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Roviditések jegyzéke

[Ca®'];: intracellularis kalciumion koncentracid

AM: acetoximetilészter

ATP: adenozin trifoszfat

BCA: bicinchoninic acid

BzATP: 2°-3’-O-(benzoyl-4-benzoyl)-ATP

Ca2+, kalcium: kalciumion

CLA: kalikulin A

DAG: diacil-glicerol

DMEM: Dulbecco éltal modositott Eagle medium

ECL: megndvelt kemilumineszcens

EGF: epidermalis novekedési faktor (epidermal
growth factor)

ER: endoplazmatikus reticulum

FN: fibronektin

FTHM: félértékszélesség, Full Time at Half
Maximum

HRP: tormaperoxidaz

IP;: inozitol 1,4,5-triszfoszfat

IP;R: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor

KGF: keratinocita novekedési faktor (keratinocyte
growth factor)

MLC20: 20 kDa-os miozin II kénnyt lanc

Kulcsszavak

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

OA: okadansav

PBS: foszfat puffer-oldat

PCR: polimeraz lancreakcio

PKA: protein kinaz A

PLC: foszfolipaz C

PLC;: foszfolipaz Cy

PMT: fotoelektronsokszorozé

PP1: szerin/treonin foszfoprotein foszfataz 1

PP2A: szerin/treonin foszfoprotein foszfatdz 2A

PTI: Photon Technology International

ROI: relevans tartomany, region of interest

RT-PCR: reverz transzkripciés PCR

RyR: rianodinreceptor, ryanodine receptor

SERCA: sarco-endoplazmas retikulum Ca**-ATP-
az

SDS-PAGE: natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid
gélelektroforézis

TC: tetrakain

TG: thapsigargin

UV: ultraibolya (ultra violet)

XesC: Xestospongin C

Keratinocita, UV-B, purinerg jelatvitel, foszfataz inhibitor, kalcium homeosztazis
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Bevezetés

A bor felépitése és funkcioi

A bor a szervezetet a kiilvilag karos hatasaitol védo barrier, érzékszerv, részt vesz a hd
¢s energiahdztartdsban, az immunrendszer megfeleldé miikodésében. A borben képzodik
ultraibolya fény hatasara a kolekalciferol, mas néven D3 vitamin. A D3 vitamin gatolja a
human keratinocitdk ndévekedését ¢és a sejtek korai differencialodéasat is beinditja. A bor
harom, dnmagéaban is Osszetett rétegbdl épiil fel, ezek a ham (epidermis), irha (dermis vagy
cutis) és a bdralja (subcutis). A hamot kizardlag sejtek épitik fel, nem tartalmaz ereket és
idegeket. Az anyagcseréje az irha feldl passziv difftizioval torténik. Az irhdban egy rostokbdl,
makromolekuldkbdl és vizbol allo alapallomanyba dgyazva megtalalhatoak az erek és idegi
elemek, valamint az alapalloményt termeld fibrocitdk. A bdralja nagyrészt zsirszovetbdl all,
¢s vastagsdga testtdjanként valtozik. A hdm az ectodermdbodl, a kotdszoveti részek a
mesodermabol fejlodnek. Az embriondlis fejlodés 3. honapjdban indul meg a ham
elszarusodasa. A ham bazalis rétege Ossejt jellegli, pluripotens sejtekbdl all. Mitosis utan az
egyik leanysejt a keratinocitadk utdnpotlasaul szolgéal, mig a mésik a basalis rétegben marad és
megorzi pluripotens jellegét. Az embriondlis fejlédés 10-12. hetében neuroectodermalis
eredetll sejtek vandorolnak az epidermisbe, és ott melanodendrocitdkkd alakulnak. Ezek a
melanocitak elddei, amelyek a melanint fogjak termelni (Szentagothai & Réthelyi 2002,

Dobozy et al. 1998).

A ham
A ham a bdrnek a testfelszint a kiilvilag felé boritd rétege. Vastagsaga koriilbeliil 0,2
mm, ami genetikai tényezOkt6l és az igénybevételtdl is fligg. Az epidermis 90%-at
keratinocitak alkotjak, mellettiik megtalalhatoak még a hdmban a melanocitdk, monocitak, a
Langerhans- és a Merkel sejtek. Legfontosabb funkcioja a keratinképzés, amely védi a
szervezetet a kiilvilag feldl érkezO hatasokkal szemben (Szentdgothai & Réthelyi 2002,
Dobozy et al. 1998). A hamnak 6t rétegét kiillonboztethetjiik meg (1. dbra):
1. Stratum basale vagy stratum germinativum: pluripotens sejtekbdl allo sejtréteg, amely
folyamatos osztodasa révén potolja a keratinocitakat
2. Stratum polygonale vagy stratum spinosum: nevét (tiiskés réteg) onnan kapta, hogy
szOovettani metszetekben a zsugorodott sejtek pontokban még kapcsolodnak

egymashoz, ezaltal a sejtek tiiskéseknek tlinnek. A keratinocitdk ebben a rétegben



laposabba és poligondlissa valnak. A sejteket desmosomak (macula adherens)
kapcsoljak egymashoz, a desmosomakbol a citoplazmat behdloz6 tonofilamentumok
indulnak a sejtmag irdnyaba. A keratinocitak kozotti desmosomalis Osszekottetés nem
allando, a sejtek felfel¢ torténd tolodasuk soran amdébaszerli mozgést végeznek,
egymdashoz viszonyitott helyzetiik folyamatosan valtozik. Ebben a rétegben kezdddik
meg a sejtek differencialddasa, a keratinosomék a réteg legfelsd sejtsoraiban jelennek
meg.

3. Stratum granulosum: a szemcsés réteg elnevezést a sejtekben levd keratohyalin
granulumok nagy szdma miatt kapta, amelyek hisztidinben gazdag fehérjékbdl,
tonofibrillumokbol és lipidekbdl allnak. Altalaban 2-3 sejtsorbol all.

4. Stratum lucidum: a tenyeret és a talpat kivéve, ahol tobb sejtsor alkotja, egy sejtsorbol
all. Ebben a rétegben az elektrondenz, kénben gazdag kozti dllomanyba agyazott
tonofilamentumok parhuzamosan futnak a bor felszinével. A sejtek laposak ¢s még
tartalmaznak sejtorganellumokat. Az elpusztult sejteket egy fehérjeszerti anyag, az
eleidin itatja at.

5. Stratum corneum: a ham legfelsd, elszarusodott sejteket tartalmazo rétege. Sejtjei
sejtorganellumokat nem tartalmaznak, viszont nagy koncentracidban tartalmaznak
hidrolitikus és katabolikus enzimeket. Az elszarusodott sejtek hidrofilek, viz hatasara

megduzzadnak. A stratum corneum alatti hidrofob zéna lipidekben és

poliszacharidokban gazdag, és barrier funkcidja van.

Stratum corneum

Stratum lucidum
Stratum granulosum

| Stratum polygonale

Stratum basale

——— Melanocita

1. abra: A ham (epidermis) rétegei. (forras: http://www.dermnetnz.org)


http://www.dermnetnz.org/

A fényvédelemért felelés melanint a stratum basale keratinocitai kozott helyet foglald
melanocitak termelik. A melanocitdk nyulvanyos sejtek, amelyek nyulvanyaik révén adjak at
a keratinocitaknak a megtermelt melanint, amit a keratinocitdk aktiv fagocitosissal vesznek
fel, majd a sejtmagjuk felett sapkaszertien halmoznak fel.

Epidermopoesis: a szervezet védelmét a kiilsé hatasokkal szemben a keratinocitakbol
allo epidermis folyamatos megtjuldsa biztositja. A keratinocitdk osztodéasa a basalis rétegben
jatszodik le, koriilbeliil minden 400. sejtre jut egy sejtosztodéas. Az osztddas sordn keletkezd
egyik lednysejt két hét alatt éri el a stratum granulosumot, €s tovabbi két hétbe telik, amig
onnan a stratum corneum felsé részéig eljut. A normalisan 28 napos forgasi idé (turnover
time) bizonyos esetekben lerdvidiilhet, ilyenkor a sejtciklus lerovidiil és nem tart tovabb 5-10
napnal. Ilyen felgyorsult epidermopoesissel jar a psoriasis, a bort érintd kiillonbozo
gyulladdsok ¢és a napégés. Ezekben az esetekben a keratinizdci6 normadlis maradhat
(orthokeratosis), vagy koérossa valhat (pl. parakeratosis). A keratinocitdk osztodasanak
szabalyozasaban egyes citokinek, katecholaminok, intracellularis ciklikus nukleotidok,
prosztaglandinok, glukokortikoidok és mas szteroidok jatszhatnak szerepet (Szentagothai &

Réthelyi 2002, Dobozy et al. 1998).

A HaCaT keratinocitak

A sejttenyészeteket széles korben alkalmazzdk szamos elényds tulajdonsaguk miatt
¢lettani targyu kisérletek végzéséhez. Sejttenyészetekben a sejtek ndvekedése, morfoldgiai
valtozasai mikroszkop segitségével folyamatosan nyomon kovethetd. Lehetdség van olyan
sejttenyészetek 1étrehozasara, amelyek csak egyféle sejttipust tartalmaznak, s6t immortalizalt,
folyamatosan oszt6do, geno- és fenotipusosan azonos, klonozott sejtek nagy tomegét is eld
lehet allitani, ami a kisérletek jo reprodukalhatdésaga szempontjabol igen eldnyos.
Sejttenyészeteket hasznalva a kisérletekhez nincs sziikség €16 allatok felhasznalasara. Az in
vitro vizsgalatok ezen feliil a kisérletezd szamara is eldnydsek, hiszen igy elkeriilhetd az
allattal szembeni allergia kialakulasa is. Ezek miatt az eldnyok miatt a sejttenyészeteket széles
korben hasznaljak a molekuldris bioldgiai és sejtélettani kutatdsok sordn. Az in vitro
sejttenyészetek hasznalatdnak azonban hatranya, hogy a hasznalatukkal kapott eredmények
nem mindig modellezik pontosan az €16 szervezet sokszorosan szabalyozott, in vivo vélaszait.
A hosszt ideig fenntartott tenyészetek tulajdonsagai mutaciok révén modosulhatnak (pl. a
differencidlodési képesség csokkenése), ezért bizonyos passzazsszam elérése utan célszerli a

tenyészetet kisebb passzazsszamura cserélni (Szabd 2004).



A HaCaT sejtek a human keratinocitdk széles korben alkalmazott modelljei. A
sejtvonalat 1988-ban Boukamp ¢és munkatarsai készitették (Boukamp et al. 1988). A
keratinocitak egy 62 éves, melanoméban szenvedd férfibetegtdl szarmaztak. A tumor miitétje
soran a daganat kimetszése egy uigynevezett biztonsagi zona rahagyasaval torténik, a HaCaT
keratinocitak Oseit innen, ebbdl a biztonsagi zonabdl izolaltak. A sejteket ezutdn alacsony
kalciumtartalmu (0,2 mM) tépoldatban, magas homérsékleten (38,5 °C) tenyésztették. A
sejtvonal elnevezése is innen ered: Human adult skin keratinocytes, low Ca”", elevated
Temperature (HaCaT). A sejtvonalrdl bizonyitottdk, hogy — bar a daganat mellél szdrmazott —
nem szenvedett malignus 4talakulast. Megtartotta differencidlodasi képességét s,
bizonyitottan expresszalja a differencialédasi markereket (keratin 1, keratin 10, involucrin,
filaggrin), és kollagén gélen tenyésztve, az egészséges keratinocitakhoz hasonld epidermisz
réteget képez. A sejtvonal korlatlanul fenntarthatd (t6bb mint 140 passzalds utan sem valtozik
meg a sejtek génallomanya), immortalizalédott sejtekbdl all. A HaCaT keratinocitak
genetikailag  eltérnek az  egészséges  keratinocitaktol:  aneuploid  (hypodiploid)
kromoszémaszam ¢és a p53 gén pontmuticidja (transzkripciésan inaktiv) jellemzi a
sejtvonalat. A p53 gén egyik feladata, hogy a sejtosztodast gatolja, igy ennek a génnek az
inaktivacidja hozzajarul a sejtvonal korlatlan fenntarthatésagahoz (Boukamp et al. 1988).
Mivel a HaCaT tenyészetekben nincsenek melanocitdk, a HaCaT keratinocitdk nem

tartalmaznak melanint, amely védené 6ket az UV sugarzas karosito hatasatol.

Az UV sugarzas
A fény az elektromégneses sugarzas egy része, €s a fotobiologiai reakciokért felelds
hulldmhosszak koziil kiemelkedd fontossaguak az UV sugarak. A fény — elsdsorban a napfény
— jelentds szerepet jatszik tobb dermatoldgiai megbetegedés kialakuldsaban és masoknak a
gyogykezelésében. Az UV sugarzast a kiilonb6zé hullamhosszak alapjan harom tartomanyra
oszthatjuk (Dobozy et al. 1998) (2. abra):
1. Az UV-A sugarzéas (315-400 nm) kis adagban sem erythemat, sem pigmentaciét nem
hoz 1étre. Ezt a tartomanyt szamos diagnosztikus €s terapias késziilék sugéarozza ki.
Nem irritalja a kotohartyat és az tivegen athatol.
2. Az UV-B sugarzas (280-315 nm) az el6z6hdz hasonléan ugyancsak része a
természetes napfénynek, eléri a foldfelszint. Ezt a sugartartomanyt sok diagnosztikai
¢s terapias célbol készitett fényforras emittalja. Irritdlja a kotOhartyat és a corneat. Az

UV-B sugarak nagy részét kisziiri az ablakiiveg, de athatolnak a vizen. Az UV-B



biologiai hatdsanak tudhaté be a napégés (erythema), amelyet a prosztaglandin
kozvetit és 12-24 6ra utdn jelenik meg. Alapvetd szerepe van az UV-B sugéarzasnak
abban, hogy az epidermiszben D3-vitamin képzédik. Altalanossdgban negativ hatasa
van a szervezetre, amely a bor akut és kronikus karositdsaban nyilvanul meg. Az UV-
B sugarzas altal az epidermalis sejtekre, kotOszovetre és kapillarisokra kifejtett
kéarositd hatas magéaban foglalja a DNS-, RNS-, protein- és sejtmembranpusztitast,
amelyek jelentds szerepet jatszanak a karcinogenesisben (3. 4bra).

3. Az UV-C (100-280 nm) sugarak nem érik el a foldfelszint, mivel a Nap altal
kibocsatott sugarakat az atmoszféra elnyeli. Ugyanakkor fontos, hogy a xenonlampa

vagy pl. a higanygdézlampa UV-C sugarakat sugaroz ki (Dobozy et al. 1998).

Ultraibolya Lathaté fény InfravOrés

UvBe

100 280 315 400 700 Hulldmhossz (nm)

2. abra: Az UV-B sugirzis hullimhossztartomanya a lathat6 fényhez képest (forras: http://www.mrsa-

uv.com)

epidermis

dermis

subcutis

3. abra: Az UV sugarzas elnyelédése a bor kiilonbozo rétegeiben. Az UV-A sugarzas foleg a dermisben
nyelédik el, a bor dregedését és rancosodasat okozva, mig az UV-B sugarzas foleg az epidermis sejtjeiben

nyelddik el (forras: http://www.skincancer.org).
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A sebgydgyulas

A sebgydgyulasnak két kiilonb6z6 mechanizmusat lehet megkiilonboztetni. A primer
sebgyodgyulds (sanatio per primam intentionem) éles szélli, metszett, steril sériilések esetén
jon létre, ahol a szervezetnek nincs mas dolga, mint a sériilés soran létrejott folytonossagi
hiany helyreallitasa. Ilyen sériilések a miitéti metszések. Szekunder sebgyogyulas (sanatio per
secundam intentionem) a roncsolt, anyaghianyos, fertdzott sériilések esetén jon létre, ahol a
szervezetnek gondoskodnia kell az elvesztett szovetek potlasarol és a fertézések elleni

védekezésrol.

A keratinocitak szerepe a primer sebgyogyulasban

A sebgyogyulds elsé napjan a seb teriiletén megjelennek a citokineket termeld
makrofagok, amelyek a szovetreakcidt szabalyozzdk. A sebszélen levd hamsejtek
mobilizalasat megeldzi a sejtek kozott meglevo integrinkozvetitett kapcsolatok fellazuldsa és
felbomlésa, helyettiik 1), &tmeneti kotések alakulnak ki. A hamsejtek eldszor ellapulnak, hogy
minél nagyobb teriiletet tudjanak beboritani, majd elindulnak a sebszélek feldl. A mozgasuk
sebessége kb. 0,5 mm/nap. A hamsejtek osztodasat az EGF (epidermal growth factor) és a
KGF (keratinocyte growth factor) serkenti. A gliikokortikoid tobblet és a diabetes jelentdsen
csokkenti a KGF termelését €s ezaltal hatraltatja a sebgyogyulast.

Nem ingerelheté sejtek Ca**-homeosztazisa

A sejtekben az [Ca®"]; normélisan igen alacsony, nmol/l-es tartoméanyban van, mig az
extracellularis szabad [Ca’'] mmol/l-es nagysagrendii. Ez a nagysagrendi kiilonbség teszi
lehetéve, hogy a a sejtekben a Ca®™ az egyik f6 masodlagos hirvivé lehessen (Clapham et al.,
2007). A sejtekben a Ca”" a kiilonboz6 fehérjékhez kotédhet és kotédése modositja a fehérjék
aktivitasat. A citoplazmaban a legfontosabb kalciumkotd fehérje a kalmodulin. A sejtekben az
[Ca™"]; szabalyozasat kiilonboz6 transzportrendszerek végzik. A plazmamembranon keresztiil
a Ca”" ioncsatornakon keresztiil keriilhet be a sejtbe. A felszini membranon a kiils§ ligand és
a masodlagos hirvivok altal szabalyozott csatorndk a legjelentdsebbek. Az elébbi csoportba
tartoznak az altalunk is vizsgalt P2X purinoreceptorok. A sejten beliili szabad [Ca®']
novekedését sejtmembranon keresztiili ionbedramlason kiviil az intracellularis raktarakbol
torténé Ca”'-felszabadulés is okozhatja (Csernoch et al., 2000). A nem ingerlékeny sejtekben,

igy a keratinocitdkban is a legjelentdsebb kalciumraktar az endoplazmatikus retikulum (ER),

ezen kiviil a mitochondriumokban és a transz-Golgi halozatban is raktarozodhat Ca**. Az ER
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membranjaban taldlhato a rianodin receptor (RyR) és az inozitol-triszfoszfat (IPs) receptor,
amelyek aktivalodasa szintén emelheti az [Ca®"]i.-t. Az intracellularis raktarakbél torténd
kalcium-felszabadulds kivaltdsdban fontos szerep jut a Gq proteineknekmelyek kiilonbozd
membranreceptorok - az altalunk vizsgalt purinoreceptorok koziil a P2Y,; receptor mitkodik
igy- ligandkotését kovetden aktivalodnak, s aktiv alegységiik kozvetitésével aktivaljak a
foszfolipaz-C enzimet (PLC), mely a sejtmembran inozitol-biszfoszfat molekuldjanak
hasitasaval 1Ps-ot és diacil-glicerolt (DAG) general. A sejtmembranbdl felszabadulo IP; az
endoplazmatikus retikulum IP; receptorahoz kotédve megnyitja az ER membranjat a Ca®*-
ionok szamara, és létrehozza az [Ca>']; novekedését. A DAG a protein-kinaz C (PKC) enzimet
aktivalja, amely szerin/treonin oldallancon foszforildl szdmos fehérjét, melyeknek szintén
szerepiik lehet kiilonbozé Ca* -csatornak megnyitasaban is. Ezen mechanizmus tjan vezet a
metabotrop P2Y  receptorok aktivacigja az intracellularis  kalcium-koncentracio
megemelkedéséhez. Ezenkiviil a kalcium-indukalt kalcium felszabadulds mechanizmusa is
hozzajarulhat az ER-bol torténé Ca’ felszabadulashoz. A citoplazmatikus Ca®"
eltdvolitdsaban szintén tobb transzportrendszer vesz részt. A sejtmembranban taldlhat6 ezek
koziil a plazma membran kalcium ATP-4z. Az 4ltala szabalyozott transzport nagy affinitasu és
kis kapacitast, alkalmas a citoplazma [Ca®]; —jaban bekovetkezé kis valtozasok finom
szabalyozasara. A plazma membran kalcium ATP-azt az intracellularis kalcium-koncentracio
kismértékii emelkedése és/vagy a Ca”"-kalmodulin komplex aktivalja, mely aktivacié hatdsara
a kalciumionokat kijuttatja a sejtbdl, ezéltal csokkenti az [Ca®']; —t (Clapham et al., 2007;
Nayak et al., 2007). A Na"/Ca®" antiport a sejten beliili Ca®"-ot cseréli extracellularis Na -ra.
A transzport kis affinitdsu és nagy kapacitasu, a miikodéséhez sziikséges energiat kozvetve a
Na'/K'-ATP-az szolgaltatja. Az ER membréanjaban talalhaté a sarco-endoplazmas retikulum
Ca’"-ATP-az (SERCA), amely biztositia a intracellularis Ca®'-raktarba torténé Ca®’ -

visszavételt.

Purinerg szignalizacio

Az €16 szervezetekben a purinerg vegyliletek tobbféle szerepet toltenek be, egyrészt a
DNS-ben talalhaté alapveté molekuldk, illetve nagy energidju kotéseik révén energiatarold
molekuldk is. Azt, hogy az extracellularisan megjelend adenozinvegyiileteknek is van
hatasuk, csak a 1929-ben irtak le (Drury & Szent-Gyorgyi 1929). Az ezt kdvetd évtizedekben
sorra jelentek meg arra vonatkoz6 tanulméanyok, hogy az ATP fiziologidsan is jelatvivod

molekula lehet. 1959-ben Holton nyulak érzdidegeinek stimulacigjat kovetden ATP-

felszabadulast mutatott ki (Holton et al. 1959, Martinson & Muren 1963, Burnstock et al.
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1970). Az ATP az extracellularis térbe vagy kotranszmitterként szekretalodik, vagy pusztulo
sejtekbdl kiszabadulva jut, valdsziniileg az utobbi miatt a legtobb kezdetleges ¢letforméanal az
ATP ¢és a szarmazékai “vészjelzd” anyagok. A purinerg receptorok olyannyira elterjedtek az
€16 szervezetekben, hogy szinte lehetetlen olyan sejtet talalni, amelyik nem érzékeny az ATP-
re vagy valamelyik analogjara (Burnstock et al. 2010). Az extracellularisan megjelené ATP-
nek kiilonbozd funkcioi lehetnek. Kotddhet a sejtfelszini P2X és P2Y receptorokhoz
(Burnstock et al. 1985, North et al. 1997), részt vehet ektokinazok 4altali foszforilacids
reakciokban (Ehrlich et al. 1987), vagy degradalodhat sejtfelszini enzimek révén (ectoATP-
azok) ADP-re, AMP-re és adenozinra (Zimmermann et al. 1996), melyek koziil az adenozin
egy specifikus transzporter révén visszakeriil a sejtekbe (Baldwin et al. 1999), ahol 0jbol ATP
képzddhet beldle. A purinerg jeldtviteli rendszer purinokat és pirimidineket hasznal kémiai

jelatvivoként.

4. abra: A P2X és P2Y receptorok aktivalédasa az [Ca®']; novekedéséhez vezet. (P2XR: P2X receptor,
P2YR: P2Y receptor, PLC-B: foszfolipaz Cg, IP;R: IP; receptor, ER: endoplazmatikus retikulum)

P2X receptorok

A P2X receptorok membranban elhelyezkedd ioncsatornak, amelyek aktivalodasat az
extracellularisan kotédé ATP valtja ki. Emlésokben 7 kiilonb6zé gén koédolja a P2X
receptorok alegységeit, amelyek aminosavsorrendje 40-50%-ban megegyezik. Minden

alegység 2 transzmembran doménbdl all, amelyeket egy extracellularis domén valaszt el
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egymastol. A P2X receptorok mindegyike atereszti az egy vegyértékii kis kationokat,
néhanyuk pedig jelentds kalcium- vagy kloridion ateresztd képességgel is rendelkezik (4.
abra). A homomer P2X; receptor aktivacidjakor a membran nagyobb szerves kationok
szamara is atjarhat6 lesz.

A P2X4 ¢és P2X7 receptorok génjei a 12 kromoszéma hosszukarjanak végén foglalnak helyet
(12924.31), és valdszinlileg génduplazodassal alakultak ki. Minden P2X receptor alegységen
talalhatoak, ugynevezett ,konszenzus szekvencidk” a nitrogénhez kapcsolt glikozilacio
szdmara (Asn-X-Ser/Thr) amelyek kozil néhany a receptor membranba torténd
kihelyezddésében jatszik szerepet. A P2X; receptor alegység a tobbi alegységhez képest
hosszabb C-terminalis résszel rendelkezik, amelyben egy, a membrant potencidlisan atérd
hidroféb domén talalhato. Jelenleg nem ismert, hogy a receptor C-terminalis vége a sejten
beliil vagy kiviil talalhato-e meg, bar valdszintisithetéen az intracellularis oldalon talalhaté
(North 2002).

A homomer P2X; receptorok kation szelektiv csatorndk, amelyek relative nagy
kalcium permeabilitassal rendelkeznek. Agonistai az ATP, az afpmeATP (EC50=1uM), a 2’-
3’-O-(benzoyl-4-benzoyl)-ATP (BzATP), és a BymeATP, antagonistdi a suramin és analogjai
(NF023, NF279), a PPADS ¢és analdgjai (PPNDS), a P2X; receptorra jobban szelektiv
MRS2220 (cyclic pyridoxine-o4,5-monophosphate-6-azo-phenil-2°,5’-disulfonate, <10 uM),
tovabbi antagonistija a TNP-ATP (2°,3’-O-(2,4,6 trinitrophenil)-ATP), ami egyébként
hatékony gétloszere a homomer P2Xs3, és a heteromer P2X,/3 receptoroknak is. A di-inosine
pentaphosphate (Ip5I) szelektiv gatloszere a rekombindns P2X; receptornak. A P2X;
receptorok gyorsan deszenzitizalédnak, és a visszatérésiik ebbdl az allapotbol nagyon lassu
(>15 perc).

A P2X; receptor alegységek alkothatnak homomer formaban receptort, vagy
heteromerizalodhatnak P2X, receptor alegységekkel. A homomer P2Xj; receptor kation
szelektiv csatorna. A kalcium/natrium permeabilitasi arany =<1,2. Az ATP-vel kivaltott
dramaira jelentds deszenzitizacid jellemz6, amelybdl valo visszatérésiik lassu (>15 perc). Ez a
folyamat (a deszenzitizalt allapotbol torténd visszatérés) jelentdsen felgyorsithaté az
extracellularis kalciumkoncentraci6 emelésével (ImM - 7 perc, 10 mM - 3,5 perc) vagy
gadolinium (10 uM) adagolésaval. Jellemz6 agonistai az ATP, afmeATP, a 2-Methyltio-ATP
ugyanannyira, vagy még hatdsosabb, mint az ATP. A diadenosine pentaphosphate (AS5pA)
teljes agonista. Az ATP hatasat a cink és a cibacron blue diadenosine triphosphate (Ap3A)
hatékonyabban erdsiti, mig a BymeATP kevésbé aktivalja a P2Xj; receptort, mint a P2X;
receptort. Antagonistai a suramin, a PPADS, ¢és a TNP-ATP, amelyek nem tesznek

13



kiilonbséget a P2X; és P2Xs receptorok kozott. Az NF023 20-szor jobban gatolja a P2X;
receptort, mint a P2X; receptort (North 2002).

A P2X receptor altipusok szoveti el6fordulasa és élettani funkcioi

A homomer P2Xj3 és a heteromer P2X,; receptorok részt vesznek a fajdalomérzet
modulalasaban (Chizh et al. 2001). Szivizomsejteken szamos purinerg receptort mutattak ki,
az ionotrop P2X receptorok 1-7 altipusat, mig a metabotrop P2Y receptorok koziil az 1, 2, 4,
6, 11-es altipusokat. Az ATP adagoldsa ezekre a sejtekre pozitiv inotrop hatast, az ATP
hirtelen alkalmazasaval szdmos aritmiatipus kivalthato (Vassort et al. 2001). A P2X purinerg
receptorokat kimutattdk tobbek kozott agyi neuronokban (P2X,, P2X5/3, P2X4, North 2002),
ahol részt vesznek tobbek kozott a preszinaptikus ingerlésben, glutamatfelszabadulds soran
(Inoue et al. 1992). A retina tobb sejttipusaban is szamos P2X receptor altipus taldlhaté meg
(P2X; Bandle et al. 1998; P2Xs, P2X,4, P2Xs, Jabs et al. 2000). A gerincveld neuronjaiban
szintén megtalalhatoak e receptorok, patkdnyokban P2X,/; receptor agonistakkal mechanikus
allodynia volt kivalthato (Tsuda et al. 2000); illetve P2X; receptor deficiens egerekben
csOkkent a hugyholyag reflexes miikdodése és az egerek fajdalomérzékelése (Cockayne et al.
2000). A retina Miiller-féle gliasejtjeiben a P2X; receptort mutattak ki (Pannicke et al. 2000).
Az autondm idegrendszer neuronjaiban, elsOdleges érzdidegsejtekben, epithel és
endotélsejtekben, vazizomsejtekben ¢€s a hemopoetikus, vérképzd rendszer sejtjeiben is
szamos P2X receptor altipus megtaldlhatd, szinte nincs is olyan sejtféleség, amely ne

expresszalna valamilyen purinoreceptort (North, 2002).

A P2Y receptorok

A P2Y receptorok a purinerg jelatvitelben szerepet jatszo, purin és pirimidin
vegyiiletekkel aktivalhatd extracellularis receptorcsalad (Burnstock et al. 1997) tagja. Az elsé
P2Y receptorokat csirkeagybol (Webb et al. 1993) €s egér eredetli neuroblasztomabol (Lustig
et al. 1993) klonoztdk. Ez a két receptor a csirke adenin nukleotidokkal aktivalhato
metabotrop P2Y; receptora, és az egér adenin vagy uracil nukleotidokkal aktivalhato
metabotrép P2Y; receptora volt.

Heterolog expresszids rendszerekben a rekombinans P2Y,, P2Y,, P2Y., P2Ys
receptorok G (féleg Gq) -proteinhez kapcsoltak, melyek intracelluléris jelatviteli rendszereket
aktivalnak, leggyakrabban a foszfolipdz Cg-t (PLCp), ami az intracellularis kalciumionok
felszabaditdsaban vesz részt (Burnstock et al. 1998). A PLC a plazmamembrant alkotd

foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfatot (PIP,) hidrolizalja, aminek kdvetkeztében inozitol 1,4,5-
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triszfosztat (IP;) és diacilglicerol (DAG) keletkezik (Yoshida & Imai 1997). Az IP; az IP;
receptor megnyitasan keresztiil fontos szerepet jatszik az intracellularis raktarakbol torténd
Ca*'-felszabaditasban (4. abra)(Berridge & Irvine 1984), mig a DAG a membranhoz k&tve
marad és a proteinkindz C-t (PKC) aktivalja. Néhany rekombindns P2Y receptor (P2Y
P2Y,, P2Y 3, P2Y14) az intracellularis cAMP szint szabalyozasaban vesz részt (Communi et
al. 1997; Burnstock et al. 1998; Boyer et al. 2000). Ezek koziil a P2Y; receptornak szerepe
van a monociték tilzott, a szervezetet is karosito aktivacidjanak kivédésében (Kaufmann et al.
2005), illetve e receptor varidnsait az akut miokardidlis infarktusra hajlamosité egyik
tényezonek tekinthetjilk (Amisten et al. 2007). A P2Y, receptorok 7 transzmembran
szegmenssel rendelkeznek, a receptorok N-termindlis vége extracellularisan, mig a C-
termindlis vége a membran intracelluléris oldalan helyezkedik el (Lustig et al. 1993; Webb et
al. 1993). A P2Y receptorok ezen feliil a rhodopszin szupercsalad tagjai. A P2Ys receptor
mutacidja a human hypotrichosis kialakuldsanak egyik lehetséges oka lehet (Pasternack et al.
2008). A P2Y,, receptor antagonista clopidogrelt jelenleg is alkalmazzak a trombocitdk
(Yusuf et al. 2001). A P2Y,; receptort az immunrendszer tobb sejttipusaban is kimutattak.
Tobbek kozott szerepet jatszik a monocita eredetii dendritikus sejtek immunoszupressziv
hatdsu trombospondin ¢s indolamin 2,3-dioxigendz termelésében, ami altal csokken a CD4+
T-limfocitak proliferacioja (Marteau et al. 2005).

A P2Y, receptor adenin és uracil nukleotidokkal, és ezek trifoszfat alakjaival is
aktivalhat6, azonban ezen nukleotidok difoszfat formaival nem (Lustig et al. 1993; Nicholas
et al. 1996). A P2Y, receptornak nem ismertek fajspecifikus valtozatai. Mas uracil
nukleotidok, mint az INS 365 (UpsU) és az INS 37217 (UpsdC), szintén hatékonyan
aktivaljak a P2Y, receptort (Yerxa et al. 2002; Shaver et al. 2005). A P2Y, receptor gatolhato
suraminnal, PPADS-al viszont nem. A P2Y, receptor agonista INS37217 a jovében cisztikus

fibrozis elleni gyogyszer lehet (Kellerman et al. 2002).

A keratinocitak purinerg receptorai

Egészséges human epidermalis keratinocitdkban kimutattak a P2Y, a P2Y>, a P2Xs és
a P2X; receptorokat. A P2Y; ¢és P2Y, receptorok a stratum basale sejtjeiben voltak
receptort a stratum spinosum sejtjeiben, mig a P2X; receptort a stratum corneumban mutattak
ki. Jelenlétiik 0Osszefiigghet a keratinocitak differencialodasaval, illetve az apoptotikus

sejthaléllal (Burnstock et al. 2010).
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Protein kinazok és foszfoprotein foszfatazok

A protein kindzok altal létrehozott reverzibilis fehérjefoszforilacié fontos szerepet
jatszik az extracellularis jelre adott sejtvalasz kialakuldsdban. A foszforilacid altaldban az
ATP terminalis foszfatcsoportjanak terhére megy végbe. A fehérjék foszforilalt allapotat a
foszfoprotein foszfatazok sziintetik meg, a foszfatcsoport hidrolitikus hasitdsaval (5. dbra). A
protein kindzokat aszerint csoportositjak, hogy a fehérjék mely aminosav oldallancait képesek
foszforilalni. E csoportositas alapjan két nagy csoportot kiilonboztethetiink meg, az egyik,
amelynek tagjai a fehérjék szerin vagy treonin aminosavainak OH-csoportjat foszforilaljak, a
masik nagy csoport a tirozin OH-csoportjat foszforilalo tirozin kindzok csoportja. Az
eukariota sejtek génallomdnyanak 2-3%-a protein kindzokat és foszfoprotein foszfatazokat
koédol. A sejten beliili fehérjék nagyjabol 30%-a képes foszforilalédni protein kindzok
segitségével. A szerin/treonin oldallancok foszforilacidja joval gyakoribb, mint a tirozin
oldallancoké. A protein kinadzok az esetek egy jelentds részében olyan fehérjét foszforilalnak,
amely maga is kinadz aktivitassal rendelkezik, igy egész foszforilacios kaszkadok is
létrejohetnek, amelyek lehetdvé teszik a jelatviteli utvonalak tobbirdnyll szabalyozhatdsagat.
A tirozin kinazok altalaban novekedési faktorok receptorai, €s a sejtosztodas szabalyozasaban

vesznek részt (Adam et al. 2001).

ADP° ADP
foszforilacio
(kinazok)

protein

defoszforilacié
(foszfatazok)

5. abra: Fehérjék foszforilaciéja. A fehérjék foszforilacigjat kinazok végzik, a foszforilacié az ATP terminalis

foszfatcsoportjanak terhére megy végbe. A foszfatcsoport eltavolitasat a fehérjékrol foszfatazok végzik.
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Kinazokat aktivalo mediatorok:

A jelatviteli rendszerben résztvevd intracellularis medidtorok vagy masodlagos
hirvivék igen gyakran aktivalnak protein kindzokat. A teljesség igénye nélkiil ilyen mediator
altal aktivalt protein kindz a protein kindz A (PKA), ahol az aktivaldo anyag a cAMP. A
képzédott cAMP a PKA aktivalasdban vesz részt, azonban a cAMP képzddést tobbféle
receptor aktivacidja modosithatja. Az adenilat-ciklaz mitkodését serkenti a glukagon, az
ACTH, a B-adrenerg agonistdk, a parathireoideahormon, a tireotrop hormon, a luteinizald
hormon, a vazopresszin (V,-receptoron), a dopamin (D; receptoron), és a hisztamin (H;
receptoron keresztiil), mig miikodését gatoljak az a2-adrenerg agonistak, a dopamin (D,
receptoron), az acetilkolin (M, receptoron), és az opiat receptor agonistak. Az aktivalt PKA
mar tobbféle fehérjét is képes foszforilalni, ugymint a metabolikus utak fehérjéit és egyes
ioncsatornakat is. Az ioncsatorndk foszforilacidjaval befolydsolni képes a kalcium jelatviteli
utvonal mikodését. Ide tartozik szivizomban a SERCA pumpat szabalyozoé foszfolamban, és
a simaizomban a kalcium-kalmodulin-fliggd miozin konnytlilanc kindz szabalyozasa is,
melyekkel a sejtek kontrakcids allapotat képes befolyasolni. Hasonlé mdédon miikodik a PKG
rendszer, ahol az aktivalé anyag a cGMP (Adam et al. 2001).

A foszfoprotein foszfatazok

A foszfoprotein foszfatdzokat szintén aszerint csoportositjak, hogy a foszfatcsoportot
milyen aminosav oldallancrol hasitjak le. Ezek szerint megkiilonbdztethetiink szerin/treonin
foszfoprotein foszfatdzokat és tirozin foszfoprotein foszfatazokat. A szerin/treonin
foszfoprotein foszfatdzoknak tobb csoportjat kiilonboztethetjiik meg, a PP1, PP2A, PP2B ¢és
PP2C csoportokat, illetve a nemrég felfedezett PP4, PP5, PP6 és PP7 csoportokat (Garcia et
al. 2003). A PP2B enzim Ca®’-dependens, és kalcineurinnak is nevezik. A kalcineurin az
NFAT-t defoszforilalja, ezaltal aktivalja, az aktivalt NFAT a génatirds szabalyozasan
keresztiil részt vesz a T-limfocitak aktivacidjaban, a szivizom hipertrofia kialakuldsaban és a

vazizomsejtek differencialédasdban (Mann et al. 2004).

Szerin/treonin foszfataz inhibitorok

Kisérleteinkben kétféle szerin/treonin foszfoprotein foszfataz inhibitort hasznaltunk.
Az okadansavat tengeri szivacsbol az Halichondria okadai-bdl izolalték eldszor (Kazuo et al.
1981), majd egy masik tengeri szivacsbol, a H. malanodocia-bol is kimutattdk. Valdjaban
tengeri algafélék termelik (Lee et al. 2008), a szivacsokban illetve kagylokban azonban

felhalmozodhat, melyek elfogyasztasaval hasmenéses mérgezés alakulhat ki. Az okadansav
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gatolja a protein szerin/treonin foszfataz 1, 2A ¢és 2B alcsoportjait (Garcia et al. 2003),
leghatékonyabban a 2A csoportot (ICsp = 0,1-1 nM), majd az l-et (ICsop = 3-15 nM) és
legkevésbé a 2B-t. Ragcsalokban az okadansav tumor promoter hatast (Haystead et al. 1989).

Okadansav asztrocita tenyészetek sejtjeiben ndvelte az idegsejtekre hatdé novekedési faktor

crer

"
[

CH

6. abra: Az okadansav szerkezeti képlete.

A masik altalunk hasznalt szerin/treonin foszfatdz inhibitor a kalikulin-A volt. A
kalikulinokat elsdként a Discodermia calyx tengeri szivacsbdl vontak ki, és egér boroén erdsen
rakkeltd anyagnak bizonyult (Suganuma et al. 1990). A kalikulin A erésebb szerin/treonin
foszfatdz inhibitor az okadansavnal. Mig az okadansav féleg a PP2A csoportot gatolja, és
kisebb hatassal van a PP1-re, addig a kalikulin A mindkét csoport hatékony gatloszere (PP1:
ICso~ 2 nM , PP2A ICsp~ 0,5 -1,0 nM). Sem a kalikulin A, sem az okadansav nincs hatassal a
savas vagy alkalikus foszfatdzokra, illetve a foszfotirozin protein foszfatdzokra (Resjo et al.

1999, Ishihara et al. 1989) (7. abra).
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7. abra: A kalikulin A szerkezeti képlete.

A foszfoprotein foszfatazok élettani hatasai

Tekintettel a foszfoprotein foszfatazok altal befolyasolt jelatviteli utak nagy szdmara,
néhany példan keresztiil mutatndm be a foszfoprotein foszfatdzok élettani szerepét.
Keratinocitdkban a ndvekedés TGF-Pl-gyel torténd leallitdisa a PP1 aktivaciojaval jar
(Gruppuso et al. 1991). Az okadéansav és a kalikulin A hatékony tumor promoter egér bérben
(Fujiki et al. 1991). A kalikulin A és okaddnsav keratinocitakban a HSP27 hdsokk fehérje, és
a citokeratinok hiperfoszforilaciojat indukalja. A hiperfoszforilalt citokeratinok a sejtmag
korili térben halmozodnak fel. Ez a valtozas azon korai valtozasok egyike, amelyek a
foszfatazgatlo kezelés hatasara megfigyelhetdek a keratinocitdkban (Yatsunami et al. 1993).
Az okadédnsav azonban nemcsak rékkeltd anyagként viselkedik, szdmos sejtvonalban képes
apoptozist indukalni. Az apoptdzis indukcidja ezekben az esetekben fliggetlen a p53
utvonaltdl, azonban a Ras mutacioi befolyasoljak az okadansav kezelés hatasara bekovetkezd
apoptozis mértékét (Rajesh et al. 1999). Keratinocitakban a B2 adrenerg receptorok aktivalasa
modon csokkenti (Chen et al. 2002). A migraci6 csokkenésének oka ebben az esetben a PP2A
aktivalasa volt, amely az extracellularisan szabalyozott kinaz (extracellular regulated kinase,
ERK) utvonal csokkent mikodésével jart (Pullar et al. 2003). A PP2A aktivalasa a BCL-2,
mitokondriumok integritasaért felelds fehérje defoszforildldsa révén apoptozist képes

indukélni (Garcia et al. 2003).
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Az UV-B sugarzas élettani hatasai a keratinocitakra

Epidemioldgiai kutatasok kimutattdk, hogy komoly Osszefliggés van a bér tumoros
megbetegedéseinek kialakulasa és a bort ért napsugarzas mennyisége kozott (Worswick et al.
2008). A napsugarzas elektromagneses sugarzds, amely tartalmazza az ultraibolya (UV)
sugarzas harom komponensét (UV-A, UV-B, és UV-C). A harom 0sszetevo koziil az UV-B
sugarzas rendelkezik a legjelentdsebb bioldgiai hatdssal. Az UV sugarzas rovidtavl hatdsai
kozé tartozik a bor kipirosodasa (erythema) és gyulladésa (dermatitis solaris); illetve a szem
begyulladdsa (keratitis, conjunctivitis). Hosszatdvi hatds 4altaldban az ismételt UV
sugarzasnak kitett teriileteken jelenik meg, kiilonboz6 bordaganatok alakulhatnak ki,
felgyorsul a bor oregedése, és sziirkehalyog (cataracta) is kialakulhat. Az UV sugarzas az
immunrendszert és a DNS-t szintén karosithatja, hatdsdra mutaciok alakulhatnak ki a DNS-
ben (Bettega et al. 2001, Ambach et al. 1993). Az UV-C sugarzas, amely joval hatékonyabban
lenne képes biologiai hatasok kivaltasara, a légkorben elnyelddik, és nem jut le a Fold
felszinére. UV sugarzas hatasara tobbféle bordaganat is kialakulhat, ilyen daganat a
melanoma, amely a bér melanocitaibol szarmazik és rendkiviil agressziv, a basalioma, amely
a bor basalis sejtjeibdl alakul ki és attétet nem ad, valamint a laphamsejtes carcinoma (Perlis
et al. 2004), amely keratinocita eredetli, gyakran elszarusodik és attétet is ad.

A kiterjedt DNS karosodas, vagy a javito mechanizmusok elégtelensége sejthalélhoz,
koriilmények kozott a karosodott DNS-sel rendelkezd sejtek felismerésre keriilnek és
eltavolitodnak. Példaul, ha az UV-val kivaltott DNS karosodas nem javithato, a karosodott
DNS-sel rendelkezd sejtek apoptosis altal eliminalodhatnak (Erb et al. 2008). Az apoptosis
kivéaltasaban egy fontos esemény az intracellularis kalcium koncentracid ([Ca*™ )
megemelkedése. HeLa sejtekben az UV sugdrzas altal kivaltott apoptosis szabalyozasaban
szerepet jatszik a citoplazmatikus kalcium jel (Pu et al. 2001).

A sejtek tobbek kozott a felszini membranban, vagy az endoplazmatikus reticulum
(ER) membranjaban elhelyezkedd, fesziiltség- vagy ligand vezérelt kalcium csatorndkon
keresztiil emelhetik meg a [Ca’'Ji-jukat. A keratinocitikban talalhaté kiilonbéz6 purinerg
receptorok részt vesznek a proliferacio és differenciacio szabalyozasaban, igy a sejt sorsanak
meghatarozasaban. A P2Y receptorok inkabb a proliferacio, P2X receptorok inkabb a
differenciaci6 szabalyozasaban vesznek részt (Greig et al. 2003). Az utdbbiak koziil a harom
identikus alegységbdl felépiild (Becker et al. 2008) P2X; receptor az apoptosis kivaltasaért
felelés (Surprenant et al. 1996). Keratinocitdkban a P2Y, receptor a migraci6 negativ

szabalyoz¢ faktora (Taboubi et al. 2010).
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A kalciumoszcillaciok és a foszfoprotein-foszfataz inhibitorok kapcsolata

Emlés sejtekben az [Ca®™]; véltozasa a sejtfunkciok széles tarhazat szabalyozza,
ideértve a sejtosztodast, a szekréciot, a sejtek mozgas- és kontraktilis képességeit (Berridge et
al. 2000). Gyors kalcium tranziensek sziikségesek a gyors sejtfolyamatokhoz, mint a
szinaptikus jelatvitel és az izomdsszehuzédas, mig lassabb [Ca®']; valtozasok —ismétlddd
kalcium tranziensek és hulldmok — sziikségesek a gének atirdsahoz és a sejtosztddashoz. A
kalcium oszcillaciok alatt megjelend kalcium ionok felszabadulhatnak az endoplazmas
retikulumbo6l inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptoron (IP;R) és rianodinreceptoron keresztiil
(RyR) ¢és gyakran ismétlddé kalcium hulldmot Ilétrehozva terjednek ra az egész
citoplazmatikus térre (Berridge et al. 2003). Ez a jelenség jol ismert ingerlékeny sejtek esetén,
azonban néhany nem-ingerlékeny sejtnél, példaul endothélsejteknél (Helmlinger et al. 1996),
osteoblastoknal (Nesti et al. 2007) és chondrocytdk esetében (Matta et al. 2008) is
megfigyelték mar a kalcium oszcillaciok jelenlétét.

A kalcium oszcillaciokért  felelés ioncsatornak —aktivitdsa, ¢és igy a
kalciumfelszabadulas mértéke novekedhet, illetve csokkenhet ezen ioncsatornak
foszforilaltsagi allapotatol fiiggden. A szerin/treonin protein foszfataz 1 és 2A (PP1 és PP2A)
kapcsolatban all protein kinaz A-val (PKA) és az IP;R-ral, szivizomsejtekben a RyR2-vel
val6 interakciojuk is ismert. PP1 és PP2A jelenlétében megfigyelhetd valtozasok a receptor
foszforilaltsagi allapotanak — ezen keresztiil pedig aktivitasanak — szoros kontrolljara utalnak
(Berridge et al. 2003). A PP1 azon képességét, hogy foszfatcsoportjatdl megfossza a RyR-t,
vaz- ¢és szivizomsejtekben is kimutattak (Zhao et al. 1998), ami felveti a lehetdségét, hogy
hasonlo, a RyR1 és/vagy az IPsR részvételével kialakuldo komplexek létezhetnek nemecsak
szivizomsejtekben, hanem mas sejttipusokban is.

A protein foszfatdzok szerepét gatldészerek segitségével vizsgaljak. A kalikulin A
(CLA) in vitro tesztekben hasonld hatékonysdggal gatolja a PPl-et és PP2A-t, mig az
okadansav (OA) a PP2A aktivitasat hatékonyabban képes csokkenteni, mint a PP1-ét. Sem a
kalikulin A, sem az okadansav nincs hatassal az alkalikus foszfatazokra és a foszfotirozin
protein foszfatazokra. (Resjo et al. 1999, Ishihara et al. 1989).

Bar a protein kinazok és foszfatazok szerepe régota ismert az [Ca’’]; valtozasaval
kapcsolatban, ¢s jelentds szerepet jatszanak a sejtek mozgasanak szabalyozasaban, mindeddig
kevesen vizsgaltak szerepiiket a sebgyogyulds folyamataban. A sebgyogyulds folyaman a
keratinocitdk a migracijukat a fibronektinben gazdag allomanyba lamellipodiumok

kibocsatasaval kezdik, amely fokozhatd protein-szerin/treonin kinaz inhibitorokkal (Koivisto
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et al. 2003). Ezzel ellentétben, az okadansav, mely ndveli a myosin II fehérje foszforilacios

crer

crer

Hasonloképpen ahhoz, amikor a B2 adrenerg receptor stimulacidja soran a PP2A aktivalodik,
¢s az ERK elveszti a foszfatcsoportjat, a sejtvandorlas sebessége lecsokken. Méasrészrol
viszont a PP2A 10 nM okadénsavval valo gatlasa fokozta a migraciot (Pullar et al. 2003).

Hal eredetii keratinocitikban a sejtek mozgasat az [Ca®']; hirtelen megndvekedése
leallitotta (Liu et al. 2009). Ezen kiviil az endogén kalcium tranziensek altal 1étrehozott
kalciumoszcillaciok részt vehetnek a sejtek reszenzitizacion-deszenzitizacion alapuld,
szubsztrat altal irdnyitott mozgésanak szabalyozasaban. Hasonld jelenséget figyeltek meg
huméan primer keratinocitdk esetén, ahol a nikotinos acetilkolin receptoron keresztiili
kalciumfelvétel csokkentette a sejtek altal a migracid soran megtett tdvolsagot (Grando et al.
1996). Foszfatazgatlok, ugymint az OA ¢és a CLA, eldsegitették a thapsigarginnal kivaltott
[Ca®"]; emelkedést human neutrofil granulocitdkban (Wong & Li 1998), bar az nem volt
egyértelmil, hogyan fligg 6ssze e hatds a foszfatdzok gatldsaval. Az arachidonsavval kivaltott
kalciumfelszabadulas €s -belépés CLA-val és tautomycinnel egyarant novelhetd volt parotis
acinussejteken, mig az OA nem volt hatassal a felszabaduldsra, gatolta viszont a kalcium
belépését a sejtekbe (Saino & Watson 2008). Hasonloképpen a CLA szivizomsejtekben
fokozta a rangasok alatti kalciumtranzienseket €s a sejtek megrovidiilését mind kontroll, mind
izoproterenollal kezelt sejtek esetén (Kawashima et al. 2009). A fentebb emlitettek arra
utalnak, hogy az [Ca’']; valtozéasa, illetve bizonyos fehérjék foszforilacioja (kinazok
aktivaléasa, vagy foszfatdzok gatlasa altal) egymassal kapcsolatban allhat és egyiittesen hatnak

a sejtek vandorléasara.
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Célkituzések

Kisérleteinkben az UV-B kezelés és a keratinocitdk purinerg receptor mintazata
kozotti Osszefiiggéseket kivantuk megvizsgalni. Vizsgaltuk a P2X1, P2X3, P2X7 és P2Y2
purinoreceptorok expresszidjanak UV-B sugarzas hatdsara bekovetkezd valtozasait az idd
fliggvényében, a sejtek nyugalmi kalcium szintjét UVB kezelés el6t és utan, illetve a
purinoreceptorokhoz ~ kéthetd  ATP-vel kivaltott [Ca®’); valtozasainak —alakuldsat.
Meghataroztuk UVB sugérzast kovetéen az ATP adagolassal kivaltott, P2X; receptoron
keresztiili apoptozis mértékének valtozasat.

Tovabbi kisérleteinkben foszfatazgatlok (CLA ¢és OA) hatasat vizsgaltuk HaCaT
megkarcolasa utin alkalmazzuk a szereket. A spontan Ca*"-oszcillacidkat a karcmentes
tenyészetek sejtjeiben illetve a kozvetleniil a karcolas mellett helyet foglalo sejteken figyeltiik
meg ¢és a kisérletek sordn ezeket elemeztiikk. Megvizsgaltuk tovabba a foszfatazgatlok hatasat

a keratinocitak nyugalmi [Ca®J;-jara.
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Anyagok és modszerek

HaCaT keratinocitak tenyésztése

A sejttenyészeteket széles korben alkalmazzék szamos elényds tulajdonsaguk miatt élettani
targyu kisérletek végzéséhez. Sejttenyészetekben a sejtek novekedése, morfologiai valtozasai
mikroszkop segitségével folyamatosan nyomon kovethetd. Lehetdéség van olyan
sejttenyészetek 1étrehozasara, amelyek csak egyféle sejttipust tartalmaznak, s6t immortalizalt,
folyamatosan oszt6do, geno- és fenotipusosan azonos, klonozott sejtek nagy tomegét is eld
lehet allitani, ami a kisérletek jo reprodukalhatdésaga szempontjabol igen eldnyos.
Sejttenyészeteket hasznalva a kisérletekhez nincs sziikség €16 allatok felhasznalasara. Az in
vitro vizsgalatok ezen feliil a kisérletezd szamara is eldnydsek, hiszen igy elkeriilhetd az
allattal szembeni allergia kialakulasa is. Ezek miatt az eldnyok miatt a sejttenyészeteket széles
korben hasznaljak a molekuldris bioldgiai és sejtélettani kutatdsok sordn. Az in vitro
sejttenyészetek hasznalatdnak azonban hatranya, hogy a hasznalatukkal kapott eredmények
nem mindig modellezik pontosan az €16 szervezet sokszorosan szabalyozott, in vivo vélaszait.
A hosszl ideig fenntartott tenyészetek tulajdonsagai mutaciok révén modosulhatnak (pl. a
differencidlodési képesség csokkenése), ezért bizonyos passzdzsszam (HaCaT keratinocitak
esetén ez a szam tobb mint 140; (Boukamp et al. 1988)) elérése utan célszerii a tenyészetet
kisebb passzdzsszamura cserélni (Szab6 2004).

A HaCaT keratinocitdkat (Boukamp et al. 1988) Dulbecco altal médositott Eagle
mediumban (DMEM, Sigma, Budapest, Magyarorszdg) tenyésztettik, amit 10%
borjuszérummal (fetal calf serum, Sigma), 2 mmol/L L-glutaminnal, illetve antibiotikumokkal
(50 NE/ml penicillin, 50 ug/ml streptomycin) és antimikotikummal (1,25 pg/ml Fungizon)
egészitettiink ki. A sejteket 37°C-ra beallitott, 5% CO,-ot tartalmazdé termosztatban
tenyésztettiik (Gonczi et al. 2007, Gonczi et al. 2008).

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A purinoreceptorok mRNS szintli kimutatasat reverz transzkripciés PCR-ral (RT-
PCR) végeztik. A HaCaT keratinocita sejttenyészeteket 3-szor atmostuk jéghideg foszfat
puffer-oldattal (PBS; 0,02M NaH,POs;, 0,1 M NaCl), folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztottuk, majd felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. A keratinocitdk teljes RNS-ét
Qiagen RNeasy® Mini Kit-tel izoldltuk a gyartd utasitdsai szerint (Qiagen, Budapest,
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Magyarorszag). Az izolalt RNS mennyiségét ¢&s tisztasagat NanoDrop (NanoDrop
Technologies, Bio-Science, Magyarorszag) késziilék segitségével ellendriztiik.

A reverz transzkripcids reakciohoz Omniscript kit-et haszndltunk (Qiagen). A
reakcioelegy (20 pl végtérfogatban) 500 ng RNS-t, 0,25 ul RNéz inhibitort, 0,25 ul oligo (dT)
primert, 2 ul ANTP-t (200 uM), 1 ul M-MLV RT enzimet tartalmazott 1xXRT pufferben
higitva. A purinoreceptorokra specifikus cDNS szekvencidk amplifikacioja specifikus
primerekkel tortént (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA), melyeket az
Interneten kozolt human purinoreceptor nukleotid szekvencidk alapjan terveztiink a Primer
Premier 5.0 program (Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) segitségével. Az
igy kapott P2X5 receptor primer forward szekvenciaja 5' TATGAAGGGAACCAGAAGACC
3" areverz pedig 5' TATTTGGGACGGCAGTGAT 3' volt. A P2Y; receptor forward primer
szekvencigja 5’ GACTTCTTGTACGTGCTGACTC 3', a reverz primeré 5'
CAGGTACTCGTCTGAGGTGG 3' volt. A kontrollként hasznalt GAPDH forward primer
szekvencidgja  5’-AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG-3°, a reverz primeré 5’°-
AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3" volt. Az 50 pl végtérfogatt PCR-reakcidelegy a
kovetkezd komponensekbdl allt: 2 pul forward €s reverz primer, 1 ul dNTP (200 uM), és
0,5 ul Promega GoTaq® DNS polimeraz 1x toménységiire higitott pufferben. A PCR reakciot
programozhato termosztatban (Eppendorf Mastercycle, Netheler, Hinz GmbH, Hamburg,
Németorszag, ill. Bio-Rad C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) a
kovetkez6 beallitasokkal hajtottuk végre: 2 perc 95 °C a kezdeti denaturdciora, amit ismétlodd
denaturacios ciklusok kovettek 94 °C-on 1 percig, ezutan a primerek anellacioja 1 percig a
primer szamdara optimalis hdmérsékleten, majd végiil az elongacié 72 °C-on 1 perc, 30 s-ig.
Az utolsoé ciklus utan egy tovabbi elongacios 1épés kovetkezett 10 percig, 72 °C-on. A PCR-
termékeket 1,5%-o0s agardzgélen futtattuk meg, etidium-bromiddal jeldltiik, Gel Logic 1500
eléhivo rendszerrel el6hivtuk, majd analizaltuk. Az eredmények kvantitativ elemzését Image]

programmal végeztiik.

Fehérjemintak készitése

A keratinocita tenyészeteket jégen tartva, jéghideg PBS-sel haromszor lemostuk, hogy
az elpusztult sejteket és sejttormeléket eltavolitsuk, majd a sejteket homogenizaciés pufferben
(0sszetevéi: 20 mM  Tris-Cl, SmM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulphonyl
fluoride, 20 uM leupeptin, pH 7,4; minden a Sigma-tol) szedtiik fel. A mintékat folyékony

nitrogénes gyorsfagyasztas utan a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az antigének feltarasahoz
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a mintakat jégen, 3-szor 10-10 mésodpercig jégen szonikaltuk (Branson Sonifier, Danbury,

USA).
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Western-blot analizis

A teljes sejt lizdtumokat Western-blot analizissel vizsgaltuk. 1/5 térfogata, 5-szords
toménységili elektroforézis mintapuffert (310 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS, 50% glicerol,
100 mM DTT, 0,01 % bromfenol-kék) adtunk a sejtlizatumokhoz, majd 10 percig 100 °C-on
foztiik oket. A kisérletekben 8%-0s natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis
(SDS-PAGE) gélt hasznaltunk, amelyen kisérletenként azonos mennyiségii, 40-50 pg mintat
valasztottunk szét a vizsgalt fehérjék immunoldgiai detektdldsdhoz. Ezutan a fehérjéket
elektroforézis segitségével nitrocelluloz membranra (BioRad, Bécs, Ausztria) transzferaltuk.
Az aspecifikus kotShelyeket PBS-ben oldott 5%-0s sovéany tejporral blokkoltuk, majd 4 °C-
on, egész ¢jszakan keresztiil inkubaltuk az els6dleges antitestekkel, melyeket a kovetkezd
aranyokban higitottunk a tejporos blokkolé oldatban: nyulban termeltetett P2X; antitest
1:5000, P2X; antitest 1:200, P2X7 antitest 1:500, P2Y; antitest 1:500. Ezutan 3-szor 10 perc
PBST-vel (PBS kiegészitve 0,1% Tween 20 reagenssel) torténd mosas kovetkezett, majd a
membranokat 1 o6rdn keresztiill inkubdltuk a masodlagos antitestekkel. Masodlagos
antitestként az els6dleges antitestet termeldé faj (nyul) ellen kecskében termeltetett,
tormaperoxiddzzal (HRP) konjugélt IgG-t (BioRad) hasznaltunk 5% sovany tejport tartalmazé
PBS-ben 1:1000 ardnyban higitva. A jeleket megnovelt kemilumineszcens (ECL) reakcidval
(Thermo Scientific, Budapest, Magyarorszag) hivtuk eld, az intézetiinkben rendelkezésiinkre

allo Gel Logic 1500 el6hivo rendszerrel.

A keratinocitak UV-B-vel torténo besugarzasa

Ezekhez a kisérletekhez a keratinocitdkat 10 cm atmérdjli milanyag Petri csészékben
tenyésztettiik. A tapoldat eltavolitasa utdn PBS-pufferrel mostuk a tenyészetet, majd a
besugarzas idejére 0,5 ml PBS-t tettiink rajuk, elkeriilendé a sejtek kiszaradasat. A
besugarzashoz a Philips TL-12 (az UV kibocsatas 57,5%-a UV-B, 280-315 nm) késziiléket
hasznaltuk. A besugarzashoz szélessavii UV-B sugdrzast hasznaltunk 1 perc idétartamban, 40
mJ/cm® dézisban, a laborunk altal mar kordbban leirt médon (Balogh et al. 2008). Az UV-B
doézis meghatarozdsa az UVX Digital Radiometerrel (UVP Inc., San Gabriel, CA, USA)
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tortént. A besugarzas kontrolljaul szolgalo tenyészeteket a besugarzottakhoz hasonlé médon
kezeltiik, a besugérzastol eltekintve. A kezelés végeztével a sejtekre Gjra tapoldat keriilt, és a
8, 12, 16, 24, 30, 36 és 48 oraval késobbi felhasznalasukig 37 °C-os termosztatban tartottuk
oket.

Eletképesség vizsgalata

A sejtek életképességének meghatarozdsat MTT assay-vel mértiik, melynek alapja,
hogy az ¢l6 sejtek mitokondridlis dehidrogendz enzime a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélium bromid (MTT; Sigma-Aldrich) tetrazolium gytriijét oldhatatlan, szines
formazanna alakitja, igy annak mennyisége kolorimetridasan meghatarozhat6. A sejteket 96
lyuka tenyésztéedény 10-10 lyukéban tenyésztettiik 5000 sejt/lyuk stiriségben, majd a
megfeleld tenyészeteket UV-B-vel kezeltiik. A kezelés utan 8, 12, 16, 24, 30, 36 és 48 oraval
a tenyészeteket 2 oran keresztiil 0,5 mg/ml MTT-vel inkubaltuk, majd a formazan kristalyok
utasitdsai szerint. A formazan mennyisége az €16 sejtek szdmaval aranyos.

A kapott adatokat mean + SEM é&brazoltuk.

Apoptozis vizsgalata

Az apoptosis mértékének vizsgalatara a Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC and
PI kitet (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A kit a foszfatidilszerin kimutatasan
alapul. A foszfatidilszerin ép sejtben a sejtmembran belso oldalan talalhatd, igy az annexin V
nem fér hozza, mig apoptdtikus sejtekben a foszfatidilszerin atkeriil a sejtmembran kiilsé
oldalara, ahol a FITC fluoreszcens festékkel konjugélt annexin V mar képes hozzakotédni. A
sejteket az UV-B besugérzas utan fekete oldalu, atlatszé alji 96 lyukl tenyésztéedénybe
(Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen, Németorszag) tettiik 5000 sejt/lyuk stiriségben. A
teljes sejtmennyiség mérésére a CyQUANT® Cell Proliferation Assays kitet (Invitrogen)
hasznaltuk, a gyartd utasitdsainak megfelelden. Apoptosis kivaltasara 48 oran keresztiil 180
uM ATP-oldatban tartottuk a sejteket, amelyet 12 oOranként cseréltiink a sejteken. A
fluoreszcencia intenzitasat FLIPR késziilékkel mértiikk 485 nm-es gerjeszté és 530 nm-es
emisszids hullamhosszokon. Az apoptétikus sejtek szamat az Osszes sejt mennyiségére

normalizaltuk.
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Egyedi sejteken tortén fluoreszcens, intracellularis [Ca**]-mérés

Az intracellularis [Ca®"] véltozasanak mérését a Photon Technology International
(PTI) Delta Scan™ rendszer segitségével végeztik (8. dbra). A mérés alapelve, hogy a Ca’'-
ot kotott fluoreszcens festék abszorpcids maximuma (340 nm) eltér a Ca*™-ot nem kotott
festékétol (380 nm), igy a két kiilonbozd abszorpcids maximumnak megfeleld hullamhosszon
gerjesztve a sejtet, a két hulldimhosszon valo gerjesztést kovetden emittalt fluoreszcens fény
intenzitasanak hanyadosabol az intracellularis [Ca®*] kiszamolhatd (Grynkiewicz et al. 1985.).
A feddlemezen 1év6, 100%-ban konfluens sejttenyészetet a Fura-2 kalciumérzékeny
fluoreszcens festék acetoximetilészter (AM) formajaval inkubaltuk. A festék sejtekbe
jutasaért az AM csoport felelds, amely lipidoldékonnya teszi a molekulat, igy az szabadon
atdiffundal a sejtmembranon. A sejtbe bekeriilve az endogén észterdzok lehasitjdk az AM
csoportot, igy a festék elvesziti a képességét, hogy dtmenjen a membranokon és csapdaba esik
a sejtekben. A festékkel feltoltott tenyészeteket egy steril, 10 pl-es pipettahegy segitségével
megkarcoltuk, majd fluoreszcens mikroszkop targyasztalara helyeztiik.

A sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm hulldmhosszusdgok kozott valtakozod
gerjesztése a PTI Delta Scan kettds monokromatoros berendezése segitségével tortént.
Fényforrasként a rendszer xenonlampdja szolgalt, melynek fényét egy forgotiikros sugarosztd
két nyaldbra osztja. A keletkezd sugarak kiilon-kiilon monokromatoron haladnak at, melynek
eredménye a méréseinkhez sziikséges 340, illetve 380 nm hulldmhosszsagl fénynyalab. A
monokromatorokbol optikai szalak vezetik a fényt egy csatold egységen, valamint egy
dikroikus tiikron keresztiil a mikroszkdp targyasztalan elhelyezett sejtekre. A Fura-2 altal
kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasziir0 kozbeiktatasaval, egy
fotoelektronsokszoroz6 (PMT) segitségével detektaltuk. A jelek regisztracioja 10 Hz-es
mintavételi gyakorisaggal tortént. A hattérfluoreszcenciat a targylemezek sejtmentes helyein
mértiik, ezt a program automatikusan levonta a mért fluoreszcenciaértékekbdl. A két
hullamhosszon torténd gerjesztés soran mért fluoreszcenciaértékek hanyadosabol
(R=F340/F330) az irodalombdl ismert egyenlet (Grynkiewicz et al. 1985) alapjan szamitottuk ki
az intracellularis Ca®"-koncentraciokat:

[Ca®]i=KqB*(R—Rumin)/(Rmax—R),

ahol K4 a disszociacios allando, Ry.x az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék Ca*'-
mal telitett, Ry az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalan nem kot Ca2+—0t, Ra

mért fluoreszcenciaértékek hdnyadosa,  a rendszerre jellemzd allando.
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8. abra: A PTI Delta Scan mérérendszer felépitése. A sejtekben 1évé Ca®"-érzékeny festéket 340 és 380 nm
hullamhosszon gerjesztjiik, majd az emissziot 510 nm-en detektalva, a hanyadosukbol az intracellularis Ca®'-

koncentracid kiszamithato.

Az [Ca®™]; valtozasait Fura-2 kalciumkotd fluoreszcens festékkel mértiik a laborunk
altal mar korabban leirt médon (Szappanos et al. 2004).

A HaCaT keratinocitdkat milanyag Petri-csészékbe helyezett 30 mm atmérdji
fed6lemezeken (Menzel-Gliaser, Menzel GmbH, Braunschweig, Germany) tenyésztettiink,
majd 1 éran keresztiil 10 uM Fura-2 AM-mel inkubaltunk sajat tdpoldatukban (DMEM, 10%
FBS-sel kiegészitve), termosztatban (37 °C, 5% CO,). A foszfatazgatlokkal torténd inkubéacio
(kalikulin esetén 1 h, isokadansav esetén 2 h) a Fura-2 AM-mel torténd inkubacioval
egyidoben tortént. A festékkel toltott sejteket egy specialis mérdkaddban egy invertald
fluoreszcens mikroszkop (Diaphot; Nikon, Tokyo, Japan) targyasztalara helyeztiik, majd 40x-
es nagyitasu olajimmerzids objektivvel vizsgaltuk. A sejteket folyamatosan perfundaltuk
NTY vagy kalciummentes Tyrode-oldattal egy kiils6 perfuzids rendszer segitségével. A 180
es bels6 atmérdji lokalperfuzios kapillaris tiin keresztiil (Perfusion Pencil™; AutoMate
Scientific, San Francisco, CA, USA) 0,35 ml/perc sebességgel, melynek az adagolasat egy
lokalperfiizids rendszerrel (Valve Bank™ 8 version 2.0, AutoMate Scientific) vezéreltiik. A
foszfatdz inhibitorokkal torténd vizsgalatokat normal (NTY; 137 mM NaCl, 5,4 mM KCI,
0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES, 1 g/l gliikkdz, pH 7,4; minden a Sigma-t6l)
Tyrode-oldatban végeztiik, amelyet a mérésnek megfelelden kiegészitettiink kalikulinnal (10
nM) vagy isokadansavval (50 nM).

A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik. A gerjesztd hullamhosszt 340 és 380 nm

kozott valtogattuk egy kettds hullamhosszi monokromator (Delta Scan, Photon Technology
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International, New Brunswick, NJ, USA) segitségével, mig az emissziot 510 nm-en
detektaltuk egy fotoelektronsokszorozot haszndlva. A mérési eredményeket egy, az
intézetlinkben fejlesztett program segitségével elemeztiik ki. Az elemzés sordn megkaptuk a
sejtek nyugalmi [Ca®'; —jat, a kalciumtranziensek amplitadéit a felszallo szar meredekségét
(rate of rise), €s a tranziensek utdn a nyugalmi kalcium szint elérésé¢hez tartoz6 idéallandoé (t)

értékeit. Az eredményeket atlag + az atlagérték standard hibaja forméaban abrazoltuk.

Konfokalis mikroszkopos mérések

Kisérleteink soran az [Ca®']; megvaltozasanak méréséhez az LSM 5 LIVE konfokalis
mikroszkopot (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) hasznaltuk. Kétdimenzios leképezés esetén
a rendszer a hagyomanyos konfokalis mikroszkdptol eltérden, amely pontonként vizsgélja az
adott mintat, a LIVE mikroszkép vonalanként pasztazza végig a vizsgélt sejtet reprezentald
pixeleket, és az egyes fluoreszcencia-intenzitdsokat x-y koordinatarendszerben abrazolja.
Ilyen forméaban a sejtr6l a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkoppal készitett képekhez
hasonld — de anndl é¢élesebb ¢és kontrasztosabb — kétdimenzids képet kapunk. 2 Hz-es
mintavételezési frekvenciaval 250 s-es felvételeket készitettiink. A kapott képsorozat a mérés
alatt végbement fluoreszcenciaintenzitas-valtozast mutatja be az ido fiiggvényében. Ezeket a
felvételeket az [Ca®']; megvaltozasanak nyomon kévetésére hasznaltuk.

A sebgydgyulassal kapcsolatban a kalciumoszcillacidk valtozésait fizikai karositas
(karcolés) kozvetlen szomszédsagaban elhelyezkedd sejteken vizsgaltuk.

A HaCaT keratinocitakat 10 uM Fluo-4-AM kalciumkotd festékkel inkubaltunk 30
percen keresztiill, 37°C-on. A Fluo-4-et argonion Ilézerrel gerjesztettik 488 nm
hulldamhosszon, és a fluoreszcencia intenzitdst 500-570 nm-es ateresztd sziird segitségével
detektaltuk. A méréseket normal Tyrode-oldatban, szobahdmérsékleten végeztiik, amelyet a
mérésnek megfelelden kiegészitettiink a kovetkezd anyagok egyikével: 10 nM kalikulin A, 50
nM okadansav, 10 uM Xestospongin C, 200 uM vagy 1 mM tetrakain, 4 vagy 10 uM
thapsigargin. A fluoreszcenciaintenzitas valtozésainak kovetésére 2 Hz mintavételi
gyakorisaggal 250 s-es felvételeket készitettiink, 512x512 pixel felbontdssal, 40x
olajimmerzids objektivet hasznalva. Konfluens kontroll, illetve foszfatazgatloval kezelt, Fluo-
4-gyel feltoltott tenyészetekrdl x-y felvételeket készitettiink, majd a tenyészeteket pipettahegy
segitségével megkarcoltuk, és a karcolds mellett elhelyezkedd sejtekrdl szintén elkészitettiik
az x-y felvételeket. Minden egyes tenyészet esetén karcolas el6tt és utan is 500 képet vettlink
fel 500 ms idokozonként, 3-6 kiilonbozo 1atdtérrdl. A felvételeken ezutan minden egyes sejten

ROI-t jeloltink ki, majd az oszcillaciét mutato sejteket €s az oszcillaciok jellemzoit egy az
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intézetben megirt program segitségével hataroztuk meg. A felvételek fluoreszcenciajat (F) az
alap fluoreszcenciara (Fy; a sejtek nyugalmi fluoreszcencia-intenzitdsa a tranziensek eldtt)

normalizaltuk, majd a tranziensek amplitidojat AF/Fo-ként hataroztuk meg.

Az adatok elemzésére hasznalt szamitégépes program

Az x-y sorozatfelvételeket az Imagel és egy intézeten beliil megirt analizald program
segitségével elemeztiik. A felvételeken minden sejten kijeloltiink egy vizsgalando teriiletet
(Region of interest, ROI) az ImageJ program segitségével, majd, szintén ezzel a programmal
kaptuk meg a ROI-k atlagos fluoreszcencia intenzitas értékeit az idd fliggvényében. Ezen
adatokat a tovabbiakban a fentebb emlitett analizald program segitségével elemeztiik.

Az elemzés elsé 1épéseként normalizalt fluoreszcencia intenzitas értékeket (F,=F/F))
szamoltunk. Az F) értékek meghatarozasakor minden egyes ROI esetében az alapvonal, tehat
eseményt nem tartalmazo szakasz(ok) fluoreszencia intenzitds atlagat vettiik figyelembe.
Azon ROI-n beliili atlagos fluoreszcencia intenzitds értékeket tekintettiik az alapvonal
részének, melyek az adott ROI-ra vonatkozé fluoreszcencia intenzitas értéket legfeljebb ezen
ROI esetében egymastol fliggetleniil elemeztiik.

A Szabd és munkatarsai altal 2010-ben ko6zolt egydimenzids stationary wavelet
transzformaciot alkalmaztunk az adatok elemzésére. Roviden, ez a transzformécid optimalis
OsszetevOket nevezziik wavelet szinteknek: ;. jelzi az i-edik szintet, alacsonyabb i értékhez
magasabb frekvencidju Osszetevd tartozik. Az elsé wavelet szint, amely szinte csak a
kiilonosen nagy frekvencidju zajt tartalmazta, eltdvolitdsra keriilt a jelb6l. A hattér
meghatarozasara 8. wavelet transzformdcio értékeit hasznaltuk, és minden egyes normalizalt
értéket ezzel a hattér jellel osztottunk a tovabbi elemzés megkezdése eldtt. Ezzel eltavolitottuk
az egyes ROI-kon beliili fluoreszcencia intenzitds lasst valtozasait, amelyeket nem a vizsgalt
tranziensek okoztak és egy kozos skalara normalizaltuk a jeleket.

A 4. és 5. wavelet szintet hasznaltuk az események detektalasdra. Eseménynek
tekintettiik, ha egy ROI-n beliil egy szakaszon a normalizalt W, és Ws értékek koziil legalabb
az egyik magasabb volt egy eldre megadott kiiszobértéknél (0,01). Az ilyen értékii mintakat
tartalmazd 0sszefliggd szakaszokat kiterjesztettiik a legkdzelebbi lokalis minimumig az F,-en

¢s az igy kapott szakaszokat tekintettiik eseményeknek a tovabbi analizis szempontjabol.
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Statisztikai modszerek

Az eredményeket atlagérték + az atlagérték standard hibaja formatumban abrazoltuk.
Az adatok statisztikai elemzéséra a SigmaStat (Aspire Software International, Ashburn, VA,
USA) programot hasznaltuk. A legtobb, altalunk gyiijtétt adat nem mutatott normal eloszlast
(p<0,05), ezért nemparametrikus teszteket végeztiink a szignifikans kiilonbségek
kimutatdsara. A karcolas nélkiili és a karcolt csoportok kozotti szignifikans kiilonbségek
kimutatasara a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. Kruskal-Wallis féle sorokon kivitelezett
egyutas variancia-analizist végeztiink annak a meghatarozasara, hogy volt-e szignifikans
eltérés tobb mint két csoport kozott, amely helyesnek bizonyult a paronkénti
Osszehasonlithatosag szempontjabol. Az azonos feddlemezeken tortént ismételt mérésekbol
szamolt ardnyok normal eloszldst mutattak, ezért ezeknek az elemzéséhez a parametrikus

egyutas variancia-analizist hasznaltuk. Szignifikansnak tekintettiik az eltéréseket, ha p<0,05.

Time-lapse felvételek

A time-lapse felvételek nagy érzékenységli videokameraval Osszekapcsolt inverz
mikroszkop alatt késziiltek egy direkt ehhez a rendszerhez épitett képfelvevd szamitogépes
rendszer segitségével (Farkas et al. 2010). A hé- és fototoxicitast szintén kiillon ehhez a
rendszerhez tervezett vilagitassal kiiszoboltiik ki. A meleg fehér fényt kibocsatdé diodak a
felvételek elkészitésével Osszhangban kapcsolddtak fel. A sejtkulturak iiveg feddlemezeken,
Petri csészékben keriiltek a mikroszkop ald, és percenként késziilt roluk felvétel. Az expozicio
val6s ideje minden egyes felvételen feltiintetésre keriilt. Az egyes felvételekbol videofilm is
késziilt, amelyben minden masodperc 30 képkockat mutat be. A disszertacioban
meghatarozott idOpontokban késziilt egyedi képkockak kerlilnek bemutatdsra. A mérések

37 °C-on, 5% CO,-ot tartalmazo6 termosztatban késziiltek.

Migracids assay

segitségével vizsgaltuk a gyartd utasitdsai alapjan (Merck Millipore, Budapest, Hungary).
Passzalas elott a HaCaT keratinocitdkat szérummentes DMEM tenyésztéfolyadékban
éheztettiik 18 oéran keresztiil. 2,5 x 10° sejtet tettiink ki Boyden kamraban 1évé, BSA-val
(kontroll) és FN-nel bevont membranokra. A DMEM tenyésztéfolyadékot az alsé kamraban

20% FBS-sel egészitettiik ki. A sejtek 18 oran keresztiil inkubalodtak 50 nM OA vagy 10 nM

crer
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reader segitségével, 540 nm-es hulldmhosszon a festékkel feltoltott sejtek optikai denzitasat

felhasznalva hataroztuk meg.
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Eredmények

Az UV-B besugarzas hatiasa a HaCaT Keratinocitak életképességére

Kisérleteinkben a 40 mJ/cm?” dézist UV-B besugarzas hatéasait vizsgaltuk. MTT-assay
segitségével vizsgaltuk a sejtek ¢€letképességét, és kimutattuk, hogy az 1 percig tarto UV-B
besugarzas csokkenti az €16 sejtek szamat. Lathato, hogy a besugarzés utan eltelt kiilonb6zd
idépontokban (8, 12, 16, 24, 30, 36, 48 oraval a besugarzas utan) vizsgalva az €16 sejtek
szamat, és azt a kontroll értékekre normalizalva, a kontrollhoz képest folyamatosan csdkken a
besugarzott sejtek szama. Habar ez a csokkenés folyamatos, szignifikanssa csak 16 ora eltelte
utan valik. 24 o6ra eltelte utan a sejtszdm csokkenésének mértéke meghaladja az 50 %-ot (10.

abra).

1007

50 *

257

Normalizalt abszorbancia
(kontroll %)

8 12 16 24 30 36 48
UV-B kezelés utan eltelt id6 (h)

10. abra: A Kkeratinocitak életképességének vizsgalata. A HaCaT keratinocitak életképességét a feltiintetett
idépontokban MTT-assay segitségével vizsgaltuk. Az abszorbancia mértéke egyenesen aranyos az ¢l sejtek
szamaval. Az értékeket a kontrollra normalizaltuk, és csillaggal jeldltiik a szignifikans eltéréseket (* p<0,05). Az

abran jol lathat6 az UV-B kezelés hatasara bekdvetkezo sejtszamcsokkenés.

A besugarzastol eltelt id6 elérehaladtaval azonban nem csak a sejtszam csdkken,
hanem morfologiai valtozdsok is megfigyelhetdvé valnak a sejteken. Fézis kontraszt
mikroszkoppal vizsgélva a sejteket jol latszik, hogy a sejtek zsugorodnak és elveszitik a

nyulvéanyaikat (11. abra).
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11. abra: Morfolégiai valtozasok UV-B sugarzas hatasara. Fazis-kontraszt mikroszkdpos képek 24 éraval az
UV-B kezelés utan kontroll (baloldali kép) és UV-B-vel kezelt HaCaT keratinocitakrol (jobboldali kép). A

Sy

elveszitették a nyalvanyaikat. Az inzertben nagyitva lathaté néhany sejt a jobb Gsszehasonlithatosag kedvéért. A

kalibracios vonal 50 pm-nek felel meg.

ATP adagolas hatdsa a keratinocitak [Ca2+]i-jéra

A HaCaT keratinocitdk  extracellularis ATP  adagoldsdra  intracellularis
kalciumkoncentracié emelkedéssel valaszolnak (12. abra). Egy nappal az UV-B besugarzas
utdn az ATP-t lokalis perfizion keresztiil a sejtek kozvetlen kozelébe adagolva mind a
kontroll, mind a besugarzott sejtek intracellularis kalciumkoncentracié novekedést mutattak.
Kontroll sejtekben a kalcium tranziensek amplitiddja nagyobb volt, mint a besugarzott
sejtekben, illetve a besugarzott sejtekben a kalcium tranziens kialakuldsa utan az [Ca®';

lassabban tért vissza a nyugalmi értékre.

100 nM |

100s

- - — ATP - - — ATP

100 nM

//

12. bra: ATP-vel kivaltott Ca®* tranziensek. Kalciumot tartalmazé oldatban az [Ca®']i-ban ATP-adagolassal

kivaltott valtozasok kontroll (A, C) és UV-B sugarzassal kezelt (B, D) sejtek esetén. A C és D abran az elsd

tranziensek kinagyitott felszallo szara lathato.
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Oszlopdiagramon abrazolva a kapott eredményeket lathat6, hogy a kontroll sejtekben
magasabb a nyugalmi kalcium szint, illetve a tranziensek felszallo szaranak meredeksége (rate
of rise) is nagyobb. A nyugalmi kalciumkoncentraci6 eléréséhez tartoz6 iddallandoé (1) a
besugarzott sejtekben nagyobbnak adddott, mint kontroll sejtekben. Ezek az eltérések minden

esetben szignifikansnak bizonyultak (13. abra).

3007 EEE Kontroll (n=15)
. VB (n=12)

2007

100

[Caz], (nNM)  A[Ca?], Rate of rise 7 (s)
(nM) (nM/s)

13. abra: ATP-vel kivaltott Ca**-tranziensek. Oszlopdiagramon abrazoltuk az ATP-adagolassal kivaltott
kalcium tranziensek vizsgalt paramétereit mind kontroll, mind UV-B-vel kezelt sejtek esetén. (* p<0,05; **

p<0,01).

Megfigyeléseink alapjan megallapithaté, hogy a purinerg szignalizaci6 UV-B
besugarzas hatdsara megvaltozik a sejteken. A valtozdsok magyarazataul szolgalhat a
purinoreceptorok kifejezddésének megvaltozasa. Ennek kideritésére RT-PCR-ral vizsgaltuk a
purinerg receptorok mRNS-ének kifejezddését, illetve a fehérje expresszigjat Western-blot

analizissel ellendriztiik.

Purinerg receptorok kimutatasa HaCaT sejteken az UV-B sugarzas fiiggvényében
Munkacsoportunk eléz6 kézleményeiben bemutattuk, hogy a HaCaT keratinocitdkon a
P2X,, P2X3, P2X7 és P2Y, purinoreceptorok megtalalhatdak és fontos szerepet toltenek be a
kalciumhomeosztazisban (Gonczi 2008). Jelen kisérleteinkben e receptorok expresszios
mintdzatanak valtozasait vizsgaltuk, kiilon kiemelve az apoptosis indukalasaért felelos P2X5
receptort. Western-blot analizissel megvizsgéltuk mind az ionotrép (P2X), mind a metabotrop
(P2Y) purinoreceptorok kifejezédését a besugarzastol eltelt id6 (8, 12, 24, 36 ora)
fliggvényében. Az ionotrop P2X; receptor esetében azt talaltuk, hogy — a kontroll sejtekhez
viszonyitva — a 8 d6ras idoponttol eltekintve, ahol a fehérje szintje nagyjabol megegyezett a

kontroll és a besugarazott sejtekben, a besugarzott sejtekben minden vizsgalt id6pontban
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csokkent a receptor fehérje szintli kifejezddése. A P2X; receptor esetében a besugarzas utan
egy extra sav jelent meg a Western-bloton. Ez az extra sav utalhat arra, hogy a receptorok egy
része degradalddott az UV-B sugdrzas hatasara. A P2X; receptort vizsgalva az intakt
receptorra jellemzd, 80 kDa-os savot csak a kontroll sejtekben tudtuk kimutatni. Besugarzott
sejtek esetén csak egy 20 kDa-os sav jelent meg, amely megfelelhet a P2X; receptor
monomer forméjanak (14. abra) (Becker 2008). A P2Y, receptor fehérje szintje 8 draval az
UV-B kezelés utan nagyobb volt a sugarzast kapott sejtekben, viszont 12, 24 és 36 ora

elteltével mar kevesebb receptort lehetett a sugarzast kapott sejtekben kimutatni.

8h 12 h 24 h 36 h
K uv K uv K uv K uv
P2X,
P2X, S K . - S
ed G ¢ e Aage 113 kDa
- . — 93 kDa
P2X; - 80 kDa
s ENCS At 20 kDa
P2Y,
e @ Gl Y ey - 42 kDa

14. abra: Western-blot kisérletek: A HaCaT keratinocitakra jellemz6 négy purinoreceptor P2X,, P2X;, P2X;

és P2Y, fehérje szintl kimutatdsa Western-blot segitségével, 8, 12, 24 és 36 6raval az UV-B kezelés utan.

A fentebb emlitett Western-blotok denzitometrids analizisét is elvégeztik. A P2X;
receptor szintje 12 és 36 oOraval a sugarazds utan a besugarzott sejtekben szignifikansan

csokkent (15. abra).
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15. dbra: A P2X, receptor Western-blot denzitometrias analizise. A P2X, receptor expressziojanak alakulasa

UV-B besugarzas hatasara az id6 fiiggvényében. (* p<0,05; ** p<0,01).

A P2X; receptor szintje UV-B vel besugarzott sejtekben szignifikdnsan magasabbnak

bizonyult 8, 12 és 24 6raval a besugarzas utan (16. abra).
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16. abra: A P2X; receptor Western-blot denzitometrids analizise. A P2X; receptor expresszidjanak alakuldsa

UV-B besugarzas hatasara az id6 fiiggvényében. (* p<0,05; ** p<0,01).

A P2X; receptor esetében a denzitometrias analizist kiilon elvégeztiik a 80 és a 20
kDa-os savokon. A besugarzott sejtekbdl a 80 kDa-os sav gyakorlatilag hidnyzott (17. abra
baloldali panel), azonban 12, 24 és 36 6raval a besugdrzas utan a 20 kDa-osbdl szignifikansan

tobb volt benniik, a kontroll sejtekhez viszonyitva (17. abra jobboldali panel).
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17. abra: A P2X; receptor Western-blot denzitometrias analizise. A P2X; receptor expressziojanak alakulasa
UV-B besugarzas hatasara az id6 fiiggvényében. A P2X; receptor esetén a 80 kDa-os és a 20 kDa-os savokat
kiilon grafikonon abrazoltuk (baloldali panel 80 kDa, jobboldali 20 kDa) (* p<0,05; ** p<0,01).

A P2Y, receptort vizsgalva azt talaltuk, hogy 8 oraval a besugérzas utan az UV-B
sugarzasnak kitett sejtekben szignifikdnsan magasabb volt a szintje. Ez a valtozas azonban 12
ora elteltével mar nem volt megfigyelhetd, és 24, illetve 36 6ra mulva mar szignifikdnsan

kevesebb fehérjét tudtunk a besugarazott sejtekben kimutatni (18. abra).
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18. abra: A P2Y, receptor Western-blot denzitometrias analizise A P2Y, receptor expresszidjanak alakulasa

UV-B besugarzas hatasara az id6 fiiggvényében (* p<0,05; ** p<0,01).

A receptorok mRNS szintjeit RT-PCR segitségével ellendriztiik (19. abra). P2X;
receptor mRNS-ébdl - a 24 6ras idéponttol eltekintve, ahol nagyjabol megegyezett a szintje a
kontroll és a besugarazott sejtekben - a besugarzott sejtekben kevesebb volt. UV-B kezelés
utan a P2Y, receptor mRNS szintje 8 6rdval a besugdrzas utdn nem valtozott, 12 és 24 ora

elteltével csokkent, majd 36 ora utan gyakorlatilag eltlint a sejtekbdl.
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19. abra: Purinoreceptorok mRNS-ének kimutatasa RT-PCR segitségével. A P2X; és a P2Y, receptorok
mRNS szintjeinek vizsgalata kontroll és UV-B sugarzasnak kitett sejtekben. A GAPDH mRNS-ét belsd

kontrollként hasznaltuk, és a denzitometrias analizisnél az értékeket a GAPDH-ra normalizaltuk.

A denzitometrids analizis elvégzéséhez a belsé kontrollként hasznalt GAPDH-ra
normalizaltuk a kapott értékeket. A P2X5 receptor mRNS szintje a kontrollhoz viszonyitva 8,

12 és 36 ora elteltével szignifikdnsan csokkent a sugarzasnak kitett sejtekben (20. dbra).
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20. abra: A P2X; receptor PCR denzitometrias analizise A P2X; receptor mRNS szintjének alakulasa UV-B
besugarzas hatasara az 1d6 fiiggvényében (* p<0,05; ** p<0,01).

A P2Y, receptor mRNS szintje szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a besugarazott

sejtekben 12, 24 és 36 oraval a besugarazas utan (21. abra).
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21. abra: A P2Y, receptor PCR denzitometrids analizise. A P2Y, receptor mRNS szintjének alakulasa UV-B

besugarzas hatasara az id6 fliggvényében (* p<0,05; ** p<0,01).

UV-B sugarzas hatasara bekovetkezo apoptozis vizsgalata

Kovetkezd 1épésként fluoreszcens technika segitségével vizsgéaltuk az apoptosis
mértékét mind kontroll, mind UV-B sugérzasnak kitett sejtekben. Bar a kisérletek kezdetén
ugyanannyi sejtbol indultunk ki, az id6 elérehaladtaval a sejtszam valtozott, ahogyan az az 1.
abran bemutatdsra keriilt. Kikiiszobolend6 az ebbdl adddo eltéréseket, az apoptosis
vizsgélatakor kapott értékeket mindig az aktudlis sejtszdmra normalizaltuk. Az igy kapott

eredményeket a besugarzast nem kapott sejtek értékeire normalizaltuk (22. abra).
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22. abra: Apoptosis assay. ATP nélkiil kialakulo illetve ATP-vel indukalt apoptosis mértékének

Osszehasonlitasa UV-B-vel kezelt sejtekben, a kezeletlen kontrollra normalva (* p<0,05).

Az ATP nélkil kialakuldo apoptosis mértéke a kontroll sejtekhez viszonyitva
alacsonyabb volt ugyan a besugarzott sejtek esetében (78+19%, n=8), azonban ez a kiilonbség
nem volt szignifikdns (p>0,2). Az ATP-vel indukélt apoptosis mértéke azonban mar
szignifikansan kisebbnek bizonyult az UV-B-vel kezelt sejtek esetén, Osszehasonlitva a

besugarzast nem kapott sejtekével (61+£22%, n=8; p<0,02). Ez a megfigyelés dsszhangban
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lehet azzal a megfigyelésiinkkel, hogy UV-B sugarzas hatasara a mikodoképes P2X;

receptorok eltlinnek a sejtekbdl.

HaCaT keratinocitak spontan kalcium oszcillacidinak jellemzése

Tovéabbi kisérleteink soran HaCaT keratinocitdkon spontan kalciumtranzienseket
figyeltiink meg. A sebgyogyulédssal kapcsolatban a kalciumoszcillaciok valtozasait fizikai
karositds (karcolds) kozvetlen szomszédsdgaban elhelyezkedd sejteken vizsgaltuk.
Kisérleteinkben vizsgaltuk tovabba két kiillonbozé foszfatdz inhibitor (CLA és OA) hatasat a
sebgybdgyulasra és a sejtkulturak kalcium homeosztazisara.

Konfluens kontroll, illetve foszfatdzgatloval kezelt, Fluo-4-gyel feltoltott
tenyészetekrdl x-y felvételeket készitettiink, majd a tenyészeteket pipettahegy segitségével
megkarcoltuk, és a karcolds mellett elhelyezkedd sejtekrdl szintén elkészitettik az x-y
felvételeket. Minden egyes tenyészet esetén karcolas eldtt €s utan is 500 képet vettiink fel 500
ms 1dékozonként, 3-6 kiilonbozo latotérrdl. A felvételeken ezutan minden egyes sejten ROI-t
jeloltink ki, majd az oszcillaciot mutatd sejteket és az oszcillaciok jellemzdit egy az
intézetben megirt program segitségével hataroztuk meg.

Konfluens HaCaT keratinocita tenyészetekben a sejteken lassu ismétlédd spontan
[Ca®"); tranzienseket figyeltiink meg konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkép segitségével (23.
abra). Az abran az egy rétegben nové HaCaT keratinocitakon karcolas el6tti, illetve utani
felvételeket mutatunk be. Nyilakkal jeleztiik a kiilonbozé idépillanatokban [Ca®'); valtozast
(kalciumoszcillacidt) mutato sejteket. Azonban nem csak a nyillal megjeldlt sejteken, hanem

mas sejteken is jol megfigyelhetdek a fluoreszcencia intenzitasaban bekovetkezett valtozasok.
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23. abra: Spontan kialakulé kalcium oszcillaciok keratinocita tenyészetek sejtjeiben. Konfokalis
mikroszkoppal késziilt reprezentativ x-y felvételek karcolas nélkiili és karcolt HaCaT keratinocita

tenyészetekrdl. A nyilak egy-egy oszcillalo sejtet jeleznek. Az eredeti nagyitas: 40x.

Az abréan az id6 fliggvényében mutatjuk be egy-egy reprezentativ sejt fluoreszcencia
intenzitds valtozasait karcolas nélkiili (24. dbra A panel) és karc melletti (24. abra B panel)
sejtek esetében. Az oszcillatorikus valtozasok az [Ca®]i-ban lassti hullamok formajaban
figyelhetbek meg. CLA ¢és OA alkalmazasa soran hasonlé gorbéket kaptunk.
Osszehasonlitasul az dbra egy oszcillaciot nem mutaté sejt fluoreszcencia intenzitas véltozasat
mutatja szintén az id6 fliggvényében (24. abra C panel). Az abrdkon bemutatott

fluoreszcencia értékek minden esetben a nyugalmi fluoreszcenciara (Fo) normalizalt értékek.

A B C
0.05 F/F, |
25s

24. abra: HaCaT Kkeratinocitak spontan kalcium oszcillacioi. Egyedi sejtekrdl késziilt fluoreszcencia

intenzitds valtozast bemutatd gorbék spontan oszcillaciot mutatd, karcolas nélkiili (A panel) és karcolt
tenyészetek sejtjeibdl (B panel). A C panelen egy spontan oszcillaciot nem mutaté sejt fluoreszcencia intenzitas

valtozasat bemutatd gorbe 1athato.
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Az oszcillaciot mutato sejtek aranya

Kontroll, karc melletti sejtek esetén (23,5+£5,4%, n=39, n= a vizsgalt latoterek
szamaval) az oszcillaciot mutatd sejtek szazalékos ardnya szignifikdnsan csokkent (p<0,05)
karcolatlan tenyészetek sejtjeihez képest (50,7+4,5%, n=42). CLA-val (karcmentes:
61,1£5,1%, n=29, karc melletti: 43,3+6,4%, n=20) és OA-val (karcmentes: 69,9+3,8%, n=35,
karc melletti: 43,7+6,9%, n=29) kezelt tenyészetek sejtjei esetén ez a szignifikans eltérés
szintén megfigyelhetd volt. Tehat a karcolas mellett elhelyezkedd sejtek kevésbé mutattdk a

kalcium oszcillacidkat, fiiggetleniil attdl, hogy voltak-e foszfatazgatloval kezelve vagy sem
(25. abra).
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25. abra: Foszfatazgatlok hatisa a HaCaT Kkeratinocitik spontin kalcium oszcillicidira. Az oszcillaciot
mutato sejtek szazalékos aranya kontroll illetve CLA-val és OA-val kezelt tenyészetek sejtjeiben. A zardjelben
1év6 szamok a vizsgalt latoterek szamat mutatjak. * p<0,05, karc nélkiili vs karcolt, # p<0,05, kontroll vs

foszfataz inhibitorral kezelt.

Az oszcillald sejtek aranya foszfatazgatloval kezelt tenyészetek sejtjei esetén
szignifikansan magasabb, mind karcolds eldtt, mind karcolads utdn vizsgéalva a sejteket. A
karcolas nélkiili CLA-val kezelt sejtjek esetén a tendencia hasonld, azonban ebben az esetben
nem volt szignifikans a kiilonbség. E megfigyelésekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy bar sem
a CLA sem az OA nem befolyasolja a karcolds hatasat, mindketté beavatkozik a spontdn
kialakulo [Ca®"];. valtozasokért felelés alapmechanizmusokba.

Kontroll, karcolas mellett elhelyezkedd sejtekben a kalcium oszcillaciok frekvenciaja

is szignifikansan alacsonyabb (8,8+1,5 x10” Hz, n=27) mint a karcolds nélkiili kontroll
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sejtekben (10,7+0,6 x10° Hz, n=42) (p<0,05). A foszfataz inhibitorok jelenléte nem
befolyasolja szignifikdnsan a kialakuld oszcillaciok frekvencidjat, ahogy azt a karcolés eldtti
¢s utani mérések mutatjak (11,7+0,9 %10~ Hz, n=29 karcolas nélkiil, és 9,9+1,2 x107 Hz,
n=17 karc mellett, CLA kezelés esetén; illetve 12,0£0,6 x10™ Hz, n=35 karcolas nélkiil, és
10,5+1,0 x107 Hz, n=18 karc mellett, OA kezelés mellett). Mindazonaltal hasonlé tendencia
volt megfigyelhetd kezeletlen kontroll, és CLA-val valamint OA-val kezelt sejtek esetén,
vagyis a kalcium tranziensek frekvencidja alacsonyabb volt a karcolds mellett elhelyezkedd
sejtek esetén, a karc nélkiili sejteken mért adatokkal Osszehasonlitva. Tovabbd a
foszfatazgatlok jelenlétében tendencidzusan magasabb volt az oszcillacidk frekvenciaja, bar

ezek az eltérések nem bizonyultak szignifikansnak (26. abra)
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26. abra: Foszfatazgatlok hatasa a HaCaT keratinocitak spontan kalcium oszcillacidira. A spontan kalcium
oszcillaciok frekvencigja kontroll illetve CLA-val és OA-val kezelt tenyészetek sejtjeiben. A zardjelben 1évo

szamok a vizsgalt latoterek szamat mutatjak. * p<0,05, karc nélkiili vs karcolt.

A jobb 0Osszehasonlithatésag kedvéért abrazoltuk az oszcillaciét mutatd sejtek
szazalékos aranyat €s az oszcillaciok frekvenciajat tigy is, hogy a karcmelletti sejtek értékeit a
karcmentes terliletekrdl szarmazo sejtek értékeire normalizaltuk (27. ébra). A kalcium
oszcillaciokat mutato, karc mellett elhelyezkedd sejtek aranya foszfatazgatlok jelenlétében

magasabb volt, mint foszfatazgatloval nem kezelt sejtekben.
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27. abra: Foszfatiazgatlok hatiasa a HaCaT keratinocitik spontan kalcium oszcillacidira. Az oszcillaciot
mutatd sejtek szazalékos aranya kontroll illetve CLA-val és OA-val kezelt tenyészetek sejtjeiben. A baloldali

panelen az oszcillaciot mutato sejtek aranya, a jobboldali panelen az oszcillaciok frekvenciaja lathato.

A foszfataz inhibitorok és a karcolas hatisa a HaCaT keratinocitak nyugalmi [Ca®"|;-
jara

A keratinocitik nyugalmi [Ca®;-jat Fura-2-vel feltslttt kontroll és foszfatazgatloval
kezelt sejteken hataroztuk meg (49+2 nM, n=74 a karcnélkiili kontroll sejtekben, 6243 nM,
n=75 a karcnélkiili CLA-val kezelt, és 52+2 nM, n=75 a szintén karcnélkiili OA-val kezelt
sejtek esetén). Karcolds utan a karc mellett helyet foglalé sejtek nyugalmi [Ca’']i-ja
szignifikansan magasabb volt mindharom vizsgélt esetben, 0sszehasonlitva a karc nélkiili
kultardk sejtjeivel (96+£3 nM, n=69 a karcolt kontroll, 9743 nM, n=70 a karcolt CLA-val
kezelt, és 104+4 nM, n=69 a szintén karcolt, OA-val kezelt sejtekben) (28. abra). Tehat a
karcolas - fiiggetleniil attol, hogy a sejtek foszfatazgatlokkal voltak-e kezelve vagy sem -

megemelte a karc melletti sejtek nyugalmi [Ca* ]-jat.
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28. abra: Foszfatazgatlok és karcolas hatasa a HaCaT Keratinocitak nyugalmi [Ca*']i-jara. A karcolas
szignifikansan novelte a sejtek nyugalmi [Ca®‘]i-jat. A zarojelben 16v6 szamok a vizsgalt sejtek szamat mutatjak.

* p<0,05, karc nélkiili vs karcolt.

A kalciumtranziensek jellemzése

A spontan kialakuld, egyedi kalciumtranziensek jellemzésére a tranziensek két
jellemzd tulajdonsagat, az amplitadot és a félértékszélességet (Full Time at Half Maximum,
FTHM) vizsgaltuk. Az amplitadoét a fluoreszcencia intenzitas valtozasabol (4F/Fy) — amely az
[Ca®];, valtozasaval mutat dsszefliggést — szamoltuk ki, mig az FTHM meghatarozasakor az
egyedi kalciumtranziensek amplitidoinak felénél mértiik meg a tranziens idGtartamat.

Karcolas nélkiili kultardkban a kalciumtranziensek amplitiddja foszfatazgatlok
jelenlétében szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll tenyészetek sejtjeiben (kontroll:
0,082+0,001, CLA: 0,096+0,002, OA: 0,089+0,001). A karc melletti sejtek adatainak
elemzése esetén hasonld eltérést nem figyeltink meg (kontroll: 0,093+0,008, CLA:
0,079+£0,006, OA: 0,090+0,004). A karcolas a CLA-val kezelt sejtekben csokkentette a
tranziensek amplidadoit. Kontroll és OA-val kezelt sejtek esetén a karcolds nem volt hatdssal

a kalciumtranziensek amplidadoéjara (29. dbra).
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29. abra: A spontan kalcium oszcillaciok amplitidéi. Az amplitidok eloszlasat mutatd hisztogramok kontroll
(A, B), CLA-val (C, D), és OA-val (E, F) kezelt tenyészetek sejtjei esetén. A fekete oszlopok a karcolas nélkiili
sejtek, mig a z6ldek a karcolt tenyészetekrél szarmazd sejtek oszcillacidinak amplitidoit mutatjak. Az “n”

értékek a vizsgalt Ca®* -tranziensek szamat jelzik.

Kontroll ¢és OA-val kezelt karcmelletti sejtek tranzienseinek FTHM értékei
szignifikdnsan nagyobbak voltak, mint a karcmentes teriiletekrél szdrmazok (karcmentes
kontroll: 12,6+0,2 s, OA: 13,4+0,2 s; karcolt kontroll: 15,4+0,9 s, OA: 16,2+1,1 s). Ez a

kiilonbség CLA-val kezelt sejtek esetén nem volt statisztikailag szignifikdns (nem karcolt:
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11,840,2 s, karcolt: 11,5+£0,6 s). Karcolas nélkiili tenyészetek sejtjeiben a CLA kezelés

csokkentette, mig az OA-val torténd kezelés novelte az FTHM értékeket. A karcolds mellett

elhelyezkedd sejtekben a CLA-val torténd kezelés szignifikansan csokkentette, mig az OA-val

torténo kezelés a kontrollhoz viszonyitva nem valtoztatta meg az FTHM értékeket (30. abra).
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30. abra: A spontan Kkalcium oszcilliciok FTHM értékei. Az FTHM értékek eloszlasat mutatd hisztogramok

kontroll (A, B), CLA-val (C, D), és OA-val (E, F) kezelt tenyészetek sejtjei esetén. A fekete oszlopok a karcolas
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nélkiili sejtek, mig a zoldek a karcolt tenyészetekrdl szarmazé sejtek oszcillacidinak FTHM értékeit mutatjak. Az

“n” értékek a vizsgalt Ca®* -tranziensek szamat jelzik.

A karcolas hatasa kontroll tenyészetek sejtjeiben mindkét vizsgalt paraméter esetén
hasonlo volt, vagyis az amplitido6 és az FTHM is novekedett. Foszfatazgatlo kezelés hatisara

ezek az értékek (kivéve a CLA kezelés hatasat az FTHM-re) szintén fokozodtak.

Time-lapse kisérletek a foszfatazgatlok hatasanak kimutatasara

megvizsgalva a migraciot kontroll koriilmények kozott, valamint foszfatazgatlok hatasara (31.
abra). A kontroll sejtek azonnal elkezdték bendni a karcolt teriiletet, és a kisérlet 17. orajara
teljesen ki is toltottek azt. Ezzel szemben a CLA-val és OA-val kezelt sejtek hasonlo
ido6tartam alatt nem voltak képesek kitolteni a karcolt tertiletet, s6t, mi tobb, az OA-val kezelt
sejtek a kisérlet végére elvesztették a nyulvanyaikat, illetve a szomszédos sejtekkel valo

kapcsolatukat. Hasonlo elvéltozasokat CLA kezelés hatdsara nem figyeltiink meg.
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Kontroll Kalikulin-A Okadansav

4h

17 h

31. abra: Time-lapse felvételek a foszfatazgatlok Kkeratinocita migraciéra Kkifejtett hatasanak
bemutatasara. A kontroll tenyészetek sejtjeivel ellentétben a foszfatazgatloval kezelt tenyészetek sejtjeiben a

keratinocitdk a kisérlet id6tartama alatt nem tudtak befedni a karcolt teriiletet.
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A sejtek  migracidjanak  kvantitativ = elemzésére a  sejteket  alacsony
illetve hidnyaban, Boyden kamraban. A porézus membranon keresztiili, a membran masik
oldalara torténd migracidé mértékét a lizalt, festett sejtek optikai denzitdsanak alapjan
hataroztuk meg. 50 nM koncentracioban torténd OA kezelés nagyjabol 80%-kal csokkentette
a kemoattraktansok altal kivaltott migraci6 mértékét. Ehhez hasonléan a 10 nM CLA

kezelésnek szintén erdteljes géatlo hatdsa volt a sejtek vandorlasara, koriilbeliill 90%-kal

csokkentve a sejtek vandorlasat (32. abra).

K: kontroll
CLA: kalikulin A

100 -

OA: okadansav

[$)]
o
1

Normalizalt abszorbancia (%)

o
I

K OA CLA

32. abra: A foszfatizgiatlok keratinocita migraciora kifejtett hatasanak vizsgalata Boyden kamraban. A

crer

adatokat a foszfatazgatloval nem kezelt kontroll sejtek adataira normalizaltuk. * p<0,05

r rr

A Ca’*-oszcillaciok kialakulasaért felelés mechanizmus

A Ca*-oszcillaciokért feleldss mechanizmus —pontositisa  érdekében  nagy
koncentracioju tetrakainnal (1 mM), illetve kis koncentracioju Xestospongin C-vel (10 pM)
thapsigarginnal (4 és 10 pM) a SERCA-t. Az oszcillaciot mutatod sejtek szdzalékos aranyat és
az oszcillaciok frekvencidjanak alakulasat a kiilonbozé anyagok hatdsara oszlopdiagramon

abrazoltuk (33. abra).
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33. abra: Az oszcillaciot mutaté sejtek szazalékos aranya (A) és az oszcillaciok frekvenciaja (B) kontroll és
200 pM vagy 1 mM tetrakain (TC), 10 pM Xestospongin C (XesC), és 4 vagy 10 pM thapsigargin (TG)
jelenlétében. Az 1 mM TC-nal, 10 uM XesC-vel és 10 uM TG-nal torténd kezelés szignifikdnsan csdkkentette a
spontan oszcilldciét mutato sejtek aranyat, mig az 1 mM TC-nal, 10 pM XesC-vel, a 4 és 10 uM TG-nal t6rténd
kezelés szignifikdnsan csokkentette az oszcillaciok frekvencidjat. * p<0,05 a kontrollhoz képest. A zardjelben

1év6 szamok a vizsgalt latoterek szamat mutatjak.

200 uM tetrakain — amely csak a RyR-ra van gatlé hatassal — nem valtoztatta meg sem
az oszcillacioét mutatd sejtek szazalékos aranyat, sem az oszcillaciok frekvenciajat. Masrészrol
viszont az IP;R gatloszer Xestospongin C, és az IP;R-t és a RyR-t egyarant gatlo 1 mM
aranyat, mind az oszcillaciok frekvencidjat. 10 pM thapsigargin - ami a SERCA gatlasan
keresztiil az ER Ca*"-raktaranak kitiriilését valtja ki- szintén szignifikansan csokkentette az

oszcillaciot mutato sejtek aranyat, €s az oszcillaciok frekvenciajat is.
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Megbeszélés

Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogyan reagélnak a keratinocitdk az UV-B sugérzasra,
ezen beliil is, hogy miként valtozik UV-B sugarzas hatasara a purinerg receptorok expresszios
mintdzata, illetve, hogy ez hogyan befolyésolja a keratinocitdk kalcium homeosztazisat. A III.
bértipusba tartozé emberek (ritkan égnek le, inkabb lebarnulnak) bére 30-50 mJ/cm® UV-B
sugarzas hatasara pirosodik ki (Duarte et al, 2006). Kisérleteinkhez 1 perces, 40 mJ/cm”> UVB
besugarzast alkalmaztunk, és Western-blot segitségével ellendriztiik a receptorok fehérje
szintli, RT-PCR-ral pedig a receptorok mRNS szintli kifejez0dését a besugarzastol eltelt 1d6
fliggvényében, illetve vizsgaltuk a keratinocitak ATP adagolés hatdsara torténd intracellularis
kalciumkoncentracié emelkedésének valtozésait is. Azért alkalmaztuk egy percig az UV-B
sugérzast, mert az egy percnél hosszabb iddtartamu besugéarzasok praktikusan a sejtek
pusztulasat okoztdk, illetve korabbi kisérleteinkben is hasonld iddtartami és intenzitdsu
besugarzast hasznaltunk, igy ezek az eredmények kozvetleniil Osszehasonlithatéak a
munkacsoportunk 4ltal elézéleg publikalt eredményekkel (Balogh 2008). Fontos kiemelni,
hogy még ez a kis energidji sugarzas is jelentdsen csokkentette a sejtek életképességét.

A programozott sejthalal eseményei koziil az elsé 1épések egyike az intracelluléris
kalcium koncentracid6 megemelkedése a sejtekben. El6z6 tanulméanyok kapcsolatot mutattak
ki a purinoreceptorok, ezeken beliil is a P2X7 receptor (Becker, 2008; Tran 2010) aktivacidja
¢s az apoptotikus sejthaldl beinduldsa kozott. In vivo ezeknek a purinoreceptoroknak az
aktivaciojahoz sziikséges ATP szarmazhat mas, halott sejtekbdl, vagy fiziologidsan
felszabadulhat idegsejtekbdl (Sperlagh 1995), uroepitél sejtekbdl (Ferguson 1999) illetve
endotélsejtekbdl (Bodin 1998). Az A431 human laphdm eredeti carcinoma sejtvonalon a

mikromolos koncentracidban alkalmazott ATP mitogén (Huang 1989) és emeli a sejtek

crer

crer

illetve BZATP (a P2X; receptor specifikus agonistdja, 30uM) szignifikansan csdkkentette az
A431 sejtek szamat (Greig 2003). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy UV-B besugarzas utan a
P2X7 receptor nem mutathaté ki a keratinocitakban, illetve az mRNS-ének szintje is csokken.
Ez magyardzhatja, hogy a besugarzas miatt karosodott, de azt talélo sejt képessége az
apoptdzis beinditdsara csokken. Ez a valtozas eldsegitheti a malignus atalakulas kialakulasat

azaltal, hogy a karosodott DNS-sel rendelkez6 sejtek kevésbé eliminalddnak.
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szabalyozzék (Greig 2003). A keratinocitdk malignus atalakuldsa esetén a purinoreceptor
mintazat megvaltozhat. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az 1 perc id6tartamu 40 mJ/cm’-
es UV-B besugarzas csokkentette a P2X; és P2Y, receptorok szintjét, és alapvetden
karositotta a P2X; receptorokat. A P2Y; receptorok a normdl humén keratinocitdkban ¢és a
HaCaT sejtekben 0Osszefliggésbe hozhatok a proliferacido elinditasaval (Burrell 2003).
Kisérletinkben bemutattuk, hogy UV-B besugérzas hatasara az €10 sejtek szama csokkent, ami
Osszefiigghet a P2Y, receptor szintjének csokkenésével. Kimutattuk, hogy a P2Y, receptor
mRNS-e az UV-B-vel kezelt sejtekben kevesebb volt, és 36 ill. 48 oraval a besugarzas utan
vizsgalva a sejteket, a receptor mRNS-e mar nem volt kimutathat6. Bar 8 oraval a besugarzas
utan a P2Y, receptor fehérje szintje a besugarzott sejtekben magasabb volt, minden mas
vizsgalt idopontban a mennyisége a kontrollhoz viszonyitva kevesebb volt. Ezen receptorok
elvesztése egyiitt jarhat a sejtek proliferaci6 vagy differencidlédas feletti kontrolljanak
A purinerg receptor mintdzat megvaltozasaval egylitt megvaltozott a keratinocitdkban
az ATP adagolassal kivaltott kalciumtranziensek morfologiaja is. UV-B sugarzasnak kitett
sejtekben a kalcium tranziensek amplitadoja és felszalld szaruk meredeksége is kisebb volt,
mint a kontroll sejtekben, ami 0Osszefliggésben 4allhat a kezelt sejtek megvaltozott
purinoreceptor expresszidjaval. A felszallo szadr meredekségének csokkenése Osszefligghet
azzal, hogy a nagyrészt ionotrop (P2X) vélasz az UV-B sugarzast kapott sejtekben részben
metabotroppa (P2Y) valik. Besugarzott sejtekben a kalciumtranziensek utan a nyugalmi
kalcium szintre vald visszatérés is tobb idot vesz igénybe, mint kontroll sejtekben. Ez
Osszefligghet azzal, hogy az UV sugarzas hatasara egyéb fehérjék, mint pl. a kalcium pumpa,
is degradalédhatnak. A nyugalmi [Ca®']; az UV-B sugérzassal kezelt sejtekben alacsonyabb
volt, mint az UV-B sugarzassal nem kezelt kontroll sejtekben.
A keratinocita tenyészetek 0sszefliggd sejtrétegének megkarcoldsa és az igy keletkezett
sebagyat a késObbiekben kitdltd, wjonnan képzddott sejtek vizsgalata a sebgyogyulas
mechanizmusanak, vagyis a seb zardddsdnak ¢és ezen keresztil a barrier funkcid
helyreallitdsanak egy gyakran alkalmazott modellje a kutatasban. A protein kinaz és foszfataz
enzimek az [Ca”"]; véltozasaival egyiitt jelentds hatassal vannak a sejtek vandorlasanak
szabalyozasara és a sebgyogyulasra. Az utobbi kiillondsen fontos a bdr esetében, amely a
szervezet elsé védelmi vonalat adja. Szamos kutatasi eredmény ellenére még nincs egyetértés

abban, hogy az [Ca’"]; valtozasai és a foszfatizok aktivitdsa ugyanabban az iranyban, vagy
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éppen egymassal ellentétesen hat (Chen et al, 2002; Jackson et al, 2011; Kaufmann et al,
2005; Lontay et al, 2005; Pullar et al, 2003; Ridley et al, 2003; Taboubi et al, 2010).

Jelen kisérleteinkben kimutattuk, hogy — Osszehasonlitva az érintetlen teriiletekrol
szarmaz6 sejtekkel — a karcolt teriiletekrél szarmazo sejtekben a Ca®’-oszcillaciok
frekvenciaja szignifikansan csokkent, illetve az oszcillaciét mutatd sejtek aranya is kisebb
volt ezeken a teriileteken. Ezen oszcillaciok jellegzetes paraméterei (amplitido, FTHM)
azonban szignifikansan nagyobbak voltak a karcolt teriileteken. E megfigyeléseink azt
sejtetik, hogy — Osszehasonlitva a nem karcolt tenyészetek sejtjeivel — a karcolds mellett
elhelyezkedd sejtekben a Ca®™ felszabadulasi folyamatok kevésbé gyakoriak, azonban ha
kialakulnak, akkor hosszabb ideig tartanak, egy nagyobb [Ca®']; valtozast eredményezve. Mas
sejttipusok, mint a Cajal (Bayguinov et al. 2010), és az extraocularis izomsejtek (Feng et al.
2012) szintén mutatnak spontan kalciumszint emelkedéseket, amelyek hasonloéak az altalunk
HaCaT sejteken megfigyelt tranziensekhez, ideértve az amplituddjukat és az iddébeli
kiterjedésiiket is.

Masrészrdl, a fehérjék foszforilacids szintjének emelése a Ser/Thr specifikus protein
foszfatazokkal (sejtpermedbilis CLA vagy OA) ndvelte a nyugalmi [Ca®*]i-t, valamint a
kalciumoszcillaciok frekvencidjat, mind a karcolt, mind az érintetlen tenyészetek sejtjeiben. A
karcolas mellett elhelyezkedd sejtekben azonban még igy is kisebb volt az oszcillaciok szama,
mint a nem karcolt tenyészetek sejtjeiben. A foszfatazgatlok hatasara torténd [Ca™];
novekedés Osszhangban all elézé kutatdsok eredményeivel, amelyek szerint a foszfatdzok
gatlasa  emelheti az [Ca®']it és a kalcium belépését a sejtekbe, ndvelve a
kalciumtranszportban résztvevd fehérjék (foszfolamban, rianodinreceptor, plazma membran
kalcium csatorna) foszforilacios szintjét (Berridge et al. 2003; Kawashima et al. 2009).
Karcolas nélkiili tenyészetek sejtjeiben a Ca®'-tranziensek jellemzé paraméterei (amplitado,
FTHM) a CLA-val és OA-val torténé kezelés utan nagyobbnak adddtak (kivéve a CLA
hatdsat az FTHM-ra). E paraméterek jelentésen megvaltoztak, ha megkarcoltuk a
foszfatazgatloval kezelt sejttenyészetet. Osszehasonlitva a nem karcolt tenyészetek sejtjeibol
szarmazd eredményeket a karc mellett elhelyezkedd sejtek értékeivel, kizarhatjuk a
foszfatazok ¢és a karcolassal kivaltott [Ca®]; -véltozas kozotti szinergista Osszefliggést. A

karcolassal kivaltott [Ca*'];

-emelkedés mértékét nem serkentette jelentésen sem a CLA sem
az OA-val valo kezelés. A vizsgalt paraméterek kontroll tenyészetek sejtjeiben karcolés
hatdsara megfigyelt valtozasai a foszfatdz inhibitorok alkalmazisa utdn nem ndvekedtek,

inkdbb vagy kisebbek lettek, vagy teljesen el is tlntek, annak ellenére, hogy a
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foszfatazgatloknak a nem karcolt tenyészetek sejtjeiben hasonldé hatdsa volt a vizsgalt
paraméterekre, mint a karcoldsnak.

A még mindig fennallé f6 kérdés, hogy az [Ca®']; valtozasai és bizonyos fehérjék
foszforilaciés allapota hogy mikodhet kozre a sebgydgyulds folyamatdban a sejtek
Egyik oldalrdl leirtak, hogy az [Ca®"}; hirtelen megnovekedése leallitotta a keratinocitak
iranyitott mozgésat (Liu et al. 2009) valamint a miozin II megndvekedett foszforilacios szintje
eredményezte (Lontay et al. 2005). Mas kutatocsoportok kisérleteiben a protein-
szerin/threonin kinaz inhibitorok fokoztak a lamellipodiumok kialakuladsat és kiterjedését, azt
események kezdeti jelének tartanak (Koivisto et al. 2003). Tovabba, a PP2A 10 nM
okadédnsavval torténd gatlasa a migracido mértékének novekedését eredményezte (Pullar et al.
2003).

A sejtek mozgéasahoz sziikséges az aktin-citoszkeleton atrendezddése, amely magaban
foglalja az aktin-miozin stressz rostok kialakuldsit a 20 kDa-os miozin II koénnyl lanc
(MLC20) Ca*'-fiiggd foszforilaciojan és RhoA/Rho kindz altal indukalt miozin foszfataz
foszforilacion €s inaktivacion keresztiil (Somlyo, 2003). Kimutattdk, hogy sebzést kovetden
az MLC20 gyors foszforilacioja megel6zi a sejtek polarizacidjanak megjelenését és a
migraciét, amelyhez citoszolikus Ca’’-bedramlas és a p38/MAPK aktivacidja sziikséges
(Betapudi et al. 2010). Az MLC20 korai ¢és gyors foszforilacioja eredményezi a myosin IIA
sejt membranjanak helyreéllitasdban is részt vesz. A RhoA/Rho kindz miikddése
nélkiilozhetetlennek bizonyult a keratinocitdk kontrakcidjaban és iranyitott vandorlasaban
(Jackson et al. 2011). Kovetkezésképpen azt varhatnank, hogy a protein foszfatdzok CLA-val
keresztiil, elinditva az MLC20 foszforilacidjat és a miozin foszfataz szabalyozo alegységének
gatlo foszforilacigjat (Lontay et al. 2005; Kiss et al. 2008). Jelen kisérleteinkben a CLA ¢és az
Boyden kamras kisérletekben. A miozin foszforilacidja fontos szerepet jatszik a sejtek
0sszehuzodasi és elernyedési folyamataiban, kiilonds tekintettel a nyulvanyok retractidjara,
amelyhez az aktin-miozin komplex altal kifejtett erd feltétlentil sziikséges (Ridley et al. 2003).

crcr

ehhez kapcsoldodva az MLC20 ciklikus foszforilacidja és defoszforilacidja. Eredményeink
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megerdsitik azt a feltételezést, hogy a foszfatazgatlok fenntartjadk az MLC20 foszforilalt
allapotat, allanddsitva igy az aktin-miozin komplexet, amely végiil a migraci6 csokkenéséhez
vezet.

Figyelembe véve ezeket az eredményeket, a sebzés szélén elhelyezkedd sejtekben
megfigyelt csokkent kalcium oszcillacids aktivitas segitheti a keratinocitdkat abban, hogy a
sebzés soran a sejtek kozott kialakult résbe vandoroljanak. Masrészrél a [Ca®]; csokkenése
elényos lehet a keratinocitdk proliferadcioja szempontjabol, mivel ezt a folyamatot a sejtekbe
torténé megndvekedett Ca® -bearamlas gatolja (Téth et al. 2011).

A RyR gatloszerekkel torténd kezelése nem valtoztatta meg sem az oszcillaciot mutatd
sejtek szazalékos ardnyat, sem az oszcillaciok frekvenciajat. Masrészrol viszont az IP;R
gatlasa szignifikansan csokkentette mindkét vizsgélt paramétert. Hasonld eredményeket
kaptunk a SERCA gatldsa soran is. Ezen eredményeink azt sugalljak, hogy az IP;R altal

kozvetitett Ca**-felszabadulas fontos szerepet jatszik a HaCaT keratinocitak spontan kialakulo

crcr
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Osszefoglalas

Kisérleteinkben HaCaT keratinocitdk kalcium homeosztazisat vizsgaltuk fizikai
karositd tényezOk hatdsara. UV-B-besugarzds hatdsdra az ¢l0 sejtek szama csokkent,
zsugorodotta valtak, illetve elveszitették nyualvanyaikat. Az UV-B sugarzas hatasara csokkent
a P2X; és P2Y, receptorok szintje, ¢€s alapvetden karosodtak a P2X; receptorok. A P2Y,
receptorok szdmanak csokkenése Osszefiiggésben allhat a sejtek ¢letképességének
csokkenésével. E receptorok elvesztése egyiitt jarhat a sejtek proliferacid6 vagy
vezethet.

A purinerg receptor mintdzat megvaltozasaval egyiitt megvaltozott a keratinocitakban
az ATP adagolassal kivaltott kalcium tranziensek morfologidja is. UV-B sugarzasnak kitett
sejtekben a kalcium tranziensek amplitadodja és felszallo szardnak meredeksége is kisebb volt,
mint a kontroll sejtekben, ami Osszefiiggésben 4allhat a kezelt sejtek alacsonyabb
purinoreceptor expresszidjaval. A felszallo szar meredekségének csokkenése Osszefiigghet
azzal, hogy a nagyrészt ionotrop (P2X) valasz az UV-B sugarzast kapott sejtekben részben
metabotroppd (P2Y) valik. Besugarzott sejtekben a kalcium tranziensek utdn a nyugalmi
kalcium szintre vald visszatérés is tobb id6t vett igénybe, mint kontroll sejtekben. Ez
Osszefiigghet azzal, hogy az UV sugarzas hatasara egyéb fehérjék, mint pl. a kalcium pumpa,
is degradalodhatnak. A nyugalmi [Ca®]; az UV-B sugarzassal kezelt sejtekben alacsonyabb
volt, mint az UV-B-vel nem kezelt kontroll sejtekben. Az apoptézis kivaltasaért felelés P2X
receptor UV-B sugarzas hatasara degradalodott és az ATP-vel indukalt apoptosis mértéke
szignifikansan kisebbnek bizonyult az UV-B-vel kezelt sejtek esetén, Osszehasonlitva a
kontroll, besugarzast nem kapott sejtekkel.

HaCaT keratinocitakon spontan kalcium oszcillaciokat figyeltiink meg. E kalcium
tranziensek jellemzoit vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott, valamint mechanikai sértés
(karcolas) hatasara. Megvizsgaltuk tovabba két foszfataz inhibitor, a CLA (10 nM) és az OA
(50 nM) hatasat a sejtek nyugalmi [Ca*'Ji-jara és a spontin kalcium oszcillaciokra.
Kimutattuk, hogy Osszehasonlitva az érintetlen teriiletekrél szarmazé sejtekkel, a karcolt
teriiletekr6l szarmazo sejtekben a Ca*"-oszcillaciok frekvencidja szignifikansan csokkent,
illetve az oszcillaciot mutatd sejtek aranya is kisebb volt ezeken a teriileteken. Ezen
oszcillaciok jellegzetes paraméterei (amplitaidd, FTHM) azonban szignifikansan nagyobbnak

adodtak a karcolt teriileteken. E megfigyeléseink azt sejtetik, hogy Osszehasonlitva a nem
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karcolt tenyészetek sejtjeivel, a karcolas mellett elhelyezkedd sejtekben a Ca**-felszabadulési
folyamatok kevésbé gyakoriak, azonban ha kialakulnak, akkor hosszabb ideig tartanak, egy
nagyobb [Ca’ ]i-valtozast eredményezve. Karcolas utdn a karc mellett helyet foglalo sejtek
nyugalmi [Ca*"]ija szignifikinsan magasabb volt mind kontroll, mind foszfatazgatloval
torténd kezelés utan, Osszehasonlitva a karc nélkiili kultarak sejtjeivel. Egyik foszfataz
inhibitorral valo kezelés sem valtoztatta meg szignifikansan a keratinocitak nyugalmi [Ca®"];-
jat.

Megvizsgaltuk tovabba a foszfatdz inhibitorok hatdsat a HaCaT keratinocitak
oszcillacios aktivitas segitheti a keratinocitdkat abban, hogy a sebzés soran a sejtek kozott
kialakult résbe vandoroljanak. Kisérleteinkben, bar a nyugalmi [Ca®"]i-t egyik foszfataz
inhibitor sem véltoztatta meg szignifikdnsan, mindkét foszfatazgatldo szer csdkkentette a

crer

hatdsara nott az oszcillaciot mutatd sejtek aranya.

A dolgozatban bemutatott 0j tudomanyos megallapitasok:

40 mJ/cm® dozisban alkalmazott UV-B irradiacid hatasara HaCaT keratinocitakban
megvaltozik a purinerg receptorok expresszids mintdzata. A P2X; és a P2Y, purinerg
receptorok expresszidjanak csokkenése mRNS és fehérjeszinten is kimutathatod. Szintén
csokken a P2X; receptorok fehérje szintje, mig a P2X; receptoroké novekszik az UV-B
kezelést kapott sejtekben. A P2X; receptorok UV-B sugarzas hatdsara degradalodnak, ennek
megfelelden csokken a P2X7 receptorhoz kothetd, ATP-vel kivalthato apoptézik mértéke az
UV-B sugérzasnak kitett sejtekben. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy UV-B irradidcié utan a
purinerg szignalizacios rendszer megvaltozisa hatassal van a HaCaT keratinocitak Ca®'-
homeosztazisara.

HaCaT keratinocitakon spontan intracellularis Ca®'-tranzienseket figyeltiink meg.
Karcolas hatasara szignifikdnsan csokkent a Ca’"-oszcillaciot mutatd sejtek ardnya és az
oszcillacid frekvencidja is. Az IP;-receptor és a SERCA farmakologiai gatlasa szintén
csokkentette ezen paramétereket, mig a RyR gatlasanak nem volt ilyen hatdsa. A nyugalmi
[Ca™]; a karcolas mellett elhelyezkedd sejtekben nagyobbnak adodott, mint a sértetlen
teriiletekrdl szarmazoké. A foszfatazgatlo okadansav és kalikulin A alkalmazasaval a Ca®'-
oszcillaciot mutaté sejtek aranya szignifikinsan nétt, illetve megvaltoztak a spontan Ca®'-

tranziensek amplitudd és félértékszelesség értékei. A karcolas a foszfatazgatloval torténd
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kezelés esetén is csOkkentette az oszcillald sejtek aranyat és az oszcillacio frekvenciajat.
Foszfatazgatlok hatasdra csokkent a HaCaT keratinocitdk migracioja. Kisérleteinkkel
igazoltuk, hogy a Ca’’-homeosztazis szabalyozasanak fontos szerepe van a sebgyogyulas

folyamataban.
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Summary

In this thesis the effect of UV-B radiation on purinergic receptor expression of HaCaT
keratinocites was examined. We revealed that HaCaT keratinocites show spontaneous
repetitive calcium transients. The effects of two phosphatase inhibitors (CLA and OA) on
these spontaneous calcium oscillations, and the keratinocite migration were also examined.

Although there are a number of recognized risk factors resulting in cutaneous
malignancies, very little is known about the exact mechanism. In keratinocytes different
purinergic receptors have been implicated to play essential roles in deciding the fate of the
cells through regulating proliferation and differentiation. While P2Y receptors seem to control
the former, P2X receptors, among which the P2X; receptor is associated with the induction of
apoptosis, are likely to be responsible for the latter. 40 mJ/cm” UV-B irradiation decreased the
number of viable cells as assessed using MTT assay. This irradiation decreased the amount of
both P2X; and P2Y; receptors and essentially destroyed the P2X5 receptors in surviving cells.
Morphology of ATP-induced Ca”®" transients were altered in irradiated cells compared to
control. The amplitude and the rate of rise of the transients were decreased and the return to
resting [Ca”']; prolonged. This observation is consistent with the finding that in control cells
mostly ionotropic, while in irradiated cells mostly metabotropic receptors were underlying the
response to ATP. These alterations in the expression pattern of purinerg receptors and in the
Ca®" transients could explain the observed decreased tendency for ATP-induced apoptosis and
thus enable the malignant transformation of keratinocytes.

Changes in intracellular calcium concentration ([Ca®']) as well as in the
phosphorylation state of proteins have been implicated in keratinocyte wound healing
revealed in scratch assays. Scratching confluent HaCaT monolayers decreased the number of
cells displaying repetitive Ca*" oscillations as well as the frequency of their Ca**-transients in
cells close to the wounded area and initiated migration of the cells into the wound bed. In
contrast, calyculin-A (CLA) and okadaic acid (OA), known cell permeable inhibitors of
protein phosphatase-1 and 2A, increased the level of resting [Ca®]; and suppressed cell
migration and wound healing of HaCaT cells. Furthermore, neither CLA nor OA influenced
how scratching affected Ca®" oscillations. It is assumed that changes in and alterations of the
phosphorylation level of Ca*"-transport and contractile proteins upon phosphatase inhibition

mediates cell migration and wound healing.
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Although there are a number of recognized risk factors resulting in cutaneous malignancies, very little is
known about the exact mechanism. In keratinocytes different purinergic receptors have been implicated
to play essential roles in deciding the fate of the cells through regulating proliferation and differentiation.
While P2Y receptors seem to control the former, P2X receptors, among which the P2X; receptor is asso-
ciated with the induction of apoptosis, are likely to be responsible for the latter. Forty mJ/cm? UV-B irra-
diation decreased the number of viable cells as assessed using MTT assay. This irradiation decreased the
amount of both P2X; and P2Y; receptors and essentially destroyed the P2X; receptors in surviving cells.
Morphology of ATP-induced Ca®* transients were altered in irradiated cells compared to control. The
amplitude and the rate of rise of the transients were decreased and the return to resting [Ca*]; prolonged.
This observation is consistent with the finding that in control cells mostly ionotropic, while in irradiated
cells mostly metabotropic receptors were underlying the response to ATP. These alterations in the
expression pattern of purinergic receptors and in the Ca?* transients could explain the observed
decreased tendency for ATP-induced apoptosis and possibly contribute to the malignant transformation

of keratinocytes.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The increasing incidence of skin cancer indicates the impor-
tance of understanding the pathogenesis of these diseases. Epide-
miological studies have revealed a strong association between
skin cancer formation and exposure to sunlight [1]. While the sun-
light has a wide spectrum of electromagnetic radiation, from the
three components of UV light (UV-A, UV-B, and UV-C) UV-A is bio-
logically less effective, UV-C - although highly effective - is ab-
sorbed by the atmosphere, therefore, UV-B has the most severe
biological effects [2]. UV light has been implicated in the genesis
of several forms of cutaneous malignancies including melanoma,
basal cell carcinoma, and squamous cell carcinoma [3]. UV irradia-
tion is assumed to lead to mutations in the DNA [4]. Excessive DNA
damage or defective DNA repair mechanisms can lead to cell death
or, even worse, to malignant transformation of the cells. Under
normal conditions, however, cells with damaged DNA should be
recognized and eliminated.

Indeed, various repair and safety mechanisms exist to maintain
the integrity of the skin epidermis. For example, if UV-light-
induced DNA damage is unrepairable, cells containing modified

* Corresponding author. Tel.: +36 52 255 575; fax: +36 52 255 116.
E-mail address: csl@phys.dote.hu (L. Csernoch).
! Present address: National Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland, USA.

1011-1344/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jphotobiol.2011.07.009

DNA can be eliminated by apoptosis [5]. An important event in
the process of UV-B-induced apoptosis is the increase of the intra-
cellular calcium concentration ([Ca®*];; see e.g. [6]) as the cytosolic
Ca?* signal seems to be involved in regulating UV-induced apopto-
sis in HelLa cells [7].

There are a number of possible ways for a cell to increase [Ca®*];,
including voltage- and ligand-gated calcium channels in the sur-
face and endoplasmic reticulum (ER) membranes. In keratinocytes
different purinergic receptors have been implicated to play essen-
tial roles in deciding the fate of the cells through regulating prolif-
eration and differentiation. While P2Y receptors seem to control
the proliferation of these cells, P2X receptors are likely to be
responsible for their differentiation [8]. Among the latter P2X;
receptor is an apoptosis-inducing receptor [9], composed of three
identical subunits [10]. In keratinocytes, the P2Y, receptor takes
part in the regulation of migration as a negative regulator [11].

In these experiments the connection between UV-B irradiation
and the pattern of the expression of purinergic receptors is
described. We demonstrate a clear reduction in P2X; receptor
expression following UV-B irradiation. In line with the altered
expression pattern, differences in resting [Ca%*]; and in the way
how cells respond to extracellular ATP was also recognized. These
modifications in purinergic signaling could contribute to an altered
apoptotic tendency and thus in part explain the increased proba-
bility of survival of malignantly transformed cells.
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2. Materials and methods
2.1. Culturing HaCaT keratinocytes

HacCaT keratinocytes [12] were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Sigma, Budapest, Hungary) supplemented
with 10% fetal calf serum (Sigma), 2 mmol/L L-glutamine, and anti-
biotics (50 NE/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin and 1.25 pg/
mL fungizone) at 37 °C temperature in a 5% CO, atmosphere as de-
scribed in our previous reports [13,14].

2.2. Irradiating the cells

Keratinocytes were cultured in 10 cm diameter Petri dishes.
After media removal and wash with phosphate based saline
(PBS; Sigma) 0.5 mL of PBS was put on the cells to prevent the
exsiccation of the monolayer culture. For irradiation, a broadband
UV-B irradiation was applied using a Philips TL-12 (57.5% of UV
output in UV-B, 280-315 nm) in 40 mJ/cm? dose as described in
our previous reports [15]. Proper UV-B dosage was determined
by a UVX Digital Radiometer (UVP Inc., San Gabriel, CA, USA); reg-
ularly. Mock treated samples were handled the same way as irra-
diated ones. Untreated controls cells were taken up at the time
of the experiment, while UV-B irradiated and mock treated cells
were supplied with 37 °C culture media and were used for experi-
ments at 8, 12, 16, 24, 30, 36 and 48 h as indicated.

2.3. Determination of viable cell numbers

The number of viable cells was determined by measuring the
conversion of the tetrazolium salt MTT to formazan (Sigma). Cells
were plated in 96-well multititer plates (5000 cells/well density)
and were treated with UV-B and, at appropriate times, the cells
were incubated with 0.5 mg/mL MTT for 2 h, and the concentration
of formazan crystals (as the indicator of number of viable cells)
was determined using a colorimetric assay according to the manu-
facturer’s protocol. Data were expressed as mean + SEM.

2.4. Determination of apoptosis

To detect the rate of apoptosis, the Dead Cell Apoptosis Kit with
Annexin V FITC and PI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used.
Cells were plated in 96 multititer plates with black walls and clear
bottoms (5000 cells/well density) after the UV-B irradiation. To de-
tect the total cell number CyQUANT® Cell Proliferation Assays
(Invitrogen) was used, according to the manufacturer’s protocol.
To evoke apoptosis 180 uM ATP was administered to the cells.
Solution was changed three times after every 12 h. The apoptotic
cell number was normalized to the total cell number.

2.5. RT-PCR analysis

For RT-PCR analysis, cells were washed three times with CMF-
PBS (calcium magnesium free PBS), scraped, snap-frozen in liquid
nitrogen and stored at —70 °C. Total RNA was isolated from cells
using Quiagen RNeasy® Micro Kit according to the instructions of
the manufacturer (Quiagen, Budapest, Hungary). The assay mixture
(20 uL) for reverse transcriptase reaction (Omniscript, Quiagen)
contained 500 ng RNA, 0.25 pL RNase inhibitor, 0.25 pL oligo(dT),
1 uLdNTP (200 uM), 1 pL M-MLV RT in 1x RT buffer. Amplifications
of specific cDNA sequences were performed with specific primers
(Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA) that were de-
signed based on published purinoreceptor nucleotide sequences
(for sequences of primer pairs, see Supplementary data). PCR reac-
tions were allowed to proceed in a final volume of 50 pL (containing

1 pL forward and reverse primers, 1 uL dNTP [200 pM], and 5 units
Promega GoTaq® DNA polymerase in 1x reaction buffer) in a pro-
grammable thermocycler (Eppendorf Mastercycle, Netheler, Hinz
GmbH, Hamburg, Germany) with the following settings: 2 min at
95 °C for initial denaturation followed by repeated cycles of dena-
turation at 94 °C for 1 min, primer annealing for 60 s at an optimized
temperature, and extension at 72 °C for 1 min 30 s. After the final cy-
cle, further extension was allowed to proceed for another 10 min at
72 °C. PCR products were analyzed using a 1.5% agarose gel. The gel
was stained with 0.01% ethidium bromide solution for 30 min, and
observed in UV light. Image ] program (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA) was used for densitometry analysis. To-
gether with the purinoreceptors GAPDH (glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase) mRNA expression was also determined and
used as internal control.

2.6. Western blot analysis

To determine the expression of different purinoreceptors in cul-
tured cells, the Western blot technique was applied [16]. Cells in
cultures were washed with ice-cold PBS, harvested in homogeniza-
tion buffer (in mmol/L, 20 TRIS-Cl, 5 EGTA, 1 4-(2-aminoethyl)
benzenesulphonyl fluoride, 0.02 leupeptin, pH 7.4; all from Sigma)
and disrupted by sonication on ice. Protein content of samples was
measured by a modified bicinchoninic acid (BCA) protein assay
(Pierce, Rockford, IL, USA). Total cell lysates were mixed with so-
dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) sample buffer and boiled for 10 min at 100 °C. The samples
were subjected to SDS-PAGE (8% gels were loaded with 40-50 pg
protein per lane) and transferred to nitrocellulose membranes
(BioRad, Wien, Austria). Membranes were then blocked with 5%
dry milk in PBS and probed with the appropriate, primary antibod-
ies overnight (see Supplementary data). Peroxidase-conjugated
goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG; BioRad) were used as
secondary antibodies, and the immunoreactive bands were visual-
ized by an enhanced chemiluminescence (ECL) western blotting
detection kit (Amersham, Little Chalfont, England). Image ] pro-
gram was used for densitometry analysis.

2.7. Measuring the changes in intracellular calcium concentration

Changes in [Ca®"]; were monitored using Fura-2, as described in
our earlier reports [17,18]. In brief, isolated cells were placed on a
coverslip and loaded with 5 uM Fura-2 AM (acetoxy methyl ester)
for 60 min. Cells were then equilibrated in Tyrode’s solution (in
mmol/L, 137 Nacl, 5.4 KCl, 0.5 MgCl,, 1.8 CaCl,, 11.8 Hepes—NaOH,
1 g/L glucose, pH 7.4, all from Sigma) for a half an hour at room
temperature. Coverslips with Fura-2-loaded cells were placed on
the stage of an inverted fluorescence microscope (Diaphot; Nikon,
Tokyo, Japan). The excitation wavelength was altered between 340
and 380nm by a microcomputer-controlled dual-wavelength
monochromator (Deltascan; Photon Technology International,
New Brunswick, NJ), whereas the emission was monitored at
510 nm using a photomultiplier at 10 Hz acquisition rate of the
ratios. [Ca®*]; was calculated from the ratio of measured fluores-
cence intensities (Fs40/F3g0) as described [19]. Cells were continu-
ously washed by Tyrode’s solution using a background perfusion
system, whereas the investigated agents were applied through a
local perfusion system, which is positioned in close proximity to
the measured cell.

3. Results

In our case a 1 min long, 40 mJ/cm? UV-B irradiation decreased
the number of viable cells as assessed using the MTT assay. Fig. 1A
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Fig. 1. Examination of cell viability. Effect of UV-B irradiation (1 min, 40 mJ/cm?) on
viable cell number and cell morphology. (A) HaCaT cell viability was measured at
the times indicated using the MTT assay and expressed as normalized to the non-
irradiated (mock) control. Here and in all subsequent figures asterisks indicate
significant (*p <0.05; **p<0.01) differences as compared to control. (B) Phase
contrast images of non-irradiated (upper panel) and irradiated cells 24 h after
irradiation. Note the changes in the cell number and especially in morphology.
Inserts show enlarged images of selected cells to further the comparison. Scale bars
represent 50 um.

shows that, as measured at several points from 8 h up to 2 days
after irradiation, the number of viable cell — expressed as the per-
cent of control - decreased substantially. Albeit not yet significant
the decrease was already present 8 h after the irradiation. It be-
came significant after 16 h and reached more than 50% after
24 h. Not only did the number of cells decrease but their morphol-
ogy was also altered as shown on the phase contrast images of the
cells (Fig. 1B). Comparing with the non-irradiated cells, the irradi-
ated cells shrank and lost their extensions.

Cells, nevertheless, responded to challenges of extracellular ATP
by elevating their intracellular Ca%* level (Fig. 2). We measured the
effect of 180 uM ATP on [Ca®']; 1day after the irradiation by
administering it to the close proximity of cells. Fig. 2A and B dem-
onstrates that the administration of ATP induced a transient in-
crease in [Ca®*]; in both control and in irradiated cells bathed in
Ca?*-containing solution. Fig. 2A and B also demonstrates that in
the non-irradiated cells the amplitude of the response to the ATP
challenge (the change in [Ca®*];) was higher than in irradiated cells.
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Fig. 2. ATP-induced Ca®" transients. ATP-induced changes in [Ca®']; in control
(untreated) (A) and in irradiated cells (B) bathed in Ca®*-containing extracellular
solution. Note, that in the non-irradiated cells the amplitude of the ATP-induced
Ca?" transient (the change in [Ca?*];) was higher than in irradiated cells. In addition,
in case of the irradiated cells [Ca®']; returned to its resting level slower than in
control cells. (C) Pooled data of the characteristic parameters of ATP-induced Ca**
transients for control and irradiated cells.

In addition, in case of the irradiated cells, after the response to ATP,
[Ca?']; returned to its resting level slower than in control cells.
Fig. 2C presents pooled data for control and irradiated cells. Apart
from the above mentioned changes, Fig. 2C also demonstrates that
the resting calcium level and the maximal rate of rise of the cal-
cium transients were higher in control cells. All these differences
were found to be significant. These observations clearly indicate
that the purinergic signaling must have been altered in irradiated
cells. To explain these alterations the changes in receptor expres-
sion was assessed in both RT-PCR and Western blot experiments.

Previous results from our lab identified the P2X;, P2X3, P2X; and
P2Y, purinergic receptors as the most important on normal HaCaT
cells [14], thus in the followings the changes in the expression pat-
terns of these receptors, especially in that of the proapoptotic P2X;
receptor, were put in focus. Figs. 3 and 4 demonstrate that after
seeding the expression of these receptors followed a characteristic
pattern. With Western blot, again, the control and irradiated cells
were compared. Both ionotropic and metabotropic purinoreceptors
were examined after 8, 12, 24, 36 h of UV-B irradiation (Fig. 3). First
the changes in the expression level of the ionotropic purinorecep-
tors were checked. Fig. 3 demonstrates that except for 8 h after irra-
diation, where the protein levels seemed to be the same, in every
other case the P2X; protein level was less in the irradiated cells
as compared to control (mock-treated) cells at the same time. In
the case of P2X3 receptor, after the irradiation, an extra band
appeared below the P2X3; protein band. This might indicate that
UV-B irradiation damaged some of these receptors. Examining the
P2X; protein levels we could detect the characteristic (80 kDa) band
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irradiated samples, whereas in control cells we could see the 80 kDa band which is
characteristic for the P2X; receptor.

for the intact receptor only in the non-irradiated cells. In the irradi-
ated cells we could only detect an approximately 20 kDa band,
which could represent the monomeric form of this receptor [10].
Densitometric analysis was carried out on the above mentioned
Western blots (Fig. 4). The protein levels of P2X; receptor were
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significantly decreased in the irradiated cells 12 and 36 h after
the irradiation (Fig. 4A). The level of the P2X; receptor was signif-
icantly higher than in the control cells 8, 12 and 24 h after irradia-
tion (Fig. 4B). In case of P2X; receptor, the densitometric analysis
was separately made from both 80 kDa and 20 kDa bands. In case
of the irradiated cells the 80 kDa band of P2X; receptor could not
be found at all (Fig. 4Ca). 12, 24 and 36 h after the irradiation the
20 kDa bands of P2X; receptor were significantly higher in irradi-
ated cells compared to control cells (Fig. 4Cb). In case of the P2Y,
receptor 8 h after the irradiation the UV-B exposed cells had signif-
icantly more P2Y, protein than did the control cells. 24 and 36 h
after the irradiation, the P2Y, protein level was significantly less
in the irradiated as compared to control cells (Fig. 4D).

The mRNA levels of the receptors were checked with RT-PCR
(Fig. 5). Except from 24 h after irradiation, where the mRNA levels
seemed to be the same in both control and irradiated cells, we de-
tected less P2X; receptor mRNA after irradiation. RT-PCR also indi-
cated that after irradiation the P2Y, mRNA levels decreased, and
after 36 h from the irradiation, the mRNA of this receptor disap-
peared from the UV-B treated cells (Fig. 5A). Densitometric analy-
sis for these receptors were made by normalizing the bands to that
of GAPDH. Fig. 5B demonstrates that the mRNA level of the P2X;
receptor was significantly higher in the control as compared to
the irradiated cells 8, 12 and 36 h after the irradiation. The P2Y,
mRNA level was significantly lower in the irradiated cells as com-
pared to control after 12, 24 and 36 h of the irradiation (Fig. 5C).

As a next step the rate of apoptosis was measured in control and
UV-B irradiated cells using established fluorescence methods.
Although equal number of cells were plated, the number of cells
at the time of the measurement were different as expected from
the results presented in Fig. 1. To correct for this difference the rate
of apoptosis was first normalized to cell count. The rate of apopto-
sis in irradiated cells - in the absence and presence of ATP - was
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Fig. 4. Densitometric analysis of Western blots. Densitometric analysis of Western blots presented in Fig. 3 (panel A - P2X;; panel B - P2X3; panel C - P2X7; panel D - P2Y>).
Black columns represent the non-irradiated cells (mock-treated), while gray columns show the UV-B irradiated samples. Note that the 80 and 20 kDa bands for the P2X;
receptor are presented as separate graphs (panel Ca for 80 kDa protein and panel Cb for 20 kDa fragment, respectively).
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values were normalized to the GAPDH data. Panels B and C present pooled data for the mRNA of P2X; and P2Y, receptors, respectively, obtained from the densitometric

analysis of experiments similar to that in Fig. 4.

then expressed as percentage of the values obtained for non-irradi-
ated cells (Fig. 6). Although already the basal rate of apoptosis (in
the absence of ATP) was slightly smaller in UV-B irradiated than in
control cells (78 £ 19%, n = 8), this difference did not prove to be
statistically significant (p > 0.2). On the other hand, if apoptosis
was induced by the addition of ATP into the bathing medium (for
both non-irradiated and irradiated cells) the rate of apoptosis
was significantly smaller in UV-B irradiated cells as compared to
non-irradiated (mock-treated) cells (61 +22%, n=8; p<0.02), in
line with the absence of functional P2X; receptors on these cells.

4. Discussion

In our experiments, we examined how keratinocytes respond to
UV-B irradiation in respect to their purinergic calcium signaling.

100
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Apoptosis of irradiated cells
(% of control)

ATP - +

Fig. 6. Apoptosis assay. Rate of apoptosis was measured in control (mock-treated)
and UV-B irradiated cells and normalized to total cell count. Values from irradiated
samples were expressed as percentage of those obtained under control conditions.

One minute long, 40 mj/cm? UVB irradiation - corresponding to
approximately 2-4 minimal erythemal dose in an intact skin
[20,21] - was used to check the accompanying changes in the
expression levels of purinoreceptors, and the changes in the re-
sponse of the cells to the extracellular application of ATP. A
1 min long 40 mJ/cm? UVB exposure was selected because longer
irradiation times resulted in the death of essentially every cell.
Similar irradiation time and light intensity was used in our previ-
ous measurements concerning gene expression [15], therefore
these data are directly comparable to those results. Importantly
though, even this low energy exposure to UV-B light decreased
the viable cell number significantly as compared to control cells.
In the events of programmed cell death one of the first steps is
the increase in the intracellular calcium concentration of the cell.
Several studies have linked the activation of purinoreceptors espe-
cially that of the P2X; receptor [9,22] to the initiation of apoptotic
cell death. In vivo these purinoreceptors may be activated by ATP
coming from other dead cells, or physiologically released from
nerves [23], uroepithelial [24] and endothelial [25] cells. In the hu-
man squamosus cell carcinoma line A431 micromolar concentra-
tions of ATP were mitogenic [26] and increased intracellular
calcium levels [27]. ATP has also been shown to activate cell prolif-
eration in MCF-7 breast cancer cells [28] and in human ovarian tu-
mor cells [29]. Importantly tough high concentrations of ATP and
BzATP (specific agonist of the P2X; receptor) caused a significant
decrease in A431 cell number [30]. In our experiments, after irradi-
ation, the P2X; receptors were diminished in the cells, and we de-
tected less P2X; receptor mRNA. This might indicate that cells
which were damaged to some extent but survived the irradiation
were not as capable of initiating apoptotic cell death. This in turn
could give rise to a population of cells with damaged DNA but
low apoptotic capabilities thus enabling malignantly transformed
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cells to persist. It should be noted, however, that while DNA dam-
age in the skin is commonly described in association with UV-B
irradiation [31] the direct degradation of proteins following expo-
sure to UV-B light is far less frequently observed [32].

Other P2X and P2Y receptors also have important functions in
regulating the proliferation and differentiation of cells. The metabo-
tropic P2Y; and P2Y, receptors were shown to control the prolifera-
tion of keratinocytes [8]. When a skin cancer evolves from healthy
keratinocytes, the pattern of these purinoreceptors may change.
We found that a 1 min long 40 mJ/cm? UV-B irradiation decreased
the amount of both P2X; and P2Y, receptors, while essentially
destroyed the P2X; receptors. In particular, P2Y, receptors have
been associated with promoting proliferation in both normal human
keratinocytes and in HaCaT cells [33]. In our experiments, we dem-
onstrated that the viable cell number was decreased after the 1 min
long 40 mJ/cm? UV-B irradiation, in which the decreased amount of
P2Y, receptors might also have played a role. Indeed, the experi-
ments revealed that the mRNA of the P2Y, receptor was less in the
UV-B treated than in control cells, and 36 and 48 h after the irradia-
tion the mRNA of this receptor disappeared from the irradiated cells.
Although 8 h after the irradiation the protein level of the P2Y, recep-
tor was higher in the UV-B treated than in the control cells, the
amount of this receptor was decreased in the UV-B treated cells at
every other point in time. By loosing much of these receptors, cells
could lose the control over the proliferation, differentiation or both,
and thus be shifted towards a malignant transformation.

In line with the altered expression of purinoreceptors, differ-
ences in the calcium transients obtained in response to challenges
with ATP were also observed. The amplitude and the rate of rise of
these calcium transients were lower in the irradiated cells, which
may reflect the lower amount of purinergic receptors on these
cells. The latter might also be caused by the shift from mostly iono-
tropic (P2X) to partly metabotropic (P2Y) response in the irradi-
ated cells. For [Ca®']; to return to its resting level took longer
times in the irradiated cells. This could indicate that other proteins,
for example the calcium pump was also damaged by UV-B irradia-
tion. This notion should, however, be taken with caution since rest-
ing [Ca®"]; was lower in irradiated than in control cells.
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Abstract

Changes in intracellular calcium concentration ([Ca®'];) as well as in the phosphorylation state of proteins have been
implicated in keratinocyte wound healing; revealed in scratch assays. Scratching confluent HaCaT monolayers decreased the
number of cells displaying repetitive Ca** oscillations as well as the frequency of their Ca**-transients in cells close to the
wounded area and initiated migration of the cells into the wound bed. In contrast, calyculin-A (CLA) and okadaic acid (OA),
known cell permeable inhibitors of protein phosphatase-1 and 2A, increased the level of resting [Ca*']; and suppressed cell
migration and wound healing of HaCaT cells. Furthermore, neither CLA nor OA influenced how scratching affected Ca**
oscillations. It is assumed that changes in and alterations of the phosphorylation level of Ca®*-transport and contractile
proteins upon phosphatase inhibition mediates cell migration and wound healing.
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Introduction

In mammalian cells changes in intracellular calcium concen-
tration ([Ca2+]i) control a wide variety of functions, including
proliferation, secretion, motility and contractility [1]. Rapid Ca®*
transients are required for fast cellular processes, like synaptic
transmission and muscle contraction, while slower Ca®* responses
—as repetitive Ca* transients and waves — are responsible for gene
transcription and cell proliferation. Calcium ions underlying Ca®*
oscillations are released from the endoplasmic reticulum (ER) via
mositol 1,4,5-trisphosphate receptors (IP;R) and ryanodine
receptors (RyR), and often spread through the cytoplasm as a
regenerative Ca®* wave [2]. This phenomenon is well-known in
excitable cells, but some non-excitable cells, such as endothelial
cells [3], osteoblasts [4], and chondrocytes [5] were also shown to
display calcium oscillations.

Activity of the Ca®" release channels responsible for Ca**
oscillations can be increased or decreased depending on their
phosphorylation state. The serine/threonine protein phosphatases
1 and 2A (PPl and PP2A) have been found to co-purify with
protein kinase A (PKA) and IP3R, which is reminiscent of their
interaction with RyR2 in heart muscle. The presence of PP1 and
PP2A ensures a tight regulation of the phosphorylation status of
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the receptor and, therefore, its activity [2]. The ability of PPI to
dephosphorylate RyR was demonstrated in both skeletal and
cardiac muscle [6], which could indicate that a similar complex
exists not only in heart muscle, but in other cell types as well, with
the involvement of RyR1 and/or IPsR.

Several inhibitors were used to study the role of protein
phosphatases. Calyculin A (CLA) inhibits the activity of both PP1
and PP2A with similar effectiveness in in vitro assays, while okadaic
acid (OA) reduces PP2A activity with higher efficiency than that of
PP1. Neither calyculin A nor okadaic acid inhibit acid or alkaline
phosphatases or phosphotyrosine protein phosphatases [7,8].

Albeit protein kinase and phosphatase enzymes together with
the changes in [Ca"]; have been implicated to possess a significant
role in the regulation of cell migration their interaction has not
been studied in wound healing. During wound healing, keratino-
cytes Initiate migration from the wound edge by extending
lamellipodia into a fibronectin-rich provisional matrix, which was
enhanced by protein-serine/threonine kinase inhibitors [9]. In
contrast, okadaic acid which can increase the phosphorylation
level of myosin II, together with an increased stress fiber formation
was shown to decrease hepatic cell migration [10]. On human
primary keratinocytes, when epidermal growth factor receptors
were activated and the phosphorylation of extracellular signal-
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related kinase (ERK) was increased cell migration and wound
healing was enhanced. Similarly, during B2 adrenergic receptor
stimulation, when PP2A was activated and ERK was dephos-
phorylated, the extent of cell migration was decreased. On the
other hand, inhibition of PP2A by 10 nM okadaic acid resulted in
an increased extent of migration [11].

In fish keratinocytes migration can be stopped with a burst
increase of [Ca®']; [12] and it was suggested that the endogenous
Ca**-transients occurring during Ca-oscillations may exert a
resensitization-desensitization control during substrate guided
movements of keratinocytes. Similar results were obtained with
human primary keratinocytes where the Ca®" uptake via nicotinic
acetilcholine (Ach) receptors caused the decrease of the migratory
distance of the cells [13]. Phosphatase inhibitors as OA and CLA
were shown to potentiate the thapsigargin-induced elevation in
[Ca?']; in human neutrophils [14], although it was not evident
whether these effects were due to their phosphatase inhibitory
action. Arachidonic acid (AA) -induced Ca** release and entry was
enhanced by both CLA and tautomycin (I'M) in parotid acini,
while OA had no influence on the release but inhibited entry [15].
Similarly, CLA augmented twitch Ca®*-transients and cell
shortenings in both control and isoproterenol-treated cardiac
myocytes [16]. The above findings imply that the changes in
[Ca®"]; and phosphorylation of key proteins (by activating kinases
or inhibiting phosphatases) may be interrelated and their
combined effect might mediate cell migration.

In our experiments migration and proliferation of HaCaT
keratinocytes in the presence and absence of phosphatase
inhibitors (CLA and OA) were tested following a scratch of
confluent cells. Spontancous Ca”" oscillations were observed and
analyzed in unscratched cells and cells next to the scratch. In the
latter increased resting [Ca']; and decreased oscillations could be
observed. Phosphatase inhibitors increased both the extent of
spontancous Cla®" oscillations and the resting [Ca®"];, while they
decreased migration of the cells. These results suggest that protein
phosphatases and oscillatory changes in [Ca*']; have distinct roles
in keratinocyte migration.

Materials and Methods

1. Culturing HaCaT keratinocytes

HaCa'l' keratinocytes [17] were cultured in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM, Sigma, Budapest, Hungary)
supplemented with 2 mmol/L L-glutamine, 10% fetal calf serum
(Sigma) and antibiotics (50 NE/ml penicillin, 50 ug/ml strepto-
mycin and 1.25 ug/ml fungizone) at 37°C temperature in a 5%
CO, atmosphere as described in our previous reports [18].

2. Measuring the intracellular calcium concentration
Resting [Ca”"]; was monitored using Fura-2, as described in our
carlier reports [19]. In brief, cells were placed on a glass coverslip
and loaded with 10 uM Fura-2 AM (acetoxymethyl ester) for
60 minutes. Cells were then equilibrated in Tyrode’s solution (in
mmol/L, 137 NaCl, 5.4 KCI, 0.5 MgCl,, 1.8 CaCl,, 11.8 Hepes-
NaOH, 1 g/L glucose, pH 7.4, all from Sigma) for 30 min at
room temperature. Cells were incubated with CLA (10 nM) for
1 hour, or with OA (50 nM) for 2 hours before the measurements,
and during the experiments cells were bathed continuously in
these phosphatase inhibitors. The scratch was made with a sterile
10 pl pipette tip in the confluent culture. Coverslips with Fura-2-
loaded cells were placed on the stage of an inverted fluorescent
microscope (Diaphot; Nikon, Tokyo, Japan). The excitation
wavelength was changed between 340 and 380 nm by a
microcomputer-controlled dual-wavelength monochromator (Del-
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tascan; Photon Technology International, New Brunswick, NJ),
whereas the emission was monitored at 510 nm using a
photomultiplier at 10 Hz acquisition rate of the ratios. [Ca®'];
was calculated from the ratio of fluorescence intensities (R =F340/
F380) using an in vivo calibration (R,;, =0.2045, R,,..=8.315,
K B=1183) as described [20]. All measurements were performed
at room temperature.

3. Confocal measurements

Calcium transients were monitored with LSM 5 Live confocal
laser scanning microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). The
protocol described earlier [21] was followed. In brief, cells were
incubated with 10 pM Fluo-4-AM for 30 min at 37°C. Calcium
imaging was performed in normal Tyrode’s solution, and Tyrode’s
solution supplemented with the phosphatase inhibitors CLA
(10 nM) or OA (50 nM).

Two dimensional (x—y) images were used to monitor the
fluorescence intensity of the cultures. Series of x-y images were
recorded using a 40X oil immersion objective with 2 frames/
second scan speed. The resolution was 512 x512 pixels. Fluo-4 was
excited with an argon ion laser. All measurements were performed
at room temperature.

4. Data analysis and statistics

Series of x-y images were analyzed using Image] and a custom-
developed computer program. All cells were manually marked as
region of interest (ROI) in case of each image series in Image].
Time-series data containing the mean fluorescence values for each
ROI on each frame were exported for further analysis by the
custom-developed program.

As the first step of the analysis normalized fluorescence values
(F,=F/F,) were calculated. For each ROI F, values were
determined as the mean of fluorescence values not corresponding
to an event (not exceeding the mean fluorescence for the given
ROI across the frames by more than 40% of the standard
deviation of the same values). The normalized time-series data
were analyzed independently for each ROL

One-dimensional stationary wavelet transform was applied as
described by Szabo et al. [22]. In brief, this transformation
separates the original signal into higher and lower frequency
components in an optimal way. These components are called
wavelet levels: W; denotes the i-th level; lower indexed levels
correspond to higher frequency components. The first wavelet
level, containing almost exclusively high-frequency noise, was
removed from the signal. The low-pass filtered signal after the 8
of the wavelet transform was used as a background signal and all
normalized values were divided by this background signal before
further analysis in order to remove slow changes of fluorescence
level in the ROI not caused by the studied spontaneous transients.

The 4™ and 5" wavelet levels were used to detect events. An
event was identified in a ROI on the given frame if at least one of
the corresponding W, and W; values was higher than a preset
threshold (0.01). Contagious regions of such points were extended
to the nearest local minima on F, and these regions were
considered events for further analysis.

5. Time-lapse photography

An inverse microscope was equipped with a high sensitivity
video camera, and was connected to a custom-built image
acquisition computer system as described earlier [23]. Custom-
designed illumination was developed to minimize heat- and foto-
toxicity. Operation of the spectrally warm-white light emitting
diodes was synchronized with image acquisition periods. Cell
cultures on glass coverslips, in Petri dishes were placed on the
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microscope. Photographs were taken in every minute. The time of
the exposure was indicated in each frame. Snapshots were
converted into video films by speeding up the projection to 30
exposures/s. Individual photographs were selected as they are
shown in the figures. The measurements were performed at 37°C
in a 5% CO, atmosphere.

6. Cell migration assay

Cell migration was measured by using fibronectin-coated (FN)
Quantitative Cell Migration Assay following the procedure
provided by the manufacturer (Merck Millipore, Budapest,
Hungary). Briefly, HaCaT cells were starved 18 hours prior
passage in serum free DMEM medium. 2.5x10° cells were plated
on BSA (as control) and FN-coated membrane in Boyden
Chamber. DMEM culture medium completed with 20% FBS
was applied in the lower chamber. Cells were incubated in the
absence or in the presence of 50 nM OA and 10 nM CLA for
18 hours. Migration of the cells to the other side of the membrane
was assessed by measuring the optical density of dye infiltered cells
at 540 nm in a plate reader.

7. Statistical methods

Averages are presented as mean % standard error of the mean.
Statistical analysis was performed using SigmaStat (Aspire
Software International, Ashburn, VA, USA). Most of the observed
data failed to show normal distribution (p<<0.05), therefore
nonparametric tests were used to assess the significance of
differences. Significance of differences between non-scratched
and scratched groups was assessed by the Mann-Whitney U test.
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks was
carried out to determine whether there were significant differences
between more than two groups and subsequently an appropriate
post-hoc test was used for pairwise comparisons. Ratios resulting
from repeated measurements on the same coverslips showed
normal distribution and were therefore analyzed using the
parametric One Way Analysis of Variance. Differences were
regarded significant at p<<0.05.

Results

In our experiments spontaneous calcium transients of HaCaT
keratinocytes were observed. The changes in calcium oscillations
upon physical damage to neighbouring cells (i. e. scratch) followed
by wound healing were investigated. The effects of two different
phosphatase inhibitors (CLA and OA) were also studied on the
wound healing and calcium homeostasis of the cultures.

1. Characterization of spontaneous calcium oscillations of
HaCaT keratinocytes

Series of x-y images were recorded both on Fluo-4 loaded
control and drug treated cultures, then these cultures were
scratched with a pipette tip and cells next to the wound were
examined in the same way. 500 images with 500 ms intervals
were taken from 3-6 different visual fields of each culture before
and after scratching. ROIs were selected on every individual
cell, and the number of oscillating cells and characteristics of the
oscillations were determined with a custom-developed computer
program.

Confluent HaCaT keratinocyte cultures displayed slow and
repetitive spontaneous [Ca®']; transients as observed by
confocal laser scanning microscopy. Iigure 1 displays images
of an unscratched (Fig. 1A) and scratched (Fig. 1B) area from
the HaCa'l' keratinocyte monolayer with arrows pointing to
cells presenting elevations in [Ca®']; (calcium oscillations) at
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different timepoints. Note that not only cells marked by arrows
but others as well presented clear changes in fluorescence
intensity.

Figure 1C, D present the time course of fluorescence change in
representative cells from non-scratched (Fig. 1C) and scratched
(Fig. 1D) cultures. Note the slow waves representing oscillatory
changes in [Ca®*];. Similar observations were made in case of the
application of CLA and OA. For comparison, Figure 1E shows the
time course of fluorescence intensity of a non-oscillating cell. In all
cases fluorescence was expressed as normalised to resting
fluorescence (Fp).

To assess the underlying mechanisms responsible for the Ca®"
oscillations we tested a number of chemical agents known to either
block the IP3R (large concentration of tetracaine, low concentra-
tion of Xestospongin C) or RyR (low concentration of tetracaine)
and the Ca**ATPase of the endoplasmic reticulum (thapsigargin).
Figure 1F and G show, respectively, the percentage of oscillating
cells and the frequency of oscillations under control conditions and
in the presence of 200 pM or 1 mM tetracaine, 10 uM
Xestospongin C, and 4 or 10 uM thapsigargin.

Tetracaine in the concentration assumed to affect only RyR
neither influenced the percentage of oscillating cells nor the
frequency of oscillations. On the other hand, both Xestospongin
C, and tetracaine in 1 mM, where it is known to inhibit the IPsR
as well, significantly reduced both parameters. Similar observation
was made with 10 uM thapsigargin. These results indicate that
IP;R mediated Ca®' release plays an important role in the
generation of spontaneous oscillations of HaCaT keratinocytes.

1.1. The rate of oscillation of scratched cultures. In
control cultures the percentage of oscillating cells (Fig. 2A)
decreased significantly (p<<0.05) in scratched cultures near the
scratch as compared to before scratching (50.7%£4.5%, n=42, in
unscratched cultures and 23.5%5.4%, n =39, near the scratch;
n = the number of fields of view). In case of CLA or OA treated
cultures this significant difference was also observable between the
corresponding scratched and unscratched cultures (61.1%£5.1%,
n =29, in unscratched cultures and 43.3+6.4%, n =20, near the
scratch; 69.9%£3.8%, n=35, in unscratched cultures and
43.7£6.9%, n=29, near the scratch, respectively). In other
words, cells near the scratch were less likely to display calcium
oscillations independent of the presence or absence of phosphatase
inhibitors.

Note, on the other hand, that the ratio of oscillating cells was
significantly higher in cells treated with phosphatase inhibitors
both before and after the scratch. This was true for all cases except
for the unscratched control us unscratched CLA treated cultures,
where, albeit the tendency was present, the significance was not
reached. These observations clearly suggest that while neither
CLA nor OA influenced the effect of scratching, they both
interfered with the basic mechanism responsible for the generation
of the spontaneous increases in [Ca™],.

Not only the percentage of the oscillating cells but also the
frequency of calcium oscillations (Fig. 2B) was significantly lower
in the scratched control cells (8.8+1.5x10™° Hz, n=27) than in
the unscratched control (10.720.6x10™ " Hz, n=42) (p<<0.05).
The presence of the phosphatase inhibitors did not alter
significantly the frequency of oscillations as measured before and
after the scratch was made (11.7£0.9x10°° Hz, n=29 in
unscratched, and 9.9+1.2x107° Hz, n=17 in scratched, CLA
treated; and 12.0=0.6x107° Hz, n=35 in unscratched, and
10.5+1.0x107% Hz, n=18 in scratched, OA treated cells).
Nevertheless the same tendency was present in untreated and in
CLA and OA treated cells, namely, the frequency of calcium
transients was less in cells next to the scratch as compared to cells
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Figure 1. Spontaneous Ca>" oscillations of keratinocyte cultures. Series of confocal x-y images showing the spontaneous Ca®* oscillations of
a representative keratinocyte culture without scratch (A) and a culture after scratch (B). Arrows show examples of oscillating cells. Calibration was the
same in all images. Original magnification was 40 x. Representative curves showing the fluorescence intensity of a single cell from a non-scratched
culture (C) and from a cell next to the scratch (D). Cultures were imaged by confocal microscopy, sampling rate was 2 Hz. For reference, panel E
represents the time course of fluorescence ratio of a cell with no spontaneous oscillations. Percentage of oscillating cells (F) and average frequency of
oscillations (G) under control conditions and in the presence of 200 uM or 1 mM tetracaine, 10 uM Xestospongin C, and 4 or 10 uM thapsigargin.

doi:10.1371/journal.pone.0061507.g001

from unscratched cultures. Furthermore, the presence of phos-
phatase inhibitors also raised the frequency of oscillations in cells
from both unscratched and scratched cultures as compared to
control cells, although these differences were not significant
(Fig. 2B). For better comparison the percentage of the oscillating
cells and the frequency of oscillations for the cells next to the
scratch are also shown after normalized to the values obtained for
cells from non-scratched areas (Iig. 2C and 2D, respectively). The
ratio of cells showing Ca”*-oscillations next to the scratch was
higher in the presence of phosphatase inhibitors than under
control conditions.

PLOS ONE | www.plosone.org

1.2. Effect of phosphatase inhibitors and scratching on
the resting [Ca’'];. Resting [Ca®']; was measured in Fura-2
loaded control and phosphatase inhibitor treated cells (Fig. 2E;
49%2 nM, n=74 in unscratched control, 623 nM, n=75 in
CLA treated, and 522 nM, n=75 in OA treated cells). After
scratching the resting [Ca®']; of the cells near the scratch was
significantly higher in all three cases as compared to unscratched
cultures (963 nM, n =69 in scratched control, 97£3 nM, n=70
in CLA treated, and 104%4 nM, n =69 in OA treated cells).

1.3. Characterisation of the Ca®' transients. Two basic
characteristics, the amplitude and the Full Time at Half Maximum
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Figure 2. Effect of phosphatase inhibitors on the spontaneous calcium oscillations and [Ca

of the keratinocytes. Percentage of

oscillating cells in control, CLA treated, and OA treated cultures (A). Average frequency of calcium oscillations in those cells where such oscillations
could be observed (B). Percentage of oscillating cells (C) and the frequency of oscillations (D) calculated as a ratio from corresponding values
obtained from cells next to the scratch and in cells from non-scratched areas. Resting [Ca*"]; of control, CLA treated, and OA treated cells (E). Numbers
in parentheses give either the number of cells (E) or the number of fields of view (A, B,) measured. (C: control, CLA: calyculin A, OA: okadaic acid). *

p<<0.05, unscratched vs scratched, # p<0.05, control vs phosphatase inhibitor.

doi:10.1371/journal.pone.0061507.g002

(FTHM) of the individual spontancous Ca”' transients were
examined. The former was calculated as the change in fluores-
cence intensity (4F/F,) and is a measure of the change in [Ca®"];,
while the latter was determined as the duration time of the
transients at the half of the amplitude, and correlates with the
duration of the Ca®" transients.

In unscratched cultures the amplitudes of the spontaneous Ca®*
transients were significantly higher in the presence of phosphatase
inhibitors than in control cultures (control: 0.082*0.001, CLA:
0.096£0.002, OA: 0.089£0.001), while no such increase was
observable analyzing the data of cells next to the scratch (control:
0.093%0.008, CLA: 0.079£0.006, OA: 0.090%0.004). Further-
more, except for the CLA treated cells, the difference between the
amplitude values measured in non-scratched cultures and in cells
near the scratch was not significant (Fig. 3).

PLOS ONE | www.plosone.org

In control and in OA treated cultures the FTTHM values were
significantly higher in the vicinity of the scratch as compared to
untouched areas (non-scratched control: 12.6%0.2 s, OA:
13.4%0.2 s; scratched control: 15.4%£0.9 s, OA: 16.2%1.1 s). This
difference was not statistically significant in case of CLA treated cells
(non-scratched: 11.8+0.2 s, scratched: 11.5%0.6 s). In unscratched
cultures CLA treatment decreased, while OA treatment increased
the FTHM values. In cells near the scratch, the CLA treatment
decreased significantly, while OA treatment did not change the
FTHM values as compared to the control (Fig. 4).

The influence of the scratching on both parameters was parallel
in control cultures, i.e. the amplitude as well as the FTHM
increased. After the treatment by phosphatase inhibitors the
measured values of these parameters (except for CLA treatment on
FTHM) were also augmented.
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Figure 3. The amplitude of oscillations. Distribution histograms of the amplitude of oscillations in control (A, B), CLA treated (C, D) and OA
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next to the scratch in scratched coverslips (B, C, F). The “n” values give the number of Ca?* transients (C: control, CLA: calyculin A, OA: okadaic acid).

doi:10.1371/journal.pone.0061507.g003

2. Effects of the phosphatase inhibitors on keratinocyte
cultures

Time-lapse experiments were carried out to demonstrate the
migration of keratinocytes by examining control and phosphatase
inhibitor treated cultures (Fig. 5). Control cells started to cover the
scratched area (time-lapse video can be seen in Video S1), and
they totally filled it in by the 17" hour of the experiment. In
contrast, CLA and OA treated cells were not able to cover the
scratched area during the same time interval, and, furthermore, in
of OA treatment cells lost their extensions and their
connections with their neighbors by the end of the experiment

case

PLOS ONE | www.plosone.org

(Video S2). Similar morphological changes were not recognized on
CLA treated cultures (Video S3).

3. Effect of OA and CLA on the migration of HaCaT cells

To quantitatively assess the migration properties of the cells,
they were incubated under low-serum conditions for 18 hours in
the absence or presence of OA and CLA in the Boyden Chamber.
Migration through the porous membrane to the other side was
assessed by measuring optical density of the lysed cells stained with
the dye provided in the migration assay kit. OA in 50 nM
concentration decreased the chemoattractant-induced cell migra-
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Figure 4. The Full time at half maximum (FTHM) values of oscillations. Distribution histograms of the Full time at half maximum (FTHM)
values of oscillations in control (A, B), CLA treated (C, D) and OA treated (E, F) cultures measured by confocal microscopy. The cells were chosen
either from unscratched coverslips (A, C, E) or from the cell groups next to the scratch in scratched coverslips (B, C, F). The “n” values give the

number of Ca" transients. (C: control, CLA: calyculin A, OA, okadaic acid).

doi:10.1371/journal.pone.0061507.9g004

tion by about 80%. Similarly, 10 nM CLA also had a massive
inhibitory effect on cell migration decreasing the normalized cell
migration by 90% (Fig. 6).

Discussion

Scratching a confluent layer of keratinocytes and subsequent
filling of the wound bed with new cells represent a wound healing
model often applied to study the mechanism of wound closure and
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restoration of barrier function of this cell type. Protein kinase and
phosphatase enzymes together with the changes in [Ca®"]; have been
shown to possess a significant role in the regulation of cell migration
and wound healing. The latter is especially important in case of the
skin which is the first defense line of the body. Despite of the
numerous studies there still is no clear consensus whether changes in
[Ca®"]; and phosphatase activities have parallel or antagonistic roles.

Our present results show that in cells from scratched regions the
frequency of Ca**-oscillations is significantly decreased compared
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Figure 5. Time-lapse experiments. Representative images from time-lapse experiments of control (left panel), CLA treated (middle panel), and OA
treated (right panel) cultures showing the altered migrating ability and wound healing as a consequence of phosphatase inhibitor treatment.
Cultures were scratched with a 10 ul pipette tip and were placed on inverse microscopes in a 37°C incubator. Photographs were taken in every

minute. Original magnification was 40, 10, and 25 x, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0061507.g005

to the cells from the untouched areas and the ratio of oscillating
cells 1s also reduced. The characteristic parameters of these
oscillations (amplitude, FTHM), however, were significantly
higher in the scratched area. These observations suggest that the
Ca®* release processes in cells next to the scratch are less frequent
but last longer and result in a greater change in [Ca”™]; as
compared with untouched cells. Other cell types like Cajal [24]
and extraocular muscle cells [25] also show spontaneous calcium
elevations, which are similar to those observed here on HaCaT
cells considering both their amplitude and their time course.

On the other hand, enhancing the phosphorylation level of
proteins by inhibition of Ser/Thr specific protein phosphatases
with cell-permeable CLA and OA increased resting [Ca®']; and
the frequency of Ca®"-oscillations in cells of both unscratched and

PLOS ONE | www.plosone.org

scratched areas, however, cells close to the scratch still exhibited
fewer number of oscillations than the unscratched ones. This
[Ca®"]; increasing effect of phosphatase inhibitors is in accordance
with previous results suggesting that phosphatase inhibition may
raise [Ca?']; and Ca®" entry via enhancing the phosphorylation
level of proteins involved in Ca**-transport such as phospholam-
ban, ryanodine receptor and plasma membrane Ca®* channel
[2,16]. In non-scratched cultures the characteristic parameters of
the Ca*"-transients (amplitude, FTHM) were calculated to be
higher after the treatment by CLA and OA (except for FITHM
in case of CLA treatment). These parameters showed remark-
able alteration after scratching on phosphatase inhibitors
treated cell cultures. Comparing the values measured on non-
scratched cultures to the parameters obtained in cells next to
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Figure 6. Effect of OA and CLA on the migration of HaCaT cells.
Migration of HaCaT cells was assayed in a Quantitative Cell Migration
Assay as described in the Materials and Methods at the indicated
concentrations of OA and CLA. The optical density of stained cells
migrated in the absence of OA and CLA was taken as 100%. Values
represent mean = SEM (n=3).

doi:10.1371/journal.pone.0061507.g006

the scratch, a synergistic relationship between phosphatases
and the scratch-induced changes in [Ca®*]; could be excluded.
The magnitude of the scratch-induced [Ca®']; elevation was
not significantly potentiated either by CLA or by OA
treatment. The changes in the examined parameters observed
in control cultures after scratching were not amplified by the
application of phosphatase inhibitors rather they were dimin-
ished or vanished, however the application of phosphatase
inhibitors on non-scratched cells had similar effect on the
measured parameters as the scratch did.

Still standing key question is how changes in [Ca*']; and the
phosphorylation state of certain proteins may contribute to the
proliferation and migration of the cells during the wound healing
process. According to the current literature this issue is contro-
versial. On the one hand a burst increase in [Ca®]; was reported
to stop directional movement of keratinocytes [12] and an
increased phosphorylation level of myosin II together with an
increased stress fiber formation resulted in a decreased hepatic cell
migration [10]. On the other hand, protein-serine/threonine
kinase inhibitors enhance the formation and extension of
lamellipodia, a process believed to mark the start of events that
lead to the migration of keratinocytes and wound healing [9]. In
addition, inhibition of PP2A by 10 nM okadaic acid resulted in an
increased extent of migration [11].

Movement of cells requires remodeling of the actin-cytoskeleton
that includes formation of actin-myosin stress fibers via the Ca**-
dependent phosphorylation of the 20 kDa light chain of myosin II
(MLC20) and RhoA/Rho-kinase induced phosphorylation and
inactivation of myosin phosphatase [26]. It was shown that
following wounding a rapid phosphorylation of MLCZ20 occurred
as a prelude of cell polarization and migration which required a
cytosolic Ca®* flux and upstream activation of the p38/MAPK
[27]. This early and rapid phosphorylation of MLC20 resulted in
translocation of myosin IIA to the cell cortex primarily and this
actin-myosin interaction was implicated in the membrane repair of
wounded cells. In addition, RhoA/Rho-kinase was found to be
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essential for contraction and directed migration of keratinocytes
[28]. Accordingly, inhibition of the protein phosphatases by CLA
or OA would be expected to favor cell migration via increasing
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Video S1 Migration of keratinocytes in control culture.
Time-lapse video. Control cells started to cover the scratched area,
and they totally filled it in by the 17" hour of the experiment.
(MP4)

Video S2 Migration of keratinocytes in ocadaic acid
treated culture. Time-lapse video. OA treated cells were not
able to cover the scratched area and, furthermore, these cells lost
their extensions and their connections with their neighbors by the
end of the experiment.

(MP4)

Video 83 Migration of keratinocytes in calyculin A
treated culture. Time-lapse video. CLA treated cells were not
able to cover the scratched area, however, morphological changes
similar to the OA treated cells were not recognized on CLA
treated cultures.
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