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Bevezetés

A Cd** szerepe a differencidloddsban, proliferdcioban, apoptosisban és malig-

nus transzformdcioban

A cytoplasmdban megtaldlhaté Ca** ionok a rovidtavid sejtfunkcidk szaba-
lyozasan (kontraktilitds, exocitdzis) tul a sejt hosszutava sorsat meghatarozo fo-
lyamatok, mint a differencidlodds (pluri- vagy multipotens sejtek specidlis funk-
cidra vald elkotelezodése és az ennek megfeleld fenotipus kialakitsa), a
proliferdcio (a sejtek szaporodésa), az apoptosis (a programozott sejthaldl) és a
malignus transzformdcio (egészséges sejtek rosszindulatu daganatti valo 4tala-
kuldsa) egyik fontos meghatarozdja is. Ezt a szerepét azért toltheti be, mert a
sejtek olyan Ca’*-koté fehérjékkel rendelkeznek, melyek megviltoztatjdk a
sejtmiikodést. Ezek a Ca**-koté molekuldk vagy nem foszforildcids valtozdsok
ttjan hatnak (példdul a Ca™ szenzor synaptotagmin a vezikuldk exocitézisdban),
vagy aktivalni képesek protein-kindzokat €s -foszfatdzokat (kalmodulin, mely a
Ca**-kalmodulin fiiggd protein-kindzt, illetve a calcineurint tudja aktivalni), il-
letve egyesek maguk kindz (protein-kindz C) aktivitdsdak, és aktivitdsuk a Ca**-
koto helyeik telitettségének fiiggvényében valtozik. A primer célmolekuldk ak-
tivacios allapotdnak megvaltoztatisa utin beindul egy
foszforilacios/defoszforilacios kaszkad, mely végeredményben a sejt barmely
jelatviteli utjat modosithatja és eképpen a sejt alapvetd €letfolyamatait szaba-
lyozhatja. Ily médon a sejt intracelluldris Ca**-koncentriciéjanak ([Ca*'];) meg-
valtozdsa fokozhatja a proliferaciot, gatolhatja a differencidléodast és az
apoptosist, mely valtozasok egyiittesen vagy kiilon-kiilon a malignus transzfor-

maci6 irdnyaba sodorhatjak a sejteket.

A vazizom differencidloddsa
A torzs €s a végtagok vazizomsejtjeinek prekurzorai a mesodermalis erede-

ti somitdk differencidlatlan mesenchymasejtjei, melyek delaminacigjat és a



megfeleld helyre torténd migracidjat kovetden jonnek 1étre a torzs €s a végtagok
izomzatdnak kezdeményei. Ezek a végtagbimbdkba érve intenziv proliferacidba
kezdenek, ezzel parhuzamosan pedig beindul a determinéacionak nevezett folya-
mat, melynek végeredményeként 1étrejonnek az izom irdnyu differencidloddsra
elkotelezett, de még a termindlis differencidlédas eldtt all6 myoblastok. A
myoblastok fuzidjaval két hullamban torténik meg a termindlisan differencialo-
dott izomcsovek (myotubulusok) képzddése: az els6 hulldim eredményezi az un.
primer myotubulusokat, a masodik hulldm sordn pedig az innervaci6 kialakul4-
sdval parhuzamosan a primer izomcsovek koriil kialakulnak a szekunder
myotubulusok. Az izomcsovek tovabbi myoblastokkal fuziondlva ndvekszenek,
majd megjelenik a vazizom differencidlt formdja, az izomrost. A delaminacid-
migracid-proliferacio-determindcio-differencialodéds-izomrostképzodés ese-
ménysor szoros genetikai szabalyozds alatt all. A myogenesis sordan nukleéris
transzkripcids faktorok, sejtfelszini receptorok, illetve szekretalt molekuldak
szekvencidlis aktivalasa és gatlasa, atirdsanak fokozdédasa vagy csokkenése
eredményezi a fentebb bemutatott folyamat zavartalan lezajlasat.

A novekedés soran €s izomsériilést kovetoen a postnatalis életkorban is
képzddik vazizomrost de novo. Felnott korban az izomrostképzddés {6 forrdsaul
szolgédlo sejtek magdban a vazizomban, a rostok lamina basalisa alatt helyez-
kednek el. Ezek kozott in vitro tenyészetekben mutatott sajatsagaik €s sejtfelszi-
ni, valamint intracelluldris markereik alapjan alapvetoen két sejttipus kiilonithe-
to el: az izom eredetli Ossejtek (MDSC-k, muscle-derived stem cells) és a
szatellitasejtek. Az MDSC-k a csontvelOben és a szervezet egyéb szoveteiben
megtalalhato pluripotens Ossejtek kozé tartoznak €s az izomregenerdcioban vagy
kozvetleniil, vagy szatellitasejtek képzésén keresztiil képesek részt venni. A
szatellitasejtek tulajdonképpen az izomrost lamina basalisa alatt nyugvo allapot-
ba keriilt myoblastok, melyek az izom irdnyu differencialédas felé sokkal elko-

telezettebbek a MDSC-knél. Az izmot ért karositd behatids nyoman a nyugvo



sejtek aktivaldédnak, €s a myoblast-myotubulus-izomrost fejlodési sort végigjar-

va potoljak az elveszett rostokat.

Melanomagenesis

A ham stratum basaléjaban megtalalhaté, pigmenttermeld sejtek, a
melanocytdk joindulatd, lokalizalt proliferdcigjanak eredményeként jon 1étre a
naevus, az ebben taldlhat6 moédosult melanocytdk a naevussejtek (naevocytdk).
Akér naevussejtek, akar melanocytdk esetében bekdvetkezhetnek olyan mutici-
ok, melyek onkogének aktivilasa és/vagy tumorszuppresszor gének inaktivalasa
révén malignus transzformdcidhoz vezetnek, ¢és kialakul az egyik
legrosszindulatibb ismert tumorfajta, a melanoma malignum. Pigmentaltsidg
szerint melanotikus és amelanotikus formakat szokas elkiiloniteni, melyek koziil
az utobbit (a melanintermelés hidnyat mint a dedifferencialodas egy kézzelfog-
haté jelét felfogva) 4ltaldban rosszindulatibbnak tekintjik. A melanoma
malignum gyakorisdga, korai disszeminalodédsa és nagyfoku terapiarezisztencia-

ja miatt intenziv kutatasok targyat képezi.

A purinerg jeldtviteli utak

Szent-Gyorgyr Albert és Drury el0szor 1929-ben szamolt be az
extracellularis ATP hatdsairdl. Az eltelt haromnegyed évszazad alatt viligossa
valt, hogy a kotranszmitterként exocitdzissal, vagy sejtlaecsio sordn az
extracellularis térbe jut6 ATP, UTP és szdrmazékaik szamos gyors, rovid tavu,
illetve lassu, trofikus hatast fejtenek ki. Elobbiek kozé tartozik a
thrombocytaaggregacidt €s exocitozist, mig utdbbiak kozé a sejtproliferaciot,
differencialodast és apoptosist szabdlyoz6 funkcidjuk.

A sejtfelszini P2-purinoceptoroknak, melyek kiilonféle purin €s pirimidin
nukleotidokkal (ATP, ADP, UTP stb.) aktivdlhatok, két csoportja ismert: az
ionotrop P2X és a metabotrop P2Y receptorok. A P2X receptorok a P2X,; al-

egységek homo- vagy heteromultimerizicigjaval jonnek 1étre, a homomer P2X



receptoroknak gy tehat hét tipusat ismerjiik. Az ioncsatorna képzésében 3-6 al-
egység vesz részt. Amikor az extracelluldris oldal megfeleld helyéhez ATP ko-
tddik, kationcsatorna nyilik meg, mely a [Ca®"]--t részben kozvetleniil a kiils6
térbdl noveli meg, részben a belépd Ca®* ionok hatdsdra kalciumindukalt
kalciumfelszabadulas torténik a raktarakbol. Emellett a P2X receptorok aktiva-
16ddsa depolarizdlja a sejtet, ami tovabbi Ca**-belépés és -felszabadulds forrdsa
lehet. A P2Y receptorok 7 transzmembrdan domainnel rendelkez6 G-proteinhez
kapcsolt receptorok. Az emldsokben eddig nyolcféle P2Y receptort klonoztak,
melyek koziil a legkordbban megismert négy tipus (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y,)
Gq-proteinen keresztiil IPs-felszabaditas révén hozza Iétre a cytoplasma [Ca®™]-
janak novekedését, az ujabban megismert négy altipus esetében pedig az adenil-
ciklaz aktivalasa Gs-protein (P2Y;,) vagy gitldsa Gj-protein (P2Y,, P2Y 3,

P2Y 4) kozvetitésével is szerepel a jeltovabbitas mechanizmusaként.

A P2X; purinerg receptor specidlis tulajdonsdgai és szerepe

A tobbi P2X receptortdl szdmos tulajdonsdgéaban jelentdsen kiilonbozo
P2X; receptor (P2X5R) a figyelmet azaltal érdemelte ki, hogy kozel egy évtizede
apoptotikus hatdsu receptorként azonositottdk, amit azota szamtalan egészséges
€s daganatos sejttipusban végzett in vitro tanulmany is megerdOsitett. A P2X;R
aktivalasara bekovetkezd sejtvdlaszok harom nagy csoportba oszthatdk €s ezek
mindegyike kozvetleniil Osszefiiggésbe hozhaté apoptosis indukcigjaval. Egy-
részt a P2X;R is Ca’*-ra permedbilis ioncsatorna, mely ismételt vagy tartds akti-
valasra nagy porust nyit ki, amelyen akdr 900 Da-os molekuldk is képesek beha-
tolni a sejtbe. Mdsrészt a P2X; receptor aktivicidja utdn az [Ca*"]; megemelke-
désétol fiiggetleniil is szdmos apoptdzisban részt vevd enzim, igy a kaszpdz-1, a
kaszpdz-3, a kaszpdz-9, valamint az IL-1p citokin aktivdlédik. A P2X; receptor
aktivacigjat kovetd harmadik sejtvalasztipus az ugynevezett membran
,,blebbing”, melyen a sejt morfoldgiai valtozésait €s holyagképzodését értik,

amit sejthaldl kovet. Ezen valtozdsokat is okozhatja a [Ca*']; megemelkedése, de



kimutattdk, hogy a holyagképzodés attdl foggetleniil is végbemegy. A
citoszkeleton gyors atrendezddésének hatterében az 4ll, hogy a P2X; receptor
egy hosszu, intracellularisan elhelyezkedd C-termindlissal rendelkezik, mely
szamos citoszkeletalis és egyéb intracelluléris strukturaval all kdzvetlen kapcso-
latban, €s ezen kapcsolatok receptor-agonista kolcsonhatds utdni atrendezodése

jellegzetes morfologiai valtozasokat eredményez.

Célkitiizések

A tézisekben Osszefoglalt munka keretében vizsgalni kivantam az
extracellularis ATP-nek a sejtfelszini P2 purinoreceptorokon keresztiil a sejtek
hosszu tavad sorsait meghataroz6 folyamatokban, a proliferdcioban,
differencidcidoban €és apoptosisban betoltott szerepét. A felvetett kérdést két
irdnybol kozelitettik meg: egészséges sejtek fiziologidsnak tekinthetd
proliferaciojat €s differencidlodasat, illetve a proliferacio, differencidlodas és
apoptosis pathologids ttra térését jelentd malignus transzformacié tanulméanyo-
zasat terveztik.

Kisérletsorozatunkkal a kovetkezd kérdéscsoportokra kerestiik a valaszt:

1. Milyen valtozasok mennek végbe az extracelluldris ATP, illetve a kifej-
lett vazizomban alapvetd fontossidgu inger, a depolarizacié alkalmazasat kove-
téen kialakul6 sejtvélaszban immortalizdlt myoblastok myotubulusokka / izom-
rostokka torténo differencidlodasa sordn? Kolcsonhat-e a két jelatviteli ut, ha
igen, hogyan? Kiilonboznek-e a differencidlodds sordn tapasztalt valtozasok a
két jelatviteli utban, ha a differencidlodast kiillonbozo stimulusokkal inditjuk be?
Ha igen, valtozik-e mind a depolarizacio, mind az extracellularis ATP éltal ki-
valtott sejtvélasz érési folyamata? Milyen purinoreceptorok allnak a purinerg
valaszban tapasztalt valtozdsok hatterében? Betolt-e valamilyen funkciot ezek-

ben a sejtekben a P2X; receptor?



2. Milyen véltozasok kovetkeznek be egérbol izolalt primer szatellitasejtek
myotubulusokkd / izomrostokka torténd differencidloddsa sordn a purinerg
szignalizacioban? Milyen jellemzoi vannak ezen sejtek extracellularis ATP-re
adott vélaszainak és befolyasolja-e ezeket a valaszokat a tartds depolarizici6?
JelentOs szerephez jut-e a primer vazizomsejtek purinerg valaszdban a P2X; re-
ceptor?

3. Mutatnak-e valaszkészséget extracelluldrisan adagolt ATP-re a
melanocytdk, illetve melanoma sejtek, van-e kiillonbség a valaszkészségiikben?
Milyen purinoreceptorok allnak az esetleges kiilonbségek hatterében, szerephez
jut-e a P2X; receptor? Milyen funkciodt tolt be a kozelmultban melanoma sejtek-
ben kimutatott rianodin receptor a sejtek Ca**-homeostasisdban, befolydsolja-e a
purinerg jelatvitelt?

4. Miként hat a melanoma malignumban esetlegesen megtaldlhato
purinoreceptorok farmakoldgiai befolydsoldsa a sejtek in vitro proliferacidjéra,
betegség lefolydsa kisérleti dllatokban a purinoreceptorok agonistdinak

/ antagonistdinak in vivo alkalmazisédval?

Anyagok és modszerek

1. Sejtek és sejttenyésztés

1.1. C2C12 egér vazizom sejtvonal tenyésztése: A sejteket 15%-os FCS-t, va-
lamint antibiotikumokat €s antimikotikumot tartalmaz6 DMEM tdpoldatban te-
nyésztettiik, differencialédas indukcidjdhoz 5% FCS-t €s 5% HS-t tartalmazo
DMEM tédpoldatot haszndltunk. A C2C12 sejtek PKCa-t és PKCo-t stabilan
overexpresszalo klonjait 15% FCS-t tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettiik, tap-
oldatukba 500 pug/ml G418-at (Geneticin) is tettiink a transzfektalt sejtek szelek-

cigja érdekében.



1.2. Primer egér szatellitasejt-tenyészet készitése: 2-8 napos Ujsziilott egerek
végtagjabol prepardlt vértelenitett izomszovetet 1 mg/ml tripszint €s 0,75 mg/ml
kollagenaz II-t tartalmaz6 foszfat pufferben emésztettiik. Sziirés és centrifugdlas
utan az iledéket 10% FCS-t, antibiotikumokat és antimikotikumot tartalmazo
Ham F-12 tapoldatban szuszpendaltuk, majd steril tiveg fedolemezekre sz€lesz-
tettiik. A tenyésztés 3. napjan attértiink differencidlodast elosegitd tenyésztod
médiumra, azaz 2%-os FCS-t, 2% HS-t, valamint antibiotikumokat €és
antimikotikumot tartalmaz6 DMEM téapoldatra.

1.3. Primer human melanocitak tenyésztése: A plasztikai sebészeti beavatko-
zason atesett betegekbOl diszpdzos-tripszines emésztéssel izoldlt egészséges
human melanocytdkat 100 ml AIM-V Lymphocyte Mediumot, 100 ml
Keratinocyte-SFM-t, 400 ul BPE-t, 1ul hrEGF-t, 58,44 mg L-glutamétot, 5 ml
FCS-t, antibiotikumot (50 NE/ml penicillin, 50 pg/ml streptomicin) valamint
antifungdlis szert (1,25 pg/ml Fungizone) tartalmazo tapoldatban tenyésztettiik.
Kisérleteket legfeljebb hatszor passzalt sejteken végeztiink.

1.4. Human melanoma sejtvonalak tenyésztése: Harom sejtvonallal dolgoz-
tunk: a HT168-M1 és a HT199 sejtvonal SCID egerekben tumorképzd tulajdon-
sdgu €s metastaticus kiilonféle metastasis modellekben, ezzel szemben a WM35
sejtvonal nem metastatisal, viszont szintén tumorigén SCID egerekben. A sejtte-
nyészeteket 10% FCS-t és 2 mM L-glutamatot, valamint antibiotikumokat és
antimikotikumot tartalmazé RPMI-1640 tapoldatban tartottuk fenn. Minden ki-

sérletet 3-4 napos tenyészeteken végeztiink.

2. [Ca**]; vdltozdsainak kovetéséhez kapcsolodo modszerek

2.1. Egyedi sejten torténé fluoreszcens [Ca®']; mérés: A sejtekbe juttatott Fu-
ra-2 fluoreszcens festék 340 €s 380 nm hullamhosszusdgok kozott valtakozo
gerjesztését a Photon Technology International (PTI) DeltaScan™ kettés mono-
krométoros berendezése biztositotta. A Fura-2 altal kibocséatott fluoreszcens

fényt 510 nm-en fotoelektron-sokszorozé segitségével detektdltuk. A két hul-



lamhosszon torténd gerjesztés soran mért fluoreszcenciaértékek hanyadosabol
(R=F;40/F330) az irodalombdl ismert egyenlet alapjan szamitottuk ki az
intracelluldris Ca**-koncentraciékat. A tranziens [Ca2+]i—vé1tozésok paramétereit
(amplitddd, latencia, a tranziens kialakuldsdnak maximaélis sebessége, a leszalld
szar meredeksége, a csucs eléréséhez sziikséges 1d0, félértékszélesség) a munka-
csoportunk altal kifejlesztett szamitogépes program (PTIana) segitségével hata-
roztuk meg.

2.2. A Ca**-fluxus (FL) kiszamitasa: Kalciumfluxusként a myoplasméba a kiil-
s6 térbdl be- és az intracelluldris raktarakbol kilépd osszes Ca®" ion fluxusat de-
finidltuk. Az FL-t az FL=d(Ca,y+ Cayyanszp)/dt képlet szerint hatdroztuk meg, ahol
Ca,,, a myoplasman beliili teljes kalciummennyisé€g, Cayans,p pedig a kalciumel-
tdvolité6 mechanizmusok 4ltal transzportalt Ca2+—mennyiség. Cayanszp a pillanat-
nyilag a Ca*-eltdvolité mechanizmusok (pumpdk) 4ltal szallitott
kalclummenyiség, melyet ardanyosnak tekintettink a pumpdk relativ
szaturdciéjaval ([Ca-pumpa]/[pumpa]), ahol az ardnyosségi tényezé a Ca’'-
eltavolitds maximalis sebessége (PVax). A PV €rtékét minden vizsgalt sejtre
kiilon meghataroztuk egy KCl-depolarizaciét kovetd Ca**-tranziens leszallé sza-
rara legalabb 3 s-mal a csucs elérését kovetoen illesztett exponencidlis segitsé-

gével.

3. Immundetekcios modszerek

3.1. Immuncitokémia és immunhisztokémia: A sejteket 5 percig acetonban
fixaltuk, 0,1%-os Triton-X-100-zal permeabiliziltuk a sejtmembrant 10 percen
keresztiil, majd 30 perces blokkolas tortént 1%-os BSA-val. Az elsddleges anti-
testtel egy O6rdn at szobahon, majd a méasodlagos antitesttel szintén egy Oran ke-
resztiil sotétben, szobahon inkubdltuk a sejteket. A magokat DAPI-val vagy
propidium-jodiddal tettiik 1athatova. Kettos festések esetén a kétféle primer anti-
testet egyszerre tettiik a sejtekre, csakugy, mint a kétféle szekunder antitestet. A

negativ kontrollok készitésekor kihagytuk az elsddleges antitesteket €s csak a



masodlagos antitesteket adtuk a sejtekhez. A megfestett sejtek vizsgalatit vagy a
Zeiss LSM 510 META konfokalis 1ézer pasztazoé mikroszkoppal, vagy a Nikon
Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkdppal végeztiik. Immunhisztokémiai vizsga-
latok sordn a metodika az alabbi pontokon kiillonbozott: fixdlds: metanol, 10
perc; permeabilizdlds: nem tortént; mosds: PBS, 3x5 perc; blokkolds: 1% BSA
€s 10-szeres higitdsu kecskeszérum, szobahoOn, 2 h; primer antitest: 60 perc,
37°C; mosds: PBS, 6x10 perc; mdsodlagos antitest: biotin-konjugalt egér IgG
ellenes antitest, 1:100, 40 perc, szobahOn; mosds: PBS, 3x5 perc; jelolés:
streptavidin-FITC, 1:100, 40 perc, szobahdn.

3.2. Western immunoblot: A felaratott és szonikdlt mintdk proteintartalmat
modositott BCA probdval hatdroztuk meg. A mintdkat SDS-PAGE-nek vetettiik
ald, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. 5%-os tejporoldattal torténd
blokkolast kovetden a primer antitestek koziil a purinoreceptorok, illetve a
dezmin ellenes antitestek 1:200-as higitdsait alkalmaztuk. A HRPO-konjugalt
masodlagos antitest alkalmazdsat kovetoen az immunreaktiv sdvokat ECL Wes-
tern blotting detection kittel mutattuk ki fényérzékeny filmen. Az optikai
denzitas ért€keket az Image-Pro Plus 4.5 képanalizdlo szoftver segitségével mér-
tilk meg és a kontroll minta ért€kére normalizaltuk. Rutinszerlien ellendriztiik a

membranok citokréom c jelolodését.

4. Az siRNS technika

A primer kultirdban fenntartott izomsejteket haromnapos korukban a jetSI-
ENDO  kationos transzfektdlé reagens segitségével transzfektaltuk
fluoreszceinnel konjugdlt, a P2X,, P2Xs, P2X; és P2Y, receptor ellen tervezett
siRNS-ekkel, kovetve a gyartd utasitdsait. A méréseket a transzfekcidé utdn 48
oraval végeztiik. Kontrollként olyan jetSI-ENDO-val kezelet sejteket hasznal-
tunk, melyek esetében a kisérlet sordn kihagytuk a siRNS-t. A célgének maradék

transzlacidjanak mértékét Western blottal ellendriztiik.



5. Iondram- és membrdanpotencidl-mérések

Az extracellularis ATP altal indukalt transzmembran iondaramok és memb-
ranpotencidl-valtozasok megfigyelését patch-clamp technika segitségével, teljes
sejtes (whole-cell) elrendezésben végeztiik. Méréseink sordn boroszilikéat
tivegkapillarisokbol készitett patch-mikropipettakat €s Axopatch 200A erdsitot
hasznaltunk. A sejtek elektromos ingerlését, a mintavételezést €s az eredmények
kiértékelését a pCLAMP 6.0.4. szoftver segitségével valositottuk meg. Az al-
kalmazott oldatok cseréjét allandé sebességli perfliziés rendszerrel oldottuk

meg.

6. A sejtproliferdcio és sejthaldl vizsgdlata

6.1. MTT sejtproliferacios teszt: Az 5000 sejt/lyuk denzitdsban 96 lyuku te-
nyésztd edényben fenntartott sejtekhez a tenyésztés 6. napjan 0,5 mg/ml MTT-t
adtunk. 2h 37 °C-on tortén0 inkubdlds utin az élosejt-szammal ardnyos
formazankristaly-koncentraciot kolorimetrids moédszerrel, BioRad Model 550
Microplate Readerben, 570 nm-en mérve az abszorpcidt, a gyart6 utasitdsainak
megfeleloen hatdroztuk meg.

6.2. Aramlasi citometrids apoptosisvizsgalat: A tenyésztett melanoma sejtek-
ben 1 uM metoxi-6sztradiol hozzdadisaval indukaltunk apoptosist. Az ATP ha-
tdsdnak vizsgdlatara a tenyészetek egy részéhez a metoxi-Osztradiol mellett
180 uM ATP-t is adtunk. 48 h elteltével a sejteket szuszpenzidba vittiik, 70%-o0s
etanolban fixdltuk, majd 2 6rdn 4t inkubdltuk Oket propidium-jodiddal és
RNAzzal. CyFlow aramlasi citométer €s a FlowMax szoftver segitségével hata-
roztuk meg az apoptotikus sejteknek megfeleld sub-Gy/G; frakcio nagysagat.
6.3. Nekrotikus sejtek aranyanak meghatarozasa - tripankék exclusios
teszt: A vizsgalt sejtek szuszpenzidjat 1:1 ardnyban Osszekevertiik 0,4%-0s
tripdnkékoldattal, majd 3 perc szobahdOn torténd inkubacié utdn Biirker-
kamriaban megszamolva a kék és nem kék sejteket hatdroztuk meg a

nekrotikussejt-aranyt.
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7. Tumorndvekedés és metastasisképzés in vivo dllatmodellben

A HT168-M1 melanoma sejteket szuszpendaltuk, centrifugaltuk, mostuk,
Medium 199-ben reszuszpendaltuk, majd harom csoportra osztott, csoporton-
ként 6-8 SCID egérbe 50 pul térfogatban 5x10* é16 tumorsejtet injeltdltunk
intrasplenicusan. Az inokulaciot kovetd 7. naptdl kezdve az elsd csoport 100, a
madsodik 500 pg/ttkg/nap dézisban ZnSO,-ot kapott PBS-ben oldva 12 napon at
per os, mig a harmadik csoport ugyanolyan mennyiségii iires PBS-t kapott. Az
allatokat a kisérlet 28. napjan Na-pentobarbitallal talaltattuk, majd meghataroz-
tuk a mijmetastasisok szamat, illetve a primer tumor méretének indikdtoraként

az eltivolitott 1ép tomegét.

8. Statisztikai analizis
Kisérleti adatok csoportjainak Osszehasonlitisdhoz Student-féle t-probat

hasznéltunk, szignifikédns kiilonbséget p<0,05 esetén dllapitottunk meg.

Eredmények

1. A purinerg jelatvitel valtozasai C2C12 egér myoblast sejtvonal differencid-
lodasa soran

1.1. ATP és KCl-depolarizacio hatasanak dozis- és korfiiggése: A
C2C12 sejtvonalban az ATP dézis-hatds gorbéjét meghatarozva €s a kapott pon-
tokra Hill-fliggvényt illesztve meghatiroztuk a félhatasos dozist (ECsp=143 uM)
és a Hill-koefficienst (n=1,05). Ezutdn a ddzis-hatds gorbe alapjan maximalis
valaszt kivaltdo 180 uM ATP hatdsdnak korfiiggését vizsgaltuk meg. A sejtek
Ca**-tranziensei a differencidlédds elérehaladdsdval parhuzamosan monoton no-
vekedést mutattak: mig 2 napos myoblastok tranzienseinek amplitiddja
111+£25 nM (n=13) volt, addig 9 napos, differenciidlt myotubulusok esetében
231435 nM-os (n=24) tranzienseket regisztriltunk. A legfejlettebb, 9 napos

myotubulusok esetében bifdzisos tranziensek jelentek meg, azaz egy gyorsan
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kialakul6 és lecsengd, nagy amplitud6ju komponenst némi késéssel egy lassabb
€s kisebb fazis kovetett.

A KCl-depolarizacié dozis-hatds Osszefiiggésének meghatirozisa utin a
maximdlisan hatékonynak taldlt 120 mM-os KCl-koncentracioval folytattuk a
kisérleteket. A korfliggés vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a legfiatalabb sejtek
még egyaltalan nem reagaltak a depolarizalé impulzusra, a 2. €s 5. nap kozott
viszont valaszkészségiik megjelent, amely 5 napos korukra méar mintegy
200 nM-os amplitadéval a kézel maximalis nagysagot érte el, és a fejlodés ké-
sObbi stddiumai sordn alig mutatott tovabbi novekedést.

1.2. ATP és KCl-depolarizacié hatdsa extracellularis Ca®>* hianyaban:
Vizsgélataink folytatdsdban meghataroztuk, hogy az egyes stimulusok esetében
az extracelluldris térbol belépé kalcium a kialakulé Ca**-tranziens mekkora ré-
széért teheto felelOssé. Ismételt ATP-adagolds esetében szignifikdns deszen-
zitizacio 1épett fel (a 2. tranziens mintegy 85, a 3. mintegy 70%-a volt az elsd
tranziensnek), mig ismételt depolarizalé impulzusokat kovetoen a valaszkészség
nem csokkent, ezért egy elsO tranziensre, mint kontrollra normalizalt masodik
tranziensek amplitidGit hasonlitottuk ossze extracelluldris Ca®* jelenlétében és
hidnydban. ATP esetében a kiilsé Ca®* elvétele a relativ amplitddét 86+6%-r6l
76+4%-ra csokkentette, addig ugyanez a valtozds depolarizdci6 esetében
113+£10%-161 87+2%-ra vald csokkenést jelentett.

1.3. Az ATP és KCl altal kivaltott valaszok valtozasai PKCa- és PKCo-
overexpresszio indukalta differenciacio és proliferacio soran: A tapoldat szé-
rumtartalmdnak megfelelo6 megvéltoztatasaval indukalt differencidlédas (SID)
mellett egyes PKC izoenzimek tultermelése is differencidlodast indithat be
(PKCID, PKC indukalta differencidlédas). A kovetkezOkben a PKCID és SID
sordn bekovetkez0 hasonlitottuk 6ssze. Az MTT proliferacios teszttel, illetve a
dezmin expresszidvaltozdsanak Western blottal torténd meghatarozdsaval iga-

zoltuk, hogy a PKCa fokozza a differencidléodast és gatolja a proliferaciot, a
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PKCd pedig, ennek mintegy ellentettjeként, a differencidlédéast gétolja és a
proliferéaciot fokozza.

A fenti két PKC izoenzim valamelyikét overexpresszald 2 napos sejteket €s
kontroll myoblastokat 180 uM ATP-vel stimulédlva azt talaltuk, hogy a kontroll
és a PKC3-t overexpresszdlé sejtek [Ca**]i-ja csak alig valtozott, a PKCo-t
overexpresszalo sejtek azonban mar a fejlodés ezen korai stddiuméban is igen
nagy Ca**-tranzienseket hoztak létre. Ugyanezen sejttipusokon 9 napos koruk-
ban elvégezett hasonld kisérletek azt mutattak, hogy a kontroll sejtekben vég-
bement a fejlédés és Ca**-tranziensek jelentek meg, azonban a PKC izoenzi-
meket overexpresszalo sejtek ATP-re mutatott valaszkészsége az elsO napokat
kovetden tovabb mar nem viltozott. PKCID sordn a Ca**-tranziensek nem viltak
bifazisossd, ami viszont a SID-en végigment kontroll sejtekben igen tipikus je-
lenség volt.

A KCl-depolarizaci6 hatdsat vizsgalva azt taldltuk, hogy a PKCo-
overexpresszalo klonok fesziiltségfiiggd valaszai megrekedtek egy alacsony
szinten, a PKCa-overexpresszald, koran differencidlodé sejtekben viszont abban
a stddiumban (2 napos), amikor a purinerg valaszkészségiilk mar maximalisan
jelen volt, még nem fejlodott ki a depolarizaciora vald reagédlas képessége, vi-
szont érett, 9 napos sejtként mar ugyanolyan gyors és nagy Ca’*-tranzienseket
mutattak KCl-stimulust kovetden, mint a kontroll SID-en atesett sejtek.

1.4. Purinerg receptorok expresszios mintazatanak valtozasai SID és
PKCID soran: Ezutin a SID és PKCID folyamatan végigment, differencialt
sejtek receptormintdzatat hasonlitottuk Ossze 2 napos kontroll, differencidlatlan
myoblastok receptormintizataval. A kontroll myoblastokon P2X,, P2X5 és P2Y,
receptorokat taldltunk, a P2Y, receptor pedig nem volt jelen ezekben a sejtek-
ben. A differencialddas elOrehaladtaval (az azt beinditdé mechanizmustdl fiigget-
leniil) a P2X, receptor expresszidjanak szintje jelentdsen, a kiinduldsi érték
10%-ara vagy az ala csokkent. A P2X; receptor expresszidja lényegében valto-

zatlan maradt a PKCa-t overexpresszalo sejtekben, viszont kozel négyszeresére
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nott SID sordn. A P2Y;R szintje szintén csak mérsé€kelten emelkedett a PKCID
2. napjaig, ezzel szemben negyedére csokkent a SID befejezodéséig. A legmar-
kéansabb, nemcsak mennyiségi, hanem mindségi kiillonbség a P2Y, receptor ese-
tében volt megfigyelhetd, hiszen ez a receptor teljesen hidnyzott a differencidlat-
lan kétnapos myoblastokrdl, viszont a SID végallapotdban a P2Y,R eroteljes

expresszidja volt detektalhato.

2. A purinerg szignalizdcio vdltozdsai primer tenyésztett egér vdzizomsejtek
differencidloddsa sordn

2.1. ATP hatasanak korfiiggése: Az drammérések tanisaga szerint ATP
40 s-on keresztiil fenntartott adagoldsa sem 5-10, sem >10 magvu sejtek eseté-
ben nem valtott ki deszenzitizaciot, ugyanakkor a befelé irdnyul6 Itp nagysaga
szignifikdnsan kiillonbozott. Az 5-10 magvu sejteken mért dramsurtség atlaga
1,5 pA pF'-ndl nagyobb, mig a 10-nél tobb maggal rendelkezd sejteken
0,25 pA pF'-ndl is kisebb volt. A differencidltabb sejtek nyugalmi membranpo-
tencidlja atlagosan joval negativabb volt (-80 mV koriili, szemben az 5-10 mag-
vu sejtek -60 mV koriili értékével), és az ATP csak sokkal kisebb mértékben
valtott ki depolarizaciot.

A fluoreszcens kalciummérések és fluxusszamitasok eredményei alapjan a
legéretlenebb (<5 magvii) sejtek [Ca®"];-ja az ATP-adagolds id6tartama alatt egy
magasabb szinten stabilizalodott, majd azt kovetden visszadllt a nyugalmi érték-
re. A Ca**-szint ezen viltozdsainak hatterében egy gyors emelkedést, majd
csokkenést mutatd elsd (FL ), 1lletve azt kdvetden egy fenntartott masodik
(FLpjats) komponensbdl all6 fluxusvaltozas allt. 5-10 magvu sejtek egy részében
az éretlen sejtekben tapasztaltakhoz jellegében hasonl6, 4m sokkal meredekeb-
ben felsz4ll6, nagyobb maximdlis [Ca**]i-értéket eredményezd és rovidebb ideig
tartd FL -0t taldltunk, melyet szintén fenntartott fazis kovetett. 10-nél tobb

nucleust tartalmazé sejtek [Ca®'].- és fluxusgorbéjérol is hidnyzott a korai emel-
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kedés €s csak a késoi, joval kisebb amplitidoji Ca**-tranzienst 1étrehoz6 FL 1t
jelentkezett az ATP hozzaadésat kdvetden.

2.2. ATP hatasa extracellularis Ca** hidnyaban, illetve depolarizalt sej-
teken: Kontroll ATP-stimulust kovetoen a sejteket KCl-dal tartésan
depolarizaltuk, majd mintegy 60 s elteltével tjra ATP-t tettiink az extracelluléris
oldatba. 5-nél kevesebb magvu, éretlen sejteken maga a depolarizacié altalaban
nem valtott ki Ca**-tranzienst, viszont az azt kovetd ATP-alkalmazés csokkent
amplitdd6ji Ca**-vélaszt eredményezett, ez azonban statisztikailag nem kiilén-
bozott szignifikdnsan a deszenzitizacid kivéltotta csokkenéstdl. Megvizsgélva a
hattérben all6 fluxusvaltozdsokat azt talaltuk, hogy a korai gyors komponenst a
depolarizacié gyakorlatilag eltiintette, a késO1 lassu fazis viszont a deszen-
zitizdlodott sejtek vélaszaithoz képest nem volt szignifiitkdnsan kiilonb6zd. Ha-
sonld eredményre vezettek az érettebb, 5-nél tobb magvu sejteken végzett kisér-
letek azzal a kiilonbséggel, hogy a Ca**-tranziens amplitidéjaban bekovetkezett
csokkenés ezen sejtek esetében mar statisztikailag is szignifikans volt.

KCl-depolarizaci6 helyett a masodik ATP-stimulus eldtt az extracellularis
tér Ca**-tartalmdt O-ra csokkentve a depolarizalt sejteken regisztralt valaszokhoz
hasonlé jelenségeket figyelhettiink meg: a kiilsé Ca®* elvondsa csokkentette a
Ca’*-tranziensek amplitddéjat és nem okozott jelentds csokkenést a
fluxusvéltozds fenntartott fizisanak nagysdgdban. A kiilsd Ca’"-hidnyit az
FL s mindkét esetben sokkal kevésbé ,.érezte meg”, 5-10 magvu sejtek eseté-
ben nem is tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a Ca**-ot is tartalmazé kiils6
oldatban elvégzett kisérletektol.

2.3. Az ATP-re adott bifazisos Ca**-vilasz kialakitasaban részt vevé
purinerg receptor altipusok azonositasa: Immuncitokémiai festéssel P2X,,
P2Xs, P2X;, P2Y, és P2Y, receptorok jelenlétét sikeriilt igazolnunk. A P2X,
receptor, melynek jelenlétét fejlodo patkdny vazizmabdl kimutattak, az dltalunk

1zolalt egér myoblastokbdl hidnyzott.
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10 uM suramin még csak részlegesen, 300 pM maér kozel teljesen megsziin-
tette az ATP-alkalmazdst kovetd iondramokat, ami azt igazolta, hogy az ATP
aram- €s membranpotencial-valtozast kivaltd hatdsa mindenképpen a P2X recep-
torok segitségével valésult meg. A [Ca’]; és a Ca**-fluxus megndvekedését
szintén dozisfiiggd moédon és reverzibilisen gétolta, azonban nem csokkentette
0-ra a Ca**-tranziens amplitddéjat, s mivel az egyetlen P2Y receptor, melyen a
suramin hatastalan, a P2Y,, ez bizonyitékot szolgdltatott ezen receptor sejtjein-
ken val6 jelenlétére.

A csaknem minden P2 receptort gitolni képes suramint kdvetoen az egyes
purinoreceptor altipusok specifikus agonistdinak hatdsat vizsgaltuk meg. Azt
talaltuk, hogy a P2X, agonista BZATP a [Ca®"]; és a FL mindkét f4zisa vonatko-
zésaban is hasonlo hatast véltott ki, mint az ATP. A P2Y, agonista 2-MeS-ADP-
vel és a P2Y,u agonista UTP-vel végzett kisérletek soran a Ca**-tranziensek
szignifikdnsan kisebbek lettek, csakigy, mint az FLg, mikozben az FLjjye
csokkenésének mértéke nem volt statisztikailag szignifikans. Ez arra utalt, hogy
a metabotrop P2Y receptorok a tranziens késobbi fazisanak kialakulasaért lehet-
nek felelOsek.

A sejteket ezutan a P2X,, P2Xs, P2X; és P2Y, receptorok elleni siRNS-sel
transzfektaltuk. A P2X, receptor szuppresszidja nem jart eredménnyel, a P2X5
receptor kifejez0dését pedig csak kis fokban sikeriilt gatolni. Ezzel szemben a
P2Y, receptor szintjét a siRNS-transzfekcid kozel 40%-kal, a P2X; receptor
szintjét pedig 56%-kal tudta csokkenteni. Az expresszidjdban legeredményeseb-
ben gatolt és a kordbbi kisérletek alapjin a tranziens mindkét fazisaban jelentds-
nek gondolt P2X; receptor fontos szerepét ez a kisérlet is aldhuzta: a kivalthat6
Ca’*-tranziens amplitiddja €s a korai fazis alatti FL ., kozel negyedére csok-
kent, de még a fluxus késdi fazisdnak nagysaga is megfelezodott.

2.4. A P2X; receptor szerepének tovabbi vizsgalata az ATP altal kival-
tott ionaramokban: A P2X; receptor hozzdjarulasanak mértékét a P2X recepto-

rok 4ltal mediélt, ATP kivaltotta ionaram-valtozasokhoz egy tovabbi kisérletso-
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rozatban kivantuk megvizsgalni. A sejteket a szaturdlé ATP-d6zisndl kisebb
koncentracioju ATP-vel kezeltik, majd ugyanilyen koncentracioju, P2X;R-
specifikus BZATP-t adtunk az oldathoz, mely a kiindulési, ATP 4ltal kivaltottnal
nagyobb dramot indukalt. Amennyiben a sejteket a specifikus P2X; antagonista
oxidalt ATP-vel elOkezeltiik vagy a P2X; receptor ellenes siRNS-sel elozetesen
transzfektaltuk, akkor egyrészt a fentivel megegyez0 koncentracidju ATP szig-
nifikansan kisebb aramot hozott létre, masrészt a masodikként alkalmazott
BzATP még a lecsokkent Iorp-nél is kisebb vélasz kivaltasara volt képes. A
BzATP éltal kontroll esetben és a P2X;R szelektiv gatldsa mellett kivaltott ara-

mok amplitiddjdban igen meggydz0, 7-10-szeres kiilonbség volt.

3. Melanoma malignum sejtek purinerg szignalizdcidjanak specidlis sajatsagai

3.1. A purinerg szignalizaci6 megjelenése a melanomagenesis soran:
Tobb tucat sejten elvégzett méréseink egyértelmiien ramutattak, hogy a
melanocytdk az extracelluldrisan alkalmazott ATP-re nem reagélnak [Ca®*].-
emelkedéssel. Ugyanolyan koncentracioji ATP hatdsara viszont a melanoma
sejtek Ca**-tranzienseket hoztak létre, melyek az agonista ismételt adagoldsdval
deszenzitizacid nélkiil ujra és Ujra kivalthatok voltak. A vizsgélt sejtek jelentds
része nemcsak nem mutatott deszenzitizaciot, hanem kifejezetten egyre érzéke-
nyebbé valt a stimulusra és mind nagyobb tranzienseket hozott 1étre. A 2. tranzi-
ens az elsonél atlagosan tobb, mint kétszer nagyobb volt.

3.2. Farmakoldgiailag normalisan mikodé P2X; purinoreceptor
overexpresszidjanak igazolasa melanoma sejtekben: Hirom melanoma sejt-
vonal immuncitokémiai vizsgalata sordn mindhdrom sejtvonalban €s meggy0z0
intenzitdssal csak a P2X; receptor jelenlétét tudtuk igazolni. A receptor
expresszidjat melanocytidkban és melanoma sejtekben dsszehasonlitva azt talal-
tuk, hogy melanoma sejtek esetében joval intenzivebb volt a festddés és a
szummacios kép — kizarolag az utébbiakban — extranuclearis immunpozitivitast

1s mutatott. Konfokalis mikroszkopos vizsgélattal a P2X; receptort a plazma-
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membranban is sikeriilt kimutatnunk. (A melanocytdkban és melanoma sejtek-
ben megfigyelhetd nuclearis festodés okat és jelentoségét egyeldre nem ismer-
jiik.) Végiil a fokozott receptorexpressziot Western blottal is igazoltuk. A recep-
tor specifikus agonistdinak (BzATP) és antagonistdinak (brilidnskék G és Zn*")
alkalmazasaval, illetve a szenzitiz4cio jelenségének megfigyelésével a P2X; re-
ceptort funkciondlisan is sikeriilt egyértelmiien a hagyomanyos P2X; receptorral
azonositanunk.

3.3. A melanoma P2X; receptoranak hatasa az apoptosisra, necrosisra
és metastasisképzésre: A receptor apoptosisra kifejtett hatdsanak vizsgalatahoz
melanoma tenyészetekben 2-metoxi-Osztradiol segitségével apoptosist indukal-
tunk és megmértiik az apoptotikus sejtek aranyat 48 h elteltével, majd megnéz-
tilk, miként befolyasolja az ATP jelenléte a sejtek pusztulasit. Az eredmények
egyértelmien igazoltdk, hogy az ATP ezekben a sejtekben — szemben a P2X;
receptorrdl eddig meglevl ismereteinkkel — antiapoptotikus hatédsd, hiszen a
2ME kiviltotta, 50%-nél nagyobb ardnyu sejtelhalast az ATP jelenléte mintegy
felére csokkentette. Ugyanakkor az ATP antiapoptotikus hatdsat a szelektiv
P2X;R antagonista BBG kivédte, a P2X; receptort igen potensen gitldé ZnSO,
pedig dozisfiiggd modon fokozta az apoptosist €s a necrosist. Hogy a ZnSO, ké-
pes-e in vivo allatmodellben is daganatellenes hatas kifejtésére, azt SCID egerek
1épébe injektalt melanoma sejtek lokdlis daganatot 1étrehozd és tavoli
metastasist képzo képességének vizsgalataval kivantuk megéllapitani. A per os
alkalmazott ZnSO, nem befolyasolta a primer 1éptumor tomegét, azonban ddzis-
fliggd modon csokkentette a kialakulé majattétek szamat.

3.4. Rianodinreceptor-overexpresszio, -diszfunkcié és RyR-P2X;R in-
terakcio melanomaban: Mivel a kozelmiltban melanoméban a rianodin recep-
tor 2-es izoformdjanak nagyfoku overexpresszidjat mutattdk ki, tovabba egyes
irodalmi adatok felvetették a RyR2 és a purinerg jelatvitel kolcsonhatdsat
epithelidlis tumorsejtekben, megvizsgéltuk, hogy jelen van-e ez a kdlcsonhatés

sejtvonalainkban is. A RyR2-t konfokélis mikroszkdpos vizsgalatokkal egyrészt
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az endoplasmaticus reticulumban tudtuk kimutatni, masrészt azonban a sejtek
egy részében cytoplasmamembran-lokalizacioét taldltunk. A szamos koncentraci-
Oban kiprobalt rianodin és a koffein ineffektivnek bizonyult, 10 uM koncentra-
cigju rianodin viszont, melyr6l nem ismert, hogy a purinerg receptorok barme-
lyikével is kozvetlen kapcsolatba 1épne, az ATP 4ltal kivéltott Ca**-tranziensek
kialakulasat szignifikdnsan gatolta. Ez a megfigyelés mindenképpen felveti a

RyR2 és P2X;R valamilyen kolcsonhatdsanak lehetoségét.

Megbeszélés

1. C2C12 sejtek purinerg szignalizdcidjanak valtozdsai a differencidcio és
proliferdcio sordn

C2C12 egér vazizom sejtvonal differencidlodédsa soran végzett kisérleteink
megmutattdk, hogy az izom fejlodése sordn a sejtek vdalaszkészsége az
extracelluldris ATP-re egyre fokozddik, majd a [Ca**]; vdltozdsai a legérettebb
sejtekben kvalitativ valtozadson is keresztiilmennek, a Ca**-tranziens bifdzisossd
valik. PKCa altal kivaltott differencialédas sordn hasonld tipust purinerg valasz
alakul ki, mint a SID végeredményeként megjelend bifazisos valasz késoi, lassu
komponense, ugyanakkor az igen gyors elsd fazis hidnyzik. A KCl-
depolarizacioval kivéltott tranziensek paramétereivel vald nagyfoku egyezés
rdmutatott, hogy az érett sejtek esetében feltehetdleg az ATP-adagolés is a fe-
sziiltségfiiggd folyamatok aktivaldsa révén emeli meg a [Ca®*];-szintet a tranzi-
ens elsO fazisa sordn. Ezt a mechanizmust aldtdmasztotta a primer tenyészetek —
mds id6beliséggel megjelend, de morfoldgiailag hasonlé — Ca**-szint véltozésai-
nak dram- és membranpotencidl-mérésekkel torténd részletes analizdldsa is. A
korédbbi fejlodési stidiumok sordn minden valdszinlis€g szerint azért hidnyzik a
gyors, fesziiltségfiiggd komponens, mert a P2X receptorok szdma nem elegen-
dden nagy a 9. nap eldtt ahhoz, hogy rajtuk keresztiil a sejtet az akcids potencial

kiiszobéig depolarizédlni képes nagysdgu inward dram alakuljon ki. Ezt a felte-
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vést az immuncitokémiai €s Western blot vizsgélatok is aldtamasztottdk: a SID-
en végighaladt érett sejtek kozel 4-szer annyi P2X; receptort expresszélnak.

A PKCID sorin bekovetkez0 valtozasokat megvizsgalva azt taldltuk, hogy
a KCl-depolarizéciora adott sejtvdlasz nem, az ATP-re adott valasz ezzel szem-
ben két igen lényeges szempontbdl is kiilonbozott a SID folyamén latottaktol:
egyrészt a SID végallapotaban megjelend bifdzisos vélasz misodik komponen-
séhez hasonl6 nagysagu €s kinetikdju purinerg valasz jelent meg mar a 2. te-
nyésztési napon, masrészt viszont a 9. napon a gyors fazis megjelenése elmaradt.
Nyilvanvald, hogy a PKCa overexpresszidja lehetségessé tette, hogy a purinerg
jelatvitel még azeldtt nagyfoku fejlettséget érjen el, mieldtt a fesziiltségfiiggd
valasz megjelent volna, viszont az is vitathatatlan, hogy késobb, amikor mar a
fesziiltségvaltozasokat érzékelni és azokra reagdlni képes apparatus rendelkezés-
re allt, nem kapcsolodott egyméashoz a purinerg €s a depolarizacié vezérelte
szignalizacio.

A PKCa sejten beliili excessziv jelenléte elméletileg két moédon csokkent-
heti a purinerg jelet: a purinerg receptor expresszidjanak €s/vagy funkcidjanak
gatlasaval. A PKCoa-t overexpresszalo sejtekben akkor, amikor az ATP 4ltal ki-
valtott valasz mar maximalis volt, a purinerg receptorok mintizata alig valtozott
meg, szemben a SID sordn tapasztaltakkal. Feltételezhetd, hogy a P2X; receptor
nagyfoku expresszionovekedésének elmaradasa eredményezi az akcids potencial
kivéltasanak hidnyat. Lehetséges azonban, hogy a PKCa a P2 receptorok
foszforilacidjaval modositja azok mukodését, hiszen a P2X receptorok mind-
egyike rendelkezik az intracelluldris domainjén egy PKC foszforilacios hellyel.

A PKCd myoblastokban val6 tiltermeltetése a sejtproliferaciot fokozta és a
sejtdifferencidlodast gatolta. ATP-re a sejtek még igen idOs tenyészetek esetében
sem vdlaszoltak, ami azt igazolja, hogy a proliferacié felgyorsuldsa ez esetben

nem a purinerg szignalizicids utvonal kozvetitésével valosult meg.
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2. Primer tenyésztett egér vazizomsejtek purinerg szignalizdciojanak vdltozdsai
a differencidcio és proliferdcio sordn

Abbdl a — sejtvonalon nem tapasztalhaté — jelenségbdl, hogy a legnagyobb
izomcsovek és -rostok esetében a [Ca®*);-viltozdsok gyors és nagy amplitidéjd
fazisa eltinik arra kovetkeztethetiink, hogy az ATP az izomdifferencialédashoz
(-regenericidhoz) csak atmenetileg sziikséges, mint jelatvivo molekula, a folya-
mat lezdrultaval héttérbe szorul — feltehetoen parhuzamosan egy elképzelt izom-
sériilés soran elpusztult sejtekbdl az extracellularis térbe jut6 ATP mennyiségé-
nek fokozatos csokkenésével.

A Ca**-tranziensek gyors korai fizisdnak kialakitdsdban a fesziiltségfiiggd
csatorndk szerepét tdimasztja ald, hogy KCl-dal depolarizalt sejteken, vagyis az
ioncsatorndk inaktivan tartdsa mellett az ATP-stimulus szelektiven az egyébként
kialakulo FL -0t sziintette meg, mig az FL,6-t €rintetleniil hagyta. Arammé-
réseink igazoltdk, hogy ATP alkalmazasat kovetden jelentos inward kationdram
jOn létre ezen sejtek cytoplasmamembrinjin keresztiil, mely olyan foki memb-
ranpotencidl-valtozast indukdl, mintegy -40 mV-ra depolarizdlva a sejteket, ami
képes aktivalni a fesziiltségfiiggd csatorndkat, akcids potencidlt hozva létre. A
legfejletteb myotubulusok és izomrostok eset€ben a fesziiltségfiiggd és purinerg
folyamatok véltozdsai mellett a nyugalmi mebranpotencialt meghatdrozé ion-
konduktancidk is moédosulnak, a membranpotencidl mind negativabb lesz. Ezzel
parhuzamosan a kezdeti fokozddéds utan a sejteken ATP-vel kivélthat6é ionéra-
mok nagysaga csokken. E kettd egyiitt nyilvdnvaléan az akcids potencidl és a
Ca**-tranziens korai fizisdnak elmaradasahoz vezethet.

Az ATP dltal kivaltott Ca**-tranziens késbi komponensének €s az FL -
nak a létrehozasidban fesziiltségfiiggd folyamatok gyors inaktivaciéjuk miatt
nem jatszhatnak szerepet. A P2X receptorok, kiilonésen a nem deszenzitizal6do
P2X;R hozzdjarulasa a FL,s-hoz nem zarhato ki, ugyanakkor mivel egyrészt
extracelluldris Ca** ionok hidnyaban sem csokkent szignifikansan az FLj,6, mi-

kozben ugyanez az FL g-101 nem volt elmondhatd, masrészt pedig 300 uM
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suramin jelenlétében ATP hozzdadasa utdn mért I,rp=0 mellett is létrejott a
Ca**-tranziens lassu fazisa, ezért kimondhatjuk, hogy a fenntartott komponensé-
ért fOképpen P2Y receptorok aktivalodasa a felelOs.

Sejtjeinken immuncitokémiai mddszerrel az ionotrop receptorok koziil a
P2X,, P2X5 és P2X;-et, a metabotrop receptorok koziil pedig a P2Y, és P2Y,
altipust tudtuk kimutatni. Kiemelendo, hogy a P2X, és P2X; receptorokat ko-
rabbi munkdk nem emlitik a vdzizomra jellemzd altiposokként. A P2X, receptor
jelentdségét funkciondlis vizsgalatokkal nem tudtuk igazolni. Ezzel szemben a
P2X; receptor specifikus agonistdja (BzATP) és antagonistaja (o-ATP) jelenlét-
ében és hidnyaban, siRNS-sel végzett sikeres szuppressziot kovetden €s anélkiil
arammérésekkel, [Ca2+]i—mérésekkel és a szamolt Ca**-fluxus korai és késéi fa-
zisanak elemzésével minden kétséget kizdr6an bebizonyitottuk, hogy primer te-
nyésztett myoblastok myotubulussé differencidlédédsa sordn ez a receptor jatssza
a legfontosabb szerepet az ATP 4ltal kivaltott depolarizacio 1étrehozéasaban és
igy a Ca**-szintben bekovetkez6 legnagyobb novekedés, a korai gyors fazis ki-
véltdsdban. A fejlodés/regenericié lezdrultit pedig szintén a Ca**-tranziens azon
komponensének eltlinése jelzi a legmarkdnsabban, amelyet ennek a receptornak

a miukodése fémjelez.

3. Purinerg szignalizdcio melanoma malignumban

Amint az vizsgalatainkbol kideriilt, a melanomagenesis soran az ATP-re
tokéletesen érzéketlen egészséges melanocytdk szenzitivvé vdlnak a purinerg
stimulusra és benniik nagy mennyiségben P2X; receptorok jelennek meg. A re-
ceptort ATP-re adott Ca®*-vélaszok tekintetében minden szempontb6l normalis-
nak taldltuk melanoma sejtekben. Ennek ellenére a sejtjeinken megfigyelt recep-
tor a normalisnak tekintett proapoptotikus hatdsnak pontosan az ellenkez6jét
valtotta ki akkor, amikor az apoptosist €s necrosist kisérleteinkben gatolta. El
kellett tehit fogadnunk, hogy valami befolyédsolja a receptor mitkodését. A le-

hetséges modulator keresése kozben keriilt a vizsgdlédasunk kozéppontjdba a
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RyR, melynek overexpresszigjat melanoma sejtekben sikeriilt igazolnunk. Meg-
allapitottuk, hogy a RyR melanoma sejtekben az endoplazmas retikulumban és
val6szinlileg a kiilsO membranban helyezkedik el. Utobbi meglehetdsen szokat-
lan lokalizaci6 a receptor szdmdara, de van rd né¢hany példa (szivizomsejtek,
simaizomsejtek, osteoclastok esetében is leirtdk). A rianodin receptor ismert
agonistainak alkalmazasiat sem melanocytdkon, sem melanoma sejteken nem
kovette a [Ca**]; megvéltozdsa. Tumoros sejtek esetében az overexpresszalodé
receptor diszfunkcidja nem tekintheto ritkasagnak, a legvaldszinlibb tehat az,
hogy abnormadlis miik6désii csatorndval van dolgunk.

A melanomaban funkcidképes overexpresszalt P2X; receptor €s a funkcio-
képtelen RyR2 kiilonallo vizsgdlata utdn a két receptorra haté molekulakat
egyiittesen alkalmaztuk €s azt taldltuk, hogy rianodin hatdsara az ATP 4ltal ki-
véltott Ca’-vélaszok amplitddéja lecsokkent. Igen valdsziniitlen, hogy a
rianodin kozvetleniil a P2X; receptoron hatna, legalabbis erre utalé kézleményt
nem talaltunk, ami nem meglep0, hiszen radioaktiv izotopos vizsgédlatok tanisa-
ga szerint az alkaloida nagy affinitassal €s specificitdssal csak a RyR-hez koto-
dik. Kézenfekvo tehat a feltételezés, hogy a rianodint kotott RyR befolydsolja a
[Ca®™]; valtozdsait vagyis a rianodin kotédése a RyR-hoz az ATP indukdlta
P2X-R-on keresztiili inward Ca’*-dramot csokkenti.

A lehetséges mechanizmus megértését neheziti, hogy mindkét fehérje egy-
egy Oriasi és heterogén receptorstruktura fo alkotdja, melyek onmagukban is
komplex modon hatnak kolcson molekularis kornyezetiikkel. Az Osszetett haté-
soknak €s a szubcellularis lokalizaci6 fentebb emlitett bizonytalansdgainak ko-
szonhetoen még elméletben is nehezen allapithaté meg pontosan, hogyan 1€p
kolcsonhatdsba a RyR és a P2X; receptor. A lehetdségek dtgondoldsanal célsze-
ri a kozvetlen mechanikai kapcsolat €s valamilyen kozvetett kolcsonhatds lehe-
t0ségét mérlegelni. Egyrészt feltételezhetjiik a két receptorkonglomerdtum térbe-
li kozelségét, ha elfogadjuk, hogy az overexpresszalt RyR a kiilsO membranban

(is) megtaldlhat6. Az sem zarhat6 ki azonban, hogy az ER-ben levd RyR kap-
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csolddik a cytoplasmamembrin P2X; receptordhoz, akér a citoszkeleton kozveti-
tésével, akar kozvetleniil, a plazmamembran alatt, annak kozelében 1évé ER-ben
elhelyezkedve (az ilyen ,kapcsolattartas™ a felszini membrannal egyébként sem
idegen a RyR-t6l). A feltételezés barmelyik esetben ugyanaz: a rianodin RyR-
hez to6rténd kotddése utan konformaciovaltozas kovetkezik be, mely modositja a
RyR-hez kapcsol6dé molekulat is, ami végeredményben a Ca**-bedramlds csok-
kenéséhez vezet.

Amennyiben feltételezziik a két receptor kolcsonhatisdnak szerepét a
melanoma kialakuldsaban, az események aldabbi szekvencidja képzelheto el: egy
karositd behatas (példaul UV sugarzas) €ri a sejtet, ami esetleges egyéb hatdsai
mellett tumor szuppresszor géneket inaktival vagy onkogéneket aktival. Ez a sejt
apoptosisprogramjanak aktivalodasat eredményezi, melynek részeként kifejezo-
dik a P2X;R, és a sejt elpusztul. Azokban a sejtekben azonban, amelyekben a
véletlen folytdn parhuzamosan bekovetkez0 mutici6 miatt a RyR
overexpresszalodik, a P2X; receptoron keresztiili szignalizdcié moédusul és a
RyR-P2X,R funkciondlis komplex antiapoptotikus hatast fejt ki, azaz a karoso-
lasara kétféle elképzelésiink is van. Egyrészt konnyen lehet, hogy az
overexpresszalt (€s esetleg mutans, illetve abnormis helyen taldlhat6) RyR min-
denféle agonistdja vagy antagonistdja nélkiil is, mar nyugalomban gétolja a P2X;

stimulécié kivaltotta [Ca®'];

novekedést, igy a P2X; agonistdk nem apoptosist
kivalt6, hanem anndl kisebb [Ca®*]; szintet hoznak létre, ami a P2X,R aktivalo-
dasit kovetoen megszokottol eltérd jelatviteli utvonalakat aktival és
antiapoptotikus hatdsu. A masik lehetoség, hogy a RyR-P2X;R kolcsonhatas a
P2X;R apotosis kivaltdsat eredményz0 hatasai koziil egyéb funkcidkat (példaul
citoszkeletalis atrendezddések vagy interleukintermelés) gatol, melyek szintén
nélkiilozhetetlenek volndnak a sejthaldl kivéltasdhoz.

Végezetiill azt kell atgondolni, mik lehetnek a P2X;R és a RyR

antiapototikus funkcigjat aktivalé molekulak in vivo, hiszen ilyenekre feltétleniil
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sziikkség van ahhoz, hogy a sejtelhalas kivédése megtorténhessen a szervezetben
is. A P2X; receptor esetében a legkézenfekvobb valasz az ATP, ami az
extracelluléris térbe két uton keriilhet: idegvégzodésbol kotranszmitterként, ami
a beidegzéssel nem rendelkezd melanocytik €s melanoma sejtek esetében ke-
véssé valdszinl (ugyanakkor a kordbban targyalt izomdifferencialédas soran a
fejlodés elorehaladtaval — in vivo — kialakuld beidegzés és a beinduld neuro-
transzmisszi6 az extracellularis ATP fontos forrdsa lehet), illetve magukbdl a
szétesO melanocytdkbdl €s melanoma sejtekbdl. Utobbira melanomédban van is
lehetdség, hiszen a sejtelhalds nem tekinthetO ritkasdgnak egy gyorsan novekvo
tumorban, ahol folyamatos a neovascularisatio elmaradottsaga és ebbol kovetke-
zOen az ischaemia. A RyR esetében elméletileg — ahogy azt korabban mar emli-
tettiik — nem is feltétleniil sziikséges valamilyen agonista jelenléte a P2X;R
funkcidjanak moédositasahoz, hiszen lehetséges, hogy a RyR nyugalmi 4llapot-
ban is folyamatos kolcsonhatdsban all a P2X;R-ral és befolyédsolja annak funk-
cigjit (,,RyR-P2X;R funkciondlis komplex™). Ha viszont csak valamilyen agens
kotddése utan befolydsolja a purinerg receptor mukodését, in vivo koriillmények
kozott foleg a Ca™* ion és az ATP, mint a RyR fiziol6gids reguldtorai meriilnek

fel, de hogy ez a szabdlyozas hogyan valosulhat meg, egyelore nem tudjuk.
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Osszefoglalas

A disszertaciOban Osszefoglalt munka sordn a purinerg szignalizdci6ban a
vazizomsejtek differencidlodédsa, illetve egészséges melanocytdk malignus
transzformacidja sordn bekovetkezo valtozdsokat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a tenyészt0 oldat szérumdosszetételének megfeleld meg-
valtoztatdsaval indukdlt differencidlédds sordan mind C2C12 egér
myoblastokban, mind primer tenyésztett egér vdazizomsejtekben a sejtek
purinerg vélaszkészsége fokozddik és a Ca**-tranziensek és az ezek hétterében
4116 Ca**-fluxusok bifdzisossd vdlnak. A gyors, korai fazist ionotrop P2X recep-
torokon, mindenekeldtt a P2X,R-on keresztiil kialakulé inward iondram, az en-
nek kovetkeztében megjelend akcios potencidl €s a fesziiltségfiiggd folyamatok
aktivdléddsa hozza létre. Ez a fazis az extracelluldris Ca®* hidnydra, a sejt eléze-
tes depolarizaciojara €s a P2X receptorok gatlasara érzékeny, kinetikai paramé-
terei a depolarizdciéval kivaltott Ca**-tranziensek paramétereihez hasonlitanak
€s gyors lecsengése a fesziiltségfiiggd csatornak inaktivilédasaval magyarazha-
t6. A C2C12 sejtvonal esetében a Ca**-vilasz korai komponense csak a legfejlet-
tebb sejteken jelenik meg, de ha a differencidlodist a PKCa izoenzim
overexpresszidjaval inditjuk be, ez a korai fazis még ezen sejtek esetében is hi-
anyzik (a késoi fenntartott fazis ezzel szemben mar igen kordn és maximalis
amplitudoval jelentkezik). Ezzel parhuzamosan a P2X;R expresszigjdnak mds-
kor tapasztalt fokozddasa is elmarad €s a sejtek valaszkészsége hasonlit az anti-
P2X-R siRNS alkalmazasat kovetOen nyert, a korai komponens csokkenését mu-
tatd eredményekhez, aldhuzva ezen receptor altipus fontossagit a gyors fézis
kialakitidsdban. A primer tenyésztett vdzizomsejtek esetében a bifazisos valasz
mar a korai fejlodési stadiumokban is megjelenik, a legfejlettebb izomrostokban
azonban a purinerg szignalizicio ,,involucigjanak™ jeleként a nagy amplitudoju
korai fazis eltlinik és csak a lassu késoi komponens marad meg. Ez ut6bbi kiala-

kitdsaért az aktivdlodé metabotrop P2Y receptorok (C2C12 sejtek esetében a
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differencialodést elindité tényezotol fiiggoen a P2Y, és P2Y,, primer
myotubulusok esetében a P2Y, és P2Y, altipusok) éltal az SR-bdl faziskéséssel
felszabaditott Ca** a felelds.

Az altalunk vizsgalt melanoma malignum sejtvonalak mindegyikében a
kontroll egészséges melanocytdkhoz képest Uj tulajdonsigként jelent meg az
ATP-szenzitivitds. Vizsgalataink kimutattdk, hogy a kiilonbozd sejvonalakon
egyontetiien a P2X;R expresszdlodik, mely a cytoplasmamebranban elhelyez-
kedve a P2X;R-nak megfelelé farmakoldgiai tulajdonsdgokkal hoz létre Ca®'-
tranzienseket. A receptor aktivdldsa azonban — a P2X;R-t6l megszokottdl eltéro-
en — antiapoptotikus hatést fejt ki, mig a receptor gatldsa el0segiti az apoptosist
€s necrosist in vitro, illetve a metastasisképzést csokkenti in vivo. A P2X;R mo6-
dosult funkcitja Osszefiiggésben lehet a rianodin receptor melanoma sejtekben
megfigyelheto overexpresszidjaval. A RyR az ER-ben és a plazmamembranban
is kimutathatd. Szokvanyos agonistdi nem képesek aktivalni, viszont rianodin
jelenlétében szignifikdnsan csokken a P2X;R kozvetitésével megvaldsuld
[Ca®]-ndvekedés amplitidéja. Nem zdrhaté ki tehdt, hogy a korosan
overexpresszalt RyR moddositja a melanomédban megjelend P2X;R funkcigjét oly
modon, hogy utdbbi receptor az apoptosis ellen védo tényezové valik és miko-

désével elOsegiti a malignus transzformaciot.

Az értekezésben bemutatott munka eredményei azt igazoljak, hogy egymas-
tol igen kiilonbozo sejttipusok hasznéljadk a purinerg jeldtviteli utakat olyan, a
sejt végso sorsidt meghatarozé folyamatok szabdlyozasaban, mint amilyen a spe-
cializalt sejttipussd torténd differencidlodds eseménysora vagy a programozott
sejthaldl, az apoptosis kivédése. Megfigyeléseink arra is rimutatnak, hogy a sejt
sorsat végérvényesen meghatarozo irany kijelolésében és az adott uton vald vé-

gighaladds sordn a P2X; purinoreceptor kulcsfontossiagu szerephez jut.
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