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A B receptor adenilciklaz enzim vizsgalatara kiilonosen alkalmas objek-
tumok a szovettenyészetek. Ilyen rendszereknél nem kell szimolnunk isme-
retlen idegi és humoralis hatasokkal, melyek a valaszreakciét megvaltoz-
tatnak. Sok esetben médunk van tiszta tenyészettel dolgozni, amely kizarélag
egyetlen sejtféleséget tartalmaz. Komoly jelentGsége van ennek a receptor-
kutatasban is, ahol az azonos ingerre adott valaszreakecié elsGsorban magatél
a sejtt6l fiigg. A kutaték élnek is a szdvettenyészet adta lehetdségekkel,
amint azt szdmtalan kisérleti adat mutatja.

Az adenilciklaz enzim mikoédésének vizsgalatara igen egyszerl modell-
rendszerek a fibroblaszt sejtvonalak. Sok mas sejthez hasonléan a fibro-
blasztok is tartalmaznak katekolaminnal aktivalhaté adenilciklazt; g receptor
blokkol6 szerek jelenlétében az aktivalas nem jon létre (15, 16, 17), az enzim
prosztaglandin E -el is aktivalhaté (20, 21). A fibroblasztok adenozin
3’-5’-ciklikus monofoszfat (cAMP) tartalma fiigg a tenyészethen a populaciés
denzitastél, azzal péarhuzamosan né. Az igen nagy sejtslirliségnél felléps
novekedési kontakt gatlasért is a magas cAMP szint felel§s (28). Sajat kisér-
leteinkben (19) kimutattuk, hogy a cAMP szint emelkedése szerepet jatszik
a sejtmozgas kontakt gatlasanak létrejottében is. Alacsony populaciés siiri-
ségti L-sejt kultirakhoz adott 5 X 107°M izoproterenol (tovabbiakban IP)
szignifikansan csékkenti a sejtmozgast; a fellépé kontakt gatlast § blokkolé
dikloroizoproterenol (tovabbiakban DCI) azonos koncentraciéban kivédi.
Feltételezziik, hogy a sejt-sejt kolesonhatasok kozvetitésében a f receptor—
adenilciklaz rendszer szerepet jatszhat.

A szdvettenyészetek alkalmasak olyan bonyolult szervek adenilciklaz
rendszerének vizsgalatara is, mint az agy vagy a sziv. Kiilonb6z6 médszerek-
kel nyert és kiilonb6zd tisztasagi foku tenyészeteken szdmos vizsgalat tortént;
az eredményekbdl a receptorok miikédésének molekularis mechanizmusara
prébalnak kivetkeztetni.

A szervekbdl sejtdisszocialassal nyerhetSk a primer tenyészetek, melyek
meglehetdsen komplex rendszerek, egymas mellett megtalalhaték benniik a
szovet Osszes sejtféleségei. Elonyiik, hogy igy lehetdségiink van a sejteket
kolesonéds kapesolataikban vizsgalni. Még egy fontos tulajdonsiguk, mely
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a kutatémunka szempontjabél eldnyos, hogy a tenyészet inditasanak pilla-
natatél allandéan fejlédnek, differencialédnak, szervezddnek és igy a jelen-
ségeket fejlodésiikben tanulminyozhatjuk az ilyen objektumokon.

A rendszert egyszertsithetjiik, ha a tenyészet inditasakor sejtszepa-
ralast végziink; igy egyetlen sejtféleséget tartalmazé tiszsta tenyészetet nyer-
hetiink. A primer tenyészetekkel azonban technikailag meglehet8sen nehézkes
dolgozni, mivel minden alkalommal tjra kell inditani Sket. Ezért el&szeretettel
dolgoznak klonolt sejtvonalakon, amelyek sejtjei viszonylag allandé tulajdon-
sagokkal rendelkeznek, j6l passzalhaték és gyakran korlatlan ideig fenntart-
haték. Ilyen sejtvonalat leginkdbb tumoros szévetekbdl szoktak inditani.
Ennek hatranya, hogy a tumoros sejtek sokszor éppen az adenilciklaz enzim
miikédésének tekintetében térnek el a normaél sejtektsl. Kimutattak (39),
hogy a tumorsejtek cAMP tartalma kiilonbozik a normal sejtekétdl és ez
osszefiigg a malignitas fokaval is. Technikai eldnyei miatt mégis sok vizsgalat
tortént ilyen sejtvonalakon. Kiilonosen részletesen vizsgaltak egy egér szim-
patikus ganglion tumorbdl izolalt neuroblasztéma sejtvonalat (1), melynek
sejtjei bizonyos koriilmények kozott a neuronokhoz hasonlé tulajdonsigokat
mutatnak. SCHUBERT és munkatarsai (29, 30, 31, 32) dibutiril cAMP keze-
léssel, vagyis az endogén cAMP szint emelésével morfolégiai differencialédast
tudtak kivaltani ezekben a sejtekben, amelyet szdmos biokémiai paraméter
valtozasa is kévet: neuronokra jellemz8 enzimek megjelennek, illetve akti-
vitasuk megné (18, 29, 30, 31); az adenilcikldz enzim prosztaglandin E,-gyel
aktivalhaté (33, 29); elektromos, illetve kémiai ingerrel akciés potencial
indukalhaté (3, 4, 25, 26, 27). A neuroblasztéma kultirdkon kapott ered-
mények azonban csak komoly megszoritasokkal adnak informéciét a neuronok
miitkédésére.

Szamos vizsgalat tortént glia sejtvonalakon is. Ezeket leggyakrabban
asztrocitéma és glioblasztéma tumorokbél izolaljak, de normal sejtpopu-
laciobol is nyerhet8k. A gliasejtek adenilciklaz enzimje katekolaminokkal
aktivalhaté, epinefrin, norepinefrin, izoproterenol csékkens mértékben emeli
a cAMP szintet, a hatas f blokkol6 szerekkel kivédhet§ (5, 34). Prosztaglandin
E, szintén aktivalé hatésd, foszfordieszteraz enzim gatlé teofillin tovabb
fokozza a cAMP akkumulaciét a gliasejtekben (8). GILMAN és NIERENBERG (8)
szerint a gliasejtek adenilciklaz enzimjének a neuron-glia kommunikéaciéhan
van szerepe, neuron eredetd anyagok hatasukat a gliasejtek ciklaz-receptoran
keresztiil fejthetik ki.

Mint emlitettem, a fenti rendszereknél komplexebb, de ennek meg-
felelden jobb modellrendszereknek latszanak a neuroglia primer tenyészetek,
ahol idegsejtek és gliasejtek kolcsonhatasukban és fejlddésiikben vizsgal-
haték. Primer tenyészetet leginkabb embrionalis szévetekbdl szoktak késziteni
és elGszeretettel alkalmazzék a csirkeembriét mint objektumot, de térténtek
vizsgalatok emlGs szovetekbdl is. A csirkeembrié neuroglia tenyészet in vitro
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morfolégiai differencialédasat SENSENBRENNER és munkatarsai (2, 35) rész-
letesen leirtak. Patkdnyembrié agytenyészetben GILMAN és ScHRIER (9) az
adenilciklaz tulajdonséagait vizsgaltdk: az enzimet izoproterenol-aktivalhaténak
talaltak, az aktivalast dikloroizoproterenol kivédte. Prosztaglandin E; szintén
aktivalta az enzimet. Megfigyelték, hogy a kapott cAMP szint emelkedés a
tenyésztési id6vel fokozatosan nétt. Feltételezik, hogy a neuroglia primer
tenyészet alkalmas modellrendszer az idegsejtek és gliasejtek adenilciklaz
rencszerének vizsgalatara.

Hasonléképpen j6 modellrendszernek talaltik a szivizommikodés vizs-
galatara az embrionalis szivizombdl inditott primer kultirakat, amelyek egye-
dileg pulzal6 mioblasztokat tartalmaznak. Ezekbdl viszonylag egyszerd méd-
szerekkel eltavolithaték a fibroblasztok és igy tiszta, csak mioblasztokat
tartalmazé tenyészetek készithetik. Csirke és patkinyembriéhél nyert tenyé-
szetek in wvitro morfologiai differencidlodasat — szervezddését részletesen
vizsgalta tobb munkacsoport is (10, 11, 12, 13, 14, 40). Elektrofiziologiai-, és
membrantulajdonsagok szempontjab6l SPERELAKIS és munkatarsai (23, 24,
36, 37, 38) vizsgaltak a mioblaszt kultirakat. Megallapitottak, hogy az in
situ vagy ataramoltatott sziven megismert farmakolégiai hatasok ezen a
rendszeren is kimérhetdk.

Kisérleteinkben csirkeembrié neuroglia és mioblaszt tenyészeteket vizs-
galtunk és arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy a jol kiovethets in vitro
morfolégiai differencialodas egyiitt jar-e valamilyen valtozassal az adenil-
ciklaz enzim hormon-érzékenységében.

A ciklikus AMP tartalom vizsgalata differencial6dé
szovettenyészetekben

Primer tenyészeteket készitettiink 8 és 11 napos csirkeembrié elGagy-
féltekékbol és szivkamrakbol sejtdisszocialassal MARK és STRASSER (22) médo-
sitott moédszere alapjan. Kalcium-magnézium mentes Hank-oldatban oldott
0,059;,-0s tripszint (Difco) alkalmaztunk, 37°-on 2—3 X 5 perces tripszinezést
végeztiink, minden lépésben jéghideg borjusavéval éllitottuk le az emésztést.
A frakciékat egyesitettiik, centrifugaltuk, Ca?"™—Mg?* mentes Hank-oldattal
mostuk a sejteket, majd szélesztettiik plasztik tenyésztGedényekbe 80 —100 000
sejt/cm? denzitasban. A tenyésztéshez Eagle minimal médiumot (Difco) hasz-
naltunk, amelyet a szivizom tenyészeteknél 109,, az elGagy tenyészeteknél
209, embrionalis borjisavéval (Flow) egészitettiink ki. A szivizom tenyésze-
tekbdl 90 perces eldiilepitéssel szepardltuk a fibroblasztokat. Az elGagy tenyé-
szetek a teljes sejtpopulaciét tartalmaztak. 59, CO,-ot tartalmazé levegdvel
aramoltatott inkubatorban 24, 48, 72 6raig, vagy hosszabb ideig tenyész-
tettiilk a sejteket.
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A tenyészetek morfolégiai differencialodasat az 1—3 szami (sziv) és
4—6. szamu (elagy) abrak mutatjak. A szeparalt mioblasztok mar 1 éraval
a tenyésztés utan pulzalni kezdenek, 24 6ras tenyészetben (1. abra) a sejtek
kor alakidak, kiilon allnak és egyedi frekvenciaval dobognak. 48 6ra milva
(2. abra) differencialt alakot mutatnak, kezdenek kinyidlni és dn. pulzalé
centrumokba gyiilekeznek, melyben a sejtek szinkron vernek. IdGsebb tenyé-
szetben fokozatosan kialakulnak a fuzionalt sokmagvi izomelemek, folyamatos
sejtréteget képeznek, amely egységesen pulzal (3. dbra, 8 napos tenyészet).
Az elagy tenyészetekben a sejtek csoportokba agggregalédva iilepednek ki,
24 é6ra milva (4. abra) kezdenek kivandorolni a gliasejtek és kinyilnak a
neuronok nyulvanyai, 48 6ras tenyészetben (5. abra) kezd létrejonni a glia-
sejtek Osszefliggd rétege, melynek tetején alkotnak halézatot a neuronok
(6. abra, 8 napos tenyészet).

A hormonérzékenység tesztelésére parhuzamosan két rendszert alkal-
maztunk: a szivizomsejtek pulzilas frekvenciajanak valtozasat, valamint a
sziv és eldagy tenyészetek cAMP tartalmanak mérését GILMAN médszerével
(7) a jelzett c¢AMP higulasa alapjan. A vizsgalt hormonok L-norepinefrin
(tovabbiakban NE) és néhany esetben D,L-izoproterenol (IPNE) 1—5 x 10—=1¢
M koncentracié tartomanyban. Megvizsgaltuk egy f blokkolészer, a D,L
propranolol (PR) hatasat is a hormonnal azonos koncentraciéban. Ezeket az
anyagokat a szivizomsejtek pulzalids frekvencidjanak mérésénél kozvetleniil
a tapoldatba tettiik. A cAMP tartalom mérésénél az inkubaicés elegy egy
Ca-mentes izozmotikus oldat volt, az inkubaciés idG 10 perc, PR el6kezelésnél
5 + 10 pere, 37%on 5%, CO,-dal aramoltatott inkubatorban.

A szovettenyészetek mioblasztjainak pulzalas frekvenciaja igen kony-
nyen mérhetd mikroszkép alatt; egyszerli és érzékeny mdédszer hormonok
és drogok kronotrép és inotrép hatasainak kimutatasira. Ez a rendszer kinal-
kozott gyors kontrollnak, hogy megallapithassuk, tenyészetiink érzékeny-e a
hormonokra, alkalmas-e az objektum arra, hogy a cAMP szint valtozasait
teszteljik, hogy milyen koncentriciétartomany és inkubdiciés id6 a leg-
optimalisabb.

Katekolaminok frekvencianével6 hatasat csirkeembrié mioblasztokra
ERTEL és munkatarsai (6) irtak le, patkdny mioblasztokra WOLLENBERGER
és Harre (11, 12, 40).Eredményeikkel 6sszhangban azt talaltuk, hogy 1-—5 X
% 10-1 M L-NE beadasat kévetSen azonnal jelentkezik a pozitiv inotrép
hatas. A reakecié id8beli lefolyasat a 7. abra mutatja. A frekvencia valto-
zasat az alapfrekvencia szazalékdban adtuk meg, onkontrollt alkalmazva.
Minden pont 20—30 sejten mért érték atlaga. Az abrarél leolvashaté, hogy
a frekvenciandvekedés 10 perc milva éri el a maximumat, és 20 perc milva
mar kozelit az alapértékhez. Ez ellentéthen van ERTEL és munkatérsainak (6)
eredményeivel, akik mindaddig magasnak talaltdk a pulzalas frekvenciat,
amig a hormon jelen volt a tenyészetben. A hatédsos koncentracié tartomany
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7. @bra. Szivizom sejtek pulzélas-frekvencidjanak valtozdsa — O— = L-norepinefrin(NE),
—[— = D, L-propranolol (PR) és —@ — = D, L-PR - L-NE egyiittes hatdsara a bead4s-
t6l szamitott idé fiiggvényében

igen szlik: 1—5 X 10=1°M; 10-°M L-NE mar tdl sok és a sejtek tetanuszban
megallnak, 10— 1'M pedig mar nem befolyasolja lényegesen a frekvencia értékét.
A jelzett koncentracié tartomanyban kapott valtozasok szignifikansak, a
NE hatasara 10 perc alatt 33,8 4 4,69,-kal emelkedett a pulzilasok gyako-
risaga. A f blokkol6 PR azonos koncentricioban érdekes médon jelent&sen
csokkentette a pulzalas frekvencia értékét 5 perc alatt 31,2 + 7,19,-kal, a
negativ inotrép és gyakran kronotrép hatast 10 perc milva adott L-NE
még kétszeres koncentraciéban sem tudta megsziintetni (10 perccel késGbb
16,5 + 2,99,-kal alacsonyabb a kontrollnal).

A kimért frekvenciavaltozasok fiiggetlenek az embrié koratél és a
tenyésztési 1idGtol.

A cAMP tartalom mérésének eredményeit szemlélteti a 8., 9. és 10.
abra. A 8. abra a kezeletlen tenyészetek cAMP tartalmat mutatja pmol-
cAMP/mg fehérje értékben kifejezve. A tenyésztési id6 elGrehaladtaval a
cAMP alapszintje csokkend tendenciat mutat. A 9. és a 10. abran a kezelések
hatasara létrejové valtozas mértékét a kontroll érték szazalékaban adtuk
meg a tenyésztési id6 fiiggvényében. Minden pont 3—4 meghatarozas atlaga.
A 9. abrarél a szivizomtenyészetben kapott eredményeket olvashatjuk le.
10—-1°M L-NE 10 perces kezelés alatt jelentGsen megnoveli a sejtek cAMP
tartalmat. Az azonos hatasra kapott vilaszreakcié a differencialédasi folya-
mat elGrehaladtaval fokozatosan erdsodik (24 oras: 519, 48 o6ras: 1949,
72 o6ras: 6409,-0s emelkedés). A hormonkezelés elgtt 5 perccel beadott g blok-
kolészer (10-1°M D,L-PR) a megvizsgalt esetekben a NE aktivalé hatésat
60—709%,-kal csokkentette. A PR 6nmagaban nem volt hatassal a mioblasztok
cAMP tartalméra.
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10. dbra. 24, 48 illetve 72 o6ras elgagy tenyészetek cAMP tartalménak (pmol cAMP/mg fehérje)
valtozasa 10~ 1°M L-norepinefrin (NE), 10~ 1°M D,L-propranolol (PR) valamint 10~ M D,L-
PR + 1071°M L-NE egyiittes hataséra
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A fentiekhez hasonlé tendencia mutatkozik a fejlgdé elSagytenyésze-
teknél is. Az eredményeket a 10. abra mutatja. 10 perces NE kezelés 10710M
koncentraciéban jelentdsen megemelte a cAMP szintet, a valaszreakecié mér-
téke a tenyésztési idG eldrehaladtaval fokozatosan nétt (24 6ras: 359, — 48
6ras: 609, — 72 éras: 80%,-0s emelkedés). A B blokkols6 PR énmagéiban is
jelentdsen megemelte a cAMP szintet. NE-nel egyiitt kevésbé. A valaszreakcié
fokoz6dé jellege itt is megmutatkozik a tenyészetek differencialédasaval par-
huzamosan.

A cAMP szint valtozasaiban nem talaltunk eltérést a 8 és 11 napos
embriokbdél inditott tenyészetek kozott. Ez valészintileg azzal magyarazhaté,
hogy tenyésztéskor a sejtek mintegy ,,dedifferencialédnak”, egy korabbi fejls-
dési foknak megfelels allapotba keriilnek és ez a mar kialakult kiilénbségeket
megsziinteti. Ezt az elképzelést SPERELAKIS és munkatédrsainak (23, 24, 36)
eredményei vetik fel, akik kimutattak, hogy pulzal6 szivizomtenyészetek
cAMP tartalma a fiatalabb embriészivével egyezik meg. Ugyancsak fiatalabb-
nak megfelel§ allapotba keriil vissza a Na-K transzport mechanizmusa.

Eredményeink alapjan dgy latszik, hogy az embrionalis eredetd, in
vitro differencialédé kultirak morfolégiai véltozasaval parhuzamosan meg-
valtozik a f receptor—adenilciklaz rendszer hormon-aktivalhatésaga is; a
fejlodéssel parhuzamosan az azonos ingerre kapott vélaszreakcié mértéke
fokoz6dé tendenciat mutat.
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