dsszes fazist Ultima Gold szcintillacids keveréket tartalmazo
szcintillacios kivettakba helyezték, és folyadékszcintillacios meréstechnika
(LSC) segitségevel (Packard Tri-Carb 211 TR beta counter) elvégezték a

méréseket.
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Az eCB szint meghatarozésa

A mintak eCB tartalmanak meghatarozasat folyadékkromatografiaval
kapcsolt tandem tdmeg spektrometridval (LC-APCI-MS) kollaboracios
partnereink vegeztek el. Az AEA, 2-AG, PEA és OEA tartalmakat (pmol) a

mintak extrahdlt lipidtartalmaval (mg) normalizaltak.

A FAAH aktivitas in vitro mérése
Az SZ95 szebocitak FAAH aktivitasanak méréset kollaboracios

partnereink végezték el a sejtek radioaktivan jelélt AEA hidrolizisenek mérésével.

Statisztikai analizis

A MC-ekre vonatkozé adatokat Prism 5.0 Software (GraphPad Prism)
segitségevel, kétoldalu, kétmintas t-prébaval vagy Mann-Whitney U probaval
vizsgaltuk. A p<0,05 ertékeket tekintettiik szignifikdnsnak.

A szebocitas adatokat Origin Pro Plus 6.0 Software segitségével, kétoldalu,
kétmintas t-probaval vizsgaltuk. A p<0,05 értékeket tekintettik szignifikansnak.

A grafikonokat Origin Pro Plus 6.0 Software segitségével abrazoltuk.
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EREDMENYEK

1. Az eCB-0k korlatozzdk a MC-ek érését és aktivacidjat
A human CTS-MC-ek kifejezik a CBs-t

Els6 1épésben megallapitottuk, hogy a c-Kit (a MC ndvekedési faktor SCF
receptora) pozitivitdst mutatd6 CTS-MC-ek 75,5%-a kifejezi a CBj-et is (c-
Kit/CB; kett6s immunfestés). Nemcsak izolalt, de intakt human borben 1évé HF-
k vizsgalatakor is hasonlo6 aranyt kaptunk. Ezek utan a HF-ket 24 oran at kezeltik
a CB; inverz agonista AM251 fluoreszcens valtozataval (Tocrifluor), és
megallapitottuk, hogy ez a relative nagy méretii ligandum az intakt szoveti
kornyezet ellenére is képes eljutni a MC-ekhez, igy alkalmas azok funkcionalis

vizsgéalatara.

A CB; gatlasa fokozza a CTS-MC-ek szamat és azok degranulaciojat

A kovetkezo 1épésben arra voltunk kivancsiak, hogy vajon hogyan hat a
CB; stimulacio/gatlds a MC-ek miikodésére. Kimutattuk, hogy az AEA (nem-
szelektiv CB; agonista, 30 uM) és az ACEA (CB; szelektiv agonista, 30 uM) nem
befolyasolta szignifikans mértékben sem a CTS-MC-ek szamat, sem azok
aktivacidjat. Meglep6 modon, ezzel szemben az AM251 (CB; antagonista/inverz
agonista, 1 uM) szignifikdnsan megndvelte mindkét paramétert (Leder-észteraz
immunohisztokémia). A hatds raadasul nagy valosziniiséggel valoban a CB;
szignalizacio géatlasa réven alakult ki, hiszen a CB; agonista AEA és ACEA

gyakorlatilag teljesen kivédte azt.

A CBq gatlasa fokozza a CTS-MC-ek éréset, de a proliferaciojukat nem
befolyasolja

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy az elézdéekben megfigyelt
sejtszamndvekedéssel dsszefuiggésben valtozott-e a c-Kit+ MC-ek aranya. c-Kit
immunfluoreszcens festés segitségevel megallapitottuk, hogy a CB; gatlas

hatdsara ezen sejtek aranya szintén megemelkedett.
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Hogy vajon a proliferald, illetve apoptotizaldo MC-ek szama milyen
mértéekben modosult, Ki67/c-Kit, illetve TUNEL/c-Kit kettds immunfestésekkel
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a CB; gatlasa sem a c-Kit+/Ki67+
kettOspozitiv, vagyis proliferalo, sem a Kit+/TUNEL+ kettospozitiv, vagyis
apoptotizal6 MC-ek szamat nem valtoztatta meg szignifikdns mértékben.
Mindebbdl arra kovetkeztettlink, hogy a CB; gatlds hatasara bekdvetkezé6 MC
szam novekedés nem a proliferacio fokozodasabol vagy apoptozis gatlasabol
adodott, hanem a CTS-ben jelenlévd, meg c-Kit- progenitorok c-Kit+ sejtté
torténd differencidlodasanak a kovetkezménye.

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a CB; géatlasa befolyasolta-e kiilonbozo,
leginkabb az érett MC-ckre jellemz6 faktorok kifejezodését. Az AM251-gyel
torténd kezelés a c-Kit esetében tapasztaltakhoz hasonléan megnévelte a triptaz+,
kimaz+ és FceRlo+ MC-ek szdmat a HF-kon belil. Ezen eredmény arra utalt,
hogy azon MC progenitorok melyek el6szor c-Kit+ valtak, késébb teljesen érett

sejtekke differencialddtak.

A CB;q szelektiv géncsendesitése kivitelezheté human HF-ben

Termeészetesen nem elégedtiink meg a jelenség pusztan farmakoldgiai
vizsgalataval, ezért siRNS transzfekcioval torténd szelektiv géncsendesités
segitségével lecsOkkentettiik a CBj-en keresztiil torténé eCB szignalizacio
lehetoségét. A gencsendesités hatékonysagat tobbfele festési eljarassal is
ellendriztik (pl. CB; immunhisztokémia és fluoreszcens festés), melyek
eredményei azt mutattak, hogy a CB; expresszidja lényegesen lecsokkent a
géncsendesitett mintakban a transzfekcios reagenssel kezelt és a ,,scrambled”

RNS-sel transzfektalt kontroll csoporthoz kepest is.

A CB: gencsendesitése noveli a CTS-MC-ek szamat és degranulaciojat in situ
A sikeres gencsendesités bioldgiai hatdsait vizsgalva megéllapitottuk,
hogy - teljes 6sszhangban az AM251-gyel vegzett kisérleteink eredményeivel - a

CB;-géncsendesitett HF-kben nemcsak a CTS-MC-ek szama (Leder-észteraz, c-

crer
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észteraz immunhisztokémia, triptdz immunfestés), mig — csakugy, mint a
farmakoldgiai vizsgalatok soran - a Ki67+, proliferdlo MC-ek aranya véltozatlan
maradt.

Mindezen eredményeket egybevéve elmondhatjuk, hogy élettani
koralmények kozott a HF-kben jelenlévé eCB-ok altal kifejtett tonusos CB;

stimul&cio szabalyozza, kontroll alatt tartja a MC-ek szdmat és aktivacidjat.

Az eCB-ok kivedik a MC aktivatorok degranulaciot fokozé hatasat

A MC-ekkel kapcsolatos kisérleteink kovetkezd 1épéseként megvizsgaltuk,
hogy vajon a CB; eCB-okkal torténd stimulacioja képes-e ellensulyozni
kiilonboz6 MC aktivatorok hatasait. Kimutattuk, hogy az AEA (30 uM) és az
ACEA (30 uM) nemcsak az endogén aktivator P-anyag (100 pM), de az exogén
aktivator ,,compound 48/80” (10 pg/ml) MC hatasait is képes volt kivédeni
(Leder-észteraz kvantitativ immunhisztomorfometria). Mindez ismételten arra
hivja fel a figyelmet, hogy az ECS a MC-ek aktivitasanak fontos, klinikailag

relevans, endogén negativ szabalyozdja lehet.

A CBy gatlas hatasai részben SCF fiiggioek

A humén HF-k epitéliuma fontos forrdsa az SCF-nek, ami a MC-ek
éresének pozitiv regulatora. Tekintettel arra, hogy a CB; funcionalisan aktiv
formaja kifejez6dik ezen a terileten is, kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CB;
gatlas hatassal van-e az intrafollikularis SCF expresszidra.

Kimutattuk, hogy az AM251 (1 pM) kezeles hatésara szignifikansan
megemelkedett az SCF expresszidja nemcsak in situ (SCF immunfestés), de
MRNS (Q-PCR) szinten is izolalt HF-kben. A hatds raadasul nagy
valosziniiséggel valoban a CB; szignalizacid gatlasa réven alakult ki, hiszen az
AM251 hatasat a CB; agonista ACEA gyakorlatilag teljesen kivédte.

Hasonloképpen izolalt ORS-KC-k esetében is kimutattuk, hogy AM251
kezelés hatdsdra az SCF kifejez6dése nemcsak a sejtek membranjaban (SCF

fluoreszcens festés), de azok feltilosz6jaban is megemelkedett (ELISA).
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Ezen eredmények arra utalnak, hogy a CB; gatlasa az SCF mennyiségéenek
megemelkedéséhez vezethet a HF-k epitéliumaban, vagyis az ECS képes lehet
ezen fontos ndvekedeési faktor termel6désének szabalyozasara. Végezetil, a HF-
ket 24 orén at inkubaltuk AM251-gyel (1 uM) és egy SCF-t semlegesitd antitesttel
(1 png/ml). Ezek utan dsszehasolitva a c-Kit+ sejtek szdmat a kontroll és kezelt
csoportokon belil megallapitottuk, hogy az el6z6ekben megfigyelt CB; gatlas
hatdsara bekovetkezd sejtszamndvekedés, ha nem is teljesen, de szignifikans

mértékben lecsokkent.

CB1™ egerekben is fokozodik a CTS-MC-ek szama és degranulacidja in vivo

Annak érdekében, hogy a CB; szerepét egy még egyértelmiibb modellben
is megvizsgalhassuk, kisérleteink végs6 allomasaként CB;”- egerek segitségével
vizsgaltuk meg eredményeink in vivo relevanciajat. A human HF-kben nyert in
situ eredményeinkkel teljes 6sszhangban a knockout egerek bérében jelentésen
megnott a Leder-eészterdzzal azonosithatdo MC-ek szama és degranulaciojanak
mértéke is a vadtipusu kontrollhoz képest.

Végezetul a teljes (érett és éretlen) MC populéciot azonosito c-Kit jelolés
segitségével azt is megallapitottuk, hogy a CB; hianya a c-Kit+ MC-ek szamat is
szignifikansan megnovelte. Raadasul, csakugy, mint a HF-k esetében, c-Kit+
proliferald MC-ek aranyaban itt sem tortént szignifikans valtozas a kontroll

csoporthoz képest. Ezen eredmények alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az ECS in

L&V
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2. Az eCB tonus szabalyozza a human szebocitak biolégiai folyamatait
A legfontosabb eCB metabolizalé enzimek kifejezodnek tenyésztett human
szebocitakban és human FM-ekben is

Kisérletes munkank elsé 1épésében Q-PCR és Western blot segitségével
megallapitottuk, hogy a human szebocitadk az eCB-ok felépiteséért (DAGLa, -P,
NAPE-PLD) és lebontasaért (FAAH és MAGL) felel6s enzimeket is kifejezik in
vitro. Ezen eredmenyeinket immunhisztokémia festéssekkel in situ kérilmenyek
kozOtt is megerdsitettilk, habar ebben az esetben a DAGLa expresszidja
bizonytalan  volt, kiléndésen a metszeten bellli  pozitiv  kontroll

verejtékmirigyekkel valo 6sszehasonlitas fényében.

Az eCB felvétel a szebocitakban farmakologiailag gatolhaté

A fenti eredmények alapjan a human szebocitak valoban képesek lehetnek
eCB-ok termelésére és lebontasara. Tekintettel arra, hogy az EMT nagy
valoszinliséggel részt vesz ezen folyamatokban, a kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk, hogy vajon az eCB felvétel humén szebocitadkban
farmakologiailag gatolhaté-e. Kollaboracids partnereink méréseinek tandsaga
szerint az EMT-gatlo UCM707 (10 uM, 15 perc) jelentésen csokkentette a
pedig megndvelte annak extracellularis szintjét, azaz adataink arra utaltak, hogy
human szebocitdkban az EMT funkcionalisan aktiv, és farmakoldgiailag
gatolhato.

Fontos megemliteni, hogy az AEA felvételének csokkenesét a koncentracio
grédiens csokkentésével elméletileg a FAAH UCM707 altali, nem-specifikus
gatlasa is eredményezhette. Ennek kizardsadra megvizsgaltuk, hogy hogyan
valtozik a FAAH aktivitasa SZ95 szebocitdkban két jol ismert EMT-gatlg,
nevezetesen a mar emlitett UCM707 és a VDM11, valamint a referencia FAAH-
gatl6  URB597 hatasara. Megallapitottuk, hogy a sejtek FAAH aktivitasa

folyamatos, de viszonylag alacsony szintii, és azt sem az UCM707, semaVDM11
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nem volt képes érdemben csdkkenteni, azaz a VDM11 valéban az EMT és nem a

FAAH gatlasa révén csokkentette a szebocitdk eCB-felvételét.

A human szebocitak EMT-je eldsegiti az eCB-0k transzportjat azok
lebontasanak helyére

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy az eCB transzport gatlasa miként
befolyasolja a ligandok koncentraciojat.  Kollaboracios  partnereink
folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometriaval (LC-APCI-
MS) hataroztak meg a mintdk eCB tartalméat, melynek révén megallapitottuk,
hogy az EMT-t specifikusan gatlo6 VDM11 (10 uM, 24 6ra) szignifikansan fokozta
az AEA és az OEA szintjét, mig (vélhetden a kis elemszam miatt) a 2-AG és a
PEA szintjében bekdvetkezé novekedés nem bizonyult —statisztikailag
szignifikansnak.

Tekintettel arra, hogy ezek szerint az EMT gatlasa csokkenti az eCB-ok
lebontasat human szebocitakon, eredményeink arra utalnak, hogy az EMT-t géatlo
VDM11 képes lehet fokozni a szebocitak lokalis eCB tonusat.

Az EMT gatldszerei fokozzak a faggyulipidek termelését, mig a FAAH gétlasa
nem befolyasolja azt

Korabban kimutattuk, hogy a direkt eCB kezelés nagymertékben fokozza a
szebocitak faggyulipid-termelését, ezért a kovetkezO 1épésben azt vizsgaltuk,
hogy az EMT-t gatldé VDM11 hogyan befolyasolja azt. A Nile Red jeldlés
eredmenyei szerint a nem citotoxikus koncentraciéban alkalmazott EMT
gatloszerek (VDM11: 5-10 uM; AM404: 10 uM) szignifikans mértékben novelték
a szebocitak lipidszintézisét (48 dra), bar ezen hatasok jécskan elmaradtak a direkt
AEA-kezeleés altal kivaltott hatastol.

A VDM11 nem ndveli tovabb az AEA lipidtermelést fokoz6 hatasat
A kovetkezéekben megvizsgaltuk, hogy a VDMI11 és AEA egyiittes
alkalmazésa esetén hogyan valtozik a szebocitak lipidtermelése. Megallapitottuk,

hogy a VDM11 még az alkalmazott legnagyobb nem citotoxikus koncentracioban
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sem volt képes tovabb novelni az AEA lipogén hatasat, ami azt jelzi, hogy a 30
uM-os koncentracioban az AEA hatasa mar elérte az elméleti maximumat, és

nincs tovabbi reverz kapacitasa.

A VDMI1 10 uM-os koncentracioig nem befolyasolja a szebocitak
életkepessegét

Azt kovetden, hogy a szebocitdk lipidtermelése megemelkedik, a sejtek
differencialodasanak kovetkezé 1épéseként a szebocitak apoptozissal elhalnak.
Tekintettel arra, hogy az el6zéekben igazoltuk, hogy az EMT gatlasa képes az
SZ95 szebocitak lipidtermelését megnovelni, a kovetkez6 1épésben azt kivantuk
megvizsgalni, hogy befolyasolja-e az apoptotikus/nekrotikus folyamatokat.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a VMD11 leghatékonyabb lipogén
koncentracidja (10 uM) csak kis, nem szignifikans csokkenést okozott a sejtek
mitokondridlis membranpotencialjaban, azaz a vizsgalt id6éintervallumban (48

oOra) egyértelmii pro-apoptotikus hatasok nem alakultak Ki.

Az EMT-inhibitor VDM11 jelentds gyulladasgatlo hatékonysagot mutat

A VDM11 mérsékelt faggyulipid-termelést noveld hatasa elméletileg
hasznos lehet pl. a kiilonféle eredetli bOrszarazsaggal jaro korképek kezeléseénél.
Mivel ezen betegségek gyakran jarnak egyiitt bérgyulladassal (pl. az atopias
dermatitisz  esetében), ezért megvizsgaltuk a VDMI11 gyulladasgéatlo
hatékonysagat is. Kimutattuk, hogy a VDMI11 (10 uM) szignifikans mértékben
csOkkentette a Toll-like receptor 4-et aktivalo lipopoliszacharid (LPS) kezelés
gyulladaskeltd hatasat, hiszen kivédte az IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 és TNF-a
csOkkentette az IL-6 LPS-indukalta felszabadulasanak mértékeét is, mig az IL-8
felszabadulasra gyakorolt hatdsa nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet.
ELISA méréseink soran a TNFa, az IL-1a €s az IL-1p koncentracioja a detekcios

kisz6b alatt maradt.
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DISZKUSSZIO

Az ECS nemcsak a human bér homeosztatikus allapotdnak fenntartasdban
nélkilozhetetlen, de fontos szerepe van az ezen szervet érinté kiillonb6zo
megbetegedések patomechanizmusaban is. Munkacsoportunk korabbi és jelen
tudomanyos munkaiban kiilonds hangsulyt fektetett arra, hogy jobban megismerje
a ,.k(ut)annabinoid” rendszer szabalyozo szerepét, kiilonos tekintettel a nem-
neuronalis sejtekre. Jelen doktori értekezés keretein belul pedig azt vizsgaltuk
meg alaposabban, hogy hogyan hat az eCB ténus modulacioja a MC-ek, valamint

a szebocitak biologiai folyamataira.

Az ECS szerepet jatszik a bérben taldalhaté MC-ek biologiai folyamatainak
szabalyozasaban

Eredményeink elséként bizonyitjak, hogy a bdérben talalhaté MC-ek
aktivacidja, valamint rezidens progenitor sejtekbdl torténd érése CB;
szignalizacion Kkeresztill szabalyozott folyamat. Eredményeink szerint a
homeosztatikus CB; jelatvitel vélhetdleg egymast erdsité kozvetlen (elsddlegesen
a MC-eken kialakulo) es kozvetett (a HF epitéliumaban termel6dé SCF
expresszidjanak szabalyozasanak koszonhetéen masodlagosan 1étrej6vo) hatasok
révén egyarant képes a MC-ek érésének es degranulaciojanak gatlasara. Ezen
feltételezést latszik meger6siteni azon eredményunk is, amely szerint az SCF-t
semlegesité antitest alkalmazasakor a CB; gatlas MC progenitor sejtekre
gyakorolt ,,€rleld” hatasa jelentdsen csokkent, de nem szlint meg teljesen.

A fenti adatok tehat azt sugalljak, hogy az eCB tonus a CB; homeosztatikus
stimulédcidjan keresztul szerepet jatszik a HF epitéliumaban termel6dé SCF
expresszidjanak szabalyozasaban. Ilyen médon a CB; szignalizacié gatlasaval az
SCF-t szabalyozo ,bels6 fék” megsziinhet, melynek kovetkeztében a citokin
szintje megemelkedhet, ami végiil elosegitheti a MC-ek rezidens progenitor

sejtekbdl torténd intrakutan érési folyamatait.
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Ezen talmenbéen érdemes megjegyezni, hogy (bar ezt célzottan a jelen
tanulmanyban nem vizsgaltuk) eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy
a CB;-jelatvitel nemcsak a HF-kben, hanem az interfollikularis epidermiszben is
szabalyozhatja az SCF kifejez6dését. Eredményeink emellett tdgabb értelemben
arra is ravilagitanak, hogy milyen lényegesek az epitelidlis-mezenchimalis
interakciok a MC-ek viselkedésének szabalyozasaban, és demonstraljak a
ragcsalo és human HF-k CTS-ében egyarant megtalalhaté éretlen MC
prekurzorok jelentdségét, valamint azt, hogy ezen eléalakok egy folyamatos eCB-
kontroll A&ltal (is) szabalyozott differencidlodasi folyamat réven egyeb
hatasokhianyaban, ,,spontdn” modon is képesek megérni.

A CB; szignalizaciordl korabban mar bebizonyosodott, hogy képes a HF-k
gyorsan proliferal6 matrix KC-ainak és egyéb nem-neuronalis sejtpopulacidok
proliferacios és apoptotikus folyamatainak szabalyozasara. Jelen esetben azonban
elsédlegesen a MC-ek érését és degranulaciojat befolyasolja. In situ, izolalt HF-
kon nyert adatainkkal 6sszhangban in vivo eredményeink nemcsak tovabb
erdsitették a CB; szignalizacid jelent6ségét a borben talalhato MC-ek esetében,
de bizonyitottdk a human HF modell jelentoségét €s relevancidjat ezen sejtek
vizsgalatanak kapcsan. Valoban, ezen miniszervek nemcsak fizioldgiailag és
Klinikailag relevansak a bér MC-jeinek in situ kortilmények kozotti vizsgalatahoz,
de ezen talmenden koltséghatékonyan fenntarthatoak, és viszonylag kdnnyen
hozzaférhetéek is. Amellett, hogy lehetdséget nytjtanak bizonyos hatasok
kvantitativ, illetve kvalitativ modon torténé vizsgalatara, az izolalt HF-k
alkalmasak a latott jelenségek hatterében allo mechanizmusok innovativ, Gjszert
(pl. in situ géncsendesités, illetve blokkolo antitestek alkalmazasa) vizsgalatara is,
ami jelentésen Kiszélesitette az in situ kisérletes mddszerek palettajat.
Eredmeényeink alapjan tehdt ez a modell jol kiegeszitheti a MC-ek
tanulmanyozasara szolgal6 eddigi vizsgalati mddszereket pl. allergias és kronikus

gyulladasos betegségek esetében.
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Az ECS és MC-ek kozotti lehetséges kapcsolat megeértésehez, kontextusba
helyezéséhez termeszetesen szamos tovabbi, az értekezésben nem érintett kérdést
kell még tisztazni (pl. miért lokalizalédnak a MC-ek elészeretettel olyan
szervekben/szovetekben [pl. a bérben vagy a légutak nyalkahartyaja alatt],
amelyek kozvetlen kapcsolatban allnak a kilvilaggal, vagy, hogy mi a pontos
funkciojuk élettani [azaz nem gyulladasos] korulmények kdzott). Az azonban
bizonyos, hogy a most leirt, CB;-medialt szabalyozas értékes terapias eszkoz lehet
a MC-ek szam- és aktivitasbeli rendellenessegei esetén (pl. allergias betegségek,

atopias dermatitisz, masztocitdzis vagy MC-es daganatok).

= s =7

Legjobb tudomasunk szerint munkacsoportunk elséként bizonyitotta, hogy
az eCB enzimapparatus legfontosabb tagjai (pl. NAPE-PLD, DAGLa and —,
MAGL and FAAH) nemcsak tenyésztett human szebocitakon, de a human bor
FM-eiben is expresszalodnak, habar a DAGLa kifejez6dése (killondsen a szoveti
pozitiv kontroll verejtékmirigyekkel 6sszevetve) in situ nem volt teljesen
meggyoz0o.

Kimutattuk azt is, hogy az eCB transzport funkcionalisan aktiv és
farmakoldgiailag gatolhatdo huméan szebocitakban; a VDM11 jelit EMT-inhibitor
alkalmazasaval pedig igazoltuk, hogy az EMT az eCB-ok és ,,eCB-szerii”
molekulak lebontasaban jatszik szerepet ezeken a sejteken.

Ezzel parhuzamosan megvizsgaltuk kilonbdz6 EMT-inhibitorok hatésait a
szebocitdk  életképességenek, lipidszintézisenek és  immunvalaszainak
tekintetében. Megéllapitottuk, hogy a VDM11l és AM404 nem-citotoxikus
koncentracidban szignifikansan megemelte a szebocitak lipidszintézisét, habar ez
a novekmeény jelentdsen elmaradt a kozvetlen AEA-kezelés esetén altaldban
tapasztalhatétol. Vegezetil, a VDM11 szignifikans mértékben csdkkentette a
Toll-like receptor 4-et aktivald LPS kezelés gyulladaskelt6 hatasat. Ez kiiléndsen
azon Ujabb adatok fényében figyelemreméltd eredmeény, melyek szerint a FM-
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ekbdl felszabadulo citokinek (pl. az IL-6) képesek elésegiteni a CD4+/CD45RA+
naiv T sejtek differencidlodasat T helper (Th) 17 sejtekké, hiszen igy a FM-ek
abnormalis miikodése révén megvaltozd citokintermelés olyan Th17-
dominancidja, gyulladassal kisért bérbetegségek kialakuldasaban lehet jelentds,
mint pl. a pikkelysomor.

Mindezen eredmények (kiilondsen a disszertacio els6 felében targyalt MC-
eken nyert adatok fenyében) tehat arra utalnak, hogy az eCB-ok lebontasanak
farmakologiai gatlasa réven kialakulo eCB-tonus-emelkedes tovabbi celzott
vizsgalatokra érdemes terapias stratégia lehet a bér szarazsaggal és gyulladassal

Kisért korkepeinek kezelésében.
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OSSZEFOGLALAS

Az endokannabinoid rendszer (ECS) bizonyitottan nagy jelentéséggel bir a bor
szamos (kor)élettani folyamatanak szabalyozasaban. Jelen munkankban célul
tlztik ki az endokannabinoid (eCB) ténus human bérre kifejtett hatasainak
behatobb vizsgalatat egyes ott megtalalhaté nem neurondlis sejteken, név szerint
hizésejteken (MC), valamint szebocitakon.

Eredményeink szerint a human MC-ek kifejezik az 1-es tipusu kannabinoid
receptor (CB;) funkciondlisan aktiv formajat. In situ kortlmények kozott a
homeosztatikus CB;-jelatvitel blokkolasaval az inverz agonista AM251 képes
volt nemcsak ezen sejtek aktivacidjat, de rezidens progenitor sejtekbdl torténd
érési folyamatait is fokozni. A hatasok (legalabbis részben) indirekt médon, a
szOrtliszOk epitéliumaban termelddd Gssejtfaktor szintjének befolyasolésa révén
alakultak is. Eredményeink alapjan tehat a CB; a human MC-ek érésének és
aktivaciojanak fontos homeosztatikus kapudre, igy a receptor stimulacioja
igéretes lehetdség lehet a fokozott MC szdmmal és aktivacidval jellemezhetd
allergias- és gyulladasos bérbetegségek jovobeli kezelésében.

Kisérleteink masik felében huméan szebocitakat és faggyumirigyeket
vizsgalva megallapitottuk, hogy azokon az ECS enzimapparatusanak szamos
tagja (NAPE-PLD, DAGLJ, FAAH és MAGL) megtalalhat. Megallapitottuk azt
is, hogy az anandamid felvetelét gatl6 VDM11 mérsékelten novelte tébb eCB
koncentracidjat, valamint a faggyulipid-termelést is, és képes volt a
lipopoliszacharid altal kivaltott gyulladasos valasz egyes elemeinek kivédésére.

Osszefoglalva, eredményeink felvetik az eCB transzportot gatld szerek
alkalmazasanak lehet6ségét a borszarazsaggal €s gyulladassal jaro bérbetegségek

kezelésében.
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