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I. Bevezetés

I.1. Az izomsejtek altalanos tulajdonsagai

Az izom elnevezés tobb kiilonbozo, kontrakcidra specializalodott sejttipust foglal
magéba. Mindegyikben megtaladlhatoak a kontraktilis fehérjék, az aktin és a miozin, de
kiilonbség figyelheté meg ezek sejten beliili eloszldsdban, aminosavsorrendjében,
valamint az 6ket szabalyozo6 fehérjék mitkodésében.

Gerincesekben az izomsejteknek 4 tipusa van: a vazizom, a szivizom, a simaizom
¢s a myoepithelidlis sejtek. Az els6 harom tipus mezodermadlis eredetli, a
myoepithelidlis sejtek pedig az ektodermabol fejlddnek. A mezodermalis izomsejtek
koziil a simaizom mutatja a legegyszerlibb struktarat, a vdz- és a szivizom erdsen
organizalt, “harantcsikolt” szerkezetli. A simaizmokat és a szivizomzatot az autonom
(vegetativ) idegrendszer innervalja. Ezzel szemben a vdzizmot a periférids idegrendszer
szomatomotoros rostjai idegzik be ¢és akaratlagos szabalyozas alatt all. A
myoepithelidlis sejtek az ektodermalis eredetli epithelialis szekretoros szovetek
kiilonbozd tipusaiban talalhatok meg. Részt vesznek a veriték, a nyal és a tej
kivalasztasaban. Miikodésiik az endokrin rendszer €s a vegetativ idegrendszer kettOs

kontrollja alatt 4all.

I.1.1. 4 vazizom sajatsagai

Kifejlett harantcsikolt izomban az egyes izomrostokat sejtmembran veszi koriil,
amit sarcolemmanak neveznek (a citoplazmat pedig sarcoplasmanak). A sarcolemma
felépitése hasonld mas ingerlékeny membran felépitéséhez. A miikddés szempontjabol
jelentds fesziiltségfiiggd gyors Na'- és kés6i tipus K'-csatornak, Cl- és Ca®'-

csatornak, valamint kiilonféle receptormolekuldk talalhatok meg benne.
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1. abra (A) A vazizom altalanos felépitése. (B) A fejlodo izom felépitése.



A vazizomrostok intracellularis terében helyezkednek el a myofilamentumok,
melyek kontraktilis fehérjéket tartalmaznak. A vastag filamentumok vazat a miozin, a
vékony filamentumokét pedig az aktinmolekuldk alkotjak. Itt taldlhatok a kontrakciod
szabalyozasahoz sziikséges fehérj¢ék (troponin, tropomiozin) ¢és a szerkezet
fenntartasaért felelés struktirdk. A sarcoplasmaban taldlhatok az energetikai
sziikségletek  biztositdsdhoz  nélkiilozhetetlen elemek  (glikolitikus  enzimek,
mitochondriumok), és a sarcolemma alatt elhelyezkedo sejtmagok. A myofilamentumok
myofibrillumokba tomoriilnek, melyeket egy fejlett intracellularis membranrendszer, a
sarcoplasmaticus reticulum (SR) vesz koriil, amit longitudinalis (L-) tubulusok
alkotnak. Az L-tubulusok kiszélesedett végei a termindlis ciszternak. Ezek a
transzverzalis (T-) tubulusok -a sarcolemma betiiremkedései- kozvetlen kozelében
helyezkednek el, és azokkal egyiitt alkotjak a triddokat. Az SR belsé membranrendszere
kalciumraktarként miikodik, ez teszi lehetévé a Ca®"-koncentracid egyidejii, gyors
megemelkedését az intracelluldris térben.

Az elektromechanikai csatolas a felszini membran depolarizacioja €s a kontrakcio
kialakulasa kozott végbemend események sorozata, melynek elsé 1épése az akcids
potencial beterjedése a T-tubulusokba. Itt talalhatok az ugynevezett dihidropiridin-
receptorok (DHPR), melyek nem funkcionalé L-tipusi Ca®'-csatornak, depolarizacio
hatasara konformacidvaltozast szenvednek, ezaltal fesziiltségérzékeld szerepet toltenek
be az ingeriileti folyamatban (Rios és Brum, 1987). A Ca’'-raktarként miikodd
terminalis ciszternadkon rianodinreceptorok (RYR) talalhatok (1A ébra).

Elektromikroszkopos vizsgalatokkal kimutattak, hogy a RYR-ok kettds sorokban
helyezkednek el a membranban és csak minden masodik alkot kozvetlen kapcsolatot
egy DHPR-ral (Protasi, 2002). A kolcsonhatds molekuldris természetére vonatkozdan

tobb elképzelés létezik, a legvaldszinlibb az, hogy a két receptor kdzott mechanikai



kapcsolat van. Fesziiltség hatasdra megvaltozik a DHP-receptor térszerkezete és ez a
hozza térben nagyon kozel elhelyezkedd rianodin-receptor konformacidvaltozasat €s
megnyilasat okozza. A masik lehetdség a kémiai transzmisszio, ahol a depolarizacié
hatasara megnyil6 DHPR-okon bedramld kis mennyiségi Ca’" okozza a RYR-ok
megnyilasat. Ilyen kapcsolatot mutattak ki szivizmokon és a fejlodé vazizmokon (1B
abra).

A kifejlett vazizmon az extracellularis Ca®* belépése a kontrakci6 létrehozasaban
nem jatszik szerepet, a Ca>" intracellularis raktarakbol szabadul fel, majd a kontrakcio
utan ide is kertil vissza (Ashley és mtsai, 1991)).

Jelenlegi ismereteink szerint a harantcsikolt izmok felépitése és miikodése
kiilonbozik kétéltiek, valamint emldsok esetében. Ez a kiilonbség egyrészt a
sarcoplasmaticus retikulum morfologiai eltéréseivel (Franzini-Armstrong és Peachey,
1981), masrészt a kalciumfelszabadulasban részt vevd rianodin receptorok
szerkezetének kiilonbozoségeivel magyarazhatd. Kimutattak, hogy béka vazizomban
kétféle rianodin receptor izoforma fordul eld, melyek jellegzetesen kettés sorokban
helyezkednek el. Az egyik kozvetlen kapcsolatban all egy, a felszini membranban
elhelyezkedd fesziiltségérzékeny dihidropiridin receptorral, mig a receptor masik
izoforméja  attol  tavolabb  helyezkedik el, ¢és az intracelluldris  tér
ez utdbbi izoforma nem fordul eld (Flucher és mtsai, 1999). A DHPR-ok aktivalodasa a
velilk szoros kapcsolatban 4ll6 RYR-okon keresztiil kalciumkiaramlast okoz, a
megnovekedett intracellularis kalciumkoncentracié (tovabbiakban [Ca®'i) pedig
aktivalja a tavolabb elhelyezkedd, DHPR-okkal kdzvetlen kapcsolatban nem allo6 RYR-
okat (kalcium indukalt kalciumfelszabadulas), ami tovabbi kalciumfelszabadulast hoz

létre.



Az egész sejtre kiterjedd, tranziens intracellularis kalciumkoncentracio
(tovabbiakban [Ca’']i) -megemelkedés alapjat képezd, egy, vagy néhany RYR
megnyilasa altal okozott kalciumfelszabadulést elemi eseménynek nevezziik (Cheng és
mtsai, 1993). Mint azt Kirsch és mtsai 2001-ben leirtak, az elemi kalciumfelszabadulasi
eseményeknek két forméja figyelhetdé meg. Egy nagyobb amplitidoval jellemezhetd,
rovid ideig tartdé esemény, a ,,spark” (Cheng és mtsai, 1993, Tsugorka és mtsai, 1995,
Klein és mtsai, 1996), valamint egy hosszabb ideig tart6, kisebb amplitiddju esemény,
az ,.,ember” (Gonzalez és mtsai, 2000). A megndvekedett [Ca®'J;. felelSs a kontrakcioért

¢€s szamos sejtfolyamatért.

1.1.2. A vazizom fejlodése: miogenezis

Az izomsejtek fejlodése soran 3 stddium kiilonithetd el (Grounds, 1991). Az els6
az embrionalis fazis, vagy korai differencialédas, melynek soran a differencidlatlan
mezodermalis sejtek miogén iranyban elkotelezett sejtekké alakulnak. A monopotens
myoblast ezutan termindlis differencialédason megy keresztiil, melynek soran
miikodésbe 1épnek az izomspecifikus fehérjéket kodold gének és a sejt flzid iranti
készsége nd. A masodik szakaszban, az érési fazis ideje alatt, a fizid6 utén, az
izomspecifikus  fehérjék: aktin, miozin, troponin, tropomiozin, miokinaz,
kreatinfoszfokindz, egyes receptorok (pl. acetilkolin receptor, a tovabbiakban AchR),
sejtadhézios molekuldk szintézise fokozodik. Ekkor torténik a ndvekedés €s a specidlis
feladatokhoz val6 adaptéalodas.

Ez a két fazis in vitro reprodukalhat6, de kiilsé faktorok hianyaban (beidegzés,
hormonhatésok, az extracellularis matrix jelenléte) a fejlodés ezen a stadiumon nem jut
tul. A harmadik fézis, a késdi differencialodas jellegzetessége az izomtipusok szerinti

differencialddas.



[.1.2.1. Myoblastok

A myoblastok mezodermalis sejtvonalbol szarmazo, miogén iranyban elkotelezett
sejtek. Az embrioban a vazizom kialakulasi helye kortil halmozodnak és szaporodnak
fel. Egy résziik az embriondlis izomzatot alkotja, mig egy elkiiloniild sejtvonalbdl stem
sejt populaciok, azaz szatellitasejtek alakulnak ki.

A szatellita sejtek a kifejlett vazizomrostok membranja és alaphartyaja kozott
talalhat6, nem oszt6do, nyugvéd allapotban levd sejtek, melyek az izom sériilésekor
aktivalodnak és beldliik indul meg a sériilt, vagy elpusztult izomrész regeneracidja. A
szatellita sejtek osztodd myoblastokka alakulva ugyanazt a fejlodési, differencialodasi
utvonalat inditjdk be, mint ami az embrionalis fejloddés soran a magzati vazizomzat
kialakulasdhoz vezet (Grounds, 1991).

A myoblastok alakja a bipolaris, vagy ors6 alakli, monopolaris mesenchymalis
sejtekéhez hasonlit és kezdetben (premyoblastok, vagy izom-prekurzor sejtek) latszolag
megkiilonboztethetetlenek a tobbi mesenchymalis mezodermalis sejttdl (fibroblastok),
melyek az izom kotoszovetes allomanyat alakitjdk majd ki. A premyoblastokbdl,
melyek nem szintetizalnak izom-specifikus fehérjéket, myoblastok fejlédnek. Holtzer és
Bishoff (1970) definicioja szerint a myoblastok ,,posztmitotikus mononuklearis sejtek,

melyek fuziora és kontraktilis fehérjék szintézisére képesek™.

1.1.2.2. Myotubulusok

A myoblastok sejtszinciciumma faziondlnak, melyet myotubulusoknak
(izomcsoveknek) neveznek. A sejtfelszini adhéziés molekuldk izoform atalakuldson
mennek keresztiil a fuzid elétt. A myotubulusok elongalt, cilindrikus, sokmagvu sejtek,
melyek kotegekbe rendezett kontraktilis fehérjéket tartalmaznak. A harant iranyu

tagolddas (sarcomera) is megfigyelhetd mar ebben a fejlodési stadiumban. A sejtmagok



centralisan helyezkednek el, a myofibrillumokat periférias iranyba toljadk. A primer
myotubulusok a myoblastok kozelében helyezkednek el, és azokkal Osszeolvadva
hozzak 1étre a szekunder myotubulusokat. Ebben a fejlodési stadiumban alakul ki az

alaphartya, mely koriilveszi az izomcsoveket.

1.1.2.3. Izomrostok

Az izomrostok kontraktilis fehérjéket szintetizalnak, melyek megnovekedett
mennyisége a sejtmagokat a perifériara nyomja. Az egyes sejteket kotészovet
(endomysium) veszi koriil. A sejtek kotegekbe rendezddnek, melyeket perimysium,
illetve epimysium burkol.

Az izomrostok mérete nagyon valtozd. Az izmok leginkabb hipertrofiaval
novekednek, melynek soran né a myofibrillumok atmérdje és hossza, mig hiperplazia
soran az izomrostok szdma né. Emlésokben ez a szam a sziiletés elétt, vagy kozvetlentil
a sziiletés utan meghatarozodik, és kés6bb mar nem valtozik. A hosszndvekedést a
fibrillumok végéhez csatlakoz6 sarcomerek szamanak megnovekedése okozza. Az
ujonnan szintetizalt myofilamentumok a rostok atmérdjének novekedését idézik el

(Muntz, 1990).

[.2. A purinerg jelatvitel

Az adenin vegyliletek hatasardl Drury és Szentgyorgyi szamolt be el6szor 1929-
ben. Mintegy harom évtizeddel késébb az ATP-t mint neurotranszmittert irtak le, mely
1959). Az 1960-as években utaltak eldszor arra, hogy a gasztrointesztinalis €s a
hugyivarrendszert ellatd idegek egy csoportja nem-adrenerg, nem-kolinerg ideg

(NANC), transzmitterilk az ATP (Burnstock és mtsai, 1963; Martinson és Muren,



1963). Az éaltaluk kozvetitett jelatviteli folyamatot purinerg transzmissziénak nevezték
el. Késébb azonositottdk a hatasért felelds receptorokat. Ezeket a receptorokat két
csoportba soroltak hatasuk és endogén aktivatoruk szerint (Burnstock, 1972). Az
adenozinnal aktivalhatdé adenozin- vagy P1 purinoreceptorok adenilat-ciklazhoz
kapcsoltak. A metilxantin alacsony koncentracidban kompetitiv modon képes gatolni
ezeket a receptorokat, melyek idegvégzdodésekben és szinapszisokban helyezkednek el a
preszinaptikus membranban. Aktivacidjuk a neurotranszmitterek (Ach, NA, stb.)
felszabadulasat gatolja (De Mey ¢és mtsai, 1979) igy a negativ visszacsatolasi
részt. A masik csoportba azokat a receptorokat soroltak, melyek ATP-vel és ADP-vel
aktivalhatéak. Ezeket P2 purinoreceptoroknak nevezték el. Szamos sejttipusban
eléfordulnak, igy az idegsejteken is, ahol fdleg a posztszinaptikus membranban
talalhatok €s stimulalé hatdsuak az ingeriiletattevodési folyamatokban.

A P2 purinoreceptoron keresztiil haté ATP kotranszmitterként szabadul fel
adrenerg, illetve kolinerg idegvégzdodésekbdl (szimpatikus idegekben noradrenalinnal,
és Y neuropeptiddel, paraszimpatikus idegekben acetilkolinnal és vazoaktiv intesztinalis
peptiddel (VIP), szenzomotoros idegekben CGRP-vel (kalcitonin gén-rokon peptid) és
P-anyaggal (substance P), NANC inhibitoros idegekben pedig nitrogén-monoxiddal és
VIP-pel; von Kiigelgen és Starke, 1985; Silinsky, 1975). Az ATP nem idegi uton,
szoveti karosodaskor, illetve hipoxids koriilmények kozott, valamint neuroendokrin,
vagy epithelidlis szekrécidval keriilhet az intracellularis térbdl az extracellularis térbe.

Az ATP hatasat kiilonboz6 allatfajokban vizsgaltdk, az egysejtliektol, az
emldsokig. Mindegyikben sikeriilt kimutatni az ATP-t, energiaforrasként, nukleinsavak
alkotoelemeként, és extracellularis hirvivomolekulaként. Ezek a megfigyelések azt

mutatjak, hogy az ATP egy olyan 0si, alapvetd transzmitter lehet, mely az evolicios



fejlodés soran, mint kotranszmitter maradt meg, és szerepe eltérd lehet kiilonbozo fajok,

illetve szovetek esetében.

1.2.1. 4 purinoreceptorok osztalyozasa

Az aminosav szekvencidjuk és jelatviteli utvonalaik szerint a P2 receptorok két
csoportba (2. abra) sorolhatok (Abbracchio és Burnstock, 1994):

1. A P2X purinoreceptorok ligandvezérelt kationcsatornak, eddig 7 altipusukat
klénoztak, P2X; ;. Két transzmembran szegmensbdl €s egy nagy, ciszteinben gazdag
extracellularis hurokbdl allnak, a C- és az N-termindlis egyarant intracellularis
elhelyezkedésti (Chizh és Illés, 2000; Barnard és Simon 2001; North, 2002). A
korabban P2Z purinoreceptorként azonositott P2X5 receptor egy nagy konduktanciaju,
nem-szelektiv csatorna. Megnyilasa a sejt lizisét okozza. ATP* aktivélja,
makrofagokban, limfocitadkban, valamint hizésejtekben van jelentds szerepe.
2. A P2Y purinoreceptorok 7 transzmembran doménbdl allo struktardk, melyek G-
proteinhez kapcsolédnak, azok koziil is elsésorban a G, fehérjékhez, melyek a
foszfolipaz C ttvonalat aktivaljak. 8 klénozott altipusuk ismert. A korabban P2U-ként
leirt tipust ujabban a P2Y, receptorral azonositjak (von Kiigelgen és Starke, 1985,
Silinsky, 1975).

A vazizom purinerg jelatviteli folyamataiban a P2X, valamint a P2Y altipusok (3.

abra) tolthetnek be fontos szerepet.



extracellularis ATP

— T~

P2Y receptor P2X receptor
— T~
G-protein aktivacio ATP-vezérelt kation- ATP-vezérelt
(tobbféle forma) / csatorna porus formacid
l plasmamembran
depolarizaciod

inozitol-foszfolipid-specifikus l
foszfolipaz C (tobbféle forma)
l fesziiltség-aktivalt nem szelektiv porusok
Ca’"-csatornak

(1,4,5) IP; termelés

l

intracellularis Ca*"-raktarak megnovekedett Ca®*-belépés a plazmamembranon

mobilizalasa keresztiil

T —

megnovekedett citoszolikus [Ca®"]

Y

ATP-indukalt funkcionalis valaszok (sejtspecifikusak, Ca**-fiiggéek)

2. abra: Az extracellularis ATP kiilonb6z6 P2 purinoreceptor altipuson keresztiil képes
hatasat kifejteni. Mindegyik altipus aktivalodasa intracellularis [Ca®] novekedéssel jar,
mely a Ca®"-fiiggd sejtfolyamatokat aktivalja (pl. izomsejtek kontrakcidja, az
endokrin/neuroendokrin  sejtek exocytosisa). A P2Y receptorok IP; termelést
indukalnak, mely az intracellularis Ca®'-raktarakbol Ca**-mobilizalast okoz. Ezzel
szemben a P2X receptorok elsésorban a Ca®"-influxot novelik, a plazmamembran
kiilonb6z6 csatorndin és porusain keresztiil (Burnstock, 1996. nyoman).
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3. abra (A) A P2X, valamint a P2Y purinoreceptorok altalanos felépitése. (B) A P2X
receptorok jellemzd tulajdonsagai
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1.2.2. A P2X purinoreceptorok fukciondalis tulajdonsagai

1.2.2.1. Agonista tulajdonsagok

Szelektiv antagonistak hianyaban a P2X receptorok farmakoldgiai azonositasa
elsésorban az agonista hatasprofilra épiil. Valamennyi P2X purinoceptor tipuson (4.
abra) agonistaként hat az ATP, a 2-metilthio-ATP, a 2-kloro-ATP, az ADP, ¢és csak
részleges agonista az ATPyS, az ApSA. A 3'-0-(4-benzoil) benzoil ATP (BzATP) foként
a P2X7 receptoron hatdsos (Surprenant, 1996). Az ATP félmaximalis koncentracioja
egyes P2X receptorok esetében néhany uM (P2X;, P2X,, P2X4, P2Xs, P2X5), mig mas
altipusok joval érzékenyebbek, ezeken az ATP mar nM-os koncentracidban is hatasos
(P2X3, P2X; Soto, és mtsai. 1997; North és Surprenant, 2000)

Eltéré az egyes receptorok érzékenysége mas agonistdk tekintetében is. Egyes
altipusok az o,B-metilén-ATP-re érzékenyek ¢és kevésbé, vagy egyaltalan nem a B,y-
metilén-ATP-re (P2X;, P2X3) mig mas altipusok a,B-metilén-ATP-vel sem aktivalhatok
(P2X,, P2X4, P2Xs, P2X6, P2X7; Surprenant, 1996).

Egyes P2X receptorokra jellemzd az agonista hosszabb idejii alkalmazasa soran

fellépd deszenzitizacio, amit az agonista ismételt alkalmazéasaval jard valaszcsokkenés

jelez (North, 1996; Surprenant, 1996).

1.2.2.2. Antagonista tulajdonsagok

A purinoreceptorok fiziologiai vizsgalatokkal torténd megkiilonboztetése nehéz,
mivel nincsenek az egyes altipusokra szelektiv, nagy affinitdsu antagonistak. Bar tobb,
hasznélatban levd purinoceptor-antagonista ismert, a suramin, a pyridoxalfoszfat-6-

azofenil-2,4'-diszulfon-sav = (PPADS), a pyridoxal-5-foszfat (P5P), a 4,4'-
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diisothiocyanostilben-2,2'-diszulfon-sav (DIDS), a Cibacron blue és egyes oxidalt ATP-
formak (4. dbra), am ezek nem alkalmasak az altipusok elkiilonitésére.

Mig a PPADS (McLaren és mtsai, 1994), a P5P ¢és a DIDS hatdsa kevéssé
reverzibilis, nehezen moshat6 ki, esetleg irreverzibilis, addig a suramin (von Kogelgen
¢s Wetter, 2000) hatdsa gyorsan kialakuld és konnyen kimoshatd. A suramin és a
PPADS hatasos koncentracidja 1-10uM koncentracidtartomanyba esik, magasabb
koncentraciokban (>100 puM) nem szelektiv gatlast idéznek eld mind a P2X
receptorokon, mind més ioncsatornakon (5-HTs, GABA, kifelé egyeniranyité K'- és N-
tipusa Ca> -csatornakon).

A suramin és a PPADS hatdsdnak kimoshatosagaban mutatkoz6 kiilonbségek arra

utalnak, hogy a receptorfehérje mas doménjei felelosek a kotéstikért (Surprenant, 1996).

P2X altipusok P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7

ATP, 2-metilthio-ATP, 2-chloro-ATP, ADP, ATPyS
o,B-metilén-ATP, B,y-metilén-ATP, BZATP

Agonistak
ATP ATP ATP ATP ATP ATP ATP
+++ +++ +++ ++ ++ + +
suramin |suramin |suramin suramin
Antagonistdk | PPADS | PPADS | PPADS PPADS

DIDS, Cibacron Blue

P2Y altipusok | P2Y; | P2Y, | P2Ys | P2Ys | P2Ys | P2Ye | P2Y; | P2Yy

ATP, 2-metilthioATP, ADP, ATPyS
UTP | UTP |ATPJ | UTP

Agonistak

Antagonistak suramin, reaktiv blue2

4. abra A P2X, valamint P2Y purinoreceptorok farmakoldgiaja, agonista- és
antagonista hatasprofil
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1.2.2.3. Ion permeabilitas

Az ATP-vel aktivalhatd ioncsatorndk egyarant permedbilisak monovalens
kationokra -Na™ és K ionokra - és a divalens Ca*"-ionokra.

A relativ Ca>" permedbilitasi hanyados Na'-ra nézve (Pca/Pna) 2 és 4 kozé esik
(Evans ¢és mtsai, 1996). Ez kisebb, mint az NMDA, de nagyobb, mint a nikotinerg
receptorok esetén. A Ca®" aramok direkt mérésével kimutattak, hogy az csupan az ATP
altal kivaltott ionaramok 8-15%-at teszi ki fiziologids koriilmények kozott. A porus
atmérdje 0,9-1 nm, ami valamivel nagyobb, mint a nikotinerg receptor pérusatméroje,
igy ateresztd nagy szerves kationokra is (pl.: TRIS, N-metil-D-gliik6zamin; North,
1996; Surprenant, 1996).

A P2X receptorok fontos tulajdonsaga a befelé egyeniranyitas, bar ennek mértéke
kiilonbozik a sejtek, sejttipusok és az egyes P2X receptor altipusok kozott. Az
egyeniranyitasban, eltéréen az NMDA receptortol és a befelé egyeniranyité K

csatornatol, nem jatszanak szerepet Mg” -ionok (Surprenant, 1996).

1.2.2.4. A purinerg anyagok hatasai

Mig a purinszarmazékok rovid idejii hatdsait széles korben tanulmanyozzak,
szoveti hatdsai kevésbé ismertek. Az embriondlis fejlodésben, a novekedési
folyamatokban, a sejtproliferacioban, az apoptdzisban és a programozott sejthalalban
mar meghataroztak a szerepiiket. Nemrégiben irtak le ezen anyagok szerepét a glia- és a
neuronsejtek aktivaciojaban és azt is sikeriilt megallapitani, hogy ez kdlcsonhatasban all
a novekedési faktorok termelésével és azok hatdsaival. Kutatdsok folynak a
purinszarmazékok neuroimmun mechanizmusokban, csont- illetve porc-felszivodas

folyamataiban betoltott esetleges szerepével kapcsolatban is (Burnstock, 1996).
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1.2.2.5. Az ATP hatasa vazizmokon

Korabban mar leirtdk az extracellularisan alkalmazott ATP hatasait izomsejteken
(Henning ¢és mtsai, 1997). Kimutattdk, hogy az ATP acetilkolinnal egyiitt szabadul fel
neuromuscularis junctioban az idegvégzdodésekbdl (Silinsky, 1975), és modositja a
synapticus ingeriiletatvitelt. Ezen kiviil erdltetett izommunka (Cunha és Sebastido,
1993), illetve szoveti sériilés alatt is felszabadulhat ATP. Egy jelenleg elfogadott
elképzelés szerint az extracellularis ATP az izom differencidlodas szabalyzasdban vesz
részt (Ryten és mitsai, 2002), valamint szerepe lehet egyes sarcoglycanopathias
betegségek kialakuldsaban (Betto és mtsai, 1999).

Mind az ionotréop P2X, mind a metabotrop P2Y receptorok jelenlétét kimutattak
mar harantcsikolt izomsejteken, a P2X receptorokat csirkeembrion (Ruppelt és mtsai,
1999; Bo és mtsai, 2000), és human vazizomsejteken (Urano és mtsai, 1997). A
receptorok expresszidja differencialodas-fiiggd mintazatot mutatott, a fejlédés korai
stadiumaban a legtobb altipus megjelent a sejteken, mig a késobbi, differencialtabb
fejlodési stadiumban ezek nagy része eltiint (Ruppelt €s mtsai, 2001). A P2X receptorok
a teljesen differencidlt izomrostokon nincsenek jelen, bar denervalds hatasara
expresszidjuk ismét fokozodik (Wells és mtsai, 1995). C2C12 egér vazizom eredetli
sejtvonalon (Henning és mtsai, 1993), valamint embrionalis izomsejteken (Cheung és
mtsai, 2003) kimutattdk a P2Y receptorok jelenlétét is. Bar mind a P2X, mind a P2Y
receptorok aktivalodasa az [C212+]ic megemelkedéséhez vezet, de azt mindeddig nem
sikertilt megallapitani, hogy a két kiilonb6zé utvonal milyen ardnyban vesz részt a

folyamatban.
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I.3. A proteinkinaz C rendszer jellemzéi és szerepe vazizomsejteken

A foszfatidil-inozitol utvonal (PI) P2Y receptoron keresztiili aktivalodasa az
[Ca® )i megemelésén tal (Keresztes és mtsai, 1991), aktivalja a proteinkindz C (PKC)
enzimcsalad tagjait is. A PKC rendszer elemei a szerin/threonin kinazok csoportjaba
tartoznak, amelyek kozponti szabalyozo szerepet jatszanak szamos sejttipus
mikodésében. Jelenleg 11 kiilonb6z6 izoenzimet ismeriink, amelyeket harom csoportba
sorolnak: a kalciummal és forbolészterekkel aktivalhato ,,klasszikus” (PKCa, BI, BIL, és
7), a kalciumtol fiiggetlen ,,4j tipust” (PKC9, €, n, és 0), és az aktivalédasdhoz sem
kalciumot, sem forbolésztert nem igényld, ,,atipusos” (PKCC és A/1) csaladokba. Kiilon
»csoportba” tartozik a PKCp izoenzim. A kalciummal ¢és forbolészterekkel vald
aktivalhatésaguk a szekvencidjukban talalhato specifikus kotohelyek meglététol fligg,
ezen domének hidnydban az adott anyag nem sziikséges az enzim miikodéséhez. Az
izoenzimformdk jellegzetes eloszldsi mintdzatot mutatnak a kiilonbozé sejtekben, és
eltérd a proliferacioban illetve differencidlodasban betdltott szerepiik is (Ohno és mtsai,
1991; Goodnight és mtsai, 1994, 1995). Ismert az is, hogy egy adott valasz kialakitasa
nem csak bizonyos PKC izoformak aktivalédasahoz kotott, hanem a kiilonbdz6 tipusok
akar antagonisztikus hatastak is lehetnek (Mischak és mtsai, 1993; Murray ¢€s mtsai,
1993; Brodie és mtsai, 1998), ami az egyes izoenzimek eltérd szabalyozd funkcidjara

utal.
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I1. Célkituzések

Munkank  sordn  célul  tlztik ki a  tenyésztett  vazizomsejtek
kalciumhomeosztazisanak, valamint a kalciumfelszabadulas hatterében allo elemi
eseményeknek a vizsgalatat.

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan hat az extracellularisan alkalmazott ATP tenyésztett vazizomsejteken?

2. Vannak-e purinerg receptorok tenyésztett vazizomsejteken, ha igen, milyen
tipustiak? Hogyan valosul meg rajtuk keresztiil a sejt intracellularis terébe torténd
kalciumbeédramlas és hogyan lehet ezt befolyasolni?

3. Van-e hatédsa az extracellularis ATP-nek a sejtek osztodasara és differencialodésara,
¢s ha igen, milyen jelatviteli utvonalon keresztiil valosul meg ez a hatds?

4. Milyen jellemzdkkel irhatok le az emlds vazizmok sarcoplasmaticus reticulumabol
torténd kalciumfelszabadulas elemi eseményei?

5. Meghatéarozhat6-e az elemi események jellemz6ibdl az azokat 1étrehozo csatornak
szdma? Van-e ebbdl a szempontbol kiilonbség az elemi események két alapvetd
formaja, a ,,spark” és az ,,ember” kozott? Befolydsolhatoak-e ezek valamilyen

modon?

17



III. Anyagok és modszerek

III.1. Vazizomsejtek tenyésztése

Humaén vazizom eredetli tenyészetek esetében az izomszovetek olyan egészséges
paciensekbdl szarmaztak, akik ortopédiai miitéten estek at. Egér vazizom
tenyészetekhez a rostokat 4-10 napos egerek hatsé végtagjabol preparaltuk.

A kimetszett izomszovetet fiziolégids sodoldatba helyeztiik (Hanks-oldat:
136,75 mM NaCl, 5,36 mM KCI, 0,34 mM Na,HPO,4, 0,44 mM KH,PO,, 0,81 mM
MgSO,, 1,26 mM CaCly, 5,56 mM gliikkéz, 4,17 mM NaHCOs, 10 mg/l fenolvords,
50 pg/ml gentamicin (Biogal, Debrecen, Mo.), pH: 7,2, ozmolaritas: 300 mosm/l),
olléval 3-5 mm-es darabokra vagtuk a mintat, majd oldatcserével vértelenitettiik.
Darabolast kovetéen az izom emésztését Ca’'- és Mg®-mentes, 1 mg/ml tripszint
(Difco, detroit, MI, USA) és 0,75 mg/ml kollagenaz II-t (Sigma, St. Louis, MO, USA)
tartalmazo foszfat pufferben (136,75 mM NaCl, 8,02 mM KCI, 8,1 mM Na,HPOs,
1,47 mM KH,PO,4, 25 mM gliikkéz, 25 mM szacharoz, 50 ug/ml gentamicin, 50 U/ml
penicillin (Biogal), 50 ug/ml streptomicin (Biogal), 1 mg/ml BSA (borji savo albumin;
Sigma), pH: 7,4, ozmolaritas: 300 mosm) végeztiik, 37 °C-os razoéfiirdében (1 Hz), 15
percig. Ezt kovetéen a feliiluszot 16szérumot tartalmazd neutralizald oldattal
elegyitettilk, mely tripszininhibitor hatasanal fogva ledllitotta az enzimreakciot.
Kétrétegti (50, illetve 20 pm porusdtmérdjii) nylon-membranon torténd sziirés utan 10
percig 1000/perc fordulaton centrifugaltuk az oldatot, majd az iiledéket a megfeleld
szérumtartalmt HAM F-12 tapoldatban (Sigma) oldottuk. Ez human minta esetében 5%
fotalis borjusavot (FCS, Sigma), 5% loszérumot (HS, Sigma), egér vazizom esetén 10%
FCS és 10% HS-t, valamint minden esetben 50 U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint,

¢s 1,25 pg/ml fungizont (Biogal) tartalmazott. A durva izomdarabokat tovabb
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emésztettiik, majd a frakciokat egyesitve, sejtszamolast kvetden a sejtszuszpenziot 1%-
os zselatinoldattal eldkezelt, steril, liveg feddlemezekre (savkezelt, holégsterilizalt,
30 mm atmérdji, 0,07 mm vastagsagu; Mensel Glasser) szélesztettiik. A tenyésztés elso
két napjan a sejteket ebben a tapoldatban tartottuk, mely alacsony Ca®’-tartalmanal és
magas szérumtartalmanal fogva kedvez a sejtek osztodasanak (Yasin és mtsai, 1977).

A tenyésztés 3. napjan attértiink a Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ra
(DMEM; Sigma), mely humén tenyészet esetén 2% FCS-t, 2% HS-t, egér tenyészet
esetében 4% 16szérumot tartalmazott.

A tenyészetek fenntartdsa 5% CO, tartalom mellett 37°C-ra  termosztalt

kornyezetben tortént, a tapoldatot kétnaponta cseréltiik.

II1.2. Fluoreszcencias [Ca2+] méreés

A méréseket 4-10 napos egér, illetve 7-14 napos human tenyészetek sejtjein
végeztik. Az eredmények kiértékelésénél figyelembe vettiik a sejtek differencialtsagi
fokat, melyet a sejtben talalhaté magok szamaval jellemeztiink. A sejtek feltoltéséhez
10 uM Fura-2-acetoxi-metilészter- (Fura-2 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
75 uM pluronic (Sigma)-, és 150 nM neostigmin- (Pharmamagist, Bp. Mo.) oldatot
hasznaltunk. A toltés 37°C-on, 5% CO, tartalmu atmoszférdban, 90 percig tartott. A
mérések megkezdése eldtt a sejteket szobahdmérsékleten (22-24°C), normal Tyrode-
oldatban (137 mM NaCl, 54 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM
Hepes-NaOH, 1 g/l gliikoz, pH: 7,4), tartottuk fél 6ran at, hogy a festék homogén
eloszlasat biztositsuk. A festékkel feltoltddott sejteket tartalmazd targylemezt egy
invertald mikroszkop (Diaphot, Nikon, Japan) targyasztalara helyeztik. A sejtekbe
juttatott festék megfeleld, 340 ¢és 380 nm hulldmhosszisagok kozott valtakozo

gerjesztését DeltaScan™ kettés monokromatoros berendezése (Photon Technology
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PTI DeltaScan Nikon mikroszkoép
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5. abra A PTI mérérendszer felépitése

International, USA) biztositotta. Fényforrasként a rendszer Xenon-lampéja szolgalt,
melynek fényét egy forgotiikros sugarosztd két nyaldbra osztotta. A keletkezd sugarak
kiilon-kiilon monokromatoron haladtak at, melynek eredménye a méréseinkhez
sziikséges 340 illetve 380 nm hulldmhosszisagu fénynyalab. A monokroméatorokbol
optikai szalak vezették el a fényt, ami egy csatold egységen, valamint egy dichroikus
tiikkron keresztiil jutott a mikroszkop targyasztalan elhelyezett sejtekre. A Fura-2 altal
kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasziird kozbeiktatasaval, egy
fotoelektron-sokszorozé (PMT) segitségével, 10 Hz mintavételi gyakorisaggal
detektaltuk (5. abra). Az intracellularis kalciumkoncentracio értékeket Grynkiewicz,

Poenie és Tsien (1985) egyenlete alapjan szamitottuk:

[Ca®]1=Kp* B * (R - Rinin) / (Rmax— R) (1)
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a 340 (Fsa) ¢és 380 nm hullamhosszon (Fs3) mért fluoreszcenciaintenzitasok
hanyadosabol (R=F34/F359), felhasznalva a mar korabban mért (Bird €s mtsai, 1998) in
vivo kalibraciés adatokat (Kp=76 nM, R;in=0,42, Ruy.x=8,6, p=15,3). A
hattérfluoreszcenciat a feddlemezek sejtmentes helyein mértilk, amit a program
automatikusan levont a mért fluoreszcencia értékekbdl.

A vizsgalt anyagokat perfuzids rendszer segitségével juttattuk a sejtek kozvetlen
kozelébe. A méréseket normal Tyrode- illetve kalciummentes Tyrode-oldatban
(0sszetétele megegyezett a normal Tyrode-oldat Osszetételével, de nem tartalmazott

CaCly-oldatot, viszont tartalmazott 5 mM EGTA-t) végeztiik.

I11.3. A kalcium fluxus szamitasa

A sejt intracellularis terébe belépd kalciumionok szarmazhatnak egyrészt az
extracellularis térbol, masrészt a belsd raktarakbol. Az intracellularis térbe jutod
kalciumionokat a kalciumpumpak ¢s a kalciumkotd fehérjék tavolitjak el. A
megemelkedett intracelluldris kalciumkoncentraciot kalciumérzékeny fluoreszcens
festék segitségével kozvetleniil mérni tudjuk. Az anyagmegmaradas torvénye
értelmében a belépd, és az eltavolitott kalcium mennyisége megegyezik a mért
intracellularis kalciumkoncentracio-valtozas mértékével. A kalciumkotd fehérjék
mtsai, 2003), igy azt ismertnek tételeztiik fel. A kalciumpumpa transzportsebességét a
depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek leszalld szarabol, matematikai modell
segitségével hataroztuk meg. Tettiikk ezt azért, mert a depolarizacié olyan gyors és
nagymértéki, hogy a kalciumtranziens leszallo szaran a fesziiltségfiiggd csatorndk mar
biztosan zarva vannak, vagy inaktivalédtak, nem torténik rajtuk keresztiil

kalciumbearamlas, a gorbe ezen szakasza tehat a kalciumpumpak mikodését tiikrozi.
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Ennek bizonyitasara 120 mM KCl-oldatot hosszu ideig adagoltunk. A rovid ideji KCl
adagolashoz képest sem a tranzienseken, sem a fluxusgérbéken nem tapasztaltunk
eltérést. A kalciumeltavolitd mechanizmusok paramétereinek, valamint magénak a
kalciumtranziensnek az ismeretében ki tudtuk tehdt szdmolni a kalcium beédramlas

sebességét, azaz a fluxust (FI).

I11.4. Tonaramok és membranpotencialok mérése

Az izomsejtek ingeriileti folyamatait patch-clamp technika teljes-sejtes
elrendezésében (whole-cell), szobahdmérsékleten tanulmanyoztuk. A modszer eldnyei,
hogy az extra- és intracellularis tér iondsszetétele egyarant szabalyozhatd, a diffuzios
problémak minimalisak ¢€s az ingeriileti folyamatokban részt vevd iondramok
elkiilonitetten mérheték. Méréseink soran Axopatch 200A erdsitét (Axon Instruments,
USA) hasznaltunk, a mikropipettdkat vékony boroszilikat liveg kapillarisokbol (Bio
Logic, Germany), izzitast kovetéen készitettiik. A mérésekhez hasznalt, K -aszpartat
alapu belsé oldattal (110 mM K-aszpartat, 20 mM KCI, 2 mM MgCl,, 5 mM EGTA,
5mM Hepes, 2 mM MgATP, pH 7,3, KOH-dal beallitva) feltoltott mikropipettak
elektromos ellendllasa 3-4 MQ kozott volt. A sejtek ionaramait a mérérendszer
fesziiltség-rogzités (voltage-clamp), mig a membranpotencidlt dram-rdgzités (current-
clamp) modjaban detektaltuk. A sejtek elektromos ingerlését, a mintavételezést és az
eredmények kiértékelését a pClamp 6.0.4 program (Axon Instruments, USA)
segitségével valodsitottuk meg. Az elektromos jelek mintavételezése 1 kHz-es
gyakorisaggal tortént.

A sejtek passziv elektromos paramétereinek (kapacitas) meghatarozasahoz 40 ms
hosszt, -80 mV-os tartd (holding) potencialrél induld, 5 mV-os depolarizalé impulzust

hasznaltunk. A vizsgalt sejtek linearis kapacitasa 100-600 pF volt. Az alkalmazott
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oldatok cseréjét allando sebességli perfuzidos rendszerrel oldottuk meg. Az
extracellularisan alkalmazott ATP hatasait fesziiltség- ¢és aram-rogzités modban is
nyomonkovettiik. Elébbi esetben a tartd potencialt —80mV-on rogzitve az ATP
jelenlétében kialakuld holding aram valtozasat, mint ATP altal kivaltott d&ramot (Iotp)
mértiik. Aram-rogzités modban az ATP hatasara kialakuld6 membranpotenciél-

valtozasokat, a depolarizacié mértékét vizsgaltuk.

II1.5. A sejtosztodas és a differencialodas vizsgalata

Az extracellularis ATP sejtosztddasra, valamint differencialodasra kifejtett
hatasait egér primer izomsejttenyészeteken, a korabbiakban leirt médon (Boczan és
mtsai, 2001) tanulmanyoztuk. A sejteket 24 lIyuku tenyésztéedényekben tenyésztettiik,
az oldatot minden masodik nap cseréltiik. Az ATP-t 180 uM koncentracidoban
alkalmaztuk, a tenyésztés 1. napjatol a 3.-ig. Az exonukleotidazok jelenléte miatt az
ATP tartalmu, szérummal kiegészitett tapoldatot a kezelés ideje alatt naponta kétszer
cser¢ltiik. Az izomsejteket és a benniik taldlhatd magok szamat naponta, illetve a
kezelés idOtartama alatt naponta kétszer szamoltuk, 2 fed6lemezen, fedélemezenként 4
latotérben. A proliferaci6 mértékét a proliferacidos rataval irtuk le, mely az
izomsejtekben levé magok szaménak relativ valtozasat mutatja. A differencialodas
mértékének jellemzésére kiszamitottuk a fuzids indexet (Fi), ami a tobbmagvu
izomsejtekben talalhaté magok aranyat mutatja az 0sszes miogén maghoz viszonyitva.
Az ATP kezelés hatasat 4 fiiggetlen kisérletsorozatban vizsgaltuk. A fuzidés index
id6fliggését a pontokra illesztett ndvekedési gorbébdl hataroztuk meg

Fi = Fima/(1+exp {-(t-tos)/k}), (2)
ahol Fiyax a fuzids index maximalis értéke (felsd hatara = 1), a t a tenyészetben eltoltott

napok szama, a to s az az id6, amikor az aktualis fuzios index megegyezik a fuzids index
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maximalis értékének felével, azaz a miogén magok fele van az izomcsévekben, a k

pedig a meredekséget jellemz6 faktor.

[11.6. Immuncitokémia

A purinoreceptorokat ¢s a PKC izoenzimeket immuncitokémiai modszerrel
mutattuk ki. A tenyészeteket kalcium- és magnéziummentes foszfatpuffer oldattal
(CMF-PBS, 136,75 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,POy,,
50 pg/ml gentamicin, 300 mosm, pH: 7,2) haromszor atmostuk, majd 5 perces acetonos
fixalast végeztiink. A fixalasi folyamatot 30 percen keresztiil alkalmazott 0,6% Triton
X-100-at és 1% BSA-t (borju szérum albumin) tartalmazé oldattal blokkoltuk. Ezutan a
sejteket egér dezmin ellenes antitesttel (1:100 DAKO, Glostrup, Denmark), valamint
nyulban termeltetett anti-PKC antitesttel (1:50 higitas blokkold oldatban, anti-PKCa, j,
Y, & M, és (; Sigma; anti-PKC9, 0, A1 és p; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA), illetve nyulban termeltetett, poliklonalis purinoreceptor ellenes antitesttel
(epitopjuk az intracellularisan elhelyezkedd C-termindlison taldlhat6; 1:20 higitas;
Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael) inkubaltuk 1,5 6ran keresztiil. A feddlemezeket
haromszor mostuk foszfatpufferben (PBS, 136,75 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM
Na,HPO4, 1,47 mM KH,PO4, 0,49 mM MgCL*6 H,O, 0,9 mM CaCl,, 50 pug/ml
gentamicin, 300 mosm, pH: 7,2). A mintdkat ezt kovetéen 1 oOran at kecskében
termeltetett, nyul IgG ellenes, fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-konjugalt antitesttel,
majd 1 oran keresztiil, l16ban egér IgG ellen termeltetett, Texas Red-del jeldlt,
masodlagos antitesttel (Vector Labs., Burlingame, CA, USA) inkubaltuk (a higitas
mindkét esetben 1:300 volt). Az elobbi antitest a purinoreceptorok, illetve PKC
izoenzimek, mig az utobbi a differencidlodasi marker dezmin jelolésére szolgal.

Ismételt, PBS-ben torténd mosast kovetden Vectashield-el fedtiik a fedolemezeket.
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A specifikus antitestekkel és fluoreszcens festékekkel jelolt sejteket fluoreszcens

mikroszkoppal (Eclipse E600, Nikon, Japan) vizsgaltuk.

I11.7. Az elemi események nyomonkovetése

Kisérleteinkhez béka, valamint patkdny hats6 végtagjaibol szarmazo
izomrostokat hasznaltunk. Az allatokbol altatds utdn kipreparaltuk a musculus
semitendinosust, illetve az extensor digitorum communist, majd békak esetében
mechanikus, patkdnyok esetében pedig enzimatikus izolalassal (I. tipusu kollagenéz,
Sigma, 1-1 % 6ra, 37°C) egyedi izomrostokat nyertiink ki beldliik. Az izomrostot egy
mérdkadba rogzitettiik, majd 0,002% saponint tartalmazo K-glutamat alapu relaxalo
oldattal (125 mM K-glutamat, 10 mM Hepes, 1| mM EGTA, 5 mM MgCl,, 5 mM Na,-
ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM gliikdz, 0,13 mM CacCl, és 8% dextran) 3 percig
kezelve permeabilizaltuk a membrant. Annak érdekében, hogy a permeabilizalas
folyamata nyomonkdvethetd legyen, a saponinos oldathoz kis mennyiségii (50 uM)
Fluo-3 fluoreszcens festéket adtunk. Mikor a sejtmembran permeabilizalddott, amit a
festéknek a sejt intracelluldris terében torténd megjelenése jelzett, glutamat-alapu
oldattal mostuk a preparatumot. Ezutan az oldatot lecseréltiik egy kaliumszulfat (95 mM
K;SO4, 10 mM Hepes, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 5 mM Na,-ATP, 10 mM Na-
foszfokreatin, 10 mM gliikéz, 0,13 mM CaCl,, 8% dextran ¢és 0,1 mM fluo-3), illetve
kalium-glutamat alapu belsd oldatra majd a tovabbiakban ebben az oldatban végeztiik a
méréseket. A spontan kialakul6 elemi eseményeket egy pasztazo lézermikroszkop (LSM

510, Zeiss, Oberkochen, Németorszag; 6. abra) segitségével rogzitettiik.
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6. abra A Zeiss LSM pasztazo 1ézermikroszkop felépitése

A fluoreszcenciaintenzitasokat kétdimenzids pasztazas (7A abra), illetve line-
scan modszerrel (7B abra) vizsgéaltuk. Az elébbin a hely, az utobbin a hely és az 1d6
figgvényében kovethetd nyomon a fluoreszcenciaintenzitasban bekdvetkezd valtozas. A
line scan képek (x,t) 1,54 ms/line, 512 pixel/line (0,142 um pixel méret) mérési
paraméterekkel, 40X vizimmerziés objektiv (numerikus apertura 1,2, Zeiss)
segitségével késziiltek, parhuzamosan a sejt tengelyével. A fluo-3 fluoreszcens festéket
egy argon ion lézerrel gerjesztettiik (488 nm-en, 5% lézerintenzitassal), az emittalt fényt
szirokon keresztiil 0sszegytjtottiik és 12 bit-en digitalizaltuk.

Az eredmények feldolgozasa egy, az Elettani Intézetben kifejlesztett,
automatikus detektald program segitségével tortént. Analizalaskor a program korrigalta
a képen a fluoreszcens megvilagitas okozta fotokioltast. Ezt kovetden a kép elemi
eseményt nem tartalmazo részein, ahol az intracellularis kalciumkoncentracié és igy a

fluoreszcencia alacsony volt, meghatarozta a fluoreszcencia minimum értékét (Fy).
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7. abra Az LSM rendszer képalkotasa (A) Kétdimenzios pasztazas (xy), (B) line scan
modszer (xt). Az xy képen jol kivehetd a harantcsikolatot mutatd izomrost és a rajta
megjelend elemi események (az egyiket nyillal jeldltiik). A line scan kép a rost
tengelyével parhuzamos vonal (az (A) abrarészen sargaval jelolve) mentén késziilt.
(C) Az automatikus elemzd program altal a (B) részen bemutatott képbdl készitett
hanyadoskép. A bemutatott képen egy szinskalan &brazoltuk a fluoreszcencia
hanyados értékeket.

Ezzel elosztva a kép Osszes pontjan mért fluoreszcencia intenzitdsokat (F), kaptuk a
normalizalt értékeket (F/Fy). Ezt kdvetéen a program meghatarozta azokat a teriileteket,
melyek fluoreszcencia értéke a relativ kiiszob felett volt, az ez ala es6 értékeket zajnak
tekintette, majd azokat a teriileteket tekintette tényleges elemi eseménynek, melyek
amplitiddja nagyobb volt, mint 0,3 AF/F, (Cheng és mtsai, 1999). A bemutatott képen
egy szinskdldn abrazoltuk a fluoreszcencia hanyados értékeket. A novekvd
intracelluldris kalciumkoncentraci6 értékekhez novekvd fluoreszcencia értékek és a
szinskalan egyre melegebb szinarnyalatok tartoznak (7C éabra). Az elemi események
maximalis amplitiddjanak vonalaban mért fluoreszcenciahanyados értékeket kiilon
gorbéken tiintettiik fel.

A program ezen kivill kiszamitotta az egyes elemi események jellemzd
paramétereit is, ugymint az amplitadot (AF/Fy), a maximalis amplitud6 feléhez tartozo
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térbeli szélességet (FWHM), valamint idétartamot (FTHM), az esemény idébeli hosszat
¢s a csucs eléréséhez sziikséges 1dot (TTP) ,,spark”-ok és Gsszetett eseményeknél, illetve

az atlagos amplitidot, az iddtartamot ¢s a FWHM-ot kiilonallo ,,ember”-6k esetében.

I11.8. Vegyszerek és statisztikai analizis

A fura-2 ¢és fluo-3 fluoreszcens festékek a Molecular Probes Inc.-tél (Eugene, OR,
USA), a tripszin a Difco-tol (Detroit, MI, USA) a neostigmin Pharmamagist-tol
(Budapest), az antibiotikumok a Biogal-t6l (Debrecen), az antitestek a DAKO-t6l
(Glostrup, Denmark), az Alomone Labs.-t6l (Jeruzsalem, Izrael), a SantaCruz
Biotechnology Inc.-tdl, (Santa Cruz, CA, USA), valamint a Sigma-t6l (St. Louis, MO,
USA) szarmaztak. A tobbi vegyszer a Sigma-tol keriilt beszerzésre.

A statisztikai analizis soran atlagértékeket és standard hibakat (S.E.) hataroztunk
meg. Szignifikans valtozasok kimutatasara a Student-féle kétmintas t-probat hasznaltuk,

p<0,05 szignifikancia-szinttel.
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IV. Eredmények

IV.1. Human tenyésztett vazizomsejtek

IV.1.1 Az ATP hatasanak vizsgalata

Humién tenyésztett vazizomsejteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az
extracellularisan adagolt ATP tranziens [C212+]iC emelkedést valtott ki, melynek
amplitiddja ¢és kinetikaja eltérést mutatott az izomsejtek kiilonbozd fejlettségi
allapotaiban. A 8A ¢és B abran két jellemzd kinetikdju valaszt mutatunk be, melyet 180
puM ATP-vel - egy kordbbi kisérletsorozatban megallapitott biztosan telitd dozis -
valtottunk ki. A tranziensek amplitiddja a tobb mint 5, de kevesebb, mint 10 centrélis
magot tartalmazo izomcsoveken volt a legnagyobb, ezért a reprezentativ gdrbéken
bemutatott mérések ezen alakokon torténtek. A kivaltott kalciumtranziensek
leggyakrabban monoton emelkedést mutattak, viszonylag lasst felszallési
meredekséggel. Kiilondsen a fejlddésnek ebben a stddiumaban azonban megfigyeltiink
kétkomponensii valaszokat is, ahol a tranziensek egy korai gyors komponensbdl és egy
kés6i, lassabb komponensbdl alltak. A korai komponenst nem mindig kovette [Ca® i

csokkenés, gyakoribb volt az az eset, amikor maga a felszallo szar volt kétfazisu, tehat

Fejlodési latencia | a gorbe felszallo szaranak idéallando
stadium (s) meiiid\j:[l/(:)ege (s)

5-10 mag 9,7+0,7 26,7+5.4 29,723
(n=31)

>10 mag 8,8+0,8 14,1+£2,9 23,2420
(n=14)

1 tablazat. Az ATP altal kivaltott kalciumjelek kinetikai paraméterei human tenyésztett
vazizomsejteken. Az iddallandot a gorbék leszalld szarara illesztett exponencidlis
fliggvénybdl hataroztuk meg.

A bemutatott értékek az atlag+standard hibat (SE) jelentik.
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egy gyors, majd egy lassu emelkedés jellemezte. Ezt a gyors komponenst sem a fejlodés
korai, sem a kés6i fazisaiban levd sejteken nem lehetett megfigyelni. A
kalciumtranzienseket viszonylag hosszl latencia jellemezte. A jellemzd paramétereket
az 1. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

A tranziensek masik jellemzdje az volt, hogy a fesziiltségfiiggé Na'-csatorna-

(TTX), a nikotin tipust acetilkolin receptor- (d-tubokurarin) és a fesziiltségfliggd L-

D

d-tubokurarin TTX + verapamil

E
100 s
1.8_—0|_ —

- [ca’,
(mM)

8. abra 180 uM ATP alkalmazasaval kivaltott kalciumtranziensek 5-10 magva human
tenyésztett vazizomsejteken (A) Lassti valasz, melyet monoton emelkedés és
viszonylag lassu felszallasi meredekség jellemez. (B) Kétkomponensii vélasz, a
tranziens egy korai gyors és egy késoi, lassabb komponensbdl all. Sem 20 uM d-
tubokurarin (C), sem 10 uM TTX és 100 uM verapamil (D) alkalmazdsa nem
csokkentette az ATP altal kivaltott valaszok nagysagat. (E) Az extracelluléris tér
kalciumtartalméanak elvonasa alatt nem lehetett ATP adagoléssal [C212+]iC emelkedést
kivaltani. Ezen és a kovetkezd abrakon a jeldletlen vizszintes vonalak az ATP
adagolast jelzik. A gorbéken a fiiggbleges kalibracidé megegyezik.
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tipusu  kalciumcsatorna (Verapamil) gatloszereivel szemben nem mutattak
érzékenységet (8C és D dbra). A kisérleteinkben alkalmazott 20 uM d-tubokurarin,
illetve 100 pM verapamil alkalmazasa sem csOkkentette az ATP altal kivaltott
kalciumtranziens amplituddjat (22 sejt esetében).

A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a purinerg aktivaci6 hatasara
bekdvetkezo [C2¢2+]iC megemelkedést okozo kalciumionok honnan szdrmaznak. Ennek
vizsgalatara el0szor eltavolitottuk a kiilsé térbol a kalciumot. Azt tapasztaltuk, hogy
kalciummentes kornyezetben nem lehetett ATP-vel [Calz+]iC valtozast kivaltani (8E
abra). Mivel a kiils6 kalciumkoncentracié visszaallitdsa utan, az ujabb ATP adagolas
hatasara ismét megfigyelhetd volt kalciumtranziens, ez arra utal, hogy a masodik,
kalciummentes kozegben adagolt ATP hatastalansdga nem a jelatviteli folyamat
deszenzitizacigjabol fakadt. Ismételt ATP adagolds sordn az [Ca%]iC valtozas kisebb
mértékli volt, mint az elsé alkalommal, ami vagy egy lasst, kismértéki
deszenzitizalodassal, vagy a kalciumfelszabadité mechanizmusok kimeriilésével

magyarazhato.

IV.1.2. Az ATP adltal kivaltott [Ca2+],~c valtozdas méertéke modosul az izomsejtek

differencialodasanak fiiggvényében

Mar az elsé kisérletekbdl latszott, hogy az ATP altal kivaltott valaszok nagysaga
¢és alakja fiigg a vizsgalt izomsejtek fejlettségi allapotatdl. Az is koran kideriilt, hogy a
differenciadlodas mértékét a sejtekben talalhatd magok szdma jobban tiikrozi, mint a
tenyészetben eltoltott napok szama. Mint az a 9. dbran lathato, a kalciumtranziensek
amplitudodja és kinetikaja is valtozik a fejlédés elérehaladtaval. Myoblastokon, valamint
a kevesebb, mint 5 magvu myotubulusokon kisebbek és jellegzetesen lassubbak a

valaszok, a tobb mint 5 magot tartalmazé sejtek esetén a legnagyobb az amplitido és
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9. édbra 180 uM ATP, 20 uM Ach és 120 mM KCI oldat alkalmazasaval kivaltott
kalciumtranziensek differencialodas-fliggd valtozasai. Figyeljik meg, hogy mig az
acetilkolinnal és K'-depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek amplitadéi egyre
nének a sejtek fejlddésével parhuzamosan, ATP alkalmazasa esetén a legnagyobb
valaszt az 5-10 magvu sejtek esetében tapasztaltuk, majd ismét csokkent a kivalthatod
tranziensek amplitidoja.

<5 mag

gyakoriak a jellegzetes, kétfazisi tranziensek, majd a késoi fejlodési fazisban levo,
periférias magokkal rendelkezd izomrostok esetében csokkent a kivalthatd vélaszok
amplitiddja. Eredményeinket dsszehasonlitottuk a 20 uM acetilkolin, illetve a 120 mM
K" okozta depolarizacio altal kivaltott [Ca®']ic valtozasokkal. Azt tapasztaltuk, hogy
mind az acetilkolin, mind a depolarizaci6 esetében a valaszok amplitiddja a fejlédés
elérehaladtaval parhuzamosan nétt, legnagyobbnak a fejlett izomcsdveken mutatkozott.
fgy, mig az ATP altal kivaltott kalciumtranziensek korfiiggése harangalakil, az
acetilkolinnal, illetve a K'-depolarizacioval kivaltott valaszok amplitudoja folyamatos

novekedést mutatott (10B 4&bra), tovabba jol lathatd, hogy a myoblastok sem
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acetilkolinra, sem K'-ra nem reagaltak, viszont az ATP kismértékii valaszt ezeken a
sejteken is kivaltott. Mig az agonistak irdnti érzékenység bizonyitottan fiiggott a
vizsgalt sejtek differencialtsagatol, a nyugalmi [Ca®]ic szintjér6l ugyanez nem
mondhato el, értéke kozel allando, a 81+6 €és 91+£2 nM kozotti tartomanyban volt (10A
abra).

Ezek a megfigyelések mutatjak, hogy a human vazizomsejtek alacsony nyugalmi

>
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10. dbra (A) A nyugalmi intracelluléris kalciumkoncentracio, illetve (B) az ATP és az
Ach alkalmazasaval, valamint K'-depolarizaciéval kivaltott kalciumtranziensek
atlagértékei a kiilonbozo fejlodési szakaszokban. Az ATP éltal kivaltott tranziensek
korfiiggése harangalakot mutat.
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[Ca®"ic -val rendelkeznek, mely eredmény jo egyezést mutatott a korabban leirt, izolalt
(Struk és mtsai, 1998), illetve tenyésztett vazizomsejteken mért értékekkel (Benders és

mtsai, 1997; Brown és mtsai, 1995; Censier ¢és mtsai, 1998).

IV.1.3. Az ATP dozis-hatas osszefiiggése

Az ATP altal kivaltott kalciumtranziensek koncentraciofiiggését az agonista 1, és

180 uM  kozotti  koncentracidkban  torténd  adagolasaval  vizsgaltuk meg.

A
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11. abra Az ATP altal kivaltott [Ca®'];. valtozasok koncentracidfiiggése. (A) 1, 10,

50, 100 és 180 uM ATP alkalmazasaval kivaltott reprezentativ kalciumtranziensek.
(B) Az ATP dozis-hatas gorbéje.
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Mivel a legnagyobb amplitadoju valaszt az 5-10 magot tartalmazé izomsejtek mutattak,
a méréseket ilyen fejlettségi allapoti sejteken végeztiik. Az esetleges deszenzitizacid
okozta hibak elkeriilése végett analizdlaskor mindig csak az adott sejten mért, az ATP
elsé adagolasaval kivaltott tranziens amplitidojat vettiik figyelembe. A ndvekvo
koncentracioji ATP altal kivaltott [Ca® ] valtozasok amplitidoinak atlagat abrazoltuk
a koncentraci6 fliggvényében (11. abra). A pontokat Hill egyenlettel megillesztve a
félhatasos dozis 16,1+0,5 uM-nak, a Hill-koefficiens pedig 1,0+0,1-nek adoédott. Ez

utdbbi érték az ATP kotohelyek szamara utal.

IV.1.4. ATP analogok vizsgalata

Kovetkezd kisérleteinkben az ATP kiilonbdzé analdgjainak hatasat vizsgaltuk,
Osszehasonlitva azokat az eddig bemutatott ATP hatasokkal (12. abra).

Vizsgalataink alapjan mind az a,-metilén-ATP, mind a B,y-metilén-ATP sokkal
kevésbé bizonyult hatdsosnak, mint az ATP (12A abra). 180 uM-os koncentraciéban az
o,B - metilén-ATP a 12 vizsgalt esetb6l 7-ben nem okozott mérhetd [Ca® i valtozast. A
B,y - metilén-ATP hatasosabbnak bizonyult, a 20 vizsgalt sejtbol 17 sejten valtott ki
kalciumtranzienseket, am ezek amplitiddja sokkal kisebbnek bizonyult, mint az
ugyanazon sejten alkalmazott ATP. Az o,B-metilén-ATP, valamint a B,y-metilén-ATP
adagolasa nem okozott szignifikans deszenzitizciét sem. Bar egy masik purinerg
agonista, a 2°3’-O-(4-benzoil)benzoil-ATP (BzATP) sokkal hatasosabb volt, mint akar
az a,p-, vagy B,y-metilén-ATP, kisérleteinkben (12B 4bra) ez sem valtott ki akkora
hatast, mint maga az ATP. A 180 uM BzATP éltal kivaltott valaszok amplitaddja
atlagosan a fele volt az azonos koncentracioban alkalmazott ATP altal kivaltott valaszok

atlagos amplitidojanak. a,pf-metilén-ATP, valamint B,y-metilén-ATP esetében ezek az
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értekek 5, illetve 21%-nak adodtak (12C é&bra). Alacsonyabb koncentracioban adagolva

a vizsgalt agonistakat a kiilonbségek némileg kifejezettebbek voltak.
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12. abra ATP-analdgokkal kivaltott reprezentativ kalciumtranziensek. (A) 180 uM
kocentracioban mind az o,B-metilén-ATP, mind a f,y-metilén-ATP sokkal kisebb
valaszt hozott 1étre, mint az azonos koncentracidban alkalmazott ATP. A vizsgalt
sejtek 58%-anal az o,B-metilén-ATP nem valtott ki [Ca’']i véltozast. (B) Bar a
3'-0-(4-benzoil) benzoilATP (BzATP) hatasosabbnak bizonyult, mint a masik két
ATP-analdg, az altala kivaltott kalciumtranziensek sokkal kisebbek voltak, mint ATP
esetében. (C) A kiilonb6zd analdgok relativ hataserdssége. A kalciumtranziensek

cyey

amplitaddjara normaltuk.
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IV.2. Egér tenyésztett vazizomsejtek

Miutan sikeriilt kimutatnunk az ATP 4&ltal aktivalt purinoreceptorok jelenlétét
human tenyésztett vazizomsejteken, a tovabbi funkciondlis vizsgalatokat egérbdl
szarmaz6 izomsejtek tenyészetein folytattuk. Valasztasunk azért esett erre a fajra, mert
egyrészt az egérizombol szarmazo tenyészetek inditasa tervezhetd, mig a human mintak
hozzaférhetésége esetleges, masrészt 1éteznek genetikailag modositott egértorzsek, igy a
genetikai modositds és az ATP analdégokra adott valasz kozotti Osszefliggés is
tanulmanyozhato. Ezen kiviil fontos szempont volt az is, hogy a purinoreceptorokat
kodold emberi és egér gének kozott 83%-os a hasonlosag (Nawa és mtsai, 1998).

El6szor azt vizsgaltuk, hogy van-e hatasa az ATP kezelésnek egér tenyésztett
izomsejteken. Human tenyésztett vazizomsejteken tapasztalt eredményekkel dsszevetve
azt talaltuk, hogy mind az ATP, mind pedig a KCI oldattal kivaltott depolarizacio
hasonl6 alaku és nagysagt kalciumtranzienseket valt ki egér tenyésztett izomsejteken is
(13. abra). Kiilonbozo koru és fejlettségli sejteken alkalmazva az ATP-t, a human
izomsejteken elobb bemutatott korfiiggést tapasztaltunk, azaz a kivalthatd valaszok
amplitiddja az izomsejtek differencidlodasaval parhuzamosan nétt, egészen az 5-10
magvu stadiumig, aztan ismét csokkeni kezdett. Ezek a megfigyelések megerdsitettek
azt a feltételezést, hogy az egér tenyésztett izomsejt j6 modellje a huméan

vazizomtenyészetnek.

IV.2.1. Az ATP altal kivaltott kalcium fluxus

Az ATP hatasmechanizmusanak jobb megértése és feltérképezése érdekében
megvizsgaltuk a kalciumionok sarcoplasmaba torténd belépésének sebességét, azaz a
fluxust, hosszi ideig tartd depolarizacidval, illetve ATP adagolasaval kivaltott

kalciumtranziensek esetében. A depolarizaciét 120 mM KCI tartalmu extracellularis
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oldat alkalmazasaval valtottuk ki. Az 13. dbran 40 s hosszit ATP (13A 4bra), illetve 20
(13B abra), valamint 60 s-ig tarto6 KCl adagolas (13C abra) hatisara bekovetkezo
reprezentativ kalciumtranziensek lathatéak. Megfigyelhetd, hogy mind a tranziens,
mind az abbdl szamolt fluxusgorbe alakja eltér ATP illetve KCI alkalmazéasakor. K-
depolarizacio hatasara egyfazist, tranziens jellegii emelkedést tapasztaltunk, az [Ca® i
még a KCl adagolésa alatt, a depolarizaci6 megsziinése el6tt visszatér a nyugalmi

szintre. Ez a fesziiltségfliggd folyamatok gyors aktivalodasaval, valamint

A [Ca’"] FI
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ATP E—
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KCl — —
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Ao ANAUAAAA A A
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13. abra Egér tenyésztett vazizomsejteken (5-10 mag) mért reprezentativ
kalciumtranziensek (az abra bal oldalan) és a beldliik szdmolt fluxusok (jobb oldali
oszlop). (A) 40 s-ig tartdo 180 uM ATP, (B) 20 s-ig, illetve (C) 60 s-ig tartdé 120 mM
KCI alkalmazasaval kivaltott valaszok. Megfigyelhetd, hogy az ATP jelenlétében
jellegzetesen kétfazisu a fluxus. Egy gyors, kezdeti tranziens emelkedést, mely
nagyon hasonlé a K-ionok altal kivaltott fluxushoz, egy masik, fenntartott szakasz
kovet, mely az ATP jelenlétében végig megmarad. K'-depolarizacio hatasara a
masodik, fenntartott szakasz még a KCI tartos jelenlétében sem figyelheté meg. A
kalciumpumpa maximalis sebessége (PVmax) 394 pMs™'-nek adédott.
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inaktivalédasaval magyarazhato. ATP esetén jellegzetes kétfazisu valaszt figyelhetiink
meg. A gyors, kezdeti emelkedést (Flesics), mely nagyon hasonldé a K-ionok altal
kivaltott fluxushoz, egy fenntartott szakasz kovet (Flgenntartorr), mely az ATP jelenlétében
végig megmarad. A fluxus az ATP adagoldsa utdn sem sziinik meg azonnal. Az dbran
lathato gorbe esetében a fluxus maximalis amplitadoja 125 uM/s, a csucs eléréséhez
sziikséges 1d0 5,8 s, mig a félrelaxacids id6 0,9 s volt. A fluxus fenntartott komponense
atlagosan a csucs 11%-anak adodott, ami 15+4 uM/s sebességli kalciumbearamlast

jelent a myoplasmatikus térbe.

IV.2.2. Az ATP altal kivaltott fluxus jellemzé tulajdonsdgai valtoznak a fejlodés soran

A fejlédés és differencialodas kiillonbozd stadiumaiban levo sejteken alkalmazva
az ATP-t, a kivaltott kalciumtranziensek, és igy a fluxusgorbék paramétereiben és
kinetikajaban jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetok. Ezt a jelenséget mutatja be a
14. é4bra, ahol a bal oldalon ATP adagolasaval kivaltott reprezentativ
kalciumtranzienseket, mig jobb oldalt az ezekbdl szamitott fluxusgorbéket tiintettiik fel
kiilonb6z6 koru tenyészetekbdl szarmazod sejtek esetében. Myoblastokon altalaban nem
lehetett ATP alkalmazasaval tranziens jellegi [C212+]iC valtozast kivaltani (az dbran nem
keriilt bemutatasra). A fejlodés kezdeti stadiumdban levd, néhany magot tartalmazo
sejteken (14A 4bra), az ATP adagolas elején hirtelen megnd az intracellularis
kalciumkoncentraci6, majd az ATP jelenlétében, bar alacsonyabb szinten, de
folyamatosan fennmarad ¢és csak miutdn a szer kimosodott a sejt kozvetlen
kornyezetébdl, azutan tér vissza a nyugalmi szintre. Ez a jellegzetes valtozds mind a
kalciumtranziensek esetében, mind a szamitott fluxusgorbéken megfigyelhetd volt. Az
abran jol lathatd, hogy a fejlodéssel parhuzamosan elszor no a tranziensek amplitudoja,
majd megvaltozik az alakja is. Az 5-10 magvl izomcsovek (14B dbra) esetében a

tranzienseken, de foként a fluxusgorbéken a két, elézéekben bemutatott fazis egyre
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jobban elkiiloniil. Ez egyrészt megnyilvanult abban, hogy a fluxus korai komponense

keskenyebb lett, melyet a félértékszélesség (Flgw) csOkkenése is mutat (2. tablazat),

Fejlodési allapot <5 mag (35) | 5-10 mag (27) | > 10 mag (23)
A[Ca* i (nM) 264+27 64+20 34+9
Flesges (Ms™) 74422 72+13 -
Flienntartort (LMs ™) 1743 15+4 184
Flgw (s) 4,8+0.5 1,3+0,1 -
Cstcs eléréséhez sziikséges 1do6 (s) 1742 2,6%+0,7 -

2. tablazat. Az ATP altal kivaltott kalcium fluxusok jellemz6 paraméterei kiillonbozo
fejlettségli izomsejteken. A zardjelekben levd szamok a vizsgalt sejtek szamat

mutatjak.

valamint abban, hogy a tranziens jellegli komponens és az 6t kovetd fenntartott szakasz
1d6ben egyre jobban elvalt egymastol (14. dbra kinagyitott részletei).

Differencialtabb sejteken (14B dabra) a két komponens teljesen elkiiloniil
egymastol, olyannyira, hogy az elsé komponens lezajlasa utan az intracellularis térbe
torténd kalciumbedramlas teljesen megsziinik, majd csak ezutan kezd el kifejlodni a
masodik, fenntartott komponens. Az egészen nagy, sokmagvu, differencialt sejteken a
kivalthatd valaszok amplitiddja csokken (14C abra), a nagy myotubulusok és az
izomrostok 25%-a nem is reagalt az ATP kezelésre.

A fluxusgdrbéken lathatd els6 komponens kinetikajaban nagyon hasonlit a K-
depolarizacioval kivaltott fluxushoz. Ez a kinetikai hasonlésag valoszintileg azzal
magyarazhatd, hogy az ionotrop purinerg receptorokon keresztiil a sejtbe aramld

kationok depolarizaljdk a membrant. A masodik, fenntartott fazis az ATP adagolasa

40



A [Ca2+]i 00 M F 50 uM s
40
20 |
0
20 30 40
B 40
20
0
20 30 40
C

25s

14. é4bra ATP Aaltal kivaltott kalciumtranziensek ¢és fluxusok kiilonb6zd
differencidlodési stadiumban levd egér tenyésztett vazizomsejteken. (A) Kevesebb,
mint 5 maggal rendelkez6, (B) 5-10 magvu, (C) tobb, mint 10 magvl izomsejteken
mért reprezentativ kalciumtranziensek ¢s a beldliikk szamolt fluxusok. A nyugalmi
[Ca2+]ic, illetve PV max rendre 120, 82 és 54 nM, valamint 63, 91 és 198 uMs'1 a harom
eltérd fejlettségli sejten. Az (A) és (B) abran feltiintetett kis dbrarészek a fluxus kezdeti
szakaszanak kinagyitott részletét mutatjak. A (B) abran a korai csucs utan egy tisztan
elkiilonithetd masodik emelkedés figyelhetd meg.

alatt folyamatosan fennmaradt és csak lassan szlint meg. Ez azzal magyarazhato, hogy a
P2X receptorok ez id¢ alatt végig nyitva voltak, igy a rajtuk keresztiil bedramlo,
valamint az intracellularis raktarakbdl felszabaduld kalciumionok okoztdk a lassu és

kismértéki intracellularis kalciumkoncentracio-emelkedést.
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IV.2.3. Az ATP ismételt adagoldasanak hatasa

Ahhoz, hogy az ATP adagolasaval kivalthato valaszok farmakologiai vizsgalatat el
tudjuk végezni, tudnunk kellett, hogy az egyes anyagok ismételhetd valaszokat
valtanak-e ki tenyésztett vazizomsejteken. Ennek kideritésére el0szor azt vizsgaltuk
meg, hogy vajon a K'-depolarizacidéval, S mM koffeinnel, valamint 180 pM ATP-vel
kivaltott [Ca*']ic emelkedés véltozik-e a masodik, illetve a harmadik adagolast kovetéen
az elsO tranzienshez képest (15. abra). Mint a 15A é&bran lathatd, a koffein ismételt
adagolasaval hasonld nagysagi valaszokat lehetett kivaltani, a masodik, illetve a

harmadik tranziens relativ amplitudoja, az els6 tranzienshez viszonyitva rendre 0,87

[Cca™], FI
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15. abra Koffein, illetve KCl ismételt adagolasaval kivaltott [Ca®"]ic és fluxus. (A)
15 mM koffein 20 s hosszl ismételt alkalmazasaval a kivalthaté véalaszok amplitadoi
kismértékben csokkentek. (B) Ha a koffeint 120 mM KCI (10 s) oldattal felvaltva
adagoltuk a sejtet koriilvevé extracelluldris térbe, a valaszok amplitiddja nem
csOkkent, s6t, kismértékli emelkedést lehetett megfigyelni. A kalciumpumpa
maximalis sebessége (PVma) 559, illetve 499 pMs'-nek adodott a két vizsgalt sejt
esetében.
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valamint 0,81 volt a vizsgalt esetben. A koffeinnel kivaltott tranziensekbdl szamitott
fluxusok az ATP altal kivaltott fluxusgdrbékhez hasonléan kétkomponensiiek, egy
korai, tranziens emelkedést egy kisebb amplitidoju, lassan csokkend szakasz kovet,
mely a koffein adagolasa alatt végig fennmarad, utdna pedig gyorsan lecsokken. Az
ismétlés  hatdsara  bekovetkezd ~— amplitudobeli  csokkenés  nemcsak  a
kalciumtranzienseken volt megfigyelhetd, hanem a fluxusok esetében is. Koffein
jelenlétében a korai csucs kismértékben csokkent (relativ amplitid6 a masodik tranziens
esetében atlagosan 0,88+0,12-nek adddott n=7), a fenntartott fluxus nem valtozott
szignifikansan (1,09+0,11). A csucsérték kismértékii csokkenését valdsziniileg a
sarcoplasmaticus reticulum kalciumtartalménak kismértéki csokkenése okozhatta.
Ezzel szemben a depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek amplitddoi és a
fluxusgorbék csticsai kismértékben novekedtek. Ez arra utal, hogy a depolarizacio altal
aktivalt csatorndk rovid id6é alatt visszatérnek az ujra aktivalhato allapotba, a rajtuk
keresztiil bearamld kalciumionok kismértékben toltik a raktarakat is, igy a kovetkezo
depolarizacioval nagyobb mennyiségli kalciumion lesz felszabadithato. Ennek az
elképzelésnek az ellendrzésére a koffein- és a KCl-oldatot felvaltva alkalmaztuk.
Varakozasunknak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy mind a koffeinnel, mind a
depolarizacioval kivaltott tranziensek és a beldliik szamitott fluxusgorbék amplitidoja
kismértékben nétt (15B abra). Feltételezhetd tehat, hogy a depolarizacio alatt bearamlo
kalciumionok feltoltik az intracellularis raktarakat, igy egyre nagyobb mennyiségii
kalcium valik felszabadithatova az SR-bdl.

Ezutan megvizsgaltuk az ATP-vel kivéltott kalciumtranziens ismételhetOségét
(16. abra). A kiilonbség kifejezettebb a fiatal, kevesebb, mint 5 magot tartalmazo
sejtalakokon (16A és C abra), mint a differencialtabb, 5-10 magvu sejteken (16B és D

abra). A differencialodas korai szakaszaban a masodik ATP adagolés hatasara atlagosan
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26+8, mig a harmadik alkalmazast kovetéen 40+£10%-kal csokkent a kivalthato
kalciumtranziensek nagysaga az els6 adagolas hatasara kialakuld valaszhoz viszonyitva. A
fluxusgorbék alakja is megvaltozott. Mint a 16A abran lathato, a korai, gyors, tranziens
jellegli csucs lecsokken, a valtozés atlagosan 35+10 illetve 53+12%, a fenntartott
komponens amplitidéja viszont alig valtozik (4£11 és -12+9%-o0s a csokkenés).
Differencialtabb sejteken, ahol a legnagyobb az ATP-vel kivélthaté [Ca®];. valtozas, a
kalciumtranziensek amplitiddja csak kismértékben csokken, viszont a fluxusgorbék
nagysaga ¢€s alakja megvaltozik, a korai csucs ¢€s a fenntartott szakasz amplitiddja egyarant

csokken (16D abra).
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16. abra ATP ismételt adagolasaval kivaltott [C312+]iC ¢és fluxus. A 180 uM ATP
oldatot 40s hosszan alkalmaztuk a kevesebb, mint 5 maggal rendelkezd (A), valamint
az 5-10 magvu egér tenyésztett vazizomsejteken (B). A szamolt fluxus (PVmax) 117,
illetve 142 pMs' volt, a bemutatott sejtek esetében. (C és D 4abra) Az
oszlopdiagrammokon az intracellularis kalciumkoncentracié valtozdsok (A[Ca® i),
valamint a fluxus korai, csucs (Flesces) €s fenntartott komponenseinek (Flgenntartott) €1SO
tranziensre normalt értékeit tlintettiik fel (atlag+SE) a kevesebb, mint 5 (C), illetve az
5-10 maggal rendelkez6 (D) izomesdvek (5-5 vizsgalt sejt) esetében.
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IV.2.4. ATP hatdsa az inward aramokra és a membranpotencialra

Mint azt korabban, tenyésztett human vazizomsejteken megallapitottuk, €s mint
azt embrionalis emlés vazizomsejteken is leirtadk (Collet és mtsai, 2002), az ionotrop
P2X receptorokon keresztiil befelé iranyul6 aramok aktivalodnak. Ezen utvonalak
deszenzitizaldddsa magyarazhatja a kalciumbearamlasban megfigyelt csokkenést. Az
ATP éltal kivaltott aramok (Iap) meghatarozasahoz a patch clamp technika teljes sejtes
ATP hatasat mutatja a kiilonb6zo differencidltsagu sejtek transzmembran aramaira és
membranpotencidljara. Az 17A abran egy olyan, 5-10 magvu sejten regisztralt,
demonstrativ aramgdrbe lathatd, ahol a 20 masodpercig tartdé ATP adagolés hatasara egy
fenntartott, befelé irdnyuld (inward) dram alakul ki, melynek amplitiddja nem csokken
a szer ismételt adagolasakor sem. Az altalunk vizsgalt 6 myotubuluson a masodik
aramcsucs relativ amplitaddja az els6 97+£12%-a volt. A tobb, mint 10 centralis maggal
rendelkezé izomcsdveken az igy kivalthatd aramok joval kisebbek (17Ba ébra).
Atlagosan, -60mV-os tartd potencial mellett, a kevésbé differencialt sejteken az ATP
altal kivaltott aramok 250 pA-nél is nagyobbnak, mig kevesebb, mint 100 pA-nek
adodtak a fejlodés késobbi szakaszaban levé izomcsoveken (17Ca éabra). Ezeken a
sejteken ugyanakkor, aram-rdgzités moédban, membranpotencial valtozasokat is mértiink
(17Ab és Bb abrarészek). Az mar régota ismert, hogy az izomsejtek

membranpotencialja valtozik a fejlodés elérehaladtaval.
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17. abra ATP jelenlétében kialakul6d aram- és membranpotencialvaltozasok. (A) 5-10
magvu egér tenyésztett vazizomsejteken mért reprezentativ gorbék. (Aa) Az ATP
két, egymast kovetd, 20 s ig-tartd alkalmazasa alatt mért 6sszaramok (Iatp). A sejt
kapacitasa 173 pF volt. (Ab) A sejten ugyanakkor, aram-rogzités modban,
membranpotencial (MP) valtozast is mértiink. A nyugalmi membranpotencial —-62 mV-
nak adodott. (B) Az el6zéekhez hasonléan megmértiik az [otp és a MP-t tobb, mint 10
magot tartalmazo, differencidlt sejteken. Az itt bemutatott sejt nyugalmi
membranpotencialja —76 mV, kapacitasa 511 pF volt. (C) Azonos koriilmények kozt
mért Iarp (Ca) és MP (Cb) atlagértékeit oszlopdiagrammokon tiintettiik fel. A
differencialodas eldrehaladtaval nyugalmi membranpotencial értéke egyre
negativabb értékeket vesz fel, ATP hatasara pedig egyre kisebb Iatp és a MP
valtozasokat figyelhetiink meg.
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Ezt méréseink is alatamasztottak, fiatal sejteken a nyugalmi membranpotencial
érteke -61+3 mV, iddésebb sejtek esetében pedig -76+3 mV-nak adddott, azaz a
differencialtabb sejtalakok nyugalmi membranpotencialja negativabb,
hiperpolarizaltabb volt a kevesebb maggal rendelkez0 sejtekéhez képest. Ugyanakkor az
ATP altal kivaltott membranpotencial-valtozas (17Cb abra) fiatal sejteken koriilbeliil
20 mV-o0s, a differencidltabb sejtalakokon kevesebb, mint 5 mV-os volt. Az is
megfigyelhetd, hogy az ATP ismételt adagoldsaval sem a kivalthatd adramok, sem a
membranpotencial valtozasok nagysaga nem csokkent jelentosen.

A P2X receptoron keresztiil megvalosuldo jelatviteli folyatok tovabbi
karakterizalasahoz megvizsgaltuk az ATP hatdsdra bekovekezd aram fesziiltség- és
koncentraciofiiggését (18. abra). A tartasi potencialt -80 mV-rol, 20 mV-os 1épésenként
emeltiik 0 mV-ig, ¢s az ily modon -80, -60, -40, -20 és 0 mV-ra mesterségesen beallitott
membranpotencialu sejten vizsgaltuk az ATP hatasat (18A abra). Az aram-fesziiltség
Osszefliggést 12-32 sejt atlagértékeibdl szerkesztettik meg (18B abra). Az ATP
adagolasaval kivaltott aramok a vizsgalt tartasi potencidlokon befelé iranyulok voltak,
ami arra utal, hogy ez egy nem specifikus kationdram, mely a P2X receptorokra
jellemz6, befelé egyeniranyité karakterisztikaval bir. A 18C és D abra mutatja be az
Iatp koncentraciofiiggését 10 és 300 uM-os koncentraciotartomanyban. A méréseket
olyan sejteken végeztiik, melyek a legnagyobb [Ca];. valtozast mutattak. A 18C 4bra
egy-egy jellemzd mérési eredményt mutat. Figyeljiikk meg, hogy az dram kinetik4ja nem
fliggott az alkalmazott koncentracidtol. A 18D abrén, 7-34 sejten mért aramgorbék
amplituddinak atlagértékei lathatok, minden vizsgdlt ATP koncentraci6 esetében. A
dozis-hatas gorbe illesztése utan a félhatasos dozis (ECso) 68+5 uM-nak, a Hill

koefficiens pedig 1,66+0,14-nak adodott.
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18. abra Az I51p fesziiltség- és koncentraciofiiggése. (A) A tartasi potencialt vatoztatva
az ily modon mesterségesen beallitott membranpotencidlu sejten vizsgaltuk 180 uM ATP
hatasat. A sejt kapacitasa ebben az esetben 179 pF volt. (B) Az aram-fesziiltség
Osszefiiggést 12-32  sejt atlagértékeibol szerkesztettik meg. (C) Kiilonbozo
ATP hatésat egy sejten vizsgaltuk, melynek kapacitasat 131 pF-nak mértiik. A tobbi ATP
koncentracié hatasat egy masik sejten vizsgaltuk, melynek kapacitasa 119 pF volt.
Mindkét sejt membranpotencialjat -80 mV-on rogzitettik. (D) Az Iarp
koncentraciofiiggése. A méréseket 5-10 magvl, egér tenyésztett vazizomsejteken
végeztik. A pontokat Hill-egyenlettel illesztettik, az igy kapott értékek
EC50 =68 LLM, n= 1,66
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Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a P2X receptorok altal medialt utvonal
fontos szerepet jatszhat az ATP altal kivaltott kalciumbedramlas kialakitasdban. Az
aram differencidlodassal parhuzamos csokkenése €s ezzel egyiitt a kisebb depolarizacid
is arra utal, hogy a P2X utvonal differencialddas alatti down regulécidja 0sszefiiggésben
van a [Ca2+]ic-ban, valamint a fluxusban tapasztalt, el6zéekben bemutatott

valtozasokkal.

IV.2.5. Az ATP altal kivaltott fluxus fiigg a sejtek fesziiltségfiiggo folyamataitol

A purinerg folyamatok pontosabb megismerése miatt farmakologiai vizsgalatokat
végeztiink. Elséként a depolarizacio hatasat vizsgaltuk. Az 19A ¢és B abran bemutatott
gorbéken hosszll ideig tartd kalium-depolarizaciot kovetdé ATP adagolasok hatasai
lathat6. A depolarizaciod lehetévé tette, hogy az ATP hatasait ugy vizsgaljuk, hogy
egyrészt inaktivaljuk a fesziiltségfliggd folyamatokat (a felszini membran
fesziiltségfiiggd kalciumcsatornait, a DHPR-RYR aktivaciot), masrészt, hogy
megakadalyozzuk a P2X receptorokon keresztiil torténd kationbedramlést. A sejteket
ezért egy olyan mérési protokoll alkalmazasaval vizsgaltuk, ahol el6szor ATP-vel, majd
120 mM KCl-oldattal kezeltiik 6ket, aztan pedig az ATP-kezelést a K'-depolarizacié
alatt ismételtik meg. A kevésbé differencialt, kevesebb, mint 5 maggal rendelkezo
sejteken 4ltaldban nem lehetett K'-depolarizacidval tranziens kalciumvalaszokat
el6idézni (19A abra). Az ATP azonban mind KCI jelenlétében, mind anélkiil képes volt
[Ca®"]ic emelkedést kivaltani, bar a tranziensek kisebbek voltak a depolarizalt sejteken
és a felszalld szar meredeksége is kisebbnek addédott. A fluxusgorbéken még
szembetlindbbek voltak a valtozdsok, ugyanis a korai csucs eltint, és a késoi
komponens is csokkent a depolarizalt sejteken. A fejlodés késébbi szakaszaban levo, 5-

10 magva sejteken a depolarizacié nagy [Ca’'li. emelkedést okozott (19B abra),
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csakugy, mint az ATP kezelés. A kisebb sejteken tapasztaltakhoz hasonloan, a fluxus

korai, gyors komponense eltiint a depolarizalt myotubulusokon, de ezeken a sejteken a

fluxus fenntartott komponense kevésbé csokkent.
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19. dbra ATP altal kivaltott kalciumfluxusok depolarizalt izomsejteken. (A) Egy
kevesebb, mit 5 magot tartalmazo sejten mért, két, egymast kovetd ATP adagolassal
kivaltott [Ca®']i. valtozas és a belSle szamitott fluxus (PVmax = 51 uMs™). A masodik
ATP adagolast megeldzden a sejtet 120 mM KCl-oldat alkalmazaséaval depolarizaltuk.
(B) Hasonld kisérleti elrendezés mellett 5-10 magvu sejten mért demonstrativ
kalciumtranziens és a szamitott fluxus (PVmax = 119 pMs™). (C) Fiatal alakokon, és
(D) differenciéltabb, 5-10 magvl sejteken mért, els6 ATP alkalmazasal kivaltott
tranziensekre normalt atlagértékek. A csillagok a szignifikans valtozasokat jelzik.
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Mivel az ismételt ATP adagolas maga is csokkentette a kivalthatd tranziensek
amplitidojat, a depolarizacié alatti, ATP-vel kivaltott kalciumtranziens amplituadéjat az
els6, ATP adagolasaval kivaltott tranziensre normaltuk (19C és D é&bra). Ezeket aztan
Osszehasonlitottuk a nem-depolarizalt sejteken mért, ismételt ATP adagolassal kivaltott,
hasonldan szamolt értékekkel. Az atlagértékek mindkét vizsgalt sejtpopulaciod esetében
azt mutatjak, hogy a depolarizacié szignifikansan (p<0,05) lecsokkentette a
kalciumtranziensek amplitudogjat és eltlintette a fluxus korai csticskomponensét (Flegcs).
Masrészt viszont a depolarizaci6 nem csokkentette szignifikdnsan jobban a fluxus
fenntartott komponensét, mint ami az ATP ismételt alkalmazdsakor megfigyelhetd volt
(p>0,1).

Extracellularis kalciumionok hidnyaban, valamint fesziiltségfiiggé Na'- és Ca*'-
csatorna gatloszerek (TTX és verapamil) jelenlétében, mind a K-depolarizaciéval, mind
az extracellularisan alkalmazott ATP-vel kivalthaté valaszok csokkentek. Az ATP
alkalmazasaval kivaltott fluxusok korai, gyors komponensében volt a legszembetin6bb
a hatés. Ezek, valamint a depolarizalt sejteken tapasztalt eredmények alatamasztjak azon
elképzelésiinket, mely szerint az ATP altal kivaltott fluxus korai komponensét a

depolarizaci6 hozza létre.

IV.2.6. Mind a P2X, mind a P2Y receptorok aktivalodasa szerepet jatszik az ATP dltal

kivaltott kalcium fluxus kialakitasaban

Tekintettel arra, hogy az ATP altal kivaltott fluxus fenntartott komponense nem,
vagy alig valtozik depolarizacid, vagy TTX és verapamil hatasara, illetve extracellularis
kalcium hidnyaban, ez a komponens részben fiiggetlen kell, hogy legyen a P2X

receptorok aktivalodasatol. A tovabbiakban tehat az volt a kérdés, hogy az ATP egy
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masik, specifikus purinerg, vagy esetleg egy nem specifikus utvonalon keresztiil hozza-
e létre az intracellularis kalciumkoncentracio emelkedésnek ezt az Gsszetevojét.

Ennek eldontésére megvizsgaltuk, hogy a suramin, mely egy altalanosan ismert és
hasznalt purinoreceptor blokkold (von Kiigelgen és Wetter, 2000; North, 2002) képes-e
befolyasolni az ATP hatésara kialakulé fenntartott komponens paramétereit. Ezekhez a
vizsgalatokhoz a fejlédés késdi szakaszaban levd izomcsOveket hasznaltunk, mert
ezeken ATP hatasara csak a fenntartott komponens volt megfigyelhetd (lasd 20. abra).
10 és 300 uM suramin adagolasanak hatdsara csokkent mind az ATP-vel kivalthato
valaszok nagysdga (20A ébra), mind a szamitott fluxus (20B 4&bra). A suramin
részlegesen kimoshatonak bizonyult, mind a kalciumtranziensek, mind a kalcium
fluxusok értékei visszatértek a kiindulasi szint k6zelébe, miutan a szert eltavolitottuk a
sejtek kornyezetébol. Az abran jol lathato, hogy a suramin 10 pM koncentracioban csak
részleges csokkenést (mintegy 50%) okozott mind a tranziensek, mind a fluxusok
valasz csaknem teljesen eltiint. Fesziiltség-rogzités moédban megismételve a kisérletet
azt tapasztaltuk, hogy az ATP alkalmazasaval kivalthato aramok, hasonloan az
el6zokben leirtakhoz, részlegesen csokkentek 10 uM suramin alkalmazésanak hatasara
¢s nem lehetett ATP éaltal kivaltott aramokat mérni 300 uM suramin jelenlétében. A
suramin tehat koncentraciofiiggd modon csokkentette az ATP altal aktivalt dramok
amplitudojat, 10 uM suramin esetében 45%-kal, mig 300 uM suramin esetében nem
volt mérhetd aram. A kalciumtranziensek esetében ezek az értékek 32, illetve kozel
80%, mig a fluxus kb. 50%-kal csokkent 10 uM suramin jelenlétében, és praktikusan
tapasztaltakhoz (20C &bra). Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy a fluxus

fenntartott komponensének kialakitasaért, vagy legalabbis annak jelentds részéért a
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purinerg jelatviteli mechanizmus a felelés. Mivel a fenntartott komponens megmarad
depolarizalt sejteken is, valoszinli, hogy a primer tenyészetek izomsejtjein metabotrop

P2 receptorok vannak jelen.
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20. abra Suramin hatasa az ATP hatasara létrejovo kalciumfluxusokra és ionaramokra.
(A) A reprezentativ gorbén 180 uM ATP adagoldsa soran mért kalciumtranzienseket
¢s a beldliik szamolt fluxust (B) mutatjuk be (PVpax =222 ],tMs'l). A masodik ATP
adagolas 10 uM, mig a harmadik 300 pM suramin jelenlétében tortént. (C) A
diagramm a suramin Iapp-re, kalciumtranziensekre, valamint fluxusokra kifejtett
hatasat mutatja be, tigy, hogy a suramin jelenlétében tapasztalt valtozasokat az elsd
ATP adagolasaval kivaltott valaszokra normaltuk.
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A kiilonb6z6 purinoreceptor altipusok meghatarozasahoz immuncitokémiai
vizsgalatokat végeztiink. A sejteket P2X és P2Y receptor ellenes antitestekkel jeldltiik.
Mivel a P2 receptorok megtaldlhatoak a fibroblasztok membranjaban is, kettds
immunfestést alkalmaztunk, a tenyészet sejtjeit izomspecifikus fehérje (dezmin) ellenes
antitesttel is kezeltilk és csak a dezmin-pozitiv sejteket tekintettiik izom-eredeti
sejteknek. Ezt mutatja be a 21. abra kis képe is, ahol a zold szin jeloli a megfeleld P2
receptor festddését, pirosan festddott a dezmin, mig a sarga szin a P2 receptor és a
dezmin egyiittes jelenlétére utal. Az dbran az immunfestés eredményeként, fluoreszcens

mikroszkoppal késziilt képek lathatdak, amely szerint az 5-10 magvu, tenyésztett

P2X, P2X;

P2Y, P2Y,

.

21. édbra A purinireceptor altipusok immuncitokémiai meghatarozasa egér tenyésztett
vazizomsejteken. A sejteket purinoreceptor ellen termeltetett antitestekkel jeloltiik,
majd a specifikus festodést fluoreszcein-izotiocianattal jelzett masodlagos antitesttel
valo jeldléssel tettiik lathatova. A miogén sejteket egy izomspecifikus fehérje, a
dezmin egyiittes jelolésével azonositottuk. A kis kép egy ilyen kettds festést mutat,
ahol a dezmint piros fluoreszcens festékkel tettiik lathatova. A nagy képeken lathato
kalibracios egyenes (50 um) a kis képen 120 pm-nek felel meg.
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vazizomsejteken 6 kiilonboz6é P2 receptor, a P2X,, P2X4, P2X7, P2Y, P2Y; és a P2Y,
van jelen. Mig a festddés erdsnek bizonyult a P2X,4, P2X7, P2Y, és a P2Y, altipusok
esetében, viszonylag gyengének mondhatdo a P2Y, receptorra. A P2X, receptortipust
egy esetben sem sikeriilt kimutatnunk a vizsgalt sejteken (az abran nem tiintettiik fel). A

P2Y purinoreceptor esetében megfigyelhetd a felszini membranban valo elhelyezkedés.

IV.2.7. Az ATP gatolja a sejtosztodast, de serkenti a tenyésztett vazizomsejtek

differencialodasat primer tenyészetekben

Korabban mar leirtdk, hogy az ATP, P2Xs receptorok aktivalédasan keresztiil,
patkdnyok myoblastjainak differencialodasat idézi eld (Ryten és mtsai 2002).
Vizsgalataink soran egér vazizombdl inditott tenyészeteinkhez 180 uM ATP-t
tartalmazd tenyésztooldatot adtunk a tenyésztés 1.-3. napjan. A 22. abra mutatja be az
ATP-nek a myoblastok és a korai differencidlédas szintjén allé myotubulusok
proliferacios rata, azaz a miogén eredetli sejtek magszamaban tapasztalhatd relativ
valtozas mutatja (22A abra). Kontroll koriilmények kozott a proliferacids rata csicsa a
2. napon van, mig ATP kezelés hatasara ez a csucs kisebb és jobbra tolddott, a
legnagyobb mérvii osztddas a szer eltdvolitasa utan figyelheté meg.

A proliferaci6o csokkentésével egyidében az ATP eldsegitette a tenyésztett
vazizomsejtek differencidlodasat, amit a fuzios index valtozasaval kovettiink nyomon
(22B ébra). A fuzidos index kontroll koriilmények kozott elészor lassti emelkedést
mutatott, majd meredekebbé valt, amikor a sejtek tobbmagvi myotubulusokka olvadnak
Ossze. Végiill a fuzids index értéke 1 kozeli értéken stabilizaldédott, mivel erre az
iddészakra kozel az 6sszes myoblast fuzionalt. Az ATP kezelés hatdsara a fuzios index

gorbéje balra tolodott. Ez azt jelenti, hogy az izomsejtek fuzioja korabban kovetkezik be
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a kezelt tenyészetekben. A fizios index idofiiggésének pontosabb leirasdhoz a pontokra
novekedési gorbét illesztettiink. Az illesztés utan a tos (az az 1d6, amikor az aktudlis
fizids index megegyezik a fuzids index maximalis értékének felével, tehat a miogén
magok fele van az izomcsdvekben) 3,8+0,1, illetve 2,9+0,1 napnak, a k (meredekséget
jellemzé paraméter) érteke pedig 0,59+0,09, valamint 0,82+0,16 napnak adodott

kontrollban, illetve az ATP kezelés hatasara. Mindez azt jelzi, hogy a fizié hamarabb
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22. abra ATP jelenlétében megvaltozott a tenyésztett vazizomsejtek proliferacioja és
differencidlodasa. (A) A proliferacios rata kontroll tenyészetekben (teli szimbolumok)
¢s ATP jelenlétében (iires szimbolumok). A proliferacids ratat gy szamitottuk, hogy a
miogén magok szamat elosztottuk az el6zdéleg szamolt magszammal. (B) A fuzids index
valtozasa. A fuziés index meghatarozasahoz a tobbmagvi izomsejtekben talalhato
magok szamat elosztottuk az 0sszes miogén mag szamaval. A pontokat az Anyagok és
modszerek részben leirt 2. egyenlet segitségével illesztettiik. A Fipax = 0,98-nak, és
0,96-nak, a tos=3,8 és 2,9 napnak, a k=0,59 és 0,82 napnak addodott kontroll
koriilmények kozott, illetve ATP hosszantartd kezelés hatasara (vizszintes vonal). (C) 2
napos kontroll és (D) ATP kezelt tenyészetekrdl készitett fénymikroszkopos képek
(nagyitas 200X).
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kovetkezett be azokon a sejteken, amelyeket ATP tartalmu oldatban tenyésztettiink. A
kiilonbozd koriilmények mellett a tenyészetek jellegzetes morfoldgiai kiilobségeket is
mutattak (22C ¢és D abra). Kontroll oldatban (22C 4bra) a 2 napos tenyészetekben a
féleg myoblastok voltak jelen, melyek egy része szétszértan, mig masok csoportokba

rendezddve helyezkedtek el. ATP jelenlétében (22D dbra), az azonos koru tenyészetek

crer

IV.2.8. Az ATP befolyasolja a PKC izoenzim mintdzatot

A kovetkezdkben arra kerestiik a valaszt, hogy az ATP-vel vald hosszantartd kezelés
milyen jelatviteli mechanizmusokat aktival. Mivel mar tobb sejttipuson bebizonyitottak,
hogy a proliferacié és a differencialodas szabalyozasa részben a foszfatidil-inozitol
utvonalon, a proteinkindz C (PKC) izoenzimcsalad aktivalédasan keresztiil hat,
immuncitokémiai vizsgalatokat végeztiink annak megéallapitdsara, hogy az ATP a
proliferaciot csokkentd ¢és differencialodast serkentd hatasat, a PKC izoenzimeken
keresztiil fejti-e ki. Az ismert izoenzimeket, a klasszikus (cPKC) a, B €s vy, az uj tipusq,
vagy novel (nPKC) 9, €, d és 1, és az atipusos (aPKC) 0, {, A/t valamint p izoenzimeket
2 és 5 napos tenyészetek sejtjein mutattuk ki. Azért valasztottuk vizsgalatainkhoz pont
ezt a két idépontot, mivel az ilyen koru tenyészetek reprezentdljadk a legjobban az
intenziv sejtosztddas, illetve a késdi differencialddas stddiumait. Bar kisérleteink soran
megvizsgaltuk az atipusos PKC izoenzimek mintazatbeli valtozasat is ATP kezelés
hatasara, nem tapasztaltunk kiilonbséget a festddésiikben, ami nem meglepd, mivel ezek
az izoenzimtipusok aktivdloddsukhoz sem kalciumot, sem diacilglicerolt nem
igényelnek. A klasszikus ¢és az ujtipusu PKC izoenzimek koziil négy, az a, B, € és n
festddott kontroll koriilmények kozott a tenyésztett izomsejtekben, a masik harom

izoenzim sem kontrollban, sem ATP kezelés hatasara nem volt kimutathaté. A 23A.
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abra mutatja be ezen izoformak cellularis eloszlasat 2 és 5 napos tenyészetek sejtjein.
Mind a négy izoenzim jelen van a fejlédés korai €és késdi stadiumaban egyarant. A
masodik napon ezek az izoenzimek kivétel nélkiil a citoplazméban jelennek meg, nem
mutatnak szubcellularis elrendez0dést. Az 5 napos tenyészetek sejtjein azonban a PKCf
jellegzetes festddést mutat, a sejtmagban, pottyozotten jelenik meg (23. abran, a kis
képen kinagyitva lathatd). Ugyanezt a négy izoenzimet sikeriilt kimutatni az ATP-vel
tartosan (1.-3. tenyésztési napig) kezelt sejteken is (23B ébra), két szembetiind
kiilonbséggel. A PKCa festédése sokkal gyengébb volt az ATP kezelés hatasara,
valamint a kontroll esetben iddsebb sejteken megjelend, PKCP izoenzimre jellemzd

mintazat mar a kétnapos, ATP-vel kezelt sejteken megfigyelhetd volt.
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23. abra PKC izoformdk kontroll koriilmények kozott (A), illetve ATP jelenlétében
tenyésztett vazizomsejteken (B). Az immunfestést az Anyagok és mddszerek részben
leirtak szerint végeztiik. (A) Pozitiv immunreakciét add klasszikus és Gjtipusu PKC
izoformak konroll koriilmények kozt, valamint (B) ATP jelenlétében tenyésztett 2
napos, proliferdld (A és B abrarész elso sora), illetve 5 napos, differencialodo (alséd
sorok) egér tenyésztett vazizomsejteken. A kis abrakon 2X-ére nagyitott jellemzo
mintdzatot mutaté sejtek lathatéak. A nyilak ezt, a PKCP izoenzim esetében
tapasztalhatd pottyozott magfestést jelolik. A képek 400X nagyitassal késziiltek.
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IV.3. A kalciumfelszabadulas elemi eseményei

Az intracellularis kalciumkoncentracid egész sejtre kiterjedd valtozasainak
tanulmanyozasat kovetéen a kalciumfelszabadulds hatterében all6 folyamatokat
vizsgaltuk meg. Mint ismeretes, a harantcsikolt izmok felépitése ¢€s mitkddése
kiilonbozik kétéltiiek, valamint emldsok esetében. Ez a kiilonbség egyrészt a
sarcoplasmaticus reticulum morfologiai eltéréseivel, masrészt a
kalciumfelszabadulasban  részt  vevé  rianodin  receptorok  szerkezetének
kiilonbozéségeivel magyardzhato. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mig béka
izomrost esetén csak ,spark”-ok, addig patkany izomrost esetében ,spark”-ok és
»ember’-ek is eléfordultak. Ez utdbbiak vagy maganyosan, vagy a ,,spark”-ok elott,
illetve utan kovetkeztek be. Kisérleteink soran a ,,spark”-ok jellemzd paramétereit: az
amplitddot, az esemény idébeli hosszat, a maximalis amplituadé feléhez tartozo
id6tartamot, valamint a térbeli szélességet vizsgaltuk meg. Eltérés mutatkozott a
»spark”-ok jellemz6 paramétereiben is a két faj esetében. Az események amplitidoja a
békak esetében volt nagyobb, mig a tobbi vizsgalt paraméter (FWHM, FTHM, valamint
az id6tartam) a patkany rostokon mutatott magasabb értékeket. Ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy eml6sokon kisebb amplitiddju, hosszabb ideig tartd elemi
események, és igy RYR megnyilasok figyelhetok meg. A térben azonos helyen
megjelend ,,spark” €s ,,ember” TTP-jét Gsszehasonlitva a résztvevd csatorndk aranya
hozzéavetdleg 15-nek adoédott. Ennek megfelelden, mig a ,spark” kialakitasaban
valoszintileg tobb tiz rianodin receptor vesz részt, addig az ,,ember” 1étrehozasaért csak

néhany rianodin receptor egyidejii megnyilasa lehet a felelds.
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IV.4. Az emlés vazizmokon megfigyelheto elemi események jellemzése és

farmakologiai befolyasolhatosaga

Bar ismereteink szerint emlds vazizomban a RYR-ok megnyildsa a DHPR-ok
szoros kontrollja alatt all, szdmos egyéb tényezd ismert, mely képes megvaltoztatni az
SR kalciumcsatornajanak miikodését (Zucchi és Ronca-Testoni, 1997). Az emlds
izmokon tapasztalhatdé események nemcsak megjelenésiikben kiilonboznek a kétélti
izmokon talalhaté eseményektol, ugy tlinik egyes szerek is eltérden hatnak rajuk.

Szamos fenolszarmazékrol irtdk mar le, hogy befolyasolja a RYR-ok miikddését.
Ezek kozé tartozik a 4-kloro-meta-kresol (4CmC, Hermann-Frank és mtsai, 1996), és a
metil-hidroxi-benzoat (Cavagna és mtsai, 2000). Alacsony koncentraciokban ezek az
anyagok fokozzadk az izolalt RYR-ok megnyilasi valésziniiségét, valamint az
intracellularis kalciumraktarakbol torténd kalciumfelszabadulast. Egy tovabbi, a
gyogyszeriparban is hasznalt fenol analogrdl, a timolr6l is kimutattdk mar, hogy
megnoveli az SR kalciumpermeabilitasat (Takishima és mtsai, 1979). Neuronokon a
timol hatdsara spontdn kalciumtranziensek alakulnak ki és ezzel egyidejlileg az
intracellularis kalciumkoncentracié megemelkedése figyelhetd meg (Kostyuk és mtsai,
1991). Hasonl6 eredményeket irtak le simaizompreparatumokon (Hisayama ¢és
Takayanagi, 1986). A timol kiilénb6z6 sejttipusokra kifejtett hatasanak vizsgalata azért
jelentds, mert széles korben alkalmazzak tartdsitoszerként az élelmiszer-, a kozmetikai-,
valamint a gydgyszeriparban.

Korabbi eredményeink szerint a timol moddositja a RYR-ok miikodését.
Kivancsiak voltunk tehat, hogy a szer befolyasolja-e az elemi kalciumfelszabadulasi
események tulajdonsagait. Azt talaltuk, hogy a timol mar alacsony koncentracioban (30
uM) is modositotta az elemi események megjelenését, valamint jellemzé paramétereit.

Mig kontroll koriilmények kozott az elemi események eldforduldsi gyakorisaga
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0,0587+0,0020 s'sarcomer! volt, 30 uM timol alkalmazéasat kovetden ez az érték
0,0654+0,016 s "'sarcomer '-re nétt. Az elemi események megoszlasa is megvaltozott a
szer hatasara. Kontroll esetben (24A é4bra) leggyakrabban ,,spark™-ok fordultak el6 (az
Osszes esemény 63%-a, 24Ba abra), kevésbé voltak gyakoriak a maganyos ,,ember”-0k
(22%, 24Bb abra) és a ,,spark”+,,ember”-0k (13,9%, 24Bc é4bra), legritkdbban pedig az
»ember’+, spark” Osszetett események fordultak elé (1,1%, 24Bd abra). Timol
jelenlétében (24C abra) a hosszabb és Osszetettebb események dominaltak, a maganyos
»spark”-ok relativ eléforduldsa csokkent (az Osszes esemény 41%-a, 24Da abra), az
»ember”’-0k gyakorisaga nétt (35%, 24Db abra), a ,,spark™+,,ember” gyakorisaga pedig
csak kismértékben valtozott (20%, 24Dc é&bra). A legnagyobb relativ véltozast az
~ember’+, spark”-ok esetében tapasztaltunk, melyek csaknem négyszer gyakrabban
fordultak el a kezelést kdvetden (4%, 24Dd éabra). A kontroll koriilmények kozt 20
roston mért 2030, valamint a 30 uM timol hozzaadasa utan, 9 roston eléforduld 2478

esemény jellemzd paramétereit a 3. tdblazatban foglaltuk ossze.

kontroll 30 uM timol

Vizsgalt paraméterek »spark” ,ember” ,»spark” ,,ember”

(n=1576) (n=454) (n=1605) (n=873)

amplitado 0,92+0,01 | 0,210+0,004 | 0,70+0,01* [ 0,168+0,002*
FWHM (um) 1,81+0,03 1,76+0,03 | 1,74+0,01* | 1,77+0,02
Csucs eléréséhez sziikséges 1d6
(TTP) (ms) 9,4+0,1 - 9,6+0,1 -
id6tartam (ms) 56+1 87+2 79+1% 102+£2%*

3. tablazat Az értékek az atlagt SE mutatjak, a csillaggal a szignifikdnsan eltérd
értekeket jeloltiik. A ,,spark”-csoportba mindazok az események beletartoznak, melyek

»spark”-ot tartalmaznak.
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24. dbra Elemi kalciumfelszabadulasi események kontroll koriilmények kozott (A és
B), valamint 30 puM timol jelenlétében (C és D). A nagy képek (A és C) a
frekvenciat, mig a kis képek (Ba-Bd, Da-Dd) a kiilonb6z6 tipusi eseményeket
mutatjak be, igy a ,spark’-ot, az ,ember’-t, a ,spark’+,ember’-t, illetve az
~ember’+, spark”-ot. Az &brdkon feltiintetett gorbék az esemény maximalis
amplituddjanak vonaldban mért F/FO értéket mutatjak. (E) ,,Spark”-ot tartalmazo
események amplituddinak relativ eloszldsa. (F) Az Osszes esemény id6tartamanak
relativ eloszlasa. A kis kép a hosszi események nagyobb eléfordulasat mutatja timol
jelenlétében.
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A timol csokkentette a ,,spark”-ok amplitadéjat 0,92+0,01-rél1 0,70+0,01-re,
»ember’-0k esetében az atlagos amplitadot 0,210+0,004-r61 0,168+0,002-re (24E abra,
illteve 3. tablazat), valamint a ,,spark”-ok FWHM értékét. A csucs eléréséhez sziikséges
1d6 nem valtozott jelentdsen. Ezzel szemben az 6sszes kalciumfelszabadulasi esemény
idotartama jelentésen megnovekedett (24F abra).

Ezutdn megvizsgaltuk hogy milyen hatasokat valt ki a timol magasabb
koncentracioban. 150 uM timol hatasara a permeabilizalt rostokon sok esetben egy nagy
mértékli kalciumfelszabadulast tapasztaltunk, mely a rost 0sszehizodasat, majd halalat
jelentette. Csak néhdny esetben sikeriilt rogziteniink elemi kalciumfelszabadulasi
eseményeket, melyek statisztikai elemzése lehetetlen volt, viszont szembetiindek voltak
morfoldgiai jellegeik (25. 4bra). Mint az abrén is lathato, ,,spark”-ot 150 pM timol

jelenlétében nem lehetett megfigyelni, viszont nagyon hosszl, gyakran tobb szaz ms-ig

A

25. ébra Elemi kalciumfelszabadulasi események 150 puM timol jelenlétében. A
reprezentativ képek né¢hany nagyon hosszi eseményt mutatnak be (A), ezek kezdd és
végpontja gyakran nem is talalhatdo meg egy képen (B).
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i1s elhuz6do események jelentek meg. Ezen események jellemzd értékei, az atlagos
alkalmazasakor, a maganyos ,,ember”-0k esetében tapasztaltakhoz. Mivel az amplitudé
az események teljes hosszaban allando6 volt, ez arra utal, hogy ezeket az eseményeket
valoszintlileg egy, vagy néhany csatorna folyamatos nyitvatartasa hozta létre.

Az itt bemutatott eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy a timol hosszi
ideig tartd6 RYR megnyilast idéz el6, melynek hatasara hosszii elemi
kalciumfelszabadulasi események jelennek meg. Ezeket az eseményeket nem eldzték
meg, illetve nem kovették ,,spark”-ok, ami arra utalhat, hogy vagy egyes csatornak,
vagy a csatorndk kis csoportjainak Osszehangolt megnyilasa hozta 1étre Oket. Ez a
megfigyelés aldtdmasztani latszik azt az elképzelést, miszerint az ,ember” a

kalciumfelszabadulas elemi épitékdve emlds vazizomban.
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V. Megbeszélés

V.1. Az ATP szerepe harantcsikolt izomsejtek miikodésében

Egyes, kordbban végzett kisérletek mar kimutattdk az ATP hatdsat kiilonb6zd
sejteken, igy vazizomsejteken is. In vivo koriilmények kozott, az ATP acetilkolinnal
egylitt szabadul fel a neuromuscularis junctioban. Az idegekbdl felszabaduléo ATP
egyrészt postjunctionalis modulatorként hat és az Ach hatdsat erdsiti, masrészt az ATP
bomlastermékeként felszabaduld adenozin P1 purinoreceptorokon keresztiil gatolja az
Ach felszabadulasat. Sokdig ugy gondoltdk, hogy az ATP kotranszmitter, az
acetilkolinnal egyiitt szabadul fel és a nikotin tipusu kolinerg receptoron keresztiil fejti
ki modosité hatasat. Henning és mtsaithoz (1996) hasonléan, az altalunk bemutatott,
tenyésztett vazizomsejteken mért eredmények is arra utalnak, hogy az ATP mas
utvonalon, eltérd hatdsmechanizmussal, P2X, illetve P2Y purinoceptoron keresztiil hat.
Ezt bizonyitja a megfigyelés, hogy az ATP altal kivaltott [Ca® Ji-véltozas kinetikja,
nagysaga, valamint farmakoldgiai befolyasolhatdsaga kiilonbozott az acetilkolin altal
kivaltott valaszok tulajdonsagaitol.

Az ATP nemcsak idegsejtekbdl, hanem a szomszédos sejtekbdl is felszabadulhat.
Bar fiziologias testhdmérsékleten az ATP fél¢letideje rovid, diffuzioval eljuthat a
szatellita sejtekig, illetve a fuzionald myoblastokig, ahol minden valdszintiség szerint
purinoreceptorokon keresztiil, intracellularis Ca*"-koncentracié emelkedést indukal.

Az ionotrop purinoreceptorok porusatmérdje nagyobb (0,9-1 nm), mint a nikotin
tipust acetilkolin receptoré, illetve a Ca*"-ra vonatkoztatott relativ ionpermedbilitasuk
(Pcana = 2,2 - 4) 1s mintegy 10-szer nagyobb a kolinerg receptorhoz képest (Pcana=
0,3). Mindez azt jelenti, hogy a purinerg receptoron at torténd Ca’"-bearamlas sokkal

jelentdsebb, mint az acetilkolin 4altal aktivalt nikotin tipusu receptorokon.
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V.1.1. Az ATP hatasai human tenyésztett vazizomsejteken

Human tenyésztett vazizomsejteken, eredményeink szerint, az ATP
koncentraciofiiggd modon képes [Ca*'Jic emelkedést kivaltani. A kalciumtranzienseket
két konnyen elkiilonithetd csoportba lehetett besorolni. Az egyikbe a lassu, fokozatos
novekedést mutatd tranziensek, a masikba pedig a kétfazisu valaszok tartoztak. Ez
utobbi esetben a korai, gyors felszallo szar utan egy viszonylag lassabb, egyenletesebb
Ca” -bedramlas volt megfigyelheté. Az ATP hatdsat nem gatolta a nikotin-tipust
acetilkolin receptor antagonistajaként ismert d-tubokurarin, a fesziiltségfiiggé Na'
csatornak gatloszere a TTX, valamint az L-tipusi Ca”" csatorna blokkold verapamil.
Kisérleteinkben extracellularis Ca*" hianyaban, ATP hatasara nem tortént [Ce12+]iC
valtozas, tehat ugy tiint, hogy a kiils§ Ca’’-bedramlas sziikséges a tranziens
l1étrehozasahoz. A kisérleteknek ebben a szakaszaban gy gondoltuk, hogy a kétfazisa
tranziens elsd részét a kiilsé térbdl, kozvetleniil az ionotrop receptorokon keresztiil
bearamlé Ca’"-ok valtjak ki, a masodik részét, pedig az intracellularis raktarakbol
felszabadulo Ca**-ok hozza 1étre. A vazizomsejtek fejlettségétdl nagyban fiigg, hogyan
valaszolnak a sejtek kiillonbozé anyagokra. Mig a sejtek differencidlodasaval elébb nd,
majd csokken az ATP alkalmazasaval kivalthat6 valaszok nagysaga, acetilkolin, illetve
K'-depolarizacié hatdsara folyamatos a ndvekedés. Ennek egyik lehetséges
magyarazata, hogy a vazizomsejtek fejlodése soran az izomsejtek membranpotencialja
egyre negativabb lesz, a membran depolarizaciéjanak hatdsira megnyilo
fesziiltségfiiggd ioncsatorndk nagyobb mértékli kationbearamlast idéznek eld. Masik
fontos megallapitds, hogy a differencidlodas eldrehaladtaval a sarcoplasmaticus
reticulum is egyre fejlettebb lesz (Kelly, 1971; Franzini-Armstrong és Jorgensen, 1994),
melynek hatésara né az intracellularisan raktarozhaté Ca®" mennyisége, aminek fontos

. e 2+ P " 1 .
szerepe lehet a sejten beliili Ca™ -koncentracidt novelé mechanizmusokban.
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Az ATP a vazizom embrionalis fejlodésében csakiigy, mint a sériilések utani
regeneracios folyamatokban, valoszinlileg nagyon fontos szerepet tolt be. A fejlodés
korai szakaszdban egyes sejtfolyamatok beinditdsdhoz, illetve a génexpressziot
megemelkedése elengedhetetlen. Az acetilkolin ilyen iranyt szerepe ezzel szemben
korlatozott, hiszen az embriondlisan fejlédé izomsejteknek kezdetben még nincs
motoneuronos beidegzése, tehat a sejtekbe, bar rendelkeznek nikotin-tipusu acetilkolin
receptorokkal, acetilkolin hidnyaban nem torténik Ca®-belépés. Felnétt egyedekben a
motoros véglemez teriiletén felszabaduld acetilkolin hatdsa lokalis, mert a
neuromuscularis junctioban jelen levd acetilkolin-észterdz enzim, mely a szervezet
egyik legnagyobb aktivitassal rendelkezé enzime, nagyon gyorsan és hatékonyan bontja
a neurotranszmittert, amely igy nem képes eldiffundalni a szinapszis kozvetlen

kozelébol, igy hatasa a fejlodo izomsejteken nem jelentkezik.

V.1.2. Egér tenyésztett vazizomsejtek

Miutan sikeriilt kimutatnunk az ATP altal aktivalt purinoreceptorok jelenlétét
human tenyésztett vazizomsejteken, a tovabbi funkciondlis vizsgalatokat egérbdl
szarmazo izomsejtek tenyészetein folytattuk. Az extracellularisan alkalmazott ATP egér
tenyésztett vazizomsejteken is kalciumfelszabadulast eredményezett, ami egy korai
csuccsal és egy azt kovetd lassabb, fenntartott komponenssel volt jellemezhetd. Az
ATP-vel kivalthatd kalciumtranziensek a humén izomsejtekhez hasonlé modon
korfiiggést mutattak. Az ATP altal kivaltott fluxus id6beli lefolyasa a differencialodas
elorehaladtaval jellegzetesen modosult. A tranziens ¢és a fenntartott komponens
elkiiloniilt, majd a korai tranziens csucs a teljesen differencialt sejteken eltiint. A gyors

komponens els6sorban a P2X receptorok aktivaciojatol és az azt kovetd

69



depolarizaciotol, mig a lassabb, fenntartott fluxus a P2Y receptoroktol fligg. ATP
ismételt adagoldsa fiatal, kevesebb, mint 5 magva sejteken a kalciumtranziensek
amplitidojanak, valamint a fluxus gyors komponensének jelentds csokkenését okozta,
differencialtabb sejteken ez a hatds nem volt ilyen jelentds.

Megvizsgaltuk az ATP altal kivaltott d&ramokat is. Méréseink szerint ezek nem
szelektiv kationdramok, melyek nagysaga korfliggést mutat. ATP ismételt adagolasanak
hatdsdra az aram amplitiddja nem csokkent jelentésen. A membranpotencial a
differencialtabb alakokon egyre negativabb értékeket vesz fel. Ezzel parhuzamosan az

ATP hatasara bekovetkezé membranpotencialvaltozas egyre kevésbé jelentds.

V.1.3. A4 fluxust létrehozo kalciumionok eredete

Korabban mar beszdmoltak arrol, (Ryten és mtsai, 2002), hogy az extracellularisan
alkalmazott ATP a P2X receptorok aktivalasan keresztiil fejti ki hatasat tenyésztett
emlds vazizomsejteken. A P2X receptor aktivalodasa €s a vele jard depolarizacid, ha
elég nagy, események egész sorat inditja be, melynek lathaté eredménye a
kalciumtranziens. A sejt intracellularis terébe belépd kalcium szarmazhat az
extracellularis térbol, a P2X receptoron, mint ionotrép receptoron (North, 2002), vagy
fesziiltségérzékeny kalciumcsatornakon keresztiil (Beam és Knudson, 1988; Cognard és
mtsai, 1993), valamint felszabadulhat a belso raktarakbol, foként az SR-bol, fesziiltség-
¢és/vagy kalcium-indukalt kalcium felszabadulas révén.

ATP alkalmazédsa az 5-10 maggal rendelkezé myotubulusokon nagy, befelé
iranyuldé aramokat és ezzel egyidejileg depolarizaciét okozott (5. abra). Ez a
depolarizacio (20 mV) elegendd volt ahhoz, hogy akcids potencidlt valtson ki a
sejteken, igy aktivalva a fesziiltségfliggd T- és L-tipusu kalcium aramokat (Cognard és

mtsai, 1993). Ezek a folyamatok magyarazhatjdk az ATP adast kovetd, nagy
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kalciumfluxust. Masrészt viszont a T-tipusu kalcium aramok gyorsan inaktivaldédnak
(Perez-Reyes, 2003), s még a lassabb, L-tipusti &ramok is teljesen megsziinnek néhany
masodperc alatt. Mivel a fesziiltségérzékeny folyamatok inaktivacidja izomrostokon
kevesebb, mint 10 masodpercen beliil bekovetkezik (Brum és Rios, 1987), a fluxus
fenntartott komponense, mely hosszan, az ATP adagoldsa alatt végig megmarad, a
fesziiltségfiiggd folyamatokkal nem magyarazhatd. Differencialt izomcsovekben ezzel
szemben sokkal negativabb a membranpotencial, az ATP alkalmazasaval kivalthato
depolarizacié pedig jéval kisebb (4 mV), igy az feltehetéen nem elegendé a
fesziiltségfiiggd folyamatok aktivalasahoz. Valosziniinek tiinik tehat, hogy az ATP altal
kivaltott kalciumfluxus fenntartott komponenséért a szer alkalmazasanak ideje alatt
folyamatosan nyitott allapotban levé P2X receptorokon keresztiil megvalosulo
kalciumbedaramlas, vagy egy, a P2X receptortdl fiiggetlen mechanizmus a felelds. Azt
korabban mar leirtak, hogy a P2X; receptor, ATP aktivalas alatt, folyamatosan nyitott
allapotban van, rajta keresztiil egy konstans aram folyik (North, 2002). Ez egyike
azoknak a purinoreceptor tipusoknak, melyet sikeriilt immoncitokémiai modszerrel
kimutatnunk egér tenyésztett vazizomsejteken. A receptor relativ kalcium permeabilitasi
hanyadosa (Pc./Pna) 2, igy a hasznalt oldatdsszetétel mellett, az 6sszaramnak kortilbeliil
4%-at  hordozzak kalciumionok. Kiszdmolva az erre vonatkozé fluxust
(F1=1Iarp/ V/F /2, ahol V az atlagos sejttérfogat (20 pl), F a Faraday allando) azt
kaptuk, hogy az lényegesen kisebb (mintegy 3 pMs™), mint a fluxus fenntartott
komponensének értéke (15 uMs™). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a tenyésztett
myotubulusokon jelen van egy P2X receptoroktol fiiggetlen fluxus is. Immunfestéssel
kimutattattuk egyes P2Y receptorok jelenlétét is. Mivel kisérleteink soran
bebizonyitottuk, hogy az ATP altal kivaltott kalciumtranziensek és a bel6liikk szamitott

fluxusok gatolhatok voltak suraminnal, ami a P2Y receptorok gatldszere, ez
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megerdsitette azon feltételezésiinket, miszerint a fluxus fenntartott komponensének
hozzévetdleg 80% -aért a P2Y receptorok aktivacidja és igy az SR-bdl torténd

kalciumfelszabadulas a felel0s.

V.1.4. Az ATP altal kivaltott kalcium fluxus idobelisége

Az extracellularisan alkalmazott ATP hatadsa a P2X receptorokon altalaban révid
ideig tart. A P2X, és P2Xj receptor gyorsan, mig a P2X, és a P2X, altipusok lassan
deszenzitizalodnak. Raadasul az ATP-t gyorsan lebontjdk az extracellularisan
mindenhol eléfordulé exonukleotidazok.

Tekintettel arra, hogy az Isrp amplituiddja nem valtozik jelentdsen az ATP
adagolas alatt, a fluxus korai csokkenése nem magyardzhatdé a P2X receptor
deszenzitizacidjaval. Masrészt viszont ramutattunk, hogy a fluxus csicskomponensét
teljesen megsziintette a hossza ideig tartd depolarizaci6é. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy ezt a komponenst a felszini membranon keresztiil belépd, valamint az SR-
bdl felszabadul6 kalciumionok hozzak létre. A hosszu ideig nyitva levo P2X receptorok
azonban elnytjtott depolarizaciot is okoznak, ami mind a T-, mind L-tipust aramokat
inaktivalja. Hasonloképpen a tartdos depolarizaci6 a DHPR-ok, mint fesziiltség
szenzorok inaktivacidjat is eldidézi. Ez az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulas
megsziinéséhez vezet. Ezen folyamatok egyiittese a kezdeti kalciumfluxus gyors,
néhany masodperc alatt bekovetkezd csokkenését eredményezi, ami 0sszhangban all a
megfigyeléseinkkel.

Az, hogy az ATP adagolds hatdsara megjelend, tranziens csucs eltiinik a
differencialodéas késoi fazisaban, az el6bbiek alapjan két dologgal magyarazhato. A
fejlodéssel parhuzamosan, a P2X receptorok altal okozott depolarizacié egyre kisebb

lesz, mig a sejtek nyugalmi membranpotencialja hiperpolarizaltabb értékeket vesz fel.
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Az ATP tehat ezeken a sejtalakokon nem képes akcids potencialt kivaltani, igy csak az
ionotrop P2X receptorokon keresztiil folyamatosan bearamlo kalcium, az altala okozott,
intracellularis raktarakbol torténd, kalcium aktivalt kalciumfelszabadulas valamint a

P2Y receptorok aktivacioja okozhat intracelluléris kalciumkoncentracié novekedést.

V.1.5. Purinoreceptor altipusok tenyésztett vazizomsejteken

Viazizomsejteken tobb P2X receptor jelenlétét mutattak mar ki, igy a P2X;, P2X,,
P2X5 és P2Xs (Soto és mtsai, 2003; Ryten és mtsai, 2001; Ruppelt és mtsai, 2001;
Meyer és mtsai, 1999) altipust. Ryten és mtsai (2001) mutattak ra, egy jol szabalyzott
expresszids mintazatra, ennek soran a P2Xs receptor jelenik meg eldszor, majd a P2Xg
¢és P2X, altipus expresszidja lesz kimutathatd patkédny izom embrionalis fejlédése soran.
Mivel a P2X;s receptor jelenik meg el6szor az embrionalis élet soran, gy gondoljak,
hogy szerepe lehet az izomfejlédés szabalyozasaban (Ryten és mitsai, 2002).
Kisérleteinkben egér primer izomtenyészetben, az 5-10 magot tartalmazd sejteken
harom P2X receptor altipust sikeriilt kimutatnunk a P2X;-, P2Xy- és P2X5-et. A P2X,
receptor jelenléte nem volt kimutathatd sejtjeinken, ami jo egyezést mutat azzal, amit
Ryten és mtsai (2001) allapitottak meg, miszerint ez a receptor altipus csak a késoi
differencialodas szakaszaban jelenik meg.

A P2X4 és P2X; altipusok jelenlétét vazizmokon eddig még nem irtak le. Bo és
mtsai (2003) monoklonalis antitesteket hasznalva, kimutattak a P2X, receptor jelenlétét
tobb patkany szovettipusban, igy simaizmokban is. A P2X; receptort is csak
tengerimalac simaizmain sikeriilt kimutatni (Menzies és mtsai, 2003). Ugy gondoljuk,
hogy az eltérést a fajok, a tenyésztett és az izolalt sejtek kozti kiilonbozoség, illetve az
immunjelolés soran fellépd esetleges keresztreakcid okozhatja. Ez utdbbi feltevés a

legvalosziniitlenebb, mivel kisérleteink soran patkany P2X receptorok ellen termeltetett
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antitesteket hasznaltunk, melyek nagy foka homoldgidt mutatnak az egér
purinoreceptorokkal. A P2X4 receptor esetében példaul az a szekvencia, ami ellen az
antitestet termelték azonos patkdny ¢€s egér esetében, a patkany P2X; receptor ellenes
antitestek kotodését az egér receptorhoz pedig mar bemutattak (Solle és mtsai, 2001).
Tovéabba az altalunk megfigyelt Iorp kinetikdja, a hosszu ideig fennmaradd, nagy
amplitddoju aram, a P2X; receptorra jellemzd. A kisérleteinkben meghataroztuk a
kotohelyek szamat tiikkrozé Hill-koefficiens értékét, és az kett6hoz kozeli értéknek
adodott (n=1,66). Ez 6sszhangban all azzal a korabbi megallapitassal, miszerint az ATP
két helyen kotodik a receptorahoz (Klapperstiick és mtsai, 2001).

Bér a P2Y receptorokrdl mar kimutattak, hogy szamos emldsfaj simaizomsejtjein
el6fordul, tobbek kozott egérben is, emldsok vazizomsejtjein eléfordulasukat eddig még
nem dokumentaltak. A P2Y, receptorokrél azonban kimutattdk, hogy az acetilkolin
receptorokkal egyiitt fordul elé neuromuscularis junctioban, és részt vesz az acetilkolin-
észterdz, valamint az AchR mRNS szintjének szabalyzasdban is csirke
myotubulusokban (Choi és mtsai, 2001). Egérben a P2Y,, P2Y; és a P2Y, receptorok
jelen vannak az embrionalis fejlodés alatt (Cheung és mtsai, 2003), expresszids szintjik
folyamatosan valtozik, és a sziiletés utan mindharom receptor altipus down-regulalodik.
Immuncitokémiailag mindharom receptort sikeriilt kimutatnunk egér tenyésztett
vazizomsejteken, bar a P2Y, receptor expressziojat alacsonynak talaltuk. Tenyésztett
vazizomsejtek felszini membranjaban az AchR-ok homogénen helyezkednek el, a
beidegzés és igy a neuromuscularis junctiok hianyaban. Ez magyarazhatja az altalunk

tapasztalt egyenletes eloszlast a P2Y receptorok tekintetében.
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V.1.6. PKC izoformak jelenléte proliferalo és differencialodo myotubulusokon

Korabbi tanulmanyok mar szamot adtak arrél, hogy a PKC izoenzimcsalad
szamos tagja megtalalhaté vazizomsejtekben. A megfigyelések szerint, a tenyésztett
huméan (Boczén és mtsai, 2000) ¢és patkany (Hong és mtsai, 1995) vézizomsejtek
expresszios mintazata eltér egymastol. Kordbban mar meghataroztak az egér tenyésztett
vazizomsejteken taldlhaté PKC izoformakat (Zappelli és mtsai, 1996). Kisérleteinkben a
klasszikus és 11 tipusu izoenzimek koziil a PKCa, B, €, és 1 jelenlétét tudtuk kimutatni.
Az atipusos PKCC izoforma esetében is intenziv festddést tapasztaltunk, mig a PKCA
¢és u jelolodése gyengének bizonyult. Bar a PKCO izoformardl eredetileg azt tartottak,
hogy vazizomspecifikus (Osada és mtsai, 1992), de tenyésztett vazizomsejteken sem
nekiink, sem mas kutatécsoportoknak (Zappelli és mtsai, 1996) a jelenlétét nem sikertilt
kimutatni.

A PKC izoformak és expresszidos mintdzatuk szamos sejttipusban (Martelli és
mtsai, 1999) igy vazizomsejtekben is (Boczan és mtsai, 2001) kapcsolatban hozhat6 a

crcr

izoformai, kiillondsképpen a PKCo, kozvetleniil részt vesznek az izomsejtek

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az izomsejtek osztodasat mutatd
proliferaciés rata maximuma, kontrollban a masodik napon van. ATP jelenlétében
ennek értéke lecsokken, és késdbbre tolodik. A PKCa kimutathaté mind a fejlodés
korai, mind késdi szakaszaban kontroll koriilmények kozott. Az ATP kezelés hatasara, a
PKCa szintje lecsokken, ezzel egyidében a sejtosztddas iiteme lelassul. A kontroll
koriilmények kozott tenyésztett differencialt izomsejtekre jellemzé a PKCP pottydzott
magfestddése. ATP kezelés hatasara ez a mintazat mar a két napos tenyészetek sejtjein

megfigyelhetd volt. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az ATP, a P2Y receptorok
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aktivalasaval, a PI utvonalon keresztiil képes befolyasolni a tenyésztett vazizomsejtek

crer

V.2. Elemi kalciumfelszabadulasi események permeabilizalt rostokon

A kalciumfelszabadulds elemi eseményeinek vizsgéalata egy viszonylag 1j
modszer, mely mostanaban kezd teret hoditani. Az [C:12+]iC valtozas épitéelemeinek
szamité események mind megjelenésiikben, mind jellemzo paramétereik tekintetében
kiilonboznek emldsok (Conklin és mtsai, 2000; Kirsch és mtsai, 2001; Zhou és mtsai,
2003), illetve kétéltiiek esetében (Tsugorka és mtsai, 1995; Klein és mtsai, 1996).
Emldésok esetében az elemi események mindkét formdja, mind ,,spark”-ok, mind
»ember”’-0k eléfordulnak, de az események relativ frekvencidja béka izom esetében
sokkal nagyobb. Korabbi vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy ezeket az elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeket intakt, Fluo-3-mal jeldlt, illetve atvagott emlds
izomroston nem lehet megfigyelni, igy Kirsch és mtsai (2001) altal leirt modszert
kovetve kisérleteinket tgynevezett kémiailag nyuzott rostokon végeztiik. Mérési
adataink kielemzéséhez térbeli és idObeli karakterisztikan alapuld elemi eseményeket
detektaldé modszert alkalmaztunk. Mindez lehetévé tette, hogy oOsszehasonlitsuk a

kontroll koriilmények kozt mért, valamint timol jelenlétében tapasztalt eseményeket.

V.2.1. Kalciumfelszabadulasi események timol jelenlétében

A timol 30 uM koncentracioban novelte az elemi kalciumfelszabadulasi
események frekvencigjat, 0,0587-r61 0,0654 s'sarcomer'-re. Ez az eredmény
Osszhangban van az atvagott rostokon mért kalciumfelszabadulas valtozasaval, illetve az
izolalt RYR megnyildsi valosziniségének megndvekedésével. Az események

frekvencidjanak novekedése azonban azt jelzi, hogy nem csak az egész sejtre kiterjedo
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kalciumfelszabadulésrdl van sz6 az esetiinkben. Tovabba az ,,ember”-0k (melyek
valojaban az ,elemi” események emlds izmokon) relativ ardnya a frekvencidnal is
jobban ndé. Ha 0Osszehasonlitjuk mind a ,spark”-ok, mind az ,ember”-6k atlagos
amplitadoit kontroll koriilmények kozott (0,93 és 0,21), illetve a timol kezelést
kovetden (0,70 valamint 0,17), azt tapasztaljuk, hogy mindkét esetben 20-24%-o0s a
csOkkenés. Az események amplitiddjanak csokkenését tigy lehet magyarazni, hogy a
timol fokozza a nyugalmi kalciumkilépést a raktarbdl, igy az SR kalciumtartalma
csokken. Az amplitid6 csokkenésével parhuzamosan n6 a cstcs eléréséhez sziikséges
1d6 és az események hossza.

Magasabb koncentracioban a timol a legtobb esetben egy nagymértékii
kalciumfelszabadulast okoz, mely oly mértékii, hogy Ilehetetlené teszi az egyes
események detektalasat. Néhany esetben a rostok tulélik a 150 uM timol hozzaadasat,
ilyenkor azt tapasztaltuk, hogy az események frekvenciaja lecsdokken, mig az ,,ember”-
ok relativ el6forduldsa tovabb nd. 150 pM koncentracidban a timol hosszli események
megjelenését idézi el6. Ezek nagyon hasonlitanak azokra az eseményekre, melyeket
korabban béka vazizmokon irtak le, Imperatoxin A kezelés hatdsara (Gonzalez és mtsai,
2000; Shtifman és mtsai, 2000). Ez a toxin a csatorna kapuzasat befolyasolta, a lipid
kettosrétegbe beépitett egycsatornas modellen a RYR hossza ideig tartd megnyilasat
okozta. Az a tény, hogy a kalciumfelszabadulasi események allando
fluoreszcenciaértéket és egyforma térbeli kiterjedést mutatnak, arra utal, hogy a
felszabaduld kalcium mennyisége egyensulyt tart a diffuzioval és a kalciumionok
megkotodésével.

Mig az Imperatoxin a kalciumcsatornat egy félig nyitott (szubkonduktancia)
allapotban rogziti (Tripathy €s mtsai, 1998), a timolnak méréseink szerint nincs hatdsa a

csatorna vezetOképességére. Tekintettel arra, hogy a kontroll koriilmények kozott mért
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»ember”-0k atlagos amplitidoja Iényegében megegyezik a timol jelenlétében rogzitett
hosszi események atlagos amplitudoival -a kismértéki kiilonbséget az SR
kalciumtartalmanak valtozasa okozhatja— valdsziniisithetd, hogy ezek az események
jelentik a kalciumfelszabadulas elemi egységét. Ez azt jelenti, hogy az ,,ember” vagy
egy csatorna nyildsat-zarodasat, vagy tobb csatorna szinkronizalt kapuzasat jeleniti meg
(Marx és mtsai, 1998; Zhou és mtsai, 2003).

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az egy ,spark” létrehozasaért felelds csatornak
szamat, eldszor megvizsgaltuk, hogy mekkordk a legnagyobb amplitudoji események.
Mint azt kordbban mar leirtdk (Rios és mitsai, 1999; Jiang és mtsai, 1999) az elemi
események amplituddiban megfigyelhetd kiilonbségek elsdsorban abbol adédnak, hogy
a mérés sikja a kalciumfelszabadulas helyétdl valtozé tavolsagra (alatta vagy foldtte)
helyezkedik el. Minél messzebb van ugyanis a mérés helye a kalciumfelszabadulas
helyétél, annal alacsonyabb a lokalis [Ca®']; Ennek megfeleléen a legnagyobb
amplitadoju események feltehetéen azon mérésekbdl szarmaznak, ahol a mérés sikja
pontosan egybeesett a kalciumfelszabadulas helyével. A 15 legnagyobb eseményt
megvizsgalva azt talaltuk, hogy azok atlagos amplitidojuk 2,96, mig a FWHM érték
2,09 um volt. A legnagyobb ,.,ember”’-0k esetében ezek a paraméterek atlagosan 0,43-
nak, illetve 1,72 pm-nek adoédtak. A Sun és mtsai (1998) altal az elemi események
jellemzésére bevezetett ,,signal mass” (SM) egyrészt aranyos az amplitadé és a FWHM
harmadik hatvanyanak szorzataval (Chandler és mtsai, 2003), mig annak els6 derivaltja
a RYR-on atfolyé arammal (ZhuGe ¢és mtsai, 2000). Utobbi, feltételezve, hogy a
hajtéerd nem véltozik, ardnyos a résztvevd csatornak szaméval. igy a ,.spark” és
,,ember” létrehozasaért felelos csatornak aranyat a

N,/ Ne = {d(A, - FWHM °)/dt} / {d(A. - FWHM.>)/dt}, (3)
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képlettel lehet kiszamolni, ahol az s és e alsé indexek jelolik, hogy ,,spark”-rdl, vagy
»ember”-rél van szd, az A az amplituido, a FWHM a maximalis amplitado felénél mért
térbeli szélesség.

A fenti 15 ,,spark” és ,,ember” esetében az SM elsé derivaltja atlagosan 8,4+1,0,
illetve 0,29+0,7 pls” volt. Ez azt jelenti, hogy kériilbeliil 20-30-szor annyi csatorna
megnyilasa hoz létre egy ,,spark”-ot, mint egy ,,ember”’-t. Ennek megfelelden, ha az
»ember’-t tekintjik egy csatorna megnyilasa altal 1étrehozott elemi eseménynek, a
»spark” kialakitasaért 20-30 csatorna egyidejii megnyildsa lehet a felelés. Ha pedig az
»~ember’-t tobb csatorna egylittes megnyilasa okozza, egy ,,spark” 1étrehozasaban akar
100 csatorna megnyilasa is részt vehet (Stern €s mtsai, 1997). Fontos megemliteni, hogy
ZhuGe ¢és mtsai (2000) lipid kettGsrétegbe visszaiiltetett RYR-on végzett arammérései
alapjan meghataroztak a csatornan atfolyd aram nagysagat, ami 0,5 pA-nek adodott.
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy mig egy ,,ember” létrehozasanak hatterében 1,
vagy maximum 2 csatorna all, addig a ,spark” -ot kozel 50 csatorna egyidejii

megnyildsa okozza.
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VI. Osszefoglalas

Kisérleteink célja a tenyésztett vazizomsejtek kalciumhomeosztazisanak, valamint
a kalciumfelszabadulds hatterében 4ll6 elemi eseményeknek a vizsgalata volt.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy az ATP megemeli az [Ca*']i. szintjét mind
human, mind egér tenyésztett vazizomsejteken. A tranziensek vagy lassi, monoton
emelkedést mutattak, vagy kétfazisuak voltak, ahol az elsd, gyorsan kialakulo
komponenst egy lassabb, masodik kalciumbearamlas kovette. A kalciumtranziensek
amplituddja a sejtek differencidlodasanak elérehaladtaval kezdetben nétt. Az emelkedés
az 5-10 magvl izomcsovek stddiumdban érte el a maximumat, majd az amplitaidok
csokkenni kezdtek. Ezzel szemben a K-depolarizacidval, acetilkolinnal, valamint
koffeinnel kivalthato valaszok nagysaga a sejtek differencidlodasaval parhuzamosan
nétt. Ez egyrészt a fesziiltségfiiggd folyamatok kiépiilésével, és a nyugalmi
membranpotencidl hiperpolarizaltabb irdnyba torténd megvaltozasaval illetve az
intracellularis raktarak fejlodésével magyarazhatd, masrészrol a receptorok szamanak
differencialodas alatti csokkenése is megfigyelhetd.

Az ATP adagolasaval deszenzitizaciét nem mutatd, befelé irdnyuld &aramot
lehetett kivaltani. Az aramgorbék felszallo szara igen meredek, az aram maximumat
koriilbeliil 300 ms alatt éri el. Az ATP hatasait nem befolyasolta a nAchR antagonista d-
tubokurarin, ami azt igazolta, hogy az ATP nem a nikotin-tipusu acetilkolin receptoron
keresztiill hat, hanem egy ionotrop purinoreceptor aktivalodasat idézi eld. A
depolarizécio, a fesziiltségfiiggd csatornak gatlasa, valamint a kiils6 kalcium eltavolitasa
foként az ATP alkalmazasaval kivalthato fluxusok gyors komponensét csokkentette. A
purinoreceptorokat gatld suramin koncentraciofiiggd modon csokkentette az ATP

alkalmazasaval kivalthat6 valaszokat. Ezzel Osszhangban mind P2X, mind P2Y
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purinoreceptorok jelenlétét sikeriilt immuncitokémiai modszerekkel is kimutatni. Az
mig a differencialédast eldsegitette. Az ATP ezen hatasa valdsziniileg a PKC rendszeren
keresztiil, a foszfatidil-inozitol jelatviteli utvonalon keresztiil valosul meg.

Kisérleteinkben  sikeriilt =~ meghatarozni az  egész  sejtre  kiterjedd
kalciumfelszabadulasok hatterében all6, elemi kalciumfelszabadulasi események
jellemzé paramétereit emlds vazizomban. Kimutattuk, hogy a timol megvaltoztatja
ezeket a paramétereket, noveli az események eléfordulédsi valosziniiségét, csokkenti az
amplitadot és a térbeli kiterjedést, de az események iddtartamat megnyujtja. Kis
koncentracioban alkalmazva a szert az események megoszldsa is megvaltozik, az
»ember’-0k ¢s az Osszetett események gyakrabban fordulnak eld, mint kontroll
koriilmények kozott. Nagy koncentracioban alkalmazva a timol tobb szdz szekundum
hosszu elemi kalciumfelszabadulasokat idéz eld.

Ezek az eredmények hozzéjarulhatnak a vazizomsejtek kalciumhomeosztazisanak

jobb megismeréséhez.
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