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Bevezetés

A vazizom fejlodése

Az izomsejtek fejlodése soran 3 stddium kiilonithetd el. Az elsé az embriondlis fazis,
vagy korai differencialédés, melynek sordn a differencialatlan mezodermalis sejtek miogén
iranyban elkotelezett sejtekké alakulnak. A myoblast ezutan termindlis differencidlédason
megy keresztiil, melynek soran miikodésbe 1épnek az izomspecifikus fehérjéket kodold gének
¢s a sejt fzio iranti készsége nd. A masodik szakaszban, az érési fazis ideje alatt, a fuzi6 utan,
az izomspecifikus fehérjék: aktin, miozin, troponin, tropomiozin, miokinaz,
kreatinfoszfokindz, egyes receptorok (pl. acetilkolin receptor, AchR), sejtadhézios molekulak
szintézise fokozodik. Ekkor torténik a novekedés és a specialis feladatokhoz val6 adaptalodas.
Ez a két fazis in vitro reprodukalhatd, de kiilsé faktorok hidnyaban (beidegzés,
hormonhatésok, az extracellularis matrix jelenléte) a fejléddés ezen a stadiumon nem jut tul. A
harmadik fézis, a késéi differencialodas jellegzetessége az izomtipusok szerinti
differencidlodas.

A myoblastok egy része az embrionalis izomzatot alkotja, mig egy -elkiiloniild
sejtvonalbol stem sejt populacidk, azaz szatellitasejtek alakulnak ki. A szatellita sejtek a
kifejlett vazizomrostok membréanja és alaphartydja kozott talalhatd, nem osztdodo, nyugvo
allapotban levd sejtek, melyek az izom sériilésekor aktivalodnak és bel6liik indul meg a sériilt,
vagy elpusztult izomrész regeneracidja. A szatellita sejtek osztdédd myoblastokka alakulva
ugyanazt a fejlodési, differencialédasi utvonalat jarjak be, mint ami az embrionalis fejlodés

soran a magzati vazizomzat kialakuldsahoz vezet.

A vazizom sajatsagai

Kifejlett harantcsikolt izom membranjaban fesziiltségfiiggd gyors Na'- és késdi tipusu
K'-csatornak, CI'- és Ca”"-csatorndk, valamint kiilonféle receptormolekulék talalhatok meg. A
myofilamentumok myofibrillumokba tomoriilnek, melyeket egy fejlett intracellularis
membranrendszer, a sarcoplasmaticus reticulum (SR) vesz koriil, amit longitudinélis (L-)
tubulusok alkotnak. Az L-tubulusok kiszélesedett végei a terminalis ciszterndk. Ezek a
transzverzalis (T-) tubulusok -a sarcolemma betiiremkedései- kozvetlen kozelében
helyezkednek el, és azokkal egyiitt alkotjak a triddokat. Az SR bels6 membranrendszere
kalciumraktarként mikodik, ez teszi lehetdvé a Ca®'-koncentracio egyidejii, gyors

megemelkedését az intracelluldris térben.



Az elektromechanikai csatolas a felszini membran depolarizacioja és a kontrakcid
kialakuldsa kozott végbemend események sorozata, melynek elsd 1épése az akcids potencidl
beterjedése a T-tubulusokba. Itt talalhatok az Gigynevezett dihidropiridin- receptorok (DHPR),
melyek nem funkcional6 L-tipusi Ca’'-csatorndk és az ingeriileti folyamatban
fesziiltségérzékeld szerepet toltenek be. A Ca®’-raktarként mitkodd terminalis ciszterndkon
rianodinreceptorok (RYR) talalhatok.

Jelenlegi ismereteink szerint a hardntcsikolt izmok felépitése és miikddése kiilonbozik
kétéltiek ¢és emldsok esetében. Ez egyrészt a sarcoplasmaticus reticulum morfoldgiai
eltéréseivel, masrészt a kalciumfelszabadulasban részt vevd rianodin receptorok
szerkezetének kiilonbozoéségeivel magyarazhatd. Kimutattak, hogy béka vazizomban kétféle
RYR izoforma fordul eld, melyek kettds sorokban helyezkednek el. Az egyik kozvetlen
kapcsolatban 4ll egy, a felszini membranban elhelyezkedd fesziiltségérzékeny DHPR-ral, a
masik  izoforma att6l tadvolabb  helyezkedik el, ¢és az intracellularis tér
utobbi izoforma nem fordul el6. A DHPR-ok, majd a RYR-ok aktivalodasa
kalciumfelszabadulast okoz.

Az egész sejtre kiterjedd, tranziens intracelluldris kalciumkoncentracié (tovabbiakban
[Ca®)ic) -megemelkedés alapjat képezé, egy, vagy néhany RYR megnyildsa altal okozott
kalciumfelszabadulast elemi eseménynek nevezziik Ezeknek két formaja ismert. Egy nagyobb
amplitaddval jellemezhetd, rovid ideig tartdé esemény, a ,,spark”, valamint egy hosszabb ideig
tartd, kisebb amplitidoju esemény, az ,ember”. A megnovekedett [Ca’']i. felelés a

kontrakcioért és szamos sejtfolyamatért.

A purinerg jelatvitel

Az ATP neurotranszmitter szerepe mar régota ismert. Elséként egyes nem-adrenerg,
nem-kolinerg ideg (NANC) esetében mutattdk ki, hogy transzmitteriik az ATP. Az altaluk
kozvetitett jelatviteli folyamatot purinerg transzmisszionak nevezték el. Késébb azonositottak
a hatésért felelds receptorokat, melyeket két csoportba soroltak hatdsuk és endogén
aktivatoruk szerint. Az adenozinnal aktivalhaté adenozin- vagy P1 purinoreceptorok adenilat-
ciklazhoz kapcsoltak, idegvégzodések ¢és szinapszisok preszinaptikus membranjaban
helyezkednek el. A masik, a P2 purinoreceptorok csoportja, ezek ATP-vel és ADP-vel
aktivalhatoak. Szdmos sejttipusban el6fordulnak, igy az idegsejteken is, ahol fOleg a
posztszinaptikus membranban taldlhatok ¢€s stimuldlé hatdstiak az ingeriiletattevodési

folyamatokban.



Az aminosav szekvenciajuk és jelatviteli utvonalaik szerint a P2 receptorok két
csoportba sorolhatdk:

1. A P2X purinoreceptorok ligandvezérelt kationcsatorndk. Két transzmembran
szegmensbdl és egy extracellularis hurokbol allnak, a C-és az N-terminalis
intracellularisan helyezkedik el.

2. P2Y purinoreceptorok: 7 transzmembran domént tartalmaznak és olyan G-proteinekhez

kapcsolodnak, melyek foszfolipaz C enzimet aktivalnak.

Az ATP hatasa vazizmokon

Korabban mar leirtdk az extracellularisan alkalmazott ATP hatésait izomsejteken.
Kimutattdk, hogy az ATP acetilkolinnal egyiitt szabadul fel a neuromuscularis junctioban az
idegvégzddésekbdl ¢és modositja a szinaptikus ingeriiletatvitelt. Ezen kiviil erdltetett
izommunka, illetve szoveti sériilés alatt is felszabadulhat ATP. Egy jelenleg elfogadott
elképzelés szerint az extracellularis ATP az izom differencialodas szabalyzasédban vesz részt,
valamint szerepe lehet egyes sarcoglycanopathias betegségek kialakuldsaban.

Mind az ionotrop P2X, mind a metabotrép P2Y receptorok jelenlétét kimutattak mar
harantcsikolt izomsejteken A receptorok expresszidja differencidlodas-fiiggd mintazatot
mutatott, a fejlodés korai stadiumaban a legtobb altipus megjelent a sejteken, mig a késdbbi,
differencialtabb fejlodési stddiumban ezek nagy része eltiint. A P2X receptorok a teljesen
differencidlt izomrostokon nincsenek jelen, bar denervalds hatdsdra expresszidjuk ismét
fokozodik. C2C12 egér vazizom eredetli sejtvonalon, valamint embriondlis izomsejteken
kimutattdk a P2Y receptorok jelenlétét is. Mind a P2X, mind a P2Y receptorok aktivalodasa
az [Ca*']ic megemelkedéséhez vezet, de azt mindeddig nem sikeriilt megallapitani, hogy a két

kiilonb6z6 Gitvonal milyen ardnyban vesz részt a folyamatban.

A proteinkinaz C rendszer jellemzoi és szerepe vazizomsejteken

A foszfatidil-inozitol utvonal P2Y receptoron keresztiili aktivalédasa az [Ca2+]iC
megemelésén tul, aktivalja a proteinkindz C (PKC) enzimcsalad tagjait is. A PKC rendszer
elemei a szerin/threonin kindzok csoportjaba tartoznak, amelyek kozponti szabalyozo szerepet
jatszanak szamos sejttipus mikodésében. Jelenleg 11 kiilonb6zé izoenzimet ismeriink,
amelyeket harom csoportba sorolnak: a kalciummal ¢és forbolészterekkel aktivalhatd
,Kklasszikus” (PKCa, BI, BII, €s v), a kalciumtdl fliiggetlen ,,4j tipust” (PKC9, €, 1, és 0), és az
aktivalodasahoz sem kalciumot, sem forbolésztert nem igényld, ,,atipusos” (PKCC és A/)

csaladokba. Kiilon ,,csoportba” tartozik a PKCp izoenzim. Az izoenzimformak jellegzetes



eloszlasi mintdzatot mutatnak a kiilonbozd sejtekben, és eltérd a proliferacioban illetve
differencidlodéasban betoltott szerepiik is. Ismert az is, hogy egy adott valasz kialakitdsa nem
csak bizonyos PKC izoformak aktivalédasahoz kotott, hanem a kiilonb6zd tipusok akar
antagonisztikus hatasuak is lehetnek. Ez az egyes izoenzimek eltérd szabalyozé funkcidjara

utal.



Ceélkituzeések

Munkank sordn célul tiiztiik ki a tenyésztett vazizomsejtek kalciumhomeosztazisanak,
valamint a kalciumfelszabadulas hatterében allo elemi eseményeknek a vizsgalatat.
Kisérleteink soran a kdvetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan hat az extracellularisan alkalmazott ATP tenyésztett vazizomsejteken?

2. Vannak-e purinerg receptorok tenyésztett vazizomsejteken, ha igen, milyen tipustak?
Hogyan valoésul meg rajtuk keresztiil a sejt intracelluldris terébe torténd
kalciumbedramlas és hogyan lehet ezt befolyasolni?

3. Van-e hatésa az extracellularis ATP-nek a sejtek osztddasara és differencialddasara, és ha
igen, milyen jelatviteli itvonalon keresztiil valosul meg ez a hatas?

4. Milyen jellemzoékkel irhatok le az emlds vazizmok sarcoplasmaticus reticulumabol
torténd kalciumfelszabadulés elemi eseményei?

5. Meghatarozhato-e az elemi események jellemzdibdl az azokat létrehozo csatorndk
szama? Van-e ebbdl a szempontbdl kiilonbség az elemi események két alapvetd formdja,

a ,,spark” és az ,,ember” kozott? Befolyasolhatdak-e ezek valamilyen modon?



Anyagok és modszerek

Vazizomsejtek tenyésztése

Humén vazizom eredetii tenyészetek esetében az izomszovetek olyan egészséges
paciensekbdl szarmaztak akik ortopédiai mitéten estek at. Egér vazizom tenyészetekhez a
rostokat 4-10 napos egerek hatsd végtagjabol prepardltuk. Az izomszoveteket tripszinnel €s
kollagenazzal emésztettiik, majd a kiszabaditott szatellitasejteket human minta esetében 5%
fotalis borjusavot (FCS), 5% loszérumot (HS), egér vazizom esetén 10% FCS és 10% HS-t
tartalmazd HAM F-12 tapoldatban tenyésztettiik, 5% CO, tartalom mellett, 37°C-ra
termosztalt kornyezetben. A tenyésztés 3. napjan attértiink a Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-ra (DMEM), mely humén izomtenyészet esetén 2% FCS-t, 2% HS-t, egér tenyészet

esetében 4% 10szérumot tartalmazott.

Fluoreszcencias [Ca“] meérés

A méréseket 4-10 napos egér, illetve 7-14 napos human tenyészetek sejtjein végeztiik.
Az eredmények kiértékelésénél figyelembe vettiik a sejtek differencidltsagi fokat, melyet a
sejtben talalhatdé magok szamaval jellemeztiink. A mérésekhez Fura-2-acetoxi-metilészter
kalciumérzékeny fluoreszcens festéket hasznaltunk. A sejtekbe juttatott festék megfeleld, 340
és 380 nm hullimhosszisagok kozott véltakozo gerjesztését a DeltaScan'™  kettds
monokromatoros berendezése biztositotta. Az intracellularis kalciumkoncentracio értékeket

Grynkiewicz, Poenie €s Tsien egyenlete alapjan szamitottuk.

A kalcium fluxus szamitasa

A sejt intracellularis terébe belépd kalciumionok szarmazhatnak egyrészt az
extracellularis térbol, masrészt a belsd raktirakbol. Az intracellularis térbe jutod
kalciumionokat a kalciumpumpak és a kalciumkotd fehérjék tavolitjak el A megemelkedett
intracellularis kalciumkoncentraciét kalciumérzékeny fluoreszcens festék segitségével
kozvetleniill mérni tudjuk. Az anyagmegmaradéds torvénye értelmében a belépd, és az
eltavolitott kalcium mennyisége megegyezik a mért [Ca’ Ji-valtozds mértékével. A
kalciumpumpa transzportsebességét a depolarizacioval kivaltott kalciumtranziensek leszalld
szarabol, matematikai modell segitségével hataroztuk meg. A kalciumtranziens ¢és a
kalciumeltdvolitdé mechanizmusok paramétereinek ismeretében ki tudtuk tehdt szdmolni a

kalcium bedramlés sebességét, azaz a fluxust (F1).



Ionaramok és membranpotencialok mérése

Az izomsejtek ingeriileti folyamatait patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében
(whole-cell), szobahémérsékleten tanulmanyoztuk. Méréseink sordn Axopatch 200A erdsitot
hasznaltunk. A mérésekhez hasznalt, K -aszpartat alapu belsé oldattal feltoltott boroszilikat
mikropipettak elektromos ellenallasa 3-4 MQ kozott volt. A sejtek ionaramait a mérdrendszer
fesziiltség-rogzités (voltage-clamp) modjaban rogzitettiik. A sejtek elektromos ingerlését, a
mintavételezést és az eredmények kiértékelését a pClamp 6.0.4 program segitségével
valdsitottuk meg. Az elektromos jelek mintavételezése 20-40 kHz-es gyakorisaggal tortént.

A sejtek membranpotencialjat a mérérendszer aram-rogzités (current-clamp) modjaban
regisztraltuk. A sejtek passziv elektromos paramétereinek meghatarozasahoz 40 ms hosszu, -
80 mV-os tartd potencialrol induld, 5 mV-os depolarizald impulzust hasznaltunk. A vizsgalt
sejtek linearis kapacitasa 100-600 pF volt. Az alkalmazott oldatok cseréjét allando sebességii
perfizios rendszerrel oldottuk meg. Az extracellularisan alkalmazott ATP hatéasait fesziiltség-
¢s aram-rogzités modban is nyomonkovettiik. Elobbi esetben a tartd potencialt —-80mV-on
rogzitve az ATP jelenlétében kialakuld holding dram valtozéasat, mint az ATP altal kivéltott
aramot (Iatp) mértik. Aram-rt')gzités modban az ATP hatdséara kialakulé membranpotencial-

valtozasokat, a depolarizacié mértékét vizsgaltuk.

A sejtosztodas és a differencialodas vizsgalata

A sejteket 24 lyuku tenyésztéedényekben tenyésztettiik, az oldatot minden masodik nap
cseréltiik. Az ATP-t 180 uM koncentracioban, naponta kétszer alkalmaztuk, a tenyésztés 1.
napjatol a 3.-ig. Az izomsejteket és a benniik taldlhatd magok szdmat naponta, illetve a
kezelés idOtartama alatt naponta kétszer szamoltuk, 2 feddlemezen, feddlemezenként 4
latotérben. A proliferacio mértékét a proliferacios rataval irtuk le, mely az izomsejtekben levd
magok szamanak relativ valtozasa. A differencidlodas mértékének jellemzésére kiszamitottuk
a fuziés indexet (Fi), ami a tobbmagvu izomsejtekben taldlhatdé magok aranyat mutatja az
0sszes miogén maghoz viszonyitva. Az ATP kezelés hatasat 4 fiiggetlen kisérletsorozatban

vizsgaltuk. A fizids index iddfliggését novekedési gorbe illesztésével hataroztuk meg.

Immuncitokémia

A tenyészeteket kalcium- és magnéziummentes foszfatpuffer oldattal atmostuk,
acetonnal fixaltuk, majd Triton X-100-at és BSA-t (borji szérum albumin) tartalmazo6 oldattal
blokkoltuk. Ezutan a sejteket egérben termeltetett dezmin ellenes antitesttel, valamint nyalban

termeltetett anti-PKC antitestekkel, illetve poliklonalis purinoreceptor ellenes antitestekkel



inkubaltuk. A feddlemezeket haromszor mostuk foszfatpufferben, majd ezt kovetden
kecskében termeltetett, nyal IgG ellenes, fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-konjugalt
antitesttel, illetve, loban egér IgG ellen termeltetett, Texas Red-del jelolt, masodlagos
antitesttel fluoreszcensen jeldltiik.

A specifikus antitestekkel és fluoreszcens festékekkel jelolt sejteket fluoreszcens

mikroszkdppal vizsgaltuk.

Az elemi események nyomonkovetése

Kisérleteinkhez béka, valamint patkdny hatsé végtagjabdl szarmazd izomrostokat
hasznaltunk. Az izomrost membranjat 0,002% saponint tartalmazé oldattal permeabilizaltuk.
A méréseket ezt kovetden, kaliumszulfat, illetve kalium-glutamat alapu belsé oldatban
végeztik. A fluo-3 fluoreszcens festéket egy argon ion lézerrel gerjesztettik. A spontan
kialakuld elemi eseményeket pasztdzd 1ézermikroszkop segitségével rogzitettik. A
fluoreszcenciaintenzitasokat kétdimenzios pésztazas, illetve line-scan moddszerrel vizsgaltuk.
Az elébbin a hely, az utobbin a hely ¢és az ido fliggvényében kovethetd nyomon a
fluoreszcenciaintenzitdsban bekovetkezd valtozds. Az eredmények feldolgozasa egy, az
Elettani Intézetben kifejlesztett, automatikus detektalo program segitségével tortént. A
program kiszamitotta az elemi események jellemzd paramétereit, az amplitadét (AF/Fy), a
maximalis amplitddé feléhez tartozo térbeli szélességet (FWHM), valamint idétartamot
(FTHM), az esemény iddbeli hosszat, a cslics eléréséhez sziikséges idot (TTP) ,,spark”-ok és
Osszetett eseményeknél, illetve az atlagos amplitidot, az idétartamot és a FWHM-ot kiilonalld

,,ember”-0k esetében.



Eredmények

Az ATP hatasanak vizsgalata human tenyésztett vazizomsejteken

Human tenyésztett vazizomsejteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az extracellularisan
adagolt ATP tranziens [Ca’']ic emelkedést valtott ki, melynek amplituddja és kinetikaja
eltérést mutatott az izomsejtek kiilonbozo fejlettségi allapotaiban. A tranziensek amplitidoja a
tobb mint 5, de kevesebb, mint 10 centrdlis magot tartalmaz6 izomcsoveken volt a
legnagyobb. A kivaltott kalciumtranziensek leggyakrabban monoton emelkedést mutattak,
viszonylag lassu felszallasi meredekséggel. A fejlodésnek ebben a stadiumaban
megfigyeltiink kétkomponensti valaszokat is, ahol a tranziensek egy korai gyors
komponensbdl és egy késoi, lassabb komponensbdl alltak. A korai komponenst nem mindig
kovette [Ca®"]ic csokkenés, gyakoribb volt az az eset, amikor maga a felszallo szar volt
kétfazisu, tehat egy gyors, majd egy lassu emelkedés jellemezte. A kalciumtranzienseket
viszonylag hosszl latencia jellemezte.

A tranziensek mésik jellemzdje az volt, hogy a fesziiltségfiiggd Na'-csatorna-(TTX), a
nikotin tipusi acetilkolin receptor- (d-tubokurarin) és a fesziiltségfliggd L-tipusu
kalciumcsatorna (Verapamil) gatloszereivel szemben nem mutattak érzékenységet. A
kisérleteinkben alkalmazott 20 uM d-tubokurarin, illetve 100 pM verapamil alkalmazasa sem
csOkkentette az ATP altal kivaltott kalciumtranziens amplitadojat (22 sejt esetében).

A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy kiilsé kalcium hidnyadban a purinerg
aktivacio hatasara bekovetkezik-e [Ca*']ic emelkedés. Azt tapasztaltuk, hogy kalciummentes
kornyezetben nem lehetett ATP-vel [Ca']i. valtozast kivaltani. Tekintettel arra. hogy a kiilsé
kalciumkoncentraci6 visszaallitdsa utan, az ijabb ATP adagolés hatdsara ismét megfigyelhetd
volt kalciumtranziens, a jelatviteli folyamat deszenzitizaciojaval nem kell szamolni. Ismételt
ATP adagolas soran az [Ca2+]ic valtozas kisebb mértéki volt, mint az elsé alkalommal, ami
vagy egy lassu, kismértékli deszenzitizalddassal, vagy a kalciumfelszabadité mechanizmusok

kimeriilésével magyarazhato.



Az ATP altal Kkivaltott [Ca®']; valtozds mértéke médosul az izomsejtek
differencialodasanak fiiggvényében

A kalciumtranziensek amplitiddja és kinetikdja is valtozott a fejlddés elérehaladtaval.
Myoblastokon, valamint a kevesebb, mint 5 magvi myotubulusokon a valaszok kisebbek ¢s
jellegzetesen lasstibbak voltak. Az amplitido a tobb mint 5 magot tartalmazo6 sejtek esetén
volt a legnagyobb és gyakoriak voltak a kétfazisu tranziensek. A késoéi fejlodési fazisban levo,
periférids magokkal rendelkezd izomrostok esetében csokkent a kivalthatd valaszok
amplitidoja. Eredményeinket sszehasonlitottuk a 20 uM acetilkolin, illetve a 120 mM K"
okozta depolarizaci6 altal kivaltott [Ca®];. valtozasokkal. Azt tapasztaltuk, hogy mind az
acetilkolin, mind a depolarizacio esetében a valaszok amplitidoja a fejlédés eldérehaladtaval
parhuzamosan nétt, legnagyobbnak a fejlett izomesoveken mutatkozott. Igy, mig az ATP altal
kivaltott kalciumtranziensek korfiiggése harangalaki, az acetilkolinnal, illetve a K'-
depolarizacioval kivaltott valaszok amplitidoja folyamatos ndvekedést mutatott. A
myoblastok sem acetilkolinra, sem K'-ra nem reagaltak, viszont az ATP kismérték{i valaszt
kivaltott ezeken a sejteken is. Mig az agonistak iranti érzékenység bizonyitottan fiiggott a
vizsgalt sejtek differencialtsagatol, a nyugalmi [Ca® ;. szintjérdl ugyanez nem mondhaté el,
érteke kozel allando, a 8146 és 91+2 nM kozotti tartomanyban volt. Ezek a megfigyelések
mutatjak, hogy a human véazizomsejtek alacsony nyugalmi [Ca®']i. -val rendelkeznek, mely
eredmény jO egyezést mutatott a kordbban leirt, izolalt, illetve tenyésztett vazizomsejteken

mért értékekkel.

Az ATP dozis-hatas osszefiiggése

Az ATP altal kivaltott kalciumtranziensek koncentraciofiiggését az agonista 1, és 180
uM kozotti koncentracidkban torténd adagolasaval vizsgaltuk meg, a legnagyobb amplitadoju
valaszt add, 5-10 magot tartalmazo6 izomsejteken. Az esetleges deszenzitizacid okozta hibak
elkeriilése végett analizalaskor mindig csak az adott sejten mért, az ATP elsé adagolasaval
kivaltott [Ca®"]i. valtozasok amplitadoinak atlagat abrazoltuk a koncentracié fliggvényében. A
pontokat Hill egyenlettel illesztve a félhatdsos dozis 16,1+0,5 uM-nak, a Hill-koefficiens
pedig 1,0+0,1-nek adédott.
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ATP analogok vizsgalata

Kovetkezd kisérleteinkben kiilonb6zé ATP analdégok hatasat vizsgaltuk. Vizsgalataink
alapjan az o,p-metilén-ATP és a B,y-metilén-ATP is sokkal kevésbé volt hatasos, mint az
ATP. 180 puM-os koncentracidban az o,B-metilén-ATP, a 12 vizsgalt esetbdl 7-ben, nem
okozott mérhet6 [Ca'];. valtozast. A B,y-metilén-ATP hatisosabbnak bizonyult, a 20 vizsgalt
sejtbdl 17 sejten valtott ki kalciumtranzienseket, &m ezek amplituddja sokkal kisebb volt, mint
az ugyanazon sejten alkalmazott ATP. Egy masik purinerg agonista, a 2’3’-O-(4-
benzoil)benzoil-ATP (BzATP) hatasosabb volt, mint az elézoekben alkalmazott ATP
analogok, de a 180 uM BzATP altal kivaltott valaszok amplituddja igy is csak atlagosan a fele
volt az azonos koncentracioban alkalmazott ATP altal 1étrehozott tranziensek amplitidojanak.
a,B-metilén-ATP, valamint B,y-metilén-ATP esetében ezek az értékek 5, illetve 21%-nak
adodtak.

Egér tenyésztett vazizomsejtek

Tovabbi kisérleteinket egérbdl szarmazo izomtenyészetek sejtjein folytattuk. Elsoként
azt vizsgaltuk, hogy van-e hatasa az ATP kezelésnek egér tenyésztett izomsejteken. Human
tenyésztett vazizomsejteken tapasztalt eredményekkel 0sszevetve azt talaltuk, hogy mind az
ATP, mind pedig a KCI oldattal kivaltott depolarizaci6 hasonlé nagysaga
kalciumtranzienseket valt ki egér tenyésztett izomsejteken is. Kiilonb6zo kort és fejlettségi
sejteken alkalmazva az ATP-t, a human izomsejteken elébb bemutatott korfiiggést
tapasztaltunk, azaz a kivalthatdo valaszok amplitiddja az izomsejtek differencidlodéséaval

parhuzamosan nétt, egészen az 5-10 magvu stadiumig, aztan ismét csdkkeni kezdett.

Az ATP altal kivaltott kalcium fluxus

Az ATP hatdsmechanizmusdnak jobb megértése ¢&s feltérképezése érdekében
megvizsgaltuk a kalciumionok sarcoplasmaba torténd belépésének sebességét, azaz a fluxust,
hosszl ideig tartd depolarizacidval, illetve ATP adagolasaval kivaltott kalciumtranziensek
esetében. A depolarizaciot 120 mM KCI tartalma extracellularis oldat alkalmazasaval
valtottuk ki. K-depolarizacié hatdsira egyfazisu, tranziens jellegli emelkedést tapasztaltunk,
az [Ca®']i. még a KCI adagolasa alatt, a depolarizacié megsziinése elétt visszatér a nyugalmi
szintre. Ez a fesziiltségfiiggd folyamatok gyors aktivalddasaval, valamint inaktivalodasaval
magyarazhatd. ATP alkalmazasa esetén jellegzetes kétfazisti valaszt figyelhettink meg. A
gyors, kezdeti emelkedést, mely nagyon hasonlé a K-ionok &ltal kivaltott fluxushoz, egy

masik, fenntartott szakasz kdvet, mely az ATP jelenlétében végig megmaradt. A fluxus
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fenntartott komponense atlagosan a cstics 11%-anak adddott, ami 15+4 uM/s sebességii

kalciumbeédramlast jelent a myoplasmatikus térbe.

Az ATP altal kivaltott fluxus jellemzoé tulajdonsagai valtoznak a fejodés soran

A fejlodés ¢és differencialodas kiilonbozd stddiumaiban levd sejteken alkalmazva az
ATP-t, a kivaltott kalciumtranziensek, valamint a fluxusgérbék paramétereiben ¢és
kinetikdjaban jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetdk. Myoblastokon 4&ltaldban nem
lehetett ATP alkalmazasaval tranziens jellegii [Ca* ] véltozast kivaltani. A fejlédés kezdeti
stadiuméban levd, néhany magot tartalmazoé sejteken, az ATP adagolas elején hirtelen megnd
az intracellularis kalciumkoncentracio, majd az ATP jelenlétében, alacsonyabb szinten,
folyamatosan fennmarad és csak a szer kimosddasa utan tér vissza a nyugalmi szintre. Ez a
jellegzetes valtozds mind a kalciumtranziensek esetében, mind a szamitott fluxusgérbéken
megfigyelhetd volt. A fejlédéssel parhuzamosan elészor n6 a tranziensek amplitidoja, majd
megvaltozik az alakja is. Az 5-10 magvl izomcsovek esetében a tranzienseken, de foként a
fluxusgorbéken a két fazis egyre jobban elkiiloniil. A fluxus korai komponense keskenyebb
lett, és az 6t kovetd fenntartott szakasztdl iddben is egyre jobban elvalik. Differencialtabb
sejteken a két komponens teljesen elkiiloniil egymastol, olyannyira, hogy az els6 komponens
lezajlasa utan az intracelluldris térbe torténd kalciumbearamlas teljesen megsziinik, majd csak
ezutan kezd el kifejlédni a masodik, fenntartott komponens. Az egészen nagy, sokmagvu,
differencidlt sejteken a kivalthato valaszok amplitiddja ismét csokken, a nagy myotubulusok

¢s azizomrostok 25%-a nem is reagalt az ATP kezelésre.

Az ATP ismételt adagolasanak hatasa

Ahhoz, hogy az ATP adagolasaval kivalthatdé valaszok farmakoldgiai vizsgalatat el
tudjuk végezni, tudnunk kellett, hogy az egyes anyagok ismételhetd valaszokat valtanak-e ki
tenyésztett vazizomsejteken. Ennek kideritésére megvizsgaltuk, hogy a K'-depolarizacidval,
5mM koffeinnel, valamint 180 uM ATP-vel kivaltott [Caer]iC emelkedés valtozik-e a
masodik, illetve a harmadik adagolast kovetéen. A koffeinnel kivaltott tranziensekbdl
szamitott fluxusok az ATP altal kivaltott fluxusgdrbékhez hasonléan kétkomponenstiek, egy
korai, tranziens emelkedést egy kisebb amplitidoju, lassan csokkend szakasz kovet, mely a
koffein adagolasa alatt végig fennmarad, utdna pedig gyorsan lecsdokken. Az ismétlés hatasara
bekovetkez6 amplitidobeli csokkenés nemcsak a kalciumtranzienseken volt megfigyelhetd,
hanem a fluxusok esetében is, a relativ amplitidé a masodik tranziens esetében atlagosan

0,88+0,12-nek adddott n=7. A csucsérték kismértékii csokkenését valoszinileg a
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sarcoplasmaticus reticulum kalciumtartalmanak kismértékii csokkenése okozhatta. Ezzel
szemben a depolarizacidval kivaltott kalciumtranziensek amplitadoéi és a fluxusgdrbék csticsai
kismértékben novekedtek. Ez arra utal, hogy a depolarizaci6 altal aktivalt csatorndkon
keresztiil bearamlo kalciumionok kismértékben toltik a raktarakat is, igy a kovetkezd
depolarizacioval nagyobb mennyiségii kalciumion lesz felszabadithato.

Ezutdn megvizsgaltuk az ATP-vel kivaltott kalciumtranziens ismételhetdségét. A
kiilonbség kifejezettebb a fiatal, 5-10 magot tartalmazé sejtalakokon, mint a differencidltabb,
5-10 magvu sejteken. A differencidlodés korai szakaszaban a masodik ATP adagolas hatasara
atlagosan 26+8, mig a harmadik alkalmazast kovetéen 40+10%-kal csokken a kivalthato
kalciumtranziensek nagysaga az elsd adagolas hatasara kialakuld valaszhoz viszonyitva. A
fluxusgorbék alakja is megvaltozik, a korai, gyors, tranziens jellegli csucs lecsokken, a
valtozas atlagosan 35+10 illetve 53+12%, a fenntartott komponens amplitaddja viszont alig
valtozik (4+11 ¢és 124+9%). Differencidltabb sejteken, ahol a legnagyobb az ATP-vel
kivalthato [Ca12+]ic valtozas, a kalciumtranziensek amplituddja csak kismértékben csokken, a
fluxusgorbék nagysaga valamint alakja is csak kismértékben valtozik, a korai csucs és a

fenntartott szakasz amplitudoja egyarant alig csokken.

ATP hatasa az inward aramokra és a membranpotencialra

Mint azt kordbban, tenyésztett human vazizomsejteken megallapitottuk, az ionotrop
P2X receptorokon keresztiil befelé iranyuldé é&ramok aktivalédnak. Ezen utvonalak
deszenzitizdloddsa magyarazhatja a kalciumfluxusban megfigyelt csokkenést. Az altalunk
vizsgalt 6 myotubuluson a masodik aramcsucs relativ amplitidoja az elsé 97+12%-a. A tobb,
mint 10 centralis maggal rendelkez6 izomcsoveken az igy kivalthaté aramok joval kisebbek.
A kevésbé differencidlt sejteken az ATP éltal kivaltott &ramok 250 pA-nél nagyobbnak, mig a
fejlédés késobbi szakaszaban levd izomcesdveken kevesebb, mint 100 pA-nek adodtak.

Ezeken a sejteken ugyanakkor, aram-rogzités modban, membranpotencial valtozasokat
1s mértiink. Az mar régota ismert, hogy az izomsejtek membranpotencialja valtozik a fejlodés
elérehaladtaval. Ezt méréseink is aldtdmasztottdk, fiatal sejteken a nyugalmi
membranpotencial értéke -61+3 mV-nak, idésebb sejtek esetében -76+3 mV-nak adodott,
azaz a differencidltabb  sejtalakok  nyugalmi  membranpotencialja  negativabb,
hiperpolarizaltabb volt a kevesebb maggal rendelkez6 sejtekéhez képest. Ugyanakkor az ATP
altal kivaltott membranpotencial-valtozas fiatal sejteken koriilbelil 20 mV-os, a

differenciéltabb sejtalakokon kevesebb, mint 5 mV-os volt. Az is megfigyelhetd, hogy az
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ATP ismételt adagolasaval sem a kivalthaté dramok, sem a membranpotencial valtozasok
nagysdga nem csokkent jelentdsen.

A P2X receptoron keresztiil megvaldsuld jelatviteli folyatok tovabbi karakterizalasahoz
megvizsgaltuk az ATP hatasara bekovekezd aram fesziiltség- és koncentraciofiiggését. Az
ATP adagolasaval kivaltott aramok a vizsgalt tartasi potencialokon (-80 - 0 mV kozott) befelé
iranyulok voltak, ami arra utal, hogy ez egy nem specifikus kationdram, mely a P2X
receptorokra jellemzd, befelé egyeniranyitdé karakterisztikdval bir. Vizsgaltuk az Iatp
koncentraciofiiggését 10 és 300 pM-os koncentracidtartomanyban. A méréseket olyan
sejteken végeztiik, melyek a legnagyobb [Ca’']i valtozast mutattdk. A dézis-hatds gorbe
illesztése utan a félhatasos dozis (ECso) 68+5 uM-nak, a Hill koefficiens pedig 1,66+0,14-nak
adodott.

Az ATP altal kivaltott fluxus fiigg a sejtek fesziiltségfiiggé folyamataitol

A kevésbé differencialt, kevesebb, mint 5 maggal rendelkezd sejteken altalaban nem
lehetett K'-depolarizacioval tranziens kalciumvalaszokat eléidézni. Az ATP azonban mind
KCI jelenlétében, mind anélkiil képes volt [Ca’"]ic emelkedést kivaltani, bar a tranziensek
kisebbek voltak a depolarizalt sejteken és a felszallo szar meredeksége is kisebbnek adddott.
A fluxusgorbéken még szembetiindbbek voltak a valtozasok, ugyanis a korai csucs eltlint, ¢s a
késdi komponens is csokkent a depolarizalt sejteken. A fejlddés késdbbi szakaszaban levd, 5-
10 magvi sejteken a depolarizacié nagy [Ca*']ic emelkedést okozott, csakugy, mint az ATP
kezelés. A kisebb sejteken tapasztaltakhoz hasonléan, a fluxus korai, gyors komponense
eltint a depolarizalt myotubulusokon, de ezeken a sejteken a fluxus fenntartott komponense
kevésbé csokkent.

Mivel az ismételt ATP adagolds maga is csokkentette a kivalthatd tranziensek
amplitadojat, a depolarizacio alatti, ATP-vel kivaltott kalciumtranziens amplitadojat az elso,
ATP adagolasaval kivaltott tranziensre normaltuk. Ezeket hasonlitottuk 0Ossze a nem-
depolarizalt sejteken mért, ismételt ATP adagolassal kivaltott, hasonloan szdmolt értékekkel.
Az atlagértékek mindkét vizsgalt sejtpopulacid esetében azt mutatjak, hogy a depolarizéacio
szignifikansan lecsokkentette a kalciumtranziensek amplitidojat, és eltlintette a fluxus korai
csucskomponensét  (Flesues). Masrészrél  viszont a depolarizaci6 nem  csokkentette
szignifikansan jobban a fluxus fenntartott komponensét, mint ami az ATP ismételt
alkalmazéasakor megfigyelhetd volt.

Extracellularis kalciumionok hidnyaban, valamint fesziiltségfiiggd Na'- és Ca'-

csatorna gatloszerek (TTX és verapamil) jelenlétében, mind a K-depolarizacioval, mind az
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extracellularisan  alkalmazott ATP-vel kivalthatdo valaszok csokkentek. Az ATP
alkalmazaséaval kivaltott fluxusok korai, gyors komponensében volt a legszembetlinébb a
hatas. Ezek, valamint a depolarizalt sejteken tapasztalt eredmények aldtdmasztjdk azon
elképzelésiinket, mely szerint az ATP éltal kivaltott fluxus korai komponensét a depolarizacioé

hozza létre.

Mind a P2X, mind a P2Y receptorok aktivalodasa szerepet jatszik az ATP altal kivaltott
kalcium fluxus kialakitasaban

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a suramin, mely egy altaldnosan ismert és
hasznalt purinoreceptor blokkold, képes-e befolyasolni az ATP hatasara kialakulo fenntartott
komponens paramétereit. Ezekhez a vizsgadlatokhoz a fejlodés késoéi szakaszaban levo
izomcsoveket hasznéltuk, mert ezeken ATP hatidsara csak a fenntartott komponens volt
megfigyelhet6. 10 és 300 uM suramin adagolasanak hatdsara csokkent mind az ATP-vel
kivalthato valaszok nagysaga, a fluxus és az dram is. A suramin hatasa kimoshat6 volt. 10 uM
koncentracidban a szer csak részleges csokkenést okozott a tranziensek (mintegy 32%), a
fluxusok (kb. 50%) és az aramamplitidok (45%) tekintetében, ha viszont a suramin
megfigyelések azt mutatjak, hogy a fluxus fenntartott komponensének kialakitasaért, vagy
legalabbis annak jelentds részéért a purinerg jelatviteli mechanizmus a felelds.

A kiilonb6zd  purinoreceptor  altipusok  meghatdrozasdhoz  immuncitokémiai
vizsgélatokat végeztiink A sejteket P2X és P2Y receptor ellenes antitestekkel jeloltiik. Mivel a
P2 receptorok megtaldlhatéak a fibroblasztok membranjaban is, kettés immunfestést
alkalmaztunk, a tenyészet sejtjeit izomspecifikus fehérje (dezmin) ellenes antitesttel is
kezeltiik és csak a dezmin-pozitiv sejteket tekintettiik izom-eredetli sejteknek. Az 5-10
magvu, tenyésztett vazizomsejteken 6 kiilonbozé P2 receptor, a P2X;, P2X4, P2X;, P2Y,,
P2Y, és a P2Y4 volt jelen. Mig a festddés erdsnek bizonyult a P2X,, P2X7, P2Y, és a P2Yy
altipusok esetében, viszonylag gyengének mondhat6 a P2Y, receptorra. A P2X; receptortipust
egy esetben sem sikeriilt kimutatnunk a vizsgalt sejteken. A P2Y, purinoreceptor esetében

megfigyelhetd a felszini membranban vald elhelyezkedés.
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Az ATP gatolja a sejtosztodast, de serkenti a tenyésztett vazizomsejtek
differencialodasat primer tenyészetekben

Korabban mar leirtdk, hogy az ATP, P2Xs receptorok aktivaloddsdn keresztiil,
patkanyok myoblastjainak differencialodasat idézi eld. Vizsgalataink soran egér vazizombol
inditott tenyészeteinkhez 180 uM ATP-t tartalmazd tenyésztdoldatot adtunk a tenyésztés 1.-3.
napjan. A sejtosztodds mértékét a proliferdcios rata, azaz a miogén eredetli sejtek
magszamaban tapasztalhato relativ valtozas mutatja. Kontroll koriilmények kozott a
proliferacios rata cstcsa a 2. tenyészetben eltoltdttnapon van, mig ATP kezelés hatasara ez a
csucs kisebb és késobbre tolddott, a legnagyobb mérvii osztdédas a szer eltavolitdsa utan
figyelhetd meg.

A proliferacio csokkentésével egyiddben az ATP eldsegitette a tenyésztett
vazizomsejtek differencialodéasat, amit a fuzidés index véltozasaval kovettiink nyomon. A
fuziés index kontroll koriilmények kozott eldszor lassi emelkedést mutatott, majd
meredekebbé valt, amikor a myoblastok tobbmagvii myotubulusokka olvadtak 6ssze. Végiil a
fuzids index értéke 1 kozeli értéken stabilizalodott, mivel erre az id0szakra kozel az Osszes
myoblast fuzionalt. A fuzids index idéfliggésének leirdsahoz a pontokra novekedési gorbét
illesztettiink. Az illesztés utan a tos (az az id6, amikor az aktualis fuzids index megegyezik a
fuziés index maximalis értékének felével, tehat a miogén magok fele van az izomcsdvekben)
3,840,1, illetve 2,9+0,1 napnak, a k (meredekséget jellemzd paraméter) értéke pedig
0,59+0,09, valamint 0,82+0,16 napnak adédott kontrollban, illetve az ATP kezelés hatéasara.
Mindez azt jelzi, hogy a fuzié hamarabb kovetkezett be azokon a sejteken, amelyeket ATP
tartalmu oldatban tenyésztettiink. A kiilonboz6 koriilmények mellett a tenyészetek jellegzetes
morfoldgiai kiillobségeket is mutattak. Kontroll oldatban a 2 napos tenyészetekben a miogén
sejtek foleg myoblastok formdjaban voltak jelen, melyek egy része szétszortan, mig masok

csoportokba rendezddve helyezkedtek el. ATP jelenlétében, az azonos koru tenyészetek sejtjei

crcr

Az ATP befolyasolja a PKC izoenzim mintazatot

A kovetkezdkben arra kerestlik a vélaszt, hogy az ATP-vel valé hosszantartd kezelés
milyen jelatviteli mechanizmusokat aktival. Mivel mar tobb sejttipuson bebizonyitottak, hogy
a proliferacio és a differencidlodas szabalyozésa részben a foszfatidil-inozitol utvonalon, a
proteinkindz C (PKC) izoenzimcsalad aktivalodadsan keresztiil hat, immuncitokémiai
vizsgalatokat végeztiink annak megallapitasara, hogy az ATP a proliferaciot csokkentd és

differencialodéast serkentd hatasat, a PKC izoenzimeken keresztiil fejti-e ki. Az ismert
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izoenzimeket 2 és 5 napos tenyészetek sejtjein mutattuk ki, azért, mert az ilyen koru
tenyészetek reprezentdljdk a legjobban az intenziv sejtosztodds, illetve a késéi
differencialodas stadiumait. A klasszikus és az ujtipust PKC izoenzimek koziil négy, az a., f3,
e és n festddott kontroll koriilmények kozott a tenyésztett izomsejtekben, a masik harom
izoenzim sem kontrollban, sem ATP kezelés hatdsara nem volt kimutathaté. Mind a négy
izoenzim jelen volt a fejlodés korai és késoi stadiumaban egyarant. A masodik napon ezek az
izoenzimek kivétel nélkiil a citoplazmaban jelennek meg, nem mutatnak szubcellularis
elrendezddést. Az 5 napos tenyészetek sejtjein azonban a PKCP jellegzetes festddést mutat, a
sejtmagban, pottyozotten jelenik meg. Ugyanezt a négy izoenzimet sikeriilt kimutatni az ATP-
vel tartosan (1.-3. tenyésztési napig) kezelt sejteken is, két szembetiind kiilonbséggel. A
PKCa festédése sokkal gyengébb volt az ATP kezelés hatdsara, valamint a kontroll esetben
idésebb sejteken megjelend, PKCP izoenzimre jellemzd mintazat mar a kétnapos, ATP-vel

kezelt sejteken megfigyelhetd volt.

A kalciumfelszabadulas elemi eseményei

Az intracellularis kalciumkoncentracid egész sejtre  kiterjedd valtozasainak
tanulmanyozasat kovetden a kalciumfelszabadulas hatterében all6 folyamatokat vizsgaltuk
meg. Mint ismeretes, a harantcsikolt izmok felépitése €s miikddése kiilonbozik kétéltiek,
valamint emldsok esetében. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mig béka izomrost
esetén csak ,,spark”-ok, addig patkédny izomrost esetében ,spark”-ok és ,,ember”-0k is
eléfordultak. Ez utébbiak vagy maganyosan, vagy a ,,spark”-ok elétt, illetve utan kovetkeztek
be. A ,spark”-ok jellemzd paramétereit vizsgdlva megéllapitottuk, hogy az események
amplitiddja a békakbol, mig a tobbi vizsgalt paraméter (FWHM, FTHM, valamint az
iddtartam) a patkdnyokbdl szarmazo rostokon mutatott magasabb értékeket. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy emlésokon kisebb amplitid6ja, hosszabb ideig tartd elemi
események, ¢és igy RYR megnyilasok figyelhetok meg. A térben azonos helyen megjelend
»spark” és ,.ember” TTP értékét 0sszehasonlitva a résztvevd csatorndk ardnya hozzéavetdleg
15-nek adodott. Ennek megfelelden, mig a ,,spark™ kialakitdsdban valdsziniileg tobb tiz
rianodin receptor vesz részt, addig az ,,ember” létrehozasaért csak néhany rianodin receptor

egyidejii megnyildsa lehet a felelOs.
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Emlés vazizmokon megfigyelhetéo elemi események jellemzése ¢s farmakologiai
befolyasolhatosaga

Bér ismereteink szerint emlds vazizomban a RYR-ok megnyilasa a DHPR-ok szoros
kontrollja alatt all, szdmos egyéb tényez0 ismert, mely képes megvaltoztatni az SR
kalciumcsatornajanak miikodését. Az emlds izmokon tapasztalhatdé események nemcsak
megjelenésiikben kiilonboznek a kétéltli izmokon taldlhatdo eseményektdl, ugy tlinik egyes
szerek is eltérden hatnak rajuk.

Korabbi eredményeink szerint a timol moddositja a RYR-ok miikddését. Kivancsiak
voltunk tehat, hogy befolyasolja-e az elemi kalciumfelszabadulasi események tulajdonséagait.
A timol mar alacsony koncentracioban (30 uM) is modositotta az elemi események
megjelenését, valamint jellemzd paramétereit. Mig kontroll koriilmények kozott az elemi
események el6fordulasi gyakorisaga 0,0587+0,0020 s'sarcomer” volt, 30 pM  timol
alkalmazasat kovetden ez az érték 0,0654+0,016 s'sarcomer'-re nétt. Az elemi események
megoszlasa is valtozott a szer hatasara. Kontroll esetben leggyakrabban ,,spark”-ok fordultak
eld (az Osszes esemény 63%-a), kevésbé voltak gyakoriak a maganyos ,,ember’-6k (22%),
legritkabban pedig az Osszetett események fordultak eld. Timol jelenlétében a hosszabb és
Osszetettebb események dominaltak, a maganyos ,,spark”-ok relativ el6fordulasa csékkent (az
Osszes esemény 41%-a), az ,,ember”’-0k gyakorisdga nétt (35%). A timol csokkentette a
»spark”’-ok amplitudojat, ,,ember”’-0k esetében az atlagos amplitidot, a ,,spark”-ok FWHM
értékét. A csucs eléréséhez sziikséges id6 nem valtozott jelentésen. Ezzel szemben az dsszes
kalciumfelszabadulési esemény id6tartama jelentésen megnovekedett.

Ezutdn megvizsgéltuk hogy milyen hatdsokat valt ki a timol magasabb koncentracioban.
150 uM timol jelenlétében ,,spark”-okat nem lehetett megfigyelni, viszont nagyon hosszu,
gyakran tobb szdz ms-ig is elhuz6dd események jelentek meg. Ezen események jellemzd
értékei, az atlagos amplitidojuk, a térbeli szélességiik, nagyon hasonlitott az alacsony

Az itt bemutatott eredmények egyértelmilen azt mutatjdk, hogy a timol hosszu ideig
tart6 RYR megnyilast idéz eld, melynek hatdsdra hosszii elemi kalciumfelszabadulési
események jelennek meg. Ezeket az eseményeket nem elézték meg, illetve nem kovették
»spark”-ok, ami arra utalhat, hogy vagy egyes csatorndk, vagy a csatorndk kis csoportjainak
Osszehangolt megnyilasa hozta létre Oket. Ez a megfigyelés aldtamasztani latszik azt az

elképzelést, miszerint az ,,ember” a kalciumfelszabadulés elemi épitdkdve emlds vazizomban.
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Megbeszélés

Human tenyésztett vazizomsejtek

Human tenyésztett vazizomsejteken, eredményeink szerint, az ATP képes [Ca®'Ji
emelkedést kivaltani. A kalciumtranzienseket két csoportba lehetett besorolni. Az egyikbe a
lassu, fokozatos novekedést mutatd tranziensek, a masikba pedig a kétfazisu vélaszok
tartoztak. Ez utdbbi esetben a korai, gyors felszalld szar utdn egy viszonylag lassabb,
egyenletesebb Ca*"-bearamlas volt megfigyelhetd. Az ATP hatisat nem gatolta a nikotin-
tipust acetilkolin receptor antagonistijaként ismert d-tubokurarin, a fesziiltségfiiggd Na"
csatorndk gatloszere a TTX, valamint az L-tipusi Ca®" csatorna blokkold verapamil.
Kisérleteinkben extracellularis Ca*" hidnydban, ATP hat4sara nem tortént [C212+]iC valtozas,
tehat gy tiint, hogy a kiils§ Ca*-bedramlas sziikséges a tranziens létrehozasdhoz. A
kisérleteknek ebben a szakaszaban igy gondoltuk, hogy a kétfazist tranziens elsO részét a
kiilsé térbél, kozvetleniil az ionotrép receptorokon keresztiil bearamlo Ca**-ok valtjak ki, a
mésodik részét, pedig az intracelluléris raktarakbol felszabaduldo Ca*"-ok hozza létre. A
vazizomsejtek fejlettségétdl nagyban fiigg, hogyan valaszolnak a sejtek kiillonbozé anyagokra.
A sejtek differencidlodasaval elobb nd, majd csokken az ATP alkalmazasaval kivalthatéd
vélaszok nagysaga. Az acetilkolin, illetve a K'-depolarizacio hatasara kialakuld tranziensek
esetében viszont folyamatos a ndvekedés. Utobbi jelenség egyik lehetséges magyardzata,
hogy a vazizomsejtek fejlodése soran az izomsejtek membranpotencidlja egyre negativabb
lesz, a membran depolarizacidjanak hatasara megnyilo fesziiltségfliggd ioncsatornak nagyobb
mértékli kationbearamlast idéznek eld. Masik fontos megallapitas, hogy a differencialodas
elérehaladtaval a sarcoplasmaticus reticulum is egyre fejlettebb lesz, melynek hatasara né az
intracellularisan raktarozhaté Ca®>" mennyisége, aminek fontos szerepe lehet a sejten beliili
Ca”"-koncentraciot noveld mechanizmusokban.

Az ATP a vazizom embrionalis fejlédésében csakigy, mint a sériilések utani
regeneracids folyamatokban, valdsziniileg nagyon fontos szerepet tolt be. A fejléddés korai
szakaszaban egyes sejtfolyamatok beinditasahoz, illetve a génexpressziot szabalyozd
elengedhetetlen. Az acetilkolin ilyen irdnyu szerepe ezzel szemben korlatozott, hiszen az
embrionalisan fejlddd izomsejteknek kezdetben még nincs motoneuronos beidegzése, tehat a
sejtekbe, bar rendelkeznek nikotin-tipusu acetilkolin receptorokkal, acetilkolin hidnydban nem
torténik Ca”’-belépés. Felndtt egyedekben a motoros véglemez teriiletén felszabaduld

acetilkolin hat4sa lokalis, mert a neuromuscularis junctioban jelen levd acetilkolin-észteraz
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enzim, mely a szervezet egyik legnagyobb aktivitassal rendelkezé enzime, nagyon gyorsan és
hatékonyan bontja a neurotranszmittert, amely igy nem képes eldiffundalni a szinapszis

kozvetlen kozelébdl, igy hatdsa a fejlodd izomsejteken nem jelentkezik.

Egér tenyésztett vazizomsejtek

Az ATP-vel kivalthatdo kalciumtranziensek a human izomsejtekhez hasonld mddon
korfliggést mutattak. A kalciumtranziensekbdl szamitott fluxus kétfazist, egy nagy
amplitadoju, korai fazist, melynek kinetikdja a K'-depolarizacié altal aktivalt fluxushoz
hasonlit, egy lassabban kialakul6, fenntartott komponens kovet. Ez a kinetika az 5-10 magva
sejtek esetében mar a tranzienseken is megfigyelheté volt. ATP ismételt adagolasa a
kalciumtranziensek amplitidojanak, valamint a fluxus gyors komponensének jelentOs
csOkkenését okozza. A gyors komponens elsdsorban a P2X receptorok aktivacigjatol és az azt
kovetd depolarizaciotol fiigg, mig a lassabb, fenntartott fluxusszakasz kialakitasaért
valdsziniileg a P2Y receptorok feleldsek.

Megvizsgaltuk az ATP altal kivaltott aramokat is. Méréseink szerint ezek nem szelektiv
kationdramok, melyek nagysaga korfiiggést mutat. ATP ismételt adagoldsdnak hatasara az
aram amplitidoja nem csokkent jelentdsen. A membranpotencidl a differencidltabb alakokon
egyre negativabb értékeket vesz fel. Ezzel parhuzamosan az ATP hatasara bekovetkezo

membranpotencialvaltozas egyre kevésbé jelentds.

A fluxust létrehozé kalciumionok eredete

A sejt intracellularis terébe belépd kalcium szarmazhat az extracellularis térbol, a P2X
receptoron, mint ionotrop receptoron, vagy fesziiltségérzékeny kalciumcsatorndkon keresztiil,
valamint felszabadulhat a bels6 raktarakbol, foként az SR-bdl, fesziiltség- és/vagy kalcium-
indukalt kalciumfelszabadulés révén.

ATP alkalmazasa az 5-10 maggal rendelkez0 myotubulusokon nagy, befel¢ irdnyuld
aramokat és ezzel egyidejiileg depolarizaciot okozott. Ez a depolarizacio (20 mV) elegendd
volt ahhoz, hogy akcios potencialt valtson ki a sejteken, igy aktivalva a fesziiltségfliggd T- és
L-tipust kalcium aramokat. Ezek a folyamatok magyarazhatjdk az ATP adast kovetd, nagy
kalciumfluxust. Masrészt viszont a T-tipust kalcium aramok gyorsan inaktivalodnak, s még a
lassabb, L-tipusti aramok is teljesen megszinnek néhany madasodperc alatt. Mivel a
fesziiltségérzékeny folyamatok inaktivacidja izomrostokon kevesebb, mint 10 masodpercen
beliil bekdvetkezik, a fluxus fenntartott komponense, mely hosszan, az ATP adagolasa alatt

végig megmarad, a fesziiltségfiiggd folyamatokkal nem magyarazhaté. Erett izomesovekben
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ezzel szemben negativabb a membranpotencial, az ATP alkalmazasaval kivalthato
depolarizacio pedig joval kisebb (4 mV), igy az feltehetéen nem elegendd a fesziiltségfiiggd
folyamatok aktivalasdhoz. Valoszinlinek tlinik tehat, hogy az ATP Aaltal kivaltott
kalciumfluxus fenntartott komponenséért a szer alkalmazéasanak ideje alatt folyamatosan
nyitott allapotban levé P2X receptorokon keresztiil megvaldsulo kalciumbearamlés, vagy egy
P2X receptortdl fiiggetlen mechanizmus a felelds. Immoncitokémiai modszerrel sikeriilt
kimutatnunk a P2X; receptort, melyrél kordbban leirtak, hogy ATP aktivalas alatt,
folyamatosan nyitott allapotban van, rajta keresztiil konstans é&ram folyik. Sikeriilt
kimutattatnunk egyes P2Y receptorok jelenlétét is. Mivel kisérleteink soran bebizonyitottuk,
hogy az ATP altal kivaltott kalciumtranziensek €s a beldliik szamitott fluxusok gatolhatok
suraminnal, ami a P2Y receptorok gatloszere, ez megerdsitette azon feltételezésiinket,
miszerint a fluxus fenntartott komponensének hozzavetdleg 80%-aért a P2Y receptorok

aktivacigja és igy az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulés a felelds.

Az ATP altal kivaltott kalcium fluxus idobelisége

Az extracellularisan alkalmazott ATP hatdsa a P2X receptorokon altalaban rovid ideig
tart. A P2X; és P2X3 receptor gyorsan, mig a P2X, és a P2X, altipusok lassan
deszenzitizalodnak. Raadasul az ATP-t gyorsan lebontjadk az extracellularisan mindenhol
eléforduld exonukleotidazok.

Tekintettel arra, hogy az Iarp amplitiddja nem véltozik jelentdsen az ATP adagolas
alatt, a fluxus korai csokkenése nem magyarazhaté a P2X receptor deszenzitizacidjaval.
Masrészt viszont ramutattunk, hogy a fluxus csucskomponensét teljesen megsziintette a
hosszu ideig tartd depolarizacio. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy ezt a komponenst a
felszini membranon keresztiil belépd, valamint az SR-bdl felszabaduld kalciumionok hozzak
létre. A hosszu ideig nyitva levé P2X receptorok azonban elnytjtott depolarizaciot is
okoznak, ami mind a T-, mind L-tipusi aramokat inaktivalja. Hasonléképpen a tartos
depolarizacio a DHPR-ok, mint fesziiltség szenzorok inaktivacigjat is eldidézi. Ez az SR-bol
torténd kalciumfelszabadulds megsziinéséhez vezet. Ezen folyamatok egyiittese a kezdeti
kalciumfluxus gyors, néhany masodperc alatt bekdvetkezé csokkenését eredményezi, ami
Osszhangban all a megfigyeléseinkkel.

Az, hogy az ATP adagolas hatdsara megjelend, tranziens csucs eltlinik a
differencidlodas késéi fazisaban, az eldbbiek alapjan két dologgal magyarazhato. A
fejlédéssel parhuzamosan, a P2X receptorok altal okozott depolarizacié egyre kisebb lesz,

mig a sejtek nyugalmi membranpotencialja hiperpolarizaltabb értékeket vesz fel. Az ATP
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tehat ezeken a sejtalakokon nem képes akcios potencialt kivaltani, igy csak az ionotrop P2X
receptorokon keresztiil folyamatosan bedramlé kalcium, az éaltala okozott, intracelluldris
raktarakbol torténd, kalcium aktivalt kalciumfelszabadulds valamint a P2Y receptorok

aktivacidja okozhat intracellularis kalciumkoncentracié novekedést.

Purinoreceptor altipusok tenyésztett vazizomsejteken

Vézizomsejteken tobb P2X receptorok jelenlétét mutattdk mar ki, igy a P2X;, P2X,,
P2Xs ¢és P2X, altipust. Kimutattak egy embrionalis fejlédéssel Osszefliggd expresszios
mintdzatot is, melynek sordn a P2Xs receptor jelenik meg eldszor, majd a P2Xs és végiil a
P2X, altipusok. Kisérleteinkben egér primer izomtenyészetben, harom P2X receptor altipust
sikeriilt kimutatnunk a P2X;, P2X4 és P2X7-t. A P2X, receptort nem sikeriilt kimutatnunk,
ami Osszhangban 4all korabbi megéllapitdsokkal, miszerint ez az altipus csak a késéi
differencialodas szakaszaban jelenik meg.

A P2X4 és P2X; altipusok jelenlétét vazizmokon eddig még nem irtdk le, csak
simaizmokban. Ugy gondoljuk, hogy az eltérést a fajok, a tenyésztett és az izolalt sejtek kozti
kiilonbozéség okozhatta. Az altalunk megfigyelt Iorp kinetikédja, a hosszu ideig fenmarado,
nagy amplitdddju dram a P2X; receptorra jellemzd. A kisérletinkben meghataroztuk a
kotohelyek szamat tiikr6z6 Hill-koefficiens értékét, és az kettéhoz kozeli értéknek adodott
(n=1,66). Ez 6sszhangban all azzal a korabbi megallapitassal, miszerint az ATP két helyen
kotdédik a receptordhoz.

Egérben a P2Y,, P2Y; és a P2Y}, receptorok jelen vannak az embrionalis fejlédés alatt,
expressziods szintjik folyamatosan valtozik, €s a sziiletés utdn mindhdrom receptor altipus
down-regulalodik. Immuncitokémiailag mindharom receptort sikeriilt kimutatnunk egér

tenyésztett vazizomsejteken, bar a P2Y; receptor expresszidjat alacsonynak talaltuk.

PKC izoformak jelenléte proliferalo és differencialodé myotubulusokban

Korabbi tanulmanyok mar szamot adtak arrél, hogy a PKC izoenzimcsalad szamos tagja
megtalalhato vazizomsejtekben. Kisérleteinkben a klasszikus €s ujtipust izoenzimek koziil a
PKCa, B, €, és n jelenlétét mutattuk ki.

A PKC izoformak és expresszios mintazatuk szamos sejttipusban igy vazizomsejtekben

s

crer

korai, mind késdi szakaszdban kimutathaté volt. Az ATP kezelés hatdsara, a PKCa szintje
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lecsokken, ezzel egyidoben a sejtosztodas liteme lelassul. A kontroll koriilmények kozott
tenyésztett, differencialt izomsejtekre jellemzd a PKCp potty6zott magfestddése. ATP kezelés
hatdsdra ez a mintdzat mar a két napos tenyészetek sejtjein megfigyelhetd volt. Ezek a

megfigyelések arra utalnak, hogy az ATP, a P2Y receptorok aktivalasaval, a PI itvonalon

crer

Kalciumfelszabadulasi események timol jelenlétében

A timol 30 uM koncentracidoban ndvelte az elemi kalciumfelszabaduldsi események
frekvencigjat, 0,0587-rél 0,0654- s'sarcomer’'re. Ez az eredmény 0Osszhangban van az
atvagott rostokon mért kalciumfelszabadulas valtozasaval, illetve az izolalt RYR megnyilasi
valoszinliségének megnovekedésével. Tovabba az ,,ember”-0k relativ aranya a frekvencianal
is jobban nd. Magasabb koncentricioban a timol a legtobb esetben egy nagymértékii
kalciumfelszabadulast okoz. 150 uM timol jelenlétében az események frekvenciaja lecsokken,
mig az ,ember’-0k relativ eléfordulasa né. A ,spark”-ok és az ,,ember’-0k amplitiddja
csokken, amit magyarazhat, hogy a timol fokozza a nyugalmi kalciumkilépést a raktarbol. Az
amplitudo csokkenésével parhuzamosan nd a TTP és az események hossza.

150 pM koncentracioban a timol hosszi események megjelenését idézi eld. Ezek
allando fluoreszcenciaértéket és egyforma térbeli kiterjedést mutatnak, ami arra utal, hogy a
felszabaduldé kalcium mennyisége egyensulyt tart a diffuzioval és a kalciumionok
megkotddésével. Tekintettel arra, hogy a kontroll koriilmények kozott mért ,,ember”-6k
atlagos amplitudoja 1ényegében megegyezik a timol jelenlétében rogzitett hosszii események
atlagos amplitaddival, valoészintlisithetd, hogy ezek az események jelentik a
kalciumfelszabadulas elemi egységét. Ez azt jelenti, hogy az ,.ember” vagy egy csatorna
nyilasat-zarodasat, vagy tobb csatorna szinkronizalt kapuzésat jeleniti meg.

Ha az ,ember” egy csatorna megnyilasa altal létrehozott elemi esemény, a ,,spark”
kialakitasaért 20-30 csatorna egyidejii megnyilasa lehet a felelés. Ha pedig az ,,ember”-t tobb
csatorna egyiittes megnyildsa okozza, egy ,spark” létrehozasaban akar 100 csatorna

megnyilasa is részt vehet.
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Osszefoglalas

Kisérleteink célja a tenyésztett vazizomsejtek kalciumhomeosztazisdnak, valamint a
kalciumfelszabadulas hatterében all6 elemi eseményeknek a vizsgalata volt.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy az ATP megemeli az [Ca®Jic szintjét mind humén,
mind egér tenyésztett vazizomsejteken. A tranziensek vagy lassu, monoton emelkedést
mutattak, vagy kétfazistiak voltak, ahol az elsd, gyorsan kialakulé komponenst egy lassabb,
masodik  kalciumbearamlas kovette. A kalciumtranziensek amplitidoja a sejtek
differencidlodasanak elérehaladtdval kezdetben nédtt. Az emelkedés az 5-10 magvu
izomcsovek stadiumaban érte el a maximumat, majd az amplitidok csdkkenni kezdtek. Ezzel
szemben a K-depolarizacioval, acetilkolinnal, valamint koffeinnel kivalthato valaszok
nagysaga a sejtek differencidlodasaval parhuzamosan nétt. Ez egyrészt a fesziiltségfliiggd
folyamatok kiépiilésével, €s a nyugalmi membranpotencial hiperpolarizaltabb iranyba torténd
megvaltozasaval illetve az intracellularis raktarak fejlédésével magyarazhatd, masrészrol a
receptorok szaménak differencialodas alatti csokkenése is megfigyelheto.

Az ATP adagolasaval deszenzitizaciét nem mutatd, befelé iranyuld aramot lehetett
kivaltani. Az aramgorbék felszallo szara igen meredek, az aram maximumat koriilbeliil 300
ms alatt éri el. Az ATP hatasait nem befolyésolta a nAchR antagonista d-tubokurarin, ami azt
igazolta, hogy az ATP nem a nikotin-tipusu acetilkolin receptoron keresztiil hat, hanem egy
ionotrép purinoreceptor aktivalodasat idézi eld. A depolarizacio, a fesziiltségfiiggd csatornak
gatlasa, valamint a kiilsé kalcium eltdvolitdsa foként az ATP alkalmazasaval kivalthato
fluxusok gyors komponensét csokkentette. A  purinoreceptorokat gatld suramin
koncentraciofiiggd modon csokkentette az ATP alkalmazéasaval kivalthato valaszokat. Ezzel
Osszhangban mind P2X, mind P2Y purinoreceptorok jelenlétét sikeriilt immuncitokémiai
modszerekkel is kimutatni. Az ATP hosszantarté alkalmazasa a tenyésztett vazizomsejtek
valdsziniileg a PKC rendszeren keresztiil, a foszfatidil-inozitol jelatviteli titvonalon keresztiil
valosul meg.

Kisérleteinkben sikeriilt meghatarozni az egész sejtre kiterjedd kalciumfelszabadulasok
hatterében 4ll6, elemi kalciumfelszabaduldsi események jellemzd paramétereit emlds
vazizomban. Kimutattuk, hogy a timol megvaltoztatja ezeket a paramétereket, ndveli az
események eléfordulasi valdszinliségét, csokkenti az amplitudot €s a térbeli kiterjedést, de az
események idétartamat megnyujtja. Kis koncentracioban alkalmazva a szert az események

megoszlasa is megvaltozik, az ,,ember”-0k és az Osszetett események gyakrabban fordulnak
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eld, mint kontroll koriilmények kozott. Nagy koncentracidban alkalmazva a timol tobb szaz
szekundum hosszl elemi kalciumfelszabaduldsokat idéz eld.
Ezek az eredmények hozzdjarulhatnak a vazizomsejtek kalciumhomeosztazisanak jobb

megismeréséhez.
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