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A ß receptor adenilcikláz enzim vizsgálatára különösen alkalmas objek-
tumok a szövettenyészetek. Ilyen rendszereknél nem kell számolnunk isme-
retlen idegi és humorális hatásokkal, melyek a válaszreakciót megváltoz-
tatnák. Sok esetben módunk van tiszta tenyészettel dolgozni, amely kizárólag 
egyetlen sejtféleséget tartalmaz. Komoly jelentősége van ennek a receptor-
kutatásban is, ahol az azonos ingerre adott válaszreakció elsősorban magától 
a sejttől függ. A kutatók élnek is a szövettenyészet adta lehetőségekkel, 
amint azt számtalan kísérleti adat mutatja. 

Az adenilcikláz enzim működésének vizsgálatára igen egyszerű modell-
rendszerek a fibroblaszt sejtvonalak. Sok más sejthez hasonlóan a fibro-
hlasztok is tartalmaznak katekolaminnal aktiválható adenilciklázt; ß receptor 
blokkoló szerek jelenlétében az aktiválás nem jön létre (15, 16, 17), az enzim 
prosztaglandin E^yel is aktiválható (20, 21). A fibroblasztok adenozin 
3'-5'-ciklikus monofoszfát (cAMP) tartalma függ a tenyészetben a populációs 
denzitástól, azzal párhuzamosan nő. Az igen nagy sejtsűrűségnél fellépő 
növekedési kontakt gátlásért is a magas cAMP szint felelős (28). Saját kísér-
leteinkben (19) kimutattuk, hogy a cAMP szint emelkedése szerepet játszik 
a sejtmozgás kontakt gátlásának létrejöttében is. Alacsony populációs sűrű-
ségű L-sejt kultúrákhoz adott 5 X 10~5M izoproterenol (továbbiakban IP) 
szignifikánsan csökkenti a sejtmozgást; a fellépő kontakt gátlást ß blokkoló 
dikloroizoproterenol (továbbiakban DCI) azonos koncentrációban kivédi. 
Feltételezzük, hogy a sejt-sejt kölcsönhatások közvetítésében a ß receptor— 
adenilcikláz rendszer szerepet já tszhat . 

A szövettenyészetek alkalmasak olyan bonyolult szervek adenilcikláz 
rendszerének vizsgálatára is, mint az agy vagy a szív. Különböző módszerek-
kel nyert és különböző tisztasági fokú tenyészeteken számos vizsgálat történt; 
az eredményekből a receptorok működésének molekuláris mechanizmusára 
próbálnak következtetni. 

A szervekből sejtdisszociálással nyerhetők a primer tenyészetek, melyek 
meglehetősen komplex rendszerek, egymás mellett megtalálhatók bennük a 
szövet összes sejtféleségei. Előnyük, hogy így lehetőségünk van a sejteket 
kölcsönös kapcsolataikban vizsgálni. Még egy fontos tulajdonságuk, mely 
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a kutatómunka szempontjából előnyös, hogy a tenyészet indításának pilla-
natától állandóan fejlődnek, differenciálódnak, szerveződnek és így a jelen-
ségeket fejlődésükben tanulmányozhatjuk az ilyen objektumokon. 

A rendszert egyszerűsíthetjük, ha a tenyészet indításakor sejtszepa-
rálást végzünk; így egyetlen sejtféleséget tartalmazó tiszta tenyészetet nyer-
hetünk. A primer tenyészetekkel azonban technikailag meglehetősen nehézkes 
dolgozni, mivel minden alkalommal ú j ra kell indítani őket. Ezért előszeretettel 
dolgoznak klónolt sejtvonalakon, amelyek sejtjei viszonylag állandó tulajdon-
ságokkal rendelkeznek, jól passzálhatók és gyakran korlátlan ideig fenntart-
hatók. Ilyen sejtvonalat leginkább tumoros szövetekből szoktak indítani. 
Ennek hátránya, hogy a tumoros sejtek sokszor éppen az adenilcikláz enzim 
működésének tekintetében térnek el a normál sejtektől. Kimuta t ták (39), 
hogy a tumorsejtek cAMP tartalma különbözik a normál sejtekétől és ez 
összefügg a malignitás fokával is. Technikai előnyei miatt mégis sok vizsgálat 
történt ilyen sejtvonalakon. Különösen részletesen vizsgáltak egy egér szim-
patikus ganglion tumorból izolált neuroblasztóma sejtvonalat (1), melynek 
sejtjei bizonyos körülmények között a neuronokhoz hasonló tulajdonságokat 
mutatnak. S C H U B E R T és munkatársai ( 2 9 , 30, 31, 32) dibutiril cAMP keze-
léssel, vagyis az endogén cAMP szint emelésével morfológiai differenciálódást 
tudtak kiváltani ezekben a sejtekben, amelyet számos biokémiai paraméter 
változása is követ: neuronokra jellemző enzimek megjelennek, illetve akti-
vitásuk megnő (18, 29, 30, 31); az adenilcikláz enzim prosztaglandin Et-gyel 
aktiválható (33, 29); elektromos, illetve kémiai ingerrel akciós potenciál 
indukálható (3, 4, 25, 26, 27). A neuroblasztóma kultúrákon kapot t ered-
mények azonban csak komoly megszorításokkal adnak információt a neuronok 
működésére. 

Számos vizsgálat történt glia sejtvonalakon is. Ezeket leggyakrabban 
asztrocitóma és glioblasztóma tumorokból izolálják, de normál sejtpopu-
lációból is nyerhetők. A gliasejtek adenilcikláz enzimje katekolaminokkal 
aktiválható, epinefrin, norepinefrin, izoproterenol csökkenő mértékben emeli 
a cAMP szintet, a hatás ß blokkoló szerekkel kivédhető (5, 34). Prosztaglandin 
E j szintén aktiváló hatású, foszfordieszteráz enzim gátló teofillin tovább 
fokozza a cAMP akkumulációt a gliasejtekben (8). G I L M A N és N I E R E N B E R G (8) 
szerint a gliasejtek adenilcikláz enzimjének a neuron-glia kommunikációban 
van szerepe, neuron eredetű anyagok hatásukat a gliasejtek cikláz-receptorán 
keresztül fejthetik ki. 

Mint említettem, a fenti rendszereknél komplexebb, de ennek meg-
felelően jobb modellrendszereknek látszanak a neuroglia primer tenyészetek, 
ahol idegsejtek és gliasejtek kölcsönhatásukban és fejlődésükben vizsgál-
hatók. Primer tenyészetet leginkább embrionális szövetekből szoktak készíteni 
és előszeretettel alkalmazzák a csirkeembriót mint objektumot, de történtek 
vizsgálatok emlős szövetekből is. A csirkeembrió neuroglia tenyészet in vitro 
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morfológiai differenciálódását S E N S E N B R E N N E R és munkatársai (2, 35) rész-
letesen leírták. Patkányembrió agytenyészetben G I L M A N és S C H R I E B (9) az 
adenilcikláz tulajdonságait vizsgálták: az enzimet izoproterenol-aktiválhatónak 
találták, az aktiválást dikloroizoproterenol kivédte. Prosztaglandin Ej szintén 
aktiválta az enzimet. Megfigyelték, hogy a kapott cAMP szint emelkedés a 
tenyésztési idővel fokozatosan nőtt. Feltételezik, hogy a neuroglia primer 
tenyészet alkalmas modellrendszer az idegsejtek és gliasejtek adenilcikláz 
rendszerének vizsgálatára. 

Hasonlóképpen jó modellrendszernek találták a szívizomműködés vizs-
gálatára az embrionális szívizomból indított primer kultúrákat, amelyek egye-
dileg pulzáló mioblasztokat tartalmaznak. Ezekből viszonylag egyszerű mód-
szerekkel eltávolíthatók a fibroblasztok és így tiszta, csak mioblasztokat 
tartalmazó tenyészetek készíthetők. Csirke és patkányembrióból nyert tenyé-
szetek in vitro morfológiai differenciálódását — szerveződését részletesen 
vizsgálta több munkacsoport is (10, 11, 12, 13, 14, 40). Elektrofiziológiai-, és 
membrántulajdonságok szempontjából S P E R E L A K I S és munkatársai ( 2 3 , 2 4 , 

36, 37, 38) vizsgálták a mioblaszt kultúrákat . Megállapították, hogy az in 
situ vagy átáramoltatott szíven megismert farmakológiai hatások ezen a 
rendszeren is kimérhetők. 

Kísérleteinkben csirkeembrió neuroglia és mioblaszt tenyészeteket vizs-
gáltunk és arra szerettünk volna választ kapni, hogy a jól követhető in vitro 
morfológiai differenciálódás együtt jár-e valamilyen változással az adenil-
cikláz enzim hormon-érzékenységében. 

A c i k l i kus A M P ta r t a l om v i zsgá la ta d i f fe renc iá lódó 
szövet tenyészetekben 

Primer tenyészeteket készítettünk 8 és 11 napos csirkeembrió előagy -
féltekékből és szívkamrákból sejtdisszociálással M A R K és S T R A S S E R (22) módo-
sított módszere alapján. Kálcium-magnézium mentes Hank-oldatban oldott 
0,05%-os tripszint (Difco) alkalmaztunk, 37°-on 2—3 X 5 perces tripszinezést 
végeztünk, minden lépésben jéghideg borjúsavóval állítottuk le az emésztést. 
A frakciókat egyesítettük, centrifugáltuk, Ca2+—Mg2+ mentes Hank-oldattal 
mostuk a sejteket, majd szélesztettük plasztik tenyésztőedényekbe 80 — 100 000 
sejt/cm2 denzitásban. A tenyésztéshez Eagle minimal médiumot (Difco) hasz-
náltunk, amelyet a szívizom tenyészeteknél 10%, az előagy tenyészeteknél 
20% embrionális borjúsavóval (Flow) egészítettünk ki. A szívizom tenyésze-
tekből 90 perces előülepítéssel szeparáltuk a fibroblasztokat. Az előagy tenyé-
szetek a teljes sejtpopulációt tartalmazták. 5 % C02-ot tartalmazó levegővel 
áramoltatott inkubátorban 24, 48, 72 óráig, vagy hosszabb ideig tenyész-
tet tük a sejteket. 
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A tenyészetek morfológiai differenciálódását az 1—3 számú (szív) és 
4—6. számú (előagy) ábrák mutat ják. A szeparált mioblasztok már 1 órával 
a tenyésztés u t á n pulzálni kezdenek, 24 órás tenyészetben (1. ábra) a sej tek 
kör alakúak, külön állnak és egyedi frekvenciával dobognak. 48 óra múlva 
(2. ábra) differenciált alakot mutatnak, kezdenek kinyúlni és ún. pulzáló 
centrumokba gyülekeznek, melyben a sejtek szinkron vernek. Idősebb tenyé-
szetben fokozatosan kialakulnak a fuzionált sokmagvú izomelemek, folyamatos 
sejtréteget képeznek, amely egységesen pulzál (3. ábra, 8 napos tenyészet). 
Az előagy tenyészetekben a sejtek csoportokba agggregálódva ülepednek ki, 
24 óra múlva (4. ábra) kezdenek kivándorolni a gliasejtek és kinyúlnak a 
neuronok nyúlványai, 48 órás tenyészetben (5. ábra) kezd létrejönni a glia-
sejtek összefüggő rétege, melynek tetején alkotnak hálózatot a neuronok 
(6. ábra, 8 napos tenyészet). 

A hormonérzékenység tesztelésére párhuzamosan ké t rendszert alkal-
maztunk: a szívizomsejtek pulzálás frekvenciájának változását, valamint a 
szív és előagy tenyészetek cAMP tar ta lmának mérését G I L M A N módszerével 
(7) a jelzett cAMP hígulása alapján. A vizsgált hormonok L-norepinefrin 
(továbbiakban NE) és néhány esetben D,L-izoproterenol ( IPNE) 1—5 X 10" 10 

M koncentráció tar tományban. Megvizsgáltuk egy ß blokkolószer, a D,L 
propranolol (PR) hatását is a hormonnal azonos koncentrációban. Ezeket az 
anyagokat a szívizomsejtek pulzálás frekvenciájának mérésénél közvetlenül 
a tápoldatba te t tük. A cAMP tartalom mérésénél az inkubáicós elegy egy 
Ca-mentes izozmotikus oldat volt, az inkubációs idő 10 perc, PR előkezelésnél 
5 —(- 10 perc, 37°-on 5% C02-dal áramoltatot t inkubátorban. 

A szövettenyészetek mioblasztjainak pulzálás frekvenciája igen köny-
nyen mérhető mikroszkóp alat t ; egyszerű és érzékeny módszer hormonok 
és drogok kronotróp és inotróp hatásainak kimutatására. Ez a rendszer kínál-
kozott gyors kontrollnak, hogy megállapíthassuk, tenyészetünk érzékeny-e a 
hormonokra, alkalmas-e az objektum arra , hogy a cAMP szint változásait 
teszteljük, hogy milyen koncentrációtartomány és inkubációs idő a leg-
optimálisabb. 

Katekolaminok frekvencianövelő ha tásá t csirkeembrió mioblasztokra 
E R T E L és munkatársai (6) í r ták le, pa tkány mioblasztokra W O L L E N B E R G E R 

és H A L L E ( 1 1 , 1 2 , 40).Eredményeikkel összhangban azt talál tuk, hogy 1 — 5 X 

X 10"10 M L-NE beadását követően azonnal jelentkezik a pozitív inotróp 
hatás. A reakció időbeli lefolyását a 7. ábra mutatja. A frekvencia válto-
zását az alapfrekvencia százalékában a d t u k meg, önkontrollt alkalmazva. 
Minden pont 2 0 — 3 0 sejten mért érték át laga. Az ábráról leolvasható, hogy 
a frekvencianövekedés 10 perc múlva éri el a maximumát, és 20 perc múlva 
már közelít az alapértékhez. Ez ellentétben van E R T E L és munkatársainak (6) 
eredményeivel, akik mindaddig magasnak találták a pulzálás frekvenciát , 
amíg a hormon jelen volt a tenyészetben. A hatásos koncentráció t a r t o m á n y 
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4-5% 
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7. ábra. Szívizom sejtek pulzálás-frekvenciájának változása — О — = L-norepinefrin(NE), 
— • — = D, L-propranolol ( P R ) és — # — = D, L-PR -f- L - N E együttes hatására a beadás-

tól számított idő függvényében 

igen szűk: 1—5 X 10 - 1 0 M; 10~9M L-NE már túl sok és a sejtek tetanuszban 
megállnak, 10~nM pedig már nem befolyásolja lényegesen a frekvencia értékét. 
A jelzett koncentráció tartományban kapott változások szignifikánsak, a 
NE hatására 10 perc alatt 33,8 i 4,6%-kal emelkedett a pulzálások gyako-
risága. A ß blokkoló PR azonos koncentrációban érdekes módon jelentősen 
csökkentette a pulzálás frekvencia értékét 5 perc alatt 31,2 ^ 7,1%-kal, a 
negatív inotróp és gyakran kronotróp hatást 10 perc múlva adott L-NE 
még kétszeres koncentrációban sem tudta megszüntetni (10 perccel később 
16,5 i 2,9%-kal alacsonyabb a kontrolinál). 

A kimért frekvenciaváltozások függetlenek az embrió korától és a 
tenyésztési időtől. 

A cAMP tartalom mérésének eredményeit szemlélteti a 8., 9. és 10. 
ábra. A 8. ábra a kezeletlen tenyészetek cAMP tartalmát muta t ja pinol-
cAMP/mg fehérje értékben kifejezve. A tenyésztési idő előrehaladtával a 
cAMP alapszintje csökkenő tendenciát mutat. A 9. és a 10. ábrán a kezelések 
hatására létrejövő változás mértékét a kontroll érték százalékában adtuk 
meg a tenyésztési idő függvényében. Minden pont 3 — 4 meghatározás átlaga. 
A 9. ábráról a szívizomtenyészetben kapott eredményeket olvashatjuk le. 
10~10M L-NE 10 perces kezelés alatt jelentősen megnöveli a sejtek cAMP 
tar talmát . Az azonos hatásra kapott válaszreakció a differenciálódási folya-
mat előrehaladtával fokozatosan erősödik (24 órás: 51%, 48 órás: 194%, 
72 órás: 640%-os emelkedés). A hormonkezelés előtt 5 perccel beadott ß blok-
kolószer (10~10M D,L-PR) a megvizsgált esetekben a NE aktiváló hatását 
60—70%-kal csökkentette. A PR önmagában nem volt hatással a mioblasztok 
cAMP tartalmára. 
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24h <f8h 72h 

tenyésztési idő (óra) 

8. ábra. Tenyészetek cAMP tartalmának (pmol cAMP/mg fehérje) változása a tenyésztési idő-
vel. • = szívizom tenyészetekben, M = előagy tenyészetekben 

°L 
800-

tenyésztési idő (ога) 
9. ábra. 24, 48 illetve 72 órás szívizom tenyészetek cAMP tartalmának (pmol cAMP/mg fehérje) 
változása 1 0 - 1 0 M L-norepinefrin (NE) , 1 0 - 1 0 M D,L propranolol (PR) valamint 10- 1 0 M D,L 

PR -+ 10" l o M L - N E együttes hatására 
% 

5 00 

W 0 -

10. ábra. 24, 48 illetve 72 órás előagy tenyészetek cAMP tartalmának (pmol cAMP/mg fehérje) 
változása 10"10M L-norepinefrin (NE), 1 0 - 1 0 M D,L-propranolol (PR) valamint 10"1 0 M D,L-

PR + 10~1 0M L - N E együttes hatására 
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A fentiekhez hasonló tendencia mutatkozik a fejlődő előagytenyésze-
teknél is. Az eredményeket a 10. ábra mutatja. 10 perces NE kezelés 10_10M 
koncentrációban jelentősen megemelte a cAMP szintet, a válaszreakció mér-
téke a tenyésztési idő előrehaladtával fokozatosan nőtt (24 órás: 35% — 48 
órás: 60% — 72 órás: 80%-os emelkedés). A ß blokkoló PR önmagában is 
jelentősen megemelte a cAMP szintet. NE-nel együtt kevésbé. A válaszreakció 
fokozódó jellege itt is megmutatkozik a tenyészetek differenciálódásával pár-
huzamosan. 

A cAMP szint változásaiban nem találtunk eltérést a 8 és 11 napos 
embriókból indított tenyészetek között. Ez valószínűleg azzal magyarázható, 
hogy tenyésztéskor a sejtek mintegy „dedifferenciálódnak", egy korábbi fejlő-
dési foknak megfelelő állapotba kerülnek és ez a már kialakult különbségeket 
megszünteti. Ezt az elképzelést SPERELAKIS és munkatársainak (23, 24, 36) 
eredményei vetik fel, akik kimutat ták, hogy pulzáló szívizomtenyészetek 
cAMP tartalma a fiatalabb embriószívével egyezik meg. Ugyancsak fiatalabb-
nak megfelelő állapotba kerül vissza a Na-K transzport mechanizmusa. 

Eredményeink alapján úgy látszik, hogy az embrionális eredetű, in 
vitro differenciálódó kultúrák morfológiai változásával párhuzamosan meg-
változik a ß receptor—adenilcikláz rendszer hormon-aktiválhatósága is; a 
fejlődéssel párhuzamosan az azonos ingerre kapot t válaszreakció mértéke 
fokozódó tendenciát muta t . 
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