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BEVEZETES

A kiilvilagbol érkez6 ingerek felvételében, a kornyezet karositd anyagaival és hatdsaival
szembeni védekezésben a boér szervezetiink egyik legfontosabb szervének szamit. A
testfelszintdl a szervezet belseje fel¢é haladva harom rétegbdl, a kiilsé epidermiszbdl, a
kozépso irharétegbdl (dermis) és az ez alatti, féleg zsirszoveti allomanybdl (subcutis) épiil fel.
Az epidermisz az elszarusodd, tobbrétegli laphamok szovettani csoportjaba tartozik, melynek
mind az 5 sejtrétegét keratinocytak alakitjak ki. Ezen sejtek a kiilonb6zd rétegekben eltérd
felépitéstiek, eltérd osztodasi (proliferacids) képességgel rendelkeznek, mas funkcidkat latnak
el és kiilonbozo fejlettségi (differencialtsagi) allapotaak.

A keratinocytak amellett, hogy a hamszdvet alkotérészeként természetes barrier funkciot
téltenek be, immunolédgiai szereppel is birnak, amelyet tobbek kozott kiilonbozd citokinek
szintézise is jelez. Sejtfelszini antigéneket prezentalnak, képesek migraciora és fagocitozisra.
Alapvetd fontossdgiiak a sériiléseket kovetd sebgyogyuldsban, de részt vesznek
hiperproliferativ borbetegségek (pl. psoriasis) kialakitasaban is.

A jelatviteli folyamatok széles skaldjat irtdk mar le keratinocytdkon. Az adenozin-
trifoszfat (ATP) és a bradykinin az inozitol trifoszfat (IP;), a hisztamin a ciklikus adenozin-
monofoszfat (CAMP), mig a NO ¢és az arachidonsav a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)
rendszeren keresztiil hat. A keratinocytdk membranjaban felszini, tirozin-kindz aktivitassal

rendelkezd receptorok is megtalalhatok (EGF-receptor, TGFa-receptor, citokinek receptorai).

Purinoreceptorok

Bar az ATP kotranszmitterként is felszabadul az idegvégzddésekbdl (példaul a gyomor-
bél traktusban, simaizmokndl, endotél sejteken, endokrin és exokrin mirigysejteknél,
szimpatikus €s paraszimpatikus szinapszisoknal), az epidermiszben elsGsorban a sériiléseket
kovetben né meg a koncentracidja. Keratinocytdkon az ATP specifikus Poy
purinoreceptorahoz kapcsolodva a foszfolipaz-C (PLC) enzimet aktivalja és ezen keresztiil
kalciumkoncentracié ([Ca®'];) -valtozas fontos szabalyozod szerepet tolt be a keratinocytak
kiilonboz6 sejtfolyamataiban. A kalciumszint kismértéki, rovid idejli (tranziens) emelkedése
a sejtosztodast (proliferaciot) serkenti, mig a hosszl ideig fennmarado, magas intracellularis
kalciumkoncentracié a végsd fejlodési stadium felé¢ viszi a sejteket (differencialodas). Az

[Ca®)-novekedés emellett kalcium-dependens enzimek (pl. proteinkinaz C, PKC) aktivalasa



révén képes a sejt metabolikus folyamatait is megvaltoztatni, befolyasolhatja a transzkripcios

eseményeket, valamint a sejtmembran csatorndinak és receptorainak az allapotat.

A proteinkindz C rendszer jellemzoi és szerepe keratinocytdakban

A PKC rendszer tagjai a szerin/threonin kindzok csoportjaba tartoznak. Jelenleg 11
kiilonb6z6 izoenzimet ismeriink, amelyek aktivalhatosaguk €s szerkezeti felépitésiik alapjan a
kalcium- és forbolészter dependens “klasszikus” (PKCa, BI, BII, és y, mint ¢cPKC-k), a
kalciumtol fiiggetlen “ujtipusu” (PKCS9, €, 1, és 0, mint nPKC-k) és a kalcium- és forbolészter
independens “atipusos” (PKCC és A/1, mint aPKC-k) csoportokba oszthatok. Kiilon “csoport”-
ot képez a PKCp izoenzim. Az izoenzimformak jellegzetes eloszlasi mintazatot mutatnak a
kiilonboz6é sejtekben, és a proliferacioban illetve differencidlodasban betoltdtt szerepiik is
eltér6. A PKC rendszernek kulcsszerepe van a keratinocytdk osztddasi- és fejlodési
folyamataiban is. Az izoenzimek expresszios szintje €és a jelenlévd formak sejten beliili
(subcellularis) lokalizacioja is modosul a kalcium- és a magas sejtszdm altal indukalt

differencialddas soran.

Belso raktarak altal vezérelt csatorndk (Store Operated Channels, SOC)

Az intracellularis tér kalciumkoncentracidja egyrészt a belsd raktarakbol torténd
kalciumfelszabadulas, masrészt az extracellularis térbdl torténd kalciumbelépés révén
emelkedhet meg. Az elébbi a sejt felszinén talalhatd specifikus receptorok, keratinocytak
esetében ilyen a P,y receptor, és a foszfatidil-inozitol (PI) utvonal aktivalédasahoz, mig utobbi
kalciumra permeabilis csatorndk megnyilasahoz kothetd. Ezek a csatorndk lehetnek ligand-
vezéreltek, mint a P,x receptor, de szabalyozhatja 6ket az intracelluléris raktarak allapota is
(4n. Store Operated Channels, SOC). Ebben az esetben az endoplazmatikus retikulum (ER)
kalciumtartalmanak a csokkenése a csatornak megnyildsat, és igy kalciumionoknak az
intracellularis térbe torténd bearamlasat eredményezi.

Az Elettani Intézetben végzett korabbi vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy
keratinocytdkon is megtalalhatoak a kalciumfelszabaduldssal indukdlhatéo kalciumbelépési
mechanizmusok. A SOC-csatornak miikodésérél, illetve azok PKC rendszeren keresztiil

megvaldsuld szabalyozasardl azonban kevés informéacié all rendelkezésiinkre.

Mechanoszenzitiv csatornak (MSC)
A mechanoszenzitivitds a sejtek és az ¢l0 szervezetek altalanos jellemzdje. A
mechanikai ingerek felfogdsa ¢és azoknak a sejt belseje felé¢ torténd kozvetitése a

mechanoszenzitiv ioncsatornakhoz kotott, amelyek jelenlétét szamos sejttipuson leirtdk. Bar



pontos funkcidjukat még nem hataroztak meg, valtozatos el6fordulasuk arra enged
kovetkeztetni, hogy sokféle szabalyozo folyamat részesei.

A human keratinocytak szinte allandé mechanikai stressznek vannak kitéve. Fontosnak
tlint tehat megvizsgalni az ilyen tipust hatdsokra kialakuld sejtvalaszokat, hiszen korabbi
mérések mind kation-, mind anion szelektiv, ozmotikus stresszel aktivalhatd csatornakat

azonositottak ezen a sejttipuson.

Szabadgyokdk, oxidans anyagok, NO és peroxinitrit

A reaktiv oxigén vegyiileteknek szertedgazd szerepe van a normal és patologids
folyamatokban. Fontosak a szervezet ndvekedése sordn, de madsodlagos hirvivoként
kiilonb6z6 enzimek, transzkripcids- és novekedési faktorok termelését befolyasoljak, valamint
apoptodzist is képesek kivaltani. Reaktiv oxigén molekuldk szintetizdlodhatnak a
sejtmembranban, a mitokondriumokban, az endoplazmatikus retikulumban ¢és a
peroxiszomakban.

A peroxinitrit anion (ONOO', PN) a szuperoxid anion (O;’) €s nitrogén-monoxid (NO)
kozott lezajlo reakcid eredményeként kialakuld oxidans anyag, amely kozvetleniil képes
oxidalni kiilonb6zé biomolekulakat, példaul fehérjék szulfat-csoportjait. A biologiai
féléletideje igen alacsony (<0,1 s). A PN citotoxikus hatasanak kialakuldsdhoz vezetd utvonal
még nem teljesen ismert, de egyes enzimek (pl. poli(ADP-riboz)-szintetdz; PARS)

crcr

csokkenése is fontos lehet ezekben a folyamatokban.



CELKITUZESEK

Munkénk sordn a purinerg jelatviteli mechanizmus jellegzetességeit kivantuk vizsgalni
proliferald6 — prekonfluens — és differencialoddé —konfluens — HaCaT sejteken. Ezzel
parhuzamosan a proteinkinaz C rendszer ezen sejtfolyamatokban betoltott szabalyozo szerepét
is tanulmanyoztuk. Mivel az intracelluléris raktarakbol torténd kalciumfelszabadulas fontos
szerepet tolt be a sejtosztddasban és a differencialédasban, elséként a sejtmembranban
elhelyezkedd, belsé raktarak altal vezérelt csatorndk miikodésének, és foszforilacios tton
torténd szabalyozasanak vizsgalatat kivantuk elvégezni.

Méréseink  kovetkezO részében szintén a plazmamembranban elhelyezkedd
mechanoszenzitiv csatornak vizsgélatat tiztiik ki célul. Kisérleteink soran arra voltunk
kivancsiak, hogy a csatornak mely tipusa/tipusai talalhatok meg a keratinocytdkon, melyeket
aktivalja ezek koziil a hipotonias stressz, és végezetiil, hogy a PKC rendszer befolyasolja-e a
rajtuk atfolyd aramot. Fontosnak tlint megvizsgalni azt is, hogy a hipotonids stressz
megvaltoztatja-e az intracellularis kalciumkoncentraciot, és ha igen, médosulnak-e ezaltal a
sejtek osztodasi és differencialodasi tulajdonsagai.

Végezetiil a sejtciklus egyes 1épéseit ugyancsak érinté oxidativ hatasu anyagok (PN és
ennek prekurzora, a SIN-1) intracellularis kalciumszintre kifejtett hatasat kivantuk vizsgalni.
Tanulmanyoztuk, hogy a citoplazma kalciumtartalméanak kiilonb6zé nagysagt és ideig tartd
megemelkedése milyen szereppel bir a sejtek szdmat csokkentd, oxidativ hatasra beinduld

apoptotikus és nekrotikus folyamatok soran.



ESZKOZOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Kisérleteinket immortalizalt humén keratinocyta sejtvonalon, un. HaCaT sejteken
végeztikk. A sejtek tenyésztése 5% CO, tartalom mellett 37°C-ra termosztalt koriilmények
kozott, DMEM tapoldatban tortént, amelyet 10% fotalis borjusavéval (FCS), 2 mM L-
glutaminnal, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin és 1,25 pg/ml fungizone oldattal
egészitettik ki.

A kisérletekhez a sejteket steril feddlemezre szélesztettiik ki ¢s DMEM tapoldatban,
termosztalt kortilmények kozott tartottuk. A proteinkindz C izoenzimek szerepének
vizsgélatahoz a fed6lemezen kitapadt sejteket forbol 12-mirisztat 13-acetat (PMA) 100 nM-os

Kisérleteink egyik részében kiilonalld (proliferalo), mig masik részében differencialodo
sejteket vizsgaltunk. Utobbi koriilmények kozott a sejtek Osszefiiggd, legalabb 100 sejtbdl

allo “szigeteket” hoztak 1étre és elérték a 70%-os konfluenciat.

Intracellularis kalciumkoncentracio mérés

Az intracelluléris kalciumkoncentracioban bekdvetkezd valtozasokat kalciumérzékeny,
fluoreszcens festék segitségével kovettiik nyomon. Ennek érdekében a feddlemezre kitapadt
sejteket 5 uM Fura-2 AM-el toltsttik fel, 1 ords, 37°C-on torténd inkubalassal. A
fedélemezen kitapadt, festékkel feltoltott sejteket valtakozo, 340 ¢és 380 nm-es
hullamhosszisagu fénnyel vildgitottuk meg, melyet egy Xenon lampa fényébdl egy
sugarosztd €és két monokromator segitségével allitott elé a mérdrendszer. A kibocsatott fényt
510 nm-en detektaltuk egy fotoelektron sokszorozoval 10 Hz-es mintavételezési
frekvenciaval. Az [Ca2+]i—véltozésokat a 340 (Fsp) ¢és 380 (Fsg0) nm-en mért
fluoreszcenciaintenzitasok hanyadosabol (R=F340/F3g0) hataroztuk meg in vivo kalibracios
adatok segitségével.

A kisérletek normal- illetve kalciummentes Tyrode oldatok folyamatos perfazidja
mellett torténtek, mely utobbit CaCl,-mentes Tyrode oldatbol 1 mM EGTA hozzdadéasaval
készitettiink. A kalciummérés soran hasznalt hipozmotikus oldatokat a normal oldat NaCl
mennyiségének csokkentésével allitottuk eld. Az erds oxidativ hatast peroxinitritet gliikdz- és
Hepes-mentes (pH 11), mig a SIN-1-et hasonlo, pH 7,5-es Tyrode oldatban oldottuk fel

kozvetleniil a mérés elott.



Membranpotencial regisztrdlasa konvencionalis mikroelektodaval

Boroszilikat  livegkapillarisokbol nagy ellenallast  (20-30 MQ)) konvencionalis
mikroelektrodakat készitettiink, amelyeket 3 M-os KCl oldattal t6ltottiik fel. A kisérlet soran a
CI'-koncentracio valtozasanak kivédése érdekében Na-glutamattal modositott Tyrode oldatot
(TY) hasznaltunk a nyugalmi membranpotencidl meghatarozasadhoz. Ezt kovetden lecseréltiik
az extracellularis oldatot 75- illetve 50%-0s hipotonias oldatra (TY75 és TY50). Elébbi a TY
oldat Na-glutamat mennyiségének felét tartalmazta, mig utdbbibol teljesen hianyzott a Na-
glutamat. Az 1 kHz-en mintavételezett elektromos jeleket Axoclamp 2B erdsitd segitségével
regisztraltuk, majd analog-digitalis atalakitds utdn a kapott adatokat a pClamp 6.0.4.

szoftverrel értékeltiik ki.

Fesziiltség- és aram clamp mérések

Az elektrofiziologiai mérések ezen részében alacsony (2-3 MQ) ellenallasu, K'-
aszpartat alapu oldattal feltoltott pipettdkat hasznaltunk. Az ingeriileti folyamatokat a patch-
sejtek iondramait a mérérendszer fesziiltség-rogzitéses (voltage-clamp), mig a
membranpotencial-valtozasokat az aram-rogzitéses (current-clamp) iizemmodjaban kovettiik
nyomon egy Axopatch 200A erdsitd segitségével. A kisérletekben a sejtek passziv elektromos
paramétereinek meghatarozasahoz 40 ms hosszu, -40 mV-os tartd (holding) potencialrol
induld, 5 mV-os depolarizald impulzust hasznaltunk. A mérések soran hasznalt hipozmotikus
oldatok a konvencionalis mikroelektrodas technikaval végzett kisérleteknél ismertetett mdédon
késziiltek, mig a teljes NaCl tartalom Na-glutamattal torténd helyettesitésével kaptuk a ClI'-
mentes TY és Cl'-mentes TY50 oldatokat.

Western-blot analizis

A tenyésztéedényben legalabb 70%-os konfluenciat elért sejteket foszfat puffer (PBS)
oldattal mostuk 4t jégen, majd homogenizalé pufferben felszedtiik a sejteket. Az ultrahangos
feltaras (szonikalas) utan a proteintartalmat BCA protein assay segitségével hataroztuk meg.
A teljes sejtlizatumot SDS-PAGE pufferoldatban oldottuk és 10 percig forraltuk 100°C-os
vizfiirddben. 20-30 pg proteinmennyiséget adagoltunk a 8%-os SDS-PAGE gél egy-egy
mélyedésébe, majd futtatds utdn nitrocelluloz membranra vittiik at. A reakciot 5%-os, PBS-
ben oldott tejjel blokkoltuk, majd a megfeleld els6dleges antitest-higitassal kezeltik a
membrant. Az altalunk vizsgalt PKC izoenzimek (PKCa, €, 1, 5, B és {) nyulban termeltetett,

mig a differencidlodasi marker involukrin egérben termeltetett elsddleges antitestekhez



specifikusan kotodott. Az elsddleges antitestek ellen kecskében termeltetett, peroxidaz-
konjugalt masodlagos antitesteket immunoreaktiv mddon tettiikk lathatova fényérzékeny

filmen.

El§ sejtszam meghatdrozdsa

Az ¢€l6 sejtszam meghatarozasat MTT assay segitségével végeztik. A sejteket 5000
sejt/well denzitdsban szélesztettik 96 lyukd tenyésztdedényben, a vizsgalni kivant
oldatokban. Minden esetben 4 parhuzamos mérést végeztiink. Az assay soran a sejteket
0,5 mg/ml MTT oldattal inkubaltuk 3 6ran keresztiil, 37°C-ra termosztalt koriilmények kozott,
tekinthetd) kolorimetrids uton hataroztuk meg. A hipotonias stressz proliferaciora és
differencidlodéasra kifejtett hatasanak vizsgdlata sordn haromféle tenyésztdé médiumot
hasznaltunk. A hipoténids tenyésztéoldat (LS50) 1:1 ardnyban tartalmazott normal
tenyésztdoldatot (NS, #300 mosmol/l), és steril desztillalt vizet, ozmolaritdsa =150 mosmol/l

volt. A normal tenyészto oldat €s steril Tyrode oldat 50-50%-0s keverékeként allitottuk el6 az

cre

Immunfluoreszcens vizsgalatok

A HaCaT sejttenyészetet haromszor mostuk jéghideg PBS oldattal, majd 5 perces
acetonos fixalast végeztiink 4°C-on, végiil 30 percen keresztiil 0,6% Triton X-100-at és 1%
BSA-t tartalmaz6 oldattal blokkoltuk a fixalasi folyamatot. Ezutan a PKC izoenzimeket és a
purinoreceptorokat a mar leirt médon jeloltik FITC-konjugalt antitesttel. A sejtmagok

festésére propidium-jodidos inkubalast alkalmaztunk.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A proteinkinaz C rendszer hatisa HaCaT keratinocytik transzmembrdan kalciumdramaira.
Az Elettani Intézetben korabban kimutattak, hogy human keratinocytdkon a foszfatidil-
inizitol utvonal aktivalasa ATP-vel, illetve a kalciumraktarak kiiiritése ciklopiazonsavval
(CPA) képes a bels¢ raktarak altal vezérelt csatornakat (SOC) aktivalni. Kisérleteink els6
részében azt vizsgaltuk, hogy a sejtek proliferacids és differencialoédasi allapota, valamint a

PKC rendszer aktivitdsanak megvaltozasa befolyasolja-e a kapacitativ kalciumbearamlast.

PMA elckezelés hatasa az extracellularis térbol torténd kalciumbedramldsra

A Pl-rendszer aktivalasa 30 masodpercig tartod, ismételt ATP adagolassal tranziens
jellegli [Ca®'];-emelkedéseket okozott a vizsgalt sejteken. Az egymast kovets [Ca'i-
valtozasok  amplitidoja  kismértéki  csOkkenést  mutatott. Az  intracellularis
kalciumkoncentraci6 a tranziensek utdn az eredeti értékre allt vissza ([Ca2+]nyug) kontroll
sejteken. Kalciummentes extracellularis oldatban jelent6sen csokkent az ATP-vel kivaltott
tranziensek nagysaga, azaz valészinii, hogy az [Ca”'J-emelkedések kialakitasdban mind a
belsé raktarakbol felszabaduld, mind a kiilsé térbdl bearamlo kalcium részt vesz. A sejtek 16-
18 o6rdas PMA (100 nM) eldkezelésénél sem a [Ca%]nyug (7944 vs. 80+4 nM, kontroll és
eldkezelt sejteknél, n=20) értéke, sem a tranziensek alapvetd kinetikai jellemzdéi nem
valtoztak a kontroll esethez képest. Ez arra utal, hogy a PKC izoenzimek aktivitasanak
moédositisa nem jatszik jelentds szerepet a nyugalmi [Ca®‘|i-nak illetve a PI-Gitvonalnak a
kozvetlen szabalyozéasaban.

PMA-val kezelt sejteknél, ezzel szemben, atlagosan tobb, mint 20 nM-os [Ca2+]nyug-
valtozast tapasztaltunk a tranzienseket kovetden. Ez a hatads kalciummentes koriilmények
kozott elmaradt, azaz feltételezhetd volt, hogy a [Ca%]nyug valtozasat a sejtmembran specialis

fehérjéin (pl. SOC csatornak) keresztiil belépett kalcium okozta.

PMA-kezelés hatisa a CPA-val indukalt kalciumbelépésre

A kovetkezd kisérletekben a belsé kalciumraktirakat kalciummentes extracelluldris
oldatban alkalmazott 10 pM CPA-val kiiiritettiik. A kialakult [Ca®"]i-valtozas amplituddja és a
tranziens maximalis felszallasi meredeksége nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a kontroll
¢s PMA-kezelt sejtek esetében, ami arra utal, hogy a forbolészter nem valtoztatta meg az ER-
ban raktarozott kalcium mennyiségét. Az [Ca®']; kiindulasi értékre torténé visszatérése utan a

kiilsé térbe visszaadtuk a kalciumot. Ennek hatasara az [Ca®']; Gjabb megemelkedését



tapasztaltuk, amit a raktarak altal vezérelt csatorndkon keresztiil a sejtbe torténd
kalciumbeédramlas hozott 1étre. A kalciumbelépés sebessége az eldkezelt sejtek esetében
~47%-al volt magasabb, mint kontroll sejteknél. Ez a SOC csatorndk fokozott aktivacios

allapotara utal PMA-kezelt sejteken.

PMA el6kezelés hatdsa keratinocytik PKC izoenzimmintazatdara proliferadlo sejteken

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy mely PKC izoenzim(ek) vehetnek részt az altalunk
vizsgalt folyamatokban illetve a forbolészterrel kezelt sejteken megfigyelt valtozasok
kialakitasaban. Ezért Western-blot analizissel meghataroztuk az izoenzimek szintjében
bekovetkezd valtozasokat. A HaCaT sejteken 6 PKC izoenzimet sikeriilt kimutatnunk: a
klasszikus PKCa-t és B-t, az 0j tipusu o, € és m-t, valamint az atipusos C-t. Prekonfluens

crer

Iényeges valtozast nem tapasztaltunk.

A kapacitativ kalciumbedramlas modosulasa konfluens sejteken

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban a fent emlitett méréseket megismételtiik konfluens,
differencidlodo sejteken is. Az izolalt sejtekkel ellentétben itt a kalciumtranziensek gyors
felszallo szarat egy lasst fazis eldzte meg. Az ATP adagolassal kivaltott tranziensek
amplitiddja differencialédd keratinocytakon nagyobb volt (155£19 nM), mint az oszt6dod
sejtek (1168 nM) esetében. A konfluens sejteket PMA-val elékezelve, nem tapasztaltunk
valtozast az ATP-vel indukélt kalciumtranziensek kinetikdjaban, s a [Ca*']nyue-emelkedés
kisebb mértékii volt, mint proliferald sejteken.

Kontroll és PMA-kezelt differencialodo sejteken a CPA-val kivaltott [Ca®|i-valtozasok
mennyiségi €és kinetikai paramétereikben nem kiilonboztek 1ényegesen a prekonfluens
sejteken mértektdl, ami azt valdsziniisiti, hogy a sejtek differencialodasi allapota, illetve a
forbolészter kezelés nem moddositja az intracellularis raktarak kalciumtartalmat. A SOC-
csatornakon keresztiil 1étrejovo kalciumbelépés kinetikajaban azonban jelentds kiilonbségeket
figyelhettiink meg. Kalciumot tartalmaz6 extracelluldris oldatban az o0sztodd sejteken
folyamatos [Ca®'J-emelkedést figyeltink meg, konfluens sejteknél viszont egy korai
csucsérték elérése utan rogton elkezd6dodtt a [Ca*']; nyugalmi értékre torténd visszatérése. A
kalciumbearamlas megsziinése, illetve annak jelentds csokkenése a differencialodo sejteken
deszenzitizacid kialakulasara, vagy a bearamlasi mechanizmusok erdteljes inaktivacidjara
utal. Valdszinii, hogy konfluens sejteknél a raktarak feltoltddése a kiilsé térbdl rovidebb 1d6

alatt, nagyobb sebességgel torténik. A forbolészter kezelés nem valtoztatta meg jelentdsen a



kapacitativ kalciumbelépés kinetikdjat, azaz a PKC rendszer kalciumbeédramlasra kifejtett

szerepe konfluens sejtek esetében nem jelentds.

PMA-kezelés hatasa a PKC izoenzimmintdzatra differencialodo keratinocytdakon
okozta. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a PKCa izoenzim kozvetleniil szabalyozza
az aktivalhato csatorndk szamat, mig a B és € izoenzimek valdsziniileg a csatornak kinetikai

jellemzoit képesek befolyasolni.

Mechanoszenzitiv csatorndk szerepe a membrdanpotencial kialakitisaban és a proliferdcio
szabdlyozasaban in vitro HaCaT keratinocytakon

Méréseink masodik részében a hipotonias stressz €s a hidrosztatikai nyomas okozta
membranpotencial- és [Ca*']i-véaltozasokat vizsgaltuk HaCaT keratinocytikon. Kivancsiak

voltunk arra is, hogy az ozmotikus viszonyok modositasanak hatdsdra megfigyelhet6-e

crer

A hidrosztatikai nyomads hatdsa a keratinocytak elektrofiziologiai jellemzdire

Kisérleteink soran felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a sejtek membranpotencialja
(MP) ¢és a hidrosztatikai nyomas kozott szoros Osszefiiggés van. Ennek ellenérzésére
valtoztattuk a sejt folotti folyadékszintet és kozben folyamatosan regisztraltuk a keratinocytak
MP-jat a patch-clamp technika aram-clamp i{izemmodjaban. A mérést alacsony (3 mm)
oldatszintnél inditottuk, majd folyamatosan emeltiik a folyadék mennyiségét (max. 3 cm), s
ezzel egyiddben a membranpotencial folyamatos hiperpolarizacidjat tapasztaltuk (-
20£6,5 mV-rol -55£12,4 mV-ra). Az oldatszint csdkkentésével a membran depolarizalodott.
Ezen tapasztalatok alapjan a tovabbi elektrofiziologiai méréseket alacsony, legfeljebb 5 mm-

es oldatszint mellett végeztiik.

Hipotonias oldatok hatdsa a membranpotencidlra

A tovabbiakban arra kerestiilk a vélaszt, hogy a mechanikai stressz befolyésolja-e a
keratinocytdk membdanpotencialjat. Ennek sordn hipotonids oldatokban konvencionalis
mikroelektroddk és patch-clamp elektrodak segitségével detektaltuk a sejtek MP-jat. A
HaCaT sejtek nyugalmi membranpotencialja -29,4+3,8 mV-nak adoédott (n=10) nagy
ellenallast, konvencionalis mikroelektréddal torténd regisztralds soran. Hipotdnids oldat
(TY75) alkalmazasa a MP-t rovid 1don beliil negativabb értékek felé tolta el, majd a TYS0

oldat adagolasaval tovabbi hiperpolarizacids iranyu valtozast tapasztaltunk. Visszatérve a
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normdl ozmolaritdsu TY oldatra a sejtek membranpotencialja az eredetihez kozeli értékre tért
vissza. A TY75 oldatban 9,2+1,3 mV-os, mig a TY50-es oldatban 27,24+5,2 mV-os
hiperpolarizaciot mértiink (n=10).

végzett kisérletek is. A nyugalmi membranpotencial értéke ebben az esetben -19,7+2,3 mV-
nak adddott TY oldatban, amely nem kiilonbozik szignifikansan az eléz6 modszerrel mért
értéktdl. Hipotonids (TYS0) oldat alkalmazasa esetén szintén a membran hiperpolarizaciojat
figyelhettiik meg, bar a valtozasok itt kisebb mértékiiek voltak (-11,4+0,5 mV).

Mint lattuk, a proteinkinaz C izoenzimek fontos szerepet jatszanak a keratinocytak
sejtfolyamataiban. Kivancsiak voltunk tehat arra, hogy a sejtek hipotonids oldatokra adott
valaszat modositja-e a PKC rendszer. A PMA-val kezelt HaCaT sejtek nyugalmi
membranpotencialja (-20,4£2,8 mV) szignifikans kiilonbséget nem mutatott a kontroll
sejtekhez képest, a csokkentett ozmolaritdsu (TY50) oldat adagoldsa azonban nagyobb

mértékii (-38,743,4 mV) MP-valtozast okozott a forbolészter kezelést kovetden.

Az ozmolaritas valtozasanak hatasa a membranon atfolyo dramokra

A hipotonids oldatok altal aktivalt &ramok tanulmanyozasara a patch-clamp technika
teljes-sejtes konfiguraciojat hasznaltuk. A sejt MP-jat -40 mV-ra allitottuk be, majd -80 mV-
r6l induld, 600 ms hosszl depolarizald impulzusokat alkalmaztunk TY és TYS50 oldatban. A
hipozmotikus oldatban mért d&ram nagysaga (li.), amit a depolarizalé impulzus és a —-80 mV-
os eléimpulzus végén mért aramok kiilonbségébdl szamitottunk ki, minden fesziiltség értéknél
magasabb volt, mint a TY oldatban. A teljes aramokbol levontuk az ohmikus komponenst,
majd a sejt kapacitdsara normalizaltuk azokat (I(Vw)), €és vizsgaltuk az igy kapott aramok
membranpotencial fiiggését. Kontroll- és PMA-kezelt sejteken, a Tyrode oldatban mért,
normalizalt aram kozott 1ényeges kiilonbség nem volt. Hipotonids kozegben mind az Iy, mind
a normalizalt aramok szignifikansan nagyobbak voltak az eldkezelt sejteken. A kisérlet
folyaman a sejtek kapacitasa 27,242 pF-nak adddott (n=31) kontroll, és 27,9+£2,6 pF-nak
(n=16) PMA-val eldkezelt keratinocytakon. Hipotonias oldatban a sejtek kapacitdsa alig
valtozott (28,612,6 pF).

Kloridmentes, normal ozmolaritasi oldatban a sejtek nyugalmi MP-ja -14,242,8 mV-
nak adodott (n=6), mig kloridmentes hipotonias oldat hatasdra a membranpotencial
-19,4+3,9 mV-ra valtozott. A hiperpolarizacié mértéke tehat itt jelentdsen kisebb (p<0,05)

volt, mint amit a normdl Cl-tartalmi oldatok esetében megfigyeltiink. Ezzel egyiitt a
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kapacitdsra normalt aramok hipoténids oldatban megfigyelt novekedése is elmaradt az
extracellularis kloridionok hidnydban. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a
keratinocytdk ozmotikus stresszre adott vdlaszaiban a kloridionoknak kitiintetett szerepiik

van.

Hipotonias stressz hatasa az intracellularis kalciumkoncentraciora

Tekintettel arra, hogy a mechanoszenzitiv csatornék aktivacidjat sok esetben az [Ca®'];
novekedése kiséri, megvizsgaltuk, hogy az Aaltalunk alkalmazott hipotonids oldatok
megvaltoztatjak-e a keratinocytak intracellularis kalciumszintjét. A sejtek mitkddoképességét
a foszfatidil-inozitol agonista ATP adagolasaval teszteltiik.

Az ozmotikus stressz hatasara kialakult [Ca®*']i-valtozasokat azok idobelisége ¢és
karakterisztikaja alapjan két csoportba osztottuk. Ha az [Ca*']i-emelkedés jol definialhat6
csticesal rendelkezett és a kalciumszint-novekedés mar a hipotonids oldat jelenléte alatt
csokkenni kezdett, akkor tranziens jellegii valtozasrél beszéltink. Amennyiben a
hipozmotikus oldat lassan kialakulo, elhuzodé valaszt hozott létre, és ez csak a normal
oldatban sziint meg, azt lasst [Ca®"]i-valtozasként értékeltiik. A tranziens valtozasok mind
TY75, mind TYS50-es oldatokban detektalhatok voltak és az ozmolaritas nagyobb mértékii
csokkenése az [Ca®']; kifejezettebb emelkedését idézte els. A lassu tipusa valtozasokat csak
TYS50 alkalmazasakor figyelhettik meg. PMA-val kezelt keratinocytakon, hipozmotikus
oldatok jelenlétében mind tranziens-, mind lasst tipust [Ca® |-emelkedéseket tapasztaltunk, s
ezek szignifikdnsan nagyobbak voltak, mint kontroll sejteken. Mind a kontroll-, mind az
elokezelt keratinocytakon végzett mérési sorozat esetében azt tapasztaltuk, hogy az ozmotikus
stressz  okozta [Ca’']i-emelkedések az extracellularis kalcium jelenlététl fliggtek.
Megfigyeléseink tehat arra utalnak, hogy hipotoniés stressz hatdsara, sejtfelszini csatornakon
keresztiil, kalciumbedramlds indult meg a vizsgalt sejtekbe és ez okozta a citoplazma
valtozott abban az esetben, ha a sejtek PKC izoenzim rendszerének aktivitasat tartos PMA

elokezeléssel modositottuk.
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hipozmotikus tenyésztd oldatban (LS50) nem osztodtak, és a differencialédasi markerek
szintje sem volt jelentds. Ezt nem az oldat szérumtartalménak csokkenése okozta, hiszen a
normal ozmolaritas, de csokkentett szérumtartalmi oldatban (LS) a sejtek ndvekedése
folyamatos volt. Az LS oldatban, a kontroll allapothoz képest lecsokkent proliferaciot az
involukrin szintjének emelkedése kovette, ami a sejtek fokozott differencidlodasat jelzi.
Megfigyeltiik azt is, hogy a hirtelen alkalmazott hipotonids stressz fokozta a sejtek osztodasat,
és egyuttal az involukrin termelést is csokkentette. Mindezen megfigyelések alapjan
feltételezhetjiik, hogy a folyamatosan hipozmotikus hatdsnak kitett sejtek megakadtak a
sejtciklus egyik fazisaban (amit a sejtszdm ndvekedésének és a differencidlodasnak az
elmaradasa jelez). Ezzel szemben a keratinocytakat ért hirtelen ozmotikus stressz a sejtek

osztodasanak fokozodasat valtja ki, hattérbe szoritva a differencialodas kialakulésat.

Intracellularis kalcium-fiiggo szabadlyozo folyamatok szerepe HaCaT keratinocytik oxidativ

stresszel szembeni érzékenységében

Peroxinitrit hatasa a kalciuminflux mechanizmusokra keratinocytdakon

10 uM peroxinitrit alkalmazasa az [Ca*'}; drasztikus emelkedését valtotta ki, amely a
szer megvondsa utan csak minimalis reverzibilitdst mutatott. Méréseink szerint a peroxinitrit
membrankarositd hatdsdnal fogva fokozta a sejtekbe torténd kalciumbearamlast. Mivel sem a
modositott Tyrode oldat, mint kozvetité kdzeg, sem a PN lebomlési termékei nem okoztak
mérhetd intracellularis kalciumkoncentracio-emelkedést, feltehetd, hogy az emlitett hatasokat

kozvetleniil a PN, mint erdteljes oxidans valtotta ki.

A SIN-1 intracellularis kalciumkoncentraciora kifejtett hatasa HaCaT keratinocytdkon
Meéréseink soran vizsgaltuk egy masik oxidans anyag, a SIN-1 [Ca*"Ji-ra kifejtett
hatasat is. A SIN-1-et 1, 2,5 valamint 5 mM-os koncentracioban alkalmaztuk extracellularis
kalcium jelenlétében és annak hianyaban. A belsd raktarak megfeleld kalciumtartalmanak
ellenorzésére ismét a foszfatidil-inozitol rendszer ismert aktivaloszerét, az ATP-t hasznaltuk.
Az ATP-t 180 uM-os koncentracioban 20 s-ig alkalmaztuk a SIN-1 adagolasa (300 s) el6tt és
utan. Extracelluldris kalcium jelenlétében a novekvd koncentracioban adagolt SIN-1 egyre
nagyobb [Ca*']i-emelkedést okozott. A SIN-1 alkalmazasa elStt és utan mért, ATP-vel

kivaltott kalciumtranziensek amplitudéi koézott azonban kiilonbséget nem tapasztaltunk.
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Kalciummentes extracellularis oldatban megismételve a kisérleteket azt tapasztaltuk, hogy a
SIN-1 ilyen koriilmények kozott is, bar jelentésen kisebb mértékben megemelte az [Ca® |i-t.
Ezzel parhuzamosan a SIN-1 dozisfiiggéen csokkentette a masodik ATP-adagolassal kivaltott
kalciumtranziens nagysagat. Mindezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a SIN-
1 altal kivaltott oxidacido nemcsak a sejtmembranon 4t torténd kalciumbearamlast aktivalja, de

a bels6 kalciumraktarakbol is képes kalciumot felszabaditani.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran HaCaT keratinocytdk kalciumhomeosztazisat, transzmembran
lehetdségeit tanulmanyoztuk.

Megallapitottuk, hogy a kapacitativ kalciumbedramlds, mely a belsd raktarakbol
torténd kalciumfelszabadulashoz szorosan kapcsolodd folyamat, HaCaT sejtek esetében is
aktivalhat6 a foszfoinozitol-utvonalon keresztiil. Keratinocytak hossza ideig tart6 elokezelése
proliferalé sejteken. Bar az eldkezelés utan a PI-ttvonalban nem tapasztaltunk valtozast, a
kapacitativ kalciumbearamlas fokozodott. Ez arra utal, hogy a PKC rendszer kozvetleniil a
transzmembran aramot befolyasolja. Megfigyeléseinket megerdsitették a ciklopizonsavval
végzett kisérletek is, hisz a kalciumbelépés mértéke 47%-al nagyobb volt PMA-val kezelt
sejteken, mint kontroll esetben. Konfluens, azaz differencidlodé keratinocytdkban médosult a
kapacitativ kalciumbedramlés kinetikaja is, ami a csatorndk részleges inaktivacidjara utal.
Konfluens sejtek PMA-val torténd eldkezelése a PKCB és PKCe izoenzimek
képest. Ezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy szamos PKC izoenzimnek van
szabalyozd szerepe a kapacitativ kalciumbedramlds szabalyozasaban, de ezek a hatasok
eltéroek, esetenként akar ellentétesek is lehetnek.
kiilonb6zé mechanikai hatasok. Munkank soran sikeriilt stretch-aktivalt csatornak jelenlétét
kimutatni a HaCaT sejtvonalon. Ezen csatornak hipotoniés stresszel torténd aktivalasa a sejtek
membranpotencidljdnak hiperpolarizacidés irdnyba torténd elmozdulidsat okozta, amely
valtozas részlegesen reverzibilis volt. A membranpotencial hasonlé médosulasat tapasztaltuk
a hidrosztatikai nyomas emelésekor is. A mechanoszenzitiv csatornak Cl-ra permeabilisak,
mivel Cl-mentes mérdoldatban a koradbban tapasztalt valtozadsok elmaradtak. Hipotonias
oldatok az intracellularis kalciumkoncentracidban is novekedést okoztak, a valaszok nagysaga
erbteljesen fliggott az extracelluldris kalcium mennyiségétdl. Ebbdl arra kovetkeztethettiink,
hogy a sejtmembran fesziilése kation-szelektiv csatorndkat is aktival. A sejtek PMA-val
torténd eldkezelése novelte a hipotonids stressz altal kialakitott valaszokat, feltehetéen
fokozva a stretch-aktivalt csatorndk megnyildsdnak valosziniiségét. A  csokkentett

ozmolaritasti tenyésztdoldat folyamatos jelenléte megakadalyozta a keratinocytdk
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novekedését. Ha azonban az izotonias tenyésztdoldatban novekvd sejteken az oldatot
hipotonidsra cseréltiik le, a proliferacio novekedését és a termindlis differencidlodasi marker
involukrin szintjének csokkenését tapasztaltuk. Ezen megfigyeléseink a mechanikai fesziilés
megvaltoztatasanak, mint a proliferacid szabalyozasaban szerepet jatszd kiilsé ingernek a
fontossagara mutattak ra.

A kiilonbozé gyulladdasos folyamatok soran megndvekvd citotoxikus anyagok
apoptozist és nekrozist kialakitd hatdsa a sejtek tobbségénél Osszefiiggésbe hozhatd a
kalciumhomeosztazis befolyasolasaval. Ezt tapasztaltuk a HaCaT sejtek esetében is, ahol
mind a peroxinitrit, mind ennek prekurzora, a SIN-1 novelte a sejtek intracellularis
felszabadult, mind az extracelluldris térbdl bejutott kalcium részt vett és a
kalciumkoncentracioban bekovetkezd valtozasok reverzibilisek voltak. Ezzel ellentétben a PN

a sejtmembran integritasanak csokkenését, €és ezzel egyiddben az intracellularis tér

crcr
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