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OSSZEFOGLALAS

Hunyadi Janos professzor iir vezetése alatt a debreceni
borgyogydaszati klinika felzdarkozott a hazai és nemzetkizi
experimentdlis dermatolégidval foglalkozo intézetek kozé.
Az in vitro laboratoriumi technikdk adaptdldsdval lehetd-
vé vdlt a primer hamsejtkultirdk és HaCaT sejtektenyész-
tése és tudomdnyos vizsgdlata. Az igy nyert keratinocytdk
felhasznalasdval vdltozatos sejtfunkciés vizsgdlatokraés
immunoldgiai elemzésekre nyilt lehetéség. A keratinocyta
alapii tudomdnyos érdeklddés szamaos kollabordciis vizs-
galat alapjdr is képezte. A kapott eredmények nagyban
hozzdjdrultak a hammal kapcsolatos ismereteink boviilé-
séhez.

Kulcsszavak:
keratinocyta - plasmin - Ca* - égésbetegség -
time-lapse video

SUMMARY

Under the leadership of Professor Janos Hunyadi the
Department of Dermatology Debrecen reached the
international  scientific  level in  experimental
dermatology and becameone of the most advanced
dermatological research institutesin Hungary.
Introduction of modern laboratory techniques including
culturing of primary keratinocytes and HaCaT cells
provided possibility for further scientific studies. Wide
variety of institutional and collaborative functional and
immunological analyses had been carried outusing
keratinocyte cultures. The results obtained in these
studies contributed to better understanding of epithelium
Jfunction.
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Experimentalis dermatologia a debreceni
Bérklinikan

Hunyadi Janos professzor tr vezetése alatt a debreceni
Bérklinika tudomdnyos tevékenysége alapvetd valtozaso-
kon ment keresztiil. Ehhez jelentSsen hozzdjdrult, hogy
ebben az idszakban az experimentdlis dermatolégia ug-
rasszer(i fejlodésen ment dt, amely hatdsira lényeges
szemléletviltds kovetkezett be. Ennek eredményeképpen
a statikus bérmodelltél eljutottunk a dinamikus bérmodell
koncepcidig, vagyis a ,,bor, mint hatdrréteg” elképzelést
felvdltotta a ,,bér, mint immunszerv” modell. Ez utébbit a
bor rezidens és migrdlo sejtjeinek miksdésével kapesola-
tos ismeretek gyarapoddsa segitette el (8, 9).

Sejtmodellek

Hunyadi professzor tr a szegedi bérgy6gydszati isko-
la szemléletét ¢és experimentdlis gyakorlatdt magdval
hozva, a ham felépitését dontéen meghatirozo keratino-
cytdk vizsgdlatit vezette be. Ahhoz, hogy a hamsejtek-
kel kapcsolatos kérdésekre korrekt vélaszt kapjunk,
megfeleld sejtmodellekre volt sziikség. Ebben az idében
a nemzetkdzi irodalom €s szdmos hazai kutaté laboratd-
rium is HaCaT sejteket haszndlt modellként. A humin
eredetli, immortalizalt HaCaT sejtek tenyésztése vi-
szonylag egyszerii. Fehérje tartalmi tenyésztd médiu-
mokban (DMEM, RPMI), CO, termosztdtban, steril k-
rillmények kozott inkubdlva gyorsan szaporodnak. Se-
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gitségiikkel a szoliter hdmsejtek, a beldliik kialakuld
monolayerek, vagy a tobbrétegli ham is jol tanulmi-
nyozhat6. Az immortalizdlt, igy genetikailag médosult
HaCaT sejtekkel kapcsolatos eredmények interpretdla-
sdhoz sziikség volt a primer hdmsejtkultirdk vizsgalata-
ra is. A primer hiamsejtek tenyésztése a HaCaT sejtek-
hez viszonyitva sokkal komplexebb. A megfelels te-
nyésztési milié biztositdsa mellett novekedési faktorok
hozzdaddsa is sziikséges. A primer sejtek tenyésziése
még ilyen korlilmények kozott is limitdlt marad, csupdn
néhdny passage erejéig tartjik meg 0szt6dd képességii-
ket. A keratinocyta tenyésztés bedllitdsa utdn a sejtek
funkciondlis karakterizdldsa kovetkezett (15). A sejtek
vitalitdsa fluoreszcens mikroszkGppal jél kovethets. A
nem fluoreszkilé prekurzor carboxyfluoresceinsuccidi-
midylester (CFSE) csak €16 sejtekben alakul dt fluoresz-
kdld metabolittd, igy anekrozist jelzé parhuzamos ethy-
diumbromide (EB) festéssel a sejtek vitalitdsa/pusztuld-
sa fluoreszcens mikroszkdppal viszonylag egyszertien
kiériékelhet (/. abra). A médszer segitségével a kerati-
nocyta apoptosis is jol kovethetévé valt (2. dbra).

Intracellularis Ca2+ mérés keratinocytikban

A sejtmorfolégia mikroszképos elemzésén til, kolla-
boracios vizsgdlatokkal lehetGség nyilt a sejtaktivécio
egyik meghatdrozé ttvonaldnak, az intracelluldris Ca®
viltozdsdnak tanulmdnyozdsdra is. A Debreceni Egye-
tem Elettani Intézetében végzett mérések bizonyitottdk,
hogy az excitdbilis sejtekhez hasonléan, keratinocyta
aktivdcié sordn isintracelluldris Ca®™ szabadul fel. A
vizsgdlatok segitségével sikeriilt karakterizdlni a folya-
mat kinetikai jellemzdit és néhdny jellegzetes paraméte-
rét (1, 2,3, 10,.14,).

Egett betegek szérumsnak vizsgalata

Az égésbetegség kapcsdn szdmos patoldgids folyamat
zajlik, amelyek kdrosan befolydsoljik a betegség kimene-
telét. fgy a klinikumbdl j6l ismert az a tény, hogy az égést
kovet6 id6 eldrehaladtival azautolég bor transzplantatum
megtapadasinak esélye egyre csokken. A jelenség pontos
magyardzata nem ismert, de egyre tobb adat bizonyitja a

1. dbra
HaCaT sejtkultirdk fluoreszcens mikroszkdpos képe. Vitilis festés CFSE/EB festékekkel. Az ,,A” dbrdn 100 %-ban
vitdlis denzmonolayer ldthato. A, B” dbra bal felsd sarkdban egy nekrétikus sejt latszik. A ,,C” dbrdn a himsejtek kozott
kialakult intercelluldris kapcsolatok litszanak nagy nagyitassal. A, D” dbrdn nagy dézisi UVB besugdrzds utani dllapot
szdmos apoptétikus és nekrétikus sejttel
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2. dbra

Tipusos keratinocyta apoptésis fluoreszcens mikroszkopos képe. A-B-C-D dbrdk a folyamat kinetikajat mutatjak.

patomechanizmus hdtterében 4llé
immunoldgiai folyamatok szerepét.
A bedllitott sejtmodell segitségével
megvizsgdltukaz égést kovetd kera-
tinocyta ellenes antitest termelGdé-
sének kinetikdjat és az égett szérum
hatdsdt a hdmsejtekre. Tekintettel
arra, hogy a keratinocytdk felszinén
Fcreceptor nem expresszalodik, az
égett szérumbol csak a hamsejt-
ellenes antitestek kétédneka kerati-
nocytdkhoz, és az aspecifikus kot6-
dés elhanyagolhaté. Szolubilis Ha-
CaT sejtek felhasznaldsdval dram-
lasi citometridval vizsgdltuk a hdm-
sejt-ellenes antitestek mennyiségi
¢és mindségi valtozdsdt az égést ko-
vetd 11 hetes periédusban. A Ha-
CaT sejtekre kot6dd antitestek ti-
pusit IgG, IgM és IgA ellenes ma-
sodik antitesttel torténd jelélést ko-
vetden hatdroztuk meg, amely
modszer lehetGvétette a hdmellenes

CFSE/EB festés
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3. dbra
Keratinocyta ellenes antitest termelddés kiterjedt égést kovetden. Aramldsi
citometrids mérés HaCaT sejtekkel. A keratinocyta ellenes antitest dontéen IgG

tipusu és a titer az 5. hét tajan éri el a maximumat
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antitest termelddésének kinetikus elemzését is (4,5,6,7,
11, 12). A vizsgilatok eredményei azt mutattdk, hogy a
keratinocyta ellenes antitest termel&dés az égést kovets
4.-5. héten €ri el maximumdt és a domindl$ antitest tipus
az IgG immunglobulin alosztdlyba tartozik (3. dbra). A
vizsgdlatok eredményei magyardzatot adhatnak arra a kér-
désre, hogy az égést kivets 4.-5. hét tajan miért gyakori
az autograftok lelok6dése. A patomechanizmus pontos
lisztdzdsa azonban tovabbi vizsgdlatokat igényel.

Az égett betegek szérumdnak vizsgdlata azt mutatta,
hogy hatdsukra a keratinocytdkban sejtaktivicic jon 16t-
re, amely folyamatot az intracelluldris Ca® felszabaduld-
sa jelzi. A Ca™ release reverzibilis folyamat és 60 sec el-
teltével szabad intracellularis Ca® mar nem detektalhatd.
Normél szérum hatdsdra hasonl aktivacié nem figyelhe-
16 meg. A hatds kialakuldsdért tehdt az égés kapesdn ke-
letkezG ¢s a szérumban keringé szolibilis anyag(ok) te-
hetd(k) felelGssé. A megfigyelt aktivicid, az intracelluld-
ris Ca™ felszabadulds kinetikdja ugyan elmarad a kont-
roll stimulusként alkalmazott ATP hatdsitol, de patho-
physioldgiai jelentdsége nem hanyagolhaté el. Az akti-
vici6ért felelds szubsztancia azonositdsa tovébbi vizsgd-
latokkal lehetséges.

Plasminhatisa a keratinocytak miikodésére

Hunyadi professzor tr vezetése alatt nagy hangsilyt
kapott a sebgydgyulds folyamatdnak vizsgdlata mind a
klinikum teriiletén, mind pedig experimentdlisan. A vizs-
gélatok egyik irdnya a sebgyégyulds és a véralvadds k-
z0tti Osszefliggés tanulmdnyozdsét célozta meg. A klini-
kumbdl ugyanis jol ismert, hogy jé vérelldtdsi teriiletek
sebgydgyuldsa gyors, és még a krénikus sebek gydgyu-
ldsa is javithatG a sebalap revitalizdldsdval. Altaldnosan
elfogadott, hogy a véralvadds kapcsan keletkezd fibrin-
hdl6 fontos szerepet jitszik a sebgydgyulds folyamatd-
ban, megteremtve az alapot a hiamsejtek migriciojihoz.
Akét folyamat kinetikdja azonban jelent8sen eltér: mig a
fibrin képzddés folyamata gyors, percek alatt lezajlik,
addig a sebalap epithelizdcidja napok alatt kovetkezik

be. Tovibba a fibrinképzédést a hemosztézis késéi fazi-
sdban annak lebontdsa kiveti, igy a sebgyégyulds folya-
matdban egyéb, a hemosztizis késéi fazisaiban keletke-
z0 faktoroknak is szerepe lehet. Ezek kozott fontosnak
tiint a plasminogen-plasmin rendszer, hiszen a ,,romok™
eltakaritdsa, a teljes sziveti restitutio ad integrum csak s
folyamatok komplex szabdlyozdsa tévén lehetséges.
Ilyen megfontoldsok alapjin azt vizsgaltuk, hogy a plas-
min milyen szerepet jitszik a re-epithelizdciét meghata-
rozékeratinocytafolyamatokban, a migrdcié, a fagocité-
sis €s a ploriferdcié sordn. A sejtmigraciot a keratinocy-
ték agarose gél alatti migracidjdaval vizsgdltuk, a fagoci-
tézishoz Candida spérét hasznaltunk, mig a sejtproliferd-
cio kovetése[3H]-thymidineinkorpordcio alapjin tortént.
A vizsgilatok eredményei arra utaltak, hogy plasmin ha-
tdsdra specifikusan fokozdédik a hdmsejick migracidja és
fagocita aktivitdsa, mig a sejtosztédds csokken.
Mindezek alapjan arra lehet kiivetkeztetni, hogy a sebzés
sordn aktivdlédoé hemosztizis kés6i fazisdban keletkezd
plasmin, elGsegiti a sebgyégyulds re-epitelizdcios folya-
matdt stimuldlva a sejtmigraciot és a migralé sejtek titja-
ba es6 sejttormelékek fagocitozisat, ugyanakkor gitolja
a migrdl6é hdmsejtek osztédasat (13).

Keratinocyta tenyészetek vizsgalata
time-lapse videdval

Az experimentilis dermatologidval foglalkozé kutaté
orvos szimdra meglepd vizudlis élményt jelentettek a
sejtkultirdkrdl time-lapse videéval készitett felvételek.
A hdmsejtkultirdk tenyésztése sordn, egy a mikroszkép-
ra szerelt kamera segitségével folyamatos felvétel ké-
szithetd a hamsejtekr6l. A felvétel visszajatszasakor az
események tobb szazszoros gyorsitas utdn voltak latha-
10k, igy az igen lassd sejtvaltozdsok az emberi szem
szdmdra is érzékelhetGvé viltak. Igen érdekes latvany,
hogy a sejt-sejt kapcsolat dinamikusan viltozik, és a
hdmsejtek (a sejtplazma) akdr 4-5-szoros méretre is ké-
pesek szétterjedni, hogy a kialakulé monolayer iires te-
rét kitoltsék. A sejtek osztodasakor méretiik csokken,

4. dbra
Time-lapse vided felvétel HaCaT sejttenyészetrdl. Az oszt6dé sejt nyillal jelolve
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5. dbra
Atime-lapse vided felvételeken a csillaggal jeldlt sejt migrdcidja kovethet
.»A-B-C-D-E-F” idérendi sorrendben. A ,,B-C” dbrikon a sejtadhézid dinamikus viéltozdsa latszik
szdmos allab (tappancs) megjelenésével

majd elvdlnak a szomszédos hdmsejtektsl. A keletkezd
2 ut6dsejt dinamikus sejt-sejt kapcsolat ttjén keresi a
szomszédos sejtekkel valé kapcsolatot (4. dbra). Gya-
kori jelenség, hogy a hdmsejtek kiilonleges morfolégia
véltozdason mennek keresztiil, amely sordn az addig a
felszinre és a szomszédos sejtekhez tapadt sejtek felvil-
nak, €s szdmos dlldb (tappancs) kibocsdtdsdval dinami-
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kus ,.tdncba” kezdenek, majd a folyamat végén elteriil-
nek a felszinen, és hogy vitalitdsukat bizonyitsdk, to-
vdbb migrdlnak (5. dbra). Ezek a megfigyelések mai is-
mereteink szerint nehezen értelmezhetéek és fiziologids
szerepiik sem egyértelmid. A ldtvdany azonban tovabb
erdsiti a dinamikus bérmodellrél kialakitott elképzelé-
siinket.



Osszefoglalas
Hunyadi Janos professzor ar irdnyitdsa alatt a debreceni
Bérklinika felzdrk6zott az experimentdlis dermatolégidval
foglalkozé hazai kutaté kozpontok kozé. Kimagasld tudasa,
sziporkdzd otletgazdagsaga, példamutatéd szorgalma, és nem
utolsésorban kivdld személyes adottsdgai lehetové tették,
hogy egy modern szemléletli bérgydgydsz generdcid ngjoén

s

fel mellette. Iskolateremtd munkajaért fogadja a tanitvanyok
haldjat. Isten éltesse Ot 70. sziiletésnapja alkalmabol.
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