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BEVEZETES

Eleinte a cannabinoid rendszer 1étezésérdl a vadkender (Cannabis sativa) pszichoaktiv
alkotdja, a (-)-A’-tetrahydrocannabinol révén voltak csak elképzeléseink. Az intenziv
kutatasok eredményeként kideriilt ugyanakkor, hogy maga az emberi szervezet is rendelkezik
cannabinoid vegytiletekkel. Az elséként felfedezett és leginkdbb kutatasok kdzéppontjaban
allo endogén cannabinoid az N-arachidonoylethanolamide, masnéven anandamid (AEA). A
cannabinoidokkal végzett vizsgalatok receptor medidlta mechanizmusra utaltak, és ez
igazolodott is az 1990-es évek elején, amikor két cannabinoid receptort (CB1 és CB2)
azonositottak. Az 1-es tipust cannabinoid receptort elészor a kozponti idegrendszerben, mig a
2-es tipusut az immunrendszerben irtak le. Idovel azonban kideriilt, hogy a receptorok ezen
lokalizécioja nem ilyen egyértelmii. Az endocannabinoid rendszer miikodését és aktivitasat
azota mar szamos szovetben, szervben — tobbek kozott a borben is — leirtak.

Laboratériumunk korabbi kisérletei soran kimutatta a rendszer bizonyos tagjainak — pl.
cannabinoid receptorok, endocannabinoidok (AEA, 2-arachidonoil-glicerol) — funkciondlis
jelenlétét a szortiiszd kiillonféle elemeiben (Telek és mtsai, 2007). Stinder és munkatdrsai
2005-ben kimutattdk a bdér szamos fiiggelékének, tobbek kozott in situ faggylimirigy
sebocytdinak CB1 és CB2 immunpozitivitdsat. Azonban a rendszer szerepét eziddig még nem
sikertilt tisztazni a pilosebaceous egység ezen masik tagjan.

A faggyumirigy az egyik legfontosabb szerepet jatsza a bor homeosztazisaban. Ezen
homesztatikus viszonyok felborulasaval alakulhat ki egy ismert bdrbetegség, az acne vulgaris.
Az acne terepidjanak fejlesztésében fontos szerepet jatszhat a cannabinoid rendszer
sebocytakon valo jelenlétének tisztazasa. ElsOsorban ezért valasztottuk a faggyUmirigyet,
illetve az abbol szarmaztatott SZ95 sebocyta sejtvonalat kisérleteink elsd részének alanyaul.

A cannabinoid receptorokat és az endocannabinoid AEA metabolizmusaban szerepet
jatszo enzimeket mar leirtdk normal human epidermalis keratinocytdkon és immortalizalt
HaCaT keratinocytakon (Maccarrone €és mtsai, 2003), azonban az endocannabinoidok
szerepét eziddig még nem tisztaztak. Ezért kisérleteink mdésodik felében az AEA humdan
epidermalis keratinocytak életfolyamataira gyakorolt szabalyozo szerepét vizsgaltuk in vitro

¢s in situ korilmények kozott:



IRODALMI ATTEKINTES

A cannabinoidok

A cannabinoidok a Cannabis sativa novényben talalhaté természetes anyagok
csoportja, valamint ezek szintetikus megfeleldi vagy metabolitjai. Kémiailag a dibenzopirén-
vagy monoterpenoidok szarmazékai. A Cannabis sativa tobb mint 420 kiilonb6z6 kémiai
Osszetevdt tartalmaz, amelyek koziil a legfontosabbak: (-)-A’-tetrahydrocannabinol (THC),
cannabidiol (CBD) és cannabinol (CBN).

A Cannabis sativa, azaz a ,hasznos kender” (cannabis: kender, sativa: hasznos)
konnyen felismerhetd jellegzetes, tenyeresen Osszetett, fogazott leveleirdl (1. dbra). A név
jelentése egyértelmiivé valik, ha tisztaban vagyunk azzal, milyen fontos ipari névényrdl van
sz0. Eredetileg ugyanis nem taplalkozasi céllal, hanem rostjaért termesztették: a kinaiak mar
1. e. 2800 évvel is szoveteket és koteleket készitettek beldle, miel6tt a pamutot megismerték
volna. A kender fontos textilipari nyersanyagként vitorlavasznak, ponyvak, zsdkok, kotelek,
zsinegek alapanyaga volt (Zilahi, 1953).

A novény {6 pszichoaktiv €s egyben legismertebb komponense a THC, ami els6sorban
fajdalomcsokkentd €s neuroprotektiv hatassal rendelkezik. A novény masik ismert hatdéanyaga
a CBD, amely a THC eufoérikus hatdsdt modositja; gorcsoldd, gyulladascsokkentd,
szorongasoldd és antiemetikus hatast (Pickens, 1981). Ismert még a THC-metabolizécio
elsddleges terméke, a CBN, ami kevésbé pszichoaktiv; inkdbb nyugtatd, kabitd hatassal bir
(Karniol és mtsai, 1975; Mahadevan ¢s mtsai, 2000).

A ndvényt a flivészkonyvekben gyakran mint ,,minden bajra enyhiilést adé gyogyirt”
emlitették (Goodman és Gilmans, 1996); a cannabist ugyanis alkalmasnak talaltak, tobbek
kozott, a daganatos betegek kemoterapids kezelése soran fellépd taplalkozasi nehézségek
kezelésére, illetve a glaucomas betegek intraocularis nyomasanak csokkentésére (Ungerleider
¢s mtsai, 1982; Meritt és mtsai, 1981). A kiilonb6zd klinikai vizsgélatok a marihudnanak
kéaros és jotékony hatdsait is feltartak, tovabba ramutattak arra, hogy a szer hatdsa nagyon is
sokféle lehet az alkalmazott dozistdl és a hasznalat egyéb jellemzo6itdl (példaul idotartamatol)
fliggden, tovabba egyénenként is valtozhat (Hall és Degenhardt, 2000). Jellemz6 példaul a
tudatéllapot és az érzékelés megvaltozasa, enyhe eufdria, emelkedett libidd, elégedettség- €s
ellazultsagérzés, de mindemellett letargia, paranoia és szorongés is jelentkezhet (Hall és

Solowij, 1998).



Nem ismert, hogy a kronikus cannabis-ablzus az agyfunkciokban tartos elvaltozast
okoz-e, mindenesetre a szer kronikus adagolasa allatokban a hippocampus kérosodasat
valtotta ki (Drew ¢és mtsai, 1980). Ismeretes, hogy fiatalok rendszeres marihuéna-fogyasztasa
igen gyakran vezet mas, keményebb drogok hasznalatdhoz. A vizsgalatok szerint nem zarhat6
ki teljes bizonyossaggal a szer genetikai karositd hatasa sem, kiillondsen kronikus, hosszan

tarto alkalmazas soran (Leonard, 1992).

1. dbra: Cannabis sativa és legismertebb pszichoaktiv hatényaga, a A’—tetrahydrocannabinol. Forrds:
http://cannabis.com/faqs/about _cannabis FAQ/index.html

Az intenziv kutatdsok ravilagitottak arra, hogy maga az emberi szervezet is
rendelkezik cannabinoid vegyiiletekkel és azok receptoraival. Az elsoként felfedezett és
leginkdbb a  kutatdsok  kozéppontjaban all6  endogén  cannabinoid az  N-
arachidonoylethanolamide, mésnéven anandamid (AEA), melyet 1992-ben Devane ¢s
munkatarsai mutattak ki emlds agybol. A név a boldogsdgot jelentd szanszkrit eredetii
»ananda” szobol szadrmazik. Az arachidonsav (AA) szarmazék AEA kémiailag az
eicosanoidok koz¢ tartozo, 22 szénatombol alld vegyiilet, mely a legszélesebb korben vizsgalt
endogén cannabinoid (Howlett és mtsai, 2002) (2. A abra). Az AEA a preszinaptikus
membranon retrograd hirvivoként gatolja tobbek kozott a szerotonin és az acetilkolin
felszabadulasat (Fride, 2005).

Az endocannabinoidok kozé tartozik az AEA mellett a 2-arachidonoyl glycerol (2-
AG), a noladin ether, a virodhamine és az N-arachidonoyl-dopamine (NADA) is. Az AEA in
vivo egy membranlipid-prekurzorb6l, az N-arachidonoil-foszfatidol-etanol-amidbol (NAPE)

képzddik, s a folyamatban, a jelenlegi ismeretek szerint, tobb enzim is részt vehet (foszfolipaz



D, foszfolipaz C). A 2-AG a diacil-glicerolbdl (DAG) képzddik a DAG-lipaz segitségével (2.
B abra). Az endocannabinoidok nem tarolédnak, hanem a ,sziikségletnek” megfeleld
litemben termelddnek és szabadulnak fel. Az extracelluléris térben 1évé endocannabinoidokat
egy szelektiv ,uptake” mechanizmus, az Ugynevezett anandamid membran-transzporter
(AMT) roviddel keletkezésiiket kovetden eltavolitja, hogy aztan a sejtekben a zsirsavamid-
hidrolaz (FAAH) (Di Marzo ¢és mtsai, 1994) vagy a 2-AG esetében a monoacilglicerol-lipaz
(MAG-lipaz) (Dinh és mtsai, 2004) segitségével metabolizalodjanak.

Azt is meg kell emliteniink, hogy az eredetileg endocannabinoidként leirt AEA
endovanilloid vegyiiletként is ismert, azaz a tranziens receptor potencial vanilloid-1 (TRPV1)
is, hogy a TRPV1 aktivacidja (példaul kapszaicinnel) AEA felszabadulést valt ki szenzoros
neuronokon (Ahluwalia és mtsai, 2003).

A szintetikus cannabinoidok kore is egyre boviil a cannabinoid rendszer vizsgalatanak
kozéppontba keriilésével. Ebbe az osztalyba tartoznak tobbek kozott a kisérleteink soran is
hasznalt CB1 agonista arachidonoyl-2-chloro-ethylamide (ACEA), valamint a CB2 agonista
JWH-015.

A B

Foszfolinid atalakulas

prekurzorok

N ,/“W’
NAPE-PLD / wG-lipéz

R: OH
HN //\\/'0" U_C anandamid 2-arachidonyl glycerol

anandamid 2-AG OH FAAH vagy
FAAH MAG-lipaz
HN
etanolamid arachidonsav glycerol

2. dbra: Az endocannabinoidok szerkezeti képletei és metabolizmusa

A: A legismertebb endogén cannabinoidok (az AEA, a 2-AG és a NADA) az esszencidlis zsirsav arachidonsav
(AA) szarmazékai. B: Az endocannabinoidok a sziikségletnek megfeleléen szintetizalodnak a sejtmembran
lipidjeibdl. A szintézisiikhoz és a lebontasukhoz sziikséges, igen komplex enzimrendszer eddig feltérképezett
tagjai: NAPE-PLD: N-arachidonoyl-foszfatidil-ethanolamid foszfolipaz D, FAAH: zsirsavamid-hidrolaz, MAG-
lipaz: monoacilglycerol-lipaz. Forras: Di Marzo és mtsai, 1998.



Cannabinoid receptorok

Az 1990-es évek elején sikeriilt két cannabinoid receptort azonositani (Matsuda és
mtsai, 1990, Munro és mtsai, 1993). Az 1-es tipust cannabinoid receptort (CB1) el6szor a
kozponti idegrendszerben irtak le. Egyebek mellett szabalyozd szerepet tolt be a szinaptikus
folyamatokban, a memoridban és a motoros tanuldsban (Freund, és mtsai, 2003, Wilson és
mtsai, 2001, Martini és mtsai, 2007). A 473 aminosavbol allo, 60 kDa tomegili receptor
szerkezetileg a 7-transzmembran (7-TM) fehérjék kozé tartozik. A CB1 G-protein medialt
jelatvitellel miikodo, metabotrop receptor, mely az adenilat-ciklaz (AC) gatlasaval csokkenti a
cAMP szintet, ezzel gatolja a protein kinaz A-t (PKA) és igy kiilonbozd fehérjék
foszforilacigjat csokkenti. A receptorhoz feltehetdleg nem csupan inhibitorikus G-protein
kapcsolodhat, igy a cAMP koncentracioja attol fiiggéen valtozik a sejtben, hogy milyen tipust
G-protein aktivalodik. A G-proteinek aktivaciojanak hatasara a membranban kiilsnboz6 Ca*'-
és K'-csatornak is megnyilhatnak, emellett a receptor stimulalasa a mitogén-aktivalta protein
kindz (MAPK) szignalizacids Utvonalon keresztiil génexpresszids valtozdsokat is elindithat
(Derkinderen és mtsai, 2001; Powles és mtsai, 2005).

A 2-es tipusu cannabinoid receptort (CB2) elészor az immunrendszer sejtjeiben és a
hemopoetikus rendszerben (I€p, thymus, tonsillak, T- és B sejtek) talaltak meg (Batkai és
mtsai, 2001; Pacher és mitsai, 2005 ¢és 2006; Klein és Cabral, 2006). A protein 360
aminosavbol all és 44% -os homoldgiat mutat a CBI1 receptorral (a két receptor
hatasat G-proteinen keresztiil fejti ki: az AC gatlasaval csokkenti a cAMP szintet (Bayewitch
¢s mtsai, 1995), ugyanakkor képes a MAPK stimuldldsara is (Bouaboula és mtsai, 1996).
Leirtdk, hogy a CB2 aktivalasa a MAPK-Erk kaszkad beinditdsan keresztiil génexpresszids
valtozasokat okozhat (Mackie és Stella, 2006).

Az utébbi idében kideriilt az is, hogy a receptorhoz kétédd agonista fliggvényében
ugyanazon receptor aktivacidja kiillonbozd jelatvivé rendszerek aktivalodasdhoz vezethet
(Pacher ¢és mtsai, 2006). Fontos emellett hangsulyozni, hogy a farmakoldgiai vizsgalatok
szerint a két ismert receptor mas receptorok aktivalasara — pl. TRP-csatornak (Jordt és mtsai,

2006), PPAR-ok (Liu ¢és mtsai, 2003), GPR55 (Brown és Robin, 2009) — is képes.
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3. dbra: A cannabinoid receptorok szerkezete.
A két receptortipus szerkezeti hasonlosdga: a CB2 receptor 44%-os homologiat mutat a CBI receptorral, a
transzmembrén régidjuk 68%-ban egyezik meg. Forrds: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Nemrégiben kideriilt, hogy a receptorok fentebb emlitett lokalizacidja mégsem ilyen
egyértelmii. 2006-ban megdodlt az az elmélet, miszerint a CB2 nem fejezddik ki a kdzponti
idegrendszerben: Onaivi és munkatarsai (1999) megtalaltdk a kisagyban, valamint a
hippocampusban a CB2-t kdédolé6 mRNS-t. Kimutattdk tovabba, hogy a receptornak
funkcionalis szerepe van pl. a motoros folyamatok, valamint a viselkedés szabalyozasdban.
Mas kutatdcsoport is beszamolt a CB2 jelenlétérdl az agy kiilonbozé régidiban (Gong és
mtsai, 2006). A CB2 receptor szelektiv stimulalasa kiilonb6zé neurodegenerativ korképek,
illetve gliasejtes tumorok kezelésében is jotékony hatasinak bizonyult kisérletes koriilmények
kozott, raadasul a CB2 szelektivitas miatt nem alakultak ki a pszichoaktiv mellékhatasok sem

(Fernandez-Ruiz és mtsai, 2007).

Cannabinoid rendszer a szervezetben

Nehéz teljes képet adni az endocannabinoid rendszer miikodésérdl €s hatasarol, hiszen
manapsag szinte nincs az orvostudomanynak ¢€s a kutatasnak olyan aga és teriilete, ahol ne
bukkanna fel a rendszer valamilyen szerepe; ezért az alabbiakban csupan néhany kiragadott
példaval szeretnénk szemléltetni a rendszer sokszinlisé¢gét.

Szamos kozponti idegrendszeri eltérésben vizsgéaltdk az endocannabinoid rendszer
jelentéségét. Igy szerepet jatszik pl. az akut (neurotrauma, ischaemiés stroke) és kronikus
(sclerosis multiplex, Alzheimer-kor) idegkarosodés elleni neuroprotekcio kialakuldsaban
(Ramos ¢és mtsai, 2005). Az egyik hipotézis szerint, a pszichidtriai megbetegedések koziil a

schizofrénidban az endocannabinoid rendszer hiperaktivaciéja hiperdopaminerg és



hipoglutaminerg allapothoz vezet, amelyek egyiittesen tehetok feleldssé a tiinetek egy részéért
(Laviolette ¢és mtsai, 2006).

Hasonl6an a cannabis mar 6korban leirt fajdalomesillapité hatasahoz, az is ismert,
hogy a phyto- és endocannabinoidok jelentés mértékii analgetikus hatassal rendelkeznek
emberben és allatokban (Johnson és mtsai, 1981; Borner ¢és mtsai, 2006). Miutan az
immunrendszer sejtjeiben is igazoltdk az endocannabinoid rendszer jelenlétét (Pacher és
mtsai, 2006; Klein, 2005; Klein és Cabral 2006), kiterjedt kutatdsokat végeztek a gyulladdsos
folyamatokban jatszott szerepérél. A cannabinoid receptor aktivacio a T- és B-
lymphocytakon, valamint az antigénprezental6 sejteken olyan citokinek termel6déséhez vezet,
amelyek gatoljak az 1-es €és fokozzak a 2-es tipusu helper T-sejtek mikodését (Klein, 2005).
A cannabinoidok antiasthmaticus hatdsanak is egyik alapvetd oka e vegyiiletek gyulladasgatld
tulajdonsaga (Klein, 2005).

A cannabinoidok amellett, hogy gyulladdsgatldé hatasuak, csokkentik a
gastrointestinalis motilitast és a szekréciot is. Preklinikai adatok alapjan gyulladasos
bélbetegségekben (colitis ulcerosa, Crohn-betegség) kompenzatérikusan aktivalodik az
endocannabinoid rendszer, mely a motilitast és a gyulladést gatlo endogén véddmechanizmust
indit be (Klein, 2005; Kunos és Pacher, 2004).

Evezredes megfigyelés, hogy cannabisfogyasztas hatasira né az étvagy, melyet a
teststly fokozatos gyarapodasa kdvet. Mai tudasunk szerint az endocannabinoid rendszer
harom kiilonb6zo terlileten hat a taplalékfogyasztas és az energiahaztartas szabalyozasara:
jelen van a hypothalamusban (Cota és mtsai, 2003), kimutattdk a limbikus rendszerben
(Kirkham és mtsai, 2002) és leirtdk a rendszer jelenlétét a zsirsejteken (Cota, és mtsai, 2003).
Emellett igazolddott, hogy endocannabinoidok hatasara a majban fokozodik a lipogenesis
(Osei-Hyiaman és mtsai, 2005), illetve a pancreas béta-sejteiben az inzulinszekrécié (Mathias
¢s mtsai, 2006).

Szamos adat bizonyitja, hogy az endocannabinoidok a sziv- és érrendszer majdnem
minden elemének miikodését képesek befolyasolni, igy alkalmazasuk 6sszességében jelentds
fokt vérnyoméaseséshez vezet. Direkt vazodilatitor hatasuk van (Jarai és mtsai, 1999),
valamint negativ inotrép hatassal rendelkeznek (Bonz ¢és mtsai, 2003), mely hatdsok dontd
tobbségét 1ényegében a CBI1 receptorok medialjak. Erdekes megfigyelés volt Steffens
munkacsoportja részér6l  2005-ben, hogy az atheroscleroticus plakkokban levd
immunsejtekben CB2-receptor jelenlétét mutattdk ki, és e receptorok blokkolasa specifikus

antagonistaval gatolta a cannabinoidok antiatherogén hatésat.
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Az endocannabinoidok, aktivalva az ocularis CBl-receptorokat, részt vesznek az
intraocularis nyomas szabalyozéasaban (lokalis vasodilatatio, kapillaris nyomascsokkenés)
(Jarvinen és mtsai, 2002) Emellett véd6 hatasunak tiinnek kiilonb6z6 retinopathidkban is,

hiszen a CB1-aktivacio segit megdrizni a vér-retina gat épségét (El-Remessy és mtsai, 2006).

4. dbra: Az endocannabinoid
rendszer széleskorii és alapveté
fiziologids jelentdséggel bir.

Az endocannabinoid  rendszer
miuikodését és  aktivitdsat szamos
szévetben, szervben igazoltak, mint
példaul a kozponti idegrendszerben,
a gastrointestinalis és a hepaticus
rendszerben. Vizsgaltak pulmondlis
vonatkozadsait, szerepét a malignus
betegsegekben, valamint jelentoségét
a fdajdalom eés a  gyulladas
mechanizmusaban. Szerepet jatszik a
taplalékfelvétel és az energiahdztar-
tds szabalyozasaban is.

Forras: www.endoccannabinoid.net
The Endocannbinoid System Hand-
book.

Taplalekfelvétel,
energiahaztartas

Fajdalom,
gyulladas

Gastrointestinalis
¢s hepaticus rendszer)

Endocannabinoid
rendszer

Malignus
betegségek

Koézponti

Cardiovascularis
rendszer

Pulmonalis
rendszer

Cannabinoid rendszer a borben

Az elmult évek kutatdsainak eredményeként a cannabinoid rendszert a bdrben is
leirtdk. Maccarrone és munkatarsai 2003-ban k6zolték, hogy mind normal human epidermalis
keratinocytadk (NHEK), mind pedig az abbdl szarmaztatott immortalizalt human epidermalis
HaCaT keratinocytak kifejezik az AEA metabolizmusaban szerepet jatszo enzimeket (NAPE-
PLD, FAAH). Ezen kiviil kimutattdk a sejtmembranon keresztiili transzportot biztosit6 AMT
jelenlétét is.

Casanova ¢és munkatarsai emellett 2003-ban igazoltédk, hogy a cannabinoid receptorok
stimuldldsa apoptozist indukdl epidermalis eredetli tumorsejtekben, mig az egészséges
sejtekre a vegyiileteknek nem volt hatasa. A receptorok aktivalasa tumorellenes hat4sa lehet
melanomaban is, hiszen a cannabinoidok alkalmazasa csokkentette a sejtproliferaciot ¢€s
fokozta az apoptotikus folyamatokat (Blazquez és mtsai, 2006). Dvorak és munkatarsai
szerint (2003) a cannabinoidok antipruriceptiv hatdssal is rendelkeznek: a hisztamin altal
kivaltott viszketést csokkentette a cannabinoid agonista HU-210 alkalmazisa. A CB2

funkcionalis szerepét vizsgalva Ibrahim és munkatarsai (2005) arra a fontos felfedezésre
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jutottak, hogy a receptor stimuldlasa csdkkenti az akut, gyulladasos €s neuropathias fajdalmat
an¢lkiil, hogy kozponti idegrendszeri mellékhatasokat okozna. Johanek és Simone is (2004) a
cannabinoid rendszer antinociceptiv hatasar6l szamoltak be: a CBI1 receptor stimulalasa
lokalisan képes csokkenteni hd hatdsara kialakuld, tgynevezett thermalis hyperalgesiat.
Karsak és munkatarsai 2007-ben CB1/CB2 kettés knockout egereken végzett, klinikai
szempontbol is fontos kisérleti eredményiikrél szamoltak be, miszerint az endocannabinoidok
képesek csokkenteni az allergias kontakt dermatitis tiineteit. Nagy jelentdséggel bir Sténder és
munkatarsainak 2005-ben kozolt eredménye is, hogy a CB1 és CB2 receptor a human bdr
szamos szdveti elemében kifejezddik.

Laboratoriumunk emellett nemrégiben a CB1 receptor funkcionalis jelenlétét igazolta
a szOrtiiszO bioldgiai folyamatainak szabdlyozidsaban. Humdn szortliszd szervkultarat

alkalmazva kimutattuk, hogy endo- és exocannabinoidok — feltehetden CBI1 medialta

crer

crer

indukalnak a human szortiiszében (Telek és mtsai, 2007).

A faggyumirigy és az azt alkoto sebocytik modellje: az SZ95 sejtvonal

A faggyimirigy (glandula sebacea) a bér dermisében talalhato holokrin elvéalasztast
mirigy. A szOrtlisz6 kiils6  gyokérhiivelyének  kitiiremkedése ¢és a  proliferald
gyokérhiivelybimbok differencialédasa soran kialakulé alveolaris szerkezetli képlet az esetek
tobbségében a szortliszOhdz kapcsoltan, az tugynevezett pilosebaceus egységet képezve
helyezkedik el (5. abra). A test néhany teriiletén, ahol szOrtiisz0k nem fejléddnek (pl. ajkak,
szdj sarkai, emldk), a faggyimirigyek szortliiszé nélkiil fordulnak eld, és kivezetdcsoviik
kozvetleniil a bér feliiletére nyilik. Altaldban azonban tobb (2-5) acinus egy rovid, kozos
kivezetocsOvel elobb az ugynevezett canalis pilosebaceusba (szércsatornaba) nyilik, majd
ezen keresztiil jut a faggyu (sebum) a bor felszinére. A faggyu a bdrfelszinen vizhatlan
védoréteget képezve hozzdjarul a bor viztartalmanak megdrzéséhez. Ezen kivil az
allatvilagban példaul a bunda impregnalasa, a hészigetelés, sot, a teriilet megjelolésében, a
tarsak felismerésében szerepet jatszd feromonokat is tartalmaz. A faggyimirigy nem csupan
egy evollcios maradvany, hanem szamos parakrin, endokrin és immunolégiai funkcidjaval
dontéen hozzdjarul a bér normal homeosztatikus miitkodésének kialakitdsdhoz, és résztvesz

azok szabalyozasaban (Zouboulis és Bohm, 2004; Zouboulis és mtsai, 2008).

12



5. abra: A pilosebaceous
egység

A dermisben talalhato
Sfaggyumirigyek a szdrtiiszével
egyiitt  funkciondlis  egységet
alkotnak. A mirigybdl a faggyu
a széresatorndaba omlik, onnan
pedig a borfelszinre tavozik
Forras: www. ishtarskinlights.
com/acatalog/acne.html

Faggyumirigy

Szortiiszo

A sebum neutralis lipidekben (féleg di- és trigliceridekben, szabad zsirsavakban,
koleszterinben, viaszészterekben és szkvalénben) gazdag valadék, melyet a faggyumirigy
sejtjei, a sebocytak termelnek (Thody €s Shuster, 1989). A mirigyek felépitésére (6. A abra).
jellemzd, hogy a sejtek végkamrakba, ugynevezett acinusokba csoportosulnak, amelyek széli
részén taldlhatd bazalis sejtsor folyamatos proliferacid révén gondoskodik a sejtek
utanpotlasardl. A faggyumirigy mindig a musculus arrector pili tapadasa felett helyezkedik el.
A bazidlis sejtsor proliferaldo sebocytaibdl szdrmazé utddsejtek egy része megérzi osztodod
képességét (fenntartva ezaltal a bazalis sejtsor allomanyat), az utddsejtek masik csoportja
pedig differencidlodni kezd, mikézben folyamatosan az acinus kozéppontja felé nyomul. A
folyamat végén a sejtmembranok feltoredeznek, a sejtek szétesnek, és a citoplazmajukban
felhalmozott lipidek (egyéb sejttormelékkel egyiitt) a sebum alapanyagat alkotva a
kivezetdcsovekbe keriilnek. Ezt a mirigysejtek teljes szétesésével jard folyamatot holokrin
szekrécionak nevezziik.

Sziiletéskor a faggyumirigyek erdteljesen aktivak, az acinusok nagyok, a posztnatalis
¢let soran aktivitasuk és nagysaguk jelentosen csokken. Pubertds idején ugyanakkor mindkét
nemben fokozddik a faggyumirigyek szekrécids aktivitasa, a herébdl, illetve a
mellékvesekéregbdl szarmaz6 androgének hatdsara. Az Osztrogének hatdsa ellentétes, ezért a
pubertas utan nékben a faggytmirigyek szekrécioja lényegesen alacsonyabb, mint férfiakban.
A nagy mennyiségben termelddd sebum beékelddhet a hiperkeratinizaciét mutatd
kivezetdcsObe, ami a comedo (mitesszer) kialakulasdhoz vezet. A pang6d valadékban
baktériumok szaporodhatnak el (foként a természetes borfloraban ¢él6 Propionibacterium
acnes vagy Staphyllococcus epidermidis), lokalis gyulladast okozva ezzel. A hattérben 4alld
komplex szabalyozasi folyamatok, melyek a sebocytak termindlis differencidlodasi

programjat irdnyitjdk, a mai napig nincsenek részletesen feltérképezve, pedig a sebocytak
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megvaltozott proliferacios és differenciacios képessége szamos borbetegség (mint példaul a
rosacea, a rthinophyma, a seborrhoea vagy az acne vulgaris) etiologiajaban jatszhat kézponti
szerepet.

A faggyumirigy funkcidinak feltérképezésében megfeleld kisérletes allatmodell
hianyaban a kutatdsok kozéppontjdba a human sebocytdk in vitro tenyészetei keriiltek
(Zouboulis és mtsai, 1998). Mivel a primer tenyészetek fenntarthatésagat nagyban limitalja a
sejtek alapvetd funkcidjabol adodo sajatsaguk, a termindlis differencialédas (Rosenfield,
1989; Fujie ¢s mtsai, 1996), ezért a kutatdsok szdmara igen hasznosnak bizonyultak a human
faggytmirigybdl 1étrehozott sejtvonalak, mint a SEB-1 (Thiboutot és mtsai, 2003), vagy a
jelen kisérleteinkben is hasznalt SZ95 (Zouboulis és mtsai, 1999) sejtvonal (6. B abra).
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6. abra:A humdn faggyumirigy (A) és az abbol szarmazo SZ95 sebocytik (B)

A: 1. kivezetdcso, 2. lipidcseppekkel telitett sebocytak, 3. bazalis sejtsor, 4. musculus arrector pili. HE-festés,
(Forras: www.up.ac.za/telemed/Hist/095/095me04.html)

B: A sejtek megorizték jellegzetes fenotipusos sajatsagaikat (ilyen példaul a polimorf, epitelialis megjelenés,
kiilonbozo differencialtsagu sejtek egyidejii jelenléte, differencialodas soran 4-5-szorosére névé méret,
lipidcseppek a citoplazmaban). Faziskontraszt mikroszkopia (sajat felvétel)

Az SZ95 sejtek ,.eléallitasahoz” a plasztikai sebészeti mintakbdl szarmazo sebocytakat
az SV40 virus ,,nagy T” antigénjével stabilan transzfektaltak. A ,nagy T antigén az SV40
virus f0 onkogénje, amely a transzfektalt sejtekben stabil, inaktiv komplexet képez olyan
fontos a proliferaciot gatlo, valamint a sejtosztdédas kulcslépéseit ellenérzo fehérjékkel, mint
példaul a p53, egyes ciklinek (ciklin A és B) és a p34. Az ily mddon immortalizalt sebocytak
fenotipusos sajatsagaikat megdrizve bizonyitottan jol hasznalhatok a normal human sebocytak

biologiai folyamatainak modellezésére.
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Az SZ95 sebocytak a normal human sebocytdkra nagyon jellemzd lipideket termelnek
(ilyenek példaul a viaszészterek vagy a szkvalén (Smith és Thiboutot, 2008)) és expresszaljak
ezen sejtek citokeratin markereit is (citokeratin 7, 13, 19) (Zouboulis és mtsai, 1999).

Az immortalizalt SZ95 sejtekkel végzett in vitro kisérletek soran sikertilt fényt deriteni
példaul arra is, hogy a sejtek terminalis differencidlodasat kisérd lipidfelhalmozodas
kialakulasdban a peroxiszoma proliferator aktivalta receptoroknak (PPAR) is fontos szerepiik
van (Rosenfield és mtsai, 1998; Chen ¢s mtsai, 2003; Trivedi és mtsai, 2006). A nuklearis
receptorok kozé tartozd6 PPAR-ok kozponti szerepet jatszanak a lipidanyagcsere
szabalyozasaban szdmos szovet sejtjeiben (Desvergne és Wahli, 1999; Lee és mtsai, 2003). A
sebocytak differencidlédasa a PPAR ligandok mellett arachidonsavval (AA) is indukéalhato,
minek hatdsara fokozodik a lipidek felhalmozodésa és a sejtek apoptozisa (Wrdbel és mtsai,
2003). Alestas ¢s munkatarsai arr6l szamoltak be (2006), hogy az AA mas gyulladdsos
mediatorok, valamint proinflammatorikus citokinek termelddését is képes fokozni az SZ95
sejtkulturakban. Kimutattdk, hogy képesek kiilonboz6 citokinek (interleukin IL-6, IL-1,
tumor necrosis factor-o, TNF-a), valamint lipid természetli gyulladdsos mediatorok
(leukotrién LTB4, prosztaglandin PGE2) termelésére, aminek szabalyozasaban a PPAR-ok
szintén szerepet jatszhatnak (Alestas és mtsai, 2006; Zhang ¢és mtsai, 2006).

A humadan epidermalis keratinocytak és modelljiik: a HaCaT sejtvonal

A keratinocytdk a bor legkiilsd rétegében, az epidermisben elhelyezkedd sejtek, és
annak létrehozaséaért, valamint fenntartasaért felelések. Feladatuk a kiilsd kornyezet €s a test
belsd része kozotti olyan fiziko-kémiai barrier kialakitdsa, mely védelmet nyujt a kiilvilag
karos hatasaival szemben. A keratinocytdk a barrier allandosdganak biztositasa és fenntartasa
érdekében folyamatosan proliferdlnak, majd differencidloédnak, és kialakitjdk az epidermis
jellemzd rétegeit (7. abra) (Fuchs, 1990).

A sejtek proliferacioja a stratum basale rétegében torténik. A rétegbdl felfelé
helyezddo sejtekben beindul az apoptozis folyamata és kiilonbozd citoszkeletalis fehérjéket
kezdenek felhalmozni. A keratinképzddés a stratum spinosum felsé sejtsoraiban kezdddik és
az ezt kovetd sejtsorokban folytatddik, majd a keratinizaciéo végeredményeként a legfelso,
elhalt sejteket tartalmazd réteg, a stratum corneum jon létre. A felsObb rétegben, a stratum
granulosumban a differencialodas sordn specidlis proteinek, differencialodasi markerek
jelennek meg, mint példaul a keratin 17, a fillagrin (Harding és Scott, 1983), a loricrin és az
involucrin (Watt, 1983). Ezeket a fehérjéket egy keratinocyta-specifikus transzglutaminaz

kapcsolja 0ssze izopeptid kotéseket 1étrehozva, igy a terminalis differencialodas alkalméval a
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keratinocytdk plazmamembranja alatt kialakul az tigynevezett cornified envelope (Thacher ¢s
Rice, 1985). A granularis réteg felett a sejtek olyan slriin Osszezsufolodnak, hogy
Osszeragadnak és a magjukat elvesztik; ezéltal a sejtek megkiilonboztethetetlenek egymadstol.
A sejtek egy fénytorési kapacitassal rendelkezd anyagot, eleidint tartalmaznak. Ez a rétegnek
attetsz0 megjelenést kolcsondz — innen ered a vilagos réteg, a stratum lucidium elnevezés.
Mire a sejtek elérik a stratum corneumot, a lapos, mag nélkiili elhajt sejtek teljes mértékben
keratinizalodnak. A sejtek kozott epidermalis sejtek helyezkednek el. A rétegekbdl a
felszinhez legkodzelebb esd sejtek rendszeresen levalnak a hamléds folyamata sordn. A sejtek
szorosan Osszezsufolt belsd rétegei permeabilitasi barriert alkotnak, amely megvédi a bort a

kornyezeti tényezdkkel szemben (Fuchs, 1990).

— — e 7. dbra: Az epidermis.
§ E m— —— A bazalis sejtek a differencidlodas sordan

magnélkiili lapos hamsejtté alakulnak.

1. Szaruréteg (stratum corneum)

2. Vilagos sejtek rétege (stratum lucidum)
3. Granularis réteg (stratum granulosum)
4. Tiiskés sejtes reteg (stratum spinosum)
5. Bazadlis sejtréteg (stratum basale)

6. Bazalis membran

Forras: http://www.eucerin.hu/skin

A keratinocytakra jellemz6, hogy szamos, az auto-, para- ¢s endokrin szabalyozasban
kulcsfontossagu szerepet jatszd mediator szintézisére is képesek (Bos és Kapsenberg, 1993).
In vivo és in vitro koriilmények kozott is példaul szamos citokint és ndvekedési faktort — igy
pl. IL-1, IL-8, granulocyta-macrophag colony stimulating factor (GM-CSF), TNF-o, nerve
growth factor (NGF), plateret-derived growth factor (PDGF) — termelnek bizonyos ingerek
(pl. UV-sugarzas, tumor promoterek) hatasara (Bos és Kapsenberg, 1993; Mitev és Miteva,
1999). A felszabadult anyagok bizonyos sejteket (pl. neutrophyl granulocytdk, memoria T

sejtek) aktivalhatnak, igy a keratinocytak fontos szerepet jatszanak a bdrbe keriilt kérokozok
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¢s antigének altal kivaltott immunvalasz kialakitdsaban (Barker és mtsai, 1991), emellett
megfeleld receptorhoz kotddve jelatviteli Gitvonalakat (pl. tirozin-kindz) indithatnak be, mely
utvonalak egymassal kapcsolddva bonyolult hdl6zatokat alkothatnak.

A human bdorrel foglalkozé kutatdsok soran gyakran felmeriil az a probléma, hogy az
NHEK sejtek a primer tenyészetiikben beinduld differencialédas soran az apoptotikus
folyamatoknak koszonhetdéen gyorsan elhalnak. Ezért sziikségessé valt egy olyan sejtvonal
megalkotasa, ami in vitro j6 modellje az NHEK sejtfolyamatainak, ugyanakkor hosszitavon
tenyészthetd illetve fenntarthat6. Ezért Boukamp és munkatarsai 1988-ban létrehoztdk a
HaCaT sejtvonalat, melynek a neve a , Human Adult skin keratinocytes, low Ca*’, elevated
Temperature” roviditésébdl ered. A sejteket egy 62 éves, melanomaban szenvedd férfibeteg
tumorosan nem infiltralt borteriiletébdl izolaltdk. A sejteket alacsony extracelluldris
kalciumkoncentracio mellett magasabb hdmérsékleten tartottdk, ennek hatasara azok spontan
immortalizalédtak. A sejtek bizonyitottan nem szenvedtek malignus transzforméaciot,
ugyanakkor in vitro proliferacids kapacitasuk, valamint in vivo tumorgenikus potencidljuk
megnovekedett a differencialodasi képességiik rovasara (Breitkreutz és mtsai, 1991; Fusenig
¢s Boukamp, 1998). Mindezen valtozasok ellenére a HaCaT sejtek szdmos, a NHEK-ra
jellemzd mikodési sajatsagot mutatnak (sejtfelszini adhézios molekuldk, MHC receptorok,
valamint komplement receptorok expresszidja, citokinek termelése), igy a NHEK egyik
legjobb modelljének tekinthetok olyan folyamatok tanulmanyozasaban, mint a proliferacio,

transzformacio és a tumorprogresszio (Fusenig és Boukamp, 1998; Schoop és mtsai, 1999).

Célkitiizések

Laboratoriumunk kordbbi kisérletei soran sikerrel igazolta az endocannabinoid rendszer
bizonyos tagjainak — pl. cannabinoid receptorok, endocannabinoidok (anandamid, 2-AG) —
funkciondlis jelenlétét a szortiiszé kiilonféle elemeiben (Telek és mtsai, 2007). Sténder és
munkatarsai emellett 2005-ben kimutattak a bér szamos fliggelékének, tobbek kozott in situ
faggyimirigy sebocytdinak CB1 és CB2 immunpozitivitadsat. Azonban a rendszer szerepét
ezidaig még nem sikertilt tisztdzni a pilosebaceous egység ezen masik tagjan.

Fontos hangsulyoznunk, hogy a faggyumirigyben szamos, az anandamidhoz hasonlo
zsirsav talalhatd (Smith és Thibout, 2008). Emellett a faggyumirigy az egyik legfontosabb
szerepet jatsza a bor homeosztazisaban, mely homesztatikus viszonyok felboruldsa olyan nagy
prevalanciaju boérbetegség kialakulasahot vezethez, mint pl. az acne vulgaris. Mivel,

reményeink szerint, az acne terepiajanak fejlesztésében, fontos szerepet jatszhat a cannabinoid
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rendszer sebocytakon vald jelenlétének tisztazasa, kisérleteink elsé felében a faggyumirigyet,
illetve az abbol szarmaztatott SZ95 sebocyta sejtvonalat tanulmanyoztuk. A vizsgalatok soran
az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
% A human faggyumirigyekhez hasonloan kifejezédik-e a CB1 és/vagy a CB2 receptor
az SZ95 sebocytakon?
¢ Hogyan befolyasoljak az endocannabinoidok a sebocytdk olyan alapvetd biologiai
folyamatait, mint az ¢életképesség, a proliferdcio6 ¢és a differencidlodas
(faggyutermelés)?
% Mely receptor/ok kozvetitésével fejtik ki cellularis hatasukat az endocannabinoidok?
¢ Milyen jelatviteli  utvonalak/génexpresszids  valtozdsok  kozvetithetik az

endocannabinoidok hatasait?

Habar a cannabinoid receptorokat és az endocannabinoid AEA metabolizmuséban
szerepet jatszd enzimeket korabban epidermalis keratinocytdkon is leirtdk (Maccarrone és
mtsai, 2003), a Bevezetés fejezetben emlitett szdmos tudomanyos eredmény dacéara nem all
rendelkezésiinkre pontos informacié az endocannabinoidok szerepérdl a keratinocytak
novekedésének szabdlyozdsdban. Ezért kisérleteink masodik felében az AEA human
epidermalis keratinocytak életfolyamataira gyakorolt szabalyozé szerepét vizsgaltuk in vitro
¢s in situ koriilmények kozott. A vizsgalatok soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
¢ Hogyan befolyéasolja az AEA a primer NHEK, illetve az azok modelljéiil szolgalo

immortalizalt HaCaT keratinocytak alapvetd ¢életfolyamatait?
¢ Az AEA in situ koriilmények kozott is képes kifejteni celluléris hatasait?
s Mely receptor(ok) kozvetitésével, illetve milyen jelatviteli itvonalakon keresztiil fejti

ki hatasait az AEA?

A fenti kérdésekre kombindlt farmakolodgiai eljarasok és molekularis biologiai technikak

felhasznalasaval végzett kisérleteinkben kerestiik a valaszokat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkben alkalmazott kémiai anyagok

A kisérletek soran alkalmazott AEA, 2-AG, ACEA, AM-251, iodo-reziniferatoxin (I-
RTX), kapszaicin (CAPS), kapszazepin (CPZ) ¢és GF109203X (GF) a Sigma-Aldrichtol
(Taufkirchen, Németorszag), mig a JWH-015 és a GW9662 a Cayman Chemical Company-t6l
(Ann Arbor, Michigan, USA) szdrmazott. A PD098059-et és a Wortmannint a Calbiochemtol
(Nottingham, Egyesiilt Kirdlysag), az AM630-at pedig a Tocris Bioscience-t0l szereztiik be
(Ellisville, Missuouri, USA). A felsorolt anyagokbol abszolut etanolban (Spektrum-3D,
Debrecen, Magyarorszag) oldva 1000-szeres toménységii torzsoldatokat készitettlink, amit
20°C-on taroltunk. A térzsoldatokbol kozvetleniil a kezelések el6tt készitettiik el a sziikséges
koncentraciokat a sejtek tenyésztd oldataban 1000-szeres higitast alkalmazva. Igy az oldészer
koncentraciodja a kezelések folyaman maximum 0,1% volt. A kisérletek soran kontrollként az

onmagdban alkalmazott olddszer azonos higitasat hasznaltuk.

Az 8795 sebocytak tenyésztése

A human faggyumirigy sejtjeibdl szarmazoé SZ95 sejteket (Zouboulis és mtsai, 1999)
Sebomed Basal Medium-ban (Biochrom, Berlin, Németorszag) tenyésztettiik, amelyet 10%,
hovel inaktivalt embrionalis borju szérummal (FBS) (Invitrogen, Paisley, Egyesiilt Kiralysag),
1 mM CaCly-dal, 5 ng/ml humédn rekombinans epidermalis ndvekedési faktorral (Sigma-
Aldrich), valamint 50 IU/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel (mindketté TEVA,
Debrecen, Magyarorszag) egészitettiink ki. A tenyésztést 5% CO, tartalmu 1égtérben, 37 °C-
on veégeztik. A tapoldatot kétnaponta lecseréltiik, majd a sejteket a 80-90%-os
konfluenciaszint (szubkonfluens allapot) elérésekor passzaltuk, elkeriilve ezaltal is a sejtek

1d6 elbtti terminalis differencialddasat.

Az NHEK sejtek és a HaCaT keratinocytdk tenyésztése

Az NHEK tenyésztéséhez a bormintak plasztikai mitéten atesett ndkbdl szarmaztak. A
keratinocytékat €jszakai diszpaz II (2.4 U/ml, Roche Diagnostics, Germany) torténd inkubalas
utan tripszines emésztéssel szepardltuk. Az NHEK sejteket EpiLife szérum mentes

keratinocyta médiumban (Invitrogen) tenyésztettiik, melyet 1 pM inzulinnal, 1 uM kortizollal
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(mindkettd Sigma-Aldrich), 100 pg/ml streptomycinnel, 100 IU/ml penicillinnel, 50 ng/ml
amphotericin B-vel (mind TEVA), 0,4% borju hypophysis kivonattal (Invitrogen) és 0,06 mM
CaCl,-dal (Sigma-Aldrich) egészitettiink ki. A tenyésztést 5% CO, tartalmu légtérben, 37°C-
on végeztik. A tapoldatot két-haromnaponta lecseréltik, a sejteket a 60-70%-0s
konfluenciaszint elérésekor passzaltuk.

A HaCaT keratinocytakat 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint (mindkettd Invitrogen), 50
U/ml penicillint és 50 pg/ml streptomycint (mindkettd TEVA) tartalmazd Dulbecco’s
Modified Eagle’s tenyésztéoldatban (DMEM, Sigma-Aldrich), 5% CO, tartalmu légtérben,
37 °C-on tenyésztettiik. A tapoldatot két-haromnaponta lecseréltiik, a sejteket a 70-80%-0s

konfluenciaszint elérésekor passzaltuk.

Az 8795 sejtek endocannabinoid tartalmanak meghatdarozdsa

A sejtek endocannabinoid tartalménak meghatarozasat kollaboracids partnereink
végezték tomegspektrometria segitségével. A kromatografias mérések Agilent 1100
sorozatszamu, LC-MSD késziilékkel késziiltek. Az eszkdz az AEA, a “Hs-AEA és a 2-AG
mennyiségét mérte. A sejtek AEA és a 2-AG tartalmanak meghatarozéasa forditott linearis
regresszids eljarassal tortént. A kapott értékeket fmol/mg €és pmol/mg nedves szovet

mértékegységben adtuk meg (Batkai és mtsai, 2007; Telek és mtsai, 2007).

Immuncitokémia

A sejteket 24 lyuku tenyésztdedénybe helyezett steril fedélemezeken tenyésztettiik és
5 perces acetonos fixalast kovetden 0,1%-os foszfat pufferben (PBS) oldott Triton-X-100
(Sigma-Aldrich) oldattal permeabilizaltuk (10 perc) szobahdémérsékleten. Ezutan PBS-sel
mostuk a feddlemezeket, majd 1%-os, foszfatpufferben (PBS) oldott borji szérum albumin
(BSA; Sigma-Aldrich) oldattal blokkoltuk az aspecifikus kotohelyeket. A sejteket ezutan egy
¢jszakan at inkubaltuk 4 °C-on a CB1- és CB2-ellenes, valamint nyulban termeltetett TRPV1-
ellenes elsddleges antitestekkel — higitasok: a CB1-nél 1:150, a CB2-n¢l 1:200 (Cayman), mig
a TRPVI esetén 1:100 blokkold oldatban (Sigma-Aldrich). A sejteket tartalmazé
fed6lemezeket masnap haromszor mostuk PBS-ben, majd 60 percen keresztiil inkubaltuk 37
°C-on kecskében termeltetett, fluoreszcein-izothiocianattal (FITC) konjugélt, nyul
immunglobulin Fc-szakasza elleni masodlagos antitesttel (1:200 aranyban PBS-ben higitva;

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Végiil, Gjabb haromszori PBS-es mosast
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kovetden, 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) fluoreszcens magfestdt tartalmazo Vectashield
feddomédiummal (Vector Laboratories) lefedtiik a lemezeket, majd a sejtekrél Nikon Eclipse
E600 tipust fluoreszcens mikroszkop segitségével felvételeket készitettiink (Nikon, Tokid,
Japan). Negativ kontrollként azokat a megfestett feddlemezeinket hasznaltuk, melyeken az

antitesteket szintetikus blokkolopepdiddel egyiitt alkalmaztuk.

Immunhisztokémia

A CB1 ¢és CB2 human faggyumirigyben torténd kimutatasara szolgdld szovetmintak
plasztikai sebészeti beavatkozasokbdl szarmaztak, a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak
jovahagyasaval. 24 o6ras 4%-os formalinos fixalast kovetéen a paraffinba agyazott
szovetdarabokbol 4 pm-es metszeteket készitettiink. A deparaffinalast, majd az
antigénfeltarast kovetden (8 mM TrisHCI puffer, pH 8,4; 15 perc mikrohullamu siitében, 750
W), a szovetben el6forduld endogén peroxidazok blokkolasat peroxiddz blokkold oldat
segitségével végeztiik el (DAKO, Glostrup, Déania) (10 perc, szobahdmérséklet). A Protein
Block szérummentes reagenssel (DAKO) torténd, 5 perces, szobahdmérsékleten végzett
inkubéacio az elsddleges antitest nemspecifikus kotddésének gatlasara szolgalt. A metszeteket
a CBI- ¢és CB2-ellenes antitesttel (CB1 esetén 1:150, CB2 esetén 1:200; Cayman) egy
¢jszakdn at inkubaltuk, majd nytl immunglobulin Fc-szakasza elleni EnVision+®-nel
(DAKO) inkubaltuk 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten. Az EnVision+® rendszer egy
biotin-fiiggetlen eldhivasi mdod, amely jol hasznalhaté immunohisztokémiai reakciok soran,
mivel kevés mutermékkel jar. A mddszer egy konjugalt biopolimer alkalmazasan alapul: az
immunreakciot a DAKO Cytomation EnVisiont® System/HRP rendszerével erdsitjiik fel,
amely egy masodlagos antitestekkel és tormaperoxidaz (HRP) enzimekkel konjugalt dextran
szal. A peroxidaz-aktivitas kimutatasara diamino-benzidint (DAB) (Vector Laboratories), mig
magfestésre Mayer-féle hematoxilint (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A reakcio specificitasanak
ellendrzésére negativ kontrollként az elsddleges antitestet szintetikus blokkolopeptiddel
(Cayman) inkubéltuk. A metszetekrél Nikon Eclipse E600 tipusu fluoreszcens mikroszkop

segitségével készitettiink felvételeket.

In situ ,,skin organ culture”

Az epidermalis keratinocytak in situ vizsgélatat kollaboracios partnereink végezték. A

human bdrbdl szarmazoé meghatarozott méretli fragmenteket szérum William’s E Mediumban
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(Biochrom) tenyésztették, kiegészitve 2 mM L-glutaminnal 10 ng/ml hydrocortisonnal
(Sigma-Aldrich), 10 ug/ml insulinnal és penicillin/streptomycin elegyével (PAA Laboratories,
Pasching, Ausztria) (Lu és mtsai, 2007; Tiede és mtsai, 2009). A tenyészetekben a proliferald
¢s az apoptotikus sejtek egy idejii kimutatasara a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) kettos festést alkalmaztak (Foitzik és mtsai,
2000; Lindner és mtsai, 2000). Az eljaras soran az osztdodd sejtek jelenlétérdl a Ki-67
proliferaciés marker immunhisztokémiai kimutatdsa ad felvildgositast, az apoptotizalo sejtek
megjelenitése pedig a DNS-fragmentacié sordn keletkezett szabad 3° végek jelolésén alapul.
A kisérleti protokoll szerint a kettds festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-0s
paraformaldehidben és etanol-jégecet 2:1 aranyt oldataban fixaltak. Elsé 1épésként a
metszeteket reakciopuffer—terminalis deoxinukleotidil transzferdz (TdT) enzim (mindkettd
ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit, Intergen, NY, USA) 70-30%-o0s
elegyével inkubaltdk 37 °C-on 60 percen keresztiil, mely soran a TdT enzim a
reakciopufferben talalhatd digoxigenin jelolt nukleotidokat az apoptotikusan fragmentalt DNS
3> OH végeihez kapcsolta. A reakcio leallitasa és 10%-os kecske normal szérumos (DAKO,
PBS-ben) kezelést kovetden a metszeteket egy éjszakan at inkubaltdk egérben termeltetett Ki-
67 ellenes antitesttel (1:20, 2% kecske normal szérum jelenlétében). Utolsd 1épésként a
digoxigenin-jeldlt DNS-fragmentumokhoz FITC-konjugélt digoxigenin-ellenes antitestet
kapcsoltak (TUNEL kit), a Ki-67 ellenes antitesthez pedig Texas Red-del jeldlt kecske-ellenes
IgG-t (1:200, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA) kotottek, végiil DAPI-val
magfestést végeztek. A TdT enzim, illetve a Ki-67 ellenes antitest elhagydsa szolgalt a festés

negativ kontrolljaként.

Western blot

A cannabinoid receptorok ¢és a TRPV1 protein szinti kimutatasdt a
laboratériumunkban korabban alkalmazott protokollnak megfeleléen (Bir6 és mtsai, 1998;
Papp ¢és mtsai, 2003) végeztiik. A tenyésztett sejteket hideg PBS-ben mostuk, lizis-pufferben
[20 mM TRIS-HCIL, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, 20 pM
leupeptin, pH 7,4 (Sigma-Aldrich)] homogenizaltuk, majd jégen ultrahangos feltarast
(szonikalas) végeztiink. Az igy nyert lizatumok proteintartalmat modositott BCA protein
assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. A fehérjetartalmat SDS-mintapufferrel
(5% PB-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% Na-dodecil-szulfat (SDS), 0,062 M Tris, 20 mM
ditiotreitol, 0,0025 g bromfenolkék, mind Sigma-Aldrich) 2 mg/ml-re allitottuk be, majd 10
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perces fozéssel denaturaltuk, végiil felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. Kisérleteink soran SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE), mintanként 60 pg proteint valasztottunk szét
7,5%-0s gélen 100 V konstans fesziiltséggel. Ezutan a fehérjéket BioBond nitrocelluléz
membranra (Whatman, Maidstone, Egyesiilt Kiralysag) transzferaltuk, 2x45 percen keresztiil,
100 V konstans fesziiltséggel. A membran szabad kotohelyeit 5% sovany tejport tartalmazo
PBS-ben (5% tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutdn a membranokat 5%-os tej-PBS-ben
higitott nytlban termeltetett elsédleges CB1- és CB2- (Cayman), valamint nyulban
termeltetett TRPV 1-ellenes antitesttel (Sigma-Aldrich) (CB1 esetén 1:150, CB2 esetén 1:200,
TRPV1 esetén 1:100), nyulban termeltetett Erk-1/2 ellenes (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), valamint egérben termelt foszforilalt Erk-1/2 ellenes elsddleges antitesttel
(pErk-1/2, Santa Cruz) inkubaéltuk egy éjszakan at 4 °C-on (1:1500 mindkét antitest esetén). A
membranok 3x10 perces mosasat (PBST, 0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma-Aldrich) kovetden
azokat — a TRPV1 kivételével, melyet HRP-konjugalt nyilban termeltetett kecske ellenes
IgG-vel fedtiink (1:1000, Bio-Rad, Hercules CA, USA) — a fentebb leirt elven miik6do nytl-,
illetve egér-ellenes EnVision+®-nel (DAKO) inkubaltuk 30 percen keresztiil. Az
immunjeleket minden esetben kemilumineszcens SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate kit (Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével tettiik lathatova, Intelligent Dark Box
(Fujifilm, Tokid, Japan) késziilék felhasznaldsdval. A kemilumenszcencia intenzitasat az
optikai denzitds meghatarozasaval szamszertsitettiik Image Pro Plus 4.5.0 szoftver (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA) segitségével. Annak megallapitasara, hogy a mintak
felvitele egyforman tortént-e, belsd kontrollként a citokrom C expresszidjat vizsgaltuk. A
membranokat ezutdn egérben termeltetett citokrom C ellenes antitesttel (1:100 tej-PBS)

(Santa Cruz) festettiik meg, majd az el6zéekhez hasonloan elemeztiik az intenzitasokat.

Szemi-kvantitativ reverz-transzkripcio polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A CBI, a CB2 és a TRPVI mRNS szintli expresszidjat szemi-kvantitativ RT-PCR
(Bodo6 és mtsai, 2004) segitségével mutattuk ki. A reverz-transzkripcié sordn a teljes RNS 2
pg-jat 10 percre 70 °C-ra melegitettiik, majd jégen gyorsan lehtitdttikk és hozzdadtuk a
kovetkezd oldatokat: 1x reverz transzkriptaz puffer (10 mM TrisHCI, pH=9), 50 mM KCl,
0,1% Triton X-100), 5 mM MgCl,, 1 mM dNTP, 0,05 [U/ul rekombindns RNasin ribonukledz
inhibitor, 1 IU/ul AMV reverz transzkriptaz ¢s 0,5 pg/ml random primer (mind Promega,
Madison, WI, USA). A reakcitelegyet 42 °C-on 15 percig, 95 °C-on 5 percig, végiil 4 °C-on
5 percig inkubaltuk, majd az elegy aliquotjait hasznaltuk a PCR reakcié templatjaként a
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kovetkezd, specifikus primerek segitségével (mind Invitrogen): CBl forward:
CAAGCCCGCATGGACATTAGGTTA, reverz: TCCGAGTCCCCCATGCTGTTATC; CB2
forward: TCCCACTGATCCCCAATGACTACC, reverz:
AGGATCTCGGGGCTTCTTCTTTTG; TRPVI1 forward: CTCCTACAACAGCCTGTACG;
reverz:. AAGGCCCAGTGTTGACAGTG; glyceraldehid 3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH)
forward: ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC, reverz: GCTGACAATCTTGAGGGAGT. A
PCR reakciot GeneAmp® PCR System 2400 DNA Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével végeztilk ¢s az alabbi hoprofilt alkalmaztuk: 94 °C 2
perc; majd 94 °C 1 perc, 65 °C 1 perc, 72 °C 90 masodperc 35 cikluson keresztiil; végiil 72 °C
10 perc. A termékeket ethidium-bromidot (0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich) tartalmazé 1,5 %-os
agaroz gélen valasztottuk el, UV-fény alatt tettiik lathatova, majd az analizist Image Pro Plus

4.5.0 szoftver felhasznalasaval végeztiik.

Kvantitativ valos idejii PCR (Q-PCR)
A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied

Biosystems) segitségével tortént, az 5° nukledz mddszer felhasznalasaval. A teljes RNS 2 pg-
jébdl kiindulva 15 TU AMYV reverz-transzkriptazt (Promega) és 0,025 pg/ul random primert
(Promega) felhasznalva allitottunk eld cDNS-t. A PCR amplifikdcié TagMan primerek és
probak alkalmazasaval tortént (Assay ID: PPARa forward: CATTACGGAGTCCACGCGT,

reverz: ACCAGCTTGAGTCGAATCGTT, PPARa proba FAM-
AGGCTGCAAGGGCTTCTTTCGGCG-TAMRA; PPARS forward:
AGCATCCTCACCGGCAAAG, reverz: CCACAATGTCTCGATGTCGTG, PPARS proba
FAM-CAGCCACACGGCGCCCTTTG-TAMRA; PPARy forward:

GATGACAGCGACTTGGCAA, reverz: CTTCAATGGGCTTCACATTCA, PPARy proba
FAM-CAAACCTGGGCGGTCTCCACTGAG-TAMRA; adipose differentiation-related
protein (ADRP) forward: TGACTGGCAGTGTGGAGAAGA, reverz:
ATCATCCGACTCCCCAAGA, ADRP proba FAM-
TCTGTGGTCAGTGGCAGCATTAACACA-TAMRA; PPARy-regulated angiopoietin-
related protein (PGAR) forward: TCCGCAGGGACAAGAACTG reverz:
CGGAAGTACTGGCCGTTGA, PGAR proba FAM-TTGGAATGGCTGCAGGTGCCA-
TAMRA; cyclooxygenase-2 (COX-2) (Applied Biosystems, assay ID: Hs00153133 ml).
Belsoé kontrollként humén cyclophilin-A-t hasznaltunk (forward: ACGGCGAGCCCTTGG,
reverz: TTTCTGCTGTCTTTGGGACCT, proba FAM-
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CGCGTCTCCTTTGAGCTGTTTGCA-TAMRA). A relativ expressziokat a cyclophilin-A-
expressziora vonatkoztatva a ACT modszert alkalmazva adtuk meg.

A CBl1, a CB2 ¢és a TRPV]1 mRNS szintli vizsgéalatakor a teljes RNS 3 png-jabol
kiindulva éallitottunk eld cDNS-t, majd alabbi primereket és probdkat tartalmazd TaqMan
assay-ket hasznaltuk: CB1 assay ID: Hs00275634 ml; CB2 assay ID: Hs00361490 ml;
TRPVI1 assay ID: Hs00218912 ml, mind Applied Biosystems). A relativ expressziokat a
belsé kontrollként hasznalt glyceraldehid 3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH: Hs99999905 ml,

Applied Biosystems) expressziora normalizaltuk.

A sejtek életképességének meghatarozdsa

A viabilitas vizsgalatakor kolorimetrias MTT assay-t alkalmaztunk. A modszer 1ényege,
hogy a sarga szinli metilthiazol-tetrazolium-bromid (MTT) (3-{4,5-dimetilthiazol-2-il}-2,5-
difeniltetrazélium bromid) (Sigma-Aldrich) az €l6 sejtek mitokondriumaiban elhelyezkedd
mitokondrialis dehidrogendzok hatdsara lila szinli formazan kristallya alakul at, mert az
enzimek hasitjak a kiinduldsi vegyiiletben taldlhatd tetrazolium gytrit. A sejteket 96 lyuku
lemezekre szélesztettiik 20000 sejt/lyuk denzitasban, majd a megfelelé anyagok kiilonb6zo
koncentracioival kezeltilk 6ket meghatarozott ideig (&ltalaban 1-4 napig). A tenyésztdoldat
pipettaztunk [PBS-ben vagy a sebocytak esetében szérummentes Sebomed Basal Mediumban
feloldva (Biochrom)], majd 37°C-on 3 6ran at inkubaltuk a sejteket. Ezutdn az MTT oldatot
eltavolitottuk, és minden lyukhoz 100 pl ,,MTT szolubilizal6 oldatot” [81 v/v% 2-propanol, 9
viv% 1 M HCI, 10 v/v% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)] adtunk, majd tizendt percig
szobahdmérsékleten inkubéltuk a sejteket kozepesen intenziv razatas mellett. igy a sejtekben
keletkezd formazan kristalyokat feloldottuk, koncentraciojukat pedig kolorimetrias uton
hataroztuk meg 550 nm-en. A mért abszorbancia aranyos az €l sejtek szdmaval, amit a
kontroll szdzalékaban adtunk meg. A kontrollhoz viszonyitott ndvekményt a sejtproliferacid
fokozddasaként értelmeztilk, mig a kontrollhoz viszonyitott csokkenés esetén tovabbi
vizsgalatokat végeztiink annak megallapitasara, hogy csak a proliferacid gatlasarol, vagy a
sejtek pusztulasarol van-e sz6. Minden kezelést 3-5 alkalommal ismételtiink meg, mig az

adatokat atlagtSEM formaban adtuk meg.
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Az apoptotikus folyamatok vizsgalata

Az apoptozis vizsgalatdra szamos moddszer all rendelkezésiinkre laboratoriumunkban.
Ekert és munkatarsai 1999-ben dolgoztak ki azt az eljarast, amelyen a pro-apoptotikus
kaszpazok aktivitasdnak fluorimetrids mérése alapul (Poly Caspases Detection Kit,
Invitrogen). A karboxyfluoreszcein csoporttal (FAM) ellatott reagens a sejtmembranon
athatolva (FLICA™ = Fluorescent-Labeled Inhibitor of CAspases) kovalens kotést képes
kialakitani az aktivalodott kaszpaz aktiv centrumaval, fluoreszcensen jelolve azt. A
keratinocytdkat 96-lyuktl fekete fali atlatszo alji lemezekben (Grenier Bio-One,
Frickenhausen, Németorszag) tenyésztettiik, és 24 oOran keresztiil kezeltiik az anyagok
kiilonboz6 dozisaival. A gyartd utasitdsainak megfelelden eljarva, 30x-os FLICA
torzsoldatbol 1x-es FLICA munkaoldatot készitettiink tapoldatban, amiben a sejteket 1 6ran
keresztiil inkubaltuk. Az inkubacidt kovetden a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd
FlexStation’® II FLuorescence Image microPlate Reader (FLIPR, Molecular Devices, San
Francisco, CA USA) segitségével 490 nm-en gerjesztve, 530 nm-en detektaltuk a
fluoreszcencia intenzitast.

Az apoptdzis vizsgalatara szolgald tovabbi modszeriink az Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit (Sigma-Aldrich). A technika elve azon alapul, hogy az apoptotikus sejtek
membranjdban externalizdlodo foszfatidil-szerinhez specifikusan fluoreszcensen jeldlt
annexin kotddik, melynek fluoreszcencia intenzitdsat mérni tudjuk (Kuypers €s mtsai, 1996;
van Engeland és mtsai, 1998). A keratinocytak esetén a sejteket fekete fala, atlatszo alja 96
lyukt lemezekre (Greiner Bio-One) szélesztettiik, €s kezeltiik a kiilonbozd vegytiletekkel. Az
Annexin V-6t 1:100 aranyban Ix-es binding pufferben higitottuk a gyartdé protokolljanak
megfelelden, majd ezzel a sejteket 15 percig inkubaltuk. A PBS-sel tortént mosast kovetéen a
fluoreszcencia intenzitast 490 nm-es hulldmhosszon gerjesztve ¢€s 520 nm-en detektalva
mértiik FLIPR (Molecular Devices) segitségével.

A mitokondrialis membranpotencial-csokkenés detektalasa szintén a korai apoptotikus
folyamatok kimutatasanak egyik szenzitiv mddszere (Green és Reed, 1998; Susin és mtsai,
1998). Kisérleteinkben ezért a kiillonbdzd farmakonokkal torténd kezelések utan elvégeztiik a
sejtek mitokondrialis membranpotencialjanak fluorimetrias mérését a MitoProbe™ DilC,(5)
Assay Kit (Molecular Probes-Invitrogen) segitségével. A kisérlet soran alkalmazott festék a
mitokondridlis membranpotencidl nagysdganak fliggvényében akkumulalédik a sejtek
mitokondriumaiban, ezért a korai apoptotikus jeleket mutaté sejtekben csokkent
fluoreszcencia intenzitast detektalhatunk. A sejteket 20000 sejt/lyuk denzitdsban szélesztettiik
fekete falu, atlatszo alja 96 lyuku lemezekre (Greiner Bio-One), majd az adott anyagok
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kiilonb6z6 koncentracidival 1-2 napig kezeltilk 6ket. A feliiliszé eltavolitasa utan a sejteket
30 percig inkubaltuk 37 °C-on DilC;(5) munkareagenssel (50 pl/lyuk) a gyartd altal megadott
protokoll szerint (1:200-as higitas szérummentes tapoldatban), majd PBS-sel kétszer mostuk
Oket. A fluoreszcencia intenzitast 630 nm-es hulldmhosszon gerjesztve és 670 nm-en
detektalva mértiik FLIPR segitségével. Minden kezelést 3-5 alkalommal ismételtiink meg,

mig a relativ fluoreszcenciat a kontroll szdzalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg.

A cytotoxicitds/sejtnekrozis vizsgalata

Az akut (24 oréas) kezelés cytotoxikus hatdsdnak vizsgalata a gliik6z-6-foszfat-
dehidrogenaz (G6PD) enzim felszabadulasdnak mérésével tortént. A sejthalal mértékét egy
kétlépéses enzimatikus folyamat segitségével hatdroztuk meg, melynek sordn a resazurin
redukcidjan keresztiil narancs-fluoreszcens resorufin képzddott (G6PD Cytotoxicity Assay
Kit — Invitrogen). A sejteket 96-lyuku fekete falu atlatszé alju lemezekben (Grenier Bio-One)
tenyésztettiik, és 24 oran keresztiil kezeltiik az anyagok kiilonb6z6 dozisaival. A kétszeres
toménységli reakcidoldatot a gyarté protokollja alapjan allitottuk Ossze, és 1:1 aranya
higitasban adtuk a sejtekrdl eltavolitott médiumhoz, majd 37 °C-on htsz percig inkubaltuk. A
keletkez6 resorufin mennyiségét FLIPR segitségével, 545 nm excitacios és 590 nm emisszos
hulldmhossz mellett detektaltuk.

A sejtekbdl felszabadulo G6PD aktivitdsa 24 ora utdn jelentdsen csokkenhet, ezért a
hosszutavi kezelések esetleges cytotoxikus hatdsat SYTOX Green (Molecular Probes-
Invitrogen) jeldléssel vizsgaltuk. A festék csak a nagymértékben sériilt, dezintegralddott
plazma-, illetve magmembranon keresztiil képes bejutni a sejtmagba, ahol azutan a duplaszala
DNS-hez kotddik; igy az ép sejtmembrannal rendelkezd sejtekbe a festék nem képes bejutni.
Mindez tehat azt jelenti, hogy a nekrotikus sejtek esetében magas fluoreszcencia intenzitast
detektalhatunk, mig az ép sejtmembrannal rendelkezo sejtek esetében ez az érték alacsonynak
adodik. A sejteket fekete falu, atlatszo alji 96 lyukt lemezekre (Greiner Bio-One)
sz¢lesztettik 20000 sejt/lyuk denzitdsban, majd a megfeleld anyagok kiilonbdzd
koncentracioival két napig kezeltiik Oket. Ezt kovetden a feliiluszot eltavolitottuk, majd a
sejteket szérummentes tapoldatban higitott SYTOX Green (Invitrogen) reagenssel
(végkoncentracid 1 uM) 30 percen at 37 °C-os homérsé€kleten inkubaltuk (50 pl/lyuk). Az
inkubaciot kovetden a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd FLIPR segitségével 490 nm-en
gerjesztve, 520 nm-en detektaltuk a fluoreszcencia intenzitdst. Minden kezelést 3-5-sz06ros

ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcencia intenzitdst a kontroll szazalékaban atlagtSEM
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formaban adtuk meg. A SYTOX Green, illetve az apoptozis vizsgalatdhoz hasznalt DilC,(5)
festek eltérd gerjesztési €s detektalasi spektrumanak koszonhetden, valamint a festési
protokollok nagyfoki hasonlosdga kovetkeztében az apoptotikus folyamatokat, illetve a
sejtnekrozist lehetdséglink nyilt — a két festéket egyszerre adva a munkaoldatunkhoz —
ugyanabban a mintdban megvizsgalni. Osszehasonlito  vizsgalatokat kovetden
megallapitottuk, hogy a festékek egy iddben torténd hasznilata nem okoz jelentOs
kiilonbséget a csak egyetlen festéket tartalmazdé munkaoldattal elvégzett mérésekkel
Osszehasonlitva. Tovabbi kisérleteink sordn tehat a SYTOX Green, illetve DilC;(5) jelolést
egyszerre végeztiik.

Az SZ795 sebocytdk esetében az apoptotikus €s nekrotikus sejtpopulaciok ardnyat
annexin V—propidium jodid kettOsfestéssel egyidejlileg vizsgéalhattuk Annexin-V-
FITC/Propidium Iodide Apoptosis Kit (Sigma-Aldrich) segitségével, a laboratériumunkban
korabban alkalmazott protokollnak megfeleléen (Bod6 és mtsai, 2005, Papp és mtsai, 2003,
Griger ¢és mtsai, 2007). Mint ahogy fentebb emlitettiik, az apoptotikus sejtek membranjaban
externalizalodo foszfatidil-szerinhez fluoreszcensen jelolt annexin tud kotddni, melynek
fluoreszcencia intenzitdsat tudjuk mérni. A propidium jodidos jeldlés viszont csak a sériilt
membranu, halott sejteken végezhetd el, a festék szadmara az intakt membran athatolhatatlan.
A sejteket a tripszinezést és festést kovetden FACS-pufferben, azaz 1% borju szérum
albumint (BSA), valamint 0,4% azidot (mindketté Sigma-Aldrich) tartalmazo Ca®'- és Mg*'-
mentes foszfat puffer oldatban (CMF-PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM foszfat, pH:
7,4) szuszpendaltuk, majd a fluoreszcencia intenzitast Coulter Epics XL (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA) aramlési citométer segitségével mértilk. Az adatok kiértékelését a
WinMDI 2.8 szamitogépes program (Joseph Trotter, La Jolla, CA, USA) segitségével

végeztik.

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozdsa

A sebocytdk lipidtartalmanak szemikvantitativ vizsgdlatira a sejteket Oil-Red O
(Sigma-Aldrich) festésnek vetettik ald. A sejteket liveg fedflemezen tenyésztettiik és a
fentebb emlitett farmakonokkal 48 6ran keresztiil kezeltiikk. Ezutan a fed6lemezeket kétszer
mostuk PBS-sel, majd a sejteket 4%-o0s paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk fél 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt kovetden jabb két mosas kovetkezett PBS-sel és egy
mosas 60%-os 2-propanollal (Spektrum 3D), amit a frissen készitett Oil-Red O oldattal (60%-
os izopropanolban oldva) torténé festés kovetett (20 perc, 37 °C-on). Ujabb PBS-sel torténd
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mosas utdn a sejtmagokat Mayer-féle hematoxilinnal (Sigma-Aldrich) festettik 20
masodpercen keresztiil. Az igy megfestett sejteket vizes bazisi beagyazé médiummal
(DAKO) fedtiik, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk (Wrobel és mtsai, 2003).

A kvantitativ vizsgalatokhoz fluoreszcens Nile Red jelolést alkalmaztunk. A sejteket
fekete falu, atlatszo alju 96 lyuka lemezre (Greiner Bio-One) szélesztettiik 20000 sejt/lyuk
denzitasban, majd elvégeztiikk a megfeleld kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasa utan 100 pl
PBS-ben oldott Nile Red oldatot (Sigma-Aldrich) mértiink a sejtekre 1 pg/ml
végkoncentracioban, majd 20 percen keresztiil 37°C-on inkubaltuk &ket. Az egyes lyukak
fluoreszcencia intenzitdsdit FLIPR  késziilék segitségével detektaltuk. A  mért
intenzitasértékeket a kontroll szazalékaban adtuk meg relativ fluoreszcencia intenzitas
form4jaban (RF). Ismert, hogy a Nile Red excitacids és emisszios spektruma valtozik a kozeg
polaritasanak fiiggvényében, igy a sebocytak citoplazmajaban felhalmoz6do, jorészt neutralis
lipidekkel kitoltott vakuodlumok elkiilonithetévé valtak a membranjukat dontd tobbségben
alkoto polaros lipidektdl. Az eltérd gerjesztési és detektalasi hullamhosszok miatt (neutralis
lipidek: excitacido 485 nm-en, emisszid 565 nm-en; polaros lipidek: excitacio 540 nm-en,
emisszio 620 nm-en) lehetdségiink nyilt a kétféle lipidtartalom egymas melletti detektalasara.
Mivel a sebocytak terminalis differencidciojat jelz citoplazmatikus lipidakkumulacié soran a
sejtek neutralis lipideket halmoznak fel (Zouboulis és mtsai, 1999), ezen lipidek mérésével
betekintést nyerhettiink a differencialodas folyamataba; emellett a polaros lipideket mintegy
belsd kontrollként haszndlhattuk, hiszen felhalmozodasuk leginkdbb a sejtszam
novekedésével korrelalt. Minden kezelést 3-5 alkalommal ismételtiink, a kapott eredményeket

pedig atlagtSEM formaban adtuk meg.

RNS interferencia (siRNS)

A sejteket 6 Iyukt lemezeken tenyésztettiik az ,,Az SZ95 sebocytak tenyésztése” cimi
fejezetben leirtak szerint kiegészitett, de antibiotikum-mentes tapoldatban. Az 50-70%-os
konfluencia elérésekor a tapoldatot szérummentes OptiMEM médiumra (Invitrogen)
cseréltiik, majd a sejteket 40 nM human TRPV1, valamint CB1 és CB2 specifikus, duplaszala
kis interferald6 RNS (siRNS) oligonukleotidokkal (Stealth RNAi — Invitrogen, TRPV1:
HSS111305 ¢és HSS111306; CB1: HSS102082; CB2: HSS102085, HSS102086 ¢és
HSS102087) transzfektaltuk Lipofectamine 2000 (Invitrogen) transzfekcios reagens
segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNAi1 Negative Control (Invitrogen) duplaszala

siRNS-sel transzfektaltuk, ami semmilyen ismert mRNS szekvencidjaval nem mutat
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homolégiat (,,scrambled” siRNS). A géncsendesités hatékonysagat a transzfekciot kovetden 4

napon keresztiil naponta ellendriztiik Western blot és RT-PCR segitségével.

Az intracelluldris kalciumkoncentracié (|Ca’* 1c) vizsgalata
g

A keratinocytdk esetében a TRPV1 aktivalast kovetd intracelluléris kalciumkoncentracid
([Ca2+]1c) valtozdsanak mérésére a laboratoriumunkban kordbban optimalizalt protokollt
hasznaltuk (Lazar és mtsai, 2003). A fedélemezre szélesztett keratinocytakat 5 uM kalcium
érzékeny fluoreszcens fura 2 festék acetoximetilészter formdjaval (fura 2-AM, Molecular
Probes-Invitrogen) 60 percig inkubaltuk 37 °C-on. A fura 2-AM-rel feltdltott sejteket
tartalmazo feddlemezeket ezutan invertald fluoreszcens mikroszkép (Diaphot, Nikon)
targyasztalara helyeztiik. Az excitacios hulldmhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettds
monokromator, valamint on-line kapcsolt szamitégép segitségével (PTI Deltascan késziilék,
Photon Technology International, Birmingham, NJ, USA), majd a fluoreszcens emissziot 510
nm-en detektaltuk 10 Hz-es mintavételi frekvenciat hasznalva egy fotoelektron-
sokszorozoval. Kisérleteink soran a sejteket lassu perfuzioval folyamatosan Tyrode oldatban
(137 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g
gliilkdz, mind Sigma-Aldrich; pH 7,4) mostuk. A vizsgalt anyagokat a sejtek kozvetlen
kozelébe helyezett gyors perfuzios rendszerrel adagoltuk. A [Ca*"]ic-t a 340 (F340) és 380 nm-
en (Fsg0) torténd gerjesztés hatasara emittalt fluoreszcenciaintenzitas-hanyadossal (F340/F3g0)

jellemeztiik. Kisérleteinket szobahémérsékleten (22-23°C) végeztiik.

Statisztikai analizis

Adataink feldolgozasahoz a Microcal Software Inc. altal kifejlesztett Origin Pro Plus 6.0
szoftvert hasznaltuk (Microcal, Northampton, MA, USA). Mérési eredményeinket atlag=SEM
formaban adtuk meg. Az atlagok kiilonbségét Osszetartozd mintdk esetén paros z-probaval,
egyéb esetekben fiiggetlen mintds ¢-probaval, kettdnél tobb csoport esetén pedig
egyszempontos varianciaanalizssel (ANOVA), valamint Bonferoni és Dunett post-hoc
tesztekkel vizsgaltuk SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago, I, USA) statisztikai szoftver
segitségével. Szignifikdnsnak a 0,05 szignifikancia szint alatti kiilonbségeket fogadtuk el

(p<0,05).
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EREDMENYEK

1. Kisérletek human sebocytakon

Human faggyumirigyben a CB1 és a CB2 receptor, mig SZ95 sebocytikon csupin a CB2
receptor fejezodik ki

Kisérleteink soran eldszor a CB receptorok jelenlétét vizsgaltuk in situ human
faggyamirigyben. Stidnder ¢€s munkatarsainak 2005-6s eredményeivel 0Osszhangban
laboratoriumunk is markans CB1 és CB2 immunpozitivitast tapasztalt a faggyamirigy epithel
sejtjeiben. Mig 6k a CB1 jelenlétérdl elsdsorban a kozponti differencialt, a CB2-r6l foleg a
kevésb¢ differencialt sebocytak esetén szamoltak be, addig mi azt tapasztaltuk, hogy a CBI
expresszioja foként a faggyumirigy perifériajan elhelyezkedd differencialatlan sejtekre (8. A
abra), mig a CB2 receptor jelenléte inkabb a centralisan elhelyezkedd sejtekre, illetve azok

membranjara jellemzd (8. B abra).

8. abra: A CB1 és CB2 receptorok in situ kifejezédnek humadn faggyumirigyben

A CBI és a CB2 expressziojat DAB kromogénnel (barna szin) mutattuk ki. A: A CB1 immunpozitivitas inkabb a
nem differencialodott, periférian elhelyezkedo sebocytakra (nd.s.) jellemzo. B: A CB2 a centrdlisabb helyzeti,
differencialodott sebocytikra (d.s.) és a sejtmembranban mutat erdteljesebb immunreaktivitist. NK:
preabszorbcios negativ kontroll.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a két receptor kifejezddését a human faggyumirigy eredetii
SZ95 sejtvonalon is. A sebocytakon immuncitokémiaval és Western blot technikaval csupéan a
CB2 receptor erdteljes expresszidjat tapasztaltuk, mig a CB1 jelenlétét nem sikertilt
igazolnunk (9. A, B és C abra). Ezt az eredményt tdmasztottak ala a sejtvonalon végzett

génexpresszids vizsgalatok is: reverz transzkripciot kovetd PCR segitségével a CB2 receptor
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jelenlétét sikeriilt kimutatnunk. CB1 esetében pozitiv kontrollként human szortiiszot (Telek €s
mtsai, 2007), mig CB2 esetében huméan monocytakat (Onaivi és mtsai, 1999) hasznaltunk (9.
C és D abra). Western blotnal citokrom C, mig RT-PCR-nal a GAPDH szolgalt bels6
kontrollként. Vizsgaltuk a receptorok expressziojanak konfluencia fliggését is, viszont nem
tapasztaltunk kiillonbséget az egyes tenyészetek kozott. Eredményeink szerint a CB2 receptor
expresszioja nem valtozik a sejtek konfluencia-indukalt differencialédasanak elérehaladtaval

(9. C abra).

50 um 50 um

SZ95
PK 30% 90% NTK PK  SZ95

CB1 | ~— 45 kDa CB1 400 bp

CB2 Sy ey wwew | 52 kDa CB2 459 bp

CYt-C | e s s |20 kD2 GAPDH 340 bp

9. abra: SZ95 sebocytikon csupdan a CB2 receptor expresszidja figyelheto meg

Az 8795 sebocytakon a CBI (A) és CB2 (B) kimutatasat specifikus fluoreszcens FITC-jeléléssel végeztiik
immuncitokémia soran. Csupan a CB2 receptor jelolése esetén lathatunk erdteljes immunfestodést. A receptorok
protein szintii jelenlétét Western blot segitségével (C), valamint mRNS szintii expressziojat RT-PCR technikaval
(D) vizsgaltuk. Elozetes kisérleteink soran nem tapasztaltunk expresszio valtozast az egyes konfluenciak kézott. A
D abran lathaté mintdkat kiilonbozo konfluenciaju mintik poolozasabol vittiik fel. Pozitiv kontrollként human
szortiiszot (CB1), valamint monocytdakat (CB2) hasznaltunk. Ugyanazon kisérletek soran meghataroztuk a mintak
belso kontrollként hasznalt citokrom C (Cyt-C), illetve GAPDH expressziojat is. NK: negativ kontroll, PK:
pozitiv kontroll, NTK: templat cDNS nélkiili kontroll.
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Az 8795 sebocytak endocannabinoidokat termelnek

A CB2 receptor expresszidjanak igazoldsa utdn arra a kérdésre kerestiik a valaszt,
hogy a sebocytak képesek-e a receptor ligandjainak termelésére is. A sebocytdk endogén
cannabinoid tartalmanak meghatdrozasa soran azt tapasztaltuk, hogy a sejtek jelentds
mennyiségli AEA-ot (66,710 fmol/mg szdvet) és 2-AG-t (6,241 pmol/mg szdvet)
(4tlag£SEM, N=4) tartalmaznak. Ez a mennyiség 0sszevethetd a kordbban leirt, kiillonb6zd
borteriileteken talalt endocannabinoid koncentraciokkal; 50 fmol/mg szovet AEA-ot mutattak
ki a patkany talp- és egér fiilmintdkban (Calignano ¢és mtsai, 1998; Karsak és mtsai, 2007),
mig 20-30 pmol/mg szovet 2-AG-t mértek az egérfiilbdl szarmazd szovetekben (Karsak és
mtsai, 2007). Ezek az értékek mintegy 10-szeres mennyiségben meghaladjdk a
laboratériumunk altal a huméan follikulusokban leirt koncentraciokat (6,6-11,2 fmol/mg szdvet

AEA; 0,3 fmol/mg szdvet 2-AG, Telek €s mtsai, 2007).

Az endocannabinoidok fokozzak az SZ95 sebocytak lipidszintézisét, és apoptozist

indukalnak

A tovabbiakban az endocannabinoid rendszer lehetséges funkciondlis szerepének
vizsgalatat tiztiik ki célul a sebocytdk olyan alapvetd sejtfolyamataiban, mint a lipidtermelés,
a differencialodas és a sejtproliferacio. A sebocytak egyik legfontosabb feladata a jellegzetes
Osszetételll sebum termelése; ezért megvizsgaltuk a két legismertebb endocannabinoid, az
AEA ¢és a 2-AG hatasat az SZ95 sejtek lipidszintézisére. A sejteket 24 oOran keresztiil
inkubaltuk a két emlitett endocannabinoid kiilonb6z6 koncentracidival (1-30 uM). A
sejtekben a felhalmozddoé lipideseppeket szemikvantitativ Oil-Red O festéssel lathatdva téve
azt tapasztaltuk, hogy kontrollhoz képest mindkét anyag hatdsara jelentdsen megndtt a
lipideseppek szdma, illetve azok mérete (10. A abra).

A lipidek akkumulacéjat kvantitativ modon is megvizsgaltuk a neutralis és a polaros
lipideket fest6é fluoreszcens Nile Red jeloléssel FLIPR segitségével. Eredményeink szerint
mind az AEA, mind pedig a 2-AG doézisfiiggé modon, a kontrollhoz viszonyitva legalabb

kétszeresére fokozta a differencialodast jelzd neutralis lipidek termelddését (10. B és C abra).
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10. abra: Az endocannabinoidok fokozzdk a sebocytdk lipidszintézisét

A: A reprezentativ abran 24 oran at 30 uM AEA-dal és 2-AG-lal kezelt SZ95 sebocytak fenymikroszkopos képei
lathatok. A sejtek fixalasat kovetden az intracelluldris lipidcseppeket Oil Red O festéssel jeloltiik, a sejtmagokat
pedig Mayer-féle hematoxilinnal tettiik lathatova. B, C: A sejteket szintén 24 oran keresztiil kezeltiik AEA és 2-
AG fent lathato koncentracioival, majd Nile Red jelolést kévetd kvantitativ fluorimetrids mérés segitségével
vizsgaltuk a sejtek lipidszintézisét. Az abrdk 5 fiiggetlen kisérlet atlagSEM értékeit mutatiak. *: p<0,05 a
kontrollhoz viszonyitva.

A tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy az endocannabinoidok befolyéasoljak-e a
sebocytak életképességét. A sejteket 4 napon keresztiil kezeltilkk az anyagok kiilonb6zo
koncentraciodival, és azt tapasztaltuk, hogy mind az AEA, mind a 2-AG dozistdl fiiggden,

jelentdsen csokkentette az €10 sejtek szamat (11. abra).
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11. dabra: Az endocannabinoidok csokkentik az SZ95 sebocytik életképességet

A sejteket 4 napon keresztiil kezeltiik AEA-dal (A) és 2-AG-lal (B) az abran bemutatott koncentraciokban, majd a
sejtek életképességet kolorimetrias MTT assay-vel vizsgaltuk az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak
alapjan. Az abran atlag+SEM értékeket tiintettiink fel, N=5, *p<0,05 , a kezeletlen kontrollhoz képest.

Hogy a csokkend sejtszam hatterében allo folyamatokat kideritsiik, fluoreszcens
modszerek segitségével apoptozis és nekrozis vizsgalatokat végeztiink. Aramlasos citometrids
mérések soran azt tapasztaltuk, hogy az AEA és a 2-AG jelentésen megemelte az apoptotikus
(Annexin-V+/propidium-jodid—) sejtek aranyat, mig a nekrotikus (Annexin-V+/propidium-
jodid+) sejtek szamat csak kismértékben fokozta a tenyészetekben (12. A abra).

Ezen eredményeink megerdsitésére tovabbi kvantitativ fluorimetrids assay-ket is
végeztiink. A sejteket mitokondrialis membranpotencial fiiggd festékkel, a DilC;(5)-tel,
illetve a halott sejtek nuklearis DNS-ét fest6 SYTOX Green-nel jeloltiik, és vizsgaltuk a
nekrotikus sejtekbdl torténd GO6PD-felszabadulasat is. Azt tapasztaltuk, hogy az AEA
jelentdsen lecsokkentette a mitokondridlis membranpotencidl értékét (apoptozis), mig a
legmagasabb alkalmazott koncentracidja ezen drasztikus csokkenés mellett mar jelentds
SYTOX Green akkumulaciot ¢s G6PD-felszabadulast is kivaltott (nekrézis) (12. B abra).
Ezen eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az endocannabinoidok jorészt apoptozist,
mig nagyobb koncentraciokban alkalmazva apoptdzist és/vagy nekrozist indukalnak az SZ95

sebocytakban.
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12. abra: Az. endocannabinoidok sejthalalt indukdlnak az SZ95 sebocytakban

A: A sejteket 48 oran keresztiil 30 uM AEA-dal és 30 uM 2-AG-lal kezeltiik. Az daramldsos citometrids
vizsgalatok soran FITC-konjugalt annexin-V és propidium-jodid kettds festés segitségével a sejthaldl apoptotikus
és nekrotikus formdit vizsgaltuk. Az annexin-V-pozitivitds az apoptotizalo sejtekre utal (jobb alsé kvadrans), mig
az annexin-V-és Pl-pozitivitas a nekrotikus sejteket mutatja (jobb felsd kvadrans). N=2. B: A sejteket 24-48 oran
keresztiil kezeltiik 96 lyuku tenyésztéedényben. A nekrotikus folyamatokat 24 ora elteltével a feliiluszobol G6PD
felszabadulas vizsgalataval, valamint 48 ora elteltéevel SYTOX Green assay segitségével, mig az apoptozist
DilCy(5) jeloléssel kovettiik nyomon. Az élo sejtek szamaban bekdvetkezé valtozasok megallapitasara MTT-
assayt végeztiink. Az abran atlag+SEM értékek vannak feltiintetve, N=4, *p<0,05, kezeletlen kontrollhoz (mint
100%-hoz) képest (vizszintes vonal).
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Az AEA CB2-medidlt uton fejti ki hatdsat

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az AEA a cannabinoid receptorok (CB1 ¢s CB2)
mellett a TRPV1 receptor agonistaja is (Pacher és mtsai, 2006; Di Marzo és mtsai, 2002; Van
Der Stelt és mtsai, 2004), mely molekula jelenlétét laboratériumunk sikerrel igazolta SZ95
sebocytakon (T6th €s mtsai, 2009). Hogy kideritsiik, melyik receptor kozvetitésével fejti ki az
AEA a hatasat, CB1, CB2 és TRPV1 specifikus antagonista (rendre AM-251, AM-630 és I-
RTX) jelenlétében is elvégeztiik fent bemutatott kisérleteinket. Mind a CB1, mind a TRPV1
gatlasa hatastalannak bizonyult; ezzel szemben a CB2 specifikus antagonista AM-630 képes
volt kivédeni az AEA lipidakkumuléciot stimuldlod hatisat (13. A abra). Kimutattuk azt is,
hogy az AM-630 nemcsak az AEA indukalta lipidszintézist géatolta, hanem annak
sejtszamcsokkentd és apoptozist indukald hatasat is (13. B abra). Ezen eredményeink arra

utalnak, hogy a CB2 receptor szerepet jatszik az AEA altal kifejtett cellularis hatasok

kialakulasaban.
I Kontroll I SYTOX Green
1 AM-251 C_—1SYTOX Green (AM-630)
S 1-RTX I DiIC,(5)
3001 AM-630  * 150 HI DIIC,(5) (AM-630)
T S

250+

100+

50+

Lipidszintézis (kontroll %-aban)
Fluoreszcencia (kontroll %-aban)

Kontroll AEA Kontroll AEA

13. abra: Az AEA CB2 receptoron keresztiil fejti ki cellularis hatdsait az SZ95 sebocytakban

A: A sebocytikat 24 oran keresztiil kezeltiik az abrdn lathato specifikus gatloszerekkel (CB1 antagonista 1 uM
AM-251; TRPV1 specifikus inhibitor 50 nM I-RTX, CB2 antagonista 10 uM AM-630) AEA alkalmazasa mellett.
A neutralis lipidek szintjét a korabban leirtak szerint Nile Red jelolést kévetéen hataroztuk meg. A gatloszerek
onmagukban nem modositiak a sejtek lipidtartalmat. N=3, atlagtSEM, *p<0,05, a kezeletlen kontrollhoz képest,
#p<0, 05, a kizarolag AEA-kezelt sejtekhez képest. B: Az apoptotikus folyamatokra utalo mitokondrialis
membranpotencial valtozast DilC(5) jeloleéssel kovettiik nyomon. A nekrotikus folyamatokat SYTOX-Green
Jjelolést kovetden fluorimetrias méréssel vizsgaltuk. Az értékeket az oldoszerrel kezelt kontroll értékének
szdzalékaban adtuk meg. N=3, atlag=SEM, *p<0,05, a kezeletlen kontrollhoz képest; #p<0,05, az inhibitor
hatasa AEA-kezelt kontrollhoz képest.

Ezt az elképzelésiinket tdmasztotta ala az az eredményiink is, miszerint lipidszintézis

vizsgalatakor a szintetikus, CB2-receptor specifikus agonista JWH-015 az AEA-dal
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megegyezO hatast produkalt, mig a szintetikus, CB1-receptor specifikus agonista ACEA nem
valtoztatta meg a sejtek zsirtermelését. A sejtek ¢€letképességének esetleges valtozasat is
vizsgaltuk a szintetikus agonistdk alkalmazéasa utdn. A JWH-015 csokkentette a sejtek
¢letképességét és apoptozis-domindlt sejthalalt indukalt, ezzel szemben a CB1 specifikus
agonista ACEA teljesen hatastalannak bizonyult (14. A és B abra). Ezen mérések soran
kapott eredményeink tehat megerdsitették azt a hipotézisiinket, hogy a CB2 receptor
funkcionalis szereppel bir az SZ95 sebocytak legalapvetdbb biologiai folyamatainak

szabalyozasaban.

% B Nekrozis (SYTOX Green)
300 - 150 =1 Apoptozis (DilC,(5))
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14. abra: A szintetikus CB2 agonista JWH-015 mimikdlja az AEA hatdsdt

A sejteket 96 lyuku teyésztéedényben kezeltiik AEA-dal, CB2 specifikus agonista JWH-015-tel és CB1 specifikus
agonista ACEA-dal (mind 30 uM), majd 24 ora elteltével vizsgaltuk a lipidszintézis valtozasat (4), 48 ora mulva
pedig az apoptotikus és nekrotikus folyamatokat, valamint az él6 sejtek szamaban bekévetkezd valtozasokat (B).
Az értékeket atlagtSEM formdaban adtuk meg, a kezeletlen kontroll szazalékaban (vizszintes vonal); *p<0,05, a
kezeletlen kontrollhoz képest.

Végezetiil siRNS technikat alkalmazva is megvizsgaltuk a CB2 szerepét az AEA
lipidszintézist fokoz6 hatdsdban. Az SZ95 sebocytdkat harom eltérd, de a CB2 mRNS-ére
egyarant specifikus siRNS prébaval is transzfektaltuk az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben
leirtak szerint. Az abran reprezentativ Western blot-tal és RT-PCR-ral (15. A abra) kapott
eredményeink lathatok a sebocytdkon végzett, 2 napos CB2 siRNS transzfekcié utan
(transzfekcid szempotjabol a 2. és a 3. nap bizonyult leghatékonyabbnak (15. B abra)). A
CB2 szelektiv géncsendesités mindharom esetben sikeres volt, hiszen mindharom konstrukt
jelentdsen lecsendesitette a CB2 receptor expresszidjat a kontrollhoz, valamint a negativ
kontrollként alkalmazott ,,scrambled” siRNS-hez képest.

A CB2 ,csendesitett” sebocytdkon funkcionalis vizsgalatokat is végeztiink. A
transzfekciot kovetd masodik napon, amikor a géncsendesités a leghatékonyabbnak bizonyult,

a sejteket a korabbiakhoz hasonldan 24 6rén keresztiil kezeltikk AEA-dal, majd megvizsgaltuk
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a lipidszintézist. A kezelés sordn azt az érdekességet tapasztaltuk, hogy a CB2 siRNS-sel
kezelt sejtek bazalis lipidtermelése Iényegesen alacsonyabb volt, mint a kezeletlen kontrollé
vagy a ,scrambled” RNS-sel kezelt sejteké. Amint az varhaté volt, a CB1 siRNS-sel
transzfektalt sejtek lipidtartalmdban nem tapasztaltunk valtozast. Ezen tdlmenden az is
bebizonyosodott, hogy CB2 géncsendesitett sebocytdkban az AEA nem tudta kifejteni
lipidtermelést fokozo hatasat (mig a kontrollként alkalmazott CB1 lecsendesitése nem

befolyasolta azt) (15. C abra).

A B
CB2 siRNS
WB
C SCR. 57 ,6° 77
CB2 | s s w |52 kDa
120 1 1 CB2R-expresszio
OD (%) 100 13 7 28 —_
g 100
Cyt-C s w20 kDa S I
2 80 A [
=
RT-PCR £ %] I
S
S 40 *
© 20 1
OD (%) 100 11 18 24

GAPDH 340 bp . 2 3 4

Napok

15. dbra: A CB2 specifikus siRNS hatdsa az

O H

8795 sebocydkon
A sejteket az ,,Anyagok és modszerek”
2507 “Kontroll * g fejezetben leirtak szerint transzfektaltuk CBI-re
SCR. siRNS %* (siRNA ,,27) és CB2-re (siRNS-5, siRNS-6,

CB2 siRNS ,,5”
CB2 siRNS ,,6”
CB2 siRNS ,,7”
CB1 siRNS ,,2”

SiRNS-7)  specifikus siRNS-ekkel, valamint
,scrambled” siRNS-sel (SCR RNS). A: A
reprezentativ abrdkon a CB2 expresszio
vizsgalata lathato Western blot technikdval és
RT-PCR-ral a transzfekciot kéveté masodik
napon. A CB2 expresszio mértékét a savok
optikai denzitasaval jellemeztiik, amiket a belsé
kontrollként hasznalt citokrom C (Cyt-C,
Western blot), illetve GAPDH (RT-PCR)
értékeire normalizaltuk. A normalizalt optikai
denzitas értekeket (OD) a ,,scrambled” kontroll
(SCR) szazalékaban adtuk meg. B: Az 1-4
Kontroll AEA napig CB2 ,,6” siRNS konstrukttal transzfektalt

sejteken 3 fiiggetlen Western blot kisérlet

statisztikai analizisét végeztiik el. *p<0,05, a ,,scrambled” kontroll (SCR) szazalékahoz képest (vékony vonal).
C: Az dbran a kontroll és siRNS-sel transzfektalt sejtek lipidszintézise lathato kontroll kériilmények kézott és
AFEA kezelést kovetden. Az SZ95 sejteket a transzfekcio masnapjan 96 lyuki tenyésztélemezre szélesztettiik, majd
24 6ra mulva (vagyis a transzfekciot kéveté masodik napon) kezeltiik 30 uM AEA-dal. Ezt kévetéen ujabb 24 ora
elteltével Nile Red jelolést kovetden mertiik a lipidek mennyiségét fluorimetrias uton. *p<0,05, atlag+SEM a

,,scrambled "kontrollhoz képest; #p< 0,05 az AEA-kezelt ,,scrambled” kontrollhoz képest.
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Az AEA cellularis hatasdanak kifejlodésében a MAPK utvonal is résztvesz

Szamos sejttipus esetén leirtdk mar, hogy az aktiv cannabinoid receptorok tobb
intracellularis utvonalat is aktivalhatnak, ilyen példaul a protein kindz C (PKC), a mitogén-
aktivalta protein kinaz (MAPK) vagy a foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) utvonal (Melck és
mtsai, 1999; Derkinderen és mtsai, 2003; Velez-Pardo és mtsai, 2006), ezért a tovabbiakban a
CB2-medialt jelatviteli itvonal alkotoit probaltuk feltérképezni a huméan SZ95 sebocytakban.

Az AEA lipidtermelddést fokozo hatasat nem tudtuk kivédeni sem a PKC inhibitor
GF109203X-al, sem pedig a PI3K-t gatlé6 wortmanninnal. Ezzel szemben a MAPK inhibitor
PD098059 szignifikdnsan csokkentette az anandamid hatasat (16. A abra). Ezt alatamasztjak
a Western blottal kapott eredményeink is, miszerint az AEA a MAPK Erk-1/2 jelentds,
atmeneti foszforilacidjat valtotta ki SZ95 sebocytakban (16. B abra). Western blot
kisérletiinket elvégeztik a 2-AG jelenlétében is, és az AEA-hoz hasonlé eredményeket
kaptunk (16. C abra). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a CB2-medialt sejtfolyamatokban a

MAPK tutvonal aktivalodasa is szerepet jatszhat humén sebocytak esetén.

A B
Erk-1/2 === — — - 42/44 kDa

E 350__ B Kontroll %
2 [ GF109203-X . ]
iﬁ 300__ B Wortmannin PErk-172 - - 42/44 kDa
= 2501 - e 0 10 20 40 90 (min)
£ L] EZ2 - 30 UM AEA
. ”
E 150 g% C
e /
£ 1007 %% Erk-172 | S e vy S sy |- 42/44 kDa
£ 50-
- 4 A % pErk-1/2 D e - 42/44 kDa

Kontroll AEA

0 10 20 40 90 (min)
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16. abra: A CB2-medidlt sejtfolyamatokban a MAPK utvonal is aktivalodik

A: A sebocytikat 24 oran keresztiil kezeltiik az dbran lathato farmakonokkal (PKC antagonista 100 nM
GF109203X; PI3K inhibitor 100 nM wortmannin; MAPK inhibitor 10 uM PD98059; PPARy inhibitor 5 uM
GW9662; CB2 antagonista 10 uM AM-630), valamint azokat 30 uM AEA-dal kombindlva. A neutralis lipidek
szintjét a korabban leirtak szerint Nile Red jelolést kévetden hataroztuk meg. N=3, dtlagtSEM,*p<0,05, a
kezeletlen kontrollhoz képest; #p<0, 05, az AEA-kezelt (azaz inhibitor nélkiili) kontrollhoz képest. B, C: Az SZ95
sebocytikat 30 uM AEA-dal (B), illetve 30 uM 2-AG-lal (C) kezeltiik, majd az abrdn lathato idépontokban
learattuk. Ezt kévetden Western blot segitségével vizsgaltuk az Evk-1/2 és foszforilalt formdjanak (pErk-1/2)
expressziojat. 2 megismételt kisérletiink azonos eredményt hozott.
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Az endocannabinoidok fokozzdak a lipidszintézis szabdlyozdsdaban szerepet jdatszo gének
expresszidjdt

Mint azt a Bevezetésben mar emlitettiik, a nuklearis receptorok kozé tartozo6 PPAR-ok
kozponti szerepet jatszanak a lipidanyagcsere szabalyozasdban szamos sejtféleségben
(Desvergne és Wahli, 1999; Lee és mtsai, 2003). Az SZ95 és a SEB-1 sejtekkel végzett
korabbi kisérletek soran kideriilt, hogy a sejtek terminalis differencialodasat kisérd
lipidfelhalmozédas kialakulasdban a PPAR-oknak is fontos szerepiik van (Rosenfield és
mtsai, 1998; Chen és mtsai, 2003; Trivedi és mtsai, 2006). Felvetodott tehat a kérdés, hogy az
endocannabinoidok lipidszintézist fokozé hatasaban szerepet jatszhat-e a génexpresszidjukban
bekovetkezd valtozas is?

Megvizsgaltuk a PPAR-ok expresszidjat ¢és az expresszid valtozdsat az
endocannabinoidok hatdsara. Kvantitativ valos idejii PCR segitségével mindharom ismert
PPAR izoforma (PPARa, PPARS és PPARy) mRNS transzkriptjét detektaltuk. Dozsa és
munkatirsai (még nem kozolt eredmény) sikerrel igazoltdk olyan PPARy target gének
expresszigjat mind humdn faggyumirigyben, mind SZ95 sebocytakon, melyeket eddig
makrofagokban, adipocytdkban vagy dendritikus sejtekben irtak le (Yoon és mtsai, 2000;
Shappell és mtsai, 2001; Vosper €s mtsai, 2001). Kivancsiak voltunk arra, hogy a PPAR-ok
részt vesznek-e az endocannabinoidok aktivalta jelatviteli utakban, ezért megvizsgaltuk a
PPARy target gének — a COX2 (Cyclooxygenase-2), az ADRP (Adipose differentiation-
related protein), valamint a PGAR (PPARy-regulated angiopoietin-related protein) —
expresszios szintjében endocannabinoidok hatdsara esetlegesen bekovetkezd valtozasokat. Az
1. tablazatban bemutatott adatokbol jol latszik, hogy mind az AEA, mind a 2-AG 24 ora
elteltével (mely id6n beliil hatékonyan fokoztak a sejtek lipidszintézisét is) jelentdsen fokozta
a PPARGS és y génexpressziojat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A PPARa gén szintjét 24
ora elteltével csak a 2-AG volt képes szignifikansan megemelni. A tovabbi vizsgalt géneknél
(COX-2, ADRP, PGAR) mar 12 ora elteltével dramaian, mintegy 10-15-sz6rosére fokozodott
a génexpresszid mértéke, ami ugyancsak a PPARy endocannabinoidok altali aktivalédasat
tdmasztja ald. Mindez arra utal, hogy az endocannabinoidok faggyutermelést fokozo
hatdsaban szerepet jatszik a lipidszintézist pozitivan regulald gének expresszidjanak fokozasa
(1. tablazat). Ezen eredményiinket az is megerdsiti, hogy az SZ95 sebocytdkon a PPARy
szelektiv inhibitor, a GW9662 (Zhang ¢és mtsai, 2006) képes volt csokkenteni az anandamid
lipogén hatasat (16. A abra).
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30 uM AEA 30 uM 2-AG
Génexpresszio
12h 24 h 12 h 24 h
PPARa 0,84+ 0,12 0,96 £ 0,05 0,89 £ 0,08 1,44 £ 0,06*
PPARS 1,67 £0,12%* 2,07+0,11* 1,33 £0,12%* 2,28 +0,16*
PPARy 1,00 £ 0,07 1,49 £0,01* 1,03 £ 0,08 2,22+ 0,15*
COXx2 2,06 £ 0,14* 6,93 = 0,65* 1,59 £ 0,16* 2,45+0,93*
ADRP 1,77 £ 0,07* 2,59 +£0,22* 4,44 + 0,45* 3,82 +0,34%*
PGAR 9,95+ 1,23* 11,6 £ 1,92%* 16,0 + 1,26* 13,4+ 1,21%*

1. tablazat: Az AEA és a 2-AG fokozza a lipidszintézis szabdlyozdsaban szerepet jdtszo gének xpresszidjdt

8795 sebocytikon

Az SZ95 sebocytikat 12 illetve 24 ordn dt kezeltiik 30 uM AEA-dal és 30 uM 2-AG-lal. A kezelést kévetéen
kvantitativ valos idejii PCR segitségével meghatdaroztuk a tablazatban feltiintetett gének expressziojat a human
cyclophilin-A expressziojara normalizdlva. A tablazatban a kezeletlen kontrollhoz (ahol kontroll=1) viszonyitott

ertekeket tiintettiik fel. N=3 *p<0,05 az oldoszerrel kezelt kontrollhoz viszonyitva.
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2. Kisérletek huméan epidermalis keratinocytakon

A humdn keratinocytak egyardant expresszaljak a CBI-et, a CB2-t és a TRPVI-t

A korabbi irodalmi adatokkal (Denda és mtsai, 2001, Maccarrone és mtsai, 2003)
megegyezOen, valamint laboratériumunk eredményeit (Bodd és mtsai, 2005) megerdsitve
eldszor immuncitokémiaval és Western blot technikéval azonositottuk a CB receptorok (CB1
¢s CB2) ¢és az ,,ionotrop AEA receptor” TRPV1 (Di Marzo €s mtsai, 1998 ¢és 2001; Zygmunt
¢s mtsai, 1999) jelenlétét NHEK és HaCaT keratinocytakon (17. A és B abra).

A

CB1 CB2

NHEK

10 um

10 um

HaCaT

10 pm

17. dabra: A CB1, a CB2 és a TRPVI1 protein
NHEK  HaCaT szintii kimutatisa NHEK sejteken és HaCaT
keratinocytikon
CB1 " d 45 kDa A: A CBI, a CB2 és a TRPVI fehérje
expressziojanak vizsgalata immuncitokémiaval
NHEK sejteken (felsé sor), valamint HaCaT
Cyt-C | WS 12 kDa keratinocytikon  (alsé  sor): a  specifikus
immunreaktivitast FITC konjugalt mdasodlagos
CB2 W w52 kDa antitesttel  tettiik lathatova (z6ld  szin), a
sejtmagokat DAPI (kék szin) jelzi. NK: Negativ
_ -~ kontroll. A negativ kontroll felvételek léptéke 10
Cyt-C sy | 12 kDa um-t jelent.
B: A receptorok protein szintii kimutatdsat
TRPV1 - B | 95 kDa kozepes, 40-60%-os konfluencidju tenyészetekbdl
keszitett  mintikon végeztiik Western  blot
segitségevel. Minden esetben belsé kontrollként
Cyt-C - 12 kDa citokrom C-t (Cyt-C) alkalmaztunk.

B
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Ezt kovetden a receptorok génexpresszidjanak mRNS-szintli vizsgéalatat végeztiik el.
RT-PCR és kvantitativ valos idejii PCR segitségével is igazoltuk a receptorok jelenlétét mind

NHEK sejteken, mind pedig HaCaT keratinocytdkon (18. A és B abra).
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18. abra: A CB1, a CB2 és a TRPV1 génexpressziojanak vizsgalata NHEK és HaCaT sejteken

A ket sejttipusbol izolalt teljes RNS-b6l a receptorok mRNS szintii vizsgalatadt eloszor RT-PCR technikaval (A),
majd O-PCR segitségeével (B) is elvégeztiik. B: A receptorok expresszidjanak mértékét szdzalékos értékben adtuk
meg az NHEK sejtekben expresszdlodo receptorok mennyiségéhez viszonyitva (vizszintes vonal). NTK= templat
nélkiili kontroll. N=4, atlag+SEM.

Az AEA csokkenti a sejtek életképességét és apoptozist indukdl in vitro

Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az endocannabinoid AEA hogyan
befolyasolja a sejtek novekedését és tulélését. Az €16 sejtek szdmanak meghatarozasara MTT
alapu kolorimetrias assayt végeztiink; ennek soran azt tapasztaltuk, hogy az AEA dozisfiiggd

modon csokkentette az NHEK ¢és a HaCaT keratinocytdk életképességét €s egyben

folyamatokat kvantitativ fluorimetrids mérésekkel vizsgaltuk. A sejteket 24 o6ran at kezeltiik
az AEA kiilonb6zo koncentracioival, és megallapitottuk, hogy az jelentésen és dozisfiiggd
modon lecsokkentette a mitokondrialis membranpotencialt, fokozta az annexin-V pozitiv
sejtek szamat, valamint aktivalta a proapoptotikus kaszpédzokat (19. B, C és D abra); azaz
AEA apoptotikus folyamatokat inditott be. A sejtfelszini és magmembran integritasanak
sériilése ugyanakkor nekrotikus folyamatokra utal, mely jol vizsgalhaté a halott sejtekbol
felszabaduld6 G6PD mennyiségének fluorimetrids elemzésével, valamint az integritdsukat

vesztett sejtek nukledris DNS-ét festd fluoreszcens SYTOX Green festék akkumuléacidjaval
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(19. E és F abra). Ezen eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az AEA
sejtszamcsOkkentd hatasanak hatterében foként apoptotikus folyamatok allnak, bar az AEA

legnagyobb alkalmazott koncentracioja mar nekrozist valt ki mindkét sejttipus esetében.
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19. abra: Az AEA csokkenti a sejtek életképességét és sejthaldlt indukdal NHEK sejteken és HaCaT
keratinocytikon

A keratinocytakat 96 lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik 20000 sejt/lyuk denzitas mellett, majd 24 oran
keresztiil kezeltiik AEA-dal az dbrdkon lathato koncentracio tartomanyban (0,1-30 uM). A: Az életképességet
MTT alapu kolorimetrids assay segitségével hataroztuk meg 550 nm-en. B, C, D: Fluorimetrids uton vizsgaltuk
az Annexin-V pozitiv sejtek ardnydt, a mitokondridalis membrdanpotencidl csékkenését és a proapoptotikus
kaszpazok akitvitasat az apoptotizalo sejtekben. E, F: A nekrotikus folyamatokat G6PD-felszabaduldst illetve
SYTOX Green jelolést kovetoen fluorimetrias méréssel vizsgaltuk. N=3. Az értékeket atlag+SEM formaban adtuk
meg, a kezeletlen kontroll szazalékdaban (vékony vizszintes vonal), ¥*p<0,05, a kezeletlen kontrollhoz képest.
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A human borben az AEA in situ is kifejti antiproliferativ és proapoptotikus hatdsait (,,skin

organ culture” technika)

"or

Eredményeink megerdsitésére kollaboracios partnereinkkel human fejborbol készitett,
szérummentes kdzegben tartott ,,skin organ culture” tenyészeteken (Lu €s mtsai, 2007, Tiede
¢s mtsai, 2009) is vizsgaltuk a proliferdlo, illetve apoptotikus sejtek ardnyat AEA
jelenlétében. Ehhez Ki67-TUNEL festést végeztiink, amely képes mind a proliferald sejtek
(Texas Red-del jelolt Ki67 pozitiv sejtek), mind az apoptotikus sejtek (FITC-el jelolt TUNEL-
pozitiv sejtek) kimutatasara. Ezzel sikeriilt aldtdmasztanunk eddigi eredményeinket: azaz 30
uM AEA alkalmazésakor a proliferadld, Ki67+ sejtek szadma lecsokkent, mig az apoptotikus,

TUNEL+ sejtek szama jelentésen megnétt a 14 napos vizsgalat soran (20. A, B és C abra).
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20. abra: Az AEA hatasdra csokken a sejtek proliferdcios képessége, mig az apoptotikus sejtek ardnya megno
A sejteket kollaboracios partnereink naponta 30 uM AEA-dal kezelték, majd méréseket végeztek az 1., 7. és 14.
napon. A: a proliferacio (Ki67, piros) és az apoptozis (TUNEL, zdld) egy idejii jelolése kontroll és 30 uM AEA-
kezelt keratinocytakon. A sejtmagokat a DAPI magfesto jelzi (kék). A szaggatott vonal az epidermis és a dermis
hatarat jeloli. B, C: A Ki-67- (B) és TUNEL-pozitiv (C) sejtek szazalékos aranya a teljes sejtszamra (DAPI-
pozitiv sejtek) vonatkoztatva. Az abran atlagxSEM értékeket tiintettiink fel, N=5, *p<0,05 , a kezeletlen
kontrollhoz képest.
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Az AEA cellularis hatasait a CB1 és a TRPV1 kozvetiti

Miutéan in situ koriilmények kozott is sikeriilt igazolnunk, hogy az AEA proapoptotikus
hatdssal bir humén keratinocytdkon, a hattérben lezajlo jelatviteli mechanizmusok

vizsgalataval folytattuk kisérleteinket.
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21. abra: Az AEA CB1 és TRPV1 receptoron keresztiil fejti ki hatdsait

A HaCaT keratinocytikat 96 lyuku tenyésztéedényben tenyésztettiik 20000 sejt/lyuk denzitas mellett, majd 24
oran keresztiil kezeltiik 10 uM anandamid, valamint a specifikus antagonistik megfelelé kombindciocival (CB1: 1
uM AM-251; CB2: 1 uM AM-630; TRPV1: 5 uM CPZ és 50 nM I-RTX). Emellett vizsgaltuk az extracellularis tér
assay-vel vizsgaltuk a sejtek életképességet. (A). Az anandamid sejtszamcsdkkentd hatasat az AM-251, a CPZ és
a I-RTX, valamint az alacsony [Ca’']zc volt képes kivédeni. A CBI és a TRPVI antagonistdk egyiittes
alkalmazasa nem volt additiv hatasu (B). C és D: Az apoptozis vizsgalatara fluoreszcens DilC (5) és Annexin-V
jelolest vegeztiink. Az AEA proapoptotikus hatasunak bizonyult. Az anandamid apoptozist indukalo hatasat a
CBI antagonista AM-251, a TRPVI antagonista CPZ és I-RTX, valamint az alacsony [Ca’]gc volt képes
csokkenteni. N=3. Az értékeket atlag=SEM formaban adtuk meg, a kezeletlen kontroll szazalékaban (vékony
vizszintes vonal),; *p<0,05, a kezeletlen kontrollhoz képest; #p<0, 05, anandamid kezelt sejtekhez képest.

47



Mint azt mar a sebocytak kapcsan is emlitettilk, az AEA nemcsak a cannabinoid
receptorok, hanem a TRPV1 receptor agonistdja is (ezért is szoktak ezeket Osszefoglaloan
»~anandamid receptornak” nevezni; Pertwee, 2005; Hiley ¢és Hoi, 2007). Ezért a CBI1
specifikus antagonista AM-251, a CB2 specifikus antagonista AM-630 mellett a TRPV1
specifikus antagonista CPZ és [-RTX jelenlétében is elvégeztiik vizsgalatainkat. A 21. A dabra
azt mutatja, hogy az antagonistdk dnmagukban nem befolyésoltak a sejtek ¢letképességét.
Ezzel szemben, ha azokat AEA-os kezelés mellett alkalmazzuk, a CB1 antagonsita AM-251
¢s TRPV1 antagonista CPZ ¢és [I-RTX képes volt kivédeni az AEA ¢életképességet csokkentd
(21. B abra) és sejthalalt indukalo hatasat (21. C és D abra), mig a CB2 receptort gatlé AM-
630 hatastalannak bizonyult. A CB1 ¢és a TRPV1 antagonista egyiittes alkalmazasa nem volt
additiv az AEA hatasanak kivédése szempontjabol (21. A, B és C abra).

Mivel a TRPV1 funkcionalis Ca’**-csatornaként miikodik (Bevan és mtsai, 1993;
Caterina és mtsai, 1997; Bir6o és mtsai, 1998; Birder és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002;
Bodo és mtsai, 2005), megvizsgaltuk a Ca®" szerepét az AEA hatasanak kifejlédésében is.
Eredményeink szerint a csokkentett Ca®"-koncentracioju kozegben az AEA (normal Ca’'-
szint mellett tapasztalt) gatlé hatdsa elmaradt (21. B abra), mely jelenség felveti a TRPV1,
mint funkcionalis Ca*'-csatorna szerepét az AEA hatasanak kifejlddésében (a csokkentett
Ca”*-szint 6nmagaban nem befolyasolta a sejtek életképességét). Ezen eredményeink arra

utalnak, hogy a CB1 mellett a TRPV1 is szerepet jatszhat az AEA altal kifejtett, fent emlitett

hatasokban.
siRNS
Kontroll SCR CB1 CB2 TRPV1
Bl o e B e | 45KDa
CB2 | iy s W S | 60 kDa

22. abra: A CB1, CB2 és TRPV1 siRNS transzfekcio hatékonyan miikédik HaCaT sejteken

A sejteket az ,, Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint transzfektaltuk a CB1-re, a CB2-re és a TRPV1-
re specifikus siRNS probdkkal, valamint ,,scrambled” siRNS-sel (SCR). A transzfekcio hatékonysdgat 4 napon
keresztiil vizsgaltuk. Leghatékonyabbnak mindharom oligonukleotid primer esetében a 2. nap bizonyult. A
reprezentativ abran a transzfekciot kéveté masodik napon késziilt Westen blot képe lathato.
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Vizsgalataink soran siRNS technikat is alkalmaztunk, igy egy ujabb ,,nézépontbdl”
tisztazhattuk a receptorok szerepét az AEA cellularis hatasaiban. A sejteket a CB1, a CB2 ¢és a
TRPV1 mRNS-ére specifikus siRNS-sel transzfektaltuk az ,,Anyagok ¢és moddszerek”
fejezetben leirtak szerint. A 22. abram Western blot-tal kapott eredményeink lathatok a
HaCaT sejteken végzett, 2 napos siRNS transzfekcidé utan. A felvételen jol lathato, hogy a
CBI, a CB2 ¢és a TRPV1 specifikus siRNS proba jelentésen lecsendesitette a vizsgalt receptor
expresszigjat a kontrollhoz, valamint a negativ kontrollként alkalmazott ,,scrambled” siRNS-
hez képest (22. abra).

Az AEA vizsgalatat a transzfekciot kovetd mdasodik napon végeztiik, amikor a
géncsendesités a leghatékonyabbnak mutatkozott. Sem a transzfekcios kontrollként hasznalt
»scrambled” siRNS, sem pedig az adott receptorokkal szemben specifikus siRNS probdk nem
csokkentették a €16 keratinocytdk szamat, s6t azt tapasztaltuk, hogy a CB1 és TRPV1
géncsendesitése szignifikdnsan fokozta a sejtek életképességét (23. A abra), az anandamid
nem tudta kifejteni fentebb tapasztalt cellularis hatasait sem a CBl, sem a TRPVI1
transzfekciojat kovetden. A farmakologiai vizsgalatok eredményeihez hasonloan a CB1 ¢és a
TRPV1 egyiittes géncsendesitése sem bizonyult additivnak (23. B, C és D abra). Ezen

eredményeink tovabb erdsitették azt a felvetést, miszerintszerint tehat a receptorok konstitutiv

crer

Az AEA cellularis hatasait feltehetoen egy szekvencidlisan aktivalodo jelatviteli

mechanizmus (CB1 — TRPVI — Ca’*-bedramlds) medidlja humdn keratinocytikban

Mivel a farmakolodgiai és siRNS kisérletek soran sem lattuk jelét a CB1 és a TRPV1
gatlas additivitdsanak, ezért felmeriilt, hogy az AEA nem egyszerre, hanem iddben egymas
utan aktivdlja a receptorokat. Ennek tisztdzdsa érdekében tovabbi kisérleteket végeztiink.
Mivel a TRPV funkcionalis Ca®* csatornaként miitkodik a HaCaT keratinocytdkon (Southall
és mtsai, 2003; Bodo és mtsai, 2005), fura 2-AM Ca’"-érzékeny festék segitségével optikai
uton mértilk az anandamid hatdsira a sejteken az [Ca’]ic-ban bekdvetkezd véltozasokat.
Pozitiv kontrollként a TRPV1 specifikus agonista CAPS-t hasznaltuk, ami bizonyitottan
fokozza a human epidermalis keratinocytdk [Ca* ]ic-jat (Southall és mtsai, 2003; Bodo és

mtsai, 2005).
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23. abra: Az AEA nem tudja kifejteni celluldris hatdasait a CB1 és a TRPV1 géncsendesitett HaCaT sejteken
Specifikus CBI, CB2 és TRPVI ellenes siRNS probakkal tranziens transzfekciot végeztiink, majd 48 ords
inkubdcio utan 10 uM anandamiddal kezeltiik ujabb 24 oran keresztiil a sejteket. A, B: Az él6 sejtek szamanak
meghatdarozasat MTT-assay segitségével végeztiik. A: Az siRNS probak nem csokkentik az életképességet,
ugyanakkor a CB1 és a TRPV1 probak kiilon-kiilon és additivan alkalmazva is fokoztak a viabilitast. B: A CB1
és a TRPV1 probdk (és azok egyiittes alkalmazadsa) mellett az AEA nem tudta kifejteni sejtszamcsokkentd hatdsat.
C, D: Az apoptozis vizsgalatara kvantitativ fluoreszcens méréseket vegeztiink DilC,(5) (C), valamint Annexin-V
festést (D) kovetden. Az AEA a CBI és/vagy a TRPVIsiRNS probak mellett nem tudta kifejteni hatasat. N=2. Az
értékeket atlagxSEM formaban adtuk meg, a kontroll szazalékaban (vékony vizszintes vonal); *p<0,05, a SCR
SiRNS kontrollhoz képest; "p<0,05, AEA kezelt SCR siRNS-sel transzfektalt sejtekhez képest.

Az ,akutan” alkalmazott AEA dozisfiiggben megnovelte a sejtek [Ca’|ic-jat; ez az
amplitido-emelkedés a kontrollként alkalmazott TRPV1 specifikus 10 puM CAPS
amplituddjaval kozel azonos nagysagi volt (24. A abra). Ez a hasonl6sdg nem mondhat6 el
ugyanakkor a két anyag hatdsanak kinetikajarol: mig a CAPS gyorsan, rovid id6 alatt okozott

tranziens Ca’" -koncentracié emelkedést (time-to-peak, TTP: 13,844 s, mean+SEM, n=11),
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addig az AEA joval hosszabb id6 alatt tudta csak kifejteni hatasat (TTP: 168,2+20 s,
mean+SEM, n=16 sejt) (24. B abra).
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24. abra: Az AEA feltehetéen a CBI receptoron keresztiil aktivilja a TRPV1-et

A keratinocytak aktivalasat kévetéen fluoreszcens fura 2-AM festék jelenlétében mértiik az intracellularis
kalciumkoncentracié ([Ca’'] ) viltozdsdt a sejtekben. A [Ca’ |-t a 340 (Fsz) és 380 nm-en (Fsg) torténd
gerjesztés hatasara emittalt fluoreszcenciaintenzitas-hanyadossal (Fs./Fssg) jellemeztiik. A: Az AEA névekvd
koncentracioival perfundaltuk a sejteket, 10 uM AEA alkalmazasaval értiik el a maximalis jelet; ez 10 uM CAPS
hatasanak felel meg. B, C: Specifikus antagonistak (CB;: 1 uM AM-251; CBy: 1 uM AM-630; TRPVI: 5 uM
CPZ és 50 nM I-RTX) jelenléténél, valamint csokkentett [Ca’]Jzc mellett vizsgdltuk a 10 uM AEA dltal
letrehozott csucs eléréséhez sziikséges idot (TTP) (B) és a kialakitott tranziens amplitudojat (C). D: 10 uM CAPS
hatdsa elmaradt a specifikus antagonistik és az alacsony [Ca’ Jgc mellett. N>10. Az értékeket dtlag+SEM
formdban adtuk meg; *p<0,05, kontroll (nem perfundalt) sejtekhez képest; "p<0,05, AEA kezelt (B, C), illetve
CAPS kezelt (D) sejtekhez képest.

Ezt kovetden kivancsiak voltunk arra, hogy az AEA ,akut” alkalmazéasakor kivaltott
tranziens kialakuldsa kivédhetd-e az eddig alkalmazott antagonistakkal. Megallapitottuk, hogy
az AEA altal indukalt Ca®"-tranziensek egyarant gatolhatok voltak a CB1 antagonista AM-
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251, valamint a TRPV1 antagonista [-RTX és CPZ alkalmazasaval, tovabba az [Ca2+]Ec
csokkentésével (24. C abra) (a CB2 antagonista hatdstalannak bizonyult). Kimutattuk azt is,
hogy a CB1 and TRPV1 inhibitorok egyiittes alkalmazasa ismételten nem valtott ki additiv
hatast. Ezen eredényeink arra utaltak, hogy a CB1 mellett a TRPV1, mint funkcionalis Ca*'-
csatorna, is szerepet jatszik az AEA hatasanak kialakitasaban.

Habar mindkét receptor antagonistaja kivédte az AEA 4ltal létrehozott Ca**-tranziens
kialakulasat, a CB1 és a TRPV1 gatlas kinetikdja jelentésen kiilonbozott egymastol. Azaz,
mig a TRPV1 antagonistdk adagoladsakor nem valtozott a hatas kialakuladsdhoz sziikséges 1d6
(TTP), addig a CB1 gatlds hatdsdra az amplitadd csokkenése mellett a tranziens
kialakulasédhoz sziikséges 1d6 is jelentdsen (mintegy 200%-kal) megemelkedett (24. B abra)
(a CB2 antagonista ismét hatastalannak bizonyult). Végezetiil (varakozasainknak
megfeleléen) bebizonyosodott, hogy a CAPS hatésat jelentds mértékben meggatolta a TRPV1
antagonista CPZ és I-RTX, valamint az [Ca® Jgc csokkentése, ugyanakkor nem befolyasolta a
CBI1 antagonista AM-251 alkalmazasa (24. D dbra).

Mindezen eredményeinket Osszefoglalva megéllapithatd, hogy az AEA keratinocyta
proliferacidt gatlo és sejthalalt indukdlo hatasat feltehetden egy szekvencialisan aktivalodo és
egymassal szoros kapcsolatban 4llo jelatviteli lancolat (CBI — TRPV1 — Ca®'-bearamlas)

beinditasan keresztiil fejti ki.
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MEGBESZELES

A humadan SZ95 sebocytik funkciondlis, konstitutiv aktivitissal biro endocannabinoid

rendszerrel rendelkeznek

Az endocannabinoid rendszer olyan sokoldalu szabdlyozo szerepet tolt be a
szervezetben, amelynek még messze nem ismerjiik minden vonatkozasat. Ennek megismerése
az 1990-es évek elején kezdddott a marihuana pszichoaktiv komponensét, a THC-t felismerd
membranreceptor felfedezésével. Az ezredfordulo felé kozeledve egyre tobb endocannabinoid
vegyiiletet azonositottak, igy eldszor az anandamidot és a 2-AG-t, majd késébb a noladin-
étert, a N-arachidonoil-dopamint és a virodhamint. A figyelem az utobbi évek soran egyre
inkabb a bioszintézisiikre és molekularis mechanizmusaikra, s6t, az utobbi években klinikai
hatdsaikra terel6dott. Az 1-es tipusu cannabinoid receptort (CB1) eldszor a kozponti
idegrendszerben, mig a 2-es tipustut (CB2) az immunrendszerben irtak le. Idével azonban
kideriilt, hogy a receptorok lokalizacidja kozel sem ilyen egyértelmii; mindkét receptor tipus
megtalalhatd ugyanis a szervezet szdmos sejt- és szovetféleségében. Mindezen adatok arra
utaltak, hogy az endocannabinoid rendszer sokkal komplexebb, mint eleinte gondoltuk.
mutatta ki a funkciondlis endocannabinoid rendszer kifejez0dését a human szortliszében
(Telek és mtsai, 2007). Az azzal funkcionalis egységet képezd faggytmirigyek esetén
Elsdsorban ezért valasztottuk kisérleteink elsé felének alanydul a faggyumirigyet, illetve az
abbol szarmaztatott SZ95 sebocyta sejtvonalat.

Elészor a human faggyumirigy CB1 ¢és CB2 expresszidos mintazatat vizsgaltuk
immunhisztokémiai moddszerrel (8. dabra). Stinder ¢és munkatarsainak eredményeit
laboratériumunk is aldtdmasztotta, miszerint mindkét receptor megtaldlhatd a human
faggytmirigyekben in situ. Ugyanezt mar nem mondhatjuk el a faggyumirigybdl szarmazé
immortalizalt SZ95 sejtvonalrdl: immuncitokémiaval, valamint Western blot technikaval
igazoltuk a CB2 receptor jelenlétét a sebocytdkon, mig a CBI1 expresszidja nem volt
megfigyelhetd. RT-PCR-technikéval végzett mRNS szintli vizsgélataink soran szintén csak a
CB2 receptort sikeriilt kimutatnunk (9. abra).

Kollaboracids partnereink emellett kimutattak, hogy az SZ95 sebocytak képesek az
AEA ¢és a 2-AG termelésére (AEA esetében 66,710 fmol/mg; 2-AG esetében 6,2+1

pmol/mg). Ez a mennyiség 0sszevethetd volt a kordbban leirt, kiilonbdzd allati borteriileteken
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talalt endocannabinoid koncentraciokkal (patkany talp- és egér fiilmintakban; Calignano és
mtsai, 1998; Karsak és mtsai, 2007), viszont mintegy 10-szeres mennyiségben meghaladjak a
laboratériumunk altal a humén follikulusokban leirt koncentracidkat (6,6-11,2 fmol/mg szdvet
anandamid; 0,3 fmol/mg szdvet 2-AG, Telek és mtsai, 2007).

Miutan sikeresen kimutattuk az endocannabinoid rendszer legfontosabb tagjainak
(CB2, AEA, 2-AQG) jelenlétét a faggytimirigysejteken, a kovetkezOkben a rendszer lehetséges
szabalyoz6 szerepének felderitésére torekedtiink. Megvizsgaltuk, hogy a cannabinoidok
befolyasoljak-e a sebocytdk differencidlodasat jelzd neutralis lipidek szintézisét. Mind
szemikvantitativ (Oil Red O festés, 10. A abra), mind kvantitativ (fluoreszcens Nile Red
jelolés, 10. B abra) modszerek alkalmazasa mellett azt tapasztaltuk, hogy az AEA- és a 2-
AG-kezelés hatdsara jelentésen fokozodott a sejtekben a lipidszintézis. A vegyiiletek emellett
csokkentették a sebocytdk életképességét is, melynek hatterében fOként az apoptotikus
folyamatok beinduldsa allt (G6PD-felszabadulas, Mitoprobe-assay, Annexin-V pozitivitas,
11., 12. abra).

Irodalmi adatok szerint az AEA cellularis hatasait a CB1, CB2 és/vagy TRPVI
medialta Gtvonalon keresztiil hozza létre (azaz mind endocannabinoid, mind endovanilloid
funkciokkal rendelkezhet) (Di Marzo és mtsai, 2002 és 2004; Piomelli, 2005; Pacher és mtsai,
2006; Felder és mtsai, 2006). Ezen kiviil laboratériumunk munkainak kdszonhetden mar azt is
tudtuk, hogy a TRPV1 megtalalhatdé az SZ95 sebocytdkon (Toth és mtsai, 2009); ezért
munkank fontos Iépése volt meghatirozni azt, hogy az endocannabinoidok mely
receptor(ok)on fejtik ki hatasukat. Az AEA sejtszamcsokkentd és apoptozist indukald hatasat
kivédte a CB2 specifikus antagonista AM-630, ugyanakkor a CB1 antagonista AM-251 ¢és a
TRPV1 antagonista [-RTX hatastalannak bizonyult (13. abra). Szintetikus agonistakkal
végzett kisérleteink ugyancsak a CB2 receptor funkcionalis jelenlétét tamasztottak ala: a CB2-
receptor specifikus agonista JWH-015 az AEA-dal megegyez0 hatdst produkalt, mig a
szintetikus, CB1-receptor specifikus agonista ACEA nem befolyasolta a lipidszintézist, sem
pedig a sejtek ¢életképességét (14. abra). Feltételezhetd tehat, hogy az AEA hatésait kizarolag
a CB2 aktivaciojan keresztiil fejtette ki. Ezt az elképzelést tovabb erdsitették a CB-
géncsendesités sordn kapott eredményeink is, miszerint az AEA a CB2-géncsendesitett
sejteken hatastalannak bizonyult. Megfigyeltiik azt is, hogy a CB2 siRNS-sel kezelt sejtek
alap faggyutermelése lényegesen alacsonyabb volt, mint a nem transzfektalt kontroll sejteké
(15. abra). Ezen eredményiink arra utal, hogy az SZ95 sebocyték lipidszintézist szabalyozo
jelatviteli mechanizmuséban az endocannabinoid rendszer (konkrétan a CB2) funkcionalis

szereppel bir.
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Kisérleteink soran megvizsgaltuk azokat az intracelluldris jelatviteli utvonalakat
(PKC, MAPK, PI3K) is, melyekrol kordbban leirtak, hogy résztvehetnek az endocannabinoid
szignaliz4cid mechanizmusaiban (Melck és mtsai, 1999; Derkinderen és mtsai, 2003; Velez-
Pardo és mtsai, 2006). Munkank soran bebizonyosodott, hogy a sebocytdk CB2-medialt
folyamataiban a MAPK utvonal aktivalodésa is szerepet jatszik (16. abra). Az intracellularis
jelatviteli utvonal tovabbi potencialis tagjait kutatva a kiilonb6z6 PPAR-ok szerepét
elemeztiilk. Korabbi kisérletes adatok arra utaltak, hogy az endocannabinoidok egyarant
lehetnek a PPAR-ok aktivatorai is (Devchand és mtsai, 1996; Desvergne ¢s Wahli, 1999;
Bouaboula és mtsai, 2005; Burstein, 2005; O’Sullivan, 2007). A PPAR-okr6l ismert, hogy a
lipidmetabolizmus fontos reguldtorai (Schoonjans és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 2003), sot
irodalmi adatokbdl azt is tudjuk, hogy a receptorcsalad tagjai szerepet jatszanak a sebocytak
lipidtermelésének szabalyozasadban is (Rosenfield és mtsai, 1999; Chen és mtsai, 2003;
Trivedi és mtsai, 2006). Kisérleteink soran kapott eredményeink arra utalnak, hogy az
endocannabinoidok lipidakkumulaciot fokozd hatasaban szerepet jatszhat a lipidszintézist
pozitivan regulald gének expresszidjanak aktivalasa (1. tablazat). Ezen eredményiinket az is
megerdsiti, hogy az SZ95 sebocytakon a PPARY szelektiv inhibitor, a GW9662 (Zhang és
mtsai, 2006) az AEA lipidakkumuléciot ndveld hatasat képes volt jelentésen csokkenteni (16.
abra).

A faggyumirigy a boOr homeosztdzisaban taldn a legfontosabb szerepet betoltd
mirigylink. A homeosztatikus viszonyok felborulasa szamos koérallapot kialakuldsdhoz
vezethet; ilyen példaul az egyik legnagyobb prevalincidju borbetegség, az acne vulgaris. Az
jatszik a keratinocytdk hiperproliferacioja miatt létrejové comedoképzddés, a sebocytak
fokozott ¢és megvaltozott Osszetételli lipidtermelése (seborrhoea), valamint patogén
mikroorganizmusok (pl. Propionibacterium acne) elszaporodasa. Mivel az acne
kialakulasanak egyik elsé 1épése a fokozott faggyutermelddés, igy feltételezhetd, hogy a
faggyumirigyek endocannabinoid rendszerének koros tulmikodése szerepet jatszhat a
betegség patogenezisében. Igy kisérleteink soran szerzett adataink — reményeink szerint —
kiterjedt klinikai kutatdsokat indithatnak el, melyek feltarhatjak, hogy a vegyiiletek miként
hasznalhatok nemcsak az acne, hanem mas, a faggyumirigy zavaraval (akar tGlmikodésrol,

akar alulmtikodésrdl legyen sz0) tarsuld borbetegségek kezelésében is.
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Az AEA humdn keratinocytikon kifejtett hatisiat a CB1 és a TRPVI egymast kivetd
aktivdcidja kozvetiti

Ismert, hogy a bor és fliggelékei nem csupan fizikai-kémiai barrier szerepet toltenek
be, hanem neuro-immuno-endokrin rendszerként is felfoghaték (Slominski és Wortsman,
2000). Laboratoriumunk eredményei szerint az endocannabinoid AEA (mely, kordbbi
adataink alapjan, onmagaban a hajfollikulusokban is termelddik) és a jol ismert exogén
cannabinoid THC szadmos bioldgiai funkcidt befolydsol a humdan szortliszében (Telek és
mtsai, 2007). Kimutattuk, hogy mindkét molekula — valosziniisithetden CBI1-medialt
transzforméciot indukal.

A disszertacio masodik felében bemutatott munkank soran bebizonyitottuk, hogy a
humén epidermalis keratinocytakon —in situ és in vitro egyarant—az AEA a fent emlitett
iranyban moddositotta a cellularis folyamatok egyensulyat, azaz gatolta a human keratinocytak
alatamasztva (Denda és mitsai, 2001; Maccarone ¢s mtsai, 2003; Bodd és mitsai, 2005) —
laboratériumunk is kimutatta NHEK ¢és a HaCaT keratinocytdkon a TRPV1 mellett a CB1 és
a CB2 jelenlétét is (17., 18. abra). Farmakoldgiai vizsgalataink soran ezt kdvetden azt
tapasztaltuk, hogy az AEA mind az NHEK sejtek, mind a HaCaT keratinocytak
¢letképességét csokkentette és sejthalalt indukalt (19. abra), valamint, hogy ezen hatasok
nagymértékben fiiggtek a sejtekbe bearamlé Ca®" mennyiségétdl. Kollaboracios patnereink
huméan bor taléld szervkultraban végzett kisérletei alatdmasztottak in vitro sejteken kapott
kisérleti eredményeinket; kimutattdk, hogy AEA hatasara in situ is csokkent a keratinocytak
proliferacidja és nétt az apoptotikus sejtek aranya (20. abra).

Funkcionalis vizsgalati eredményeink azt az hipotézist vetették fel, miszerint az AEA
az epidermalis keratinocytdkon egy Osszehangolt, meghatarozott sorrendii és szekvencialisan
aktivalodo CB1 — TRPV1 — Ca®-bedramlds jelatviteli utvonalat indit be. A modell
valddisagat szamos kisérletes eredményiink tdmasztotta ala:

(i) Az AEA sejtszamot csokkentd, apoptézist indukald, valamint [Ca* ]ic-t noveld hatasat a
CB1 antagonista AM-251, a TRPV1 antagonista CPZ és I-RTX, az [Caz+]EC csokkentése,
valamint a CB1 és TRPV1 receptorok siRNS-medialta lecsendesitése egyarant kivédte.

(ii) Erdekes modon a CBI és a TRPV1 specifikus siRNS probék, illetve a CB1 és a TRPV1
antagonistak egylittes alkalmazdsa nem valtott ki additiv hatast, ami azt sugallja, hogy az

AEA nem ,.ko-aktivalta” a CB1 és TRPV1 molekulakat.
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(ii1)) A receptorok aktivalédasanak idobeli sorrendjét vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az
AEA — szemben az azonnali Ca*'-bearamlast kivalto ,direkt” TRPV1 agonista CAPS
hatasaval — csak joval hosszabb idé eltelte utan emelte meg az [Ca*|ic-t. Habar nem zarhat6
ki, hogy az AEA lassabb hatdsa a molekula kordbban leirt (Lazar és mtsai, 2006; Ursu és
mtsai, 2010) nagyobb lipofilicitdsdnak volt koszonhetd, eredményeik arra utalnak, hogy az
AEA nem kozvetleniil aktivalta a TRPVI1-et, hanem eddig fel nem tart szignalizacios
utvonal(ak) beinditasa révén.
(iv) Ezt a feltételezést — miszerint a TRPV1 aktivaciojahoz vezetd, az AEA altal beinditott
,upstream” mechanizmusok kozott elsé helyen szerepel a CB1 aktivacidja — az is bizonyitja,
hogy habar a CB1 és TRPV1 antagonistdk egyarant csokkentették az AEA altal beinditott
Ca®"-tranziensek amplitadojat, csak a CB1 antagonista AM-251 névelte meg Ca”'-tranziensek
TTP értékeit (mig a TRPVI ,csatorna-antagonistdi”, melyek nem befolydsoljak a CBI1
aktivitasat, nem valtottak ki hasonl6 hatasokat).
(v) Végezetiil azon eredményiink, miszerint a TRPV1 agonista CAPS Ca’'-bearamlést
indukalé hatasat kizarolag a TRPV 1 antagonistak és a [Ca” Jgc csokkentése védte csak ki, mig
a CBI gatlasa nem befolyasolta azt arra utal, hogy az AEA nem egy ,,forditott sorrendi” AEA
— TRPV1 — CB1 — Ca*"-bearamlas mechanizmust indit be human keratinocytakon.

Korabbi irodalmi adatokkal (Maccarone ¢s mtsai, 2003; Telek és mtsai, 2007
Wilkinson és Williamson, 2007) jo dsszhangban kisérleteink soran mi is kimutattuk a CB2
receptor kifejez6dését a human epidermalis keratinocytdkon. Molekuléaris bioldgiai
kisérleteinkben (siRNS) ugyanakkor bebizonyosodott, hogy habar az AEA ennek a
receptornak is jol ismert agonistdja, a CB2 feltehetden nem jatszik szerepet a sejtek AEA-
indukalt sejtvalaszainak kialakitdsaban (ellentétben a faggyumirigy-eredetii sebocytakon fent
bemutatott kisérletes eredményeinkkel). Feltételezhetd tehat, hogy a CB2 funkcionalis
szerepét a keratinocytdk ,,életében” mas folyamatok teriiletén toltheti be. Erre utalnak korabbi
kisérletes adatok is; kimutattdk példaul, hogy a CB2 aktivacié hatdsira az epidermalis
keratinocytakbol endogén opioidok (pl. B-endorfin) szabadulnak fel, melyek ezt kovetden a
primer afferens neuronok p-opioid receptorain keresztiil antinociceptiv hatast valtanak ki
(Ibrahim és mtsai, 2005). Bebizonyodott az is, hogy a CB2-medialt szignalizaci6 jelentds
szereppel bir kiilonbozé allatmodellekben 1étrehozott borgyulladas (dermatitis) folyamatainak
szabalyozasaban is (Oka és mtsai, 2006; Karsak ¢s mtsai, 2007).

Az epidermalis keratinocytakon végzett kisérleteink eredményei potencialis klinikai
jelentdséggel is birnak. Mivel a CB1 ¢s a TRPV1 antagonistdk, valamint a specifikus siRNS
probak kivédték az AEA proliferaciot géatld és sejthalalt indukald hatasat, kisérletes
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eredményeink szerint ezen Ujonnan felfedezett, feltehetden endogén moddon aktiv
endocannabinoid-receptor-csatorna mechanizmus folyamatosan ,,kontroll alatt tartja” a sejtek
novekedését, azaz véd a hiperproliferacio ellen. Ezen feltevésiinket erdsit(het)i Casanova és
munkatarsai (2003) korabbi eredményei, miszerint a cannabinoid receptorok stimuldldsa
apoptozist indukalt epidermalis tumorsejtekben. Ugy tinik tehat, hogy a bér ,.finoman
hangolt” endocannabinoid ,,tébnusa” — melyet a folyamatosan vagy az igényeknek megfeleléen
»on-demand” termelddd endocannabinoidok 4llitanak be —nemcsak a bdrfiiggelékek
novekedésének, a faggyumirigy zsirtermelésének, valamint a bdr immunfolyamatainak
szabalyozasaban vesz részt, hanem mélyrehatdé modon képes az epidermalis folyamatok
befolyésalasara is (6sszefoglalva Bir6 ¢s mtsai, 2009).

Természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek a fent bemutatott j mechanizmus in
vivo relevancidjanak megitéléséhez. Szisztematikus analizisre var tovabbd azon kérdés
megvalaszolasa is, miszerint a bér endocannabinoid rendszerének koéros miikddése szerepet
jatszik-e kiilonféle dermatédzisok — pl. krénikus hiperproliferativ borbetegségek, viszketéssel
jaro korképek, a bor gyulladasos megbetegedései — pathogenezisében. Végezetiil, reményeink
szerint, kisérleteink folytatasaként olyan vizsgalatok indulnak el, melyek feltarjdk a bor
endocannabinoid rendszerének célzott farmakologiai manipuldlasaban rejld lehetOségeket
olyan nagy prevalencidju, gyakran igen sulyos korképek kezelésében, mint pl. a pikkelysomor

vagy a bor eredetli rosszindulata daganatok.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben az endocannabinoid rendszer szerepét vizsgaltuk a humén bor
epidermalis keratinocytdi ¢és a faggyumirigy-eredeti sebocytdk alapveté biologiai
folyamatainak szabalyozdsdban. Laboratoriumunk korabban igazolta az endocannabinoid
rendszer jelenlétét a szOrtiisz6 kiilonféle elemeiben. Kisérleteink els¢ részében a
pilosebaceous egység masik tagjan, a faggyamirigy sebocytdin vizsgaltuk a rendszer
funkciondlis jelenlétét. A faggyumirigyhez hasonldéan az immortalizalt SZ95 sebocytakon is
igazoltuk a CB2 receptor jelenlétét, azonban a CB1 receptor expresszidja a sejtvonalon nem
volt megfigyelhetd. Kollaboracios partnereink sikerrel igazoltak, hogy az SZ95 sebocytak
endocannabinoid AEA-ot ¢és 2-AG-t termelnek. Kimutattuk tovabba, hogy az
endocannabinoidok jelentds mértékben és dozis-fiiggd modon fokoztdk a sejtek
lipidtermelését, valamint foként apoptdzis kovetkeztében 1étrejovd sejthalalt indukaltak. Az
endocannabinoidok emellett a lipid homeosztazisban kulcsfontossagu szerepet betdltd PPAR
magreceptor csaladba tartozO PPARO és -y expresszidjat, illetve a PPARY célgének
kifejezodését is jelentés mértékben fokozta. Bebizonyosodott tovabba, hogy a fenti CB2
receptor-medialt sejtfolyamatokban a MAPK tutvonal aktivalodasa is szerepet jatszhat. Mivel
a CB2 ,,géncsendesitett” sebocytak bazalis lipidtermelése alacsonyabb volt, mint a kezeletlen
kontroll sejteké, kisérletes eredményeink egy 10j, CB2-kapcsolt, feltehetéen konstitutiven
aktiv, endocannabinoid-szabalyozott jelatviteli mechanizmus szerepére utalnak a human
sebocytak lipidszintézisének és tulélésének szabalyozasaban.

A CBl-et, a CB2-t ¢s a TRPV1-et is expresszalo epidermalis eredetli NHEK és HaCaT
sejteken, valamint humén bor taléld szervkultirdn végzett kisérleteink soran megéllapitottuk,
[Ca®"]ic novekedéssel jard sejthalalt indukalt. Bemutattuk azt is, hogy ezen sejtfolyamatok
egy Uj, feltehetéen endogén modon aktiv szignalizdciés mechanizmus beinditasa révén
valosultak meg, mely magéiban foglalja a metabotrép CB1 és az ionotrop cannabinoid
receptor TRPV1 szekvencialis aktivalodasat. Reményeink szerint, kisérleteink folytatasaként
olyan vizsgalatok indulnak el, melyek feltarjak a bér endocannabinoid rendszerének célzott
farmakologiai manipulalasdban rejlé lehetdségeket olyan nagy prevalenciaji, gyakran igen
sulyos korképek kezelésében, mint pl. a pikkelysomor vagy a bor eredetli rosszindulati

daganatok.
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SUMMARY

In our experiments, we have investigated the role of the endocannabinoid system in
the regulation of key biological processes of human epidermal keratinocytes and sebaceous
gland-derived sebocytes. We have previously identified the expression of the
endocannabinoid system is various elements of the hair follicles. In the first phase of our
study, we have analyzed the functional expression of the system on sebaceous gland-derived
sebocytes. Similar to the sebaceous glands, we have indestified the existence of CB2 receptor
of immortalized SZ95 sebocytes whereas the expression of CB1 was not confirmed.
Furthermore, our collaboration partners have shown that these cells produce
endocannabinoids, i.e. AEA and 2-AG. We have also found that the endocannabinoids
markedly and dose-dependently stimulated sebaceous lipid sysnthesis and induced a chiefly
apoptosis-driven cell death. Besides, endocannabinoids significantly stimulated genes
expression of various members of the PPAR nuclear receptor family (PPARS and -y) and of
PPARY target genes. It was also whown that these actions were selectively mediated by CB2-
coupled signaling involving the MAPK pathway. Since cells with “silenced” CB2 exhibited
significantly suppressed basal lipid production, our results collectively suggest that human
sebocytes utilize a paracrine-autocrine, endogenously active, CB2-mediated endocannabinoid
signaling system for positively regulating lipid production and cell survival.

Using human cultured keratinocytes (which express CB1, CB2, and TRPV1) and skin
organ-culture models, we have provided the first evidence that AEA markedly suppresses
keratinocyte proliferation and induces cell death, most probably due to a Ca**-influx, both in
vitro and in situ. Moreover, we also present that these cellular actions are mediated by a
novel, most probably constitutively active signaling mechanism which involves the activation
of the metabotropic cannabinoid receptor CB; and a sequential engagement of the “ionotropic
cannabinoid receptor” transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1). Hence, the data
reported here may encourage one to explore whether the targeted manipulation of the above
signaling pathway of the cutaneous ECS could become a useful adjunct treatment strategy for
hyperproliferative human dermatoses such as e.g. psoriasis or keratinocyte-derived skin

tumors.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AA — Arachidonsav

AC — Adenilat-ciklaz

ACEA — Arachidonoyl-2-chloro-ethylamide

ADP — Adenozin-difoszfat

ADRP — adipose differentiation-related protein

AEA — N-arachidonoylethanolamid=anandamid

2-AG — 2-arachidonoyl glycerol

AM — Acetoximetilészter

AMT — Anandamid membran-transzporter

ANOVA — Varianciaanalizis

ATP — Adenozin-trifoszfat

BCA - Bicinchoninsav

BSA — Borjt szérum albumin

[Ca2+]EC — Extracelluléris szabad Ca®" koncentracid
[Ca®]ic — Intracelluléris szabad Ca®" koncentraci6

cAMP — Ciklikus adenozin-monofoszfat

CBD —Cannabidiol

CBN — Cannabinol

CB1 — Cannabinoid receptor-1

CBI1 — Cannabinoid receptor-2

CMF-PBS — Kalcium- ¢s magnéziummentes foszfat puffer
cDNS — Komplementer dezoxiribonukleinsav

COX-2 — Ciklooxigenaz-2

CAPS — Kapszaicin

CPZ — Kapszazepin

DAB — Diamino-benzidin

DAG - Diacil-glicerol

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol

DilC,(5) - 1,1',3,3,3",3"-hexametilindodicarbocianin-jodid
DMRM - Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztdoldat
DNS — Dezoxiribonukleinsav

EGTA - Etilénglikol-tetraecetsav

Erk — Extracellularis szignal regulalt kindz

FAAH — Zsirsavamid-hidrolaz

FAM — 6-karboxi-fluoreszcein

FBS — Embrionalis borji szérum

Fc receptor — Fc (fragment crystallizable) régiot kotd receptor
FceRI —Nagy affinitasi immunglobulin E Fc (fragment crystallizable) régiot koto receptor
FITC — Fluoreszcein-izotiocianat

FLICA™ — Fluorescent-Labeled Inhibitor of CAspases
FLIPR — FLuorescence Image microPlate Reader

G6PD — Gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

GAPDH - Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GM-CSF — Granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktor
GPRS55 — G protein-kapcsolt receptor 55

HaCaT — Human Adult skin keratinocytes, low Ca", elevated Temperature
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HEPES — 4-(2-hidroxietil)- 1 -piperazinetanszulfonsav
HRP — Tormaperoxidaz

[FNy — Interferon-y

IgE — Immunglobulin E

IGF-1 — Inzulinszerti ndvekedési faktor

IgG — Immunglobulin G

IL — interleukin

[-RTX — Iodo-reziniferatoxin

LTB4 — Leukotrién B4

MAG-lipaz — Monoacilglicerol-lipaz

MAPK — Mitogén-aktivalta protein kindz

MHC — F§ hisztokompatibilitasi komplex

mRNS — Messenger ribonukleinsav

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid
NADA — N-arachidonoyl-dopamine

NAPE — N-arachidonoil-foszfatidol-etanol-amid
NHEK — Normal human epidermalis keratinocyta

NGF - Idei eredetli novekedési faktor

Q-PCR — Kvantitativ valosidejli polimerdz lancreakcid
PAGE — Poliakrilamid gélelektroforézissel

PBS — Foszfat puffer

PBST — 1% Tween-20-at tartalmazo PBS

PCR — Polimeraz lancreakcid

PDGF — Trombocita eredetii ndvekedési faktor

pERK — Foszforilalt ERK

PGAR — PPARy-regulated angiopoietin-related protein
PI3K — Foszfatidil-inozitol-3-kindz

PKA — Protein kinaz A

PLC — Foszfolipaz-C

PLD - Foszfolipaz-D

PPAR — Peroxiszoma proliferator aktivalt receptor
RFU — Relativ fluoreszcencia egység

RNS — Ribonukleinsav

SCR-RNS — Scrambled siRNS

SDS — Natrium-dodecil-szulfat

siRNS — Kis interferald6 RNS

TAMRA - 6-karboxi-tetrametil rodamin

TdT — Terminalis deoxinukleotidil transzferaz

THC — (-)-A’-tetrahydrocannabinol

TNFa — Tumor nekrézis faktor-a

TRIS — Tris(hidroximetil)aminometan

TRP — Tranziens receptor potencial

TRPV — Tranziens receptor potencial vanilloid alcsalad
TRPV1 — Tranziens receptor potencial vanilloid-1 / vanilloid receptor-1 / kapszaicin receptor
TTP — Maximum eléréséhez sziikséges id6 (time-to-peak)
TUNEL — Terminalis dezoxinukleotid- transzferaz-medialta deoxiuridin-trifoszfat (dUTP)-

jelolés
UV — ultraviola
VR1 =TRPV1
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