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1. Az értekezésben eléfordulo roviditések jegyzéke

2-AG: 2-arachidonoil-glicerol
(az egyik  legismertebb
kannabinoid)

endogén

5-HT: 5-hidroxi-triptamin (szerotonin)

7-TM  receptor: 7 transzmembran
doménnel rendelkezd receptor

Aza: adenozin 2A receptor
AD: atopias dermatitis

AEA: arachidonoil-etanolamin
(,anandamid”; az egyik legismertebb
endogén kannabinoid)

AML: antimikrobialis lipid
AMP: antimikrobialis peptid

ARHGAP9: ,,Homo sapiens Rho GTPase
activating protein 9” (az ERK2 endogén
inhibitora)

BAPTA: 1,2-bisz-(o-aminofenoxi)-etan-
N,N,N',N'-tetraecetsav

BINGO: ,biological network gene
ontology” (microarray-k kiértékelésekor
alkalmazott bioinformatikai eljaras, amely
azt vizsgalja, hogy a valtozd gének kozott
mely ,,Gene  Ontology” kifejezések
,,dasulnak fol”, azaz arrél ad informaciot,
hogy az adott gének milyen biologiai
folyamatokban vehetnek részt)

BSA: szarvasmarha szérumalbumin
CAMP: 3°-5’-ciklikus
monofoszfat

CAMP: LL-37 katelicidin
(a szebocitak altal is termelt AMP)

adenozin-

Cav: fesziiltségfiiggé Ca?*-csatorna

CBi1/CB2: 1l-es és 2-es kannabinoid
receptor

CBC: kannabikromén

CBD: (-)-kannabidiol
(az egyik legismertebb nem-pszichotrop
fitokannabinoid)

CBDV: kannabidivarin

CBE: kannabielzoin
CBG: kannabigerol
CBGV: kannabigerovarin
CBL.: kannabiciklol
CBN: kannabinol

CBT: kannabicitran

CD14: ,cluster of differentiation” 14
(a bakterialis lipopoliszacharid
felismerésében fontos koreceptor)

CE: koleszterol-észterek

CH: koleszterol

COX: ciklooxigenaz

CPZ: kapszazepin (TRPV1 antagonista)
CYP: citokrom P450 enzim

CSA: ciklosporin A (kalcineurin inhibitor)
D2: dopamin receptor 2

DAGLa és B: diacilglicerol-lipaz-a és -
(2-AG-t szintetizald enzimek)

DC: dendritikus sejt

DG: digliceridek

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNFB: 2,4-dinitrofluorobenzén

EC: extracellularis

eCB: endokannabinoid

ECS: endokannabinoid rendszer
EDTA: etiléndiamin-tetraacetat
EGF: epidermalis novekedési faktor
EGTA: etilénglikol-tetraecetsav
ELISA: enzimkapcsolt immunassay

EMT: eCB membrantranszporter
(az eCB-ok sejtekbe torténd felvételét
eldsegitd molekula)

ENT1: ekvilibrativ nukleozid transzporter
1 (az adenozin celluléris felvételét medialo
transzporter)



ERK1/2: extracellularis szignal altal
regulalt kinaz 1 és 2 (a MAPK csaladba
tartozo lipogén kinazok)

FAAH: zsirsavamid-hidrolaz (az eCB-
okat, foként az AEA-ot lebont6 enzim)

FBS: embrionalis szarvasmarha szérum

Fc: ,fragment crystallizable region”
(az antitestek konstans doménje)

FFA: szabadzsirsavak

FGFR: fibroblaszt eredeti novekedési
faktor receptor

FK: fitokannabinoid

FLG: filaggrin

FM: faggyumirigy

GABAE&: gamma-aminovajsav receptor B
GlyR: glicin receptor

GAPDH:
dehidrogenaz

GF: GF109203X (a klasszikus és novel
izoformdkat egyarant gatlo, ,.altalanos”
PKC-inhibitor)

Go: Go6976 (a  klasszikus  PKC
izoformakat gatlo PKC-inhibitor)

GPR18, -55, -92 ¢és -119: G-protein
kapcsolt receptor-18, -55, -92 és -119
(kordbban ,,arva” receptorként ismert, de a
kozelmultban eCB-érzékeny molekulaként
azonositott, ,;novel” kannabinoid
receptorok)

glicerinaldehid-3-foszfat-

GSEA: ,gene set enrichment” analizis
(microarray analizisek sordn alkalmazott
bioinformatikai  eljaras, amely azt
vizsgalja, hogy elére definidlt, egy adott
sejtélettani folyamathoz tartozd géneket
tartalmazd  génlistdk  génjei  milyen
gyakorisdggal szerepelnek a microarray
soran valtozonak talalt gének kozott, azaz
arr6l ad informaciot, hogy egy adott
csoportba tartozd gének kozil tobben
¢s/vagy nagyobbat valtoztak-e, mint ami a
véletlen alapjan varhato lett volna)

GSK: GSK1016790A
szelektiv TRPV4 agonista)

(ultrapotens,

HC: HC067047 TRPV4

antagonista)
HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-
etanszulfonsav

(szelektiv

hSOC: teljes vastagsagi human bor
szervkultura

IC: intracellularis

IGF-1: inzulinszeri novekedési faktor-1
(az  acne  patogenezisében  fontos
jelmolekula)

I-kB-a: ,,nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha” (az NF-xB csalad
tagjainak aktivaciojat gatlo molekula)

IL: interleukin

K: kontroll

Katp: ATP-érzékeny K*-csatorna

Kcal.l  (BK):  Ca®"-aktivalt, nagy
konduktancidjo K* csatorna (lehetséges
kannabinoid célpont)

KdPT: lizin-d-prolin-treonin
(az oa-melanocita stimulald hormonbol
szarmaz6 gyulladdsgatld hatasu tripeptid)

KEB: komplex epidermalis barrier
KIR: kdzponti idegrendszer

KO: knock out

Kv: fesziiltségfiiggd K*-csatorna

LA: linolsav
(PPAR aktivator lipogén agens)

LC: Langerhans sejt
LOX: lipoxigenaz

LPS: y-irradialt, Escherichia coli 026:B6
lipopoliszacharid (TLR4 aktivator; a
Gram-negativ fertézések modellje)

LTA: lipoteichnoinsav (TLR2 aktivator; a
Gram-pozitiv fertdzések modellje)

MAChR és nAChR: muszkarinos és
nikotinos acetil-kolin receptor

MAGL.: monoacilglicerol-lipaz (az eCB-
okat, foként a 2-AG-t lebont6 enzim)



MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz
(fontos lipogén kinaz kaszkad)

MTOR: ,,mammalian target of rapamycin”
(az acne patogenezisében kulcsfontossagh
jelatviteli molekula)

NAM: negativ allosztérikus modulator

NAPE-PLD: N-acil-foszfatidil-etanolamin
specifikus  foszfolipaz D  (eCB-okat
szintetizal6 enzim)

Nav: fesziiltségfliggd Na*-csatorna

NCBI: National Center for Biotechnology
Information

NF-kB: ,,nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells” (egyebek
mellett a  gyulladdsos  folyamatok

kialakitasaban fontos transzkripcios
faktorok)

NHEK: primer normal human epidermalis
keratinocita

NIH: National Institutes of Health
NK: negativ kontroll
NL: neutralis lipidek (faggyulipidek)

NLR: Nod-like receptor
(patogén-asszocialt molekularis mintazatot
felismerd receptorcsalad)

NO: nitrogén-monoxid

NRIP1: nuclear receptor interacting
protein 1” (RIP140); a zsirsejtek TG
felhalmozésat pozitivan regulalo kulcsgén

NTK: nem transzfektalt kontroll
OXa: orexin receptor-1

PAM: pozitiv allosztérikus modulator
PBS: foszfatpufferelt sdoldat

pk: posztkonfluens tenyészet

PLA:2: foszfolipaz A2

PPAR: peroxiszoma proliferator-aktivalta
receptor

PPIA: ciklofillin A
(peptidil-prolil izomeraz A)

PTPN22: protein tirozin foszfataz ,,nem
protein” 22 (az eCB-ok szintézisében
szerepet jatszo enzim)

Q-PCR: reverz transzkripciot koveto,
kvantitativ,  valéos  ideji  polimeraz
lancreakcio

PI3K: foszfoinozitol-3-kinaz
PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinadz C

PL: polaros lipidek

PLA:2: foszfolipaz A2

RAMBA: retinsav metabolizmust
blokkolé agens(ek) (az acne jovébeli
kezelésében alkalmazhato kisérleti szerek)
RLR: Rig-like receptor (patogén-
asszocialt molekularis mintazatot felismerd
receptorcsalad)

RNSi:  RNS interferencia (szelektiv
géncsendesités, siRNS transzfekcio)

RR: ruténium vOrds (altalanos TRP
csatorna gatlo)

SCR: a szelektiv géncsendesités soran
kontrollként  alkalmazott, = homoldgiat
semmilyen ismert mMRNS-sel sem mutato
,,scrambled” RNS konstrukt

SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis

SHIP1: inozitol-foszfat 5' foszfataz
(az eCB-ok szintézisében szerepet jatszo
enzim)

SINK: ,p65-interacting inhibitor of NF-
xkB” (a TRIB3 régebbi elnevezése)

SIRNS: a szelektiv géncsendesités soran
alkalmazott kis, interferalo RNS konstrukt

str.: stratum
SQ: szkvalén
T: tesztoszteron

TASK-1 és -3: KCNK3 és -9
(2 porusdoménes K* csatorndk; lehetséges
kannabinoid célpontok)

TBP: teljes betegségpontszam



TCso: az az illesztett gérbe alapjan becsiilt
koncentracio érték, amelynél az
¢letképesség a kontroll felére csokken

TG: trigliceridek
Th: helper” T sejt

THC: (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinol
(@ Cannabis sativa f6 pszichotrop
kannabinoidja)

THCV: (-)-A°-tetrahidrokannabivarin

TLR: Toll-like receptor (patogénekre
jellemzd molekularis mintdzatot felismerd
receptorcsalad)

TNF-a: tumornekrézis
(gyulladasos citokin)

TREK-1: KCNK2 (mechanoszenzitiv 2
porusdoménes K* csatorna; lehetséges
kannabinoid célpont)

TRIB3: ,.tribbles homolog 3” (SINK); az
NF-kB ttvonal endogén inhibitora

faktor-o

TRP: tranziens
kationcsatornak

receptorpotenciali
(foként kalciumra

permedbilis  ioncsatorna  szupercsalad,
melynek egyes tagjai ionotrop kannabinoid
receptorként is funkcionalhatnak)

TRPA, TRPC, TRPM, TRPML, TRPP
és TRPV: a TRP csatornak ,,ankirin”,
»kanonikus”, ,,melasztatin”, ,,mukolipin”,
,»policisztin”, illetve ,,vanilloid” alcsoportja

TSLP: ,thymic stromal lymphopoietin”
(az AD patogenezisében fontos
keratinocita-eredetii citokin)

VDACI: fesziiltségfliggd anioncsatorna-1
(a CBD egyik mitokondrialis célpontja)
WE: viasz-észterek

WM: wortmannin (a PI3K kaszkad
inhibitora)

WNT: ,,Wingless-related integration site”
(a szebocita iranyu differencialodast gatld
jelpalya)

ZM: ZM241385 (szelektiv Aza receptor
antagonista)



2. Bevezetés

Laboratoriumunk évek oOta foglalkozik az emberi bor (kor)élettani folyamatainak
kiilonboz6 aspektusaival, ideértve egyebek mellett az epidermalis keratinocitak, a dendritikus
sejtek, illetve a kiilonféle borfiiggelékek (faggyu- és verejtékmirigyek, valamint szortiiszok)
vizsgalatat. Ezen kisérleteink eredményei (a bor élettananak mélyebb megismerésén tul) olyan
nagy prevalenciaval el6forduld borbetegségek patomechanizmusdnak jobb megértéséhez
jarultak hozza, mint pl. az acne, kiilonféle szérnévekedési rendellenességek (hirsutismus,
kiilonb6z6 alopecia formak stb.) vagy az atopias dermatitis (AD).

Az endokannabinoid rendszer (ECS) és a kiilonb6zd ndvényi kannabinoid vegytiletek
bioldgiai hatasainak vizsgalata az elmult kozel harminc évben igen komoly érdeklddésre
szamot tartd tudomanyteriilet volt. A jelen értekezés alapjat képezé kutatas kozvetlen
elézményének két, munkacsoportunk altal a kdzelmultban publikdlt kdzlemény tekinthetd.
Ezekben (i) kimutattuk, hogy a human faggyimirigyek (FM) funkcionalisan aktiv ECS-rel
rendelkeznek, amely meghatirozo modon befolyasolja a szebocitak differencialodasat és
faggyulipid-termelését (Dobrosi és mtsai., 2008); ¢és (ii) igazoltuk, hogy az
(T6th és mtsai., 2011a).

Mindezen eredmények ismeretében két iranyban folytattuk kisérleteinket. A FM-ek
vonatkozasaban azt vizsgaltuk meg, hogy egy, a klinikumban mér évek Ota biztonsdgosan
alkalmazott, nem-pszichotréop novényi kannabinoid, a (-)-kannabidiol (CBD) miként
befolyasolja a szebocitak bioldgiai folyamatait, aminek az acne vagy éppen a ,szdrazbor
szindroma” kezelésében lehet jelent6sége. Az epidermalis keratinocitak esetében pedig in
vitro gyulladdsmodellben vizsgaltuk az eCB-tonus szabalyozasaban kulcsfontossagl
zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) enzimet, ami kozelebb vihet a borgyulladasok, igy példaul az

AD patogenezisének jobb megértéséhez €s 11j terdpias megoldasok kifejlesztéséhez.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Abor

Behrens tandcsos fent idézett megallapitasanak | Tohit @ 66mGL Mit is Geszéljek, maginak az |

érzéRel8 burkdrél? A b66r a maga RiilsG |
agyveleje... mert a Rozponti idegrendszer, .
tetszik, tudni, csupdn a Kiils6 bérréteg Rissé |
- dtalakult Répzbdménye...” |

papirra vetésekor Thomas Mann még nem tudhatta, :
hogy a megdobbentdnek, megbotrankoztatonak szant :
kijelentés mintegy 90 év multan mennyire aktualis lesz. Valoban; az elmult évtizedek soran az
emberi bor fokozatosan kitort a ,,passziv védvonal” fontos, am kissé unalmas szerepébol, és

ma mar tudjuk, hogy kiiltakaronk kiilonb6z6 sejtjeinek nagyon is aktiv, magas szinten

koordinalt egyiittmiikodése sziikséges a bor kiillonbozo feladatainak megszervezéséhez.

3.1.1. Az emberi bor felépitése

Bériink az egyik legnagyobb szerviink; feliilete elérheti a 1,5-2 m?-t, témege pedig a
testtomeg 15-20%-at is Kiteheti (Csaba és Nemeskéri, 2002; Ross és mtsai., 2007). A bér az 6t

érd sokrétll kihivasoknak specialis anatdmiai és szovettani felépitése révén képes megfelelni.

( / )h%V verejtékmirigy
> faggytmirigy
irha { szOrszal- piloszebaceus
egyenesitd izom egység
sz0Ortiisz6

1. abra Az emberi bor felépitése sematikusan (forras: Jessica M. Taylor- Human Anatomy &
Physiology Classroom Website: http://Idtstudio.coe.uga.edu/course/view.php?id=111;
modositva, letoltve: 2015. november 1.)
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Legkiils6 rétegét, a hamréteget (epidermisz) dontden a beliilrdl kifelé¢ haladva szigortian
szabalyozott modon egyre differencialédo, végiil pedig apoptotizald keratinocitak alkotjak. A
kozépso réteg, az irha (dermisz) gazdagon erezett, laza kotdszovetes réteg, mig a legbelsd
kompartmentet, a bdraljat (szubkutisz, hipodermisz) zsirsejtek dominaljak (Csaba ¢s
Nemeskéri, 2002; Ross és mtsai., 2007; 1. abra).

Boriink legfontosabb feladata, hogy a komplex epidermélis barrier (KEB)
létrehozasaval elhatarolja ¢és védelmezze testiinket a kiilvildg valtozatos behatasaival
szemben; emellett azonban szamos tovabbi szenzoros, endokrin (in situ hormontermelés) és
,»egyéb” (raktarozas, transzport, hdszabalyozas és exokrin) funkciot is betolt (Csaba és
Nemeskéri, 2002; Ross és mtsai.,, 2007; Bukowsky, 2010; Draelos és Pugliese, 2011).
Tekintettel arra, hogy a bor (kor)élettananak mélyrehatd attekintése messze meghaladna jelen

értekezés kereteit, most csak a KEB révid bemutatasara torténik kisérlet.

3.1.2. A bér komplex barrierfunkcioi

Amint arr6l mar sz6 esett, boriink talan legfontosabb feladata, hogy védelmet nyujtson a
kiilvilagbol érkezd szamos potencialis artalommal szemben, legyen sz6 akar fizikai (pl.
hoémérsekleti valtozasok, mechanikai bantalom, UV sugarzas stb.), akar potencialisan patogén
mikrobak jelentette biologiai kihivasokrol. Ez a védelem komplex fizikokémiai,
immunologiai €s (tdgabb értelemben) mikrobioldgiai barrierfunkcidk révén alakul ki
(6sszefoglaljak: Elias és Feingold, 2006). Szemben a korabban elfogadott dogmaval, ma mar
ugy gondoljuk, hogy a boériink altal kifejtett védelem nem magyarazhato kizarolag a specialis
anatomiai felépités altal biztositott ,,passziv’ védelemmel, hanem az itt megtalalhatod
kiilonboz6 sejtféleségek koordinalt, aktiv €s reaktiv egyiittmiikddése sziikséges hozza.

A KEB elsédleges védvonalat a fizikokémiai barrier képezi, ami dontéen az epidermalis
keratinocitak differencialodasanak eredményeként all elé (Madison, 2003; Proksch és mtsai.,
2008; Jensen és Proksch, 2009; Rawlings, 2010; Olah és mtsai., 2012). Ezek a sejtek
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fejlodésiik soran egy komplex, tobb elemében Ca®*-fiiggd jelatvitel altal szabalyozott
folyamaton mennek keresztiil, amig eljutnak az osztoédo sejteket tartalmazo stratum basalebol
a str. spinosumon és a str. granulosumon keresztiil a legkiilsé védvonalat 1étrehozé str.
corneumig®. Ennek soran differencidltsagi allapotuk fiiggvényében megvaltozik az altaluk
kifejezett citokeratin profil, kiilonféle specialis fehérjéket és lipideket termelnek, végiil pedig
apoptotizalnak, elveszitik sejtmagjukat, és kiilonleges extracellularis matrixba agyazva, mint
»téglak a habarcsban”, kialakitjak testiink elsédleges védvonalat (Madison, 2003; Proksch ¢és
mtsai., 2008; Jensen és Proksch, 2009; Rawlings, 2010; Olah és mtsai., 2012).

A folyamat sordn az egyik kdzponti jelentéségli molekula a filaggrin (FLG), ami az
epidermisz legkiilsé rétege, a str. corneum felé haladd sejtekben Ca?*-aktivalt peptidazok
hatasara képzodik az eldalakjabol, hogy azutan koordindlja szdmos tovabbi protein
terminalisan differencialt hamsejtek egy specialis, nem vizoldékony, elszarusodott
proteinburokban (,,cornified envelope™) helyezkednek el, ami kiilonféle Ca?*-fiiggd enzimek
(transzglutaminazok) mikodésének eredményeként alakul ki dontden involukrinbdl és
lorikrinb6l. Ez utobbi molekuldk a sejtek kozotti kapcsolatokat biztositd egyéb fehérjékkel
(korneodezmoszoéma proteinek, kadherinek, gap és tight junction fehérjék stb.) egyiitt
stabilizaljak a hamsejtek legkiilsé rétegét. Végezetiil a FLG (€s tovabbi fehérjék) proteaz-
medialt lebontdsa nagy vizmegkotd képességli aminosavak felhalmozodasahoz vezet, ami
alapvetd jelentéségli a bor megfeleld hidrataltsaganak fenntartdsdban (Madison, 2003,
Proksch és mtsai., 2008; Jensen és Proksch, 2009; Rawlings, 2010; Olah és mtsai., 2012).

A fizikokémiai barrier kdzkedvelt ,tégla és habarcs” metaforajaban a ,habarcs” az
intercellularis ,,szigetelést” elésegitd specialis lipideket jelképezi, melyek szintén a

differencialodé hamsejtekben termelédnek. A keratinocitakban el6bb lamellaris testeknek

1 A tenyér és a talp bérében a str. corneum és a str. granulosum kozott elkiilonitheté még egy szdvettani réteg, a
str. lucidum.
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nevezett lipideket tartalmazo granulumok halmozodnak fel, majd ezek a str. granulosum és a
str. corneum hataran exocitozissal a sejtkozotti térbe tirlilnek, vizhatlan védoréteget képezve a
borben, és biztositva annak enyhén savas pH-jat. Ezt a védelmet lipidomikai szempontbdl a
bérfelszinre iriilé faggyu teszi teljessé (Madison, 2003; Proksch és mtsai., 2008; Zouboulis és
mtsai., 2008; Jensen és Proksch, 2009; Rawlings, 2010; Olah és mtsai., 2012).

A bér sejtjei emellett szamos bioaktiv molekulat, Gn. antimikrobialis peptideket (AMP)
és lipideket (AML) is termelnek, melyek kulcsfontossaguak a védelem kovetkezd szintjeinek,
az immunologiai és az ezzel szoros kolcsonhatasban allo mikrobiologiai barriernek a
kialakitasaban (Gallo és Huttner, 1998; Bardan ¢s mtsai., 2004; Braff és Gallo, 2006;
Niyonsaba és mtsai., 2009; Téth és mtsai., 2011b).

Bérlinkdn nemcsak egyénenként, de azon beliil testtdjanként is nagyon jellegzetesen
eltéré mikrobak6zosség talalhatd. A korabban altalanosan elfogadott, ,.kommenzalis” jellegii
egylittélési modell (mely szerint az egyiittélés elonyds a mikrobaknak és tobbé-kevésbé
kozombos az emberi szervezetnek) napjainkra modosulni latszik. A kordbban uralkodd
allaspont szerint a borfelszint benépesitd mikrobak elsOsorban a kolonizdacios rezisztencia
révén fejtenek ki jotékony hatdst, azaz a nem patogén flora az élettér elfoglalasaval és a
tapanyagok felhasznaldsaval kiszoritja a potencidlisan patogén torzseket. Az utobbi évek
felfedezéseinek fényében azonban egyre inkabb olyba tinik, hogy a mikrobiota-bor
kolcsonhatas a bor élettani funkcidinak fenntartasaban sokkal fontosabb, mint azt korabban
feltételeztilk; a kapcsolat pedig kommenzalis egyiittélés helyett sokkal inkdbb egy
dinamikusan Onszabalyozo, szimbiotikus jellegli ,,parbeszéd”-ként érthetd meg a bor és a
kiilonféle mikrobdk kozott (Gallo és Nakatsuji, 2011; Kranich és mtsai., 2011; Littman és
Pamer, 2011). Ennek a ,,parbeszéd”-nek az egyik résztvevoje az immunoldgiai barrier.

A boér immunrendszerét szamos kivald Osszefoglald kozlemény tekinti at (Bos és

Kapsenberg, 1993; Kupper és Fuhlbrigge, 2004; Béke és mtsai.,, 2015), amelyekbdl az
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érdeklédo olvaso atfogd képet kaphat, igy jelen értekezés csak néhany kulcspont kiemelésére
szoritkozik. Ezek kozott az elsd, hogy a bér immunrendszere korantsem redukalhato kizarolag
a ,,professzionalis” immunsejtekre (pl. hizdsejtek, szoveti makrofagok, Langerhans sejtek
[LC], kiilonféle dendritikus [DC] és T sejtek stb.), hanem olyan, elsé pillantasra ,,artatlan
civilnek” tind sejtek is meghatarozo jelentéségiick benne, mint az epidermalis keratinocitak
vagy a faggyumirigyek sejtjei, a szebocitak. Ezek a sejtek ugyanis nemcsak a mikrobdk
jelenlétének felismerését lehetdvé tevé mintazatfelismerd receptorokat (Toll-like [TLR], Nod-
like [NLR] és Rig-like receptorok [RLR]) fejeznek ki, hanem citokin ¢és kemokin
expressziojuk révén képesek elinditani, fenntartani és szabalyozni is a bor gyulladasos
folyamatait. Rdadasul a mar emlitett AMP-ek és AML-ek révén maguk is aktiv szabalyozoi a
kommenzalis/szimbiotikus flora novekedésének (Bos és Kapsenberg, 1993; Kupper ¢s

Fuhlbrigge, 2004; Béke és mtsai., 2015).

3.1.3. Az atopias dermatitis (AD)

Az atopias dermatitist (AD-t; 2. abra) gyakran emlegetik ,,a” barrier betegségként,
hiszen ebben az esetben a KEB valamennyi ¢épitdelemének, azaz a fizikokémiai, az
immunolégiai és a mikrobiologiai barriernek a karosodasa is megfigyelheté (Kubo és mtsai.,

2012; Kuo és mtsai., 2013).

2. abra Az atopias dermatitis jellemzo klinikai képe
(forras: https://www.aad.org/dermatology-a-to-z/diseases-and-treatments/a---d/atopic-
dermatitis; letoltve: 2015.10.30.)
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Ez a kiilondsen a fejlett ipari orszagokban gyakori (becslések szerint a gyermekek 15-
30%-at és a felndttek 2-10%-at érinti; Bieber, 2008), kronikus bérgyulladassal jellemezhetd
megbetegedés az életkor elérehaladtaval gyakran tarsul ételallergiaval, allergias rhinitisszel
¢és asthma bronchialeval (,,atopias menetelés”; Spergel, 2010).

Patogenezise a mai napig sem tisztazott teljes mértékben. A két f6 paradigma az
,outside-in” (,,kintrdl be”) és az ,,inside-out” (,,bentrdl ki) hipotézis (Boguniewicz és Leung,
2011). Az elsO szerint a betegség kiinduld 1épése a fizikokémiai barrier (pl. FLG mutéacio
miatti) karosodasa, ami lehet6vé teszi patogén, illetve fakultativ patogén mikrobak (pl.
ahol azok jellegzetes, Th> polarizacidoju immunvalaszt indukalnak. Ez pedig (vélhetbleg a
termel6dé citokinek révén), hozzajarul a fizikokémiai barrier tovabbi leépiiléséhez. Ezzel
szemben a ,,bentr6l ki” elmélet a bér immunrendszerének kisiklasat tartja elsédlegesnek (Kuo
¢és mtsai., 2013; Wilson és mtsai., 2013).

Bar az AD-es 6rdogi korben ennek a ,,tyuk vagy tojas” tipust kérdésnek az eldontésére
egyeldre még varnunk kell, az bizonyos, hogy az epidermalis keratinocitdk kdzponti szereploi
a folyamatnak. Egyfeldl a fizikokémiai barrier felépitése elképzelhetetlen élettani
hamsejtfunkciok nélkiill, masfeldl pedig a keratinocitak altal termelt citokinek -
kiilonosképpen a ,,thymic stromal lymphopoietin” (TSLP) - rendkiviil fontosak az AD-ben
kialakul6 i1mmunvalasz Thyz irdnyl polarizaldsdban, illetve a barrier karosodasahoz
kozvetleniil is nagyban hozzajaruld, kinzd viszketés kivaltasidban (Kuo és mtsai., 2013;
Wilson €s mtsai., 2013).

Mindez tehat azt jelenti, hogy a hamsejtek immunologiai folyamatainak és az ezeket
szabalyozéd jelatviteli rendszereknek a mélyebb megismerése kozelebb vihet az AD
patogenezisének jobb megértéséhez, ¢s igy a jelenleg elérhetdnél hatékonyabb, valodi oki

terapia kifejlesztésének a reményével kecsegtet. Ezért jelen tanulmany keratinocitakra
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fokuszald részében egy ilyen lehetséges szabalyozo, a 3.2. alfejezetben részletesen
bemutatandé endokannabinoid rendszer miikddésének és hamsejtekre gyakorolt hatasainak

mélyebb megértésére tettliink kisérletet.

3.1.4. A humdn faggyumirigyek (FM) biolégidja®

A faggytimirigyek (FM) a balnak és delfinek kivételével valamennyi emldsallat borében
megtalalhatd miniszervek (Montagna, 1963). Emberben a tenyerek ¢€s talpak kivételével az
egész testen el6fordulnak. Altaliban a szOrtiisz6khoz kapesoltan helyezkednek el, és veliik,
valamint a szérszal-egyenesit6 izommal funkcionalis egységet (,piloszebdceus egység”)
alkotnak® (Thody és Shuster, 1989; Csaba és Nemeskéri, 2002; Ross és mtsai., 2007; Toth és
mtsai., 2011b). A FM-ck mérete és denzitasa testtajanként jelentOs eltérést mutat. Benfenati és
Brillanti korai munkaja nyoman tudjuk, hogy kozépkoru férfiak esetén a FM-ek szdma az
arcon és a fejbSron a legnagyobb; denzitasuk itt elérheti a 876 db/cm?-t is, mig mashol ez a
szam 100 vagy esetenként 50 alatti. Az élet folyaman a szamuk jellemzéen nem valtozik,
aktivitdsuk azonban jelentdsen mddosul (Benfenati és Brillanti, 1939; Gelmetti, 2014; Tsatsou
¢€s Zouboulis, 2014).

A FM-ek els6dleges feladata a neutralis lipidekben gazdag, Osszetételében jelentds
fajspecificitast mutatd faggya termelése. Ezt a kiilonleges szekrétumot emberben dontéen
trigliceridek (TG; 45%), viasz-észterek (WE; 25%), szkvalén (SQ; 12%), szabadzsirsavak
(FFA; 10%), koleszterol (CH; 2%) és koleszterol-észterek (CE; 4%), valamint digliceridek

(DG; 2%) alkotjak. Az itteni lipidek egy része (pl. a WE-ek vagy a SQ) teljesen faggyu-

2 Jelen értekezés keretében terjedelmi okokbol nincs mod a téma teljes mélységli feldolgozasara. A fejezetben
idézett kivalo attekinté kozlemények mellett a FM-ek és az acne irant komolyabban érdeklédoknek feltétlentil
Christos C. Zouboulis, Andreas D. Katsambas és Albert M. Kligman szerkesztésében 2014-ben megjelent
»~Pathogenesis and treatment of acne and rosacea” cimii kdnyvet.

3 Ujabban felmeriilt egy ennél is kiterjedtebb, a verejtékmirigyet is magaban foglalé egység, a ,.szérklaszter”
fogalmanak bevezetése is (Poblet és mtsai., 2015).
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specifikus, €és a testben mashol nem vagy csak nagyon rovid életidével fordul elé (Pappas,
2014)%.

A holokrin szekrécié révén végbemend faggyitermelés soran a sejtek elobb lipideket
halmoznak fel a citoplazmajukban, majd apoptotizalnak és membranjaik széttéredeznek. A
folyamat eredményeként a lipidekben gazdag sejttormelék (a faggyt) a borfelszin felé {iriil
(Thody ¢és Shuster, 1989; Csaba és Nemeskéri, 2002; Ross és mtsai., 2007). Az allatvilagban
ez a folyamat kulcsfontossagu a bunda impregnalasaban, és esetenként bizonyos feromonok
révén hozzajarul a territorium kijeldléséhez, valamint a szexualis viselkedés szabalyozasahoz
(0sszefoglaljak: Zouboulis és mtsai., 2008). Mindezen funkciok azonban emberben sokaig
alarendelt jelentdségiinek tlintek, hiszen, bar a bor lipidjeinek jelentés részét a FM-ek
termelik, ezek szerepe a fizikokémiai, valamint immunoldgiai barrier kialakitdsaban hosszu
ideig ismeretlen volt (Kligman, 1963). Eppen ezért a huméan FM-ekre sokaig joszerivel
haszontalan ,,evolucios reliktumként” gondoltak; egy fejlédéstani maradvanyként, ami egy
,,¢l6 fosszilia multtal, de jové nélkil” (Kligman, 1963). Mara mar ismert, hogy a FM-ek mar
az intrauterin életben is kiemelten fontosak a magzati bér védelmében, posztnatalisan pedig a
borfelszin lipidjeinek haromdimenzids elrendezddéséert felelosek, ami hozzajarul a
fizikokémiai barrier integritasanak fenntartasahoz. Emellett jelent6sek a bor fényvédelmében,
(a verejtekmirigyekkel egyiittmiikodve) a hdszabalyozasban vagy az antioxidansok
transzportjaban iS. Hatassal vannak a szOrnovekedésre, autoném endokrin szervecskék
(expresszaljak a szteroidszintézishez sziikséges enzimeket, és képesek androgén hormonok in
situ termelésére), valamint Gssejtraktarként is funkcionalnak (Osszefoglaljak: Zouboulis és
mtsai., 2008). Raadasul sejtjeik, a szebocitak immunkompetens sejteknek tekinthetdek, hiszen

szamos patogén-asszocialt molekularis mintazatot felismerd receptor (pl. TLR2, -4, -6, CD14)

4 Az ardnyok csak hozzavetdleges pontossagliak; az ezt vizsgald kutatok jelentds donor és modszer-specifikus
eltéréseket talaltak méréseik soran. Emellett az is megjegyzendd, hogy egyes lipidek élettani koriilmények kozott
is nagymértékben hidrolizalddnak a kommenzalis/szimbiotikus flora tagjai altal, igy a testfelszinre jutd faggyu
Osszetétele a lokalis mikrobiotatol is nagyban fiigg (Pappas, 2014).
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kifejezésével nemcsak érzékelik a potencidlisan veszélyt jelentd patogéneket, hanem
gyulladasos citokinek (pl. interleukin [IL]-6, IL-8, tumornekrozis faktor [TNF]-a stb.)
termelésével fontos szerepet jatszanak a lokélis gyulladdsos folyamatok elinditdsdban ¢€s
fenntartasaban. AMP-ek (pl. LL-37 katelicidin [CAMP], B-defenzinek stb.) és AML-ek (pl.
szapiénsav, palmitinsav [C16:1], olajsav [C18:1], laurilsav [C12:0]° stb.) termelésével pedig
maguk is aktivan kiveszik a résziiket a bor és a mikrobidta egyenstlyanak fenntartasabol
(0sszefoglaljak: Zouboulis és mitsai., 2008; Nagy és Kemény, 2014; Zouboulis és
Makrantonaki, 2014). A FM-ek vitathatatlan klinikai jelent6ségét azonban az adja, hogy az
egyik legnagyobb prevalenciaji bérbetegség, a kizardlag az emberre jellemzé acne

kialakulasa is hozzajuk kothet (Zouboulis és mtsai., 2008; Zouboulis és Dessinioti, 2014a).

3.1.5. Az acne

,Haj, trfi, az bizony a b6rnek, |
eqy rettenetes elfajzdsa... Az
egyetlen gyogyir rd a varangyos I
béka  mdja, azt Kotozd |
80% koriili), amely hosszabb-rovidebb ideig szinte mindenkit [ttt @ foiod o o1

! angolnahalak, kivdjt szemével I
érint valamilyen formaban (Zouboulis és mtsai., 2008; Kurokawa | tefi fiordsba...”

Az acne (pattanasossag, ,,zsirtliszeg”) az egyik legnagyobb

prevalenciaju emberi bérbetegség (a fiatalkori acne eléfordulasa

|
J. K, Rowling:
 Harry Potter és a Fénix Rendje

I |
PSR SRR Sy -

Mar az okori gordg és romai orvosok is ismerték (az ,,acne” szo egyébként maga is

¢és mtsai., 2009; Zouboulis és mtsai., 2014a).

gorog eredetll) €s egyebek mellett mézzel, asvanyvizzel, szappanokkal és kéntartalmt
kendcsokkel javasoltak kezelni (Zouboulis, 2014). Bar nem tekinthetd kozvetleniil életet
veszélyeztetd betegségnek, mégis kiilondsen a stlyosabb ¢és/vagy lathatd testfelszinre
lokalizalédé formak jelentds pszichés terhet rohatnak a betegekre, ami akar igen komoly
masodlagos lelki betegségek (szorongas, depresszio, legrosszabb esetben akar szuicid

késztetés) kialakulasahoz vezethetnek (Saitta és mtsai., 201 1a; Saitta és mtsai., 2011b).

5 Ez utébbinak tudoménytorténeti szempontbol érdekes magyar vonatkozésa is van, felfedezéje ugyanis (még
pragai vegyészként) a kés6bb az 1848-49-es a szabadsagharc zsenialis hadvezéreként ismertté valt, méltatlanul
vitatott megitélésti Gorgei Artir tabornok volt (http://mult-kor.hu/cikk.php?id=13743).
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Infundibularis
hiperkeratozis
Comedo képzodés

Gyulladasoscitokin-termelés

3. abra Az acne sulyos formdinak klinikai képe (A)
és patogenezisének sematikus dttekintése (B)
(A: forras: http://clickhowto.com/how-to-deal-with-acne/ és http://www.primehealthchannel.com/acne-
conglobata-pictures-causes-prognosis-and-treatment.html, letoltve: 2015.10.30.)

Az acne koroktana a mai napig sem tisztazott teljes mértékben, bar tény, hogy az elmult
években jelentds elOrelépés tortént a betegség kialakuldsdhoz vezetd patogenetikai lépések
megismerésében és megértésében. A | klasszikus” megkozelités szerint a folyamat elsd 1épése
a ,,valamilyen okbol” fokoz6d6d mennyiségii és ezzel parhuzamosan megvaltozd dsszetételii
faggyu termelése, azaz a szeborrea. A faggyu 0Osszetételében bekdvetkezd valtozasok (pl.
csokkent esszencialiszsirsav-tartalom, fokozott lipidperoxidacio, csokkent E-vitamin
koncentracio stb.) elésegitik az infundibularis hiperkeratozis és ezzel a comedok kialakulasat
(Tsatsou és Zouboulis, 2014). A pangd faggyuban felszaporodé Propionibacterium acnes
torzsek ezutan gyulladdsos folyamatok elinduldsdhoz vezetnek, amik egyebek mellett a lokalis

IL-1a termelés megndvekedése révén hozzdjarulnak a hiperkeratinizacié fokozddasahoz,
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illetve fokozzdk a lipidtermelést is, Onmagat erdsitdé Ordogi korré zarva az acne
patogenezisének egyes Iépéseit (Dessinioti, 2014), és kialakitva a jellegzetes klinikai
megjelenést (3. abra). A ,modern” felfogds ezzel szemben a gyulladdsos folyamatok
elsddleges fontossagat huizza ald, és a tovabbi 1épéseket ezek kovetkezményeként értelmezi
(Zouboulis és Dessinioti, 2014a).

Az mindenesetre bizonyos, hogy az acne kialakulasa Osszefiigg bizonyos életmodbeli
sajatossagokkal (,,nyugati tipusu”, sok tejet és magas glikémias indexii tapanyagokat
tartalmazo étrend), illetve hormonalis valtozasokkal (magas androgénszint) (Zouboulis és
Makrantonaki, 2014). Ezek mellett a genetikai prediszpozicio szerepe sem elhanyagolhato,
hiszen szamos gén polimorfizmusa és mutacidja vezethet acneszeri 1éziok kialakulasdhoz (pl.
a fibroblaszt eredetii novekedési faktor receptor-2 [FGFR2] funkcionyeréses mutacidja [ Apert
szindroma], a mucin 1 glikoprotein, a TNF-a, az IL-1a és a citokrom P450 [CYP]-1A1
polimorfizmusai sth.) vagy éppen az acne kialakulasaval szembeni védettséghez (inzulinszerti
novekedési faktor-1 [IGF-1] deficiencia [Laron szindroma]) (Melnik, 2014). Meglepé modon
azonban a kozhiedelemmel ellentétben az acne dohéanyzassal valo Osszefliggése nem
egyértelmil (Rigopoulos ¢és Korfitis, 2014).

A patogenezis leirdasdhoz hasonloan az acne kezelése kapcsan is szamos kihivassal
kiizdiink. A jelenlegi szakmai iranyelvek a betegség sulyossdgahoz igazodo, személyre
szabott terapias ajanlasokat tesznek, melyek soradn topikalis és szisztémas antibiotikum
kezelés, anti-androgén terapia, valamint azelainsav, benzoil-peroxid, illetve topikalis és
szisztémas izotretinoin (13-cisz-retinsav) kezelés képezheti a terapia gerincét (Zouboulis és
Liakou, 2014), sziikség esetén lokalis keratolizissel, mikrodermabrazidval, cryoterapiaval,
lokalis gyulladasgatlok vagy esetleg fototerapia alkalmazasaval kiegészitve (Kaminsky, 2014;
Xiang ¢és Gollnick, 2014). A kiilonféle terapias lehetéségek koziil hatékonysaga és

sokoldalusédga (csokkenti a lipogenezist és a kivezetdcsd hiperkeratinizaciojat, gatolja a
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gyulladasos folyamatokat, valamint visszaszoritja a P. acnes novekedését) miatt kiemelkedik
az izotretinoin, amely tulzas nélkiil a leghatékonyabb anti-acne szernek tekinthetd. Sajnalatos
moédon azonban (elsésorban szisztémas) alkalmazasakor szdmos, esetenként igen sulyos
mellékhatas (pl. anémia, neutropénia, trombocitopénia, majkarosodas, teratogenitas, pszichés
problémak stb.) kialakuldsanak lehetségével kell szamolni (Kurokawa és mtsai., 2009;
Katsambas és Dessinioti, 2014).

Mindezek alapjan érthetd, hogy a hatékony, lehetOség szerint a betegség minél tobb
patogenetikai aspektusat egyidejileg kedvezden befolyasold és egyszersmind a most
elérhetoknél  kedvezébb  mellékhatasprofillal — rendelkez6, valamint a  szebocitak
homeosztatikus funkcidit nem karosito kezelési modok felderitése miért all napjaink acne- és

FM-iranyu kutatdsainak homlokterében.

3.1.6. A4 human 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 megbizhatd, a betegség teljes
komplexitasat leképezd allatmodell®; a primer human szebocitik izolalasa és tenyésztése
pedig rendkiviil nehézkes folyamat, rdadasul a sejtek nem 1is tarthatok fenn néhany
passzdzsnal tovabb tenyészetben (Xia és mtsai., 1989; Mirshahpanah és Maibach, 2007;
megismerésében valosagos forradalmat jelentett, amikor 1995-ben Christos C. Zouboulis ¢és
munkatarsai egy 87 éves ndbeteg arcborébdl izolalt primer szebocitdkat SV-40 virus ,,nagy
T”-antigénjével stabilan transzfektdlva létrehoztdk az els6 human immortalizalt szebocita

sejtvonalat, melyet SZ95-nek neveztek el (Zouboulis és mtsai., 1999).

® Ennek oka a FM-ek fentiekben mar targyalt nagyfoku fajspecificitisa. A jelenlegi modellek (pl. a Motoyoshi-
féle nyulfiil-comedo modell; Motoyoshi, 1983) csak a betegség egyes aspektusait (pl. a comdeo képzbdést)
képesek (agy-ahogy) modellezni.
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4. abra A §Z95 szebocitak tipusos morfologiaja még hosszu tenyésztést kovetoen is
fennmaradt (Zouboulis és mtsai., 1999)

(A) A donor primer szebocitai a transzfekcio el6tt (masodik passzazs). (B) Az SZ95 szebocitak elsé passzazsa a
transzfekcid utan. (C) Az SZ95 szebocitak morfologiaja az 50. passzazst kovetden.

Bar a sejtvonal aneuploid, mégis igen stabilan 6rzi a primer szebocitdk fenotipusos (4.
abra) és funkcionalis sajatsagait (antigénexpresszios-profil, a lipidom 0&sszetétele stb.);
immundeficiens egerekbe xenotranszplantalva pedig in vivo képes volt ismét FM-szerli
képzddményekké differencialodni (Lo Celso és mtsai., 2008)

Az SZ95 szebocitdk 1995-6s létrehozasuk oOta szdmos tanulmédnyban szolgéltattak
értékes informacidkat a human FM-ekrdl (Zouboulis és mtsai., 1999; Zouboulis és mtsai.,
2008; Toth és mtsai., 2011b). Az azota eltelt idoben két tovabbi human FM-eredetli
sejtvonalat is sikeriilt eldallitani (az SZ95-nél alkalmazott modszerrel immortalizalt SEB1,
illetve a Human Papillomavirus E6 és E7 antigénekkel transzfektalt Seb-EGE7 sejteket). Az
ezeken nyert eredmények tobbségiikben egybecsengtek az SZ95 szebocitak alkalmazasa soran
talaltakkal, ijra megerdsitve ezzel a modell relevanciajat (Zouboulis és Dessinioti, 2014b).
megértésére iranyuld kisérleteinket munkacsoportunk mar a multban is a legjobban
karakterizalt sejtmodell, az SZ95 szebocitak felhasznalasaval végezte (Dobrosi €s mtsai.,
2008; Toth és mtsai., 2009), és jelen kisérleteink sordn is ezen sejteket valasztottuk elsddleges
modelliinknek. Vizsgalatainkat az in vivo és klinikai relevancia novelésére teljes vastagsagi
huméan bér szervkultiraval (hSOC) egészitettiik ki, ami az allatmodellek mar emlitett

sajnalatos hidnydban (Mirshahpanah és Maibach, 2007) a human FM-ek jelenleg elérhetd
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leginkabb ,,in vivo-szer(i” modellje a pre-klinikai vizsgalatok szintjén (Lu és mtsai., 2007;

Tiede és mtsai., 2009; Hinde ¢és mtsai., 2013).
3.2.  A(z endo)kannabinoid rendszer

3.2.1. Torteneti attekintés: Vadkenderhasznalat az okortol napjainkig

Megannyi rank maradt irott emlék tanuskodik [T pediy vigy driga fisserches, g mirhdt |

o Gtszdz siklusért, joillati fahéjat fél ennyit, |
arrdl, hogy a vadkendert (Cannabis sativa) mar az . Retszdz Gtvenért, és illatos Ralmust is Rétszdz |
| Gtvenért. Kdsidt pedig oOtszdzért, a szent |
| siklus szerint, és egy hin faolajt... Az Izrdel .
i flainak, pedig igy szolj: Szent Renetnek, olaja |
) o ) - legyen ez nékem, a ti nemzetségeiteRnél is.” I
gyogyito, ,,rekreacios” vagy éppen spiritualis célzattal. | 2. Méz. 30,23-25, 31. :

okorban is szamos kulturaban hasznaltak elOszeretettel

Valoban; a Tavol-Kelettdl az Asszir birodalmon at az 6kori Goérégorszagig szamos helyen van
nyoma annak, hogy a ,klasszikus” felhasznalasi modok (pl. kotélverés) mellett a vadkender
kiilonleges, hangulati életre, realitiskontrollra vagy fajdalomérzetre gyakorolt hatasait is
kiaknaztak, valamint szamos betegség ¢és korallapot (pl. sebek vagy galandférgesség)
kezelésében is elészeretettel alkalmaztak (Sula, 1975; Mechoulam, 1986; Butrica, 2002).
Olyan elmélet is van, mely szerint a bibliai szent kenet egyik alkotdja is a vadkender volt:
ezen elképzelés szerint a ,,kaneh-bosim” (oia-73p) egyszeri forditasi hiba miatt lett ,,illatos
kalmus”-ként, azaz gyakorlatilag cukornadként azonositva, hiszen a ,,kaneh” nemcsak nadat,
hanem kendert is jelenthet (Sula, 1975)’.

Akarhogy is, az kétségtelen, hogy az emberek a vilag szamos pontjan észrevették, hogy
a vadkender kiilonb6z6 modokon torténd fogyasztasat sajatos élettani (pl. analgetikus hatasok
stb.) és pszichés reakciok kovethetik (ellazultsag érzése, elmélkedésre vald hajlam, esetenként
szorongas stb.). Ezen hatdsok részletekbe mend tanulmanyozasa az 1900-as évek masodik

felében, a novénybdl készilt kabitoszerek (marihudna, hasis) elterjedésével parhuzamosan

7 Bar valdban izgalmas elképzelés, a rend kedvéért meg kell jegyezniink, hogy az 6szdvetség-szakérték dontd
tobbsége nem osztja ezt a nézetet.
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bontakozott ki; hatteriik tudomanyos igényli magyarazatara azonban egészen a XX. szazad

végéig varni kellett.

3.2.2. A névényi kannabinoidok (FK)

A kiilonleges” ¢lettani hatdsokért felelés molekuldk, azaz a ,fito-” vagy ndvényi
kannabinoidok (FK)® koziil elsdként a kannabinolt (CBN) sikeriilt izolalni a XIX. szizad
végén®, Ezt az 1930-as -40-es években kovette elébb a CBN szerkezetének feltérképezése,
majd a vegyiilet szintézise, végiil pedig (dontéen a méltatlanul elfeledett Roger Adams
erofeszitéseinek eredményeként) wjabb FK-ok (a (-)-kannabidiol [CBD], illetve a
tetrahidrokannabinol [THC]) azonositasa (attekinti: Pertwee, 2006). Erdekes médon mindezen
eredmények csaknem két évtizeden at szinte visszhangtalanok maradtak, mignem a Raphael
Mechoulam vezette munkacsoportnak a korabbiaknal pontosabban sikeriilt leirnia elébb 1963-
ban a CBD, majd 1964-ben a THC (egész pontosan a ,,(—)-transz-A%-tetrahidrokannabinol”)
kémiai strukturdjat (Mechoulam és Gaoni, 1965a és b). Ezen kezdeti 1épéseket kdvetden a
mult szazad masodik felében szamos tovabbi FK leirasara keriilt sor a vadkenderben, igy
napjainkra az ismert vegyiiletek szama meghaladja a szazat (Russo, 2011); sét, a
kozelmultban a Cannabis sativa sejtmagi® és kloroplasztisz genomjanak (Vergara és mtsai.,
2015) szekvenalasara is sor keriilt, ami (ijabb lendiiletet adhat a FK kutatasoknak.

,Klasszikus™'! FK-oknak a Cannabis sativabodl izolalhatd, kozds prekurzorokbol

szarmaz6 terpeno-fenol vegyiileteket nevezziik, melyeket szerkezetiik finomabb sajatsagai

8 Erdekes modon a FK-ok ndvényben jatszott szerepe a mai napig sem tisztazott. Jelenleg a legvaldsziniibb
feltételezés az, hogy egyes FK-ok a mitokondrialis funkcidk negativ regulalasaval nekrdzist okoznak (Morimoto
és mtsai., 2007; Shoyama és mtsai., 2008), de ez, kiilonosen a FK-ok nagy szdmanak ismeretében meglehetdsen
elnagyolt, kevéssé kielégitd elméletnek tiinik.

® Tudomanytdrténeti szempontbol érdekes, hogy a Pallas 1893-as kiadasu, magyar nyelvii nagylexikona mar
ismeri és néven nevezi a Cannabis sativa ,hathatds gyantajanak™ egyes alkotoit, a ,,mérges” ,,tetanokannabin”-t
és az ,,altatd” ,.kannabin”-t, melyek alkoholos kivonatat (6pium helyett) altatisra javasolja hasznalni.

10 Ezzel kapcsolatban bdvebb informacio a http://csativa.elasticbeanstalk.com/ honlapon érhetd el.

11 A vadkenderen kiviil szamos mdas, zommel a Brassica-félék kozé tartozd ndvény, igy példaul a kaposzta
esetében is sikeriilt ,kannabinoid hatasu” vegyiileteket (pl. B-kariofillén) kimutatni, azonban ezek pontos
karakterizalasa még gyerekcipdben jar, szerkezetiik pedig kiilonbozik a ,klasszikus” FK-okétol (6sszefoglaljak:
Gertsch és mtsai., 2010).
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alapjan (legaldbb) 11 tovabbi alcsoportba osztanak (Fellermeier és mtsai., 2001; ElSohly és
Slade 2005; Gertsch és mtsai., 2010). Valamennyien erdsen lipofil molekulék, ezért, bar egyes
kutatok mar az 1980-as évek elején felvetették, hogy bioldgiai aktivitdsuk akar receptor-
medialt is lehet (Howlett és Fleming, 1984), az 1980-as évek derekdn az volt az uralkodd
allaspont, hogy idegrendszeri (hallucinogén, euforizald, analgetikus, antikonvulziv stb.) és
egyeb (immunszuppressziv, termoregulativ, horgétagitod, szemnyomascsokkentd stb.) hatasaik
hatterében egész egyszerlien a célsejtek membranperturbacioja all (Martin, 1986). Amikor
azonban az 1990-es évek elejére leirtdk a két ,klasszikus” kannabinoid receptort, a CB1-et
(Devane és mtsai.,, 1988) és a CBo-t (Munro és mtsai.,, 1993), megsokszorozddott a
tudomanyos érdeklédés a teriilet irant. Ennek nyoman napjainkra kideriilt, hogy a FK-ok
szamos egyéb receptor ¢és cellularis célpont mikodésének befolydsolasara képesek. A
teljesség igénye nélkiil ilyenek Ilehetnek egyes tranziens receptorpotenciala (TRP)
kationcsatornak (Clapham, 2009; Caterina, 2014), bizonyos szerotonin, adenozin és adrenerg
receptorok, CYP enzimek, mitokondrialis transzporterek stb. (Osszefoglaljak: Mackie és
mtsai., 2008; Yamaori és mtsai., 2010; 5. abra). A fenti farmakoldgiai promiszkuitas
ismeretében konnyen érthetévé valik, hogy a FK-0k bioldgiai hatasai mogott tobbnyire nem
egyetlen, hanem adott esetben egy egész sereg célmolekula aktivitasanak az adott FK-ra

jellemzd, karakterisztikus befolyéasolésa all.

3.2.3. A (-)-kannabidiol (CBD)

A THC mellett a CBD a masodik legszélesebb korben vizsgalt FK. , Népszertiségét”
alapvetéen annak koszonheti, hogy meglehetdsen nagy mennyiségben fordul eld a
vadkenderben, és alkalmazisa nem vezet pszichotrdép hatdsok kialakulasdhoz, s6t képes
kivédeni a THC ilyen iranyt mellékhatasait anélkiil, hogy csokkentené¢ annak kivanatos
fajdalomcsillapito, gorcsoldd vagy éppen tumorellenes aktivitasat. A kutatasok emellett hamar
ramutattak arra is, hogy az 6nmagaban adagolt CBD-nak is szdmos kedvezd (egyebek mellett
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antipszichotikus, szorongasoldo, antikonvulziv és immunmodulans) hatasa van (Ameri, 1999;

Zuardi és mtsai., 2006a és 2006b; Bitencourt és mtsai., 2008; Morgan és mtsai., 2010; Booz,

2011; Burstein és mtsai., 2015; Welty és mtsai., 2015). Mindezek fényében nem meglepd,

hogy jelenleg is szamos klinikai vizsgalat targyat képezi a CBD esetleges tovabbi jotékony

hatasainak felderitése (az USA-ban tervezett, éppen zajlo, illetve mar befejezett klinikai

vizsgalatokrol a https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=cannabidiol honlapon érheté el

tovabbi, naprakész informacio).

Ligandumok

«Novel”

GPR18,

GPRSS, TRPV1, TRPV?2,
GPRO2. TRPV3, TRPV4,
GPRI119 TRPAL, TRPM8

Fitokannabinoidok

»Klasszikus”

THC, THCV, CBD,
CBN, CBG, CBGV,
CBC, CBDV, CBE,
CBT, CBL stb.

Egyéb

modulitorok
pregnenolon
lipoxin A4
stb.

»Nem-klasszikus”

B-kariofillén,
falcarinol stb.

Ionotrép

Egyéb
targetek

- \ﬂl

Enzimek

Direkt gatlas/negativ. modulacié

5-HT., uR, 8R, A;, Ca,3.1, Ca,3.2, Ca,3.3, N-, P-, P/Q-
¢és T-tipusi Ca?* csatornak, K ap, TASK-1, -3, TREK-1,
K,1.2, K15, K 3.1, Na, CYP1AL, -1A2, -1B1, ENTI,
VDACL, 5- és 15-LOX, COX,, m és NAChR-0k

Lebontas

monoacilglicerol-lipaz, zsirsavamid-hidrolaz,
a/B-hidrolaz 6 és 12, N-acil-etanolamint
hidrolizalé savamidaz, COX,, LOX-ok stb.

5. abra Az (endo)kannabinoid rendszer felépitése és kolcsonhatdsai
(Mackie és mtsai., 2008; Di Marzo, 2008, Liu és mtsai., 2008, Abood és mtsai., 2013; Raboune és mtsai., 2014,
Maccarrone és mitsai., 2015; és Pertwee, 2015 alapjan; a réviditések magyardzatat lasd a szovegben)
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A CBD raadasul igen jol toleralhato, hiszen egy, a 2000-es évek kdzepén végzett human
klinikai vizsgalat tanusaga szerint még per os 1280 mg/nap maximalis dézisban egy honapig
adagolva sem valtott ki emlitésre méltd mellékhatdsokat (Zuardi és mtsai.,, 2006b). A
Sativex® nevii gyogyszer egyik aktiv hatoanyagaként pedig évek oOta alkalmazzik sclerosis
multiplex kezelésében — szintén igen kedvezd mellékhatasprofillal (Pertwee, 2006). A CBD
biztonsagossagat ¢és sokoldalusagat az is jol mutatja, hogy sulyos, terdpiarezisztens
gyermekkori epilepsziaformak (Lennox-Gastaut ¢és Dravet-szindroma) kezelésében a
kozelmultban fazis 3 klinikai vizsgalati szakaszba jutott Epidiolex® markanév alatt, és az
eddigi adatok tantsaga szerint az igen jelentds rohamfrekvencia-csokkenés mellett csak
minimalis mellékhatasok (étvagycsokkenés, almossag) alakultak ki (ezzel kapcsolatban

bévebb, naprakész informacié a http://www.gwpharm.com/Epidiolex.aspx honlapon

talalhato).

A CBD kedvezoé hatdsainak hatterében meglehetdsen szertedgazd célpontspektrum
huzodik. Az elmult években sikeriilt kimutatni, hogy aktival tobb TRP csatornat, valamint az
5-HT1a szerotonin és az Aoa adenozin receptorokat, és gatolja egyebek mellett a GPR55,
TRPMS, 5-HT3 vagy a p opioid receptorokat (Bisogno €s mtsai., 2001; Russo €s mtsai., 2005;
Kathmann és mtsai., 2006; De Petrocellis és mtsai., 2008; Pertwee, 2008; Qin és mtsai., 2008;
Akopian ¢és mtsai., 2009; Ross, 2009). Mindezek mellett képes egyes gyulladasos
kulcsenzimek (ciklooxigenazok és lipoxigenazok) gatlasara, valamint a foszfolipdz A2
(PLA:?) aktivitasanak fokozasara is (Pertwee, 2008).

Meglepé modon az irodalom nem egységes a CB1-en €s CB2-n kifejtett hatasait illeten.
Az uralkodd nézet szerint a CBD ezen receptorok potens antagonistaja (Thomas és mtsai.,
2007) vagy negativ allosztérikus modulatora (NAM) (Laprairie és mtsai., 2015). Masok

szerint ugyanakkor nem is kotddik hozzajuk (Straus, 2000) vagy legalabbis szintetikus
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enantiomeré¢hez, a (+)-kannabidiolhoz képest joval kisebb a receptoraffinitasa (Bisogno és
mtsai., 2001).

A CBD hatasainak sokszinliségét és egyben a kannabinoid szignalizacid Osszetettségét
jol példazza, hogy mindezen biokémiai adatok dacara Pucci és munkatarsai nemrégiben arrél
szamoltak be, hogy hamsejteken a CBD a CB1 aktivdlasaval gatolja azok differencidlodasat
(Pucci és mtsai.,, 2013). Hasonloképpen, Stanley és munkatarsai human mezenterialis
artéridkat vizsgalva jutottak arra a kovetkeztetésre, hogy a CBD NO-medialt vazorelaxans
hatasat a CB1 kozvetiti (Stanley és mtsai., 2015). Ez utobbi eredmények értelmezéséhez a
kulcsot minden valoésziniiség szerint a Bisogno és munkatarsai altal kozolt adatok adhatjak
meg, melyek szerint a CBD képes az endogén kannabinoidok lebontasaban szerepet jatszo
bizonyos molekulak, a kovetkezd fejezetekben részletesebben is bemutatasra keriild
zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) és az endokannabinoid membrantranszporter (EMT) gatlasara,
utan (Bisogno ¢és mitsai., 2001). Ily moédon a hamsejteken és ereken leirt CBi-aktivacid

minden valoszinliség szerint indirekt, ,,entourage” hatas eredményeként alakul ki.

3.2.4. Az endokannabinoid rendszer (ECS) felépitése

Mar az els6é FK-aktivalt receptorok azonositasat kovetden felmeriilt a gondolat, hogy
evolucios értelemben igen kevéssé valoszinii, hogy az emberi test kiilon receptorokat fejezzen
ki pusztan csak a vadkender specialis hatdéanyagainak érzékelésére, igy az 1980-as évek
végétdl intenziv kutatasok indultak el a lehetséges endogén ligandok azonositasara. Ezen
vizsgalatokat rovid idén beliil siker koronazta: a Raphael Mechoulam vezette munkacsoport
1992-ben azonositotta az elsé endogén ligandot, az ,anandamid”-nak!? elnevezett

arachidonoil-etanolamint (AEA; Devane és mtsai., 1992), majd 1995-ben a megtalalta a

12 A hagyomanyos elnevezés érdekessége, hogy a szanszkrit ,,ananda” (3Teleg) sz0bol szarmazik, ami az

ujjasziiletési  ciklusok  végén  bekovetkezd tokéletes, ,,udvozilt” boldogsdgot jelenti  (forras:
https://en.wikipedia.org/wiki/%C4%80nanda_(Hindu_philosophy)).
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masodik ,,belsé¢” kannabinoidot, a 2-arachidonoil-glicerolt (2-AG) is (Mechoulam és mtsai.,
1995). Napjainkra mar tudjuk, hogy a kiilonféle kannabinoid receptorok, azok endogén
ligandjai, az ,,endokannabinoidok” (eCB-0K)™ és az ez utobbiak felépitéséért és lebontasaért
felelds enzim- és transzporter apparatus egy komplex jelatviteli halozatta allnak 6ssze, melyet
Osszefoglaldo néven ,endokannabinoid rendszer’-nek (ECS) nevezink (5. abra;
Osszefoglaljak: Demuth és Molleman, 2006; Mackie és mtsai., 2008; Pertwee és mtsai., 2010;
Abood és mtsai., 2013; Maccarrone és mtsai., 2015; Pertwee, 2015).

A rendszer Osszetettségét jol jelzi, hogy a fentebb emlitett 2-AG-on és AEA-on kiviil
szdmos tovabbi, arachidonsavbol (AA) szarmazo ,klasszikus” (pl. noladin-éter, virodamin
stb.) és nem AA-eredetli ,,novel” (pl. palmitoil-etanolamin, oleoil-etanolamin stb.) ligandum,
valamint ,,eCB-szerli molekula” (N-acil-aminosavak) leirasara keriilt mar sor (Mackie és
mtsai., 2008; Di Marzo, 2008; Raboune és mtsai., 2014; Pertwee, 2015). A klasszikus eCB-0k
tobbnyire ,,sziikség esetén” a membranokbol kihasitédva szintetizalddnak, majd a sejtekbe
minden valdsziniiség szerint facilitalt diffazioval* torténd felvételiiket kovetden gyorsan
lebontasra keriilnek (Mackie és mtsai., 2008; Di Marzo, 2008).

A lipofil ligandok és allosztérikus receptormodulatorok (pl. a pregnenolon; Pertwee,
2015) mellett az utdbbi idékben egyre tobb adat szol amellett, hogy a CB1 és CB> aktivitasat
fehérje természetli ligandok (pl. a hemoglobin o lancabdl szarmazo CB: antagonista
hemopresszin [Bénard és mtsai., 2012], illetve az ennek hasitasaval 1étrejovo oligopeptidek, a
»pepkan”-ok; Bauer ¢és mitsai., 2012; Hofer és mtsai.,, 2015; Pertwee, 2015) is
befolyasolhatjak. Ez utobbiak raadasul azért is roppant érdekesek, mert van kozottiik olyan

(pl. a 12 aminosavbol allo ,,pepkan-12), ami képes negativ és pozitiv allosztérikus

13 Erdekes modon a jelenleg ismert FK-ok és eCB-ok kozott nincs elsére szembetiing szerkezeti hasonlosag. Az
AEA és a 2-AG egyes vizes oldatban mutatott konformacioi (pl. az AEA ,,U-alak” konformacidja) esetén
azonban felfedezhetéek a THC szerkezetéhez hasonldé motivumok, és ilyenkor a molekuldk mérete is hasonlova
valik. Mindezek alapjan egyes kutatok feltételezik, hogy ezek a specidlis konformacidk allhatnak az atfedd
receptorspektrum hatterében (attekinti: Fisar, 2009).

14 Bar szamos adat szo6l a tudomanyos kdzéletben tényként kezelt 1étezése mellett, mind ez ideig nem sikeriilt
azonositani az eCB-ok transzmembran szallitdsat végz6 molekulat (Chicca és mtsai., 2012).
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modulatorként (PAM) is fellépni, hiszen a CBi-en NAM-ként, mig a CBz-n PAM-ként

viselkedik, aminek a jovébeli célzott, kedvezé mellékhatisprofila®

ECS-alapu terapias
megkozelitések fejlesztésekor nagy jelentdsége lehet.

A fent emlitett ligandok koziil mind ez ideig csak a legkordbban felfedezett néhany eCB
szintézisében ¢és lebontdsdban részt vevd enzimeket ismerjiik részleteiben. A 2-AG
szintéziséért dontéen a diacilglicerol-lipaz (DAGL)-a és — felelés, mig az AEA-ot foként az
N-acil-foszfatidil-etanolamin-specifikus foszfolipiz D (NAPE-PLD) termeli. Lebontasukat
rendre a monoacilglicerol-lipaz (MAGL), illetve a zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) végzi, de az
AEA esetében bizonyos esetekben alternativ enzimek (pl. a ciklooxigenaz [COX]-2) szerepe
is jelentdssé valhat (Mackie és mtsai., 2008).

A kannabinoid szignalizacio vizsgalatat a ligandok sokszinlisége mellett a meglehetdsen
széles receptorialis spektrum is megneheziti, hiszen a metabotrop (pl. CB1, CB2, GPR55 stb.)
receptorok mellett ionotrop (egyes TRP csatorndk) ¢és intranukledris (peroxiszoma
proliferator-aktivalta receptorok [PPAR-o0k]) aktivitasat is befolyasolhatjak kiilonféle eCB-0k
¢és FK-ok (5. abra; Mackie és mtsai., 2008; Di Marzo, 2008; Abood és mtsai., 2013; Raboune
¢s mtsai., 2014; Maccarrone ¢és mtsai., 2015; Pertwee, 2015). Szamos koziiliik rdadasul
gyakran ,.elfogult” agonistaként viselkedik, azaz ugyanazon receptor esetében a kiilonféle
ligandok eltéré masodlagos jelpalyak aktivalodasat okozhatjak (,,biased agonism”; Hudson és
mtsai., 2010). Emellett a CB: receptorrdl ismert, hogy hajlamos mas 7 transzmembran
doménnel rendelkezd receptorokkal (pl. p opioid receptor, D2 dopamin receptor, Axa adenozin
receptor stb.) dimerizalodni, ami mindkét résztvevo jelatvitelét alapjaiban modositja (5. abra;
Mackie ¢és mtsai.,, 2008; Lazzerini és mtsai., 2012). Ha mindehhez hozzavessziik, hogy

elméleti megfontolasok alapjan a lipid természetii ligandok befolyasolhatjak a membranok

15 Amint arr6l a 3.2.6. alfejezetben részletesen is sz6 esik majd, a kozponti idegrendszerben expresszalodo CB1 a
f6 felelds a kannabinoidok pszichotrop hatasaiért, mig a dontden a periférian eldfordulé CB2-nek (sok egyéb mas
mellett) inkabb gyulladasgatlo hatast tulajdonitanak; igy a CBi1-et gatld (vagy legalabbis nem aktivalo), de a CB>
aktivitast fokozo szerek gyogyszerfejlesztési szempontbdl igen izgalmas molekulak lehetnek.
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lipidraftszerkezetét, illetve, hogy egyes kannabinoidok szamos ioncsatorna (fesziiltségfiiggd
kalcium ¢és kalium csatornak, fesziiltségfiiggd anioncsatorna-1 [VDAC1] stb.), enzim (pl.
CYP-ek, lipoxigenazok [LOX] és COX2) és transzporter (pl. ekvilibrativ nukleozid
transzporter 1 [ENT1]) aktivitasat modositjak (Mackie és mtsai.,, 2008; Di Marzo, 2008;
Abood és mtsai., 2013; Raboune és mtsai., 2014; Maccarrone és mtsai., 2015; Pertwee, 2015);
valamint, hogy az AEA és egyes FK-ok CB:-fliggd modon komplex epigenetikai valtozasokat
IS okoznak (Paradisi és mtsai., 2008; Pasquariello és mtsai., 2009; Pucci és mtsai., 2013),
azonnal vilagossa valik, miért ennyire dsszetettek a kiilonféle kannabinoid vegyiiletek élettani

hatésai (5. abra).

3.2.5. A TRP ioncsatorndk csaladja

Amint arrdl az elobbiekben mar szo esett, a novényi €s endogén kannabinoidok egy
része képes bizonyos TRP csatornak aktivalasara is (Caterina, 2014), jabb eredmények
szerint pedig ezek a molekuldk lehetnek az ,,eCB-szeri” N-acil-aminosavak elsédleges
célpontjai (Raboune és mtsai., 2014). A Bernd Nilius altal talaléan csak ,,Truly Remarkable
Protein”-eknek nevezett TRP ioncsatorna szupercsalad tagjai 6 transzmembran doménnel
rendelkez6 alegységekbdl felépiild, egymassal homo- vagy esetenként heterotetramer
formaban funkcionalis csatornat képezé molekulak adjak. Ezek tobbnyire nem-szelektiv, de
leginkabb Ca?*-ra permedbilis ioncsatorndk, bar vannak koztiik Na*-ra, illetve Mg?*-ra
specifikusak is. Az emberben eléforduld formaikat strukturalis sajatsagaik alapjan jelenleg hat
alcsoportba (A: ankirin; C: kanonikus; M: melasztatin; ML: mukolipin; P: policisztin; V:

vanilloid) soroljak, melyeknek napjainkig Osszesen 28 tagjat'®

azonositottak. Elettani és
korélettani jelentéségiiket’’ csak mostanaban kezdjiik mélyebben megérteni (Clapham, 2009;

Moran és mtsai., 2011; Clapham és mtsai., 2015), de egyre tobb adat mutat arra, hogy a

18 Ezek egyike a TRPC2 emberben pszeudogén, azaz a fehérje nem expresszalodik (Clapham, 2009).

17 Ennek részletes targyaldsa messze tGlmutat a jelen disszerticio keretein; az érdeklédd olvasd azonban
naprakész képet kaphat a TRP csatornakkal kapcsolatos eredményekrél egyebek mellett az IUPHAR Guide to
Pharmacology honlapjan (http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/FamilyDisplayForward?familyld=78).
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»Kklasszikusan” ismert idegrendszeri érzéfunkciok (pl. fajdalomérzés, viszketés, hdérzékelés)
mellett a bér és a borfiiggelékek biologidjanak szamos aspektusaban (barrierfunkciok,
szornovekedés, faggyttermelés, gyulladasos folyamatok, melanintermelés stb.) is fontos
szerepet jatszanak (részletesen attekintik: Moran és mtsai., 2011; Olah és mtsai., 2012; To6th

¢és mtsai., 2014).

3.2.6. Az ECS adltalanos élettani hatasai

Jelen értekezés keretei kozott terjedelmi okokbol természetesen nem lehet cél az ECS
valamennyi ¢€lettani hatasanak részletekbe mené bemutatasa, hiszen egyes elemei az emberi
szervezet szinte valamennyi szervében, szovetében megtalalhatoak!®. Legfontosabb,
leginkdbb karakterizalt hatasai részint a kozponti idegrendszerhez (KIR)'®, részint pedig az
immunrendszerhez kotédnek, de a csont- és zsiranyagcserén, vérnyomason —és
inzulintermelésen 4t a spermatogenezisig szdmos élettani folyamatra hatast gyakorol
(0sszefoglaljak: Mackie és mtsai., 2008; Abood és mtsai., 2013; Maccarrone és mtsai., 2015).

A KIR-ben az eCB-ok jellemzden retrograd neurotranszmitterként kozvetleniil,
valamint az asztrocitakon hatva indirekt modon is modulaljak a szinaptikus jelatvitelt (Mackie
¢és mtsai., 2008; Kdszeghy €és mtsai., 2015), €és ezen keresztiil szabalyozzak egyebek mellett a
hangulatot®®, az étvagyat vagy éppen a fajdalomérzést (Mackie és mtsai., 2008). Az ECS
masik jol karakterizalt hatokére az immunrendszer, ahol jellemzéen az immunvalasz kéros

talfutasat” megakadalyozo gyulladasgatld, illetve anti-allergias hatasokat tulajdonitanak neki

18 Az ECS kozponti, ubikviter jelentbségét jol jelzi, hogy bizonyos tagjai valamennyi eukariota szervezetben
megtalalhatoak. Erdekes modon a rendszer filogenetikai vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy a ligandok a
,Kklasszikus” receptorokhoz képest a torzsfejlodés soran ,.korabban” alakultak ki, ami a ,,nem-klasszikus” eCB
jelatvitel evolucios jelentdségét emeli ki (Elphick és Egertova, 2005; McPartland és mtsai., 2006).

19 Az ECS kozponti jelent6ségét jol jelzi, hogy a KIR-ben a CB; az egyik leggyakoribb G-protein kapcsolt
receptor (Herkenham és mtsai., 1990; Pagotto és mtsai., 2006).

2 Az ECS ,hangulatjavitd” hatasat egy nemrégiben publikalt populacidogenetikai tanulmény is megerdsiti.
Eszerint az egyes nemzeteken beliil a ,,nagyon boldog” emberek aranya szorosan korrelal a FAAH ,,rs324420 A”

allél el6fordulasaval, ami az enzim csdkkent aktivitasa miatt fokozott eCB-tonust eredményez (Minkov és Bond,
2016).
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(Di Marzo, 2008; Mackie és mtsai., 2008; Abood és mtsai., 2013; Maccarrone és mtsai.,
2015).

Ezen hatasok kialakitdsaban az egyik legfontosabb tényezd az eCB-tonus mértéke, amit
a sejtek kornyezetében aktudlisan jelenlévé eCB-ok mennyiségének szabalyozasaval a
felépitd és lebontd enzimek aktivitdsa hatdroz meg. Jelen tudasunk szerint ezek kozott az
AEA-ot lebontd zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) tiinik legjelentdésebbnek?. Az enzim
mikodésének gyliimoleseként a gyulladasgatlo AEA-bol egy potens gyulladdsos mediator, az
AA képzodik, igy voltaképp a FAAH-aktivitds kozponti ,,dontéshozo” a pro- és anti-
inflammatoérikus hatasok egyenstlyanak beallitdsaban (Di Marzo, 2008; Mackie és mtsai.,
2008). Epp ezért egyaltalan nem meglepd, hogy a FAAH gatlasa szamos, foként koros
gyulladésos folyamatokkal jellemezhetd betegség és korallapot kezelésében meriilt mar fel

lehetségként (attekintik: Di Marzo, 2008; Maccarrone és mtsai., 2015).

3.2.7. A kannabinoidok és a bor

Az ECS kiilonboz6 tagjait természetesen a (human) bérben is kimutattak mar. Jelen
ismereteink szerint boriink legjelentdsebb eCB termeldi az epidermalis keratinocitak és a
piloszebaceus egység két tagja (a szortiiszOk és a FM-ek), azonban kisebb mennyiségben mas
sejtek és struktarak (pl. verejtékmirigyek, érzdidegek) is képesek AEA és 2-AG termelésére.
Igazolést nyert az is, hogy szdmos sejtféleség expresszal kiilonb6z6 kannabinoid receptorokat,
a felszabaditott eCB-ok hatdsai pedig rendkiviil széleskoriiek (Telek €s mtsai., 2007; Dobrosi
¢és mtsai., 2008; Czifra és mtsai., 2012; részletesen attekintik Bir6 és mtsai., 2009; Kupzyk és
mtsai., 2009; Caterina, 2014; Maccarrone és mtsai., 2015; 6. abra).

A teljesség igénye nélkiil napjainkra bebizonyosodott, hogy az eCB-tonus fokozddasa

jelentds fajdalom- és viszketéscsillapitd, valamint gyulladdsgétld hatassal rendelkezik. Az

21 Természetesen a tonust a termelés és lebontds egyensiilya szabja meg, igy tehat a lebonté enzimek mellett a
felépitésben részt vevok is fontos élettani szabalyozodi a kialakulasanak. Tekintettel azonban arra, hogy jelenleg
nem rendelkeziink a felépité enzimek aktivitasat fokozé farmakonokkal, a tonus novelésére csak a lebonto
enzimek gatloszereit hasznalhatjuk.
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ECS szadmos bdrdaganat esetében Osszetett tumorellenes (anti-proliferativ, pro-apoptotikus €s
anti-angiogén) aktivitast mutat, és részt vesz egyebek mellett a melanogenezis vagy a bazalis
membran képzésének szabalyozasaban is (Bird és mtsai., 2009; Kupzyk és mtsai., 2009; Pucci
és mtsai., 2011; Pucci és mtsai., 2012; Maccarrone és mtsai., 2015; Yasumizu és mtsai., 2014;
6. abra). Ismert az is, hogy az AEA (egyes FK-okhoz hasonldéan) a DNS-metilacio CB1 és
mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)-fliggd befolyasoldsaval gatolja az epidermalis

keratinocitak differencidlodasat (Maccarrone és mtsai., 2003; Paradisi és mtsai., 2008).
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6. abra A bor ECS-ének vazlatos attekintése
(Biré és mtsai., 2009 és Maccarrone és mtsai., 2015 nyomdn)

A fenti, epigenetikai szintli szabalyozads nem az egyetlen kiilonlegesség az eCB-0k
borben kifejtett hatasainak soraban. Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy az AEA

hamsejt proliferaciot gatld hatasanak hatterében a CB1 és a TRPVI ,sorosan kapcsolt”
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aktivalodasa all (Toth és mtsai., 2011a). A tény, hogy a lokalisan termelt eCB-ok
befolyasoljak az epidermalis keratinocitak osztodasat és differencialédasat, természetesen mar
Onmagaban is valoszinlsiti, hogy az eCB-tonusnak szerepe lehet az epidermalis barrier
kialakitasaban. Ezt a feltételezést tovabb erdsiti, hogy a CB1 és a CB2 expresszidja, illetve a
FAAH ¢és EMT aktivitasa is rétegfiiggd modon valtozik az epidermiszben (Maccarrone és
mtsai., 2003; Pucci és mtsai., 2011). A kérdés részletes vizsgalatat Roelandt és munkatarsai
végezték el a kozelmultban. CB1 és CB2 KO egerek epidermalis barrierjének regeneralodasat
tanulmanyozva arra a meglepd kovetkeztetésre jutottak, hogy a két receptor (legalabbis
egérben) ellenkezd iranyban befolyasolja a folyamatot: a CB1”" egerek esetében lelassult, mig
a CBy” allatok esetén felgyorsult a barrier mechanikus sértést kovetd regeneralodasa
(Roelandt és mtsai., 2012). Az eredményekkel dsszefiiggésben azt is kimutattak, hogy a CB,”"
egerek esetén fokozott volt a lamellaris testek szekrécidja, mig a CB1”" allatok esetén
epidermalis lipid-dezorganizacio volt megfigyelhetd (Roelandt és mtsai., 2012).

Erdekes modon a két klasszikus kannabinoid receptor ellentétes hatdsai nem példa
nélkiiliek a borben. Hasonld funkcionalis antagonizmust mutattak ki tobb tanulmany szerzoi
dermalis fibroblasztok esetében is. Palumbo-Zerr és munkatarsai sclerodermdban szenvedd
betegek fibroblasztjaiban csokkent FAAH expressziot mutattak ki (Palumbo-Zerr és mtsai.,
2012). Ezzel 6sszhangban mas munkacsoportok azt talaltak, hogy a FAAH farmakologiai és
molekularis biologiai gatlasa CB1-medialt jelatvitellel rontotta a bleomycin-indukalta fibrozis
tiineteit egerekben (Marquart és mtsai., 2010). Ezzel szemben a CB> aktivacidja sclerodermas
betegekbdl szarmazo fibroblasztokon anti-fibrotikus hatasunak bizonyult (Lazzerini et al.,
2012), a CBy” egerek pedig érzékenyebbek voltak a bleomycin-indukalta fibrézisra, mint
vadtipusu tarsaik (Akhmetsina €s mtsai.,, 2009). A képet tovabb ,,szinezi”’, hogy a pro-
fibrotikus hatast raadasul a CBi nem is onalloan, hanem az A;a adenozin receptorral

funkcionalis egységet alkotva fejtette ki, €s a paros barmely tagjanak gatlasa felfiiggesztette a
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hatast (Lazzerini és mtsai., 2012), ami felveti az e¢CB szignalizacio megfeleld iranya
modulacidjdban rejlé terdpids potencial esetleges jovObeli kiakndzasdnak lehetdségét
sclerodermaban. Ez mar csak azért is rendkiviil kecsegtetd iranynak igérkezik, mert az ECS
befolyasolasa a fibrotikus komponens mellett a scleroderma gyulladasos tiineteire is jotékony
hatast gyakorolhat. Bar e téren tapasztalhato némi ellentmondds az irodalomban
(0sszefoglaljak: Bird és mtsai., 2009 és Kupzyk és mtsai., 2009), a rendelkezésre all6 adatok
dont6 tobbségének tantisaga szerint ugyanis az ECS igen jelentds gyulladasgatlo hatast fejt ki

a bérben.

3.2.7.1. A kannabinoidok és a bor gyulladasos folyamatai

Bar ezt a koncepciot hizosejteken nyert korabbi eredményeink is jelentds mértékben
megerdsitették (Sugawara és mtsai., 2012), az ECS gyulladast korlatozo aktivitdsanak talan
legelegansabb bizonyitékat Meliha Karsak és munkatarsai szolgaltattak, amikor 2007-ben a
Science-ben kozolt tanulmanyukban kimutattdk, hogy a CB17/CB2” kettds KO egerek
esetében dramaian megnétt az allergids kontakt dermatitis esélye vadtipust alomtarsaikhoz,
illetve az egyszeres KO allatokhoz képest. Ezen cikk rendkiviili jelent6sége abban all, hogy
elséként irta le, hogy az epidermalis keratinocitak karosodott eCB szignalizacidja fokozott
gyulladdsos kemokin felszabaduldshoz vezet, ami a professzionalis immunsejtek toborzasaval
elinditja és fenntartja az allergias jellegli boérgyulladast. A tanulmany bemutatta azt is, hogy a
FAAH expresszio kiiitése és a kovetkezményesen fokoz6dd eCB-tonus (a THC kezeléshez
hasonloan)?®> hatékonyan csokkentette a 2,4-dinitrofluoro-benzénnel (DNFB) kivaltott
gyulladas tiineteit (Karsak és mtsai., 2007). Ezek szerint tehat (elméletileg) a keratinocitakra

haté eCB-tonus kozvetlen vagy kozvetett ndvelése a gyulladasos folyamatok egyik lehetséges

22 Rendkiviil érdekes, hogy egy, a kozelmultban megjelent kdzlemény tanlisaga szerint a THC gyulladasgatlo
hatasa CB;7/CB," kettds KO egerekben is kialakul, ami egyértelmiien kiemeli a ,,nem-klasszikus” kannabinoid
jelatvitel fontossagat a FK-ok anti-inflammatorikus aktivitasanak kozvetitésében (Gaffal és mtsai., 2013b). Ez
kiilondsen annak fényében fontos, hogy egy masik publikdcidoban Tubaro és munkatarsai szamos FK esetében
irtak le jelentds gyulladasgétld hatékonysagot topikalis alkalmazast kovetden (Tubaro és mtsai., 2010).
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kiindulopontjanak, a hamsejtek citokin- és kemokintermelésének a kozvetlen gatlasaval
valddi oki terapiat kindlva, minden korabbit feliilmtlo hatékonysaggal lehetne képes enyhiteni
szamos kiilonféle borgyulladas tiineteit. Ezen elgondoldssal Osszhangban Leonti é&s
munkatarsai azt talaltdk, hogy egy ndvényi eredetii CBi-specifikus inverz agonista, a
falcarinol, gyulladasoscitokin-felszabadulast valtott ki human keratinocitakbol, megerdsitve,
hogy a ,véd6” eCB tonus felfliggesztése valoban gyulladasos iranyba ,tolja el” a
keratinocitak biologiai viselkedését (Leonti és mitsai., 2010). Hasonloképpen, Keratinocita-
specifikus CBi17 egerekben Gaffal és munkatarsai a DNFB-vel indukalt kontakt
hiperszenzitivitasi reakci6 fokozddasat és elhuzodasat figyelték meg (Gaffal és mtsai., 2013a),
és 6k mutattdk ki azt is, hogy a keratinocitdkon expresszalt CBi1 receptor aktivacidja
enyhitette a fluoreszcein-izotiocianattal kivaltott AD-szer(i bérgyulladést egerekben (Gaffal és
mtsai., 2014).

A fenti, egérmodellekben nyert eredmények egyontetiien arra utalnak, hogy az
epidermalis keratinocitdkon kialakulé homeosztatikus eCB-tonusnak kdzponti jelentdsége van
a gyulladasos folyamatok korlatozasaban, igy feltételezhetd, hogy a tonust elsddlegesen
szabalyoz6 enzim, a FAAH expressziojanak és aktivitasanak fokozodasa hozzajarulhat a
gyulladas kialakulasdhoz, a ,,homeosztatikus” FAAH aktivitas helyreallitasa pedig képes lehet
kivédeni ezen hatasokat. A fenti megfontolasok szem el6tt tartasaval ezért kisérleteink ECS-re
fokuszalo részében a FAAH gyulladdsban jatszott szerepét vettilk gorcsé ald humdan

keratinocitakon.

3.2.7.2. A kannabinoidok és a borfiiggelékek

Bar korabbi adatok mar utaltak ra (Stinder és mtsai., 2005), végiil munkacsoportunk
eredményei alapjan bizonyosodott be, hogy az epidermalis keratinocitakhoz hasonloan a
human bér fliggelékei is funkcionalisan aktiv ECS-rel rendelkeznek. Kimutattuk, hogy a
rendszer egyes tagjai megtalalhatoak a verejtékmirigyek, a szortiiszok és a FM-ek sejtjein is,
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¢s alapvetden befolyasoljak azok miikodését (Telek és mtsai., 2007; Dobrosi €s mtsai., 2008;
Czifra és mtsai., 2012). Igazoltuk, hogy az ECS szamos tagja (a CB1 és CB2 metabotrop,
valamint a TRPV1, -2, -3 és -4 ionotrop kannabinoid receptorok, tobb eCB-okat felépitd és
lebont6 enzim, illetve endogén ligandok) megtalalhatdo a human verejtékmirigyekben. NCL-
SG3 human verejtékmirigy eredetli sejteket (Lee és Dessi, 1989; Wilson és mtsai., 1994;
Bovell és mtsai., 2008) vizsgalva pedig azt talaltuk, hogy eCB-kezelésiik CB;1 és CB> receptor
figgetlen modon fokozta azok lipidtermelését. Ennek a jelenségnek (a nyilvanvald
kozmetoldgiai vonatkozasokon tul) a termoregulacidoban lehet jelentdsége: a verejték
lipidtartalmanak ¢és ezzel viszkozitasanak ECS-medialt novelése ugyanis elméletileg fontos
tényezO lehet a folyadékcsepp szétteriilésének elOsegitésében és a korai (tehat hdleadas
szempontjabol haszontalan) legordiilés elleni védelemben (Porter, 2001; Czifra és mtsai.,
2012). Ilyen modon eredményeink alapjan nem elképzelhetetlen, hogy az ECS a periférian a
lokalis hészabalyozas egyfajta autonom eszkoze lehet.

Erdekes médon a fenti elgondolassal 6sszhangban 4116 megfigyeléseket tettink human
szortiiszék vizsgalatakor is. Azt tapasztaltuk ugyanis, hogy mind a CB:%, mind pedig az
ionotrép kannabinoid receptorként is funkcionalo, héérzékeny* TRPV1 és TRPV3
aktivalasakor csokkent a szOrszalak novekedése, a hajciklus® pedig a regressziv katagén, azaz
,Szo0rvesztd”, igy elméletileg hdleadast eldsegitd irdnyba tolddott el (Bodd és mtsai. 2005;
Telek és mtsai., 2007; Borbir6 és mtsai., 2011).

Bar a fentebb targyaltak jelentdés mértékben hozzajarultak a bér ECS-ének jobb

megismeréséhez, jelen dolgozat szempontjabdl a legfontosabb ilyen vonatkozasu eredmény

2 Meglepé modon az AEA-dal és a THC-vel szemben a 2-AG alkalmazasa nem véltott ki katagén regressziot. A
jelenség okat munkacsoportunk nem vizsgalta részletesebben, de az ujabb irodalmi adatok fényében
feltételezhetd, hogy a korabbiakban mar emlitett ,.elfogult” agonizmus allhat a hattérben.

24 Erdekes modon valamennyi eddig ismert ionotrop kannabinoid receptorként funkcionalé TRP csatorna egyben
jellegzetes homérsékleti tartomanyokra reagal6 ,,h6érzékeld” receptor is. A TRPV1 és -3 aktivitasa egyarant a
»meleg” (>41°C, illetve >33°C) hdtartomanyokban fokozodik (Clapham, 2009; Moran és mtsai., 2011; Caterina,
2014).

% A szOrtiiszOk ismétlédd novekedési (,,anagén”), regresszios (,katagén”) és kvazi nyugalmi (,telogén”)
fazisokbol felépiild, az egész élet folyaman fennmaradé életciklusa (Langan és mtsai., 2015; Won és mtsai.,
2015).
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az, hogy a szortliszOk és verejtékmirigyek mellett a FM-ek miikddését is befolyasolja az ECS.
Munkacsoportunk a kozelmultban kimutatta, hogy a szebocitdk termeldi és célpontjai is az
eCB-oknak, melyek valdsziniileg auto- és parakrin regulacié révén fontos szerepet jatszanak a
bazalis faggyulipid-termelés fenntartdsdban. Eredményeink szerint ugyanis a CB2 szelektiv
géncsendesitése (azaz az autokrin/parakrin ,,pro-lipogén” hurok megtorése) jelentdsen
csOkkentette a lipogenezist SZ95 szebocitdkon. A masik oldalrél kozelitve a kérdést, a sejtek
eCB-kezelése pedig a CB2 receptor - ERK1/2 MAPK - PPARy utvonal aktivalasaval
dramaian fokozta a neutralislipid-szintézist, ami felvetette az eCB diszregulacié lehetséges
szerepét az acne kialakuldsaban (Dobrosi és mtsai., 2008).

Bar ezen eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy az ECS fontos szabalyozo
szereppel bir a human FM-ekben, semmilyen adat sem allt rendelkezésre a FK-0k esetleges
hatasait illetden, ezért a fenti eredmények ismeretében kisérleteink masik iranya a FK-ok,

kozelebbrol pedig elséként a CBD FM-ekre gyakorolt hatasainak megismerésére iranyult.
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4. Célkitiizés

A fentiek fényében jelen kisérleteink soran a kovetkezd kérdések megvalaszolasat

thztuk ki célul:

1. Milyen hatast gyakorol a nem-pszichotrop FK CBD a human szebocitak biologiai
folyamataira, és az esetleges hatasokat milyen jelatviteli utvonal(ak)on keresztiil

fejti ki?

2. Milyen szerepet jatszik a FAAH a human epidermadlis keratinocitdk gyulladdsos

folyamatainak szabéalyozasaban?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérletek soran felhasznalt kéemiai agensek dattekintése

A kisérletek soran alkalmazott vegyszerek Osszefoglalasat az 1. tablazat tartalmazza.
Az oldoszerek esetleges aspecifikus hatdsainak kizdrasdra minden anyagbol ezerszeres
toménységl torzsoldatot készitettiink. A gyarto javaslata alapjan -20°C-on vagy 4°C-on tarolt
torzsoldatokbol kozvetlentiil a kezelés elott készitettiik el a szlikséges koncentracidkat a sejtek
tapoldataban ezerszeres higitast alkalmazva. Vizsgalataink soran kontrollként minden esetben

az anyagok oldoszerével ezerszeres higitasban kezelt sejteket hasznaltunk.
5.2.  Sejttenyésztés

5.2.1. A human immortalizalt SZ95 szebocitak tenyésztése

Kisérleteink soran a human FM-ekbdl szarmaz6 immortalizalt SZ95 sejteket (Zouboulis
¢s mtsai., 1999) Sebomed™ Basal Medium-ban (Biochrom, Berlin, Németorszag)
tenyésztettiik, amelyet 10 (V/V)% hdvel inaktivalt embriondlis szarvasmarha szérummal
(FBS; Life Technologies Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag), 1 mM CaCl,-dal
(VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag), 5 ng/ml human rekombinans epidermalis
novekedési faktorral (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), valamint 50 1U/ml penicillinnel
¢s 50 pg/ml streptomycinnel (mindkettd Teva, Debrecen, Magyarorszag) egészitettiink ki. A
tapoldat végsé Ca?* koncentracidja igy megkozelitéleg 1,25 mM volt (,normédl Ca?*-tartalmu
médium”). Azokban az esetekben amikor (az extracellularis Ca?* szerepének tisztizasara)
salacsony Ca®*-tartalmi médium”-ban végeztiik kisérleteinket, az oldatkészités soran
elhagytuk a CaClz szupplementaciot, megkdzelitdleg 0,25 mM-ra allitva be ezzel a végsd

Ca?*-koncentraciot.
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1. tablazat A kisérletek soran alkalmazott kémiai dgensek dattekintése

Név (rovidités)

Megjegyzés

Oldészer?®

Cayman Chemical

fert6zések modellje)

AM251 CB; inverz agonista Abszolut alkohol Company (Ann Arbor,
MI, USA)
. Dimetil-szulfoxid Cayman Chemical
AMG630 CB: antagonista (DMS0) Company
AMG 9810 TRPV1 antagonista DMSO Sigma-Aldrich
. , Cayman Chemical
Anandamid (AEA) eCB Abszolut alkohol Company
. Gyulladasos , Sigma-Aldrich (St. Louis,
Arachidonsav (AA) lipidmeditor Abszolut alkohol MO, USA)
Abszolut alkohol Cavman Chemical
CBD FK (in vitro), illetve y Coman
DMSO (ex vivo) pany
. . Kalcineurin (protein . .
Ciklosporin A (CSA) foszfataz 2B) inhibitor DMSO Sigma-Aldrich
GF109203X (GF) Altalanos PKC inhibitor DMSO Sigma-Aldrich
PR Calbiochem
G66976 (G6) A klasszikus” PKC DMSO (Nottingham, Egyesiilt
izoformak gatloszere A oa
Kiralysag)
Ultrapotens . .
GSK1016790A (GSK) TRPV4 agonista DMSO Sigma-Aldrich
H89 PKA inhibitor Sziirt desztillalt viz Sigma-Aldrich
Maybridge Ltd.
HC067047 (HC) TRPV4 antagonista DMSO (Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag)
Kapszazepin (CPZ) TRPV1 antagonista DMSO Sigma-Aldrich
Linolsav (LA) PPAR aktivator Abszolut alkohol Sigma-Aldrich
L. - Altaldnos TRP csatorna . .
Ruténium voros (RR) antagonista DMSO Sigma-Aldrich
Staphylococcus aureus TLR2 aktivator
lipoteichnoinsav (LTA) (a Gram-pozitiv Sziirt desztillalt viz Sigma-Aldrich

Tacrolimus (Protopic®)

Kalcineurin (protein
foszfataz 2B) inhibitor

Specialis asvanyolaj,
paraffin, propilén-

karbonat, vazelin és viasz

tartalmu formulacio

Astellas Pharma US Inc.
(Northbrook, IL, USA)

mtsai., 2014a)

aceton és olivaolaj 4:1
aranyu keveréke (in vivo)

Tesztoszteron (T) Androgén hormon DMSO Sigma-Aldrich
URB597 FAAH inhibitor DMSO Sigma-Aldrich
FAAH inhibitor DMSO (in vitro), illetve | Dr. August Wolff GmbH
WOBE440 (Nicolussi és aceton és olivaolaj 4:1 & Co. KG Arzneimittel
mtsai., 2014a) aranyu keveréke (in vivo) | (Bielefeld, Németorszag)
FAAH inhibitor DMSO (in vitro), illetve
WOBE479 (Nicolussi és o orives Dr. August Wolff GmbH

& Co. KG Arzneimittel

Foszfoinozitol-3 kinaz

Wortmannin (WM) (PI3K) inhibitor DMSO Calbiochem
Aox adenozin recentor Tocris Bioscience
ZM?241385 (ZM) oA recep DMSO (Bristol, Egyesiilt
antagonista Lo
Kiralysag)
v-irradialt, TLR4 aktivator
Escherichia coli 026:B6 (a Gram-negativ Sziirt desztillalt viz Sigma-Aldrich
lipopoliszacharid (LPS) fertézések modellje)

% Az abszolut alkohol és a DMSO a VWR International Kft.-t6] (Debrecen, Magyarorszag) szarmazott, mig az
acetont €s az olivaolajt a Biotox Sciences (San Diego, CA, USA) biztositotta.
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A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik, és a sejteket a 60-70%-0s konfluenciaszint
elérésekor passzaltuk, megeldzve ezzel a tenyészetek konfluencia-indukalt differencialédasat.

A tenyésztést 5% CO> tartalmu, parasitott 1égtérben, 37°C-on végeztiik.

5.2.2. A human immortalizalt (HPV-KER) és primer epidermalis keratinocitak (NHEK)

tenyésztése

A Human Papilloémavirus E6 antigénnel immortalizalt (HPV-KER; Szegedi és mtsai.,
2012; Polyanka és mtsai., 2013) és a primer human epidermalis keratinocitdkat (NHEK)
szérummentes EpiLife médiumban (Life Technologies Magyarorszag Kft.) tenyésztettiik,
melyet 1 (V/V)% ,Human Keratinocyte Growth Supplement”’-tel (Life Technologies
Magyarorszag Kft.), 1 (V/V)% antibiotikum (penicillin-streptomycin keverék; PAA
Laboratories GmbH., Pasching, Ausztria) és 0,5 (V/V)% antimikotikum oldattal (Fungizone®
Antimicotic; Life Technologies Magyarorszag Kft.) egészitettiink ki.

A human boérmintakat sebészeti beavatkozason atesd, borgyodgyaszati szempontbol
egészseéges donoroktol nyertiik, akik bormintdik kutatasi célu felhasznalasdhoz a megfeleld
tajekoztatast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtadk. A mintavételt és a szovetek, sejtek
felhasznalasat a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsdga €s a
Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal engedélyezte (protokollszam: DE OEC RKEB/IKEB
3724-2012; idigyiratszam: [X-R-052/01396-2/2012), a kutatds mindenben a Helsinki
Deklaracio szellemében, annak irdnyelveit a gyakorlatba iiltetve zajlott.

A NHEK-k izolalasara enzimatikus emésztést (2,4 IU/ml diszpaz [Roche Diagnostics,
Berlin, Németorszag] egy ¢éjszakan at 4°C-on) kovetéen dermo-epidermalis szeparacio, majd
rovid (20 perc, 37°C) 0,05%-os tripszines kezelés [Sigma-Aldrich]) révén keriilt sor. A
NHEK-k és a HPV-KER sejtek tenyésztését 5% CO- tartalmu, parasitott 1égtérben, 37°C-on
végeztiik. A médiumot minden masodik napon lecseréltiik, és a konfluencia-indukalta
differencialodas megeldzésére a sejteket a 70-80%-o0s konfluenciaszint elérésekor passzaltuk.
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A NHEK-k izolalasat és tenyésztését Hollosi Erika, Furin Lilla és Uzonyi Rendta

asszisztensnok végezték.
5.3.  Aszebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa

5.3.1. Oil Red O festés

A lipidtartalom vizsgalata soran els6ként Oil Red O festésnek vetettik ald a
szebocitakat. A sejteket liveg fed6lemezen tenyésztettiik, és a jelzett modon kezeltiik. Ezutan
a fedélemezeket kétszer mostuk foszfatpufferelt sooldattal (PBS: 115 mM NaCl, 20 mM
Na;HPO4, pH 7,4; mindketté a Sigma-Aldrich-t6l), majd a sejteket 4%-0s (g/100 ml)
paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk 1 oran keresztiil szobahOmérsékleten. Ezt
kovetden Gjabb két mosas kovetkezett PBS-sel és egy 60 (V/V)%-0s izopropanollal (Sigma-
Aldrich), amit a frissen készitett Oil Red O oldattal (3 mg/ml; 60 [V/V]%-0s izopropanolban
oldva) torténd festés kovetett (20 perc, 37°C-on). Ujabb PBS-sel torténd mosas utan a
sejtmagokat hematoxilinnel (Sigma-Aldrich) jeloltik 20 masodpercen keresztil. Az igy
megfestett sejteket vizes bazisi fedomédiummal (Dako, Glostrup, Dénia) fedtiilk, majd

fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

5.3.2. Fluoreszcens Nile Red jelolés

A lipidtermelés szemikvantitativ vizsgalatahoz fluoreszcens Nile Red jelolést
alkalmaztunk. A sejteket specialis, fluorimetrids mérésekhez hasznalatos (,,black well/clear
bottom”) 96 lyuku lemezre (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag) szélesztettiik
2.000 (6 napos kezelések), illetve 20.000 sejt/lyuk denzitdsban (24 és 48 oOras kezelések),
majd elvégeztiik a megfeleld kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasa utan 100 ul PBS-ben oldott
Nile Red oldatot (Sigma-Aldrich) mértiink a sejtekre 1 pg/ml végkoncentracidban, majd 20

percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk Oket. Az egyes lyukak fluoreszcencia intenzitasat
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FlexStation™ [I°®* vagy FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices, San Francisco, CA,
USA) segitségével detektaltuk.

Ismert, hogy a Nile Red excitacids és emisszids spektruma valtozik a lipidkdzeg
polaritdsanak fiiggvényében, igy a szebocitak citoplazméjaban felhalmozddo, jorészt neutralis
lipidekkel kitoltott vakuolumok elkiilonithetévé valnak a membranokat donté tobbségben
alkotd polaros lipidektdl. Az eltéré gerjesztési és detektalasi hullamhosszok kihasznalasaval
(neutralis lipidek excitacid/emisszid: 485/565 nm; polaros lipidek excitacid/emisszid: 540/620
nm) lehetdségiink nyilt a kétféle lipidtartalom parhuzamos detektaldsara (Alestas és mtsai.,
2006). Mivel a szebocitak terminalis differenciacidjat jelzé citoplazmatikus lipidakkumulacio
soran a sejtek neutralis lipideket halmoznak fel (Zouboulis és mtsai., 1999) ezen lipidek
mérésével betekintést nyerhettiink a differencialédas folyamataba, emellett a polaros lipideket
mintegy belsé kontrollként hasznalhattuk, hiszen mennyiségiik leginkdbb a sejtszammal
korrelalt. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink, a kapott eredményeket pedig

a kontroll szazalékaban, atlagtSEM forméban adtuk meg.

5.4. A szebocita lipidom vizsgalata

A lipidom vizsgalatat (egy korabban optimalizalt protokollt kvetve; Camera és mtsai.,
2010) olasz kollaboracios partnereink (Emanuela Camera, Matteo Ludovici és Mauro
Picardo) végezték. Ennek soran a jelzett modon kezelt szebocitdkat tripszines emésztést
kovetden megszamoltuk, majd a feliiliszo eltavolitasat kovetden a mintdkat szarazjégen
tovabbitottuk. A lipidek szeparalasa és analizise ,,rapid resolution reverse phase high
performance liquid chromatorgaphy” (RR-RP-HPLC) és ,,time of flight” tdmegspektrometria
(TOF-MS) segitségével tortént. A relativ lipidtartalom meghatarozasara az egyes
alosztalyokba (TG-ek, DG-ek, WE-ek, FFA-ak, SQ, CH és CE-ek) tartozo lipidek

mennyiségének 0sszeadasaval keriilt sor.
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5.5. Az életképesség vizsgalata

Az ¢letképesség vizsgalatakor kolorimetrids MTT-assay-t alkalmaztunk. A modszer
lényege, hogy a sarga szinli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromid (MTT;
Sigma-Aldrich) az ¢él6 sejtek  mitokondriumaiban  elhelyezked6  mitokondrialis
dehidrogenazok hatasara lila szinli formazan kristallya alakul at, mert az enzimek hasitjdk a
kiindulasi vegyliiletben taladlhaté tetrazélium gytirit. A sejteket 96 Iyuktl lemezekre
szélesztettiik 2.000 (6 napos kezelések), illetve 20.000 sejt/lyuk denzitasban (8, 24, 48 és 72
oras kezelések), majd a megfeleld anyagok kiilonb6z6 koncentracioival kezeltiik oket. Ezt
kovetden a tenyésztd oldat eltdvolitdsa utdn minden lyukba 100 pl, 0,5 mg/ml
inkubaltuk a sejteket. Ezutan az MTT oldatot eltavolitottuk és minden lyukhoz 100 pl ,MTT
szolubilizalo oldatot” (81 [V/V]% 2-propanol, 9 [V/V]% 1 M HCI, 10 [V/V]% Triton X-100;
[mind Sigma-Aldrich]) adtunk, majd tizendt percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a sejteket
kozepesen intenziv rdzatds mellett. A sejtekben keletkezd formazan kristalyokat ezen eljaras
segitségével feloldottuk, mennyiségiiket pedig kolorimetrias tton hataroztuk meg 565 nm-en
a korabban mar emlitett FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével. Az ily
modon mért abszorbancia ardnyos az ¢l6 sejtek szamaval. Minden kezelést legalabb négy
ismétléssel végeztiink, az adatokat a kontroll szazalékaban, atlag:=SEM forméban adtuk meg.
A HPV-KER sejtek esetén a TCso érték (a kontroll jelintenzitas 50%-ahoz tartoz6 hatéanyag
koncentracid) meghatarozasahoz a gorbe illesztését az Origin Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal,

Northampton, MA, USA) ,,Exponential Decay 1” illeszt6funkcidjaval végeztiik.

5.6. Az apoptotikus folyamatok vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencidl csokkenésének detektalasa a korai apoptotikus
folyamatok kimutatdsanak egyik szenzitiv mddszere (Green és Reed, 1998; Susin és mtsai.,

1998; Dobrosi és mtsai., 2008; Toth €s mtsai., 2009 és 2011a). Kisérleteink soran ezért az
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esetleges apoptotikus folyamatok vizsgalatdira a mitokondridlis membranpotencial
fluorimetrias mérését végeztik el MitoProbe™ DilCy(5) Assay Kit (Life Technologies)
segitségével. A kisérlet soran alkalmazott festék (1,1',3,3,3',3’-hexametil-indodikarbocianin-
jodid; a tovabbiakban ,DilCi1(5)”), a mitokondridlis membranpotencidl nagysdganak
figgvényében halmozodik fel a sejtek mitokondriumaiban, ezért a korai apoptotikus jeleket
mutatd sejtekben csokkent fluoreszcencia intenzitdst detektalhatunk. A szebocitdkat és a
keratinocitakat 20.000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik a Nile Red meghatarozas soran mar
emlitett (,,black well/clear bottom™) 96 lyuka lemezekre (Greiner Bio-One), majd a jelzett
modokon kezeltiik 6ket. A feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket 30 percig inkubaltuk 37°C-on
DilC1(5) munkareagenssel (50 ul/lyuk), ahol a festéket 1:200 aranyban higitottuk Sebomed™
Basal Mediumban. Az inkubacioé végeztével 100 ul/lyuk PBS-sel kétszer mostuk a sejteket, a
fluoreszcencia intenzitast pedig 630 nm-es hullamhosszon gerjesztve és 670 nm-en detektalva
mértikk FlexStation™ 11384 vagy FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével.
Minden kezelést négy ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcenciat a kezeletlen kontroll

szazalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg.

5.7. A citotoxicitds/sejtnekrozis meghatarozdsa

A kiilonféle kezelések esetleges citotoxicitdsanak vizsgélatat fluoreszcens SYTOX
Green (Life Technologies) jeloléssel végeztik. A festék csak a nagymértékben sériilt,
dezintegralodott plazma-, illetve magmembranokon keresztiil képes bejutni a sejtmagba, ahol
azutan a duplaszald DNS-hez kotddik, mig az ¢ép plazmamembrannal rendelkezd sejtek
esetében a fest¢k a sejtmagon kiviil marad. Mindez tehat azt jelenti, hogy a nekrézist
szenvedett sejtek esetében magas fluoreszcencia intenzitast detektalhatunk, mig az ¢ép
membrannal rendelkezé sejtek esetében ez az érték alacsonynak adodik. A sejteket 96 lyuku
(,,.black well/clear bottom”) lemezekre (Greiner Bio-One) szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk
denzitasban, majd a megfeleld anyagok kiilonb6z6 koncentracidival kezeltilk Oket. Ezt
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kovetden a feliiluszot eltavolitottuk, majd a sejteket Sebomed™ Basal Mediumban higitott
SYTOX Green (Life Technologies) reagenssel (végkoncentracio 1 uM) 30 percig inkubaltuk,
37°C-on (50 pl/lyuk). Az inkubaciot kovetéen a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd
FlexStation™ 1133 vagy FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével 490 nm-en
gerjesztve, 520 nm-en detektaltuk a fluoreszcencia intenzitast. Minden kezelést négy
ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcencia intenzitast a kezeletlen kontroll szazalékaban,
atlag=SEM forméban adtuk meg.

Az SYTOX Green, illetve az apoptdzis vizsgalatahoz hasznalt DilCy(5) festék eltérd
gerjesztési és detektalasi spektrumanak, valamint a festési protokollok nagyfoku
hasonlosdganak koszonhetéen az apoptotikus folyamatokat, illetve a sejtnekrozist
lehetdségilink nyilt ugyanabban a mintdban megvizsgalni, a két festéket egyszerre adva a
munkaoldatunkhoz. Laboratériumunk korabbi kisérletei soran egyértelmiien bebizonyosodott,
hogy a festékek egy idében torténd hasznalata semmilyen kiilonbséget sem okoz a csak
egyetlen festéket tartalmazod munkaoldattal elvégzett mérésekhez képest (Géczy és mtsai.,

2012), ezért kisérleteink soran a SYTOX Green, illetve a DilC1(5) jel6lést egyszerre végeztiik.

5.8. A proliferacio meghatarozasa (CyQUANT proliferacios assay)

crer

segitségével végeztik. A modszer a DNS-tartalom mérésén keresztil ad kozvetlen
informaciot a sejtszamrol, mely igy az MTT-vel ellentétben valdban a proliferaciot és nem
mitokondrialis aktivitast mér. Ennek megfelelden a jel kontrollhoz viszonyitott emelkedése az
élosejt-szam novekedését, mig csokkenése proliferacios blokkot, illetve ¢élésejtszam-
csokkenést jelezhet. A szebocitdkat 96 lyuku (,,black well/clear bottom™) lemezekre (Greiner
Bio-One) szélesztettiik 5.000 sejt/lyuk denzitasban, és a jelzett modokon kezeltiik Oket. Ezt
kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, majd a lemezeket a mérésig -80°C-on helyeztiik el, ami
permeabilizalta a sejteket. Ezutan a kit részét képezo, desztillalt vizzel 20-szorosara higitott
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,»20x lysis buffer stock solution”-ban higitottunk ,,CyQUANT GR stock solution”-t (1:400). A
lemezekre wellenként 200-200 pl munkaoldatot mértiink, majd &6t percig szobahén fénytdl
védve inkubaltuk Oket. Végiil a wellek fluoreszcencia intenzitasat FlexStation 3 késziilék
(Molecular Devices) segitségével detektaltuk (excitacid: 480 nm; emisszio: 520 nm). A relativ
fluoreszcencia egység forméjaban mért intenzitasértékeket a kezeletlen kontroll szdzalékaban
adtuk meg. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink, a kapott eredményeket

pedig a kontroll szazalékaban, atlag+SEM formaban adtuk meg.

5.9.  Reverz transzkripciot kévetd, kvantitativ, valos idejii polimerdz lancreakcio (Q-PCR)

A reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valds idejii polimeraz lancreakciot ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vagy

Stratagene Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA)

segitségével, 5’ nukledz assay hasznalataval végeztiik.

2. tablazat A Q-PCR kisérletek soran

felhasznalt primerek és probak attekintése

Célmolekula Assay 1D | A telies RNS-t TRIzol (Life
TRPV1 Hs00218912_m1
TRPV2 Hs00275032_m1 Technologies) felhasznalasaval izolaltuk,
TRPV4 Hs00222101_m1
TRPAl Hs00175798_m1 . -y e p
TRPMS 500375481 mi majd a gyartd protokolljanak megfeleléen

Az Hs00169123_m1 | DS
i ” az esetleges genomi szennyezes
,,trlbbl(e1§£Ian;c)>log 3 Hs01082394_m1 ( g g y

»huclear receptor
interacting protein 1”

Hs00942766_s1

elimindldsara) DNaz kezelést végeztiink.

(NRIP1) . . ey
EAAH Hs00155015_mi Ezt kovetden a teljes RNS 1 ug-jabol
IL-Ta Hs00174092_m1 B o

IL-18 Hs00174097 m1 kiindulva a szebocita mintak esetén 15 U
IL-6 Hs00985639_m1

IL-8 Hs00174103_m1 AMV  reverz transzkriptazt, 1 U
TNFa Hs00174128 m1

Ki67 Hs01032443_ml

,»Rho GTPase activating
protein 9” (ARHGAP9)

Hs00261256_m1

LL-37 katelicidin

Hs00189038_m1

rekombinans RNasin ribonukleaz inhibitort

és 0,025 pg/ul random primert (mind

PPIA Hs99999905 m1
GAPDH Hs99999904_m1 Promega, Madison, WI, USA), mig a
18S RNS Hs99999901 sl
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keratinocita mintak esetén ,,High Capacity cDNA Kit”-et (Life Technologies Hungary Kft.)
felhasznalva éllitottunk el6 cDNS-t. A PCR amplifikacios reakciot TagMan primerekkel és
probakkal végeztiik. Belso kontrollként a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), a
18S riboszomalis RNS (18S RNYS), illetve a peptidil-prolil izomeraz A (ciklofillin A, [PPIA])
expresszidjat hataroztuk meg (Life Technologies; 2. tablazat). Minden reakciot harom
technikai ismétléssel végeztiink. A relativ expresszidt a jelzett belsé kontroll kifejezodésére
vonatkoztatva a ACT modszert alkalmazva atlagtSD alakban adtuk meg. Azokban az
esetekben, ahol a génexpresszié kezelés hatasara torténd esetleges valtozasait kivantuk
nyomon kdvetni, a AACT moddszert alkalmaztuk, amely sordn a megfeleld belsd kontrollra
torténd normalast kovetden a relativ expressziot a kezeletlen kontroll esetében tapasztalhato

relativ expresszidra is normaltuk.

5.10. Teljes genom microarray analizis

A génexpresszio CBD-kezelés soran bekovetkezd valtozasainak vizsgalatat, valamint az
adatok feldolgozasat és bioinformatikai kiértékelését, azaz a gene set enrichment (GSEA,
Mootha és mtsai., 2003; Subramanian és mtsai., 2005)>" és Biological Networks Gene
Ontology (BiNGO)?® analizis, valamint a bioldgiailag relevans modon véltozd expressziot
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 6ra) mintapar
Osszehasonlitasara keriilt sor Human Whole Genome Oligo Microarray® (44K) (Agilent
Technologies) segitségével. A teljes RNS tartalom izolaldsara a gyartd protokolljat kovetve
TRIzollal (Life Technologies) keriilt sor. Az izolalt RNS mindségének ellendrzése Agilent

2100 Bioanalyzer platform (Agilent Technologies) és Nanodrop-1000 spektrofotométer

27 Tovabbi részletes, naprakész informaciok a Broad Institute honlapjan
(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) talalhatoak.

28 Részletes ismertetés a ,,The Gene Ontology Consortium” és a ,, The Sequence Ontology Project” honlapjan
(http://www.geneontology.org/ és http://www.sequenceontology.org/) talalhato.
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(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) segitségével tortént. A génexpresszidban
bekovetkezd valtozast akkor tekintettiik bioldgiailag relevansnak, ha minimum kétszeres,
mindharom esetben azonos irdnyba mutatd valtozas volt detektalhato, és a korrigélt, globalis
P érték 0,05-nél kisebbnek adodott.

A microarray-k adatai a National Center for Biotechnology Information (NCBI) ,,Gene
Expression Omnibus” (Edgar és mtsai., 2002) publikus adatbazisaban elhelyezésre kertiltek,
és ,,GSES7571” hozzaférési szam alatt szabadon kutathatoak

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

5.11. Immunfluoreszcens jelolés (IF)

Az SZ95 szebocitakat 24 lyuku tenyésztéedényekbe helyezett steril feddlemezekre
sz¢lesztettilk, és nagyjabol 60%-os konfluencia szint eléréséig tenyésztettik. A sejteket
acetonnal fixaltuk nedveskamrdban, szobahdmérsékleten (5 perc). A permeabilizalast és az
aspecifikus kotéhelyek blokkolasat 0,6 (V/V)% Triton X-100-at és 1 g/100 ml szarvasmarha
szérumalbumint (BSA) (mindketté Sigma-Aldrich) tartalmaz6 PBS oldattal végeztiik (30 perc
szobahOn, nedveskamrdban). A sejteket ezutdn 4 6ran at inkubaltuk 37°C-on a megfeleld
molekulak ellen nyulban termeltetett és blokkolo oldatban higitott els6dleges antitestekkel (3.

tablazat).

3. tablazat Az IF jelolések soran alkalmazott elsédleges antitestek attekintése

Célmolekula j Higitas
TRPV1 nyul 1:500 Sigma-Aldrich
TRPV4 nyul 1:500 Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael
TRPV2 nyul 1:500
:I'I-FTIEICI%B Eyyﬁi 1288 AbCam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag
Aoa nyul 1:500

Ezutan a feddlemezeket haromszor mostuk PBS-ben, majd 60 percen keresztiil
inkubaltuk 37°C-on kecskében termeltetett, Alexa Fluor® 488-cal konjugalt, nyul
immunglobulin Fc-szakasza elleni masodlagos antitesttel (1:200 aranyban PBS-ben higitva;
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Life Technologies). Végiil ismét haromszori PBS-es mosast kovetéen, a mintakat 4',6-
diamidino-2-fenilindol ~ (DAPI)  fluoreszcens  magfest6t tartalmazé  Vectashield
feddmédiummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) lefedtiik, majd a sejtekrdl egy
Nikon Eclipse E600 tipust fluoreszcens mikroszkép (Nikon, Tokid, Japan) segitségével
felvételeket készitettiink (excitacio/emisszio: 488/519 nm [Alexa Fluor® 488] és 360/460 nm
[DAPI]). Negativ kontrollként az els6dleges antitest kihagyasaval megfestett fedélemezeinket

hasznaltuk.

5.12. Western blot

A jelzett modokon kezelt, illetve kezeletlen sejttenyészeteket jéghideg PBS-ben mostuk,
majd lizis pufferben (20 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM 4-[2-aminoetil]-benzénszulfonil-
fluorid és proteaz inhibitor keverék 1:100 aranyu higitasban kiegészitve 1 tabletta/10 ml
PhosSTOP™ reagenssel; pH 7,4; mind a Sigma-Aldrich-t6l) homogenizaltuk, és jégen
ultrahangos feltarast (szonikalast) végeztiink. A mintadk proteintartalmanak meghatarozasa
modositott BCA protein ,,assay”’-vel tortént (Pierce, Rockford, IL, USA). Ezutan a mintik
proteintartalmat (kisérlettdl fiiggden) 1-2 mg/ml-re allitottuk be, majd natrium-dodecil-szulfat
(SDS) mintapufferben (10 [V/V]% glicerin, 2 [V/V]% SDS, 62 mM Tris, 20 mM ditiotreitol,
0,002 [V/V]% bromfenolkék és 5 [V/V]% B-merkaptoetanol; mind Sigma-Aldrich) 10 percig
forrasban 1év6 vizben foztiik. Az igy elkésziilt mintakbol a szebocitas kisérletekben azonos
mennyiségeket (20-60 pg) vittiink fel 7,5%-0s poliakrilamid (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
gélre, majd 100 V konstans fesziiltséget alkalmazva SDS-PAGE-t végeztiink, mig a
keratinocita mintakat 10% Mini Protean TGX gélekre (Bio-Rad) vittiik fel (28 pg/well). Az
elvalasztott fehérjéket ezt kdvetéen Trans-Blot® Turbo™ késziilék segitségével (Bio-Rad)
nitrocellul6z membranra (Bio-Rad) transzferaltuk, majd a membranokat a 4. tablazatban
felsorolt, 5 g/100 ml tejport tartalmazd PBS-ben higitott elsédleges antitestekkel inkubaltuk
egy ¢jszakan at 4°C-os homérsékleten.
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4, tablazat A Western blot kisérletek soran alkalmazott antitestek attekintése

Célmolekula Faj  Higitas | Gyarto
TRPV1 nyul 1:200 Sigma-Aldrich
TRPV4 nyul 1:200 Alomone Labs
TRPV2 nyul 1:200
TRPAL nyil 1:200
TRPMS nydl 1:200 AbCam
Aoa nyul 1:200
TRIB3 nyul 1:200
NRIP1 nyul 1:200
FAAH nyul 1:250 | Novus Biologicals LLC (Littleton, Co, USA)
p-P65 nyul 1:1000
B-tubulin nyul 1:1000
ERK1/2 MAPK nyul 1:1500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
p-ERK1/2 MAPK egeér 1:1500 ( Heidelberg, Germany)
. ) Cell Signaling Technology, Inc.
p-1-kB- egér 1:1000 ([g’anverg’ MA US/‘%’
B-aktin nyul 1:1000 Bio-Rad

Az inkubacié utan a membranokat 30 percig PBST (1 [V/V]%. Tween-20 [Sigma-
Aldrich] tartalma PBS oldat) oldatban mostuk, majd baranyban termeltetett egér, illetve
kecskében termeltetett nyal immunglobulin Fc-szakasza elleni, tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt kecske masodlagos antitesttel (Bio-Rad) inkubaltuk 1 éran at szobahdmérsékleten
(higitas: 1:1000, 5 g/100 ml tejport tartalmazdé PBS oldatban). Az immunjeleket minden
esetben kemilumineszcens SuperSignal® West Pico, illetve Femto Chemiluminescent
Substrate kit (Pierce) segitségével tettiik 1athatova, KODAK Gel Logic 1500 Imaging System
(Eastman Kodak Company, NY, USA) késziilék felhasznalasaval. A kapott immunjelek
digitalis rogzitését Kodak MI 4.0.5 (Eastman Kodak Company) szoftverrel végeztiik. A savok
szemikvantitativ denzitometrias analizisére ImageJ 1.49v program segitségével keriilt sor
(NIH, Bethesda, MD, USA). Ahol az abrakon jelezve van, ott az egyenlé mintafelvitel
ellenérzésére ,,stripping puffer’-ben (1,5 g/100 ml glicin, 0,1 g/100 ml SDS, 1 [V/V]%
TWEEN-20, pH 2,2; Sigma-Aldrich) torténd intenziv mosast kovetden a membranokat [3-

aktin, illetve B-tubulin ellenes antitestekkel is inkubaltuk, majd a fentebb leirtaknak
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megfelelden elvégzett Western blotot kdvetden az egyes savok optikai denzitasat elobb a
mintafelviteli kontrollra normaltuk.
Az ERK1/2 és p-ERK1/2, valamint a FAAH Western blotok egy részének technikai

kivitelezéséért Ambrus Lidid-t és Uzonyi Rendta-t illeti kdszonet.

5.13. A citokinfelszabadulas vizsgdlata (IL-6 és IL-8 ELISA)

A citokinfelszabadulés vizsgalatanak technikai kivitelezésében Ambrus Lidia és Szabo-
Papp Judit nyujtott segitséget.

A standardizalt modon (400.000 sejt 1,5 ml tapoldatban, 35 mm atméréji Petri-
csészékben) szélesztett sejteket a jelzett modokon kezeltiik 24 6ran keresztiil. Ezt kovetden a
feliiluszokat begytijtottiik, és a tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk, majd OptEIA kitek
segitségével, a gyartd protokolljat kovetve meghataroztuk a felszabadult IL-6 ¢és IL-8

mennyiségét (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA).

5.14. A FAAH aktivitasanak in vitro mérése

A FAAH-aktivitas mérését kollaboracios partnereink (Simon Nicolussi és Jiirg Gertsch)
végezték. A radioaktivan jeldlt [etanolamin-1-°H]-AEA (60 Ci/mmol) az American
Radiolabeled Chemicals Inc.-t61 (St. Louis, MO, USA), a TrissHCI és az etilén-diamin-
tetraacetat (EDTA) a Sigma-Aldrichtél, mig az Ultima Gold liquid scintillation cocktail a
Perkin Elmertdl (Schwerzenbach, Svéjc) szarmazott.

A FAAH enzimaktivitaisa az NHEK és HPV-KER sejtekben a radioaktivan jelolt
[etanolamin-1-*H]-AEA hidrolizisének mérésével tortént a korabban optimalizalt protokoll
szerint (Maccarrone €s mtsai., 1998; Maccarrone €s mtsai., 1999; Maccarrone és mtsai., 2001;

Oddi és mtsai., 2005; Nicolussi €s mtsai., 2014b).
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5.15. Szelektiv géncsendesités RNS interferencia technikdval (RNS;)

Az SZ95 szebocitakat Petri-csészékben tenyésztettiik, majd az 50-70%-0s konfluencia
elérésekor a tapoldatot szérummentes OptiMem médiumra (Life Technologies) cseréltiik, és a
sejteket 40 nM human TRPV1-, TRPV2-, illetve TRPV4-, valamint NRIP1 és TRIB3-
specifikus, duplaszaly, kis interferald RNS (siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk
Lipofectamine® 2000 (Life Technologies) transzfekcids reagens segitségével (5. tablazat).

Kontrollként a sejteket Stealth RNAi Negative Control ,,medium” (Life Technologies)
duplaszalii siRNS-sel transzfektaltuk, ami semmilyen ismert mRNS szekvencidjaval sem

mutat homolégiat (,,scrambled” siRNS, ,,SCR”).

5. tablazat Az RNS; kisérletek soran alkalmazott
SIRNS konstruktok attekintése

Célmolekula KonstrL’Jk’t Révidités A géncsendesités hatékonysagat a

azonosito

TRPV1 HSS111304 siVla transzfekciot kdvetden naponta
HSS111306 siV1b

TRPV? HSS122144 siV2a ellendriztik Western blot és Q-PCR
HSS122145 siV2b . Kisérloteinket
HSS126973 siV4a segitségével. isérleteinke a

TRPV4 HSS126974 siV4b ) L o

NRIPL HSS112045 s_iNRIPla génexpresszid minimalis szintje mellett
HSS112046 SINRIP1Db ) ., csodik-h dik

TRIB3 HSS184051 SiITRIB3a (jellemz6en a masodik-harmadik napon)
HSS184052 SiTRIB3b

veégeztiik.

5.16. Az intracellularis 3°-5’-ciklikus adenozin-monofoszfatr koncentrdacio meghatdarozdasa

(CAMP ELISA)

Az SZ95 szebocitakat 1 oran at kezeltik CBD-lal (10 uM) vagy oldészerrel (1 [V/V]%o
abszollit etanol), majd a gyartd altal javasolt protokollt kovetve a sejteket 107 sejt/ml-es
denzitasban lizaltuk, és Parameter Cyclic AMP Assay (R&D Systems Inc., Minneapolis,

Kanada) segitségével vizsgaltuk. A kapott eredmények kiértékeléséhez a MyAssays Ltd.
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(Haywards Heath, Egyesiilt Kiralysag) on-line elérhetd elemz6 alkalmazasat hasznaltuk

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

5.17. Patch-clamp mérések (teljes sejtes elrendezés)

A CBD-kezelés elektrofiziologiai hatasait vizsgalod patch-clamp kisérletek elvégzéséért
Pdl Baldzst, a Debreceni Egyetem, AOK, Elettani Intézet Neurobiolégiai munkacsoportjanak
tagjat illeti koszonet, mig a GSK hatasainak vizsgalatara a ,,Laboratory for lon Channel
Research”-ben (KU Leuven) kertilt sor; ez utobbi kisérleteket Toth Istvan Baldzs és Thomas
Voets végezték.

A teljes sejtes elrendezésben késziilt mérések kivitelezésére Axopatch 200A erdsitd €s
Clampex 10.0 szoftver (Molecular Devices), illetve EPC-10 erdsit6 és Patchmaster szoftver
(HEKA Elektronik, Ludwigshafen, Németorszag) segitségével keriilt sor. A CBD altal
kivaltott membranaramok mérésekor a kisérletek normal Ringer oldatban (NaCl: 140; KCI: 5;
gliikéz: 10; 4-[2-hidroxietil]-1-piperazin-etanszulfonsav [HEPES]: 10; CaCl,: 2; MgCl: 1 és
natrium-piruvat: 1; mind mM-ban; pH 7,2; Sigma-Aldrich) zajlottak. A patch pipettak K-
gliikonat (120), NaCl (5), HEPES (10), etilénglikol-tetraecetsav (EGTA) (2), CaCl. (0,1),
Mg-ATP (5), Nas-GTP (0,3) és Nax-foszfokreatinin (10; mind mM-ban; pH 7,3; Sigma-
Aldrich) voltak toltve. A tartopotencial -60 mV volt. A transzmembran aramok mérésére a
sejtek membranpotencialjat 2 masodpercenként 400 ms-0s ciklushosszal -100 és +100 mV
kozott valtoztatva keriilt sor.

A TRPV4 aramok rogzitésekor a kiilsé oldat 150 mM NaCl-ot, 6 mM CsCl-ot, 5 mM
CaClz-ot, 1 mM MgClz-ot, 10 mM HEPES-t és 10 mM gliikozt tartalmazott, és NaOH
segitségével 7,4-es pH-ra volt pufferelve. A pipettaoldat 100 mM aszpartatot, 20 mM CsCl-ot,
1 mM MgClz-ot, 0,08 mM CaCl.-ot, 4 MM Na,ATP-t, 10 mM 1,2-bisz(0-aminofenoxi)etan-
N,N,N',N'-tetraecetsavat (BAPTA) és 10 mM HEPES-t tartalmazott (mind a Sigma-
Adrichtol). Ez utobbi pH-ja CsOH-dal (Sigma-Adrich) 7,2-re volt beallitva, ami
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minddsszesen megkozelitéleg 100 mM  Cs-aszpartat végkoncentraciot jelentett a
pipettaoldatban. A tartopotencial 0 mV volt. A transzmembran aramok mérésére a Sejtek
membranpotencialjat 2 masodpercenként 400 ms-0s ciklushosszal -120 és +100 mV kozott

valtoztatva kerilt sor.

5.18. Fluoreszcens Ca**-mérés

A CBD Ca?*-homeosztazisra gyakorolt hatdsainak vizsgilatihoz Fluo-4 AM jeldlést
hasznaltunk. A Fluo-4 egy Ca?*-érzékeny fluoreszcens festék, ami a hozzakapcsolt ,,AM”
(acetoxi-metilészter) csoportnak kdszonhetden képes bejutni a sejtekbe, ahol nem-specifikus
¢észterazok lehasitjak az ,,AM” részt, csapdaba ejtve ezzel a Fluo-4-et a sejt belsejében. A
Fluo-4-nek szabad Ca®* jelenlétében jelentdsen megnd a fluoreszcencia intenzitdsa, amit a
mérés soran detektalhatunk.

A szebocitakat 96 lyuku (,,black well/clear bottom™) lemezekre (Greiner Bio-One)
szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitdsban. A mérés sordn a feliiliiszd eltavolitasa utan egyszer
mostuk a sejteket 100 ul/lyuk Hank oldattal (136,75 mM NaCl, 5,56 mM gliikkoz, 5,36 mM
KCI, 4,17 mM NaHCOs, 1,26 mM CaCly, 0,34 mM NaHPO42H-0, 0,44 mM KH2PQOg4, 0,81
mM  MgSO47H20, 10 mM HEPES; pH 7,2), melyet BSA-val (Sigma-Aldrich;
végkoncentracio: 0,1 g/100 ml) és a nem-specifikus transzporterek altal medialt Fluo-4
»szivargas” elkeriilésére probeneciddel (Life Technologies; végkoncentracio: 2,5 mM)
egészitettiink ki. Azokban az esetekben, amikor névlegesen kalciummentes Hank oldatot
készitettiink (,,Ca?*-mentes Hank oldat”), a CaClo-ot ekvimoldris mennyiségli gliikozzal
potoltuk.

A mosast kovetden Fluo-4 AM-et tartalmaz6 Hank oldattal (100 pl/lyuk;
végkoncentracio: 1 uM) toltottiik fel a sejteket (30 perc, 37°C), majd ujabb harom mosasi
1épés kovetkezett (100 pl/lyuk Hank oldat vagy Ca?*-mentes Hank oldat). Végiil a sejtekre
150 ul/lyuk Hank oldatot vagy Ca?*-mentes Hank oldatot mértiink, és wjabb 30 percig
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inkubaltuk 6ket 37°C-on, ami alatt el6készitettiik a vizsgalni kivant koncentraciokhoz képest
négyszeres toménységii kezeldoldatokat tartalmazo lemezt. Ezt kovetden FlexStation™ [1384,
illetve FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével ,,Flex” modban végeztiik el a
mérést (excitacio: 490 nm; emisszio: 520 nm) szobahdmérsékleten (20-22°C). Ennek soran 3-
5 percen keresztiil rogzitettiikk az egyes lyukakban detektalhatd fluoreszcencia intenzitast (az
egyes mérésekre nagyjabol 1,2 masodperces idokozokkel keriilt sor). A mérés harmincotodik
masodpercében a késziilék az eldre bedllitott programnak megfeleléen 50 pl kezeldoldatot
mért a sejtekre, igy el0szor egy 35 masodperces (kezelés eldtti) alapjelet rogzithettiink,
aminek az atlagértékét a kiértékelés soran minden esetben kivontuk a mért értékekbol, ezzel
azonos alapvonalra normalizalva és konnyen Osszehasonlithatova téve méréseinket. Minden
kezelést legalabb 3 ismétléssel végeztiink, és a relativ fluoreszcencia intenzitast a 35

masodperces alapjellel korrigalva, atlagtSEM alakban abrazoltuk.

5.19. Teljes vastagsagu human bor szervkultura (hSOC)

A hSOC kisérleteket liibecki kollaboracios partnereink (Koji Sugawara, Jennifer
Kloepper és Ralf Paus) végezték. A kisérletek a Liibecki Egyetem Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaganak jovahagyasaval (engedélyszam: 06-109), a Helsinki Deklaraci6 iranyelveinek
betartasaval torténtek. A donorok a megfeleld tdjekoztatast kovetden irasban hozzajarultak

bormintaik kutatasi céla felhasznalasahoz.

5.19.1. Minta-eldkészités és tenyésztés

A 4 mm atmérdjli, teljes vastagsagl ,,punch” biopszidk 4, borgydgyaszati szempontbol
egészséges noi donor (atlagéletkor: 56 év) kar, illetve fejborébdl korkésekkel (pfm medical
ag, Koln, Németorszag) keriiltek eltavolitdsra. A bioptdtumok fenntartasa szérummentes, 2
mM L-glutaminnal (Life Technologies), 10 ng/ml hidrokortizonnal (Sigma-Aldrich), 10

pg/ml inzulinnal (Sigma-Aldrich) és 1% antibiotikum/antimikotikum keverékkel (PAA
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Laboratories GmbH) kiegészitett William’s E médiumban (Biochrom), a folyadék-levegd
interfazisban tortént a kordbban leirtak szerint 37°C-on, 5% COz-ot tartalmazo, parasitott

légtérben (Lu és mtsai., 2007; Tiede és mtsai., 2009; Hinde €s mtsai., 2013).

5.19.2. 4 faggyulipid-tartalom meghatarozasa: Oil Red O festés

A megfeleld kezeléseket kovetden a folyékony nitrogén segitségével cryomatrixba
(Thermo Shandon Limited; St. Leon-Rot; Németorszag) agyazott mintakbol 6 um vastagsagu
metszetek késziiltek Oil Red O jelolésre. Desztillalt vizzel torténd mosast kovetden a
fagyasztott metszetek 60% izopropanolban (Sigma-Aldrich) voltak inkubalva, majd frissen
készitett, izopropanolban oldott 0,3%-0s Oil Red O oldattal voltak jelolve. A sejtmagfestés
hematoxilinnel (Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Németorszag) tortént, végiil pedig a metszetek
vizes bazisi bedgyazd médiummal lettek lefedve (DAKO). A képanalizis ImageJ 1.49v

szoftver segitségével késziilt (NIH).

5.19.3. 4 proliferalo sejtek aranyanak vizsgalata: Ki67 immunjelélés

A proliferacié vizsgalatara Ki67 immunjelolés szolgalt. A megfeleld kezeléseket
kovetden a metszetek egérben termeltetett, human Ki67 ellenes elsddleges antitesttel voltak
jeldlve (Green Diluentben [DAKO] 1:20 aranyban higitva; DAKO) egy éjszakan at 4°C-on.
Maisodlagos antitestként rodaminnal konjugalt, kecskében termeltetett, egér immunglobulin
Fc-szegmens ellenes antitest alkalmazasara kertilt sor (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.;
Suffolk, Egyesiilt Kiralysag; 1:200 aranya higitasban Green Diluentben [DAKO], 45 percen
keresztiil szobah6n). A magfestés DAPI (1 pg/ml; 1 perc szobahdn) jeloléssel tortént, majd a
metszetek Fluoromount (Southern Biologies, Tallahassee, FL, USA) feddmédiummal lettek
fedve. A képek rogzitésére BZ-8100 fluoreszcens mikroszkdppal (Biozero, Keyence, Itasca,

IL, USA) keriilt sor. A sejtmagok jelolése DAPI-val (Vector Laboratories) tortént. A
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sejtszamok vizsgalatara csoportonként 2 metszeten kertilt sor; az egyes metszetek egymastol

mért tavolsaga legalabb 50 um volt.

5.20. Az AD dllatmodellje: kisérletek NC/Tnd egereken

A Kkisérleteket a BioTox Sciences (BTS; San Diego, CA, USA) cég munkatarsai
végezték. A kisérleti tervet, valamint az allatok fenntartdsat és kezelését az Intézményi
Allatjolléti és Felhasznalasi Bizottsag (IACUC) feliigyelte (engedélyszam: 1109-05). A
kisérletek és az allatok fenntartasi koriilményei megfeleltek a BTS allatjolléti szabalyainak, és
mindenben a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th Edition. National
Academy Press, Washington, DC, 2010” iranyelveit kovették.

A tanulményban 8-9 hetes him NC/Tnd (korabban NC/Nga-ként ismert; Jung €s mtsai.,
2011) egerek vizsgalatara keriilt sor csoportonként 8-9 egérrel, két részletben®®. Ezen egerek
specialis, patogénmentes tenyésztési koriilmények kozott tliinetmentesek, azonban
,,hétkoznapi” allergénekkel torténd talalkozast kovetden a human AD-re klinikai és szovettani
szempontbol nagyon emlékeztetd, viszketd borgyulladds alakul ki benniik. Ennek részeként
egyebek mellett hiper- és parakeratozis, akant6zis, magas 1ézionalis CD4/CD8 T-sejt arany,
makrofag infiltracid, hizdsejt degranulacid és emelkedett szérum IgE szint figyelhetd meg
(Jung és mtsai., 2011; Tanaka és Matsuda, 2011).

Esetiinkben az AD-szerii elvaltozasok kivaltasa standardizalt poratka kivonatokkal
(15.000 AU/ml Dermatophagoides pteronyssinus és D. farinae) segitségével tortént
(Hollister-Stier Laboratories, Spokane, WA, USA). Az allatok a teljes betegségpontszam
(TBP) alapjan lettek véletlenszertien csoportositva ugy, hogy minden csoportban a kiindulasi
atlagos pontszam 1 koriil legyen. A TBP megallapitasara a nyak also, illetve a hat felso

részének vizsgalataval kertilt sor egy 0-t6] 3-ig terjedd szubjektiv skala (0: tiinetmentes; 1:

2 A kisérletsorozatban mas anyagok vizsgalatara is sor keriilt, azonban ezen eredmények a folyamatban 1évé
szabadalmi védelmi eljaras miatt sem a publikdcioban, sem a jelen dolgozatban nincsenek bemutatva.
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enyhe tlinetek; 2: kdzepesen sulyos tiinetek; 3: sulyos tiinetek) segitségével, melynek soran a
borpir, az o6démaképzdodés/papulacio, illetve a valadékozds, porkképzdodés ¢€s vérzés
fennallasa/sulyossaga volt a vizsgalodas targya a nyak alsé és a hat felsé felén. Az allatok ezt
kovetden 30 napon keresztiil voltak naponta egyszer vivoanyaggal (aceton és olivaolaj 4:1
aranyu keveréke), illetve FAAH-inhibitorokkal (WOBE440 ¢s WOBE479; mindkettd 1 g/100
ml koncentracioban topikalisan a vizsgalati teriiletre adagolva) kezelve. Pozitiv kontrollként
tacrolimus kezelés (a kordbban mar emlitett specidlis vivoéanyagban 0,1 g/100 ml
koncentracioban, szintén topikalisan adagolva) hatékonysaganak vizsgalatara keriilt sor. A
TBP és a teljes fiilvastagsag mérésére hetente kétszer, a jelzett idopontokban keriilt sor. Az

adatok atlag=SEM alakban keriilnek bemutatasra.

5.21. Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA), illetve Origin
Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal) segitségével, Student-féle parositott (patch-clamp analizis),
illetve kétoldalt, kétmintas t-probaval (paros Osszehasonlitasok) vagy egyutas ANOVA-t
kovetd Bonferroni és Dunnett post hoc tesztekkel (tobbszoros 0sszehasonlitas) vizsgaltuk, 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 (Microcal) segitségével

abrazoltuk.
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6. Eredmények

6.1. A CBD komplex ,, anti-acne” hatasokat mutat

Kisérleteinket a Bevezetéshen, az Irodalmi dttekintéshen és a Célkitiizésekben
részletezett megfontolasoknak megfeleléen a CBD humén faggyumirigysejtekre gyakorolt

biologiai hatdsainak felderitésével kezdtiik meg.

6.1.1. A CBD nem befolyasolja a bazalis faggyulipid-termelést, de kivedi az AEA

lipidszintézist fokozo hatdsat

Amint arrdl az elézéekben mar sz6 esett, korabbi eredményeink alapjan fény dertilt arra,
hogy a human FM-ek funkcionalisan aktiv ECS-rel rendelkeznek, aminek kulcsszerepe van a
¢és mtsai., 2008). Ennek megfelelden kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt,

hogy a CBD miként befolyasolja a sejtek lipidtermelését.
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7. abra A CBD normalizdlja az AEA-dal indukalt neutralislipid-szintézist, de nem
befolyasolja a bazalis faggyulipid-termelést

(A, B, D, E) Tenyészeteinket 24 6ran keresztiil kezeltiik (A: kontroll; B: CBD 10 uM; D: AEA 30 uM; E: AEA
30 uM + CBD 10 uM), majd Oil Red O festést végeztink. A piros fest6dést mutatd teriiletek a szebocitak
plazméjaban lathat6 lipidcseppek, a magfestéshez hematoxilint (kék) hasznaltunk, a kalibracids egyenes hossza
10 um. C) Tenyészeteinket 24 oOran keresztiil kezeltilk, majd fluoreszcens Nile Red jelolést végeztink. PL:
polaros lipidek. NL: neutralis lipidek. A kapott értékeket atlag=SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal
jelolt kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. **, *** P<(,01, illetve 0,001 a kizarolag AEA-dal kezelt
csoporthoz képest. Két tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.
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Megallapitottuk, hogy szemben az eCB-ok esetén tapasztaltakkal, a CBD nem
befolyasolta a szebocitdk bazalis lipidtermelését (7/A-C abra). Erdekes modon azt is
megfigyeltiik, hogy a CBD doézisfiiggd modon képes volt teljes mértékben kivédeni az AEA
lipidszintézist fokozo hatasat (7/C-E abra), mikozben a sejtszammal korrelald polaros lipidek
szintjében nem okozott érdemi valtozast. Tekintettel arra, hogy az acne kialakulasanak egyik
kulcslépése a korosan fokozott faggyutermelés megjelenése, eredményeink arra engedtek

kovetkeztetni, hogy a CBD alkalmazasa ,,anti-acne” hatasu lehet.

6.1.2. A CBD ,,univerzalis” liposztatikus hatdst mutat

Minthogy a CBD-r6l ismert, hogy az AEA lipogén hatasat kozvetité CB2 receptoron
NAM-ként/inverz agonistaként viselkedhet (Thomas és mtsai., 2007; Laprairie és mtsai.,
2015), el6z6 kisérletiinket tovabb gondolva a kovetkezdkben azt vizsgaltuk meg, hogy a CBD
altal kivaltott liposztatikus hatas csak az eCB AEA-dal szemben alakul ki (azaz vélhetdleg a
CB,-gatlas szamlajara irhatd), vagy pedig egy altalanos, a ,klasszikus” kannabinoid
rendszertdl fiiggetlen lipidszintézist normalizald aktivitassal allunk szemben. A kérdés
eldontésére megismételtiik el6z6 kisérletiinket olyan lipogén agensek (AA, valamint linolsav
[LA] és tesztoszteron [T] kombinacioja) alkalmazasaval, amelyekrdl ismert, hogy az ECS-t6]
fiiggetlen utvonalakon fejtik ki hatasukat®,

Megallapitottuk, hogy a CBD 10 uM-os koncentracioban tokéletesen kivédte mind az
AA, mind a LA+T kombinacié zsirosito hatasat (8/A abra), ami arra engedett kovetkeztetni,
hogy mechanizmusa nem CB: receptor-kapcsolt, azaz eredményeink szerint a CBD
,univerzalis” (az ECS-t6] fiiggetlen) liposztatikus hatast mutatott.

Mivel irodalmi adatok utalnak arra, hogy egyes kannabinoid vegyiiletek

koncentraciofiiggd modon homlokegyenest ellenkezd élettani hatasokat valthatnak ki egyes

%A LA+T kombinaci6 valoszinii elsédleges célpontjai a PPAR-ok (Makrantonaki és mtsai., 2007), mig az AA
hatésai a novel protein kindz C 8 izoforma aktivaldsdhoz kotddnek (Géczy és mtsai., 2012).
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rendszerekben (Rey és mtsai., 2012), ezért megvizsgaltuk azt is, hogy a CBD alacsony,
nanomolaris koncentraciéi miként befolyasoljak a lipidtermelést. Megallapitottuk, hogy a
CBD az 1-100 nM-os koncentraciotartomanyban nem befolyasolta sem a bazélis, sem pedig
az AA-val indukalt lipidtermelést (8/B abra). Ez arra utal, hogy biologiai aktivitasanak
irodalmi adatok alapjan ismert bifazisos kinetikajaval a szebocitak lipidszintézisére gyakorolt

hatasok esetén nem kell szamolnunk.
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8. abra A CBD alacsony mikromolaris koncentracioban univerzalis liposztatikus hatdast mutat

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltik az abran lathatdé kombinaciokban, majd fluoreszcens Nile Red
jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag=SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll
atlaganak szazalékaban abrazoltuk. ***P<0,001 a kizarolag lipogénnel kezelt csoporthoz képest. Két (A), illetve
egy (B) tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

6.1.3. A4 CBD nemcsak mennyiségi, hanem mindségi értelemben is normalizdalja a

lipidtermelést

Tekintettel arra, hogy az acne patogenezise soran nemcsak mennyiségi, hanem mindségi
valtozasokon is keresztiilmegy a faggyutermelés (Picardo és mtsai., 2009; Ottaviani és mtsai.,
2010; Zouboulis és mtsai., 2014b), a CBD cellularis lipidhomeosztazisra Kifejtett hatasainak
feltarasat célzo fenomenologiai vizsgalataink zarasaként a szebocita lipidomra gyakorolt
hatdsokat vettilk goércsé ala. Megallapitottuk, hogy a CBD nemcsak kvantitativ, hanem
kvalitativ értelemben is normalizalja az AA-val indukalt acnet, illetve szeborreat modellezo

faggyulipid-taltermelést (9. abra). Ezek az eredmények ismét amellett szoltak, hogy a CBD
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anti-acne hatasokat mutathat; igy a kdvetkez6kben megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja

az acne patogenezisében fontos szerepet jatszo tovabbi szebocita-specifikus faktorokat.
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9. abra A CBD kvalitativ értelemben is normalizdlja a faggyulipid-termelést

A ~60%-o0s konfluencidig tenyésztett sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik, majd az egyes lipidcsoportok
mennyiségi vizsgalatara Anyagok és modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden RR-RP-HPLC-ToF/MS
analizis révén keriilt sor. Az eredményeket atlagtSD alakban (N=3) a kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. Két tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett. CH: koleszterol; CE: koleszterol-
észterek; WE: viasz-észterek; DG: digliceridek; TG: trigliceridek; SQ: szkvalén; FFA: szabadzsirsavak. *, **,
***P<0,05, 0,01, 0,001.

6.1.4. A4 CBD az életképesség befolyasolasa nélkiil anti-proliferativ hatdst mutat

Amint arrdl az Irodalmi attekintésben is sz6 esett, az acnehoz vezetd szeborrea
kialakuldséban (a holokrin szekrécids mechanizmus miatt) az individudlis szebocitak fokozott
lipidtermelésén til a sejtek proliferacidja is meghatdroz6 jelentéségili: a proliferacio
csokkentése ilyen modon dnmagaban is nagy hatékonysaggal lehet képes mérsékelni in vivo a
faggyutermelést (Kurokawa és mtsai, 2009; Layton, 2010; Schneider és Paus, 2010). Ezen
elméleti meggondolasoktol vezérelve kisérleteink kdvetkezd 1épéseként megvizsgaltuk a CBD
sejtszamra gyakorolt hatdsait, és kimutattuk, hogy dozisfiiggd moddon csokkentette a

Természetesen az abran latott proliferacio csokkenés (pontosabban: a sejtszdmnak az
adott napi kezeletlen kontrollhoz képesti lassabb novekedése) elméletileg nemcsak a
sejtosztodas lassulasa/gatlasa miatt, hanem direkt citotoxicitas kovetkezményeként is

kialakulhat. Ennek kizarasara MTT-assayt €s kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green jelolést
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végeztiink. Megallapitottuk, hogy (a Nile Red jelolés soran kapottakkal Gsszhangban; 7/B
abra) az 1-10 puM-os koncentracioban alkalmazott CBD nem volt hatassal a sejtek
¢letképességére (48 oras kezelések, MTT-assay; 10/B dbra), és nem indukalt korai,
sejtszamvaltozassal még nem jard apoptotikus/nekrotikus folyamatokat sem (24 oOrés

kezelések, DilC1(5)-SYTOX Green jelolés; 10/C abra).
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10. abra A CBD 1-10 uM-os koncentracioban alkalmazva
nem befolyasolja a szebocitak életképességét

(A) Tenyészeteinket 72 oran keresztill kezeltiik, majd CyQUANT proliferaciés assay-t végeztink. Az
eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt 24 oras kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. *, ***P<0,05, 0,001 a 72 ¢6ras kontrollhoz képest. (B) Tenyészeteinket 48 Oran
keresztiil kezeltilk, majd MTT-assay-t végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran
folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. (C) Tenyészeteinket 24 oran keresztiil
kezeltiik, majd DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az
abran folytonos vonallal jelolt kontroll atlaganak szdzalékaban éabrazoltuk. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet
hasonl6 eredményre vezetett.
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6.1.5. A hosszutavu, illetve nagydozisu CBD-kezelés csokkenti a sejtszamot és vele a

bazalis lipidtermelést is

A kovetkezékben vizsgalatainkat magasabb koncentracidtartomanyok és hosszabb
idétartamu  kezelések iranyaba is kiterjesztettiik. Megallapitottuk, hogy a rovidtavu,
nagydoézisu (24 o6ra, 50 uM) CBD kezelés csokkentette a sejtek életképességét és apoptozist
indukalt (11/A-B abra), valamint — feltehetéen a sejtszamcsokkenés kovetkeztében —
lipidtermelés-csokkenéshez is vezetett (11/C abra). Hasonloképpen az alacsonyabb dézisu,
de elhtzodo (10 uM, 6 nap) CBD kezelés szintén negativan befolyasolta a sejtek

¢életképességét és faggyulipid-termelését (11/D-E abra).
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11. abra 4 révidtavu, nagydozisu, illetve az elhiizodo, kisebb koncentracioban alkalmazott
CBD-kezeles is csokkenti a szebocitak életképességét és bazalis faggyulipid-termelését

Tenyészeteinket 24 (A-C) oran at, illetve 6 napon keresztiil (D-E) kezeltiik, majd MTT-assay-t (A, D), DilC4(5)-
SYTOX Green (B), valamint Nile Red jel6lést (C, E) végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4),
az abrakon folytonos vonallal jeldlt kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. *, ***P<0,05, 0,001. Egy
tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

Mindezen eredményeink a CBD biologiai hatasainak egy fontos aspektusara vilagitottak
rd. A tény, hogy a CBD-kezelés sordn van olyan koncentracio-idétartam kombinacio, amiben
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teljes értékili szebosztatikus (egyidejii liposztatikus €s anti-proliferativ) hatasok alakulnak ki a
bazalis faggyulipid-termelés és a szebocitdk életképességének csokkentése nélkiil, egy
izgalmas ¢és rendkiviili mértékben célzott acne terapids lehetdségre hivja fel a figyelmet,
hiszen az egészséges FM-ck alapveté miitkodésének befolyasolasa nélkiil valhat elérhetové az
acnetol sujtott teriiletek izolalt kezelése, aminek a jelentdsége a reménybeli

mellékhatasmentes kezelés szempontjabol igen nagy.

6.1.6. A CBD szebosztatikus (liposztatikus+anti-proliferativ) hatdsa ex vivo is kialakul

Bar eddigi adataink onmagukban is reménykeltéek voltak a CBD majdani klinikali
hatékonysagat illetéen, eredményeink minél nagyobb in vivo-relevanciaja érdekében

kisérleteinket a jelenleg elérhetd leginkabb ,,in vivo-szeri” modellben (hSOC; Lu és mtsai.,

2007; Tiede és mtsai., 2009; Hinde és mtsai., 2013)*! is megismételtiik.
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12. abra A CBD szebosztatikus hatdasa ,,in vivo-szerii” koriilmények kozott, teljes vastagsagi
human bor szervkulturaban is kialakul

Tenyészeteinket 14 (A-E), illetve 2 (F) napig kezeltiik (A: kontroll; B: CBD 10 uM; C: AEA 30 uM; D: AEA 30
pM + CBD 10 pM), majd a megfelelé mintafeldolgozast kovetéen Oil Red O festést (A-E), illetve Ki67 jelolést
(F) végeztiink. (A-D) Piros: faggyucseppek; kék: hematoxilin (magfestés); a kalibracios egyenes hossza 50 um.
(E). A lipidtermelés statisztikai analizise csoportonként 4 szdvettani metszet vizsgalataval (atlagESEM).
**P<0,01. (F) A Ki67 pozitiv sejtek aranyanak statisztikai analizise csoportonként 2 szovettani metszet
vizsgalataval. A proliferalo, Ki67 pozitiv sejtek szama az dsszes DAPI pozitiv sejt szdzalékaban, atlag=SEM
alakban van abrazolva. **P<0,01.

Megallapitottuk, hogy kéthetes kezeléseink soran az in vitro sejttenyészeteken nyert

eredményeinkkel teljes 0sszhangban a CBD hatékonyan csokkentette az AEA-dal indukalt

SLAmint arrél a 3.1.6. fejezetben sz6 esett, megfeleld allatmodell hidnyaban jelenleg a preklinikai vizsgalatok
szintjén a hSOC a legmagasabb rendd, az in vivo kériilményeket a legmesszebbmendkig utanozé modell.
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lipidtermelést, valamint visszafogta a bazalis faggyutermelést is (12/A-E abra).
Hasonloképpen, a CBD szignifikansan csokkentette a proliferald (Ki67 pozitiv) szebocitdk
aranyat is (48 oras kezelés; 12/F abra). Mindezen eredményeink arra utaltak, hogy a CBD in
vitro tapasztalt kedvezd szebosztatikus hatdsai minden valdszinliség szerint in Vivo is

kialakulhatnak.

6.1.7. A CBD ,,univerzalis” gyulladdsgatlo hatast mutat

A fokozott mennyiségii és megvaltozott mindségii faggyttermelés mellett az acne
patogenezisének fontos ,,szebocita-specifikus” 1épése a lokalis gyulladasos reakcié (Zouboulis
és mtsai., 2005; Kurokawa és mtsai., 2009; Zouboulis és mtsai., 2014b). Eppen ezért egy
potens acne ellenes szer esetén kivanatos, hogy szebosztatikus aktivitdsa mellett
gyulladasgatld hatast is legyen. Ennek vizsgdlatira fenomenolodgiai kisérleteink utolséd

1épéseként kiilonb6z6 gyulladas-modelleket alkalmaztunk a szebocitakon.
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13. abra A CBD univerzalis gyulladasgatlo hatast mutat

A Q-PCR vizsgalatot az abran jelzett 24 oras kezeléseket kdvetéen végeztiik. Belsé kontrollként a GAPDH
expressziojat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasat kovetéen az eredményeket a AACT
modszert alkalmazva az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll expresszids szintjére normalizaltuk, és atlag+SD
(N=3) alakban abrazoltuk. *, ***P<0,05, 0,001. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

A faggyumirigysejtek ,,immunkompetens” viselkedésérdl szo6ld irodalmi adatokkal
Osszhangban megallapitottuk, hogy mind az ,acneszeri” gyulladast modellezd LA+T
kombinacio, mind a Gram-pozitiv (lipoteichnoinsav [LTA]), illetve Gram-negativ
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(lipopoliszacharid [LPS]) infekcidkat utanozo kezeléseink jelentsen fokoztak kiillonbozo jol
ismert gyulladasos citokinek (LA+T és LTA: TNF-a; LPS: IL-15, IL-6 és TNF-a) mMRNS-
szintll kifejez6dését 24 oras kezelést kdvetden (13. abra). Kimutattuk, hogy a CBD egyideji
alkalmazasa minden esetben normalizalta a vizsgalt citokinek expresszidjat (13. abra), azaz a

kivalto stimulus jelatvitelétdl fliggetlen, ,,univerzalis” gyulladasgétlo hatast mutatott.

6.1.8. A CBD liposztatikus hatasat nem ,, klasszikus” kannabinoid jelatvitel kozvetiti

~ 200 Kisérleteink elsd szakaszaban a
S X
S S —
% S 150 fentieknek megfelelden megallapitottuk,
% = 100 — i
5 S hogy a CBD komplex anti-acne
S5 <
T ¢ 50 ) .
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o JP M S S S S
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CBDuM): 0 0 0 5 5 5
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skkentésével detiil (|
14. abra A CBD liposztatikus hatasa a CBy és csokkentesevel cgyidquicg  celozza az

CBz receptoroktol fiiggetlen uton alakul ki acne mindhdrom ,szebocita-specifikus”

Tenyészeteinket 24 6ran at kezeltiik, majd Nile Red jeldlést
végeztiink. A kapott értékeket atlagESEM alakban (N=4),
az abrakon folytonos vonallal jeldlt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. A pontozott vonal az AA-val L. o . . o
kivaltott maximalis lipogén valasz szintjét jeloli. Egy hatasai — raadasul  in  vivo-szerl
tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

patogenetikai  1épését;  szebosztatikus

koriilmények kozott is kialakulnak. Ezt
kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a fenti jotékony hatdsok milyen sejtélettani
mechanizmussal valosulnak meg.

Amint az az (egy¢bként némileg ellentmondasos) irodalmi adatok alapjan (lasd a 3.2.3.
alfejezetben) varhato volt, a CBD liposztatikus hatdsa nem a ,klasszikus”, metabotrop
kannabinoid utvonalon (azaz a CB1 és a CB2 receptorok aktivacidjan keresztiil) valosult meg
(@ CB:1 és CB: specifikus antagonistak/inverz agonistak nem befolyasoltak a CBD

liposztatikus hatasat; 14. abra); ezért a kovetkez6kben a konvencionalis patch-clamp technika
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teljes sejtes elrendezését alkalmazva megvizsgaltuk, hogy ionotrdp receptorok lehetnek-e
felelosek a latott hatdsok kialakulasaért. Megallapitottuk, hogy a 10 pM-os koncentracidoban
alkalmazott CBD kifel¢ egyeniranyité aramot indukalt, és pozitiv iranyba tolta el a
reverzalpotencialt (15/A abra). Hét sejt vizsgalatat kovetden elvégeztiik a kapott jelek
statisztikai analizisét is, és megallapitottuk, hogy a CBD-kezelés -90 és +90 mV-0s
membranpotencial-értéken is kis, de szignifikans ndvekedést okozott az dramdenzitasban
(15/B abra®?). Ezen eredmények egyértelmilen arra utaltak, hogy a CBD alkalmazésa
sejtfelszini kationcsatornak megnyilasdhoz vezet a szebocitdkon; igy felmeriilt, hogy a latott

lipidszintézist csokkentd hatasokért is ilyen ioncsatorndk aktivacidja lehet felelds.
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15. abra A CBD kifele egyeniranyito membrandaramot indukal a human szebocitakon

(A) Reprezentativ aram-fesziiltség gorbék (konvencionalis patch-clamp technika, teljes sejtes elrendezés). Az
inzertben lathatd kék gorbe a CBD altal indukalt kiilonbségi (CBD-kontroll) aramot mutatja. (B) 7 sejt atlagos
aramdenzitas értékei (atlagtSEM) -90 és +90 mV-os membranpotencial értékeknél. **P<0,01.

6.1.9. A szebocitak kifejezik a TRPV1, -2 és -4 ionotrop kannabinoid receptorokat

Irodalmi adatok alapjan a CBD-r6l ismert, hogy szamos, a TRP ioncsatorna
szupercsaladba tartozo ionotrép kannabinoid receptorként is funkcionald Kkationcsatorna
aktivitasat fokozhatja (Bisogno és mtsai., 2001; Qin és mtsai., 2008; De Petrocellis és mtsai.,

2011). Tekintettel arra, hogy munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy ezek egyikének, a

32 Az 4bréan lathatd meglehetsen nagy szoras jol mutatja a szebocitak valtozatos differencialtsagi allapotabol
ad6do nagyfoku heterogenitast. Ez, valamint a differenciacié soran felszaporodoé lipidek és a felszini membran
sériilékenysége jelentésen megnehezitette az elektrofiziologiai mérések kivitelezését.
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TRPV1-nek az aktivalasa a csipdspaprika ,hatéoanyagaval”, a kapszaicinnel, a CBD most
feltart lipidszintézist csokkentd hatdsdhoz hasonlo liposztatikus aktivitas kialakuldsdhoz vezet
(Toth és mtsai., 2009), kisérleteink kovetkezd 1épéseként megvizsgéltuk, hogy ezeknek a

receptoroknak lehet-e szerepe a CBD hatéasainak kozvetitésében.
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16. abra A szebocitak kifejezik a TRPV1, -2 és -4 ionotrop kannabinoid receptorokat

(A) A Q-PCR vizsgalatot 30, 60 és 90%-0s konfluenciaju tenyészetekbdl, valamint posztkonfluens kulturakbol
(PK) kiindulva végeztiik. Bels6é kontrollként a GAPDH expresszidjat hataroztuk meg, majd a relativ
génexpressziok megallapitdsahoz az eredményeket a ACT mddszert alkalmazva a GAPDH expresszios szintjére
normalizaltuk, és atlag=SD alakban (N=3) abrazoltuk. (B) A Western blot vizsgalat soran 30, 60 és 90%-0S
konfluencigju tenyészetekb6l, valamint PK kulturabdl kiindulva az Anyagok és mddszerek részben ismertetett
modon jartunk el. (C) Az IF jel6lés soran ~60%-o0s konfluenciaju tenyészeteket vizsgaltunk. Zold: TRPV1, -2,
illetve -4-specifikus immunjel6lédés; kék: DAPI magfestés. Negativ kontrollként (NK) az els6dleges antitest
elhagyasaval késziilt jelolést hasznaltunk. Méretvonalak: 20 pm.

Ennek kideritésére elséként kimutattuk (illetve a TRPV1 esetében megerdsitettiik; Toth
és mtsai., 2009), hogy a szebocitdk mind mRNS (Q-PCR), mind fehérje szinten (Western blot,

IF) kifejezik a TRPV1-et, TRPV2-t és TRPV4-et, melyek koziil (mRNS szinten) a TRPV4
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mutatta a legmagasabb expressziot (16/A-C abra); a TRPA1 és TRPMS kifejezodése nem

érte el a detekcids kiiszobot (nem publikalt adatok).
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17. abra A CBD TRPV4-medidlt Ca?*-jelet valt ki a szebocitdkon

Fluoreszcens Ca?*-mérések reprezentativ analdog gorbéi (A, C), illetve statisztikai analizisei (B, D). A
kezeldanyagok megfelelé kombinacidinak bemérésére a kisérlet 35. masodpercében (nyillal jeldlve) keriilt sor; a
gorbéket a kezelést megel6z6 alapjellel korrigdltan abrazoltuk. (B, D) Az egyes gorbék normalizalt
fluoreszcencia csucsértékeit atlag=SEM (N=3) alakban, az abran folytonos vonallal jelzett kontroll csticsérték
atlaganak szazalékaban abrazoltuk. ***P<0,001. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

6.1.10. 4 liposztatikus hatasok kialakitasaért a TRPV4 aktivdcioja felelds

Tekintettel arra, hogy a harom azonositott TRPV molekula nem-szelektiv, de féként
Ca?*-ra permeabilis kationcsatornaként funkcional (Clapham, 2009), a kovetkezékben
megvizsgaltuk a CBD Ca?*-homeosztazisra gyakorolt hatasat a human szebocitikon. Fluo-4
AM-alapu fluoreszcens Ca®*-mérést végezve megallapitottuk, hogy a CBD jelentésen fokozta

a szebocitak intracellularis Ca?*-koncentraciojat (17. abra).
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Fontos megjegyezni, hogy ez a hatas egyarant kivédhetének bizonyult (i) névlegesen
Ca?*-mentes médium; (ii) az 4ltalanos TRP csatorna gatloszer ruténium vords (RR); és (iii) a
TRPV4-specifikus antagonista HC067047 (HC) alkalmazasakor (17/A-B abra), mig a
TRPV1-gatloszer kapszazepin (CPZ) és AMG 9810 (ez utobbi adatok nincsenek kdzolve)
nem befolyasolta a Ca?*-jel kialakulasat (17/C-D abra). Mindezen eredmények arra utaltak,
hogy a CBD hatasainak kozvetitéséért elsddlegesen a TRPV4 és nem a TRPV1 aktivalasa

lehet felelds.

A B
2000 4 @: +90 MV 2000 1= kontroll
1500 | 5 o @ +90m 1500 {— GSK
1000 Mﬁ‘f ’&\%+ @: -90 mV 1000 | — GSK+HC
< 500 | & R
o .
= 0 :
-500 1
-10001
-15004—— —— o ' ‘ ‘
1 (s): 50 150 250 350 450 550 000 Ay 0
C
= ontroll D
= GSK 100 nM }
== GSK 100 nM (}[Ca?*]=c) & ~ 1000 T
== GSK 100 nM + RR 10 uM 52
== GSK 100 nM + HC 1 uM NS 800 |
27 b 600
S w
_ s 20] =
€2 15 S ° 400
’E‘ § 15 \g % *kk Kk
EZ 10 EE 200 bk
© O =) v
-2 2~ 0
GSK (hM):100 100 100 100
T T T T T l[CaZ+]EC = + - -
d6(s): 0 50 100 150 200 250 300 RR(uM): 0 0 10 0
HC (uM): 0 0 0 1

18. abra A TRPV4 funkcionalisan aktiv formaban expresszalodik a human szebocitdkon

(A) A membranaramok id6fuggése -90 és +90 mV-on mérve GSK és HC kezelést kovetben. (B) Reprezentativ
aram-fesziiltség gorbék (konvencionalis patch-clamp technika, teljes sejtes elrendezés) az (A) panelen jelzett
idépontokban. (C) Fluoreszcens Ca?*-mérések reprezentativ analog gorbéi. A kezelSanyagok megfeleld
kombinacidinak bemérésére a kisérlet 35. masodpercében (nyillal jeldlve) keriilt sor; a gorbéket a kezelést
megel6z6 alapjellel korrigdltan abrazoltuk. (D) Az elébbi gorbék normalizalt fluoreszcencia cstcsértékeit
atlagtSEM (N=3) alakban, az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll cstucsérték atlaganak szazalékdban
abrazoltuk. A pontozott vonal a GSK-val kivaltott maximalis valaszt jeloli. ***P<0,001 a GSK-kezelt
csoporthoz képest. Két tovabbi kisérlet hasonl6 eredményre vezetett (C-D).

A TRPV4 funkciondlis aktivitdsdnak tovabbi aldtdmasztisira az ultrapotens agonista
GSK1016790A (GSK) hatasait is megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy — hasonléan a CBD
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esetén tapasztaltakhoz — a GSK is jelentds iondramokat indukalt®®, melyek a TRPV4-
specifikus antagonista HC-vel kivédhetonek bizonyultak (18/A-B abra). A TRPV4
funkcionalitdsanak tovabbi elemzésére megismételtik a Ca?*-homeosztazist vizsgald
kisérleteinket iSs. Megallapitottuk, hogy a GSK (ismét a CBD-hoz hasonldan) jelentésen
fokozta a szebocitak intracellularis Ca%*-koncentracidjat, amely hatas névlegesen Ca®*-mentes
médium, RR és HC alkalmazasaval egyarant kivédhetének bizonyult (18/C-D abra), ujfent

igazolva ezzel a TRPV4 funkcionalis expressziojat a faggyamirigysejteken.
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19. abra A CBD liposztatikus hatasa TRPV4-fiiggé modon alakul ki

(A, B) Tenyészeteinket 24 oran at kezeltikk, majd Nile Red jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM
alakban (N=4), az abrakon folytonos vonallal jelolt kontroll atlagdnak szazalékédban abrazoltuk. *, **.
***pP<(,05, 0,01, 0,001. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

A CBD hatasainak elektrofiziologiai vizsgalata utan az egyik kulcsfontossagh
sejtélettani végpontot, a liposztatikus hatast vettilk ismételten gorcsé ald. Megallapitottuk,
hogy (6sszhangban a patch-clamp és Ca?*-mérések soran nyert adatainkkal) a liposztatikus

crer

hatds egyarant kivédhetd volt az extracellularis médium Ca?*-koncentraciéjanak

$Tekintettel arra, hogy a CBD vizsgalata soran végzett patch-clamp kisérleteink soran nyert tapasztalataink
(er6sen negativ reverzalpotencial a kontroll esetben) arra utaltak, hogy a szebocitak jelentds K* és/vagy CI
csatorna expressziot mutathatnak, a célzottan a TRPV4 funkcionalitasat vizsgalo kisérleteinkben modositottunk
az alkalmazott oldatok Osszetételén (a részleteket lasd az Anyagok és modszerek rész 5.17. alfejezetében). Erre
azért volt sziikség, hogy Ilehetoség szerint teljes mértékben kizarhassuk az esetleges zavard kalium
hattéraramokat, és minél tisztabb formajaban vizsgalhassuk a TRPV4 mukodését. Ilyen mddon a kontroll sejtek
18/B abran lathatd aramgorbéjének a 15/A abran lathatohoz képesti megvaltozasa (a sejtek mar emlitett
heterogenitasan til) a médositott oldatdsszetételnek koszonhets.
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csokkentésével és a TRPV4-et gatlo HC egyidejli alkalmazasaval, mig TRPV1 gétldsa nem

befolyasolta azt (19/A-B abra).
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20. abra A TRPV4-gatlasa onmagaban nem
befolydsolja a faggyulipidek termelését
Tenyészeteinket 48 oran at kezeltiik, majd Nile Red
jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM

alakban (N=4), az abrakon folytonos vonallal jel6lt
kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. Egy

tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre
vezetett.
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21. abra A TRPV1, -2 ¢és -4 szelektiv gencsendesitésének visszaigazoldsa

A TRPV1 (A), TRPV2 (B) és TRPV4 (C) mRNS szintli expresszidja a transzfekciot kovetd masodik napon (Q-
PCR). Az adatokat a AACT moédszert alkalmazva eldbb a PPIA vagy a GAPDH expresszios szintjére, majd a
megfeleld non-sense RNS-sel transzfektalt, az abrakon folytonos vonallal jeldlt (SCR: ,,scrambled” kontroll)
tenyészetek értékeire normalizaltuk, és atlag+SD alakban abrazoltuk. (D-F) A nem transzfektalt kontroll (NTK),
non-sense RNS-sel transzfektalt, illetve TRPV1, -2 és -4 géncsendesitett sejtek Western blot analizise a
transzfekciot kovetd 3. napon. OD: az egyes TRPV-specifikus savoknak elobb a mintafelviteli kontrollként
alkalmazott B-aktin jelintenzitdsara, majd a megfelel6 NTK-ra normalizalt optikai denzitdsa. Az ,siVla”,
LSIVID”, ,siV2a”, siV2b”, ,siV4a” és ,siV4b” roviditések rendre a TRPV1, TRPV2 és TRPV4 ellenes
kiilonb6z6 konstruktokat jelolik.

A TRPV4 szerepét tovabb vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az ultrapotens TRPV4

agonista GSK (elektrofiziologiai vizsgalataink eredményeivel teljes 6sszhangban) a CBD-hoz
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hasonldan képes volt csokkenteni az indukalt lipidtermelést (19/A 4bra), mig az S6nmagéban
alkalmazott antagonista nem volt hatassal a bazalis lipidszintézisre (20. abra).

Bar ezen farmakologiai gatldszerek segitségével nyert adataink egyértelmiien a TRPV4
aktivaciojanak a liposztatikus hatasok kozvetitésében betoltott funkciondlis szerepe mellett
szbltak, eredményeinket molekularis bioldgiai modszerekkel is meg kivantuk erésiteni. Ennek
megfeleléen kisérleteink kovetkezd 1épéseként elvégeztik az egyes TRPV csatornak
szelektiv, tranziens géncsendesitését RNS interferencia technika segitségével (21. abra),
amelynek révén a farmakologiai modszerekkel ,.elérhetetlen”® TRPV2 vizsgélatara is

modunk nyilt.
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22. abra A TRPV1 és a TRPV?2 szelektiv géncsendesitése nem befolydsolja,
mig a TRPV4-é kivédi a CBD liposztatikus hatasat

A neutralislipid-szintézist a TRPV1 (A), TRPV2 (B), illetve a TRPV4 (C) szelektiv géncsendesitését célzo
transzfekciot koveté harmadik napon kezdett, 24 oras kezeléseket kovetden vizsgaltuk Nile Red jeldlés
segitségével. Az eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt NTK atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. ***P<0,001 az azonos kezelést kapd SCR csoporthoz képest. Két tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

Megallapitottuk, hogy a TRPV1 vagy a TRPV2 kifejez6désének gatlasa (21/A-B és D-
E abra) nem befolyasolta a CBD indukalt lipidszintézist csokkenté hatasat (22/A-B abra);
ugyanakkor a TRPV4-specifikus ,,knock down” (21/C és F abra) teljes mértékben kivédte a

liposztatikus hatast (22/C abra). A TRPV4 szerepének végsé igazolasara kisérletiinket GSK

%A TRPV2 vonatkozasiban sajnos nem 4all rendelkezésre kelléen specifikus, megbizhatd antagonista. Az
irodalomban leginkabb hasznélatos tranilast (Stotz és Clapham, 2015) meglepd moédon dnmagéaban is Ca®*-jelet
okozott a szebocitakon (nem publikalt megfigyelés), igy esetiinkben hasznavehetetlennek bizonyult.
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alkalmazésaval is elvégeztiik. Amint az varhato volt, a TRPV4 géncsendesitése kivédte mind

a Ca?*-jel, mind pedig a liposztatikus hatas kialakul4sat (23. abra).
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23. abra A TRPV4 farmakologiai aktivicioja a CBD-hoz hasonléan liposztatikus hatdsu

(A) Fluoreszcens Ca?*-mérés a TRPV4 szelektiv géncsendesitését célzé transzfekceiot kovetd harmadik napon. A
hattérrel korrigalt fluoreszcencia értékeket a SCR kontroll atlaganak szazalékaban, atlagtSEM alakban (N=8)
abrazoltuk. ***P<0,001 az azonos kezelést kapé SCR csoporthoz képest. (B) A neutralislipid-szintézist a
transzfekciot koveté harmadik napon kezdett, 24 oOras kezeléseket kovetéen vizsgaltuk Nile Red jelolés
segitségével. Az eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt NTK atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. *,***P<0,05, illetve 0,001 az azonos kezelést kapo SCR csoporthoz képest. Egy (A),
illetve két (B) tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

Mindezen elektrofiziologiai, sejtélettani, farmakoldgiai és molekularis bioldgiai
modszerekkel nyert eredményeink meggy6zden igazoltak, hogy (i) a TRPV4 funkcionalisan
aktiv formaban fejezddik ki a szebocitdkon; (ii) aktivalasa jelentdsen csokkenti az indukalt

lipidtermelést; és (ii1) a CBD liposztatikus hatasainak hatterében a TRPV4 aktivalasa all.

6.1.11. A CBD anti-proliferativ hatasa TRPV4-fiiggd, mig a gyulladasgatlo aktivitds

TRPV4-fiiggetlen uton alakul ki

A liposztatikus aktivitasért felelds elsddleges célmolekula azonositisa utdn arra is
kivancsiak voltunk, hogy a két tovabbi anti-acne modalitds (az anti-proliferativ és a

gyulladasgatlo hatas) hatterében is a TRPV4 aktivacioja all-e.
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24. abra A CBD anti-proliferativ aktivitisa TRPV4-fiiggd,
mig a gyulladasgatlo hatas TRPV4-fiiggetlen modon alakul ki

(A) Tenyészeteinket 72 oran keresztiil kezeltik, majd CyQUANT proliferaciés assay-t végeztiink. Az
eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt 24 o6ras kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. *P<0,05 a 72 oras kontrollhoz képest; #P<0,05. (B) A sejteket 24 oran at kezeltiik az
abran jelzettek szerint, majd Q-PCR vizsgalatot végeztiik. Belso kontrollként a PPIA expresszidjat hataroztuk
meg, majd a relativ génexpresszidk megallapitasat kovetden az eredményeket a AACT mddszert alkalmazva az
abran folytonos vonallal jelolt kontroll expresszids szintjére normalizaltuk, és atlag=SD (N=3) alakban
abrazoltuk. *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05 a kizarolag LPS-sel kezelt csoporthoz képest. Két tovabbi,
fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

Ennek eldontésére a TRPV4 antagonista HC jelenlétében is megismételtiik korabbi
kisérleteinket. Megallapitottuk, hogy a TRPV4 gatlasa jelentdsen csokkentette a CBD anti-
proliferativ hatasat (24/A abra), de nem gatolta a gyulladasgatlo aktivitast (24/B abra), ami

arra utalt, hogy ez utobbi a TRPV4-tdl fiiggetlen jelatviteli Gtvonal aktivalasa révén alakul ki.

6.1.12. A CBD-kezelt szebocitak microarray analizise szamos lehetséges célgén szerepére

vilagitott rda

A kovetkezokben arra tettiink kisérletet, hogy azonositsuk az anti-acne jelpalya tovabbi
szereploit. Miutan kizartuk szamos fontos intracelluldris szabalyozomolekula (PKC
izoformak, PI3K, PKA, Kkalcineurin) részvételét a lipidszintézist csokkentd hatas
kialakitasaban (25. abra), kisérleteinket teljes genom microarray vizsgalatokkal folytattuk.
Ennek soran harom fiiggetlen kontroll és CBD-kezelt (10 pM, 24 o6ra) mintapar

O0sszehasonlitd elemzésére kerilt sor.
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25. abra A CBD liposztatikus hatdisa PKC, PKA, PI3K
és kalcineurin (PP2B) fiiggetlen modon alakul ki

A szebocitak neutralislipid-szintézisét 24 oras kezeléseket koveten vizsgaltuk; lipogén agensként AEA-ot (A),
illetve AA-at (B) alkalmaztunk. Az eredményeket az abran folytonos vonallal jelzett kontroll atlaganak
szazalékaban, atlagtSEM (N=4) alakban fejeztiik ki. A pontozott vonal az 6nalléan alkalmazott lipogén
agensekkel kivaltott maximalis valasz szintjét jeloli. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlé eredményre
vezetett. WM: wortmannin (PI3K inhibitor); Goé: G66979 (a klasszikus PKC izoformak inhibitora); GF:
GF109203X (altalanos PKC-inhibitor); CSA: ciklosporin A (kalcineurin inhibitor); H89: PKA inhibitor.

A nyers adatok feldolgozasa (GSEA, valamint BINGO analizis) egyértelmiien
megerdsitette a CBD komplex anti-acne hatasait bemutatd eredményeinket®®. A GSEA soran
szamos sejtciklushoz (,,mitozis”, ,,Go/M dtmenet” stb.), gyulladashoz (,.citokin termelés”,
»TLR9-titvonal” stb.) és lipidszintézishez kapcsolt (,,aciltranszferdz aktivitas”, ,lipid
bioszintetikus folyamatok™, ,,a MAPK-aktivitas pozitiv szabdlyozasa” stb.), illetve ,,acne-
relevans” (,,IGF-1 utvonal”, ,mTOR-utvonal”) géncsoport keriilt azonositdsra a csdkkend
kifejez8dést mutatdé gének vizsgalatakor. A ,,Ca®*-jeldtvitel” géncsoport megjelenése a
novekvd expressziot mutatd gének kozott a TRPV4 kordbban feltart szerepét erdsitette meg.
A fentiekkel Osszhangban a névekvd expressziot mutatd gének kozott ,,feldusulo” BiNGO

kifejezések (,,a zsirsejt differenciacio negativ regulacioja”, ,a zsirsav bioszintetikus

% Terjedelmi okokbol jelen értekezés keretében nincs mod a GSEA és BiNGO elemzések részletes
eredményeinek bemutatasara; ezek a disszertacio alapjat képez6 publikacid on-line kiegészité adatai k6zott a The
Journal of Clinical Investigation honlapjan  (http://www.jci.org/articles/view/64628#sd)  szabadon
hozzaférhetdek.
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folyamatok negativ reguldacioja” stb.) a CBD szebocita differencidlodést gatld hatasat
tamasztotta ala.

6. tablazat A CBD-kezelés (10 uM, 24 ora) hatasara szignifikansan (minimum kétszeres,
azonos iranyu valtozds mindhdarom kisérlet soran, globalis, korrigalt P<0,05) valtozo,
potencidlisan ,,acne-""vagy ,,CBD-relevans” gének listaja
(a Q-PCR megerdsitésre kivalasztott kulcsgének bordo betiiszinnel vannak kiemelve)

Atlagos

A gén megnevezése expressziovaltozas Megjegyzés
(kontroll = 1)

BV-2 mikroglia sejteken hasonlo hatast

0,179378308 mutattak ki, a Zn?*-effluxban van szerepe
(Juknat és mtsai., 2012).

Feltételezhetden vazfehérjeként szerepet jatszik

Homo sapiens solute carrier family 39,
member 10 (SLC39A10)

Homo sapiens disheveled associated

. . 0,288870651 a DvI-Rho komplex WNT-indukalt
activator of morphogenesis 1 (DAAML1) kialakulasaban (forrds: NCBI).
Homo sapiens netrin 4 (NTN4) 0,297136326 Pro-proliferativ hatdst (Hu és mtsai., 2012).
Homo sapiens STEAP family member 4 0303239595 Szerepet jatszik a zsirsejtek
(STEAP4) ' differencialodasaban (forras: NCBI).
Homo sapiens forkhead box A1 (FOXA1) 0,304794447 Mezenchimalis differencialodasi marker

(Varley és mtsai., 2009).
A zsirsejtek triglicerid-tarolasanak
0,309212846 kiemelkedden fontos pozitiv reguldatora
(Leonardsson és mtsai., 2004).
A velesziiletett immunitasban fontos molekula
(forras: NCBI).
Szerepet jatszik a ,,pro-acne” hatastinak tartott
0,325163457 (Schriever és mtsai., 2013) mTORCI ttvonal
aktivalasdban (Melnik és Schmitz, 2013).
Pro-proliferativ az epitelialis sejtekben

Homo sapiens nuclear receptor interacting
protein 1 (NRIP1; RIP140-ként is ismert)

Homo sapiens Toll-like receptor 1 (TLR1) 0,312672783

Homo sapiens mitogen-activated protein
kinase kinase kinase kinase 3 (MAP4K3)

Homo sapiens Kruppel-like factor 5

(intestinal) (KLF5) 0,360155512 (Yang és misai., 2012).
. . ) A szebocita iranyu differencialodast gatld
Homo Sap"’rgfesif]c{e(tgf:ggi;ed related 0,392834472 (Guha és misai., 2004) WNT-jelatvitel gatloja
P (Rattner és mtsai., 1997).
Homo sapiens antigen identified by 0,474182345 Proliferdciés marker (forrds: NCBI).

monoclonal antibody Ki67
Homo sapiens activating transcription factor
4 (tax-responsive enhancer element B67) 2,138734073
(ATF4), transcript variant 1
Homo sapiens MYB binding protein (P160)
la (MYBBP1A)

Homo sapiens TIGAL (TIGA1) 2,332263761

A TRIB3-jelatvitel ,,down-stream” molekul4ja
(Juknat és mtsai., 2013).

2,285565522 Az NF-«xB represszora (Owen és mtsai., 2007).

A Go fazis fenntartasaval gatolja a proliferaciot
(Yabuta és mtsai., 2006).
Az ATF4 ,,down-stream” célpontja

Homo sapiens ChaC, cation transport

regulator-like 1 (E. coli) (CHAC1) 2,449755082 (Mungrue & mtsai., 2009).
Homo sapiens cathelicidin antimicrobial 3.005000572 Kulcsfontossdgu antimikrobidlis peptid
peptide (CAMP) ' (Lee és mtsai., 2008).
Homo sapiens Rho GTPase activating 3051559194 Gatoli ERK2-t (Ang és mtsai,, 2007)
protein 9 (ARHGAP9) : aroga az 11§ €8 misat, :
Homo sapiens asparagine synthetase 3986716977 ATRIB3-ATF4 tengely ,,down-stream”
(ASNS), transcript variant 2 ' célpontja (Juknat és mtsai., 2013).
Homo sapiens tribbles homolog 3 Az NF-kB negativ reguldtora (Wu és mtsai.,
(Drosophila) (TRIB3; ,,SINK”-ként is 3,393634165 2003), gdtolja a zsirsejt-differencidciot
ismert) (Takahashi és mtsai., 2008).
Homo sapiens growth differentiation factor 3593744623 A G,DFl..?('l?t overe>1<lpre§ Szalo, fgerek Sovaniak’
15 (GDF15) , és csokkent gyu adaso§ valaszt mutatnal
(Kim és mtsai., 2013).
Homo sapiens DNA-damage-inducible 6,59893248 ATRIB3-ATF4 tengely ,,down-stream”

transcript 3 (DDIT3) célpontja (Juknat és mtsai., 2013).
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Természetesen a részletekbe mend analizis a szignifikdnsan (minimum kétszeres,
azonos iranyu valtozas minden esetben; globalis, korrigalt P<0,05) valtozo gének listdjanak
elkészitésére is kiterjedt. Ennek soran minddsszesen 80 csokkend, és 72 ndvekvd expressziot
mutatd gén kertiilt azonositasra, melyek koziil a legfontosabb, irodalmi adatok alapjan ,,acne-"
vagy ,,CBD-relevans” gének listajat a 6. tablazat tartalmazza®.

Bar ez a génlista, korabbi eredményeinkkel 0sszhangban, ismét csak a CBD komplex
anti-acne hatasaira vilagitott ra, természetesen a legigéretesebb célgének expresszid
valtozasait Q-PCR-ral is megerdsitettiik (26. abra).

Megallapitottuk, hogy CBD-

5 1 Fokk
Ne) ]
2 4 [_ICBD 10uM kezelés hatasara valoban down-
5 I CBD 10 yM + HC 1 uM
%ﬂ' 3| i - regulalodik a ,,nuclear receptor
(£ E **x - - -
© £ | interacting protein 1”7 (NRIP1;
g9
% vl iy o zsirsejtekben a triglicerid
T) pekk| i
~ felhalmozodas  fontos  pozitiv

0 - . : , ,
VAIINS, 6] \ gy b

ﬂﬁg\/‘GA + ch o T?A regulatora [Leonardsson és mtsai.,

lipidszintézis proliferacié  gyulladas/ 2004]), valamint a proliferacios
velesziiletett

immunitas marker Ki67 (NCBI). Azt is

26. abra A lipidszintézishez és proliferdaciohoz kotédo
kulcsgének TRPV4-fiiggd, mig az ,,immungének”
TRPV4-fiiggetlen modon reguldalodnak CBD-kezelés
hatasdra

igazoltuk, hogy a ,Rho GTPase

activating protein 9” (ARHGAPY; a

A Q-PCR vizsgalat soran 24 oran at kezeltik a sejteket az dbran o r4bbi eredményeink [Dobrosi és
jelzett modokon. Belséd kontrollként a PPIA expresszidjat

hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasahoz az . ., . i
eredményeket a AACT moédszert alkalmazva elébb a PPIA, majd az  Mtsal., 2008] alapjan pro-lipogen
abran folytonos vonallal jelzett kontroll expresszios szintjére

normalizaltuk, és atlagtSD (N=3-6) alakban abrazoltuk. Két hatisu ERK-utvonal endogén
tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonl6é eredményre vezetett.

inhibitora [Ang és mtsai., 2007]) expresszidja fokozodik CBD-kezelés hatasara.

% Valamennyi microarray adat szabadon hozzaférhetd GSE57571-es referenciaszammal a Gene Expression
Omnibus publikus adatbazisban; a mindharom esetben konkordansan és szignifikinsan valtozo gének teljes
listaja a disszertacid alapjat képezd publikacio on-line kiegészité adatai kozott a The Journal of Clinical
Investigation honlapjan érhet6 el (http://www.jci.org/articles/view/64628#sd).
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Megvizsgaltuk azt is, hogy ezen génexpresszids valtozasok vajon TRPV4-fiiggéen
alakulnak-e ki. A TRPV4-antagonista jelenlétében elvégzett kisérleteink azt mutattak, hogy a
lipidszintézis szabalyozasaban fontos (NRIP1, ARHGAP9) és a proliferacios allapothoz
kotddo (Ki67) gének az eddig talaltakkal teljes Osszhangban TRPV4-fliggd modon
regulalodtak, Gjra megerGsitve ezek TRPV4-medialt szabalyozddasara vonatkozo korabbi

eredményeinket (26. abra).

6.1.13. A liposztatikus hatas hatterében az NRIP1 TRPVA-fiiggé down-regulacidja és az

ERK1/2 MAPK kaszkad szintén TRPV4-fiiggo gatlasa all

Természetesen kivancsiak voltunk arra is, hogy az eldbbiekben azonositott potencialis
célgének expresszidvaltozasai csak ,.tlinetei” vagy valoban kozvetit6i is a kiillonféle anti-acne
modalitasoknak, igy kisérleteink kovetkezd 1épéseként ezek szisztematikus vizsgalatat

végeztiik el.

p-ERK1/2 Ismert, hogy az ERK1/2 MAPK ttvonal fontos
(~42-44 KDa) | e i o PP -
szabalyozdja a sejtproliferacionak (Roskoski, 2012),
OD: 1 22 067277
ERK1/2 : A E= és korabbi eredményeink szerint a szebocitdk
(~42-44 kDa)

esetében raadasul az AEA lipidszintézist fokozo

\50‘\ R ?3)?» > hatdsainak kialakitdsaban is kulcsszerepet jatszik

5 perc (Dobrosi ¢s mtsai., 2008). Tekintettel arra, hogy a

27. abra A CBD TRPVA4-fiiggd médon CBD ezekkel éppen ellentétes (azaz liposztatikus és

gatolja a lipogén ERK1/2 AEA- _
indukalt foszforilaciojat anti-proliferativ hatast valtott ki; 7., 8., 9., 10. és 12.

Az é4bran az jelzett modon kezelt szebocita
tenyészetek Western blot analizise. OD: az
egyes p-ERK1/2-specifikus savoknak elébb
az ERK1/2 jelintenzitasara, majd a kontrollra inhibitorat, az ARHGAP9-et (6. tablazat; 26. abra),
normalizalt optikai denzitdsa. Egy tovabbi,
fiiggetlen  kisérlet hasonlé eredményre
vezetett.

abra), ¢és up-reguldlta az utvonal egyik endogén

kovetkezO 1épésként megvizsgaltuk, hogy miként

befolyéasolja az AEA-indukalt ERK1/2-aktivaciot.
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A foszforilalt ERK1/2 mennyiségét Western blottal vizsgalva megallapitottuk, hogy a
CBD kivédte az AEA altal kivaltott MAPK aktivaciot; rdadasul el6z6 eredményeinkkel teljes
Osszhangban azt is kimutattuk, hogy ez a hatas TRPV4-fiiggd modon jott 1étre, hiszen a
TRPV4-antagonista HC jelenlétében nem alakult ki (27. abra). Mindezen eredményeink arra
utaltak, hogy a pro-lipogén ERK1/2 MAPK utvonal (vélhetdleg ARHGAP9-medialt),

TRPV4-fiiggd gatlasa fontos szerepet jatszhat a CBD liposztatikus hatasanak kialakitasaban.

A B C
[ISCR

o - I siNRIP1a
§ 112 < 200) I SiNRIP1b
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& [B-aktin 3 X 5
2 £02 (~44 KDa) Uy U
E 6 0 ‘ Q\° 20

\2 .
2 @3‘3 o ot @&\ @\x AA (M) 50
S

28. abra Az NRIPI szelektiv géncsendesitése a CBD-hoz hasonloan liposztatikus hatdsu

(A) Az NRIP1 mRNS szintii expresszioja a transzfekciot koveté masodik napon. Az adatokat a AACT modszert
alkalmazva el6bb a PPIA expresszids szintjére, majd a non-sense RNS-sel transzfektalt, az abrakon folytonos
vonallal jelolt (SCR: ,,scrambled” kontroll) tenyészet értékeire normalizaltuk, és atlagESD (N=3) alakban
abrazoltuk. Az ,,siNRIP1a” és ,siNRIPIb” az NRIP1 ellenes kiilonb6zé konstruktokat jelolik. (B) A nem
transzfektalt kontroll (NTK), non-sense RNS-sel transzfektalt, illetve NRIP1géncsendesitett sejtek Western blot
analizise a transzfekciot kovetd 3. napon. OD: az NRIP1-specifikus savoknak eldbb a mintafelviteli kontrollként
alkalmazott f-aktin jelintenzitasara, majd a NTK-ra normalizalt optikai denzitasa. Az ,,siNRIP1a” és ,,siNRIP1b”
roviditések az NRIP1 ellenes kiilonbdz6 konstruktokat jeldlik. (C) A neutralislipid-szintézist az NRIP1 szelektiv
géncsendesitését célzo transzfekciot kdvetd harmadik napon kezdett, 24 oras kezeléseket kovetéen vizsgaltuk
Nile Red jelolés segitségével. Az eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt
SCR atlaganak szazalékaban abrazoltuk. **, ***P<0,01, 0,001 az azonos kezelést kapd SCR csoporthoz képest.
Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett.

Elézéekben mar részletezett microarray adataink a MAPK-kaszkaddal torténd
liposztatikus hatdsokat kozvetitd folyamatot. Az NRIP1 funkciondlis vizsgalatara
végrehajtottuk a molekula szelektiv géncsendesitését (28/A-B abra). Azt tapasztaltuk, hogy a
non-sense RNS-sel transzfektalt, ,,scrambled” kontroll sejtekhez képest az NRIPI-

géncsendesitettek szignifikdnsan kisebb lipogén valaszt adtak az AA-kezelés soran, azaz az
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NRIP1 indukalt down-regulalasa valoban utanozta a CBD lipogén agensek altal indukalt

lipidszintézist csokkentd hatasat (28/C abra).

6.1.14. A CBD gyulladasgatlo hatasa a P65-NF-xB utvonal , tribbles homolog 3~

(TRIB3) altali gatlasanak készonheto

A szebosztatikus aktivitds hatterében 4llo  sejtélettani folyamatok részletes
tanulmanyozasat kovetden a gyulladasgatld hatds mélyrehatd vizsgélatara keriilt sor. A mar
emlitett microarray eredmények alapos elemzése soran a korabban részletezettek szerint (6.
tablazat) sikerilt tobb immunologiai funkcioval bird gént is azonositanunk. Q-PCR
segitségével megerdsitettiik, hogy az LL-37 katelicidin (CAMP; kozponti jelentéségii, a
szebocitakban ismerten kifejez6d6 AMP [Lee és mtsai., 2008]) és a ,.tribbles homolog 3”
(TRIB3; ez a ,,SINK” néven is ismert fehérje a pro-inflammatoérikus P65-NF-kB utvonal
gatlasa révén jelentés gyulladasgatlo aktivitassal rendelkezik [Wu és mtsai., 2003]) valoban
up-regulalédnak CBD-kezelés hatasara (26. abra). Raadasul eddigi eredményeinkkel teljes
Osszhangban (24/B abra) azt is kimutattuk, hogy ezek a valtozasok TRPV4-fiiggetlen modon

alakulnak ki (26. abra).
29. abra A TRIB3 szelektiv

., géncsendesitése” sikeres volt
(A) A TRIB3 mRNS szintli expresszidja a

A B transzfekciot kovetdé masodik napon. Az

adatokat a AACT modszert alkalmazva el6bb

78 1,2 a PPIA expresszios szintjére, majd a non-
2~ | TR e sense RNS-sel transzfektalt, az abrakon
g ‘ﬁ' 1 TRIB3 s == = | folytonos vonallal jeldlt (SCR: ,scrambled”
5= 0,8 (~45 kDa) . kontroll) tenyészet értékeire normalizaltuk, és
N g 0.6 OD: 1 0,551 0,24 0,19 étliagiSD (N=3)' alakban abrazoltuk. Az
Z 57 ) ,,SiTRIB3a” és ,,siTRIB3b” a TRIB3 ellenes
Qé <04 : B-aktln o s e ww | kiilonbozo konstruktokat jeldlik. (B) A nem
> E:) (~44 kDa) transzfektalt kontroll (NTK), non-sense RNS-
£ 002 sel transzfektalt (SCR), illetve TRIB3
o 0 ‘é, N\ \?J géncsendesitett sejtek Western blot analizise a
e Q;B‘b %”3‘0 $r§ Q\ 6Q~ transzfekciot kovetd 3. napon. OD: a TRIB3-
‘QQ %{ﬁ specifikus savoknak el6bb a mintafelviteli

kontrollként alkalmazott B-aktin
jelintenzitasdra, majd a NTK-ra normalizalt
optikai denzitasa.
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A kovetkez6kben a TRIB3 lehetséges funkciondlis szerepét vizsgalva elvégeztik a
molekula szelektiv géncsendesitését (29. abra), majd megismételtiik a gyulladasgatlé hatast
vizsgalo kisérleteinket.

A B

I SCR - LPS
[ ]SCR - LPS+CBD
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30. abra A TRIB3 szelektiv géncsendesitése kivédi a CBD gyulladasgatlo hatasat,
de nem befolyasolja a liposztatikus aktivitdst

(A) IL-18 és IL-6 mRNS expresszid 5 pg/ml LPS kezelést kovetéen CBD (10 uM) jelenlétében vagy hianyaban.
A 24 6ras kezeléseket a transzfekciot kdvetd 2. napon kezdtiik. ***P<0,001 a megfelelé CBD-mentes kezeléshez
képest. ###P<0,001 az azonos kezelést kapd non-sense RNS-sel transzfektalt (SCR) csoporthoz képest. Az
adatokat a AACT moédszert alkalmazva el6bb a PPIA expresszios szintjére, majd az abran folytonos vonallal
jelolt SCR kontroll tenyészet értékeire normalizaltuk, és atlag=SD (N=3) alakban abrazoltuk. Az ,,siTRIB3a” és
,»SITRIB3b” a kiilonb6z6 TRIB3 ellenes konstruktokat jellik. (B) A neutralislipid-szintézist a TRIB3 szelektiv
géncsendesitését célzo transzfekciot kovetd harmadik napon kezdett 24 6ras kezeléseket kovetden vizsgaltuk
Nile Red jelolés segitségével. Az eredményeket atlag+SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jeldlt
SCR atlaganak szazalékdban abrazoltuk. n.s.: nem szignifikans kiilonbség. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet
hasonlé eredményre vezetett.

Megallapitottuk, hogy a CBD az eddigi eredményekkel Osszhangban ismét csak
hatékonyan csdkkentette az LPS 4ltal indukalt pro-inflammatdérikus citokin termelést a ,,non-
sense” RNS-sel transzfektalt ,,scrambled” kontroll (SCR) sejtek esetén. Ez a hatas teljes
mértékben hianyzott a TRIB3-géncsendesitett sejtek esetén (30/A abra), ami a TRIB3
kozponti jelentdségére utal a CBD gyulladasgatlo hatasanak kialakitasaban. Erdekes modon,
bar egyes irodalmi adatok (Takahashi és mtsai., 2008) ismeretében felmeriilt a lehetdsége,
eredményeink szerint a TRIB3 kifejezddés csokkentése nem befolyéasolta a CBD liposztatikus
hatasat (30/B abra).
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31. 4bra A CBD TRPVA4-fiiggetlen

modon gatolja a P65-NF-xB utvonal
LPS-indukalta aktivaciojat

A Western blot analizis soran az abran
lathato moddokon kezelt szebocita
tenyészeteket vizsgaltunk. OD: a p-l1-kB-a ¢és
a p-P65 specifikus savoknak elébb a
mintafelviteli kontrollként alkalmazott [3-
aktin jelintenzitdsara, majd a kontrollra
normalizalt optikai denzitasa. EQy tovabbi,
figgetlen kisérlet hasonld eredményre
vezetett.

Tekintettel arra, hogy a fentebb mar
részletezettek szerint a TRIB3 elsddlegesen a pro-
inflammatorikus P65-NF-xB gatlasa révén fejti ki
jotékony, gyulladasgatldo hatasat; valamint irodalmi
adatok alapjan a CBD valoban képes az NF-kB-utvonal
(Kozela ¢és mitsai., a TRIB3

gatlasara 2010),

jelentdségének  felismerését kovetden kisérleteink
kovetkezo logikus 1épéseként azt vizsgaltuk meg, hogy
a CBD-kezelés miként befolyasolja az LPS-indukalta
NF-kB-aktivaciot.

Azt tapasztaltuk, hogy az LPS jelentés mértékben
fokozta mind az I-xB-a, mind a P65-NF-kB izoforma

foszforilaciojat’’. Megallapitottuk, hogy a korabban

mar emlitett irodalmi adatokkal (Wu és mtsai., 2003),

valamint a TRIB3 géncsendesitése kapcsan nyert eredményeinkkel (30. abra) 6sszhangban a

CBD valoban képes volt TRPV4-fiiggetlen modon kivédeni az LPS NF-kB ttvonalat aktivalo

hatasat (31. abra).

6.1.15. A gyulladasgatlo hatas kialakulasanak hatterében a P65-NF-xB utvonal Aoa

adenozin receptor 2cAMP >TRIB31 dltali gatldasa all

Miutéan eddigi kisérleteink soran sikerrel azonositottuk a CBD gyulladasgatld hatdsanak

effektorat (vagyis a P65-NF-kB izoforma aktivalodasanak vélhetdleg TRIB3-medialt

gatlasat), a CBD hatdsait vizsgalo kisérleteink zardsaként arra voltunk kivancsiak, hogy

87 A defoszforilalt I-kB-a az NF-kB-t inaktivan tart6 gatl6 hatasi molekula. Gyulladasos szignélok, pl. TLR-
aktivacio esetén az I-kB-o foszforilalodik, aminek kovetkeztében megsziinik az NF-kB-alegységekre gyakorolt
gatld hatasa. Kovetkezd 1épésben a szabaddd valé NF-kB-izoformak (esetiinkben a P65) foszforilacidé utjan
aktivalodnak, majd a sejtmagba transzlokaldodva inditjdk el a gyulladasos valasz kialakuldsat (Beinke és Ley,
2004). Ilyen mddon az 1-kB-a és az NF-xB izoformak foszforilacidja érzékeny jelzdi a rendszer aktivitasanak.
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milyen jelatviteli folyamatok vezethetnek a gyulladasgatld hatas kialakulasaban kdzponti

jelentéségiinek bizonyult TRIB3 up-regulaciojahoz/aktivacidjahoz.
A B C D
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32. abra Az adenozin Axa receptor funkcionadlisan aktiv formaban fejezédik ki
a humdn szebocitakon

(A) Az intracellularis cAMP koncentracio ([CAMP]ic) meghatarozasara egy oras kezeléseket kovetGen a sejtek
lizatumabol keriilt sor. Az adatokat standard gérbe segitségével kvantifikdlva atlagtSEM alakban (N=3)
abrazoltuk. ***P<0,001. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett. (B) A Q-PCR vizsgalatot
60%-o0s konfluenciaji tenyészetekbdl kiindulva végeztiik. Belsé kontrollként a PPIA expresszidjat hataroztuk
meg, majd a relativ génexpresszi6 megallapitasdhoz az eredményeket a ACT modszert alkalmazva a PPIA
expresszios szintjére normalizaltuk, és atlag+SD (N=3) alakban abrazoltuk. (C) Az IF jel6lés soran ~60%-0S
konfluenciaju tenyészeteket vizsgaltunk. Zéld: Asa-specifikus immunjeldlédés; kék: DAPI magfestés. Negativ
kontrollként (NK) az els6dleges antitest elhagyasaval késziilt jel6lést hasznaltunk. Méretvonal: 10 um. (D) A
Western blot vizsgalat soran ~60%-os konfluenciaju tenyészetekbdl kiindulva az Anyagok és modszerek részben
ismertetett modon jartunk el.

--------

Mivel irodalmi adatok alapjan a TRIB3 up-regulaciojat/aktivaciojat a CAMP
koncentraci6 novekedése is kivalthatja (Zou és mtsai., 2011), ezért elséként azt vizsgaltuk
meg, hogy a CBD-kezelés miként befolyasolja az intracellularis cAMP koncentraciot a
szebocitdkban. ELISA technika segitségével megallapitottuk, hogy a CBD jelentdsen fokozta
a sejtek cCAMP tartalmat (32/A abra), ami arra utalt, hogy (i) a TRIB3 aktivaciojanak
hatterében valoban allhatott az irodalmi adatok alapjan varhato cAMP-szint-fokozodas; és (ii)
a CBD gyulladasgatld hatasért felelos elsddleges (receptoridlis) célpont egy Gs-fehérjéhez
kapcsolt 7-TM receptor lehet. Az irodalmi adatok ismételt attekintése soran a CBD szamos
lehetséges célmolekulaja kozott egy olyat talaltunk (az adenozin Aoza receptort), amely Gs-
fehérjéhez kapcsolt (Ijzerman és mtsai., 2013). Rdad4sul més rendszerekben mar leirtak rola,

hogy kozvetitheti a CBD gyulladasgatlo hatasat (Ribeiro és mtsai., 2012). Ezek az
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eredmények az Aza receptort rendkiviill valoszinii elsddleges célponttd tették, ezért
megvizsgaltuk, hogy kifejezédik-e a humdn szebocitdkon is. Q-PCR, Western blot és IF
jelolés segitségével megallapitottuk, hogy a faggytimirigysejtek mind mRNS, mind fehérje

szinten expresszaljak az Aza receptort (32/B-D abra).
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33. abra A CBD gyulladasgatlo hatasa az Aaa receptor aktivalasa révén valosul meg

(A-B) A TRIB3 ¢és a TNF-a mRNS expresszidjat az abran lathato 24 oras kezeléseket kovetden vizsgaltuk meg
(Q-PCR; CBD: 10 uM; LPS: 5 pug/ml; ZM: 10 nM). Az adatokat a AACT moédszert alkalmazva el6bb a PPIA
expresszios szintjére, majd az abrakon folytonos vonallal jeldlt kontroll tenyészet értékeire normalizaltuk, és
atlag+SD (N=3) alakban abrazoltuk.**,***P<0,01, 0,001. (C) A Western blot analizis sordn az abran lathato
modokon kezelt szebocita tenyészeteket vizsgaltunk (CBD: 10 pM; LPS: 5 ug/ml; ZM: 100 nM). OD: a p-I-kB-a
és a p-P65 specifikus savoknak eldbb a mintafelviteli kontrollként alkalmazott B-aktin jelintenzitasara, majd a
kontrollra normalizalt optikai denzitasa. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett.

Annak eldontésére, hogy az elézoekben bemutatott, vélhetéleg TRIB3-medialt P65-NF-
kB gétlas altal megvaldsuld gyulladasgatld hatasok valoban lehetnek-e az Axa receptor
aktivacidjanak kovetkezményei, kisérleteinket az Aza receptor specifikus antagonistdja, a
ZM241385 (ZM; Poucher és mtsai., 1995) jelenlétében is megismételtiik. Megallapitottuk,
hogy az Aza receptor specifikus gatlasa (i) képes volt kivédeni a CBD TRIB3 expressziot
fokoz6 hatasat (33/A abra); (ii) a gyulladasgatld hatast (33/B abra); és (iii) a P65-NF-xB
utvonallal val6 interferenciat is (33/C abra).

Mindezek alapjan gy tiinik, hogy human szebocitakon a CBD gyulladasgatlo hatasaért
a P65-NF-xB utvonal Axa receptor > cAMP?1 - TRIB31 jelatviteli ,,tengely” altali gatlasa

felel6s.
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6.2. A FAAH inhibicio jelentos gyulladasgatlo hatas kialakulasahoz vezet in vitro és in

vivo egyardnt

A Célkitiizés fejezetben megfogalmazottak szellemében vizsgalataink mésodik felében
az ECS gyulladasos folyamatok szabalyozasdban betoltott szerepének jobb megismerésére

tettiink kisérletet epidermalis keratinocitakon.

6.2.1. A TLR aktivacio jelentésen fokozza FAAH kifejezodését és aktivitasat humdan

epidermadlis keratinocitakon

Kisérleteink els6 1épéseként sikerrel reprodukaltuk azokat az irodalmi adatokat, melyek
szerint az eCB-okat lebont6 egyik legfontosabb enzim, a FAAH funkcionalisan aktiv
formaban fejezodik ki a humén epidermalis keratinocitdkon (Maccarrone és mtsai., 2003;
Pucci és mtsai., 2011; 34. abra). Amint arrdl a 3.2.7.1. alfejezetben mar sz6 esett, a FAAH
altal szabalyozott lokalis eCB-tonus irodalmi adatok alapjan egy allando, ,,homeosztatikus”
gyulladdsgatlo hatast tart fenn a keratinocitdkon (Karsak €és mtsai., 2007; Leonti és mtsai.,
2010). Mindezek ismeretében feltételezhetd, hogy a lokalis gyulladasos folyamatok elinditasa
soran az eCB-tonus FAAH-medialt, negativ irdny szabalyozdsa is hozzajarulhat a valasz
mértékének finomhangolasdhoz.

Ezen hipotézis tesztelésére a hamsejteket kiilonféle TLR-aktivatorokkal (LPS és LTA)
kezeltiik, majd megvizsgaltuk a FAAH kifejezodését. Bar érdekes moédon az mRNS
expresszio csak LPS kezelésre mutatott statisztikailag szignifikdns emelkedést HPV-KER
sejteken (3 oras kezelés; 34/A abra), mégis mindkét TLR aktivator fokozni latszott® a FAAH
fehérje szintli expressziojat az immortalizalt hamsejteken, mig NHEK-kon csak az LTA-nak

volt ilyen hatasa (34/B-E abra).

% Bar a fokozodas konzekvensen jelen volt, ez vélhetdleg a kis elemszam (N=3) miatt nem érte €l a
statisztikailag szignifikans mértéket HPV-KER sejteken.
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34. abra A Toll-like receptor aktivacié a FAAH pozitiv reguldtora human epidermalis
keratinocitakon

A) A FAAH mRNS expressziojat az abran lathato kezeléseket kovetden vizsgaltuk meg (Q-PCR). Az adatokat a
AACT modszert alkalmazva eldbb a PPIA expresszids szintjére, majd az abran folytonos vonallal jeldlt 1 oras
kontroll tenyészet értékeire normalizaltuk, és atlag=SD (N=3) alakban abrazoltuk. K: kontroll. *,**P<0,05, 0,01
az adott napi kontrollhoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlo eredményre vezetett. (B-E) A Western
blot analizis soran az abran lathatd médokon 24 6ran at kezelt HPV-KER (B, C) és NHEK (D, E) tenyészeteket
vizsgaltunk (LPS: 5 pg/ml; LTA: 10 ug/ml). OD: a FAAH-specifikus savoknak elébb a mintafelviteli
kontrollként alkalmazott B-tubulin jelintenzitisara, majd a kontrollra normalizalt optikai denzitasa. (B és D)
Reprezentativ Western blotok. (C, E) A Western blot kisérletek statisztikai analizise (C: HPV-KER; E: NHEK).
A normalizalt OD-ok atlag+SEM alakban vannak abrazolva (N=3), *P<0,05. (F, G) A FAAH aktivitast 24 6ras
kontroll, illetve LTA (10 pg/ml) kezeléseket kovetben vizsgaltuk meg (F: HPV-KER; G: NHEK). Az aktivitas
specificitasat URB597-tel (100 nM) ellendriztiik. A harom fiiggetlen passzazsbol (HPV-KER), illetve donorbol
(NHEK) szarmazo, triplikalva végzett kisérlet adatait atlagtSEM alakban abrazoltuk. n.s.: nem szignifikans
kiilonbség; **,***P<0,01, 0,001.
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Bér ezen eredmények részben alatdmasztani latszottak a FAAH aktivitds fokozodaséaval
kapcsolatban megfogalmazott eldzetes hipotézisiinket, annak érdekében, hogy egyértelmiien
igazolhassuk vagy kizarhassuk ezt a feltételezést, megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja a
TLR-jelatvitel a FAAH aktivitasat mind HPV-KER sejteken, mind pedig NHEK-kon.

Harom fiiggetlen passzazsbol (HPV-KER), illetve harom donorb6l (NHEK) szarmazo
sejteket vizsgalva megallapitottuk, hogy a FAAH aktivitdsa valdéban jelentdsen fokozodik
TLR2 aktivacié hatasara (34/F-G abra), ami arra utal, hogy a TLR-aktivaciot kdvetden
masodlagosan csokkend eCB ténusnak valdban szerepe lehet a gyulladasos reakcid
felerdsitésében. Ezért a kovetkezOkben azt vizsgaltuk meg, hogy a FAAH-gatlasa milyen

hatassal van a human epidermalis keratinocitak gyulladasos folyamataira.

6.2.2. A FAAH-inhibitorok jelentds gyulladdsgatlo hatdast fejtenek ki

Mint ahogy fent bemutattuk, a keratinocitak LTA kezelésre jelentés FAAH-expresszio
¢és aktivitas fokozodassal reagaltak (34. abra); ezért tovabbi kisérleteink soran ezt hasznaltuk
az ,,in vitro modell-gyulladas” kivaltasara. Megallapitottuk, hogy az LTA-kezelés valoban
jelentdsen fokozta tobb kulcsfontossagi gyulladasos citokin (IL-/a, IL-1p, IL-6 és IL-8)
mRNS szintli expressziojat (35/A-B abra).

Kimutattuk azt is, hogy ezt mind a kereskedelmi forgalomban mar kaphat6 URB597
(Mor és mtsai., 2004; 35/A abra), mind pedig két, Gjonnan szintetizalt, potens és szelektiv®
FAAH-inhibitor, a WOBE440 ¢s -479 (Nicolussi €s mtsai., 2014a; 35/B abra) alkalmazasa
képes volt hatékonyan kivédeni. Tekintettel arra, hogy a gyulladasos citokinek esetében a
termelés €s a molekula bioldgiailag aktiv formaban torténd felszabaditdsa igen gyakran tobb,

fliggetlen 1épésben szabalyozott folyamat, ezért azt is megvizsgaltuk, hogy a FAAH-gatlok

% Kollaboracids partnereink eredményei szerint a két Gjonnan szintetizalt, N-alkil-karbamat szerkezet(i inhibitor
hatékony FAAH-gatlo koncentracioi nem aktivaljak direkt modon a CB; és CB: kannabinoid receptorokat,
nincsenek hatassal a 2-AG lebontasat végz6 monoacilglicerol-lipazra, és kozvetleniil nem befolyasoljak az EMT
vagy a COX; miikodését sem (Nicolussi és mtsai., 2014a), igy rendkiviil szelektiv FAAH-inhibitoroknak
tekinthetdek.
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miként befolyasoljak a sejtek feliiliszojaba szekretalt citokin-mennyiséget. ELISA technika
segitségével megallapitottuk, hogy mind a WOBE440, mind a WOBEA479 szignifikansan
csokkentette az LTA-indukalta IL-6 és IL-8 felszabadulast (35/C-D abra), ami arra utalt,

hogy jo eséllyel in vivo is hatékony gyulladasgatlo hatast mutatnak majd.
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35. abra A FAAH-inhibitorok jelentds gyulladdsgatlo hatékonysagot mutatnak humdan
epidermalis keratinocitdakon

(A, B) A gyulladasos citokinek mRNS expressziojat HPV-KER sejteken az abran lathato 24 oras kezeléseket
kovetden vizsgaltuk meg (Q-PCR; LTA: 10 pg/ml; URB597: 100 nM; WOBE440: 100 nM; WOBE479: 200
nM). Az adatokat a AACT moédszert alkalmazva el6bb a PPIA expresszids szintjére, majd az abrakon folytonos
vonallal jelolt kontroll tenyészet értékeire normalizaltuk, és atlag+SD (N=3) alakban abrazoltuk. *P<0,05 a
kontroll csoporthoz képest. #P<0,05 a kizardlag LTA kezelést kapo csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonld eredményre vezetett. (C-D) Az IL-6 (C) és IL-8 (D) felszabadulasat az abran jelolt 24 o6ras
kezeléseket kovetden ELISA technikaval végeztik HPV-KER sejtek feliiluszojabol. Az adatokat atlag+SD
(N=3) alakban abrazoltuk. *P<0,05 a kontroll csoporthoz képest. #P<0,05 a kizarolag LTA kezelést kapo
csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.
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6.2.3. A FAAH-inhibitorok gyulladasgatlo — hatasa  CBuip-medialt, , klasszikus”

kannabinoid jelatvitel révén valosul meg

Bar az altalunk hasznalt, Ujonnan szintetizalt, specifikus FAAH-inhibitorok
gyulladasgatld hatasanak mechanizmusa az irodalmi adatok (Karsak és mtsai., 2007; Di
Marzo, 2008; Nicolussi és mtsai., 2014a) alapjan els6 pillantasra egyértelmiinek tlint, mégis
meg kivantunk bizonyosodni arr6l, hogy a latottak hatterében valdban ,klasszikus”
kannabinoid jelatvitel (ti. a FAAH gétlasanak hatdsara fokoz6d6 eCB tonus altal aktivalt CB1
és CB: receptorokhoz kapcsolodo jelatvitel) all-e. Ennek eldontésére AM251 és AM630
jelenlétében is megismételtiik az el6z0 kisérleteinket, és megallapitottuk, hogy a CB1 és a CB>
receptorok egylittes gatlasa (az irodalmi adatok [Karsak és mtsai., 2007] alapjan vartakkal
Osszhangban) képes volt kivédeni a WOBE440 és WOBE479, valamint a pozitiv kontrollként
alkalmazott URBS597 gyulladasgatld hatasat is. Ezen eredményeink egyértelmiien azt
sugalltak, hogy a FAAH-gatlok anti-inflammatorikus hatasanak kialakulasaért a
keratinocitakon valoban a ,klasszikus”, CBip-medidlt kannabinoid jelpalya aktivalodasa

felel6s.

B [ TA 6nmagiban

Bl | TA + AM251 + AM630

1 LTA + FAAH-inhibitor 36. abra A FAAH-inhibitorok

BER LTA + FAAH-inhibitor + AM251 + AM630 CBu-medidlt, ,, klasszikus ™

kannabinoid jelatvitel révén fejtik ki
gvulladasgatlo hatasukat

[op}

KER sejteken, az abran lathatdo 24 oras
kezeléseket kovetéen vizsgaltuk meg (Q-
Exk PCR; LTA: 10 pg/ml; URB597: 100 nM;
o = WOBE440: 100 nM; WOBE479: 200 nM).
— Az adatokat a AACT modszert alkalmazva
elobb a PPIA expresszios szintjére, majd az
abran folytonos vonallal jeldlt kontroll
tenyészet értékeire normalizaltuk, és

T T T atlagtSD  (N=3) alakban abrazoltuk.
LTA URBS597 WOBE440 WOBE479 ***P<0,001. Egy tovabbi, fiiggetlen
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6.2.4. A FAAH-gatlok még hosszabb tavu kezelések sordn is a citotoxicitds veszélye

nélkiil alkalmazhatok

A kovetkezOkben (az anyagok lehetséges in vivo alkalmazhatdsagat szem el6tt tartva)

megvizsgaltuk, hogy a FAAH-gatlok miként befolyasoljak a keratinocitak életképességét.
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37. abra A FAAH-inhibitorok még hosszabb tavu kezelések alkalmaval is
a citotoxicitas veszelye nélkiil alkalmazhatoak

HPV-KER tenyészeteinket 8 (A, C), 24 (B, D), illetve 72 o6ran keresztiil (E-F) kezeltiik, majd MTT-assay-t (A-
B, E-F), valamint DilC1(5)-SYTOX Green jelolést (C-D) végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban
(N=4), az abrakon folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak szdzalékaban abrazoltuk. Az (E) és (F) paneleken
a nyilak az inhibitorok biokémiai karakterizaldsa soran meghatarozott (Nicolussi és mtsai., 2014a), és altalunk is
hatékonynak taldlt gyulladasgatldé koncentracioit jelolik. TCso: az az illesztett gérbe alapjan becsiilt koncentracio,
melynél az MTT jel a kontroll felére csokkent. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett.
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Megallapitottuk, hogy a FAAH-inhibitorok 8 és 24 o6ras kezelések soran nem
befolyasoltak a HPV-KER sejtek életképességét (37/A-B abra), és nem indukaltak korai,
sejtszamvaltozassal még nem jard apoptotikus vagy nekrotikus sejthalal folyamatokat sem
(37/C-D abra). Méréseinket hosszabb tava, 72 oras kezeléseket kovetden megismételve IS
ugy talaltuk, hogy a FAAH-inhibitorok citotoxikus hatasa csak tobb nagysagrenddel a
korabban hatékonynak talalt gyulladasgatlo koncentraciok (WOBE440: 100 nM; WOBE479:
200 nM) folott jelentkezik (WOBE440 TCso: ~10,6 uM; WOBE479 TCso: ~66,7 uM; 37/E-F

abra).

6.2.5. A FAAH-inhibitorok kedvezéen befolyasoljak az NC/Tnd egerek bortiineteit

Az epidermalis keratinocitadk ECS-ének jobb megismerését célzo kisérleteink zarasaként
arra voltunk kivancsiak, hogy az in vitro hatékonynak és biztonsagosnak mutatkoz6 FAAH-
inhibitorok egy magas klinikai relevanciaval rendelkez6 in vivo modellben topikalis
alkalmazast kdvetden is effektivnek bizonyulnak-e.

A kérdés megvalaszolasara partnereink a korabban NC/Nga-ként ismert és az AD széles
korben elfogadott modelljeként szamon tartott NC/Tnd egértorzson (Jung €s mtsai., 2011)
vizsgaltak a FAAH-inhibitorok hatékonysagat, ,,pozitiv”’ kontrollként kalcineurin-inhibitort
(tacrolimus) adagolva. A kisérletek soran megéllapitast nyert, hogy a két Gjonnan szintetizalt
FAAH-inhibitor topikdlisan adagolva a tacrolimusszal gyakorlatilag megegyez6
hatékonysaggal enyhitette az egerek blrtlineteit és fogta vissza a gyulladasos folyamatok
aktivitdsanak altalanos jelzdjeként szamon tartott 6démas fiilduzzadas kialakuldsat; raadasul a
30 napos vizsgalati periodus alatt semmilyen nyilvanvalé makroszképos mellékhatasra vagy
viselkedésbeli valtozasra sem deriilt fény (38. abra).

Mindezen eredményeink megerdsitették, hogy a topikalisan adagolt FAAH-gatlok in

Vvivo is hatékonyak lehetnek a kiilonb6z6 bérgyulladasok kezelésében.
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38. abra A topikdlisan alkalmazott vj tipusu FAAH-inhibitorok
hatékonyan enyhitik az NC/Tnd egerek bortiineteit

(A-D) Reprezentativ fotodokumentacié a kisérletbe bevont allatokrdl az 1 honapos kisérleti periddus végén. A:
kontroll (aceton:olivaolaj 4:1 aranyu keveréke); B: tacrolimus (0,1 [g/100 ml] specialis asvanyolaj, paraffin,
propilén-karbonat, vazelin €és viasz tartalma formulacioban; C: WOBE440 (1 [g/100 ml] aceton:olivaolaj 4:1
aranyt keverékében); D: WOBE479 (1 [g/100 ml] aceton:olivaolaj 4:1 aranyu keverékében). (E) A két fiil
kumulalt vastagsaganak valtozasa a kiindulasi fiilvastagsaghoz képest. (F) A teljes betegség pontszam (TBP)
valtozésa a kiindulési értékhez képest. A pontozas szubjektiv skala (O: tiinetmentes; 1: enyhe tiinetek; 2:
kozepesen sulyos tiinetek; 3: sflyos tinetek) segitségével tortént, melynek soran a bdrpir, az
odémaképzddés/papuldcio, illetve a vdladékozas, porkképzédés és esetleges vérzés fennallasa/sulyossaga volt a
vizsgalodas targya. A kisérletek két egyenld részben, csoportonként 8-9 allattal zajlottak. Az eredmények
atlag=SEM alakban vannak feltiintetve. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 az adott napi kontrollhoz viszonyitva.
n.s.: nem szignifikans kiilonbség.
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,Felix, qui potuit rerum |
! cognoscere causas.” |
| Vergilius: Georgica, II. 490.

7. Megbeszélés

A bor (kor)élettani folyamatainak mélyebb megismerése és megértése szamos igen nagy
prevalenciaju megbetegedés kezelésében kecsegtet az elérelépés reményével. Az ECS és a(z)
(endo)kannabinoid szignalizacié egy olyan ujonnan felfedezett szabalyozé rendszer, amelyrol
irodalmi adatok alapjan valosziniisithetd, hogy dontd jelentdségli az immunrendszer
milkodéseinek finomhangolasaban, és mint ilyen, az emberi bér vonatkozasaban is szamos
gyakori, gyulladasos folyamatokkal kisért betegség (pl. az AD vagy az acne stb.)
patogenezisében jatszhat szerepet, igy pedig a korszerli, molekuldris medicina szemléletii
terapids probalkozasok egyik kulcsfontossagu jovObeli célpontja lehet. Jelen értekezésben
ezért arra tettiink kisérletet, hogy megvizsgaljuk egy nem-pszichotrép FK, a CBD hatésait
human szebocitdkon, illetve, hogy tobb informacidt szerezziink az egyik legfontosabb eCB-
okat lebontd enzim, a FAAH mikodésér6l és jelentéségér6l a human epidermalis

keratinocitak immunolégiai viselkedésének szabalyozasaban.

7.1. A FAAH mint lehetséges uj célpont a bérgyulladdsok kezelésében

Az emberi szervezet elsOdleges védelmét a kiilonféle kiilsé artalmakkal szemben
egyebek mellett a bor komplex barrierfunkcioi (fizikokémiai, immunolédgiai és mikrobiologiai
barrierek) latjak el (Elias, 2008; Reitamo és Remitz, 2014). Amint arrdl az Irodalmi attekintés
3.1.2. alfejezetében részletesen sz6 esett, a KEB felépitésében kulcsfontossagu a kiilonbozo
bér  eredeti  sejtek  (pl.  epidermdlis  keratinocitdk)  precizen  szabdlyozott
proliferacios/differenciacidos egyensulya, illetve az egyes sejtféleségek koordinalt
egyiittmiikddése. Rdadasul mind az immunoldgiai, mind a fizikokémiai barrier felépitése és
fenntartasa nagyban fiigg a kommenzalis/szimbionta mikrobiota és a bér kolcsonhatasaitol.
Az egészséges barrier tehat egyfajta folytonos ,,parbeszédként” foghatd fel, melybdl

armelyik résztvevod kiesése, illetve ,.abnormalis” viselkedése maga utan vonhatja a masi
b lyik t k , illet b lis” lked t hat k
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szerepld miikodészavarait is (Kupper és Fuhlbrigge, 2004; Gallo és Nakatsuji, 2011; Olah és
mtsai., 2012).

Az ilyesfajta ,,komplex” barrierkarosodasra egy kivalo példa az AD, amely egy minden
részletében maig sem tisztazott patogenezisl, elsdsorban a fejlett ipari orszdgokban
eléfordulo, idiilt gyulladassal jellemezheté korkép (Kubo és mtsai., 2012). Tekintettel arra,
hogy az AD-ben fennallé kronikus gyulladas egyértelmiien hozzajarul a fizikokémiai barrier
tovabbi karosodasahoz (Howell és mitsai., 2009; Kuo és mtsai., 2013), konnyen belathatd,
hogy a bor immunologiai folyamatait szabalyozd jelatviteli rendszerek jobb megismerése
fontos 1épés lehet az wijabb, idedlis esetben a jelenleg elérhetdeknél hatékonyabb és/vagy
kedvezébb mellékhatasprofillal biro terapias eljarasok kifejlesztéséhez vezetd uton.

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitak kiilonféle kemokinek ¢és citokinek
felszabaditdsa révén kulcsfontossdguak a ,,professzionalis” immunsejtek toborzasdban és
mikodésiik szabalyozasaban; bioldgiai aktivitdsuk ily modon jelentds szerepet jatszik a
bérgyulladasok elinditasaban, valamint aktivitasuk és lefolyasuk szabalyozasaban (Kupper és
Fuhlbrigge, 2004; Karsak és mtsai., 2007).

Bar a FAAH epidermalis expresszidja mar régota ismert (Maccarrone és mtsai., 2003),
jelen kisérleteink sordn elséként mutattuk ki, hogy az enzim aktivitasdnak poszttranszkripcios
szabalyozasa (vélhetéleg a homeosztatikus eCB tonus in situ csokkentésén keresztiil)
bizonyos esetekben hozzajarulhat a gyulladasos folyamatok kiteljesedéséhez. Eredményeink
szerint ugyan a FAAH mRNS szintli kifejezodése nem (LTA) vagy csak tranziens modon
(LPS) valtozott TLR2 és -4 aktivacio hatasara HPV-KER sejteken (34/A abra), az expresszio
fehérje szintli novekedése ugyanakkor (bar a kis elemszam miatt nem érte el a statisztikailag
szignifikdns szintet) minden esetben konzekvensen kialakult (34/B-C abra). NHEK-kon
vizsgalodva pedig azt tapasztaltuk, hogy a kifejezédés a TLR2-t aktivalo LTA kezelést

kovetéen matematikailag is szignifikans mértékben fokozodott (34/D-E abra). Tekintettel
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arra, hogy az mRNS ¢és fehérje szintli eredmények ellentmondani latszottak egymasnak,
illetve arra, hogy egy enzim kifejez0désének valtozdsa nem sziikségszerlien tlikrozi az
aktivitds mértékét, a TLR-jelatvitel lehetséges pozitiv szabdlyoz6 szerepét direkt aktivitas
mérés segitségével is megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy fehérje szinten nyert adataink
altal sugalltakkal O6sszhangban a FAAH aktivitasa szignifikdnsan fokozodott a TLR2-t
aktivalo LTA-val torténd 24 oras kezelések soran mind az immortalizalt, mind pedig a primer
human epidermalis keratinocitak esetén (34/F-G abra).

anandamid arachidonsav Ezen eredményeink két fontos

nti-infl torik -i gyl .
(anti-inflammatérikus) (pro-inflammatrikus) tanulsaggal is szolgaltak. Egyfelodl

EAAH ramutattak, hogy - legalabbis bizonyos

Toll-like  receptor(ok)  aktivaciojat
+
kovetben - a FAAH aktivitisanak
TLR2-jelatvitel

39. abra A FAAH aktivitds feltételezett , kapuér”  fokozodasa (a csokkend
szerepe a TLR2-aktivacio dltal kivaltott gyulladdsos _
folyama[ok Szabdlyozdsdban homeOSZtatlkus, gyulladésgétlé eCB-

tonus, valamint elméletileg a kovetkezményesen fokozodd AA termelés révén?)
hozzéjarulhat a gyulladdsos folyamatok dinamikajanak pozitiv regulaciéjahoz (39. abra)*l.
Masteldl pedig elvezettek ahhoz az eddig mas rendszerekben le nem irt felismeréshez is, hogy
a FAAH esetében az aktivitds szabalyozasaban kiemelkedd jelentdségli a poszttranszkripcids

regulacid. Bar természetesen eléfordulhat, hogy ez a bioldgiai viselkedés a keratinocitak

sajatja ¢és mas sejtféleségek esetében nem jellemzd, mégis fontos adalék lehet a FAAH

40 Tekintettek arra, hogy eredményeink szerint (14sd késébb) a CB; és CB; receptorok szimultan gatlasa kivédte
a gyulladasgatlo hatas kialakulasat (36. abra), adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy az AA szerepe ebben
az esetben a gyulladasos folyamatok kialakitdsaban és fenntartdsdban alarendelt jelentdségii lehet. Nem szabad
ugyanakkor elfelejteni, hogy a felszabaduld AA a differencialédas és ezzel a fizikokémiai barrier felépitésének
szabalyozasaban ett6l fiiggetleniil még fontos szerepet jatszhat (Weise és mtsai., 2011; Sivamani, 2014).

41 Ennek akar olyan kozismert betegségek patogenezisében is lehet szerepe, mint a rosacea ahol a kozelmultban
irtak le a TLR2 expresszio fokozodasat epidermalis keratinocitakon (Picardo és Ottaviani, 2014). Ennek
fényében eredményeink alapjan nem kizart, hogy a betegségre jellemz6 gyulladasos folyamatok hatterében a
csokkent eCB-tonus is szerepet jatszhat.
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tovabbi vizsgalatdhoz, hiszen felhivja a figyelmet arra, hogy a kizdr6lag mRNS szinten
torténd vizsgalatok konnyen alnegativ eredményekre vezethetnek®.

Mindezen eredmények alapjan a TLR-jelatvitel altal fokozott FAAH aktivitas
normalizalasa egy teljesen 1j, célzott gyulladdsgatld terapia esélyét vetitette elére a bor
gyulladdsos folyamatainak kezelésében. Ezen hipotézis tesztelésére kisérleteink kovetkezd
szakaszdban megvizsgaltuk, hogy egy kereskedelmi forgalomban mar elérhetdé (URB597,
Mor és mtsai., 2004), illetve két, kollaboréacids partnereink altal Gjonnan kifejlesztett, potens
és szelektiv®® FAAH-inhibitor (WOBE440 és WOBE479; Nicolussi és mtsai., 2014a) miként
befolyasolja az LTA-indukalta gyulladasos valasz kialakulasat. Megallapitottuk, hogy a
gatloszerek mind mRNS, mind fehérje szinten jelentésen csokkentették az LTA-ra adott pro-
inflammatorikus reakciot (35. abra). A hatas hatterében az irodalmi adatokkal (Di Marzo,
2008; Nicolussi és mtsai., 2014a) 6sszhangban a CB; és CB> kannabinoid receptorok indirekt
aktivalasa allt (36. abra), a FAAH-inhibitorok pedig rovid és hosszu tava kezelések soran
sem csokkentették a human keratinocitak életképességét (37. abra). Mindezen eredmények
arra utaltak, hogy a FAAH-inhibitorok in vivo is képesek lehetnek hatékony gyulladasgatld
valasz kialakitasara. Ez esetben raadasul, elméleti megfontolasok alapjan, ezt a hatast egyéb
lokalis tényezok is erdsithetik, hiszen az epidermalis eCB-tonus fokozodasa (elvileg) pl. a
LC-ek ¢és az érzdideg-végzodések biologiai viselkedését is anti-inflammatorikus iranyba
befolyasolhatja (Maccarrone €s mtsai., 2015).

A lehetséges klinikai felhasznalas szempontjabol kulcskérdés, hogy szisztémas vagy

topikalis Uton kivanjuk-e alkalmazni az adott szereket. Tekintettel arra, hogy a topikalis

42 Ezzel egybecsengenek azon megfigyeléseink elézetes eredményei is, melyek szerint AD-ben a tiineteket
mutatd borteriiletekrdl szarmazod tenyésztett keratinocitakban a FAAH mRNS szintli expresszidja hasonlo a
tiinetmentes teriiletekrdl szdrmazokéhoz, fehérje szinten azonban markans kiilonbségek mutatkoznak a két
sejtpopulacio kozott (nem publikalt megfigyelés).

43 Amint arr6l mar szo esett, kollaboracids partnereink alapos munkajanak hala bebizonyosodott, hogy a két
ujonnan fejlesztett inhibitor hatékony FAAH-gatlo koncentracioi nem befolyasoljak a kereskedelmi forgalomban
kaphato FAAH-gatlok tobbsége altal gyakran ,,célba vett” egyéb enzimek (pl. COX> és monoacilglicerol-lipaz),
valamint az EMT aktivitasat, és nem kotédnek a CB; és CB» kannabinoid receptorokhoz sem, igy biologiai
hatasaik valoban szelektiven a FAAH gatlasanak szamlajara irhatok.
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alkalmazas esetén sokkal célzottabb (esetleg nagyobb dézisu) kezelésre nyilik lehetdség, az
esetleges mellékhatasok minimalizalasa érdekében mindenképpen a direkt modon a borre
torténd adagolas tlinik a legcélravezetObbnek. Mindezen megfontolasok alapjan,
eredményeink klinikai relevancidjanak novelése érdekében kisérleteink zarasaként az AD
altalanosan elfogadott modelljéiil szolgdld NC/Tnd egerek (Jung és mtsai., 2011)
felhasznéldsaval is meg kivantuk vizsgdlni a FAAH-gatlok topikalis alkalmazast kovetd
gyulladasgatlo hatékonysagat.

Megallapitottuk, hogy a megfeleld formuldcioban a boérfelszinre adagolt FAAH-
inhibitorok a klinikai gyakorlatban széles korben hasznalt és ezért jelen kisérleteink soran
egyfajta pozitiv kontrollként alkalmazott tacrolimushoz hasonld hatékonysaggal enyhitették
az allatok gyulladasos folyamatainak mértékét indirekt modon jelzé fiilduzzadast, valamint
szignifikansan csokkentették a TBP-ot is ugy, hogy az egy honapos vizsgalati periddus soran

nem okoztak megfigyelhetd mellékhatast (38. abra).

FAAH-inhibitorok

anandamidt
l FAAH [§

arachidonsav

+ etanolamin
0 \’

Pro-inflammatorikus
@ jelatvitel

Patogének

P

Gyulladasos eitokinek Human keratinocitak

— A borgyulladasok
elinditasa

40. abra A FAAH-gatlok lehetseges helye és szerepe a borgyulladasok kezelésében
Szinkod: bordod: a TLR2-jelatvitel hatasa; kék: a FAAH-gatlas hatasa; zold: a FAAH aktivitasa.
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Mindezek alapjan a most bemutatott, komplementer in vitro és in vivo kisérleteink
eredményei arra utalnak, hogy a FAAH aktivitasa altal szabalyozott eCB-tonus egy lehetséges
TLR-fliggd regulatora a bdér gyulladdsos folyamatainak. A FAAH gatlasa pedig célzott,
hatékony ¢és az allatkisérletes adatok tantisdga szerint nagy valdsziniiséggel
mellékhatdsmentes terapids eszkoz lehet a kiilonféle borgyulladasok jovobeli kezelésében (40.
abra). Reményeink szerint igy eredményeink alapjan a kozeljovében mod nyilhat a vizsgalt
szelektiv FAAH-gatlok topikalis alkalmazast kovetd hatékonysaganak tesztelésére human

klinikai vizsgélatokban is.

7.2. A CBD komplex anti-acne hatasai és a hatteriikben huizodo jelatvitel

Az acne az egyik leggyakoribb emberi bérbetegség, melynek kezelése a mai napig sem
teljes mértékben megoldott (a téma részletes attekintése a 3.1.5. alfejezetben talalhat6). Ennek
megfeleléen napjainkban is szamos 0j kezelési mod (pl. retinsav metabolizmust blokkold
agensek [,,RAMBA”], laurilsav, P. acnes vakcinacid, PPAR agonistak, dipeptidil-peptidaz IV
inhibitorok, az 5-LOX-t gatld Zileuton, sztearoil-koenzim A inhibitorok, TLR2 gatloszerek,
illetve 1) tipusu gyulladasgatlok, pl. az a-melanocita stimulalé hormonbdl szarmaz6 tripeptid,
a KdPT [lizin-d-prolin-treonin]) vizsgalata zajlik vilagszerte (Mastofrancesco és mtsai., 2010;
Dessinioti €s Zouboulis, 2014; Rawlings, 2014). A koézelmultban munkacsoportunk fényt
deritett arra, hogy az ECS klasszikus (CB: receptor; Dobrosi és mtsai., 2008) és tagabb
értelemben vett (TRPV1; Toth és mtsai.,, 2009) tagjai komplex moddon reguladljdk a
faggyulipid-termelést, ezért jelen kisérleteink sordn human, immortalizalt szebocitdk (SZ95
sejtek; Zouboulis és mtsai., 1999), illetve hSOC (Lu és mtsai., 2007; Tiede és mtsai., 2009;
Hinde ¢és mtsai, 2013) alkalmazasdval a nem-pszichotrép FK CBD humén
faggyumirigysejtekre gyakorolt biologiai hatasait vettiik gorcso ala.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a neuroldgiai Klinikai gyakorlatban a sclerosis
multiplex adjuvans kezelésében mar évek ota alkalmazott CBD (Pertwee, 2006; Zuardi és
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mtsai., 2006a; Zuardi és mtsai., 2006b) komplex anti-acne hatasokat valt ki. Eredményeink
szerint az életképesség és a szebocitak bazilis lipidtermelésének befolyasolasa nélkiil** (7. és
8. abra) (i) mind kvantitativ, mind kvalitativ értelemben normalizalja a ,,pro-acne” agensek
altal korosan fokozott faggytlipid-termelést (univerzalis liposztatikus hatas; 7. és 9. abra);
(i1) csokkenti a szebocitak proliferacidjat (anti-proliferativ hatas; 10. abra); és (iii) kivédi a
»pro-acne agensek, illetve TLR-aktivatorok gyulladasos citokinek termelésére gyakorolt
hatasat is (univerzalis gyulladdsgatlo hatas; 13. abra). Kimutattuk azt is, hogy a CBD
szebosztatikus (kombinalt liposztatikus és anti-proliferativ®®) hatdsai ,,in vivo-szerti”
koriilmények kozott, hSOC-ban is kialakulnak (12. abra), ami alapjan jo esély latszik arra,
hogy esetleges jovobeli klinikai alkalmazasa soran is hatékony legyen.

Az elézbekben targyalt és jelen kisérletek soran bizonyitott, harmas cellularis anti-acne
aktivitas mellett érdemes szot ejteni arrdl is, hogy irodalmi adatok alapjan a CBD topikalis
alkalmazasat tovabbi, a betegség kezelése szempontjabol elényds hatasok kialakulasa
kisérheti. A 3.1.5. alfejezetben részletesen targyaltak szerint az acne kialakulasaban a mar
emlitett szebocita-specifikus Iépések (fokozott mennyiségli €és megvaltozott mindségi
faggyulipid-termelés, fokozott proliferacio, gyulladas) mellett nagy jelentéséggel bir a FM-ek
kivezetdcsoveinek hiperkeratinizacié miatti elzarodasa (comedo képzddés), illetve a pangd
faggytiban felszaporodd baktériumok (pl. egyes P. acnes torzsek) altal kivaltott gyulladas
(Zouboulis és mtsai., 2003; Kurokawa és mtsai., 2009; Zouboulis és mtsai., 2005; Shirakawa

és mtsai., 2006; Layton, 2010; Schneider ¢s Paus, 2010; Vega és mtsai., 2010; Szabd és

4 Ezen eredmények klinikai jelentdségét az adja, hogy az ,,idedlis” acne kezelés soran tobbek kozott a FM-ek
élettani funkcidinak megdrzésére is torekedniink kell(ene), hiszen a faggyltermelés jelentds szerepet jatszik
egyebek mellett a KEB kialakitdsaban (Zouboulis és mtsai., 2008). Ennek megfelelden az, hogy az
izotretinoinnal ellentétben (Nelson és mtsai., 2006) a CBD nem ,,szebocitotoxikus”, hanem a koérosan fokozott
lipidtermelést normalizalo, ,tisztan” liposztatikus és anti-proliferativ hatdsokat valt ki, a reménybeli
mellékhatasmentes terapia szempontjabol mindenképpen iidvozlendd, és tovabb noveli az eredmények klinikai
transzlalhatosaganak esélyét.

4 Minthogy a faggyutermelés egy holokrin szekrécids folyamat végeredménye, az in vivo faggyutermelés
szempontjabol a szebocitak proliferacioja még az egyes sejtek individualis lipidtermelésénél is fontosabb
meghatarozdja az acnehoz vezetd korosan fokozott faggyutermelés kialakulasanak (Thody és Shuster, 1989;
Melnik és Zouboulis, 2013).
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Kemény, 2011). A CBD-r6l pedig (csakugy mint szamos egyéb FK-rol) a kézelmultban
bebizonyosodott, hogy jelentds anti-bakterialis hatassal bir (Appedino és mtsai., 2008). Bar a
CBD esetleges P. acnes cllenes hatékonysagat ez ideig még senki sem vizsgalta, ezen adatok
alapjan felmeriil, hogy az egyébként is valoszintsithetd indirekt (pl. LL-37 katelicidin up-
regulacio altal medialt; 6. tablazat és 26. abra) hatasait direkt anti-bakterialis aktivitas is
kiegészitheti. Ismert az is, hogy a CBD gatolja a hiperproliferativ keratinocitdk osztodasat
az acnera jellemzo koéros lipidom kvalitativ normalizaldsanak (9. dbra) és a
gyulladasoscitokin-termelés csokkentésének (13. abra) pedig a comedo képzddésre lehet
jotékony hatasa, aminek eredményeként elméletileg mar a betegség valamennyi patogenetikai
1épését lefedd, globalis anti-acne aktivitas alakulhat ki.

A kedvez6 anti-acne hatasok fenomenologiai karakterizalasa utdn azok
mechanizmuséanak részletekbe mend vizsgalatara igyekeztiink sort keriteni. Szamitasba véve a
CBD ismert célmolekulainak a 3.2.3. alfejezetben mar részletesen targyalt soksziniiségét, ez
meglehetdsen komplex vallalkozasnak igérkezett, azonban a fentebb mar emlitett korabbi
eredményeink (ti., hogy a TRPV1 aktivacioja a CBD esetében latotthoz hasonl6 liposztatikus
hatasok kialakulasahoz vezet; Toth és mitsai.,, 2009), arra engedtek kovetkeztetni, hogy
esetiinkben is 1onotrop kannabinoid receptorok aktivalodasa allhat a hatasok hatterében.

Az ezen hipotézis tesztelésére teljes sejtes elrendezésben elvégzett patch-clamp
kisérleteink (melyek sordn az irodalomban els6ként vizsgaltuk a human szebocitdkat
elektrofiziologiai szempontbol) eredményei megerdsiteni latszottak ezt a feltételezésiinket
(15. abra). Ezt kovet6en farmakologiai és molekularis biologiai modszerek széles tarhazat
felvonultatva igazoltuk, hogy a CBD liposztatikus és anti-proliferativ aktivitaisa a TRPV4
ioncsatorna aktivacidjahoz és a kovetkezményes Ca®*-bearamlashoz kotédik, mig a

gyulladasgatlo hatas ettdl fiiggetleniil alakul ki (19., 22., 23. és 24. abra).
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Ezen a ponton érdemes megjegyezni, hogy a lipidszintézis Ca®*-jelatvitel 4ltali negativ
regulacidja nem példanélkiili az irodalomban, ugyanis nemcsak szebocitakon (T6th és mtsai.,
2009), hanem zsirsejteken is leirtak mar hasonl6t (Shi és mtsai., 2000; Zhang és mtsai., 2007).
Adataink rdadéasul Osszhangban 4llnak a De Petrocellis és munkatarsai altal kozolt
eredményekkel, melyek szerint a CBD hatékony, de a ,,klasszikus” agonistdkhoz ¢s mas FK-
okhoz (pl. (-)-A%-tetrahidrokannabivarin [THCV]) képest kis hataserdsségli aktivatora a
TRPV4-nek (De Petrocellis és mtsai., 2012). Nem publikalt, valamint jelenleg biralati
szakban 1évé eredményeink alapjan ugyanis a THCV az 1-10 pM-0s
koncentraciotartomanyban a CBD-hoz nagyon hasonlé szebosztatikus hatasokat valt ki, 10
uM-ban azonban mar csékkenti a bazalis faggyulipid-termelést is (Olah és mtsai., publikacid
revizid alatt), és az azonos koncentracidban adagolt CBD alkalmazéasakor jellemzonél
nagyobb Ca?*-jelet valt ki (nem publikalt megfigyelés).

Tekintettel arra, hogy tobb intracellularis jelatviteli 1tvonal vizsgalata is
eredményteleniil zarult (25. abra), a ,,down-stream” jelatvitel pontosabb tisztazasara harom
fiiggetlen kontroll és CBD-kezelt (10 uM; 24 o6ra) szebocita mintapart teljes genom
microarray vizsgalatnak vetettiink ala. Az elvégzett GSEA és BiNGO analizisek a 6.1.12.
alfejezetben részletesen targyaltaknak megfeleléen megerdsitették a CBD komplex anti-acne

hatasairél eddig kapott eredményeinket*®

, valamint fényt deritettek 80 down- és 72 up-
regulalodd CBD-célgénre is, melyek koziil az irodalmi adatok alapjan legérdekesebbnek
tlindket a 6. tablazat foglalja 6ssze. Az ezek koziil Q-PCR megerdsitésre kivalasztott gének

validalasa addigi eredményeinkkel teljes 0sszhangban azt mutatta, hogy a lipidszintézishez

(NRIP1 és ARHGAPY), valamint proliferacidhoz (Ki67) kotheté gének TRPV4-fliggd, mig az

4 Amint arrol mar szo esett, ezek az eredmények a disszerticio alapjat képezd publikicid on-line kiegészitd
adatai kozott a The Journal of Clinical Investigation honlapjan szabadon hozzaférhetéek
(http://www.jci.org/articles/view/64628#sd). A CBD anti-acne hatasainak szerteagazosagat remekiil példazza,
hogy a csokkend kifejez6dést mutatd gének vizsgéalatakor egyebek mellett olyan, az acne patogenezisében
alapvet6 fontossagu jelatviteli utvonalak is azonositasra keriiltek, mint az IGF-1 vagy az mTOR-utvonal (Melnik
és Schmitz, 2013; Monfrecola és mtsai., 2015).
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~immun” gének (TRIB3, LL-37 katelicidin) TRPV4-fiiggetlen médon regulalodtak (26. abra).
Az ERK-jelpalya endogén inhibitoranak, az ARHGAP9-nek (Ang és mtsai., 2007) az up-
regulalodasa raadasul arra utalt, hogy a pro-lipogén MAPK-kaszkad (Dobrosi és mtsai., 2008)
gatldsa hozzajarulhat a CBD liposztatikus hatdsanak a kialakuldsdhoz. Tekintettel arra, hogy a
CBD a fentebb bemutatott adatokkal teljes 6sszhangban TRPV4-fliggé modon képes volt
kivédeni az AEA altal kivaltott pro-lipogén ERK1/2 MAPK foszforilaciot*’ (27. abra),
eredményeink ismét alahtiztdk a TRPV4 kozponti jelentdségét a CBD liposztatikus
jelatvitelének elinditasaban.

A MAPK-kaszkad vizsgalata mellett a CBD altal TRPV4-fiiggd moédon down-regulalt,
a zsirsejtek triglicerid raktarozasanak szabalyozasaban fontos pozitiv regulator NRIP1
(Leonardsson ¢és mtsai., 2004) szelektiv géncsendesitését is elvégeztik (28. abra).
Megallapitottuk, hogy a CBD hatdsat ,utanz6” NRIP1 ,knock down” szignifikansan
csokkentette az AA altal kivaltott lipogén valaszt (28. abra), megerdsitve ezzel az NRIP1
down-regulacio szerepét a CBD liposztatikus hatasainak kialakitisaban“®,

A TRPV4-medialt szebosztatikus aktivitds molekularis hatterének részletekbe mend
vizsgalata utan a gyulladasgatld hatasok jelatvitelét vettilk gorcsé ala. A microarray adatok
alapos elemzése az NF-kB-utvonal endogén inhibitora, a TRIB3 (Wu és mtsai., 2003) a
lehetséges szerepére vilagitott ra (6. tablazat; 26. abra). Ezt a feltételezést a TRIB3 szamos
ismert célgénjének (,,activating transcription factor 4, aszparagin szintetdz, ,.cation
transport regulator-like 1” és ,,DNS-kdrosodas-indukdlt transzkript 3”; Mungrue és mtsai.,
2009; Juknat és mtsai., 2013) az up-regulacidja is megerdsitette, ezért megvizsgaltuk a TRIB3

esetleges részvételét a CBD gyulladasgatlo hatasainak kozvetitésében. Megallapitottuk, hogy

47 Bar végiil nem keriilt be a publikacio végleges véltozatdba, a szintetikus TRPV4 agonista GSK alkalmazasaval
is végeztiink kisérleteket, és elézetes eredményeink azt mutattak, hogy a CBD-hoz hasonldéan képes volt
kivédeni az ERK1/2 MAPK kaszkad AEA altali aktivaciojat (nem publikalt megfigyelés).

48 A leghjabb eredmények fényében tgy tiinik, hogy az NRIP1 down-regulcidja egyszersmind anti-proliferativ
hatasu is lehet (Aziz és mtsai., 2015), azaz lehetséges, hogy nem ,,csak” a lipidszintézis, hanem a proliferacio
csokkenésében is szerepet jatszott.
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a TRIB3 szelektiv géncsendesitése (29. abra) kivédte a CBD LPS-sel szemben mutatott
gyulladasgatld hatasat (30/A 4bra), és bar irodalmi adatok alapjan felmeriilt*®, fentebb
bemutatott eredményeinkkel (26. abra) dsszhangban, nem befolyéasolta annak liposztatikus
aktivitasat (30/B abra).

Ezen a ponton érdemes megjegyezni, hogy a TRIB3-at a kozelmultban rajtunk kiviil
egymastol fliggetleniil két tovabbi munkacsoport is CBD-célgénként azonositotta (Salazar és
mtsai., 2009; Juknat és mtsai., 2013; Salazar és mtsai., 2013). Ezek az eredmények az altalunk
jelen dolgozat keretében prezentaltakkal egyiitt egyértelmiien arra utalnak, hogy ez a gén
fontos cellularis effektora a FK-oknak, igy a késObbiekben vizsgalatat mindenképpen érdemes
lesz ,rutinszerien” megejteni az ezen molekuldk hatasaiért felelés jelpalyak
tanulmanyozasakor.

Tekintettel arra, hogy a mar emlitettek szerint a TRIB3 gyulladdsgatlo hatasat az
irodalmi adatok alapjan az NF-kB-tutvonal gatlasa révén fejti ki (Wu €s mtsai., 2003), a CBD-
rol pedig ismert, hogy képes ezzel a jelpalyaval interferalva anti-inflammatorikus hatasok
kialakitasara (Kozela ¢s mtsai., 2010), kovetkezd 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy a CBD
miként befolyasolja az LPS hatasara kialakuld6 NF-kB-aktivaciot. Megallapitottuk, hogy a
CBD - a korabbiakkal (24. és 26. abra) 6sszhangban ismét csak TRPV4 fiiggetlen modon -
kivédte az LPS P65-NF-kB-tutvonalat aktival6 hatasat (31. abra), azaz megallapithat6, hogy a
CBD gyulladéasgatld hatasanak ,,végso effektora” a P65-NF-kB-utvonal (vélhetdleg TRIB3-
medialt) gatlasa volt.

Végezetiil a TRIB3 up-regulaciot kivalto ,,up-stream” folyamatok azonositasara tettiink
kisérletet. Kimutattuk, hogy a CBD-kezelés jelentdsen fokozta az intracellularis cAMP
szintet, ami irodalmi adatok alapjan a TRIB3-jelatvitel egyik lehetséges aktivatora (Zou és

mtsai., 2011; 32/A abra). Ezen eredmények arra utaltak, hogy a gyulladasgatld hatasok

4 Trodalmi adatok alapjan a TRIB3 a PPARy transzkripcids aktivitdsanak gatlasaval csokkenti a zsirsejtek
differencialodasat (Takahashi és mtsai., 2008).

108



hatterében egy Gs-fehérjéhez kapcsolt 7-TM receptor aktivalodasa allhatott. Az irodalmi
adatok attekintésekor mindossze egyetlen Gs-kapcsoltat (Ijzerman és mtsai., 2013) talaltunk a
CBD ismert célmolekulai ko6zott, az Aoa adenozin receptort. Mivel err6l mar kimutattak, hogy
kozvetitheti a CBD gyulladasgatlo hatasait (Ribeiro és mtsai., 2012), ezen a ponton igen
valdszintivé valt, hogy a gyulladdsgatld hatasok hatterében ennek a receptornak az aktivacidja
allhat. ElIméletiink tesztelése soran kimutattuk, hogy az Aoa receptor valdoban expresszalodik
mind mRNS, mind pedig fehérje szinten a human szebocitadkban (32/B-D abra), szelektiv
antagonistaja pedig kivédte nemcsak a CBD-medialt TRIB3 up-regulaciét, de a gyulladasgatlo
hatast és a P65-NF-kB-utvonal CBD altali gatlasat is (33. abra). Mindez tehat azt jelenti,
hogy a CBD anti-inflammatorikus hatasat human szebocitdkon minden valdsziniiség szerint a
P65-NF-kB-tutvonal TRIB3-medialt gatlasa okozza, amelyet a CBD az Aza receptor direkt

vagy indirekt aktivalasa® révén valt ki (41. abra).

. T~ (-)-kannabidiol (CBD) —

N\NO?

Ca2+ cAMP?

N 07| C}=> \
A e

|NRIP1 | ERK1/2 MAPK] SX_KB TRIB31
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Gyullad:’tszkin-termelés
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41. abra A CBD jelen tanulmanyban leirt (szélek), illetve irodalmi adatok
(kozépen; Wilkinson és Williamson, 2007; Appendino és mtsai., 2008; Pucci és mtsai., 2013)
alapjan feltételezhets anti-acne hatdsainak dttekintése

Llposztatlkus
& Anti-proliferativ hatas

% Egyes irodalmi adatok alapjan nem zarhat6 ki, hogy a CBD nem kozvetleniil a receptorhoz kapcsolodva,
hanem az ekvilibrativ nukleozid transzporter 1 (ENT1) gatlasaval és az adenozin ,toénus” fokozasaval
masodlagosan aktivalja az Axa-t (Carrier és mtsai., 2006; Liou és mtsai., 2008).

109



Osszességében adataink egy potencialisan igen hatékony anti-acne szerként lattatjak a
CBD-t, ami tobb, egymastol fliggetlen utvonalon egyidejiileg hatva, valodi ,,to6bbcélponta
polifarmakon™-ként®! elméletileg egyszerre lehet képes az acne patogenezisében lényeges
valamennyi kulcsmozzanat kedvezd befolyasolasara (41. abra). Az a tény, hogy a CBD
biztonsagossagat mar szamos tanulmany, illetve a klinikai gyakorlat is igazolta (Pertwee,
2006; Zuardi és mtsai., 2006a és b), kiilondsen annak fényében teszi vonzova ezt a molekulat,
ha tekintetbe vessziikk a jelenleg elérheté legsokoldaltibb anti-acne szer, az izotretinoin
jelentés potencialis mellékhatasprofiljat (Ellis és Krach, 2001; Kurokawa ¢s mtsai., 2009;
Rigopulos ¢és mtsai., 2010). Mindezen irodalmi adatok a most prezentdlt eredményekkel
egylitt egy koltséghatékony és vélhetdleg jol toleralhatd, am mégis rendkiviil hatékony CBD-
alapu acne terapia lehet0ségére mutatnak ra.

Sajnalatos moédon a CBD farmakokinetikdja az emberi testben nem minden részletében
ismert, igy nem tudhaté biztosan az sem, hogy a szisztémasan alkalmazott CBD mekkora
hanyada jut el a borbe; az azonban bizonyos, hogy marihudnafogyasztast kovetden egyes FK-
ok mind a hajszalakban, mind a faggyuban kimutathatéak (Kintz és mtsai., 1995; Skopp ¢és
mtsai., 2007; Moosmann és mtsai., 2015). Bar a szajnyalkahdrtya spray-ként adagolt Sativex®
esetén a CBD plazmakoncentracioi elmaradnak a jelen tanulményban hatékonynak talalt
alacsony mikromolaris koncentraciotartomanyt6l (Karschner és mtsai., 2011), a CBD-hoz
hasonléan rendkiviil lipofil anyagok esetében nem kizart a plazmakoncentracidok
tobbszordsének elérése sem a megfelelden lipidgazdag szovetekben. Mindezek alapjan joggal
remélhetd, hogy az erdsen lipofil CBD a zsirokban gazdag FM-ekben relative magas, terapias

szempontbol is relevans koncentraciot érjen el akar szisztémas alkalmazast kovetden is.

51 Napjainkban egyre inkabb terjed az Un. ,,polifarmakolégiai” gyogyszerfejlesztési szemlélet, azaz a korabban
jellemzo ,egy szer egy célpont” stratégiaval szemben el6térbe keriil a betegségekre karakterisztikus
molekularispatologiai ,,ujjlenyomatot” onmagukban is minél teljesebben lefedd, tdbbcélponti hatéanyagok
fejlesztése (Bolognesi, 2013; Reddy és Zhang, 2013; Cumming és mtsai., 2014; Rosini, 2014). A korabbiakban
mar emlitett farmakologiai promiszkuitast, valamint a jelen tanulmany keretében feltart tobb, egymast kiegészito
tamadasponton nyugvo, komplex acne ellenes hatast figyelembe véve a CBD ennek az 11j iranyzatnak egy igen
sikeres képviseldje lehet a jovoben.
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Masfeldl azonban a szisztémas alkalmazasnal sokkal igéretesebbnek tlinik a topikalis beviteli
mod. Ez mar csak azért is igen izgalmas lehetdségnek igérkezik, mert ebben az esetben a
CBD nagyfoku lipofilitasa miatt mas hasonlé karakteri anyagokhoz (pl. szteroid hormonok
[Hueber és mtsai., 1992], egyes fényérzékenyitdk [Togsverd-Bo és mtsai., 2012], ciklopirox

2 a transzfollikularis uton

oleamin [Starova és Aly, 2005] stb.) hasonléan elsédlegesen®
penetral a bor mélyebb rétegei felé, és igy jo eséllyel éppen a megcélozni kivant FM-ekben
halmozodik fel (Lodzki és mtsai., 2003). Ez pedig allatkisérletes modellek alapjan egy
rendkiviil célzott beviteli mod lehetne a FM-ek kezelésére (Lodzki ¢s mtsai., 2003; Tubaro és
mtsai., 2010).

Bar a ,tiszta” CBD szeborrea, illetve acne ellenes hatékonysagat eleddig senki sem
vizsgélta megfelelden kontrollalt klinikai kisérletekben, egy kozelmultban megjelent cikk
mégis a CBD klinikai hatdsossagara enged kdvetkeztetni. Ebben a kdzleményben a pakisztani
szerzéparos egy 12 hetes, egyesvak, placebo-kontrollalt klinikai kisérletrél szamol be,
amelyben 3%-0s kendermag-kivonatot, illetve placebot tartalmazé krémmel kezelték
szeborreas betegek egyik és masik arcfelét (,,0sztott arc” vizsgalat), ahol a Cannabis-kivonat
szignifikdnsan csokkentette a faggyutermelést €s a borpirt a vivoanyaggal kezelt arcfélhez
képest (Ali és Akhtar, 2015)%,

Osszegezve, fentebb targyalt eredményeink alapjan a CBD (kiilondsen a hozzaférhetd
irodalmi adatok fényében) rendkiviil igéretes, hatékony és kedvez6 mellékhatasprofilu anti-
acne szer lehet, igy mindenképpen indokoltnak tiinik mihamarabb megfeleléen kontrollalt

klinikai tanulmanyokban megvizsgalni, hogy in vivo valoban olyan hatékony-e, amilyennek

eredményeink és az irodalmi adatok alapjan igérkezik. A kisérleteink soran feltart, ezt

52 Qpecialis formulaciokkal természetesen szisztémas hatékonysag is elérhetdnek tlinik (Giacoppo és mtsai.,
2015; Hammell és mtsai., 2015), azonban esetiinkben ez nyilvanvaléan nem cél.

5 Erdekes modon a szakirodalom mellett kiilonb6zé blogokon szamos, részben az altalunk kozolt publikacid
altal inspiralt CBD-lal, illetve kiilonbozd tisztasagi kender-kivonatokkal végzett ,0Onkisérletrdl” szolo
beszamolot lehet olvasni, melyek egy részében a CBD kimondottan hatékony anti-acne szernek bizonyult (pl.
http://www.acne.org/messageboard/topic/345356-does-cbd-cannabidiol-really-reduces-sebum-secretion/).
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megelézéen teljesen ismeretlen szebosztatikus (TRPV4->Ca?*1>ERK1/2 MAPK| és
NRIP1]), valamint gyulladasgatldé (A2a>cAMP1->TRIB31->P65-NF-xB|) jelatviteli
utvonalak (41. abra) pedig tovabbi, célzott, nagy hatékonysagu ¢és kedvezd

mellékhatasprofilii anti-acne szerek fejlesztése eldtt nyithatnak kaput.

7.3.  Zaro gondolatok

A fentiekben arra tettiink kisérletet, hogy jobban megértsiik a bér (kor)élettananak egy
eleddig kevéssé kutatott szegmensét, és egy 1épéssel kozelebb keriiljiink a ,,k(ut)annabinoid”
szignalizacioban rejld terapids potencial azonositasahoz és kiaknazasdhoz. Figyelembe véve
az ECS és a FK-ok Irodalmi attekintésben részletesen szamba vett, szinte mar széditd
sokszinliségét, bizvast allithaté, hogy még csak a kezdetén jarunk az utnak, mindazonaltal

Grga Piti¢ 6rokbecsii szavaival élve:

1 think this is the beginning |
of a beautiful friendship.” |
| Emir Kusturica: Macska-jaj l
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8. Osszefoglalas

Jelen kisérleteink soran egy nem-pszichotrop fitokannabinoid, a (-)-kannabidiol (CBD),
valamint egy, a gyulladasgatldé endokannabinoid ténus (eCB-tonus) szabalyozasaban
kulcsfontossagi enzim, a zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) bioldgiai szerepét vizsgaltuk meg
human szebocitakon, epidermalis keratinocitakon és NC/Tnd egereken.

Megallapitottuk, hogy a FAAH fehérje szintli expresszidja és aktivitasa fokozodik Toll-
like receptor (TLR)-2 aktivaciora mind immortalizalt, mind pedig primer human epidermalis
keratinocitak esetén, igy a gyulladasgatldo eCB-tonus FAAH altal nedialt csokkentése
elméletileg hozzajarulhat a TLR2-medialt gyulladasos folyamatok kialakulasahoz. FAAH-
inhibitorok segitségével igazoltuk tovabba, hogy a kovetkezményesen kialakuld fokozott
eCB-tonus jelentés CB1 és CB: receptor-medialt anti-inflammatoérikus hatassal bir in vitro
human keratinocitakon és in vivo NC/Tnd egereken is. Ezek alapjan felvetédik a FAAH-
inhibitorok terapids alkalmazasanak lehetdsége a bor kiilonbozd gyulladasos folyamatainak
jovobeli kezelésében.

CBD-lal végzett kisérleteink soran kimutattuk, hogy ez a neurologiai Klinikai
gyakorlatban mar régebb 6ta mellékhatasmentesen alkalmazott szer jelentés, komplex anti-
acne aktivitast mutat (kombinalt liposztatikus, anti-proliferativ és gyulladasgétlo hatasok),
melyek hatterében altalunk jonnan azonositott szebosztatikus (TRPV4->Ca?*1-> NRIP1] és
ERK1/2 MAPK]), valamint gyulladasgatldo (A2a>CAMP1->TRIB31->P65-NF-xB))
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 a CBD jovdbeli terapids felhasznaldsanak lehetdségét az acne

kezelésében.
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9. Summary

In the current study we aimed at investigating the effects of a non-psychotropic
phytocannabinoid, (-)-cannabidiol (CBD) on human sebocytes, and the fatty acid amide
hydrolase (FAAH) enzyme, a key negative regulator of the anti-inflammatory
endocannabinoid tone (eCB-tone) on epidermal keratinocytes as well as on NC/Tnd mice.

We found that protein expression and activity of FAAH was increased by Toll-like
receptor (TLR)-2 activation both in immortalized and primary human epidermal
keratinocytes, indicating that FAAH-mediated decrease of the anti-inflammatory eCB-tone
might theoretically contribute to the development of TLR2-induced inflammatory processes.
By using various FAAH-inhibitors, we furthermore demonstrated that the consequently
increasing eCB-tone exerts substantial anti-inflammatory actions via activating CB1 and CB
receptors both in vitro on human keratinocytes and in vivo on NC/Tnd mice. Taken together,
these results indicate that FAAH-inhibitors may become powerful tools in the treatment of
various cutaneous inflammatory disorders.

By administering CBD (a substance in use in neurological clinical practice without any
significant side-effects for many years) we could demonstrate that it exerted complex anti-
acne activity (combined lipostatic, anti-proliferative and anti-inflammatory actions), which
were mediated via novel sebostatic (TRPV4 = Ca?*t = NRIP1] and ERK1/2 MAPK|) and
anti-inflammatory (A2a 2 cAMP1 > TRIB31 - P65-NF-«kB|) pathways.

Since according to data in the literature CBD is very likely to exert beneficial effects
against other relevant pathogenetic steps of acne as well (comedogenesis, colonization of P.
acnes), our results raised the possibility that CBD may be a powerful tool in the future acne

therapy.
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