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I. BEVEZETES

1.1. A kiiltakaro felépitése, funkcidja és jellemzoi

A bor szervezetiink egyik legfontosabb szerve a kiilvilagbol érkezd ingerek
felvételében, valamint a kornyezet kdarositdé anyagaival és hatdsaival szembeni
védekezésben. Ez a mechanikai és kémiai szempontbol ellenalld szerv az egyedfejlodés
soran a kiils6 csiralemez sejtjeibdl alakul ki. A testfelszintdl befel¢ haladva harom
rétegbdl, a kiilsé epidermiszbdl, a kdzépsd irharétegbdl (dermis vagy corium) és az
alatta 1évo, fOleg zsirszoveti allomanybdl (subcutis) épiil fel. Mig a kiilsd réteg sejtjei a
bor barrier funkcidjanak kialakitasdban fontosak, addig az irharéteg az el6zd sejtek
taplalasdban vesz részt gazdag vérellatdsdnak koszonhetden. Emellett a dermis fontos
szerepet jatszik a kiilvilag ingereinek felvételében és azoknak a kdzponti idegrendszer
felé torténd tovabbitasdban is kiilonbozd érzékeld apparatusok (receptorok és szabad
idegvégzddések) révén. A dermis jelentdsége nem elhanyagolhaté a kiils§ artalmas
behatasokkal szembeni védekezés soran sem, amelyet kiilonb6z6 funkcioji sejtjei
biztositanak. Ezek részben a megfeleld rugalmassagot ado kollagént (fibroblastok ¢€s
fibrocytak), ¢és az allergids folyamatokban szerepet jatszd hisztamint termelik
(hizésejtek), illetve fagocitozisra képesek (histiocytdk). Az irharéteg sejtk6zotti
allomanya jelent6s mennyiségli viz megkotésére képes. A  vérerek specialis
elhelyezkedése, valamint a subcutis tulajdonséagai biztositjak azt, hogy a bor a szervezet
hohéztartasanak szabdlyozasaban is részt vesz. A kiiltakar6 legalsd rétege emellett a
mechanikai védelembe és az energiaraktarozasba is bekapcsolodik.

Kisérleteink elsésorban az epidermisz sejtjeinek vizsgalatdra iranyultak. Az
emberi borben ezek a sejtek elszarusodo, tobbrétegli laphdmma szervezOdnek. Az

epidermisz 5 sejtrétegbdl épiil fel, ezek kiviilrél befel¢ haladva a kovetkezok: az
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elszarusodo sejtek rétege (stratum corneum), a fénylo sejtek rétege (stratum lucidum), a
szemcsés sejtek rétege (stratum granulosum), a nyulvanyos sejtek rétege (stratum
spinosum) ¢€s a hengeres sejtek csoportja (stratum bazale vagy stratum germinativum).
Tulajdonképpen minden réteg keratinocytakbol épiil fel, am ezen sejtek rétegenként
eltérd felépitésiiek, eltéré osztodasi (proliferacids) képességgel rendelkeznek, mas-mas
funkcidkat latnak el és kiilonbo6zo fejlettségi (differencialtsagi) allapotiak.

Az als6, hengeres sejtek nagy proliferacios képességgel rendelkeznek, folyamatos
osztodasuk révén utanpotlast biztositanak a felsobb rétegek szamara. A nyulvanyos
sejtek rétegében nemcsak a sejtek alakja modosul a kiindulasi allapothoz képest, hanem
egyre nagyobb mennyiségben termelddnek a keratinocytdk differencidlodasat jelzo
anyagok (keratin-1, keratin-10) is. A szemcsés sejtek elnevezésiiket onnan kaptak, hogy
citoplazmajukban igen nagy szamban taladlhatok olyan képletek, melyek
fénymikroszkopban apré6 szemcséknek latszanak. Ezek olyan sejtorganellumok
(poliriboszomak, endoplazmatikus retikulum, Golgi-apparatus és lizoszomak),
melyekben a riboszomakban elkésziilt fehérjék (involukrin, fillagrin, loricrin)
poszttranszlacids atalakulasi folyamatai zajlanak. Mindezek megléte intenziv
metabolikus folyamatokat is jelez. A kovetkezd rétegben a nagy mennyiségben
felhalmozodo keratin szinte teljesen elfedi a sejtorganellumokat, a sejt belsejének
torésmutatoja megvaltozik és tulajdonképpen egy egynemd, egyetlen fényes egységnek
latszo képletet kapunk, amikor metszetben vizsgaljuk az epidermisznek ezt a rétegét.
Ezzel egyiitt elindulnak azok a folyamatok is (pl. a transzglutamindz aktivitds
fokozodasa), amelyek a kiilonb6z6 anyagokat szintetizald és a sejtet fenntartd
mechanizmusok megsziinését eredményezik. Ez a sejtréteg a kiiltakard legfelso részét
alkotja, ahol elhalt, szaruanyaggal telitett sejtmaradvanyokat talalunk. Ez az allomany a

kiils6 kornyezetbdl szarmazo hatdsok miatt, illetve a bor alsobb rétegeibdl felszinre jutd
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sejtek taszitd hatdsanak kovetkeztében levalik, lehamlik a testfelszinrél. Ennek
koszonhetd a bor folyamatos megtjulasa, aminek kovetkeztében kiiltakaronk biztositja
az alland6 védelmet és a kiilvilaggal valo kapcsolattartast.

A hamréteg vastagsagat, benne a sejtek osztodasat és szintetizald folyamatait
szamos tényezd befolyasolja (életkor, fokozott mechanikai igénybevétel, korokozok és
vegyi anyagok jelenléte). Ugyancsak az epidermiszhez kotott a pigmenttermelés is, amit
specialis sejtek, a melanocytak végeznek, melyek ezaltal hatasosan védik a szervezetet a
bér mélyebb rétegeibe hatold és ott gyulladast kelté ultraibolya (UV) sugarakkal

szemben.

1.2. Jelatviteli utvonalak keratinocytakon

A keratinocytak amellett, hogy a hamszovet alkotorészeként természetes barrier
funkciot toltenek be, immunologiai szereppel is birnak, amelyet tobbek kozott
kiilonbozé citokinek (pl. interleukinok) szintézise jelez. Sejtfelszini antigéneket (f6
hisztokompatibilitasi komplex, MHC-II) prezentdlnak, képesek migraciora ¢és
fagocitozisra, amely elonyos tulajdonsadg a fert6z6 agensekkel szembeni védekezés
soran. Citoplazméjukban ndvekedési faktorok (epidermalis novekedési faktor, EGF)
termelése zajlik, de a felszini membranjukban 1év6 specifikus receptorok jelenléte miatt
reagalnak is ezekre az anyagokra. Részt vesznek a sériiléseket kovetd sebgyogyulas
kivitelezésében, de fontosak a hiperproliferativ borbetegségek (psoriasis) kialakitasaban
is.

A jelatviteli folyamatok széles skalajat irtak mar le a keratinocytdkon. Mind az
inozitol-triszfoszfat (IPs) rendszert, mind a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP)- és a
ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) utvonalat aktivaldo anyagok hatnak ezeken a

sejteken. Megtalalhatok rajtuk olyan sejtfelszini receptorok is, amelyek tirozin-kinaz
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aktivitassal rendelkeznek. A foszfatidil-inozitol (PI) utvonalat aktivalo szerek kozé
tartozik keratinocytdkon az adenozin-trifoszfat (ATP) és a bradykinin (ez utobbi a
keratinocytdk DNS szintézisét fokozza), elobbi szerepérdl és jellemzdirdl a bevezetés
késobbi részében (Id. 1/3.) részletesebben is sz6 lesz. A katekolaminok és a Hs-
receptorhoz kapcsolodé hisztamin G-proteinek kozvetitésével az adenilat-ciklaz enzimet
aktivaljak, ezaltal fokozodik a sejt citoplazméjaban a cAMP mennyisége, mely
elsésorban a proteinkindaz A (PKA) enzimrendszer szabalyozéasaban jatszik szerepet. A
guanilat-ciklaz szolubilis formajanak megléte sziikséges ahhoz, hogy keratinocytakon a
NO vagy az arachidonsav hatasat ki tudja fejteni. Ez utobbi anyag nagyobb mennyiségét
irtdk le psoriasis esetében. Ugyanezen hiperproliferativ borbetegségben mutattak ki az
EGF és a Transforming Growth Factor-o. (TGF-a) overexpressziojat is. Mindkét anyag
specifikus receptora tirozin-kindz aktivitassal rendelkezik és ugyanez jellemzdé a

kiilonbo6z6 citokinek (példaul interleukinok) receptoraira is.

1.3. Purinoreceptorok

Az ATP-r6]l mar szdmos kozleményben leirtdk, hogy kotranszmitterként szabadul
fel az idegvégzddéseknél (példaul a gyomor-bél traktusban, szimpatikus ¢és
paraszimpatikus szinapszisokban). Az epidermiszben elsdsorban sériiléseket kdvetden
nd meg a koncentracidja, hiszen mind a keratinocytdkban, mind a kiiltakar6 kotdszoveti
alloményéban taladlhatd hizosejtekben nagy mennyiségben van jelen ez az adenozin-
vegylilet. Rdadasul a sériilt érszakasznal felgyiilemld, és a vérzéscsillapitasban
elengedhetetlen szerepet jatszd vérlemezkék granulumaibdl is jelentds koncentracidban
szabadul fel ATP.

Megallapitottdk, hogy purinszdrmazékok hatasara vagy csokken a

neurotranszmitter felszabaduldsa, vagy fokozodik az ingeriiletatadas. Feltételezték tehat
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(Burnstock, 1972), hogy kétféle specifikus receptor (un. purinoreceptor) létezik, az
egyik elsésorban a preszinaptikus felszabadulas szabalyozasaban jatszik fontos szerepet,
s a negativ feedback mechanizmus egyik tagja (P; purinoreceptor), mig a masik
csoportba tartozd jelfogdé molekuldk elsdsorban a posztszinaptikus membranban
talalhatok és stimulald hatastiak az ingeriletattevodési  folyamatban (P,
purinoreceptorok). Aktivalhatosaguk tekintetében is elkiilonithetok a két populacio
tagjai, hiszen a P; receptornak az adenozin az endogén agonistija, miikodése az
adenilat-ciklaz enzimhez kotott s a metilxantinok alacsony koncentracioban kompetitiv
gatloszerei.

A P, receptorok csoportjanal ezzel szemben aktivalo hatést els6sorban az ATP és
az ADP fejt ki. E csoporton beliil tovabbi 2 alcsoportot (Burnstock és Kennedy, 1985)
lehet megkiilonboztetni (1. abra): vannak olyan tagok, melyek ligandkoto
ioncsatornaként funkciondlnak (P,x ionotrop receptorok) , mig masok 7 transzmembran
domént tartalmazo6, receptor funkcidt betoltd egysége G-protein kozvetitésével képes az
agonistak altal kivaltott valasz kialakitasara (P,y metabotrop receptorok).

A P,x ionotrép receptorok (North, 2002) két olyan doménnel rendelkeznek,
melyek ativelik a sejtmembrant. A molekula egy ciszteinben gazdag, nagy
extracellularis hurkot is tartalmaz. Az eddig azonositott 7 altipus szdveti, szervi
lokalizacioja igen valtozatos (kozponti idegrendszer szenzoros magvai és egyéb
tertiletei, mikroglia sejtek, simaizom, thymus, vérerek, mellékvesevelO, uterus
mirigysejtei, ovarium granulosa sejtjei, bronchus epitélium, here, nyalmirigyek acinus
sejtjei stb.). Miikddésiiket tekintve ligandfiiggd kationcsatorndk, melyek Ca® -ra és Na'-
ra vonatkoztatott permeabilitasa az egyes altipusoknal eltérd. Aktivaciojuk, illetve
deszenzitizaciojuk valtozatos képet mutat. ATP-vel szembeni érzékenységiik szintén

nem azonos ¢és emellett szdmos mas agonistat (2-metilthio-ATP, 2-kloro-ATP, ADP,
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ATPyS, o,pB-metilén-ATP) leirtak mar. Minden egyes tag esetében hatdsos néhany
természetes antagonista (suramin, piridoxal foszfat-6-azo(benzén-2,4-diszulfonsav)).

A Py metabotrop receptorok G-proteineken keresztiil képesek tovabbi enzimeket
aktivalni, melyek koziil leginkabb a Gp-kapcsolt foszfolipaz C (PLC) utvonal ismert a
purinoreceptorokkal kapcsolatban, habar felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy egyes
receptorok a Gi-tipust proteinen keresztiil az adenilat-ciklaz enzim gatlasat okozzak. A
receptormolekuldk hdromdimenziés szerkezete még nem teljesen ismert, bar szamos
laboratériumban mar sikeriilt azonositani bizonyos altipusoknal az ATP- ¢és foszfat-
kotdhelyet. Kozleményekben eddig 8 altipust irtak le, amelyek eléforduldsa a
szervezetben a P,x receptorokhoz hasonldéan nagyon véltozatos (simaizom, vérerek
endotél sejtjei, endokrin és exokrin mirigysejtek, hepatocytak, neutrofil granulocytak és
lymphocytédk, gliasejtek, kozponti idegrendszer kiillonbozd sejtjei, stb.). Az ATP, a 2-
metilthio-ATP és az ADP mindegyik tagnal hatasos agonista, mig az UTP, az a,f3-
metilén-ATP és a 2-MeSATP csak bizonyos altipusoknal €s ott is eltérd affinitassal
képes a receptort aktivalni. Minden esetben hatasos gatlészernek bizonyult a suramin és
a reaktiv blue-2. Farmakoldgiai befolydsolhatdésaguk azonositdsat megneheziti, hogy a
legtobb vizsgalt szovet- vagy sejtféleségen nem csak egy altipus van jelen. Ma azonban
mar rendelkezésre allnak specifikus, az egyes altipusok ellen nyulban termeltetett
antitestek, melyek segitségével viszonylag egyszeriien lehet azonositani az adott sejten
megtalalhat6 receptorformakat.

Szamos koézleményben bizonyitottak (Pillai €s Bikle, 1992), hogy keratinocytakon
az ATP specifikus purinoreceptordhoz kapcsolodva a PLC enzimet aktivalja, ezen
keresztiil az intracelluldris térben megnoveli az IP; ¢és a diacilglicerol (DAG)

crer

kalciumraktar funkciot is ellat, felszinén IPs-receptorokat talalunk, amelyeken keresztiil,



Bevezetés

a megfeleld agonistaval (IP;3) torténd aktivalas utan, kalcium 1ép ki a citoplazmaba,
megnovelve a sejten beliili kalciumkoncentraciét ([Ca*']). Szamos sejttipusban az
intracellularis kalciumkoncentracié illetve annak megvaltozasa fontos szabalyozé
szerepet tolt be kiilonbozd sejtfolyamatokban (pl. proliferacid és differencialddas).
Keratinocytakban a kalciumszint kismértékii, rovid idejii (tranziens) emelkedése a
sejtosztodast serkenti, mig a hosszu ideig fennmarado, magas [Ca*']; a végs6 fejlédési
stadium felé viszi a sejteket (Bikle és Pillai, 1996). Az [Ca*']; valtozasa emellett a
kalcium-dependens enzimek szempontjabél sem elhanyagolhatd, hiszen ezen
katalizatorok szabalyozd szerepe jelentdés az adott sejt allapotanak, funkcidjanak
kialakitasaban. A folyamat soran az IP; mellett felszabaduld6 DAG a proteinkinaz C
(PKC) enzimek aktivalasaban kap kitiintetett szerepet (1d. 1/4.).

i-emelkedést  kivaltd

Intézetiinkben korabban mar torténtek mérések [Ca
anyagokkal keratinocytdkon. Mint azt Biré és munkatarsai (1998) megallapitottdk a
rovid ideig alkalmazott ATP és bradikinin ismételhetd, tranziens jellegi [Ca®']i-
novekedést okoz az immortalizalodott keratinocytakbol szarmazo HaCaT sejtvonal
esetében. A kialakult valaszok alapjan a sejteket két kiilonallo csoportba tudtak
besorolni: a keratinocytdk 53%-4nal a meghatarozott id6kozonként ismételt ATP
stimulust kovetSen egyre kisebb amplitudéju [Ca® Ji-valtozast tapasztaltak. A sejtek
masik részében az ismételten kivaltott tranziensek kozott szignifikans kiilonbséget nem
regisztraltak. Az els6 populacidoban az intracellularis kalciumszint-emelkedések
félértékszélessége nagyobb, mig a felszalld szar meredeksége kisebb volt, mint a masik
csoportnal. A bradikinin esetében a sejtek egy részében deszenzitizaciot tapasztaltak.
Az eredmények tehat arra utaltak, hogy a keratinocytak sejtfolyamataiban bekovetkezo
valtozasok nem egységesek a foszfoinozitol mechanizmust aktivald kiilonb6zo

agonistak esetében.
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1.4. A proteinkinaz C rendszer jellemzoi és szerepe keratinocytdakban

A PKC rendszer elemei a szerin/threonin kindzok csoportjaba tartoznak, amelyek
kozponti szabalyozo szerepet jatszanak szédmos sejttipus miitkodésében (Nishizuka,
1988, 1992; Ohno ¢és mtsai, 1991). Jelenleg 11 kiillonb6z6 izoenzimet ismerlink
(2. abra), amelyeket a kalcium- és forbolészter-dependens, ,,klasszikus” (PKCa., BI, BII,
¢s v, mint cPKC-k), a kalciumtol fiiggetlen ,,4jtipustt” (PKC3, €, n, és 6, mint nPKC-k),
a kalcium- és forbolészter-independens ,,atipusos” (PKC{ és A/t, mint aPKC-k)
csaladokba osztottak be. Kiilon ,,csoportba” tartozik a PKCp izoenzim. A fent emlitett
anyagokkal (kalcium, forbolészter) wvalo aktivalhatésaguk a szekvencidjukban
megtalalhatd specifikus kotohelyek meglétével magyarazhatd, mig ezen domének
hianyaban az adott anyag nem sziikséges az enzim mukddéséhez. Az izoenzimformak
jellegzetes eloszlasi mintdzatot mutatnak a kiilonb6z6 sejtekben, és a proliferacioban
illetve differencidlodasban betoltott szerepiik is eltérd (Ohno és mtsai, 1991; Goodnight
és mtsai, 1994, 1995). Ismert az is, hogy egy adott valasz kialakitasa nem csak bizonyos
PKC izoformak aktivalodasdhoz kotott, hanem a kiilonbozd tipusok akér
antagonisztikus hatastak is lehetnek (Mischak és mtsai, 1993; Murray és mtsai, 1993;
Brodie és mtsai, 1998), ami az egyes izoenzimek eltérd szabalyozoé funkciojara utal.

Az intézetiink altal publikalt (Papp és mtsai, 2002) és az irodalomban szdmos
helyen megtalalhaté eddigi eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a PKC rendszernek
kulcsszerepe van a keratinocytak osztddasi- és fejlédési folyamataiban is. Mind normal
human epidermalis sejteken (NHEK), mind egérbdl szarmazo6 keratinocytdkon szamos
enzimforma expresszalodik. Az a, B, y, 8, & mn és C izoenzimek jelenléte jol
dokumentélt (Dlugosz és mtsai, 1992; Fischer és mtsai, 1993; Denning és mtsai, 1995;
Lee és mtsai, 1998), mig egyes izoformakat (PKCp, y és 1) csak bizonyos, nem humén

eredetli keratinocytdn mutattak ki (Fischer és mtsai, 1993; Rennecke és mtsai, 1996).
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Megfigyelték azt is, hogy a PKC izoenzimek expresszids szintje és a jelenlévd formak
sejten beliili (szubcellularis) lokalizdcidja modosul a kalcium- és a magas sejtszam altal
indukalt differencidlodas soran (Denning és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1998). Ezen
valtozasok az enzimek aktivacigjat kiséré folyamatok. Intézetiinkben azt az eredményt
kaptak, hogy a PKC rendszer aktivitasdnak forbol 12-mirisztat 13-acetattal (PMA)
torténd modositdsa a proliferaciot csokkentette, ezzel egyidében pedig terminalis
differencialodast indukalt HaCaT sejtvonalon. Ezt az irodalomban mar leirtdk egérbdl
szarmazo6 epidermalis sejteken, valamint NHEK sejteken is. A proteinkindz C aktivitas
gatlasa egy specifikus inhibitorral, a GF109203X anyaggal, megvaltoztatja a kiilonb6z6
differenciadlodasi markerek szintjét és a sejtosztodast segiti elé. Mindezen
megfigyelések alapjan feltételezik (Papp és mtsai, 2002), hogy az endogén (konstitutiv)
PKC aktivaci6 szintén befolyasolja a sejtben zajlé folyamatokat.

A normal human keratinocytdk modelljeként elfogadott HaCaT sejteken mar
torténtek vizsgalatok ezen szabalyozé rendszer feladatanak feltérképezésére. A PKC
izoenzimek gatlasa morfoldgiai valtozasokat eredményez a tenyésztett sejteknél, azzal
egyltt, hogy megvaltoztatja a differencialodasi markerek mennyiségét is (Hegemann és
mtsai, 1992). Valoszini, hogy a sejtvonal fokozott proliferacios képessége egyiitt jar a
PKC3 szintjének modosulasaval (Geiges és mtsai, 1995). Ezen ismeretek ellenére az
izoenzimek sejtosztodasi- ¢és differencidlodéasi folyamatokban, a sejtmembranban
talalhatd kiilonbozd receptorok és ioncsatorndk miikodésében, valamint a
kalciumhomeosztazist befolyasold eseményekben betoltdtt szerepe még nem teljesen

ismert.
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1.5. Belso raktarak altal vezérelt csatornak (Store Operated Channels, SOC)

Minden sejt, igy a keratinocytak ¢életében ¢és mikodésében is az egyik
legfontosabb szabalyozd tényezd a sejt kornyezetének ¢és citoplazmajanak a
kalciumszintje. Az [Ca®]; nvekedése kalcium-dependens enzimek aktivaldsa révén
képes megvaltoztatni a sejt metabolikus folyamatait, befolyasolhatja a transzkripcids
eseményeket ¢és képes megvaltoztatni a sejtmembran csatornainak, receptorainak az
allapotat. Az intracellularis tér kalciumkoncentracidja novekedhet a belsd raktarakbol
torténd kalciumfelszabaduléds révén, amelyet megfeleld receptorok (pl. P,y) aktivalasa,
valamilyen masodlagos hirvivé molekula (pl. IP;) keletkezése és ez utobbinak a belsd
kalciumraktar (endoplazmas retikulum) membranjanak specifikus receptorahoz (pl. IP3-
receptor) torténd kotddése el6z meg. Masrészt viszont az extracellularis térbdl is juthat
be kalcium az intracellularis térbe kiillonb6zé specifikus vagy nem specifikus
csatornakon keresztiil. Ezek a csatorndk lehetnek ionotrdp receptorok (pl. Px receptor),
fesziiltségfiiggdek (pl. fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna), illetve aktivalhatjak Oket a
citoplazmaban lezajlé valtozasok (pl. [Ca*']; novekedése).

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) szemében talalhatd specifikus fehérje
(Tranziens Receptor Potencialt, TRP-t 1étrehozd fehérje) vizsgalata soran jutottak el
ahhoz a felfedezéshez, hogy a felvillané fény hatasara aktivalodo fehérje Ca**-ot és mas
kationokat enged be az adott sejtbe, depolarizalva azt. A tovabbi vizsgalatok soran
kideriilt, hogy ezek a fehérjék 6 transzmembran szegmenssel rendelkez6 ioncsatornék, s
igy a fesziiltségfiiggd, Shaker tipusu K'-csatorndval, a hiperpolarizicioval indukalt-
ciklikus nukleotidok 4altal nyitott (HCN) csatornédkkal, a ciklikus nukleotidokkal
aktivalhat6 (CGN) csatornakkal, valamint a policisztinekkel (PKD) allnak rokonsagban.
A PLC-y szerepe ¢és az, hogy a belsé raktarakbol torténd kalciummobilizalas milyen

modon képes aktivalni a membrénon keresztiil torténd kalciumbelépést az intracellularis
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térbe (kapacitativ kalcium bearamlas, CCE) egyeldre nem kellden tisztazott. Abban az
esetben, ha ez a csatorna elsésorban Ca’"-ionokat enged be a kiilsé térbél, akkor az
altala létrehozott aramot Icrac-nek (Calcium Release Activated Calcium Current)
nevezziik. Hasonlo jelenséget szamos sejtféleségen tapasztaltak mar (Lewis, 2001;
Clapham, 2002) ¢és ugy tlnik, hogy a csatorndk miikodése Osszefiiggésben van a
kalciumraktarak PLCP altal medialt kitrtilésével, a G-proteinek aktivalddasaval,
valamint a PLCy altal katalizalt foszforilaciés mechanizmusokkal. A kalciuminflux els6
része egy intenziv, receptor altal kozvetitett, tranziens intracellularis kalciumszint
emelkedésnek felel meg, amit egy magas platoval rendelkezd, elhtizoédd ionbearamlas
(kalciumbearamlas) kovet. Ez utébbi mértéke, nagysaga az extracellularisan jelenlévo
kalcium fliggvénye. A kalciumbelépési mechanizmusokat kialakité elemek jelentds
részét a belsd raktarak altal vezérelt csatornak (Store Operated Channels, SOC)
képviselik.

Tobb sejten torténtek kisérletek a fent emlitett mechanizmusok és a proteinkindz C
rendszer kapcsolatanak tanulmanyozéasara. Human T-sejteken (ahol szinte elséként irtak
le a Calcium Release Activated Calcium (CRAC)-csatornak meglétét) azt tapasztaltak,
hogy forbolészter (pl. PMA) kezelés hatasara nétt a csatorndk szama, s ezt fiziologias
koriilmények esetén, T-sejt aktivacid soran is kimutattdk (Fomina és mtsai, 2000).
Hasonlé eredményeket kaptak inzulint szekretald sejtvonal (Bode és mitsai, 1994),
alveolaris makrofagok (Sun és mtsai, 1999) és patkany mikroglia (Hahn és mtsai, 2000)
sejteknél is. Ellentétes hatasokrél is beszamoltak a PKC rendszer aktivalasakor
mezangialis sejteken (Mene és mtsai, 1997), HL-60 promyelocytdkon (Lee és mtsai,
1997) és kinai horcsog petesejtjein (Petersen €s mtsai, 1994).

Intézetiinkben mar torténtek kisérletek a kalciumfelszabadulas altal indukalt

kalciumbearamléas vizsgélatara (Csernoch és mtsai, 2000). A publikalt eredmények
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szerint ATP hosszan tart adagolasa HaCaT sejteken kétfazist [Ca® Ji-emelkedéseket
valtott ki extracellularis kalcium jelenlétében. Az els6 komponens az intracellularis
raktarakbol torténd kalciumfelszabadulas eredménye volt, hiszen abban az esetben is
megfigyelték, amikor az extracellularis oldatot CaCl, nélkiil, etilénglikol-bis-
N,N,N’,N’-tetraecetsav (EGTA) hozzdadasaval készitették el. A masodik fazist csak

*i-emelkedés

kiilsé kalcium jelenlétében detektaltak, raadasul az ott megfigyelt [Ca
mértéke anndl nagyobb volt, minél magasabb volt az alkalmazott extracellularis oldat
kalciumtartalma. Mindezen megfigyelésekbdl a szerzOk arra kovetkeztettek, hogy az
ATP hatasara kialakul6 valasz masodik részét az adenozin vegyliletre nem specifikus
mechanizmusok hoztdk létre. Azaz az intracellularis raktarakbol torténd
kalciumfelszabadulas a sejtfelszini membranon at zajlo kalciumbearamlasi folyamatokat
indukalt. Ugyanezt az eredményt kaptak abban az esetben is, amikor a kalciumraktarkat
egy Ca”-ATP-4z gatloszerrel (ciklopiazonsav, CPA) iiritették ki. Valoszini tehat, hogy
keratinocytdkon szintén megtaldlhatok a kalciumfelszabadulassal indukalhato

kalciumbelépési mechanizmusok.
1.6. Mechanoszenzitiv csatornak (MSC)

A mechanoszenzitivitas altalanos jellemzdje az €16 szervezeteknek ¢és sejteknek. A
mechanikai ingerek felfogasa és azoknak a sejt belseje felé torténd kozvetitése a
mechanoszenzitiv ioncsatornakhoz kotott, amelyek jelenlétét szamos sejttipuson leirtak
(Sackin, 1995). Elnevezésiik onnan ered, hogy a csatornak nyitvatartasi valosziniisége
megvaltozik a membrant ért mechanikai hatas kovetkeztében. Amennyiben a membran
allapotban stretch-aktivalt csatornakrol (SAC) beszéliink. Ezzel szemben, ha a zart

allapot iddtartama novekszik meg, akkor stretch-inaktivalt csatorndkkal (SIC) van
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dolgunk. Pontos funkcidjukat még nem hataroztdk meg, valtozatos eldfordulasuk
azonban arra enged kovetkeztetni, hogy sokféle szabalyoz6 folyamat részesei.
Megtaladlhatok a hallorendszerben, a mechanoreceptoroknal, az izomorsoban, az
endotéliumban és mas neuroszenzoros egységeknél (Sachs és Morris, 1998). Kimutatott
jelenlétiik nem-excitabilis sejteken, mint a vér- és epitélsejtek felszinén, ezek szintén
képesek mechanikai stimulusokra valaszolni. A mechanikai ingereket atalakito
berendezések még nem teljesen karakterizaltak, de mukodésiik szorosan Gsszefiigg a
citoszkeletonnal (aktinhoz és tubulinhoz kotott transzporterek), valamint sejtfelszini
proteinekkel (integrinek) €és mas ioncsatorndkkal. MSC csatornat mar sikeresen
kloénoztak baktériumbol és C. elegansbol (Sachs és Morris, 1998). A rovid (kb. 15 kDa)
alegységek, amelyeket az MscL gén kodol, multimer formaba rendezddnek a sejt
térfogatanak megvaltozdsa esetén johet Iétre, hanem a membran fesziilésében
bekovetkezo valtozas hatasara is.

Az eddig rendelkezésre all6 informacidk alapjan a mechanoszenzitiv csatornakat 5
csoportra osztottdk. Az SA-kation csatornak, mint azt elnevezésiikk is mutatja,
kationokra szelektivek, single channel konduktancidjuk Na'-ra illetve K'-ra 25 ill.
35 pS. Jelentds permeabilitist mutatnak divalens kationokra, igy Ca*'-ra. Eléfordulnak
a corneaban, neuroblasztoma sejteken, a plexus chorioideusban, vesesejteken, aorta
endotélsejtjein, kétéltick simaizmaban. A  sejttérfogat szabalyozasaban, a
morfogenezisben, az endotélsejtek nyirderére adott valaszanak kialakitasaban és
novényi sejtek geotrofikus valaszaiban is részt vesznek. Az SA-K" csatorndk elsésorban
K'-ra permedbilisak (SAKs), de kalciummal szemben mutatott érzékenységiik alapjan 2
Gijabb csoportra oszthatok. A Ca’'-inszenzitiv forma single chanel konduktanciaja

33pS, 2 nyitott és 3 zart allapota ismert. Ezt a format el0szor puhatestiick
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szivizomsejtjein azonositottak A Ca’'-szenzitiv alak mechanikai hatdsra maxi-kalium
aramot hoz létre, amely meredek fesziiltség- és kalciumfiiggést mutat. Az SA4-anion
csatorndk kozel sem olyan gyakori el6forduldstiak, mint az el6z6 két csalad tagjai.
Magas, 300 pS single chanel konduktanciat mutatnak, miikodéstiik kémiai anyagokkal is
befolyasolhato. A kovetkezO a nem szelektiv SA-csatorndk csoportja, amely ritkan
fordul el6 eukariotdkban és hipozmotikus oldattal aktivalhatdé. Kalciummal és
monovalens kationokkal szemben permeabilis, 36 pS konduktanciaval jellemezhetd. Az
utolsoé csoportot a Stretch-Inaktivalt (SI) csatornak alkotjak, amelyeket izomdisztrofias
egerekben irtak le. Valdsziniileg ezek SA-tol eltérd nyitvatartdsi valdszinlisége és
kalcium iranti érzékenysége a felelés az mdx-egerek myotubulusaindl megfigyelhetd
alacsony intracelluldris kalciumszintért.

Sok anyagot azonositottak mar, melyek képesek aktivalni illetve gatolni
mechanoszenzitiv ~ csatornakat, de csoportspecifikus vegyliletet eddig nem
dokumentéltak. A gadolinium a La**-hoz hasonl¢ trivalens kation, amely 100 uM-os
koncentraci6 felett hatdsosan gatolja elsdsorban a SAK-ot, de emellett a fesziiltségfliggd
kalciumcsatorndk aktivitasat is csokkenti. Hatdsat egyrészt a nyitott csatorna megfeleld
helyéhez kotddve fejti ki, masrészt nagyobb mennyiségben denaturédciot is okozhat.
Ugyancsak inhibitor hatast az amilorid pl. cochleéris szdrsejteken, Xenopus oocytainak
SAC csatorndin, puhatestli neuronok SAK-jain. Valdszinii, hogy itt tobb molekula
bekotddése sziikséges a gatld hatas kialakitdsdhoz. A kation tipust antibiotikumok
(streptomycin, neomycin, gentamycin, amikacin, kanamycin) a mechanotranszdukci6
mellett kalciumcsatorndk miikodését is gatoljak, SAC esetében pedig egy
szubkonduktancia allapotot alakitanak ki, igy cs6kkentve a csatorna vezetOképességét.

Kotohelyiik a csatorna membréanon ativeld szakaszan talalhato, a gatlo hatas kialakulasa
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pedig erdsen fesziiltségfiiggd folyamat. A kiilonb6zo peptidek (mérgek) blokkold hatdsa
leginkabb hisztokémiai kisérletekkel vizsgalhato.

Mivel a human keratinocytak szinte allandé mechanikai stressznek vannak kitéve,
szamos kutatdé szdmara, beleértve a mi munkacsoportunkat is, érdekesnek tiint
megvizsgalni az ilyen tipusu hatidsokra kialakulo, a sejt valasza soran bekdvetkezd
valtozasokat. Patch-clamp vizsgalatok segitségével kation- és anionszelektiv
csatornakat azonositottak keratinocytdkon (Galietta és mtsai, 1991). Konduktanciajuk
alacsony (18 pS) illetve magas (150-200 pS) lehet, a kalciumkoncentraciora altalaban
érzékenyen reagalnak vagy fesziiltségfiiggést mutatnak. Feltételezhetd, hogy a
mechanikai behatasokra reagalé csatornak osszefliggésbe hozhatok a membranpotencial
megvaltozasaval is adott koriilmények kozott (simaizomsejtek stretch-indukalta
depolarizacioja, konnymirigyek Ca®’-dependens K= és CI' 4ramainak szerepe a

hipotonias oldattal indukalt térfogatszabalyozasban).
1.7. Szabadgydkok, oxidans anyagok, NO és peroxinitrit

A reaktiv oxigén vegyiileteknek (ROS) szertedgazd szerepe van a normal és
patologias folyamatokban. Osszefiiggésbe hozhatdk a tumorgenezissel, az dregedéssel,
valamint a neurologiai betegségek széles korével (Alzheimer koér és Parkinson kor).
Minden sejtre jellemzd a szabadgyokok szintézise a normdl metabolikus folyamatok
soran. Valosziniileg szamos citokin, hormon és ndvekedési faktor fokozza ezen oxidans
anyagok azonnali, tranziens vagy hosszan elnyuld expresszidjat. A szervezet
novekedése sordn is fontos a reaktiv oxigén, hiszen masodlagos hirvivoként kiillonb6zo
enzimek, transzkripcios faktorok, novekedési faktorok termelését befolyasolja, valamint
apoptozist képes kivaltani. Osszehasonlitva a fagocitdkkal, amelyekben az erésen

szabalyozott, sejtspecifikus NADPH oxidaciés rendszer jelentds szerepet kap, a
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bekebelezést nem végzo sejtek alacsony mennyiségii ROS-t termelnek. Tobb, reaktiv
oxigénmolekulakat szintetizalni képes organellumot irtak mar le az irodalomban. Ilyen,
egyebek kozott, a sejtmembran, a mitokondrium, az endoplazmatikus retikulum ¢és a
peroxiszoma., amelyekben szamos kiilonb6zd enzim jatszik szerepet ezen
folyamatokban (NAD(P)H oxidaz, citokrém oxidaz, citokrom P450, xantine oxidaz,
monoamin oxidaz, ciklooxigenaz és lipoxigenaz).

A szuperoxid anion (O;) és a nitrogén-monoxid (NO) reakcidgjaval kialakulo
peroxinitrit anion (ONOO") és ennek konjugalt savas formdja, a peroxinitrites sav
(ONOOH, pKA=6,8) in vivo kisérletekben potencialis oxidans anyagoknak bizonyultak.
Fizioldgias pH értéknél a peroxinitrit 80%-a anionos formaban van jelen. A biologiai
féléletideje igen alacsony (<0,1s). A peroxinitrit (PN) kozvetleniil képes oxidalni
kiilonb6zd biomolekuldkat, példaul fehérjek szulfatcsoportjait. A CO,-al végbemend
reakcidja soran nitrosoperoxokarbonat (ONO,COy") alakul ki, amely egy koztes termék
a peroxinitrit bioldgiai rendszerekben végbemend bomlési folyamata soran.

Mivel a PN erdsebb oxidalé hatéssal rendelkezik, mint a prekurzorai (az O, és a
NO), néhany patologias allapot Osszefiiggésben 4allhat a peroxinitrit fokozott
termelddésével. A vegyiilet jelenlétét kimutattdk mar ischémids-reperfuzios
rendszerekben, neurodegenerativ betegségekben, kardiovaszkuléris elvaltozasokban,
atheroszklerdzisban és mas gyulladasos folyamatokban (Hattori és mtsai, 1996; Cotton
¢s mtsai, 1999; Rawlingson és mtsai, 2000; Szabo és mtsai, 2001; Virdg és mtsai, 2002).

A PN citotoxikus hatdsdnak kialakuldsdhoz vezetd ttvonal még nem teljesen
vilagos. Mindenesetre megfigyelhetd ezen folyamatok soran a poli-ADP-ribdz-szintetaz
(PARS) aktivacioja, amely képes a poli-ADP-riboz-t a DNS-sel illetve a megfeleld

fehérjével osszekotni. Az enzim mitkddése egyben az intracellularis tér NAD" és ATP

crer
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a citotoxikus hatas kapcsolatban all a mitokondriumban zajlé biologiai oxidéacio
gatlasaval, valamint a kaszpaz-3 enzim aktivalasaval. Tekintettel arra, hogy a sejt
karosodasaban igen jelentds szerep tulajdonithaté az oxidans vegyliletek altal indukalt
intracellularis kalcium mobilizacionak is (Nicotera és mtsai, 1998), vizsgalni akartuk a
PN-nek ezen paraméterre kifejtett hatasat HaCaT sejteken. In vitro kisérletekben a PN
gyakori prekurzora a 3-morfolinosidnonimine hidroklorid (SIN-1), igy célunk volt ezen
vegyiilettel indukalhatd valtozasok tanulméanyozéasa is. Ez utdbbi anyagbol spontin
mddon NO szabadul fel, amikor oldatba keriil. A NO aktivalja a guanilat-ciklaz
enzimet, igy emeli a cGMP szintet. A SIN-1 vazodilatator hatasu vegyiilet, ezenkiviil

gatolja a vérlemezkék aggregacidjat is.
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II. CELKITUZESEK

Munkank sordn a purinerg jeldtviteli mechanizmus jellegzetességeit kivantuk
vizsgalni proliferald — prekonfluens — és differencialodod — konfluens — HaCaT sejteken.
Ezzel parhuzamosan tanulmanyoztuk a proteinkindz C rendszer ezen sejtfolyamatokban
betoltott szabdlyozo szerepét is. Mivel az intracellularis raktarakbdl torténd
kalciumfelszabadulas fontos szerepet tolt be a sejtosztodasban és a differencialédasban,
elsdként a belsd raktarak altal vezérelt, a sejtmembranban elhelyezkedd csatornak
miikodésének, és foszforilaciés uton torténd szabalyozasanak vizsgalatat kivantuk
elvégezni.

Meéréseink kovetkezd részében szintén a plazmamembranban elhelyezkedd, és a
sejtciklust befolyasolni képes mechanoszenzitiv csatorndknak a vizsgalatat tliztik ki
célul. Méréseink soran arra voltunk kivancsiak, hogy ezen csatornak mely tipusa/tipusai
talalhatok meg a keratinocytdkon, melyeket aktivalja ezek koziil a hipotonids stressz,
mint mechanikai inger, és végezetiil, hogy a PKC rendszer befolyasolja-e a rajtuk
atfolyd éaramot. Fontosnak tiint megvizsgadlni azt is, hogy a hipotonias stressz
megvaltoztatja-e az intracellularis kalciumkoncentraciot, és ha igen, modosulnak-e
ezaltal a sejtek osztddasi és differencialodasi tulajdonsagai.

Végezetiil a sejtciklus egyes Iépéseit ugyancsak érintd oxidativ hatdsti anyagok
intracellularis kalciumszintre kifejtett hatasat kivantuk megvizsgalni. Tanulmanyoztuk,
hogy a citoplazma kalciumtartalménak kiilonb6z6é nagysagu és kiilonboz6 ideig tartd
megemelkedése milyen szereppel bir a sejtek szamat csokkentdé apoptotikus és

nekrotikus folyamatok meginditasaban.
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III. ESZKOZOK ES MODSZEREK

II1.1. Sejttenyésztés

crer

Kisérleteinket alacsony Ca®*-koncentracioju oldatban és 38°C-on torténd tenyésztés
hatdsara immortalizalodott humdan keratinocyta sejtvonalon, Un. HaCaT sejteken
végeztik (3.4bra). A sejtvonal egy melanomdban szenvedd férfi egészséges, nem
infiltralodott borteriiletérdl szarmazik (Boukamp et al, 1988). A sejtek bizonyitottan
nem szenvedtek daganatos elvaltozéast, spontdn proliferacios képességiik azonban
megnodvekedett. Fenntartjak differencidlodési  képességiiket is, amit szamos
differencialodési marker (keratin-1, keratin-10, involukrin és fillagrin) szintézise mutat
(Ryle et al, 1989). A HaCaT sejteket a normal human keratinocytak jellegzetességeinek
feltérképezéséhez mint modellrendszert hasznaljak.

A HaCaT sejtek tenyésztése 5% CO, tartalom mellett 37°C-ra termosztalt
koriilmények kozott, endotoxin-mentes Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediumban
(DMEM, Sigma) tortént. A tapoldatot 10% fotalis borjasavoval (FCS), 2 mM L-
glutaminnal, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin és 1,25 pg/ml fungizone
oldattal egészitettiik ki.

A sejtkultirakat koriilbeliil 20%-os konfluenciaval inditottuk, igy a sejtek atlagosan
a 6. tenyésztési napon nétték be teljesen a tenyésztéedény aljat, majd ezutan a magas
sejtdenzitas altal indukalt differencialodasi fazisba 1éptek.

A konfluencia elérésekor a sejteket haromszor atmostuk pufferoldattal (137 mM
NaCl, 5,4 mM KCI, 6,9 mM NaHCOs, 0,5 mM Na,EDTA, 1g/l gliikoz, pH 7,4), majd
37°C-on 0,00125%-o0s tripszinnel emésztettiik. A reakcio leallitisara, valamint a
receptor-pusztulds megakadalyozasara haromszoros mennyiségii DMEM oldatot adtunk

az elegyhez. A tenyésztéedény falarol ily modon leemésztett sejteket 1000 g-n 10 percig
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centrifugaltuk és a megfelelé mennyiségii (1-2x10°/ml) sejtet savkezelt, hélégsterilizalt
feddlemezre (Menzel-Glaser, Spektrum-3D, 32 mm &atméré és 0,07 mm vastagsag)
sz¢lesztettiik ki. A kisérleteket megeldzden a sejteket DMEM tépoldatban, termosztalt
koriilmények kozott tartottuk.

A proteinkinaz C izoenzimek szerepének vizsgédlatdhoz a fedélemezen kitapadt
kb. 16 oréan at. Ezt az anyagot az irodalomban leirt kisérlet alapjan valasztottuk ki, mivel
a PMA kezelés PKC izoenzimek aktivalddasat, illetve szintjének csokkenését (down
regulation, ,,lefelé szabalyozas™) okozza szdmos vizsgalt sejttipuson.

Kisérleteink egy részében olyan sejteket hasznaltunk, amelyek elérték, illetve
meghaladtdk a 70%-os konfluenciat. Ilyen koriilmények kozott a sejtek Osszefliggo,
legalabb 100 sejtbol allo ,,szigeteket” hoztak 1étre (3. abra). Ebben az esetben, az optikai
mérések soran, a hattér fluoreszcencidjanak meghatarozasat a sejtmentes részeken, mig
a kilonbozé anyagok hatasanak vizsgalatat a szigetek kozepén elhelyezkedd

keratinocytakon végeztiik el.
I11.2. Intracellularis kalciumkoncentracio mérés

Az intracellularis kalciumkoncentracioban bekovetkezd valtozasokat kalcium-
érzékeny, fluoreszcens festék segitségével kovettik nyomon. Ennek érdekében a
fedSlemezre kitapadt sejteket 37°C-on, 1 oran keresztil 5 pM Fura-2-acetoxi-
metilészterrel (Fura-2 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) toltottiikk fel. A
méréseket megeldzden a keratinocytékat fél 6ran at normal Tyrode oldatban (137 mM
NaCl, 5,4mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM Hepes-NaOH, 1g/1
gliikéz, pH 7,4) tartottuk szobahdmérsékleten, s ezalatt a festék egyenletesen eloszlott

az intracellularis térben.
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A feddlemezen kitapadt, festékkel feltoltott sejteket fluoreszcens invertald
mikroszkop (Diaphot, Nikon, Japan, 4. abra) targyasztalara helyeztiik egy erre a célra
kialakitott specidlis mérdkadban. A festéket valtakozo, 340 ¢és 380 nm-es
hullamhosszisaga fénnyel vilagitottuk meg, melyet a Xenon lampa fényébdl egy
sugarosztd €s két monokromator segitségével allitott el a mérérendszer (DeltaScan,
Photon Technology International, USA). A kibocsatott fényt 510 nm-en detektaltuk egy
fotoelektron sokszorozéval, 10 Hz-es mintavételezési frekvenciaval. Az [Ca®'i-
valtozasokat a 340 (Fis) és 380 (Fs3) nm-en mért fluoreszcencia intenzitasok
hanyadosabdl (R=F340/F330) hatdroztuk meg a Grynkiewicz és mtsai. (1985) altal leirt
modon, in vivo kalibracids adatok segitségével:

[Ca” 1i=Kg* {(R-Rmin)/(Rimax-R)*Sp2/Sp2},

ahol Ky a disszociacids allandd, Ruyin és Rimax a fluoreszcencia hanyados azon értékei,
amikor a festék kalciumot nem koét, illetve kalciummal telitett, Sr/Syr a szabad és
kalciumot kotott festék fluoreszcencidjanak hanyadosa 380 nm-en. A raciometrikus
[Ca®")i-meghatdrozas  elénye, hogy eltekinthetink a sejtbe jutott festék
koncentraciojatél, valamint a megvilagitdé fény intenzitdsatol. Kalibracios kisérletek
segitségével hatdroztuk meg a maximalis- és minimalis [Ca®']; mellett mért, rendszer-
specifikus fluoreszcencia hanyadosokat: R.,in=0,42; R.x=8,6. A Ca*’-Fura-2 komplex
altalunk haszndlt disszociacios allanddjanak értékét az eldbbi mennyiségek
felhasznalasaval szamoltuk ki: K4=76 nM; Sp/Sp=15,3.

Az alkalmazott anyagok adagoldsa valtoztathatd sebességli perfuzios rendszerrel
tortént, amit egy lokalis perfuzios rendszerrel egészitettiink ki. Ez utobbi segitségével a
vizsgaland6é anyagokat kozvetleniil a sejtek kozelébe tudtuk juttatni. A kisérletek

normal Tyrode illetve kalciummentes Tyrode oldatok folyamatos perfuzidja mellett
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torténtek, mely utdbbi hasonld Osszetételii, mint a normdl oldat annyi kiilonbséggel,
hogy nem tartalmaz CaCl,-ot, illetve 1 mM EGTA-val egészitettiik ki.

A fluoreszcens kalciummérések soran hasznalt hipozmotikus oldatokat a NaCl
mennyiségének csokkentésével (TY75 és TYS0) allitottuk eld (lasd I11.3.)

Az oxidativ stressz (peroxinitrit és SIN-1) hatdsanak vizsgalata soran az [Ca*'];-
méréseknél normdl Tyrode illetve kalciummentes Tyrode oldatot hasznaltunk. Az
erésen oxidativ hatasti peroxinitritet modositott (gliikoz- és Hepes mentes) Tyrode
oldatban (pH 11) oldottuk fel kozvetlenil a mérés eldtt (az alkalikus pH
megakadalyozta az oxidans anyag lebomlasat). A SIN-1-et hasonld Osszetételii
kozegben alkalmaztuk, amelynek pH-ja 7,5 volt. Az oldoszerként hasznalt modositott
Tyrode oldat hatdsat szintén teszteltiik. A szereket ebben az esetben is a lokalis
perfuziés rendszer segitségével juttattuk el az aktudlisan vizsgéalni kivant sejt

kornyezetébe.
I1.3. Membranpotencial regisztralasa konvenciondlis mikroelektodaval

Az elektrofizioldgiai mérések ezen részében boroszilikat iivegkapillarisokbol (Bio
Logic, Germany) nagy ellenallasi (20-30 MQ) konvencionalis mikroelektrodakat
készitettiink, amelyeket 3 M-os KCI oldattal toltottiik fel. A kisérlet soran a CI°
koncentraci6 valtozasanak kivédése érdekében modositott Tyrode (TY) oldatot
(68,5 mM NaCl, 68,5 mM Na-glutamat, 5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,,
11,8 mM Hepes-NaOH, 1g/1 gliikéz, pH 7,4) hasznéaltunk a nyugalmi membranpotencial
meghatarozasdhoz, majd lecseréltiik az extracellularis oldatot 75 illetve 50%-o0s
hipotonids oldatra (TY75 és TY50), mely az eredeti Tyrode (TY) oldat Na-glutamat

tartalmanak felét (TY75) tartalmazta, vagy az teljesen hidnyzott az oldatbol (TY50).
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Az 1 kHz-en mintavételezett elektromos jeleket Axoclamp 2B erdsitd (Axon
Instruments) segitségével regisztraltuk, majd analog-digitalis atalakitas utan (Digidata
1200, Axon Instruments, CA, USA) a kapott adatokat a pClamp 6.0.4. szoftverrel

(Axon Instruments) értékeltiik ki.
I11.4. Fesziiltség- és aram-clamp mérések

Az elektrofiziologiai mérések ezen részében alacsony (2-3 MQ) ellenallasa, K'-
aszpartat alapu oldattal (110 mM K-aszpartat, 20 mM KCl, 2 mM MgCl,, 5 mM EGTA,
5 mM Hepes, 2 mM MgATP, pH 7,3) feltoltott pipettdkat hasznaltunk, amelyeket az
elézéekben mar ismertetett boroszilikat tiveg kapillarisbol készitettiink. A méréseket a
iondramait a mérdrendszer fesziiltség-rogzitéses (voltage-clamp) modozatanak
alkalmazdsaval, mig a membranpotencial-valtozdsokat az aram-rogzitéses (current-
clamp) tizemmoddban kovettilk nyomon az Axopatch 200A erdsité (Axon Instruments)
segitségével (5.4abra). A sejtek passziv elektromos paramétereinek (kapacités)
meghatarozasdhoz 40 ms hosszu, -40 mV-os tarté (holding) potencialrél induld, 5 mV-
os depolarizald impulzust hasznaltunk. A sejtek linedris kapacitdsa 20-40 pF-nak
adodott a kisérletekben. Az alkalmazott oldatok cseréjét alland6 sebességli perfuziods
rendszerrel oldottuk meg. A mérések sordn hasznalt hipozmotikus oldatok a
konvenciondlis mikroelektrodas technikaval végzett kisérleteknél ismertetett mdodon
késziiltek, mig a teljes NaCl tartalom Na-glutamattal torténd helyettesitésével kaptuk a

Cl'-mentes TY és Cl'-mentes TY 50 oldatokat.
111.5. Western-blot analizis

A tenyésztéedényben legalabb 70%-os konfluenciat elért sejteket foszfat puffer

oldattal (PBS) mostuk at jégen, majd homogenizal6 pufferben (20 mM Tris-HCl, 5 mM
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EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil) benzonszulfonil fluorid, 20 mM leukopeptin, pH 7,4;
Sigma) szedtiik fel. A sejtek ultrahangos feltdrasa (szonikalds) utdn a proteintartalmat
BCA protein assay segitségével hataroztuk meg (Pierce, Rockford, IL, USA). A teljes
sejtlizatumot SDS-PAGE pufferoldatban oldottuk és 10 percig forraltuk 100°C-os
vizfiirddben. 20-30 pg proteinmennyiséget adagoltunk a 8%-o0s SDS-PAGE gél egy-egy
mélyedésébe, majd futtatds utdn nitrocellul6z membranra (Bio-Rad, Wien, Ausztria)
vittiik fel. A reakcidt 5%-os, PBS-ben oldott tejjel blokkoltuk, majd a megfeleld
els6dleges antitest higitassal kezeltik a membrant. Az Aaltalunk vizsgalt PKC
izoenzimek (PKCa, €, 1, 0, B és {; Sigma) nyllban termeltetett, a differencidlodasi
marker involukrin pedig egérben termeltetett elsddleges antitestekhez specifikusan
kotodott. Az elsddleges antitestek ellen kecskében termeltetett, peroxidaz-konjugalt
masodlagos antitesteket (Bio-Rad) immunoreaktiv modon tettiik lathatova fényérzékeny
filmen (AGFA, Brussels, Belgium), az ECL Western-blot detektald egységben leirt

modon (Amersham, Little Chalfont, Anglia).
11L.6. EIG sejtszam meghatdrozdsa

Az €16 sejtszam meghatarozasat 3-[4,5-dimetiltiazol-2-y1]2,5-difeniltetrazolium
bromid (MTT assay, Sigma) segitségével végeztik. A sejteket 5000 sejt/well
denzitadsban szélesztettiik 96 lyuku tenyésztéedényben és kezeltiik a vizsgélni kivant
oldatokkal. Minden esetben 4 parhuzamos mérést végeztiink. Az assay sordn a sejteket
0,5 mg/ml MTT por oldataval inkubaltuk 3 6ran keresztiil, 37°C-ra termosztalt
koriilmények kozott, majd a tetrazdlium sobol képzdédott formazan kristalyok

crer

hataroztuk meg.
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A hipoténids stressz proliferaciora és differencialodasra kifejtett hatdsanak
vizsgélata soran harom, kiilonb6z0 mértékben modositott oldatot hasznaltunk. A
hipotdnids tenyésztdoldat eldallitdsa soran a normal tenyésztdoldathoz (DMEM illetve
fenol-voros mentes RPMI oldat #300 mosmol/l, NS) steril desztillalt vizet adtunk olyan
mennyiségben, hogy az igy létrehozott elegy (LS50) ozmolaritdsa megfelelt a TYS0
ezen paraméterének (=150 mosmol/l). Ez természetesen egyiitt jart az oldatban 1évo
szérum mennyiségének csokkenésével is. Igy fontosnak tartottuk azt is, hogy az
ozmolaritas valtoztatdsa nélkil, a szérum csokkentésének a hatdsat is megvizsgaljuk a
sejtek novekedésére és fejlodésére. Ennek érdekében az altalunk hasznalt harmadik
oldat 50-50%-ban tartalmazott normal tenyészt6 oldatot és steril Tyrode oldatot, igy az
elegy ozmolaritasa nem csdkkent (=300 mosmol/l), viszont a szérum koncentracidja a

normal érték fele volt (LS).
I1.7. Immunfluoreszcens vizsgalatok

A HaCaT sejttenyészetet foszfatpuffert tartalmazo jéghideg sooldattal haromszor
atmostuk, majd 5 perces acetonos fixalast végeztiink 4°C-on. A fixalasi folyamatot 30
percen keresztiil alkalmazott 0,6% Triton X-100-at és 1% BSA-t tartalmazd oldattal
blokkoltuk. Ezutdn a sejteket nyllban termeltetett anti-PKC antitesttel, valamint
purinoreceptor ellenes antitesttel inkubaltuk 2 6ran keresztiil (4ltaldban 1:50-100-as
higitast hasznaltunk a blokkolé oldatban). A mintdkat ezt kdvetéen 1 6rdn at az
els6dleges antitest ellen kecskében termeltetett, FITC-konjugalt antitesttel, illetve
szintén 1 6rdn at propidium-jodiddal inkubdltuk. Az eldbbi a specifikusan jelenlévd
PKC izoenzimeket (6. 4bra) illetve purinoreceptorokat teszi lathatova, mig az utdbbi a
sejtmagok megfestésére szolgal. A specifikus antitestekkel és fluoreszcens festékekkel

megjeldlt sejteket fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss) vizsgaltuk.
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111.8. Statisztikai analizis

Az abrakon az atlagokat és az azokhoz tartozo standard hibat (SEM) tiintettiik fel.
A kisérleti csoportok kozotti statisztikai szignifikanciaszintet kétmintas t-proba
segitségével hataroztuk meg, ahol a szignifikanciahatar p<0,05 volt. Ezt az dbrakon *-
gal jeloltink. A gorbék egy-egy kisérletbdl szarmazd reprezentativ eredményeket

mutatnak be.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. A proteinkindz; C rendszer hatisa HaCaT keratinocytik transzmembrdan

kalciumaramaira.

Sajat kisérleti tapasztalataink (Bir6 és mtsai, 1998; Gonczi és mtsai, 2002) és
irodalmi eredmények is arra utaltak, hogy humén keratinocytak intracellularis kalcium
mennyiséggel in vitro és in vivo egyarant. Human keratinocytdkon mar leirtdk, hogy a
PI-utvonal aktivalasa ATP-vel, illetve a kalcium raktarak kiiiritése képes beinditani a
SOC csatornakat (Csernoch és mtsai, 2000). Ez a bearamlas jelentésen csokken pl.
psoriasisos sejtek esetében, ami feltételezi, hogy a kapacitiv kalcium bedramlas
szabalyozo szereppel bir az [Ca’]; szabalyozasdban. Szamos sejttipuson mar azt is
leirtak, hogy nemcsak az [Ca®"]; véaltozasa, hanem a PKC rendszer aktivalasa is képes
befolyasolni a SOC-on keresztiili kalcium bejutést a sejtekbe. A PKC aktivalasa forbol
12-mirisztat 13-acetattal gatolta a kapacitiv kalcium bejutast mezangialis sejteken, kinai
horcsog petesejtjein és HL-60 promyelocytakon, mig az enzimrendszer aktivitasanak
hosszantartd6 PMA kezeléssel torténd csokkentése (down regulation) ellentétes hatast

alakitott ki.
IV.1.1. PMA elokezelés hatasa az extracellularis térbol tortend kalciumbearamlasra

A PI rendszer 30 masodpercig tartd6 ATP adagolassal torténd ismételt aktivalasa
tranziens jellegli [Ca’]i-emelkedéseket okozott a vizsgalt sejteken, amely soran az
egymast kovetd valtozasok amplitaddja kismértékii csokkenést mutatott (7A és
8A ébra). Az intracellularis kalciumkoncentraciod a tranziensek utan az eredeti értékre

allt vissza ([Caz+]nyug), a nyugalmi intracellularis kalciumkoncentracid valtozasa
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(A[Ca2+]nyug) elhanyagolhat6o volt a kontroll, kezeletlen sejtek esetében (8B abra). Az
extracellularis térbdl torténd kalciummegvonas utan jelentdsen csokkent az ATP-vel
kivaltott tranziensek nagysaga (7C abra és 1. tablazat), ami valdsziniisiti, hogy az
[Ca®)i-emelkedések kialakitasaban mind a belsé raktarakbol felszabaduld, mind a kiilsé
térbol bedramlo kalcium részt vesz. Amennyiben a sejteket a mérés eldtt 16-18 oras
PMA (100 nM) kezelésnek tettiik ki, els6ként azt figyelhettiik meg, hogy sem a
[Ca2+]nyug (79£4 vs. 80+4 nM, kontroll és eldkezelt sejteknél, n=20) értéke, sem a
tranziensek alapvetd kinetikai jellemz6i nem mutattak valtozast a kontroll sejtekhez
képest. Ez arra utal, hogy a PKC izoenzimek aktivitasinak moddositasa nem jatszott
jelentds szerepet a nyugalmi [Ca*']i-nak, illetve a PI rendszer egyes elemeinek a
kozvetlen szabalyozasaban.

Ezzel szemben a PMA-kezelt sejteknél az [Ca®]; a kalciumtranziensek utdn nem
tért vissza teljesen a kiindulési értékre, hanem jelentds, atlagosan tobb, mint 20 nM-os
[Ca® ayug-véltozast tapasztaltunk minden tranzienst kovetden (7B és 8B dbra). A PMA
kezelés ezen hatasa kalciummentes koriilmények kozott elmaradt (7C és 8B abra), azaz
feltételezhetd, hogy a [Ca%]n_yug valtozasahoz sziikséges a kiilsé térben kalciumionok
jelenléte, amelyek a sejtmembran specialis fehérjéin (pl. SOC csatornak) keresztiil

képesek bejutni a sejt belsejébe.
IV.1.2. PMA kezelés hatisa a CPA-val indukalt kalciumbelépésre

Elézetes eredményeinkbdl ismert, hogy az ATP-vel kivaltott, intracellularis
raktarakbol torténd kalciumfelszabadulas kalciumbedramlast indukal a sejtet koriilvevo
kornyezetb6l. A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a PMA kezelésnél
megnodvekedett kalciumbedramlast a jelenlévé SOC csatorndk fokozott aktivacidja

okozza-e. Ennek vizsgalatara a kisérletekben ciklopiazonsavat alkalmaztunk, amely a
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kalcium-ATP-az specifikus blokkoloszereként képes a belsé kalciumraktarak kiiiritésére
kalciummentes extracellularis oldatban. 10 uM CPA adagolasaval az [Ca*']; tranziens
emelkedését valtottuk ki mind kontroll, mind PMA-kezelt sejteken (9. abra). Az [Ca®']i-
valtozas amplitaddja és a CPA-val kivaltott tranziens maximalis felszallasi meredeksége
nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll- és PMA-kezelt sejtek eredményeit
Osszehasonlitva (1. tdblazat), ami arra utal, hogy a forbolészter nem véltoztatja meg a
raktarozott kalcium mennyiségét. A kalcium-ATP-4z gétloszerének folyamatos
jelenlétében az [Ca™]; visszatért a kiindulasi értékre, ami a belsS raktarak teljes
kiiiriilését demonstralta. Ezt kovetoen, ha a kiils6 térbe visszaadtuk a kalciumot, akkor
mindkét sejtpopulacional az [Ca®']; Gjabb megemelkedését tapasztaltuk. Ez csak akkor
johetett létre, ha a raktarak altal vezérelt SOC csatorndk kinyiltak és rajtuk keresztiil
bearamlott a kalcium az extracellularis kozegbdl. Az ily modon Ilétrejott
kalciumkoncentracié emelkedés sebességében jelentds eltérést tapasztaltunk a kontroll
¢s az eldkezelt sejtek kozott (9. dbra és 1. tablazat). Az eldkezelt sejtek esetében ez az
érték ~47%-al volt magasabb, mint kontroll sejteknél, mely a SOC csatorndk fokozott

aktivacios allapotara utal a PMA-val kezelt sejtek esetében.

IV.1.3. PMA elbkezelés hatisa keratinocytak PKC izoenzimmintazatdara proliferalo

sejteken

Mivel a forbolészter kezelés a kiillonb6zé proteinkindz C izoenzimeket aktivalja,
ésszertinek tint megvizsgalni, hogy mely izoenzim(ek) vehetnek részt az altalunk
vizsgalt folyamatokban, illetve a megfigyelt valtozasok kialakitasaban. Ezért kontroll és
PMA-kezelt sejtek esetében egyarant Western-blot analizist végeztiink, ahol a
kiilonboz6 izoenzimekre specifikus antitesteket hasznaltuk az azok szintjében

bekovetkezd esetleges valtozdsok kimutatasara. Az altalunk vizsgalt HaCaT sejtek
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tartalmaztak mindazon PKC izoenzimeket (a klasszikus csoportba tartozé6 PKCa-t, az 1j
tipusu J, € és n-t, valamint az atipusos C-t), amelyeket a normal human keratinocytdkon
leirtak. Ezenkiviil azt is vizsgéltuk, hogy a psoriasisos borben leirt, klasszikus csoportba
tartozd6 PKCP, jelen van-e a HaCaT sejtekben, amely felelds lehet a sejtvonal
hiperproliferacios tulajdonsagéaért. Mint az a 10. abran jol lathatd, ez utdbbi izoforma is
nagy mennyiségben van jelen az altalunk vizsgalt sejtekben, amelyeket eldszor Un.
prekonfluens, azaz o0sztédd stadiumban vizsgaltunk. Mint azt a Western-blot
eredmények mutatjdk, a PMA el6kezelés specifikusan csak a PKCo szintjének
csokkenését okozta, mig a tobbi izoenzim szintjében Iényeges valtozast nem

tapasztaltunk.
IV.1.4. A kapacitativ kalcium bedaramlas modosuldsa konfluens sejteken

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy a sejtek differencialodasi
allapota Dbefolyasolja-e a SOC csatornakat illetve azok PKC rendszer irdnti
érzékenységét. Ehhez az elézdekben ismertetett kisérleti protokollokat megismételtiik
olyan sejteken is, amelyek a fed6lemezen Osszefliggd réteget képeztek, azaz a
megnodvekedett sejtszam altal indukalt differencialédas keriilt elotérbe az eddigi
fokozott osztddassal szemben.

Konfluens sejteken az ismételt ATP adagolds kalciumtranziensek kialakuldsat
eredményezte (11. abra). Az egymast kovetd [Ca®'Ji-emelkedések amplitadoja csokkend
tendenciat mutatott, hasonléan a prekonfluens sejteknél tapasztaltakhoz (11A ¢és
12A abra). A tranziensek iddbeliségében szembetiing eltérések voltak a két
populaciéban. Az izolalt sejteknél kialakuld gyors felszalld szarat konfluens sejtek
esetén egy lassu fazis eldzte meg (11.4abra). Emellett az elsé, ATP-vel indukalt

tranzienst kovetden a nyugalmi kalciumkoncentracié magasabb volt, mint a kiindulési
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érték, Aam ez a valtozas a tobbi tranziens [Ca]i-emelkedés utan nem volt megfigyelhetd
(12B dbra). A  [Ca’]-ban  megfigyelhetd  kiilonbségek  szamszeriisitésére
Osszehasonlitottuk az els6 ATP adagoldssal kivaltott tranziensek amplitidojat
prekonfluens ¢és konfluens sejteken. Differencialodd keratinocytakon magasabb
értékeket kaptunk (155+£19 nM), mint az oszt6do sejtek (11618 nM) esetében.

A konfluens sejteket PMA-val eldkezelve nem tapasztaltunk valtozast sem a
[Ca®Jnyug-ban, sem a kivéltott tranziensek kinetikdjaban, bar az elokezelt sejteken a
tranziensek els6, lassu fazisa még kifejezettebb volt (11B 4bra). Az elsé tranzienst
kovetden szintén megfigyelhettiik a nyugalmi kalciumkoncentracié emelkedését, am ez
jelentdsen kisebb mértékli volt, mint proliferadld6 HaCaT sejteken (12B ébra).
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PMA kezelés kapacitativ kalcium
bearamlast fokozd hatdsa modosul, amikor a sejtek Osszefiiggd réteget képeznek.

A SOC csatornék jelenlétének és miitkodésének vizsgalatara a CPA-s kisérleteket
is megismételtiik a differencidlodd sejteken. Mint azt a 13A dbra mutatja, a
ciklopizonsav adagolasa itt is az [Ca®']; tranziens jellegli emelkedését okozta, amely a
belsé kalciumraktarak kitirtilését szemlélteti. A valtozdsok mennyiségi és kinetikai
paramétereiben nem kiilonboztek 1ényegesen a prekonfluens sejteken mértektdl, ami azt
valosziniisiti, hogy a sejtek elérehaladott differencidlodési allapota nem modositja az
intracellularis raktarakat (2. tablazat). Az el6zoekhez hasonldéan, a PMA eldkezelés
ebben az esetben sem valtoztatta meg a CPA 4ltal indukalt kalciumtranzienst
(13B ébra).

A Dbelsé raktarak altal vezérelt csatorndkon keresztiil 1étrejové kalciumbelépés
kinetikdjdban azonban kiilonbségeket figyelhettiink meg a prekonfluens sejtekhez
viszonyitva. Az extracellularis tér kalciumtartalmat megnovelve, az osztddo sejteken

megfigyelt folyamatos [Ca®J-emelkedés (9. abra) helyett konfluens sejteknél egy korai
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csucsérték elérése utan rogtén elkezd6dstt az [Ca’’]; nyugalmi értékre torténd
visszatérése (13A abra). A kalciumbedramlas megsziinése, illetve annak jelentOs
csokkenése deszenzitizacid kialakuldsara utal, vagy a bedramlasi mechanizmusok
erbteljes inaktivacidjat mutatja. Az [Ca’']i-ban bekovetkezé valtozasok kvantitativ
jellemzdit a 2. tdblazat foglalja 0ssze. Proliferald sejtek esetében a kapacitativ kalcium
bearamlas kozel allandé volt, ezt jol szemlélteti az az adat, amely szerint a teljes [Ca*']i-
emelkedés kb. kétszerese volt a folyamat elsé felében bejutott kalcium mennyiségének.
Ez a hanyadosérték differencialodé sejtek esetében nem érte el az 1-et sem, amibdl arra
kovetkeztethetliink, hogy az influx folyamatinak masodik felében differencialodo
sejteknél jelent6s ionbearamlas mar nincs. Valdszintileg ezzel van 6sszefiiggésben az is,
hogy a kezdeti bearamlas sebessége magasabb a konfluens sejteknél (1. és 2. tablazat),
azaz ott a raktarak feltdltddése a kiils6 térbol rovidebb id6 alatt, nagyobb sebességgel
torténik. A forbolészterrel torténd kezelés nem valtoztatta meg jelentésen a folyamat
kinetikajat (13B ébra és 2. tablazat), amely a PKC rendszer kisebb szerepére utal

konfluens sejtek esetében.
IV.1.5. PMA kezelés hatdasa a PKC izoenzimmintazatra differencialodo keratinocytakon

A proteinkinadz C izoenzimmintdzat Western-blot analizise sordn azt tapasztaltuk,
hogy konfluens sejtekben jelentésen emelkedik a PKCe szintje az 0szt6do
keratinocytdkhoz képest (10. és 14. abra). A PMA kezelés itt eltéréen modositotta a
kiilonb6z6é izoformdkat. Amig prekonfluens sejteknél a PKCa szintje csokkent
jelentésen, addig konfluens keratinocytdkban a PKCP és ¢ lefelé szabalyozodasat
figyelhettilk meg. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a PKCa izoenzim kozvetleniil

képes szabdlyozni a SOC csatorndk szamat, mig a PKCPB ¢és PKCe izoenzimek
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valoszinlileg a csatornak kinetikai  jellemzdit  befolydsoljak  foszforilacids

mechanizmusok segitségével.

IV.2. Mechanoszenzitiv csatorndk szerepe a membrdanpotencidal kialakitasaban és a

proliferdacio szabdlyozdsaban in vitro HaCaT keratinocytikon

A szervezetlinkben talalhatd sejteknek altalanos jellemzdéje, hogy a felszini
membranjukban mechanoszenzitiv ioncsatornak (MSC) talalhatok. A mechanikai
hatasokkal szembeni érzékenység szamos élettani folyamat alapvetd feltétele. Fontos
szerepe van példaul a hallds, a tapintds és proprioceptiv érzékelés soran, valamint
szenzoros informdaciot jelent az tireges szervek térfogatszabalyozasanak, a testfolyadék-
Osszetétel valtoztatdsanak ¢és szamos esetben a novekedés szabdlyozasanak
folyamataban (Sachs €és Morris, 1998). A mechanoszenzitiv csatorndk egy specidlis
Droogmans, 2001). Ezen csatornak nagy része egész sor monovalens kationnal szemben
permedbilis (Sackin, 1995). A csatorndk masik része pedig Ca*'-kat és monovalens
kationokat egyarant képes a sejtbe juttatni.

A bor allandéan mechanikai hatasoknak van kitéve. Bizonyos teriileteit fokozott
nyomasviszonyok, mig mas részeket nyiréerdk érnek, mint példaul a gyogyuld
borszovet sz€élénél talalhatd sejteket. Ezek a mechanikai erdk képesek a keratinocytak
proliferacioés és/vagy differencialodasi folyamatait befolyasolni. In vitro human
keratinocyta sejtvonalon mar kimutattdk, hogy a megndvekedett membranfesziilés a
citokeratin-9 és mas differencidloddsi markerek szintézisének fokozddasat
eredményezte (Gormar és mtsai; 1990). A mechanikai ingerek biokémiai szignalizacids
folyamatokat inditanak el, aktivalédnak példdul a MAP-kinaz rendszer tagjai és a B-

integrinek (Kippenberger ¢és mtsai; 2000). Ezenkivill humdn keratinocytdkon
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kimutattak, hogy hipotonias oldatok fokozzak a transzmembran Cl'-aramot (Rugolo ¢és
mtsai; 1992).

Mindezen megfigyelések alapjan feltételezhetd, hogy a mechanikai hatdsok
befolyéasoljak az MSC csatorndk nyitvatartasi allapotat, illetve az ezen csatornadkon
keresztiil 1étrejovo kalciumbearamlast a sejtbe, igy képesek megvaltoztatni a sejtek
membranpotencialjat (MP) és az intracellularis kalciumkoncentraciot. Ezek ellenére
még nincsenck kozolt eredmények a hipoténias stressz okozta MP- és [Ca’']i-
valtozasokrdl keratinocytakon. Raadasul arra sincs bizonyiték, hogy ezek a valtozasok
szerepet jatszanak a mechanikai stresszel kivaltott proliferacios/differencialodasi

valtozasokban.
IV.2.1. A hidrosztatikai nyomas hatasa a keratinocytak elektrofiziologiai jellemzdire

Kisérleteink  kezdeti  stadiuméban  megfigyeltik, hogy a  sejtek
membranpotencialja igen széles, -10 és -60 mV-os tartomanyban valtozott. Felmertilt
annak lehetdsége, hogy Osszefiiggés van a sejtek aktualis membranpotencidlja és a
mérdkadban 1évo folyadékszint kozott, mivel a kisérlet szempontjabol esetleg fontos,
tobbi tényez6t nem valtoztattuk.

Ezen feltételezés ellenérzésére folyamatosan valtoztattuk a sejt folotti
folyadékszintet és kozben regisztraltuk a keratinocytdk MP-jat  aram-clamp
tizemmodban (15A abra). A kiindulasi folyadékszint 3 mm (alacsony oldatszint), a
végso pedig 3 cm (magas oldatszint) volt. Az oldatszintet a foldelést biztositod elektroda
helyzete miatt 3 mm ald nem lehetett csokkenteni, mert ez megakadalyozta volna a
mérés kivitelezését. A sejtek folotti folyadék mennyiségének emelésével parhuzamosan

a membranpotencial hiperpolarizaciojat tapasztaltuk (-25 mV-rél -47 mV-ra valtozott).
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Az 15B abra szemlélteti, hogy a mérések kezdetén a sejtek MP-ja atlagosan
-20+6,5 mV-nak adodott alacsony oldatszint mellett. Ahogy noveltiik a sejtek folotti
oldat mennyiségét, jelentds membranpotencial-valtozast tapasztaltunk (-55+12,4 mV).
Amikor csokkentettiik a hidrosztatikai nyomast az oldatszint visszaallitasaval, a
membran depolarizaciojat figyelhettik meg. A pozitivabb membranpotencial-
tartomanyba torténd elmozdulas mértéke (35,2+12 mV) abszolut értékben szignifikans
eltérést nem mutatott a hiperpolarizdcios iranya valtozédssal Osszehasonlitva (-35+9,2
mV). Ezen tapasztalatok alapjan a tovabbi elektrofiziologiai méréseket alacsony,

legfeljebb 5 mm-es oldatszint mellett végeztiik.

IV.2.2. Hipotonias oldatok hatisa a membranpotencialra

Kisérleteink kovetkezd részében azt vizsgaltuk, hogy a mechanikai stressz
befolyasolja-e a keratinocytdk membanpotencialjat. Ennek sordn hipotdénias oldatokat
(TY75 és TYS0) hasznaltunk. A MP-t konvenciondlis mikroelektrodakkal (16. &bra),
valamint patch-clamp elektrédak segitségével (17. abra) detektaltuk.

A fent leirt mérési koriilmények kozott a HaCaT sejtek nyugalmi
membranpotencialja -29,443,8 mV-nak adddott (n=10) nagy ellenallasu, konvencionalis
mikroelektroddval torténd regisztralas soran. Ez a stabil membranpotencial olvashato le
az 16B d&brarészrél, amelyet moddositott Tyrode (TY) oldat perfunddldsa mellett
mértiink. Hipotonids oldat alkalmazéasa soran (TY75) a membranpotencial rovid idén
beliil valtozasnak indult és negativabb, stabil értéket vett fel. Fokozva a hipotdnias
stressz mértékét, TYS0 adagolasédval, a membranpotencial tovabbi, hiperpolarizacids
iranyu valtozasat tapasztaltuk. Visszatérve a kiinduldsi, normal ozmolaritasi oldatra a
sejtek membranpotencialja pozitivabbéd valt. Mint azt a 16B dbran megfigyelhetjiik, a

TY75 oldatban 9,2+1,3 mV-os, mig a TY50-es oldatban 27,2452 mV-os
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membranpotencial-novekedést tapasztaltunk (n=10). 5 perces visszamosasi id6tartam
alatt a MP visszatérése nem volt teljes, hiperpolarizaltabb értéket kaptunk(-
41,5+4,8 mV), mint a kisérlet kiindulési fazisaban.

Hasonlé eredményekre vezettek a patch-clamp technika teljes-sejtes
esetben, modositott TY oldatban -19,7+2,3 mV-nak adodott, amely nem kiilonbozott
szignifikansan az el6z6 modszerrel mért értéktdl. Hipotonids (TYS0) oldat alkalmazasa
esetén itt is a MP hiperpolarizacigjat figyelhettiik meg (17A és 17C abra). A valtozasok
idébeliségét tekintve a két kisérlet kozott 1ényeges kiillonbség nincs, de a patch-clamp
mérések soran kisebb mértékii valtozasokat regisztraltunk (-31,1£2,8 mV a TYS50-ben).

Mint az mas laboratériumok munkéibol (Bollag és mtsai, 1993; Le Panse ¢és mtsai,
1994) és az intézetiinkben kapott eldzetes eredményekbdl (Papp és mtsai, kozlés alatt)
ismeretes, a proteinkindz C izoenzimek fontos szerepet jatszanak a keratinocytdk
proliferacids és differencialodasi folyamataiban. Ezek a megfigyelések vezettek minket
arra a feltételezésre, hogy a sejtek hipotonids oldatokra adott véalaszat mddosithatja a
PKC rendszer. A 17B abran mutatjuk be azokat az eredményeket, amelyet proteinkindz
C aktivald szerrel (PMA) eldkezelt keratinocytdkon, az eddig ismertetett protokollal
végeztiink el. Bar az eldkezelt HaCaT sejtek nyugalmi membranpotencialja (-20,4+2,8
mV) szignifikans kiilonbséget nem mutatott a kontroll sejtekhez képest, a csokkentett
ozmolaritasi (TY50) oldat adagoldsa nagyobb mértékii (-38,7£3,4 mV) MP-valtozast
okozott. Nemcsak a membranpotencial-valtozas mértéke, hanem annak iddbelisége
kozott is jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk. A hipoténids oldatokban a MP

gyorsabban érte el negativabb értékét a PMA-val kezelt sejteken.
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IV.2.3. Az ozmolaritas valtozdasanak hatasa a membranon atfolyo aramokra

A hipotonias oldatok altal aktivalt dramok tanulméanyozéasara a patch-clamp
allitottuk be, majd -80 mV-r6l indulé, 600 ms hosszi depolarizal6 impulzusokat
alkalmaztunk (18. dbra). Ugyanezt a protokollt alkalmaztuk az 50%-os hipotdnias oldat
jelenlétében ugyanazon a sejten, valamint regisztraltuk az oldatcsere hatasara kialakulo
membranpotencial-valtozast is.

A TY ¢és TYS0 oldatban mért teljes membranaramot mutatja be a 18. abra kontroll
(A) és PMA-val elokezelt (B) sejteken. Mindkét sejtpopulacié esetében az aram
novekedését tapasztaltuk hipotonids oldatban, bar az emelkedés joval nagyobb mértékii
volt el6kezelt keratinocytakon. Az ozmotikus stressz aramokra kifejtett hatdsanak
leirasdhoz kiszamitottuk a depolarizalé impulzus, illetve a —80 mV-os eldimpulzus
végén mért aramok kiilonbségét, s az igy kapott értéket (I,;) abrazoltuk az alkalmazott
fesziiltség fiiggvényében (18C ¢és 18D abra). Megfigyeléseink szerint hipotonias oldat
hatasara szinte minden fesziiltség értéknél novekedett a membranon atfolyd aram
nagysaga mind kontroll, mind forbolészterrel kezelt sejteken. Nagyobb depolarizalod
fesziiltség értékek mellett az dramban bekodvetkezd valtozas kifejezettebb volt, mint
negativabb potencialok esetében.

Ha megvizsgaljuk az I fesziltségfiiggését, jol lathatdé egy nem-linedris
komponens, amely magasabb potencidloknal egyre kifejezettebbé valik. Ennek
kiemelése érdekében az aramokbol levontuk az ohmikus komponenst, majd a sejt
kapacitasara normalizaltuk az aramokat (I(Vy); 19A-D dbra). Az igy kapott
eredményeket abrazoltuk a membranpotencial fiiggvényében a 19E és 19F abran.

Kontroll és PMA kezelt sejteken, a Tyrode oldatban mért, normalizalt dramok kozott
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lényeges kiilonbség nem volt. Hipotonids kozegre attérve az aramok jelentdsen
emelkedtek és ez a valtozas szignifikansan nagyobb volt az eldkezelt sejteken.

A kisérlet folyaman a sejtek kapacitasat is nyomon kovettiik. Kontroll (27,242 pF;
n=31) és PMA-val eldkezelt (27,9+2,6 pF; n=16) keratinocytadknal hasonld értékeket
mértiink. Hipotonias oldatban a sejt kapacitasa némileg novekedett (28,6+2,6 pF), ami a
sejt térfogatanak kismértékli novekedésére utal (kb. 5%). Ez a térfogat valtozas kisebb
mértékit volt, mint amire szamitottunk, de figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a
sejtek a mérés soran iivegfeliiletre voltak kitapadva, amely a térfogatban bekovetkezd
esetleges valtozasokat csokkentette, de természetesen nem akadalyozza meg a nyirderdk

hatasanak kialakulasat.

IV.2.4. 4 hipotonias oldatok altal okozott hiperpolarizacio fiigg az extracellularis CI -

ionok jelenlététol

Korébbi irodalmi eredmények arra utaltak, hogy a hipotdnias stressz klorid aramot
aktival keratinocytdkon (Rugolo ¢és mtsai, 1992). Vizsgéiltuk tehat, hogy a
kisérleteinkben a megfigyelt membranpotencidl- ¢és 4&ramintenzitds valtozasokban
milyen szerepet jatszanak a Cl'-ionok. Ennek érdekében a IV.2.3. pontokban ismertetett
kisérleteket megismételtiik kloridmentes extracellularis oldatokban is (20A. ¢és
20B ébra). Kloridmentes oldatban a sejtek kiinduldsi membranpotencialja
-14,2+2,8 mV-nak adodott (n=6). Kloridmentes hipotonids oldat hatdsara a MP
-19,443,9 mV-ra valtozott, amely ndvekedés jelentdsen kisebb (p<0,05), mint amit a
normdl CI tartalmu oldatok esetében megfigyeltiink. Ezzel egyiitt a kapacitasra normalt
aramok hipoténids oldatban megfigyelt novekedése elmaradt az extracelluléris klorid

megvondasakor (20C abra).
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IV.2.5. Hipotonias stressz hatasa az intracellularis kalciumkoncentrdaciora

Tekintettel arra, hogy a mechanoszenzitiv csatornak aktivacigjat altalaban az
[Ca®]; novekedése kiséri, megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott hipotonids
oldatok megvaltoztatjak-e a keratinocytak intracellularis kalciumszintjét. A 21. abra
mutatja be a csokkentett ozmolaritast oldatok altal 1étrehozott [Ca®|i-valtozasokat. A
sejtek mikodoképességét a mar szamos, koztiik hazai laboratoriumban (Pillai és Bikle,
1992; Dixon és mtsai, 1999; Csernoch és mtsai, 2000; Gonczi ¢és mtsai, 2002) is
vizsgalt, a foszfatidil-inozitol rendszert aktivaldo ATP adagolasaval teszteltiik.

Az ozmotikus stressz hatasara kialakult [Ca®"]i-valtozasokat azok idébelisége és
karakterisztikaja alapjan két csoportba lehetett osztani. Egyes esetekben az [Ca®J-ban
bekovetkez6 emelkedés egy jol definidlhatdé cstuccsal rendelkezett ¢és a
kalciumkoncentracié csokkenése mar a hipotdnias oldat jelenléte alatt elkezdodott. Az
ilyen valtozasokat tranziens jellegli [Ca* ]i-emelkedésnek neveztiik (21A és 21B 4bra).
Mas sejteken a csokkentett ozmolaritasu oldat lassan kialakulo, elhuzodé valaszt valtott
ki, amely csak a normal oldatban sziint meg. Ilyenkor lassi valtozasrol beszéliink
(21C¢és 21D abra). A tranziens valtozasok mind TY75, mind TY50-es oldatokban
detektalhatok voltak és a sejtmembran fesziilésének nagyobb mértékii valtozasa az
[Ca®"); kifejezettebb emelkedését idézte elb. A lasst tipusa valtozasokat csak a nagyobb
mértékli ozmotikus stressz (TY50) alkalmazasakor figyeltiik meg.

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a PMA-val eldkezelt sejteken hipotonids
oldatok alkalmazasakor megfigyelhetdk-e a kontroll keratinocytakon leirtakhoz hasonlo
[Ca®)i-valtozasok (21B és 21D abra). Ezeken a sejteken szintén két csoportba oszthato,
tranziens ¢€s lassu intracellularis kalciumkoncentracio emelkedéseket regisztraltunk.

PMA-val eldkezelt sejteken a valtozadsok nagyobb mértékiiek voltak, mint kezeletlen
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sejteknél. Ezen tilmenden mar 75%-os hipotdnids oldatban is tudtunk regisztralni lasst
tipusti [Ca®-emelkedéseket (21D 4bra).

Annak bizonyitasara, hogy a kontroll és a PMA-val kezelt sejtek hipotonids
oldatokban mért valaszai kozotti eltérés nem az intracellularis jelatviteli
mechanizmusok megvaltozasa miatt alakult ki, 6sszehasonlitottuk a két sejtpopulacional
kapott tranziensek jellemzd paramétereit (22. abra). Az abran feltiintettiik a sejteken
ATP adagolassal kivaltott [Ca®'Ji-emelkedések kvantitativ  jellemz8it is. Az
oszlopdiagrammokat elemezve elsé megallapitasunk az volt, hogy az adenozin vegyiilet
altal kivaltott tranziensek amplitidojaban, a tranziensek felszalld6 szaranak
meredekségében és a kalciumnak az ER-ba torténd visszavételezésében (utobbit a
leszallo szarra illesztett exponencialis idéallandodjaval, T, jellemeztiik) nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kétféle sejttipus esetében. A belsd raktarak kalciumpumpéjanak
mikodésére utald 1 ezenkiviill nem kiilonbozott 1ényegesen a hipotonias oldatokkal
létrehozott, tranziens jellegti [Ca®* Ji-emelkedések esetében sem (p>0,3). Az ozmolaritas
csokkentésekor kialakult tranzienseknél ugyan a felszallo szar meredeksége kisebb volt,
mint az ATP altal kivaltott valaszoknal, de ebben a tekintetben sem tudtunk kiillonbséget
kimutatni a kontroll és a PMA-kezelt HaCaT sejtek kozott. Szignifikans valtozast csak a
TY75 és TY50-el indukalt tranziens [Ca®']i-valtozasok amplitdddjaban tapasztaltunk a
kontroll sejtekhez képest (22A abra).

Megfigyeléseink tehat rAmutattak arra, hogy a hipotdnias stresszt az intracelluléris
kalciumkoncentracié megemelkedése koveti. A kialakulo kalciumtranziensek nagysaga
valtozik abban az esetben, ha a sejtek PKC izoenzimrendszerének aktivitdsat tartos
PMA elSkezeléssel modositjuk. Ugyanez a kiilsnbség nem mondhatd el az [Ca®']i-
emelkedések iddbeli jellemzdirdl (felszallasi meredekség €s a kalcium visszavételezési

sebessége).
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Mind a kontroll, mind az el6kezelt keratinocytdkon végzett mérések soran azt
tapasztaltuk, hogy az ozmotikus stressz altal okozott [Ca® Ji-emelkedések fiiggtek az
extracellularis kalcium jelenlététol. A 23. dbran demonstraljuk azt az esetet, amikor a
kiils6 oldatbol eltavolitottuk a kalciumot €s igy regisztraltuk a hipotonias oldatok altal
kialakitott kalciumtranzienseket. A hipotonias oldattal kivaltott intracellularis
kalciumkoncentraci6 novekedés mértéke szignifikdnsan kisebb volt a kalciummentes
extracellularis kozegben. Ez a megfigyelés arra utalt, hogy az altalunk alkalmazott
hipotdnias stressz hatasara, sejtfelszini csatorndkon keresztiil, kalciumbearamlés indult

megemelkedését.

crer

IV.2.6. Az ozmotikus stressz hatisa a keratinocytik proliferdaciojara és

differencialodasara

Minden sejt, igy természetesen az altalunk hasznalt sejtvonal esetében is nagyon
fontos az, hogy a tenyésztés soran a megfeleld kornyezet, a megfeleld oldatosszetétel
biztositva legyen. Az idedlis osztddasi sebesség kialakulasdhoz ¢s fenntartasahoz
szamos novekedési faktor (pl. EGF) sziikséges, amelynek jelenlétét a tenyésztdoldat
szérum tartalma biztositja. Mivel a hipotonias oldat elkészitésekor sziikségszeriien
valtozik az oldat szérumtartalma, s ez varhatdéan befolyasolja a sejtek novekedését,
kisérleteinkben azt is megvizsgaltuk, hogy a normal ozmolaritas megtartasa mellett a

A HaCaT sejteket folyamatosan hipozmotikus tenyészté oldatban (LS50) tartva, a
sejtek nem osztddtak (24A abra). Ez nem a részleges szérummegvonas kovetkezménye
volt, hiszen a normal (=300 mosmol/l) ozmolaritast, de csokkentett szérumtartalmu

oldatban (LS) a sejtek novekedése folyamatos volt, bar Osszehasonlitva a normaél
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ozmolaritasu, teljes szérumtartalma (NS) tenyésztdoldatban kapott sejtszamnovekedési
adatokkal, a proliferacié LS-ben is csokkent.

A sejtosztodas mértékének nyomon kovetésével parhuzamosan vizsgaltuk a sejtek
differencialodasat is. Ennek soran a terminalis differencialodasi marker, az involukrin
szintjének Western-blot analizisét végeztilk el a 10. tenyésztési napot kovetden, a
kiilonb6z6 koriilmények kozott tartott sejtek esetében. Megfigyeltiik, hogy LS oldatban
a proliferacié csokkenésével egyidében az involukrin szintje megemelkedett, ami a
sejtek fokozott differencialodasat jelzi. Ezzel szemben LS50 oldatban a novekedés
elmaradasat nem kdvette a differencialodas elérehaladésa.

Masrészt viszont a hirtelen alkalmazott hipotonids stressz eldsegitette a sejtek
osztodasat. Ezt egyfeldl abban a kisérlet sorozatban figyelhettiik meg, amikor az NS-
ben novekvd sejteken a tenyésztdoldatot LS-re cseréltik le. Ezen valtoztatas
eredményeként, feltehetdleg a novekedésben elengedhetetlen szérum szintjének
csOkkenése miatt, a proliferacio redukcidjat tapasztaltuk (24B abra). Abban az esetben,
ha LS helyett az NS-t alacsonyabb ozmolaritasti oldatra (LS50, =150 mosmol/l)
cseréltiik le, az osztddasi rata csokkenésének mértéke szignifikdnsan kisebb volt, mint
az LS-ben tapasztalt véaltozas (24B abra). Mint az a Western-blot képen megfigyelhetd,
az NS oldat LS-re torténd cseréje esetén a sejtszdm csokkenése mellett a
differencidlodasi marker emelkedése is megfigyelhetd volt. A hipotonids stressz
nemcsak mérsékelte a részleges szérummegvonds hatdsara kialakuld sejtproliferacio
csOkkenést, de egyuttal az involukrin termelést is csokkentette.

A hirtelen bekovetkezd hipotonids stressz proliferaciot fokozo hatasat egy
harmadik kisérleti sorozatban is ellendriztiik. Ekkor a sejteket kezdetben alacsony

szérumtartalom mellett tartottuk, majd a 6. teny€sztési napon egyrészt normal, masrészt
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hipotdnids tenyésztd oldatra cseréltiik le. Mindkét valtoztatas esetében a proliferacios
rata jelentds emelkedését tapasztaltuk (24C éabra).

Mindezen megfigyelésekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
folyamatosan hipozmotikus hatasnak kitett sejtek valdsziniileg megakadtak, megalltak a
sejtciklus egyik fazisaban, hiszen nem osztodtak tovabb ¢és a differencialodasi
folyamatok is elmaradtak. Ezzel szemben a keratinocytdkat ért hirtelen ozmotikus

stressz a sejtek osztodasanak fokozodasat serkenti, hattérbe szoritva a differencialodast.

IV.3. Intracellularis kalcium fiiggé szabalyozé folyamatok szerepe HaCaT

keratinocytak oxidativ stresszel szembeni érzékenységében

A nitrogén-monoxidnak (NO) ma mar egyre nagyobb jelentOséget és szabalyozo
szerepet tulajdonitanak a keratinocytdkban lezajloé kiillonbozd élettani és patologiai
folyamatokban (Weller, 1997; Virdg és mtsai, 2002). A NO-t a nitrogén-monoxid
szintetdz (NOS) enzimcsaladba tartoz6 egyik enzim allitja el6 a guaninok koz¢ tartozo
L-arginin vegylilet oxidaciojaval (Marletta és mtsai, 1998). Ezenkiviil a bérben nem
enzimatikus redukcioval, a verejtékbdl képzodo nitrit is hozzajarul a NO-termel6déshez
(Weller és mtsai, 1996). A NO bizonyitottan szabalyoz6 szerepet tolt be az epidermisz
vérellatasaban, a melanogenezisben és a sebgyodgyulasban (Warren és mtsai, 1994;
Romero-Graillet és mtsai, 1996; Yamasaki és mtsai, 1998). A borben szamos sejttipus
képes megfeleld stimulusok hatdsara NO-t szintetizalni (Weller,1997; Virag és mtsai,
2002). A keratinocytak, a Langerhans-sejtek, a bdrben taldlhatd fibroblasztok és
melanocytdk egyarant termelnek indukéalhaté nitrogén-monoxid szintetazt (iNOS),
amelyek inflammatorikus citokinekkel €s lipopoliszacharidokkal (LPS) aktivalhatok

(Weller, 1997).
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A keratinocytakban szintén megtalalhato a NOS (NO-szintetaz) amelyet, egyebek
kozott, UVB besugarzassal lehet aktivalni (Deliconstantinos €s mtsai, 1996). A NO
taltermelése, fOleg oxigén-szabadgyokok egyidejli szintézisével, peroxinitrit (PN)
kialakulasat eredményezheti (Beckman és Koppenol, 1996). A peroxinitrit (ONOO)
egy erdteljes oxidans, amely a NO ¢és szuperoxid reakcidjaval jon létre. A testnovekedés
soran is leirtdk mar a bdrszovetben a peroxinitrit produkcidt (Virag és mtsai, 2002).
Mindezek ellenére a PN keratinocytakra kifejtett cellularis hatasat még nem vizsgaltak
részletesen.

Az epidermalis keratinocytdk nem képviselnek egynemii sejtpopuléciot.
Feltételezhet6, hogy a bazalis, nagy osztédasi képességgel rendelkezd sejtek, tobbek
kozott, az oxidativ stressz iranti érzékenységiikben is kiilonboznek a bor legkiilsé
rétegében elhelyezkedd, differencidlodott keratinocytaktdl. Ismert az is, hogy az
epidermisz rétegeiben kalciumgradiens all fenn. Munkédnk kdvetkezd részében tehat a
kalciumionok szerepét vizsgaltuk a sejtek peroxinitritre €s ennek metabolitjanak, a SIN-
l-re adott valaszaban. A kisérletek soran hasznalt HaCaT sejtek nagy proliferacios
képességiiknél fogva joO modelljei az osztédd, bazalis borsejteknek. Masrészt a
konfluens réteget képezd HaCaT sejtek szdmos cellularis mechanizmus tekintetében
eltérnek a proliferald keratinocytaktol, s ekkor az epidermisz kiilsé rétegében

elhelyezkedo, differencialodott sejtek jellegzetességeit mutatjak.
IV.3.1. Peroxinitrit hatdasa a kalcium influx mechanizmusokra keratinocytdakon

10 uM peroxinitrit alkalmazasa az [Ca’']; drasztikus emelkedését valtotta ki,
amely vagy egydltalin nem, vagy csak minimadlis reverzibilitdst mutatott a szer
megvonasa utan (25A és 25C 4bra). Erdekes megfigyelés volt az, hogy a kalcium jelek

zaja egy bizonyos fokii [Ca*"]i-emelkedés utan annyira megemelkedett, hogy abbol a
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crcr

festék esetleges szaturaciojara kovetkeztethettiink. Az abszolut fluoreszcencia
intenzitdst megvizsgalva azonban azt tapasztaltuk, hogy a 340 és 380 nM-en mért
fluoreszcencia intenzitasok nagy mértékben lecsokkentek a szer hatisara (25B ébra).
Mindez arra utalt, hogy az intracellularis térben jelentdsen lecsokkent a festék
mennyisége. Feltételezhetd tehat, hogy a peroxinitrit membrankarositd hatasanal fogva
a sejtekbe torténd kalciumbedramlést idéz eld és ezzel egyidében a kalcium-érzékeny,
fluoreszcens proba részleges kidramlasat is okozza. Az a megfigyelés azonban, mely
szerint a peroxinitrit kimosasat az [Ca®']; részleges csokkenése kovette (25A dbra),
valamint az a tény, hogy az ezen fazisban mért fluoreszcencia hanyados (3,8 a
regisztratum maximuman) messze elmaradt az Ry, értékétdl (kalibraciés mérések
alapjan 8,6; Bir6 és mtsai, 1998) azt valdsziniisiti, hogy a kezelés hatdsara nem
kovetkezett be a sejtmembran teljes pusztulasa.

Annak a kizarasara, hogy a fent emlitett hatdsokat az oldoszerként alkalmazott
modositott Tyrode oldat (pH 11) vagy a peroxinitrit lebomldsi termékei okoztak,
kisérleteink folytatdsaként ezek hatasait elemeztiik (25A és 25C abra). Sem a modositott
Tyrode oldat (V), mint kozvetité kdzeg, sem a PN lebomlési termékei (D) nem okoztak
mérhetd intracellularis kalciumkoncentracié emelkedést, am az ezt kovetd aktiv
peroxinitrit alkalmazasa az elézéekben leirtakhoz hasonld, drasztikus [Ca®']i-
novekedést valtott ki. Mindezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
peroxinitrit feltételezhetéen nem specifikus utvonalon keresztiil képes aktivalni az

extracellularis kalcium HaCaT keratinocytakba torténd belépését.
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IV.3.2. A4 SIN-1 intracellularis kalciumkoncentraciora kifejtett hatisa HaCaT

keratinocytdkon

Meéréseink soran elsdként azt vizsgaltuk, hogy képesek-e az oxidans anyagok
(SIN-1, NO) megvaltoztatni az [Ca’]i-t, s ha igen a citoplazmaban megjelend
kalciumionok az extracellularis térbdl, vagy az intracelluléris raktarakbol szarmaznak-e.
Ennek eldontésére 1, 2,5 valamint 5 mM-os koncentracioban alkalmaztuk a SIN-1-et
extracellularis kalcium jelenlétében és annak hidnydban. A belsé raktarak kalcium
tartalmanak ellenérzésére a foszfatidil-inozitol rendszer ismert aktivaloszerét, az ATP-t
hasznaltuk. Az ATP-t 180 uM-os koncentracidoban 20 s-ig alkalmaztuk a SIN-1 (300 s)
adagolasa el6tt és utan.

Extracellularis kalcium jelenlétében a SIN-1 mar 1 mM-os koncentracidban
jelentds [Ca®*]i-emelkedést okozott (26A abra). A SIN-1 alkalmazésa el6tt és utan mért,
ATP-vel kivaltott kalciumtranziensek amplitadoi kozott kiillonbséget nem tapasztaltunk.
Az adenozin vegyiilettel indukalt [Ca*"]i-novekedések nagysagiban akkor sem volt
szignifikans véltozas, amikor magasabb (2,5 és 5 mM) koncentracioban alkalmaztuk az
anyagot, bar az 4altala okozott intracellularis kalciumszint emelkedés ezekben az
esetekben nagyobb volt, mint 1 mM SIN-1 esetében (26B és 26C abra).

Amikor ugyanezen kisérleteket kalciummentes extracellularis oldatban végeztiik
el, azt tapasztaltuk, hogy a SIN-1 ilyen koriilmények kozott is képes volt az [Ca™';
megemelésére (27. abra). Ez a valtozas azonban jelentdsen kisebb volt, mint amit a
kalciumot tartalmaz6 kiilsé oldatok esetében mértiink. A kalciumkoncentraciot noveld
SIN-1 tehat részben az intracellularis kalcium raktarakbol torténd kalciumfelszabaditas
révén fejti ki hatasat. Ezzel parhuzamosan jelentdsen csokkent a SIN-1 adagolést

kovetd, ATP-vel kivaltott kalciumtranziens nagysaga is. Ebben a tekintetben szintén
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dozisfiiggést figyelhettiink meg. A nagyobb koncentracioban alkalmazott SIN-1
nagyobb mértékben csokkentette az intracellularis raktarak IP; receptorainak
aktivalasaval 1étrehozott kalciumtranzienseket.

A 28. abran bemutatott eredmények szemléltetik a koriilbeliil 60 egyedi sejten
kapott mérések atlagat. Az 28A é4brarész a SIN-1 intracellularis kalciumkoncentraciot
noveld, dozisfiiggd hatasat szemlélteti. Mint lathatd, kalciumot tartalmazo kiilso
oldatban magasabb (5 mM) SIN-1 koncentracid esetén az [Ca®']; valtozasa elérte a
220 nM-t is. Ehhez képest joval kisebbnek adodott a kalciummentes oldatban kapott
80 nM-os [Ca’']i-novekedés, de még ez a valtozas is szignifikinsnak bizonyult. Az
ATP-vel kivaltott tranziensek amplitidojara kifejtett hatas ezzel éppen ellentétes volt
(28B ébra). Itt ugyanis a SIN-1 extracelluldris kalcium hidnyaban okozott nagyobb
valtozast, mig normal Tyrode oldatban nem volt észreveheté kiilonbség a SIN-1
adagolasat megel6zé és az azt kovetd, ATP altal létrehozott kalciumtranziensek
nagysagaban. Mindezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a SIN-1
nemcsak a bels6é kalciumraktarakbol képes kalciumot felszabaditani, hanem a

sejtmembranon at torténd kalciumbearamlast is aktivalhatja.
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V.1. Kapacitativ kalcium bearamlas HaCaT keratinocytdkon

Kisérleteink elsd részében a belsd raktdrak altal vezérelt kalcium csatornak
szerepét €s szabalyozasi lehetdségeit vizsgaltuk HaCaT keratinocytdkon. Sejtvonalunk,
mint a legtobb olyan sejt, melyben a foszfatidil-inozitol utvonalon keresztiil [Ca®']i-
novekedés valthatdo ki, expresszalja ezeket a sejtfelszini csatorndkat. A kapacitativ
kalcium belépés a vizsgalatok széles korében érzékenynek bizonyult a PKC enzimek
foszforilacios hatasdval szemben. A rendelkezésre all6 adatok tobbsége arra utal, hogy a
PKC rendszer forbolészterrel torténd aktivalasa utan valtozott a kalcium belépés
intenzitdsa, tehat a csatornak foszforildcios allapota befolydsolta azok milkddését.
Erdemesnek tiint tehat megvizsgalni, hogy hosszabb idejii PMA kezelés, azaz a PKC
rendszer lefelé szabalyozodasa megvaltoztatja-e a SOC-aktivitast keratinocytdkon is.
Azon eredményeink, melyekben a PMA-val eldkezelt sejteken a kalcium belépés
fokozodasat tapasztaltuk, valdsziniisitik egy hasonld szabalyoz6é mechanizmus jelenlétét
HaCaT sejteken is. Izolalt HaCaT sejteken a SOC csatornak aktivalodasat figyeltiik meg
a PKC rendszer modositasa soran. Ez egybeesik azzal az elképzeléssel, hogy a kalcium
bearamlast biztositd csatorndk egy része kontroll koriilmények kozott részlegesen
defoszforilalt allapotban van, illetve a miikodoképes SOC csatorndk szamat negativ
feedback mechanizmusok allitjak be. A csatornakon keresztiil bejut6d kalcium ugyanis a
PKC rendszer aktivalasan keresztlil a csatorndk foszforilaciojat hozza létre, mely a
csatornak bezarodasat, s igy az influx megszinését okozza. Ez a modell (29. abra)
magyarazatul szolgéalhat azon korabbi megfigyelésre is, miszerint a foszfatidil-inozitol
mechanizmus bradikininnel térténd aktivalasa sordn a kalciumbedramlas PKC enzimek

miuikodésével dsszefliggésbe hozhato csokkenését tapasztaltak (Aoyama és mtsai, 1995).
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Kisérleteink egyrészt megerdsitették a raktarak altal vezérelt csatornak jelenlétét
prekonfluens HaCaT sejteken, masrészt ramutattak azok modosuldsara konfluens
sejttenyészeten. Mig kiilonallo sejteknél a kalcium bedramlas csak kisebb mértéki
inaktivacidt vagy deszenzitizacidt mutatott, addig differencialodo keratinocytakon 90 s
alatt a folyamat szinte teljesen inaktivalodott. Ez a gyors inaktivacio is felelds az ATP
ismételt adagolasakor jelentkezd eltérésekért a két sejtpopulacio esetében. A 7B dbra
ugyanis jol szemlélteti, hogy konfluens sejteken az [Ca2+]nyug megemelkedett az elsé
ATP-vel kivaltott kalciumtranzienst kovetden, de a tovébbiakban a [Ca®]nyu, értéke
nem valtozott. Bar a konfluencia fokozodéasaval egyiitt a PKCe szintjének a jelentds
csokkenése, korai lenne egyértelmiien kijelenteni, hogy ezen izoenzim hidnya okozta a
kapacitativ kalcium belépés gyors inaktivalddasat. A prekonfluens sejtekkel ellentétben,
az Osszefiiggd réteget képezd sejtek esetében, PMA kezelést kovetden moddosultak a
kalcium tranziensek, valamint megvaltozott a SOC csatorndkon keresztiil a sejtbe
torténd kalcium bearamlas is. Forbolészter kezelés hatdsdra nem valtozott a kalcium

bearamlas kiilonallo keratinocytakon, de jelentdsen csokkent a PKCa mennyisége.
V.2. PKC izoenzimmintdzat modosulasa a differencialodas elorehaladtaval

Kisérleteink soran HaCaT sejteken 6 PKC izoenzimet azonositottunk (o, 3, 9, &,
N és ), mely jo egyezést mutatott korabbi eredményeinkkel (Bir6 és mtsai, 1999; Biro
¢s mtsai, 2000). Az, hogy a klasszikus csoportba tartozo, kalcium-fiiggdé izoformat, a
PKCB-t is sikeriilt azonositanunk HaCaT sejteken, fontos lehet, hiszen ezzel szemben a
psoriasisos sejtekben a PKC[ izoforma mennyiségének erdteljes csokkenését mutattak
ki (Fisher ¢és mtsai, 1993). Az a tény pedig, hogy a HaCaT keratinocytak
hiperproliferativ tulajdonsadggal rendelkeznek, arra enged kovetkeztetni, hogy a f3

izoforma mennyiségének megvaltozasa kapcsolatban allhat az osztodasi képesség
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modosulasaval. Méréseink soran ezt egyértelmiien nem bizonyitottuk, csak a lehetséges
Osszefiiggést tartuk fel.

A PKC rendszer altalanos aktivaloszerének, a PMA-nak (100 nM) a krénikus
alkalmazasa specifikus valtozast okozott az izolalt sejtek izoenzimmintazatiban. A
PKCa mennyisége csokkent, mig a tobbi izoenzim szintjében nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontroll, elékezeletlen sejtekhez képest. Ez arra utalt, hogy a
klasszikus csoportba tartozo, kalcium-dependens PKCa-nal megfigyelt valtozas
kapcsolatban allhat a kisérletek soran megfigyelt SOC aktivitds fokozddasaval. Ez
tovabb erdsiti azt a fentiekben leirt elképzelést, mely szerint a kapacitativ kalcium
belépés ¢és a PKC rendszer kozotti kapcsolat egy negativ visszacsatolasi
mechanizmushoz hasonlit. Psoriasisban human keratinocytdk PKC izoenzim-szintjeinek
a valtozasat mutattak ki (Fisher és mtsai, 1993). Az a megfigyelés, hogy psoriasisos
sejteken csokken a SOC aktivitas (Karvonen és mtsai, 2000), tovabb erdsiti az egyes
izoenzimtipusok ¢€s a raktarak altal vezérelt kalciumcsatornak kozotti kapcsolatra
vonatkoz6 elképzeléseket.

A proteinkindz C rendszerben differencidlodassal egyiittjard valtozasok is
tapasztalhatdak (Koizumi €s mtsai, 1993). A korabban leirtakon tul kisérleteinkben mi
az izoenzimmintazat Gjabb moddosuldsat mutattuk ki, ahol is a PKCP és ¢ lefelé
szabalyozddasa kovetkezett be konfluens sejtek hosszantart6 PMA kezelésének
hatdsdra, szemben a prekonfluens sejtekkel. Ezzel egyiitt a kalciumtranziensek
kinetikija is megvaltozott. Bar az [Ca’')-valtozasok mechanizmusa és a PKC
izoenzimmintdzat kozott szamos lehetséges kapcsolatot vizsgaltak mar, még sok

jelenség részletesebb magyarazatra szorul.
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V.3. Az IPs-utvonalhoz kapcsolodo tényezok jellemzoi proliferalo és differencialodo

keratinocytdkon

Bar ugy tinik, hogy HaCaT sejteken szamos PKC izoenzim elengedhetetlen
szerepet jatszik a kapacitativ kalcium bearamlds mechanizmusanak szabalyozasaban, a
belsé raktarak kalciumtartalmara, illetve az ER kalciumcsatorndira kifejtett kozvetlen
hatasuk valoszinlileg kevésbé jelentés. Szamos, egymastol fiiggetlen eredményiink
tdmasztja ala ezt a kovetkeztetést. El6szor is a PMA kezelés sem prekonfluens, sem
konfluens sejteknél nem modositotta jelentésen az ATP altal kivaltott
kalciumtranziensek amplitidojat, tehat valoszinileg nem befolyasolta a foszfo-inozitol
utvonalat. Az izolalt sejteken, kiilsd kalcium jelenlétében, eldkezelést kdvetden
megfigyelheté kismértéki, de nem szignifikans [Ca2+]nyug-emelkedés, valdsziniileg a
megnovekedett kalcium belépésnek koszonhetd. Nem valtozott a kalciumtranziensek
felszall6  szdranak  meredeksége, valamint a  kalciumraktirakba  torténd
visszavételezésének iddallandoja sem, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
kalciumpumpékat sem befolyasoltak kozvetleniil a PKC izoenzimek. Az enzimrendszer
PMA -val torténo aktivalasa nem valtoztatta meg a CPA-val indukalt kalciumtranziensek
amplitidojat és annak maximalis felszallasi meredekségét sem. Mig eldbbi a belsd
raktarak feltoltottségére utal, utdbbi az ER-bSl nyugalomban felszabaduld kalcium
mennyiségének jellemzdje. Ezen talmenden a PMA kezelés a kalciumtranziensek
kinetikdjaban sem okozott szamottevé valtozast egyik populacional sem.

Ezek az eredmények azért is érdekesek, mert mas szovetekben mar leirtak, hogy
az IPs-receptor rendelkezik foszforilacids hellyel (Harnick és mtsai, 1995) és hogy a
foszfo-inozitol szignalizacids utvonalat befolyasolja az IPs;-receptorok PKC-dependens

foszforilacidja (Igwe €és mtsai, 1995). Az a megfigyelés, hogy PMA-val kezelt sejteken
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a PKC9, n és C atlagos mennyisége nem valtozott, felveti, hogy a bels6 raktarak esetleg
ezen, kalciumtdl fiiggetlen PKC izoformak szabdlyoz6 hatisa alatt allhatnak HaCaT

keratinocytakon.

V.4. Mechanoszenzitiv csatornak szerepe tenyésztett keratinocytak elektrofiziologiai

tulajdonsdagaiban és kalcium homeosztazisaban

A HaCaT sejtek elektrofiziologiai jellemzOre vonatkozd korabbi vizsgéalatok
nyugalmi membranpotencialja—30, <40 mV kozotti értéknek adodott (Wohlrab és mtsai,
2000; Koegel ¢és Alzheimer, 2001). Sajat kisérleteinkben konvencionalis
mikroelektrodaval —29 mV-os, patch-clamp technikdval pedig -20 mV-os nyugalmi
membranpotencialt regisztraltunk. A két modszerrel kapott értékek kozotti kiillonbség
valosziniileg abbdl adddik hogy a patch-clamp technika teljes sejtes konfiguracidjanal
csokkentett klorid tartalm( oldatot hasznaltunk. Irodalmi adatok utalnak ugyanis arra,
membranpotencidljanak kdvetkezményes eltolddasat idézi el (Koegel és Alzheimer,
2001). A részleges kloridelvonasra azért volt sziikség, hogy az 4rammérés soran
valdban az oldatok ozmolaritasanak csokkenése, és nem a kloridkoncentracio valtozasa
altal okozott hatdsokat regisztraljuk. Konvenciondlis mikroelektroddval eddig nem
torténtek kisérletek keratinocytdkon, feltételezhetd azonban, hogy az igy nyert
eredmények megbizhatobbak, mint a patch-clamp mérésekbdl szarmazoak, hiszen az
eldbbi esetben a plazmamembran kevésbé sériilt. Arra vonatkoz6 irodalmi adatokat sem
talaltunk, hogy a mérdoldat 4ltal kialakitott hidrosztatikai nyomdas hogyan befolyésolja a

sejtek elektrofiziologiai paramétereit. Sajat eredményeinkre tdmaszkodva méréseinket
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alacsony hidrosztatikai nyomads (oldatszint) mellett végeztiik, s az igy kapott —29 mV-os
értéket tekintettiik elfogadhatonak.

A membranpotencial csokkenése kiilonbozoé sejteknél altaldban egyiitt jar
mechanoszenzitiv csatorndk aktivalodasaval. A hipotalamusz magnocellularis sejtjei
hipozmotikus stresszre hiperpolarizacidéval valaszolnak, mig hiperozmotikus oldatban a
MP depolarizaltabb iranyba tolddik (Oliet és Bourque, 1993; Bourque ¢és mtsai, 1994).
Simaizomsejteken a mechanikai stressz a membran depolarizalodasat és ezen keresztiil
kontrakciot idéz el6. Ezt részben az MSC-n, részben fesziiltségfiiggd csatornakon at
bedramlo kalcium okozza (Kirber és mtsai, 1998). Mas sejttipusokon, példaul
konnymirigyek acinus sejtjein (Speake €és mtsai, 1998) a hipotonids stressz altal
1étrehozott extracellularis kalcium bearamlas a Ca®"-dependens K™ vagy CI” aramokat
aktivalja, s ez regulatorikus sejttérfogat ndvekedést (RVD) valt ki, valamint a sejtek
hiperpolarizacigjat okozza.

Tenyésztett human keratinocytdkon patch-clamp modszerrel eddig mind kation,
mind anion szelektiv csatorndkat sikeriilt azonositani (Galietta és mtsai, 1991). A kation
csatorndk egy része monovalens kationokra volt permeabilis, alacsony single channel
konduktancidval rendelkezett és linedris aram-fesziiltség dsszefliggést mutatott. A masik
csoportot ezzel szemben nagy single channel konduktancia jellemezte és tagjai
fiziologias iondsszetétel mellett rektifikaciot mutattak. Mig az alacsony konduktancidju
csatorndkat az [Ca®']; megemelkedése aktivélta, a magas atereszté képességii csatornak
miikodését mind a belsd, mind a kiilsé kalciumkoncentracié novekedése gatolta. Az
anion (Cl) csatorndk kismértékt rektifikacioval és kozepes konduktanciaval voltak
jellemezhetok.

A mérdoldatok ozmolaritasanak csokkentése az altalunk vizsgalt sejteken jelentds

hiperpolarizaciot hozott 1étre anélkiil, hogy a sejttérfogatot szamottevoen megvaltoztatta
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volna. Kisérleti koriilményeink kozott a MP-valtozasok lehetséges okédnak a klorid
belépés és/vagy a kalium kilépés tiint. Kordbbi kdzleményekben mar beszamoltak arrél,
hogy keratinocytdkon a hipotonias stressz egy térfogat-szenzitiv klorid aramot aktival
(Rugolo és mtsai, 1992), hisz a regisztralt &ram jelentdsen csokkent kloridmentes kiilsd
oldatban. A Rugolo és mtsai (1992) 4ltal leirt &ram, mely magasabb MP-értékeknél erds
rektifikaciot mutatott, egyértelmiien kiilonbozott az altalunk regisztraltaktol. Valoszini
tehat, hogy a fontos szabalyozd szereppel bird kloridkonduktancia mellett stretch-
aktivalt kation csatornak is részt vesznek a HaCaT sejtek MP-janak kialakitasaban,
illetve annak megvaltoztatasiban. A mérések soran megfigyelt [Ca’'Ji-valtozasok
felvetik a kalcium-fiiggd csatornak szerepét is a vizsgalt sejtfolyamatokban. A kalcium-
fliggd ionaramok feleldsek lehetnek azért is, hogy a konvencionalis mikroelektrodakkal
regisztralt membranpotencial-valtozasok nagyobbak voltak, mint a patch elektrodak
segitségével rogzitettek. Utdbbi esetben ugyanis nemcsak dializdlva volt az
intracellularis tér, de ezen tulmenden a pipettaoldatban jelenlévd EGTA is
megakadalyozta az [Ca*"]; jelent6sebb megemelkedését.

A PKC izoenzimek szamos sejttipusnal tdltenek be fontos szerepet a proliferacio,
¢s a differencidlodds (Denning és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1998) valamint a
kiilonb6z6é ioncsatornak miikodésének (Wickman és Chapman, 1995; Sheppard és
Welsh, 1999) szabalyozasadban. Eredményeink szerint a PKC rendszer aktivitasanak
tartos PMA kezeléssel torténd megvaltoztatdsa fokozza a hipotonids stresszre adott
sejtvalaszt. Kisérleteink sordn a forbolészterrel torténd eldkezelés ndvelte a csokkent
ozmolaritas oldatban mérhetd klorid aramot, és nagyobb volt a regisztralt
membranhiperpolarizacio6 is. Irodalomi adatok arra utalnak, hogy egyes klorid csatornak

kalcium jelenlétében PMA-val aktivalhatok, és az aktivalédas soran PKC altal medialt
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fehérjefoszforilacio zajlik (Robson és Hunter, 1994). Az emlitett csatornak hipotonias
kozegben fokozott aktivitdst mutatnak.

Eredményeink arra utalnak, hogy a HaCaT sejtek plazmamembranjaban
valoszinlileg mind anion- (klorid), mind kation-szelektiv mechanoszenzitiv csatornak
vannak. A klorid aram hipozmotikus koriilmények kozott jelentés MP-valtozast,
hiperpolarizacét képes kivaltani. E csatorndk miikodése PKC éltal medialt foszforilacios
mechanizmusokkal befolyasolhatdo (29. abra). A kation csatorndk szama feltehetéen
kevesebb, igy fesziiltség-clamp koriilmények kozott a rajtuk atfolyd aram nehezen
detektalhat6. A kation csatorndk biztosithatjdk a megfeleld6 mennyiségii kalcium
bejutasat a sejtbe, €s igy hozzajarulhatnak a hiperproliferacids valasz kialakuldsédhoz.
Fontos megjegyezni azt is, hogy a klorid aram altal kivaltott jelentds hiperpolarizacio,
megfeleld elektrokémiai gradiens kialakitdsaval segiti a kalcium bearamlast, s igy

hozzajérul a hipotonias stressz altal okozott cellularis valaszok kialakitasdhoz.

crer

crer

osztddasi rata fokozddasa mellett tobbféle szignalizacidés folyamat megvaltozasat is
megfigyeltétk mar mechanikai stimulaci6 esetén. Ezek koziil kiemelkedd a PKC
rendszer izoforma-specifikus aktivacidja (Takei és mtsai, 1997), valamint az
interleukin-1 a és B gének expresszidjanak fokozddasa (Takei és mtsai, 1998). Tovabbi
kozlemények szolnak a hiperozmotikus kornyezet és a HaCaT sejtek osztodasi ratdjanak
csokkenése kozotti kapesolatrol (Dascalu és mtsai, 2000). Ezekkel a megfigyelésekkel
hoztédk kapcsolatba a kiils6 mechanikai ingerek hatdsara bekovetkezd sejtproliferacios

valtozasokat.

54



Megbeszélés

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a HaCaT sejtek nem osztodtak, ha
kornyezetiikben folyamatosan hipotoénids médium volt jelen. Ha azonban hirtelen
ozmotikus stressznek tettilk ki Oket, proliferacios képességiik megnétt. Ezek alapjan
feltételezzilk, hogy a mechanikai fesziilés megvaltozdsa jelenti az osztodas
meginduldsdhoz sziikséges szignalt. Ezt az elképzelést alatdmasztjak azok az kisérletek
is, melyekben periddikus, nem pedig alland6 mechanikai hatasok a sejtek

Csokkent ozmolaritasu tenyésztdoldatban az osztddas elmaradésat, valamint egy
késoi differencialodasi marker, az involukrin szintjének modosulasat tapasztaltuk.
Hasonl6 megfigyelést tettek Dascalu €s mtsai. (2000) hiperozmotikus oldatok hatasanak
vizsgalatakor. Figyelembe véve, hogy kisérleteinkben az aktudlis térfogatvaltozasok
kismértékiiek voltak, feltételezhetd, hogy mindkét iranyt ozmolaritas valtozas hasonlo
jelatviteli folyamatokat indit el a keratinocytdkban. Ezt tdmasztja ald az is, hogy mind
az ozmolaritas csokkentése (sajat eredményeink), mind annak novelése (Dascalu és
mtsai, 2000) az [Ca’]; megvéltozasat eredményezte. Az [Ca’’]; emelkedése pedig
kulcsszerepet jatszik a keratinocytak proliferacios és differencialédasi folyamataiban
(Pillai és mtsai, 1990). Befolyasolja (noveli) tobbek kdzott az involukrin expresszidjat
(Ng és mtsai, 1996), és fontos szabalyozd szerepe van a transzmembran aramok
aktivalodasaban is (Koegel ¢és Alzheimer, 2001). Mindezeket figyelembe véve gy
tiinik, hogy a sejtosztodasi és érési folyamatokban az [Ca’']i—nak mind PKC-t6l
fiiggetlen, mind PKC-fiiggd hatdsai vannak. Ezen tulmenden feltételezhet, hogy a
megemelkedett [Ca®’]; hatdsara hiperproliferacié alakul ki, mig a differencialodasi

markerek szintje a megvaltozott osztodasi ratanak a kdvetkezményeként modosul.
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V.6. Peroxinitrit és SIN-1 hatasa keratinocyta sejtvonalon

Kisérleteinkben arra is valaszt kerestiink, hogy milyen szerepet jatszik a
kalciumjel az indukalt sejthalél kialakitasaban peroxinitrittel elokezelt HaCaT sejteken.
Mind a PN, mind ennek prekurzoraként szamontartott SIN-1, intracellularis
kalciumszint-emelkedést valtott ki a vizsgalt sejteken. A leirt véaltozdsok nagy
hasonlosdgot mutattak a kordbban thymocytdkon (Virag és mtsai, 1999), valamint
neuronokon ¢€s izolalt mitokondriumokon (Ohkuma és mtsai, 2001; Packer és Murphy,
1994) megfigyelt, PN-altal indukalt kalciummobilizdlassal. Az intracellularisan
megjelend kalciumionok elsdsorban az extracellularis térbdl szarmaztak, bar jelentds
volt a citoplazmatikus kalciumraktarakbol torténd kalciumfelszabadulas is. A sejt
kornyezetébdl torténd kalciumbearamlds egyrészt létrejohetett azaltal, hogy a
peroxinitrit kozvetlen membrankarositd hatdssal rendelkezik. Masrészt viszont az
intracellularis raktarak altal vezérelt, SOC csatorndk aktivacidja is elOsegithette a
kalcium sejtbe torténd bejutasat. Ez utobbi csatornak jelenlétét és kapcsolatukat a PKC
rendszerrel munkacsoportunk mar korabban kimutatta HaCaT sejteken (Csernoch és
mtsai, 2000), s szerepiiket a [V.1 és V.1. fejezet részletesen targyalta.

Az a megfigyelés, hogy sejtpermedbilis kalciumkelator (BAPTA-AM)
alkalmazasaval kivédhetd volt a peroxinitrit altal okozott sejttoxicitas, szintén a
kalciumjelnek a sejthaldl folyamataban betoltott fontos szerepére utalt. A kalcium
megkotése esetén elmaradt a hidrogén-peroxiddal kivaltott citotoxicitds is, mig a
BAPTA jelenléte nem befolyasolta a szuperoxiddal 1étrehozott sejtelhalast. Mindebbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a kiilonb6zé reaktiv anyagok eltéré citotoxikus

utvonalakat aktivalnak.
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Fontos volt megvizsgalni azt is, hogy a kalciumjel és/vagy a sejtdenzitas
valtozasa okozza-e az oszt6do és differencialodo sejtek oxidativ hatdsokkal szemben
mutatott eltérd ellendlloképességét in vitro koriilmények kozott. Adataink arra utalnak,
hogy nem a sejtek nyugalmi intacellularis kalciumkoncentraciéja, hanem az abban
kialakul6 valtozasok jelentik a citotoxikus szignalt. Mindezek mellett méréseink alapjan
valészintinek tiinik az is, hogy a sejt kiilonb6z6 metabolikus (pl. mitokondrialis)
aktivitasa is befolyasolja a prekonfluens (proliferald) és a konfluens (differencialodo)
keratinocytdk oxidativ stresszel szemben mutatott érzékenységét. Mivel a peroxinitrit
fokozta a DNS szalakban bekdvetkezd torések gyakorisagat, jelenléte a poly(ADP-
bemélyedéseket érzékeli, s igy megvédi a sejtet az oxidativ karositd hatasoktol (Szabd

és mtsai, 2001).
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VI. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn HaCaT keratinocytdk kalcium homeosztazisat ¢és
transzmembran 4ramait tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk a proteinkindz C izoenzimek
szerepét a purinerg jelatviteli tvonal szabalyozasaban, a kapacitativ kalcium bearamlési
folyamatban ¢és a hipotonids stresszel indukdlt mechanoszenzitiv valaszban.
Meghataroztuk a HaCaT sejtek jellemzd elektrofiziologiai paramétereit normal és
csOkkentett ozmolaritasi  oldatban. Leirtuk a  sejtproliferacioban és a
differencialodasban az ozmotikus stressz hatasara bekovetkezo valtozasokat, valamint
azt, hogy a fejlédési stadiumok hogyan befolyédsoljadk az intracelluldris raktarakbol
torténd kalciumfelszabaduldst ¢s a membranon 4atfolyd iondramokat. Megvizsgaltuk
oxidativ hatdsti anyagok intracelluldris kalciumkoncentraciora kifejtett hatasat is.
Eredményeinket 6sszefoglalva a kovetkezoket mondhatjuk el.

A kapacitativ  kalcium  bedramlds a  bels6  raktdrakbol  torténd
kalciumfelszabaduldshoz szorosan kapcsolodd folyamat és HaCaT sejtekben is fontos
szerepet jatszik a kalcium homeosztazisban. HaCaT sejtek esetében ez a transzmembran
aram kozvetetten a foszfoinozitol itvonalon keresztiil aktivalhato. HaCaT sejtek hossza
ideig tartod elékezelése forbol 12-mirisztat 13-acetattal, a klasszikus csoportba tartozo,
kalcium-dependens proteinkindz C izoforma, a PKCa szintjének szelektiv csokkenését
okozta proliferald sejteken. Ezzel egyidében bar a Pl-utvonalban nem tapasztaltunk
valtozast az elokezelt sejteken, a kapacitativ kalcium bearamlas azonban fokozodott. Ez
arra utal, hogy a PKC rendszer kozvetlenill a transzmembran 4ramot befolyésolja.
Megfigyeléseinket megerdsitették a ciklopiazonsavval végzett kisérletek is. Ha CPA-val
kitiritettiik a citoplazmatikus kalciumraktarakat, s igy aktivaltuk a store-operated

kalciumcsatornakon keresztiil 1étrejovo kalcium bedramlést, a kalcium belépés mértéke
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47%-al nagyobb volt a PMA-val eldkezelt sejteken, mint kontroll esetben. Konfluens,
differencialodo keratinocytdkban a PKCe szintje jelentdsen lecsokkent a prekonfluens
sejtekhez viszonyitva, mig a tobbi jelenlévd izoenzim expresszidjaban nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést. A differencidlodéas eldrehaladtaval parhuzamosan
modosult a kapacitativ kalcium bedramlds kinetikaja is, a megfigyelt lassulas
valdsziniileg a csatorndk inaktivacidjara utal. Konfluens sejtek PMA-val torténd
elokezelése a PKCP ¢és PKCe izoenzimek szintjének csokkenését okozta, nem
valtoztatta meg azonban a SOC aktivitasat. Ezen megfigyelésekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy szdmos PKC izoenzimnek van szabalyoz6 szerepe a kapacitativ
kalcium bearamlas mechanizmusaban, de ezek a hatasok eltérdek, esetenként akar
ellentétesek is lehetnek.

A keratinocytdk  proliferaciojat  és  differencidlodasat  jelentOsen
megvaltoztathatjak kiilonb6z0 mechanikai hatdsok. Munkéank soran sikeriilt a stretch-
aktivalt csatorndk jelenlétét kimutatni HaCaT sejtvonalon. Ezen csatorndk hipotonias
stresszel torténd aktivalasa a sejtek membranpotencialjanak hiperpolarizacids irdnyba
torténd elmozdulasat okozta, amely valtozds részlegesen reverzibilis volt. A
membranpotencial hasonl6 valtozasat tapasztaltuk a hidrosztatikai nyomas emelésekor
is. A csatornak Cl-ra permeabilisak, mivel Cl-mentes mérdoldatban a kordbban
tapasztalt  valtozasok  elmaradtak.  Hipoténids  oldatok az  intracellularis
kalciumkoncentraciét is novelték, a valaszok nagysaga erételjesen fliggott az
extracellularis kalcium mennyiségétdl. Ebbol arra kovetkeztethettiink, hogy a
sejtmembran fesziilése kation-szelektiv csatornakat is aktival. A sejtek PMA-val torténd
elokezelése novelte a hipotdnids stressz altal kialakitott valaszokat, feltehetéen fokozva

a stretch-aktivalt csatorndk megnyilasanak valdszinliségét.
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A csokkentett ozmolaritasu tenyésztdoldat folyamatos jelenléte megakadalyozta a
keratinocytdk novekedését. Ezzel szemben, ha az izotonias tenyésztdoldatban novekvd
sejteken az oldatot hirtelen hipotoniasra cseréltiik le, a proliferacio novekedését, illetve
a terminalis differencialodéasi marker, az involukrin szintjének csokkenését tapasztaltuk.
Megfigyeléseink a mechanikai fesziilés megvaltoztatdsanak, mint a proliferacid
szabalyozasaban szerepet jatszo kiils6 ingernek a fontossagara mutattak ra.

A kiilonb6z6 gyulladasos folyamatok soran megnovekvod citotoxikus anyagok
apoptézist €s nekrozist kialakité hatdsa a sejtek tobbségénél Osszefiiggésbe hozhatd a
kalciumhomeosztazis befolyasolasaval. Ezt tapasztaltuk a HaCaT sejtek esetében is,
ahol mind a peroxinitrit, mind ennek prekurzora, a SIN-1 ndvelte a sejtek intracellularis
felszabadulé, mind az extracellularis térb6l bejutd kalcium részt vett és a
kalciumkoncentraci6 emelkedések reverzibilisek voltak. Ezzel ellentétben a PN az
egyidében a sejtmembran integritdsanak csokkenését okozta, amely visszafordithatatlan

folyamat volt.
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FUGGELEK

(A CIKKEKBEN MEG NEM JELENT ABRAK)
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1. abra: Az ionotrép (P2X) ¢és metabotrop (P2Y) purinoreceptorok
sematikus szerkezeti felépitése és membranban valo elhelyezkedése. A
P2X ¢és P2Y receptorok nemcsak a membrdanon ativeld szakaszok
szamaban, hanem az N- ¢és C- termindlis elhelyezkedésében is
kiilonboznek. Emellett szamos eltérés figyelheté meg a rajzon, amely a
funkcionalis kiilonbségek és tulajdonsagok alapja.
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2. abra: A proteinkinaz C (PKC) izoenzimek szerkezete és osztalyozasa.
A klasszikus csoportba tartoz6 o, B és y izoenzimek aktivalasukhoz
Ca”"-ot és forbolésztert egyarant igényelnek, mig az 0j tipust (novel) 8,
g, N €s 0 izoenzimek kalcium hidnyaban is képesek kifejteni hatasukat.
Az atipusos A ¢és ( izoenzimek miikddése mar nem kotddik a
forbolészterhez sem, a kiilon csoportba tartozé PKCp izoenzimnek pedig
az a jellegzetessége, hogy egy membranon ativeld (transzmembran; TM)
doménnel rendelkezik.



40x nagyitas

3. abra: Tenyésztett HaCaT keratinocytak. A kiilonallo, egymassal nem
Osszefliggd sejtek (A és B) erdteljes proliferacioval rendelkeznek és
méréseink soran prekonfluens sejtként szerepeltek. A kisebb-nagyobb
szigeteket képezd, kb. 100-200 sejtbdl allé sejtcsoportosulasok (C és D)
esetében a keratinocytakban inkabb a differencialodas kertil el6térbe, a
tovabbiakban ezeket konfluens sejtekként kezeltiik. Feltiintettik a
sejteket atesé fényben (A ¢és C), illetve Fura-2-AM-el feltoltott és UV
fénnyel megvilagitott forméaban is (B és D).
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4. abra: A fluoreszcencids kalciummérésre alkalmas PTI DeltaScan
rendszer sematikus rajza. A Xenon lampa fényébdl egy sugdrosztd két
fénynyalabot készitett, melyeket egy-egy monokroméatoron atvezetve
340 ¢és 380nm hullamhosszusagh fényt kaptunk. Ezzel gerjesztettiik a
Fura-2-AM-el feltoltott sejteket, majd az emittalt fényt egy dikroikus
tiilkor kozbeiktatdsaval, 510nm-en, fotoelektronsokszorozo segitségével
detektaltuk. A szadmitogéppel rogzitett eredményeket analizaltuk és
grafikus képerny0n jelenitettiik meg.



5. abra: Az aramok ¢és a membranpotencidl mérésére szolgald
mérdrendszer sematikus rajza. A konvencionalis mikroelektrodaval
torténd mérés esetében nagy ellenallasu (20-30MQ), 3M-os KCl oldattal
feltoltott tivegelektrodakat hasznaltunk. A patch-clamp technika whole-

crr

aszpatat alapt belsd oldattal toltott pipettakat alkalmaztunk.
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6. abra: Purinoreceptorok vizsgdlata immuncitokémiai moddszerrel
HaCaT sejteken. Az acetonos fixaldst €s membranpermeabilizaldst
kovetden a sejteken kettds immunfestést alkalmaztunk. A kiilonb6z6
purinoreceptor  ellenes  specifikus  antitesteket  fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) jeloltiik és a képen ez zo6ld szinben lathato, mig a
piros szin a propidium-jodidos magfestést szemlélteti.
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29. abra: Egy HaCaT sejt modellje, amin feltiintettiik az altalunk
vizsgalt jelatviteli utvonalakat, szabalyozd fehérjéket, membranban
elhelyezkedd receptorokat és csatornakat, valamint a kisérleti
eredményeinkbdl valoszinlisithetd kapcsolatokat a fent emlitett
folyamatok és molekuldk kozott.



