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Bevezetés

Az epidermis

A bor a szervezetet a kulvildg karos hatasaitolovedrrier, érzékszerv,
részt vesz a th és energiahaztartdsban, az immunrendszer médgfelel
mukodésében. A drben kép#dik ultraibolya fény hatasara a kolekalciferol,
mas néven D3 vitamin. Adb harom, 6nmagaban is dsszetett résegpul fel,
ezek a ham (epidermis), irha (dermis vagy cutisa &ralja (subcutis). A ham
az ectodermabdl fétik, nem tartalmaz ereket és idegeket, az anyagjesar
irha febl passziv diffazéval torténik. Az elszarusodasaermmriondlis fejpdés
3. hénapjaban indul meg. A ham bazalis rétégeejt jelled, pluripotens
sejtektdl all. Mitosis utan az egyik leanysejt a keratindki utanpotlasaul
szolgal, mig a masik a basalis rétegben marad éérmeluripotens jellegét.
Az embriondlis fepdés 10-12. hetében neuroectodermalis eiiedsjtek
vandorolnak az epidermisbe, és ott melanodendkbd@talakulnak. Ezek a
melanocitdk dldei, amelyek a melanint fogjak termelni. A melatdci
nyulvanyos sejtek, amelyek nyulvanyaik révén adjka keratinocitaknak a
megtermelt melanint, amit a keratinocitdk aktivdeitpsissal vesznek fel, majd
a sejtmagjuk felett sapkas#en halmoznak fel.

A HaCaT sejtek a normal human keratinocitak szkteben alkalmazott
modelljei. Nem tartalmaznak melanint, amely védékét az UV sugarzas

karositd hatasatol.

Az UV-B sugarzas

A fény az elektromagneses sugarzas egy része \AB Sugarzas (280-
315 nm) része a természetes napfénynek, elérdéefitint. Az UV-B-sugarak
nagy részét kisi az ablakiiveg, azonban a viz nem. Ezt a suganaryt sok
diagnosztikai és terapias celbol keészitett féng®rremittalia. Az UV-B
sugarzasnak alapvetszerepe van abban, hogy az epidermiszben D3-wvitami

kepadik. Azonban szamos negativ hatasa is van a szdreeamely adr akut



és kronikus karositasaban nyilvanul meg. Az UV-Bldmiai hatasanak tudhat6
be a napégés (erythema), amelyet a prosztaglamidivetit €és 12-24 6ra utan
jelenik meg. Irritdlja a k@hartyat és a corneat. Az UV-B-sugarzas éltal az
epidermalis sejtekre, kiégzovetre és kapillarisokra kifejtett karositd hatas
magaban foglalja a DNS-, RNS-, protein- és sejtmr@mptusztitast, amelyek

jelents szerepet jatszanak a carcinogenesisben.

A keratinocitak szerepe a primer sebgyogyulasban
A sebgyogyulas etsnapjan a seb tertletén megjelennek a citokineket

termeb makrofagok, amelyek a szovetreakciot szabalyozaékebszélen ley
hamsejtek mobilizalasat megei a sejtek kozott meglévintegrin-kozvetitett
kapcsolatok fellazuldsa és felbomlasa, helyettiilatimeneti kotések alakulnak
ki. A hamsejtek dlszor ellapulnak, hogy minél nagyobb terlletet tndia
beboritani, majd elindulnak a sebszélelSlfeA mozgasuk sebessége kb. 0,5
mm/nap. A hamsejtek osztédasat az EGF (epidernaaltgrfactor) és a KGF
(keratinocyte growth factor) serkenti. A glikok&did tébblet és a diabetes

jelentbsen csokkenti a KGF termelését, ezaltal hatraleagabgyogyulast.

Keratinocitak purinerg szignalizacioja

Az elo szervezetekben a purinerg vegyiletek tobbféleepeertdltenek
be, egyrészt a DNS-ben taldlhaté alafivetolekulék, illetve nagy energidju
kotéseik révén energiatarold molekulak is. Azt hogy extracellularisan
megjeled adenozinvegyileteknek is van hatasuk, csak a b8A%tak le. Az
ATP az extracellularis térbe vagy kotranszmittetkéagy pusztulé sejtekb
kiszabadulva jut, valoszifeg az utobbi miatt a legtobb kezdetleges
életformanadl az ATP és a szarmazékai “vésé&jelanyagok. A purinerg
receptorok olyannyira elterjedtek a® &zervezetekben, hogy szinte lehetetlen
olyan sejtet talalni, amelyik nem érzékeny az AE€Pwagy valamelyik

analégjara. Az extracellularisan megjéleATP-nek kulonbo& funkcioi



lehetnek. Kdoddhet a sejtfelszini ionotrép P2X és metabotrép P2Y
purinoreceptorokhoz, részt vehet ektokinazok aftaizforilaciés reakcidkban,
vagy degradalodhat sejtfelszini enzimek révén. Angug jelatviteli rendszer
purinokat és pirimidineket hasznal kémiai jelaékignt.

Egészséges human epidermalis keratinocitdkban &tmakt a P2Y, a
P2Y,, a P2X% és a P2X receptorokat. A P2Yés P2Y receptorok a stratum
basale sejtjeiben voltak kimutathatoak, igy jeldiédsszefliggésbe hozhatd a
P2X; receptort a stratum corneumban mutattak ki. Jétékl dsszefligghet

keratinocitak differencialodaséaval, illetve az ajidigus sejthalallal.

Protein kinazok és foszfoprotein foszfatdzok

A protein kinazok altal Iétrehozott reverzibilishfjefoszforilacio fontos
szerepet jatszik az extracellularis jelre adotttvadgasz kialakulasaban. A
foszforilacio altalaban az ATP termindlis foszféfjosrtjanak terhére megy
végbe. A fehérjék foszforilalt allapotat a foszfolgin foszfatazok (PP)
szluntetik meg, a foszfatcsoport hidrolitikus hasitéal. Az eukaridta sejtek
génallomanyanak 2-3%-a protein kinazokat és fosmntepn foszfatdzokat
kodol. A sejten bellli fehérjék nagyjabol 30%-a égdoszforilalodni protein
kinazok segitségével. A szerin treonin csoportakfiarilacioja joval gyakoribb,
mint a tirozin oldallancoké.

A foszfoprotein foszfatazokat aszerint csoportékjtj hogy a
foszfatcsoportot milyen aminosav oldallancrél Hakit le. Ezek szerint
megkulonboztethetlink szerin/treonin foszfoprotewszfatazokat és tirozin
foszfoprotein foszfatazokat. A szerin/treonin fagubtein foszfatdzoknak tobb
csoportjat kalonboztethetjuk meg, a PP1, PP2A, PB2B’P2C csoportokat,
illetve a nemrég felfedezett PP4, PP5, PP6 és Bépdbdokat.

Szerin/treonin foszfataz inhibitorok



Kisérleteinkben kétféle szerin/treonin foszfopnotébszfataz inhibitort
hasznaltunk. Az okadansavat tengeri szivacsbdfiatichondria okadaibdl
izolaltdk ebszor, valojaban tengeri algafélék termelik. Az akashv gatolja a
protein szerin/treonin foszfataz 1, 2A és 2B alcstait, leghatékonyabban a
2A csoportot, majd az 1-et és legkevéshé a 2B-t.

A masik altalunk hasznalt szerin/treonin foszfatdzbitor a kalikulin-A
volt. A kalikulinokat elgkent aDiscodermia calyxengeri szivacsbdl vontak ki.
A kalikulin A er6sebb szerin/treonin foszfataz inhibitor az okadangha Mig az
okadansav dleg a PP2A csoportot gatolja, és kisebb hatassalavdP1-re,
addig a kalikulin A mindkét csoport hatékony gatkde. Sem a kalikulin A,
sem az okadansav nincs hatassal a savas vagykatkébszfatazokra, illetve a

foszfotirozin protein foszfatazokra.



Célkitiuzések

A boér a szervezetet a kilvilhg karos hatasaitdl syédokéent
keratinocitdkbdl allé barrier. Kisérleteinkben mdgantuk vizsgalni két fizikai
karositdé ténye¥ az UV-B sugarzas valamint a mechanikai sértésckas)
hatasat keratinocitakra.

o Kisérleteink el§ részeként megvizsgaltuk az UV-B sugarzas hatasat a
HaCaT keratinocitak életképességére.

» Meg kivantuk vizsgalni az UV-B sugarzas hatasat ematinocitak
purinoreceptor expresszibjara és kalcium homeoisZiiae

» Kivancsiak voltunk a P2X receptorhoz kotott, ATP-vel kivalthatd
apoptozis mértékére.

Kisérleteink tovabbi részében a HaCaT keratinooitdkspontan
intracellularis kalcium tranzienseket figyeltiink gne

o Célul tiztuk ki e kalcium tranziensek jellemzését,
 mechanikai sértés és foszfatdz inhibitorok hatag#tard valtozadsanak
vizsgalatat.

 Meg kivantuk vizsgalni a foszfataz inhibitorok hsttia sebgyogyulas

sz



Anyagok és modszerek

HaCaT keratinocitak tenyésztése

A HaCaT keratinocitdkat Dulbecco altal modositottgle mediumban
(DMEM) tenyésztettik, amit 10% borjuszérummal, 2athin L-glutaminnal,
illetve antibiotikumokkal (50 NE/ml penicillin, 50g/ml streptomycin) és
antimikotikummal (1,25ug/ml Fungizon) egészitettiink ki. A sejteket 37°C-ra
beallitott, 5% C@ot tartalmazo termosztatban tenyésztettik.

RT-PCR

Az RT-PCR analizishez a tenyészetidkieljes RNS-t izolaltunk Qiagen
RNeasy® Mini Kit segitségével. Az igy nyert RNS-taim6l Omniscript reverz
transzkripciés kit felhasznalasaval, oligo(dT) penek segitségével cDNS-t
készitettink. A specifikus cDNS-szekvenciak amidifiojahoz hasznalt
primereket az interneten hozzafétheiukleotid-szekvenciak alapjan allitottuk
el6. A PCR-mintakat végil 1,5%-0s agarozgélen vizegaktidium-bromiddal

megfestve. Az eredmények kvantitativ elemzését éhapgogrammal végeztik.

Western-blot analizis

A teljes sejt lizatumokat Western-blot analizisgebgaltuk. A Western-
blot vizsgalathoz hasznalt mintdkat szonikalassirftuk, majd 1/5 térfogatu,
Otszords tomenységelektroforetikus mintapuffer hozzaadasaval kekedsi 10
percig 100 °C-ondiztik. A fehérjéket elektroforézis segitségévelaadiuloz
membranra transzferaltuk. A membranokat PBS-beaotiostbvany tejpor 5%-0s
oldataval blokkoltuk, majd a primer antitestteleapy éjszakan at (4 °C-on) tartd
inkubalciot koveben a membranokat torma peroxidazzal konjugalt smbdu
IgG-vel inkubaltuk. A jeleket kemilumineszcenciéskcidval detektaltuk.



A keratinocitak UV-B-vel tortén 6 besugéarzasa
Kisérleteinkben a HaCaT keratinocitakat a tapokltvolitasa utan a
besugarzas idejére 0,5 ml PBS-ben tartottuk. Adpegdshoz szélessavu UV-B

sugarzast hasznaltunk 1 percig, 40 m/dézisban.

Eletképesség vizsgalata

A sejtek életképességének meghatarozasat MTT asbayrertik,
melynek alapja, hogy azésejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzime a 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid etrazélium  gyrijét
oldhatatlan, szines formazanna alakitja, igy amrmaknyisége kolorimetriasan
meghatarozhat6. A kontroll és az UV-B-vel kezettyteszeteket a kezelés utan
8, 12, 16, 24, 30, 36 és 48 odraval 2 oran kereszfbl mg/ml MTT-vel
inkubaltuk, majd a formazan kristalyok koncentr@io kolorimetriasan,
570 nm-es hullamhosszon hataroztuk meg. A formazmyisége az @lsejtek
szamaval aranyos. A kapott adatokat atlag + standaba formajaban

abrazoltuk.

Apoptozis vizsgalata

Az apoptozis mértékének vizsgalatara a Dead Cetpfgsis Kit with
Annexin V FITC and PI kitet hasznaltuk. A teljegtsennyiség mérésére a
CyQUANT® Cell Proliferation Assays kitet hasznaltukpoptozis kivaltasara
48 oran keresztil 180M ATP-oldatban tartottuk a sejteket, amelyet 12
oranként cseréltiink. A fluoreszcencia intenzitdsatPR készilékkel mértuk
485 nm-es gerjesztés 530 nm-es emisszios hullamhosszokon Az apkpsoti

sejtek szaméat az 6sszes sejt mennyiségére nortnadiza

Egyedi sejteken tortéré fluoreszcens, intracellularis [C&']-mérés
A sejtek intracellularis [Cd] valtozasait Fura-2-AM fluoreszcens Ga

koto festék segitségével mértik. A feltdltést 37 °Ctermosztatban, 60 percen



at végeztuk. A sejtekbe juttatott festek 340 ésr@Bthullamhosszisagok kdzott
valtakoz6 gerjesztését a Photon Technology Intemait (PTI) Delta Scaff!
kettbs monokromatoros berendezés biztositotta. A Fudétl kibocsatott
fluoreszcens fényt 510 nm-en interferenci@éz kdzbeiktatasaval egy
fotoelektron-sokszorozé (PMT) segitségével detaktalA két hullamhosszon
tortérd gerjesztés soran mért fluoreszcencia-értékek lims@ol (R=k¢/Fss0)
az alabbi egyenlet alapjan szamitottuk ki az imfitataris [C&]-t:
[Cazqi=KD'B'(R'Rmin)/(Rmax'R)-
A sejteket folyamatosan perfundaltuk normal Tyrode-oldattaly ekilss
perfuziés rendszer segitségével, és ail8ATP-t tartalmazé méoldatot egy
lokalperfuzios rendszeren keresztul adagoltuk kibem@l a vizsgalni kivant

sejtekre.

Konfokalis mikroszkbépos mérések

Vizsgalatainkban a Zeiss LSM LIVE |ézer-pasztazdkroszkdpot
hasznaltuk Fluo-4 fluoreszcens “Chots festékkel feltdltvtt HaCaT
keratinocitdk C& tranzienseinek nyomon kévetésére. Az intraceisilfEe ],
és igy a festék altal kotstt €amennyiségének emelkedésekor a festék
fluoreszcenciaja fokozodik, ami fényintenzitas ridacésként detektalhatd. A
fluoreszcencia-intenzitas valtozasat x-y felvétddékzitésével vizsgaltuk.

A festéket argonion-lézerrel gerjesztettik (488 ,néy) a fluoreszcencia
intenzitast 500-570 nm-es aterészsZir6 segitségével detektaltuk. A
felvételeket egy, az intézetlinkben fejlesztett panysegitségével elemeztik ki.
A felvételek fluoreszcenciajat (F) az alap fluomsziara (F) normalizaltuk,

majd a tranziensek amplitUdoj&k/F-ként hataroztuk meg.

Time-lapse felvételek
A time-lapse felvételek nagy érzékenyséideokameraval 6sszekapcsolt

inverz mikroszkép alatt késziltek egy direkt ehhezrendszerhez épitett
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képfelvew szamitdgépes rendszer segitségével. A sejtkuitilrgdercenként
készult felvétel. A mérések 37 °C-on, 5% &8 tartalmazd termosztatban

készlltek.

Migracios assay

A sejtek migraciéjat Boyden kamraban, fibronektinmmevont (FN)
“Quantitative Cell Migration Assay” segitségéversgaltuk. A sejtek 18 oran
keresztll inkubalodtak 50 nM OA vagy 10 nM CLA petében, illetve
segitségével, 540 nm-es hullamhosszon a festélualltdtt sejtek optikai

denzitaséat felhasznéalva hataroztuk meg.
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Eredmények

Az UV-B besugarzas hatasa a HaCaT keratinocitak éleépességeére
Kisérleteinkben MTT-assay segitségével kimutathdgy a 40 mJ/ch
dozisu UV-B besugarzas csokkenti a& sejtek szamat. A besugarzastol eltelt
id6 elére haladtaval azonban nem csak a sejtszam csékliaem morfoldgiai
valtozasok — zsugorodas és a nyulvanyaik elvesztése megfigyelhdivé

valnak a sejteken.

ATP adagolas hatasa a keratinocitak [C&]; -jara

A HaCaT keratinocitdk extracellularis ATP adagotasintracellularis
kalciumkoncentracio emelkedéssel valaszolnak. Ks#nket egy nappal az
UV-B besugarzas utan végeztik. Medfigyeléseink jatapa purinerg
szignalizacio UV-B besugarzas hatdsara megvaltazkjteken. A besugarzott
sejtekben a kalcium tranziensek amplitiddja kisedlh és a kalcium tranziens
kialakuldsa utan az [€3; lassabban tért vissza a nyugalmi értékre, mint a
kontroll sejtekben. Emellett a besugarzott sejtakddacsonyabb volt a nyugalmi
kalcium szint, és a tranziensek felszallo szaramekedeksége is. Ezek az

eltérések minden esetben szignifikansnak bizonkulta

Purinerg receptorok kimutatasa HaCaT sejteken az UVB sugarzas
fuggvényében

Munkacsoportunk ék6 kozleményeiben bemutattuk, hogy a HaCaT
keratinocitdkon a P2)X P2X;, P2X; és P2Y purinoreceptorok megtalalhatéak
és fontos szerepet toltenek be a kalcium homeashtz Western-blot
analizissel megvizsgaltuk a purinoreceptorok kd&jesét a besugarzastol eltelt
id6 (8, 12, 24, 36 6ra) fuggvényében. Az R2Xceptor esetében azt talaltuk,
hogy — a kontroll sejtekhez viszonyitva, a 8 ord&ponttol eltekintve — a

besugarzott sejtekben minden vizsgatipointban csdkkent a receptor fehérje
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szinti kifejezodése. A P2X receptor esetében a besugarzas utan egy extra sav
jelent meg a Western bloton. Ez az extra sav utallra, hogy a receptorok egy
része degradalodott az UV-B sugarzas hatasara. XA Zeptort vizsgalva az
intakt receptorra jellendz 80 kDa-os savot csak a kontroll sejtekben tudtuk
kimutatni. Besugarzott sejtek esetén csak egy 28-&Psav jelent meg, amely
megfelelhet a P2Xreceptor monomer formajanak.

A P2Y, receptor szintje 8 éraval a besugéarzas utan aBldudgarzasnak
kitett sejtekben szignifikansan magasabb volt, Azonaz id mualasaval mar
szignifikansan kevesebb fehérjét tudtunk a besuag#raejtekben kimutatni.

P2X; receptor mRNS-&bh — a 24 oras idponttdl eltekintve — a
besugarzott sejtekben kevesebb volt. UV-B kezeléis a P2Y receptor mRNS
szintje 8 draval a besugarzas utan nem valtozatjd msokkent, és a kisérlet
végere gyakorlatilag dint a sejtekbl. A denzitometrias analizis elvégzéséehez a

bels kontrollként hasznalt GAPDH-ra normalizaltuk a &apertékeket.

UV-B sugarzas hatasara bekovetkdzapoptozis vizsgalata

Az ATP nélkil kialakul6 apopt6zis mértéke a besagtrsejtek esetében
alacsonyabb volt (78+19%, n=8), azonban ez a ki@égmem volt szignifikans
(p>0,2). Az ATP-vel indukalt apopt6ézis mértéke dzamm mar szignifikansan
kisebbnek bizonyult az UV-B-vel kezelt sejtek eset@&sszehasonlitva a
kontroll, besugarzast nem kapott sejtekével (61+22#48; p<0,02). Ez a
megfigyelés 6sszhangban lehet azzal a megfigydt&slimogy UV-B sugarzas
hatasara a fikodoképes P2Xreceptorok elinnek a sejtekdd.

HaCaT keratinocitak spontan kalcium oszcillacidinakjellemzése

Tovabbi kisérletink soran HaCaT keratinocitdkon régn kalcium
tranzienseket figyeltink meg. A sebgyogyulassal ckafatban a kalcium
oszcillacidk valtozasait fizikai karositas (kara)l&ozvetlen szomszédsagaban

elhelyezked sejteken vizsgaltuk. Kisérleteinkben vizsgaltukvatmba két

13



kulonbo®d foszfataz inhibitor (CLA és OA) hatasat a sebgydgsra és a
sejtkultarak kalcium homeosztazisara.

Konfluens HaCaT keratinocita tenyészetekben alamjtéassu isméits
spontan [C&], tranzienseket figyeltink meg konfokalis lézer péaa
mikroszkop segitségeével. 2Q0/ tetrakain — amely csak a RyR-ra van gatlo
hatdssal — nem valtoztatta meg sem az oszcillawidhtd sejtek szazalékos
aranyat, sem az oszcillaciok frekvenciajat. Mast#saszont az IRR gatloszer
Xestospongin C, és az Rt és a RyR-t egyarant gatld6 1 mM koncentraciéju
tetrakain szignifikAnsan csokkentette mind az dgzobt mutatd sejtek aranyat,
mind az oszcillaciok frekvencigjat. 1 thapsigargin — ami a SERCA gatlasan
keresztil az ER CGhraktaranak kitiriilését valtja ki — szintén sziddfisan
csOkkentette az oszcillaciot mutatd sejtek aranyds, az oszcillaciok

frekvencigjat is.

Az oszcillaciot mutato sejtek aranya

Karcolt kontroll tenyészetek karc melletti sejtjgitsgalva az oszcillaciét
mutaté sejtek szazalékos aranya szignifikAnsan kesibk a karcolatlan
tenyészetekhez keépest. Karcolt CLA-val illetve O#{-\kezelt tenyészetek
esetén ez a szignifikans csokkenés szintén medfiiggevolt a karc nélkdili
megfelebjukhtz képest. Mas résir viszont megfigyelhét volt, hogy az
oszcillalo sejtek aranya a foszfatazgatloval ketamalyészetek esetén magasabb
volt, mind karcolas ékt, mind karcolas utan. Ezen megfigyelésikhrra
kovetkeztethetlink, hogy bar sem a CLA sem az OA beiolyasolja a karcolas
hatasat, mindkeitbeavatkozik a spontan kialakuld fCla véaltozasokért felék
alapmechanizmusokba.

Kontroll karc melletti sejtek esetén nemcsak a sposzcillaciét mutatd
sejtek szazalékos aranya, hanem a kalcium osiéklaérekvencigja is
szignifikansan alacsonyabb a karc nélkuli kontselitekkel 6sszehasonlitva. A

foszfatdz inhibitorok jelenléte nem befolyasoljaigafikansan a kialakulo
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oszcillaciok frekvenciajat. Mindazonaltal hasonémdencia volt megfigyelhé&t
kezeletlen és CLA-val valamint OA-val kezelt sejesetén, vagyis a kalcium
tranziensek frekvenciaja alacsonyabb volt a kascoiallett elhelyezkddsejtek
esetén, a karc nélkuli sejteken mért adatokkal ebesonlitva. Tovabba a
foszfatazgatlok jelenléte szintén novelte az okmudk frekvenciajat mind
karcolt mind karcnélklli tenyészetekben a foszigdflbval nem kezelt
sejtekhez képest, bar ezek az eltéerések nem bikakyszignifikansnak. A
kalcium oszcillaciokat mutatd, karc mellett elhelyed sejtek aranya
foszfatdzgatlok jelenlétében magasabb volt, mistzfimtazgatiéval nem kezelt

sejtekben.

A foszfataz inhibitorok és a karcolas hatasa a HaClakeratinocitak
nyugalmi [Ca**];-jara

A karc melletti sejtek nyugalmi [Gg;-ja szignifikdnsan magasabb volt a
karcnélklli tenyészetek sejtjeiehez képest a ftdzdgtloval nem kezelt, illetve
a CLA-val és OA-val kezelt tenyészetek esetébeA imszfatazgatlok jelenléte

vagy hianya nem befolyasolta szignifikansan a kejseigalmi [C&']i-jat.

A kalcium tranziensek jellemzése

Karcolas nélkuli kultarakban a spontan kalcium ziansek amplitidoja
foszfatdzgatlok jelenlétében szignifikAnsan madasablt, mint kontroll
tenyészetekben, mig a karc melletti sejtek addtaElamzése esetén ilyen
eltérés nem volt megfigyelhiet

Kontroll és OA-val kezelt karcmelletti sejtek tréagzseinek FTHM
értékei szignifikhnsan nagyobbak voltak, mint a ckantes terileteér
szarmazok. Ez a kulonbség CLA-val kezelt sejtekémseem volt statisztikailag
szignifikans. Karcolas nélkili tenyészetekben a Qdexelés csdkkentette, mig
az OA-val tortei kezelés novelte az FTHM értekeket. A karcolas etiell

elhelyezked sejtekben a CLA-val torténkezelés szignifikansan csokkentette,
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mig az OA-val tortéh kezelés a kontrollhoz viszonyitva nem valtoztaitg az
FTHM értékeket.

A karcolas hatadsa kontroll tenyészetekben mindkésgalt paraméter
esetén hasonldé volt, vagyis az amplitidé és az FTKMnovekedett.
Foszfatazgatld kezelés hatasara ezek az értéketkvéka CLA kezelés hatasat

az FTHM-re) szintén fokozddtak.

Time-lapse kisérletek a foszfatazgatlék hatasanakikutatasara

A kontroll sejtek egybl elkezdték beéni a karcolt terililetet, és a kisérlet
17. orgjara teljesen ki is toltottek azt. Ezzelnsken a CLA-val és OA-val
kezelt sejtek hasonlé dtartam alatt nem voltak képesek kitdlteni a karcolt
tertletet, 8t, mi tobb, az OA-val kezelt sejtek a kisérlet wégélvesztették a
nyulvanyaikat, illetve a szomszédos sejtekkel vilpcsolatukat. Hasonlo

elvaltozasokat CLA kezelés hatasara nem figyeltaeg.

s

vizsgalatara

50 nM koncentracidban tortén OA kezelés nagyjabdl 80%-kal
csokkentette a kemoattraktansok altal kivaltott ragd mértékét. Ehhez
hasonléan a 10 nM CLA kezelésnek szintéftedjes gatlo hatadsa volt a sejtek

vandorlasara, korilbelll 90%-kal csokkentve a kejtandorlasat.
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Megbeszéles

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a purinerg receptorekpresszios
mintazatanak valtozasat UV-B sugarzas hatdsaretvell hogy ez hogyan
befolyasolja a keratinocitdk kalcium homeosztazisat

A programozott sejthalal eseményei kozil az dipések egyike az
intracellularis kalcium koncentraci6 megemelkedése sejtekben. BkE6
tanulmanyok kapcsolatot mutattak ki a purinorecetpoezeken belil is a P2X
receptorok aktivacidja és az apoptotikus sejtHad@thdulasa kézottn vivoaz e
purinoreceptorok aktivaciojdhoz szikséges ATP saahat mas, halott
sejtektdl, vagy fiziologidasan felszabadulhat idegsejtékluroepitél sejtekdl,
illetve endotélsejtekdl. A A431 human lapham eredetarcinoma sejtvonalon a

mikromolos koncentracioban alkalmazott ATP mitogés emeli a sejtek

s

4V

BzATP (a P2X receptor specifikus agonistaja) szignifikAnsankksiitette az
A431 sejtek szamat. Kisérleteinkben kimutattuk,yhoy-B besugéarzas utan a
P2X; receptor nem mutathatdo ki a keratinocitakbanivdeaz mRNS-ének
szintje is csbkken. Ez magyarazhatja, hogy a beszagdniatt karosodott, de azt
tuléls sejt képessége az apoptdzis beinditasara csOkkena valtozas
elésegitheti a malignus atalakulas kialakulasat dzdltayy a karosodott DNS-
sel rendelked sejtek kevésbé eliminalédnak.

Mas P2X és P2Y receptorok szintén fontos szabaly@zosejtek
receptorok a Kkeratinocitak proliferaciojat szabakak. A keratinocitak
malignus atalakulasa esetén a purinoreceptor naihtamegvaltozhat.
Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a 40 m¥lem UV-B besugarzas

csOkkentette a P2Xés P2Y¥ receptorok szintjét, és alapgeh kéarositotta a
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P2X; receptorokat. A P2Xreceptorok a normal human keratinocitakban és a
HaCaT sejtekben 0@sszefliggésbe hozhatok a prolderainditasaval.
Kisérleteinkben bemutattuk, hogy UV-B besugarzddd#aa az élsejtek szama
csokkent, ami dsszefugghet a B2Yeceptor szintjének csokkenésével.
Kimutattuk, hogy a P2Y receptor mRNS-e az UV-B-vel kezelt sejtekben
kevesebb volt, raadasul 36 6raval a besugarzasaut@ceptor mRNS-e mar
nem volt kimutathaté a sejtekben. E receptoroksi@se egydutt jarhat a sejtek
proliferacio vagy differencidlodas feletti kontjéathak elvesztésével, ami a

A purinerg receptormintdzat megvaltozasaval egyutgvaltozott a
keratinocitdkban az ATP adagolassal kivaltott kafcitranziensek morfologiaja
Is. UV-B sugarzasnak kitett sejtekben a kalciuntramsek amplitiddja és
felszallasi szardnak meredeksége is kisebb votii mikontroll sejtekben, ami
Osszefuggésben allhat a kezelt sejtek alacsonyahlrinopeceptor
expressziojaval. A felszallo szar meredekseégéndikkenése oOsszeflgghet
azzal, hogy a nagyrészt ionotrop (P2X) valasz az-BJWugarzast kapott
sejtekben részben metabotréppa (P2Y) valik. Begottasejtekben a kalcium
tranziensek utan a nyugalmi kalcium szintre valesxatérées is tobb dt vesz
igénybe, mint kontroll sejtekben. Ez dsszefligglzeah hogy az UV sugéarzas
hatasara egyéb fehérjék, mint pl. a kalcium pumgajegradalédhatnak. A
nyugalmi [C&"]; az UV-B sugarzassal kezelt sejtekben volt alacsiony

A sebgyogyulas mechanizmusanak — vagyis a seb &saddk és ezen
keresztul a barrier funkcio helyredllitasanak — gggkran alkalmazott modellje
a keratinocita tenyészetek oOsszeftiggetegének megkarcoldsa, és az igy
keletkezett sebagyat a kKébiekben kitdld, tjonnan képadott sejtek vizsgalata.
A protein kindz és foszfataz enzimek az {avaltozasaival egyiitt jelets
hatdssal vannak a sejtvandorlas szabalyozasaraesggogyulasra. Az utobbi
kulondsen fontos adp esetében, amely a szervezeb el&delmi vonalat alkotja.

Szamos kutatasi eredmény ellenére még nincs etgetdisban, hogy az [€h
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valtozasai és a foszfatdzok aktivitAsa ugyanablmariraayban, vagy éppen
egymassal ellentétesen hatnak-e.

Jelen kutatasi eredményeinkben kimutattuk, hogyamcdit tertleteks
szarmaz6 sejtekben — az érintetlen tertlétekzarmazé sejtekhez képest — a
Ca*-oszcillaciok frekvencidja szignifikdnsan csokkeifietve az oszcillaciot
mutato sejtek aranya is kisebb volt. Ezen oszdédlagellegzetes paraméterei
(amplittdé, FTHM) azonban szignifikansan nagyobbabltak a karcolt
terlleteken. E megfigyeléseink azt sejtetik, hodpaolas mellett elhelyezkéd
sejtekben a Céhfelszabadulasi folyamatok kevésbé gyakoriak, aaonba
kialakulnak, akkor hosszabb ideig tartanak, és obly[C&']; valtozasokat
eredményeznek. Mas sejttipusok — mint a Cajalzéxtaocularis izomsejtek —
szintén mutatnak az A&ltalunk megfigyelt tranziehsek hasonléo spontan
kalciumszint emelkedéseket, ideértve az amplithddjués az idbeli
kiterjedéstiket is.

Masrészél, a fehérjek foszforilaciés szintjének emelése ar/Br
specifikus protein foszfatdzok CLA-val vagy OA-uétténs gatlasaval novelte
karcolt, mind az érintetlen tenyészetek sejtjeiaronban megemliterdgd hogy
a karcolas mellett elhelyezk&dejtekben még igy is kisebb volt az oszcillaciok
szama, mint a nem karcolt tenyészetekben. A faszjdtlok hatasara tori@n
[Ca™]; novekedés 6sszhangban &lbzél kutatasok eredményeivel, amelyek
szerint a foszfatdzok gatlasa emelheti az’{lpa és a kalcium belépését a
sejtekbe, azaltal, hogy novelik a kalcium transtpar résztvey fehérjék —
agymint a foszfolamban, a ryanodin receptor ésazrmpd membran kalcium
csatorna — foszforilaciés szintjét. Karcolas nélkiényészetekben a €a
tranziensek jellemiz paraméterei (amplitddo, FTHM) CLA-val és OA-val
tortérd kezelés utan nagyobbnak adodtak (kivéve a CLAsAatdéz FTHM-ra).
Ezen paraméterek jeléisen megvaltoztak, ha megkarcoltuk a foszfatazgaitlov

kezelt sejttenyészetet. Osszehasonlitva a nem lkaenyészetekll szarmazo
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eredményeket a karc mellett elhelyezkesejtek értékeivel, kizarhatjuk a
foszfatazok és a karcolassal kivaltott {Qavaltozas kozétti szinergista
osszefiiggést. A karcolassal kivaltott fGaemelkedés mértékét nem serkentette
jelenbsen sem a CLA-val, sem az OA-val todémkezelés. A vizsgalt
paraméterek karcolas hatasara megfigyelt valtozaséoszfatdz inhibitorok
alkalmazasa utan nem névekedtek, inkadbb vagy kideldtek, vagy teljesen el
is tintek, annak ellenére, hogy a foszfatazgatlok alkabmanak nem karcolt
tenyészetekben hasonl6 hatdsa volt a vizsgalt gaeaekre, mint a karcolasnak.

A még mindig fennall6& kérdés, hogy az [G§; valtozasai és bizonyos
fehérjék foszforilacios allapota hogy tkodhet kdzre a sebgyogyulas
irodalmi adatok ellentmondasosak. Egyik oldalréirték, hogy az [CH];
hirtelen megndvekedése leallitotta a keratinoditakyitott mozgasat, valamint
a miozin Il megnovekedett foszforilacios szintjgnegnévekedett stressz rost
szintézissel egyltt a hepatocitdk migraciojanakkksiéseét eredményezte.
Masrészél a protein-szerin/threonin  kindz inhibitorok fokék a
lammellipodiumok kialakulasat és kiterjedését — aztolyamatot, amelyet a
jelének tartanak. Tovabba, a PP2A gatlasa 10 nMlatsavval a migracié
meértékének ndvekedését eredményezte.

A sejtek mozgasahoz szikséges az aktin-citoszkelatoendeédése,
amely magaban foglalja az aktin-miozin stresszolog&talakulasat a 20 kDa-os
miozin Il kénnyi lanc (MLC20) C&'-fiiggs foszforilaciéjan és RhoA/Rho kinaz
altal indukélt miozin foszfataz foszforilacion eésaktivacion keresztil.
Kimutattak, hogy sebzést koven az MLC20 gyors foszforilacidja megel a
sejtek polarizaci6janak megjelenését és a migra@ielyhez citoszolikus €a
bearamlas és a p38/MAPK aktivacidja szilkséges. ALR0 korai €s gyors
foszforilacioja eredményezi a miozin IIA transzlok@gat el$sorban a sejt

felszinére, ahol ez az aktin-miozin kdlcsonhatéselazett sejt membranjanak
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helyreallitasaban is részt vesz. Tovabba, a Rhod\/Rimaz niikddése
nélkilozhetetlennek bizonyult a keratinocitak kektiiéjaban és iranyitott
vandorlasaban. Koévetkezésképpen azt varhatnank; aqgorotein foszfatazok
CLA-val vagy OA-val valé gatlasa keduehatassal van a sejtek migracidjara
az [C&"]; novelésén keresztiil, elinditva az MLC20 foszfeidi@t és a miozin
foszfatdz szabalyoz6 alegységének gatld foszfadjtc Mindemellett, jelen
kisérleteinkben a CLA és az OA szemmel lathatoagattieotta a keratinocitak
migraciojat, mind a time-lapse, mind a Boyden-kasrké&sérletekben. A miozin
foszforilacioja fontos szerepet jatszik a sejtelszéhlzodasi és elernyedési
folyamataiban, kilonds tekintettel a nyulvanyokraktidjara, amelyhez az
aktin-miozin komplex altal kifejtett ér feltétlenil szikséges. A sejtek
migraciojahoz szikséges az ismételt 6sszehluzol#eiyedési folyamat, illetve
ehhez kapcsolédva az MLC20 ciklikus foszforilaciGga defoszforilacioja.
Eredményeink megésitik azt a feltételezést, hogy a foszfatazgatenntartjak
az MLC20 foszforilalt allapotat, allandositva igy aktin-miozin komplexet,
amely végul a migracio csokkenéséhez vezet.

Figyelembe véve ezeket az eredményeket, a sebelisn sAahelyezkeil
sejtekben megfigyelt csokkent kalcium oszcillaciéktivitas segitheti a
keratinocitdkat abban, hogy a sebzés soran a skiiektt kialakult résbe
vandoroljanak. Masrésira [C&"]; cstkkenése é&hyds lehet a keratinocitak
proliferacidja szempontjabdl, mivel ezt a folyaniata sejtekbe tortén

megnoévekedett Gabearamlas gatolja.
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Osszefoglalas

Kisérleteinkben HaCaT keratinocitak kalcium homéamzat vizsgaltuk
fizikai karositd tényedk hatasara. UV-B-besugarzas hatasara ézséjtek
szama csOkkent, zsugorodotta valtak, illetve eltedék nyulvanyaikat. Az
UV-B sugarzads hatasara csokkent a P26 P2Y receptorok szintje, és
alapveten kéarosodtak a P2Xreceptorok. A P2Y receptorok szamanak
csOkkenése egyitt jarhat a sejtek életképessegeésidikenésével, illetve a
proliferaciéo vagy differencidlodas feletti kontradlvesztésével, ami a sejtek
malignus transzformacidjahoz vezethet.

A purinerg receptor mintazat megvaltozdsaval egyiiggvaltozott a
keratinocitdkban az ATP adagolassal kivaltott kafcitranziensek morfologiaja
is. A nyugalmi [C&"]; az UV-B sugarzéassal kezelt sejtekben alacsonyalib v
Az apoptozis kivaltdsaért feted P2X receptor UV-B sugéarzas hatasara
degradalédott, és az ATP-vel indukalt apoptodzis tékér is szignifikhnsan
kisebbnek bizonyult az UV-B-vel kezelt sejtek eset@&sszehasonlitva a
kontroll, besugarzast nem kapott sejtekkel.

A karcolt teriileteksl szarmazo sejtekben a TCaszcillaciok frekvenciaja
szignifikdnsan csokkent, illetve az oszcillaciéttaia sejtek aranya is kisebb
volt ezeken a tertleteken. Ezen oszcillaciok ammiit és FTHM értékei
azonban szignifikansan nagyobbnak adddtak a kaerdileteken. Karcolas utan
a karc mellett helyet foglal6 sejtek nyugalmi fGaja szignifikansan magasabb
volt mind kontroll, mind foszfatazgatloval tori€kezelés utan. Egyik foszfataz
inhibitorral valé kezelés sem valtoztatta meg shigmsan a keratinocitak
nyugalmi [C&']i-jat.

Migraciés kisérleteinkben, bar a nyugalmi fGat egyik foszfataz
inhibitor sem valtoztatta meg szignifikAnsan, miéidifoszfatazgatld szer

csokkentette a keratinocitak migraciojat.
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