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I. Roviditések jegyzéke

I. Roviditések jegyzéke

ADA: adenozin-deaminiz

ADP: adenozin-difoszfat

AM: acetoxi-metilészter

AMP: adenozin-monofoszfat

Ap4A: diadenozin-tetrafoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

ATPyS: adenozin-5’-O-(3-tiotrifoszfat)

BBG: brilianskék-G (brilliant blue G)

BCA: bicinchoninic acid

BPE: marhahipofizis-kivonat (bovine pituitary
extract)

BSA: marhaszérum albumin (bovine serum
albumin)

BzATP: 3’-O-(4-benzoil)benzoil-ATP

Caypyra: Fura-2-hoz kotott Ca2+—mennyiség

Cap,ry: parvalbuminhoz kotott Ca2+—mennyiség

Capympa: @ pumpédkhoz kotott Ca”**-mennyiség

Cag,apaa: a szabad citoplazmatikus Ca**-
mennyiség

Cay,: teljes intracellularis Ca2+—mennyiség

Caganszp: 2 Ca*-eltdvolité mechanizmusok
altal transzportalt Ca** mennyisége

Cagpc: troponin C-hez kotott Ca2+—mennyiség

[Ca®].: extracelluldris Ca**-koncentracié

[Ca**];: intracelluldris Ca**-koncentréacié

A[Ca®*];: az intracelluldris Ca**-koncentracié
valtozasa

CaM: kalmodulin

CICR: kalcium indukalta
kalciumfelszabadulas (calcium induced
calcium release)

CMF: Ca**/Mg”" mentes (Ca®*/Mg** free)

CPA: ciklopiazonsav

CRAC-Ch: kalciumfelszabadulas aktivalta
kalcium csatorna (calcium release
activated calcium channel)

Crec: calreticulin

Csq: calsequestrin

DAG: 1,2-diacil-glicerol

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol

DHPR: dihidropiridin receptor

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

eA: ectoATPaz

EC: extracellularis (tér)

ECsy: félhatasos dozis (effective concentration
in 50%)

ECL: erositett kemilumineszcencia (enhanced
chemiluminesence)

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor
(epidermal growth factor receptor)

EGTA: etilén-glikol-bisz(2-aminoetil-éter)-
N,N,N',N'-tetraecetsav

ER: endoplasmaticus reticulum

Ex-ch: masodlagosan aktiv kalcium/néatrium
antiporter

FCS: foetalis borjiszérum (foetal calf serum)

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FKBP: FK-506 kotd protein (FK-506 binding
protein)

FL: Ca™*-fluxus

FL cs: a Ca*-tranziens korai fazisa sordn
mért fluxus

FLpae: @ Ca*-tranziens késéi, fenntartott fazi-
sa sordan mért fluxus

FRET: fluoreszcencia rezonancia energia-
transzfer

G-prot: G-protein

H+L: kdnnyt és nehéz (heavy és light) lanc

HeLa: Henrietta Lacks (az 0 cervix
carcinomdjabdl szarmazé sejtvonal elne-
vezése)

HGF: hepatocyta ndovekedési faktor
(hepatocyte growth factor)

hrEGF: humén rekombinédns epidermalis no-
vekedési faktor (human recombinant
epidermal growth factor)

HRPO: tormaperoxidaz (horseradish
peroxidase)

HS: 16szérum (horse serum)

Ly, xyz éltal kivaltott &ram

IC: intracellularis (tér)

IL-1B: interleukin-1p

i.p.: intraperitonedlis

IP/R: inozitol-1,4,5-triszfoszfat / receptor
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I. Roviditések jegyzéke

Lbx1: lady bird homolog-1

lig: ligandum

Lig-Ch: ligandfiiggd ioncsatorna (channel)

M: mitokondrium

m: monoklondlis

MAPK: mitogén aktivélta protein-kinaz

MDSC: izombdl szarmazé Ossejtek (muscle-
derived stem cells)

2ME: 2-metoxi-6sztradiol

o,p-meATP: o,f-metilén-ATP

B,y-meATP: B,y-metilén-ATP

2-MeS-AMP/ADP/ATP: 2-metiltio-
AMP/ADP/ATP

Metab-Rec: metabotrop receptor

MP: membrénpotenciél

mRNS: messenger RNS

MRS 2179: N®-metil-2’deoxiadenozin-3",5’-
biszfoszfat

Msx1: muscle segment homeobox-1

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium-bromid

Myf5: myogenic factor-5

MyoD: myoblast determination protein

n.s.: nem szignifikans

NANC: nem adrenerg, nem kolinerg

NE: nemzetkozi egység

NF023: 3’-urea-8-(benzamido)naftalén-1,3,5-
triszulfonsav

NMDG: N-metil-D-glukamin

0-ATP: oxidélt ATP

OD: optikai denzitas

OOI: Orszagos Onkoldgiai Intézet

p: poliklonalis

P2X,,,R: P2X,,, receptor

Pax-3: paired box protein-3

PBS: foszfatpuffer (phosphate buffered saline)

PIP,: foszfatidil-inozitol-4,5-difoszfat

PKC: protein-kindz-C

PKCID: PKC indukalta differenciaci6

PL: foszfolambén

PLC: foszfolipaz-C

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

PPADS: piridoxal-foszfat-6-azofenil-2’,4’-
diszulfonsav

PS: foszfatidil-szerin

PTI: Photon Technology International

PV, a Ca2+—transzport maximdlis sebessége

gPCR: kvantitativ polimeraz lancreakci6
(quantitative polimerase chain reaction)

RISK: RNS indukailta ,.elnémité” komplex
(RNA induced silencing complex)

RNS: ribonukleinsav

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-
1640

RyR: rianodin receptor

SCID: stilyos kombindlt immundeficiencia
(severe combined immune deficiency)

SDS-PAGE (SB): natrium-dodecil-szulfat-
poliakrilamid gélelektroforazis (mint4ja-
nak puffere) [sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis
(sample buffer)]

SEM: az 4tlag standard hib4ja (standard error
of the mean)

SERCA: sarco-endoplasmaticus reticulum
kalcium ATP4z

SFM: szérummentes tdpoldat (serum free
medium)

SID: szérum indukalta differencidci6

siRNS: kis/rovid interferalé RNS; ,,elnémits”
RNS (small/short interfering RNS;
silencing RNS)

SOCE: raktarak vezérelte kalciumbelépés
(store operated calcium entry)

SSP: felszinesen terjedé melanoma
(superficially spreading melanoma)

SR: sarcoplasmaticus reticulum

SRE: szérumra valaszol6 rész (DNS-ben)
(serum response element)

SRF: szérumra valaszol6 faktor (serum
response factor)

TGFP: transzformal6 novekedési faktor B
(transforming growth factor )

TNP-ATP: 2' (vagy 3')-O-trinitrofenil-ATP

TR: Texas voros (Texas Red)

TROP: troponin-tropomiozin komplex

TRP: tranziens receptorpotencial

ttkg: testtomeg kilogramm

VG-Ch: fesziiltségvezérelt ioncsatorna
(voltage-gated channel)
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I1. Bevezetés

I1.1. A kisérleteinkben hasznalt sejttipusok néhany jellemzo tulajdonsaga
I1.1.1. Vazizomsejtek

Szamos kiilonféle funkciéju sejttipusra jellemz6 az aktin- és miozinfilamentumok speci-
alis kolcsonhatdsa révén megvaldsulé Osszehizodas képessége, vagyis a kontraktilitds. Bar
kontraktilis sejtekrol hallva a legtobb embernek az izomsejtek jutnak eszébe, nem szabad elfe-
lejteniink, hogy ugyanilyen molekuldris elven miikodo Osszehuzodasra képesek egyéb
mesodermalis eredeti sejtek, tgymint az érfal felépitésében kulcsfontossdgi endothelialis
sejtek (Boyer és mtsai, 2006) és pericytdk (Shepro és Morel, 1993), s6t, az ontogenezis sordn
a kiilsé csiralemez is 1étrehozza a maga kontraktilis sejtjeit: ezek a kiilonféle ectodermalis
eredetli mirigyek szekrétumainak a mirigybdl torténd kiiiritéséért felelds myoepithelialis sej-
tek.

A ,klasszikus” kontraktilis sejteknek, az izmoknak hdrom tipusat kiilonboztetjiilk meg:
mig a simaizmok nem rendelkeznek sarcomerdkba rendezddott kontraktilis apparatussal, a
sziv- és vazizom erOsen organizalt struktirdja a fénymikroszkopban megfigyelhetd harantcsi-
kolt képet eredményezi. A simaizmok a zsigerek felépitésében vesznek részt, a szivizom a
keringés folyamatos fenntartdsdnak és sziikség esetén gyors adapticidjanak igényéhez alkal-
mazkodott, mig a csontrendszeren tapadd vazizomzat szerepe a jellemzo testtartds és a hely-
valtoztatds biztositdsa. El0bbi két szovet vegetativ és endokrin, mig utébbi somatomotoros

vezérlés alatt all.

I1.1.1.1. A vdzizom fontosabb morfoldgiai sajdtsagai

A makroszkoéposan is l4thaté vazizmot durva kotdszovetes tok, az epimysium hatarolja,
melyen belill az izomrostok kotegei (fasciculusok) egy tujabb kotOszovetes burokba, a
perimysiumba zarva helyezkednek el. A szdmos prekurzor sejt Osszeolvadasabol 1étrejott
tobbmagvu izomrostot a finom endomysium burkolja, mely vér- és nyirokereket, illetve ide-
geket tartalmaz (1. dbra). Az izomrost sejtmembranjat, a sarcolemmat membrana basalis fedi.
A sejt cytoplasmdjanak, melyet vazizom esetében sarcoplasmanak vagy myoplasmanak is
neveznek, jelentds tomegét alkotjdk a myofibrillumok, melyek a vékony (aktin) és vastag
(miozin) myofilamentumokbdl épiilnek fel. A myofibrillumok periodikusan ismétlédoé szaka-
szai a sarcomerdk, ezek végét az un. Z-lemezek jelzik, melyek az aktinszdlak egyik végének

rogzitésére szolgdld struktirdk. A sarcomer miozint tartalmazé részei alkotjdk az
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Izom sefimag 1zomrostkoteg

SR longitudinalis tubulus Sarcolemma | i
sarcolemma

transzverzalis SR termindlis ciszterna

A-vonal | I-vona[, %

[ H-zéna |

| N
FETI NI ,:'I
i AN Z-lemez
aktin tropomiozin "~
| | *
Myofilamentumok Myofibrillum

(Fehér, 2004 nyoman)

1. dbra. A vazizom felépitésének hierarchiaja. (SR: sarcoplazmaticus reticulum.)

A- (anizotrép) vonalat, a csak aktint tartalmazé részek pedig az I- (izotr6p) vonalat. E16bbi
kozepén a csak miozinbdl 4ll6 H-z6na, mig utébbi kozepén a Z-csik taldlhatd. Az aktinnal
szoros kapcsolatban taldljuk szabalyoz6 fehérjéit, a racsavarodott tropomiozint €s a kalcium-
szignalt dekddold troponint. Sajatosan a kifejlett vazizomra jellemz6, hogy a nagy tomegl
kontraktilis rendszer a periféridara sztoritja az izomrostonként akar tobb szdz magot. Az
excitacids-kontrakcids kapcsolat morfoldgiai feltételeit az un. tridd struktira teremti meg. A
vazizom specidlisan médosult endoplazmatikus retikuluma az SR/, melynek a sarcomerekkel
parhuzamos longitudindlis (L) tubulusai termindlis ciszterndkka tagulnak a Z-lemezek folott,
ahol igen szoros fizikai kozelségbe keriilnek a sarcolemmadval folytonos, annak inva-
ginécidjaval 1étrejovo transzverzélis (T) tubulusokkal. Egy T tubulus és a két oldalrdl hozz4-
fekvo két termindlis ciszterna alkotja a triddot, melynek — mint latni fogjuk — alapvetd szerepe

van az excitacids-kontrakcios kapcsolds folyamataiban.

' A dolgozatban szerepld roviditések jelentésének tobbségét — a szoveg jobb attekinthetdsége érdekében — a
szovegtorzsben nem adtam meg, ennek megfeleléen viszont a dolgozat elején kiilon részben, I. Roviditések jegy-
zéke cim alatt valamennyi megtaldlhaté betlirendben felsorolva.
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I1.1.1.2. Izomfejlédés (myogenesis) és izomregeneracid

Az elozdekben felvazolt specializélt struktira kialakuldsa mind az intrauterin életben
bekovetkez6 izomfejlodés és -differencidcid, mind a postnatalis sériiléseket kovetd izomrege-
neracié sordn jol szabélyozott, tobblépcsds fejlodési folyamat végeredményeként jon 1étre. (A
téma részletes attekintése megtaldlhaté a Neuromuscular Disease Center internetes oldaldn;
Neuromuscular Disease Center, 2005.) A torzs és a végtagok izomsejtjeinek prekurzorai a
mesodermalis eredetli somitdk dermomyotomjainak, majd myotomjainak epaxialis és
hypaxialis elhelyezkedésti differencidlatlan mesenchymasejtjei. Ezek delaminédcidjat és a
megfeleld helyre torténd migracidjat kovetden jonnek 1étre a torzs és a végtagok izomzatanak
kezdeményei (Buckingham é&s mtsai, 2003). Ezek a prekurzor, még multipotens
mesenchymalis sejtek vindorldsuk sordn €s a végtagbimbdkba érve intenziv proliferacioba
kezdenek, ezzel parhuzamosan pedig beindul a determindciénak nevezett folyamat, melynek
végeredményeként 1étrejonnek az izom irdnyu differencidlodasra elkotelezett, de még a termi-
ndlis differencidldédas elott 4116 myoblastok. Ezen sejtek fuzidjaval két hullimban torténik
meg a termindlisan differencidloédott izomcesovek (myotubulusok) képzodése: az elsé hulldm
eredményezi az Gn. primer myotubulusokat (egérben ez az embryonalis élet masodik hetének
masodik felében torténik), a masodik hullaim sordn pedig (egérben a megtermékenyités utani
harmadik hét elsd felében) az elsé korben a TGFp 4altal szupprimdlt myoblastokbdl az
innervéacié megjelenésével parhuzamosan a primer izomcsovek koriil kialakulnak a szekunder
myotubulusok (Buckingham és mtsai, 2003). Az izomcsovek tovabbi myoblastokkal fuzio-
ndlva novekszenek, majd az izomspecifikus fehérjék, kiilonosen a konnyli és nehéz
filamentumok nagy tomegben beindulé szintézisének eredményeképpen a myoplasma térfo-
gatdnak jelentOs centrdlis részét a kontraktilis fehérjdk toltik ki, a sejtmagok a sarcolemma alé
szorulnak és megjelenik a vazizom fentebb bemutatott differencialt formdja, az izomrost.

A delamindcié-migracié-proliferacié-determindcio-differencidcié-izomrostképzddés
eseménysor szoros genetikai szabdlyozas alatt 41l (Muntoni és mtsai, 2002). A myogenesis
sordn nukledris transzkripcids faktorok, sejtfelszini receptorok, illetve szekretalt molekuldk
szekvencidlis aktivdldsa és gatldsa, atirdsanak fokozdddsa vagy csokkenése eredményezi a
fentebb bemutatott folyamat zavartalan lezajlasat. A legfontosabb résztvevd gének és termé-
keik az egyes fazisokban (a teljesség igénye nélkiil): delamindci6 — Pax3 (nukledris faktor),
c-met (HGF-receptor tirozin-kindz); migracié — c-met, Lbx1 (nukledris faktor); proliferacié —
Pax3, c-met, Mox2 (homeobox transzkripcids faktor), Msx1 (transzkripcids faktor); determi-

nacié — Myf5, MyoD (transzkripciés faktorok); differenciacié — myogenin; izomrostképzddés
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— Lbx1, Mox2 (konkrét izomcsoportok kialakuldsadért felelds transzkripcids faktorok)
(Muntoni és mtsai, 2002).

Az izomrostok kialakuldsa nem zarul le véglegesen az embryondlis és magzati korban,
hiszen a novekedés soran €s izomsériilést kovetden a postnatalis életkorban is képzodik vaz-
izomrost de novo. Béar jelen ismereteink szerint lehetséges izomrostok udjdonképzddése
extramuscularis szovetekbdl szarmazo, igy példaul a vdzizomban megtapadé csontveldi (Fer-
rari és mtsai, 1998), embryondlis vascularis eredetli (De Angelis és mtsai, 1999), idegrendsze-
ri (Clarke €s mtsai, 2000) vagy éppen dermalis (Young és mtsai, 2001) ds- (stem) sejtekbdl is,
mégis az az dltalanosan elfogadott elképzelés, hogy felndtt korban az izomrostképzddés f6
forrasdul szolgalo sejtek magdban a vazizomban, a rostok lamina basalisa alatt helyezkednek
el. Ezek in vitro tenyészetekben mutatott sajatsagaik és sejtfelszini, valamint intracelluldris
markereik alapjan szdmos kiilonb6z6 mddon csoportosithatok, alapvetden azonban két sejtti-
pus kiilonithetd el: az izom eredeti Ossejtek (MDSC-k, muscle-derived stem cells) és a
szatellitasejtek (Qu-Petersen és mtsai, 2002). (Egyes szerzOk ezeket egymas alcsoportjaiként
kezelik, mdsok a fogalmakat szinonimaként hasznéljdk.)

Az MDSC-k a csontveldben és a szervezet egyéb szoveteiben (lasd fent) megtaldlhatéd
pluripotens Ossejtek kozé tartoznak és szamos meso- és ectodermalis szovetté képesek diffe-
rencidlédni. Az izomregenerdcidban vagy kozvetleniil, vagy szatellitasejtek képzésén keresz-
tiil vehetnek részt. A szatellitasejtek tulajdonképpen az izomrost lamina basalisa alatt nyugvo
allapotba keriilt myoblastok (Mauro, 1961), melyek az izom irdnyud differencidlédés felé sok-
kal elkotelezettebbek a MDSC-knél és ezen jellemzd sajatsaguk szoros Osszefiiggést mutat
Pax7 pozitivitasikkal, melyre az MDSC-k negativak (Seale és mtsai, 2000). A szatellitasejtek
szdrmazasi helye az embryonalis korban nem egyértelmii. Mesenchymalis eredetiik igen val6-
szinli, de a korai myoblastokhoz hasonlé somitalis eredet mellett a sejtek pozitivitisa az
endothelsejtmarkerekre felveti az endothelialis-vascularis szarmazast is. A postnatalis életben
a felhasznalddott szatellitasejtek potlasa részben a maradék szatellitasejtek osztddasa, részben
pedig az MDSC-k proliferdcidja és differencidcidja révén valésulhat meg. Az izmot ért karo-
sité behatds nyomdan a nyugvo sejtek aktivalédnak, és a myoblast-myotubulus-izomrost fejlo-

dési sort végigjarva potoljak az elveszett rostokat.

IT.1.1.3. A myogenesis sejttipusainak mikroszképos morfoldgidja

In vitro az izomfejlodés jOl reprodukdlhaté akdr immortalizalt myoblast sejtvonalak

megfeleld tenyésztésével, akar specidlis emésztéssel nyert szatellitasejt-tenyészet fenntartasa-
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val és differenciéltatasaval, mely modszereket mi is alkalmaztuk (1asd még a IV.1.1. és IV.1.2.
alfejezeteket). Ilyenkor jol kovethetdek a fejlodés kiillonbozo stadiumaiban levo sejtek morfo-
16giai véltozasai (8./a dbra). A lamina basalis aldl kiszabaditott primer szatellitasejtekbol ki-
alakuld, vagy — sejtvonal esetében — az immortalizdlt myoblastok tipusosan orsé alakd,
fibroblastokhoz hasonlé megjelenésii sejtek nagy sejtmaggal €s jol lathaté nucleolusszal, de
tenyészetben gyakran latni 6ket mint halvidny cytoplasm4jd, nyidlvanyos, csillag alakura kite-
riilt, laza hélézatot formdalé sejteket prominens nucleussal és nucleolusokkal, ami egyértelmu-
en utal mesenchymalis eredetiikre. A myoblastok fuzijaval 1étrejovo elongélt, cilindrikus
sokmagvu képzédmények az izomcsdvek. A myotubulusok koriil membrana basalis alakul ki.
Sejtmagjaik centrélis helyzetiiek. Bar mar ekkor megjelennek és kotegekbe rendezddnek a
kontraktilis fehérjék, tovabbi sejtfizidk €s myofibrillum-szintézis sziikséges ahhoz, hogy 1ét-
rejojjenek a fénymikroszképban hardntcsikolt képet mutatd, sarcomerdkba rendezett
myofibrillumok éltal a periféridra szoritott tobb tucat maggal rendelkezd, in vitro is parhuza-

mos lefutast izomrostok, melyek az izomdifferencidlédds végeredményét jelentik.

I1.1.2. Melanocytdk és melanoma sejtek — szdrmazds, funkcio, mikroszkopos morfologia

A melanocytdk a diclécbdl szarmazdé sejtek, melyek a dermisen keresztiil vandorolnak
az epidermis stratum basaléjaba. Kis, kerek, az epidermisz membrana basalisidn iil6 sejtek,
melyek szamos nyulvéanyt kiildenek a stratum spinosum keratinocytai kozé. Elsodleges felada-
tuk a melanintermelés, melyet tirozinbdl éllitanak eld. A tirozint a sejtek kis vezikulumokban,
un. premelanosomdkban taroljak, ahol megtorténik a tirozin melaninna torténd Aatalakitasa.
Ettdl kezdve a vezikulat melanosomdnak hivjuk. A melanosomdk a sejttestben képzddnek,
ahonnan a dendritikus nyulvdanyba vandorolnak. A nyulvdnyok csucsi részeiben 6sszegy(ilo
melanosomdk a nyudlvanyok cstcsi részeivel egyiitt leflizodnek a sejtekrol, és a szomszédos
keratinocytdk egy fagocitdzisra emlékeztetd folyamat sordn bekebelezik azokat. Végiil tehat a
melaninszemcsék a keratinocytdkban is megjelennek annak ellenére, hogy azok melanint nem
termelnek, igy a melanocytdk a bor pigmentaltsagat, kozvetve pedig az UV-sugérzassal szem-
beni védelmét biztositjdk. Az daltalunk haszndlt, humdn bdrbdl enzimatikusan izolalt
pigmentsejtek fénymikroszkopban igen hosszu nyulvanyokkal rendelkezd, legtobbszor bipo-
laris, de alkalmanként kettonél tobb, dentritszerii nyudlvanyt is novesztd sejtekként jelentek
meg, mely tulajdonsdgok feltehetdleg Osszefiiggésben dlnak neuroectodermalis eredetiikkel
(6. dbra). Barna melanin pigmentet szemmel lathatéan nem termeltek in vitro koriilmények

kozott, de HMB-45 ellenes, melanosoma-specifikus antitestekkel végzett immunfestések ta-
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nusdga szerint melanosomakkal rendelkeztek (6. dbra). Jellemzonek mondhaté még a na-
gyobb konfluencidt elérd tenyészetekben a sejtek 6rvényes elrendezddése.

A melanocytdk jéindulatd, lokalizélt proliferdcidjanak eredményeként jon 1étre a naevus
(egyik koznapi nevén az ,anyajegy’), az ebben taldlhat6 modosult melanocytdk a
naevussejtek (naevocytdk). Akar naevussejtek, akdr melanocytdk esetében bekovetkezhetnek
olyan muticidk, melyek onkogének aktivéldsa és/vagy tumorszuppresszor gének inaktivildsa
révén malignus transzformdcidhoz, ez esetben melanomagenesishez vezet, és kialakul az
egyik legrosszindulatibb ismert tumorfajta, a melanoma malignum. Ennek megfeleléen a
malignus melanoma minden olyan szovetben jelen lehet primer tumorként, amelyben
melanocytdk eléfordulnak, igy a boron (elsdsorban annak napnak kitett feliiletein) kiviil a
retina €s az iris pigmentsejtjeibdl is kiindulhat, csakiigy, mint a vaginabdl, anusbodl és a szdj-
iiregb8l. Attéti daganatként pedig szinte bdrmely szervben taldlkozhatunk vele.
Metastasisképzési hajlam alapjan megkiilonboztetjilk az tugynevezett felszinesen terjedd
melanomét (SSP, superficially spreading melanoma), mely csak késOn ad attétet €s sokdig az
epidermisre korlatozodik, illetve a nodularis, kordn a mélyebb rétegekbe penetrald és kordn
metastatisdlé format. Pigmentéltsdg szerint melanotikus és amelanotikus formékat szokds
elkiiloniteni, melyek koziil az utébbit (a melanintermelés hidnyat mint a dedifferencidlodas
egy kézzelfoghat6 jelét felfogva) dltaldban rosszindulatibbnak tekintjilk. Az esetleges
pigmentéltsagtol eltekintve a melanoma sejtek mikroszképos megjelenése nem kiilonbozik
jelentdsen a malignus tumorokndl megszokott képtdl (a gradusnak megfeleld foku anaplasia
jeleként kiilonb6z6 mértéki pleomorphismus, maghyperchromia, nagy és bizarr forméjd ma-

gok jelenléte, megnovekedett szdmu €s gyakran atipusos mitdzis figyelhetd meg; 30. dbra)

I1.2. Az intracellularis kalcium sejtélettani jelentosége

I1.2.1. A kalcium szerepe a differencidcioban, proliferdcioban, apoptosisban és malignus

transzformdcioban

A magasabb rendii é16lények szervezetének felépitésében €s funkcidjdban a kalcium je-
lentds szerepet jatszik, akdr a sejten kiviili térben, akér intracelluldrisan fordul el6. Elobbire
példa a csontok matrixanak felépitésében, az alvadasi kaszkad aktivdlasdban vagy éppen a
sejtfelszini ioncsatorndk fesziiltségszenzorai érzékenységének bedllitdsdban betoltott funkcio-
ja (sot, a legijabb kutatasok sejtfelszini, direkt, G-proteinhez kapcsolt kalciumreceptorok je-
lenlétére engednek kovetkeztetni; Breitwieser, 2006), mig a sejten beliili alapvetd fontossagu

szabdlyozé szerepe magdban foglalja az elektromechanikai kapcsolds megvaldsitasat, vala-
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mint szdmos folyamatban betoltott kulcsszerepét masodik jelatvivoként (second messenger).
Utébbi feladatkorében a Ca®* mara éltaldnosan elfogadottan a rovidtava sejtfunkciok regula-
lasan (pl. exocitézis) tdl a sejt hosszitdvi sorsdt meghatirozé folyamatok, mint a
differencidcio (pluri- vagy multipotens sejtek specidlis funkcidra vald elkotelezddése és az
ennek megfeleld fenotipus kialakitdsa), a proliferacié (a sejtek szaporoddsa), az apoptosis (a
programozott sejthaldl) és a malignus transzformdci6 (egészséges sejtek rosszindulatd daga-
nattd val6 atalakuldsa) egyik fontos szabdlyozdja is. Ezt a szerepét azért toltheti be, mert a
sejtek olyan Ca’*-kotd fehérjékkel rendelkeznek, melyek megvéltoztatidk a sejtmiikodést.
Ezek a molekuldk vagy nem foszforildciés valtozdsok ttjan hatnak (pl. a Ca®* szenzor
synaptotagmin a vezikuldk exocitézisdban; Littleton és Bellen, 1995), vagy aktivalni képesek
protein-kindzokat és -foszfatdzokat (kalmodulin, mely a Ca®*-kalmodulin fiigg$ protein-
kinazt, illetve a calcineurint tudja aktivdlni; Wang és Waisman, 1979; Siekierka és Sigal,
1992), illetve egyesek maguk kindz (protein-kindz C; Rasmussen és mtsai, 1984) aktivitasuak,
és aktivitdsuk a Ca®*-kotd helyeik telitettségének fiiggvényében véltozik. A primer célmole-
kuldk aktivacios dllapotdnak megvéltoztatdsa utdn beindul egy foszforilacios/defoszforilacids
kaszkad, mely végeredményben a sejt barmely jelatviteli utjat médosithatja €s eképpen a sejt
alapvetd életfolyamatait szabalyozhatja. Ily médon — a jelatviteli utak e helyen a téma kiter-
jedtsége miatt lehetetlen részletes targyaldsdnak hidnyaban is — konnyen belédthatd, hogy a sejt
intracellularis Ca2+—k0ncentréciéja’1nak ([Ca™]) megviltozdsa fokozhatja a proliferdciot, ga-
tolhatja a differencidlodést €s az apoptosist, mely valtozdsok egyiittesen vagy kiilon-kiilon a

malignus transzformacié irdnyédba sodorjdk a sejteket.

11.2.2. Excitdbilis és nem excitdbilis sejtek Ca**-homeostasisa

Az eddigiekbé] kovetkezik, hogy minden €16 sejt fennmaradédsdnak feltétele az [Ca**);
szoros szabdlyozdsa és az atmenetileg sziikséges vatozasok mellett a hosszd tavon allando
Ca®*-szint biztositasa. A Ca’*-homeostasist excitdbilis (depolarizdciéra érzékeny — ide sorol-
juk az izom- és idegsejteket) és nem excitdbilis sejtekben is szdmos molekula egyiittmiikdése
tartja fenn (2. dbra).

A cytoplasmdban megjelend Ca’* szdrmazhat az extracelluldris térb6l és az
intracelluldris raktdrakb6l. Az extracelluldris térbél belépé Ca®* fesziiltség-, ligand- vagy
raktarvezérelt csatorndkon keresztiil juthat be a sejtbe. A fesziiltségfiiggo Ca**-csatorndk (T-,
L-tipus) depolarizacidra nyitnak, majd inaktiv dllapoton keresztiil érik el a zart allapotot. A T-

tipusi csatorna negativabb membranpotencidlndl (-60mV) nyit és gyorsan inaktival6dd
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ligo
Metab-Rec [N Lim
DAG <— PIP,<— PLCi
v
Pe SR/ER IPs

CRAC-Ch IC

EC

2. dbra. A sejtek Ca**-homeostasisa. Magyarézatot lasd a szovegben. (EC: extracelluldris tér, IC: intracellu-
laris tér, lig: ligandum, Metab-Rec: metabotrop receptor, Lig-Ch: ligandfiiggd ioncsatorna, VG-Ch: fesziiltség-
vezérelt  ioncsatorna,  G-prot: G-protein,  TROP: troponin-tropomiozin  komplex, SR/ER:
sarcoplasmaticus/endoplasmaticus reticulum, M: mitokondrium, SERCA: sarco-endoplasmaticus reticulum
kalcium ATP4az, PL: foszfolambdn, DHP-R: dihidropiridin receptor, RyR: rianodin receptor, CICR: kalcium
indukalta kalciumfelszabadulds, Csq: calsequestrin, Crc: calreticulin, PIP,: foszfatidil-inozitol-4,5-difoszfit,
DAG: diacil-glicerol, IP;: inozitol-1,4,5-triszfoszfat, PLC: foszfolipdz-C, PKC: protein kindz C, Ex-ch: masod-
lagosan aktiv kalcium/nétrium antiporter, CaM: kalmodulin, CRAC-Ch: kalciumfelszabadulds aktivalta kalcium
csatorna, SOCE: raktarak vezérelte kalciumbelépés.)

tranziens dram keletkezik, mig az L-tipusi csatorna pozitivabb fesziiltségtartomanynal
(-35mV) kezd aktivalodni és lassan inaktivalodik. Ezek jelenléte excitdbilis sejteken jellemzo.
Specidlis szerepet tolt be vdzizomban a DHPR, mely L-tipusti Ca**-csatorna funkciGja mellett
mechanikus kapcsolatban 41l az SR membrén RyR-dval, és azon keresztiil a raktdrozott Ca**
felszabadulasat hozza 1étre (Schneider és Chandler, 1973; Rios és Brum, 1987). A
ligandvezérelt csatorndk szdmos tipusa koziil vizsgélataink szempontjabdl emlitésre méltd a
vézizomban megtaldlhaté nikotin tipusd acetil-kolin receptor, mely Na* mellett Ca**-ra is
permeabilis, illetve a P2X-purinoceptor, mely izom- €s melanoma malignum sejteken is meg-
taldlhat6 és féleg Ca**-ra permeabilis (bar a koncentraciéviszonyok miatt altaldban rajta is
kevesebb Ca®* 1ép be, mint Na*). A raktdrak dltal vezérelt CRAC csatorndk az intracellularis
Ca”* raktérak kitiriilésével parhuzamosan nyilnak meg a sejtfelszini membranban, létrehozva

egy tartés Ca”* bedramldst, a SOCE-t (store operated calcium entry, raktdrak dltal mitkodtetett
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kalciumbelépés). Ennek — az €10 sejtek korében igen elterjedt — csatorndnak a pontos azonosi-
tdsa még varat magéra, miképpen az is, hogyan szabdlyozza a csatorna mikodését a raktar
telitettségi allapota. Feltételezések azonban vannak, leginkabb a TRP receptorcsalad valamely
tagja jon széba, mint CRAC csatorna, tovdabbad az IP;R, mint a szabdlyozast megvaldsitd, a
raktaron/raktarban fellelhet6 molekula (Parekh és Putney, 2005). A jelenség funkcidja feltehe-
tden a tartdsan magas [Ca®*)i-t igényld folyamatok, példaul génexpresszids valtozasok szdma-
ra a kivanatos megemelkedett cytoplasmaticus Ca**-szintnek a raktdrak kapacitdsin tuili bizto-
sitasa.

Az intracellularis raktirakbél (ER, illetve izomban SR) Ca®* felszabaduldsdt vagy a
fesziiltségvaltozast érzékelo DHPR hozza 1étre kozvetlen mechanikus kapcsolattal (kizarolag
vazizomban, lasd fent), vagy a fentebb részletezett médok valamelyikén az extracellularis
térbél belépd, vagy maga a raktarakbol felszabadulé Ca®* eredményezi tn. kalcium indukélta
kalciumfelszabadulds (CICR) révén (Endo, 1977; Fabiato, 1984). El6bbi médon a RyR, mig
CICR-rel a RyR vagy az IPsR kozvetitésével szabadulhat fel a raktarozott Ca”. Az IP;R -
harmadik lehetoségként - a PLC tit aktivdlédasa sordn keletkezd IP; megkotése utdn szintén
kinyilik, ami ugyancsak az SR/ER-b8l torténdé Ca**-felszabaduldshoz vezet. Utébbi médon
hoznak létre Ca**-tranzienst péld4ul a vizsgalatainkban szerepl P2Y receptorok.

Barmely irdnybdl is dramlik a Ca**a cytoplasmdba, ott specifikus és kevésbé specifikus
kotohelyekhez kapcsolddik (példaul kalmodulin, troponin C, synaptotagmin, PKC,
parvalbumin, pumpdk) és kiilonféle sejtélettani eseményeket indit be, majd az dtmeneti nove-
kedés utdn az intracelluldris Ca**-szint helyredll. Az extracellulris térbe vagy a mésodlago-
san aktiv Na*/Ca®* antiport mechanizmus, vagy a Ca**-ATP4z juttatja vissza a Ca**-ot. Az
intracellularis raktarba a sarco-endoplasmaticus reticulum Ca®*-ATPiz (SERCA) pumpélja
vissza, mely pumpat szivizomban a defoszforildlt foszfolamban gatolja. Az SR-ben aztin a
Ca”* calsequestrinhez, calreticulinhoz és egyéb puffermolekuldkhoz kotédve virja az 6t djra
felszabadit6 jelet (Rossi és Dirksen, 2006). Megjegyzendd még, hogy a mitokondriumok is
funkciondlnak Ca”**-raktarként, ezirdnyud miikodésiik azonban az ER/SR-nél kevésbé jol jel-

lemzett (Kaczmarek, 2000).

14



Deli T. « Purinoreceptorok a differencidlédasban és malignus transzforméaciéban II. Bevezetés

I1.3. A vizsgalt fehérjemolekulak
11.3.1. Purinoreceptorok
I1.3.1.1. A purinerg jelédtvitel

Az adenozinvegyiiletek az evolicié sordn harom fontos feladat betoltésére ,,szakosod-
tak” az €10 szervezetben: az ATP makroerg kotése révén energiaraktarként funkciondl, az
adenin a nukleinsavak felépitésében is nélkiilozhetetlen, és az adenozinvegyiiletek jelatviteli
molekuldkként is fontos szerepet jatszanak. Az extracelluldris adenozinvegyiiletek hatdsairdl
eldszor 1929-ben Drury és Szent-Gyorgyi Albert szamolt be (Drury és Szent-Gyorgyi, 1929),
majd hiarom évtizeddel késdbb, 1959-ben Holton vetette fel, hogy az ATP neurotranszmitter
lehet, miutdn nydlban szenzoros idegek stimulacidjat kovetéen ATP-felszabaduldst mutatott
ki (Holton, 1959). Az 1960-as években utaltak el0szor arra, hogy a gastrointestinalis és
urogenitalis rendszereket ellat6 idegek kozott olyan non-adrenerg, non-kolinerg (NANC) ide-
geket is taldlunk, melyeknek neurotranszmittere az ATP (Martinson és Muren, 1963;
Burnstock és mtsai, 1970). A tovdbbi vizsgélatok sordn igazolddott, hogy az ATP
kotranszmitter szerepe sokrétii. Kimutattak szimpatikus, paraszimpatikus idegvégzddésben, a
neuromuscularis junctiéban és egyéb idegvégzddésekben is. Az ATP vagy kotranszmitterként
exocitdzissal, vagy sejtlaesio sordn jut az extracellularis térbe (3. dbra). Ott vagy receptorhoz
valo kotddés elott, vagy az utdn ectoATPéaz bontja ADP-n, majd AMP-n keresztiil adenozinra.
Ezek a vegyiiletek is hathatnak kiilonféle receptorokra. Az adenozin vagy inozinra bomlik le
az adenozin-deamindz (ADA) enzim miikodése révén, vagy egy transzporter segitségével
visszavételre keriil az idegvégkésziilékbe, ahol djra ATP-be épiil be. Erdekes megjegyezni,
hogy az extracelluldris matrixszal is kapcsolatba 1ép0, sarcolemmaris elhelyezkedésii a-
sarcoglycan molekula ectoATPaz aktivitdssal is rendelkezik (Betto és mtsai, 1999). A mole-
kula muticidja myopathidt, UGn. sarcoglycanopathidt eredményez, melyben a csokkent

extracellularis ATP-bontés is szerepet jatszhat.

3. dbra. Az ATP felszaba-
3® duldsa és extracelluldris

1 ATP @ metabolizmusa. Magyara-
zatot lasd a szévegben. (P:

M\ foszfatcsoport, t: adenozin-
transzporter, eA: ecto-

ATPaz, ADA: adenozin-

ATPe—A’ADP_’ AMP — > Adenozin Mlnozin deaminaz, [1]: ATP felsza-
i baduldsa sejtsériilést kove-
toen, [2]: ATP felszabadu-

P,-receptorok P, (A)-receptorok lasa exocit6zissal.)
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I1.3.1.2. Purinoreceptorok — osztdlyozds, struktira, szigndltranszdukci-

6s mechanizmus

A purin- és pirimidinvegyiiletek hatdsaikat sejtfelszini receptorokra hatva fejtik ki (4.
dbra). A purinoceptorok két nagy csoportja a P1-purinoceptorok vagy adenozin-receptorok
(altipusok: Aj, Asa, Az, Asz; Fredholm és mtsai, 2001), melyek adenilat-ciklazzal kapcsoltak
és kompetitiv antagonistaik a methylxanthinok, illetve a P2-purinoceptorok, melyek kiilonféle
purin és pirimidin nukleotidokkal (ATP, ADP, UTP stb.) aktivalhatok. A P2 receptoroknak
két csoportjat kiilonboztetjiik meg: az ionotrop P2X és a metabotrop P2Y receptorokat

(Burnstock és Kennedy, 1985).

Emlés purinerg receptorok

— \

P1 P2

(=A1’ 2A, 2B, S_R 9 adenozw\‘

P2X P2Y

P2Y1(P2T), 2(P2U), 4(P2U),
EC 6, 11, 12 (P2T), 13, 14

C € 26 ,
X 3-6 =—p - 8 tipus
OTOTOYDYWDIY
Ca@

—

Heteromer Homomer ’
receptorok receptorok - @ deszenzitizacié
P2Xp P - pérusiépzlélsz | IP3 CAMP
2/3 stb. /\ - egyéb szignalizacios ‘ (P2Y11.0)
utvonalak is
P2X, P2X,” } ca
(P22) APOPTOSIS

4. dbra. Az emlés purinerg receptorok osztalyozasa és vazlatos szerkezete.

A P2X receptorok a P2X,; alegységek homo- vagy heteromultimerizaciéjaval jonnek
1étre (North, 2002), a homomer ionotrop P2X receptoroknak igy tehat hét tipusat ismerjiik. Az
alegységek 384-595 aminosavbodl allnak, melyek két transzmembran domaint, intracelluldris
C- és N-termindlist és egy nagy extracelluldris hurkot képeznek. Az ioncsatorna képzésében
3-6 alegység vesz részt. Amikor az extracellularis oldal megfeleld helyéhez ATP kotddik,

kationcsatorna nyilik meg, mely a [Ca®*]i-t részben kozvetleniil a kiils6 térbdl noveli meg,
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részben a beléps Ca®* ionok CICR-t indukdlnak. Emellett a P2X receptorok nyitdsa
depolarizélja a sejtet, ami, ha a sejt rendelkezik a megfeleld fesziiltségfiiggd ioncsatorndkkal,
tovabbi Ca2+—belépés és (belso raktarbol torténd) -felszabadulas forrasa. Jelentdsen kiillonb6z6
sajatsagai €s jelatviteli médja (lasd aldbb) miatt a P2X; receptort kezdetben kiilon alcsoportba
soroltak és P2Z névvel illették, am ez az elnevezés ma mar nem hasznalatos.

A P2Y receptorok 7 transzmembrdn domainnel rendelkezd, 308-377 aminosav hosszu-
sdgu, G-proteinhez kapcsolt metabotrop receptorok (Ralevic és Burnstock, 1998). Az emlo-
sokben eddig nyolcféle P2Y receptort klénoztak (P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y;1, P2Yy,
P2Y3, P2Y4; Burnstock, 2006a,b; Nishiyama ¢&s mtsai, 2004), melyek koziil a
thrombocytdkon koran felismert jelentds szerepiik miatt a P2Y, és a P2Y, receptort P2T re-
ceptor néven (tovdbba ADP-vel vald aktivdlhatésdguk miatt mint P2Yspp receptorokat;
Hechler és mtsai, 2005), mig az UTP-vel val6 aktivdlhatésag miatt a P2Y, és P2Y, receptoro-
kat egylittesen P2U receptorként is szoktdk emliteni. A P2Y receptorok legkordbban megis-
mert négy tipusa (P2Y, P2Y,, P2Y4, P2Yes) Gg-proteinen keresztiil a PLC-t aktivélja és igy
IPs-felszabaditds révén hozza 1étre a cytoplasma [Ca2+]—jénak novekedését. Az djabban meg-
ismert négy altipus esetében emellett az adenil-ciklaz aktivdldsa Gs-protein (P2Y;; Ralevic és
Burnstock, 1998) vagy gatlasa Gj-protein (P2Y,; Hollopeter és mtsai, 2001; P2Y 3, P2Y 4;
Marteau és mtsai, 2003) kozvetitésével is szerepel a jeltovdbbitds mechanizmusaként. A P2Y
receptorok kozott egyre elfogadottabb kiilon csoportként kezelni a ,,pirimidinoceptorok™-at,
melyek affinitdsa az uracilszdrmazékok irdnt nagyobb, mint az adeninszdrmazékok irdnt. Az
ide tartozé négy receptor az UTP-vel hatékonyan aktivdlhaté P2Y, és P2Y,4, a nagy UDP-
affinitdsi P2Ys, valamint az UDP-gliik6zra érzékeny P2Y 14 (Brunschweiger és Muller, 2006).

I1.3.1.3. Purinoreceptorok farmakol6gidja — agonistdk és antagonistak,

permeabilitds, deszenzitizdcid

A purinoreceptorok mindegyike kiilonféle adenin €s uracil nulkeotidokkal és ezek mes-
terségesen elddllitott szdrmazékaival is aktivalhatd, igy éltaldban annak megallapitdsa, hogy
egy adott receptor valamely purin- vagy pirimidinvegyiilet receptora, nem zarja ki a receptor
egyéb nukleotidokkal torténd aktivdldsat sem, pusztidn azt jelenti, hogy a megnevezett
nukleotidnak a legkisebb a receptort aktivalé ECso-je. Ennek figyelembe vételével értékelendd
az 1. tdbldzat, mely a legfontosabb és legjellemzObb purinoreceptor-agonistdkat és -antago-
nistdkat tiinti fel. (Minden receptor részletes farmakoldgiai profilja megtaldlhaté példaul

Ralevic és Burnstock kozleményében; Ralevic és Burnstock, 1998.)
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II. Bevezetés

P2X altipusok P2X; P2X, P2X; P2X, P2X5 P2X, P2X,
ATP, ATPyS, 2MeSATP
AgoniSté’k o,f-meATP o,B-meATP
BzATP
B,y-meATP B,y-meATP
Suramin (kivéve P2X), PPADS, Reactive blue 2
Antagonistak | o A1p Zn*, Cu®,
TNP-ATP BBG, 17B-
NF023 osztradiol
P2Y altipusok P 2Y1 P2Y2 P2Y4 P 2Y6 P2Y11 P2Y12 P2Y13 P2Y14
ATP (kivéve P2Y»)
Agonistdk ADP
2-MeS- ADP UDP-
ADP UTP UTP UDP ATP 2;3/15135- MeSADP | eliikoz
Suramin (kivéve P2Y,), PPADS, Reactive blue 2
Antagonistak MES ATP ApA
2179 tlclgpldln
clopidogrel | 2MeSAMP

1. tdbldzat. A purinerg receptorok agonistdi és antagonistai. (MRS 2179: N°-metil-2’deoxiadenozin-3",5’-
biszfoszfat; NF023: 3’-urea-8-(benzamido)naftalén-1,3,5-triszulfonsav; PPADS: piridoxal-foszfat-6-azofenil-
2’ .4’-diszulfonsav; suramin: 8-(3-benzamido-4-metilbenzamido)-naftalén-1,3,5-triszulfonsav; ATPyS: adenozin-
5’-0-(3-tiotrifoszfat); o,p-meATP: a,f-metilén-ATP; B,y-meATP: B,y-metilén-ATP; 2MeSAMP: 2-metiltio-
AMP; 2-MeS-ADP: 2-metiltio-ADP; 2-MeS-ATP: 2-metiltio-ATP; BzATP: 3’-O-(4-benzoil)benzoil-ATP;
BBG: Brilliant blue G; Ap4A: diadenozin-tetrafoszfat; TNP-ATP: 2' (vagy 3")-O-trinitrofenil-ATP.)

Az ionotrop purinoceptorok megnyildsa egyrészt membrandepolarizacié kivaltasaval

kozvetve, masrészt Ca2+—penneabilitésa miatt kozvetleniil is képes megemelni a [Ca2+]i—t. A

P2X receptorok Na‘-ra vonatkoztatott relativ Ca2+—penneabilitésa (Pca/Pna) a receptor tipusa-

tol, a sejttipustdl és a fajtdl fiiggden 1 és 10 kozott mozog, , dtlagosan 2-4, de extrém esetek-

ben ennél joval nagyobb is lehet (pl. patkdny peritonedlis makrofagok P2X; receptoraindl 71-

es értéket mértek) (Egan €s mtsai, 2006). Mindazondltal a receptoraktivaciot kovetd inward

aramnak csak mintegy 5-10%-a Ca**-dram (Egan és mtsai, 2006), nyilvdnvaléan az ionok

elektrokémiai

gradienseinek  kiilonbozdsége

miatt.

Erdekes

megfigyelés,

hogy a

kationszelektivnek tartott P2X receptorok egyike, a P2Xs receptor CI ionra is permeabilis

(Thomas és Hume, 1990). A humadn receptor esetében Pc)/Pn,=0,52, és ezért az igen nagy

permeabilitasért a porus kozelében elhelyezkedd 52-es lizin aminocsoportjdnak pozitiv tolté-

sét gondoljak felelosnek (Bo és mtsai, 2003). Mér itt érdemes megemliteni, hogy egyes P2X

receptorok, kivaltképpen a P2X; receptor esetében megfigyelhetd, hogy az agonista tartds
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vagy ismételt adagoldsa sordn a receptor permeabilitdsi sajatsdgai megvaltoznak, és egy na-
gyobb pérus nyilik meg, mely mdr nagyobb méretii kationokra, pl. NMDG"-re is atjarhatéva
vélik (North, 2002).

A P2 purinoreceptorok (a P2X; receptor kivételével) az agonista ismételt vagy tartds

>*];-ndvekedést hoznak létre, azaz

adagoldsara egyre kisebb inward dramot és/vagy [Ca
deszenzitizdlodnak. Ez egyrészt a receptor internalizdcidjaval és degradacidjaval, masrészt
foszforilacids dllapotanak megvaltozasaval és funkciondlis inaktivacidjaval, harmadrészt pe-
dig (a P2Y receptorok esetében) a PIP, készletek kimeriilésével és a belsé Ca**-raktdrak ki-
iiriilésével magyardzhatd. Deszenzitizacidéjuk alapjan a purinoreceptorok négy csoportba
oszthatok. Az elsd csoportba a metabotrop P2Y receptorok tartoznak, melyek igen lassan
deszenzitizdlédnak, az agonistdnak ehhez 10 perc nagysagrendii id6tartamig kell folyamato-
san jelen lenni. A mdsodik csoport a lassan deszenzitizal6dé ionotrop purinoceptorok csoport-
ja, melyek kozé a P2X,, P2Xy, P2Xs és a P2Xg receptor tartozik. Az agonista 60 s-ig tartd
adagoldsa sordn a rajuk atfoly6 dram fokozatosan O-ra, vagy kozel O-ra csokken le. A harma-
dik csoportba a gyorsan deszenzitizdlodo P2X; és P2X3 receptorok tartoznak, melyek teljes
deszenzitizdlédasa kevesebb, mint 1 s alatt teljessé valik, az dram csokkenésének idéallanddja
mintagy 300 ms. Végiil a negyedik csoportot a P2X; receptor alkotja, mely deszenzitizacidt
nem mutat, sOt, a receptor azonositdsdnak egyik megbizhaté jelének tartjdk, hogy ismételt
agonistaadagoldsokra a receptoron keresztiil folyé dram nagysdga akdr igen jelentds mérték-
ben (tobbszorosére) novekedhet, azaz a receptor szenzitizalodik (North, 2002; Ralevic és

Burnstock, 1998).

II1.3.1.4. Purinoreceptorok — el6fordulas és bioldgiai hatdsok

A purinoreceptorok az €10 sejtek korében igen elterjedtek, alig-alig lehet olyan egészsé-
ges vagy koros, példaul malignusan transzformalt sejttipust taldlni, melyen még nem mutattak
ki a receptorcsaldd valamely tagjanak jelenlétét. (Ebbdl a szempontbdl kivételnek szamitanak
az ebben a dolgozatban vizsgdlt melanocytdk, melyekkel kapcsolatban az irodalomban ez
irdnyu vizsgalatokat nem taldltunk.) A legtobb esetben egy sejten egynél tobb purinoreceptor-
tipus is megtaldlhatd, azonban az egyes altipusok kozotti kolcsonhatds jellege és jelentdsége,
illetve a purinoreceptor-mintdzat megvaltozasanak szerepe a sejt életében egyelére nem pon-
tosan ismert. A purinerg jeldtvitel tanulmdnyozdsanak aktualitdsat és gyakorlati fontossagat
jOl illusztralja két példa. Egyrészt a P2X; receptor méra elfogadottnak tekinthetd szerepe az

apoptosisban és tumorgenesisben teret nyitott a molekula tumormarkerként valé hasznélatat
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célz6 kutatasoknak, és példaul prosztatardk esetében a kezdeti klinikai vizsgalatok igen meg-
gy0z0 eredményt hoztak (Slater és mtsai, 2004). Masrészt 2005-ben a vildg mésodik legna-
gyobb mennyiségben eladott gydgyszere a Plavix® (clopidogrel) volt, éves forgalma 5,9 mil-
liard USD-ra ridgott (IMS Health, 2006). A clopidogrel és a szintén a napi belgydgyaszati ru-
tinban alkalmazott ticlopidin (Ticlid®) egy mindossze 5 évvel ezelétt azonositott
purinoceptor, a vérlemezkék felszinén megtaldlhaté P2Y, receptor antagonistdjaként gatolja
a thrombocytaaggregiciot (Hollopeter ¢€s mtsai, 2001), igy kivdléan alkalmas
atherosclerosisos betegek stroke és acut myocardialis infarctus prevencidjara.

A P2 receptorok éltal kozvetitett cellularis hatdsok rovid és hossza taviak lehetnek. A
gyors hatdsok ko6z¢é az ATP legkordbban felismert kotranszmitter és neuromodulator funkciéi
mellett a neuroendocrin és exocrin szekrécid széles korli szabalyozasdban, a mér fentebb em-
litett thrombocytaaggregacidban, a nociceptiv ingerek mechanoelektromos transzdukciéjaban
betoltott szerep, valamint az endothel sejtek altal medidltan vascularis vasodilatatiot kivaltd
képesség sorolhatd. A lassu (trofikus) purinerg hatdsok, ha lehet, még szertedgazobbak. A
receptorok sejtproliferdcidban, differencidcidban és apoptosisban betoltott szerepe révén az
extracelluldris purin- és pirimidinnukleotidok a bor és a parenchymads szervek sejtjeinek nor-
mal ,turn-over’-ében, a malignus daganatok kialakuldsdban, a gyulladdsok létrejottében és
fennmaraddsaban, a sebgydgyuldsban €s a csontreszorpcioban tdltenek be fontos funkci6t,
tovabbd részesei az atherosclerosisnak, restenosisnak és igy az ischaemidnak, az agyi
remodelling eldsegitése révén neuroprotektiv hatdsiak, az immunsejtek miikodését befolya-
solva pedig immunmoduldtorok. Mindezen hatdsok bdvebb ismertetése a megfeleld irodalmi
hivatkozdsokkal megtaldlhaté G. Burnstock ,,Purinergic signalling” c. attekintd jellegli cikké-

ben (Burnstock, 2006a).

I1.3.1.5. Purinoreceptorok a vidzizomban, melanocytdkban és melanoma

malignum sejtekben

Az irodalomban szdmos vazizomsejteken 1évo purinoreceptor jelenlétét és funkcidjat ta-
lalhatjuk meg, sot, felvetették csak vazizomra specifikus altipusok 1étezését is. Humén vaziz-
mon P2Xy (Urano és mtsai, 1997), csirkeembrié vazizman pedig P2Xs (Bo és mtsai, 2000)
receptorokat irtak le, noha az utébbirél hamarosan kideriilt, hogy nagyrészt homolég a P2Xs
izoformaval (Ruppelt €s mtsai, 2001). Utobbi receptorral kapcsolatban felmeriilt, hogy fontos

------

foszforildlva gatolja a proliferaciét €s eldsegiti a differencidlédast (Ryten és mtsai, 2002). A
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P2X,, P2Xs és P2X receptorok szorosan szabdlyozott, szekvencidlis megjelenését figyelték
meg patkdnyembryoban (Ryten €s mtsai, 2001). Az egyedfejlodés sordn tehat megkérdojelez-
hetetlennek latszik az ionotrop purinoreceptorok szerepe, azonban ugy tiinik, a differencialt
emlOs vazizomrostokrdl ezek a molekuldk hidnyoznak, denervacié azonban ujra be tudja indi-
tani az expresszidjukat (Wells és mtsai, 1995). Ehhez hasonlé a helyzet a metabotrop P2Y
receptorok esetében is, melyeket kimutattak C2C12 egér myotubulusokban (Henning és
mtsai, 1993) és embryonalis vdzizomban (Cheung és mtsai, 2003) is. Azt taldltdk, hogy a
P2Y,, P2Y, és P2Y, receptorok csak atmenetileg expresszalédtak a prenatdlis iddszakban,
majd posztnatdlisan down-reguldlédtak. A P2 receptorok vazizomban betoltott szerepét ala-
huzza az a friss kozlemény is, mely dystrophids egér izomban a purinoceptor-funkcié modo-
suldsét és a megvéltozott Ca2+—belépést a muscularis dytrophia fontos pathogenetikai tényezo-
jeként targyalja (Yeung €és mtsai, 2006).

A melanocytdk azon kevés sejttipus kozé tartoznak, melyeken az extracellularis ATP ha-
tasat és a purinerg receptorok expresszidjat ezideig nem vizsgaltak. Ezzel szemben az igen
rosszindulatd malignus melanomdval kapcsolatban mar 1998-ban felmeriilt az adenozin-
vegyiiletek szerepe mint a sejt motilitdsit reguldld tényez6é (Woodhouse és mtsai, 1998), de
az As adenozinreceptor vizsgédlatan és esetleges terapids célpontként val6 hasznalhatésaganak
felvetésén (Fishman és mtsai, 2001) tilmend, a P2 receptorokat is érintd vizsgalatok sokdig
nem torténtek. A melanoma P2 receptorait eloszor Slater és kollégai tanulmédnyoztdk (Slater
és mtsai, 2003), akik a P2X; receptor fokozott expresszidjat figyelték meg melanomaban. A
legfrissebb eredmények pedig ezen receptor tovabbi jellemzése mellett (White és mtsai,
2005a) a metabotrop P2Y, P2Y; és P2Y, receptorok jelenlétét igazoltdk az A375 melanoma
sejtvonalon (White és mtsai, 2005b).

I1.3.1.6. Purinoreceptorok — a P2X7R specidlis tulajdonsdgai és szerepe

A P2X7 receptor a nagy figyelmet azdltal érdemelte ki, hogy kozel egy évtizede — akkor
még mint P2Z receptort — apoptotikus hatdsu receptorként azonositottdk (Chiozzi és mtsai,
1996). Bar a sejtek kalciumhdztartdsaban betoltott egyéb funkcidi is ismertek (Zhang és mtsai,
2005), a legtobb kozlemény a programozott sejthaldl kivaltdsanak kiilonb6zd aspektusaira
fokuszal. A P2X; receptor aktivaldsara bekovetkezd sejtvalaszok harom nagy csoportba oszt-
haték és ezek mindegyike kozvetleniil Osszefiiggésbe hozhaté apoptosis indukcidjaval
(5. dbra). Miként a tobbi P2X receptor, a P2X7R is Ca’*ra permedbilis ioncsatorna, mely

ismételt aktivaldsra nagy porust nyit ki, amelyen akar 900 Da-os molekuldk (pl. NMDG) is
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képesek behatolni a sejtbe. Régota vita targya az irodalomban, hogy maga a P2X; receptor
nyilik meg egyre nagyobb fokban, vagy egy masik porusképzo fehérjét aktival a membranban
(North, 2002). Az utébbi nézetet osztok véleménye megoszlik abban a tekintetben, hogy a
P2X7 receptor kozvetleniil, mechanikai kapcsolat révén nyitja-e ki a poérust, vagy pedig ma-
sodlagos jeldtvivk, mint a Ca®* (Faria és mtsai, 2004) vagy az IL-1p (Narcisse és mtsai,
2005) medialjék ezt a hatast. Az is felmeriilt, hogy nifedipinnel gatolhat6 L- és N-tipust fe-
sziiltségvezérelt Ca®* csatornak nyilnak meg a P2X7 stimulécidja utdan (Zhang és mtsai, 2005).

A P2X; receptor aktivdcija utdn a [Ca®*]; megemelkedése mellett (ezzel sszefiiggés-
ben vagy ettdl fiiggetleniil, kiillonféle dtvonalakon) szamos apoptdzisban részt vevd enzim is
aktivalodik, mint példaul a kaszpaz-1 (Kahlenberg és mtsai, 2004 ), a kaszpdz -3 (Bulanova és
mtsai, 2005), a kaszpdz-9 (Wang és mtsai, 2004), IL-1B és rajta keresztiil szdmos enzim
(Narcisse €s mtsai, 2005). Emellett leirtdk mar rendkiviil nagy szamu kindz €s foszfataz akti-
valodasat és kolcsonhatdsat a P2X; receptorral (pl. Verhoef és mtsai, 2003; Kim és mitsai,
2001), vagy akdr olyan komplex interakcidkat, melyek az EGFR-t, a 3, adrenerg receptort és
a P2X; receptort foglaltdk kozos rendszerbe (Wang €s mtsai, 2005). Ezen sejtvdlaszok Osszes-
sége egy nehezen 4tlathat6 jelatviteli kaszkad beinduldsat tarja elénk a P2X5R aktivacié utén,
melynek végeredménye zavartalan esetben apoptosis, megvaltozdsa esetén azonban a kovet-

kezmény eldre aligha megjésolhato.

P2X,R aktivacio

— | T

Membranpérus Ca2+-fliiggetlen Citoszkeleton
megnyilasa szignalizacio aktivalodasa kdzvetlen
e > l atrendezédése
Depolarizacio
< |
(07 1 N — N [ | ; J R —— » Membran
kaszpazok ,blebbing”
EGFR
stb.

|

APOPTOSIS

5. dbra. A P2X;R aktivaciéjat koveto intracellularis események vazlatos osszefoglalasa.
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A P2X7 receptor aktivacidjat kovetd harmadik sejtvélasztipus az igynevezett membran
,blebbing”, melyen a sejt morfolégiai véltozdsait és holyagképzOodését értik, amit sejthalal
kovet. A citoszkeleton gyors atrendez0désének hatterében egyrészt az all, hogy a P2X7 recep-
tor egy hosszu intracelluléris C-termindlis ,,farokkal” rendelkezik, mely szdmos citoszkeletélis
és egyéb intracelluldris struktirdval 4ll kozvetlen kapcsolatban (a3-laminin, B2-integrin, -
aktin, o-aktinin, hosokkproteinek stb.; Kim et al., 2001), és ezen kapcsolatok atrendezddése a
receptor-agonista kolcsonhatds utan jellegzetes morfoldgiai valtozasokat eredményez. Masfe-

161 az el6z6 bekezdésben emlitett jelatviteli utak és a [Ca2+]i

megemelkedése — kozvetleniil a
citoszkeletonra hatva vagy kozvetve jelatviteli utakon keresztiil — is olyan citoszkeletélis vél-
tozasokhoz vezethetnek, melyek ,,blebbing”-et eredményezhetnek (Verhoef et al., 2003).

A P2X;R farmakoldgiai azonositdsa specifikus agonistdja, antagonistdi és sajitos

szenzitizacios képessége alapjan (1asd 11.3.1.3. alfejezet) lehetséges.

11.3.2. Rianodin receptor (RyR)

A RyR mintegy 5000 aminosavbél all6, 500-600 kDa-os alegységek homotetramer-
jeként 1étrejovo ioncsatorna. A receptornak harom tipusa ismert, a vazizomra jellemzd RyR1,
a szivizomban kimutatott RyR2 és az el0szor az agybdl izoldlt RyR3. Az emlitett emlds tipu-
sokat nem emldsokben rendre o, cardialis és B tipusoknak nevezik (Sutko és mtsai, 1997).
Emellett az egyes altipusokat mds, nem excitabilis szovetekbdl is izolaltak (példaul a RyR2-t
HeLa tumorsejtekbdl; Bennett és mtsai, 1995), illetve egy sejttipuson beliil is kimutathat6
tobbféle RyR jelenléte (péld4ul vascularis simaizomsejtek mindharom altipust expresszaljék;
Neylon és mtsai, 1995). A RyR az SR membranjaban helyezkedik el, a molekula legnagyobb
tomegtli része a cytoplasma felé tekint, és vdzizomban fizikai kontaktusba keriil a sarcolemma
DHPR-aval (2. dbra). A receptor szamtalan szabdlyozé proteinnel all kapcsolatban, melyek az
SR lumene (pl. calsequestrin), az SR membrinja (pl. triadin, junctin), a cytoplasma (pl.
FKBP12.6, sorcin, kalmodulin), vagy a sarcolemma (pl. DHPR al alegysége) irdnydbdl ke-
riilnek kapcsolatba a RyR-rel, mely az eddig ismert egyik legnagyobb receptormolekula, bo-
nyolult receptorkomplexet épitve igy fel (Mackrill, 1999). A RyR-t vdzizomban a DHPR de-
polarizacidé kivdltotta konformécidvéltozasanak kozvetlen attevodése aktivalhatja, tovabba
megfeleld cytoplasmaticus kotohelyeihez kapcsolddva példaul a Ca®* ion (CICR), koffein,
digoxin vagy nM-os koncentraciéban a névado rianodin. Ugyanakkor a rianodin pM-os kon-

centraciéban a receptort gatolja, és ugyanigy gétlé hatdsu a jelentésen megemelkedett [Ca®*];
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is. A receptor aktivicidja a csatorna megnyildsiat eredményezi és az SR/ER-ben raktarozott
Ca®* cytoplasméba torténd felszabaduldsahoz vezet.

A RyR klasszikus SR-membrén lokalizacija mellett az elmult években egyre tobb sejt-
tipusban mutattak ki RyR-okat — egyelére mindenképpen atipusosnak tekintett — cytoplasma-
membrén lokalizacidban. Az osteoclastok kiils6 membranjaban RyR2 receptorokat talaltak,
melyek szerepet jatszhatnak a kiilsd kalciumszint érzékelésében és igy a csontreszorpcid sza-
balyozdsaban (Zaidi és mtsai, 2004). Emellett simaizomsejteken (Zou és mtsai, 1999) és sziv-
izomsejteken (Kondo és mtsai, 2000) is kimutattak cytoplasmamembrén Ca**-csatorndkat,
melyek RyR-hez hasonlé sajatsdgokkal rendelkeztek. Ennek megfelelden az uj alcsoportnak a

sarcolemmaris RyR (RyRg; ) elnevezést javasoltik.

11.3.3. Protein-kindz C (PKC)

A protein-kinaz C izoenzimek szerin/treonin-kindzok, melyek szerkezetiik és kiilonb6z6
kofaktorokat megkotd képességiik alapjan harom csoportba sorolhaték be (Liu és Heckman,
1998). A Ca2+—dependens vagy konvenciondlis PKC (cPKC) izoenzimek (a, BI, BII és y) Ca**-
mal, a PLC utvonal beindulédsat kovetden 1étrejovo DAG-gal (vagy az azt helyettesiteni képes
PMA-val) és PS-sel aktivdlhat6; a novel PLC (nPKC) izoenzimek (9, €, 1, i €s 0) nem rendel-
keznek Ca’"-kotd domainnel, viszont DAG-gal, PS-sel és telitetlen zsirsavakkal aktivilhatok;
az atipusos PKC (aPKC) izoenzimek ((,, A és 1) pedig konstitutiv aktivitassal is rendelkeznek.
Az érett PKC protein szerin/treonin-kindzok daltal hdrom helyen foszforildlt, a részleges
foszforilaltsdg az enzim funkcidinak, illetve szubcelluldris lokalizacidjanak megvaltozasaval
jar. A PKC6 emellett tirozin-kindzok altal is foszforildlhatd, de ennek pontos jelentdsége még
nem ismert. A PKC izoenzimeket a szfingozin inaktivélja.

A PKC izoenzimek minden sejttipusban megtaldlhatok, azonban az egyes sejttipusok
kozott jelentds kiilonbségek vannak az expresszalt PKC izoformdk mintdzatdban, tovabba a
sejtben jelen levd PKC enzimek szubcelluldris lokalizdcidjdban is (Liu és Heckman, 1998). A
PKC enzimek a sejtmembran alatti régiotol citoszkeletalis, vezikuldris, mitokondridlis, Golgi-
apparatusbeli vagy éppen nuklearis membran lokalizdcidkon keresztiil nucleolaris kihorgony-
zottsagig gyakorlatilag minden sejtalkotéhoz kapcsoltan elhelyezkedhetnek. A szubcelluléris
lokalizaci6 megvéltozdsa Osszefiiggést mutat a malignus transzformécidval, igy példaul a
PKCoa-ban belovetkezd mutédcid, mely az izoenzim perinukledris felhalmozddasahoz és a
plazmamembrédnhoz torténd transzportjdnak elmaraddsahoz vezet, ivaziv carcinomdk kialaku-

lasat eredményezi (Alvaro és mtsai, 1997).
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A kiilonboz6é PKC izoformékrdl régota ismert, hogy a proliferacié és differencidcié sza-
balyozdsaban altaldban (Weinstein, 1987; Murray és mtsai, 1993; Mischak és mtsai, 1993;
Papp és mtsai, 2004) és konkrétan a vazizom-proliferdci6 és -differencidci6 sordn is (Boczan
és mtsai, 2000; Boczan és mtsai, 2001; Biré és mtsai, 2004; Farzaneh és mtsai, 1989; Capiati
és mtsai, 1999) kulcsszerepet toltenek be. Az is ismert azonban, hogy a kiilonb6z6 PKC
izoformak ugyanazon folyamatra akér ellentétes hatést is kifejthetnek (Mischak és mitsai,
1993; Papp és mtsai, 2004), amivel j6 Osszhangban vannak az intézetiinkbdl szdrmaz6 kozle-
mények, melyek arrél szdmolnak be, hogy a cPKCa overexpresszidja C2C12 sejtekben eldse-
giti, mig az nPKCd overexpresszidja gatolja a differencidciot (Bird és mtsai, 2004; Czifra és

mtsai, 2000).
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III. Célkitiizések

Ph.D. munkdm keretében vizsgalni kivantam az extracellularis ATP-nek a sejtfelszini P2
purinoreceptorokon keresztiil a sejtek hosszd tdvu sorsit meghatiarozé folyamatokban, a
proliferaciéban, differencidlédasban €s apoptosisban betoltott szerepét. A felvetett kérdést két
irdnybdl kozelitettiik meg: egészséges sejtek fizioldgidsnak tekinthetd proliferacidjat és diffe-
rencidlodésat, illetve a proliferacid, differencidcié és apoptosis patholdgias utra térését jelentd
malignus transzformacié tanulmdnyozasat terveztilk. E két megkozelitésmodon beliil is két-
két modellrendszert hasznélva szerettiilk volna koriiljarni a témat: az egészséges viszonyok
megismeréséhez immortalizdlt myoblast sejtvonal, illetve egérbdl izoldlt primer tenyésztett
vazizomsejtek tanulmédnyozdasat terveztiik, a purinerg jelatvitel jellemzését daganatokban pe-
dig melanoma sejtek és melanocytak in vitro 0sszehasonlitdsaval, valamint melanoma sejtek
in vivo allatkisérletekben torténd megfigyelésével szerettiik volna megvaldsitani. Kisérleteink
soran kiilonos figyelmet kivantunk forditani a depolarizacié kivaltotta folyamatok és az ezek-
ben 4ltaldban részt vevd molekuldk (példdul a rianodin receptor), valamint a purinerg
szignalizéaci6 (kiilonos tekintettel a P2X; receptor) esetleges kdlcsonhatdsainak megismerésé-
re és ezen kolcsonhatds proliferdcidban, differencidcidban és apotosisban betoltott szerepének
ez ideig kevéssé ismert szerepének feltarasara.

Kisérletsorozatunkkal a kovetkezd kérdéscsoportokra kerestiik a valaszt:

1. Milyen valtozédsok kdvetkeznek be az extracelluldris ATP-re, illetve a depolarizaciéra
adott sejtvalaszban immortalizalt myoblastok myotubulusokka/izomrostokka torténd diffe-
rencidlodédsa sordn? Kolcsonhat-e a két jelatviteli at, s ha igen, hogyan? Kiilonboznek-e a dif-
ferencidlodas sordn tapasztalt valtozasok a két jelatviteli utban, ha a differencidlédast kiilon-
boz6 stimulusokkal inditjuk be? Ha igen, véltozik-e mind a depolarizici6, mind az
extracellularis ATP 4ltal kivaltott sejtvélasz érési folyamata? Milyen purinoreceptorok dllnak
a purinerg valaszban tapasztalt valtozdsok hatterében? Betolt-e valamilyen funkciét ezekben a
sejtekben a P2X; receptor?

2. Milyen véltozasok kovetkeznek be egérbdl izolalt primer szatellitasejtek myotubu-
lusokkd/izomrostokkd torténd differencidléoddsa sordn a purinerg szignalizdcioban? Milyen
jellemzo6i vannak ezen sejtek extracelluldris ATP-re adott vdlaszainak és befolydsolja-e ezeket
a valaszokat a tartds depolarizacio? JelentOs szerephez jut-e a primer vazizomsejtek purinerg
valaszédban a P2X; receptor?

3. Mutatnak-e vélaszkészséget extracellularisan adagolt ATP-re a melanocytak, illetve

melanoma sejtek, van-e kiilonbség a valaszkészségiikben? Milyen purinoreceptorok allnak
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az esetleges kiilonbségek hatterében, szerephez jut-e a P2X7 receptor? Milyen funkciét tolt be
a kozelmiltban melanoma sejtekben kimutatott rianodin receptor a sejtek Ca**-homeo-
stasisdban, befolydsolja-e a purinerg jelatvitelt?

4. Miként hat a melanoma malignumban esetlegesen megtaldlhaté purinoreceptorok
farmakoldgiai befolydsoldsa a sejtek in vitro proliferacidjara, differencidcidjara és apopto-
sisratajara? Modosithaté-e a melanoma malignum betegség lefolyasa kisérleti allatokban a

purinoreceptorok agonistdinak/antagonistdinak in vivo alkalmazdsaval?
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IV. Anyagok és médszerek

IV.1. Sejtek és sejttenyésztés
IV.1.1. C2C12 egér vdzizom sejtvonal tenyésztése

A felnott C3H egerek 1ababol szarmazé C2C12 sejtvonalat (Cell Line Data Base, 2006)
myoblast stddiumban -70 °C-on 15% FCS*-t és 10% DMSO-t tartalmaz6 DMEM tenyésztd
médiumban tdroltuk. Felolvasztds utdn a sejteket 75 cm’-es szdvettenyésztd edényekbe osztot-
tuk szét 1x10° sejt/ml sliriségben €s 15%-os FCS-t, valamint antibiotikumokat é&s
antimikotikumot (50 NE/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint és 1,25 pg/ml Fungizone-t)
tartalmaz6 DMEM tépoldatban 5% CO,-tartalom mellett, 37 °C-ra termosztalt kornyezetben
tenyésztettilk oket. A tenyészetek passzdlasa 60-70%-os konfluencia elérésénél, 2-3 naponta
tortént. A kiillonbozo vizsgalatok igényeinek megfelelden a sejtek differencidlodésat targyle-
mezre, Petri-csészére vagy 96 lyuku tenyésztd edénybe kirakott tenyészetekben indukéltuk
oly médon, hogy a fentivel megegyez6 koriilmények kozott 5% FCS-t és 5% HS-t (valamint a
fenti antibiotikumokat és antifungélis szert) tartalmazé DMEM tépoldatra cseréltiik a tenyész-
t0 médiumukat. A vizsgdlatokat 2, 5, 7 €s 9 napos tenyészeteken végeztiik, tapasztalataink
szerint ugyanis az adott tenyésztési koriilmények kozott — 2-3 naponkénti tdpoldatcsere mel-
lett — ilyen koru tenyészetekben jol elkiilonithetoek €s vizsgalhatéak az egymagvi myoblastok
(2. nap), a 2-5 magvua fiatal primer myotubulusok (5. nap), a 6-10 magvad szekunder
myotubulusok (7. nap), illetve a tobb, mint 10 magvu érett myotubulusok centralis elhelyez-
kedésli, valamint a fejlett izomrostok periféridra szoritott magokkal (9. nap) (8./a dbra).

A C2C12 sejtek PKCao-t és PKCo-t stabilan overexpresszal6 klonjait kordbban kollabo-
racios partnereink, Biré Tamds és munkatdrsai allitottdk eld (Papp és mtsai, 2004). A PKC-t
overexpresszald izomsejteket az el0z0 bekezdésben leirtaknak megfelelden 15% FCS-t tar-
talmaz6 DMEM-ben tenyésztettiik azzal a kiilonbséggel, hogy tdpoldatukba 500 pug/ml G418-
at (Geneticin) is tettiink a transzfektalt sejtek szelekcidja érdekében. A kisérleteket legaldbb
harom kiilonboz6 klénon elvégeztiik mindkét izoenzim esetében, tovabbd az overexpresszid
tényét Western blot vizsgélatok segitségével is igazoltuk (ezek eredményét itt nem mutatjuk

be).

% A dolgozatban hasznlt vegyszerek és eszkozok forgalmazéinak neve és székhelye — a szoveg jobb dttekinthe-
tosége érdekében — az Anyagok és modszerek rész kiilon fejezetében, IV.9. A haszndlt vegyszerek és eszkozok
kereskedelmi forgalmazoi cim alatt van felsorolva.
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IV.1.2. Primer egér szatellitasejt-tenyészet készitése

Egér vazizom tenyészetekhez a rostokat 2-8 napos tjsziilott egerek mellso és hatsé vég-
tagjanak proximalis rész€bol prepardltuk. A kimetszett izomszovetet fizioldgids séoldatba
helyeztiik (Hanks-oldat: 136,75 mM NaCl, 5,36 mM KCI, 0,34 mM Na,HPO,, 0,44 mM
KH,PO,, 0,81 mM MgSOy, 1,26 mM CaCl,, 5,56 mM gliik6z, 4,17 mM NaHCOs;, 10 mg/l
fenolvoros, 50 pg/ml gentamicin, pH: 7,7, ozmolaritas: 300 mosm/I), olléval 1-2 mm-es dara-
bokra vagtuk, majd oldatcserével vértelenitettilk. Darabolast kovetden az izom emésztését
Ca®*- és Mg”*-mentes, 1 mg/ml tripszint és 0,75 mg/ml kollagendz II-t tartalmazé foszfat puf-
ferben (136,75 mM NaCl, 8,02 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,POy, 25 mM glii-
kéz, 25 mM szacharéz, 50 pg/ml gentamicin, 50 NE/ml penicillin, 50 pg/ml streptomicin,
1 mg/ml BSA, pH: 7,4, ozmolaritds: 300 mosm) végeztiik, 37 °C-os razoéfiirdében (1 Hz), 15
percig. Ezt kovetden a feliiliszot HS-t tartalmazé neutralizdlé oldattal elegyitettiik, mely
tripszininhibitor hatdsandl fogva ledllitotta az enzimreakcidt. Kétrétegii (50, illetve 20 um
porusdtmérdjll) nylonmembrénon torténd sziirés utdn 10 percig 1000/perc fordulatszammal
centrifugaltuk az oldatot, majd az iiledéket 10% FCS-t, 50 NE/ml penicillint, 50 pg/ml
streptomicint és 1,25 pg/ml Fungizone-t tartalmazé Ham F-12 tdpoldatban szuszpendaltuk. A
durva izomdarabokat tovabb emésztettiik, majd a frakciokat egyesitve sejtszdmolast kovetden
a sejtszuszpenzidt 1%-os zselatinoldattal elokezelt, steril, tiveg feddlemezekre (savkezelt,
holégsterilizdlt, 30 mm atmérdji, 0,07 mm vastagsagi; Menzel-Gliser) szélesztettiik. A te-
nyésztés elsd két napjan a sejteket ebben a tépoldatban tartottuk, mely alacsony Ca’*- és ma-
gas szérumtartalmdndl fogva kedvez a sejtek osztédasdnak (Yasin és mtsai, 1977). A tenyész-
tés 3. napjan Aattértiink differencidlodast eldsegitd tenyésztd médiumra, azaz 2%-os FCS-t, 2%
HS-t, valamint antibiotikumokat és antimikotikumot (50 NE/ml penicillint, 50 pg/ml
streptomicint és 1,25 ug/ml Fungizone-t) tartalmaz6 DMEM tdpoldatra. Ezen sejtek tenyész-
tése is 5% CO,-tartalom mellett, 37 °C-ra termosztalt kornyezetben tortént.

Az izomsejtek és a primer tenyészetekben kis mennyiségben mindig megtaldlhato
fibroblastok elkiilonitését a kisérletek sordn az igen nagy €s szdmos magot tartalmazé izom-
csovek és -rostok, valamint a kis, orsé alaku és csak egy magot tartalmazdé fibroblastok kozot-
ti szembeszokd morfologiai kiilonbség tette lehetdvé. Mindemellett a tévedés biztos kizarasa-
ra az immuncitokémiai vizsgalatok sordn az éppen vizsgalt fehérje elleni antitesten kiviil az
izomspecifikus dezmin elleni antitesttel kettds immunfestést alkalmaztunk és csak a dezminre
is pozitiv sejteket vizsgéltuk (lasd még alabb a IV.3.1. alfejezetet, illetve a 21. dbra P2YR-ra

vonatkozé képének jobb alsé sarkdba beillesztett fotot).
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1V.1.3. Primer humdn melanocitdk tenyésztése és azonositdsa

Az egészséges humdn melanocytdkat Kormos Bernadett Ph.D. hallgaté izolalta a Szege-
di Tudoményegyetem Borgyogydszati Klinika Limfocita Laboratériuméban plasztikai sebé-
szeti beavatkozdson dtesett betegekbol, irdsos beleegyezést kovetden, diszpazos-tripszines
emésztéssel (Haak-Frendscho és mtsai, 2000). A sejtek a 3. passzdzsuk utdn jutottak el hoz-
zank. A tenyésztésiikhoz hasznalt médium 100 ml AIM-V Lymphocyte Mediumot, 100 ml
Keratinocyte-SFM-t, 400 pul BPE-t, 1ul hrEGF-t, 58,44 mg L-glutamatot, 5 ml FCS-t, antibio-
tikumot (50 NE/ml penicillin, 50 pg/ml streptomicin) valamint antifungalis szert (1,25 pg/ml
Fungizone) tartalmazott. A 37 °C-ra beillitott, 5% CO;-ot tartalmaz6 termosztitban tenyész-
tett sejteken a tdpoldatot kétnaponta cseréltiik és 80-100%-os konfluencidnal, 3-6 naponta
passzéltuk Oket. Kisérleteket legfeljebb hatszor passzdlt sejteken végeztiink.

Kisérleteink kezdetén megvizsgaltuk, milyen ardnyban fordulnak eld ezekben a primer
tenyészetekben ,,szennyez0désként” fibroblastok. A melanosoma-specifikus HMB-45 ellenes,
illetve a neuroectodermalis eredetli sejteket jelold S100 ellenes antitestekkel tortént kettOs
festések (lasd még a IV.3.1. alfejezetet) megmutattak, hogy a tenyészetek sejtjeinek mintegy
80%-a kettdsen festodik, a legalabb az egyik antitesttel pozitiv sejtek aranya pedig tobb, mint

95% volt (6. dbra). Ezen vizsgélatokbdl azt a konkldziét is le tudtuk vonni, hogy mikroszké-

pos morfoldgidjuk alapjan jol elkiilonithetoek a HMB-45 és/vagy S100 pozitiv nagy, tobb

6. dbra. Melanocytak azonositasa immuncitokémiai festéssel. (a) Tenyésztett melanocytdk immunfluoreszcen-
cidja S100 (fent, zold) és HMB-45 (kozépen, piros) ellenes primer antitestek alkalmazdsa utdn. Magfestés: DAPI
(Ient, kék). (b) Az a panel felvételeinek egymasra vetitésével kapott kép. Csillagok jelzik a HMB-45-re és S100-ra
is pozitiv sejteket.
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nyulvannyal rendelkezd, lapos melanocytdk a kisebb, orsé alaku fibroblastoktdl, azon kisérle-
teink sorédn tehdt, ahol az egyes sejtek pontos azonositdsa jelentdséggel bir (pl. [Ca®*]i-mérés
egyedi sejten), ennek figyelembe vételével dolgoztunk (a melanocytdk morfoldgidjdnak to-

vabbi részleteit lasd még a I1.1.2. alfejezetben).

1V.1.4. Humdn melanoma sejtvonalak tenyésztése

Munkéank sordn harom humdn eredetli melanoma malignum sejtvonallal dolgoztunk,
melyeket kollaboracids partneriinktdl, Timar J6zseftdl kaptunk az Orszagos Onkoldgiai Inté-
zet (OOI) Tumorprogressziés Osztalyarol (Budapest): az A2058 sejtvonalbdl szdrmaztatott
HT168-M1 sejtvonal és az OOI-n 1étrehozott HT199 sejtvonal SCID egerekben tumorképzo
tulajdonsagu és metastaticusnak bizonyult kiilonféle metastasis modellekben. Bar a WM35
sejtvonalra az ut6bbi allitds nem igaz, ezek a sejtek szintén tumorigének SCID egerekben.

A sejttenyészeteket 10% FCS-t és 2 mM L-glutamatot, valamint 50 NE/ml penicillint,
50 ug/ml streptomicint és 1,25 pg/ml Fungizone-t tartalmazé RPMI-1640 tédpoldatban, 37 °C-
ra bedllitott, 5% CO,-t tartalmazé termosztitban tartottuk fenn. A tenyészeteket 80-100%-o0s

konfluencidnal passzaltuk és minden kisérletet 3-4 napos tenyészeteken végeztiink.

IV.2. [Ca®*]; valtozdsainak kivetéséhez kapcsol6dé modszerek
1V.2.1. Egyedi sejten torténo fluoreszcens [ Ca**]; mérés

A mérés alapelve, hogy a Ca™*-ot kotdtt és nem kotott Fura-2 fluoreszcens festék
abszorbcids spektruma eltér. Ha tehat két megfeleld hullimhosszon véltakozva gerjesztjiik a
festéket tartalmaz6 mintét, a kétféle gerjesztést kovetden emittdlt fénysugarak intenzitasainak
hanyadosabdl a minta (a sejt) Ca®* koncentraciéja nM pontossdggal kiszamolhatd, az ardny
idébeli véltozdsdnak kovetésébdl pedig az idé fiiggvényében bekovetkezd [Ca’*);-valtozds
meghatdrozhaté (Grynkiewicz és mtsai, 1985).

A sejtek festékkel torténd feltoltéséhez 15 pl 2 mM Fura-2-AM-et (a festék acetoxi-
metilészter formdja), 10 pl 4%-os Pluronic® F-127-et (enyhe detergens a festék bejutdsdnak
megkonnyitésére) és 4 pl 150 nM-os neostigmin oldatot (Stigmosan; a nem izom sejtek eseté-
ben esetleg, a vazizomsejtek esetében nagy valdsziniiséggel jelen 1évo extracelluldris
acetilkolin-észterdaz gatlasaval a Fura-2-AM extracelluléris hasitasat el6zi meg) hasznaltunk,
2 ml tépoldatban. A toltést 37 °C-on, 5% CO, tartalmu atmoszférdban, izomsejtek esetében

90, melanocytdk és melanoma sejtek esetében 60 percen dt végeztiik.
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A PTI DeltaScan mérérendszer miikidése és a [Ca’" ]; meghatdrozdsa: A sejtekbe jutta-
tott festék 340 és 380 nm hulldmhosszusdgok kozott valtakozo gerjesztését a Photon Tech-
nology International (PTI) DeltaScan™ kettés monokromatoros berendezése biztositotta
(7. dbra). Fényforrasként a rendszer xenonlampdja szolgél, melynek fényét egy forgétiikros

sugarosztd két nyaldbra osztja. A keletkezd sugarak kiilon-kiilon monokromdatoron haladnak

Monokromator 1 (340nm)

Xenon ldmpa
Sugéroszté/ ~—= -= =
7

Monokromator 2 (380nm)

Nikon
mikroszkép

Dikroikus
tikor

Interferen-
ciasz(iré
(510 nm)

Fotoelektron-sokszorozé

Regisztratum Szamitogép

CCD ara

7. dbra. A PTI DeltaScan™ mérérendszer felépitése.

at, melynek eredménye a méréseinkhez sziikséges 340, illetve 380 nm hulldmhosszisigu
fénynyaldb. A monokromatorokbdl optikai szdlak vezetik a fényt egy csatold egységen, vala-
mint egy dikroikus tiikkron keresztiil a mikroszkop targyasztalan elhelyezett sejtekre. A Fura-2
altal kibocsétott fluoreszcens fényt 510 nm-en — interferenciasziird kozbeiktatdsdval — egy
fotoelektron-sokszorozo6 segitségével detektaltuk. A jeleket 10 Hz gyakorisaggal regisztraltuk.
A hattérfluoreszcenciat a targylemezek sejtmentes helyein mértiik, ezt a program automatiku-
san levonta a mért fluoreszcenciaértékekbol. A két hulldamhosszon torténd gerjesztés soran
mért fluoreszcenciaértékek hédnyadosdbdl (R=Fs4y/F359) az irodalombdl ismert egyenlet

(Grynkiewicz és mtsai, 1985) alapjdn szamitottuk ki az intracelluldris Ca**-koncentraciokat:
[Ca®Ti=Kp" B - (R—Ruin) / Ruax—R) , (1)

ahol Kp a festék disszocidcids allanddja, Ry, az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék
Ca**-mal telitett, Rp,in az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalan nem kot Ca2+—0t,
R a mért fluoreszcenciaértékek hanyadosa,  a rendszerre jellemzd alland6. A mérérendszer
kalibrdlasa sordn nyert adatainkat felhaszndlva a Kp=118 nM, R;;;=0,2045, R.x=8,315 és

B=10 értekeket haszndltuk a szdmitdsokhoz. A tranziens [Ca’*]i-vdltozdsok paramétereit
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(amplitado, latencia, a tranziens kialakuldsanak maximalis sebessége, a leszalld szar meredek-
sége, a csucs eléréséhez sziikséges 1d0, félértékszélesség) a munkacsoportunk 4ltal kifejlesz-
tett szamitogépes program (PTlana) segitségével hatdroztuk meg.

A mérés technikai kivitelezése: A festékkel feltoltodott sejteket tartalmazé targylemezt
perfiziés kadban rogzitettilk, a kddat normdl Hepes-Tyrode-séoldattal (137 mM NaCl,
5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM Hepes-NaOH, 1 g/l gliikk6z, pH=7,4)
toltottiik fel, majd egy Nikon invert mikroszkop targyasztalara helyeztiikk. A mérés sordn vé-
gig normdl Hepes-Tyrode-t aramoltattunk at a kddon balrdl jobbra perisztaltikus pumpa segit-
ségével (Econo-pump™ System), jobb oldalon alkalmazva az elszivést (,kiils§ perfizié”,
3 ml/min). Ezért egy adott targylemez sejtjeinek szisztematikus vizsgélatdnal a mérést a jobb
oldali sejteken kezdtiik és balra haladtunk, igy a korabbi mérésekkor alkalmazott agonistikat
és antagonistdkat nem mostuk ra a késébb mérendo sejtekre. Egy 250 um belsdé atmérdji per-
fizi6s kapilldrist (Perfusion Pencil®) az éppen mért sejt kozvetlen kozelébe allitottunk, ezen
adagoltuk a vizsgalt oldatot (,,Jokélis perfuzi6”, Valve Bank ™ 8 11 System, 4 pl/sec), majd az
adott mérés befejeztével lokdlisan is normdl Hepes-Tyrode-oldatot dramoltattunk a szer kimo-
sdsdra. Amikor az extracelluldris Ca** hidnydnak hatdsét kivantuk tanulmanyozni, Ca®* men-
tes Tyrode-oldattal (CaCl, nélkiil, 5 mM EGTA-val) mostuk a lokdlis perftiziés kapillarison
keresztiil a sejtet 1-2 percig, majd a vizsgdlt anyagot ugyanebben a Ca**-mentes oldatban jut-

tattuk a sejtre.

IV.2.2. A Ca** -fluxus (FL) kiszdmitdsa

Kalciumfluxusként a myoplasmaba a kiilsd térbdl be- €s az intracelluléris raktarakbol ki-

1ép6 6sszes Ca”™* ion fluxusét definidltuk. Az FL-t a
FL = d(Casoi+Casransz) dt (2)

képlet szerint hatdroztuk meg, ahol Cay, a myoplasméan beliili teljes kalciummennyiség,
Caganszp pedig a kalciumeltdvolité mechanizmusok altal transzportalt Ca2+—mennyiség. Caor
becsiilt értékét az elozo alfejezetben ismertetett médon meghatdrozott szabad (Cagzapag), vala-
mint az intracelluldris kot6helyekhez kotott Ca®* mennyiségének dsszegeként kaptuk meg, és
a modellben a Ca**-nak a festékhez (Cafura), a troponin C-hez (Caygpc), a parvalbuminhoz

(Capary) és a pumpdhoz (Capumpa) valo kotoédésével szamoltunk:

Catot = Caszabad + (CaFura + CatropC + Caparv + Capumpa), (3)
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szamitasainkban az irodalombdl (Schuhmeier és mtsai, 2003) ismert és konstansnak feltétele-
zett értékeket felhasznalva. Cayang,p a pillanatnyilag a Ca**-eltdvolité mechanizmusok (pum-
pak) altal szallitott kalciummenyiség, melyet ardnyosnak tekintettiink a pumpdk relativ
szaturdciéjaval ([Ca-pumpa)/[pumpa]), ahol az ardnyosségi tényezé nyilvanvaléan a Ca**-

eltavolitds maximalis sebessége (PV max):
Cayranszp = PVinax - ([Ca-pumpa] / [pumpal]) “4)

A PV értékét minden vizsgdlt sejtre kiillon meghatdroztuk a kovetkezd médon. KCl-
depolarizéciét kovets Ca®*-tranziens lesz4llé szdrdra legalabb 3 s-mal a csiics elérését kovetd-
en exponencidlist illesztettiink, s mivel ekkor a fesziiltségfiiggd csatorndk bizonyosan zartak
vagy inaktivak, a gorbe ezen szakasza a Ca**-eltdvolité mechanizmusok (-pumpék) miikodé-
sét tiikkrozi. Az igy meghatdrozott PV« értéket hasznéltuk az adott sejten regisztalt barmely

késObbi idOpillanatban az FL kiszamitasara.

IV.3. Immundetekcios modszerek
1V.3.1. Immuncitokémia és immunhisztokémia

A 2. tdbldzatban felsorolt fehérjék sejten beliili jelenlétét, elhelyezkedését, illetve né-
mely fehérjeparok kolokalizaciéjat immuncitokémiai mddszerrel hataroztuk meg. A 24 lyukud
tenyésztdedényben, 13 mm atmérdjii fedélemezen tenyésztett sejtek kalcium- és magnézium-
mentes (CMF) PBS-sel (136,75 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO,, 1,47 mM
KH,POy4, 300 mosm, pH: 7,2) torténd lemosdsa utdn Gtperces acetonos fixdlas kovetkezett,
majd PBS-ben higitott 0,1%-os Triton-X-100-zal permeabilizaltuk a sejtmembrant 10 percen
keresztiil. Ezt kovetéen PBS-ben tortént haromszori mosés utdn 30 perces blokkolds tortént
1%-0s BSA-val. A kovetkezd 1épésben a kimutatando fehérjének megfeleld, 1%-os BSA ol-
datban higitott elsddleges antitesttel (2. tdbldzat) egy 6ran at szobahdn, majd harom PBS-ben
tortént mosdast kovetden a fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos antitesttel szintén egy
oran keresztiil s6tétben, szobahdn inkubdltuk a sejteket. Végiil haromszori PBS-es mosés utdn
a magokat DAPI-val (Vectashield Mounting Medium with DAPI) vagy propidium-jodiddal
tettiik lathatova. KettOs festések esetén a kétféle primer antitestet egyszerre tettiik a sejtekre,
csakuigy, mint a kétféle szekunder antitestet. Ezen kisérletekben az alkalmazott négyféle anti-
test mindegyike mdas-mads allatbdl szarmazott (2. tdbldzat). Az altalunk haszndlt masodlagos
antitestek mindegyike 1:1 aranyban jeloli a primer antitesteket. A negativ kontrollok készité-

sekor kihagytuk az elsddleges antitesteket és csak a mdsodlagos antitesteket adtuk a sejtekhez.
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2. tdbldzat. Az immuncito- és -hisztokémiai vizsgalatokban hasznalt antitestek.

Elsddleges antitestek
Kimutatando Antitest Termelo  Koncentrdcié/  Higitdas  Gydrto cég
fehérje dllatfaj  katalogusszdm
1. HMB-45 m', anti-HMB-45 egér MO0634 1:50 Dako
IgGl
2. S100 p’, anti-S100 IgG nyul N1573 1:500 Dako
3. 2-es tipusu m, anti-RyR IgG1 egér MA3-925 1:1000 Affinity
rianodin receptor BioReagents
4. SERCA pumpa p, anti-SERCA?2 kecske 0,2 mg/ml 1:200 Santa Cruz
IgG
5. P2X, receptor p, anti-P2X; IgG nyul 0,6 mg/ml 1:50 Alomone
6. P2X, receptor p, anti-P2X, IgG nyul 0,3 mg/ml 1:50 Alomone
7. P2X; receptor p, anti-P2X; IgG nyul 0,75 mg/ml 1:50 Alomone
8. P2X, receptor p, anti-P2X, IgG nyul 0,3 mg/ml 1:50 Alomone
9. P2X; receptor p, anti-P2X;5 IgG nyul 0,8 mg/ml 1:50 Alomone
10. P2X; receptor p, anti-P2X; IgG nyul 0,3 mg/ml 1:50 Alomone
11. P2Y, receptor p, anti-P2Y, IgG nyul 0,6 mg/ml 1:50 Alomone
12. P2Y, receptor p, anti-P2Y, IgG nyul 0,8 mg/ml 1:50 Alomone
13. P2Y, receptor p, anti-P2Y, IgG nyul 0,6 mg/ml 1:50 Alomone
14. dezmin m, anti-dezmin egér MO0760 1:100 Dako
1gG1
Masodlagos antitestek
Kimutatott fehér- Konjugalt Termelo  Koncentrdcié/  Higitds  Gydrto cég
je fluorofor dllatfaj  katalogusszdm
A nyil IgG (H+L%) TR* kecske 1,5 mg/ml 1:500 Vector
B egér IgG (H+L) TR 16 1,5 mg/ml 1:500 Vector
C kecske IgG TR nyul 1,5 mg/ml 1:300 Vector
(H+L)
D nyul IgG (H+L) FITC’ kecske 1,5 mg/ml 1:200 Vector
E  egérlgG (H+L) FITC 16 1,5 mg/ml 1:200 Vector
Alkalmazott antitest-parositasok
Egyszeres festések 3B, 3E, 5D, 6D, 7D, 8D, 9D, 10D, 11D, 12D, 13D,

Kett0s festések 1B-2D, 3E-4C, (5D, 6D, 7D, 8D, 9D, 10D, 11D, 12D, 13D)-14B

'm: monoklondlis, p: poliklonalis, H+L: nehéz és konnyti (heavy és light) lanc, “TR: texas red, *FITC:
fluoreszcein-izotiocianat
A megfestett sejtek vizsgalatit vagy a Zeiss LSM 510 META konfokalis 1ézer pasztizo

mikroszkdppal, vagy a Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik. A fotdkat a
SPOT RT digitalis kameraval a SPOT Advanced v. 3.5 szoftver felhaszndlasaval készitettiik.
Az Osszehasonlitdsra szdnt felvételek minden esetben azonos kamerabedllitdsok mellett és
expozicids idovel késziiltek. Utderdsités csak a vizsgdlatok bizonyos aspektusainak kiemelése
céljabol tortént (példaul a sejtek morfoldgidjanak jobb lathatosdga érdekében), minden eset-
ben legfeljebb az egész kép intenzitdsianak és élességének homogén javitisiaval. Nem
alkatomz tutderasiéés 6 isdsie vossaev sttt képéht edatpbkn, eshtdbamgudhal retrtgukintenzithisok
képezték a kisérlet Iényegét.
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A fagyasztott naevus- €s melanomaszovet-metszetek immunhisztokémiai vizsgélatandl a
fenti eljardshoz hasonléan jartunk el. A metodika az aldbbi pontokon kiilonbozott: fixdlds:
metanol, 10 perc; permeabilizdlds: nem tortént; mosds: PBS, 3x5 perc; blokkolds: 1% BSA és
10-szeres higitasu kecskeszérum, szobahon, 2 h; primer antitest: 60 perc, 37°C; mosds: PBS,
6x10 perc; mdsodlagos antitest. biotin-konjugdlt egér IgG ellenes antitest, 1:100, 40 perc,

szobahOn; mosds: PBS, 3x5 perc; jelolés: streptavidin-FITC, 1:100, 40 perc, szobahdn.

1V.3.2. Western immunoblot

A jéghideg PBS-ben atmosott sejteket homogenizaciés pufferben (20 mM Tris-HCI,
5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-amino-etil)-benzil-sulfonil-fluorid, 20 mM leupeptin, pH: 7,4) arat-
tuk fel és jégen, Cole-Parmer® Ultrasonic Homogenizer-4710-zel szonikaltuk (a mintdk ultra-
hangos homogenizéldsa). A mintdk proteintartalmat médositott BCA prébaval hataroztuk meg
(Smith és mtsai, 1985), BCA™ Protein Assay Kit segitségével. A teljes sejtlizitumot SDS-
PAGE SB pufferben (100 mM Tris, pH. 6.8, 2% SDS, 5% B-merkaptoetanol, 15% glicerol,
bromfenolkék) kevertiik el, majd 10 percig 100 °C-on foztiikk. A mintdkat SDS-PAGE-nek
vetettiik ald a Laemmli (1970) altal leirt eljards szerint. A 8%-os gélekre sdvonként 20-30 ug
proteint vittiink fel, majd a futdst kovetden nitrocellul6z membranra transzferdltuk a mintékat.
PBS-ben oldott 5%-os tejporoldattal torténd blokkoldst kovetden a 2. tdbldzatban szerepld
primer antitestek koziil a purinoreceptorok, illetve a dezmin ellenes antitestek 1:200-as, a
blokkol6 oldatban késziilt higitasait alkalmaztuk. A HRPO-konjugélt nyul és egér IgG ellenes
masodlagos antitest alkalmazdsat kovetden az immunreaktiv sdvokat ECL Western blotting
detection kittel (erdsitett kemilumineszcencids Western blot detektalé készlet) mutattuk ki
fényérzékeny filmen. A jelintenzitds kvantifikdldasa LAS3000 Dark Box (sotét doboz)-ban
keriilt sor, az optikai denzitds (OD) értékeket az Image-Pro Plus 4.5 képanalizdlé szoftver
segitségével mértiikk meg és a kontroll minta értékére normalizaltuk. Annak igazoldsara, hogy
az egyes savokra felvitt azonos mennyiségli protein azonos mértékben is blottolddott at a
nitrocellul6z membrénra, rutinszertien ellendriztilk a membranok citokrom c jelolodését. A
nitrocellul6z membranokat 200 ml 2% SDS-t és 0,1% B-merkaptoetanolt tartalmazé 50 mM
Tris-HCI pufferbe helyeztiik (pH: 7,5) 1 h-ra 65 °C-on, majd egérben termelt anti-citokrom c
elsddleges, illetve egér IgG elleni HRPO-konjugdlt masodlagos antitesttel a fent leirt médon

ellendriztiik, valoban egyenld-e a vizsgélt sdvok citokrom c jeleinek intenzitasa.
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IV.4. Az siRNS technika

A modszer lényege, hogy a sejtbe juttatott kettds szald, 20-25 bazisparbol 4ll6 siRNS
(small/short interfering RNS — kis/rovid interferal6 RNS; silencing RNS — ,,elnémit6” RNS)
megfeleld szdlja a cytoplasmaticus RISK komplex (RNA induced silencing complex — RNS
indukalta ,,elnémit6” komplex) részeként a specifikus komplementer szakaszt tartalmazd
mRNS hasitasit €s lebomldsat idézi eld, igy megfelelden megvalasztva alkalmas egy adott
gén transzlicidjdnak szelektiv gitlasara (Harari, 2005).

Technika: a IV.1.2. alfejezetben leirt médon primer kultirdban fenntartott izomsejteket
haromnapos korukban a jetSI-ENDO kationos transzfektdlo reagens segitségével

transzfektaltuk az 5° végiikon fluoreszceinnel konjugdlt, a

P2X4R (5 CCAGCAUUUGCGAUUCAGA dTdT 3’ sense szdl,
5 UCUGAAUCGCAAAUGCUGG 3’ antisense szdl), a

P2XsR (5 ACAGGCAACAAACAUUUCC dTdT 3’ sense szil,
5 GGAAAUGUUUGUUGCCUGU 3’ antisense szal), a

P2X7R (5 UCAUGGGUAUCGAGAUCUA dTdT 3’ sense szdl,
5" UAGAUCUCGAUACCCAUGA 3’ antisense szdl), és a

P2Y R (5 GUAGCUGCCUGAGUUGGAA dTdT 3’ sense szdl,
5" UUCCAACUCAGGCAGCUAC 3’ antisense szdl)

ellen tervezett siRNS-ekkel, kovetve a gydrtd utasitisait. A transzfekcié szérumtartalmd,
antibiotikummentes DMEM tdpoldatban tortént. 24 6rds inkubécids periddus utdn a tenyésztod
médiumot szérumtartalmu, antibiotikummentes normal DMEM tdpoldatra cseréltiik. A méré-
seket a transzfekcid utdn 48 ordval, Osszesen tehdt 4-5 napos sejteken végeztiik. Kontrollként
olyan jetSI-ENDO-val kezelet sejteket hasznaltunk, melyek pontosan a fenti protokollon men-
tek keresztiil, de a kisérlet sordn kihagytuk a siRNS-t. A célgének maradék transzlaciéjanak

mértékét, tulajdonképpen tehat a szuppresszié fokat Western blottal ellendriztiik.

IV.5. Ionaram- és membranpotencial-mérések

Az extracellularis ATP 4ltal indukalt transzmembran iondramok €s membranpotencidl-
valtozdsok megfigyelését patch-clamp technika segitségével, teljes sejtes (whole-cell) elren-
dezésben végeztiik szobahdn. Méréseink sordn Axopatch 200A erdsitdt hasznéltunk. A patch-
mikropipettakat izzitds utdn vékony boroszilikét iivegkapillarisokbol készitettiik, elektromos

ellendlldsuk a mesterséges belsd oldattal (110 mM K-aszpartit, 20 mM KCl, 2 mM MgCl,,
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5 mM EGTA, 5 mM HEPES, 2 mM MgATP, 7,3-ra pH-zva KOH-dal) feltoltve 3-4 MQ volt.
A sejtek elektromos ingerlését, a mintavételezést és az eredmények kiértékelését a pPCLAMP
6.0.4. szoftver segitségével valdsitottuk meg. Az elektromos jelek mintavételezése 1 kHz-es
gyakorisaggal tortént.

A sejtek passziv elektromos paramétereinek (kapacitdsdnak) meghatdrozasahoz 40 ms
hosszd, 5 mV amplitiddju, -80 mV-os holding (tartd) potencidlrél indulé depolarizal6é impul-
zust haszndltunk. A vizsgalt sejtek linedris kapacitdsa 70-700 pF volt (a differenciéltabb sejtek
esetében kaptunk nagyobb értékeket). Az iondramokat a mérdrendszer voltage-clamp (,,fe-
sziiltség-rogzités””), a membranpotencidlt current-clamp (,,d&ram-rogzités””) modjaban detektal-
tuk. EI16bbi esetben a holding potencidlt -80 mV-on rogzitve az extracellularis ATP és BZATP
hatdsdra kialakul6 dramokat (Iatp €s Ig,aTp) mint a holding dramban bekdvetkezd véltozdsokat
mértiik, mig current-clamp moédban az agonistdk kivaltotta membranpotencidl-valtozasokat, a
depolarizacié mértékét hataroztuk meg. Az eredmények bemutatidsakor az esetek tobbségében
az egységnyi kapacitdsra esd dramot, azaz az dramsiriiséget adtuk meg, igy ugyanis az dlta-
lunk hasznalt igen kiilonb6z6 méretii felszinnel (egymagvi myoblast = 10-nél is tobb magvi
secunder myotubulus) és igy kapacitdssal rendelkez6 sejteken nyert adatok konnyebben 0sz-
szehasonlithatva véltak.

Az alkalmazott oldatok cseréjét dlland6 sebességli perfuzids rendszerrel oldottuk meg.
Kisérleteink sordn a kiils6 oldatba 10 uM tetrodotoxint tettiink, hogy a gyors fesziiltségfiiggd

Na*-csatorndkon keresztiili inward (befelé irdnyul) Na*-aramokat gitoljuk.

IV.6. A sejtproliferacio és sejthalal vizsgalata
IV.6.1. MTT sejtproliferdcios teszt

Az élosejt-szamot az €16 sejtek azon tulajdonsaga alapjan hataroztuk meg, mely képessé
teszi Oket, hogy az MTT tetrazolium s6t formazdnna alakitsdk at. Az 5000 sejt/lyuk
denzitdsban 96 lyuku tenyésztd edényben fenntartott sejtekhez a tenyésztés 6. napjin
0,5 mg/ml MTT-t adtunk. 2 h 37 °C-on torténd inkubdlds utin az élosejt-szdmmal ardnyos
formazankristaly-koncentraciét kolorimetrids moddszerrel, BioRad Model 550 Microplate
Readerben, 570 nm-en mérve az abszorpciot, a gyarté utasitdsainak megfelelden hatdroztuk

meg.
IV.6.2. Aramldsi citometrids apoptosisvizsgdlat

A 6 lyuki tenyésztdedényben kitapadt melanoma sejtek tdpoldatit szérummentes tpol-

datra cseréltiik és 1 uM metoxi-Osztradiollal egészitettiik ki, hogy apoptosist indukaljunk
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(Dobos és mtsai, 2004). Az ATP hattasanak vizsgélatara a tenyészetek egy részéhez a metoxi-
Osztradiol mellett 180 uM ATP-t is adtunk, melyet naponta kétszer pétoltunk a tdpoldatban.
48 h elteltével a sejteket 0,02%-os EDTA-val szuszpenzidba vittiikk, majd centrifugéldst és
PBS-es mosést kovetden 70%-os etanolban fixaltuk. 2 6rdn at inkubdltuk oket propidium-
jodiddal és RN4zzal (CyStain® PI Absolute P), majd CyFlow® dramlési citométerrel meghaté-
roztuk a DNS-tartalmukat. Az apoptotikus sejteknek megfeleld sub-Gy/G; frakcié nagysédgat a
FlowMax® szoftver segitségével hataroztuk meg.

Azokban a kisérletekben, ahol a ZnSO, hatésait vizsgéltuk az apoptosisra, nem indukal-
tunk apoptosist metoxi-Osztradiollal és a tdpoldat szérumot is tartalmazott, egyébként hason-

16an jartunk el.

1V.6.3. Nekrotikus sejtek ardnydnak meghatdrozdsa - tripankék exclusios teszt

A tripankék exclusids teszt alapja, hogy az €16 sejtek intakt sejtmembranjan a festék
nem jut at, mig a nekrotikus sejtek cytoplasmdjat kékre festi. A vizsgélt sejteket centrifugédlas
utin PBS-ben szuszpendiltuk, majd a szuszpenziét 1:1 ardnyban Osszekevertiik 0,4%-os
tripankékoldattal. 3 perc szobahon torténd inkubécié utdn Biirker-kamraban megszamolva a

kék és nem kék sejteket hatdroztuk meg a nekrotikussejt-aranyt.

IV.7. Tumornovekedés és metastasisképzés in vivo allatmodellben

Az 16 allatokon végzett kisérletek a budapesti OOI-ben, az OOI Allatetikai Bizottsag-
nak jovdhagydsaval torténtek. Egy sejtréteget alkoto, kitapadt HT168-M1 melanoma sejteket
0,02%-0s EDTA-kezeléssel szuszpenzidoba vittiink, majd centrifugdlds és mosds utdn
Medium 199-ben reszuszpendaltuk Oket. Hirom csoportra osztott, csoportonként 6-8 SCID
egérbe 50 ul térfogatban 5x10* €16 tumorsejtet injeltaltunk intrasplenicusan. Az inokuldciot
kovetd 7. naptdl kezdve az elsé csoport 100, a masodik 500 pg/ttkg/map dézisban ZnSOy-ot
kapott PBS-ben oldva 12 napon &t per os, mig a harmadik csoport ugyanolyan mennyiségi
tires PBS-t kapott. Az édllatokat a kisérlet 28. napjin, amikor a kontroll csoportban levok test-
silyvesztesége meghaladta a 20%-ot, Na-pentobarbitdl (Nembutal®) i.p. injekci6jdval tilaltat-
tuk, majd meghataroztuk a mijmetastasisok szamat, illetve a primer tumor méretének indika-

toraként az eltavolitott 1€p tomegét.
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IV.8. Statisztikai analizis

A statisztikai analizis sordn atlagértékeket és azok standard hibdit hataroztuk meg, a

szovegben €s dbrakon ezek mindig atlag+S.E.M.-ként (standard error of the mean, az atlag

standard hibdja) vannak feltiintetve. Kisérleti adatok csoportjainak Osszehasonlitisahoz

Student-féle t-prébat haszndltunk (SigmaPlot® 8.0), szignifikdns kiilonbséget p<0,05 esetén

allapitottunk meg. Ddzis-hatds gorbék készitéséhez az adatpontokra Hill-fiiggvényt illesztet-

tiilnk és ez alapjan hatdroztuk meg a félhatdsos dozist (ECsp), illetve a kooperativitdsi koeffici-

enst (n), amihez szintén a SigmaPlot® 8.0 szoftvert hasznaltuk.

IV.9. A hasznalt vegyszerek és eszkozok kereskedelmi forgalmazoi
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HS Sigma®® propidium-jodid Sigma®®
Image-Pro Plus 4.5. szoftver Media Cyb."”* SigmaPlot® 8.0 szoftver Systat”
jetSI®—ENDO Eurogentec” siRNS (P2 receptorok ellen) Eurogentec”
KCl Sigma®® SPOT Advanced v. 3.5.
Keratinocyte-SFM Gibco'” szoftver Diagn.Instr."”?
KH,PO, Sigma®® SPOT RT digitalis kamera  Diagn.Instr."?
kollagenéz II S igma28 Stigmosan Pharma-
LAS3000 Dark Box Fuji’ Magist™
leupeptin Sigma®® streptavidin-FITC Amersham’
L-glutamét Sigma®® streptomicin Biogal’
2ME Sigma®® szachar6z Sigma®®
Medium 199 Sigma®® tripankék oldat 0,4% Sigma®®
Menzel-Gliser fedélemez — Erie’ tripszin Difco”
2-MeS-ADP Sigma®® Tris-HCI Sigma®®
MgSO,4 Sigma®® TR-konjugalt egér IgG
MTT Sigma28 (H+L) ellenes antitest Vector’’
Na,HPO, Sigma®® TR-konjugalt kecske 1gG
NaCl Sigma28 (H+L) ellenes antitest Vector’’
NaHCOs Sigma®® TR-konjugélt nyil IgG
Nembutal San0ﬁ26 (H+L) ellenes antitest Vector®’
Nikon Eclipse E600 UTP Sigma®®
fluoreszcens mikroszkép — Nikon®! Valve Bank™ 8 I System  AutoMate’
nitrocellul6z membréan Bio-Rad’ Vectashield Mounting
o-ATP Sigma®® Medium with DAPI Vector™
pCLAMP 6.0.4. szoftver ~ Axon® Zeiss LSM 510 META
penicillin Biogal’ konfokalis 1ézer pdsztdzé
Perfusion Pencil® AutoMate’ mikroszkép Zeiss®
Pluronic® F-127 Sigma®® ZnS0O, Sigma®®

1Afﬁnity BioReagents, Golden, CO, USA; 2AGFA, Briisszel, Belgium; ’Alomone Labs, Jeruzsidlem, Izrael;
‘Amersham, Little Chalfont, Nagy-Britannia; SAutoMate Scientific, San Francisco, CA, USA; ®Axon
Instruments, Foster City, CA, USA; 7Bi0gal-TEVA, Debrecen, Magyarorszdg; 8Bio-Logic, Claix, Franciaor-
Szag; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA; Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, IL,
USA; '"Dako North America, Carpinteria, CA, USA; "“Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA;
13Difco, Detroit, MI, USA; “Erie Scientific, Budapest, Magyarorszag; 15Eurogentec S.A., Seraing, Belgium;
16Fuji, Tokid, Japan; 17Gibco-Invitrogen, Paisley, Nagy-Britannia; lslnvitrogen, Paisley, Nagy-Britannia;
""Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA; **Molecular Probes-Invitrogen, Paisley, Nagy-Britannia;
21Nikon, Tokid, Japén; 22Partec, Miinster, Németorszag; 23Pharmamagist, Budapest, Magyarorszag; %Photon
Technology International (PTI), Birmingham, NJ, USA; 25Pierce, Rockford, IL, USA; 2Sanofi Phylaxia,
Budapest, Magyarorszdg; >’Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; **Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; 29Systat Software, Point Richmond, CA, USA; OVector Laboratories, Burlingame, CA, USA,;
31Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag
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V. Eredmények

V.1. A purinerg szignalizacié valtozasai C2C12 egér myoblast sejtvonal differencialéda-

sa soran
V.1.1. ATP és KCl-depolarizdcio hatdsdnak dozis- és korfiiggése

Mivel a kiilonféle sejtek purinoreceptor-mintézata és belsé Ca**-raktérainak fejlettsége
rendkiviil védltozatos (Ralevic és Burnstock, 1998), a C2C12 sejtvonal vizsgdlatat az ATP d6-
zis-hatds gorbéjének meghatarozdsaval kezdtik (8./b és c¢ dbra), hogy a tovabbi kisérletek
eldtt megtudjuk, milyen ATP-koncentricié vélt ki maximalis vélaszt. A kapott pontokra Hill-
fiiggvényt illesztettiink (8./c dbra), az igy meghatdrozott félhatdsos dozis ECsp=143 puM-nak,
a Hill-koefficiens n=1,05-nek adddott.

(@) 5.-nap Jnap o 9.map
(b) ATP (uM) (d) Kor (nap)
10 30 100 180 300 2 5
AN N kﬁf\
_ —ATp 100s — —ATP
c e
(c) 200 an ®) () N (24)
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3 1 J ]
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8. dbra. Extracellularisan alkalmazott ATP C2C12 izomsejtekre kifejtett hatasanak dozis- és korfiiggése.
(a) C2C12 egér myoblastok (2. nap) sokmagvi myotubulusokka/izomrostokka (9. nap) torténé differencialéda-
sanak morfoldgiai stadiumai. (b) Kiilonboz6 ATP-koncentraciok hatdsa a [Ca*'];-ra 7 napos sejteken. A repre-
zentativ gorbéken az ATP adagoldsit jelzd vizszintes vonalak a b és d paneleken egyiittal a 0 [Ca**];-szintet is
jelzik. (¢) Az ATP hatdsanak doézisfiiggése. A Hill-egyenlettel illesztett gorbe alapjan az ECsy=143 puM, a Hill-
koefficiens (n) 1,05. (d) 180 uM ATP hatasanak korfiiggése, reprezentativ gorbék. (e) Az ATP hatdsdnak kor-
fliggése tobb sejt atlagaban.
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Misodik 1épésként a dozis-hatds gorbe alapjan maximaélis vélaszt kivalté 180 uM ATP
hatasanak korfiiggését vizsgaltuk meg. Amint az a 8./e dbrdbdl is vildgosan lathato, a sejtek
Ca**-tranziensei a differencidldés elérehaladdsaval parhuzamosan monoton novekedést mu-
tattak: mig 2 napos myoblastok tranzienseinek amplitidéja 111£25 nM (n=13) volt, addig 9
napos, differencidlt myotubulusok esetében 231+35 nM-os (n=24) tranzienseket regisztral-
tunk. A 8./d dbra reprezentativ regisztraitumai tovabbi két dologra is rdmutatnak: egyrészt a
differencidl6dds sordn a sejtek nyugalmi [Ca™]; szintjében (ami mintegy 50 nM-nak adddott)
jelentds véltozds nem tortént, ugyanakkor a tranziensek morfoldgidja jellegzetes véltozdson
ment keresztiil, amennyiben a legfejlettebb, 9 napos myotubulusok esetében bifdzisos tranzi-
ensek jelentek meg. A 3. tdbldzat tandsiga szerint egy gyorsan kialakul6 és lecsengd, nagy

amplituddjui komponenst némi késéssel egy lassabb €s kisebb fazis kovet.
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Mivel a gyors fazis megjelenése arra engedett kovetkeztetni, hogy az ATP éltal kivéltott
szigndl feldolgozédsdban fesziiltségfiiggd folyamatok is részt vehetnek, kovetkezd 1épésként a
KCl-depolarizaci6 hatésat tettiik vizsgélat targyava. Ez esetben is dézis-hatds gorbét szerkesz-
tettink (9./a és b dbra), majd a maximdlisan hatékonynak taldlt 120 mM-os KCI-
koncentracidval folytattuk a kisérleteket. A korfiiggés vizsgalatakor azt taldltuk, hogy a leg-
fiatalabb sejtek még egyaltalan nem reagéltak a depolarizal6é impulzusra, valamikor a 2. és 5.
nap kozott viszont megjelent a valaszkészségiik, amely 5 napos korukra mar mintegy 200 nM-
os amplitidéval a kozel maximalis nagysagot érte el, és a fejlodés késobbi stddiumai sordn

alig mutatott tovabbi novekedést (9./c,d dbra). A depolarizacié és az extracelluldrisan alkal-
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3. tdbldzat. Differencialt C2C12 myotubulusok KCl-depolarizicié6 és ATP altal kivaltott Ca*'-
tranzienseinek Kkinetikai paraméterei. A csillag (*) a KCl-depolarizacié kivaltotta tranziensek megfeleld
paramétereitdl vald szignifikans eltérést jelzi.

KCl- ATP-stimulus, ATP-stimulus,
depolarizacio 1. fazis 2. fazis
Ca”*-tranziens amplitidéja (nM) 285 + 76 228 + 54 124 + 32*
latencia (s) 3,8+0,1 3,3+0,4 6,8 +1,4*
tra,n.zwns kla%akulasanak maxi- 089 + 77 300 + 72 28 + 10*
malis sebessége (nM/s)
leszall6 szar idééllanddja (s) 2,6 +0,3 1,8+0,1* 10,0 £1,3*

mazott ATP kivdltotta tranziensek kinetikai paramétereinek a 3. tdbldzatban bemutatott 6sz-
szevetése egyértelmiien arra enged kovetkeztetni, hogy a bifdzisos purinerg valasz elsé kom-
ponense fesziiltségfiiggd folyamatok aktivdlédasa révén jon 1étre. (Az ATP indukdlta vilasz
elso fazisa leszall6 szdrdanak idéallanddja azért lehet szignifikdnsan kisebb ugyanezen paramé-
ter KCl-depolarizaciot kovetd tranzienseken meghatdrozott értékénél, mert utdébbi esetben a
K*-kilépés révén megval6suld repolarizaciot az extracelluldris tér megndvelt K -tartalma ga-
tolja. Emellett technikailag is problematikus az ATP-valasz els¢ fazisa idédllandéjanak pontos

meghatdrozasa, ugyanis a leszallé szarra csak nehezen illeszthetd exponencidlis fliggvény,

mivel a mésodik felszallé szar a nyugalmi helyzet ajboli elérése eldtt mar elkezdodik.)

V.1.2. ATP és KCl-depolarizdcié hatdsa extracelluldris Ca®* hidnydban

Kiilonb6z6 médon ugyan, de mind az ATP, mind a depolarizacié megndvelheti a sejtek
[Ca2+]i—jét a belsd raktarakbol ki-, illetve a kiilsd térbdl belépod Ca® segitségével (lasd példaul
Ralevic és Burnstock, 1998; Cognard és mtsai, 1993). Vizsgalataink folytatdsdban azt kivan-
tuk meghatdrozni, hogy milyen ardnyban vesz részt a kivaltott Ca’*-tranziensben az
extracellularis térbdl torténd kalciumbelépés az egyes stimulusok esetében. Ennek megfelelo-
en kisérleteinket extracelluldris Ca”* hidnyéban is elvégeztiik, azonban — az eredmények fél-
reértelmezését megelézendd — a vizsgédlatok kezdete eldtt megvizsgéltuk, van-e €s ha igen,
milyen mértékli deszenzitizacié ismételt agonistaalkalmazdsokat kovetden. A 10./a és ¢ dbrdn
feltiintetett protokollokat végrehajtva azt tapasztaltuk, hogy ismételt ATP-adagolds esetében
szignifikdns deszenzitiz4cid 1épett fel (a 2. tranziens mintegy 85, a 3. mintegy 70%-a az elso

tranziensnek, /0./b dbra), mig ismételt depolarizalé impulzusokat kdvetden a vélaszkészség
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nem csokkent, sOt, kisfoki novekedést is tapasztaltunk a tranziensek amplitidéiban, azonban

ez statisztikailag nem volt szignifikans (/0./d dbra).
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10. dbra. Ismételt ATP- és
KCl-adagolas hatasa 7
napos C2C12 sejtek Ca**-
tranzienseire. A reprezen-
tativ gorbék a [Ca®*]i-ban
bekovetkez6 tranziens
véltozdsokat mutatjdk 180
uM ATP 30 s-ig (a) és 120
mM KCl 10 s-ig (¢) tortént
extracelluldris, 180 s-onkén
ismételt alkalmazdsa utdn.
Az oszlopdiagramok a 2. és
3. ATP- (b) és a KCI- (d)
adagolds kivaltotta Ca**-
tranziensek amplitddoéit
hasonlitjdk az adott sejten
kivaltott 1. tranziens 1,0-
nek tekintett amplitidéja-
hoz, tobb sejt dtlagdban. A
csillag (*) az azonos nagy-
sdgu relativ  amplitadét
jelentd 1,0-es értéktdl vald
szignifikans eltérést jelzi.

11. dbra. Ca**-mentes
extracellularis kornyezet
hatasa 7 napos C1C12
sejtek ATP és KCI kival-
totta Ca’*-tranzienseire.
A reprezentativ gorbék az
eredetileg 1,8 mM-os
[Ca®]. 0 mM-osra csok-
kentését kovetd 180 pM
ATP- (a) és 120 mM KCl-
(¢c) alkalmazds hatdsait
mutatjdk be. Az oszlopdi-
agramok a nem csokkentett
Ca’-tartalmi és a Ca™-
mentesitett extracelluldris
oldatban ATP (b) és KCl
(d) adagoldsaval kivaltott
Ca**-tranziensek ~ ampliti-
doit hasonlitjdk 0Ossze az
adott sejten 1,8 mM [Ca™"].
mellett kivaltott 1. tranzi-
ens 1,0-nek tekintett ampli-
tddgjaval, tobb sejt atlagi-
ban. A csillag (*) az azo-
nos nagysdgu relativ ampli-
tudot jelentd 1,0-es értéktol
valé szignifikdns eltérést
jelzi.
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Ezeket az eredményeket figyelembe véve egy elsd tranziensre, mint kontrollra normali-
zalt mésodik tranziensek amplitidéit hasonlitottuk ossze extracelluldris Ca®* jelenlétében és
hidnydban (/1. dbra). Utébbi esetben mind az ATP (/1./b dbra), mind a KCl-depolarizicid
(11.7d dbra) éltal kivaltott tranziensek szignifikdnsan kisebbek voltak: mig ATP esetében a
kiilsé Ca®* elvétele a relativ amplitddét 86+£6%-r6] 76+4%-ra csokkentette, addig ugyanez a
valtozas depolarizacio esetében 113+10%-r6l 87+2%-ra valo csokkenést jelentett. Ez egyfeldl
azt jelzi, hogy a kozel maximalisan differencidlt (7 napos) C2C12 sejteken mindkét stimuldld-
si méd olyan ttvonalakat is aktivdl, melyek az extracelluldris Ca®* belépéséhez vezetnek.
Madsrészt viszont az a tény, hogy a kiilsé Ca®* eltdvolitdsa a tranziensamplitidékat csak mint-
egy 10-20%-kal csokkentette azt is jelzi, hogy a cytoplasmdban az ATP- vagy KCI-
alkalmazas utdn megjelené Ca®* nagy része a belsé raktdrakbol szarmazik és a sejtek valaszo-

l4si képessége nem fiigg jelentSsen a kiilsé tér Ca**-tartalmatol.

V.1.3. Az ATP és KCl dltal kivdltott vdlaszok viltozdsai PKCa- és PKCo-overexpresszio indu-

kdlta differencidlodds és proliferdcio sordan

Az izomprekurzor szatellitasejtek differencidlédasanak komplex folyamatat in vivo szo-
vetsériilés inditja be, in vitro pedig a tdpoldat szérumtartalmanak és -0sszetételének megfeleld
megvaltoztatasaval (1asd 1V.1.1. és IV.1.2. alfejezet, illetve Freshney, 1992) indukélhatjuk (a
tovabbiakban SID, szérum indukalta differencidlodas). Ismeretes azonban, hogy a SID fent
emlitett modszere mellett egyes PKC izoenzimek tuiltermelése és tilmiikodése a szérumtarta-
lom megvaltoztatdsa nélkiil is hasonlé eredményre vezet (a tovabbiakban PKCID, PKC indu-

kalta differencidlodas), mig mas izoformak a sejtosztodas felgyorsulasat eredményezik (Bird

(@) : . 12.  dbra. PKCa é PKCS izoenzimek
0.6 1 L overexpressziojanak  hatasa a  C2C12  sejtek
proliferaciojara és differenciacijara. (a) Az ¢&losejt-
E 041 szdmmal ardnyos, MTT proliferdcids teszttel meghatéro-
= | ” zott, 550 nm-en mért abszorbancidak kontroll, PKCao-t és
<E’ 02 * PKC3-t overexpresszalé 6 napos C2C12 sejttenyészetek-
' ben, tobb kisérlet dtlagdban. A csillag (*) a kontrolltdl valé
szignifikans kiilonbséget jelzi. (b) Western immunoblottal
0 . " . . . ., oiiz
kimutatott dezminexpresszié ugyanezen sejttipusokban. Az
kontroll  PKCo  PKC3 dbra feltinteti a kontrollra normadlt relativ optikai
(b) denzitasokat (OD), illetve a felvitt mintdk proteintartalma-
kontroll PKCa  PKCS nak ekvivalenciajat igazol6 citokrém c jel6lodését is.
dezmin
— —
(55 kDa) -
OD 1 1,82 0,34

CItOKIOM C i——— A— —
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és mtsai, 2004; Czifra és mtsai, 2006). Annak reményében, hogy jobban megérthetjiik, milyen
Osszefiiggés van a differencidlodés eldrehaladdsa és a purinerg, valamint a fesziiltségfiiggd
sejtvilaszban bekovetkezd valtozasok kozott, a tovdbbiakban e két szignalizacids utat PKC
izoenzimek overexpresszidjaval indukalt proliferacié és differencidcié soran vizsgéltuk és
hasonlitottuk 6ssze a SID-del. Megerdsitendd az e témédban kordbban kozolt eredményeket,
mi is megvizsgiltuk az a és & PKC-izoformdk overexpresszidjanak hatdsit a C2C12
myoblastok proliferdcidjara €s differenciaciéjara MTT proliferacios teszttel (/2./a dbra), il-
letve az izomspecifikus differencidlédasi marker dezmin expresszidvaltozdsanak Western
blottal torténd meghatarozasaval (/2./b dbra). Eredményeink megerdsitették, hogy a PKCa
fokozta a differencidlédést és gétolta a proliferaciot, a PKCo pedig, ennek mintegy inverze-
ként, a differencidlédast gatolta €s a proliferaciot fokozta.

A fenti két PKC izoenzim valamelyikét overexpresszalé 2 napos sejteket és kontroll

myoblastokat 180 uM ATP-vel stimuldlva azt taldltuk, hogy a kontroll és a hiperproliferativ

(a) Kontroll PKCa PKCd

2. nap

P g S,

——— ATP [180 pM] — —

100 nM

100s
9. nap
-~ M
(b) ©
o A, A A, L,
o 2004 E 2. nap “e, %2, %2, %, e,
= (24) (7) T3 9.nap Y Y % %
5 1501 Kontroll, 2. nap’_&; * *** | n.s *%
:f 1001 (13) Kontroll, 9. nap| n:s- | n.s. [ * | *x
5 50 (14) (6) PKCa, 2. nap| N-S- | ** *k
Z 0 [ PKCa, 9. nap| *** | ***
Kontroll PKCa PKCd PKC3, 2. nap| *

13. dbra. PKCa és PKCd izoenzimek overexpresszigjanak hatasa fiatal (2 napos) és idds (9 napos) C2C12
izomsejtek ATP Kkivaltotta Ca**-tranzienseire. (a) 180 uM ATP 2 és 9 napos sejtek [Ca2+]i-jéra kifejtett hatéd-
sdt bemutat6 reprezentativ gorbék. Az ATP hozzdaddsét jelz6 szakaszok egydttal a [Ca®*]; 40 nM-os szintjét is
jelzik. (b) Az dbra a részében bemutatotthoz hasonlé szdmos kisérlet eredményeinek datlagat feltiintetd
hisztogram. (¢) A vizsgélt csoportok pdronkénti statisztikai kiillonbozdségének vizsgdlata. Az egyes parok kozot-
ti szignifikdns kiilonbséget csillagok (*) (*p<0,05, **p<0,01, ***<0,001), mig a statisztikai kiilonbség hidnyat
az n.s. (nem szignifikdns) rovidités jelzi.
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PKCo6-t overexpresszalo sejtek a mar ismert (1asd még 8. dbra) kis valaszt produkaltdk, a fo-
kozott differencidlédast mutatdé PKCoa-t overexpresszald sejtek azonban mar a fejlodés ezen
korai stadiuméban is igen nagy Ca**-tranzienseket hoztak létre (13./b,c dbra), melyek morfo-
l6gidjukban rendkiviil hasonlitottak az id6s kontroll myotubulusok tranzienseinek maésodik
fazisara (13./a dbra). Ugyanezen sejttipusokon 9 napos korukban elvégezett hasonld kisérle-
tek azt mutattak, hogy a kontroll sejtek végigmentek a 8. dbrdn mar bemutatott fejléddési tton,
azonban a PKC izoenzimeket overexpresszal6 sejtek ATP-re mutatott vidlaszkészsége az elsd
napokat kovetden tovabb mar nem valtozott, azaz a hiperproliferativva tett sejtek megmarad-
tak a purinerg stimulusra adott ,,infantilis” valasznél, mig a fokozott differencidlédasra készte-
tettek szemmel lathatéan mér a 2. napra elérték a purinerg stimulusra adott vdlasz altaluk el-
érhetdé maximalis nagysagéat (I3. dbra). Erdekes volt megfigyelni, hogy a PKCID sorin a
Ca**-tranziensek nem viltak bifdzisossd, ami viszont a SID-en végigment kontroll sejtekben
igen tipikus jelenség volt. Ez a két differencidlédasi méd kiilonbségére mutatott ra és felvetet-
te annak lehetdségét, hogy a PKCID sordn a fesziiltségfiiggo struktirak fejlodése elmarad.
Ezen hipotézis tesztelésére megvizsgaltuk differencidlatlan és differencidlt PKCa-t és
PKCo-t overexpresszald sejtek valaszait KCl-depolarizaciéra (/4. dbra). Nem tdl meglepd
modon azt taldltuk, hogy a PKCd-overexpresszalé klonok fesziiltségfiiggd vélaszai is megre-
kedtek egy alacsony szinten, mely differencidlédasuk elmaraddsanak volt betudhat6. Annél

varatlanabb volt azonban az a megfigyelésiink, hogy a PKCa-t overexpresszald, kordn diffe-
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rencidl6dé sejtek abban a stddiumban (2 napos), amikor a purinerg valaszkészségiik mar ma-
ximadlisan jelen volt, még nem fejlesztették ugyan ki magukban a depolarizaciora valé reagé-
las képességét, viszont érett, 9 napos sejtként mar ugyanolyan gyors és nagy Ca*-
tranzienseket mutattak KCl-stimulust kovetden, mint a kontroll SID-en atesett sejtek. Ez egy-
értelmiien kizarta azt a — a bifazisos vdlasz hidnydra lehetséges magyarazatként megfogalma-

zott — feltételezést, miszerint a PKCID kizardlag az ATP-szenzitivitds fejlodését segiti eld.

V.1.4. Purinerg receptorok expresszios mintdzatdnak vdltozdsai SID és PKCID sordn

Eddigi kisérleteink megmutattak, hogy mindkét differencialédastipus sorédn jelentos fej-
16dés megy végbe a purinerg szignalizacidban, a taldlt eltérésekért pedig nem a fesziiltségfiig-
g6 folyamatok fejlodésének kiilonbségei a felelosek. Kézenfekvionek tlint annak feltételezése,
hogy a purinerg jelet tovabbité P2 receptorok expresszids mintdzata kiilonbozik a kétféle dif-
ferencidlédas sordn. Ezért hat purinoreceptor (P2X,47R és P2Y;4R) kimutatasat kiséreltiik
meg immuncitokémiai festéssel (15./a dbra) és Western blottal (/5./b dbra). SID és PKCID
folyamatdn végigment, differencidlt sejtek receptormintizatat hasonlitottuk Ossze 2 napos
kontroll, differencidlatlan myoblastok receptormintdzataval. A P2X; és P2X, receptorokat
egyetlen esetben sem tudtuk kimutatni, igy ezek nem szerepelnek az dbran, a tobbi receptor
esetében viszont jelentOs kiilonbségekre deriilt fény.

A kontroll myoblastokon P2X,, P2X; és P2Y, receptorokat taldltunk, a P2Y, receptor
ezekben a sejtekben nem volt jelen. A differencidlédés elorehaladtaval (az azt beindité me-
chanizmustdl fiiggetleniil) a P2X,4 receptor expresszidjdnak szintje jelentdsen, a kiinduldsi
érték 10%-ara vagy az ald csokkent (15./b dbra). Az optikai denzitds értékek azt is megmutat-
jak, hogy a P2X; receptor expresszidja lényegében vdéltozatlan maradt a PKCo-t over-
expresszald sejtekben, viszont kozel négyszeresére nott SID soran.

A P2Y receptorok koziil a P2Y,R szintje szintén csak mérsékelten emelkedett a PKCID
2. napjdig, ezzel szemben negyedére csokkent a SID befejezddéséig. A legmarkansabb, nem-
csak mennyiségi, hanem mindségi kiilonbség a P2Y, receptor esetében volt megfigyelhetd,
hiszen ez a receptor teljesen hidnyzott a differencidlatlan kétnapos myoblastokrdl és ez a
helyzet a PKCa overexpresszidja sordn sem véltozott meg, viszont a SID végdllapotdban a

P2Y4R erdteljes expresszidja volt detektalhato.
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15. dbra. Purinerg receptorok expresszioja kontroll és differencialéodé C2C12 sejtekben. (a) Differencialat-
lan (kontroll, 2. nap) és differencialt (kontroll, 9. nap és PKCa, 2. nap) myoblastok és myotubulusok anti-P2X,, -
P2X;R, -P2Y,R és -P2Y,R primer antitestekkel és FITC-cel konjugdlt masodlagos antitesttel (zold) tortént
immuncitokémiai festésének eredménye. Expozicids idd: 2 s. Magfestés: propidium-jodid (piros). (b) Ugyan-
azon sejttipusokon ugyanazon primer antitestekkel végzett Western immunoblot eredménye. A P2X,, P2Xj,
P2Y, és P2Y, receptoroknak megfelel6 savokat rendre a 70, 65, 40 és 80 kDa-nak megfeleld magassagban kap-
tuk. Az optikai denzitds (OD) értékeket a 2 napos kontroll sejtek 1,0-nak vett OD értékeire normalizdltuk. A
citokrom c egyforma sivjai a felvitt mintdk proteintartalmanak azonossdgat igazoljak.

V.2. A purinerg szignalizacié valtozasai primer tenyésztett egér vazizomsejtek differen-
cialédasa soran
V.2.1. ATP hatdsdnak dozis- és korfiiggése

A C2C12 sejtekkel kapcsolatban emlitett megfontoldsok alapjan primer tenyésztett
vazizomsejteken is a dozis-hatds Osszefiiggés feltérképezésével €s a maximadlis hatdst kivaltd
ATP-koncentracié6 meghatdrozasaval inditottuk kisérletsorozatunkat. Minthogy munkacsopor-
tunk korabbi eredményei P2X receptorok medialta inward dramok jelenlétét igazoltdk te-
nyésztett emlds izomsejteken (Collet és mtsai, 2002; Cseri €s mtsai, 2002), a dézis-hatds gor-
bét az ATP jelen modellrendszeriinkben inward iondramot kivalté képességének vizsgalataval

hatdroztuk meg (16. dbra). Az ECsp-re 56 uM, a Hill-féle kooperativitdsi koefficiens értékére
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16. dbra. Az ATP hatasanak dozisfiiggése 5-10 magvii primer egér myotubulusokban. (a) Két 5-10 magvd,
131 (30, 50, 180 uM gorbék) és 119 pF (10, 100, 300 uM gorbék) kapacitdsi sejten, -80 mV tarté (holding)
potencidlndl regisztralt dramstiriiség (a sejtkapacitdsra normalizalt Io1p) gorbék, melyeket a feltiintetett koncent-
raciokban extracellularisan alkalmazott ATP-adas (vizszintes fehér vonalak) utan mértiink. (b) Hasonlé kisérle-
tekbdl meghatarozott dézis-hatds gorbe. A pontokra illesztett Hill-fiiggvény alapjan az EC5,=56 uM és n=1,96.

n=1,96 adddott. A 180 uM-os ATP-koncentraciét mar telitd dozisnak taléltuk, igy a kovetke-
z6kben az ATP egyre fejlettebb izomsejteken iondramokra, [Ca®*];-ra és Ca**-fluxusra kifej-
tett hatdsait ezen koncentraciot hasznalva végeztiik.

Eldszor ATP-adagolés hatdsat vizsgaltuk meg 5-10 és 10-nél tobb magvi myotubulusok
inward iondramaira és membranpotencidljara teljes sejtes patch-clamp technikaval (/7. dbra).
A nukleotid 40 s-on keresztiil fenntartott adagoldsa egyik fejlodési stddiumban sem valtott ki
deszenzitizaciot (17./a-i és b-i dbra), ugyanakkor a befelé iranyul6 Iorp nagysdga szignifikan-
san kiilonbozott: az 5-10 magvi sejteken mért dramstirtiség 4tlaga 1,5 pA pF'-ndl nagyobb,
mig a 10-nél t5bb maggal rendelkez6 sejteken 0,25 pA pF '-ndl is kisebb volt (I7./c-i dbra). A
differencialtabb sejtek nyugalmi MP-ja 4tlagosan jéval negativabb volt (-80 mV koriili, szem-

ben az 5-10 magvu sejtek -60 mV koriili értékével), €s — amint az a kisebb iondramok alapjan
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17. dbra. ATP altal kivaltott aram- (I,1p) és membranpoten-
cial- (MP) valtozasok primer egér myotubulusok fejlddésének
kiilonbo6z6 stadiumaiban. (a) Egy 5-10 magvd, 173 pF kapacita-
s, -62 mV nyugalmi membrinpotencidld sejten 180 uM ATP
40 s-ig torténd alkalmazdsat (vizszintes fehér vonalak) kovetéen
regisztralt valtozdsok az Irp-ben (a-i) és ezzel pdrhuzamosan az
MP-ben (a-ii). A tart6 (holding) potencidl az a és b panelen be-
mutatott kisérleteknél is -60 mV volt. (b) Egy tobb, mint 10 mag-
vi, 511 pF kapacitdsd, -76 mV nyugalmi membranpotenciild
sejten mért Iapp- (b-i) és MP- (b-ii) valtozdsok. Az inzertek
-10 mV-os hiperpolarizalé impulzusra bekovetkezett dramvélto-
zdsokat mutatnak, melyek alapjdn a sejtek linedris kapacitdsait
kiszdmoltuk. Az dbra b részén lathatd skdla az a részre is vonat-
kozik. (¢) Szdmos hasonl6 kisérlet sordn meghatdrozott atlagos
dramsliriség (a sejtkapacitdsra normalizalt Ip; c-i) és MP (c-ii).
A csillag (*) a két sejttipus, a kettds kereszt (#) a nyugalmi kont-
roll MP és az ATP-adds utdni értékek kozotti szignifikdns kii-
Ionbséget jelzi.

varhat6 is volt — az ATP csak sokkal kisebb mértékben
valtott ki depolarizaciot (17./a,b,c-ii dabrdk).

Az ATP hatdsdra kialakulé Ca**-tranziensek és
-fluxusvaltozasok igen jellegzetes kiilonbségeket mutat-
tak 5-nél kevesebb, 5-10 és 10-nél tobb sejtmagott tar-
talmazd, eltérd differencidltsdgi foku sejtekben (/8.
dbra és 4. tdbldzar). A legéretlenebb sejtek [Ca**]i-ja az
ATP-adagolés idotartama alatt az elért magasabb szin-
ten stabilizalodott, majd azt kdvetden visszadllt a nyu-
galmi értékre (/8./a dbra). Az é&bran lathat6, hogy a
Ca’*-szint ezen viltozdsainak hdtterében egy gyors
emelkedést, majd csokkenést mutatd elsd (FLgcs), 1l-
letve azt kdvetden egy, a nyugalmindl magasabb szinten
stabilizal6do, fenntartott masodik (FLpis) komponens-
bol allo6 fluxusvaltozas allt.

A maér valamivel érettebb 5-10 magvu sejtek egy
részében az éretlen sejtekben tapasztaltakhoz jellegében
hasonlé, am sokkal meredekebben felszallo, nagyobb
maximalis [Ca2+]i—értéket eredményezd és rovidebb
ideig tart6 FLycs-ot taldltunk (18./b-i dbra, 4. tdbldzat).
A sejtek mésik csoportjdban az FL s €zen jellegzetes-
azonban a

ségei szintén megfigyelhetok voltak,

fluxusgorbe korai fazisanak leszallé szara nem allapo-

(@-i) 5-10 sejtmag

ATP [180 uM]

500 pA
(a-ii) 5 ms

(b-i) >10 sejtmag

100 pA

50s

i

(b-ii) M

(c-i) 5-10 510
sejtmag sejtmag
0.0 - -
i 05 ®)
o
<g 1.0
&
1.5
-2.0 (26)
(cAii) |
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S
£
S 40
= #
-60 ®) 4
80 == kontroll *
eeezn ATP
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4. tabldzat. Egér primer vazizomsejtek Ca2+-tranzienseinek és -fluxusainak egyes paraméterei a
diffe renciacié Kiilonb6z6 stadiumaiban

differencialodasi

stadium < 5 sejtmag 5-10 sejtmag > 10 sejtmag
A[C212+]i (nM) 164 + 27 264 =20 34+9

FL ;s (uMs) 72+ 22 74 + 13 -
FLplat(') (uMs) 17+ 3 15+4 18+ 4
FLcsﬁcs

félértékszélessége (s) 48+0,5 1,3£0.1 )

a csucs eléréséhez 17.0 £ 2.0 2.6+ 0.7 )

sziikséges id6 (s)

dott meg a nyugalmi fluxusndl nagyobb fenntartott értéken, hanem visszacsokkent a kiindulé-
si szintre, és onnan emelkedett masodlagosan a platé fazis fluxusértékéig (18./b-ii dbra, jobb
oldali grafikon). Ez a megfigyelés ramutat arra, hogy idében jol elhatdrolhat6, fiiggetlen fo-
lyamatok vezetnek a korai csucs és a késoi platd kialakuldsdhoz. Az utébbi fluxusvéltozas-
tipussal parhuzamosan jelentkez6 [Ca2+]i—véltozésra az FLps-t fenntartd folyamatok relativ
késéssel torténé aktivdléddsa miatt egy korai cstcs utdni alacsonyabb [Ca®*]i-szinten bedll6
egyensuly volt jellemz6 (18./b-ii dbra, bal oldali grafikon).

A legérettebb, 10-nél tobb nucleust tartalmazé sejtek [Ca*']i- és fluxusgorbéjérdl hidny-
zott a korai emelkedés és csak a kés6i, joval kisebb amplitdd6ju (4. tdbldzar) Ca** -tranzienst

1étrehoz6 FLyu jelentkezett az ATP hozzdadésat kovetden (18./c dbra).

V.2.2. ATP hatdsa extracelluldris Ca** hidnydban, illetve depolarizalt sejteken

A Ca**-tranziensek és -fluxusok gyors és késleltetett fizisainak megfigyelése és az ATP
altal kivaltott iondramok 1éte a purinerg stimulust kovetden aktivalodo fesziiltségfiiggd fo-
lyamatok, tovabbd ionotrop €s metabotrop purinoceptorok jelenlétét valészintsitették. A két-
féle P2 receptorcsoport funkciondlis szerepének és relativ silydnak meghatdrozasat a sejten
kiviili térben 16v6 Ca®* eltdvolitdsat kovetden megmaradé sejtvilasz, a fesziiltségfiiggd kom-
ponens hozzdjaruldsinak mértékét (a fesziiltségfiiggd Na'- és Ca’*-csatorndk gyors
inaktivici6ja, illetve a Ca®*-ot a sejtbe befefelé hajt elektrokémiai gradiens lecsdkkenése

miatt) a tartosan depolarizalt sejteken végzett mérések elemzEésétol vartuk. Ezeket megeldzden
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2+ 18. dbra. ATP altal kivaltott
[Ca ]l F L Ca*-tranziensek és -fluxu-
(a) <5s ejtm ag 100 1M sok (FL) primer tenyésztett

50 pM st egér vazizomsejtek fejlodé-

sének Kiilonbozé stadiuma-
25 S iban. (a) 180uM ATP
extracellularis  alkalmazasat

kovetd tranziens [Ca**]i- (bal
=—= ATP [180 uM] oldali oszlop) és FL- (jobb
oldali oszlop) valtozasok 5-
nél kevesebb (a), 5-10 (b)

(b-i) 5-10 sejtmag vagy 10-nél tobb (¢) magvd

sejteken. Az a, b és ¢ panelen

lathatd gorbék esetében a
nyugalmi [Ca™]; és az FL
kiszamitasahoz hasznalt ma-
ximalis Ca**-eltavolitasi
sebesség  (PVi.)  étrékek
rendre 138, 120, 82 és 54 nM,

illetve 60, 63, 91 és
198 uMs™ voltak. Az dbra b
(b'ii) részében lathatd inzertek a
fluxusgorbék kezdeti részét

40 mutatjak kinagyitva. Egy-egy
példa l4that6 a fluxusgorbén a
20 korai cstcsot kdvetd mdasod-
lagos emelkedés hidnydra
0 (b-i) és meglétére (b-ii). Az a
20 30 40 panelen l4that6 skdla a b és ¢

abrarészre is vonatkozik.

—_— _—

(€) 10 sejtmag

mm

azonban — a C2C12 sejtekkel kapcsolatban mér emlitett ok miatt — az ATP ismételt alkalma-
zéasat kovetd deszenzitizaciéo mértékét kellett felmérniink, a primer sejtek esetében kiilon fi-
gyelmet forditva az egyes fluxusvaltozas-fazisok 6nallé6 médosuldsara.

Minthogy a legfejlettebb, 10-nél tobb magvu sejtek eleve igen kevéssé valaszoltak az
ATP-stimulusra, ezek esetében a deszenzitizaciét nem vizsgaltuk. Mind 5-nél kesevebb, mind
5-10 magvu sejteken elvégeztiik azonban a kisérletsorozatot, és szignifikdns sejtvalaszcsok-
kenést tapasztaltunk mindkét esetben, azonban a deszenzitizicié nem egyforma mértékben
érintette a tranziensek és fluxusvéltozdsok egyes részeit (/9. dbra). 5-10 magvu sejtek eseté-
ben a Ca**-tranziens amplitidéja az elsé ATP-ismétlés sordn dtlagban 26+8, a mésodik utdn

pedig 40+10%-kal volt kisebb, mint az elsd, kontroll tranziensé (/9./a,c dbra). Amint az a
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héttérben 4ll6 Ca**-fluxusok kiszdmoldsa utdn kideriilt, a [Ca®*];-ban tapasztalt valtozdsokat a
fluxus két komponense koziil az elsdben bekovetkezett csokkenés eredményezte. Amig az
FL ggcs €rtéke a 2. és 3. ATP-adagolds sordn 3510 és 53%£12%-kal csokkent, addig az FL s
véltozatlan maradt (statisztikailag inszignifikdns 4+11%-os novekedés, illetve 12+9%-o0s
csokkenés).

Erett, 10-nél tobb magot tartalmazé sejtek esetében a fluxusvaltozds mindkét fizisanak
szuppresszidja vezetett az ismételt ATP-adast kiséro kalciumvalasz-deszenzitizacidhoz, azon-

[Ca2+], FL
(a) <5 sejtmag

100 nM 50 uM s
100 s 100's
} J\ AU YA 3}\,_ A

==

ATP [180 uM]
(b) 5-10 sejtmag
m J_ A "”"""‘“A_J'*'“'*
(C) <5 sejtmag (d) 5-10 sejtmag
(5) (15) = A[Cah]i
e FLcst’Jcs
1.0 Ill . 1 1.0 1 Ill ESXSFl‘platé
3 . . 1 9 .
S a .
- :
3 0.5 A s 0.5 A
= &
© [}
o o
0.0 T T t " 0.0 7 ;
1. 2./1. 3./1. 1. 3./1.
tranziens tranziens

19. dbra. Ismételt ATP-adagolas hatdsa primer egér vazizomsejtek Ca**-tranzienseire a fejlédés kiilonbozé
stadiumaiban. A reprezentativ gorbék 5-nél kevesebb (a) és 5-10 (b) maggal rendelkezé myotubulusokra 180 s-
os mosasi sziinetekkel 6sszesen hdromszor, alkalmanként 40 s-on keresztiil adagolt (vizszintes fehér vonalak,
adagoldsok kezdete: nyilak) ATP [Ca®*);-ra és FL-re kifejtett hatdsat mutatjdk. A bemutatott FL gorbék kiszami-
tasahoz hasznalt PV, értékek 117 (a) és 142 pMs’1 (b) voltak. 5 és 15 hasonl6 kisérlet eredményébol meghata-
roztuk a Ca**-tranziens amplitidéjanak (4] Ca** 1), az FL korai fazis csicsanak (FL..) €s az FL késoi fenntar-
tott fazis sordn mérhetd FL (FL,;,s) nagysdgdnak atlagat 5-nél kevesebb (¢) €s 5-10 (d) magot tartalmazé sejtek
esetében. Az oszlopdiagram az elsé ATP-adds sordn mért értékekre normalizélt adatokat tiinteti fel. A harom
vizsgalt paraméterre 1. tranziens sordn kapott értékeket az értékek atlagara (/. tranziens), a 2. és 3. tranziens
sordn kapott értékeket pedig az ugyanazon a sejten mért 1. tranziens megfeleld adataira normalizaltuk (2./1. és
3./1. tranziens). A csillag (*) az adott paraméternek az 1. tranziens megfeleld paraméterétdl valé szignifikdns
eltérését jelzi. Az dbra a részén lathat6 skdla a b panelre is vonatkozik.
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ban ez esetben a fokozatos csokkenés nagyobb mértékben érintette az FLps-t (19./d dbra).
Noha a korai csucs dtlagosan szintén szignifikdnsan lecsokkent az elsd tranziens sordn fellé-
pohoz képest, legtobbszor j6l elkiilonithetd maradt még a 3. tranziens alatt is (/9./b dbra).

Ezt kovetéen mar nem volt akaddlya annak, hogy megfeleléen tudjuk értékelni a
depolarizélt sejteken és kalciummentes kiilsé oldatban végzendd kisérletek eredményeit.
Kontroll ATP-stimulust kovetden a sejteket KCl-dal tartésan depolarizéltuk, majd mintegy
60 s elteltével djra ATP-t tettiink az extracellularis oldatba (20./a dbra). 5-nél kevesebb mag-
vi, éretlen sejteken maga a depolarizacié dltaldban nem valtott ki Ca®*-tranzienst, viszont az
azt kovetd ATP-alkalmazds csokkent amplitidGju Ca**-vilaszt eredményezett, ez azonban
statisztikailag nem kiilonbozott szignifikdnsan a deszenzitizdcié kivaltotta csokkenéstol (20./c
dbra). Megnézve a hittérben 4ll6 fluxusvaltozasokat azt taldltuk, hogy a korai gyors kompo-
nenst a depolarizacié gyakorlatilag eltiintette, a kés6i lassii fazis viszont a csak
deszenzitizdlddott sejtek véalaszaihoz képest nem volt szignifiikdnsan kiillonboz6. Gyakorlati-
lag ugyanilyen eredményre vezettek az érettebb, 5-nél tobb magvu sejteken végzett kisérletek
azzal a kiilonbséggel, hogy a Ca**-tranziens amplitidéjaban bekovetkezett csokkenés ezen
sejtek esetében mar statisztikailag is szignifikans volt (20./d dbra).

KCl-depolarizdcié helyett a mdsodik ATP-stimulus elétt az extracelluldris tér Ca®*-
tartalméat O-ra csokkentve (20./b dbra) a depolarizélt sejteken regisztralt vdlaszokhoz hasonlé
jelenségeket figyelhettiink meg (20./c,d dbra): a kiilsé Ca®* elvondsa csokkentette a Ca*'-
tranziensek amplitidéjat (de csak az érettebb sejtek esetében szignifikdnsan) és nem okozott
jelentds csokkenést a fluxusvaltozas fenntartott fazisdnak nagysagdban. Kiilonbség viszont a
két kisérletsorozat kozott, hogy a kiilsé Ca2+—hiényét az FL .. mindkét esetben sokkal kevés-
bé ,.érezte meg”, 5-10 magvu sejtek esetében olyannyira, hogy nem is tapasztaltunk szignifi-
kéns kiilonbséget a Ca**-ot is tartalmazd kiils6 oldatban elvégzett kisérletektSl. Ez arra mutat
14, hogy a Ca®* fluxusa korai fazisdnak kialakitdsdban fontosak ugyan a P2X receptorokon
keresztiil a kiils6 térbél belépé Ca** ionok, azonban a differencialédéds soran mind nagyobb
relativ szerephez jut az ugyanezen receptorokon keresztiil kivaltott depolarizacio €s az éltala
aktivalt, a [Ca™]; megemelkedését eredményezd mechanizmusok és ioncsatorndk (RyR és

sejtfelszini fesziiltségfiiggd Ca**-csatorndk).
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[Ca2]; FL
(a) <5 sejtmag

1
100 M 100 uM's

@ 100 s
M ' '

= == ATP [180 uM] — —
KCI [120 mM] —_

(b) 5-10 sejtmag

J_\ } o }

== ATP [180 uM] — —
[Ca?*],=0

(C) <5 sejtmag (d) 5-10 sejtmag

—— ATP
T ° wzzza KCI+ATP

:g 1.0 1 o) 1.0 s~ () Ca + ATP
S (5) = (5)
= (6) =
g tU * %
> 05 . 2 0.5 1
2 * @ & *

0.0 = 0.0 1

2 2
A[Ca +]i FLchcs FI-platc’) A[Ca +]i FLchcs FI-platc'>

20. dbra. ATP-adagolas hatisa depolarizalt sejteken és az extracelluliris Ca’* eltivolitasat kovetéen pri-
mer egér vazizomsejteken a fejlédés kiilonbozé stadiumaiban. (a) A [Ca*]; és FL valtozdsai 180 uM ATP
egymadst kovetd két alkalmazdsa sordn (adagoldsok kezdete: nyilak) egy 5-nél kevesebb magot tartalmazé sejten.
A nulkeotid masodik hozzdaddsit megeldzden és a sordn a jelzett iddintervallumban a sejtet 120 mM KCl-dal
depolarizaltuk. A skdla a b panelre is vonatkozik. (b) Az el6z6h6z hasonld kisérlet, de ez esetben a sejt 5-10
maggal rendelkezett, illetve az ATP masodik hozzdadasa el6tt depolarizacié helyett az (eredetileg 1,8 mM) Ca**-
ot teljesen eltdvolitottuk az extracelluldris térb6l. Az FL szdmoldsdndl haszndlt PV, értékek 51 (a) és
119 pMs’l (b) voltak. Tobb hasonl6 kisérletbdl meghatiroztuk a A[Ca2+]i, az FLgs €s az FLj, atlagit 5-nél
kevesebb (c) €s 5-10 (d) magvu sejteken, majd az értékeket 6sszehasonlitottuk azokkal a méasodik tranziensek-
kel, amelyek kivaltdsakor a masodik ATP-stimulust nem eldzte meg sem depolarizacié (KCI+ATP), sem a kiilsd
Ca” elvétele (0 Ca+ATP), tehdt mindossze deszenzitizdcié okozta az amplitidécsokkenést (ATP; 1d. 19. dbra); a
szignifikdnsnak talalt kiilonbségeket csillag (*) jelzi. A feltiintetett adatok az adott sejten kivéltott els6 tranziens-
re normalizalt értékek.
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V.2.3. Az ATP-re adott bifdzisos Ca’*-vdlasz kialakitdsdban részt vevd purinerg receptor alti-

pusok azonositdsa

Az extracelluldris Ca** jonok és a depolarizdcié szerepét megvizsgdlva egyértelmiivé
valt, hogy mind P2X, mind P2Y receptorok részt vesznek az ATP-stimulust kdvetd sejtvalasz
kialakitasaban, raadasul elobbiek kozvetlen modon, Ca2+—csat0rnaként, és kozvetve, depolari-
zéciot indukélva is. A kovetkezOkben magatdl értetddden meriilt fel azon purinerg receptor
altipusok pontos azonositdsdnak igénye, melyek a differencidcié sordn bekovetkezd valtoza-
sokat létrehozzdk és a jellegzetes bifdzisos Ca**-tranziensek kialakitdsaért felelések. A prob-
1émat harom irdnybdl kozelitettiik meg: a receptorok specifikus antitestekkel torténd kimuta-
tasat, farmakoldgiai azonositdsat, valamint molekuldris biologiai moddszerrel torténd

inaktivaciojat végeztiik el.

A tenyészetekben esetleg fennmaradt fibroblastoktdl dezmin pozitivitdsuk alapjan

P2X, P2X, P2X;
[ 4
50 um

P2Y,

P2X, P2Y,

21. dbra. Primer egér myotubulusokon Kifejez6dé purinoreceptorok immuncitokémiai azonositasa. Az
abran szerepld egyes festések esetében a feltiintetett purinerg receptor elleni primer (és FITC-cel konjugalt ma-
sodlagos — zold) és minden esetben dezmin elleni primer (és TR-del konjugalt masodlagos — piros) antitestekkel
kettos festéseket végeztiink. A fot6kon szerepld minden sejt dezmin pozitivitist mutatott, mely aldtdmasztja
miogén eredetiiket, de az attekinthetdség kedvéért a kettOs jelolddésre és részleges kolokalizdcidra (sdrga) csak
egy példa szerepel a P2Y R festés jobb also inzertjében. A primer antitest kihagydsaval késziilt negativ kontrol-
lokat a bal felsé inzertek mutatjak.
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( a ) 22. dbra. Primer egér
50 nM myotubulusokon Kkifejez6dé puri-

noreceptorok farmakolégiai azo-

100 s nositdsa L.: suramin hatisa. (a)

180 uM  ATP kontroll, 300 uM

suramin, majd ismét kontroll koriil-

mények kozott torténd adagoldsanak

* ‘ (ATP adas kezdete: nyilak) hatdsa a
v sejt [Ca™]-jara. (b) Ugyanezen

tranziensbol szamolt FL, a
PV,a=140 uMs™ volt. (¢) Hasonlé
kisérletekben 10 és 300 uM suramin
suramin [300 uM] alkalmazdsa sordn meghatdrozott
Tarp, A[Ca®"]; és FL értékeinek étla-

(b) ga, az elsd, kontroll tranziens meg-
feleld paramétereire normalizalva.

10 UM -1 Az értékeket suramin nélkiil alkal-
Hivls mazott masodik  ATP-stimulust
kovetd deszenzitizalt tranziensek

paramétereivel (1d. 19. dbra) vetet-
tilk 0ssze, a szignifikans
szuppressziot csillag (*) jelzi.

100 s

suramin [300 uM]

)
O
N’

0.8

) (7) — larp
L, ezzzzn A[Ca®'],
O ] *
;5 0.6 T % o=y FL
=
€ % (7)
< 0.4 N
=
©
[
@ 0.2 (5) (7)
0.0 ‘ Ll L
10 300

[suramin] (uM)

egyértelmiien elkiilonithetd 5-10 magvi myotubulusokat a purinerg receptorok elleni antites-
tekkel festettilk meg (21. dbra). A vizsgélt receptor altipusok koziil a P2X4, P2Xs, P2Xj5,
P2Y, és P2Y, receptorok jelenlétét sikeriilt igazolnunk. Az dbrdn nem szerepld receptorok
koziil a P2X; és P2Y, igen gyenge immunpozitivitdst mutatott, a P2X3 receptor teljesen hi-

anyzott. Emlitésre mélté még, hogy a P2X, receptor, melynek jelenlétét fejlodo patkany vaz-
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[C a2+ 23. dbra. Primer egér myo-

tubulusokon kifejez6dé puri-
noreceptorok farmakolégiai
azonositasa  IL.:  specifikus
agonistak hatdsa. (a-c) A [Ca™];
(bal oldali oszlop) és az FL (jobb
oldali oszlop) véltozdsai ATP,

majd azutdan specifikus puri-
noreceptor-agonistdk — BzATP, a;
2-MeS-ADP, b; UTP, ¢ -
180 uM-janak alkalmazasat (viz-
20 uMs™ szintes fehér vonalak, adagolds

(b)
100 nM
100 s kezdete: nyilak) kovetden. A b
100 s panelen levé skdla mindhirom
abrarészre vonatkozik. (d) Ha-
J sonld kisérletek sordn meghatéro-
zott A[Ca™];, FLeges 65 Flypug

értékek datlagai, az értékeket az
adott sejten kivaltott elsd tranzi-
ens megfeleld paramétereire nor-
(C) malizdlva. A specifikus agonistdk
dltal  kivdltot ~Ca’-vélaszokat
azokhoz a mésodik tranziensekhez
hasonlitottuk, melyeket a nem
‘ J * specifikus agonista ATP hozott
létre. A szignifikdns kiilonbsége-

ket csillagok (*) jelzik.

=ATP = BzATP
[180 uM] [180 pM]

= ATP — 2-MeS-ADP = =
[180 pM] [180 pM]

[180 uM] [180 pM]

(d)

C— A[Ca?],

vz FLCSL’JCS
1.00 S
FL .,
(15) (12) platé
(19)
T T (16)
0.75 A
S ;% 2 * 1
2 g * * l
g N I
© 0.50 *
=
5
[0}
o
0.25 A
0.00 \ T ; ‘
ATP BzATP 2-MeS-ADP UTP

izmébdl kimutattdk (Ryten és mtsai, 2001), az altalunk izolédlt egér myoblastokbdl hidnyzott
(21. dbra, 1. panel).

Mivel a suramin éltaldnos P2 receptor antagonistaként ismeretes (/. tdbldzat; Ralevic és
Burnstock, 1998), alkalmasnak tlint arra, hogy farmakoldgiai vizsgdlataink kezdetén segitsé-
gével elkiilonitsiik az ATP-stimulust kovetd — vizsgdlataink szempontjabol — aspecifikus fo-

lyamatokat a purinerg receptorok aktivdlasaval 1étrejott sejtvalaszoktdl. Az 1. tabldzat és a 21.
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dbra 6sszevetésébol lathatd, hogy a suramin minden, a mi sejtjeinken megtaldlhaté P2X re-
ceptort gatolni képes. Amint az a 22./c dbrdbdl kideriil, 10 uM suramin csak részben, 300 uM
viszont mdr szinte teljesen megsziintette az ATP-alkalmazast kdvetd iondramokat, ami azt
igazolja, hogy az ATP aram- €s membranpotencidl-valtozast kivalté hatdsa mindenképpen a
P2X receptorok segitségével valésul meg. A [Ca®*]; és a Ca**-fluxus megndvekedését szintén
dozisfiiggd médon (22./c dbra) és reverzibilisen (22./a és b dbra) gétolta, azonban nem csok-
kentette O-ra a Ca’’-tranziens amplitid6jat, s mivel az egyetlen P2Y receptor, melyen a
suramin hatéstalan, a P2Y4, ez bizonyitékot szolgaltat ezen receptor sejtjeinken valé jelenlété-
re, ami egybevag immunfestésiink eredményével.

A csaknem minden P2 receptort gitolni képes suramint kovetden az egyes purino-
receptor altipusok specifikus agonistdinak — a P2X; agonista BzZATP-nek, a P2Y, agonista
2-MeS-ADP-nek, valamint a P2Y,/4 agonista UTP-nek — a hatdsait vizsgaltuk meg. Azt talal-
tuk, hogy a BZATP a [Ca2+]i és a FL mindkét fazisara hasonld hatast valtott ki, mint az ATP
(23./a,d dbra). A nem deszenzitizal6d6 ATP-szenzitiv kationcsatorna jelenlétét igazold
arammérések eredményeivel egyiitt (/7./a dbra) ez az eredmény arra utalt, hogy a P2X7R a
tranziens korai és késoi fazisanak kialakitdsaban is fontos szerephez jut. A 2-MeS-ADP-vel
(23./b,d dbra) és az UTP-vel (23./c,d dbra) végzett kisérletek sordn a Ca*-tranziensek Szigni-
fikansan kisebbek lettek, csakiugy, mint az FL g4, mikdzben az FL, csokkenésének mérté-
ke nem volt statisztikailag szignifikans, ami pedig arrél arulkodik, hogy a metabotrop P2Y
receptorok a tranziens késObbi fazisanak kialakuldsaért lehetnek feleldsek.

Az egyes purinerg receptorok relativ sulyat a tranziens kialakitdsdban egy-egy receptor
siRNS-sel torténd inaktivdldsdval is megprébaltuk felmérni. A sejteket a jetSI-ENDO
transzfektalo reagenst haszndlva a P2X,, P2Xs, P2X; és P2Y, receptorok elleni siRNS-sel
transzfektaltuk, illetve transzfekcids kontrollként csak jetSI-ENDO-val kezelt sejteket alkal-
maztunk. Utébbiakr6l elmondhat6, hogy bar némileg lassabban novekedtek a tenyészetben,
mint a kezeletlen kontroll sejtek, az ATP-stimulusra adott vdlaszukon ez nem latszott meg,
hiszen mind Ca**-tranzienseikben, mind fluxusaikban megkiilonboztethetetlenek voltak azok-
tol a sejtektdl, melyek tdpoldatidba nem raktunk transzfekcids reagenst (24./a,f dbra). Az
egyes purinoreceptorok elleni siRNS-sel kezelt klonokbdl a megfeleld receptorokat Western
blottal mutattuk ki, hiszen a denzitometridval meghatarozott expresszidsszint-csokkenés mér-
tékének ismerete nélkiil a tovdbbi eredmények értelmezhetetlenek. Amint azt a 24./g dbra
mutatja, a P2X, receptor szuppresszidja nem jart eredménnyel, a P2Xs receptor kifejezodését
pedig csak kis fokban sikeriilt gatolni. Ezzel szemben a P2Y; receptor szintjét a siRNS-

transzfekcio kozel 40%-kal, a P2X; receptor szintjét pedig 56%-kal tudtuk csokkenteni.
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24. dbra. Primer egér myo-
tubulusokon Kkifejez6dé purino-
receptorok azonositasa siRNS

technikaval. (a-e) 180 uM ATP
hozzdaddsira a [Ca®*)-ban (bal
oldali oszlop) és az FL-ben (jobb
oldali oszlop) bekovetkezd valtoza-
sokat bemutat6 reprezentativ gorbék
csak jetSI-ENDO-val kezelt kontroll
(a), illetve a feltiintetett puri-
noreceptor izoformdk elleni siSNS-
sel transzfektalt (b-e) sejteken. Az
ATP adagoldsdnak kezdetét nyilak,
id6tartamat vizszintes fehér vonalak
jelzik. Az édbra e részében megadott
skdla az a-d panelekre is vonatko-
zik. (f) Hasonl6 kisérletekb6l meg-
hatérozott A[Ca®*];, FLe.s. €8 FL 16
értékek  atlagai. A siRNS-sel
transzfektalt sejteken nyert adatokat
a csak jetSI-ENDO-val (jSE) kezelt
sejtek  megfelelé  adataira, a
jetSI-ENDO-kezelt sejtek paraméte-
reit pedig kezeletlen kontroll sejte-
ken nyert értékekre normalizaltuk. A
csillagok  (*) a jetSI-ENDO-val
kezelt kontrollok megfeleld para-
métereitdl vald szignifikdns eltérést
jelzik. (g) Az egyes puri-
noreceptorok protein szint
expresszidjanak kimutatdsa Western
blottal ~ siRNS-transzfekci6  elott
(kontroll, K) és az adott purinerg
receptor elleni siRNS-sel torténd
transzfekciot kovetden (siRNS). Az
dbra feltiinteti a kontrollra normali-
zalt optikai denzitds (OD) értékeket,
illetve a felvitt mintdk proteintar-
talmanak ekvivalencigjat igazold
citokrom c jelolodést is.
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Ezekkel az eredményekkel egybevdgnak a Ca’*-mérés eredményei, hiszen az anti-
P2X,R siRNS-sel kezelt sejtek Ca**-vélasza a transzfekcis kontrolltél gyakorlatilag nem
kiillonbozott (24./b,f dbra), mig a némi expresszidcsokkenést mutaté P2Xs (24./c,f dbra) és
P2Y, (24./d,f dbra) receptorok esetében a tranziensek nagysdga mar szignifikdnsan lecsok-
kent. Expresszidjdban a legeredményesebben gatolt és a kordbbi kisérletek alapjan a tranziens
mindkét fazisanak kialakitdsédban jelentdsnek gondolt P2X; receptor fontos szerepét ez a ki-
sérlet is aldhizta: a Ca**-tranziens amplitiddja és a korai fazis alatti FL s értéke kozel ne-

gyedére csokkent, de még a fluxus késoi fazisanak nagysédga is megfelezodott (24./e,f dbra).

V.2.4. A P2X; receptor szerepének tovdabbi vizsgdlata az ATP dltal kivdltott iondramokban

Az elvégzett kisérletekbol két dolog korvonalazédott: egyrészt egér primer tenyészetek-
ben a tenyészet kordnak és differencidltsagi fokdnak novekedésével a purinerg stimulusra
adott valaszkészség egy darabig nd, majd a differencidlédés lezarédasaval az ATP egyre ki-
sebb sejtvdlaszt indukdl, masrészt a fejlodés aktiv szakaszaban megjelend ATP altal kivéltott
valaszt szamos purinoreceptor egyiittmiikodése hozza 1étre. A harmadik megallapitds, misze-
rint ezen receptorok koziil a sejtvélasz kivaltdsdban az egyik legfontosabb szerep a P2X;R-
nak jut, mar az eddigi eredmények alapjan is valésziniinek tiint. A receptor hozzajaruldsanak
mértékét a P2X receptorok altal medialt, ATP 4ltal kivaltott iondram-valtozasokhoz egy to-
vabbi kisérletsorozatban kivantuk megvizsgalni. A sejteket a szaturdl6 ATP-dézisndl kisebb
koncentraciéju ATP-vel kezeltilk, majd ugyanilyen koncentricioji, P2X;R-specifikus
BzATP-t adtunk az oldathoz, mely a kiinduldsi, ATP 4ltal kivaltottndl nagyobb dramot indu-
kalt (25./a,d dbra). Amennyiben a sejteket a specifikus P2X; antagonista oxiddlt ATP-vel
elokezeltiik vagy a P2X; receptor ellenes siRNS-sel eldzetesen transzfektaltuk, akkor egyrészt
a fentivel megegyez6 koncentraci6ji ATP szignifikdnsan kisebb dramot hozott 1étre, masrészt
a masodikként alkalmazott BZATP még a lecsokkent Iorp-nél is kisebb vélasz kivaltasara volt
csak képes (25./b-d dbrdk). Ez az eljards, vagyis receptor specifikus agonistdjdnak és
antagonistdjanak/szuppresszidjdnak kombindlt alkalmazdsa a P2X;R jelentoségét még kont-
rasztosabban emelte ki, hiszen amig csak az antagonista volt specifikus (az o-ATP esetében),
ATP-stimulust kdvetden mintegy 50%-os csokkenést tapasztaltunk az aram amplitidéjiban;
amikor csak az agonista volt specifikus (BzZATP-stimulus 6sszevetve ATP-stimulussal), ko-
riilbeliil 50%-o0s novekedést tapasztaltunk; viszont — bar mar az eddigi kiilonbségek is szigni-
fikansak voltak — a specifikus BZATP 4ltal kontroll esetben és a P2X7R szelektiv gétldsa mel-

lett kivaltott &ramok amplitid6jaban igen meggy6z0, 7-10-szeres kiillonbség volt (25./d dbra).
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25. dbra. A P2X; receptor
szerepének vizsgalata primer
egér vazizomsejtek ATP in-
dukalta ioniaramaiban. (a-c)
Inward (befelé irdnyuld) ion-

dramok patch clamp
regisztraitumai 50 uM  ATP
(vizszintes  fehér  vonalak),

BzATP (vizszintes fekete vona-
lak), majd ismét ATP alkalma-
zasat kovetden, -80 mV-os tartd
(holding) potencidl mellett. Az
inzertek az adott sejt -10 mV-
os, 10ms-os hiperpolarizalé
impulzusra adott vdlaszat mu-
tatjdk. Az dbra a részében muta-
tott skdldk a b és c panelre is
vonatkoznak. (a) Egy 110 pF
kapacitasd, kontroll sejten re-
gisztrdl gorbe. (b) Egy 79 pF

kapacitasi, 2h-n  keresztiil
300 uM oxidalt ATP-vel
(0-ATP) elokezelt sejt

regisztraituma. (c¢) Egy 74 pF
kapacitdsd, a kisérlet eldtt két
nappal anti-P2X;R siRNS-sel
transzfektdlt  sejten  végzett
mérés eredménye. (d) Hasonld
kisérletekbdl meghatdrozott Itp
és Ip,atp nagysdgdnak atlagai a
kontroll koriilmények kozotti
elsé ATP-adas utdni aram nagy-
sdgdra tortént normalizalast
kovetden. A csillag (*) a kont-
roll koriilmények kozott mért
Iarp-tOl, a kettos kereszt (#) az
azonos koriilmények kozott
mért Iorp-t6l vald szignifikdns
kiilonbséget jelzi.
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V.3. Melanoma malignum sejtek purinerg szignalizaciéjanak specialis sajatsagai

V.3.1. A purinerg szignalizdcio megjelenése a melanomagenesis sordn
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26. dbra. Extracellularis ATP hatasa melanocytak és
melanoma sejtek [Caz"]i-jéra. (a) 180 uM ATP (vizszintes
fehér vonal) hatastalansdga melanocytan. (b) Ismételt ATP-
adasok 4ltal kivaltott Ca**-tranziensek egy HT168-MI
melanoma sejten. (¢) Hasonl6 kisérletek sordn nyert tranziensek
atlagos amplitidoi. A csillag (*) a kozvetleniil megeldz6 tranzi-
ens atlagos amplitiddjatol valé szignifikdns eltérést jelzi.

Az el6zdekben bemutatott kisér-
letekkel igazolni tudtuk, hogy egyes
excitdbilis sejtekben (esetiinkben vaz-
izom) a fiziologias fejlodés sordn a
differencialddas kiilonb6zo stadiuma-
iban és az azt megel6zd Kkorai
proliferacids fazisban a sejt érzékeny-
sége a purinerg jelzésekre folya-
matosan valtozik. Ha a proliferacio és
differencial6das szabdlyozéasaban
zavar keletkezik, a sejtek korlatlan
szaporodasnak indulva  daganatot
hozhatnak 1étre. Ebbdl kiindulva dgy
gondoltuk, a normadlis folyamatok
szabdlyozdsdban valészintleg részt
vevO purinerg szignalizacié megval-
tozdsa részese lehet a malignus
transzformaciénak, mint a tumor-
modo-

genesist kivaltdé genetikai

sulasok  egyike. = Hipotézisiinket
egészséges humdn melanocytdk és
huméan melanoma malignum sejtek
Osszehasonlitdsdval kivantuk tesz-
telni, legfoképpen azért, mert a sz6-
ban forgé vizsgalataink kezdetén
(2004-ben) a melanocytdk és kiilono-
sen a melanoma sejtek purinerg jelat-
vitele gyakorlatilag fehér foltnak
szamitott a purinerg jelatviteli kutata-
sok teriiletén — annak ellenére, hogy

az egyik legrosszindulatibb és igen
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terapiarezisztens, kordn metasztatizalé daganatrél van sz6. (JOl jellemzi e betegség sulyossa-
gat, hogy a visceralis attétet adott esetekben értelmetlen a bevett terminoldgia alapjin 5 éves
tulélési adatokrdl beszélni, mert a betegek tilnyomé tobbsége 1 éven belill — a kemoterdpia
ellenére — meghal. Braunwald és mtsai, 2001) Emellett azt reméltiik, hogy az ATP, mint jelat-
vivo molekula szerepének excitabilis (vdzizom) és nem excitdbilis (melanocyta/melanoma)
sejtekben egyardnt betoltott fontos szerepének igazoldsa még jobban rdmutat a purinerg szig-
nalizéci6 proliferacioban és differencidléddasban betoltott altaldnos érvényli jelentdségére.
Els6 1épésként a melanocytdk ATP-re mutatott valaszkészségét szerettiik volna felmérni.
Tobb tucat sejten elvégzett probalkozasaink egyértelmiien ramutattak, hogy a melanocytak az
extracelluldrisan alkalmazott ATP-re nem reagélnak [Ca2+]i—emelkedéssel (26./a dbra).
Ugyanolyan koncentraci6ji ATP hatdsdra viszont a melanoma sejtek Ca**-tranzienseket hoz-
tak 1étre, melyek az agonista ismételt adagoldsdval deszenzitizacié nélkiil djra €s Gjra kivalt-
haték voltak (26./b dbra). A vizsgélt sejtek jelentdés része nemcsak nem mutatott
deszenzitiz4cidt, hanem kifejezetten egyre érzékenyebbé valt a stimulusra €s mind nagyobb
tranzienseket hozott 1étre (14sd még 28. dbra). Bér ez a jellegzetesség meglehetdsen varidbilis
volt a sejtek kozott, elmondhatjuk, hogy a deszenzitizacié kivétel nélkiil minden esetben el-
maradt, és a szenzitizacid sordn a legnagyobb amplitidéugras atlagban az 1. és 2. tranziens
kozott jelentkezett, a 2. tranziens az elsonél dtlagosan tobb, mint kétszer nagyobb volt (26./c
dbra). 1tt érdemes felhivni a figyelmet az excitdbilis izom- (8., illetve 16. dbra) és nem
excitdbilis melanocyta/melanoma (26. dbra) sejtek ATP-re adott vdlaszaiban tapasztalhatd
egy nagysagrendbeli kiilonbségre, mely nyilvanvaldan a sejtek funkcidjanak és ebbol adéddan

Ca”*-homeostasisdnak eltéréseire vezethetd vissza (ldsd még 11.2.2. alfejezet).

V.3.2. Farmakologiailag normdlisan mitkodé P2X; purinoreceptor overexpressziojdanak iga-

zoldsa melanoma sejtekben

Az ATP-re adott névekvd amplitddéji Ca**-vilaszok egyértelmiien a P2X; receptor
megjelenésére engedtek kovetkeztetni, ez azonban nem zdrta ki més purinoceptorok ezzel
parhuzamos megjelenését is. A melanomédban de novo megjelend ATP-re mutatott valasz-
készség hatterében all6 receptoridlis valtozasok felderitését Gjfent immuncitokémiai festéssel
kezdtiik el.

Amint azt a 27./a dbra mutatja, hArom melanoma sejtvonalat festettiink meg hétféle ren-
delkezésiinkre 4ll6 purinoreceptor ellenes antitestet hasznalva. Egyes sejtvonalak ugyan mu-

tattak igen gyenge, az aspecifikus festddéstol alig erdsebb pozitivitdst néhdny receptorra
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(WM35: P2X,, P2X4, P2Y4, P2Y,; HT199: P2X,), azonban mindhdrom sejtvonalban és meg-
gy0z0 intenzitdssal csak a P2X; receptor bizonyult pozitivnak. Ezt kovetden a receptor

expresszidjat melanocytdkban €s melanoma sejtekben is Osszehasonlitottuk (27./b dbra). JOl

Negativ
kontroll

melanocyta HT168-M1

P2X,

(c) HT168-M1 (d)

HT168-M1
melanocyta
- HT199

70kD—f.l\ o+ ‘.,...'

27. dbra. Melanoma sejtekben expresszalodé purinoreceptor tipusanak azonositasa I.: immundetekcid. (a)
A WM35, HT199 és HT168-M1 melanoma sejtvonalak immuncitokémiai festése a feltiintetett purinoreceptor
altipusok elleni primer és FITC-cel konjugélt (zold) szekunder antitestekkel. A negativ kontroll a primer antitest
kihagyasaval késziilt. Magfestés: DAPI (kék). Expozicids id6: 1 s. (b) Melanocytdk és HT168-M1 melanoma
sejtek anti-P2X-R elleni primer és FITC-konjugalt szekunder (zold) antitesttel tortént jelolése. (c¢) HT168-M1
melanoma sejtek konfokalis mikroszképos képe P2X;R (FITC, zold) jelolés és magfestés (propidium-jodid,
piros) utan. A P2X4R citoplazmamembranbeli lokalizacidjat nyilak jelzik. (d) A P2X;R protein kimutatdsa Wes-
tern blottal két melanoma sejtvonalbdl €s primer humédn melanocytakbol.
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lathatd az azonos kamerabedllitidsokkal késziilt felvételek Osszehasonlitidsakor, hogy a
melanoma sejtek esetében joval intenzivebb a festddés, €s ami talin még lényegesebb, a
szummacios kép extranuclearis (citoplazmatikus és/vagy plazmamembran) immunpozitivitdst
mutat. Ez azért fontos, mert normélisan a P2X7R receptor funkcidjat a kiils6 membranban
elhelyezkedve fejti ki. A melanocytdkban és melanoma sejtekben is megfigyelhetd (27./a,b
dbra) nuclearis festodés okdt és jelentOségét egyelore nem ismerjiik. Feltehetéen az anti-
P2X-R antitest aspecifikus kotddésérol vagy a P2X; receptor ectopids elhelyezkedésérdl lehet
sz0, azonban ahhoz a normalis funkcidhoz, amit a 26. dbra is bemutatott, extranuclearis fes-
tddésre van sziikség. Mindazonaltal konfokélis mikroszképos vizsgdlattal azt is sikeriilt kimu-
tatnunk, hogy a P2X; receptor (cytoplasmaticus jelenléte mellett) a plazmamembrinban is
megtalalhat6 (27./c dbra). Végiil a melanocytdkhoz képest fokozott receptorexpressziot Wes-
tern blottal is igazoltuk, mely megerdsitette immunfestéseink eredményeit (27./d dbra).
Tekintettel arra, hogy daganatos sejtek gyakran mutdns, és ezért disz- vagy afunk-
ciondlis fehérjéket termelnek, a kovetkezOkben sziikséges volt a melanoman megjelend P2X;
receptor funkciondlis azonositdsa is. (Az ilyen vizsgédlatok dontik el, hogy ,legfeljebb”
tumormarkerként hasznosithat6, funkcié nélkiili molekuldval van-e dolgunk, vagy egy jol
meghatdrozott vagy remélhetdleg meghatarozhat6 funkcidji potenciélis terdpids célponttal.) A

receptor specifikus agonistdinak és antagonistdinak, illetve — a fentebb mar targyalt —
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28. dbra. Melanoma sejtekben expresszalodo purinoreceptor tipusanak azonositasa II.: farmakologiai
sajatsagok. A HT168-M1 melanoma sejten regisztralt reprezentativ gorbe a P2X; receptor négy — a tobbi
purinerg receptortdl jellegzetesen kiilonbozd — farmakoldgiai jellemz6jét mutatja be. Az antagonistdk hozzaada-
sa (vizszintes fekete vonalak) dltal nem kisért ATP-adagoldsok egyre nagyobb Ca®*-tranzienseket valtanak ki (1).
200 nM BBG (2) és 50 uM ZnSO, (3) reverzibilisen gatolja az ATP altal kivéltott (vizszintes sziirke vonalak)
[Ca™];-novekedések létrejottét. A BzATP egy nagysagrenddel kisebb (30 uM) koncentrdcidban is az ATP-re
adott vdlaszokkal 6sszemérhetd amplitid6ju Ca**-tranzienst valt ki (4).
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szenzitizaciés tulajdonsdgainak vizsgdlatait egy tipikus eredményt mutaté sejt esetében a 28.
dbra foglalja 6ssze. A kisérletek alapjan tehat a P2X; receptort funkciondlisan is sikeriilt a
hagyoményos P2X; receptorral azonositanunk, legaldbbis ami a [Ca®*]i-ra kifejtett hatdsat

illeti.

V.3.3. A melanoma P2X; receptordnak hatdsa az apoptosisra, necrosisra és metastasiskep-

zésre

Amint arrdl a dolgozat bevezet6jében mar sz6 volt, a P2X; receptor mara dltalanosan el-
fogadott, mint apoptosist kivaltani képes receptor. Egy apoptosist kivalté fehérje jelenléte
korlatlanul proliferdlé tumorsejteken (esentiinkben a melanoma sejteken) a legegyszertibben
igy magyardzhazo: a receptor feltehetoleg potencidlisan daganat kialakuldsat eredményezd
(vagy egyéb) sejtlaesiokat kovetden a karosodott sejten (esentiinkben a melanocytan) jelenik
meg az apoptosis program részeként. Azok a sejtek, melyekben a program végbemegy, el-
pusztulnak és eltlinnek. Ha azonban egy masodik mutdcié valamilyen médon gatolja a P2X7R
funkcidjat, a sejt apoptosisa elmarad és lehetdség nyilik a tumorképzddésre. Az elméletnek
némileg ellentmondani latszott, hogy melanoma sejtjeink ATP-stimulust kovetéen normaélis
[Ca2+]i—emelkedést mutattak, funkci6juk nem tiint korlatozottnak, ami alapjain a P2X;R
agonista ATP-t0l a sejtek apoptosisanak indukcidjat vartuk. Ennek — igen nagy meglepeté-
siinkre — pontosan az ellenkez6jét tapasztaltuk.

Mir kezdeti, tdjékozdodd jellegli vizsgalataink (ATP néhdny napos alkalmazédsa a
melanoma sejtek tdpoldatdban, majd DAPI magfestés utdn a fragmentalt és picnoticus magvu
sejtek ardnyanak meghatdrozdsa fluoreszcens mikroszkop alatt; itt nem bemutatott eredmé-
nyek) meglepd moédon arra engedtek kovetkeztetni, hogy az ATP nemhogy fokoznad az
apoptotikus sejtek ardnyat, hanem pontosan ellenkezoleg, csokkenti azt. A kérdés egyértelmii
eldontése érdekében a tenyészetekben 2-metoxi-osztradiol segitségével apoptosist indukaltunk
(Dobos és mtsai, 2004) és dramldsi citometria segitségével meghatarozva a sejtpopulaciok
sub-Gy/G; frakcidjat pontosan megmértiik az apoptotikus sejtek ardnyat 48 h elteltével, ezt
kovetden pedig megnéztiik, miként befolydsolja az ATP jelenléte a sejtek pusztuldsat (29./a,b
dbra). Az eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy az ATP ezekben a sejtekben
antiapoptotikus hatdsu, hiszen a 2ME kivaltotta, 50%-ndl nagyobb aranyu sejtelhalast az ATP
jelenléte mintegy felére csokkentette. Ugyanakkor az ATP antiapoptotikus hatdsat a szelektiv
P2X7R antagonista BBG kivédte (29./c dbra). Ezt kovetden megnéztiik, hogy a P2X; recep-

tort igen potensen gatlé ZnSO, (14sd 28. dbra) milyen hatést valt ki a spontdn (nem indukalt)
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29. dbra. P2X; receptor agonistak és antagonistak hatasa melanoma sejtek apoptosisara, necrosisara és
metastsisképzésére. (a) Melanoma sejtek dramldsi citometrids apoptosisvizsgédlatdnak eredeti hisztogramjai
1 pM 2-metoxi-osztradiol (ZME), illetve 1 uM 2ME és 180 uM ATP egyiittes 48 h-s alkalmazdsit kovetden.
Counts: beiitésszdm, FL3: piros fluoreszcencidra bedllitott fotoelektron-sokszorozé, SSC: oldalirdnyd szords
(side scatter), RNI (szaggatottan bekarikdzva): sub-GO/G1 (apoptotikus) sejtekbol érkezd jelek, RN2:
G0/G1/G2 sejtekbdl érkezo jelek. (b) Az dbra a részén lathatéhoz hasonlé vizsgalatok eredményeit 6sszefoglald
oszlopdiagram. Kontroll: semmilyen kezelést nem kapott sejtek 48 h elteltével (spontdn apoptosisrita). (c)
HT168-M1 melanoma sejtek spontdn apoptosisratdjanak alakuldsa 48 h tenyésztést kovetden 180 uM ATP,
illetve 180 uM ATP és 200 nM BBG jelenlétében. (d) HT168-M1 és HT199 melanoma sejtek spontin
apoptosisratajanak alakuldsa 48 h tenyésztést kovetéen 0, 100 és 300 uM ZnSO, jelenlétében. (e) Melanoma
sejtvonalak tripankék exklizids teszttel meghatdrozott in vitro necrosisratdjanak alakuldsa 0, 100 és 300 uM
ZnSOy, jelenlétében. (f) Per os ZnSO, kezelés hatdsa SCID egerek 1épébe injektalt HT168-M1 melanoma sejtek
primer 1éptumorainak nagysdgara és mdjmetastasisainak szdmdra az inokuldcié utdni 28. napon. A csillag (*) a
b panelen a 2ME és a 2ME+ATP csoportok, a ¢ panelen a jelzett csoportok kozotti, a d, e és f paneleken pedig a
ZnSO,4 hidnydban kapott értékektdl vald szignifikdns eltérést jelzi.

apoptosis- (29./d dbra) és necrosisritara (29./e dbra). Lathatd, hogy a ZnSO, d6zisfiiggd mo-
don fokozta az apoptosist €s a necrosist, ami szintén 6sszhangban van eddigi megfigyelése-
inkkel. A ZnSO, tehat in vitro daganatellenes hatast fejtett ki. Hogy képes-e ugyanerre in vivo
allatmodellben is, SCID egerek 1€pébe injektalt melanoma sejtek lokdlis daganatot 1étrehozé

és tavoli metastasist képzd képességének vizsgalatdval kivantuk megéllapitani (lasd Anyagok
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és modszerek fejezet). Az eredmények azt mutatjak, hogy a per os alkalmazott ZnSO4 nem
befolyésolta a primer léptumor tomegét, azonban dozisfiiggd mddon csokkentette a kialakuld
mdjattétek szamat (29./f dbra).

V.3.4. Rianodinreceptor-overexpresszio, -diszfunkcio és RyR-P2X;R interakcio melanomdban

Az eddig bemutatott kisérleteink egyértelmiivé tették, hogy a P2X; receptor Ca**-tran-
ziens kivéltisara képes és e funkcigjdban latszélag normadlisan viselkedik, ugyanakkor nyil-
vanvaldan — és szokatlan médon — antiapoptotikus, €s a kezdeti kisérletek alapjan feltehetéen
antinecroticus, valamint antimetastaticus hatdsi. Annak keresése sordn, hogy mi lehet a sejt-
halalra kifejtett forditott hatds oka, két tény ragadta meg a figyelmiinket. Bennett és munka-
tarsai 1996-ban olyan RyR 2-es izoforma overexpresszidjat irtdk le HeLa epithelialis
tumorsejtekben, mely receptor a szokdsos agonistikkal aktivélhatatlan volt, ugyanakkor

rianodin adagoldsdval az egyébként nem deszenzitizdl6dé, ATP dltal kivaltott Ca®*-

30. dbra. Rianodin receptor
(RyR) jelenlétének és lokalizaci-
d0janak vizsgalata melanoma
sejtekben. RyR (FITC, zold) és
sejtmagok (propidium-jodid,
piros) borbol nyert naevus (a) és
melanoma (b) szdvet fagyasztott
metszetében immunhisztokémiai
festéssel tortént jelolése. (¢) RyR
jelolése (TR, piros) HT168-M1
melanoma sejtekben
immuncitokémiai festéssel. Egy-
masra  vetitett  faziskontraszt-
mikroszképos és konfokdlis mik-
roszkopos képek. (d) RyR (FITC,
z0ld) és SERCA (TR, piros)
kolokalizci6jdnak (sdrga) vizs-
gilata HT168-M1 melanoma
sejtekben. Magfestés: DAPI (kék).
Fluoreszcens mikroszképos felvé-
tel. (e) Az abra d részénél leirtak-
nak megfelelden megfestett sejtek
egy része konfokdlis mikroszké-
pos felvételen a
citoplatmamembranra lokalizalé-
dé zold fluoreszcencidt mutat
(nyilak).

(b) Melanoma
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tranziensek amplitidai igen jelentdsen csokkenthetok voltak. Ugyanakkor kollaboraciés part-
nereink, Timér J6zsef és munkacsoportja az OOI Tumorprogresszids Osztdlyan naevussejtek
és az dltalunk is haszndlt harom melanoma sejtvonal mRNS-dllomdnyat cDNS chip se-
gitségéve Osszehasonlitva azt taldltdk, hogy a vizsgalt 3200 gén koziil mindossze 10 volt, me-
lyek mindhdrom sejtvonalban legaldbb kétszeres overexpressziot mutatott, €s ezek koziil is a
2. helyen a RyR2 dllt, tovabbi kettd pedig a RyR két ismert szabdlyozé fehérjéje, az
FKBP12.6 és a sorcin volt. A RyR2 mennyisége a melanoma sejtekben 4,5-7-szerese volt a
naevussejtekének. Felvetddott a kérdés, hogy nem a Hela sejtekben tapasztaltakhoz hasonld
jelenséggel van-e dolgunk.

Az mRNS szinten kimutatott overexpresszié qPCR technikdval torténd megerdsitése (az
OOI-ben elvégzett kisérletek, melyek eredményeit itt nem mutatom be) utdn a RyR2 fehérje
overexpresszidjat is sikeriilt igazolni (szintén az OOI-ben) immunhisztokémiai mddszerrel
(30./a,b dbra). Ezt kovetéen a RyR2 szubcelluldris lokalizaci6jat prébaltuk meghatdrozni
immuncitokémidval, részben konfokélis mikroszkdpia, részben kettds immunfestés alkalma-
zasaval. A konfokdlis vizsgdlatok egy része azt mutatta, hogy a RyR2 cytoplasmaticus
tubulovesicularis struktirdkhoz kototten fordul eld (30./c dbra). A SERCA pumpdaval valo
nagyfoku kolokalizacié ezt az ER-ként azonositotta (30./d dbra), ami meg is felelt varakoza-
sainknak, hiszen a RyR az ER/SR Ca**-csatornjaként ismert. Meglepetésként ért viszont ben-
niinket az a megfigyelés, hogy a sejtek egy részében jol lathatéan a cytoplasmamembranban
iil6 molekula jel6lddott a RyR elleni antitest alkalmazéasa sordn (30./e dbra), ami viszont
merdben szokatlan, még ha nem is teljesen ismeretlen elhelyezkedése ennek a receptornak
(v.0. I1.3.2. alfejezet).

A RyR fehérje overexpresszidjdnak kimutatdsa és lokalizacidjanak feltérképezése utan a
receptor funkciondlis tesztelését végeztiik el melanocytdkon és melanoma sejteken. A szamos
koncentraciéban kiprébalt rianodin (melyek koziil a 31./a dbra csak kettdt, egy normalisan
aktivalo, és egy nagyobb, mar altaldban gitlé koncentriciét mutat be) mindkét sejttipuson
ineffektivnek bizonyult, csakugy, mint a koffein (31./b dbra). A receptor aktivalhatatlansdgat
azonban addig nem modhattuk ki, amig be nem bizonyosodott, hogy a melanocytdk és a
melanoma sejtek egyaltaldn rendelkeznek-e raktdrozott és felszabadithaté Ca**-mal. A
SERCA pumpa CPA-val tortén6 gétlasa soran azonban a kompenzalatlanul maradd, raktarak-
bol torténd Ca**-csorgds [Ca**]i-novekedést eredményezett, ami kizarta, hogy a Ca**-raktarak

iresek lennének (31./c dbra).
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31. dbra. Rianodin receptor agonistik hatdsa melanocytak és melanoma sejtek [Ca**)-jara. Sem 25 nM,
illetve 100 uM rianodin (a), sem 15 mM koffein (b) nem valtoztatja meg sem a melanocytdk (bal oldali oszlop),
sem a melanoma sejtek (jobb oldali oszlop) [Ca®*]i-jat. (Megfigyelhetd viszont a koffein autofluoreszcencidjabol
szarmazo, [Ca2+]i-csékkenést utdnoz6 ismert miitermék.) (¢) 10 uM ciklopiazonsav (CPA) mindkét sejttipuson
[Ca®*];-emelkedést valt ki.

Vagyis eddigi eredményeink kisértetiesen hasonlitottak Bennett és munkatarsai megfi-
gyeléseihez: diszfunkciondlis RyR2-overexpresszié nem deszinzitizal6dé ATP-valaszt mutatd
tumorsejtekben. (Emellett rdaddsul melanoma sejtjeinkben a P2X;R atipusos hatdsa az
apoptosisra.) Megismételtiik tehat Bennették tiz évvel kordbbi kisérletét abban bizva, hogy
esetleg az abnormadlisan miikkodd (pontosabban nem miikodd) RyR2 lehet az a molekula,
amely a P2X7 receptor miikodését modositja. A 10 uM koncentréacidju rianodin, melyrdl nem
ismert, hogy a purinerg receptorok barmelyikével is kozvetlen kapcsolatba 1épne, az ATP 4ltal
kivaltott Ca**-tranziensek kialakuldsat szignifikdnsan gitolta (32. dbra). Ez mindenképpen

felveti a RyR2 és P2X;R valamilyen kolcsonhatdsédnak és az utébbi receptoron keresztiil ki-
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véltott sejtvalaszok (mint példdul a Ca**-jel és az apoptosis) el6bbi 4ltali médositdsdnak lehe-

tOségét.
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32. abra. A rianodin csokkenti a melanoma sejtek ATP-re adott Ca’*-vilaszdt. (a) Egy HT168-M1 melanoma
sejt [Ca™*]-janak valtozdsai 180 uM ATP ismételt adagoldsai (vizszintes sziirke vonalak) hatisara, 10 uM
rianodin jelenlétében (vizszintes fekete vonal). (b) Tobb hasonld kisérlet sordn kapott egymdst kovetd Ca’'-
tranziensek dtlagos amplitidéi. (V.0. 25b,c dbrdk, ugyanez a protokoll rianodin alkalmazdsa nélkiil.) A csillag
(*) a megeldz0 tranziens amplitiddjdhoz viszonyitott szignifikdns csokkenést jelzi.
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VI. Megbeszélés

VI.1. C2C12 sejtek purinerg szignalizacigjanak valtozasai a differencialédas és pro-
liferacié soran
VI.1.1. Vidltozdsok szérum indukdlta differencidlodds (SID) sordn

Amint azt a C2C12 egér vazizom sejtvonal differencidlédasa sordn végzett kisérleteink
megmutattdk, az izom fejlddése sordn a sejtek vélaszkészsége az extracellularis ATP-re egyre
fokozédik, majd a [Ca®™]; véltozdsai a legérettebb sejtekben kvalitativ valtozdson is keresz-
tiilmennek, a Ca’*-tranziens bifdzisossd vélik. Tudva azt, hogy a PKCa dltal kivaltott diffe-
rencidlodds sordn hasonld tipusd purinerg valasz alakul ki, mint a SID végeredményeként
megjelend bifazisos vélasz késoi, lassi komponense, ugyanakkor az igen gyors elso fazis hi-
anyzik, mindenképpen érdemesnek tlint meghatdarozni, milyen mechanizmusok dallnak az
egyes fazisok hatterében. A KCl-depolarizdcidval kivéltott tranziensek paramétereivel vald
nagyfoku egyezés ramutatott, hogy az érett sejtek esetében feltehetdleg az ATP-adagolés is a
fesziiltségfiiggd folyamatok, Na'-csatorndk aktivalasdval, akcios potencidl kivéltdsaval, a sejt-
felszini L-tipusi Ca**-csatorndkon keresztiil belépd, és foképpen a DHPR aktivilta RyR-en
keresztiil az SR-bé] felszabadulé Ca**-ionok révén emeli meg a [Ca2+]i—szintet a tranziens elso
fazisa sordn. Ezt a mechanizmust tdmasztotta ald a primer tenyészetek — mas iddbeliséggel
megjelend, de morfoldgiailag hasonlé — Ca®*-szint véltozdsainak dram- és membranpotencidl-
mérésekkel torténd részletes elemzése is (1asd késObb). Valdjdban tehat nem az var megvala-
szolédsra az eredmények ismeretében, hogyan is jon 1étre a gyors fazis a differenciaci6 végére,
hanem az, hogy miért nem jelenik meg mar kordbban. A kérdés kiilondsen azért meriil fel
joggal, mert a legkézenfekvobb magyardzatot, vagyis azt, hogy a sejtek vélaszkészsége a
depolarizdl6 impulzusra szintén csak a differencidlodas végére jelenne meg, eredményeink
egyértelmiien cédfoljdk, hiszen mar 5 napos myotubulusok kdzel maximadlis vdlaszt produkal-
nak KCI alkalmazasat kovetden, a fesziiltségfiiggd folyamatok tehat méar tobb nappal a bipolé-
ris valasz megjelenése elott érettek, a fesziiltségszenzorok érzékenyek.

Ismert, hogy a vazizomsejtek membranpotencidlja a differencidlédds elOrehaladtdval
egyre negativabba vilik, ezt a tényt az irodalmi adatok mellett (Kidokoro, 1975) sajat mérése-
ink (17./c-ii dabra) is meger0sitették, bar ezeket a méréseket primer tenyésztett, nem pedig a
szoban forgé C2C12 sejteken végeztik. Mindazondltal feltételezhetben hasonl6
hiperpolarizaci6 torténik a fejlodésiik soran, ami viszont felveti, hogy esetleg korai és kozepe-

sen fejlett stddiumban a sejtek oly mértékig depolarizdltak lehetnek, hogy a fesziiltségfiiggd
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Na'-csatornak jelentds része tartésan inaktiv és az ATP dltal kivaltott elektroténusos depolari-
zé4ci6 emiatt nem képes az akcids potencidl kivaltasdra, ugyanakkor tartés KCl-depolarizicid
hardsara a DHPR és a RyR kozvetitésével Ca**-tranziens jon létre.

Abban is biztosak lehetiink, hogy a gyors fazis elmaraddsaért a 9. fejléddési napig nem a
belsé Ca®*-raktdrak éretlensége a felelés. 7 napos sejteken ugyanis extracelluldris Ca®* hid-
nydban is olyan Ca®*-tranzienseket tudtunk kivaltani mind ATP-vel, mind KCI-
depolarizdciéval, melyek csak alig voltak kisebbek a kiilsé Ca®* jelenlétében kivaltott vala-
szokndl, egyértelmtien igazolva, hogy mar ebben a fejlodési stidiumban lehetséges jelentds
mennyiségli Ca®* felszabaditdsa az SR-b8l akdr az IPsR-on, akdr a RyR-on keresztiil.

Végezetiil a legkézenfekvObb magyardzatot az jelenti, hogy a P2X receptorok szama
nem elegendden nagy a 9. nap el6tt ahhoz, hogy rajtuk keresztiil a sejtet az akcids potencial
kiiszobéig depolarizalni képes nagysagu inward dram folyjon. Erre utal az is, hogy a fejlodés
sordn a Ca”*-tranziens amplitidéja egyre nd, majd egy bizonyos nagysigot elérve bifazisossd
valik (persze az 0sszefiiggés nem szoros, hiszen a metabotrop P2Y receptorok jelenléte, illet-
ve a CICR miatt a Ca**-tranziens amplitidéja nem egyenesen ardnyos a P2X receptorok szi-
maval és a rajtuk keresztiil kivaltott depolarizacié mértékével, még az akcids potencialt kival-
tasdhoz sziikségesnél kisebb elektrotonusos potencidlvéltozads esetében sem).

A fenti gondolatmenetet kovetden tulajdonképpen varhaté volt, hogy az érett
myotubulusokon valamely P2X receptor jelentdsen nagyobb mennyiségben lesz kimutathato,
mint a fejlodés kezdetén tarté myoblastokon. Az immuncitokémiai és Western blot vizsgala-
tok ezt igazoltdk is: az érett sejtek kozel 4-szer annyi P2X7 receptort expresszalnak (/5. dbra).
Emellett a differencidlédas sordn a P2X receptorok jelen levd izotipusaiban nagymértéki
ardnyeltolddds is jelentkezett, hiszen a P2X7R emlitett expressziéfokozddasit a P2X4R szint-
jének tizedére csokkenése kisérte. Valészinlileg azonban az eldbbi receptor nem
deszenzitizal6do jellege, illetve méar kordbban is fokozottabb jelenléte miatt ezek a valtozdsok
a P2X receptor mintdzatban 0sszességében mégis az ionotrop ATP receptorokon keresztiil
kivalthat6 dramok novekedését eredményezték.

Erdekes megfigyelésiink volt a purinerg receptorok expressziés mintdzatéval kapcsolat-
ban, hogy a P2Y, receptor szintjének negyedére csokkenését a differencidlodas kezdetén hi-
anyz6 P2Y, receptor kifejezddésének ,,bekapcsoldsa” kisérte. Ez az a két receptor, melyek
legfontosabb agonistdja az UTP. Az UTP proliferdciot serkentd hatdsat szatellitasejt-
tenyészeten mar kimutattdk (Ryten és mtsai, 2002), jelen eredményeink pedig — minthogy a

sejtek az egyik UTP receptor szitjének csokkenését a masik szintjének novelésével kompen-
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zéljak — felvetik annak lehetdségét, hogy az extracelluldris UTP szintjének érzékelése fontos

informaciotartalommal birhat a differencialédas soran is.

VI.1.2. Viltozdsok PKCo overexpresszio kivdltotta differencidlodds (PKCID) sordn

Kisérleteink kezdetén megerdsitettiik, hogy a PKCa izoenzim overexpresszidja fokozza
a dezmin, a vazizom egyik differencidciés markerének az expresszidjat és ezzel parhuzamo-
san csokkenti a proliferaciot, 6sszhangban korédbbi kisérletek eredményeivel (1asd 11.3.3. alfe-
jezet). A purinerg és depolarizalé stimulusokat kovetd sejtvalaszokban a PKCID soran beko-
vetkez6 valtozdsokat megvizsgdlva azt taldltuk, hogy a fesziiltségtiiggd folyamatok funkcio-
ndlis fejlodése a SID soran tapasztaltakhoz hasonléan alakult, a korai fejlodési stddiumban a
sejtek inszenzitivek voltak KCl-ra, majd késébb ugyanilyen ingerre gyors és nagy Ca*'-
tranzienseket hoztak létre. Az ATP-re adott védlasz ezzel szemben két igen 1ényeges szem-
pontbdl is kiilonbozott a SID folyaman latottaktdl: egyrészt a SID végéllapotdban megjelend
bifazisos valasz masodik komponenséhez hasonlé nagysagu és kinetikdji purinerg valasz je-
lent meg mér a 2. tenyésztési napon, mdsrészt viszont a 9. napon a gyors fazis megjelenése
elmaradt és a tenyésztés sordn a 2. napot kovetden kialakult Ca**-tranziens a tovébbiakban
mar sem jellegében, sem nagysdgdban nem véltozott tovabb. Nyilvanval6, hogy a PKCa
overexpresszidja lehetségessé tette, hogy a purinerg jeldtvitel még azeldtt nagyfoku fejlettsé-
get érjen el, mielott a fesziiltségtiiggd valasz megjelent volna, viszont az is vitathatatlan, hogy
késObb, amikor mar a fesziiltségvaltozasokat érzékelni €s azokra reagdlni képes apparatus
rendelkezésre 4llt, nem kapcsolédott egymdashoz a purinerg és a depolarizacié vezérelte
szignalizici6. A KCl-re val6 vélaszolas képességének jelenléte igazolja, hogy a fesziiltség-
fliggd folyamatok készen alltak, csak a purinerg stimulus nem volt elég er0s az aktivalasuk-
hoz. (Ugyanakkor a PKCo overexpresszi6ja a nyugalmi Ca®*-szintet és az SR Ca**-mal val6
feltoltottségét sem befolydsolta, a raktar SERCA-blokkolé CPA-val val6 kiiiritésekor beko-
vetkez6 Ca’*-szint emelkedés ugyanakkora volt kontroll sejtekben, mint a transzfektlt
klonokban. Az erre az eredményre vezetd kisérleteket a dolgozatban nem mutattam be.) A
PKCa excessziv sejten beliili jelenléte elméletileg két médon csokkentheti a purinerg jelet: a
purinerg receptor expresszidjanak és/vagy funkciéjanak gétlasaval (metabotrop P2Y recepto-
rok esetében a PKC hatdsa persze lehet posztreceptoridlis is, azonban egy metabotrop receptor
szerepe gyors fesziiltségfiiggd folyamatok aktivdlasdban valdsziniitlen, amint azt a primer

sejtek bifazisos tranzienseinek elemzésénél is latni fogjuk).
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A PKCo-t overexpresszalo sejtekben akkor, amikor az ATP kivaltotta vdlasz mar maxi-
malis volt, a purinerg receptorok mintazata alig véaltozott meg, leszamitva a P2X, receptor
expresszidjanak drasztikus csokkenését, mely a differencidloédast kivaltd stimulus jellegétdl
fiiggetleniil (SID vagy PKCID) kisérni latszik a nagyobb purinerg vdlasz megjelenését. A
tobbi vizsgélt receptor szintje viszont csak kisebb valtozdsokat mutat. Lehetséges, hogy a
P2X; receptor nagyfoku expresszionovekedésének elmaraddsa eredményezi az akcids poten-
cidl kivéltdsanak hidnyat, ugyanakkor a kisebb emelkedés a P2X; és P2Y, receptorok szintjé-
ben mar elegendd a gyors fazis nélkiili, nagy amplitdd6ji Ca**-tranziens megjelenéséhez. A
rendelkezésiinkre 4116 adatok birtokdban azonban azt sem zarhatjuk ki, hogy egy, a vizsgélata-
inkban nem szerepld P2 receptor altipus expresszidja emelkedik meg. Ha ez igy is van, akkor
is valdsziniibb, hogy ez egy metabotrop receptor, mert a gyors fazis hidnya vitathatatlan.

Masik lehetdségként a purinoceptorok PKCa-tilmuiikodést kisérd funciondlis véltozdsai
allhatnak a SID-hez képest megfigyelt kiillonbségek hatterében. A legkézenfekvobb feltétele-
z€s, hogy a PKCa a P2 receptorok foszforilacidjaval médositja azok mitkodését. Ez a feltevés
nem 1is alaptalan, hiszen a P2X receptorok mindegyike rendelkezik az intracellularis
domainjén egy PKC foszforilacids hellyel (Boue-Grabot és mtsai, 2000; Liu és mtsai, 2003).
Tekintetbe kell venni azt is, hogy a PKCID sordn a PKCa megjelenésén kiviil a szérumtarta-
lom mennyiségének €s mindségének SID sordn bekdvetkezd megvéltoztatdsa is elmarad, ami
szintén hozzdjarulhat a purinoreceptorok funkciéjanak moddosuldsdhoz. Ismeretes ugyanis,
hogy a szérumdosszetétel megvaltoztatisa a Rho GTP4z csalad egyes tagjain keresztiil (RhoA,
Racl, CDC42) kozvetleniil aktival egy ,,szérumra érzékeny faktor” (SRF) nevil transzkripcids
faktort, mely SRE nevii DNS koétdhelyeihez kapcsolodik, amelyek az izomdifferencidlédashoz
szitkséges gének koziil szdmos promoterében (példdul c-fos, egr-1, nur77, a-aktin, miozin
nehéz lanc, izom kreatin-kindz) megtaldlhaté (Hill és mtsai, 1995; Selvaray és Prywes, 2003).
Az SRF-et szamos egyéb foszforilacios hely és kindz mellett a 162-es szerinen a PKCa tudja
foszforildlni, ami az SRF-SRE kapcsol6ddst médositja (Iyer és mtsai, 2006). A szérumdssze-
tétel megvaltozasdnak elmaraddsa és a PKCa overexpresszidja egyiittesen bonyolult progra-
mokat indithatnak be, melyek az izom differencidlédasat, ezen beliill pedig a purinerg
szignalizaci6é — SID-tdl kiilonb6zdé — moédosuldsat eredményezhetik.

Mindent egybevetve a szdmos bizonytalan tényezo ellenére kimondhatjuk, hogy a SID
és a PKCID sordn a fesziiltségfiiggd mechanizmusok latszélag hasonld, a purinerg folyamatok
viszont jelentdsen eltérd fejlodésen mennek keresztiil. Az utébbi sordn az ATP-re val6 vala-

szolas képessége kordbban megjelenik, viszont a késdbbiekben elmarad a purinerg és a fe-
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sziiltségfliggd jelatviteli utak 6sszekapcsolddasa. Ezen valtozasok hatterében purinoreceptor-

expresszids és -miikodési kolonbségek allhatnak.

VI.1.3. Viltozdsok PKCo overexpresszio kivdltotta proliferdcio sordn

A PKC6 myoblastokban valé tiltermeltetése az egymast kolcsonosen kizard proliferacid
és differencialodas koziil mind a dezminexpresszid, mind az €10 sejtek szaméanak meghataro-
zésa alapjan az elobbi Utjdn inditotta el a sejteket. ATP-re a sejtek még igen id0ds tenyészetek
(9 napos) esetében sem valaszoltak, ami azt igazolja, hogy a proliferdcié felgyorsuldsa ez
esetben nem a purinerg szignalizacids utvonal kozvetitésével valdsult meg. Az a tény, hogy
ezekben a kizardlag proliferdlé izomprekurzor sejtekben a vizsgdlataink targyat képezo két
jelatviteli utvonal, a fesziiltségvezérelt és a purinerg koziil egyik sem fejlodott ki az ido
eldrehaladtdval, indirekt médon azt igazolja, hogy e két szignalizacids rendszer — okként vagy
okozatként — valoban a sejtek specifikus szovettipussd, vazizomma valé differencidlédasanak

beinduldsa soran jut szerephez.

VI.2. Primer tenyésztett egér vazizomsejtek purinerg szignalizacidjanak valtozasai a
differenciacio és proliferacié soran
VI.2.1. A bifdzisos Ca**-tranziens jelentosége

Az egér primer sejtek Ca**-tranzienseinek alakuldsit elemezve a differencialédas
eldrahaladtdval azt a megallapitast tehetjiik, hogy a myoblast sejtvonal in vitro megvaldsithaté
differencidloddsa valahol ott ér véget, ahova a primer szatellitasejtek rovid id6 utdn mar eljut-
nak: ezek a sejtek mar néhany magvi myotubulusként bifdzisos valaszokat hoznak 1étre ATP-
stimulust kovetden, melyek kezdeti gyors komponense ugyan eleinte lassabb, azonban koze-
pesen fejlett sejteken mar a legfejlettebb C2C12 sejteknél megismert igen gyors és nagy amp-
litadoja fellovéssel indul a tranziens (€s a Ca*-fluxus véltozdsa is) és ezt koveti a fenntartott
komponens. A feljodés azonban a primer sejtek esetében nem 4ll meg. Amikor a tenyészetek
annyi idosekké vélnak, mint a legérettebb C2C12 sejtek (kb. 9 napos korukban), a meredeken
felszallo els fazis eltlinik, és a legnagyobb izomcsovek €s -rostok csak joval kisebb és las-
sabb ATP 4ltal kivaltott [Ca**]i-véltozdsokat hoznak létre. Ugy tiinik tehét, hogy az ATP az
izomdifferencidléddshoz (-regenerdcidhoz) csak atmenetileg sziikséges, mint jelatvivd mole-
kula, a folyamat lezarultaval hattérbe szorul — feltehetden parhuzamosan egy elképzelt izom-
sériilés soran elpusztult sejtekbdl az extracellularis térbe juté6 ATP mennyiségének fokozatos

"o

csokkenésével. Ugy gondoljuk, hogy ez az utolsé fazis marad el az elézéekben bemutatott
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immortalizalt sejtvonal differencidloddsa sordn, de az sincsen kizdrva, hogy ugyanez az
involdcié ott is bekovetkezne némileg késObb, csak a technikai lehetdségek és az izom
kontraktilis jellege (emiatt pedig a tenyészetek felvalasa és elpusztuldsa) nem teszik lehetové
ezen stadium tanulmanyozdsat. Igen val6szinii, hogy a Ca**-tranziens egyes fdzisai sordn,

illetve abban a stddiumban, amikor a nagyobb foku [Ca2+]i

-novekedések a tranziens elején
mar elmaradnak, méds-mds jellegli folyamatok indulnak be, hiszen a [Ca2+]i kiilonboz6 szintjei
véltozatos lizeneteket és utasitdsokat kozvetitenek a sejtnek. Ezért igy gondoltuk, hogy a tran-
ziens két fazisat kialakité folyamatokat érdemes gorcsd ald venni azon tilmenden is, amit a

C2C12 sejtek kapcsan mar targyaltunk.

VL.2.2. A Ca’*-tranziens korai, gyors fdazisa

A 9 napos C2C12 sejtek Ca**-tranzienseinek gyors korai fézisdnak kinetikai paraméterei
olyan nagyfoku hasonlésdgot mutattak a KCl-depolarizaciét kovetd tranziens hasonlé paramé-
tereivel, hogy onmagaban ez is igazolta, hogy a két jelenség hatterében azonos folyamatok
allnak. Mindazondltal a primer tenyésztett sejteken aramméréseket is végeztiink, melyek szin-
tén igazoltdk, hogy ATP alkalmazéisat kovetden jelentds inward kationdram jon létre ezen
sejtek cytoplasmamembranjan keresztiil, mely olyan fokd membranpotencidl-valtozast indu-
kél, mintegy -40 mV-ra depolarizdlva a sejteket, ami képes aktivélni a fesziiltségfiiggd Ca>*-
és Na'-csatorndkat, akcios potencidlt hozva Iétre annak minden sejtélettani kvetkezményével
egyiitt. A fesziiltségfiiggd csatorndk gyors komponens sordn betoltott szerepét tdmasztja ald
az is, hogy KCl-dal elddepolarizalt sejteken, vagyis az ioncsatorndk inaktivan tartdsa mellett
az ATP-stimulus szelektiven az FLg-0s sziintette meg €s az FL, .-t €rintetleniil hagyta.
Amint azt a hosszan fenntartott ATP-adagolds mellett sem csokkend Iarp jelzi, az akcids po-
tencidlnak nem a purinerg receptorok deszenzitizicidja vet véget, ami egyrészt — még a
receptortipusok pontos azonositdsa eldtt — valdsziniitlenné tette sejtjeinken a P2X; és P2Xj3
receptorok Iarp-hez vald jelentds hozzijaruldsat, hiszen ezek az altipusok néhdny szdz ms
alatt deszenzitizdlédnak. A gyors komponens alatti dramért éppen ezért foként a P2X; recep-
tor a felelos, mert ugyan az 1-es és 3-as P2XR altipusok kivételével egyik P2X receptor sem
deszenzitizalédik gyorsan, viszont az dltalunk alkalmazott tobb 10 s-os agonistaalkalmazds a
P2X7R kivételével mindegyik altipuson dltaldban mar jelentdsen csokkent dramokat eredmé-
nyez (North, 2002).

A Ca®*-tranzienst tehdt a fesziiltségfiiggé Ca®*- (T- és L-tipus) és Na*-csatornik

terminaljék inaktivalédasukkal. Részben ez, részben az SR-bél felszabadulé Ca** RyR-re ki-
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fejtett negativ feed-back hatdsa vezethet a Ca®*-tranziens és -fluxus korai komponensének
csOkkenéséhez. Ez megmagyardzza az 5-nél kevesebb magvu és az 5-10 magvi sejtek tranzi-
enseinek paraméterei kozott talélt kiillonbségeket (4. tdbldzat). A myotubulusok éretlenebb
formdi még lassu, féleg Ca’*-belépésen alapul akcids potencidljait a fejlédés sordn az izom-
rostok Na'-alapu, gyors akcids potencialjai véltjdk fel (Cognard és mtsai, 1993). A gyorsabb
kialakulds és a gyorsabb inaktivicié eredményezi a fejlettebb myotubulusok tranzienseinek
latvanyosan meredekebb kezdeti felszalldsat és szignifikdnsan keskenyebb elsd fazisit. Ehhez
még hozzéjarul, hogy a differencidltabb sejtekben a Ca’*-raktdrak is fejlettebbek, nagyobb
tranziensamplitidot, de egyuttal hamarabb gétlds alé keriild CICR-t is eredményezve.
Felmeriil a kérdés, hogyan vezet ez a fejlodés végeredményben pont a legfejletteb
myotubulusok és izomrostok esetében a korai komponens eltlinéséhez. A fesziiltségfiiggd és
purinerg folyamatok valtozasai mellett a nyugalmi mebranpotencidlt meghatarozé ionkonduk-
tancidk is moédosulnak a fejléddés sordn oly mdédon, hogy a membranpotencidl mind negati-
vabb lesz. Ezzel parhuzamosan a kezdeti fokozodas utdn a sejteken ATP-vel kivalthat6 ion-
aramok nagysdga csokken. Méréseink tanisédga szerint amig 5-10 magvu sejteken -60 mV-rél
kiindulva az ATP 20 mV-os depolarizaciét tudott 1étrehozni és -40 mV-ra hozta a sejteket,
addig 10-nél tobb magvu sejtek esetében atlagosan -75 mV-rdl kiindulva kellett volna a sejte-
ket az akcids potencidl kiiszobéig depolarizdlni egy olyan ATP-stimulusnak, mely valdjdban
alig 5 mV-tal tudta pozitivabb4 tenni a MP-t. Ez nyilvdnvaldan az akciés potencidl és a Ca**-

tranziens korai fazisanak elmaradasahoz vezet.

VI.2.3. A Ca’*-tranziens késdi, fenntartott fdzisa

Az ATP 4ltal kivéltott Ca**-tranziens késdi komponensét €s az FL .-t harom tényez6
hozhatja 1étre: fesziiltségfiiggd folyamatok, melyek a fenntartott fazis soran is aktivak marad-
nak, P2X, valamint P2Y receptorok. A fesziiltségfiiggd folyamatok ebben a fazisban jelentds
szerepet nem képesek betolteni. Ezt igazoljdk a fentebb mar emlitett kisérleteink, amikor a
KCl-depolarizacioval inaktivalt sejteken is valtozatlan nagysdgu FL,j6-t szdmoltunk, de az
irodalmi adatok is arra utalnak, hogy minden széba johetd fesziiltségfiiggd folyamat
inaktivalédna legkésobb a depolarizacié kezdete utdni 10. masodpercre. A T-tipusu csatorna
gyorsan inaktivalodik (Perez-Reyes, 2003), de még az L-tipust csatorndn sem folyik dram
néhidny mdasodperc utdn, és a DHPR-RyR tengely is inaktiv a 10. médsodpercre (Ursu €s mtsai,
2001). Ha mindehhez hozzatessziik, hogy a néhany sorral fentebb emlitett okok miatt a 10-nél

tobb magvu sejteken a fesziiltségfiiggd folyamatok aktivéacidja 1étre sem jon, ugyanakkor a
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tranziens késdi fazisa megmarad, nyilvanvaléva vélik, hogy a fesziiltségfiiggd folyamatok
nem lehetnek felelosek a tranziens platé fazisanak 1étrejottéért.

A P2X receptorok, kiilondsen a nem deszenzitizdl6doé P2X,R hozzajarulasa a FLj,-hoz
nem zdrhato ki, ugyanakkor legaldbb két kisérletiink bizonyitja, hogy a tranziens késoi fazisa-
ban az ezen receptoron keresztiil beléps Ca** ionok (még az esetleg dltaluk CICR-rel felsza-
baditott tovabbi Ca**-mal egyiitt is) csak mellékszerepl6k lehetnek. Egyrészt extracelluldris
Ca®* ionok hidnyaban sem csokkent szignifikdnsan az FLj., mikozben ugyanez az FL qcs-101
nem volt elmondhaté. Legalabb ilyen meggydzdek a 300 uM suramin jelenlétében ATP hoz-
zaadasa utan mért IaTp €s [Ca2+]i értékek, melyek azt mutatjak, hogy Iatp=0 mellett is 1étrejott
a Ca”*-tranziens lassu fdzisa. Kimondhatjuk tehat, hogy kisérleteink egyértelmien igazoltik: a
fejlodés soran megjelend bifazisos ATP-valasz késoi, fenntartott komponenséért fOképpen

P2Y receptorok aktivalodasa a felelos.

VI.2.4. A Ca’*-tranziens egyes fdazisait alkoté P2X és P2Y receptor altipusok azonositdsa

Sejtjeinken immuncitokémiai mddszerrel az ionotrop receptorok koziil a P2Xy, P2Xs és
P2X5-et tudtuk kimutatni, a korabbi kozleményekben leirt P2X, receptor (1asd 11.3.1.5. alfeje-
zet) egyértelmiien hidnyzott a sejtekrol. A P2Xs receptor jelenléte egybevdg mds szerzok
eredményeivel, de mivel a receptor altipusok dinamikus megjelenését és eltlinését, vagyis a
receptormintdzat folyamatos valtozdsat irtdk le mind P2X, mind P2Y receptorokkal kapcso-
latban, egy-egy kordbban leirt receptor hidnya egy adott idépontban készitett immunfestésnél
nem tekinthetd kiilonlegesnek. Mindenképpen kiemelendd azonban, hogy a P2X, és P2X;
receptorokat korabbi munkdk nem emlitik a vdzizomra jellemz6 altiposokként. A P2X, recep-
tor jelenlétével kapcsolatban messzemend kovetkeztetések levondsa nem célszerti, hiszen az
immuncitokémiai festés pozitivitdsan tilmenden a receptor jelentdségét funkcionélis vizsgala-
tokkal nem tudtuk igazolni, mivel specifikus agonistija és antagonistdja nem ismert, emellett
pedig a receptor elleni siRNS-sel végzett transzfekcié sem hozta meg a remélt
expresszidcsokkenést.

A P2X; receptor jelenléte sokkal figyelemreméltobb. Kordbban nem itrdk le vazizom-
ban, viszont specifikus agonistdja (BzATP) és antagonistdja (0-ATP) jelenlétében és hidnya-
ban, siRNS-sel végzett sikeres szuppresszidt kovetden és anélkiill arammérésekkel, [Ca2+]i—
mérésekkel és a szamolt Ca**-fluxus korai és kés6i fazisdnak elemzésével minden kétséget
kizérdéan bebizonyitottuk, hogy primer tenyésztett myoblastok myotubulussé differencidléddsa

sordn ez a receptor jatssza a legfontosabb szerepet az ATP kivaltotta depolarizacié 1étrehoza-
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sdban és igy a Ca’*-szintben bekovetkez legnagyobb novekedés, a korai gyors fazis kivaltd-
sdban. A fejlédés/regeneracié lezarultit pedig szintén a Ca**-tranziens azon komponensének
eltlinése jelzi a legmarkdnsabban, amelyet ennek a receptornak a miikodése fémjelez. Ha fi-
gyelembe vessziik azt is, hogy a C2C12 sejtekben, melyek — mint lattuk — igen sok szempont-
bél élesen kiilonboznek a primer tenyészet sejtjeitdl, szintén a P2X; receptor expresszidjanak
nagyfoku novekedése jelenti a legdifferencidltabb stadium elkiiloniilését a kordbbiaktdl, illet-
ve hogy a PKCa-val kivaltott differencialodas esetében is a P2X;R-hoz k6tddo gyors fazis
hidnya az egyik legszembeszokdbb kiilonbség a SID-hez képest, akkor nem tiinik tdlzasnak
levonni a kovetkeztetést: a vazizom differencidcidjat kisérd valtozasok kozott kiemelkedden
fontos szerepet jatszik a P2X; receptor expresszidjanak megjelenése/fokozdddsa és a rajta
keresztiil megvalosul6 szignaltranszdukci6 felerdsodése.

Az immuncitokémidval kimutatott P2Y; és P2Y, receptor jelenlétét és funkcidjat a spe-
cifikus agonistdkkal kapott eredmények (a Ca**-tranziens és az FLscs csokkenése az FLpjas
valtozatlanul maradédsa mellett) is igazoljdk. Emellett mindkét altipus jelenlétét egy-egy to-
vabbi vizsgalat is alatdmasztja: a P2Y, receptor siRNS-sel torténd szuppresszidjat kovetden
csokkent az ATP-vel kivalthaté Ca**-tranziens nagysdga, a P2Y, receptor jelenlétét pedig a
nagy dézisu suramin altal kivéltott purinerg jelatviteli blokddot kovetden is regisztralhaté ma-

radék Ca’*-tranziens tdmasztotta ald.

VIL.3. Purinerg szignalizacié melanoma malignumban
VI.3.1. P2X;R melanocytdkon és melanoma sejteken — elhelyezkedés, funkcio

Amint az legels6 melanocytdkon és melanoma malignum sejtvonalakon elvégzett vizs-
gdlatainkbdl kideriilt, a melanomagenesis sordn a sejtek purinerg jeldtvitele mindségi valtoza-
son megy keresztiil: az ATP-re tokéletesen érzéketlen egészséges melanocytdk érzékennyé
valnak a purinerg stimulusra és benniik immuncitokémidval igazolhat6an nagy mennyiségben
P2X; receptorok jelennek meg. A P2X;R-t kimutattuk a melanoma sejtek
cytoplasmamembranjiban, emellett azonban cytoplasmaticus és nuclearis immunpozitivitast
is taldltunk. A kiilsé membranban valé elhelyezkedés tekintheté normélisnak ezen receptor
esetében, az itt levo receptorok szokdsos miikodését a farmakoldgiai vizsgalatok is igazoltak.
A citplazmatikus festddést az éppen késziild molekuldk jelenlétével magyardzhatjuk, dm az
igen erds nuclearis pozitivitds okat nem ismerjiik. Kiilondsen érdekes ez a festddési mintdzat,
mert ugyanez megfigyelhetd a melanocytdk esetében is, csak halvdnyabban. A hirom felme-

riil6 lehetdség a koros elhelyezkedésli receptor, az antitest valamely nukledris struktirdhoz

83



Deli T. « Purinoreceptorok a differencidlédasban és malignus transzforméaciéban VI. Megbeszélés

tortént aspecifikus kotédése, valamint az, hogy a receptor valamilyen, eddig ismeretlen funk-
ciét tolt be a magban. Ezek egyikét sem tudjuk kizdrni, mindenesetre a halvany magi pozitivi-
tas ellenére sem vdrhatunk normdl P2X;R funkciét melanocytdkon, mert az immunfestések
alapjan a kiils6é membréanban a receptor bizonyosan nincsen jelen. Ezt a funkcionélis vizsgala-
tok is meger6sitették. Erdekes viszont azt megfigyelni, hogy a P2X;R kimutatésat célz6 Wes-
tern blot a kontroll melanocytdk esetében is eredményezett egy igen halvany csikot nagyjabdl
a P2X;R-nak megfelel6 magassagban, ami (ha csak az aspecifikusan fest6dd struktira nem
pontosan a P2X7R molekulatomegével megegyez6 méretli) mégis inkdbb a magban levd kész
vagy félkész P2X;R-ok jelenlétét valdszintsiti. Hogy pontosan mi a helyzet a receptor
szubcellularis lokalizacidjaval, az tovabbi vizsgalatok sordn fog csak kideriilni.

A receptort ATP-re adott Ca**-valaszok tekintetében minden szempontbdl normalisnak
taldltuk melanoma sejtekben. A P2X;R mRNS-ének jelenlétét kollaboraciés partnereink, Ti-
mar J. és kollégai qPCR-ral is igazoltdk, €s szekvenciaanalizisiik nem mutatott ki mutéciét,
ami egybevdg a receptor dltalunk taldlt normalis ATP-szenzitivitdsaval. Mindezek ellenére a
sejtjeinken megfigyelt receptor a normalisnak tekintett proapoptotikus hatdsnak pontosan az
ellenkez6jét véltotta ki akkor, amikor az apoptosist €s necrosist kisérleteinkben gétolta (v.0.
I1.3.1.6. alfejezet). El kellett tehat fogadnunk, hogy valami mégis befolydsolja a
receptormiikodést. A lehetséges modulator keresése kozben az Eredmények részben leirt mo-
don keriilt a vizsgalodasunk kozéppontjaba a RyR. (Itt szeretném megjegyezni, hogy mun-
kankkal egyidOben egy mdsik kutatécsoport olyan eredményeket kozolt, melyek egy a mie-
inkt6l kiilonbozé melanoma sejtvonalban P2X;R apoptotikus hatdsara engedtek kovetkeztetni,
illetve P2Y receptorok jelenlétét és szabdlyoz6 funkcidjat valdszinisitették (White és mitsai,
2005a,b). Kisérleteik részben ellentmondanak a mi megfigyeléseinknek, azonban az eltérése-
ket magyarazhatja, hogy 0k csupdn egy melanoma sejtvonalat vizsgaltak, mely kiillonbozott az
altalunk haszndlt hdrom sejtvonaltdl, rdaddsul eredményeiket nem vetették Ossze normadl

melanocytékal.)

VI.3.2. RyR melanocytdkon és melanoma sejteken — elhelyezkedés, funkcio

A RyR2-t Timar J. és munkatarsai cDNS chippel és qPCR-ral mutattdk ki mRNS szin-
ten, ezt kovetden a fehérje jelenlétét és melanocytakhoz, illetve naevussejtekhez viszonyitott
overexpresszidjat immuncitokémidval igazoltuk. A RyR melanoma sejten beliili szubcellularis
lokalizécigjat SERCA-val egyiitt tortént kettOs festéssel és konfokélis mikroszkopidval vizs-

galtuk. Megallapitottuk, hogy a RyR egyrészt tubulovesicularis cytoplasmaticus struktirdkban
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jelolédik és a SERCA pumpdval kolokalizélt, igy nagy valdszinliséggel az endoplazmads
retikulumban helyezkedik el, masrészt viszont a sejtek egy részében a kiils6 membranban is
kimutathat6. Utobbi meglehetdsen szokatlan lokalizécié a receptor szdmara, de — ahogyan azt
a I1.3.2. alfejezetben is emlitettem — van rd néhany példa. Ezen receptorok puszta
elhelyezkedésén tilmenden kiilsO membranba keriilésik moddja €s ottani funkcidjuk is
tisztdzatlan. A fobb elképzelések a kovetkezOk: a receptornak eredendden is a kiils6 memb-
rdnba kell jutni, ahol lokalis Ca**-tranziensek létrehozasaért és igy Ca*'-fiiggd K'-csatorndk
aktivaciéjaért felelés (simaizomsejtekben; Zou és mtsai, 1999), vagy az extracellulris Ca**-
koncentraciét érzékeld rendszer része (osteoclastokban; Zaidi €s mtsai, 2004). Esetleg a
receptor a kiils6 membrdnban normaélisan csak érési folyamata soran tolt egy rovid 1dot, igy
viszont overexpresszidja esetén érthetden ott is felszaporodik. A harmadik lehetdség, hogy a
receptorfehérje nem megfeld sejten beliili széllitdsa eredményezi megjelenését a kiilsé memb-
ranban, ez esetben a receptor egy, az intracelluldris transzportja irdnyitdsdban fontos jelzo
részének mutdcidja dllhat a hattérben.

A rianodin receptor ismert agonistdinak alkalmazdsit sem melanocytdkon, sem
melanoma sejteken nem kovette a [Ca’*]; megviltozdsa. Ez a tény némileg kiilonbozé kérdé-
seket vet fel a normdl melanocytdk esetében, melyek feltehetben a RyR normélis form4jat
expresszéljdk kis mennyiségben (ezen expressziét DNS chip igazolta naevus sejtekben, im-
munfestés pedig melanocytdkban és naevussejtekben — utobbi megfigyelhetd példaul a 30./a
dbra halvany zold immunpozitivitdsaként) és a melanoma sejtekben, melyek esetében a mu-
tans RyR jelenléte is konnyen elképzelhetd. Természetesen mindkét esetben felmeriil annak a
lehetésége, hogy az intracelluldris Ca®*-raktirak iiresek, ezt azonban a SERCA-blokkolék
alkalmazasaval kivaltott [Ca2+]i emeléssel ki tudtuk zarni.

A melanocytdk kapcsdn felmeriild kérdés tehat a kovetkezd formdban fogalmazhazd
meg: bar a melanocytanak vannak olyan belsd kalciumraktarai, melyekbdl a SERCA gétldsa
utdn Ca®* csorog az intracelluldris térbe, a sejtek RyR-ainak aktivdldsara tett kisérletek mégis
eredménytelenek — hogyan lehetséges ez, és miért készit egy egészséges sejt egy latszdlag
nem funkciondlé receptorfehérjét? Mivel ez a kérdés vizsgdlataink valddi targyatdl tavolra
vezet, megvalaszoldsara kisérleteket nem végeztiink, és aldbb is csak egy elméleti lehetoséget
szeretnék felvazolni. Nem zdrhat6 ki, hogy a neuroektodermélis eredetli melanocyta az ER
egy olyan szubpopuldcidjival rendelkezik, mely nyugalmi helyzetben iires, de van rajta RyR
és SERCA. Ennek funkci6ja a sejtkdrosité hatdsokra bekovetkezé [Ca®]; novekedés kontrol-
lalasa és igy a sejt védelme egy potencidlisan sejthalélt kivalté tényezotdl. Ezt a lehetdséget

megerdsiti, hogy ilyen pufferraktarak jelenlétét egyéb, a neuroektodermdbol szarmazo sejte-
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ken mdr igazoltdk, és ezeket egyesek mint mitokondriumokat (Wang és mtsai, 1996), masok
mint szeparalt ER ciszterndkat (Pozzo-Miller és mtsai, 1997) azonositottdk. A RyR-ok ezeken
— &s csak ezeken — az iires raktdrakon val6 jelenléte j6l megmagyardznd eredményeinket: a
SERCA blokkoldsa Ca**-csorgdst eredményez a toltott raktarakbol (egy a RyR-tdl kiilonbdzd
csatornan keresztiil), a RyR agonistdk hatdstalanok, ugyanakkor ez a rendszer a sejtnek hasz-
nos, mivel karosité noxa bekovetkeztekor az [Ca2+]i a kritikus szint alatt marad a pufferraktér
Ca”*-felvétele miatt, és a sejt tdlél.

Melanoma sejtjeink esetén az komplikdlja a helyzetet, hogy tumoros sejtek esetében az
overexpresszalddo receptor diszfunkciéja nem tekinthetd ritkasdgnak, gondolatmenetiink te-
hat az elején kettévilik. Ha feltételezziik, hogy a RyR normofunkcids, de agonistdi nem hoz-
nak létre Ca**-tranzienst, az el6z6 bekezdésben ismertetett iires raktaron elhelyezkedd RyR-ra
gondolhatunk. Ha abnormadlis miikodésli csatornat feltételeziink Ca**-mal telt ER-en, akkor
vagy maga a csatorna kdrosodott, vagy valami kiils¢ koriilmény akaddlyozza az egyébként
normdlis fehérje funkcigjat. Utdbbi magyardzatdul felmeriil a sorcin és az FKBP12.6 szerepe,
melyek a RyR negativ cytoplasmaticus regulatorai és az altalunk vizsgalt sejtekben igen jelen-

tdsen overexpresszalodnak (1asd V.3.4. alfejezet).

V1.3.3. RyR-P2X7R kolcsonhatds melanomdban — hogyan?

A melanomdban funkcioképes overexpresszalt P2X; receptor és a funkcioképtelen
RyR2 kiilonall6 vizsgdlata utdn a két receptorra haté molekuldkat egyiittesen alkalmaztuk és
azt talltuk, hogy rianodin hatdsdra az ATP kivaltotta Ca**-vélaszok amplitidéja lecsokkent,
0sszhangban Bennett és munkatarsai HelLa sejteken tett megfigyeléseivel (1996). Az elsd kér-
dés, miként csokkenti a rianodin az ATP kivaltotta Ca**-tranziens amplitidéjat. Az els6, igen
valészinttlen lehetdség, hogy a rianodin kozvetleniil a P2X; receptoron hatna. A P2X5 recep-
tor hatalmas irodalmaban erre utal6 kozleményt nem taldltunk, ami nem meglepd, hiszen a
RyR azonositdsat és izoldldsat lehetové tevo radioaktiv izotdpos vizsgdlatok tandsiga szerint
az alkaloida nagy affinitdssal és specificitdssal csak a RyR-hez kotddik (Pessah és mitsai,
1986; Campbell és mtsai, 1987; Sutko €s mtsai, 1997; Williams és Tanna, 2004).

Kézenfekvé tehdt a feltételezés, hogy a rianodint kotstt RyR befolydsolja a [Ca®]; val-
tozasait. Konnyen kizarhatd, hogy a RyR normal funkcidjaval dllndnk szemben, azaz a P2X;R
stimuldciét kovetd egyre csokkend amplitidGju Ca**-tranzienseket a belsé raktdron elhelyez-
ked$ RyR gétlasa miatt a raktarbél felszabadulé kevesebb Ca** eredményezné. Ez ugyanis

implicit médon azt jelenti, hogy rianodin jelenléte nélkiil az ATP altal kivéltott tranziens azért
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névekszik, mert a raktdrakbdl egyre tobb Ca®* szabadul fel. Ez esetleg tgy lenne elképzelhe-
td, hogy a kezdeti, ATP éltal kivéltott [Ca2+]i—n6vekedés taltolti a raktdrat, majd a mésodik
tranziens a RyR-en keresztiil CICR révén mér nagyobb tranzienst hoz 1étre, mint megel6zo-
leg. Ekkor gétlé dézisu rianodin valéban csokkentené a tranziensamplitidét. Magyardzatra
szorulna azonban, hogy miért csokkennek az ismételt stimulusra adott vdlaszok, mikdzben jol
ismert, hogy a P2X; receptor nem deszenzitizalodik, hanem normal koziilmények kozott is-
mételt agonistaalkalmazédsok sordn egyre tobb Ca**-ot enged be a sejtbe (North, 2002). Helye-
sebbnek tlinik tehat inkdbb abbdl a feltevésbdl kiindulni, hogy a rianodin kotddése a RyR-hoz
az ATP indukalta P2X-5R-on keresztiili inward Ca**-dramot csokkenti. A kérdés az, hogyan.
Ennek megvalaszoldsat a két receptor esetében mas és mds tényezok bizonytalansiga
komplikélja. Mindkét fehérje egy-egy Oridsi és heterogén receptorstruktira fo alkotdja, me-
lyek 6nmagukban is komplex médon hatnak koélcson molekuldris kornyezetiikkel. Emellett a
P2X7 receptor kivaltotta sejtvalasz igen sokféle €s a mai napig nem mentes ellentmondédsoktol
(1&sd 11.3.1.6. alfejezet), a RyR szubcellularis szintli elhelyezkedése pedig — az altalunk vizs-
galt melanoma sejtekben legaldbbis — nem egyértelmi, ahogy azt mar fentebb részleteztiik.
Mindezek fényében érthetd, hogy még elméletben is nehezen allapithaté meg pontosan, ho-
gyan lép kolcsonhatdsba a RyR és a P2X; receptor. A lehetdségek atgondolasandl a kozvetlen
mechanikai kapcsolat és valamilyen kozvetett kolcsonhatds lehet0ségét célszerli mérlegelni.
Egyrészt feltételezhetjiik a két receptorkonglomeratum térbeli kozelségét, ha elfogadjuk, hogy
az overexpresszalt RyR a kiilsé membréanban (is) megtaldlhatd. Ezen elképzelés igazoldsara
példaul a FRET (fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer) technika lehetne alkalmas a jo-
voben. Az sem zdrhato ki azonban, hogy az ER-ben levo RyR kapcsolddik a P2X; receptor-
hoz, akdr a citoszkeleton kozvetitésével, akar kdzvetleniil, a plazmamembran alatt, annak ko-

£

zelében 1évo ER-ben elhelyezkedve (az ilyen ,kapcsolattartas™ a felszini membrannal egyéb-
ként sem idegen a RyR-t6l). Rdaddsul nem is feltétlen a P2X; receptorral, hanem — hogyha
nem maga a P2X7R a megnyil6 porus (14sd 11.3.1.6. alfejezet) — az éltala vezérelt pdrussal
vagy fesziiltségfiiggé Ca’*-csatorndval (akdr DHPR?) valé mechanikai interakci6 is logikus
magyardzattal szolgdlna eredményeinkre. A feltételezés mindegyik esetben ugyanaz: a
rianodin RyR-hez torténd kotddése utan konformécidvaltozas kovetkezik be, mely mddositja
a RyR-hez kapcsol6dé molekuldt is, ami végeredményben a Ca’*-bedramlds csokkenéséhez

vezet.
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VI.3.4. RyR-P2X7R kolcsonhatds melanomdban — miért?

Joggal mertil fel a kérdés: van-e értelme a melanoma sejtekben taldlhaté P2X;R funkcio-
janak modositdsdnak, vagy csak a dolgok véletlen jatéka eredményezi a moddosult
receptorfunkciot anélkiil, hogy ennek barmi elonye is lenne a sejtre nézve? Leegyszertiisitve az
eredményeket azt tapasztaltuk, hogy melanoma sejtekben P2X5 receptor jelenik meg é€s a RyR
overexpresszalodik, az utébbihoz kotédé rianodin pedig az el6bbin keresztiil kivaltott Ca**-
vdlaszt csokkenti. Ezzel parhuzamosan a P2X; receptor a sejtet apoptosistdl megvédo mole-
kulaként jelenik meg, szoges ellentétben altalanosan elfogadott proapoptotikus hatdsaval. Ez
utobbi tulajdonképpen vélaszol is a bekezdés elsd mondatdban megfogalmazott kérdésre, hi-
szen a sejthaldl elmaraddsa a sejt szdmara mindenképpen (szelekcids) elony, még ha a szerve-
zet szdmdéra nem is az, hiszen a daganatok kialakuldsédnak lehetdségét, melanoma esetében
mar megvaldsult lehetdségét hordozza. Az események aldbbi szekvencidja képzelheto el: egy
karosité behatds (példaul UV sugdrzas stb.) éri a sejtet, ami esetleges egyéb hatdsai mellett
tumor szuppresszor géneket inaktivdl vagy onkogéneket aktivdl. Ez a sejt
apoptosisprogramjdnak aktivdlédasat eredményezi, melynek részeként kifejezodik a P2X5R,
és a sejt elpusztul. Azokban a sejtekben azonban, amelyekben a véletlen folytdn parhuzamo-
san bekovetkezd mutidcié miatt a RyR overexpresszalodik, a P2X; receptoron keresztiili
szignalizdci6 médusul és a RyR-P2X7R funkciondlis komplex antiapoptotikus hatést fejt ki,
azaz a kdrosodott sejt tilélését és tumor (jelen esetben melanoma malignum) kialakuldsat se-
giti.

Arra, hogy ez miként valésulhat meg, kétféle elképzelésiink van, melyek koziil az els6 a
P2X,R-on keresztiil megvalésulé Ca**-jel, a mésik a P2X;R Ca**-t6l fiiggetlen apoptotikus
hatdsainak moddosuldsat feltételezi (14sd 5. dbra). Egyrészt feltételezhetd, hogy az
overexpresszalt (és esetleg mutdns, illetve abnormis helyen taldlhat) RyR mindenféle
agonistdja vagy antagonistdja nélkiil is, mar nyugalomban gatolja a P2X; stimulécié kivaltotta
[Ca2+]i novekedést, igy a P2X; agonistidk nem apoptosist kivaltd, hanem anndl kisebb [Ca2+]i
szintet hoznak 1étre, ami eltéro jelatviteli ttvonalakat aktival és antiapoptotikus hatdsd. Ez az
elmélet feltételezi, hogy az [Ca**]i-ban bekdvetkezd emelkedés mértéke alapvetéen befolyé-
solja akar ellentétes jelatviteli mechanizmusok aktivaldsét és a sejt sorsat. Ez egybevag a nap-
jainkban mar-mdr alapvetésnek szamité kijelentéssel, miszerint a Ca**-jel dekédoldsa egy-
arant fligg annak nagysdgbeli (amplitudo), térbeli (szubcellularis lokaliz4cid) és idobeli (1do-
tartam, frekvencia) sajatsagaitol (Berridge €s mtsai, 1998). A Sergeevtdl (2005) 4tvett semati-

kus 33. dbra jél illusztrilja, hogy a kiilonbozé Ca’*-szintek meghatdrozhatjak a sejt tovabbi
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[Ca?+]; sorsat, igy nem zdrhat6 ki, hogy egy a P2X;R-on

: NECROsIS $ keresztiil létrehozott alacsonyabb [Ca**]; (szagga-
tott nyil) a sejt taléléséért felelés programokat

ApoPTOsIS # inditja be, mig valamivel nagyobb [Ca®*]; mar

SENESCENCE # sejthalélt okoz. Lehetséges tehat, hogy melanoma
DIFFERENTIATION # sejtjeinkben az ATP adagoldsakor latott egyre
4= 2?7 nagyobb Ca**-tranziensek mér eleve kisebbek,

—=— Normal [Ca?*]; mint a RyR jelenléte nélkiil lennének (vagyis amit

—mg=——= PROLIFERATION .

azokban a sejtekben mérhetnénk, amelyek — a
33, dbra. Killouboz6 [Ca>]-szintek hatdsa a fenti gondolatmenetet kdvetve — anélkiil pusztul-
sejt sorsara. (Sergeev, 2005 nyomadn.) nak el, hogy a kutaté szeme elé keriilnének és

lehetdségiink lenne megvizsgdlni Oket), a mester-
ségesen alkalmazott rianodin pedig csak a RyR bazalis gétlé hatdsat fokozza, a [Ca*]; ndve-
kedés mértékének tovabbi csokkentésével.

A masik lehetoség, hogy a RyR-P2X;R kolcsonhatds a P2X;R apotosis kivaltasat
eredményz6 hatdsai koziil egyéb funkcidkat gétol, melyek (példaul citoszkeletdlis atrendezo-
dések vagy interleukintermelés) szintén nélkiilozhetetlenek volndnak a sejthalal kivaltasahoz.
Ez esetben a RyR-P2X;R funkcionalis komplex a [Ca®"]; szintjének viltozasaité] fiiggetleniil

is antiapoptotikus hatdsu lehet. Amig azonban a RyR ilyen tipusu hatdsairdl nincsen kisérletes

informdcionk, az el6z6 bekezdésben leirtakat kell valosziniibbnek gondolnunk.

VI.3.5. RyR és P2XR lehetséges in vVivo agonistdi és antagonistdi

Végezetiil azt kell atgondolni, mik lehetnek a P2X;R és a RyR antiapototikus funkcidjat
aktivalé molekuldk in vivo, hiszen ilyenekre feltétleniil sziikség van ahhoz, hogy a sejtelhalés
kivédése megtorténhessen a szervezetben is. A P2X; receptor esetében a legkézenfekvobb
vadlasz az ATP, ami az extracelluldris térbe két uton keriilhet. Idegvégz6désbol
kotranszmitterként, ami a beidegzéssel nem rendelkezd melanocytdk és melanoma sejtek ese-
tében kevéssé valdszinl (ugyanakkor a kordbban targyalt izomdifferencialodas sordn a fejlo-
dés elorehaladtaval — in vivo — kialakulé beidegzés €s beindulé neurotranszmisszié az
extracellularis ATP fontos forrdsa lehet), illetve magukbdl a melanocytdkbdl €s melanoma
sejtekbOl. Bar ATP-szekréciora neuroektodermalis eredetiik miatt a sejtek akar képesek is
lehetnének, ilyesmit az irodalomban a melanocytdk kapcsan nem irtak le. Melanomads sejtje-

inkben viszont egyes, egyelore nem megismételt DNS chippel végzett kisérletek (Timar J.,
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OOI, nem publikalt adatok) az ATP-szintiz mRNS-ének nagyfoki overexpresszidjat is felve-
tették, igy esetiikben ez valds lehetdségként meriil fel. Ekkor az ATP autokrin antiapototikus
faktorként is felfoghat6 lenne, ez a lehetdség azonban egyeldre csak érdekes felvetésnek
tekinthetd és tovabbi vizsgélatokat igényel. A masik lehetdség a necrosis és apoptosis sordn
felszabaduldé ATP. A sejtelhalds egyaltalain nem tekinthetd ritkasdgnak egy olyan gyorsan
novekvo tumorban, mint a melanoma, ahol folyamatos a neovascularisatio elmaradottsdga és
ebbdl kovetkezden az ischaemia.

A RyR esetében elméletileg — ahogy azt kordbban mar emlitettiik — nem is feltétleniil
sziikséges valamilyen agonista jelenlétét feltételezniink a P2X;R funkcidjat médosité hatés
mérlegelésénél, hiszen lehetséges, hogy a RyR nyugalmi éllapotban is folyamatos kdlcsonha-
tasban 4ll a P2X;R-ral és mdédositja annak funkcidjat (,,RyR-P2X7R funkciondlis komplex”).
Ha viszont csak valamilyen dgens kotddése utan befolyésolja a purinerg receptor mikodését
(mint ahogy ezt bizonyitani egyelére csak a rianodin kotédését kovetben sikeriilt a Ca**-
tranziensek vonatkozdsaban in vitro), in vivo koriilmények kozott foleg a Ca’" ion és az ATP
mint a RyR fiziolgids regulatorai johetnek széba. Erdekes felfigyelni arra, hogy az ATP

mindkét, a vizsgalddas targyat képezo receptor funkcidjat modositja.

VI.3.6. RyR és P2X7R farmakologiai agonistdinak és antagonistdinak lehetséges terdpids fel-

haszndldsa

A P2X7R RyR altal médositott funkcidja, vagyis az apoptosis programjanak gatldsa, és a
receptor antagonizaldsa éltal kifejtett proapoptotikus és pronekrotikus, vagyis jelen esetben a
tumorsejteket elpusztité hatds a P2X;R-t a melanoma kemoterdpidjanak potencidlis célpontja-
va teszi. Kezdeti dllatkisérleteink egyelore csak részleges eredményeket hoztak, hiszen a
ZnS04-gyel per os kezelt SCID egerek primer tumorainak mérete jelentdsen nem valtozott, és
noha a metastasisok szdma csdkkent, jogos kritika érheti a Zn®* ion antagonistaként val6
haszndlatat, hiszen a Zn** kozismerten szdmos biokémiai folyamatban sziikséges nyomelem,
hatédsdt tehat bizonyosan nem csupén a purinerg receptorra hatva fejti ki. Hasonl6 a helyzet a
P2X,R-t szintén gatolni képes Cu®* ionnal. A gétlészerek koziil farmakoldgiai vizsgélatokban
hasznaltuk még a brilidnskék G nevu festéket, mely a purinerg receptorok kozott szintén
P2X;R-specifikus, viszont ez a molekula is szdmos fehérjéhez kotddik (ezért hasznédlhato
fehérjekimutatési eljarasokban). A P2X;R antagonistdi koziil esetleg tovdbbi vizsgalatokra
lehet érdemes a 17B-0sztradiol, noha ennek a vegyiiletnek is szdmolni kell az egyik legfonto-

sabb n6i nemi hormonként kivaltott multiplex hatdsaival (North, 2002). Az esetleges tovabbi
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in vivo allatkisérletek interpretacidjat jelentdsen megneheziti az a tény, hogy a daganatellenes
hatdshoz huzamos antagonistaalkalmazasra van sziikség, igy a jelenleg rendelkezésre 4llo

szerek adagoldsakor szamos hatds kombindcidjaval kell szamolni.
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VII. Osszefoglalas

A disszertacioban Osszefoglalt munka soran a purinerg szignalizaciéban a vazizomsejtek
differencidlodésa, illetve egészséges melanocytdk malignus transzformdcidja sordn bekovet-
kezd véltozasokat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a tenyésztd oldat szérumosszetételének megfeleld megvaltoztatdsaval
indukalt differencidlédas sordn mind C2C12 egér myoblastokban, mind primer tenyésztett
egér vazizomsejtekben a sejtek purinerg valaszkészsége fokozodik és a Ca**-tranziensek és az
ezek hatterében 4ll6 Ca**-fluxusok bifdzisossa valnak. A gyors, korai fazist ionotrop P2X
receptorokon, mindenekeldtt a P2X;R-on keresztiil kialakulé inward iondram, az ennek ko-
vetkeztében megjelend akcids potencidl és a fesziiltségfiiggd folyamatok aktivaléddsa hozza
létre. Ez a fizis az extracellularis Ca®* hidnydra, a sejt elézetes depolarizici6jara és a P2X
receptorok gatldsira érzékeny, kinetikai paraméterei a depolarizdciéval kivéltott Ca®*-
tranziensek paramétereihez hasonlitanak és gyors lecsengése a fesziiltségfiiggd csatorndk
inaktivdléddsdval magyardzhat6. A C2C12 sejtvonal esetében a Ca**-vélasz korai komponen-
se csak a legfejlettebb sejteken jelenik meg, de ha a differencidlédast a PKCa izoenzim
overexpresszidjaval inditjuk be, ez a korai fazis még ezen sejtek esetében is hidnyzik (a késdi
fenntartott fazis ezzel szemben mar igen kordn és maximalis amplitidéval jelentkezik). Ezzel
parhuzamosan a P2X7R expresszidjanak maskor tapasztalt fokozodésa is elmarad €s a sejtek
valaszkészsége hasonlit az anti-P2X7R siRNS alkalmazésit kovetden nyert, a korai kompo-
nens csokkenését mutaté eredményekhez, aldhizva ezen receptor altipus fontossidgat a gyors
fazis kialakitdsaban. A primer tenyésztett vazizomsejtek esetében a bifdzisos vdlasz mar a
korai fejlodési stddiumokban is megjelenik, a legfejlettebb izomrostokban azonban a purinerg
szignalizécio ,,involucidjanak™ jeleként a nagy amplitiddju korai fazis eltlinik és csak a lassu
késdi komponens marad meg. Ez ut6bbi kialakitasaért az aktivalodé metabotrop P2Y recepto-
rok (C2C12 sejtek esetében a differencidlodast elindité tényezotol fliggden a P2Y; és P2Yy,
primer myotubulusok esetében a P2Y és P2Y, altipusok) altal az SR-bdl faziskéséssel felsza-
baditott Ca’™* a felelés.

Az altalunk vizsgdlt melanoma malignum sejtvonalak mindegyikében a kontroll
egészséges melanocytdkhoz képest dj tulajdonsidgként jelent meg az ATP-szenzitivitds. Vizs-
gdlataink kimutattdk, hogy a kiillonboz6 sejvonalakon egyontetiien a P2X;R expresszalodik,
mely a cytoplasmamebranban elhelyezkedve a P2X;R-nak megfeleld farmakoldgiai tulajdon-
sagokkal hoz létre Ca**-tranzienseket. A receptor aktivaldsa azonban — a P2X;R-t6] megszo-

kottdl eltéroen — antiapoptotikus hatést fejt ki, mig a receptor gatldsa elosegiti az apoptosist €s
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necrosist in vitro, illetve a metastasisképzést csokkenti in vivo. A P2X7R mddosult funkcidja
Osszefiiggésben lehet a rianodin receptor melanoma sejtekben megfigyelhetd
overexpresszidjdval. A RyR az ER-ben és a plazmamembranban is kimutathatd. Szokvanyos
agonistdi nem képesek aktivdlni, viszont rianodin jelenlétében szignifikdnsan csokken a
P2X;R kozvetitésével megvaldsulod [Ca2+]i—ndvekedés amplitidéja. Nem zdarhat6 ki tehat,
hogy a koérosan overexpresszalt RyR mddositja a melanomdban megjelend P2X;R funkcidjat
oly médon, hogy utébbi receptor az apoptosis ellen védd tényezdvé valik és miikodésével

eldsegiti a malignus transzformaciot.

Az értekezésben bemutatott munka eredményei azt igazoljdk, hogy egymadstdl igen kii-
16nb6z0 sejttipusok haszndljak a purinerg jeldtviteli utakat olyan, a sejt végso sorsat meghata-
roz6 folyamatok szabdlyozdsdban, mint amilyen a specializalt sejttipussa torténd differencid-
l6das eseménysora vagy a programozott sejthaldl, az apoptosis kivédése. Megfigyeléseink
arra is ramutatnak, hogy a sejt sorsat végérvényesen meghatdrozé irdny kijelolésében €s az

adott uton val6 végighaladds sordn a P2X; purinoreceptor kulcsfontossdgu szerephez jut.
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Summary

This Ph.D. thesis summarises the results of our research into the alterations observed
during the differentiation of skeletal muscle cells and the malignant transformation of human
melanocytes.

We have shown that when C2C12 mouse myoblasts and primary cultured mouse
skeletal muscle cells are induced to differentiate by the appropriate alteration of the serum
content of their culturing medium, the responsiveness of cells to extracellular ATP increases
and the Ca®" transients as well as the underlying Ca** fluxes become biphasic. The early peak
component is initiated by the opening of ionotropic P2X receptors, especially the P2X7R,
followed by inward ionic currents, depolarization of the cell, initiation of an action potential
and thus the activation of voltage-gated processes. This phase is sensitive to the removal of
extracellular Ca® jons, to preceding and sustained membrane depolarization and to the
inhibition of P2X receptors. Its kinetic parameters resemble those of the depolarization-
induced Ca®* transients, and it is rapidly terminated as voltage-gated channels inactivate. On
C2C12 cells this early peak component appears only at the most differentiated stage, but if
differentiation is induced by the overexpression of PKCa, the early phase fails to appear even
in these cells (whereas the delayed phase can be detected with maximal amplitude early in
differentiation). In the latter group of cells, the increase in the expression of P2X-R is also
lacking and the responses of cells resemble the transients of the ones that have undergone
transfection with anti-P2X7R siRNA displaying a suppressed early phase, which underlines
the importance of the P2X; subtype during the peak component. In the case of primary
cultured skeletal muscle cells, the biphasic shape of the Ca®* transient appears already at an
early stage, but, as a sign of the involution of purinergic signalling, the large peak disappears
in the most developed myofibres and only the sustained phase can be detected. The latter
component of the transient is produced by the release of Ca®* from the SR following the
activation of metabotropic P2 receptors (P2Y,;R and P2Y4R on C2C12, while P2Y,R and
P2Y4R on primary myotubes).

As compared to control healthy melanocytes, ATP sensitivity appeared in each of our
melanoma cell lines as a gain of new function. Our experiments have shown that all the three
melanoma cell lines express the P2X;R, which, localised in the cytoplasma membrane and
having the typical pharmacological characteristics of P2X; receptors, is responsible for the
ATP-evoked Ca’" transients. Unlike in other tissues, however, the activation of the receptor

exerts antiapoptotic effect, while its inhibition promotes apoptosis and necrosis in vitro and
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inhibits metastasis formation in vivo. The altered function of P2X-R can be related to the
overexpression of the ryanodine receptor in melanoma cells. We have demonstrated that RyR
is localised in the ER as well as in the cytoplasma membrane. Its well-known agonists are
unable to activate the receptor, but ryanodine significantly decreased the amplitude of the
P2X,R-mediated Ca®* transients. It cannot be excluded that the pathologically overexpressed
RyR modifies the function of the P2X7R in a way that the latter becomes a protective factor

for the cell, thus leading to malignant transformation.

The results of the work discussed in this dissertation prove that diverse cell types make
use of the purinergic signalling pathway as the regulator of processes critical in the
determination of the fate of the cell, such as differentiation to a specialised function or
avoiding apoptosis. We have also demonstrated that the P2X; receptor subtype is a key player

in directing cells between proliferation and differentiation, as well as apoptosis and survival.
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lazst a protein-kindz C-vel kapcsolatos gyiimolcs6zo egyiittmikodésért.

A sejttenyésztési és oldatkészitési munkédban faradhatatlanul segitett Talasné Ori R6za
és Dr. Varga Attilané, az 6 munkdjukat is k6szonom.

Ko6sz6nom az Elettani Intézetben dolgozé osszes embernek azt a jokedvii és barati 1ég-
kort, amiben mindig 6rom volt bemenni az Intézetbe.

Végiil koszonet a sziileimnek, akik sok-sok év alatt megteremtették a lehetdséget, hogy
azzal foglalkozhassak, amit szeretek, és a paromnak, aki sosem sziint meg tiirelmes lenni és

végighallgatni, illetve biztatni, amikor frusztralt vagy éppen sikertelen voltam.
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