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OSSZEFOGLALAS

Hunyadi Janos professzor Ur vezetése alatt a debreceni
b6rgydgyaszati klinika felzarkozott a hazai és nemzetkozi
experimentalis dermatolégidval foglalkoz6 intézetek kdzé.
Az in vitro laboratoriumi technikik adaptalasaval lehetd-
vé valt a primer hdmsejtkultdrak és HaCaT sejtektenyész-
tése és tudomanyos vizsgalata. Az igy nyert keratinocytak
felhasznalasaval véltozatos sejtfunkcids vizsgalatokraés
immunolégiai elemzésekre nyilt lehet6ség. A keratinocyta
alapd tudomanyos érdeklédés szamos kollaboracids vizs-
gélat alapjat is képezte. A kapott eredmények nagyban
hozzajarultak a hammal kapcsolatos ismereteink b&viilé-
séhez.
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Experimentalis dermatoldgia a debreceni
Bérklinikan

Hunyadi Janos professzor Ur vezetése alatt a debreceni
Bdrklinika tudomanyos tevékenysége alapvet6 valtozaso-
kon ment keresztill. Ehhez jelentsen hozzajarult, hogy
ebben az id@szakban az experimentélis dermatoldgia ug-
rasszer(i fejl6désen ment at, amely hatasara lényeges
szemléletvaltas kovetkezett be. Ennek eredményeképpen
a statikus b6rmodelltdl eljutottunk a dinamikus bérmodell
koncepcioig, vagyis a ,,b6r, mint hatarréteg” elképzelést
felvaltotta a ,,b6r, mint immunszerv” modell. Ez utébbit a
bér rezidens és migral6 sejtjeinek mikddésével kapcsola-
tos ismeretek gyarapodéasa segitette el6 (8,9).

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 kératinocytes and HaCaT cells
provided possibility for further scientific studies. Wide
variety of institutional and collaborative functional and
immunological analyses had been carried outusing
kératinocyte cultures. The results obtained in these
studies contributed to better understanding of epithelium
function.
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Sejtmodellek

Hunyadi professzor ar a szegedi b6rgydgyaszati isko-
la szemléletét és experimentdlis gyakorlatdt magéaval
hozva, a ham felépitését dontéen meghatarozd keratino-
cytak vizsgalatat vezette be. Ahhoz, hogy a hamsejtek-
kel kapcsolatos kérdésekre korrekt valaszt kapjunk,
megfelel6 sejtmodellekre volt sziikség. Ebben az idében
a nemzetkozi irodalom és szdmos hazai kutatd laboraté-
rium is HaCaT sejteket hasznalt modellként. A human
eredetd, immortalizalt HaCaT sejtek tenyésztése vi-
szonylag egyszer(i. Fehérje tartalm( tenyészt§ meédiu-
mokban (DMEM, RPMI), CO2 termosztatban, steril ko-
rulmények kozott inkubéalva gyorsan szaporodnak. Se-

Levelezd szerz8: Szab6 Imre, Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont, Onkolégiai Intézet, Sugarterapia Tanszék, Debrecen

e-mail: szabo.imre@med.unideb.hu

106


mailto:szabo.imre@med.unideb.hu

gitségiikkel a szoliter hamsejtek, a bel6lik kialakulo
monolayerek, vagy a tobbrétegli ham is joél tanulma-
nyozhat6. Az immortalizalt, igy genetikailag mddosult
HaCaT sejtekkel kapcsolatos eredmények interpretala-
sahoz sziikség volt a primer hamsejtkultirak vizsgalata-
ra is. A primer hamsejtek tenyésztése a HaCaT sejtek-
hez viszonyitva sokkal komplexebb. A megfelel6 te-
nyésztési mili6 biztositdsa mellett novekedési faktorok
hozzdadasa is szikséges. A primer sejtek tenyésztése
még ilyen kortlmények koz6tt is limitalt marad, csupan
néhany passage erejéig tartjadk meg o0szt6do képességu-
ket. A keratinocyta tenyésztés bedllitasa utan a sejtek
funkcionalis karakterizalasa kovetkezett (15). A sejtek
vitalitdsa fluoreszcens mikroszképpal jol kévethets. A
nem fluoreszkald prekurzor carboxyfluoresceinsuccidi
midylester (CFSE) csak él6 sejtekben alakul at fluoresz-
kalé metabolitta, igy anekrozist jelz6 parhuzamos ethy-
diumbromide (EB) festéssel a sejtek vitalitdsa/pusztula-
sa fluoreszcens mikroszképpal viszonylag egyszeriien
kiértékelhet6 (1. dbra). A médszer segitségével a kerati-
nocyta apoptosis is jol kovethet6vé valt (2. abra).

Intracellularis Ca2+ mérés keratinocytakban

A sejtmorfolégia mikroszképos elemzésén til, kolla-
boracios vizsgalatokkal lehet6ség nyilt a sejtaktivacio
egyik meghataroz6 Utvonalanak, az intracellularis Ca¥
valtozdsanak tanulmanyozéasara is. A Debreceni Egye-
tem Elettani Intézetében végzett mérések bizonyitottak,
hogy az excitabilis sejtekhez hasonléan, keratinocyta
aktivacié soran isintracellularis Ca* szabadul fel. A
vizsgéalatok segitségével sikeriilt karakterizalni a folya-
mat kinetikai jellemz@it és néhany jellegzetes paraméte-
rét (1, 2, 3, 10,14,).

Egett betegek széruméanak vizsgalata

Az égésbetegség kapcsan szamos patoldgias folyamat
zajlik, amelyek karosan befolyasoljak a betegség kimene-
telét. igy a klinikumbdl jol ismert az a tény, hogy az égést
kovetd id6 el6rehaladtaval azautoldg bor transzplantatum
megtapadasanak esélye egyre csokken. A jelenség pontos
magyarazata nem ismert, de egyre tobb adat bizonyitja a

1. dbra
HaCaT sejtkultirék fluoreszcens mikroszkopos képe. Vitalis festés CFSE/EB festékekkel. Az ,,A” abran 100 %-ban
vitalis denzmonolayer lathatd. A ,3” dbra bal fels§ sarkaban egy nekrotikus sejt latszik. A ,,C” abran a hamsejtek kdzoétt
kialakult intercellularis kapcsolatok latszanak nagy nagyitassal. A ,,D” dbran nagy dézisu UVB besugarzas utani allapot
szamos apoptotikus és nekrotikus sejttel
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2. dbra

Tipusos keratinocyta apoptosis fluoreszcens mikroszkopos képe. A-B-C-D abrak a folyamat kinetikajat mutatjak.

patomechanizmus hatterében allé
immunoldgiai folyamatok szerepét.
A beallitott sejtmodell segitségével
megvizsgaltukaz égést kdvetd kera-
tinocyta ellenes antitest termel6dé-
sének kinetikajat és az égett szérum
hatasat a hamsejtekre. Tekintettel
arra, hogy a keratinocytak felszinén
Fcreceptor nem expresszalddik, az
égett szérumbdl csak a hamsejt-
ellenes antitestek két6dneka kerati-
nocytakhoz, és az aspeciflkus kot6-
dés elhanyagolhat6. Szolubilis Ha-
CaT sejtek felhasznalasaval aram-
lasi citometridval vizsgaltuk a hdm-
sejt-ellenes antitestek mennyiségi
és mind@ségi valtozasat az égést ko-
vet6 11 hetes periddusban. A Ha-
CaT sejtekre kot6dd antitestek ti-
pusét 1gG, IgM és IgA ellenes ma-
sodik antitesttel torténd jelolést ko-
vetéen hataroztuk meg, amely
modszer lehetévétette a hAmellenes

CFSE/EB festés

3. dbra
Keratinocyta ellenes antitest termel@dés kiterjedt égést kovetden. Aramlasi

citometrias mérés HaCaT sejtekkel. Akeratinocyta ellenes antitest ddntéen IgG
tipusu és a titer az 5. hét tajan éri el a maximumat
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antitest termel&désének kinetikus elemzését is (4, 5, 6, 7,
11, 12). A vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a
keratinocyta ellenes antitest termel6dés az égest kdvetd
4.-5. héten éri el maximumat és a dominalo antitest tipus
az 1gG immunglobulin alosztélyba tartozik (3. abra). A
vizsgalatok eredményei magyarézatot adhatnak arra a kér-
désre, hogy az égést kovetd 4.-5. hét tajan miért gyakori
az autograftok lelokédése. A patomechanizmus pontos
tisztdzdsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az égett betegek szérumanak vizsgalata azt mutatta,
hogy hatasukra a keratinocytdkban sejtaktivacié jon lét-
re, amely folyamatot az intracelluléris Ca2+ felszabadula-
sa jelzi. A Cat release reverzibilis folyamat és 60 sec el-
teltével szabad intracellularis Ca”™mar nem detektalhato.
Normal szérum hatasara hasonl6 aktivacio nem figyelhe-
t6 meg. A hatas kialakulasaért tehat az égés kapcsan ke-
letkez6 és a szérumban keringd szolubilis anyag(ok) te-
het6ek) feleléssé. A megfigyelt aktivacié, az intracellula-
ris Cal* felszabadulas kinetikaja ugyan elmarad a kont-
roll stimulusként alkalmazott ATP hatasatol, de patho-
physioldgiai jelentdsége nem hanyagolhaté el. Az akti-
vacioért felelés szubsztancia azonositasa tovabbi vizsga-
latokkal lehetséges.

Plasminhatasa a keratinocytak mikodésére

Hunyadi professzor Ur vezetése alatt nagy hangsulyt
kapott a sebgyogyulas folyamatanak vizsgalata mind a
klinikum tertletén, mind pedig experimentalisan. A vizs-
géalatok egyik iranya a sebgyégyulds és a véralvadas ko-
z6tti 6sszefiiggés tanulmanyozasat célozta meg. A klini-
kumbdél ugyanis jol ismert, hogy jO vérellatasu teruletek
sebgyogyulasa gyors, és még a kronikus sebek gyogyu-
lasa is javithatd a sebalap revitalizaldsaval. Altalanosan
elfogadott, hogy a véralvadas kapcsan keletkez6 fibrin-
hal6 fontos szerepet jatszik a sebgyodgyulas folyamatéa-
ban, megteremtve az alapot a hdmsejtek migraciéjahoz.
A két folyamat kinetikaja azonban jelent&sen eltér: mig a
fibrin képz&dés folyamata gyors, percek alatt lezajlik,
addig a sebalap epithelizacidja napok alatt kdvetkezik

be. Tovabba a fibrinképzddést a hemosztazis késéi fazi-
saban annak lebontasa koveti, igy a sebgyogyulés folya-
matéban egyéb, a hemosztazis kés6i fazisaiban keletke-
z0 faktoroknak is szerepe lehet. Ezek kdzott fontosnak
tlint a plasminogen-plasmin rendszer, hiszen a ,,romok”
eltakaritasa, a teljes szoveti restitutio ad integrum csak s
folyamatok komplex szabalyozasa révén lehetséges.
Ilyen megfontolasok alapjan azt vizsgaltuk, hogy a plas-
min milyen szerepet jatszik a re-epithelizaciét meghaté-
rozokeratinocytafolyamatokban, a migracio, a fagocito-
sis és a ploriferacié soran. A sejtmigraciot a keratinocy-
tdk agarose gél alatti migraciéjaval vizsgaltuk, a fagoci

t6zishoz Candida spoérat hasznaltunk, mig a sejtprolifera-
cio kovetése[3H]-thymidineinkorporacio alapjan tortént.
A vizsgéalatok eredményei arra utaltak, hogy plasmin ha-
tasara specifikusan fokozédik a hamsejtek migracidja és
fagocita aktivitasa, mig a sejtosztdodas csokken.
Mindezek alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy a sebzés
sorén aktivalédd hemosztazis késdi fazisaban keletkezd
plasmin, el6segiti a sebgydgyulas re-epitelizacios folya-
matat stimulalva a sejtmigraciot és a migralé sejtek Gtjéa-
ba esd sejttérmelékek fagocitdzisat, ugyanakkor gatolja
a migralé hamsejtek osztédasat (13).

Keratinocyta tenyészetek vizsgalata
time-lapse videéval

Az experimentalis dermatoldgidval foglalkozé kutatd
orvos szamara meglep6 vizualis élményt jelentettek a
sejtkulturdkrol time-lapse videdval készitett felvételek.
A hamsejtkultirak tenyésztése soran, egy a mikroszkdp-
ra szerelt kamera segitségével folyamatos felvétel ké-
szithet6 a hdmsejtekrdl. A felvétel visszajatszasakor az
események tbbb szazszoros gyorsitas utan voltak latha-
ték, igy az igen lassu sejtvaltozasok az emberi szem
szaméra is érzékelhet6vé valtak. Igen érdekes latvany,
hogy a sejt-sejt kapcsolat dinamikusan valtozik, és a
hamsejtek (a sejtplazma) akér 4-5-sz6rés méretre is ké-
pesek szétterjedni, hogy a kialakul6 monolayer (res te-
rét kitdltsék. A sejtek osztdédasakor méretilk csokken,

4. abra
Time-lapse video felvétel HaCaT sejttenyészetrél. Az oszt6do sejt nyillal jeldlve
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5. abra
Atime-lapse video felvételeken a csillaggal jelolt sejt migracidja kovethet6
»A-B-C-D-E-F” id6rendi sorrendben. A ,3-C” dbrakon a sejtadhézio dinamikus valtozasa latszik
szamos allab (tappancs) megjelenésével

majd elvalnak a szomszédos hamsejtekt6l. A keletkez§
2 utddsejt dinamikus sejt-sejt kapcsolat Gtjan keresi a
szomszédos sejtekkel valé kapcsolatot (4. abra). Gya-
kori jelenség, hogy a hamsejtek kildnleges morfoldgia
valtozason mennek keresztiil, amely soran az addig a
felszinre és a szomszédos sejtekhez tapadt sejtek felval-
nak, és szamos allab (tappancs) kibocsatasaval dinami-

kus ,tancha” kezdenek, majd a folyamat végén elteril-
nek a felszinen, és hogy vitalitasukat bizonyitsak, to-
vabb migralnak (5. 4bra). Ezek a megfigyelések mai is-
mereteink szerint nehezen értelmezhetdek és fizioldgias
szerepik sem egyértelmd. A latvany azonban tovabb
erdsiti a dinamikus b&rmodellrél kialakitott elképzelé-
sunket.
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Osszefoglalas

Hunyadi Janos professzor Ur iranyitasa alatt a debreceni
Borklinika felzarkézott az experimentalis dermatoldgiaval
foglalkoz6 hazai kutatd kézpontok kézé. Kimagaslé tudasa,
sziporkazo otletgazdagsaga, példamutatd szorgalma, és nem
utolsésorban kivalo személyes adottsagai lehetéveé tették,
hogy egy modem szemléletli b6rgyogyasz generacio néjon
fel mellette. Iskolateremtd munkajaért fogadja a tanitvanyok
halajat. Isten éltesse Ot 70. sziiletésnapja alkalmabol.
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