EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A human faggyumirigy-biologia uj aspektusainak
vizsgalata: fokuszban a nem-pszichotrop
fitokannabinoidok és a nikotinsav

Markovics Arnold

Témavezeto: Prof. Dr. Biro Tamas

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2020.



Tartalomjegyzék

1. Az értekezésben el6forduld roviditések JegYzEke ........covimiiiniiiiiiiiiiiieeeee e 4
2. BOVEZELES .ttt bt ettt he et e be bt et bt et e b sae et e beeatas 6
3. Trodalmi AHEEKINTES .....eoueeiiieeiieie ettt ettt ettt sttt sb e et s be et e b it et b eaean 7
T8 N o ST 7
311, Az emberi DOT fElEPILESE. ... erueerirririeiirieie sttt 7
3.1.2.  Egy kiemelkedden fontos borfiiggelék: a faggyimirigy (FM) ......ccceceevenieiineniiencnienenenee. 8
3.1.3. Az SZ95 human, immortalizalt szebocita sejtvonal ...........ccceevererieiinieniiinieeeeeereee 12
3.2.  A(z endo)Kannabin0oid FENUSZEN .........cceeerierieieieiieierieet ettt 13
3210 A VAOKENUET ...t 13
3.2.2.  AfitokannabinoidoK (PCB)......ccoiiiririiieieieeeeresese e 13
3.2.3. AZ ECS altalanos fRIEPIIESE. ....ceruuirririieiieitieeie ettt ettt s 15
3.2.4. A bér kannabinoid rendszere: fokuszban a FM-€K........cccooerieieeeininininiencecececsese e 17
3.3. A nikotinsav (NA) biol0giai hatasai.........cccevvereeririiieninieiereeie et 20
331, Alalanos JEIEMZOK .........cvrvervececececeeeeeeeeeeeeeeeessessesae et sse s ssen s aesessaeseenen 20
3.3.2. A NA hidnybetegsége, a Pellagra.........ccccvereeiiniiieninieeieee e 20
3.3.3. A farmakologiai dézisban adott NA 6 cellularis célpontja: a ,,hydroxycarboxylic acid
TECEPLOT 27 (HCAL) c.vititiiesieeee ettt sttt ettt ettt sbeste st et et e e e st e seesesbe s s e teaeneeneeneeneesessensensens 21
A, CIKITUZES ..ottt ettt ettt et b e s bt st e bt e bt e bt e sbeesatesate et e e be e bt e ebeesabeeabeebeenbeesaeenas 24
5. Anyagok €S MOASZEIEK........ccciieiieieiiciee sttt sttt sttt eeaesreennens 25
5.1. A kisérletek soran felhasznalt kémiai agensek attekintese.......ccovvvvrvverrieereeneeriieniiesrieeeereeees 25
5.2. A human immortalizalt SZ95 szeboCitak teNYESZIESE .....cvvvvrerrerreiriierieirieeree e 25
5.3. A szebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa ...........ccccceeveenieniiiniiiicnieeneene. 26
5.4. Az életképesség vizsgalata (MTT-aSSAY) ...evververerreererererierieseeseeeeeeessessessessessesseeeseesessessessenes 27
5.5. Az apopt0zis €s NeKrOZiS VIZSZAIAA .....eeveeruerrieriiriiiieeieesieesiee st see e esieesteesinesaaesbessbeebeenes 27
5.6. A proliferacid vizsgalata (CyQUANT proliferdCios aSSaY) .....ceevvvervverreereeseesnessueessessseeseenens 30
5.7.  Reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valds idejii polimeraz lancreakcio (Q-PCR).......... 31
5.8.  Immunfluoreszcens JEIOIES (IF) ....c.uoiiiiiiiiiiiieieee ettt 32
5.9.  Accitokin-felszabadulas vizsgalata (IL-6 €s IL-8 ELISA)....c..ccccoviiirininininccceeeeeesene 33
5.10. Szelektiv géncsendesités (SIRNS transzfekCio) .....oovvevverieerienieiiiiiiceeeeeesee e 33
5.11. FIUOTESZCENS CaZ “INETES .....vvvveiiiscieieteesiseese ettt bbbt be s s 34
5.12. StatiSZtIKaT ANALZIS ..o.veeieiiieieeii ettt 36
6. EredmMEnyek . ....ooioieiieiee et 37
6.1. A kivalasztott, nem-pszichotrop pCB-ok eltéréen befolyasoljak az SZ95 szebocitak bioldgiai
L0 12 015 = U ST 37
6.1.1. A pCB-ok dézisfiiggd-modon befolyasoljak a szebocitak életképességét......oovvvvrrrrrrunnnne. 37
6.1.2. A pCB-ok eltérden befolyasoljak a human szebocitak faggyulipid-termelését..................... 40



6.1.3. A CBGésaCBGV csokkenti az AEA lipogén hatasat.........ccccevvereerieneeeenineenieneeeenienens 42

6.1.4. A CBC, a CBDV és a THCV csokkenti az AA altal indukalt, aknét modellezd, korosan
TOKOZOtE HPOGENEZIST ...ttt sttt ettt ettt e st e et et e s be e s e beesa e tesraentesteesaensesreensessenneas 43

6.1.5. A THCV nem citotoxikus koncentracidban univerzalis liposztatikus hatast fejt ki............... 44

6.1.6. A THCV nem citotoxikus koncentracioi anti-proliferativ hatasuak humén szebocitakon .... 45

6.1.7. A THCYV erételjes gyulladasgatld hatast mutat...........ceceevereeieeneneeseneeeeneseeeseeeesee s 46
6.1.8. Elézetes eredményeink alapjan valamennyi vizsgalt pCB gyulladasgétlo hatasti human
<0103 172101 1 H OO TUP PP 47
6.2. A NA a HCA:; receptor aktivalasaval csokkenti a faggyulipid-termel€st..........cccevvrercenenenns 49
6.2.1. A NA 100 uM-os koncentracioig nem csokkenti az életképességet ........ocvvververnirnienneeenne. 49
6.2.2. A NA nem befolyasolja a homeosztatikus faggyulipid-termelést, de normalizalja a kiilonféle
lipogén agensekkel indukalt, aknét utdnzo liPOZENEZISt........covverveerieereeriinieeie et 50
6.2.3. A NA univerzalis liposztatikus hatast fejt Ki........ceooerveiieenininiiieee 52
6.2.4. A NA csokkenti a human szebocitak proliferaCiojat.........ccoeeverereesienieiienireeieseeeneneene 53
6.2.5. A NA nem védi ki a szebocitak LPS-sel indukalt gyulladasos valaszat...........ccccceeeveerennene 53
6.2.6. A NA liposztatikus hatdsa Ca?*-fiiggd modon alakul Ki...........ccevrervrrererererererererereeeeeeennns 55
6.2.7. A NA Ca*-jelet valt ki human szebocitakon, amelynek a forrasa déntéen az extracellularis
tér, de nem TRP cSatorna-mMeEdIAlt .........coeiiiiiiiiieieiiiei i ee et e e e e e e e e brreeeeeeeeesensenes 56
6.2.8. A szebocitak kifejezik a NA elsddleges receptorat, a HCA2-t ......cceecvvrieiiiineiiiiiecciiees 58
6.2.9. A HCA; szelektiv géncsendesitése kivédi a NA liposztatikus és [Ca?*]ic-t ndveld hatésat .. 59
6.2.10. Sem a NA, sem az AA nem befolyasolja a HCA2 receptor eXpressziojat.......cocveeveeeveeveenne 59
T DHSZKUSSZIO ... e itietieite ittt ettt et sh e s ettt s bt bt e bt e s bt e she e s ae e et e e be e bt e satesabe et e eabeebeenns 62
7.1. A kivalasztott nem-pszichotrop pCB-ok hatasainak atteKintése .........ccccvvveveerireeninerccneneens 62
7.2. A NA human szebocitakra gyakorolt hatdsainak attekint€se .........c.cceeveereeneeniieniiiienieeneees 66
7.3.  Zaro6 gondolatok — A jelen tanulmany KOTIAtai........ccceeveevvirneeniinienieiieerieeseesee e 71
8. OSSZEIOGIALAS......ceceevveveveeeeeeete ettt ettt ettt ettt st a et a et s ettt s s aetens 73
0. SUMIMANY ..ttt ettt e b e e h e a e e a e s bt e bt e bt e bt e she e saeeeateebeeabeesatesabesabeeabeebeenns 74
10. IrodalomIEEYZEK ......eeiiieeieeee e e s 75
11. TATZYSZAVAK ... viiuvieieeieesieesee st ste ettt et s e st e st e et e et e e s be e st e e saeesseesste e te e teesbeesaeesaeesnseenbeenseenaes 84
12. KBY WOTTS....c.eeeeiesteeieie ettt ettt et et et et e st e et e et e st e et e s te e st essesseensesteeseensesseessaseessessessennsensensenns 85
13, KOSZONEINYIIVANILAS ..eevveerreerieesiesiesteeieeieesteesieesteeseeesseeesessteesteesseesssesssessseessesssesssnesssesssesnsens 86
14.  Fiiggelék — Sajat kdzlemeények JeGYZEKE........ooveviririiiniieeereceeeeeeer s 87



1. Az értekezésben elofordulo roviditések jegyzéke

2-AG: 2-arachidonoil-glicerol

18S RNS: 18S riboszomalis RNS
AA: arachidonsav

AD: atopids dermatitisz

AEA: anandamid

BSA: szarvasmarha szérumalbumin
CB1/CB2: kannabinoid receptor 1 és 2
CBC: (-)-kannabikromén

CBD: (-)-kannabidiol

CBDV: (-)-kannabidivarin

CBG: (-)-kannabigerol

CBGV: (-)-kannabigerovarin

CBN: (-)-kannabinol

CCCP: karbonil-cianid
hidrazon

m-klorofenil-

DAGL.: diacilglicerol-lipaz
DMSOQO: dimetil-szulfoxid

eCB: endokannabinoid

ECS: endokannabinoid rendszer
EMT: eCB membrantranszporter

ERK1/2: extracellularis szignal-regulalt
kinaz 1/2

FAAH: zsirsavamid-hidrolaz

FBS: magzati szarvasmarha szérum

FM: faggyumirigy

GAPDH:
dehidrogenaz

glicerinaldehid-3-foszfat-

HCA:: ,,hydroxycarboxylic acid receptor 2”
IF: immunfluoreszcens jelolés

IL: interleukin

LA: linolsav

LPS: lipopoliszacharid

MAGL: monoacilglicerol-lipaz

MAPK: mitogén-aktivalta protein kinaz

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélium-bromid

NA: nikotinsav

NAPE-PLD: N-acil-foszfatidil-etanolamin-
specifikus foszfolipaz D

NF-«B: ,nuclear factor kappa-light-chain
enhancer of activated B cells”

NRIPI: ,nuclear receptor interacting
protein 1”

OEA: oleoil-etanolamin
PBS: foszfat-puftferelt sooldat
pCB: fitokannabinoid

PKC: protein kinaz C

PPAR: peroxiszoma proliferator-aktivalta
receptor



RR: ruténium voros

SCR: scrambled RNS

T: tesztoszteron

THC: (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinol
THCV: (-)-A%tetrahidrokannabivarin

TLR: Toll-like receptor

TNF: tumornekrézis faktor
TRIB3: ,tribbles homolog 3”

TRP: tranziens
ioncsatorna

receptorpotencial

TRPM: a tranziens receptorpotencidlil
ioncsatorndk ,,melasztatin” alcsaladja

TRPV: a tranziens receptorpotencialu
ioncsatorndk ,,vanilloid” alcsaladja



2. Bevezetés

Laboratoriumunk hosszu ideje foglalkozik az emberi bor kiillonbozo betegségeivel és
azok molekularis hatterével. Ezek koziil a pattanasossag (akne) az egyik leggyakoribb emberi
borbetegség. Noha nem kozvetleniil ¢letveszélyes, de kiilondsen a salyos formai
nagymértékben ronthatjdk a betegek életmindségét, és masodlagos pszichés zavarokhoz
vezethetnek. Tekintettel arra, hogy a jelenleg rendelkezésre allo terapias készitmények (bar
valoban hatékonyan enyhitik a betegség tiineteit) stlyos mellékhatasokat valthatnak ki, értheto,
kedvez6 mellékhatasprofila terapids megoldasok azonositasara.

Munkacsoportunk a korabbiakban kimutatta, hogy a komplex kannabinoid jelatvitel
Osszetett modon szabalyozza a FM-ek bioldgiai folyamatait: az tin. endokannabinoidok (eCB)
fokozzék a faggyulipid-szintézist, mig egy, a klinikai gyakorlatban mar alkalmazott, nem-
pszichotrop fitokannabinoid (pCB), a (-)-kannabidiol (CBD) alkalmazasa komplex anti-akne
hatasok kialakulasahoz vezet. Mindezek fényében a jelen dolgozatban bemutatandé vizsgalat
keretein beliil tobb nem-pszichotrop pCB ((-)-kannabikromén [CBC], (-)-kannabidivarin
[CBDV], (-)-kannabigerol [CBG], (-)-kannabigerovarin [CBGV] és
(-)-A%-tetrahidrokannabivarin [THCV]) biolégiai hatasait teszteltiik human szebocitékon.

A nikotinsav (niacin; NA) és a nikotinamid a B3 vitaminkomplex tagjai, amelyek hianya
a hasmenéssel, demenciaval, bérgyulladassal és egy specialis FM rendellenességgel
(,,dyssebacia”) jellemezhetd pellagra kialakulasahoz vezet. A NA emellett farmakologiai
dozisban alkalmazva (a ,,hydroxycarboxylic acid receptor 2” [HCA:] aktivalasa révén)
hatékony egyes diszlipidémidk kezelésében. Tekintettel arra, hogy a NA mellékhatdsai kdzott
szerepel a borszarazsdg, mig a NA hidnya FM-rendellenesség kialakuldsdhoz vezethet,
kisérleteink masodik felében azt vizsgaltuk meg, hogy a NA miként befolyasolja a szebocitak

biologiai folyamatait.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A bér
3.1.1. Az emberi bor felépitése
A bor testiink legnagyobb szerve, {6 feladatai koz¢ tartozik fizikokémiai barriert allitani
a kiilvilag és a szervezetiink kozé. A bdr szamos nélkiilozhetetlen funkcioval bir: felelds a viz-
¢s hohaztartasunk egyensulyanak fenntartasaért, védégatként, és endokrin szervként is
funkcional, valamint immunoldgiai védelmet is biztosit (1). Harom nagyobb rétegre oszthatjuk:

epidermisz (ham), dermisz (irha), szubkutisz (béralja) (1. abra).

SzOrszalak

1 Hadm
Faggyumirigy Irha
Bdralja
Sz6rtisz6 -

Verejtékmirigy

Zsirszovet Erek  Sz6rmerevit6 izom

1. abra A bor felépitése sematikusan

Bdriinket szovettanilag harom nagyobb rétegre oszthatjuk: epidermisz (ham), dermisz (irha), szubkutisz (béralja).
A kép forrasa: https://tudasbazis.sulinet.hu/hu/termeszettudomanyok/biologia/biologia-8-evfolyam/a-bor/a-bor-
felepitese (letoltve: 2019. december 12.).

Az epidermisz tobbrétegii, elszarusodd lapham. F6 feladata a mechanikai védelem

biztositasa, 6vja testiinket az elektrolit- és vizvesztéstol, valamint szamos kiilvilagbol érkezo
jelet képes detektalni. Az epidermisz kulcsfontossdgu a fizikokémiai, mikrobioldgiai és az

immunologiai barrierek kialakitasaban (2). Legalsé rétege a stratum basale, mely a bazalis


https://tudasbazis.sulinet.hu/hu/termeszettudomanyok/biologia/biologia-8-evfolyam/a-bor/a-bor-felepitese
https://tudasbazis.sulinet.hu/hu/termeszettudomanyok/biologia/biologia-8-evfolyam/a-bor/a-bor-felepitese

membranon iil6, gyorsan 0sztodo sejtréteg, ami a hamsejtek potlasaért felel. A hamsejtek kozott
szabad idegvégzddések futnak at, valamint elszértan megtalalhatéak melanocitak és Merkel
sejtek is; elobbiek a melanintermelésért, mig utobbiak a tapintas érzékeléséért felelosek. A
bazalis réteg felett a stratum spinosum talalhato, melyet akar tiz keratinocita réteg is alkothatja,
koztiik kiilonboz6 immunsejtekkel (pl. Langerhans sejtek) (1). Ezt a réteget kdveti a stratum
granulosum; maximum harom rétegnyi differencialt keratinocita alkotja, amelyek a bor
mechanikai stabilitasanak biztositasaban fontos keratohialin-granulumokat tartalmaznak. A
sejtekben lipidgazdag lamellaris testek (keratinoszomak) is fellelheték, melyek lipidtartalmukat
a legfelsd régio intercellularis terébe iiritik, ezzel az ottani lipidfilm nagy hanyadat adva. A

legkiils6 réteg a stratum corneum’, melynek sejtjei a keratinocitakbol képz8dé korneocitak (1).

A dermisz egy erekben és kotdszovetben gazdag régio, melyet az epidermisztdl a bazalis
membran valaszt el. A dermisz két nagyobb egységre oszthatd: a papillaris dermiszre és a
retikularis dermiszre. Az elébbi egy hullamz6, venulakban, kapillarisokban, kollagén és
elasztikus rostokban gazdag felsdbb réteg, mig utobbi egy elasztikus rostokban szintén gazdag,

kompakt kollagénhaldzat szamos sejtféleséggel (fibroblasztok, hizdsejtek stb.) (1).

A legalsd réteg, a szubkutisz (hipodermisz) mezenchimalis dssejtekben igen gazdag.

Nagy hanyadat lobulusokba rendezett zsirszovet alkotja, mig a lobulusok kozott fibrotikus

elvalaszto rétegekben futnak az erek és az idegek (1).

3.1.2. Egy kiemelkeddéen fontos borfiiggelék: a faggyumirigy (FM)
A FM-ek {6 feladata a faggyu termelése. Testszerte szOrtiiszokhoz kapcsolodva
(,,piloszebaceus egység”) helyezkednek el, kivéve a genitalis nyalkahartya, az ajkak, a

sz4jnyalkahartya, valamint az emldbimbok régidiban, ugyanis itt nincsenek szOrtiiszok, igy a

* A talp és a tenyér bérében emellett a stratum granulosum és a stratum corneum kozott megtalalhaté még egy
réteg, a stratum lucidum (1,3).



FM-ek a szabad borfelszinre nyilnak, illetve teljesen hidnyoznak a tenyereken és a talpakon. A
FM-eket 12-14. naponként Gjitjak meg a bazalis szebocitak. Az érett szebocitak az altaluk
megtermelt faggyulipideket holokrin médon, vagyis a sejtek pusztulasaval iiritik, amiben ujabb
eredmények szerint a DNaz-2-medidlt DNS hasitas, illetve az autofagia is meghatarozé szerepet

jatszik (4).

A termelt faggyt Osszetétele igen komplex: tartalmaz szabadzsirsavakat, triglicerideket,
szkvalént, viaszésztereket, Koleszterint és koleszterin-észtereket, E-vitamint, linolsavat,
valamint antimikrobidlis lipideket is, igy antimikrobialis hatasokkal is bir. A mindenkori pontos
Osszetételét egyebek mellett hormonalis hatasok szabalyozzak; altalanossagban az androgének
fokozzak, az 6sztrogének pedig csokkentik a faggyl termelését. A hormonrendszeren kiviil a
lipogenezist szamos faktor (pl. a taplalkozas, az életkor, az id6jaras vagy a bor mikrofloraja)
képes csokkenteni vagy novelni (1,3,5-7). Ennek klinikai jelentésége igen nagy, hiszen a FM-
ek alul- és tulmiikodése is nagy prevalenciaju boérbetegségek kialakulasahoz vezethet, mint
példaul a tulzott faggytutermeléssel jellemezhetd akne vagy a bdrszarazsaggal kisért atopias

dermatitisz (AD)".

A pattanasossag vagy akne, az egyik leggyakoribb emberi bérbetegség (12) (2. abra).
Noha nem okoz kozvetleniil €letveszélyt, kiilondsen sulyos formai nagymértékben ronthatjak a
betegek életmindségét, és masodlagos pszichés zavarok kialakulasahoz vezethetnek (13). Az
elmult évtizedek kutatasi er6feszitései ellenére az akne patogenezisének részletei még mindig
nem teljesen tisztazottak. Kozismert, hogy az akne multifaktorialis betegség. A tlinetek

kialakulasat és sulyosboddsat pszichés stressz, illetve hormonalis €s taplalkozési zavarok is

T Az AD patogenezise természetesen ennél sokkal komplexebb, és elsddlegesen az epidermalis barrier
kéarosodasaval, illetve Tho-iranyt, koros immunfolyamatokkal hozhatd Osszefiiggésbe (8,9). Az elmult évek
kutatasai alapjan azonban a tiinetek sulyosbodasahoz a FM-ek diszfunkcidja is hozzajarulhat, hiszen az AD-es
léziokban megfigyelhetd FM alulmiikodés, és ezzel a borfelszinre keriilé antimikrobialis hatasu faggya
mennyiségének csokkenése eldsegiti az AD patogenezisében kulcsszerepet jatszo S. aureus kolonizacidjat. Ennek
megfelelden a homeosztatikus faggyutermelés helyreallitasa (a borszarazsag szubjektiv enyhitésén tal)
tamogathatja az AD oki terapiajat is (10,11).



kivalthatjak (12,14-16). Tanulmanyok igazoljak, hogy a szénhidratokban, tejtermékekben,
valamint telitett zsirokban gazdag ,,nyugati” étrend és az akne eléforduldsa k6zott kapesolat all

fenn (17).

2. abra Az akne jellemzo klinikai képe

Kép forrasa: http://www.bekesmmk.hu/akne-es-pattanasok-kezelese/ (letdltve: 2019. december 11.)

Az akne patogenezisében négy egymadssal dsszefiiggd kulcsfontossagu tényezd szerepel:
korosan fokozott mennyiségli ¢és megvaltozott mindségli faggyltermelés, a FM
kivezetdcsovének hiperkeratinizacioja, a Cutibacterium acnes (korabban Propionibacterium
acnes; egy aerotolerans anaerob, Gram-pozitiv baktérium) kolonizacidja, valamint koros
gyulladasos folyamatok elindulasa (18-21). A C. acnes a normal borflora része. Foként
lipideket hasznél energiaforrasként, és metabolizmusa propionsavat termel. Tobb altipusba
sorolhatd, jelenleg hat alcsoportjat kiilonitik el (IA1, TA2, IB, IC, II és IIl). Az akne
kialakuldsanak egyik oka lehet a hat altipus diverzitasanak csokkenése, és az A1 filotipus

tulstlya (18-21).

Az akne kialakulasa szempontjabol fontos, hogy a C. acnes torzsek képesek egyebek
mellett keratinocitdk, makrofagok ¢€s szebocitdk esetében is indukdlni egyes gyulladasos
citokinek (pl. interleukin [IL]-1pB, IL-8 és IL-17) termelodését (18-21). Ismeretes tovabba, hogy
egyes Toll-like receptorok (TLR) (kozottik is elsésorban a TLR2), valamint a miR-146a

mikroRNS expresszidjat is fokozzak keratinocitdkon, ndvelve ezzel a gyulladasos valasz
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mértékét (19,22). Széles korben elfogadott tény, hogy a korokozd elburjanzasa és a
faggyutermelés fokozasa, illetve Osszetételének megvaltoztatdsa Osszefiiggnek egymassal
(12,14). Ezen valtozasok, mint példaul a fokozott zsirsav-deszaturacio, a lipid-peroxidok
jelenléte, valamint a faggyi E-vitamin tartalmanak csokkenése eldsegiti az infundibuléris
hiperkeratinizaciot, ami komedoképzddést eredményez. A zart komeddkban a baktériumok
elszaporodhatnak, ami végsd soron gyulladasos folyamatokat indit el, amelyek viszont tovabb
novelik a faggyutermelést, ezzel bezarjak a patogenezis 6rdogi korét, és kialakitjak az akne

jolismert klinikai képét (12,14,23) (2. abra).

Az akne kezelése altalaban a tiinetek stillyossagan alapul, és fokozatosan, egyénre szabott
modon szervezddik (12,14), azonban még igy is szamolni kell nemkivanatos (esetenként igen
sulyos) mellékhatasok kialakuldsanak veszélyével. Az akne kezelésében az egyik
leggyakrabban hasznalt gyogyszer a topikalisan (illetve stlyosabb esetekben oralisan)
alkalmazott izotretinoin (13-cisz-retinsav), mely tulajdonképpen az akne patogenezisének
minden Iényeges momentumat (fokozott faggyttermelés, hiperkeratinizacio, koéros gyulladas,
C. acnes kolonizacid) kedvezbéen befolyasolja. Az izotretinoin hasznalatat ugyanakkor szamos
mellékhatas kisérheti, mint pl. a vérlemezkeszam csokkenése, allergias reakciok, bérszarazsag,
fényérzékenység, majkarosodas, teratogenitas vagy pszichés problémak (14,24-27). Az
izotretinoin mellett természetesen szamos mas készitmény (pl. azelainsav, benzoil-peroxid,
kiilonféle antibiotikumok, anti-androgének) is rendelkezésre all (14,28). Habar az akne kezelése
soran a fentiek szerint szamos fiiggetlen mechanizmussal hato gyogyszerrel kisérelhetjiik meg
felvenni a harcot a betegséggel, tovabbra is komoly igény mutatkozik hatékony, mégis
biztonsagos, kedvezd mellékhatasprofilu terapias eszkdozok azonositasara. Ezek alapjan érthetd,

crer

céltertilete.
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3.1.3. Az 8795 human, immortalizalt szebocita sejtvonal
A FM-ek vizsgalatat nehezitette, hogy sokaig nem 4allt rendelkezésre megfeleld
modellrendszer. A primer szebocitdk tenyésztése laboratériumi koriilmények kozott nehézkes
megoldhato (29). A megfeleld allatmodell hianyat elsésorban az allatok faggyuodsszetételének
eltérése okozza. Habar léteznek aknét utanzoé allatkisérletes koriilmények, a betegség
komplexitasat nem képesek teljes mértékben leképezni; ezen feliil az allati szebocitak élettani

és koros miikodése is eltér az emberétdl (12,30-32).

A szebocitak in vitro vizsgalataban az attorést Christos C. Zouboulis és munkatarsai
munkdja hozta el, az SZ95 humdan, immortalizalt szebocita sejtvonal 1étrehozdsaval. Ennek
soran egy ndi paciens boérmintajabol sikeriilt szebocitakat izolalniuk, és azokat az SV40 virus
, 17 anigénjével stabilan transzfektalva immortalizalniuk. Az igy létrehozott SZ95 sejtvonal
megolrizte a primer szebocitak fenotipusos és funkcionalis sajatsagait (olyannyira, hogy
immundeficiens egerekbe xenotranszplantalva képesnek bizonyult Gjra FM-szer(i struktiurakka

differencialodni), hosszutavi fenntarthatésaga pedig elére lenditette a human FM-ek

crer

Az SZ95 szebocitak sikere utan Gjabb immortalizalt szebocita sejtvonalak is sziiletettek
(a szintén SV-40 virus ,,T” antigénjével immortalizalt SEB1, valamint a Human Papillémavirus
E6 és E7 antigénjeivel transzfektalt Seb-E6E7); a veliikk végzett kisérletes munkak eredményei
szinte minden esetben egybecsengtek az SZ95 szebocitak hasznalata soran kapott adatokkal
(12,27,29,32,34). Munkacsoportunk az elmult évek soran szamos alkalommal hasznalta sikerrel
az SZ95 szebocitakat (35-39), ezért a jelen dolgozat alapjaul szolgald kisérletek soran is ezzel

a sejtvonallal dolgoztunk.
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3.2. A(z endo)kannabinoid rendszer
3.2.1. Avadkender

A Cannabis (Cannabinaceae csalad) egy valoszinlileg az azsiai kontinens nedves
¢lohelyein 6shonos ndvénynemzetség. Felhasznalhatosaganak spektruma igen széles, kezdve a
kotél és ruhakészitésben betoltott korai szerepével, a vallasi szertartasokon Kihasznalt
,tudattagitd” hatasan keresztiil az illegalis rekreacios és legalis gyogyszeripari felhasznalasaig
(40). A novények kis szérocskéket (,,trichomak™) tartalmaznak, amelyek feltételezhetéen a
rovarok elleni védekezésben jatszanak szerepet. A n6i ivara novények trichdmaiban kiillondsen
magas a (-)-transz-A°-tetrahidrokannabinol (THC) tartalom (lasd késébb). Ez a pszichotrop
anyag teszi napjaink egyik legkedveltebb kéabitdszerévé, amelyet altalaban szivva, inhaldlva
vagy siiteményekbe siitve fogyasztanak felhasznaldi (41). A kezdeti taxonémiai leirasok soran
Linné (1753) egyetlen kenderfajt, a Cannabis sativa-t sorolta a nemzetségbe, mig a mai

rendszertani besorolas szerint 3 faj (C. sativa, C. indica és C. ruderalis) tartozik ide (41).

3.2.2. A fitokannabinoidok (pCB)

Osid6k ota ismert, hogy az egyes Cannabis fajok kiilonbozé részeinek fogyasztisa
pszichotrop hatasok kialakuldsahoz vezethet. Hatdsainak megismerését kovetden a tudomany
kivancsi volt a kialakulasuk mechanizmusara, illetve a ndvény biologiailag aktiv hatbanyagaira.
Ezen kutatdsok eredményeként deriilt fény a vadkender kémiailag valtozatos, kiilonleges
biologiai aktivitdst mutatd masodlagos metabolitjaira, amelyeket novényi, azaz ,,fito-”

kannabinoidoknak (pCB) neveztek el, és amelyekbdl napjainkra mar tobb, mint szaz kiilonb6z6

molekulat azonositottak (42,43)*.

! Erdekes médon a Cannabis nemzetség tagjain kiviil mas novényekrél (pl. a Radula perrottetii mohafajrol) is
kimutattak mar, hogy ,.kannabinoid-szeri’” molekulakat (pl. (—)-cis-perrottetinene) tartalmaznak. Tekintettel arra,
hogy a THC-hoz hasonldéan ez a molekula is aktivalja a CB; receptort (lasd késébb), nem meglepd, hogy a fenti
mohafajbol elballitott készitmények egyre divatosabb (egyeldre még) legalis ,,marihuana potlékoknak™ szamitanak
egyes orszagokban (44).
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A (-)-kannabinol (CBN) volt az els6é pCB, amelyet a kannabisz olajabol izolaltak, majd
1930-ban a szerkezetét is leirtak, és ezzel 0j utakat nyitottak meg a kannabinoidkutatas
vilagaban (45,46). Erdemes megjegyezni, hogy a pCB vegyiiletek mellett kb. 140 kiilonbozé
terpén (pl. B-kariofillén), tobb flavonoid, alkén, cukor, nem kannabinoid fenol, fenilpropanoid,
szteroid, zsirsav és szamos nitrogénvegyiilet is jelen van a névényben, igy a pCB-okkal egyiitt

eddig azonositott bioldgiailag aktiv molekulak szama meghaladja az 6tszazat (47,48).

A kannabisz és hatéanyagai felhasznalhatosagaban rejlé potencialt a gyogyszeripar is
felismerte. Széleskorii hatdsmechanizmusuk igéretes gyogyszerhatdéanyagokka teszi Oket;
ennek egyik példaja, hogy az orvosi marihuana forgalmazasa (elsésorban daganatos betegek
tiineti kezelésére) mar szamos orszagban legalis (49). Emellett a THC és a CBD kiilon-kiilon
(pl. Marinol [THC analég]; Epidiolex® [tiszta CBD]), illetve kombinacioban is (Sativex®)
szamos orszagban torzskonyvezett moédon alkalmazhat6 daganatos betegek adjuvans kezelésére
(Marinol), szklerézis multiplex tiineteinek enyhitésére (Sativex®), illetve kiilonféle
gyermekkori epilepsziaforméak (Lennox-Gastaut-szindroma és Dravet-szindroma) kiegészitd

kezelésére (50).

A pCB-ok hatdsainak vizsgalata soran kideriilt, hogy az emberben (valamint
gyakorlatilag minden ismert allatfajban) miikddik egy olyan endogén jelatviteli rendszer, amely
képes a pCB-okkal reagalni. Ezt a rendszert leirdi ,,endokannabinoid rendszer’-nek (ECS)
nevezték el (50). Tekintettel arra, hogy a pCB-ok hatasainak megértése nem képzelhet6 el az
ECS megismerése nélkiil, a kovetkez6kben roviden attekintjiik az ECS legfontosabb, jelen

dolgozat szempontjabol relevans tagjait és biologiai hatésait.
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3.2.3. Az ECS dltalanos felépitése

Ahogy az eléz6ekben arrdl mar sz6 esett, az emberi szervezet képes reagalni a novényi
eredetii kannabinoidokra. Az emberi test a pCB-okhoz funkcionalisan hasonldo molekulakat,
ugynevezett endokannabinoidokat (eCB) termel (51-55). Az ECS (3. abra), mely nem tal régen
keriilt a tudomény fokuszaba, egy kdzponti jelentdségli, sokoldalti homeosztatikus szabalyozo
rendszer. Habar elséként az idegrendszerre gyakorolt hatasait (az étvagy, a fajjdalomérzet, a
hangulat és a memoria befolyasolasa) azonositottak, mara mar ismert, hogy testszerte, minden
szovetben jelen van, és szamos élettani folyamatot képes befolyasolni (a teljesség igénye nélkiil
ilyenek példaul az immunfolyamatok, a kardiovaszkularis szabalyozas, a spermatogenezis, a

csontképz6dés vagy a faggyutermelés) (51-55).

Az ECS tagjai a mar az elobb emlitett eCB-ok (pl. arachidonoil-etanolamin vagy
masnéven anandamid [AEA], 2-arachidonoil-glicerol [2-AG]), az ezeket érzékeld receptorok
(pl. CB1, CBy), valamint a ligandumok metabolizmusaban részt vevé komplex enzim- ¢és
transzporter rendszerek. Ez utdbbiak kozé tartoznak a szintézisben (pl. N-acil-foszfatidil-
etanolamin-specifikus foszfolipaz D [NAPE-PLD], diacilglicerol-lipaz [DAGL]-a és -P stb.), a
molekulak sejtekbe torténd felvételében vagy leadasdban (eCB membrantranszporter[ek]
[EMT]®), az inter- és intracelluldris transzportban (pl. zsirsavkotd fehérjék), valamint a
lebontasban (pl. zsirsavamid-hidrolaz [FAAH], monoacilglicerol-lipaz [MAGL] stb.) részt

vevo molekulak (3. abra) (51-55).

Fontos kiemelni, hogy mind az eCB-ok, mind a pCB-ok esetében ismert, hogy a
»klasszikus” CB1 €s CBz receptorokon kiviil szamos egyéb célpontjuk is 1étezik. A teljesség
igénye nélkiil ilyenek a peroxiszoma proliferator-aktivalta receptorok (PPAR), egyes tranziens

receptorpotencidlil (TRP) ioncsatorndk, tobb, kordbban ,,arvareceptorként” szamon tartott G-

S Megjegyzendd, hogy a rendelkezésre 4ll6, meggy6zé funkciondlis adatok ellenére az eCB-ok
membrantranszportjat végzo protein(ek) azonositasa még varat magara.
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protein kapcsolt receptor (pl. GPR18, GPR55, GPR119 stb.), valamint szamos enzim,

transzporter stb. (3. abra) (48,54,56).

Endokannabinoid
membrantranszporter(ek)?

Transzportok

Zsirsavkoto proteinek

Szintézis
diacilglicerol-lipaz-c,
diacilglicerol-lipaz-f, N-
acetil-foszfatidil-etanolamin-
specifikus foszfolipaz D stb.

| Enzimek
Lebontas

Monoacilglicerol-lipaz,
zsirsavamid-hidrolaz, a/p-
hidrolaz 6 és 12, N-
aciletanolamint hidrolizalo
savamidaz, COXz, LOX stb.

Direkt aktivacio/
pozitiv modulacié
5-HT1a, GlyR, Kcal.1 (BK), Aza,
PLA2, 2R

Lipidraftok

— Egyéb célpontok }—4L

Epigenetika

 —

Direkt gatlas/negativ modulacié
5-HTs, uR, 8R, As, Cav3.1, Cav3.2, Cav3.3,
N-, P-, P/Q- és T-tipusi Ca?* csatornék,

Kare, TASK-1, -3, TREK-1, Kv1.2, Kv1.5,
Kv3.1, Nav, CYP1AL, -1A2, -1B1, ENT1,
VDACI, 5- és 15-LOX, PLA2, COXz, m és
nAChR-ok

Klasszikus”
CB1, CB2

1|

Endokannabinoid
rendszer

‘ ~Novel” ligandok
. palmitoil-etanolamid, oleoil-
(" etanolamid, lizofoszfatidil-
inozitol

|

,Novel”
GPR18, GPR35,
GPR92, GPR119 stb.

—

Sejtmagi
PPARo | +— Receptorok
PPARy
PPARS
lonotrép

TRPV1, TRPV2, TRPV3,
TRPV4, TRPA1, TRPMS

—

CB1/X heteromerek
D2, GABAs, Aza, OX1, R

Endokannabinoidok

.Klasszikus” ligandok

 —" H R . . :
anandamid, 2-arachidonoil- :

—  glicerol, noladin-éter, N-
arachidonoil-dopamin,
virodamin stb.

Egyéb modulatorok
pregnenolon, lipoxin A4

Peptid ligandok
hemopresszin- :
- szarmazékok (pepkanok)

=

,Endokannabinoidszerii”
molekulak
N-arachidonoil-
aminosavak

JKlasszikus”

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

—

Fitokannabinoidok

.Nem klasszikus”

. p-karofillén, falcarinol,
¢ (-)-cis-perrottetinene stb. |

3. abra Az ECS és fontosabb kolcsonhatasai

Az ECS és legfontosabb interakcids partnereinek attekintése a legfrissebb irodalmi adatok fényében (54,56). A
mashol el nem fordul6 roviditések: o-R: alfa-2 adrenoceptor; nR/SR: p és & opioid receptor; 5-HT: 5-hidroxi-
triptamin (szerotonin); As: adenozin receptor 3; Cay: fesziiltségfiiggd Ca?*-csatorna; CBE: kannabielzoin; CBL:
kannabiciklol; CBT: kannabicitran; COX: ciklooxigenaz; CYP: citokrém P450; D2: dopamin receptor 2; ENT1:
»equlibrative nucleoside transporter 1”; GABAg: gamma-aminovajsav receptor B; GlyR: glicin receptor; Kare:
ATP-fiiggd kalium csatorna; Kca: Ca?*-aktivalta kalium csatorna; Ky: fesziiltségfiiggd K*-csatorna; LOX:
lipoxigenaz; m és nAChR: muszkarinerg és nikotinerg acetil-kolin receptor; Nay: fesziiltségfiiggé Na*-csatorna;
OXg: orexin receptor 1; PLA,: foszfolipaz A2; TASK1 és -3: KCNK3 és -9 (2 porusdoménes K* csatornak; TREK-
1: KCNK2 (mechanoszenzitiv 2 poérusdoménes K* csatorna); VDACI: fesziiltségfiiggd anioncsatorna-1.
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Részben emiatt, valamint az egyre novekvd szami endogén ligand azonositdsa okan
vilagossa valt, hogy a ,klasszikus” ECS koncepcidjat béviteni kell, igy nemrégiben
megsziiletett a korabbinal ,,inkluzivabb” ,,endocannabinoidome” elnevezés (53,54,57). A
rendszer komplexitdsat rdadasul tovabb fokozza, hogy szamos metabotrop receptora
ligandfiiggé mdodon mas és mas masodlagos jelpalyat részesit elényben (,,elfogult” agonizmus),
illetve mas 7 transzmembran doménnel rendelkez6 receptorokkal heteromereket formalhat, ami

mindkét interakcids partner jelatvitelét alapjaiban modosithatja (54).

3.2.4. A bor kannabinoid rendszere: fokuszban a FM-ek
Az elmult két évtized kisérletes eredményei egyértelmiien igazoltak, hogy a kannabinoid
jelatvitel jelent6s mértékben hozzajarul a bér homeosztazisanak fenntartasahoz (54,58). Az
ECS tagjainak jelenléte kimutathatdé a bor szamos kiilonbozé sejttipusan, ideértve egyebek
mellett az epidermalis keratinocitakat, a melanocitakat, a hizosejteket, a fibroblasztokat, a
szebocitakat stb. (54,58). A téma teljes mélységl kifejtése messze meghaladna az értekezés
kereteit (54,58), ezért a jelen dolgozatban csak a FM-ek szempontjabol relevans adatok

attekintésére szoritkozunk.

Munkacsoportunk a korabbiakban kimutatta, hogy a human FM-ekben megtalalhatoak a
legfontosabb eCB-ok (pl. AEA, 2-AG), valamint kifejezik a CB: receptort, amely hozzajarul a
homeosztatikus faggyulipid-termelés fenntartasahoz. Bebizonyosodott tovabba, hogy a
szebocitdk eCB-kezelése a CB, — ERK1/2 MAPK — PPAR ttvonalat aktivalva dramaian
fokozza a lipogenezist (35). Kimutattuk azt is, hogy az eCB-0k szintéziséért (NAPE-PLD,
DAGLa és —f) és lebontasaért (MAGL és FAAH) felelés legfontosabb enzimek kifejez6dnek
a szebocitakon, a bizonyos EMT-inhibitorok (VDM11 és AM404) altal kivaltott mérsékelt
eCB-tonus emelkedés pedig - amellett, hogy Kkis, de szignifikans mértékben fokozta a

faggyulipid-termelést — kivédte a TLR4-aktivator lipopoliszacharid (LPS) altal kivaltott
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gyulladasos valaszt (39). Eredményeink szerint emellett a szebocitak kifejezik a ,,novel”
kannabinoid receptor GPR119-et™, amelynek aktivalasa a legfontosabb endogén ligandjaval,
az oleoil-etanolamiddal (OEA) jelent6sen fokozza a sejtek gyulladasos valaszat, valamint

------

1évo kézirat).

Az ECS funkciondlis dsszetettségét remekiil mutatja, hogy az eddig emlitett metabotrép
receptorok mellett a szebocitak tobb ionotrop kannabinoid receptorként is funkcionalo TRP
csatornat (TRPV1, TRPV2, TRPV3 és TRPV4) is kifejeznek. Erdekes modon ezen receptorok
aktivacidja és a kovetkezményes Ca®*-bearamlas a ,klasszikus” eCB-ok hatésaival ellentétben
jelentdsen csokkentették a lipidszintézist (37,59,59). A TRP csatornak koziil legrészletesebben
tanulmanyozott TRPV3 aktivalasa rdadasul fokozta szamos gyulladdsos citokin expresszidjat
¢s felszabadulasat is (37), ami azt jelzi, hogy a kannabinoid jelatvitel egyes ,,agai” akar

ellentétesen is befolyasolhatjak a szebocitdk kiilonboz6 biologiai folyamatait.

Természetesen az eCB-ok mellett megvizsgaltuk egy nem-pszichotrép pCB, a mar
korabban emlitett, a klinikai gyakorlatban gydgyszerként hasznalt CBD biologiai hatésait is.
Eredményeink szerint a CBD komplex anti-akne hatasokat valt ki in vitro és ex vivo human
szebocitakon (59). Megallapitottuk, hogy a CBD az életképesség és a bazalis, ,,homeosztatikus”
faggyulipid-termelés befolyasolasa nélkiill képes normalizdlni tobb, egymastol részben
fliggetlen jelatviteli itvonalon keresztiil hato ,,pro-akne” agens (AEA—->CB: (35); arachidonsav
[AA] = protein kinaz C [PKC]6 (36); linolsav+tesztoszteron kombinacio [LA+T] - PPAR-
ok (60) lipogén hatasat. A CBD emellett jelentés anti-proliferativ és gyulladasgatld hatast is

mutatott (59). Fontos, hogy a CBD liposztatikus és anti-proliferativ hatasait a TRPV4 receptort

" Ezen eredmények FM-eken tulmutato jelentdségét az adja, hogy a GPR119 klinikai vizsgalati fazisban 1év6
igéretes terapias célpont lehet kettes tipust cukorbetegség kezelésében (clinicaltrials.gov ID-k: NCT03774095,
NCT01453842, NCT01043445), adataink fényében azonban elképzelhetd, hogy a receptor farmakologiai
aktivalasa FM-ekhez kapcsolodd nemvart hatasok kialakulasahoz vezethet.
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aktivalva az intracellularis Ca?" szint novelésével és az ERK1/2 MAPK utvonal gatlasaval,
valamint a ,,nuclear receptor interacting protein 1” (NRIP1, mas néven RIP140; a zsirsejtek
triglicerid-tarolasanak fontos pozitiv regulatora) (61) down-regulalasaval érte el. A CBD
gyulladasgatlo hatasat ezzel szemben az Axa adenozin receptor aktivitasan keresztiil a cAMP
szint novelésével, a ,,tribbles homolog 3” (TRIB3) aktivalasaval és a p65 NF-kB utvonal
gatlasaval valtotta ki (59). A CBD radasul nemcsak in vitro (SZ95 szebocitak) és ex vivo (teljes
vastagsagi human bor szervkultira) bizonyult hatékonynak (59), hanem topikalis alkalmazast
kovetden fazis Ib és 1 klinikai vizsgalatokban is potens és kiemelkedden biztonsagos anti-akne
agensnek bizonyult (clinicaltrials.gov ID: NCT03573518; tovabbi részletek a CBD-vel

kapcsolatos jelenleg futd és a kozeljovore tervezett klinikai vizsgalatokrol™ a

https://www.botanixpharma.com/ honlapon érhetdk el) (54,62).

A fentiek szerint a CBD egy hatékony ¢€s biztonsagos 1j szer lehet az akne kezelésében.
A tobbi nem-pszichotrop pCB esetleges hatasair6l azonban vizsgalatainkat megel6zéen nem
alltak rendelkezésre adatok, ezért jelen kisérleteink soran 6t ilyen, ezidaig kevésbé
tanulmanyozott, nem-pszichotrop pCB, a (-)-kannabikromén (CBC), a (-)-kannabidivarin
(CBDV), a (-)-kannabigerol (CBG), a (-)-kannabigerovarin (CBGV) ¢és

a (-)-A%-tetrahidrokannabivarin (THCV) vizsgalatat végeztiik el.

T Megjegyzendd, hogy a disszertaci6 irasakor az akne mellett AD-ben (fazis II), pikkelysomorben (fazis Ib) és
rosaceaban (fazis Ib) is vizsgaljak a topikalisan alkalmazott CBD hatékonysagat.
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3.3. A nikotinsav (NA) biologiai hatasai
3.3.1. Altaldnos jellemzék
A nikotinsav (NA) vagy niacin (IUPAC: pyridine-3-carboxylic acid) egy, a B-vitamin
csaladba tartozo, vizben 0ldodo vitamin, amely szamos allati és novényi szovetben eléfordul,

¢és farmakologiai dozisban hatékony anti-hiperlipidémias szer (63—70) (4. abra).

O

4. abra A nikotinsav szerkezeti képlete

/ Forras:
‘ O H https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/n4

1267lang=hu&region=HU Leto6ltve: 2019. december 18.

NS

N

A NA a nikotinamiddal egyiitt a B3 vitaminkomplex tagja, amely a nikotinamid-adenin-
dinukleotidnak, vagyis a NAD-nak és foszfatjanak, a NADP-nek a prekurzora. Ezek a
koenzimek fontos szerepet jatszanak a sejtlégzésében, a glikogén-, lipid-, aminosav-, fehérje-
¢és purinanyagcserében, és ezen keresztiil a sejtek energia-haztartasaban, illetve a DNS-lanc

javitasaban (71,72).

3.3.2. A NA hianybetegsége, a pellagra
A pellagra egy, a B3-vitamin hianya altal okozott komplex betegség (73). A megnevezés
a,,pelle agra” olasz kifejezésbdl szarmazik, aminek jelentése ,,durva bér”. Az ipari orszagokban
a B3-vitamin szerepének felfedezése ota drasztikusan lecsokkent a prevalenciaja, és inkabb
csak mas betegségek ¢és kordllapotok (pl. Crohn-betegség, alkoholizmus stb.)

kisérdjelenségeként van jelen.

20


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/n4126?lang=hu&region=HU
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/n4126?lang=hu&region=HU

() (b)

5. abra A pellagra (a) és a dyssebacia (b) klinikai megjelenése

Forras: Nogueira és mtsai., 2009 (74), illetve https://www.semanticscholar.org/paper/Dyssebacia%3AAn-Early-
Cutaneous-Marker-of-Niacin-Asifa-Shashikiran/503e38151fb154¢8543b01125dbcc7f6cd8ab70e/fiqure/0
Letoltve: 2019. december 18.

Hagyomanyosan a pellagra jellemz6 tiineteit ,,3+1 D”-ként (dermatitisz [bérgyulladas],
diarrhea [hasmenés], demencia, illetve kezeletleniil ,,death”, azaz halal) szokas emliteni (75),
azonban fontos kihangstlyozni, hogy gyakran egy 6todik ,,D”, a ,,dyssebacia” (5. abra) is
tarsulhat hozza. Ez utdbbi egy foként az arcon jelentkez6 FM rendellenesség, ami abnormalisan
beslirlisodott faggya képzddésével, szebocita hiperplazidval ¢és kovetkezményes FM

megnagyobbodassal jar (76-78).

3.3.3. A farmakologiai dozisban adott NA f6 cellularis célpontjia: a
,,hydroxycarboxylic acid receptor 2” (HCA?)

Amint arrol fentebb mar sz6 esett, a NA-at évtizedek ota széles korben alkalmazzak
kiilonféle diszlipidémiak kezelésében, mikdzben meglepd moddon a nikotinamid (bar
vitaminként a NA-val teljesen egyenértékii) nem rendelkezik azonos hatasokkal (79,80). A
jelenség magyaréazata az, hogy a NA képes aktivalni a ,,hydroxycarboxylic acid receptor 2”-t

(HCA>), mig a nikotinamid nem kotddik a receptorhoz (80-82).

A korabban ,,arva” receptorokként azonositott HCA receptorok Gi fehérjéhez kapcsoltan

mikddnek, és jelenleg harom altipusuk ismert: HCA; (korabban ,,GPR81” vagy ,,laktat receptor
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1), HCA> (korabban ,,GPR109A”, ,HM74A”, ,niacin receptor 1” vagy egérben ,,PUMA-G”)
és HCAj3 (korabban ,,GPR109B” vagy ,niacin receptor 2”)*. Féként, de nem kizarélag
adipocitakban és immunsejtekben expresszalodnak, és egyebek mellett a lipolizis, valamint az

immunvalasz szabalyozasaban vesznek részt (83).

A NA klinikai alkalmazasat korlatozza egy artalmatlan, am elég kellemetlen és gyakran
el6fordulé mellékhatas, a ,niacin flush”, mely egy féleg az arcot és a felsdtestet érintd
vazodilatacié miatt kialakuld borpir és a kapcsolodo viszketés és €g6 érzés (84). A reakcid
hatterében elsdsorban az epidermalis Langerhans sejtekbdl torténd, dontden HCA2-medialt
prosztaglandin felszabadulas all (85-88), azonban egyes adatok arra utalnak, hogy a TRPV1
NA éltali (kozvetlen vagy kozvetett) aktivacidja szintén szerepet jatszik a folyamat
kialakulasaban (89). Ujabb eredmények alapjan a NA riadasul nemcsak a TRPV1, hanem a
TRPV2, TRPV3 és TRPV4 ioncsatornakat (89—91) és a G-protein kapcsolt 6sztrogénreceptort

(GPER; korabban ,,GPR30”) is képes aktivalni (80).

Tekintettel arra, hogy egy masik, a NA per 0s alkalmazasa soran fellép6 lehetséges ,,bor-

relevans” mellékhatas a borszarazsag (https://www.drugs.com/pro/niacin.html), a NA hianya

pedig FM megnagyobbodassal jar6 dyssebaciahoz vezethet (5. abra), felmeriilt, hogy a NA
kozvetleniil befolyasolhatja a human szebociték biologiai folyamatait. Ezt a hipotézist rdadasul
néhany kisebb klinikai vizsgalat eredményei is alatamasztani latszanak; ezekben ugyanis azt

talaltak, hogy az oralisan alkalmazott NA jotékony hatasu lehet aknéban (92-94).

Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy a NA kozvetlentil befolyasolhatja a FM-ek biologiai

folyamatait, ezért jelen kisérleteink mésodik felében a NA celluléris hatasait vettiik gorcsd ala

¥ Fontos megemliteni, hogy — bar a NA alacsony (HCA»), illetve magas (HCA3) mikromolaris koncentracioban
képes aktivalni a HCA, és HCA3 receptorokat — valoszintitlen, hogy azok természetes endogén ligandja lenne (83).
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human szebocitdkon, aminek keretében azt is megvizsgaltuk, hogy a HCA: receptor

kifejezddik-e a sejteken, €s ha igen, szerepet jatszik-e a NA hatasainak kdzvetitésében.
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4. Célkitiizés

A fentebb leirtak tiikrében a jelen dolgozatban bemutatandé vizsgalatok keretein beliil a

kovetkezo kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

1. A CBD-hez hasonl6an mas nem-pszichotrép pCB-0k, nevezetesen a CBC, a CBDV,
a CBG, a CBGV ¢s a THCV is befolyasoljadk-e a human szebocitdk biologiai

folyamatait?

2. A NA befolyasolja-e a bazalis (homeosztatikus), illetve az aknéra jellemz6 korosan

crer

immunprofiljat, és ha igen, a hatasait a HCA2 receptoron keresztiil fejti-e ki?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérletek soran felhasznalt kémiai agensek attekintése

A kisérletek soran alkalmazott arachidonoil-etanolamint (anandamid; AEA), 2-
arachidonoil-glicerolt (2-AG) és arachidonsavat (AA) a Cayman Chemical Company-t6l (Ann
Arbor, MI, USA), a BAPTA AM-ct pedig a Tocristol (Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA)
vasaroltuk. Az Escherichia coli 026:B6-bol szarmazo, y-besugarzott lipopoliszacharidot (LPS),
a ruténium vorost (RR), a tesztoszteront (T) és a NA-at a Sigma-Aldrichtol (St. Louis, MO,
USA) szereztiik be, mig a vizsgalt pCB-okat, azaz a CBC-t, a CBDV-t, a CBG-t, a CBGV-t és
a THCV-t kollaboracids partneriink, a GW Pharmaceuticals (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag)

bocsatotta rendelkezésiinkre.

A NA-at kozvetleniil a tapoldatban, az LPS-t sz{irt desztillalt vizben, az AEA-ot, AA-at
¢és LA-at abszolut etanolban (VWR International Kft Radnor, Pennsylvania, USA), mig a
BAPTA AM-et, a T-t és a RR-t dimetil-szulfoxidban (DMSO; VWR International Kft.)
oldottuk. Annak érdekében, hogy kizarhassuk az esetleges nem-specifikus oldoszerhatasokat, a
NA kivételével minden anyagbol ezerszeres toménységili torzsoldatot készitettiink, amiket a
gyarto javaslata alapjan -20°C-on vagy 4°C-on taroltunk. A torzsoldatokbodl kozvetleniil a
kezelés elott készitettiik el a sziikséges munkaoldatokat a sejtek tapoldataban ezerszeres higitast
alkalmazva, és tgyelve arra, hogy az Osszehasonlitandd kezelések mindig azonos
,»oldoszerhattéren” valdsuljanak meg. Ezzel Osszhangban vizsgélataink soran kontrollként

minden esetben az anyagok oldoszerével megfeleld higitasban kezelt sejteket hasznaltunk.

5.2. A human immortalizalt SZ95 szebocitak tenyésztése
Kisérleteink soran a human FM-ekbdl szarmazé immortalizalt SZ95 szebocitakat (29)
Sebomed™ Basal Medium-ban (Biochrom, Berlin, Németorszag) tenyésztettiik, amelyet 10

(V/V)% hovel inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal (FBS; Life Technologies Carlsbad,

25



Kalifornia, USA), 1 mM CaClz-dal (VWR International Kft.), 5 ng/ml human rekombinans
epidermalis novekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint MycoZap™ Plus-CL-lel (1:500;
Lonza, Bazel, Svajc) egészitettiink ki. A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik, és - annak
érdekében, hogy megel6zziik a tenyészetek konfluencia-indukalt differencialodasat - a sejteket
a 60-70%-os konfluenciaszint elérésekor passzéaltuk. Bar az alkalmazott specidlis
antibiotikumkeverék alkalmas a Mycoplasma fertézés kivédésére, tenyészeteink esetleges
Mycoplasma kontaminaciojat idorél-idore teszteltik MycoAlert™ PLUS Mycoplasma
Detection Kit segitségével (Lonza), ¢s minden esetben negativ eredményt kaptunk. A
tenyésztést 37°C-on, 5% CO; tartalmul, parasitott 1égtérben végeztiik. A tenyésztést Markovics
Arnold, Magi Jozsef, Olah Attila, Toth Kinga Fanni, Sos Katalin Eszter, Szabo Pdlma Timea

¢és Szabo-Papp Judit végezte. Az SZ95 szebocitakat Christos C. Zouboulis biztositotta.

5.3. A szebocitak intracellularis lipidtartalmanak meghatarozasa

A faggyulipid-termelés szemikvantitativ vizsgalatadhoz fluoreszcens Nile Red jelolést
alkalmaztunk. A sejteket specialis, fluoreszcens mérésekhez optimalizalt (,,black well/clear
bottom™) 96 lyukt lemezre (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag) szélesztettiik
20.000 sejt/lyuk denzitasban, majd elvégeztiik a megfeleld kezeléseket. A feliiltisz6 eltavolitasa
utan 100 ul PBS-ben oldott Nile Red oldatot (Sigma-Aldrich) mértink a sejtekre
(végkoncentracio: 1 pg/ml), majd 30 percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk 6ket. Az egyes
lyukak fluoreszcencia intenzitasat FlexStation™ 1138 vagy FlexStation 3 késziilék (Molecular
Devices, San Francisco, CA, USA) segitségével mértiik le (excitacio: 485 nm; emisszid: 565
nm). Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink; a kapott eredményeket a kontroll
szézalékaban, atlag+SEM formdban adtuk meg. A méréseket Markovics Arnold, Magi Jozsef,

Olah Attila, Sos Katalin Eszter és Szabo Palma Timea végezte.
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5.4. Az életképesség vizsgalata (MT T-assay)

Az ¢letképesség vizsgalatara MTT-assay-t alkalmaztunk. A modszer Iényege, hogy az ¢l
sejtek mitokondriumaiban megtalalhaté mitokondrialis dehidrogenazok hatasara a sarga szinii
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT; Sigma-Aldrich) lila szinii
formazan kristallyd alakul &t, mert az enzimek hasitjdk a kiinduladsi vegyiiletben talalhato
tetrazolium gytriit. A sejteket 96 lyuka lemezekre szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitdsban
(24, 48 és 72 oras kezelések), majd az abrakon jelzettek szerint kezeltiik dket. Ezt kovetden a
feliilaszo eltavolitasa utan minden Iyukba 100 upl PBS-ben oldott MTT oldatot
(végkoncentracio: 0,5 mg/ml) pipettaztunk, és 37°C-on 2-3 dran at inkubaltuk a sejteket. Ezutan
az MTT oldatot eltavolitottuk, és minden lyukhoz 100 ul ,MTT szolubilizal6é oldatot” (81
[VIV]% 2-propanol, 9 [V/V]% 1 M HCI, 10 [V/V]% Triton X-100; [mind Sigma-Aldrich])
adtunk. Ezutan a sejteket 15 percig szobahémérsékleten inkubaltuk kézepesen intenziv razatas
mellett, amivel feloldottuk a sejtekben keletkez6 kristalyokat. Végiil a kristalyok mennyiségét
565 nm-en mérve kolorimetrias tuton hataroztuk meg (FlexStation 3 késziilék; Molecular
Devices). Az ily modon mért abszorbancia jol korrelal az €16 sejtek szaméval. Minden kezelést
legalabb négy ismétléssel végeztiink, az adatokat a kontroll szazalékaban, atlagtSEM forméban

adtuk meg. A méréseket Markovics Arnold, Oldh Attila és Toth Kinga Fanni végezte.

5.5. Az apoptazis és nekrozis vizsgalata

A mitokondrialis membranpotencial csokkenése az apoptotikus folyamatok egyik korai
jele (95,96). Kisérleteink soran ezért az esetleges apoptotikus folyamatok azonositasara a
mitokondrialis membranpotencial fluoreszcens mérését végeztiik el MitoProbe™ DilC1(5)
Assay Kit (Life Technologies) segitségével. A kisérlet soran alkalmazott festék (1,1°,3,3,3",3'-
hexametil-indodikarbocianin-jodid; a tovabbiakban ,,DilC1(5)”), a mitokondrialis
membranpotencial fliggvényében halmozodik fel a sejtek mitokondriumaiban, ennek

megfeleléen a korai apoptotikus jeleket mutatd sejtekben csokkent fluoreszcencia intenzitast
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mérhetlink. A szebocitdkat 20.000 sejt/lyuk denzitdsban szélesztettiik a mar emlitett ,,black
well/clear bottom” 96 lyuku lemezekre (Greiner Bio-One), majd a jelzett modokon kezeltiik
Oket. A feliiluszo eltavolitisa utan a sejteket 30 percig inkubaltuk 37°C-on DilCy(5)
munkareagenssel (50 ul/lyuk), ahol a festéket 1:200 aranyban higitottuk PBS-ben. Az
inkubaciot kovetden 100 pl/lyuk PBS-sel kétszer mostuk a sejteket, a fluoreszcencia intenzitast
(excitaciod: 630 nm; emisszio: 670 nm) FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével
mértiik le. Minden kezelést négy ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcenciat a kontroll
szazalékaban, atlagtSEM formdban adtuk meg. Az apoptdzis pozitiv kontrolljaként egy
mitokondrialis szétkapcsoldo molekulat, a karbonil-cianid m-klorofenil-hidrazont (CCCP; Life
Technologies) alkalmaztunk a DilC1(5) munkaoldatban 1:200 aranyban higitva (30 perc, 37°C;
6. abra). A méréseket Markovics Arnold, Magi Jozsef, Olah Attila és Toth Kinga Fanni

végezte.

Az apoptotikus folyamatok mellett a nekrozis esetleges felléptére is kivancsiak voltunk.
A nekrotikus folyamatok vizsgalatat fluoreszcens SYTOX Green (Life Technologies) jeloléssel
végeztilk. A festék a nerdzist szenvedett sejtek sériilt, plazma-, illetve magmembranjan
keresztiil a sejtmagba jutva a nuklearis duplaszali DNS-hez kotédik, mig az ¢ép
plazmamembrannal rendelkez6 sejtek esetében a festék értelemszertien a sejten kiviil marad.
Ennek megfeleléen a nekrotikus sejtek esetében magas fluoreszcencia intenzitast mérhetiink,

mig az ép membrannal rendelkez0 sejtek esetében ez az érték alacsony marad.

A sejteket 96 lyuka (,,black well/clear bottom™) lemezekre (Greiner Bio-One)
szélesztettilk 20.000 sejt/lyuk denzitasban, majd az abrakon jelzettek szerint kezeltiik Oket.
Ezutan a feliilaszot eltavolitottuk, a sejteket pedig PBS-ben higitott SYTOX Green (Life
Technologies) reagenssel (végkoncentracié: 1 uM) inkubaltuk (30 perc; 37°C; 50 ul/lyuk). Az

inkubaci6 letelte utdn a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd FlexStation 3 késziilek
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(Molecular Devices) segitségével meghataroztuk az egyes wellek fluoreszcencia intenzitasat

(gerjesztés: 490 nm; detektalas: 520 nm).

A nekrozis pozitiv kontrolljaként lizis pufferrel (1:100 ardnyban higitva a SYTOX Green
munkaoldataban 30 percig 37°C-on) kezeltiik a sejteket (6. abra). Minden kezelést négy
ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcencia intenzitast a kezeletlen kontroll (pCB-okkal

végzett kisérletek) vagy a pozitiv kontroll (NA-val végzett kisérletek) szazalékaban,

atlagtSEM formaban adtuk meg.

3000 _
[ ] DilCy(5) ({: apoptézis) -
$ [ SYTOX Green (1: nekrozis)
o
= 2000
E
1=
o
< x
Ko
8 *k*k
(B}
N
3 100
o *kx
S
LL
**k*k
0 I
kontroll CCCP lizis puffer
(apoptozis) (nekrozis)

6. abra Apoptotikus és nekrotikus sejthalal-folyamatokra jellemzo eltérések
DilC1(5)-SYTOX Green kettds jelolés soran human szebocitdkon

Tenyészeteinket 30 percig kezeltiik az abran lathatd médon, majd fluoreszcens kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green
jelolést végeztlink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll
atlaganak szazalékaban abrazoltuk. ***p<0,001 a sajat kontroll csoporthoz képest. CCCP: karbonil-cianid m-
klorofenil-hidrazon (1:200; apoptozis pozitiv kontroll); lizis puffer: 1:100 (nekrozis pozitiv kontroll).

Az apoptozis (DilC1(5)), illetve nekrozis (SYTOX Green) vizsgalatara hasznalt festékek

eltéré excitacios és emisszids spektrumanak, valamint a festési protokollok konnyii
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harmonizalhatdésaganak koszonhetden a két festék egyidejii alkalmazasaval lehetdségiink volt
az apoptotikus és nekrotikus folyamatokat ugyanabban a mintaban megvizsgalni, hiszen, amint
az korabbi kisérleteink soran mar bebizonyosodott (36), a festékek szimultan hasznalata nem
okoz kiilonbséget a csak egyetlen festéket tartalmazé munkaoldattal elvégzett mérésekhez

képest.

A fentebb emlitett apoptdzis, illetve nekrozis pozitiv kontrollok hataséara kialakul6 tipikus
apoptotikus (jelentds csokkenés a DilC1(5) €s minimalis vagy hidnyz6 novekedés a SYTOX
Green jelben) és nekrotikus (jelentds novekedés a SYTOX Green jel intenzitdsaban) valaszokra
a 6. abran lathat6 egy példa. A méréseket Markovics Arnold, Magi Jozsef, Olah Attila és Toth

Kinga Fanni végezte.

5.6. A proliferacié vizsgalata (CyQUANT proliferaciés assay)
végeztiik. Az assay az egyes wellekben talalhatdo DNS mennyiségének mérésével ad kozvetlen
informaciot a sejtszamrol, azaz (az MTT-assay-vel ellentétben) valoban a proliferaciot méri,
hiszen a mitokondrialis aktivitas esetleges sejtszamtol fliggetlen valtozasai nem befolyasoljak
az eredményét. Ennek megfeleléen a jelintenzitas csokkenése proliferacios blokk és/vagy
¢lésejtszam-csokkenés felléptére utalhat, mig a kontrollhoz viszonyitott emelkedése a sejtszam

novekedését jelzi.

A szebocitdkat a kordbban mar emlitett 96 lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekre
(Greiner Bio-One) szélesztettiik 2.000 sejt/lyuk denzitasban, és az abrakon jelolt modokon
kezeltiik 6ket. Ezutan a feliiluszokat eltavolitottuk, a lemezeket pedig a mérésig -80°C-on
taroltuk, ami a tartositas mellett permeabilizalta is a sejteket. A mérés elvégzésekor a kit részét
képezd, desztillalt vizzel 20-szorosara higitott ,,20x lysis buffer stock solution”-ban

»CYQUANT GR stock solution”-t higitottunk (1:400). Az igy elkészitett munkaoldatokbol 200
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ul-t mértiink minden wellbe, majd 6t percig szobahdn fénytél védve inkubaltuk a lemezeket. A
fluoreszcencia intenzitast FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével mértiik le
(gerjesztés: 480 nm; detekcio: 520 nm), majd a 24 oras kontroll értékének szazalékaban,
atlagtSEM formaban adtuk meg. Minden kezelést négy ismétléssel végeztiink. A méréseket

Markovics Arnold, Sos Katalin Eszter, Szabo Palma Timea €s Toth Kinga Fanni végezte.

5.7. Reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valés ideji polimeraz lancreakcio
(Q-PCR)

A reverz transzkripciot kovetd, kvantitativ, valds ideji polimeraz lancreakciot Roche
LightCycler 480 System (Roche, Basel, Switzerland) segitségével, 5’ nukleaz assay-vel
végeztik. A teljes RNS-t TRIzol (Life Technologies) felhasznélasaval izolaltuk, majd az
esetleges genomi DNS szennyezés eliminalasara a gyartd protokolljanak megfeleléen DNaz
kezelést végeztiink. Ezutan a teljes RNS 1 pg-jabol kiindulva a High-Capacity cDNA Kit (Life
Technologies) segitségével allitottunk el6 cDNS-t. A Q-PCR amplifikacios reakciot TagMan
assay-kkel végeztiik (Life Technologies; az assay ID-k a kovetkez6k voltak: Hs00174092_m1
[IL-/a], Hs00174097_m1 [IL-/], Hs00985639_ml [IL-6], Hs00174103_ml [IL-8],
Hs00174128 m1 [tumornekrozis faktor [TNF]-w]; Hs00271958 s1 [HCA2]). Belso
kontrollként a 78S riboszomdlis RNS (18S RNS) vagy a glicerinaldehid-3-foszfdt-dehidrogendz
(GAPDH) expressziojat hataroztuk meg (assay ID-k: Hs03928985 g1, illetve
Hs99999901 sl1). A reakciokat harom technikai ismétléssel végeztiik. A relativ expressziot a
jelzett belsé kontroll kifejezodésére vonatkoztatva a ACT modszert alkalmazva éatlag+SD
alakban adtuk meg. Azokban az esetekben, amikor a génexpresszié kezelés hatasara torténd
esetleges valtozasait vizsgaltuk, a AACT modszert alkalmaztuk. Ennek sordn a megfeleld belsd
kontrollra torténd normaléast kovetden a relativ expressziot a kezeletlen kontroll esetében
tapasztalhato relativ expressziora is normaltuk. A méréseket Markovics Arnold, Sés Katalin

Eszter, Magi Jozsef, Szabo Palma, Szabo-Papp Judit és Toth Kinga Fanni végezte.
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5.8. Immunfluoreszcens jelolés (IF)

A sejteket 6 lyuku tenyésztéedényekbe helyezett steril feddlemezekre szélesztettiik, €s
nagyjabol 60%-os konfluencia szint eléréséig tenyésztettiik. A sejteket PBS-ben higitott 4%-0s
paraformaldehid segitségével fixaltuk nedveskamraban, szobahOmérsékleten (5 perc). Az
aspecifikus kotéhelyek blokkolasat PBS-sel torténd mosas utan 30 mg/ml BSA-t (szarvasmarha
szérum albumint) tartalmaz6 PBS oldattal (mindketté a Sigma-Aldrich-t6l) végeztiik (30 perc
szobahén, nedveskamraban). A sejteket 4 oran at inkubaltuk 37°C-on nytlban termeltetett
human HCA: elleni els6dleges antitesttel (1:50 aranyban oldva 15 mg/ml BSA-t tartalmazo
PBS-ben; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA). Ezutin a fedélemezeket
haromszor mostuk PBS-ben, majd 60 percen keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten Alexa
Fluor® 488-cal konjugalt, nyil immunglobulin Fc-szakasza elleni masodlagos antitesttel
(1:1000 aranyban oldva 15 mg/ml BSA-t tartalmazo PBS-ben; Cell Signaling Technology,
Leiden, Hollandia) és a magfest6ként alkalmazott 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI; 1:1000
aranyban oldva 15 mg/ml BSA-t tartalmazé PBS-ben) tartalmazo Vectashield feddmédiummal
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Végiil ismét haromszori PBS-es mosast
kovetden, a sejtekrdl egy Olympus IX81 tipust fluoreszcens mikroszkdp (Olympus, Sindzsu
Ku, Tokio, Japan) segitségével felvételeket készitettiink (excitdcid/emisszio: 488/519 nm
[Alexa Fluor® 488] és 360/460 nm [DAPI]). Negativ kontrollként az elsddleges antitest
kihagyasaval megfestett fed6lemezeinket hasznaltuk. A képek atlagos sziirke értékét (a zold
csatornaban detektalva, ugyanolyan beallitasokat hasznalva minden kép expozicidja soran) Fiji
szoftver (97) segitségével hataroztuk meg, majd a hattérre (azaz a sejtmentes teriilet atlagos
sziirke értékére) normaltuk. A méréseket Markovics Arnold, Magi Jozsef, Gyongyosi Adrienn

¢és Toth Kinga Fanni végezte.
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5.9. A citokin-felszabadulas vizsgalata (IL-6 és IL-8 ELISA)

A citokin-felszabadulas vizsgalata soran a standardizalt moédon (500.000 sejt 1,5 ml
tapoldatban, 35 mm atmérdji Petri-csészékben) szélesztett sejteket az dbrakon jelzett médokon
kezeltik 3, illetve 24 oran keresztil. A kezelések utan a feliiluszokat begytjtottik,
lecentrifugaltuk (500 g; 10 perc), és a tormelékmentes feliiliszot -80°C-on taroltuk. A
felszabadult IL-6 és IL-8 mennyiségét OptEIA kitek segitségével, a gyarto protokolljat kvetve
hataroztuk meg (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). A méréseket Markovics Arnold,

Szabo-Papp Judit és Toth Kinga Fanni végezte.

5.10.  Szelektiv géncsendesités (siRNS transzfekcio)

Az SZ95 szebocitakat Petri-csészékbe (d = 35 mm), 96 lyuku (,,black well/clear bottom)
lemezekre (Greiner Bio-One) vagy 6 lyukt tenyésztéedényekbe helyezett steril fedélemezekre
szélesztettilk, majd masnap, 50-70%-0s konfluenciaszinten a tapoldatot szérummentes
OptiMem médiumra (Life Technologies) cseréltiik, és a sejteket HCA»-re specifikus (Stealth
RNAI, ID: HSS155269; Life Technologies), duplaszalu, kis interferald RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamine® RNAj MAX transzfekcids reagens (Life
Technologies) segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNA;j Negative Control ,,medium”
(Life Technologies) duplaszali siRNS-sel transzfektaltuk, ami egyetlen ismert mRNS

szekvencidjaval sem mutat homologiat (,,scrambled” RNS, ,,SCR”).

A géncsendesités hatékonysagat a transzfekciot kovetden 2. és 3. napon ellendriztiik
MRNS (Q-PCR), illetve a fehérje szinten (immunfluoreszcens jelolés). A géncsendesités, majd
az azt kovetd funkcionalis mérések idérendjét a 7. abra tekinti at. A kisérleteket Markovics

Arnold végezte.
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-l.nap || O.nap || 1.nap || 2.nap || 3. nap 4. nap

Kronologia

2. kezelés (Nile Red)
Fixalas
(immunfluoreszcens jelolés)

Transzfekci6

SzElesztés

Nile Red mérés

Aratds (RNS—=>Q-PCR)
1. kezelés (Nile Red)

Ca2*mérés

7. abra A szelektiv ,,géncsendesités”’, majd az azt kéveto mérések idorendjének attekintése

A transzfekciora a sejtek szélesztését kdvetd napon (az abran ,,0. nap”-ként jeldlve) keriilt sor. A csendesités
hatékonysagat a 2. napon mRNS, a 3. napon fehérje szinten ellendriztiik. A transzfekciot kdvetd 2. napon végeztikk
el a Ca®*-mérést, illetve megkezdtikk a faggyulipid-termelésre gyakorolt hatdsok (2 napos) vizsgalatat. A
transzfekciot kovetd 3. napon (a mar emlitett immunfluoreszcens jeldlésre torténd mintagylijtés mellett)
elvégeztiik a faggyulipid-termelés vizsgalatahoz kapcsolodd masodik kezelést is, végiil a 4. napon a Nile Red
jelolés kivitelezésével zartuk a kisérletsorozatot.

5.11.  Fluoreszcens Ca?*-mérés

A NA Ca?*-homeosztazisra gyakorolt hatasainak vizsgalatahoz fluoreszcens Fluo-4 AM
jelolést hasznaltunk. A Fluo-4 AM egy nem raciometrikus Ca?*-érzékeny fluoreszcens festék,
aminek szabad Ca?" jelenlétében jelentésen megnd a fluoreszcencia intenzitdsa. A festék a
hozzakapcsolt acetoxi-metilészter (AM) csoportnak kdszonhetéen nagy hatékonysaggal képes
bejutni a sejtekbe, ahol az AM csoport lehasitasat kdvetden ,.csapdaba esik”, igy kivaldoan

alkalmas a szebocitak Ca?*-homeosztazisaban beall valtozasok valos idejii nyomonkovetésére.

A sejteket a mar emlitett 96 lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekre (Greiner Bio-
One) szélesztettiik (20.000 sejt/lyuk). A mérés soran a feliiliszo eltavolitasa utan egyszer
mostuk a sejteket Hank oldattal (100 ul/lyuk; 136,75 mM NaCl, 5,56 mM gliikkéz, 5,36 mM

KCI, 4,17 mM NaHCOs, 1,26 mM CaClz, 0,34 mM Na:HPO4+2H20, 0,44 mM KH2PO4, 0,81
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mM  MgSO47H.O0, 10 mM HEPES; pH 7,2), melyet BSA-val (Sigma-Aldrich;
végkoncentracio: 1 mg/ml) és a nem-specifikus transzporterek altal medialt Fluo-4 ,,szivargas”
elkertilésére probeneciddel (Life Technologies; végkoncentracio: 2,5 mM) egészitettiink ki.
Amikor névlegesen kalciummentes Hank oldatot készitettiink (,,alacsony [Ca?*]ec”), a CaCls-
ot ekvimolaris mennyiségii gliikozzal potoltuk, de nem alkalmaztunk Ca2*-kelétort, igy az oldat

elméletileg szennyezésként tartalmazhatott nyomnyi mennyiségben Ca2*-ot.

A mosast kovetéen 100 pl/lyuk, 1 uM Fluo-4 AM-et tartalmazo Hank oldattal toltottiik
fel a sejteket (30 perc, 37°C). Ezutan harom wjabb mosas kdvetkezett (100 pl/lyuk Hank oldat
vagy névlegesen Ca®*-mentes Hank oldat), végiil pedig a sejtekre Hank oldatot vagy névlegesen
Ca?"-mentes Hank oldatot mértiink (150 pl/lyuk), és Gijabb 30 percig inkubaltuk ket 37°C-on.

2

Ezt kovetden FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével ,,Flex” moddban
végeztiik el a méréseket (gerjesztés: 490 nm; detekcio: 520 nm) szobahémérsékleten (~20-
22°C). Ennek soran 3-5 percen keresztiil kovettik nyomon az egyes wellekben mérhet6
fluoreszcencia intenzitast. Az egyes mérésekre az adott érzékenységi paraméterek mellett
beallithato a lehet6 legrovidebb (nagyjabol 1,2 masodperces) idokozokkel keriilt sor. A mérések
harminc6todik masodperce utan a késziilek 50 pl (a célkoncentracidhoz képest négyszeres
toménységli) kezeldoldatot mért a sejtekre. Ennek megfeleléen elébb egy minimum 35
masodperces (kezelés el6tti) alapjelet rogzitettiink, aminek az atlagértékével (Fo) normaltuk a
mért értekeket. Minden kezelést legalabb 3 ismétléssel végeztiink, és a relativ fluoreszcencia
intenzitast az adott wellben mért alapjellel korrigalva, F/Fo alakban abrazoltuk, ahol Fo az
atlagos kiindulasi fluoreszcencia, mig F az aktualisan mért fluoreszcencia. A sejtek
reaktivitasanak és életképességének tesztelésére a mérések végén pozitiv kontrollként 0,2

mg/ml ATP-t adtunk a wellekhez (az adatok nincsenek bemutatva). A méréseket Markovics

Arnold, Olah Attila és Toth Kinga Fanni végezte.
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5.12.  Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA), illetve Origin
Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal, Northampton, MA, USA) segitségével, Student-féle kétoldalu,
kétmintas t-probaval (paros dsszehasonlitasok) vagy egyutas ANOVA-t kdvetd Bonferroni post
hoc tesztekkel (t0bbszords Osszehasonlitas) vizsgaltuk, és a p<0,05 értékeket tekintettiik
szignifikans kiilonbségnek. A grafikonokat Origin Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal)
segitségével abrazoltuk. Az analizist Markovics Arnold, az abraszerkesztést Markovics Arnold

¢s Olah Attila végezte.
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6. Eredmények

6.1. A Kkivalasztott, nem-pszichotrop pCB-ok eltéroen befolyasoljak az SZ95
szebocitak biologiai folyamatait

Kisérleteinket a Bevezetésben, az Irodalmi dttekintésben és a Célkitiizésben

részletezetteknek megfeleléen a valasztott pCB-ok human szebocitakra gyakorolt hatasainak

vizsgalataval kezdtiik meg.

6.1.1. A pCB-ok dozisfiiggo-modon befolyasoljik a szebocitak életképességét
Amint arrdl az el6zéekben mar sz6 esett, korabbi eredményeink alapjan fény dertilt arra,
hogy a human FM-ek funkcionalisan aktiv ECS-rel rendelkeznek, amely szerepet jatszik a
Kimutattuk tovabba, hogy a nem-pszichotrop pCB CBD alacsony mikromolaris
koncentracidban torténd alkalmazasa komplex anti-akne hatasok kialakulasahoz vezet (59).
Ennek megfelelden kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az altalunk

vélasztott 6t pCB hasonl6 hatdsokat produkal-e az SZ95 szebocitakon, mint a CBD.

Mint minden hatéanyag-vizsgélat kezdetén, itt is meg kivantuk hatdrozni azt a még
hatasos dozistartomanyt, amely szignifikdnsan nem hat a sejtek életképességére, ezért elészor
MTT-assay-t végeztiink. Ahogy az az oszlopdiagramokon is lathatd, az 6t kivalasztott pCB a
0,1-10 uM-os koncentracidtartomanyban még 48 ora elteltével sem csokkentette érdemben a
sejtek életképességét’ a folytonos vonallal jeldlt kontrollhoz képest (8/a-b abra). Ezzel
szemben magasabb (50-100 uM-os) koncentracidban alkalmazva mar 24 oras kezeléseket

kovetden is szignifikans csokkenést okoztak az MTT-jel intenzitasaban (9. abra).

8§ Jelen kisréletben a célunk csak a nem-citotoxikus koncentraciétartomény azonositdsa volt, igy figyelmiinket
els6sorban a jelintenzitas csokkenésére forditottuk, azonban megjegyzendd, hogy néhany esetben meglepd moédon
novekedést tapasztaltunk. Tekintettel arra, hogy a megadott kiindulé sejtszam mellett a szebocitak tovabbi
proliferacidja elenyész6 mértékii, a CBC MTT-jelet fokozo hatasanak legvalosziniibb magyarazata a
mitokondrialis aktivitas (jelenleg még ismeretlen mechanizmussal torténd) ndvelése.
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8. abra 10 uM-os koncentrdacioig a pCB-ok a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhatoak

Tenyészeteinket 24 (a), illetve 48 (b) o6ran keresztiil kezeltiik az abran lathaté modon, majd MTT-assayt végeztiink.
A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. * ** ***p<(0,05, 0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet
hasonld eredményre vezetett.
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9. abra 50- 100 uM-o0s koncentraciéban alkalmazva a pCB-0k
szignifikansan csokkentik a szebocitak életképességet
Tenyészeteinket 24 o6ran keresztiil kezeltiik az abran lathat6 modon, majd MTT-assay-t végeztink. A kapott
értékeket atlag=SEM alakban (N=4), az dbran folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk.

* Rk FxEPp<0,05, 0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlo
eredményre vezetett.
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A magasabb koncentraciotartomanyban végzett MTT-assay eredményei alapjan
felmertilt, hogy a pCB-ok alkalmazésa akdr az alacsonyabb, <10 pM-os koncentracidkban is
elindithat az MTT-assay-n még valtozast nem okozo, korai sejthaldl folyamatokat. Ennek a

kérdésnek az eldontésére kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink (10. abra).
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10. abra 4 vizsgalt pCB-ok <10 uM-os koncentracioban
nem indukdlnak korai sejthaldlfolyamatokat
Tenyészeteinket 24 o6ran keresztill kezeltik az abran lathatdé modon, majd fluoreszcens kombinalt DilCa(5)-
SYTOX Green jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az dbran folytonos vonallal jel6lt

kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. *p<0,05 a kontroll csoporthoz képest. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet
hasonl6 eredményre vezetett.
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Megallapitottuk, hogy - a korabban bemutatott (8. abra) MTT-assay eredményeivel
Osszhangban - 10 uM-ig a valasztott pCB-ok egyike sem ndvelte biologiailag relevans
mértékben” a nekrotikus vagy apoptotikus sejtek aranyat (10. abra). A pCB-ok magasabb (50-
100 uM) koncentracidi ugyanakkor apoptozis-dominalt sejthalalt okoztak, hiszen kivétel nélkiil
jelentésen csokkentették a mitokondrialis membranpotencial mértékét jelzé DilCy(5), és nem
(CBG, CBGV, CBC ¢és CBDV) vagy csak kis mértékben (THCV) fokoztak a SYTOX Green
jelintenzitasat (11. abra).
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[ SYTOX Green (1: nekrézis) [ xx%
1407 s
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88 7] i l ] **‘jt %
Aeelt EE B
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11. abra A vizsgalt pCB-0k magas koncentracioban apoptozist indukalnak

Tenyészeteinket 24 oran keresztiil kezeltik az abran lathato modon, majd fluoreszcens kombinalt DilCy(5)-
SYTOX Green jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlag£SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt
kontroll atlaganak szazalékaban abrazoltuk. **, ***p<0,01, illetve 0,001 kontroll csoporthoz képest. Egy tovabbi,
figgetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett. Megjegyzés: A 100 uM CBC kezelés esetén tapasztalhatd SYTOX
Green jelintenzitas-csokkenés nagy valosziniiséggel késéi nekrotikus folyamatok miatti mosasi artefaktumnak
felel meg.

6.1.2. A pCB-ok eltérden befolyasoljak a human szebocitak faggyulipid-termelését
Ezutdn megvizsgaltuk a pCB-ok hatasat a szebocitak egyik legjellemzObb bioldgiai

funkciojara, a homeosztatikus faggyulipid-termelésére. Nem meglepé6 modon a pCB-ok

™ Megjegyzés: Bar 10 uM THCV kezelést kovetéen a kapott SYTOX Green értékek matematikailag
szignifikansan magasabbnak adodtak a kontroll esetében detektaltaknal, ez a ndvekmény valdjaban biologiailag
irrelevans. Apoptozis, illetve nekrozis esetén tapasztalhato tipikus eltérésekre az Anyagok és modszerek fejezetben
a 6. abran mutatunk példat, melyekkel dsszevetve az 10. abran lathato valtozas elenyész6é mértéka.
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citotoxikus (>50 uM) koncentraciodi jellemzden jelentésen csokkentették a bazalis faggyulipid-

szintézist (12. abra; 24 oras kezelések).

N
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50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 (M)
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12. abra A pCB-ok magas koncentrdacioi csokkentik a bazalis faggyulipid-termelést

Tenyészeteinket 24 6ran keresztiil kezeltiik az abran lathatd modon, majd fluoreszcens Nile Red jel6lést végeztiink.
A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jeldlt kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. ** ***p<(,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld
eredményre vezetett.

Ezzel szemben a nem citotoxikus (<10 pM) koncentracidban alkalmazott pCB-ok érdekes
modon eltéréen befolyasoltak a faggyulipid-termelést, ami alapjan az 6t anyagot harom
funkciondlisan eltérd hatasu (,,eCB-szeri”, lipogén; ,,CBD-szerli”, neutralis; illetve
liposztatikus) csoportba sorolhattuk (13. abra).

Eredményeink szerint az ,,eCB-szertien” (35,39) viselked6 CBG ¢és a CBGV kis (kb. 20-
30%-o0s novekedés a kontrollhoz képest), de szignifikdns mértékben fokozta a faggytlipid-
termelést (13/a-b abra). Ezzel szemben a ,,CBD-szerti” (59) hatast kivalt6 CBDV esetében a
valtozéas nem volt szignifikans (13/c abra), mig a CBC és a THCV szignifikansan csdkkentette
azt (13/d-e abra). Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a CBC és a THCV szeborrea, illetve
akne, mig a CBG ¢és a CBGV a bdrszarazsaggal jaro korképekben rendelkezhet terapids

potenciallal, ezért kisérleteinket is ilyen irdnyokban folytattuk tovabb.
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13. abra A4 kivalasztott nem-pszichotrop pCB-ok eltéré modon befolyasoljak
a homeosztatikus faggyulipid-termelést

Tenyészeteinket 48 oOran keresztiil kezeltiik az abran lathatdé modokon, majd fluoreszcens Nile Red jelolést
végeztiink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. * ** ***p<(,05, 0,01, illetve 0,001 a kontroll csoporthoz képest. Két tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonl6 eredményre vezetett.

6.1.3. A4 CBG és a CBGV csokkenti az AEA lipogén hatdsat
Elséként a CBG ¢és a CBGV meglepd, ,,eCB-szerti” lipogén hatasat vettiik gorcso ala, és
megvizsgaltuk, hogy az eCB AEA-dal egyiitt alkalmazva milyen hatast véltanak ki. Erdekes
modon azt tapasztaltuk, hogy a CBG és a CBGV nem fokozta az AEA lipogén hatésat, sot, 20

(CBGV), illetve 10-20 uM-ban (CBG) szignifikansan csokkentették azt (14/a-b abra). Ennek
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alapjan felvetddik annak a lehetdsége, hogy a CBG és a CBGV az AEA lipogén utvonalanak
gyenge, parcialis aktivatorai lehetnek, amelyek az AEA-dal egyidejlileg alkalmazva
gyengithetik az eCB lipogén hatasat.
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14. abra A CBG és a CBGV csokkenti az AEA lipogén hatdsat

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az dbran lathatd kombinacidkban, majd fluoreszcens Nile Red jel6lést
végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4-8), az abran folytonos vonallal jel6lt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. *,***p<0,05, illetve 0,001 a kizarolag lipogénnel kezelt csoporthoz képest. Egy tovabbi,
figgetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

6.1.4. A CBC, a CBDV és a THCV csokkenti az AA altal indukdlt, aknét modellezo,
korosan fokozott lipogenezist

Mint mar emlitettiik, az akne patogenezisének fontos 1épése a faggyutermelés fokozddasa

¢s jellegzetes mindségi valtozasa, ezért ennek a normalizalasa a betegség kezelésének egyik
fontos célja (27). Ennek megfeleléen a kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy a THCV, a CBC
¢s a CBDV miként befolyasolja az AA altal indukalt, ,,akne-szerti” (27,59), korosan fokozott
lipidszintézis. Megallapitottuk, hogy mind a CBC, mind a CBDV képes volt csokkenteni az AA
altal indukalt lipidszintézist (15/a-b abra), azonban hatékonysagukat messze meghaladta a
THCV-¢, amely a CBD-hez hasonloan (59) gyakorlatilag teljes mértékben normalizalta a
faggyulipid-termelést (15/c abra). Tekintettel arra, hogy ezen eredmények alapjan a THCV
bizonyult a harom pCB koziil a leghatékonyabbnak, kovetkezo kisérleteink soran a THCV nem

citotoxikus koncentracidinak lehetséges anti-akne hatasait vizsgaltuk meg.
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15. abra A CBC, a CBDV és a THCV jelentésen csokkenti az AA-val indukalt,
aknét modellezd, korosan fokozott faggyulipid-termelést

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az dbran lathatd kombinaciokban, majd fluoreszcens Nile Red jeldlést
végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jeldlt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. ** ***p<0,01, illetve 0,001 a kizarolag lipogénnel kezelt csoporthoz képest. Két tovabbi,
figgetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.

6.1.5. A THCYV nem citotoxikus koncentracioban univerzalis liposztatikus hatast fejt ki

A kovetkezOkben kisérleteket végeztiink annak megallapitasara, hogy a THCV ezen
figyelemre mélto liposztatikus hatdsa kizarolag az AA altal indukalt, dontéen PKCS altal
medialt (36) lipidtermelés kivédésére korlatozodik, vagy egy univerzalis liposztatikus ut
aktivalasa révén alakult ki. Ennek soran két, a fentitdl eltérd lipogén titvonalon haté eCB-ot, az

AEA-ot és a 2-AG-t (35) alkalmazva végeztiink el a Nile Red jeldlést. Azt tapasztaltuk, hogy a
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CBD-hez hasonloan (59) a 10 uM-ban alkalmazott THCV is képes mindkét eCB lipogén

hatasanak (16. abra) normalizalésara, azaz univerzalis liposztatikus hatdst mutat.
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16. abra A THCV univerzalis liposztatikus hatast fejt ki

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az dbran lathatd kombinacidkban, majd fluoreszcens Nile Red jel6lést
végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. ***p<0,001 a jelolés szerint. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonldé eredményre
vezetett.

6.1.6. A THCV nem citotoxikus koncentrdcioi anti-proliferativ hatasuak humadn
szebocitakon

Amint arrdl az Irodalmi attekintésben 1s szo esett, a faggyutermelés holokrin
mechanizmusa miatt az aknéhoz vezetd szeborrea kialakulasaban az egyedi szebocitak fokozott
faggyulipid-termelésén tal a sejtek szama is kiemelkedd jelentdségii. A proliferacio
visszafogdsa €s ezzel a sejtszdm csokkentése ennek megfelelden mar 6nmagédban is nagy
hatékonysaggal mérsékelheti a faggyatermelést in vivo (14,98,99), ezért kisérleteink kdvetkezd
1épéseként megvizsgaltuk a THCV sejtszamra gyakorolt hatdsait. CyQUANT proliferacios

assay alkalmazasaval kimutattuk, hogy a THCV dozisfiiggd mddon csdkkentette a szebocitak

crcr
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17. abra A THCV nem-citotoxikus koncentracioi jelentos
anti-proliferativ hatast valtanak ki human szebocitdakon

Tenyészeteinket 24, 48, illetve 72 6ran keresztiil kezeltiik, majd CyQUANT proliferacios assay-t végeztiink. Az
eredményeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jelolt 24 o6ras kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. ** ***p<(,01, illetve 0,001 az adott napi kontrollhoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonld eredményre vezetett.

6.1.7. A THCV erdteljes gyulladasgatlo hatast mutat
A korosan megnovekedett lipogenezis €s proliferacido mellett az akne harmadik fontos
szebocita-specifikus 1épése a gyulladas (27), ezért a fenti adatok alapjan megvizsgaltuk a
THCV szebocitak immunprofiljara gyakorolt hatasait. A gyulladasos valaszt a TLR4 aktivator

lipopoliszacharid (LPS; 5 pg/ml) alkalmazasaval valtottuk ki.
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18. abra A THCV gyulladasgatlo hatdast mutat humdn szebocitdakon

3 oras kezelést kovetden a Q-PCR vizsgalat soran belsd kontrollként a 18S RNS-t alkalmaztuk. A relativ
génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a AACT modszert alkalmazva el6bb a 18S RNS, majd pedig az
abran folytonos vonallal jelzett kontroll expresszios szintjére normalizaltuk, és atlag+SD alakban abrazoltuk (N=2-
3). ***p<0,001 a kizarolag LPS-sel kezelt csoporthoz képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonl6 eredményre
vezetett. IL: interleukin; TNF-a: tumornekrozis faktor-o.

Azt tapasztaltuk, hogy a THCV képes volt visszaszoritani a vizsgalt ,,akne-relevans”

crer

abra) is (14,23,27,39). Mindezek alapjan tehat elmondhat6 hogy (legalabbis in vitro) a THCV

kedvezden befolyasolja az akne patogenezisének valamennyi szebocita-specifikus aspektusat.

6.1.8. Elbzetes eredményeink alapjan valamennyi vizsgalt pCB gyulladasgatlo hatasi

human szebocitakon
A pCB-ok hatésait feltaro kisérleteink zaradsaként megvizsgaltuk, hogy a CBC, a CBDV,
a CBG ¢és a CBGV miként befolyasolja a szebocitdk immunoldgiai viselkedését. A THCV
esetén mar bemutatott gyulladdsmodellt alkalmazva megallapitottuk, hogy valamennyi pCB
jelentésen csokkentette az LPS hatdsat a fenti, ,,akne-relevans” citokinek mRNS szintii

kifejez6désére (19. abra).
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19. abra Valamennyi dltalunk vizsgalt pCB gyulladasgatlo hatasu human szebocitakon

3 oras kezelést kovetéen a Q-PCR vizsgalat soran belsé kontrollként a 18S RNS-t alkalmaztuk. A relativ
génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a AACT modszert alkalmazva elébb a 18S RNS, majd pedig
az abran folytonos vonallal jelzett kontroll expresszids szintjére normalizaltuk, és atlag+SD alakban abrazoltuk
(N=2-3). ***p<0,001 a kizarolag LPS-sel kezelt csoporthoz képest. Egy tovabbi, fliiggetlen kisérlet hasonld
eredményre vezetett. IL: interleukin; TNF-a: tumornekrozis faktor-a.
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6.2. A NA a HCA: receptor aktivalasaval csokkenti a faggyulipid-termelést

Kisérleteink masodik felében a Bevezetésben, az Irodalmi attekintésben és a
Célkitiizésben részletezetteknek megfelelden a klinikai gyakorlatban lipidesokkentd szerként
mar évtizedek Ota alkalmazott NA humdn szebocitdkra gyakorolt bioldgiai hatasainak

vizsgalatat végeztiik el.

6.2.1. A NA 100 uM-os koncentrdacioig nem csokkenti az életképességet
Kisérleteink kezdetén MTT-assay segitségével megallapitottuk, hogy a NA 100 pM-0S
koncentracidig nem csokkentette a szebocitdk életképességét 24, 48 ¢és 72 oOras kezelést

kovetden sem (20. abra).
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20. abra 100 uM-os koncentracioig a NA nem befolyasolja a human szebocitak életképességét

Tenyészeteinket 24 (a), 48 (b), illetve 72 (c) 6ran keresztiil kezeltiik az abran lathaté médon, majd MTT-assayt
végeztiink. A kapott értékeket atlagESEM alakban (N=4), az dbran folytonos vonallal jel6lt kontroll 4tlaganak
szazalékaban abrazoltuk. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlo eredményre vezetett.
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Annak érdekében, hogy kizarjuk olyan korai sejthaldlfolyamatok kialakuldasanak
lehet6ségét, amelyek az MTT-assay-ben nem eredményeznek nyilvanvald valtozasokat,
kombinalt fluoreszcens DilC1(5)-SYTOX Green jeloléssel tovabb vizsgaltuk a NA hatasait.
Megallapitottuk, hogy az MTT-assay-vel nyert adatainkkal 6sszhangban a NA nem fokozta az
apoptotikus vagy nekrotikus sejtek aranyat (<100 uM; 24 és 48 oras kezelések; 21. abra),
megerdsitve, hogy a NA ebben az id6- és koncentracidtartomanyban valdban a citotoxicités

veszélye nélkiil alkalmazhato.
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21. abra 100 uM-os koncentracioig a NA a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato

Tenyészeteinket 24 (@) és 48 (b) oran keresztiil kezeltik a NA kiilonb6z6 koncentracioival, majd kombinalt
DilC1(5)-SYTOX Green jelolést végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), a DilC1(5) esetén a
kezeletlen kontroll, SYTOX Green esetén pedig a nekrozis pozitiv kontrolljanak (lizis puffer) szazalé¢kaban
abrazoltuk. ***P<0,001 a relevans kezeletlen kontrollhoz képest. Még két tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlo
eredményre vezetett. CCCP: karbonil-cianid m-klorofenil-hidrazon (1:200; az apopt6zis pozitiv kontrollja); LP:
lizis puffer (1:100; a nekrozis pozitiv kontrollja); NA: nikotinsav.

6.2.2. A NA nem befolydsolja a homeosztatikus faggyulipid-termelést, de normalizalja

a kiilonféle lipogeén agensekkel indukalt, aknét utanzo lipogenezist
Ezt kovetden fluoreszcens Nile Red jelolés segitségével kivantuk megvizsgéalni a NA
hatasait a szebocitdk legjellemzObb bioldgiai funkcidjara, azaz a bazalis, homeosztatikus
faggyulipid-termelésre. Megallapitottuk, hogy ha a fentiekben meghatarozott nem citotoxikus
koncentracioban alkalmazzuk a NA-at, akkor az még 48 oras kezelések soran sem befolyasolja

a faggyulipid-termelést (22. abra).
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100 - . : 22. abra A NA nem befolyadsolja a
bazalis faggyulipid-termelést

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik
NA-val, majd fluoreszcens Nile Red jelolést
végeztink. A kapott értékeket atlag+SEM
40 - alakban (N=4), az 4bran folytonos vonallal
jelolt kontroll atlagdnak szazalékéban
abrazoltuk. Két tovabbi, fiiggetlen kisérlet
hasonld eredményre vezetett.
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Tekintettel arra, hogy (amint arr6l mar a fentiekben is sz6 esett) az akne patogenezisének
egyik kulcslépése a kérosan fokozott faggyutermelés, a kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a

NA képes-e visszaszoritani a AA altal indukalt, aknét utanzo lipidszintézist (27,59).

23. abra A NA nem-citotoxikus
koncentracioi hatékonyan csokkentik
az AA-val indukalt faggyulipid-
termelést
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Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az
abran  lathatdé  kombinaciokban,  majd
fluoreszcens Nile Red jelolést végeztink. A
kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az
abran folytonos vonallal jeldlt kontroll
atlaganak szazalékaban abrazoltuk.
* xx ***p<0,05, 0,01, illetve 0,001 a jelolések
szerint. Két tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlo
eredményre vezetett.
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Megallapitottuk, hogy a NA el6zdekben azonositott, nem-citotoxikus koncentracioi
jelentdsen csokkentették az AA-val indukalt, ,,akne-szer(i”, kérosan fokozott lipidszintézist

(23. abra).
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6.2.3. A NA univerzalis liposztatikus hatast fejt ki

Ahogyan azt az el6z6, pCB-okkal folytatott kisérletsorozatban is tettiik, itt is kivancsiak
voltunk arra, hogy a NA ezen figyelemre méltd liposztatikus hatasa kizarolag az AA-val
indukalt, dontéen a PKC9 altal kozvetitett (36) lipogenezis normalizalasara korlatozodik, vagy
egy univerzalis liposztatikus 0t aktivalasa révén alakult ki. A kérdés eldontésére olyan lipogén
agenseket (a mar emlitett AEA, valamint a linolsav [LA] és a tesztoszteron [T] kombinacidja)
alkalmaztunk, amelyek irodalmi adatok alapjan mas (AEA: CB2; LA+T: PPAR-0k) jelatviteli
utvonalakat aktivalva fokozzak a faggyulipid-termelést (35,60). Megallapitottuk, hogy mind az
AEA, mind a LA+T kombinacié jelentdsen fokozta a faggyulipid-termelést, a NA pedig
mindkét esetben képes volt ezt a hatast kivédeni (24. abra). Mindezek fényében elmondhato,

hogy a NA minden val6szintiség szerint univerzalis liposztatikus hatast fejt ki.
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24. dbra A NA univerzalis liposztatikus hatast valt ki human szebocitdkon

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az abran lathaté kombinaciokban, majd fluoreszcens Nile Red jeldlést
végeztliink. A kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jellt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. *p<0,05 a kizarolag lipogénnel (a: AEA; b: LA+T) kezelt csoporthoz képest. Egy
tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett. AEA: anandamid; LA: linolsav; NA: nikotinsav; T:
tesztoszteron.
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Az el6z6ekben leirt hatdsokat latva arra a kovetkeztetésekre jutottunk, hogy a NA hatasos

lehet a faggytimirigy-tulmiikodéssel jarod korképek (pl. szeborrea vagy akne) kezelésében.

250 okl
xx 25. abra A NA nem-citotoxikus
200+ ¥ koncentracioi anti-proliferativ hatasuak
£ + human szebocitdkon
150+

Tenyészeteinket 72 6ran keresztiil kezeltiik, majd
CyQUANT proliferacios assay-t végeztiink. Az
100 eredményeket atlag+SEM alakban (N=4), az
abran folytonos vonallal jeldlt 24 o6ras kontroll

Sejtszam
(24 oras kontroll = 100%)

50+ atlaganak szazalékaban abrazoltuk. **p<0,01 a

jelzettek szerint a 72 6ras kontrollhoz képest. Két

0 w w tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlé eredményre
NA: 0 1 10 100 (uUM) vezetett.

Tekintettel arra, hogy a faggyitermelés holokrin mechanizmusa miatt a faggyu tényleges
mennyisége nemcsak az egyedi sejtek lipidtermelésétdl, hanem azok szamatdl is alapvetden
fiigg, igy egy szeborrea ellenes szer hatékonysagat nagyban noveli, ha nemcsak liposztatikus,
hanem anti-proliferativ hatasu is (4,27,32,98,99). Ezen logikat kovetve a NA sejtszamra
gyakorolt hatasait CyQUANT proliferacios assay alkalmazasaval vizsgaltuk, és kimutattuk,
koncentraciotartomanyban (72 6ras kezelések; 25. abra). Figyelemre mélto tovabba, hogy az
¢letképesség adatokkal (20. abra és 21. abra) 6sszhangban a sejtszam nem csokkent a 24 6ras
kontroll szintje ala, megerdsitve ezzel, hogy valoban nem citotoxikus, hanem ,,tisztan” anti-

proliferativ hatassal allunk szemben.

6.2.5. A NA nem vedi ki a szebocitik LPS-sel indukalt gyulladasos valaszat

Ahogy arr6l mar korabban sz6 esett, a korosan fokozott faggytlipid-termelés mellett az

akne kialakulasanak masik fontos tényezéje a gyulladas (27). Ezt szem el6tt tartva
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fenomenologiai kisérleteink zardsaként megvizsgaltuk, hogy a NA miként befolydsolja a
szebocitdk immunprofiljat.

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

a gyulladasos citokinek termelddésének valtozasait.
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26. abra A NA nem csokkenti a gyulladasos citokinek kifejezodését
és felszabaduldasat human szebocitdakon

(a) 3 oras kezeléseket kovetden a Q-PCR vizsgalat soran bels6 kontrollként a 185 RNS-t alkalmaztuk. A relativ
génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a AACT modszert alkalmazva elébb a 18S RNS, majd pedig az
abran folytonos vonallal jelzett kontroll expresszids szintjére normalizaltuk, és atlag+SD alakban abrazoltuk (N=2-
3). Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett. (b-c) A szekretalt citokinek mennyiségének
meghatarozasara 3 (b), illetve 24 (c) oras kezeléseket kovetden a sejtek feliiliszdjabol keriilt sor ELISA
modszerrel. Az adatokat standard gorbe segitségével kvantifikalva atlag=SEM alakban (N=3) abrazoltuk. *, **;
**%p<0,05, 0,01, illetve 0,001 a kontrollhoz képest. Egy tovabbi, fliggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett.
IL: interleukin; TNF-a: tumornekrozis faktor-o.
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Megallapitottuk, hogy a 100 pM-ban alkalmazott NA nem csokkentette a fenti citokinek
LPS-indukalta fokozott termelddését, €s dnmagaban torténd alkalmazas esetén sem fejtett Ki
érdemi hatdst a génexpressziora (26/a abra). Megvizsgaltuk azt is, hogy a NA miként
befolyasolja két kulcsfontossagu citokin, az IL-6 és IL-8 felszabadulasat'™, amelyek révén
ujabb adatok alapjan a szebocitdk részt vesznek a Thi7 sejtek aktivitdsanak szabalyozasaban
(100). Az mRNS-szintii adatokkal 6sszhangban sem rovid (3 o6ras), sem pedig hosszabb tava
(24 o6ras) kezelések soran nem tapasztaltunk semmilyen NA-fliggd hatast a citokinek
felszabadulasara (26/b-¢ abra). Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a NA nem

befolyasolja kdzvetleniil a human szebocitak gyulladasos és immunolédgiai folyamatait.

6.2.6. A NA liposztatikus hatisa Ca®*-fiiggé médon alakul ki
A jelenség leirasat kovetden kisérleteinket a lehetséges mechanizmus vizsgalataval
folytattuk. Tekintettel arra, hogy sajat, illetve irodalmi adatok alapjan az [Ca?"]ic emelkedése
gyakran a fentiekben ismertetetthez nagyon hasonl6 univerzalis liposztatikus hatdsokhoz vezet
(37,38,59), a NA pedig bizonyos sejttipusokban bizonyitottan képes megemelni a intracellularis
kalcium szintet (85,86), felmeriilt a kérdés, hogy az [Ca®*]ic valtozasai szerepet jatszanak-e a

NA liposztatikus hatasainak kozvetitésében.

A kérdés megvalaszolasara els6ként megismételtiik a lipidszintézis vizsgalatit egy
sejtekbe bejutni képes Ca®'-kelator, a BAPTA AM jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a NA
liposztatikus hatdsa 10 uM BAPTA AM jelenlétében nem alakult ki (27. abra), igy

feltételezhetd, hogy a hatas kialakitasdban Ca?*-kapcsolt jelpalyak (is) szerepet jatszhatnak.

T Fontos kiemelni, hogy kordbbi kisérleteink soran megvizsgaltuk az IL-1a, az IL-1B és a TNF-a szekréciot is,
és azt talaltuk, hogy a mi kisérleti elrendezésiinkben az LPS-indukalta gyulladdsmodellben ezek koncentracidja a
feliiliszoban a detekcids kiiszob kornyéki (IL-1a és IL-1p) vagy az alatti (TNF-a) volt (39), ezért jelen kisérleteink
soran ezeket mar nem vizsgaltuk.
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27. abra A NA liposztatikus hatdsa valésziniileg Ca?*-fiiggd modon alakul ki

Tenyészeteinket 48 oran keresztiil kezeltiik az dbran lathatd kombinacidkban, majd fluoreszcens Nile Red jelolést
végeztiink. A kapott értékeket atlagtSEM alakban (N=4), az abran folytonos vonallal jeldlt kontroll atlaganak
szazalékaban abrazoltuk. ***p<0,001 a jel6lés szerint; n.s.: nem szignifikans kiilonbség. Egy tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonlo eredményre vezetett. AA: arachidonsav; NA: nikotinsav.

6.2.7. A NA Ca**-jelet valt ki human szebocitikon, amelynek a forrdsa dontéen az
extracellularis ter, de nem TRP csatorna-medialt

Mivel az elézéekben ismertetett eredmények alapjan valdszintinek tlint, hogy a NA

alkalmazasa Ca®*-jelet vélthat ki a szebocitakon, kovetkezd 1épésként Fluo-4 AM jeldlést

alkalmaztunk. Ahogy az a reprezentativ gorbéken is lathatdo (28. dbra), a NA hatékony

2+]

liposztatikus koncentraciéi dozisfiiggdé moédon fokoztak az [Ca"]ic-t.

Kovetkezd kérdésiink az elézé kisérletben tapasztalt (28. abra) Ca®* jel eredetének
azonositdsara iranyult. A kisérletet névlegesen Ca?*-mentes kozegben elvégezve azt
tapasztaltuk, hogy az [Ca?*]ec csokkentése szinte teljes mértékben kivédte a Ca®* jelet, ami arra
utalt, hogy a NA kozvetve vagy kozvetleniil sejtfelszini Ca®* csatornakat aktival humén

szebocitakon.
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28. abra A NA hatékony liposztatikus koncentrdcioi
Ca®*-jelet valtanak ki human szebocitdkon

Fluoreszcens Ca?*-mérések reprezentativ analdg gorbéi. A NA megfeleld koncentracidinak bemérésére a kisérlet
45. masodpercében (nyillal jelolve) keriilt sor; a gorbéket a kezelést megel6z6 alapjellel korrigaltan, F/Fo alakban
abrazoltuk. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonlé eredményre vezetett.

A NA-rol ismert, hogy kozvetleniil képes aktivalni bizonyos, a vanilloid alcsaladba
tartozo, féként Ca®*-ra permeabilis TRP csatornakat (89,91), és hogy ezen csatornék koziil tobb

(TRPV1, TRPV3 és TRPV4) is hatékonyan csokkenti a faggyulipid-termelést (37,38,59).
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29. abra A NA dltal kivaltott Ca®*-jel forrdsa dontéen az extracellularis tér,
de a Ca?* nem TRPV csatorndkon keresztiil 1ép be a sejtekbe

Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens Ca®*-mérések reprezentativ analdog gorbéi (a), illetve a mérések statisztikai
analizise (b). A kezel6anyagok megfeleld kombinacidinak bemérésére a kisérlet 35. masodpercében (nyillal
jelolve) keriilt sor; a gorbéket a kezelést megeldzé alapjellel korrigaltan abrazoltuk (a). Az egyes gorbék
normalizalt fluoreszcencia csticsértékeit atlag+SEM (N=12) alakban abrazoltuk (b). ***p<0,001 a normal [Ca®*]ec
jelenlétében végzett NA kezeléshez képest. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.
L[Ca?]ec: névlegesen Ca?*-mentes médium; NA: nikotinsav; RR: ruténium vords (altalanos TRPV gatloszer).
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Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk ezen csatorndk esetleges részvételét a
folyamatban, kisérleteinket az altalanos TRP csatorna gatldszer ruténium vords (RR)
jelenlétében is elvégeztiik (101). Megallapitottuk, hogy a RR nem befolyasolta a NA altal
indukalt kalciumjeleket (29. abra), ami arra utal, hogy azokért valdsziniileg eddig nem

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

6.2.8. A szebocitak kifejezik a NA elsodleges receptorat, a HCA»-t
Mivel a fentiekben bemutatott adataink fényében valdsziniitlennek tiint a TRPV-
csatorndk részvétele az NA liposztatikus hatasainak kozvetitésében, igy a kovetkezékben a NA
elsédleges receptoraként szamontartott HCA> lehetséges szerepét vizsgaltuk meg (102).
Elsoként Q-PCR és immunfluoreszcens jelolés segitségével azt vizsgaltuk meg, hogy a receptor
kifejezédik-e a human szebocitakon. Megallapitottuk, hogy a HCA2 mind mRNS (Q-PCR; 30/a

abra), mind fehérje szinten (immunfluoreszcencia; 30/b abra) jelen van a sejteken.

(a) (b)

(GAPDH = 1)

Relativ mMRNS expresszio

pre-konfluens poszt-konfluens

30. abra A HCA: receptor kifejezodik human szebocitakon

(a) A Q-PCR vizsgalatot pre-, valamint posztkonfluens kultirdkbol kiindulva végeztiik. Belsé kontrollként a
GAPDH expresszigjat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a ACT
modszert alkalmazva a GAPDH expresszios szintjére normalizaltuk, és atlag+SD alakban (N=3) abrazoltuk. (b)
Immunfluoreszcens jelolés. Zold: HCA»-specifikus immunjeldlés; kék: DAPI magfestés. Negativ kontrollként
(NK) az els6dleges antitest elhagyasaval késziilt jelolést hasznaltunk. Méretvonal: 20 pm.
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6.2.9. A HCA; szelektiv géncsendesitése kivédi a NA liposztatikus és [Ca?*]ic-t ndveld
hatasat

Tekintettel arra, hogy a HCA: receptor ellen nem allnak rendelkezésre hatékony és
szelektiv antagonistak (103), SIRNS transzfekcio-medialt szelektiv ,,géncsendesités”-t
alkalmaztunk, ami szignifikdns csokkenést eredményezett a HCA» kifejezddésében mRNS
(31/a abra) és fehérje szinten is (31/b-¢ abra). A géncsendesités sikerességének ellenérzése
utan (31/a-c abra) SCR-transzfektalt, valamint HCA> géncsendesitett szebocitakat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a NA cellularis hatasai valoban HCA2-mediéltak volt, hiszen a receptor
kifejez6désének csokkentésekor a NA liposztatikus hatdsa, valamint az 4ltala kivaltott Ca%*-jel

is szignifikansan csokkent (31/d-e abra).

6.2.10. Sem a NA, sem az AA nem befolyasolja a HCAz receptor expressziojat

Ezen eredményeink alapjan a HCA, a human faggyulipid-termelés egy uj, eleddig
ismeretlen regulatora, ami alapjan felmeriil, hogy kifejez6désének és aktivitdsdnak valtozasai
szerepet jatszhatnak olyan lipogén dgensek hatdsainak a kozvetitésében, mint az AA. Ennek
eldontésére jelen kisérleteink lezarasaként azt vizsgaltuk meg, hogy az AA-val, illetve a NA-
val torténd kezelések miként befolydsoljak a HCA: expressziot human szebocitdkon.
Megallapitottuk, hogy egyik kezelés sem gyakorolt érdemi hatast a receptor fehérje szintii

kifejezodésére (immunfluoreszcens jelolés; 32. abra).
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31. abra A HCA: szelektiv géncsendesitése kivédi
a NA liposztatikus és [Ca®*]ic-t fokozé hatdsat

(a) A szebocitakat a transzfekciot kovetd 2. napon arattuk, majd Q-PCR vizsgalatot végeztiink. Bels6 kontrollként
a 18S RNS expresszidjat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasahoz az eredményeket a ACT
modszert alkalmazva a 18S RNS expresszios szintjére, majd a non-sense RNS-sel transzfektalt ,,scrambled” (SCR)
kontroll esetén mért értékre normalizaltuk, és atlag+SD alakban (N=3) abrazoltuk. ***p<0,001. (b) Reprezentativ
immunfluoreszcens képek. A jeldlésre a transzfekciot kovetd 3. napon keriilt sor. Zold: HCA-specifikus
immunjeldlés; kék: DAPI magfestés. Negativ kontrollként (NK) az els6dleges antitest elhagyasaval késziilt jelolést
hasznaltunk. Méretvonalak: 20 um. (¢) Az immunfluoreszcens jeldlés szemikvantitativ értékelése. A hattérre
torténd normalast kdvetden a zold csatorna intenzitasértékeit hataroztuk meg, majd az adatokat a SCR kontrollra
normaltuk, és atlag+SEM alakban (N=93 sejt/csoport) abrazoltuk. ***p<0,001. (d) A HCA, géncsendesitett,
illetve SCR-transzfektalt szebocitak faggyulipid-termelését Nile Red jel6léssel kovettiik nyomon. Tenyészeteinket
a transzfekciot koveté masodik naptol kezdve 48 oran keresztiil kezeltilk az dbran lathaté kombinaciokban. A
kapott értékeket atlag+SEM alakban (N=4), az dbran folytonos vonallal jeldlt SCR kontroll atlaganak szazalékaban
abrazoltuk. *, **p<0,05, illetve 0,01 a jelolés szerint. n.s.: nem szignifikans kiilonbség. Két tovabbi, fiiggetlen
kisérlet hasonld eredményre vezetett. (€) A transzfekciot kovetd 2. napon elvégzett Fluo-4 AM-alapt fluoreszcens
Ca?*-mérések statisztikai analizise. Az egyes gorbék normalizalt fluoreszcencia cstcsértékeit atlagtSEM (N=7)
alakban abrazoltuk. ***p<0,001 a jeldlés szerint. Egy tovabbi, fiiggetlen kisérlet hasonld eredményre vezetett.
AA: arachidonsav; HCA:2 siRNS: HCA; géncsendesitett csoport; NA: nikotinsav; SCR: non-sense RNS-sel
transzfektalt csoport.
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32. abra Sem az AA, sem a NA nem befolyasolja
a HCA; kifejezodesét human szebocitdakon

Az immunfluoreszcens jelolés szemikvantitativ értékelése. A
hattérre torténd normalast kovetéen a zdld csatorna
intenzitasértékeit hataroztuk meg, majd az adatokat a
kontrollra normaltuk, és atlagtSEM alakban (N=15-16
sejt/csoport) abrazoltuk.
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7. Diszkusszio

Az akne az egyik leggyakoribb emberi borbetegség, amely, bar az életet kozvetleniil nem
veszélyeztetd korallapot, mégis jelentés mértékben képes rontani a betegek életmindségét (12—
14,32). Tekintettel arra, hogy a jelenleg rendelkezésre all6 leghatékonyabb kezelési modok (pl.
az oralis izotretinoin) alkalmazasa adott esetben sulyos mellékhatasok kialakulasdhoz vezethet
(14) érthetd, hogy vilagszerte jelentds eréfeszitések torténnek biztonsagos, de mégis hatékony,

az eddigiektdl eltérd hatdsmechanizmussal miik6dd, 0j anti-akne szerek kifejlesztésére.

7.1. A kivalasztott nem-pszichotrop pCB-ok hatasainak attekintése

Amint arrol az Irodalmi attekintésben mar részletesen sz6 esett, az ECS 6sszetett modon
befolyasolja a human szebocitdk biologiai folyamatait: az eCB kezelés, illetve az eCB tonus
fokozésa noveli a faggyulipid-termelést, mig az ionotrop kannabinoid receptorok kozé tartozo
TRPVI1, TRPV3 és TRPV4 aktivalasa csokkenti azt (35,37-39,59). Kimutattuk azt is, hogy a
leginkabb tanulmanyozott és a klinikai gyakorlatban mar évek ota biztonsagosan alkalmazott
nem-pszichotrop pCB, a CBD alkalmazasa komplex celluléris anti-akne hatasok kialakulasdhoz
vezet (59), amelyek az eddig elérheté klinikai vizsgalati adatok fényében in vivo is nagy

valoszinliséggel kialakulnak  (https://www.botanixpharma.com/;  clinicaltrials.gov  ID:

NCTO03573518) (54,62). Mindezek figyelembevételével a jelen dolgozat alapjaul szolgald
kisérletek elsé felében azt vizsgaltuk meg, hogy a CBD-n kiviil méas ndvényi eredetii, nem-

pszichotrop pCB-oknak is lehetnek-e anti-akne hatasai.

Els6ként megallapitottuk, hogy <10 uM-os koncentracioban mind az 6t vizsgalt pCB a
citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato 24-48 o6ras kezelések soran (8. abra. és 10. abra),
magasabb koncentracioban azonban apoptdzis-dominalt sejthalalt okoznak (24 oras kezelések;
9. és 11. abra). Ezt kovetden a szebocitdk talan legjellemzébb biologiai funkcidjat, a
faggyulipidek szintézisét Nile Red jeloléssel vizsgalva meglepd eredményre jutottunk. Egyrészt

— természetesen — az elézdekben citotoxikusnak talalt koncentraciokban valamennyi pCB

62


https://www.botanixpharma.com/c

jelentésen csokkentette a faggyulipidek termelését (24 oras kezelések; 12. abra), masrészt
viszont az anyagok nem-citotoxikus koncentracioi eltéréen befolyasoltak a lipidszintézist, ami
alapjan harom ,,hatéstani csoportba” soroltuk a vegyiileteket. A CBG és a CBGV ,,eCB-szerti”
modon viselkedve kis, de szignifikdns mértékben ndvelte a lipogenezist, mig a ,,CBD-szerii”-
nek mutatkozd6 CBDV-nek nem volt szignifikdns hatasa, a liposztatikus CBC és a THCV
viszont csokkentette a bazalis faggyulipid-szintézist (48 oras kezelések; 13. abra). Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a CBG és a CBGV kedvezd hatdssal lehetnek a borszarazsaggal

jard korképekben, mig a CBC-nek és kiillondsen a THCV-nek anti-akne hatéasai lehetnek.

Ezen eredményekbdl kiindulva megvizsgaltuk a CBC, a CBDV és a THCV hatasait az
aknéra jellemzo szeborreat modellezd AA kezelést kdvetden. Megallapitottuk, hogy a nem-
citotoxikus koncentraciéban alkalmazott CBC, CBDV ¢és THCV egyarant képes volt
szignifikansan csokkenteni a lipogén hatast (48 oras kezelések; 15. abra). Tekintettel arra, hogy
a harom pCB koziil a THCV bizonyult a leghatékonyabbnak, a kovetkezOkben ennek az
anyagnak a lehetséges anti-akne hatasait jartuk alaposabban koriil. Els6ként azt vizsgaltuk meg,
hogy a fokozott lipidszintézis normalizalasa csak a dontéen a PKCo aktivalasan keresztiil hato
(36) AA kezelést kovetOen, vagy ettl részben filiggetlen jelatviteli Gtvonalak (pl. CB2 =
ERK1/2 MAPK - PPAR) (35) aktivalasakor is megvalosul-e. A kérdés megvalaszolasara két
ismerten lipogén eCB-ot (AEA és 2-AG) alkalmaztunk, €s megallapitottuk, hogy a THCV
mindkét esetben normalizalta a faggyulipid-termelést (48 oOras kezelések; 16. abra). Ennek
megfelelden eredményeink azt mutattak, hogy a THCV (a CBD-hez hasonloan) (59),

univerzalis liposztatikus hatést fejtett ki.

Tekintettel arra, hogy a faggyttermelés mértéke (a holokrin szekrécidos mechanizmus
miatt) in vivo nemcsak az egyes sejtek lipidtermelésétél, hanem a sejtek szamatdl is

nagymértékben fiigg (12), a kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a THCV miként befolyasolja

crcr
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koncentracioi dozisfliiggd modon anti-proliferativ hatdst valtottak ki (48-72 o6ras kezelések; 17.

abra).

Mivel az eddigi adatok arra utaltak, hogy a THCV hatékonyan csokkentheti a
faggyutermelést, kisérleteink kovetkezd szakaszaban a gyulladdsos valaszra gyakorolt hatdsait
vettiik goreso ald. Kimutattuk, hogy a THCV nagy hatékonysaggal csokkenti a szebocitak LPS-
sel indukalt gyulladésos vélaszat nemcsak mRNS, de fehérje szinten is (3 oras kezelések; 18.
abra)**. Osszességében tehat eredményeink azt mutattak, hogy a THCV a CBD-vel
Osszemérhetd hatékonysaggal az akne 0Osszes szebocita-specifikus aspektusat kedvezden

befolyasolta.

Jelen fenomenoldgiai kisérleteinknek nem volt célja a hatdsmechanizmus vizsgalata,
azonban a CBD-vel nyert ismeretek, illetve a rendelkezésre all6 irodalmi adatok fényében
¢lhetiink bizonyos feltételezésekkel. Abbol kiindulva, hogy a THCV hatasai nagyon
hasonlitanak a CBD esetén tapasztaltakra, valosziniinek latszik, hogy a liposztatikus és anti-
proliferativ hatdsok kozvetitésében ebben az esetben is TRPV csatorndk jatszanak szerepet.
Fontos kiemelni, hogy ezt az elméleti kdvetkeztetést irodalmi adatok is megerdsiteni latszanak,
hiszen TRPV3-at ¢s TRPV4-et overexpresszald HEK-293 sejtek vizsgalata soran De Petrocellis
¢s munkatarsai azt talaltdk, hogy a THCV az alacsony mikromoldris tartomanyban (azaz abban
a koncentraciotartomanyban, amelyben a liposztatikus és anti-proliferativ hatasokat is
kifejtette; 15., 16. abra és 17. abra) képes aktivalni a fenti két csatornat. Raadasul az is
bebizonyosodott, hogy a THCV a fenti kisérletes rendszerben nagyobb hatékonysaggal
mikodott, mint a CBC vagy a CBDV (104), ami tokéletes Osszhangban all a mi

megfigyeléseinkkel, azaz, hogy a vizsgalt pCB-ok k6zott a THCV mutatkozott a legpotensebb

1 Ezen a ponton fontos kiemelni, hogy az mRNS szint{i expresszio és a felszabadult citokinek mennyiségének
egyidejii mérésével a szebocitak immunvalaszanak korai (kvazi azonnali citokinfelszabadulas) és késoi (de novo
citokinszintézis) fazisarodl is informaciot szereztiink, és a THCV a gyulladasos valasz mindkét fazisat hatékonyan
gatolta.
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liposztatikumnak, hiszen a CBC ¢és a CBDV részleges hatékonysagaval szemben teljes

mértékben normalizalta az AA lipogén hatasat (15. abra).

Egy korabbi tanulmanyaban ugyanez a csoport azt is leirta, hogy a THCV hatékony
aktivatora a human TRPV1 és a patkany TRPV?2 ioncsatornaknak (105), ami azt jelenti, hogy
képes aktivalni mind a harom TRPV csatornat (nevezetesen a TRPV1-et, TRPV3-at és TRPV4-
et), amelyekrdl ismert, hogy negativan szabalyozzak a szebocitdk faggytlipid-termelését
(37,38,59). Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a THCV szebosztatikus (liposztatikus + anti-

proliferativ) hatasat nagy valoszintiséggel a fenti TRPV csatornak kozvetithetik.

Amint arr6l fentebb mar sz6 esett, kutatdsaink nagyon érdekes funkcionalis heterogenitast
tartak fel a pCB-ok kozott. Szemben a masik harom anyaggal, a CBG és a CBGV ugyanis
,,eCB-szertien” viselkedett, és kis, de szignifikdns mértékben fokozta a szebocitak faggyulipid-
szintézisét (13/a-b abra). Tekintettel arra, hogy mRNS-szinten nyert adataink szerint a CBG
¢s a CBGV (valamint a CBC és a CBDV is) hatékonyan csékkenti a szebocitak LPS-sel
kivaltott gyulladdsos valaszat (19. abra), eredményeink alapjan felmeriil, hogy ezek a
vegylletek alkalmasak lehetnek egyes borszarazsaggal és gyulladassal kisért korképek (pl. AD)
kezelésére’SS, Igy, bar nem ez volt az elsédleges célunk, adataink ravilagitottak a kiilsnb6zo

pCB-ok altal aktivalt jelatviteli utvonalak Osszetettségére.

Sajnalatos modon a THC-n, a CBD-n és a CBG-n kiviil viszonylag keveset tudunk a tobbi
pCB cellularis célpontjairdl. A CBG-rdl ismert, hogy antagonizélja a CB1 receptort, mig a CB>
esetében parcidlis agonistaként viselkedik; emellett aktivalja a2 adrenoceptort, aktivalja, majd
gyorsan deszenzitizalja a TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 ¢s TRPV4 ioncsatornakat, gatolja

az EMT-t, a TRPMS csatornat és az 5-HT1a Szerotonin receptort (104,106-109), valamint anti-

8 Bar ez megfelelden kontrollalt klinikai vizsgalatok hidnyaban természetesen merd spekulacid, érdemes
megemliteni, hogy elméleti megfontolasok alapjan a CBGV kiemelkedden igéretes szernek tiinik az AD
kezelésében, hiszen négy fiiggetlen ponton (gyulladasgatlo hatas, a faggyutlipid-termelés mérsékelt fokozasa, az
AD patogenezisében fontos, gyulladasos valaszt kivaltd TRPV3 ioncsatorna deszenzitizalasa, valamint anti-
bakterialis hatas) hatva komplex médon interferalhat az AD patogenezisével (54).
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bakterialis és gyulladascsokkentd hatasa is ismert (110,111). Tekintve, hogy a CBG és a hozza
szerkezetileg nagyon hasonld6 CBGV az eCB-0khoz hasonldan fokozta a faggyulipid-termelést
(13/a-b abra), valamint (érdekes modon) csokkentette az AEA-dal kivaltott lipogén valaszt
(14. abra), feltételezhetd, hogy az altalunk vizsgalt szebocita modellrendszerben parcialis CB2

agonistaként (35) vagy esetleg EMT-inhibitorként (39) viselkedhettek.

Eredményeink klinikai transzlalhatosdgaval kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy
irodalmi adatok alapjan a pCB-ok még oralis alkalmazas esetén is jol toleralhatok (46,112,113),
a klinikai vizsgalatokban topikéalisan alkalmazott CBD pedig szintén kiemelkedden
biztonsagosnak bizonyult (clinicaltrials.gov ID: NCTO03573518; tovabbi részletek a

https://www.botanixpharma.com/ honlapon érheték el) (54,62). Tekintettel arra, hogy

valamennyi pCB erdsen lipofil vegyiilet, ezért helyi alkalmazas esetén (specialis permeacios
enhanszer hianyaban) valdsziniileg a transzfollikularis aton at jutnak a borbe, és jo eséllyel
felhalmozddnak a lipidekben gazdag FM-ekben (114); ezen fizikokémiai tulajdonsagaik a pCB-
okat idealis, szelektiven a FM-eket megcélzo gyogyszerjeldltekké teszik, ami minimalizalhatja

a szisztémas mellékhatasok felléptének kockazatat.

7.2. A NA human szebocitakra gyakorolt hatasainak attekintése

Kisérleteink mésodik felében a NA bioldgiai hatasainak vizsgalata allt az érdeklddésiink
kozéppontjaban. Kimutattuk, hogy a NA <100 puM-os koncentracidéig nem befolyasolja a
szebocitak életképességét (24, 48 és 72 oras kezelések; 20. abra), nem indukal korai
sejthalalfolyamatokat (24 és 48 oras kezelések; 21. abra), és nem befolyasolja a bazalis,
homeosztatikus faggyulipid-termelést sem (48 oras kezelések; 22. abra). Ezzel ellentétben a
NA normalizélja az AA-val indukalt, aknét modellez6, korosan fokozott lipidszintézist (48 6ras

kezelések; 23. abra). A NA nem-citotoxikus koncentracioinak liposztatikus hatasa raadasul
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univerzalisnak bizonyult, hiszen nemcsak a dontéen a PKCo aktivacidja révén lipidtermelést
fokozd AA (36), hanem az ettdl részben fiiggetlen jelpalyakat aktivalo AEA (CB2) (35), illetve
LA+T kombinacio (PPAR-0k) (60) hatasat is kivédte (48 oOras kezelések; 24/a-b abra).
Végezetiil kimutattuk azt is, hogy a NA fenti, nem-citotoxikus koncentracioéi dozisfiiggé modon

crer

hogy in vivo is hatékony lehet a korosan fokozott faggyttermelés normalizalasaban.

A latott kedvezé hatasok mechanizmusat kutatva elsdként a NA Ca?*-homeosztazisra
gyakorolt hatasait vizsgaltuk meg, hiszen a mi munkacsoportunk és masok korabbi eredményei
alapjan az [Ca?']ic emelkedése a most latottakhoz nagyon hasonld liposztatikus hatisok
kialakulasahoz vezethet (37,38,59,115). Ezen korabbi adatokkal 6sszhangban megallapitottuk,
hogy a NA lipidszintézist csdkkentd hatdsa valoban Ca?*-fliiggd modon alakult Ki, hiszen a Ca?*-
kelator BAPTA AM-mel torténd egylittes kezelés esetén a hatds nem jelentkezett (48 oras
kezelések; 27. abra). Kimutattuk azt is, hogy a NA liposztatikus koncentracioi dozisfiiggd
moédon fokozzdk a human szebocitdk [Ca®']ic-jat (28. abra), a Ca?*-jel forrdsa pedig az
extracellularis tér, hiszen a Ca?'-jel szinte teljesen megsziint névlegesen Ca®*-mentes oldat
alkalmazasakor (29. abra). Mindezek alapjan nagyon valoszinii, hogy a NA (a CBD-hoz
hasonldan) (59) a szebocitdk Ca?*-homeosztazisat befolyasolva normalizélja azok faggyulipid-

termelését.

Amint arr6l a fentiekben mar sz6 esett, a NA képes kozvetleniil aktivalni szamos dontéen
Ca?'-ra permeabilis TRPV csatornat (89,89-91), amelyekrél ismert, hogy a NA esetében
latotthoz hasonlé liposztatikus hatast fejtenek ki (37,38,59), ezért a kovetkezdkben azt
vizsgaltuk meg, hogy ezek a csatorndk részt vehetnek-e a NA hatdsainak kialakitisaban.
Tekintettel arra, hogy a NA altal kivaltott Ca®-jelet a TRPV csatornak altalanos gatloszere, a
RR nem csokkentette (29. abra), eredményeink arra mutattak, hogy a hatas hatterében egy

eddig ismeretlen, TRPV csatorna-fliggetlen mechanizmus allhat.
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Amint arrdl az Irodalmi attekintés fejezetben mar sz6 esett, a farmakologiai dézisban
alkalmazott NA elsddleges receptora a HCA»2 (80-82). Bar ez egy 7 transzmembran doménnel
modon) szintén kdvetheti Ca®*-jel kialakulasa (85,86), ezért megvizsgiltuk azt, is, hogy jelen
van-e a HCA2 human szebocitakon. Megallapitottuk a receptor mind mRNS (Q-PCR), mind
fehérje szinten (IF) kifejezodik a sejteken (30. abra), ami alapjan felmeriilt, hogy az aktivacioja
lehet felelds a NA biologiai hatasaiért. Tekintettel arra, hogy nem allt rendelkezésre szelektiv
antagonista, elvégeztiik a HCA2 SIRNS-transzfekcioval torténd szelektiv ,,géncsendesitését”, és
megallapitottuk, hogy a liposztatikus hatas és a Ca®'-jel kialakulasa egyarant HCA,-fiiggd
folyamat (31. abra). Jelen adataink tehat nemcsak felvetik a klinikumban mar évtizedek ota
biztonsagosan hasznalt NA esetleges borgyogyaszati (topikalis) alkalmazasanak a lehetoségét,
hanem ravilagitanak egy eleddig ismeretlen szabalyozd, a HCA; receptor szerepére is, ami egy
teljesen 0j terdpias célpont lehet a jovObeli akne és szeborrea elleni gyodgyszerfejlesztési

stratégiaban™"".

Az eredményeinkben rejlé terdpids potencial felderitése természetesen megfeleléen
tervezett, placebo-kontrollalt, kettdsvak klinikai vizsgalatokban lesz lehetséges. Habar
munkacsoportunknak nincs tudomasa ilyen vizsgalatokrol, a fent bemutatott adatokon
tulmenden, szamos bizonyiték tdmasztja ala azt az elképzelést, hogy a NA kedvezd hatasu lehet
aknéban ¢€s szeborreaban. Ezek k6z¢ a bizonyitékok kézé sorolhatd eldszor is az a tény, hogy
pellagraban (azaz a NA hianybetegségében) gyakran észlelhet6 ,,dyssebacia” (78), azaz a
szebocitak hiperplazidja, megvaltozott faggyutermelése ¢és a FM-ek kovetkezményes
megnagyobbodasa (5/b abra). Masodszor, a farmakologiai dozisban alkalmazott NA kezelés

mellékhatasai kozott szerepel a bor kiszaradasa (https://www.drugs.com/pro/niacin.html).

Fokkk

Anndl is inkabb, hiszen a HCA; szelektiv ,,géncsendesitése” nem befolyasolta sem a bazalis, sem pedig az
AA-val indukalt faggyulipid-termelést (31/d abra), és sem az AA, sem a NA kezelés nem valtoztatta meg a HCA»
receptor kifejezodését (32. abra), igy (bar ezt természetesen szdvettani vizsgalatokkal kellene megerdsiteni) a
receptor jo eséllyel az akne egész korlefolyasa alatt stabilan jelenlévd farmakologiai célpont lehet.
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Harmadszor, egyes klinikai vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az oralisan alkalmazott

NA hatékonyan csokkenti a pattandsossagot (92—94) 1T,

Azt is érdemes megjegyezni, hogy a B3 vitaminkomplex masik tagja, a nikotinamid
topikalis alkalmazast kovetéen egy kettésvak, placebo-kontrollalt klinikai vizsgalatban
hatékonyan csokkentette a faggyitermelést, és dsszességében egyre tobb bizonyiték utal arra,
hogy hatékony az akne, illetve mas borbetegségek kezelésében (65,66,117-120). Jollehet a
nikotinamid akne ellenes hatasanak mechanizmusa még csak részben ismert (117). Az
bizonyos, hogy nem aktivalja a HCA> receptort (82,121), tehat biztosan nem az altalunk a NA-
val Osszefiiggésben a fentiekben leirt liposztatikus jelatviteli utat aktivalja. Tekintettel azonban
arra, hogy a NA in vivo atalakulhat nikotinamidda (122), feltételezhetd, hogy a helyileg
alkalmazott NA klinikai hatékonysdga akar meg is haladhatja a nikotinamidét, hiszen
elméletileg mind HCA,-fiiggd direkt, mind pedig nikotinamidda torténd atalakulasbol fakado,

HCA»-fiiggetlen, kdzvetett akne ellenes hatasokat kialakithat.

Amint arr6l a fentiekben mar sz6 esett, liposztatikus és anti-proliferativ hatékonysaga
ellenére a NA nem volt képes megakadalyozni a szebocitak LPS-indukalta gyulladasos valaszat
(26. abra). Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a CBD vizsgalatakor kapott korabbi
adataink alapjan nem teljesen varatlan, hogy a NA nem bizonyult gyullad4dsgétld hatastinak
(59). Amint arr6l korabban mar részletesen szo esett, a CBD liposztatikus és anti-proliferativ
hatasaiért eredményeink szerint a TRPV4 ioncsatorndk aktivalasa és a kovetkezményesen
kialakuld Ca®*-jel a felelds, gyulladascsokkentd hatasat azonban egy ettdl fiiggetlen jelpalya
(adenozin Aza receptor > cAMP?T - TRIB31 - a p65 NF-«kB utvonal gatlasa) kozvetitette

(59). Nemrégiben raadasul azt is kimutattuk, hogy egy masik Ca?*-permeabilis ioncsatorna,

17T Bar harom fiiggetlen klinikai vizsgalatrél van sz6, fontos hangsulyozni, hogy ezek a legjobb indulattal is csak
elézetes eredményeknek tekinthetdek, hiszen egyik esetben sem alkalmaztak kettGsvak, placebo-kontrollalt
vizsgalati elrendezést, ami (tekintetbe véve az akne esetén tapasztalhato jelentds, akar 20-30%-os spontan
1ézioszam-csokkenést is eredményezé placebo hatast) (116) mindenképpen sziikséges volna a kezelés tényleges
hatasossaganak megitélésére.
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nevezetesen a TRPV3 aktivalasa (amellett, hogy a TRPV1-hez és a TRPV4-hez hasonloan
csokkentette az aknéra jellemz6, korosan fokozott faggyulipid-termelést) fokozta szamos
gyulladasos citokin expresszidjat és felszabadulasat human szebocitak (37) és epidermalis
keratinocitak esetén is (123). Mindezek fényében nem meglepd, hogy a NA a HCA: aktivalasan
és az [Ca®]ic kdvetkezményes emelésén keresztiil hatékonyan normalizalta az faggyulipid-
szintézist, de nem tudta kivédeni az LPS gyulladasos valaszt kivalto hatasat. Ezzel egyiitt fontos
megjegyezni, hogy a NA a szebocitak altal termelt gyulladasos citokinek szintjére gyakorolt
kozvetlen hatas nélkiil is lehet hatékony az aknéra jellemz6 gyulladas enyhitésében. Egyfeldl a
szebocitdk nemcsak citokineket, hanem egyéb immunologiailag potencidlisan aktiv
mediatorokat (pl. adipokineket) is termelnek (124), amelyek kifejez6désére akar a HCA:>
receptor aktivalasa is befolyassal lehet, arrdl nem is szolva, hogy egy kozelmultban megjelent
tanulmany szerint egyes faggyulipidek maguk is kdzvetleniil szabalyozzdk a makrofagok
polarizacidjat és aktivaciojat (125) ##*. Masfeldl pedig azt sem szabad elfelejteni, hogy, bar a
NA elhanyagolhato hatast gyakorol a szebocitak immunfolyamataira (26. abra), kzvetlentil a
kornyez6 immunsejtekre (példaul makrofagokra) hatva (11,126), mégis képes lehet
gyulladasgatlo hatas elérésére.

crer

szabalyozdja, kisérleteink végén egy fontos kérdés nyitva maradt, jelesiil, hogy a HCA>
receptor aktivalasa pontosan hogyan vezethet az [Ca?*]ic novekedéshez a humén szebocitdk
esetében (33. abra). Amint az mar fentebb is emlitésre keriilt, noha a HCA: egy Gi kapcsolt
receptor, nem példanélkiili, hogy aktivalasat Ca®* bearamlas koveti (85,86). A jelenleg még

nem ismert Ca®*-permeabilis csatorna azonositdsa mar csak azért is fontos lenne, mert

! Természetesen a NA altal a faggyu Osszetételére gyakorolt hatasok pontos felderitéséhez tovabbi, célzott
lipidomikai vizsgélatok lennének sziikségesek, azonban konnyen elképzelhetd, hogy a CBD-hoz hasonldan (59) a
faggyulipid-termelés mennyiségi csokkentése egyszersmind mindségi normalizalassal is egyiitt jar, ami —
tekintettel arra, hogy a fentiek szerint egyes faggyulipidek maguk is rendelkeznek immunregulatorikus
funkciokkal - kedvezden befolyasolhatja a bér gyulladasos folyamatait.
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kozvetlen farmakoldgiai aktivalasdval egy 1 terapias célponttal gazdagodna az akne és
szeborrea elleni terapids repertoarunk, arrdl nem is szdlva, hogy szemben pl. a TRPV3-mal,
ahol az ioncsatorna aktivacidja a liposztatikus hatas mellett gyulladasos valaszt is kivalt (37),

ezek az ismeretlen Ca?*-csatorndk eredményeink szerint olyan moédon befolyasoljak a

szebocitak Ca®*-haztartasat, ami nem valt ki gyulladdsos valaszt (26. abra).

Szintetikus agonista?

0]

Proliferacio

Faggyulipid-
termelés

C— :
Sejtmag

Human szebocitak

33. abra A NA és a HCA» agonizmus lehetséges anti-akne hatdasanak dttekintése

A NA az életképesség és a bazalis, homeosztatikus faggyulipid-termelés csokkentése nélkiil képes anti-
proliferativ, valamint univerzalis liposztatikus hatast kifejteni a HCA, receptor aktivalasa, illetve a
kovetkezményes Ca?*-bearamlas révén. A NA-ban, valamint a szintetikus HCA, agonistakban, illetve az ez ideig
nem azonositott sejtfelszini Ca?*-csatornat kozvetleniil aktivalé farmakologiai dgensekben rejlé lehetséges anti-
akne és/vagy anti-szeborrea potencial tesztelése célzott, jol tervezett, randomizalt, kettésvak, placebo-kontrollalt
klinikai vizsgalatok feladata lesz.

7.3. Zaré gondolatok — A jelen tanulmany korlatai
Nyilvanval6, hogy — bar a fentiekben igéretes kisérletes adatok kertiltek ismertetésre - a
jelen vizsgélat transzlacios értékét korlatozza, hogy megéllapitasaink a megfeleld allatmodellek

sajnalatos hianya, valamint a primer szebocita tenyészetek fenntartasanak objektiv nehézségei

miatt (12,27,29,30,32,34) egyetlen sejtvonalon alapulnak. Tekintettel azonban arra, hogy az
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altalunk hasznalt sejtes modellrendszer a CBD esetében megbizhatoan jelezték elére nemcsak
az ex Vvivo (teljes vastagsagi human bér szervkultara), hanem az eddigi adatok alapjan az in

vivo, klinikai hatékonysagot is (https://www.botanixpharma.com/; clinicaltrials.gov ID:

NCT03573518) (54,62), kijelenthetd, hogy mind a pCB-ok, mind a NA megfelel6en tervezett,
randomizalt, kettésvak, placebo-kontrollalt klinikai vizsgalatokban torténd tovabbi
tanulmanyozasa feltétleniil indokolt, €s 11j, az eddigiektdl gyokeresen eltérd mechanizmussal

hat6 gyogyszerek kifejlesztésének a reményével kecsegtet.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteink elsé felében azt tliztiik ki célul, hogy megvizsgaljuk egyes nem-pszichotrop
pCB-ok bioldgiai hatasait human SZ95 szebocitakon. Kimutattuk, hogy a pCB-ok 10 uM-0s
koncentracidig a sejtek életképességének csokkentése nélkiil eltéré modon befolyasoljak a
szebocitak legjellemzdébb biologiai funkcidjat, azaz a bazalis faggytlipid-szintézist. A CBG és
a CBGV az eCB-okra jellemz6 modon novelte a lipogenezist, a CBDV-nek nem volt
szignifikans hatasa, mig a CBC és a THCV csokkentette a bazalis faggyulipid-szintézist. Mivel
valamennyi pCB hatékonyan csokkentette a szebocitak LPS-sel indukalt gyulladasos valaszat,
ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a CBG ¢és a CBGV kedvez6 hatassal lehet a
borszarazsaggal jard, gyulladéssal kisért korképekben.

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

Kisérleteink masodik felében megallapitottuk, hogy a NA az életképesség ¢és a
homeosztatikus faggyulipid-termelés befolyasolasa nélkiil hatékonyan csdkkenti a szebocitak
fokozott faggyulipid-szintézist. Kimutattuk azt is, hogy a NA hatasait a HCA: receptor
aktivacioja és a kdvetkezményes Ca?*-bearamlas kozvetiti.

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhato tehat, hogy a NA és a pCB-ok is komplex
modon befolyasoljak a human szebocitak biologiai folyamatait, és igéretes, uj eszkozok
lehetnek a kiilonféle FM-diszfunkcioval jellemezhetd korképek (borszarazsag, akne, szeborrea

sth.) kezelésében.
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9. Summary

In the first part of our experiments, we aimed to investigate the biological effects of
certain non-psychotropic pCBs on human SZ95 sebocytes. We have shown that, up to 10 uM,
pCBs can differentially influence the most characteristic biological function of sebocytes, i.e.
the basal sebaceous lipid synthesis, without decreasing the viability of the cells. Just like the
eCBs, CBG and CBGV promoted lipogenesis, CBDV exerted no significant effects, whereas
CBC and THCV reduced basal sebaceous lipid synthesis. Since all pCBs efficiently suppressed
the LPS-induced pro-inflammatory response of the sebocytes, these data collectively suggest
that CBG and CBGV might be beneficial in dryness-accompanied inflammatory skin
conditions. Next, we found that CBC, CBDV and THCV significantly decreased the AA-
induced lipogenesis. Further dissecting the effects of the most potent compound, i.e. THCV,
we have shown that it behaved as a “universal” lipostatic agent (i.e. it was able to abrogate the
effects of other lipogens acting via signaling pathways, which were different from the ones
activated by AA), it exerted anti-proliferative effects, and, as mentioned above, it almost

completely normalized the LPS-induced expression and release of pro-inflammatory cytokines.

In the second part of our experiments, we demonstrated that, without influencing viability
or homeostatic sebaceous lipid synthesis, NA efficiently suppressed proliferation as well as
various lipogenic agent-induced, acne-mimicking, excessive sebaceous lipogenesis of the
sebocytes. Moreover, we also showed that the effects of NA were mediated via the activation

of HCA, receptor and the subsequent Ca?*-influx.

Collectively, our data demonstrate that NA as well as pCBs influence biology of human
sebocytes in a rather complex manner, and that they can become promising, novel tools in the
management of several diseases characterized by sebaceous gland dysfunction (e.g. dry skin,

acne, seborrhea, etc.).
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