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OSSZEFOGLALAS

Hunyadi Janos professzor uir vezetése alatt a debreceni
borgyogydszati klinika felzarkozott a hazai és nemzetkozi
experimentalis dermatologidval foglalkozo intézetek kozé.
Az in vitro laboratoriumi technikak adaptaldasaval lehetd-
vé valt a primer hamsejtkultiirak és HaCaT sejtektenyés:z-
tése és tudomanyos vizsgdlata. Az igy nyert keratinocytdik
felhasznalasdval valtozatos sejtfunkcios vizsgdlatokraés
immunologiai elemzésekre nyilt lehetdség. A keratinocyta
alapii tudomanyos érdeklodés szamos kollabordcios vizs-
gdlat alapjat is képezte. A kapott eredmények nagyban
hozzdjarultak a hammal kapcsolatos ismereteink boviilé-
séhez.

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

SUMMARY

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

Hunyadi Janos professzor ur vezetése alatt a debreceni
Bérklinika tudoményos tevékenysége alapvetd véltozaso-
kon ment keresztiil. Ehhez jelent6sen hozzdjarult, hogy
ebben az idészakban az experimentdlis dermatolégia ug-
rasszeri fejlédésen ment 4at, amely hatdsdra lényeges
szemléletvaltas kovetkezett be. Ennek eredményeképpen
a statikus bérmodelltd] eljutottunk a dinamikus bérmodell
koncepcidig, vagyis a ,,bér, mint hatarréteg” elképzelést
felvaltotta a ,,bdr, mint immunszerv’ modell. Ez utobbit a
bor rezidens és migrald sejtjeinek mikodésével kapcsola-
tos ismeretek gyarapoddsa segitette el6 (8, 9).

Sejtmodellek

Hunyadi professzor tur a szegedi bérgy6gyaszati isko-
la szemléletét és experimentdlis gyakorlatdit magaval
hozva, a ham felépitését dontéen meghatarozé keratino-
cytdk vizsgélatat vezette be. Ahhoz, hogy a hamsejtek-
kel kapcsolatos kérdésekre korrekt valaszt kapjunk,
megfeleld sejtmodellekre volt sziikség. Ebben az idében
a nemzetkozi irodalom és szdmos hazai kutaté laborat6-
rium is HaCaT sejteket hasznalt modellként. A humén
eredetli, immortalizdlt HaCaT sejtek tenyésztése vi-
szonylag egyszerli. Fehérje tartalmud tenyészt6 médiu-
mokban (DMEM, RPMI), CO, termosztdtban, steril ko-
riilmények kozott inkubdlva gyorsan szaporodnak. Se-
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gitségiikkel a szoliter hamsejtek, a beldlik kialakulé
monolayerek, vagy a tobbrétegi ham is jol tanulma-
nyozhat6. Az immortalizdlt, igy genetikailag médosult
HaCaT sejtekkel kapcsolatos eredmények interpretala-
sdhoz sziikség volt a primer hamsejtkulturdk vizsgalata-
ra is. A primer hamsejtek tenyésztése a HaCaT sejtek-
hez viszonyitva sokkal komplexebb. A megfeleld te-
nyésztési milié biztositdsa mellett novekedési faktorok
hozzaaddsa is sziikséges. A primer sejtek tenyésztése
még ilyen koriilmények kozott is limitalt marad, csupan
néhany passage erejéig tartjdk meg osztodo képességii-
ket. A keratinocyta tenyésztés bedllitdsa utdn a sejtek
funkciondlis karakterizdldsa kovetkezett (15). A sejtek
vitalitdsa fluoreszcens mikroszképpal jol kovethets. A
nem fluoreszkalé prekurzor carboxyfluoresceinsuccidi-
midylester (CFSE) csak €16 sejtekben alakul &t fluoresz-
kal6é metabolittd, igy anekrdzist jelzd parhuzamos ethy-
diumbromide (EB) festéssel a sejtek vitalitdsa/pusztula-
sa fluoreszcens mikroszképpal viszonylag egyszertien
kiértékelhetd (1. abra). A médszer segitségével a kerati-
nocyta apoptosis is jol kovethetévé valt (2. dbra).

Intracellularis Ca2+ mérés keratinocytakban

A sejtmorfolégia mikroszképos elemzésén til, kolla-
borécids vizsgdlatokkal lehetdség nyilt a sejtaktivacid
egyik meghatdrozé dtvonaldnak, az intracelluldris Ca*
valtozdsdnak tanulméanyozdsara is. A Debreceni Egye-
tem Elettani Intézetében végzett mérések bizonyitottak,
hogy az excitdbilis sejtekhez hasonl6an, keratinocyta
aktivdcié sordn isintracelluldris Ca™ szabadul fel. A
vizsgélatok segitségével sikeriilt karakterizalni a folya-
mat kinetikai jellemz6it és néhany jellegzetes paraméte-
rét (1, 2, 3, 10, 14,).

Egett betegek szérumanak vizsgalata

Az égésbetegség kapcsdn szamos patoldgias folyamat
zajlik, amelyek karosan befolydsoljdk a betegség kimene-
telét. Tgy a klinikumbdl j6l ismert az a tény, hogy az égést
kovetd 1d6 eldrehaladtiaval azautolég bdr transzplantatum
megtapaddsdnak esélye egyre csokken. A jelenség pontos
magyardzata nem ismert, de egyre tobb adat bizonyitja a

1. dbra
HaCaT sejtkulturdk fluoreszcens mikroszképos képe. Vitalis festés CFSE/EB festékekkel. Az ,,A” abran 100 %-ban
vitdlis denzmonolayer lathaté. A ,,B” 4dbra bal felsd sarkdban egy nekrotikus sejt latszik. A ,,C” dbrdn a hamsejtek kozott
kialakult intercelluldris kapcsolatok latszanak nagy nagyitassal. A ,,D” dbran nagy dé6zisi UVB besugarzas utani allapot
szamos apoptétikus €s nekrotikus sejttel
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2. abra

Tipusos keratinocyta apoptdsis fluoreszcens mikroszképos képe. A-B-C-D 4brak a folyamat kinetikdjat mutatjdk.

patomechanizmus hatterében 4llé
immunoldgiai folyamatok szerepét.
A bedllitott sejtmodell segitségével
megvizsgaltukaz égést kovetd kera-
tinocyta ellenes antitest termel6dé-
sének kinetikdjat és az égett szérum
hatdsat a hamsejtekre. Tekintettel
arra, hogy a keratinocytédk felszinén
Fcreceptor nem expresszalodik, az
égett szérumbol csak a hamsejt-
ellenes antitestek kotddneka kerati-
nocytdkhoz, és az aspecifikus kots-
dés elhanyagolhaté. Szolubilis Ha-
CaT sejtek felhaszndlasaval dram-
lasi citometridval vizsgaltuk a ham-
sejt-ellenes antitestek mennyiségi
és mindségi véltozasat az égést ko-
vetd 11 hetes periddusban. A Ha-
CaT sejtekre kot6d6 antitestek ti-
pusét IgG, IgM és IgA ellenes ma-
sodik antitesttel torténd jelolést ko-
vetéen hatdroztuk meg, amely
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3. dbra
Keratinocyta ellenes antitest termelddés kiterjedt égést kovetden. Aramldsi

citometrids mérés HaCaT sejtekkel. A keratinocyta ellenes antitest dontden IgG
tipusi és a titer az 5. hét tdjan éri el a maximumdt
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antitest termelddésének kinetikus elemzését is (4, 5, 6, 7,
11, 12). A vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a
keratinocyta ellenes antitest termel6dés az égést kovetd
4.-5. héten éri el maximumat és a domindl6 antitest tipus
az IgG immunglobulin alosztdlyba tartozik (3. dbra). A
vizsgélatok eredményei magyarazatot adhatnak arra a kér-
désre, hogy az égést kovetd 4.-5. hét tdjan miért gyakori
az autograftok lelok6dése. A patomechanizmus pontos
tisztdzdsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az égett betegek szérumdnak vizsgdlata azt mutatta,
hogy hatdsukra a keratinocytdkban sejtaktivacié jon 1ét-
re, amely folyamatot az intracelluldris Ca* felszabadula-
sa jelzi. A Ca™ release reverzibilis folyamat és 60 sec el-
teltével szabad intracelluldris Ca* mar nem detektédlhatd.
Normal szérum hatdsara hasonl6 aktivacié nem figyelhe-
t6 meg. A hatas kialakuldsaért tehat az égés kapcsan ke-
letkezd €s a szérumban kering6 szolubilis anyag(ok) te-
het6(k) feleldssé. A megfigyelt aktivacid, az intracelluld-
ris Ca* felszabadulds kinetikdja ugyan elmarad a kont-
roll stimulusként alkalmazott ATP hatdsatdl, de patho-
physioldgiai jelentésége nem hanyagolhaté el. Az akti-
vacioért felel@s szubsztancia azonositdsa tovabbi vizsga-
latokkal lehetséges.

Plasminhatasa a keratinocytak miikodésére

Hunyadi professzor ur vezetése alatt nagy hangsilyt
kapott a sebgydgyulds folyamatanak vizsgdlata mind a
klinikum tertiletén, mind pedig experimentalisan. A vizs-
gdalatok egyik irdnya a sebgydgyulds és a véralvadas ko-
z0tti Osszefiiggés tanulmanyozasat célozta meg. A klini-
kumbdl ugyanis jol ismert, hogy j6 vérellatasu teriiletek
sebgydgyuldsa gyors, és még a krénikus sebek gydgyu-
ldsa is javithaté a sebalap revitalizaldsdval. Altaldnosan
elfogadott, hogy a véralvadas kapcsdn keletkezd fibrin-
hal6 fontos szerepet jatszik a sebgydgyulds folyamata-
ban, megteremtve az alapot a hamsejtek migricidjahoz.
A két folyamat kinetikdja azonban jelentdsen eltér: mig a
fibrin képzddés folyamata gyors, percek alatt lezajlik,
addig a sebalap epithelizaciéja napok alatt kovetkezik
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be. Tovabba a fibrinképz6dést a hemosztazis késoi fazi-
saban annak lebontdsa koveti, igy a sebgydgyulds folya-
mataban egyéb, a hemosztazis késéi fazisaiban keletke-
z6 faktoroknak is szerepe lehet. Ezek kozott fontosnak
tint a plasminogen-plasmin rendszer, hiszen a ,,romok™
eltakaritasa, a teljes szoveti restitutio ad integrum csak s
folyamatok komplex szabdlyozdsa révén lehetséges.
Ilyen megfontoldsok alapjan azt vizsgaltuk, hogy a plas-
min milyen szerepet jatszik a re-epithelizaciét meghata-
rozdkeratinocytafolyamatokban, a migracid, a fagocito-
sis és a ploriferacié sordn. A sejtmigraciét a keratinocy-
tak agarose gél alatti migraciéjaval vizsgaltuk, a fagoci-
tézishoz Candida spérat haszndltunk, mig a sejtprolifera-
ci6 kovetése[3H]-thymidineinkorporicié alapjan tortént.
A vizsgélatok eredményei arra utaltak, hogy plasmin ha-
tasara specifikusan fokozddik a hamsejtek migracidja és
fagocita aktivitdsa, mig a sejtosztddds csokken.
Mindezek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a sebzés
sordn aktivdlodé hemosztdzis késdi fazisaban keletkezd
plasmin, el6segiti a sebgydgyulds re-epitelizacids folya-
matat stimuldlva a sejtmigraciot és a migrald sejtek utja-
ba esé sejttormelékek fagocitézisat, ugyanakkor gatolja
a migral6 hamsejtek osztédasat (13).

Keratinocyta tenyészetek vizsgalata
time-lapse videdval

Az experimentdlis dermatolégidval foglalkozé kutatd
orvos szamara meglepd vizudlis élményt jelentettek a
sejtkulturdkrol time-lapse videdval készitett felvételek.
A hamsejtkulturak tenyésztése sordn, egy a mikroszkép-
ra szerelt kamera segitségével folyamatos felvétel ké-
szithetd a hamsejtekrdl. A felvétel visszajitszasakor az
események tobb szdzszoros gyorsitds utdn voltak latha-
ték, igy az igen lassu sejtvaltozdsok az emberi szem
szamadra is érzékelhetévé valtak. Igen érdekes latvany,
hogy a sejt-sejt kapcsolat dinamikusan valtozik, és a
hamsejtek (a sejtplazma) akdr 4-5-szoros méretre is ké-
pesek szétterjedni, hogy a kialakulé monolayer iires te-
rét kitoltsék. A sejtek osztédasakor méretiik csokken,

4. dbra
Time-lapse vide6 felvétel HaCaT sejttenyészetrdl. Az oszt6do sejt nyillal jelolve
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5. abra
Atime-lapse vide6 felvételeken a csillaggal jelolt sejt migracidja kovethetd
,»A-B-C-D-E-F” idérendi sorrendben. A ,,B-C”” dbrakon a sejtadhézié dinamikus valtozasa latszik
szamos allab (tappancs) megjelenésével

majd elvdlnak a szomszédos hdmsejtektdl. A keletkezd
2 utddsejt dinamikus sejt-sejt kapcsolat dtjan keresi a
szomszédos sejtekkel valé kapcsolatot (4. dbra). Gya-
kori jelenség, hogy a hdmsejtek kiilonleges morfol6gia
valtozdson mennek keresztiil, amely sordn az addig a
felszinre és a szomszédos sejtekhez tapadt sejtek felval-
nak, és szdmos allab (tappancs) kibocsatdsaval dinami-

kus ,.tdncba” kezdenek, majd a folyamat végén elteriil-
nek a felszinen, és hogy vitalitdsukat bizonyitsdk, to-
vabb migrdlnak (5. dbra). Ezek a megfigyelések mai is-
mereteink szerint nehezen értelmezhetdek és fiziol6gids
szerepiik sem egyértelmt. A ldtvany azonban tovabb
erdsiti a dinamikus bérmodellrél kialakitott elképzelé-
siinket.
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Osszefoglalas
Hunyadi Janos professzor Ur irdnyitdsa alatt a debreceni
Borklinika felzark6zott az experimentalis dermatoldgidval
foglalkoz6 hazai kutaté kézpontok kozé. Kimagaslo tudasa,
sziporkaz6 otletgazdagsaga, példamutaté szorgalma, é€s nem
utolsésorban kivaléd személyes adottsdgai lehetové tették,
hogy egy modern szemléletli borgyogyasz genericié ndjon

s sz

fel mellette. Iskolateremtd munk4jaért fogadja a tanitvanyok
halajat. Isten éltesse Ot 70. sziiletésnapja alkalmabol.
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