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I. Bevezetés 

I.1. Az izomsejtek általános tulajdonságai 

Az izom elnevezés több különbözQ, kontrakcióra specializálódott sejttípust foglal 

magába. Mindegyikben megtalálhatóak a kontraktilis fehérjék, az aktin és a miozin, de 

különbség figyelhetQ meg ezek sejten belüli eloszlásában, aminosavsorrendjében, 

valamint az Qket szabályozó fehérjék m_ködésében. 

Gerincesekben az izomsejteknek 4 típusa van: a vázizom, a szívizom, a simaizom 

és a myoepitheliális sejtek. Az elsQ három típus mezodermális eredet_, a 

myoepitheliális sejtek pedig az ektodermából fejlQdnek. A mezodermális izomsejtek 

közül a simaizom mutatja a legegyszer_bb struktúrát, a váz- és a szívizom erQsen 

organizált, “harántcsíkolt” szerkezet_. A simaizmokat és a szívizomzatot az autonóm 

(vegetatív) idegrendszer innerválja. Ezzel szemben a vázizmot a perifériás idegrendszer 

szomatomotoros rostjai idegzik be és akaratlagos szabályozás alatt áll. A 

myoepitheliális sejtek az ektodermális eredet_ epitheliális szekretoros szövetek 

különbözQ típusaiban találhatók meg. Részt vesznek a veríték, a nyál és a tej 

kiválasztásában. M_ködésük az endokrin rendszer és a vegetatív idegrendszer kettQs 

kontrollja alatt áll. 

I.1.1. A vázizom sajátságai 

Kifejlett harántcsíkolt izomban az egyes izomrostokat sejtmembrán veszi körül, 

amit sarcolemmának neveznek (a citoplazmát pedig sarcoplasmának). A sarcolemma 

felépítése hasonló más ingerlékeny membrán felépítéséhez. A m_ködés szempontjából 

jelentQs feszültségfüggQ gyors Na+- és késQi típusú K+-csatornák, Cl-- és Ca2+-

csatornák, valamint különféle receptormolekulák találhatók meg benne. 
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A vázizomrostok intracelluláris terében helyezkednek el a myofilamentumok, 

melyek kontraktilis fehérjéket tartalmaznak. A vastag filamentumok vázát a miozin, a 

vékony filamentumokét pedig az aktinmolekulák alkotják. Itt találhatók a kontrakció 

szabályozásához szükséges fehérjék (troponin, tropomiozin) és a szerkezet 

fenntartásáért felelQs struktúrák. A sarcoplasmában találhatók az energetikai 

szükségletek biztosításához nélkülözhetetlen elemek (glikolítikus enzimek, 

mitochondriumok), és a sarcolemma alatt elhelyezkedQ sejtmagok. A myofilamentumok 

myofibrillumokba tömörülnek, melyeket egy fejlett intracelluláris membránrendszer, a 

sarcoplasmaticus reticulum (SR) vesz körül, amit longitudinális (L-) tubulusok 

alkotnak. Az L-tubulusok kiszélesedett végei a terminális ciszternák. Ezek a 

transzverzális (T-) tubulusok -a sarcolemma betüremkedései- közvetlen közelében 

helyezkednek el, és azokkal együtt alkotják a triádokat. Az SR belsQ membránrendszere 

kalciumraktárként m_ködik, ez teszi lehetQvé a Ca2+-koncentráció egyidej_, gyors 

megemelkedését az intracelluláris térben. 

Az elektromechanikai csatolás a felszíni membrán depolarizációja és a kontrakció 

kialakulása között végbemenQ események sorozata, melynek elsQ lépése az akciós 

potenciál beterjedése a T-tubulusokba. Itt találhatók az úgynevezett dihidropiridin- 

receptorok (DHPR), melyek nem funkcionáló L-típusú Ca2+-csatornák, depolarizáció 

hatására konformációváltozást szenvednek, ezáltal feszültségérzékelQ szerepet töltenek 

be az ingerületi folyamatban (Rios és Brum, 1987). A Ca2+-raktárként m_ködQ 

terminális ciszternákon rianodinreceptorok (RYR) találhatók (1A ábra). 

Elektromikroszkópos vizsgálatokkal kimutatták, hogy a RYR-ok kettQs sorokban 

helyezkednek el a membránban és csak minden második alkot közvetlen kapcsolatot 

egy DHPR-ral (Protasi, 2002). A kölcsönhatás molekuláris természetére vonatkozóan 

több elképzelés létezik, a legvalószín_bb az, hogy a két receptor között mechanikai 
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kapcsolat van. Feszültség hatására megváltozik a DHP-receptor térszerkezete és ez a 

hozzá térben nagyon közel elhelyezkedQ rianodin-receptor konformációváltozását és 

megnyílását okozza. A másik lehetQség a kémiai transzmisszió, ahol a depolarizáció 

hatására megnyíló DHPR-okon beáramló kis mennyiség_ Ca2+ okozza a RYR-ok 

megnyílását. Ilyen kapcsolatot mutattak ki szívizmokon és a fejlQdQ vázizmokon (1B 

ábra). 

A kifejlett vázizmon az extracelluláris Ca2+ belépése a kontrakció létrehozásában 

nem játszik szerepet, a Ca2+ intracelluláris raktárakból szabadul fel, majd a kontrakció 

után ide is kerül vissza (Ashley és mtsai, 1991)). 

Jelenlegi ismereteink szerint a harántcsíkolt izmok felépítése és m_ködése 

különbözik kétélt_ek, valamint emlQsök esetében. Ez a különbség egyrészt a 

sarcoplasmaticus retikulum morfológiai eltéréseivel (Franzini-Armstrong és Peachey, 

1981), másrészt a kalciumfelszabadulásban részt vevQ rianodin receptorok 

szerkezetének különbözQségeivel magyarázható. Kimutatták, hogy béka vázizomban 

kétféle rianodin receptor izoforma fordul elQ, melyek jellegzetesen kettQs sorokban 

helyezkednek el. Az egyik közvetlen kapcsolatban áll egy, a felszíni membránban 

elhelyezkedQ feszültségérzékeny dihidropiridin receptorral, míg a receptor másik 

izoformája attól távolabb helyezkedik el, és az intracelluláris tér 

kalciumkoncentrációjának kismérték_ megváltozására nyílik meg. EmlQs vázizomban 

ez utóbbi izoforma nem fordul elQ (Flucher és mtsai, 1999). A DHPR-ok aktiválódása a 

velük szoros kapcsolatban álló RYR-okon keresztül kalciumkiáramlást okoz, a 

megnövekedett intracelluláris kalciumkoncentráció (továbbiakban [Ca2+]ic) pedig 

aktiválja a távolabb elhelyezkedQ, DHPR-okkal közvetlen kapcsolatban nem álló RYR-

okat (kalcium indukált kalciumfelszabadulás), ami további kalciumfelszabadulást hoz 

létre. 
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Az egész sejtre kiterjedQ, tranziens intracelluláris kalciumkoncentráció 

(továbbiakban [Ca2+]ic) -megemelkedés alapját képezQ, egy, vagy néhány RYR 

megnyílása által okozott kalciumfelszabadulást elemi eseménynek nevezzük (Cheng és 

mtsai, 1993). Mint azt Kirsch és mtsai 2001-ben leírták, az elemi kalciumfelszabadulási 

eseményeknek két formája figyelhetQ meg. Egy nagyobb amplitúdóval jellemezhetQ, 

rövid ideig tartó esemény, a „spark” (Cheng és mtsai, 1993, Tsugorka és mtsai, 1995, 

Klein és mtsai, 1996), valamint egy hosszabb ideig tartó, kisebb amplitúdójú esemény, 

az „ember” (González és mtsai, 2000). A megnövekedett [Ca2+]ic felelQs a kontrakcióért 

és számos sejtfolyamatért. 

I.1.2. A vázizom fejlQdése: miogenezis 

Az izomsejtek fejlQdése során 3 stádium különíthetQ el (Grounds, 1991). Az elsQ 

az embrionális fázis, vagy korai differenciálódás, melynek során a differenciálatlan 

mezodermális sejtek miogén irányban elkötelezett sejtekké alakulnak. A monopotens 

myoblast ezután terminális differenciálódáson megy keresztül, melynek során 

m_ködésbe lépnek az izomspecifikus fehérjéket kódoló gének és a sejt fúzió iránti 

készsége nQ. A második szakaszban, az érési fázis ideje alatt, a fúzió után, az 

izomspecifikus fehérjék: aktin, miozin, troponin, tropomiozin, miokináz, 

kreatinfoszfokináz, egyes receptorok (pl. acetilkolin receptor, a továbbiakban AchR), 

sejtadhéziós molekulák szintézise fokozódik. Ekkor történik a növekedés és a speciális 

feladatokhoz való adaptálódás. 

Ez a két fázis in vitro reprodukálható, de külsQ faktorok hiányában (beidegzés, 

hormonhatások, az extracelluláris mátrix jelenléte) a fejlQdés ezen a stádiumon nem jut 

túl. A harmadik fázis, a késQi differenciálódás jellegzetessége az izomtípusok szerinti 

differenciálódás. 
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I.1.2.1. Myoblastok 

A myoblastok mezodermális sejtvonalból származó, miogén irányban elkötelezett 

sejtek. Az embrióban a vázizom kialakulási helye körül halmozódnak és szaporodnak 

fel. Egy részük az embrionális izomzatot alkotja, míg egy elkülönülQ sejtvonalból stem 

sejt populációk, azaz szatellitasejtek alakulnak ki. 

A szatellita sejtek a kifejlett vázizomrostok membránja és alaphártyája között 

található, nem osztódó, nyugvó állapotban levQ sejtek, melyek az izom sérülésekor 

aktiválódnak és belQlük indul meg a sérült, vagy elpusztult izomrész regenerációja. A 

szatellita sejtek osztódó myoblastokká alakulva ugyanazt a fejlQdési, differenciálódási 

útvonalat indítják be, mint ami az embrionális fejlQdés során a magzati vázizomzat 

kialakulásához vezet (Grounds, 1991). 

A myoblastok alakja a bipoláris, vagy orsó alakú, monopoláris mesenchymális 

sejtekéhez hasonlít és kezdetben (premyoblastok, vagy izom-prekurzor sejtek) látszólag 

megkülönböztethetetlenek a többi mesenchymális mezodermális sejttQl (fibroblastok), 

melyek az izom kötQszövetes állományát alakítják majd ki. A premyoblastokból, 

melyek nem szintetizálnak izom-specifikus fehérjéket, myoblastok fejlQdnek. Holtzer és 

Bishoff (1970) definíciója szerint a myoblastok „posztmitótikus mononukleáris sejtek, 

melyek fúzióra és kontraktilis fehérjék szintézisére képesek”. 

I.1.2.2. Myotubulusok 

A myoblastok sejtszincíciummá fúzionálnak, melyet myotubulusoknak 

(izomcsöveknek) neveznek. A sejtfelszíni adhéziós molekulák izoform átalakuláson 

mennek keresztül a fúzió elQtt. A myotubulusok elongált, cilindrikus, sokmagvú sejtek, 

melyek kötegekbe rendezett kontraktilis fehérjéket tartalmaznak. A haránt irányú 

tagolódás (sarcomera) is megfigyelhetQ már ebben a fejlQdési stádiumban. A sejtmagok 
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centrálisan helyezkednek el, a myofibrillumokat perifériás irányba tolják. A primer 

myotubulusok a myoblastok közelében helyezkednek el, és azokkal összeolvadva 

hozzák létre a szekunder myotubulusokat. Ebben a fejlQdési stádiumban alakul ki az 

alaphártya, mely körülveszi az izomcsöveket. 

I.1.2.3. Izomrostok 

Az izomrostok kontraktilis fehérjéket szintetizálnak, melyek megnövekedett 

mennyisége a sejtmagokat a perifériára nyomja. Az egyes sejteket kötQszövet 

(endomysium) veszi körül. A sejtek kötegekbe rendezQdnek, melyeket perimysium, 

illetve epimysium burkol. 

Az izomrostok mérete nagyon változó. Az izmok leginkább hipertrófiával 

növekednek, melynek során nQ a myofibrillumok átmérQje és hossza, míg hiperplázia 

során az izomrostok száma nQ. EmlQsökben ez a szám a születés elQtt, vagy közvetlenül 

a születés után meghatározódik, és késQbb már nem változik. A hossznövekedést a 

fibrillumok végéhez csatlakozó sarcomerek számának megnövekedése okozza. Az 

újonnan szintetizált myofilamentumok a rostok átmérQjének növekedését idézik elQ 

(Muntz, 1990). 

I.2. A purinerg jelátvitel 

Az adenin vegyületek hatásáról Drury és Szentgyörgyi számolt be elQször 1929-

ben. Mintegy három évtizeddel késQbb az ATP-t mint neurotranszmittert írták le, mely 

nyúl fülartériájában a szenzoros idegek antidrom stimulációjakor szabadul fel (Holton, 

1959). Az 1960-as években utaltak elQször arra, hogy a gasztrointesztinális és a 

húgyivarrendszert ellátó idegek egy csoportja nem-adrenerg, nem-kolinerg ideg 

(NANC), transzmitterük az ATP (Burnstock és mtsai, 1963; Martinson és Muren, 
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1963). Az általuk közvetített jelátviteli folyamatot purinerg transzmissziónak nevezték 

el. KésQbb azonosították a hatásért felelQs receptorokat. Ezeket a receptorokat két 

csoportba sorolták hatásuk és endogén aktivátoruk szerint (Burnstock, 1972). Az 

adenozinnal aktiválható adenozin- vagy P1 purinoreceptorok adenilát-ciklázhoz 

kapcsoltak. A metilxantin alacsony koncentrációban kompetitív módon képes gátolni 

ezeket a receptorokat, melyek idegvégzQdésekben és szinapszisokban helyezkednek el a 

preszinaptikus membránban. Aktivációjuk a neurotranszmitterek (Ach, NA, stb.) 

felszabadulását gátolja (De Mey és mtsai, 1979) így a negatív visszacsatolási 

mechanizmusban, a purinerg jelátvitel autoregulációjában (önszabályozásában) vesznek 

részt. A másik csoportba azokat a receptorokat sorolták, melyek ATP-vel és ADP-vel 

aktiválhatóak. Ezeket P2 purinoreceptoroknak nevezték el. Számos sejttípusban 

elQfordulnak, így az idegsejteken is, ahol fQleg a posztszinaptikus membránban 

találhatók és stimuláló hatásúak az ingerületáttevQdési folyamatokban. 

A P2 purinoreceptoron keresztül ható ATP kotranszmitterként szabadul fel 

adrenerg, illetve kolinerg idegvégzQdésekbQl (szimpatikus idegekben noradrenalinnal, 

és Y neuropeptiddel, paraszimpatikus idegekben acetilkolinnal és vazoaktív intesztinális 

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 Kügelgen és Starke, 1985; Silinsky, 1975). Az ATP nem idegi úton, 

szöveti károsodáskor, illetve hipoxiás körülmények között, valamint neuroendokrin, 

vagy epitheliális szekrécióval kerülhet az intracelluláris térbQl az extracelluláris térbe. 

Az ATP hatását különbözQ állatfajokban vizsgálták, az egysejt_ektQl, az 

emlQsökig. Mindegyikben sikerült kimutatni az ATP-t, energiaforrásként, nukleinsavak 

alkotóelemeként, és extracelluláris hírvivQmolekulaként. Ezek a megfigyelések azt 

mutatják, hogy az ATP egy olyan Qsi, alapvetQ transzmitter lehet, mely az evolúciós 
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fejlQdés során, mint kotranszmitter maradt meg, és szerepe eltérQ lehet különbözQ fajok, 

illetve szövetek esetében. 

I.2.1. A purinoreceptorok osztályozása 

Az aminosav szekvenciájuk és jelátviteli útvonalaik szerint a P2 receptorok két 

csoportba (2. ábra) sorolhatók (Abbracchio és Burnstock, 1994): 

1. A P2X purinoreceptorok ligandvezérelt kationcsatornák, eddig 7 altípusukat 

klónozták, P2X1-7. Két transzmembrán szegmensbQl és egy nagy, ciszteinben gazdag 

extracelluláris hurokból állnak, a C- és az N-terminális egyaránt intracelluláris 

elhelyezkedés_ (Chizh és Illés, 2000; Barnard és Simon 2001; North, 2002). A 

korábban P2Z purinoreceptorként azonosított P2X7 receptor egy nagy konduktanciájú, 

nem-szelektív csatorna. Megnyílása a sejt lízisét okozza. ATP4- aktiválja, 

makrofágokban, limfocitákban, valamint hízósejtekben van jelentQs szerepe. 

2. A P2Y purinoreceptorok 7 transzmembrán doménbQl álló struktúrák, melyek G-

proteinhez kapcsolódnak, azok közül is elsQsorban a Gp fehérjékhez, melyek a 

foszfolipáz C útvonalat aktiválják. 8 klónozott altípusuk ismert. A korábban P2U-ként 

leírt típust újabban a P2Y2 receptorral azonosítják (von Kügelgen és Starke, 1985, 

Silinsky, 1975). 

A vázizom purinerg jelátviteli folyamataiban a P2X, valamint a P2Y altípusok (3. 

ábra) tölthetnek be fontos szerepet. 
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2. ábra: Az extracelluláris ATP különbözQ P2 purinoreceptor altípuson keresztül képes 
hatását kifejteni. Mindegyik altípus aktiválódása intracelluláris [Ca2+] növekedéssel jár, 
mely a Ca2+-függQ sejtfolyamatokat aktiválja (pl. izomsejtek kontrakciója, az 
endokrin/neuroendokrin sejtek exocytosisa). A P2Y receptorok IP3 termelést 
indukálnak, mely az intracelluláris Ca2+-raktárakból Ca2+-mobilizálást okoz. Ezzel 
szemben a P2X receptorok elsQsorban a Ca2+-influxot növelik, a plazmamembrán 
különbözQ csatornáin és pórusain keresztül (Burnstock, 1996. nyomán). 
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3. ábra (A) A P2X, valamint a P2Y purinoreceptorok általános felépítése. (B) A P2X 
receptorok jellemzQ tulajdonságai 
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I.2.2. A P2X purinoreceptorok fukcionális tulajdonságai 

I.2.2.1. Agonista tulajdonságok 

Szelektív antagonisták hiányában a P2X receptorok farmakológiai azonosítása 

elsQsorban az agonista hatásprofilra épül. Valamennyi P2X purinoceptor típuson (4. 

ábra) agonistaként hat az ATP, a 2-metilthio-ATP, a 2-kloro-ATP, az ADP, és csak 

részleges agonista az ATPiS, az Ap5A. A 3|-0-(4-benzoil) benzoilATP (BzATP) fQként 

a P2X7 receptoron hatásos (Surprenant, 1996). Az ATP félmaximális koncentrációja 

egyes P2X receptorok esetében néhány µM (P2X1, P2X2, P2X4, P2X5, P2X7), míg más 

altípusok jóval érzékenyebbek, ezeken az ATP már nM-os koncentrációban is hatásos 

(P2X3, P2X6; Soto, és mtsai. 1997; North és Surprenant, 2000) 

EltérQ az egyes receptorok érzékenysége más agonisták tekintetében is. Egyes 

altípusok az c,d-metilén-ATP-re érzékenyek és kevésbé, vagy egyáltalán nem a d,i-

metilén-ATP-re (P2X1, P2X3) míg más altípusok c,d-metilén-ATP-vel sem aktiválhatók 

(P2X2, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7; Surprenant, 1996). 

Egyes P2X receptorokra jellemzQ az agonista hosszabb idej_ alkalmazása során 

fellépQ deszenzitizáció, amit az agonista ismételt alkalmazásával járó válaszcsökkenés 

jelez (North, 1996; Surprenant, 1996). 

I.2.2.2. Antagonista tulajdonságok 

A purinoreceptorok fiziológiai vizsgálatokkal történQ megkülönböztetése nehéz, 

mivel nincsenek az egyes altípusokra szelektív, nagy affinitású antagonisták. Bár több, 

használatban levQ purinoceptor-antagonista ismert, a suramin, a pyridoxalfoszfát-6-

azofenil-2,4|-diszulfon-sav (PPADS), a pyridoxál-5-foszfát (P5P), a 4,4|-
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P2X altípusok P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7 

ATP,  2-metilthio-ATP, 2-chloro-ATP, ADP, ATPiS 
c,d-metilén-ATP, d,i-metilén-ATP, BzATP Agonisták 

ATP 
+++ 

ATP 
+++ 

ATP 
+++ 

ATP 
++ 

ATP 
++ 

ATP 
+ 

ATP 
+ 

suramin 
PPADS 

suramin 
PPADS 

suramin 
PPADS 

 
suramin 
PPADS 

  
Antagonisták 

DIDS, Cibacron Blue 

 

P2Y altípusok P2Y1 P2Y2 P2Y3 P2Y4 P2Y5 P2Y6 P2Y7 P2Y8 

ATP, 2-metilthioATP, ADP, ATPiS 
Agonisták 

UTP UTP ATP  UTP     

Antagonisták suramin, reaktív blue2 

4. ábra A P2X, valamint P2Y purinoreceptorok farmakológiája, agonista- és 
antagonista hatásprofil 

diisothiocyanostilben-2,2|-diszulfon-sav (DIDS), a Cibacron blue és egyes oxidált ATP-

formák (4. ábra), ám ezek nem alkalmasak az altípusok elkülönítésére. 

Míg a PPADS (McLaren és mtsai, 1994), a P5P és a DIDS hatása kevéssé 

reverzibilis, nehezen mosható ki, esetleg irreverzibilis, addig a suramin (von Kögelgen 

és Wetter, 2000) hatása gyorsan kialakuló és könnyen kimosható. A suramin és a 

PPADS hatásos koncentrációja 1-10oM koncentrációtartományba esik, magasabb 

koncentrációkban (@100 oM) nem szelektív gátlást idéznek elQ mind a P2X 

receptorokon, mind más ioncsatornákon (5-HT3, GABA, kifelé egyenirányító K+- és N-

típusú Ca2+-csatornákon). 

A suramin és a PPADS hatásának kimoshatóságában mutatkozó különbségek arra 

utalnak, hogy a receptorfehérje más doménjei felelQsek a kötésükért (Surprenant, 1996). 
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I.2.2.3. Ion permeabilitás 

Az ATP-vel aktiválható ioncsatornák egyaránt permeábilisak monovalens 

kationokra -Na+ és K+ ionokra - és a divalens Ca2+-ionokra. 

A relatív Ca2+ permeábilitási hányados Na+-ra nézve (PCa/PNa) 2 és 4 közé esik 

(Evans és mtsai, 1996). Ez kisebb, mint az NMDA, de nagyobb, mint a nikotinerg 

receptorok esetén. A Ca2+ áramok direkt mérésével kimutatták, hogy az csupán az ATP 

által kiváltott ionáramok 8-15%-át teszi ki fiziológiás körülmények között. A pórus 

átmérQje 0,9-1 nm, ami valamivel nagyobb, mint a nikotinerg receptor pórusátmérQje, 

így áteresztQ nagy szerves kationokra is (pl.: TRIS, N-metil-D-glükózamin; North, 

1996; Surprenant, 1996). 

A P2X receptorok fontos tulajdonsága a befelé egyenirányítás, bár ennek mértéke 

különbözik a sejtek, sejttípusok és az egyes P2X receptor altípusok között. Az 

egyenirányításban, eltérQen az NMDA receptortól és a befelé egyenirányító K+ 

csatornától, nem játszanak szerepet Mg2+-ionok (Surprenant, 1996). 

I.2.2.4. A purinerg anyagok hatásai 

Míg a purinszármazékok rövid idej_ hatásait széles körben tanulmányozzák, 

szöveti hatásai kevésbé ismertek. Az embrionális fejlQdésben, a növekedési 

folyamatokban, a sejtproliferációban, az apoptózisban és a programozott sejthalálban 

már meghatározták a szerepüket. Nemrégiben írták le ezen anyagok szerepét a glia- és a 

neuronsejtek aktivációjában és azt is sikerült megállapítani, hogy ez kölcsönhatásban áll 

a növekedési faktorok termelésével és azok hatásaival. Kutatások folynak a 

purinszármazékok neuroimmun mechanizmusokban, csont- illetve porc-felszívódás 

folyamataiban betöltött esetleges szerepével kapcsolatban is (Burnstock, 1996). 
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I.2.2.5. Az ATP hatása vázizmokon 

Korábban már leírták az extracellulárisan alkalmazott ATP hatásait izomsejteken 

(Henning és mtsai, 1997). Kimutatták, hogy az ATP acetilkolinnal együtt szabadul fel 

neuromuscularis junctioban az idegvégzQdésekbQl (Silinsky, 1975), és módosítja a 

synapticus ingerületátvitelt. Ezen kívül erQltetett izommunka (Cunha és Sebastião, 

1993), illetve szöveti sérülés alatt is felszabadulhat ATP. Egy jelenleg elfogadott 

elképzelés szerint az extracelluláris ATP az izom differenciálódás szabályzásában vesz 

részt (Ryten és mtsai, 2002), valamint szerepe lehet egyes sarcoglycanopathiás 

betegségek kialakulásában (Betto és mtsai, 1999). 

Mind az ionotróp P2X, mind a metabotróp P2Y receptorok jelenlétét kimutatták 

már harántcsíkolt izomsejteken, a P2X receptorokat csirkeembrión (Ruppelt és mtsai, 

1999; Bo és mtsai, 2000), és humán vázizomsejteken (Urano és mtsai, 1997). A 

receptorok expressziója differenciálódás-függQ mintázatot mutatott, a fejlQdés korai 

stádiumában a legtöbb altípus megjelent a sejteken, míg a késQbbi, differenciáltabb 

fejlQdési stádiumban ezek nagy része elt_nt (Ruppelt és mtsai, 2001). A P2X receptorok 

a teljesen differenciált izomrostokon nincsenek jelen, bár denerválás hatására 

expressziójuk ismét fokozódik (Wells és mtsai, 1995). C2C12 egér vázizom eredet_ 

sejtvonalon (Henning és mtsai, 1993), valamint embrionális izomsejteken (Cheung és 

mtsai, 2003) kimutatták a P2Y receptorok jelenlétét is. Bár mind a P2X, mind a P2Y 

receptorok aktiválódása az [Ca2+]ic megemelkedéséhez vezet, de azt mindeddig nem 

sikerült megállapítani, hogy a két különbözQ útvonal milyen arányban vesz részt a 

folyamatban. 
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I.3. A proteinkináz C rendszer jellemzQi és szerepe vázizomsejteken 

A foszfatidil-inozitol útvonal (PI) P2Y receptoron keresztüli aktiválódása az 

[Ca2+]ic megemelésén túl (Keresztes és mtsai, 1991), aktiválja a proteinkináz C (PKC) 

enzimcsalád tagjait is. A PKC rendszer elemei a szerin/threonin kinázok csoportjába 

tartoznak, amelyek központi szabályozó szerepet játszanak számos sejttípus 

m_ködésében. Jelenleg 11 különbözQ izoenzimet ismerünk, amelyeket három csoportba 

sorolnak: a kalciummal és forbolészterekkel aktiválható „klasszikus” (PKCc, dI, dII, és 

i), a kalciumtól független „új típusú” (PKCf, g, j, és s), és az aktiválódásához sem 

kalciumot, sem forbolésztert nem igénylQ, „atípusos” (PKC¦ és n/す) családokba. Külön 

„csoportba” tartozik a PKCo izoenzim. A kalciummal és forbolészterekkel való 

aktiválhatóságuk a szekvenciájukban található specifikus kötQhelyek meglététQl függ, 

ezen domének hiányában az adott anyag nem szükséges az enzim m_ködéséhez. Az 

izoenzimformák jellegzetes eloszlási mintázatot mutatnak a különbözQ sejtekben, és 

eltérQ a proliferációban illetve differenciálódásban betöltött szerepük is (Ohno és mtsai, 

1991; Goodnight és mtsai, 1994, 1995). Ismert az is, hogy egy adott válasz kialakítása 

nem csak bizonyos PKC izoformák aktiválódásához kötött, hanem a különbözQ típusok 

akár antagonisztikus hatásúak is lehetnek (Mischak és mtsai, 1993; Murray és mtsai, 

1993; Brodie és mtsai, 1998), ami az egyes izoenzimek eltérQ szabályozó funkciójára 

utal. 
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II. Célkit_zések 

Munkánk során célul t_ztük ki a tenyésztett vázizomsejtek 

kalciumhomeosztázisának, valamint a kalciumfelszabadulás hátterében álló elemi 

eseményeknek a vizsgálatát. 

Kísérleteink során a következQ kérdésekre kerestük a választ: 

1. Hogyan hat az extracellulárisan alkalmazott ATP tenyésztett vázizomsejteken? 

2. Vannak-e purinerg receptorok tenyésztett vázizomsejteken, ha igen, milyen 

típusúak? Hogyan valósul meg rajtuk keresztül a sejt intracelluláris terébe történQ 

kalciumbeáramlás és hogyan lehet ezt befolyásolni? 

3. Van-e hatása az extracelluláris ATP-nek a sejtek osztódására és differenciálódására, 

és ha igen, milyen jelátviteli útvonalon keresztül valósul meg ez a hatás? 

4. Milyen jellemzQkkel írhatók le az emlQs vázizmok sarcoplasmaticus reticulumából 

történQ kalciumfelszabadulás elemi eseményei? 

5. Meghatározható-e az elemi események jellemzQibQl az azokat létrehozó csatornák 

száma? Van-e ebbQl a szempontból különbség az elemi események két alapvetQ 

formája, a „spark” és az „ember” között? Befolyásolhatóak-e ezek valamilyen 

módon? 
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III. Anyagok és módszerek 

III.1. Vázizomsejtek tenyésztése 

Humán vázizom eredet_ tenyészetek esetében az izomszövetek olyan egészséges 

páciensekbQl származtak, akik ortopédiai m_téten estek át. Egér vázizom 

tenyészetekhez a rostokat 4-10 napos egerek hátsó végtagjából preparáltuk. 

A kimetszett izomszövetet fiziológiás sóoldatba helyeztük (Hanks-oldat: 

136,75 mM NaCl, 5,36 mM KCl, 0,34 mM Na2HPO4, 0,44 mM KH2PO4, 0,81 mM 

MgSO4, 1,26 mM CaCl2, 5,56 mM glükóz, 4,17 mM NaHCO3, 10 mg/l fenolvörös, 

50 µg/ml gentamicin (Biogal, Debrecen, Mo.), pH: 7,2, ozmolaritás: 300 mosm/l), 

ollóval 3-5 mm-es darabokra vágtuk a mintát, majd oldatcserével vértelenítettük. 

Darabolást követQen az izom emésztését Ca2+- és Mg2+-mentes, 1 mg/ml tripszint 

(Difco, detroit, MI, USA) és 0,75 mg/ml kollagenáz II-t (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

tartalmazó foszfát pufferben (136,75 mM NaCl, 8,02 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 

1,47 mM KH2PO4, 25 mM glükóz, 25 mM szacharóz, 50 µg/ml gentamicin, 50 U/ml 

penicillin (Biogal), 50 µg/ml streptomicin (Biogal), 1 mg/ml BSA (borjú savó albumin; 

Sigma), pH: 7,4, ozmolaritás: 300 mosm) végeztük, 37 flC-os rázófürdQben (1 Hz), 15 

percig. Ezt követQen a felülúszót lószérumot tartalmazó neutralizáló oldattal 

elegyítettük, mely tripszininhibítor hatásánál fogva leállította az enzimreakciót. 

Kétréteg_ (50, illetve 20 µm pórusátmérQj_) nylon-membránon történQ sz_rés után 10 

percig 1000/perc fordulaton centrifugáltuk az oldatot, majd az üledéket a megfelelQ 

szérumtartalmú HAM F-12 tápoldatban (Sigma) oldottuk. Ez humán minta esetében 5% 

fötális borjúsavót (FCS, Sigma), 5% lószérumot (HS, Sigma), egér vázizom esetén 10% 

FCS és 10% HS-t, valamint minden esetben 50 U/ml penicillint, 50 µg/ml streptomicint, 

és 1,25 µg/ml fungizont (Biogal) tartalmazott. A durva izomdarabokat tovább 
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emésztettük, majd a frakciókat egyesítve, sejtszámolást követQen a sejtszuszpenziót 1%-

os zselatinoldattal elQkezelt, steril, üveg fedQlemezekre (savkezelt, hQlégsterilizált, 

30 mm átmérQj_, 0,07 mm vastagságú; Mensel Glasser) szélesztettük. A tenyésztés elsQ 

két napján a sejteket ebben a tápoldatban tartottuk, mely alacsony Ca2+-tartalmánál és 

magas szérumtartalmánál fogva kedvez a sejtek osztódásának (Yasin és mtsai, 1977). 

A tenyésztés 3. napján áttértünk a Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ra 

(DMEM; Sigma), mely humán tenyészet esetén 2% FCS-t, 2% HS-t, egér tenyészet 

esetében 4% lószérumot tartalmazott. 

A tenyészetek fenntartása 5% CO2 tartalom mellett 370C-ra termosztált 

környezetben történt, a tápoldatot kétnaponta cseréltük. 

III.2. Fluoreszcenciás [Ca2+] mérés 

A méréseket 4-10 napos egér, illetve 7-14 napos humán tenyészetek sejtjein 

végeztük. Az eredmények kiértékelésénél figyelembe vettük a sejtek differenciáltsági 

fokát, melyet a sejtben található magok számával jellemeztünk. A sejtek feltöltéséhez 

10 oM Fura-2-acetoxi-metilészter- (Fura-2 AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA), 

75 µM pluronic (Sigma)-, és 150 nM neostigmin- (Pharmamagist, Bp. Mo.) oldatot 

használtunk. A töltés 370C-on, 5% CO2 tartalmú atmoszférában, 90 percig tartott. A 

mérések megkezdése elQtt a sejteket szobahQmérsékleten (22-24°C), normál Tyrode-

oldatban (137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 11,8 mM 

Hepes-NaOH, 1 g/l glükóz, pH: 7,4), tartottuk fél órán át, hogy a festék homogén 

eloszlását biztosítsuk. A festékkel feltöltQdött sejteket tartalmazó tárgylemezt egy 

invertáló mikroszkóp (Diaphot, Nikon, Japan) tárgyasztalára helyeztük. A sejtekbe 

juttatott festék megfelelQ, 340 és 380 nm hullámhosszúságok között váltakozó 

gerjesztését DeltaScanTM kettQs monokromátoros berendezése (Photon Technology 
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International, USA) biztosította. Fényforrásként a rendszer Xenon-lámpája szolgált, 

melynek fényét egy forgótükrös sugárosztó két nyalábra osztotta. A keletkezQ sugarak 

külön-külön monokromátoron haladtak át, melynek eredménye a méréseinkhez 

szükséges 340 illetve 380 nm hullámhosszúságú fénynyaláb. A monokromátorokból 

optikai szálak vezették el a fényt, ami egy csatoló egységen, valamint egy dichroikus 

tükrön keresztül jutott a mikroszkóp tárgyasztalán elhelyezett sejtekre. A Fura-2 által 

kibocsátott fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasz_rQ közbeiktatásával, egy 

fotoelektron-sokszorozó (PMT) segítségével, 10 Hz mintavételi gyakorisággal 

detektáltuk (5. ábra). Az intracelluláris kalciumkoncentráció értékeket Grynkiewicz, 

Poenie és Tsien (1985) egyenlete alapján számítottuk: 

 [Ca2+] = KD* く * (R - Rmin) / (Rmax – R) (1) 

Xenon lámpa Sugárosztó

Monokromátor 1 (340nm)

Monokromátor 2 (380nm)

PTI DeltaScan Nikon mikroszkóp

Dikroikus tükö

Sz_rQ 510nm

CCD kamera

Fotoelektron sokszorozó

Számítógép

Grafikus képernyQ
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Dikroikus tükö

Sz_rQ 510nm
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Grafikus képernyQ

5. ábra A PTI mérQrendszer felépítése 
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a 340 (F340) és 380 nm hullámhosszon (F380) mért fluoreszcenciaintenzitások 

hányadosából (R=F340/F380), felhasználva a már korábban mért (Bíró és mtsai, 1998) in 

vivo kalibrációs adatokat (KD=76 nM, Rmin=0,42, Rmax=8,6, く=15,3). A 

háttérfluoreszcenciát a fedQlemezek sejtmentes helyein mértük, amit a program 

automatikusan levont a mért fluoreszcencia értékekbQl. 

A vizsgált anyagokat perfúziós rendszer segítségével juttattuk a sejtek közvetlen 

közelébe. A méréseket normál Tyrode- illetve kalciummentes Tyrode-oldatban 

(összetétele megegyezett a normál Tyrode-oldat összetételével, de nem tartalmazott 

CaCl2-oldatot, viszont tartalmazott 5 mM EGTA-t) végeztük. 

III.3. A kalcium fluxus számítása 

A sejt intracelluláris terébe belépQ kalciumionok származhatnak egyrészt az 

extracelluláris térbQl, másrészt a belsQ raktárakból. Az intracelluláris térbe jutó 

kalciumionokat a kalciumpumpák és a kalciumkötQ fehérjék távolítják el. A 

megemelkedett intracelluláris kalciumkoncentrációt kalciumérzékeny fluoreszcens 

festék segítségével közvetlenül mérni tudjuk. Az anyagmegmaradás törvénye 

értelmében a belépQ, és az eltávolított kalcium mennyisége megegyezik a mért 

intracelluláris kalciumkoncentráció-változás mértékével. A kalciumkötQ fehérjék 

koncentrációját, és kalciumkötQ képességét korábban már megmérték (Schuhmeier és 

mtsai, 2003), így azt ismertnek tételeztük fel. A kalciumpumpa transzportsebességét a 

depolarizációval kiváltott kalciumtranziensek leszálló szárából, matematikai modell 

segítségével határoztuk meg. Tettük ezt azért, mert a depolarizáció olyan gyors és 

nagymérték_, hogy a kalciumtranziens leszálló szárán a feszültségfüggQ csatornák már 

biztosan zárva vannak, vagy inaktiválódtak, nem történik rajtuk keresztül 

kalciumbeáramlás, a görbe ezen szakasza tehát a kalciumpumpák m_ködését tükrözi. 
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Ennek bizonyítására 120 mM KCl-oldatot hosszú ideig adagoltunk. A rövid idej_ KCl 

adagoláshoz képest sem a tranzienseken, sem a fluxusgörbéken nem tapasztaltunk 

eltérést. A kalciumeltávolító mechanizmusok paramétereinek, valamint magának a 

kalciumtranziensnek az ismeretében ki tudtuk tehát számolni a kalcium beáramlás 

sebességét, azaz a fluxust (Fl). 

III.4. Ionáramok és membránpotenciálok mérése 

Az izomsejtek ingerületi folyamatait patch-clamp technika teljes-sejtes 

elrendezésében (whole-cell), szobahQmérsékleten tanulmányoztuk. A módszer elQnyei, 

hogy az extra- és intracelluláris tér ionösszetétele egyaránt szabályozható, a diffúziós 

problémák minimálisak és az ingerületi folyamatokban részt vevQ ionáramok 

elkülönítetten mérhetQk. Méréseink során Axopatch 200A erQsítQt (Axon Instruments, 

USA) használtunk, a mikropipettákat vékony boroszilikát üveg kapillárisokból (Bio 

Logic, Germany), izzítást követQen készítettük. A mérésekhez használt, K+-aszpartát 

alapú belsQ oldattal (110 mM K-aszpartát, 20 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 

5 mM Hepes, 2 mM MgATP, pH 7,3, KOH-dal beállítva) feltöltött mikropipetták 

elektromos ellenállása 3-4 Mっ között volt. A sejtek ionáramait a mérQrendszer 

feszültség-rögzítés (voltage-clamp), míg a membránpotenciált áram-rögzítés (current-

clamp) módjában detektáltuk. A sejtek elektromos ingerlését, a mintavételezést és az 

eredmények kiértékelését a pClamp 6.0.4 program (Axon Instruments, USA) 

segítségével valósítottuk meg. Az elektromos jelek mintavételezése 1 kHz-es 

gyakorisággal történt. 

A sejtek passzív elektromos paramétereinek (kapacitás) meghatározásához 40 ms 

hosszú, -80 mV-os tartó (holding) potenciálról induló, 5 mV-os depolarizáló impulzust 

használtunk. A vizsgált sejtek lineáris kapacitása 100-600 pF volt. Az alkalmazott 
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oldatok cseréjét állandó sebesség_ perfúziós rendszerrel oldottuk meg. Az 

extracellulárisan alkalmazott ATP hatásait feszültség- és áram-rögzítés módban is 

nyomonkövettük. ElQbbi esetben a tartó potenciált –80mV-on rögzítve az ATP 

jelenlétében kialakuló holding áram változását, mint ATP által kiváltott áramot (IATP) 

mértük. Áram-rögzítés módban az ATP hatására kialakuló membránpotenciál-

változásokat, a depolarizáció mértékét vizsgáltuk. 

III.5. A sejtosztódás és a differenciálódás vizsgálata 

Az extracelluláris ATP sejtosztódásra, valamint differenciálódásra kifejtett 

hatásait egér primer izomsejttenyészeteken, a korábbiakban leírt módon (Boczán és 

mtsai, 2001) tanulmányoztuk. A sejteket 24 lyukú tenyésztQedényekben tenyésztettük, 

az oldatot minden második nap cseréltük. Az ATP-t 180 µM koncentrációban 

alkalmaztuk, a tenyésztés 1. napjától a 3.-ig. Az exonukleotidázok jelenléte miatt az 

ATP tartalmú, szérummal kiegészített tápoldatot a kezelés ideje alatt naponta kétszer 

cseréltük. Az izomsejteket és a bennük található magok számát naponta, illetve a 

kezelés idQtartama alatt naponta kétszer számoltuk, 2 fedQlemezen, fedQlemezenként 4 

látótérben. A proliferáció mértékét a proliferációs rátával írtuk le, mely az 

izomsejtekben levQ magok számának relatív változását mutatja. A differenciálódás 

mértékének jellemzésére kiszámítottuk a fúziós indexet (Fi), ami a többmagvú 

izomsejtekben található magok arányát mutatja az összes miogén maghoz viszonyítva. 

Az ATP kezelés hatását 4 független kísérletsorozatban vizsgáltuk. A fúziós index 

idQfüggését a pontokra illesztett növekedési görbébQl határoztuk meg 

 Fi = Fimax/(1+exp{-(t–t0,5)/k}), (2) 

ahol Fimax a fúziós index maximális értéke (felsQ határa = 1), a t a tenyészetben eltöltött 

napok száma, a t0,5 az az idQ, amikor az aktuális fúziós index megegyezik a fúziós index 
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maximális értékének felével, azaz a miogén magok fele van az izomcsövekben, a k 

pedig a meredekséget jellemzQ faktor. 

III.6. Immuncitokémia 

A purinoreceptorokat és a PKC izoenzimeket immuncitokémiai módszerrel 

mutattuk ki. A tenyészeteket kalcium- és magnéziummentes foszfátpuffer oldattal 

(CMF-PBS, 136,75 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 

50 µg/ml gentamicin, 300 mosm, pH: 7,2) háromszor átmostuk, majd 5 perces acetonos 

fixálást végeztünk. A fixálási folyamatot 30 percen keresztül alkalmazott 0,6% Triton 

X-100-at és 1% BSA-t (borjú szérum albumin) tartalmazó oldattal blokkoltuk. Ezután a 

sejteket egér dezmin ellenes antitesttel (1:100 DAKO, Glostrup, Denmark), valamint 

nyúlban termeltetett anti-PKC antitesttel (1:50 hígítás blokkoló oldatban, anti-PKCg, く, 

け, i, さ, és こ; Sigma; anti-PKCh, し, そ/す és µ; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 

CA, USA), illetve nyúlban termeltetett, poliklonális purinoreceptor ellenes antitesttel 

(epitópjuk az intracellulárisan elhelyezkedQ C-terminálison található; 1:20 hígítás; 

Alomone Labs, Jeruzsálem, Izrael) inkubáltuk 1,5 órán keresztül. A fedQlemezeket 

háromszor mostuk foszfátpufferben (PBS, 136,75 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 8,1 mM 

Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 0,49 mM MgCl2*6 H2O, 0,9 mM CaCl2, 50 µg/ml 

gentamicin, 300 mosm, pH: 7,2). A mintákat ezt követQen 1 órán át kecskében 

termeltetett, nyúl IgG ellenes, fluoreszcein-izotiocianát (FITC)-konjugált antitesttel, 

majd 1 órán keresztül, lóban egér IgG ellen termeltetett, Texas Red-del jelölt, 

másodlagos antitesttel (Vector Labs., Burlingame, CA, USA) inkubáltuk (a hígítás 

mindkét esetben 1:300 volt). Az elQbbi antitest a purinoreceptorok, illetve PKC 

izoenzimek, míg az utóbbi a differenciálódási marker dezmin jelölésére szolgál. 

Ismételt, PBS-ben történQ mosást követQen Vectashield-el fedtük a fedQlemezeket. 
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A specifikus antitestekkel és fluoreszcens festékekkel jelölt sejteket fluoreszcens 

mikroszkóppal (Eclipse E600, Nikon, Japan) vizsgáltuk. 

III.7. Az elemi események nyomonkövetése 

Kísérleteinkhez béka, valamint patkány hátsó végtagjaiból származó 

izomrostokat használtunk. Az állatokból altatás után kipreparáltuk a musculus 

semitendinosust, illetve az extensor digitorum communist, majd békák esetében 

mechanikus, patkányok esetében pedig enzimatikus izolálással (I. típusú kollagenáz, 

Sigma, 1-1 ½ óra, 37ºC) egyedi izomrostokat nyertünk ki belQlük. Az izomrostot egy 

mérQkádba rögzítettük, majd 0,002% saponint tartalmazó K-glutamát alapú relaxáló 

oldattal (125 mM K-glutamát, 10 mM Hepes, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 5 mM Na2-

ATP, 10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM glükóz, 0,13 mM CaCl2 és 8% dextrán) 3 percig 

kezelve permeabilizáltuk a membránt. Annak érdekében, hogy a permeabilizálás 

folyamata nyomonkövethetQ legyen, a saponinos oldathoz kis mennyiség_ (50 oO+ 

Fluo-3 fluoreszcens festéket adtunk. Mikor a sejtmembrán permeabilizálódott, amit a 

festéknek a sejt intracelluláris terében történQ megjelenése jelzett, glutamát-alapú 

oldattal mostuk a preparátumot. Ezután az oldatot lecseréltük egy káliumszulfát (95 mM 

K2SO4, 10 mM Hepes, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 5 mM Na2-ATP, 10 mM Na-

foszfokreatin, 10 mM glükóz, 0,13 mM CaCl2, 8% dextrán és 0,1 mM fluo-3), illetve 

kálium-glutamát alapú belsQ oldatra majd a továbbiakban ebben az oldatban végeztük a 

méréseket. A spontán kialakuló elemi eseményeket egy pásztázó lézermikroszkóp (LSM 

510, Zeiss, Oberkochen, Németország; 6. ábra) segítségével rögzítettük. 
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A fluoreszcenciaintenzitásokat kétdimenziós pásztázás (7A ábra), illetve line-

scan módszerrel (7B ábra) vizsgáltuk. Az elQbbin a hely, az utóbbin a hely és az idQ 

függvényében követhetQ nyomon a fluoreszcenciaintenzitásban bekövetkezQ változás. A 

line scan képek (x,t) 1,54 ms/line, 512 pixel/line (0,142 om pixel méret) mérési 

paraméterekkel, 40X vízimmerziós objektív (numerikus apertúra 1,2, Zeiss) 

segítségével készültek, párhuzamosan a sejt tengelyével. A fluo-3 fluoreszcens festéket 

egy argon ion lézerrel gerjesztettük (488 nm-en, 5% lézerintenzitással), az emittált fényt 

sz_rQkön keresztül összegy_jtöttük és 12 bit-en digitalizáltuk. 

Az eredmények feldolgozása egy, az Élettani Intézetben kifejlesztett, 

automatikus detektáló program segítségével történt. Analizáláskor a program korrigálta 

a képen a fluoreszcens megvilágítás okozta fotokioltást. Ezt követQen a kép elemi 

eseményt nem tartalmazó részein, ahol az intracelluláris kalciumkoncentráció és így a 

fluoreszcencia alacsony volt, meghatározta a fluoreszcencia minimum értékét (F0). 
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6. ábra A Zeiss LSM pásztázó lézermikroszkóp felépítése 
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Ezzel elosztva a kép összes pontján mért fluoreszcencia intenzitásokat (F), kaptuk a 

normalizált értékeket (F/F0). Ezt követQen a program meghatározta azokat a területeket, 

melyek fluoreszcencia értéke a relatív küszöb felett volt, az ez alá esQ értékeket zajnak 

tekintette, majd azokat a területeket tekintette tényleges elemi eseménynek, melyek 

amplitúdója nagyobb volt, mint 0,3 〉F/F0 (Cheng és mtsai, 1999). A bemutatott képen 

egy színskálán ábrázoltuk a fluoreszcencia hányados értékeket. A növekvQ 

intracelluláris kalciumkoncentráció értékekhez növekvQ fluoreszcencia értékek és a 

színskálán egyre melegebb színárnyalatok tartoznak (7C ábra). Az elemi események 

maximális amplitúdójának vonalában mért fluoreszcenciahányados értékeket külön 

görbéken tüntettük fel. 

A program ezen kívül kiszámította az egyes elemi események jellemzQ 

paramétereit is, úgymint az amplitúdót (〉F/F0), a maximális amplitúdó feléhez tartozó 

A B

20 µm

20 µm

C

2 F0

400 ms

 
7. ábra Az LSM rendszer képalkotása (A) Kétdimenziós pásztázás (xy), (B) line scan 
módszer (xt). Az xy képen jól kivehetQ a harántcsíkolatot mutató izomrost és a rajta 
megjelenQ elemi események (az egyiket nyíllal jelöltük). A line scan kép a rost 
tengelyével párhuzamos vonal (az (A) ábrarészen sárgával jelölve) mentén készült. 
(C) Az automatikus elemzQ program által a (B) részen bemutatott képbQl készített 
hányadoskép. A bemutatott képen egy színskálán ábrázoltuk a fluoreszcencia 
hányados értékeket. 
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térbeli szélességet (FWHM), valamint idQtartamot (FTHM), az esemény idQbeli hosszát 

és a csúcs eléréséhez szükséges idQt (TTP) „spark”-ok és összetett eseményeknél, illetve 

az átlagos amplitúdót, az idQtartamot és a FWHM-ot különálló „ember”-ök esetében. 

III.8. Vegyszerek és statisztikai analízis 

A fura-2 és fluo-3 fluoreszcens festékek a Molecular Probes Inc.-tQl (Eugene, OR, 

USA), a tripszin a Difco-tól (Detroit, MI, USA) a neostigmin Pharmamagist-tól 

(Budapest), az antibiotikumok a Biogal-tól (Debrecen), az antitestek a DAKO-tól 

(Glostrup, Denmark), az Alomone Labs.-tól (Jeruzsálem, Izrael), a SantaCruz 

Biotechnology Inc.-tQl, (Santa Cruz, CA, USA), valamint a Sigma-tól (St. Louis, MO, 

USA) származtak. A többi vegyszer a Sigma-tól került beszerzésre. 

A statisztikai analízis során átlagértékeket és standard hibákat (S.E.) határoztunk 

meg. Szignifikáns változások kimutatására a Student-féle kétmintás t-próbát használtuk, 

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

IV.1. Humán tenyésztett vázizomsejtek 

IV.1.1 Az ATP hatásának vizsgálata 

Humán tenyésztett vázizomsejteket vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy az 

extracellulárisan adagolt ATP tranziens [Ca2+]ic emelkedést váltott ki, melynek 

amplitúdója és kinetikája eltérést mutatott az izomsejtek különbözQ fejlettségi 

állapotaiban. A 8A és B ábrán két jellemzQ kinetikájú választ mutatunk be, melyet 180 

µM ATP-vel - egy korábbi kísérletsorozatban megállapított biztosan telítQ dózis - 

váltottunk ki. A tranziensek amplitúdója a több mint 5, de kevesebb, mint 10 centrális 

magot tartalmazó izomcsöveken volt a legnagyobb, ezért a reprezentatív görbéken 

bemutatott mérések ezen alakokon történtek. A kiváltott kalciumtranziensek 

leggyakrabban monoton emelkedést mutattak, viszonylag lassú felszállási 

meredekséggel. Különösen a fejlQdésnek ebben a stádiumában azonban megfigyeltünk 

kétkomponens_ válaszokat is, ahol a tranziensek egy korai gyors komponensbQl és egy 

késQi, lassabb komponensbQl álltak. A korai komponenst nem mindig követte [Ca2+]ic 

csökkenés, gyakoribb volt az az eset, amikor maga a felszálló szár volt kétfázisú, tehát 

FejlQdési 

stádium 

látencia 
(s) 

a görbe felszálló szárának 
meredeksége 

(nM/s) 

idQállandó 

(s) 

5-10 mag 
(n=31) 

9,7±0,7 26,7±5,4 29,7±2,3 

>10 mag 
(n=14) 

8,8±0,8 14,1±2,9 23,2±2,0 

1 táblázat. Az ATP által kiváltott kalciumjelek kinetikai paraméterei humán tenyésztett 
vázizomsejteken. Az idQállandót a görbék leszálló szárára illesztett exponenciális 
függvénybQl határoztuk meg. 
A bemutatott értékek az átlag±standard hibát (SE) jelentik. 
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egy gyors, majd egy lassú emelkedés jellemezte. Ezt a gyors komponenst sem a fejlQdés 

korai, sem a késQi fázisaiban levQ sejteken nem lehetett megfigyelni. A 

kalciumtranzienseket viszonylag hosszú látencia jellemezte. A jellemzQ paramétereket 

az 1. táblázatban foglaltuk össze. 

A tranziensek másik jellemzQje az volt, hogy a feszültségfüggQ Na+-csatorna-

(TTX), a nikotin típusú acetilkolin receptor- (d-tubokurarin) és a feszültségfüggQ L-

A B

C D

E

d-tubokurarin TTX + verapamil

[Ca
2+

]e
(mM)

1.8
0

50 nM

100 s

30 s

 

8. ábra 180 µM ATP alkalmazásával kiváltott kalciumtranziensek 5-10 magvú humán 
tenyésztett vázizomsejteken (A) Lassú válasz, melyet monoton emelkedés és 
viszonylag lassú felszállási meredekség jellemez. (B) Kétkomponens_ válasz, a 
tranziens egy korai gyors és egy késQi, lassabb komponensbQl áll. Sem 20 µM d-
tubokurarin (C), sem 10 µM TTX és 100 µM verapamil (D) alkalmazása nem 
csökkentette az ATP által kiváltott válaszok nagyságát. (E) Az extracelluláris tér 
kalciumtartalmának elvonása alatt nem lehetett ATP adagolással [Ca2+]ic emelkedést 
kiváltani. Ezen és a következQ ábrákon a jelöletlen vízszintes vonalak az ATP 
adagolást jelzik. A görbéken a függQleges kalibráció megegyezik. 
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típusú kalciumcsatorna (Verapamil) gátlószereivel szemben nem mutattak 

érzékenységet (8C és D ábra). A kísérleteinkben alkalmazott 20 µM d-tubokurarin, 

illetve 100 µM verapamil alkalmazása sem csökkentette az ATP által kiváltott 

kalciumtranziens amplitúdóját (22 sejt esetében). 

A következQ lépésben azt vizsgáltuk, hogy a purinerg aktiváció hatására 

bekövetkezQ [Ca2+]ic megemelkedést okozó kalciumionok honnan származnak. Ennek 

vizsgálatára elQször eltávolítottuk a külsQ térbQl a kalciumot. Azt tapasztaltuk, hogy 

kalciummentes környezetben nem lehetett ATP-vel [Ca2+]ic változást kiváltani (8E 

ábra). Mivel a külsQ kalciumkoncentráció visszaállítása után, az újabb ATP adagolás 

hatására ismét megfigyelhetQ volt kalciumtranziens, ez arra utal, hogy a második, 

kalciummentes közegben adagolt ATP hatástalansága nem a jelátviteli folyamat 

deszenzitizációjából fakadt. Ismételt ATP adagolás során az [Ca2+]ic változás kisebb 

mérték_ volt, mint az elsQ alkalommal, ami vagy egy lassú, kismérték_ 

deszenzitizálódással, vagy a kalciumfelszabadító mechanizmusok kimerülésével 

magyarázható. 

IV.1.2. Az ATP által kiváltott [Ca
2+

]ic változás mértéke módosul az izomsejtek 

differenciálódásának függvényében 

Már az elsQ kísérletekbQl látszott, hogy az ATP által kiváltott válaszok nagysága 

és alakja függ a vizsgált izomsejtek fejlettségi állapotától. Az is korán kiderült, hogy a 

differenciálódás mértékét a sejtekben található magok száma jobban tükrözi, mint a 

tenyészetben eltöltött napok száma. Mint az a 9. ábrán látható, a kalciumtranziensek 

amplitúdója és kinetikája is változik a fejlQdés elQrehaladtával. Myoblastokon, valamint 

a kevesebb, mint 5 magvú myotubulusokon kisebbek és jellegzetesen lassúbbak a 

válaszok, a több mint 5 magot tartalmazó sejtek esetén a legnagyobb az amplitúdó és 
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gyakoriak a jellegzetes, kétfázisú tranziensek, majd a késQi fejlQdési fázisban levQ, 

perifériás magokkal rendelkezQ izomrostok esetében csökkent a kiváltható válaszok 

amplitúdója. Eredményeinket összehasonlítottuk a 20 µM acetilkolin, illetve a 120 mM 

K+ okozta depolarizáció által kiváltott [Ca2+]ic változásokkal. Azt tapasztaltuk, hogy 

mind az acetilkolin, mind a depolarizáció esetében a válaszok amplitúdója a fejlQdés 

elQrehaladtával párhuzamosan nQtt, legnagyobbnak a fejlett izomcsöveken mutatkozott. 

Így, míg az ATP által kiváltott kalciumtranziensek korfüggése harangalakú, az 

acetilkolinnal, illetve a K+-depolarizációval kiváltott válaszok amplitúdója folyamatos 

növekedést mutatott (10B ábra), továbbá jól látható, hogy a myoblastok sem 

ATP                         Ach                               KCl

100 nM

< 5 mag

5-10 mag

> 10 mag

50 s

 

9. ábra 180 µM ATP, 20 µM Ach és 120 mM KCl oldat alkalmazásával kiváltott 
kalciumtranziensek differenciálódás-függQ változásai. Figyeljük meg, hogy míg az 
acetilkolinnal és K+-depolarizációval kiváltott kalciumtranziensek amplitúdói egyre 
nQnek a sejtek fejlQdésével párhuzamosan, ATP alkalmazása esetén a legnagyobb 
választ az 5-10 magvú sejtek esetében tapasztaltuk, majd ismét csökkent a kiváltható 
tranziensek amplitúdója. 
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acetilkolinra, sem K+-ra nem reagáltak, viszont az ATP kismérték_ választ ezeken a 

sejteken is kiváltott. Míg az agonisták iránti érzékenység bizonyítottan függött a 

vizsgált sejtek differenciáltságától, a nyugalmi [Ca2+]ic szintjérQl ugyanez nem 

mondható el, értéke közel állandó, a 81±6 és 91±2 nM közötti tartományban volt (10A 

ábra). 

Ezek a megfigyelések mutatják, hogy a humán vázizomsejtek alacsony nyugalmi 
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10. ábra (A) A nyugalmi intracelluláris kalciumkoncentráció, illetve (B) az ATP és az 
Ach alkalmazásával, valamint K+-depolarizációval kiváltott kalciumtranziensek 
átlagértékei a különbözQ fejlQdési szakaszokban. Az ATP által kiváltott tranziensek 
korfüggése harangalakot mutat.
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[Ca2+]ic -val rendelkeznek, mely eredmény jó egyezést mutatott a korábban leírt, izolált 

(Struk és mtsai, 1998), illetve tenyésztett vázizomsejteken mért értékekkel (Benders és 

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

IV.1.3. Az ATP dózis-hatás összefüggése 

Az ATP által kiváltott kalciumtranziensek koncentrációfüggését az agonista 1, és 

180 µM közötti koncentrációkban történQ adagolásával vizsgáltuk meg. 
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11. ábra Az ATP által kiváltott [Ca2+]ic változások koncentrációfüggése. (A) 1, 10, 
50, 100 és 180 µM ATP alkalmazásával kiváltott reprezentatív kalciumtranziensek. 
(B) Az ATP dózis-hatás görbéje. 
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Mivel a legnagyobb amplitúdójú választ az 5-10 magot tartalmazó izomsejtek mutatták, 

a méréseket ilyen fejlettségi állapotú sejteken végeztük. Az esetleges deszenzitizáció 

okozta hibák elkerülése végett analizáláskor mindig csak az adott sejten mért, az ATP 

elsQ adagolásával kiváltott tranziens amplitúdóját vettük figyelembe. A növekvQ 

koncentrációjú ATP által kiváltott [Ca2+]ic változások amplitúdóinak átlagát ábrázoltuk 

a koncentráció függvényében (11. ábra). A pontokat Hill egyenlettel megillesztve a 

félhatásos dózis 16,1±0,5 µM-nak, a Hill-koefficiens pedig 1,0±0,1-nek adódott. Ez 

utóbbi érték az ATP kötQhelyek számára utal. 

IV.1.4. ATP analógok vizsgálata 

KövetkezQ kísérleteinkben az ATP különbözQ analógjainak hatását vizsgáltuk, 

összehasonlítva azokat az eddig bemutatott ATP hatásokkal (12. ábra). 

Vizsgálataink alapján mind az g,く-metilén-ATP, mind a く,け-metilén-ATP sokkal 

kevésbé bizonyult hatásosnak, mint az ATP (12A ábra). 180 µM-os koncentrációban az 

g,く - metilén-ATP a 12 vizsgált esetbQl 7-ben nem okozott mérhetQ [Ca2+]ic változást. A 

く,け - metilén-ATP hatásosabbnak bizonyult, a 20 vizsgált sejtbQl 17 sejten váltott ki 

kalciumtranzienseket, ám ezek amplitúdója sokkal kisebbnek bizonyult, mint az 

ugyanazon sejten alkalmazott ATP. Az g,く-metilén-ATP, valamint a く,け-metilén-ATP 

adagolása nem okozott szignifikáns deszenzitizációt sem. Bár egy másik purinerg 

agonista, a 2’3’-O-(4-benzoil)benzoil-ATP (BzATP) sokkal hatásosabb volt, mint akár 

az g,く-, vagy く,け-metilén-ATP, kísérleteinkben (12B ábra) ez sem váltott ki akkora 

hatást, mint maga az ATP. A 180 µM BzATP által kiváltott válaszok amplitúdója 

átlagosan a fele volt az azonos koncentrációban alkalmazott ATP által kiváltott válaszok 

átlagos amplitúdójának. g,く-metilén-ATP, valamint く,け-metilén-ATP esetében ezek az 
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értékek 5, illetve 21%-nak adódtak (12C ábra). Alacsonyabb koncentrációban adagolva 

a vizsgált agonistákat a különbségek némileg kifejezettebbek voltak. 
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12. ábra ATP-analógokkal kiváltott reprezentatív kalciumtranziensek. (A) 180 µM 
kocentrációban mind az g,く-metilén-ATP, mind a く,け-metilén-ATP sokkal kisebb 
választ hozott létre, mint az azonos koncentrációban alkalmazott ATP. A vizsgált 
sejtek 58%-ánál az g,く-metilén-ATP nem váltott ki [Ca2+]ic változást. (B) Bár a  
3|-0-(4-benzoil) benzoilATP (BzATP) hatásosabbnak bizonyult, mint a másik két 
ATP-analóg, az általa kiváltott kalciumtranziensek sokkal kisebbek voltak, mint ATP 
esetében. (C) A különbözQ analógok relatív hatáserQssége. A kalciumtranziensek 
amplitúdóit az azonos koncentrációjú ATP alkalmazásával kiváltott tranziensek 
amplitúdójára normáltuk. 
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IV.2. Egér tenyésztett vázizomsejtek 

Miután sikerült kimutatnunk az ATP által aktivált purinoreceptorok jelenlétét 

humán tenyésztett vázizomsejteken, a további funkcionális vizsgálatokat egérbQl 

származó izomsejtek tenyészetein folytattuk. Választásunk azért esett erre a fajra, mert 

egyrészt az egérizomból származó tenyészetek indítása tervezhetQ, míg a humán minták 

hozzáférhetQsége esetleges, másrészt léteznek genetikailag módosított egértörzsek, így a 

genetikai módosítás és az ATP analógokra adott válasz közötti összefüggés is 

tanulmányozható. Ezen kívül fontos szempont volt az is, hogy a purinoreceptorokat 

kódoló emberi és egér gének között 83%-os a hasonlóság (Nawa és mtsai, 1998). 

ElQször azt vizsgáltuk, hogy van-e hatása az ATP kezelésnek egér tenyésztett 

izomsejteken. Humán tenyésztett vázizomsejteken tapasztalt eredményekkel összevetve 

azt találtuk, hogy mind az ATP, mind pedig a KCl oldattal kiváltott depolarizáció 

hasonló alakú és nagyságú kalciumtranzienseket vált ki egér tenyésztett izomsejteken is 

(13. ábra). KülönbözQ korú és fejlettség_ sejteken alkalmazva az ATP-t, a humán 

izomsejteken elQbb bemutatott korfüggést tapasztaltunk, azaz a kiváltható válaszok 

amplitúdója az izomsejtek differenciálódásával párhuzamosan nQtt, egészen az 5-10 

magvú stádiumig, aztán ismét csökkeni kezdett. Ezek a megfigyelések megerQsítettek 

azt a feltételezést, hogy az egér tenyésztett izomsejt jó modellje a humán 

vázizomtenyészetnek. 

IV.2.1. Az ATP által kiváltott kalcium fluxus 

Az ATP hatásmechanizmusának jobb megértése és feltérképezése érdekében 

megvizsgáltuk a kalciumionok sarcoplasmába történQ belépésének sebességét, azaz a 

fluxust, hosszú ideig tartó depolarizációval, illetve ATP adagolásával kiváltott 

kalciumtranziensek esetében. A depolarizációt 120 mM KCl tartalmú extracelluláris 
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oldat alkalmazásával váltottuk ki. Az 13. ábrán 40 s hosszú ATP (13A ábra), illetve 20 

(13B ábra), valamint 60 s-ig tartó KCl adagolás (13C ábra) hatására bekövetkezQ 

reprezentatív kalciumtranziensek láthatóak. MegfigyelhetQ, hogy mind a tranziens, 

mind az abból számolt fluxusgörbe alakja eltér ATP illetve KCl alkalmazásakor. K-

depolarizáció hatására egyfázisú, tranziens jelleg_ emelkedést tapasztaltunk, az [Ca2+]ic 

még a KCl adagolása alatt, a depolarizáció megsz_nése elQtt visszatér a nyugalmi 

szintre. Ez a feszültségfüggQ folyamatok gyors aktiválódásával, valamint 
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13. ábra Egér tenyésztett vázizomsejteken (5-10 mag) mért reprezentatív 
kalciumtranziensek (az ábra bal oldalán) és a belQlük számolt fluxusok (jobb oldali 
oszlop). (A) 40 s-ig tartó 180 µM ATP, (B) 20 s-ig, illetve (C) 60 s-ig tartó 120 mM 
KCl alkalmazásával kiváltott válaszok. MegfigyelhetQ, hogy az ATP jelenlétében 
jellegzetesen kétfázisú a fluxus. Egy gyors, kezdeti tranziens emelkedést, mely 
nagyon hasonló a K-ionok által kiváltott fluxushoz, egy másik, fenntartott szakasz 
követ, mely az ATP jelenlétében végig megmarad. K+-depolarizáció hatására a 
második, fenntartott szakasz még a KCl tartós jelenlétében sem figyelhetQ meg. A 
kalciumpumpa maximális sebessége (PVmax) 394 µMs-1-nek adódott. 
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inaktiválódásával magyarázható. ATP esetén jellegzetes kétfázisú választ figyelhetünk 

meg. A gyors, kezdeti emelkedést (Flcsúcs), mely nagyon hasonló a K-ionok által 

kiváltott fluxushoz, egy fenntartott szakasz követ (Flfenntartott), mely az ATP jelenlétében 

végig megmarad. A fluxus az ATP adagolása után sem sz_nik meg azonnal. Az ábrán 

látható görbe esetében a fluxus maximális amplitúdója 125 µM/s, a csúcs eléréséhez 

szükséges idQ 5,8 s, míg a félrelaxációs idQ 0,9 s volt. A fluxus fenntartott komponense 

átlagosan a csúcs 11%-ának adódott, ami 15±4 µM/s sebesség_ kalciumbeáramlást 

jelent a myoplasmatikus térbe. 

IV.2.2. Az ATP által kiváltott fluxus jellemzQ tulajdonságai változnak a fejlQdés során 

A fejlQdés és differenciálódás különbözQ stádiumaiban levQ sejteken alkalmazva 

az ATP-t, a kiváltott kalciumtranziensek, és így a fluxusgörbék paramétereiben és 

kinetikájában jelentQs különbségek voltak megfigyelhetQk. Ezt a jelenséget mutatja be a 

14. ábra, ahol a bal oldalon ATP adagolásával kiváltott reprezentatív 

kalciumtranzienseket, míg jobb oldalt az ezekbQl számított fluxusgörbéket tüntettük fel 

különbözQ korú tenyészetekbQl származó sejtek esetében. Myoblastokon általában nem 

lehetett ATP alkalmazásával tranziens jelleg_ [Ca2+]ic változást kiváltani (az ábrán nem 

került bemutatásra). A fejlQdés kezdeti stádiumában levQ, néhány magot tartalmazó 

sejteken (14A ábra), az ATP adagolás elején hirtelen megnQ az intracelluláris 

kalciumkoncentráció, majd az ATP jelenlétében, bár alacsonyabb szinten, de 

folyamatosan fennmarad és csak miután a szer kimosódott a sejt közvetlen 

környezetébQl, azután tér vissza a nyugalmi szintre. Ez a jellegzetes változás mind a 

kalciumtranziensek esetében, mind a számított fluxusgörbéken megfigyelhetQ volt. Az 

ábrán jól látható, hogy a fejlQdéssel párhuzamosan elQször nQ a tranziensek amplitúdója, 

majd megváltozik az alakja is. Az 5-10 magvú izomcsövek (14B ábra) esetében a 

tranzienseken, de fQként a fluxusgörbéken a két, elQzQekben bemutatott fázis egyre 
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jobban elkülönül. Ez egyrészt megnyilvánult abban, hogy a fluxus korai komponense 

keskenyebb lett, melyet a félértékszélesség (FlHW) csökkenése is mutat (2. táblázat), 

 

valamint abban, hogy a tranziens jelleg_ komponens és az Qt követQ fenntartott szakasz 

idQben egyre jobban elvált egymástól (14. ábra kinagyított részletei). 

Differenciáltabb sejteken (14B ábra) a két komponens teljesen elkülönül 

egymástól, olyannyira, hogy az elsQ komponens lezajlása után az intracelluláris térbe 

történQ kalciumbeáramlás teljesen megsz_nik, majd csak ezután kezd el kifejlQdni a 

második, fenntartott komponens. Az egészen nagy, sokmagvú, differenciált sejteken a 

kiváltható válaszok amplitúdója csökken (14C ábra), a nagy myotubulusok és az 

izomrostok 25%-a nem is reagált az ATP kezelésre. 

A fluxusgörbéken látható elsQ komponens kinetikájában nagyon hasonlít a K-

depolarizációval kiváltott fluxushoz. Ez a kinetikai hasonlóság valószín_leg azzal 

magyarázható, hogy az ionotróp purinerg receptorokon keresztül a sejtbe áramló 

kationok depolarizálják a membránt. A második, fenntartott fázis az ATP adagolása 

FejlQdési állapot < 5 mag (35) 5-10 mag (27) > 10 mag (23)

〉[Ca2+]ic (nM) 264±27 64±20 34±9 

Flcsúcs (µMs-1) 74±22 72±13 - 

Flfenntartott (µMs-1) 17±3 15±4 18±4 

FlHW (s) 4,8±0.5 1,3±0,1 - 

Csúcs eléréséhez szükséges idQ (s) 17±2 2,6±0,7 - 

2. táblázat. Az ATP által kiváltott kalcium fluxusok jellemzQ paraméterei különbözQ 

fejlettség_ izomsejteken. A zárójelekben levQ számok a vizsgált sejtek számát 

mutatják. 
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alatt folyamatosan fennmaradt és csak lassan sz_nt meg. Ez azzal magyarázható, hogy a 

P2X receptorok ez idQ alatt végig nyitva voltak, így a rajtuk keresztül beáramló, 

valamint az intracelluláris raktárakból felszabaduló kalciumionok okozták a lassú és 

kismérték_ intracelluláris kalciumkoncentráció-emelkedést. 
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14. ábra ATP által kiváltott kalciumtranziensek és fluxusok különbözQ 
differenciálódási stádiumban levQ egér tenyésztett vázizomsejteken. (A) Kevesebb, 
mint 5 maggal rendelkezQ, (B) 5-10 magvú, (C) több, mint 10 magvú izomsejteken 
mért reprezentatív kalciumtranziensek és a belQlük számolt fluxusok. A nyugalmi 
[Ca2+]ic, illetve PVmax rendre 120, 82 és 54 nM, valamint 63, 91 és 198 µMs-1 a három 
eltérQ fejlettség_ sejten. Az (A) és (B) ábrán feltüntetett kis ábrarészek a fluxus kezdeti 
szakaszának kinagyított részletét mutatják. A (B) ábrán a korai csúcs után egy tisztán 
elkülöníthetQ második emelkedés figyelhetQ meg. 
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IV.2.3. Az ATP ismételt adagolásának hatása 

Ahhoz, hogy az ATP adagolásával kiváltható válaszok farmakológiai vizsgálatát el 

tudjuk végezni, tudnunk kellett, hogy az egyes anyagok ismételhetQ válaszokat 

váltanak-e ki tenyésztett vázizomsejteken. Ennek kiderítésére elQször azt vizsgáltuk 

meg, hogy vajon a K+-depolarizációval, 5 mM koffeinnel, valamint 180 µM ATP-vel 

kiváltott [Ca2+]ic emelkedés változik-e a második, illetve a harmadik adagolást követQen 

az elsQ tranzienshez képest (15. ábra). Mint a 15A ábrán látható, a koffein ismételt 

adagolásával hasonló nagyságú válaszokat lehetett kiváltani, a második, illetve a 

harmadik tranziens relatív amplitúdója, az elsQ tranzienshez viszonyítva rendre 0,87 
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15. ábra Koffein, illetve KCl ismételt adagolásával kiváltott [Ca2+]ic és fluxus. (A) 
15 mM koffein 20 s hosszú ismételt alkalmazásával a kiváltható válaszok amplitúdói 
kismértékben csökkentek. (B) Ha a koffeint 120 mM KCl (10 s) oldattal felváltva 
adagoltuk a sejtet körülvevQ extracelluláris térbe, a válaszok amplitúdója nem 
csökkent, sQt, kismérték_ emelkedést lehetett megfigyelni. A kalciumpumpa 
maximális sebessége (PVmax) 559, illetve 499 µMs-1-nek adódott a két vizsgált sejt 
esetében. 
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valamint 0,81 volt a vizsgált esetben. A koffeinnel kiváltott tranziensekbQl számított 

fluxusok az ATP által kiváltott fluxusgörbékhez hasonlóan kétkomponens_ek, egy 

korai, tranziens emelkedést egy kisebb amplitúdójú, lassan csökkenQ szakasz követ, 

mely a koffein adagolása alatt végig fennmarad, utána pedig gyorsan lecsökken. Az 

ismétlés hatására bekövetkezQ amplitúdóbeli csökkenés nemcsak a 

kalciumtranzienseken volt megfigyelhetQ, hanem a fluxusok esetében is. Koffein 

jelenlétében a korai csúcs kismértékben csökkent (relatív amplitúdó a második tranziens 

esetében átlagosan 0,88±0,12-nek adódott n=7), a fenntartott fluxus nem változott 

szignifikánsan (1,09±0,11). A csúcsérték kismérték_ csökkenését valószín_leg a 

sarcoplasmaticus reticulum kalciumtartalmának kismérték_ csökkenése okozhatta. 

Ezzel szemben a depolarizációval kiváltott kalciumtranziensek amplitúdói és a 

fluxusgörbék csúcsai kismértékben növekedtek. Ez arra utal, hogy a depolarizáció által 

aktivált csatornák rövid idQ alatt visszatérnek az újra aktiválható állapotba, a rajtuk 

keresztül beáramló kalciumionok kismértékben töltik a raktárakat is, így a következQ 

depolarizációval nagyobb mennyiség_ kalciumion lesz felszabadítható. Ennek az 

elképzelésnek az ellenQrzésére a koffein- és a KCl-oldatot felváltva alkalmaztuk. 

Várakozásunknak megfelelQen azt tapasztaltuk, hogy mind a koffeinnel, mind a 

depolarizációval kiváltott tranziensek és a belQlük számított fluxusgörbék amplitúdója 

kismértékben nQtt (15B ábra). FeltételezhetQ tehát, hogy a depolarizáció alatt beáramló 

kalciumionok feltöltik az intracelluláris raktárakat, így egyre nagyobb mennyiség_ 

kalcium válik felszabadíthatóvá az SR-bQl. 

Ezután megvizsgáltuk az ATP-vel kiváltott kalciumtranziens ismételhetQségét 

(16. ábra). A különbség kifejezettebb a fiatal, kevesebb, mint 5 magot tartalmazó 

sejtalakokon (16A és C ábra), mint a differenciáltabb, 5-10 magvú sejteken (16B és D 

ábra). A differenciálódás korai szakaszában a második ATP adagolás hatására átlagosan 
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26±8, míg a harmadik alkalmazást követQen 40±10%-kal csökkent a kiváltható 

kalciumtranziensek nagysága az elsQ adagolás hatására kialakuló válaszhoz viszonyítva. A 

fluxusgörbék alakja is megváltozott. Mint a 16A ábrán látható, a korai, gyors, tranziens 

jelleg_ csúcs lecsökken, a változás átlagosan 35±10 illetve 53±12%, a fenntartott 

komponens amplitúdója viszont alig változik (4±11 és -12±9%-os a csökkenés). 

Differenciáltabb sejteken, ahol a legnagyobb az ATP-vel kiváltható [Ca2+]ic változás, a 

kalciumtranziensek amplitúdója csak kismértékben csökken, viszont a fluxusgörbék 

nagysága és alakja megváltozik, a korai csúcs és a fenntartott szakasz amplitúdója egyaránt 

csökken (16D ábra). 
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16. ábra ATP ismételt adagolásával kiváltott [Ca2+]ic és fluxus. A 180 µM ATP 
oldatot 40s hosszan alkalmaztuk a kevesebb, mint 5 maggal rendelkezQ (A), valamint 
az 5-10 magvú egér tenyésztett vázizomsejteken (B). A számolt fluxus (PVmax) 117, 
illetve 142 µMs-1 volt, a bemutatott sejtek esetében. (C és D ábra) Az 
oszlopdiagrammokon az intracelluláris kalciumkoncentráció változások (〉[Ca2+]ic), 
valamint a fluxus korai, csúcs (Flcsúcs) és fenntartott komponenseinek (Flfenntartott) elsQ 
tranziensre normált értékeit tüntettük fel (átlag±SE) a kevesebb, mint 5 (C), illetve az 
5-10 maggal rendelkezQ (D) izomcsövek (5-5 vizsgált sejt) esetében. 
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IV.2.4. ATP hatása az inward áramokra és a membránpotenciálra 

Mint azt korábban, tenyésztett humán vázizomsejteken megállapítottuk, és mint 

azt embrionális emlQs vázizomsejteken is leírták (Collet és mtsai, 2002), az ionotróp 

P2X receptorokon keresztül befelé irányuló áramok aktiválódnak. Ezen útvonalak 

deszenzitizálódása magyarázhatja a kalciumbeáramlásban megfigyelt csökkenést. Az 

ATP által kiváltott áramok (IATP) meghatározásához a patch clamp technika teljes sejtes 

konfigurációjában, feszültség-rögzítéssel összáramokat mértünk. A 17 és a 18. ábra az 

ATP hatását mutatja a különbözQ differenciáltságú sejtek transzmembrán áramaira és 

membránpotenciáljára. Az 17A ábrán egy olyan, 5-10 magvú sejten regisztrált, 

demonstratív áramgörbe látható, ahol a 20 másodpercig tartó ATP adagolás hatására egy 

fenntartott, befelé irányuló (inward) áram alakul ki, melynek amplitúdója nem csökken 

a szer ismételt adagolásakor sem. Az általunk vizsgált 6 myotubuluson a második 

áramcsúcs relatív amplitúdója az elsQ 97±12%-a volt. A több, mint 10 centrális maggal 

rendelkezQ izomcsöveken az így kiváltható áramok jóval kisebbek (17Ba ábra). 

Átlagosan, -60mV-os tartó potenciál mellett, a kevésbé differenciált sejteken az ATP 

által kiváltott áramok 250 pA-nél is nagyobbnak, míg kevesebb, mint 100 pA-nek 

adódtak a fejlQdés késQbbi szakaszában levQ izomcsöveken (17Ca ábra). Ezeken a 

sejteken ugyanakkor, áram-rögzítés módban, membránpotenciál változásokat is mértünk 

(17Ab és Bb ábrarészek). Az már régóta ismert, hogy az izomsejtek 

membránpotenciálja változik a fejlQdés elQrehaladtával. 
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17. ábra ATP jelenlétében kialakuló áram- és membránpotenciálváltozások. (A) 5-10 
magvú egér tenyésztett vázizomsejteken mért reprezentatív görbék. (Aa) Az ATP 
két, egymást követQ, 20 s ig-tartó alkalmazása alatt mért összáramok (IATP). A sejt 
kapacitása 173 pF volt. (Ab) A sejten ugyanakkor, áram-rögzítés módban, 
membránpotenciál (MP) változást is mértünk. A nyugalmi membránpotenciál –62 mV-
nak adódott. (B) Az elQzQekhez hasonlóan megmértük az IATP és a MP-t több, mint 10 
magot tartalmazó, differenciált sejteken. Az itt bemutatott sejt nyugalmi 
membránpotenciálja –76 mV, kapacitása 511 pF volt. (C) Azonos körülmények közt 
mért IATP (Ca) és MP (Cb) átlagértékeit oszlopdiagrammokon tüntettük fel. A  
differenciálódás elQrehaladtával nyugalmi membránpotenciál értéke egyre 
negatívabb értékeket vesz fel, ATP hatására pedig egyre kisebb IATP és a MP 
változásokat figyelhetünk meg.
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Ezt méréseink is alátámasztották, fiatal sejteken a nyugalmi membránpotenciál 

értéke -61±3 mV, idQsebb sejtek esetében pedig -76±3 mV-nak adódott, azaz a 

differenciáltabb sejtalakok nyugalmi membránpotenciálja negatívabb, 

hiperpolarizáltabb volt a kevesebb maggal rendelkezQ sejtekéhez képest. Ugyanakkor az 

ATP által kiváltott membránpotenciál-változás (17Cb ábra) fiatal sejteken körülbelül 

20 mV-os, a differenciáltabb sejtalakokon kevesebb, mint 5 mV-os volt. Az is 

megfigyelhetQ, hogy az ATP ismételt adagolásával sem a kiváltható áramok, sem a 

membránpotenciál változások nagysága nem csökkent jelentQsen. 

A P2X receptoron keresztül megvalósuló jelátviteli folyatok további 

karakterizálásához megvizsgáltuk az ATP hatására bekövekezQ áram feszültség- és 

koncentrációfüggését (18. ábra). A tartási potenciált -80 mV-ról, 20 mV-os lépésenként 

emeltük 0 mV-ig, és az ily módon -80, -60, -40, -20 és 0 mV-ra mesterségesen beállított 

membránpotenciálú sejten vizsgáltuk az ATP hatását (18A ábra). Az áram-feszültség 

összefüggést 12-32 sejt átlagértékeibQl szerkesztettük meg (18B ábra). Az ATP 

adagolásával kiváltott áramok a vizsgált tartási potenciálokon befelé irányulók voltak, 

ami arra utal, hogy ez egy nem specifikus kationáram, mely a P2X receptorokra 

jellemzQ, befelé egyenirányító karakterisztikával bír. A 18C és D ábra mutatja be az 

IATP koncentrációfüggését 10 és 300 oM-os koncentrációtartományban. A méréseket 

olyan sejteken végeztük, melyek a legnagyobb [Ca2+]ic változást mutatták. A 18C ábra 

egy-egy jellemzQ mérési eredményt mutat. Figyeljük meg, hogy az áram kinetikája nem 

függött az alkalmazott koncentrációtól. A 18D ábrán, 7-34 sejten mért áramgörbék 

amplitúdóinak átlagértékei láthatók, minden vizsgált ATP koncentráció esetében. A 

dózis-hatás görbe illesztése után a félhatásos dózis (EC50) 68±5 oM-nak, a Hill 

koefficiens pedig 1,66±0,14-nak adódott. 
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18. ábra Az IATP feszültség- és koncentrációfüggése. (A) A tartási potenciált vátoztatva  
az ily módon mesterségesen beállított membránpotenciálú sejten vizsgáltuk 180 µM ATP 
hatását. A sejt kapacitása ebben az esetben 179 pF volt. (B) Az áram-feszültség 
összefüggést 12-32 sejt átlagértékeibQl szerkesztettük meg. (C) KülönbözQ 
koncentrációjú ATP jelenlétében mért reprezentatív áramgörbék. A 30, 50 és 180 µM 
ATP hatását egy sejten vizsgáltuk, melynek kapacitását 131 pF-nak mértük. A többi ATP 
koncentráció hatását egy másik sejten vizsgáltuk, melynek kapacitása 119 pF volt. 
Mindkét sejt membránpotenciálját -80 mV-on rögzítettük. (D) Az IATP 
koncentrációfüggése. A méréseket 5-10 magvú, egér tenyésztett vázizomsejteken 
végeztük. A pontokat Hill-egyenlettel illesztettük, az így kapott értékek 
EC50 = 68 µM, n = 1,66. 
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Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a P2X receptorok által mediált útvonal 

fontos szerepet játszhat az ATP által kiváltott kalciumbeáramlás kialakításában. Az 

áram differenciálódással párhuzamos csökkenése és ezzel együtt a kisebb depolarizáció 

is arra utal, hogy a P2X útvonal differenciálódás alatti down regulációja összefüggésben 

van a [Ca2+]ic-ban, valamint a fluxusban tapasztalt, elQzQekben bemutatott 

változásokkal. 

IV.2.5. Az ATP által kiváltott fluxus függ a sejtek feszültségfüggQ folyamataitól 

A purinerg folyamatok pontosabb megismerése miatt farmakológiai vizsgálatokat 

végeztünk. ElsQként a depolarizáció hatását vizsgáltuk. Az 19A és B ábrán bemutatott 

görbéken hosszú ideig tartó kálium-depolarizációt követQ ATP adagolások hatásai 

látható. A depolarizáció lehetQvé tette, hogy az ATP hatásait úgy vizsgáljuk, hogy 

egyrészt inaktiváljuk a feszültségfüggQ folyamatokat (a felszíni membrán 

feszültségfüggQ kalciumcsatornáit, a DHPR-RYR aktivációt), másrészt, hogy 

megakadályozzuk a P2X receptorokon keresztül történQ kationbeáramlást. A sejteket 

ezért egy olyan mérési protokoll alkalmazásával vizsgáltuk, ahol elQször ATP-vel, majd 

120 mM KCl-oldattal kezeltük Qket, aztán pedig az ATP-kezelést a K+-depolarizáció 

alatt ismételtük meg. A kevésbé differenciált, kevesebb, mint 5 maggal rendelkezQ 

sejteken általában nem lehetett K+-depolarizációval tranziens kalciumválaszokat 

elQidézni (19A ábra). Az ATP azonban mind KCl jelenlétében, mind anélkül képes volt 

[Ca2+]ic emelkedést kiváltani, bár a tranziensek kisebbek voltak a depolarizált sejteken 

és a felszálló szár meredeksége is kisebbnek adódott. A fluxusgörbéken még 

szembet_nQbbek voltak a változások, ugyanis a korai csúcs elt_nt, és a késQi 

komponens is csökkent a depolarizált sejteken. A fejlQdés késQbbi szakaszában levQ, 5-

10 magvú sejteken a depolarizáció nagy [Ca2+]ic emelkedést okozott (19B ábra), 
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csakúgy, mint az ATP kezelés. A kisebb sejteken tapasztaltakhoz hasonlóan, a fluxus 

korai, gyors komponense elt_nt a depolarizált myotubulusokon, de ezeken a sejteken a 

fluxus fenntartott komponense kevésbé csökkent. 
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19. ábra ATP által kiváltott kalciumfluxusok depolarizált izomsejteken. (A) Egy 
kevesebb, mit 5 magot tartalmazó sejten mért, két, egymást követQ ATP adagolással 
kiváltott [Ca2+]ic változás és a belQle számított fluxus (PVmax = 51 µMs-1). A második 
ATP adagolást megelQzQen a sejtet 120 mM KCl-oldat alkalmazásával depolarizáltuk. 
(B) Hasonló kísérleti elrendezés mellett 5-10 magvú sejten mért demonstratív 
kalciumtranziens és a számított fluxus (PVmax = 119 µMs-1). (C) Fiatal alakokon, és 
(D) differenciáltabb, 5-10 magvú sejteken mért, elsQ ATP alkalmazásal kiváltott 
tranziensekre normált átlagértékek. A csillagok a szignifikáns változásokat jelzik. 

* 
*
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Mivel az ismételt ATP adagolás maga is csökkentette a kiváltható tranziensek 

amplitúdóját, a depolarizáció alatti, ATP-vel kiváltott kalciumtranziens amplitúdóját az 

elsQ, ATP adagolásával kiváltott tranziensre normáltuk (19C és D ábra). Ezeket aztán 

összehasonlítottuk a nem-depolarizált sejteken mért, ismételt ATP adagolással kiváltott, 

hasonlóan számolt értékekkel. Az átlagértékek mindkét vizsgált sejtpopuláció esetében 

azt mutatják, hogy a depolarizáció szignifikánsan (p<0,05) lecsökkentette a 

kalciumtranziensek amplitúdóját és elt_ntette a fluxus korai csúcskomponensét (Flcsúcs). 

Másrészt viszont a depolarizáció nem csökkentette szignifikánsan jobban a fluxus 

fenntartott komponensét, mint ami az ATP ismételt alkalmazásakor megfigyelhetQ volt 

(p>0,1). 

Extracelluláris kalciumionok hiányában, valamint feszültségfüggQ Na+- és Ca2+-

csatorna gátlószerek (TTX és verapamil) jelenlétében, mind a K-depolarizációval, mind 

az extracellulárisan alkalmazott ATP-vel kiváltható válaszok csökkentek. Az ATP 

alkalmazásával kiváltott fluxusok korai, gyors komponensében volt a legszembet_nQbb 

a hatás. Ezek, valamint a depolarizált sejteken tapasztalt eredmények alátámasztják azon 

elképzelésünket, mely szerint az ATP által kiváltott fluxus korai komponensét a 

depolarizáció hozza létre. 

IV.2.6. Mind a P2X, mind a P2Y receptorok aktiválódása szerepet játszik az ATP által 

kiváltott kalcium fluxus kialakításában 

Tekintettel arra, hogy az ATP által kiváltott fluxus fenntartott komponense nem, 

vagy alig változik depolarizáció, vagy TTX és verapamil hatására, illetve extracelluláris 

kalcium hiányában, ez a komponens részben független kell, hogy legyen a P2X 

receptorok aktiválódásától. A továbbiakban tehát az volt a kérdés, hogy az ATP egy 
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másik, specifikus purinerg, vagy esetleg egy nem specifikus útvonalon keresztül hozza-

e létre az intracelluláris kalciumkoncentráció emelkedésnek ezt az összetevQjét. 

Ennek eldöntésére megvizsgáltuk, hogy a suramin, mely egy általánosan ismert és 

használt purinoreceptor blokkoló (von Kügelgen és Wetter, 2000; North, 2002) képes-e 

befolyásolni az ATP hatására kialakuló fenntartott komponens paramétereit. Ezekhez a 

vizsgálatokhoz a fejlQdés késQi szakaszában levQ izomcsöveket használtunk, mert 

ezeken ATP hatására csak a fenntartott komponens volt megfigyelhetQ (lásd 20. ábra). 

10 és 300 µM suramin adagolásának hatására csökkent mind az ATP-vel kiváltható 

válaszok nagysága (20A ábra), mind a számított fluxus (20B ábra). A suramin 

részlegesen kimoshatónak bizonyult, mind a kalciumtranziensek, mind a kalcium 

fluxusok értékei visszatértek a kiindulási szint közelébe, miután a szert eltávolítottuk a 

sejtek környezetébQl. Az ábrán jól látható, hogy a suramin 10 µM koncentrációban csak 

részleges csökkenést (mintegy 50%) okozott mind a tranziensek, mind a fluxusok 

értékeiben, ha viszont a koncentrációját 300 µM-ra növeltük, az ATP-vel kiváltható 

válasz csaknem teljesen elt_nt. Feszültség-rögzítés módban megismételve a kísérletet 

azt tapasztaltuk, hogy az ATP alkalmazásával kiváltható áramok, hasonlóan az 

elQzQkben leírtakhoz, részlegesen csökkentek 10 µM suramin alkalmazásának hatására 

és nem lehetett ATP által kiváltott áramokat mérni 300 µM suramin jelenlétében. A 

suramin tehát koncentrációfüggQ módon csökkentette az ATP által aktivált áramok 

amplitúdóját, 10 oM suramin esetében 45%-kal, míg 300"oM suramin esetében nem 

volt mérhetQ áram. A kalciumtranziensek esetében ezek az értékek 32, illetve közel 

80%, míg a fluxus kb. 50%-kal csökkent 10 oM suramin jelenlétében, és praktikusan 

megsz_nt a nagy koncentrációjú suramin adásakor, hasonlóan az áramgörbéknél 

tapasztaltakhoz (20C ábra). Ezek a megfigyelések azt mutatják, hogy a fluxus 

fenntartott komponensének kialakításáért, vagy legalábbis annak jelentQs részéért a 
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purinerg jelátviteli mechanizmus a felelQs. Mivel a fenntartott komponens megmarad 

depolarizált sejteken is, valószín_, hogy a primer tenyészetek izomsejtjein metabotróp 

P2 receptorok vannak jelen. 
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20. ábra Suramin hatása az ATP hatására létrejövQ kalciumfluxusokra és ionáramokra. 
(A) A reprezentatív görbén 180 µM ATP adagolása során mért kalciumtranzienseket 
és a belQlük számolt fluxust (B) mutatjuk be (PVmax =222 µMs-1). A második ATP 
adagolás 10 µM, míg a harmadik 300 µM suramin jelenlétében történt. (C) A 
diagramm a suramin IATP-re, kalciumtranziensekre, valamint fluxusokra kifejtett 
hatását mutatja be, úgy, hogy a suramin jelenlétében tapasztalt változásokat az elsQ 
ATP adagolásával kiváltott válaszokra normáltuk. 
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A különbözQ purinoreceptor altípusok meghatározásához immuncitokémiai 

vizsgálatokat végeztünk. A sejteket P2X és P2Y receptor ellenes antitestekkel jelöltük. 

Mivel a P2 receptorok megtalálhatóak a fibroblasztok membránjában is, kettQs 

immunfestést alkalmaztunk, a tenyészet sejtjeit izomspecifikus fehérje (dezmin) ellenes 

antitesttel is kezeltük és csak a dezmin-pozitív sejteket tekintettük izom-eredet_ 

sejteknek. Ezt mutatja be a 21. ábra kis képe is, ahol a zöld szín jelöli a megfelelQ P2 

receptor festQdését, pirosan festQdött a dezmin, míg a sárga szín a P2 receptor és a 

dezmin együttes jelenlétére utal. Az ábrán az immunfestés eredményeként, fluoreszcens 

mikroszkóppal készült képek láthatóak, amely szerint az 5-10 magvú, tenyésztett 
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21. ábra A purinireceptor altípusok immuncitokémiai meghatározása egér tenyésztett 
vázizomsejteken. A sejteket purinoreceptor ellen termeltetett antitestekkel jelöltük, 
majd a specifikus festQdést fluoreszcein-izotiocianáttal jelzett másodlagos antitesttel 
való jelöléssel tettük láthatóvá. A miogén sejteket egy izomspecifikus fehérje, a 
dezmin együttes jelölésével azonosítottuk. A kis kép egy ilyen kettQs festést mutat, 
ahol a dezmint piros fluoreszcens festékkel tettük láthatóvá. A nagy képeken látható 
kalibrációs egyenes (50 µm) a kis képen 120 µm-nek felel meg. 



 56

vázizomsejteken 6 különbözQ P2 receptor, a P2X1, P2X4, P2X7, P2Y1, P2Y2 és a P2Y4 

van jelen. Míg a festQdés erQsnek bizonyult a P2X4, P2X7, P2Y1 és a P2Y4 altípusok 

esetében, viszonylag gyengének mondható a P2Y2 receptorra. A P2X2 receptortípust 

egy esetben sem sikerült kimutatnunk a vizsgált sejteken (az ábrán nem tüntettük fel). A 

P2Y1 purinoreceptor esetében megfigyelhetQ a felszíni membránban való elhelyezkedés. 

IV.2.7. Az ATP gátolja a sejtosztódást, de serkenti a tenyésztett vázizomsejtek 

differenciálódását primer tenyészetekben 

Korábban már leírták, hogy az ATP, P2X5 receptorok aktiválódásán keresztül, 

patkányok myoblastjainak differenciálódását idézi elQ (Ryten és mtsai 2002). 

Vizsgálataink során egér vázizomból indított tenyészeteinkhez 180 µM ATP-t 

tartalmazó tenyésztQoldatot adtunk a tenyésztés 1.-3. napján. A 22. ábra mutatja be az 

ATP-nek a myoblastok és a korai differenciálódás szintjén álló myotubulusok 

proliferációjára és differenciálódására kifejtett hatását. A sejtosztódás mértékét a 

proliferációs ráta, azaz a miogén eredet_ sejtek magszámában tapasztalható relatív 

változás mutatja (22A ábra). Kontroll körülmények között a proliferációs ráta csúcsa a 

2. napon van, míg ATP kezelés hatására ez a csúcs kisebb és jobbra tolódott, a 

legnagyobb mérv_ osztódás a szer eltávolítása után figyelhetQ meg. 

A proliferáció csökkentésével egyidQben az ATP elQsegítette a tenyésztett 

vázizomsejtek differenciálódását, amit a fúziós index változásával követtünk nyomon 

(22B ábra). A fúziós index kontroll körülmények között elQször lassú emelkedést 

mutatott, majd meredekebbé vált, amikor a sejtek többmagvú myotubulusokká olvadnak 

össze. Végül a fúziós index értéke 1 közeli értéken stabilizálódott, mivel erre az 

idQszakra közel az összes myoblast fúzionált. Az ATP kezelés hatására a fúziós index 

görbéje balra tolódott. Ez azt jelenti, hogy az izomsejtek fúziója korábban következik be 
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a kezelt tenyészetekben. A fúziós index idQfüggésének pontosabb leírásához a pontokra 

növekedési görbét illesztettünk. Az illesztés után a t0,5 (az az idQ, amikor az aktuális 

fúziós index megegyezik a fúziós index maximális értékének felével, tehát a miogén 

magok fele van az izomcsövekben) 3,8±0,1, illetve 2,9±0,1 napnak, a k (meredekséget 

jellemzQ paraméter) értéke pedig 0,59±0,09, valamint 0,82±0,16 napnak adódott 

kontrollban, illetve az ATP kezelés hatására. Mindez azt jelzi, hogy a fúzió hamarabb 
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22. ábra ATP jelenlétében megváltozott a tenyésztett vázizomsejtek proliferációja és 
differenciálódása. (A) A proliferációs ráta kontroll tenyészetekben (teli szimbólumok) 
és ATP jelenlétében (üres szimbólumok). A proliferációs rátát úgy számítottuk, hogy a 
miogén magok számát elosztottuk az elQzQleg számolt magszámmal. (B) A fúziós index 
változása. A fúziós index meghatározásához a többmagvú izomsejtekben található 
magok számát elosztottuk az összes miogén mag számával. A pontokat az Anyagok és 
módszerek részben leírt 2. egyenlet segítségével illesztettük. A Fimax = 0,98-nak, és 
0,96-nak, a t0,5 =3,8 és 2,9 napnak, a k =0,59 és 0,82 napnak adódott kontroll 
körülmények között, illetve ATP hosszantartó kezelés hatására (vízszintes vonal). (C) 2 
napos kontroll és (D) ATP kezelt tenyészetekrQl készített fénymikroszkópos képek 
(nagyítás 200X). 
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következett be azokon a sejteken, amelyeket ATP tartalmú oldatban tenyésztettünk. A 

különbözQ körülmények mellett a tenyészetek jellegzetes morfológiai külöbségeket is 

mutattak (22C és D ábra). Kontroll oldatban (22C ábra) a 2 napos tenyészetekben a 

fQleg myoblastok voltak jelen, melyek egy része szétszórtan, míg mások csoportokba 

rendezQdve helyezkedtek el. ATP jelenlétében (22D ábra), az azonos korú tenyészetek 

sejtjei jellegzetesen sorokba rendezQdtek, ami a sejtek fúzióját megelQzQ állapot. 

IV.2.8. Az ATP befolyásolja a PKC izoenzim mintázatot 

A következQkben arra kerestük a választ, hogy az ATP-vel való hosszantartó kezelés 

milyen jelátviteli mechanizmusokat aktivál. Mivel már több sejttípuson bebizonyították, 

hogy a proliferáció és a differenciálódás szabályozása részben a foszfatidil-inozitol 

útvonalon, a proteinkináz C (PKC) izoenzimcsalád aktiválódásán keresztül hat, 

immuncitokémiai vizsgálatokat végeztünk annak megállapítására, hogy az ATP a 

proliferációt csökkentQ és differenciálódást serkentQ hatását, a PKC izoenzimeken 

keresztül fejti-e ki. Az ismert izoenzimeket, a klasszikus (cPKC) c, く és け, az új típusú, 

vagy novel (nPKC) h, i, d és さ, és az atípusos (aPKC) し, こ, そ/す valamint µ izoenzimeket 

2 és 5 napos tenyészetek sejtjein mutattuk ki. Azért választottuk vizsgálatainkhoz pont 

ezt a két idQpontot, mivel az ilyen korú tenyészetek reprezentálják a legjobban az 

intenzív sejtosztódás, illetve a késQi differenciálódás stádiumait. Bár kísérleteink során 

megvizsgáltuk az atípusos PKC izoenzimek mintázatbeli változását is ATP kezelés 

hatására, nem tapasztaltunk különbséget a festQdésükben, ami nem meglepQ, mivel ezek 

az izoenzimtípusok aktiválódásukhoz sem kalciumot, sem diacilglicerolt nem 

igényelnek. A klasszikus és az újtípusú PKC izoenzimek közül négy, az c, く, i és さ 

festQdött kontroll körülmények között a tenyésztett izomsejtekben, a másik három 

izoenzim sem kontrollban, sem ATP kezelés hatására nem volt kimutatható. A 23A. 
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ábra mutatja be ezen izoformák celluláris eloszlását 2 és 5 napos tenyészetek sejtjein. 

Mind a négy izoenzim jelen van a fejlQdés korai és késQi stádiumában egyaránt. A 

második napon ezek az izoenzimek kivétel nélkül a citoplazmában jelennek meg, nem 

mutatnak szubcelluláris elrendezQdést. Az 5 napos tenyészetek sejtjein azonban a PKCく 

jellegzetes festQdést mutat, a sejtmagban, pöttyözötten jelenik meg (23. ábrán, a kis 

képen kinagyítva látható). Ugyanezt a négy izoenzimet sikerült kimutatni az ATP-vel 

tartósan (1.-3. tenyésztési napig) kezelt sejteken is (23B ábra), két szembet_nQ 

különbséggel. A PKCc festQdése sokkal gyengébb volt az ATP kezelés hatására, 

valamint a kontroll esetben idQsebb sejteken megjelenQ, PKCく izoenzimre jellemzQ 

mintázat már a kétnapos, ATP-vel kezelt sejteken megfigyelhetQ volt. 
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23. ábra PKC izoformák kontroll körülmények között (A), illetve ATP jelenlétében 
tenyésztett vázizomsejteken (B). Az immunfestést az Anyagok és módszerek részben 
leírtak szerint végeztük. (A) Pozitív immunreakciót adó klasszikus és újtípusú PKC 
izoformák konroll körülmények közt, valamint (B) ATP jelenlétében tenyésztett 2 
napos, proliferáló (A és B ábrarész elsQ sora), illetve 5 napos, differenciálódó (alsó 
sorok) egér tenyésztett vázizomsejteken. A kis ábrákon 2X-ére nagyított jellemzQ 
mintázatot mutató sejtek láthatóak. A nyilak ezt, a PKCく izoenzim esetében 
tapasztalható pöttyözött magfestést jelölik. A képek 400X nagyítással készültek. 
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IV.3. A kalciumfelszabadulás elemi eseményei 

Az intracelluláris kalciumkoncentráció egész sejtre kiterjedQ változásainak 

tanulmányozását követQen a kalciumfelszabadulás hátterében álló folyamatokat 

vizsgáltuk meg. Mint ismeretes, a harántcsíkolt izmok felépítése és m_ködése 

különbözik kétélt_ek, valamint emlQsök esetében. Ez a különbség egyrészt a 

sarcoplasmaticus reticulum morfológiai eltéréseivel, másrészt a 

kalciumfelszabadulásban részt vevQ rianodin receptorok szerkezetének 

különbözQségeivel magyarázható. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy míg béka 

izomrost esetén csak „spark”-ok, addig patkány izomrost esetében „spark”-ok és 

„ember”-ek is elQfordultak. Ez utóbbiak vagy magányosan, vagy a „spark”-ok elQtt, 

illetve után következtek be. Kísérleteink során a „spark”-ok jellemzQ paramétereit: az 

amplitúdót, az esemény idQbeli hosszát, a maximális amplitúdó feléhez tartozó 

idQtartamot, valamint a térbeli szélességet vizsgáltuk meg. Eltérés mutatkozott a 

„spark”-ok jellemzQ paramétereiben is a két faj esetében. Az események amplitúdója a 

békák esetében volt nagyobb, míg a többi vizsgált paraméter (FWHM, FTHM, valamint 

az idQtartam) a patkány rostokon mutatott magasabb értékeket. Ezek a megfigyelések 

arra utalnak, hogy emlQsökön kisebb amplitúdójú, hosszabb ideig tartó elemi 

események, és így RYR megnyílások figyelhetQk meg. A térben azonos helyen 

megjelenQ „spark” és „ember” TTP-jét összehasonlítva a résztvevQ csatornák aránya 

hozzávetQleg 15-nek adódott. Ennek megfelelQen, míg a „spark” kialakításában 

valószín_leg több tíz rianodin receptor vesz részt, addig az „ember” létrehozásáért csak 

néhány rianodin receptor egyidej_ megnyílása lehet a felelQs. 
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IV.4. Az emlQs vázizmokon megfigyelhetQ elemi események jellemzése és 

farmakológiai befolyásolhatósága 

Bár ismereteink szerint emlQs vázizomban a RYR-ok megnyílása a DHPR-ok 

szoros kontrollja alatt áll, számos egyéb tényezQ ismert, mely képes megváltoztatni az 

SR kalciumcsatornájának m_ködését (Zucchi és Ronca-Testoni, 1997). Az emlQs 

izmokon tapasztalható események nemcsak megjelenésükben különböznek a kétélt_ 

izmokon található eseményektQl, úgy t_nik egyes szerek is eltérQen hatnak rájuk. 

Számos fenolszármazékról írták már le, hogy befolyásolja a RYR-ok m_ködését. 

Ezek közé tartozik a 4-kloro-meta-kresol (4CmC, Hermann-Frank és mtsai, 1996), és a 

metil-hidroxi-benzoát (Cavagna és mtsai, 2000). Alacsony koncentrációkban ezek az 

anyagok fokozzák az izolált RYR-ok megnyílási valószín_ségét, valamint az 

intracelluláris kalciumraktárakból történQ kalciumfelszabadulást. Egy további, a 

gyógyszeriparban is használt fenol analógról, a timolról is kimutatták már, hogy 

megnöveli az SR kalciumpermeabilitását (Takishima és mtsai, 1979). Neuronokon a 

timol hatására spontán kalciumtranziensek alakulnak ki és ezzel egyidej_leg az 

intracelluláris kalciumkoncentráció megemelkedése figyelhetQ meg (Kostyuk és mtsai, 

1991). Hasonló eredményeket írtak le simaizompreparátumokon (Hisayama és 

Takayanagi, 1986). A timol különbözQ sejttípusokra kifejtett hatásának vizsgálata azért 

jelentQs, mert széles körben alkalmazzák tartósítószerként az élelmiszer-, a kozmetikai-, 

valamint a gyógyszeriparban. 

Korábbi eredményeink szerint a timol módosítja a RYR-ok m_ködését. 

Kíváncsiak voltunk tehát, hogy a szer befolyásolja-e az elemi kalciumfelszabadulási 

események tulajdonságait. Azt találtuk, hogy a timol már alacsony koncentrációban (30 

oM) is módosította az elemi események megjelenését, valamint jellemzQ paramétereit. 

Míg kontroll körülmények között az elemi események elQfordulási gyakorisága 
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0,0587±0,0020 s-1sarcomer-1 volt, 30 oM timol alkalmazását követQen ez az érték 

0,0654±0,016 s -1sarcomer-1-re nQtt. Az elemi események megoszlása is megváltozott a 

szer hatására. Kontroll esetben (24A ábra) leggyakrabban „spark”-ok fordultak elQ (az 

összes esemény 63%-a, 24Ba ábra), kevésbé voltak gyakoriak a magányos „ember”-ök 

(22%, 24Bb ábra) és a „spark”+„ember”-ök (13,9%, 24Bc ábra), legritkábban pedig az 

„ember”+„spark” összetett események fordultak elQ (1,1%, 24Bd ábra). Timol 

jelenlétében (24C ábra) a hosszabb és összetettebb események domináltak, a magányos 

„spark”-ok relatív elQfordulása csökkent (az összes esemény 41%-a, 24Da ábra), az 

„ember”-ök gyakorisága nQtt (35%, 24Db ábra), a „spark”+„ember” gyakorisága pedig 

csak kismértékben változott (20%, 24Dc ábra). A legnagyobb relatív változást az 

„ember”+„spark”-ok esetében tapasztaltunk, melyek csaknem négyszer gyakrabban 

fordultak elQ a kezelést követQen (4%, 24Dd ábra). A kontroll körülmények közt 20 

roston mért 2030, valamint a 30 oM timol hozzáadása után, 9 roston elQforduló 2478 

esemény jellemzQ paramétereit a 3. táblázatban foglaltuk össze. 

 kontroll 30 oM timol"

Vizsgált paraméterek „spark” 

(n=1576) 

„ember” 

(n=454) 

„spark” 

(n=1605) 

„ember” 

(n=873) 

amplitúdó 0,92±0,01 0,210±0,004 0,70±0,01* 0,168±0,002*

FWHM (om)" 1,81±0,03 1,76±0,03 1,74±0,01* 1,77±0,02 

Csúcs eléréséhez szükséges idQ 
(TTP) (ms) 

9,4±0,1 - 9,6±0,1 - 

idQtartam (ms) 56±1 87±2 79±1* 102±2* 

3. táblázat Az értékek az átlag± SE mutatják, a csillaggal a szignifikánsan eltérQ 

értékeket jelöltük. A „spark”-csoportba mindazok az események beletartoznak, melyek 

„spark”-ot tartalmaznak. 
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24. ábra Elemi kalciumfelszabadulási események kontroll körülmények között (A és 
B), valamint 30 µM timol jelenlétében (C és D). A nagy képek (A és C) a 
frekvenciát, míg a kis képek (Ba-Bd, Da-Dd) a különbözQ típusú eseményeket 
mutatják be, igy a „spark”-ot, az „ember”-t, a „spark”+„ember”-t, illetve az 
„ember”+„spark”-ot. Az ábrákon feltüntetett görbék az esemény maximális 
amplitúdójának vonalában mért F/F0 értéket mutatják. (E) „Spark”-ot tartalmazó 
események amplitúdóinak relatív eloszlása. (F) Az összes esemény idQtartamának 
relatív eloszlása. A kis kép a hosszú események nagyobb elQfordulását mutatja timol 
jelenlétében. 
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A timol csökkentette a „spark”-ok amplitúdóját 0,92±0,01-rQl 0,70±0,01-re, 

„ember”-ök esetében az átlagos amplitúdót 0,210±0,004-rQl 0,168±0,002-re (24E ábra, 

illteve 3. táblázat), valamint a „spark”-ok FWHM értékét. A csúcs eléréséhez szükséges 

idQ nem változott jelentQsen. Ezzel szemben az összes kalciumfelszabadulási esemény 

idQtartama jelentQsen megnövekedett (24F ábra). 

Ezután megvizsgáltuk hogy milyen hatásokat vált ki a timol magasabb 

koncentrációban. 150 oM timol hatására a permeabilizált rostokon sok esetben egy nagy 

mérték_ kalciumfelszabadulást tapasztaltunk, mely a rost összehúzódását, majd halálát 

jelentette. Csak néhány esetben sikerült rögzítenünk elemi kalciumfelszabadulási 

eseményeket, melyek statisztikai elemzése lehetetlen volt, viszont szembet_nQek voltak 

morfológiai jellegeik (25. ábra). Mint az ábrán is látható, „spark”-ot 150 µM timol 

jelenlétében nem lehetett megfigyelni, viszont nagyon hosszú, gyakran több száz ms-ig 
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25. ábra Elemi kalciumfelszabadulási események 150 µM timol jelenlétében. A 
reprezentatív képek néhány nagyon hosszú eseményt mutatnak be (A), ezek kezdQ és 
végpontja gyakran nem is található meg egy képen (B). 
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is elhúzódó események jelentek meg. Ezen események jellemzQ értékei, az átlagos 

amplitúdójuk, a térbeli szélességük, nagyon hasonlított az alacsony koncentrációjú timol 

alkalmazásakor, a magányos „ember”-ök esetében tapasztaltakhoz. Mivel az amplitúdó 

az események teljes hosszában állandó volt, ez arra utal, hogy ezeket az eseményeket 

valószín_leg egy, vagy néhány csatorna folyamatos nyitvatartása hozta létre. 

Az itt bemutatott eredmények egyértelm_en azt mutatják, hogy a timol hosszú 

ideig tartó RYR megnyílást idéz elQ, melynek hatására hosszú elemi 

kalciumfelszabadulási események jelennek meg. Ezeket az eseményeket nem elQzték 

meg, illetve nem követték „spark”-ok, ami arra utalhat, hogy vagy egyes csatornák, 

vagy a csatornák kis csoportjainak összehangolt megnyílása hozta létre Qket. Ez a 

megfigyelés alátámasztani látszik azt az elképzelést, miszerint az „ember” a 

kalciumfelszabadulás elemi építQköve emlQs vázizomban. 



 67

V. Megbeszélés 

V.1. Az ATP szerepe harántcsíkolt izomsejtek m_ködésében 

Egyes, korábban végzett kísérletek már kimutatták az ATP hatását különbözQ 

sejteken, így vázizomsejteken is. In vivo körülmények között, az ATP acetilkolinnal 

együtt szabadul fel a neuromuscularis junctioban. Az idegekbQl felszabaduló ATP 

egyrészt postjunctionális modulátorként hat és az Ach hatását erQsíti, másrészt az ATP 

bomlástermékeként felszabaduló adenozin P1 purinoreceptorokon keresztül gátolja az 

Ach felszabadulását. Sokáig úgy gondolták, hogy az ATP kotranszmitter, az 

acetilkolinnal együtt szabadul fel és a nikotin típusú kolinerg receptoron keresztül fejti 

ki módosító hatását. Henning és mtsaihoz (1996) hasonlóan, az általunk bemutatott, 

tenyésztett vázizomsejteken mért eredmények is arra utalnak, hogy az ATP más 

útvonalon, eltérQ hatásmechanizmussal, P2X, illetve P2Y purinoceptoron keresztül hat. 

Ezt bizonyítja a megfigyelés, hogy az ATP által kiváltott [Ca2+]ic-változás kinetikája, 

nagysága, valamint farmakológiai befolyásolhatósága különbözött az acetilkolin által 

kiváltott válaszok tulajdonságaitól. 

Az ATP nemcsak idegsejtekbQl, hanem a szomszédos sejtekbQl is felszabadulhat. 

Bár fiziológiás testhQmérsékleten az ATP féléletideje rövid, diffúzióval eljuthat a 

szatellita sejtekig, illetve a fúzionáló myoblastokig, ahol minden valószín_ség szerint 

purinoreceptorokon keresztül, intracelluláris Ca2+-koncentráció emelkedést indukál. 

Az ionotróp purinoreceptorok pórusátmérQje nagyobb (0,9-1 nm), mint a nikotin 

típusú acetilkolin receptoré, illetve a Ca2+-ra vonatkoztatott relatív ionpermeábilitásuk 

(PCa/Na = 2,2 - 4) is mintegy 10-szer nagyobb a kolinerg receptorhoz képest (PCa/Na= 

0,3). Mindez azt jelenti, hogy a purinerg receptoron át történQ Ca2+-beáramlás sokkal 

jelentQsebb, mint az acetilkolin által aktivált nikotin típusú receptorokon. 
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V.1.1. Az ATP hatásai humán tenyésztett vázizomsejteken 

Humán tenyésztett vázizomsejteken, eredményeink szerint, az ATP 

koncentrációfüggQ módon képes [Ca2+]ic emelkedést kiváltani. A kalciumtranzienseket 

két könnyen elkülöníthetQ csoportba lehetett besorolni. Az egyikbe a lassú, fokozatos 

növekedést mutató tranziensek, a másikba pedig a kétfázisú válaszok tartoztak. Ez 

utóbbi esetben a korai, gyors felszálló szár után egy viszonylag lassabb, egyenletesebb 

Ca2+-beáramlás volt megfigyelhetQ. Az ATP hatását nem gátolta a nikotin-típusú 

acetilkolin receptor antagonistájaként ismert d-tubokurarin, a feszültségfüggQ Na+ 

csatornák gátlószere a TTX, valamint az L-típusú Ca2+ csatorna blokkoló verapamil. 

Kísérleteinkben extracelluláris Ca2+ hiányában, ATP hatására nem történt [Ca2+]ic 

változás, tehát úgy t_nt, hogy a külsQ Ca2+-beáramlás szükséges a tranziens 

létrehozásához. A kísérleteknek ebben a szakaszában úgy gondoltuk, hogy a kétfázisú 

tranziens elsQ részét a külsQ térbQl, közvetlenül az ionotróp receptorokon keresztül 

beáramló Ca2+-ok váltják ki, a második részét, pedig az intracelluláris raktárakból 

felszabaduló Ca2+-ok hozzá létre. A vázizomsejtek fejlettségétQl nagyban függ, hogyan 

válaszolnak a sejtek különbözQ anyagokra. Míg a sejtek differenciálódásával elQbb nQ, 

majd csökken az ATP alkalmazásával kiváltható válaszok nagysága, acetilkolin, illetve 

K+-depolarizáció hatására folyamatos a növekedés. Ennek egyik lehetséges 

magyarázata, hogy a vázizomsejtek fejlQdése során az izomsejtek membránpotenciálja 

egyre negatívabb lesz, a membrán depolarizációjának hatására megnyíló 

feszültségfüggQ ioncsatornák nagyobb mérték_ kationbeáramlást idéznek elQ. Másik 

fontos megállapítás, hogy a differenciálódás elQrehaladtával a sarcoplasmaticus 

reticulum is egyre fejlettebb lesz (Kelly, 1971; Franzini-Armstrong és Jorgensen, 1994), 

melynek hatására nQ az intracellulárisan raktározható Ca2+ mennyisége, aminek fontos 

szerepe lehet a sejten belüli Ca2+-koncentrációt növelQ mechanizmusokban. 
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Az ATP a vázizom embrionális fejlQdésében csakúgy, mint a sérülések utáni 

regenerációs folyamatokban, valószín_leg nagyon fontos szerepet tölt be. A fejlQdés 

korai szakaszában egyes sejtfolyamatok beindításához, illetve a génexpressziót 

szabályozó folyamatokhoz a másodlagos hírvivQként szereplQ Ca2+ koncentrációjának 

megemelkedése elengedhetetlen. Az acetilkolin ilyen irányú szerepe ezzel szemben 

korlátozott, hiszen az embrionálisan fejlQdQ izomsejteknek kezdetben még nincs 

motoneuronos beidegzése, tehát a sejtekbe, bár rendelkeznek nikotin-típusú acetilkolin 

receptorokkal, acetilkolin hiányában nem történik Ca2+-belépés. FelnQtt egyedekben a 

motoros véglemez területén felszabaduló acetilkolin hatása lokális, mert a 

neuromuscularis junctioban jelen levQ acetilkolin-észteráz enzim, mely a szervezet 

egyik legnagyobb aktivitással rendelkezQ enzime, nagyon gyorsan és hatékonyan bontja 

a neurotranszmittert, amely így nem képes eldiffundálni a szinapszis közvetlen 

közelébQl, így hatása a fejlQdQ izomsejteken nem jelentkezik. 

V.1.2. Egér tenyésztett vázizomsejtek 

Miután sikerült kimutatnunk az ATP által aktivált purinoreceptorok jelenlétét 

humán tenyésztett vázizomsejteken, a további funkcionális vizsgálatokat egérbQl 

származó izomsejtek tenyészetein folytattuk. Az extracellulárisan alkalmazott ATP egér 

tenyésztett vázizomsejteken is kalciumfelszabadulást eredményezett, ami egy korai 

csúccsal és egy azt követQ lassabb, fenntartott komponenssel volt jellemezhetQ. Az 

ATP-vel kiváltható kalciumtranziensek a humán izomsejtekhez hasonló módon 

korfüggést mutattak. Az ATP által kiváltott fluxus idQbeli lefolyása a differenciálódás 

elQrehaladtával jellegzetesen módosult. A tranziens és a fenntartott komponens 

elkülönült, majd a korai tranziens csúcs a teljesen differenciált sejteken elt_nt. A gyors 

komponens elsQsorban a P2X receptorok aktivációjától és az azt követQ 



 70

depolarizációtól, míg a lassabb, fenntartott fluxus a P2Y receptoroktól függ. ATP 

ismételt adagolása fiatal, kevesebb, mint 5 magvú sejteken a kalciumtranziensek 

amplitúdójának, valamint a fluxus gyors komponensének jelentQs csökkenését okozta, 

differenciáltabb sejteken ez a hatás nem volt ilyen jelentQs. 

Megvizsgáltuk az ATP által kiváltott áramokat is. Méréseink szerint ezek nem 

szelektív kationáramok, melyek nagysága korfüggést mutat. ATP ismételt adagolásának 

hatására az áram amplitúdója nem csökkent jelentQsen. A membránpotenciál a 

differenciáltabb alakokon egyre negatívabb értékeket vesz fel. Ezzel párhuzamosan az 

ATP hatására bekövetkezQ membránpotenciálváltozás egyre kevésbé jelentQs. 

V.1.3. A fluxust létrehozó kalciumionok eredete 

Korábban már beszámoltak arról, (Ryten és mtsai, 2002), hogy az extracellulárisan 

alkalmazott ATP a P2X receptorok aktiválásán keresztül fejti ki hatását tenyésztett 

emlQs vázizomsejteken. A P2X receptor aktiválódása és a vele járó depolarizáció, ha 

elég nagy, események egész sorát indítja be, melynek látható eredménye a 

kalciumtranziens. A sejt intracelluláris terébe belépQ kalcium származhat az 

extracelluláris térbQl, a P2X receptoron, mint ionotróp receptoron (North, 2002), vagy 

feszültségérzékeny kalciumcsatornákon keresztül (Beam és Knudson, 1988; Cognard és 

mtsai, 1993), valamint felszabadulhat a belsQ raktárakból, fQként az SR-bQl, feszültség- 

és/vagy kalcium-indukált kalcium felszabadulás révén. 

ATP alkalmazása az 5-10 maggal rendelkezQ myotubulusokon nagy, befelé 

irányuló áramokat és ezzel egyidej_leg depolarizációt okozott (5. ábra). Ez a 

depolarizáció (20 mV) elegendQ volt ahhoz, hogy akciós potenciált váltson ki a 

sejteken, így aktiválva a feszültségfüggQ T- és L-típusú kalcium áramokat (Cognard és 

mtsai, 1993). Ezek a folyamatok magyarázhatják az ATP adást követQ, nagy 
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kalciumfluxust. Másrészt viszont a T-típusú kalcium áramok gyorsan inaktiválódnak 

(Perez-Reyes, 2003), s még a lassabb, L-típusú áramok is teljesen megsz_nnek néhány 

másodperc alatt. Mivel a feszültségérzékeny folyamatok inaktivációja izomrostokon 

kevesebb, mint 10 másodpercen belül bekövetkezik (Brum és Ríos, 1987), a fluxus 

fenntartott komponense, mely hosszan, az ATP adagolása alatt végig megmarad, a 

feszültségfüggQ folyamatokkal nem magyarázható. Differenciált izomcsövekben ezzel 

szemben sokkal negatívabb a membránpotenciál, az ATP alkalmazásával kiváltható 

depolarizáció pedig jóval kisebb (4 mV), így az feltehetQen nem elegendQ a 

feszültségfüggQ folyamatok aktiválásához. Valószín_nek t_nik tehát, hogy az ATP által 

kiváltott kalciumfluxus fenntartott komponenséért a szer alkalmazásának ideje alatt 

folyamatosan nyitott állapotban levQ P2X receptorokon keresztül megvalósuló 

kalciumbeáramlás, vagy egy, a P2X receptortól független mechanizmus a felelQs. Azt 

korábban már leírták, hogy a P2X7 receptor, ATP aktiválás alatt, folyamatosan nyitott 

állapotban van, rajta keresztül egy konstans áram folyik (North, 2002). Ez egyike 

azoknak a purinoreceptor típusoknak, melyet sikerült immoncitokémiai módszerrel 

kimutatnunk egér tenyésztett vázizomsejteken. A receptor relatív kalcium permeabilitási 

hányadosa (PCa/PNa) 2, így a használt oldatösszetétel mellett, az összáramnak körülbelül 

4%-át hordozzák kalciumionok. Kiszámolva az erre vonatkozó fluxust 

(Fl = IATP / V / F / 2, ahol V az átlagos sejttérfogat (20 pl), F a Faraday állandó) azt 

kaptuk, hogy az lényegesen kisebb (mintegy 3 µMs-1), mint a fluxus fenntartott 

komponensének értéke (15 µMs-1). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a tenyésztett 

myotubulusokon jelen van egy P2X receptoroktól független fluxus is. Immunfestéssel 

kimutattattuk egyes P2Y receptorok jelenlétét is. Mivel kísérleteink során 

bebizonyítottuk, hogy az ATP által kiváltott kalciumtranziensek és a belQlük számított 

fluxusok gátolhatók voltak suraminnal, ami a P2Y receptorok gátlószere, ez 
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megerQsítette azon feltételezésünket, miszerint a fluxus fenntartott komponensének 

hozzávetQleg 80% -áért a P2Y receptorok aktivációja és így az SR-bQl történQ 

kalciumfelszabadulás a felelQs. 

V.1.4. Az ATP által kiváltott kalcium fluxus idQbelisége 

Az extracellulárisan alkalmazott ATP hatása a P2X receptorokon általában rövid 

ideig tart. A P2X1 és P2X3 receptor gyorsan, míg a P2X2 és a P2X4 altípusok lassan 

deszenzitizálódnak. Ráadásul az ATP-t gyorsan lebontják az extracellulárisan 

mindenhol elQforduló exonukleotidázok. 

Tekintettel arra, hogy az IATP amplitúdója nem változik jelentQsen az ATP 

adagolás alatt, a fluxus korai csökkenése nem magyarázható a P2X receptor 

deszenzitizációjával. Másrészt viszont rámutattunk, hogy a fluxus csúcskomponensét 

teljesen megszüntette a hosszú ideig tartó depolarizáció. Ezek a megfigyelések arra 

utalnak, hogy ezt a komponenst a felszíni membránon keresztül belépQ, valamint az SR-

bQl felszabaduló kalciumionok hozzák létre. A hosszú ideig nyitva levQ P2X receptorok 

azonban elnyújtott depolarizációt is okoznak, ami mind a T-, mind L-típusú áramokat 

inaktiválja. Hasonlóképpen a tartós depolarizáció a DHPR-ok, mint feszültség 

szenzorok inaktivációját is elQidézi. Ez az SR-bQl történQ kalciumfelszabadulás 

megsz_néséhez vezet. Ezen folyamatok együttese a kezdeti kalciumfluxus gyors, 

néhány másodperc alatt bekövetkezQ csökkenését eredményezi, ami összhangban áll a 

megfigyeléseinkkel. 

Az, hogy az ATP adagolás hatására megjelenQ, tranziens csúcs elt_nik a 

differenciálódás késQi fázisában, az elQbbiek alapján két dologgal magyarázható. A 

fejlQdéssel párhuzamosan, a P2X receptorok által okozott depolarizáció egyre kisebb 

lesz, míg a sejtek nyugalmi membránpotenciálja hiperpolarizáltabb értékeket vesz fel. 
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Az ATP tehát ezeken a sejtalakokon nem képes akciós potenciált kiváltani, így csak az 

ionotróp P2X receptorokon keresztül folyamatosan beáramló kalcium, az általa okozott, 

intracelluláris raktárakból történQ, kalcium aktivált kalciumfelszabadulás valamint a 

P2Y receptorok aktivációja okozhat intracelluláris kalciumkoncentráció növekedést. 

V.1.5. Purinoreceptor altípusok tenyésztett vázizomsejteken 

Vázizomsejteken több P2X receptor jelenlétét mutatták már ki, így a P2X1, P2X2, 

P2X5 és P2X6 (Soto és mtsai, 2003; Ryten és mtsai, 2001; Ruppelt és mtsai, 2001; 

Meyer és mtsai, 1999) altípust. Ryten és mtsai (2001) mutattak rá, egy jól szabályzott 

expressziós mintázatra, ennek során a P2X5 receptor jelenik meg elQször, majd a P2X6 

és P2X2 altípus expressziója lesz kimutatható patkány izom embrionális fejlQdése során. 

Mivel a P2X5 receptor jelenik meg elQször az embrionális élet során, úgy gondolják, 

hogy szerepe lehet az izomfejlQdés szabályozásában (Ryten és mtsai, 2002). 

Kísérleteinkben egér primer izomtenyészetben, az 5-10 magot tartalmazó sejteken 

három P2X receptor altípust sikerült kimutatnunk a P2X1-, P2X4- és P2X7-et. A P2X2 

receptor jelenléte nem volt kimutatható sejtjeinken, ami jó egyezést mutat azzal, amit 

Ryten és mtsai (2001) állapítottak meg, miszerint ez a receptor altípus csak a késQi 

differenciálódás szakaszában jelenik meg.  

A P2X4 és P2X7 altípusok jelenlétét vázizmokon eddig még nem írták le. Bo és 

mtsai (2003) monoklonális antitesteket használva, kimutatták a P2X4 receptor jelenlétét 

több patkány szövettípusban, így simaizmokban is. A P2X7 receptort is csak 

tengerimalac simaizmain sikerült kimutatni (Menzies és mtsai, 2003). Úgy gondoljuk, 

hogy az eltérést a fajok, a tenyésztett és az izolált sejtek közti különbözQség, illetve az 

immunjelölés során fellépQ esetleges keresztreakció okozhatja. Ez utóbbi feltevés a 

legvalószín_tlenebb, mivel kísérleteink során patkány P2X receptorok ellen termeltetett 
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antitesteket használtunk, melyek nagy fokú homológiát mutatnak az egér 

purinoreceptorokkal. A P2X4 receptor esetében például az a szekvencia, ami ellen az 

antitestet termelték azonos patkány és egér esetében, a patkány P2X7 receptor ellenes 

antitestek kötQdését az egér receptorhoz pedig már bemutatták (Solle és mtsai, 2001). 

Továbbá az általunk megfigyelt IATP kinetikája, a hosszú ideig fennmaradó, nagy 

amplitúdójú áram, a P2X7 receptorra jellemzQ. A kísérleteinkben meghatároztuk a 

kötQhelyek számát tükrözQ Hill-koeffíciens értékét, és az kettQhöz közeli értéknek 

adódott (n=1,66). Ez összhangban áll azzal a korábbi megállapítással, miszerint az ATP 

két helyen kötQdik a receptorához (Klapperstück és mtsai, 2001). 

Bár a P2Y receptorokról már kimutatták, hogy számos emlQsfaj simaizomsejtjein 

elQfordul, többek között egérben is, emlQsök vázizomsejtjein elQfordulásukat eddig még 

nem dokumentálták. A P2Y1 receptorokról azonban kimutatták, hogy az acetilkolin 

receptorokkal együtt fordul elQ neuromuscularis junctioban, és részt vesz az acetilkolin-

észteráz, valamint az AchR mRNS szintjének szabályzásában is csirke 

myotubulusokban (Choi és mtsai, 2001). Egérben a P2Y1, P2Y2 és a P2Y4 receptorok 

jelen vannak az embrionális fejlQdés alatt (Cheung és mtsai, 2003), expressziós szintjük 

folyamatosan változik, és a születés után mindhárom receptor altípus down-regulálódik. 

Immuncitokémiailag mindhárom receptort sikerült kimutatnunk egér tenyésztett 

vázizomsejteken, bár a P2Y2 receptor expresszióját alacsonynak találtuk. Tenyésztett 

vázizomsejtek felszíni membránjában az AchR-ok homogénen helyezkednek el, a 

beidegzés és így a neuromuscularis junctiok hiányában. Ez magyarázhatja az általunk 

tapasztalt egyenletes eloszlást a P2Y1 receptorok tekintetében. 
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V.1.6. PKC izoformák jelenléte proliferáló és differenciálódó myotubulusokon 

Korábbi tanulmányok már számot adtak arról, hogy a PKC izoenzimcsalád 

számos tagja megtalálható vázizomsejtekben. A megfigyelések szerint, a tenyésztett 

humán (Boczán és mtsai, 2000) és patkány (Hong és mtsai, 1995) vázizomsejtek 

expressziós mintázata eltér egymástól. Korábban már meghatározták az egér tenyésztett 

vázizomsejteken található PKC izoformákat (Zappelli és mtsai, 1996). Kísérleteinkben a 

klasszikus és új típusú izoenzimek közül a PKCg, く, i, és さ jelenlétét tudtuk kimutatni. 

Az atípusos PKCこ izoforma esetében is intenzív festQdést tapasztaltunk, míg a PKCそ/す 

és µ jelölQdése gyengének bizonyult. Bár a PKCし izoformáról eredetileg azt tartották, 

hogy vázizomspecifikus (Osada és mtsai, 1992), de tenyésztett vázizomsejteken sem 

nekünk, sem más kutatócsoportoknak (Zappelli és mtsai, 1996) a jelenlétét nem sikerült 

kimutatni. 

A PKC izoformák és expressziós mintázatuk számos sejttípusban (Martelli és 

mtsai, 1999) így vázizomsejtekben is (Boczán és mtsai, 2001) kapcsolatban hozható a 

sejtek proliferációjával és differenciálódásával. FeltételezhetQ, hogy a PKC klasszikus 

izoformái, különösképpen a PKCg, közvetlenül részt vesznek az izomsejtek 

proliferációjának szabályzásában (Capiati és mtsai, 2000). 

Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy az izomsejtek osztódását mutató 

proliferációs ráta maximuma, kontrollban a második napon van. ATP jelenlétében 

ennek értéke lecsökken, és késQbbre tolódik. A PKCg kimutatható mind a fejlQdés 

korai, mind késQi szakaszában kontroll körülmények között. Az ATP kezelés hatására, a 

PKCg szintje lecsökken, ezzel egyidQben a sejtosztódás üteme lelassul. A kontroll 

körülmények között tenyésztett differenciált izomsejtekre jellemzQ a PKCく pöttyözött 

magfestQdése. ATP kezelés hatására ez a mintázat már a két napos tenyészetek sejtjein 

megfigyelhetQ volt. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az ATP, a P2Y receptorok 
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aktiválásával, a PI útvonalon keresztül képes befolyásolni a tenyésztett vázizomsejtek 

proliferációját/differenciálódását. 

V.2. Elemi kalciumfelszabadulási események permeabilizált rostokon 

A kalciumfelszabadulás elemi eseményeinek vizsgálata egy viszonylag új 

módszer, mely mostanában kezd teret hódítani. Az [Ca2+]ic változás építQelemeinek 

számító események mind megjelenésükben, mind jellemzQ paramétereik tekintetében 

különböznek emlQsök (Conklin és mtsai, 2000; Kirsch és mtsai, 2001; Zhou és mtsai, 

2003), illetve kétélt_ek esetében (Tsugorka és mtsai, 1995; Klein és mtsai, 1996). 

EmlQsök esetében az elemi események mindkét formája, mind „spark”-ok, mind 

„ember”-ök elQfordulnak, de az események relatív frekvenciája béka izom esetében 

sokkal nagyobb. Korábbi vizsgálatok alapján kiderült, hogy ezeket az elemi 

kalciumfelszabadulási eseményeket intakt, Fluo-3-mal jelölt, illetve átvágott emlQs 

izomroston nem lehet megfigyelni, így Kirsch és mtsai (2001) által leírt módszert 

követve kísérleteinket úgynevezett kémiailag nyúzott rostokon végeztük. Mérési 

adataink kielemzéséhez térbeli és idQbeli karakterisztikán alapuló elemi eseményeket 

detektáló módszert alkalmaztunk. Mindez lehetQvé tette, hogy összehasonlítsuk a 

kontroll körülmények közt mért, valamint timol jelenlétében tapasztalt eseményeket. 

V.2.1. Kalciumfelszabadulási események timol jelenlétében 

A timol 30 µM koncentrációban növelte az elemi kalciumfelszabadulási 

események frekvenciáját, 0,0587-rQl 0,0654 s-1sarcomer-1-re. Ez az eredmény 

összhangban van az átvágott rostokon mért kalciumfelszabadulás változásával, illetve az 

izolált RYR megnyílási valószín_ségének megnövekedésével. Az események 

frekvenciájának növekedése azonban azt jelzi, hogy nem csak az egész sejtre kiterjedQ 
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kalciumfelszabadulásról van szó az esetünkben. Továbbá az „ember”-ök (melyek 

valójában az „elemi” események emlQs izmokon) relatív aránya a frekvenciánál is 

jobban nQ. Ha összehasonlítjuk mind a „spark”-ok, mind az „ember”-ök átlagos 

amplitúdóit kontroll körülmények között (0,93 és 0,21), illetve a timol kezelést 

követQen (0,70 valamint 0,17), azt tapasztaljuk, hogy mindkét esetben 20-24%-os a 

csökkenés. Az események amplitúdójának csökkenését úgy lehet magyarázni, hogy a 

timol fokozza a nyugalmi kalciumkilépést a raktárból, így az SR kalciumtartalma 

csökken. Az amplitúdó csökkenésével párhuzamosan nQ a csúcs eléréséhez szükséges 

idQ és az események hossza. 

Magasabb koncentrációban a timol a legtöbb esetben egy nagymérték_ 

kalciumfelszabadulást okoz, mely oly mérték_, hogy lehetetlené teszi az egyes 

események detektálását. Néhány esetben a rostok túlélik a 150 µM timol hozzáadását, 

ilyenkor azt tapasztaltuk, hogy az események frekvenciája lecsökken, míg az „ember”-

ök relatív elQfordulása tovább nQ. 150 µM koncentrációban a timol hosszú események 

megjelenését idézi elQ. Ezek nagyon hasonlítanak azokra az eseményekre, melyeket 

korábban béka vázizmokon írtak le, Imperatoxin A kezelés hatására (González és mtsai, 

2000; Shtifman és mtsai, 2000). Ez a toxin a csatorna kapuzását befolyásolta, a lipid 

kettQsrétegbe beépített egycsatornás modellen a RYR hosszú ideig tartó megnyílását 

okozta. Az a tény, hogy a kalciumfelszabadulási események állandó 

fluoreszcenciaértéket és egyforma térbeli kiterjedést mutatnak, arra utal, hogy a 

felszabaduló kalcium mennyisége egyensúlyt tart a diffúzióval és a kalciumionok 

megkötQdésével. 

Míg az Imperatoxin a kalciumcsatornát egy félig nyitott (szubkonduktancia) 

állapotban rögzíti (Tripathy és mtsai, 1998), a timolnak méréseink szerint nincs hatása a 

csatorna vezetQképességére. Tekintettel arra, hogy a kontroll körülmények között mért 
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„ember”-ök átlagos amplitúdója lényegében megegyezik a timol jelenlétében rögzített 

hosszú események átlagos amplitúdóival -a kismérték_ különbséget az SR 

kalciumtartalmának változása okozhatja– valószín_síthetQ, hogy ezek az események 

jelentik a kalciumfelszabadulás elemi egységét. Ez azt jelenti, hogy az „ember” vagy 

egy csatorna nyílását-záródását, vagy több csatorna szinkronizált kapuzását jeleníti meg 

(Marx és mtsai, 1998; Zhou és mtsai, 2003). 

Ahhoz, hogy meghatározzuk az egy „spark” létrehozásáért felelQs csatornák 

számát, elQször megvizsgáltuk, hogy mekkorák a legnagyobb amplitúdójú események. 

Mint azt korábban már leírták (Ríos és mtsai, 1999; Jiang és mtsai, 1999) az elemi 

események amplitúdóiban megfigyelhetQ különbségek elsQsorban abból adódnak, hogy 

a mérés síkja a kalciumfelszabadulás helyétQl változó távolságra (alatta vagy fölötte) 

helyezkedik el. Minél messzebb van ugyanis a mérés helye a kalciumfelszabadulás 

helyétQl, annál alacsonyabb a lokális [Ca2+]i. Ennek megfelelQen a legnagyobb 

amplitúdójú események feltehetQen azon mérésekbQl származnak, ahol a mérés síkja 

pontosan egybeesett a kalciumfelszabadulás helyével. A 15 legnagyobb eseményt 

megvizsgálva azt találtuk, hogy azok átlagos amplitúdójuk 2,96, míg a FWHM érték 

2,09 µm volt. A legnagyobb „ember”-ök esetében ezek a paraméterek átlagosan 0,43-

nak, illetve 1,72 µm-nek adódtak. A Sun és mtsai (1998) által az elemi események 

jellemzésére bevezetett „signal mass” (SM) egyrészt arányos az amplitúdó és a FWHM 

harmadik hatványának szorzatával (Chandler és mtsai, 2003), míg annak elsQ deriváltja 

a RYR-on átfolyó árammal (ZhuGe és mtsai, 2000). Utóbbi, feltételezve, hogy a 

hajtóerQ nem változik, arányos a résztvevQ csatornák számával. Így a „spark” és 

„ember” létrehozásáért felelQs csatornák arányát a 

 Ns / Ne = {d(As · FWHM s
 3)/dt} / {d(Ae · FWHMe

3)/dt}, (3) 
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képlettel lehet kiszámolni, ahol az s és e alsó indexek jelölik, hogy „spark”-ról, vagy 

„ember”-rQl van szó, az A az amplitúdó, a FWHM a maximális amplitúdó felénél mért 

térbeli szélesség. 

A fenti 15 „spark” és „ember” esetében az SM elsQ deriváltja átlagosan 8,4±1,0, 

illetve 0,29±0,7 pls-1 volt. Ez azt jelenti, hogy körülbelül 20-30-szor annyi csatorna 

megnyílása hoz létre egy „spark”-ot, mint egy „ember”-t. Ennek megfelelQen, ha az 

„ember”-t tekintjük egy csatorna megnyílása által létrehozott elemi eseménynek, a 

„spark” kialakításáért 20-30 csatorna egyidej_ megnyílása lehet a felelQs. Ha pedig az 

„ember”-t több csatorna együttes megnyílása okozza, egy „spark” létrehozásában akár 

100 csatorna megnyílása is részt vehet (Stern és mtsai, 1997). Fontos megemlíteni, hogy 

ZhuGe és mtsai (2000) lipid kettQsrétegbe visszaültetett RYR-on végzett árammérései 

alapján meghatározták a csatornán átfolyó áram nagyságát, ami 0,5 pA-nek adódott. 

Eredményeink tehát arra utalnak, hogy míg egy „ember” létrehozásának hátterében 1, 

vagy maximum 2 csatorna áll, addig a „spark” -ot közel 50 csatorna egyidej_ 

megnyílása okozza. 
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VI. Összefoglalás 

Kísérleteink célja a tenyésztett vázizomsejtek kalciumhomeosztázisának, valamint 

a kalciumfelszabadulás hátterében álló elemi eseményeknek a vizsgálata volt. 

Az eredményeink azt mutatják, hogy az ATP megemeli az [Ca2+]ic szintjét mind 

humán, mind egér tenyésztett vázizomsejteken. A tranziensek vagy lassú, monoton 

emelkedést mutattak, vagy kétfázisúak voltak, ahol az elsQ, gyorsan kialakuló 

komponenst egy lassabb, második kalciumbeáramlás követte. A kalciumtranziensek 

amplitúdója a sejtek differenciálódásának elQrehaladtával kezdetben nQtt. Az emelkedés 

az 5-10 magvú izomcsövek stádiumában érte el a maximumát, majd az amplitúdók 

csökkenni kezdtek. Ezzel szemben a K-depolarizációval, acetilkolinnal, valamint 

koffeinnel kiváltható válaszok nagysága a sejtek differenciálódásával párhuzamosan 

nQtt. Ez egyrészt a feszültségfüggQ folyamatok kiépülésével, és a nyugalmi 

membránpotenciál hiperpolarizáltabb irányba történQ megváltozásával illetve az 

intracelluláris raktárak fejlQdésével magyarázható, másrészrQl a receptorok számának 

differenciálódás alatti csökkenése is megfigyelhetQ. 

Az ATP adagolásával deszenzitizációt nem mutató, befelé irányuló áramot 

lehetett kiváltani. Az áramgörbék felszálló szára igen meredek, az áram maximumát 

körülbelül 300 ms alatt éri el. Az ATP hatásait nem befolyásolta a nAchR antagonista d-

tubokurarin, ami azt igazolta, hogy az ATP nem a nikotin-típusú acetilkolin receptoron 

keresztül hat, hanem egy ionotróp purinoreceptor aktiválódását idézi elQ. A 

depolarizáció, a feszültségfüggQ csatornák gátlása, valamint a külsQ kalcium eltávolítása 

fQként az ATP alkalmazásával kiváltható fluxusok gyors komponensét csökkentette. A 

purinoreceptorokat gátló suramin koncentrációfüggQ módon csökkentette az ATP 

alkalmazásával kiváltható válaszokat. Ezzel összhangban mind P2X, mind P2Y 
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purinoreceptorok jelenlétét sikerült immuncitokémiai módszerekkel is kimutatni. Az 

ATP hosszantartó alkalmazása a tenyésztett vázizomsejtek proliferációját csökkentette, 

míg a differenciálódást elQsegítette. Az ATP ezen hatása valószín_leg a PKC rendszeren 

keresztül, a foszfatidil-inozitol jelátviteli útvonalon keresztül valósul meg. 

Kísérleteinkben sikerült meghatározni az egész sejtre kiterjedQ 

kalciumfelszabadulások hátterében álló, elemi kalciumfelszabadulási események 

jellemzQ paramétereit emlQs vázizomban. Kimutattuk, hogy a timol megváltoztatja 

ezeket a paramétereket, növeli az események elQfordulási valószín_ségét, csökkenti az 

amplitúdót és a térbeli kiterjedést, de az események idQtartamát megnyújtja. Kis 

koncentrációban alkalmazva a szert az események megoszlása is megváltozik, az 

„ember”-ök és az összetett események gyakrabban fordulnak elQ, mint kontroll 

körülmények között. Nagy koncentrációban alkalmazva a timol több száz szekundum 

hosszú elemi kalciumfelszabadulásokat idéz elQ. 

Ezek az eredmények hozzájárulhatnak a vázizomsejtek kalciumhomeosztázisának 

jobb megismeréséhez. 
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