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1 Bevezetés

Napjainkban a sziv és érrendszeri betegségek a leggyakoribbak a daganatos
megbetegedések mellett, éppen ezért ma a vilag legjelentdsebb egészségiigyi
problémai. A sziv €s érrendszeri megbetegedések €s az altaluk okozott halélozés
legfontosabb kockdzati tényez6i a magasvérnyomas-betegség, a cukorbetegség, a
zsiranyagcsere- betegség, az elhizas, a dohanyzas és az alkoholizmus, tovabba az
egészségtelen taplalkozas, és a mozgasszegény ¢letmdod. Emellett még tobb
tényez6 iS szerepet jatszhat a kialakulasukban, pl. a genetikai faktorok. A
kardiovaszkularis betegségek elsdsorban a szivben (koszoruér-betegség,
szivinfarktus, szivelégtelenség), az agyban (4atmeneti agyi keringési zavar,
sz€lutés, stroke), a periférids érrendszerben (érsziikiiletek) és a vesében (kronikus

vesebetegség, veseelégtelenség) okoznak karosodast.

A szivelégtelenség kezelésében az elmult évtizedben bekovetkezett jelentOs
elérelépés ellenére a betegség mortalitdsa ma is igen magas, eléri vagy meg is
haladja egyes rosszindulatii daganatos betegségekét. A gyogyszeres terapidban az
elmult évtizedekben elért fejlodés ellenére (ACE-gatlok, angiotenzin receptor
blokkolok, béta-blokkolok, aldoszteron-antagonistdk) a szivelégtelenség még
mindig rossz prognozisu betegség. Ennek megfelelden a sziv és érrendszerre hato
vegyiiletek  kutatdsa, toxikoldgiai jellemzése elsddleges célpont a

gyogyszergyarak szamara.

A farmakolodgiai vizsgélatokon tal minden fejlesztésre keriild vegyiiletet meg
kell vizsgalni kardiovaszkularis mellékhatdsok szempontjabol. Erre azért van
szlikség, mert szamos gyogyszert kardiotoxikus mellékhatasa miatt vontak ki a
piacrol, mivel kidertilt, hogy szivritmus zavarhoz, vagy szivelégtelenséghez vezet

a fogyasztasuk.



A szivizomsejtek viselkedését (akcidés potencidl, ritmus generacio,
0sszehtizddés) ioncsatorndk hatarozzédk meg. Ezek az ioncsatorndk vesznek részt a
szivmikodés szabalyozasdban, a szivritmus generalasaban, az ingerilet
vezetésében, a szivizom 0OsszehUzodasaban. Ennek kovetkeztében a
szivizomsejteken talalhato ioncsatorndk farmakoldgiai €s toxikologiai vizsgalata

kiemelt jelentdséggel bir.

Szakdolgozatomhoz egy ehhez kapcsolodd témat valasztottam, egy olyan in
vitro modszerbeallitasat, mely Vviszonylag nagy ateresztéképességii és magas
informaciotartalmi, mint a tenyésztett csirke szivizomsejteken végzett patch-

clamp vizsgélat.



2 Célkituzés

--------

alapjan.

2) Szivizomsejt-ioncsatornak  vizsgalati lehetdségeinek  attekintése az
irodalom alapjan, kiilonos tekintettel a teljes sejt patch-clamp modszerre.

3) Csirke szivizomsejt tenyészet készitése.

4) Patch-clamp mérés beallitasa tenyésztett szivizomsejteken.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Szivelégtelenség, mint vezetdé halalok

Szivelégtelenség akkor 1ép fel, ha a sziv teljesitoképessége (perctérfogata) nem
kielégit6 a szovetek kiegyensulyozott vérellatdsdhoz. Ez az éllapot tobb
érzékelhetd tlinettel jar, mint példaul faradtsaggal, 1égszomjjal, oedemaval. Bal- €s
jobb szivfél milkodésképtelenné valasakor pangasos szivelégtelenségrol
beszEllink, mely egyidejiileg foglal magaban periférids oedemat és tiidépangast is.
A szivelégtelenség legfobb kivalto oka a koszoruér-betegség és a hypertonia (Neal
2000).

A szivelégtelenség az elsOszamu halalok a vildgon, mely igen nagy
egészségligyl problémat okoz az iparilag fejlett orszagokban. Ugyan a stroke és a
koszortér betegség miatti elhaldlozasok az utobbi évtizedekben visszaszorultak, a

kronikus szivelégtelenség mégis egyre tobb aldozatot szed.

Eurdpaban 4tlagosan 0,4%-ban fordul elé ez a betegség. Ez persze erdsen
Osszefiligg az életkorral, igy a 85 évnél idésebb emberek 10%-4ndl is jelen lehet a
betegség. A szivelégtelen betegek atlagos ¢életkora 74 ¢év. A prevalencia
novekedése, vagyis a betegségben szenveddk aranydnak megugrasa, tobbé-

kevésbé az eloregedd populédciokkal is igazolhatd (Sods 2011).

Csak Europaban kb. 10 milli6 beteg és még minimum ennyi egyeldre
tiinetmentes érintett személy él, akiknél a betegség a kovetkezd par évben

biztosan kialakul.

A szivelégtelenség kezelésében voltak mar nagy attérések, mégis a betegség

okozta halalesetek szama talmutat j6 néhany daganatos megbetegedésén.

A szivritmuszavarok okozta hirtelen szivhalal és a progressziv szivelégtelenség
teszi ki a haldlozasok zomét. Magyarorszagon az iszkémias szivbetegség az

eurdpai atlaghoz képest is nagyon magas (So6s 2011).



3.2 Sziv felépitése

A szivet kiviilr6l az Gn. szivburok (pericardium) veszi koriil , mely egy kettds
hartya. Ez alatt helyezkedik el a harom rétegli szivfal. A szivfal hdrom rétegét az
endothel réteg, az izomréteg (myocardium) és a szivbelhartya (endocardium)

képezi (Els6 Lancszem).

A hosszanti sovény (septumcordis) altal két szivfélre tagolt szivet a
szivbillentyiik osztjadk még két részre, igy jon létre a négyiiregli sziv. A felsd két
tireget jobb és bal pitvarnak (atrium), az alsé kett6t pedig ily médon kamraknak
(ventriculus) nevezziik (Lasd 1. abra). A pitvarok feladata a szivbe bejutd vér

fogadésa, a kamraké pedig a vér szivbdl valo tovabbitasa (Els6 Lancszem).
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1. abra: A sziv iiregei, f6bb erei és izomzata (Mozaikweb)

A négy iiregnek koszonhetden a két vérkor tokéletesen elkiiloniil egymastol

(Lasd 2. abra).

A bal kamra vastag, izmos falabdl indul ki a fover6ér (aorta), mely a testbe
széllitja a vért. Ez a nagy vérkor a fovénaval kapcsolodik vissza a sziv jobb

pitvaraba (Elsé Lancszem).
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2. abra: Az emberi sziv felépitése a f6 veré- és visszerekkel. A nyilak a

véraram iranyat jelzik (Wikipedia3 2013)

A jobb kamra kiss¢ vékonyabb fali, mint a bal, hiszen nem kell olyan messzire
szallitania a vért. A jobb kamrabdl tehat a tiiddartérian keresztiil a tiidébe, onnan a
tiidévénaba, majd a jobb pitvarba jut vissza a vér. Ez a kis vérkor (Els6

Lancszem).

A billentytlik és az aorta kozott talalhato a két (jobb és bal) Valsava-6bol (sinus
Valsavae), melybdl a sziv koszoruartériai (arteria coronaria) indulnak ki. Ezek a
koszortartéridk adjak a sziv sajat  vérellatasat, elzarédasuk azonban

szivinfarktussal jar (Els6 Lancszem).

A madarak és az emldsok szive latszolag egészen egyforma, mely hasonlosag a
parallel fejlédés eredménye, de ha a részletesebb anatomiai elemzést nézziik
kideriil, hogy a madarak esetében jelentds mennyiségii hiillébélyeg figyelhetd
meg (ELTE2).



3.3 Sziv fiziolégidja

A sziv a keringési rendszer kozpontjaként biztositja a vérkeringést és a

véraramlashoz sziikséges vérnyomast (Wikipedial 2013).
3.3.1 Szivizomsejtek tulajdonsagai

e vastagsaga: 10-20 um

e hossza: 100-150 pm

e sejtmag: 1 db kdzponti mag, nincsenek periférids sejtmagok

e rostok szervezddése: szarkomerekben, parhuzamosan fordulnak eld
e autonom beidegzddéstliek

e ingeriiletvezetés: hosszanti, gyors (gapjunction) (SZTE3)
3.3.2 A sziv pumpafunkci6ja

A vér a verderekbe a sziv ritmusos Osszehuzodasaival pumpalddik. Ebben
nagyon fontos szerepe van a szivbillentylik tokéletes miikodésének, mivel azok

iranyitjak a véraramlast.

A pulzustérfogat az egy Osszehuzodas (systole) alatt kipumpalt vér
mennyisége. A sziv egy perc alatt torténd Osszehtizéddsainak szama adja a
szivritmust. A pulzustérfogat €s a szivritmus szorzata hatarozza meg a percenként
tovabbitott vér mennyiségét, vagyis a perctérfogatot. Ez nyugalmi allapotban
altalaban 4,5-5 liter/perc. Egy 0sszehizodds utan a szivizomzat elernyed

(diastole). A két folyamat egyiitt teszi ki a szivciklust (Wikipedial 2013).

Egy szivdobbanasnak 6t f6 szakasza van. Az els6 szakaszban a félhold alak
billentyiik bezarodasa utan az atrioventrikularis billentylik kinyilnak, amit a teljes
sziv elernyedése kovet. A kovetkezd periddusban a pitvari Gsszehuzodasnak
koszonhetden az AV-billentyikk kinyilnak és a vér atdramlik a kamrdba. A
harmadik fazisban a kamrak 6sszehuzodasa kovetkezik, majd az AV és a félhold

alaku billentyiik bezar6dasa miatt a nyomas valtozatlan marad.



A negyedik szakaszban a kamrak 6sszehtzodnak ¢és kiliriilnek, a félhold alaku
billentyiik kinyilnak. Az utolsé szakasz soran a nyomas csokken, a véraramlas és
a kamrak Osszehtuzodasa leall, majd a kamrak elernyednek és a félhold alakt
billentytik bezarulnak. 1 ilyen teljes szivciklus altaldban 1 masodpercig tart

(nyugalmi allapotban) (Wikipedia2 2013).
3.3.3 A sziv ingeriiletvezetési rendszere

Harom féle ingerlékeny szovet taldlhatéo a szivben (Lésd 3. abra): a
munkaizomzat (kamrai, pitvari), a nodalis szovetek (SA és AV csomd) és a
Purkinje sejtekbdl allo szovetek (His koteg, Tawara szarak, subendocardialis

Purkinje rost halézat, termindlis Purkinje rostok) (Barandi).
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3. abra: A sziv ingerlékeny szovetei (Barandi)
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4. abra: Az EKG-n a kiilonb6z6 hullaimok a szivciklus egy-egy részének

felelnek meg (Babosi 2010)

Az izomzat 6sszehizodasa folyaman elektromos aram keletkezik. Mivel a test
szovetei jOl vezetik az elektromossagot, a szivben kialakult fesziiltségvaltozas a
borfeliiletrdl is elvezethetd. Ennek grafikus megjelenitésére egy specifikus gorbét,

az EKG-t (elektrokardiogramot) hasznaljak (Lasd 4. abra) (Mozaikweb).

Az EKG vizsgalat soran altalaban 12 elektrodat helyeznek el meghatarozott,
ruhétlan, esetleg szortelen testrészekre (karokon, labakon, mellkason). Az
elektrodak felfogjak az elektromos jeleket, melyeket az EKG gép Osszegylijt és
megrajzolja a specidlis hullamokat tartalmaz6 elektrokardiogramot (Lasd 4. abra)
(Ehardt 2013).

3.4 Sziv ioncsatornai

Az idegsejtek és izomsejtek ingerlésére membranpotencialjuk gyors, ideiglenes
megvaltozasaval, akcids potencidllal reagalnak. Ezeket a sejteket nevezziik

excitabilis sejteknek.

A membranpotencial gyors megvaltozasait a membranba agyazott
(transzmembran), az egyes ionokat tobbé-kevésbé szelektiven és idében valtozo

mértékben ateresztd fehérjék (ioncsatornak) kozvetitik (Lasd 5. abra) (EKTF).



IR i)

Na* Cca®* K*

intracell. 12mmol/l <0,0015mmol/l 150 mmol/l
. 5 o
H
§
extracell. y N
145 mmol/l 1,25 mmol/Il 4 mmol/l

5. abra: Ionok aramlasa az intra- és extracellularis tér kozott (SZTE3)

Az ioncsatorndk transzmembran fehérjék. A pérus formald vagy f6 szubunit
hatdrozza meg a csatorna felépitését (Szentesi 2009), valamint a lipid-fehérje
kolcsonhatasok befolyasoljak a mikodését (Székely 2007).

Tébb csatorna (K¥, Na* és Ca®* csatorna) is rendelkezik kiegészitd fehérjékkel,

amelyek megvaltoztathatjak a csatornak tulajdonsagait (Szentesi 2009).

allapotok kozott valtoznak. A csatornak depolarizacio fellépése esetén
aktivalodnak (kinyilnak), ha azonban hosszabb ideig fennall a depolarizacio,
akkor a csatornak inaktivalodnak (kapuzodnak)(Szentesi 2009). A Kapuzas
fehérjekonformacio-valtozast jelent, ezért ha a lipidkdrnyezet megvaltozik, akkor

modosul az aktivacios és inaktivacidos mechanizmus is (Székely 2007).

A K'csatorndk majdnem minden sejtben fellelheték. Funkcidjukat és
morfologiajukat nézve is igen eltérhetnek egymastol. Tobbek kozott szerepiik van

a nyugalmi- és az akcios potencial kialakitasaban is (Székely 2007).

Minden ioncsatornanak vannak gatloszerei, melyek gatoljak a sejtvalaszt és
lehetdvé teszik a csatornaszerkezet-funkcid kapcsolatanak elemzését is. Ezek az
inhibitorok kémiai tulajdonsagaik alapjan lehetnek peptid és nem-peptid tipustak.
Példaul a skorpidk mérgébdl szarmazo peptid tipusu gatldészerek kis molekuldjuk
révén az ioncsatorna extracellularis nyilasahoz kotddnek, ezzel elzarva a K+ ionok

utjat.
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A nem-peptid tipust inhibitorok szerkezetileg ¢és mukodésileg is igen
valtozatosak. Az egyik legsiirlibben hasznalt ilyen gatloszer a TEA+, mely a

csatorna nyitott porusanal zarja el a K* ionok athaladasat (Székely 2007).

A szivben szamos ioncsatornat irtak le. Ilyen ioncsatornék pl. a K*, Na’, CI’, és
a Ca" csatornék. Ezek mind fontos szerepet jatszanak a sziv akciés potencialjanak

kialakitasaban (Lasd 6. és 7. abra) (Wikipedia4 2013).

« K, Cl" (out)

. |t0112{transient outward) o gt (in), I* (out)

. \,::.a_L-((a long)

. ‘K‘S {Kslow delayed rect.)

+52mV 1 2 -

M

* " (out)

. ||<.‘3 {Kslows delayed rect.)

. ||<R (K rapid delayed rect.}

hd ||<1 {inwardrect.)

=Na' (in)

*lyg frapi) | 0

4

-96 mV

o 200 ms

| K1 (inwardrect.)

6. abra: Szivizomsejtek akcios potencialjanak standard modellje

(Wikipedia4 2013)
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Current

lon 0 a subunit protein a subunit gene Phase / role
Na"* Ina Nay1.5 SCN5A 0
Ca® ey  Cavl.2 CACNALC 0-2
K* lto1 Kv4.2/4.3 KCND2/KCND3 1, notch
K* Iks Ky7.1 KCNQ1 2,3
K* Iy Kv1l.1 (hERG) KCNH2 3
K* Ik1 Ki2.1/2.2/2.3 KCNJ2/KCNJ12/KCNJ4 3,4
Na", P ion
ca?t INaca 3Na"-1Ca“"-exchanger NCX1 (SLC8A1) homeostasis
Na*, + At ion
K* INak 3Na -2K"-ATPase ATP1A homeostasis
2+ .
2+ Ca™ - ion
Ca loca transportingATPase ATP1B homeostasis

7. abra: Kamrai akcios potencial jelentésebb ionaramai (Wikipedia4 2013)

3.5 Sziv farmakolégiaja

A leggyakrabban eléforduld szivelégtelenség, az alacsony perctérfogattal jard
tipus, mely érintheti a jobb és a bal kamrat kiilon-kiilon, de akar egyszerre is.
Fontos megkiilonboztetni a primer szisztolés elégtelenséget, e kdzben a kamra
nem képes kelld erdt biztositani a vér megfeleld kilokéséhez és ez valojaban a
perctérfogat csokkenéséhez vezet, valamint a primer diasztolés kamrai
elégtelenséget, amely a kamrafal elégtelen tagulékonysagan alapszik (Brassai
2008).

A kezelés szempontjabol a sziv kontraktilitisanak ndvelése mellet nem
kevésbé lényeges a sziv tehermentesitése (a szivfrekvencia csokkentése, az
értagitas, a keringd volumen csokkentése és a remodeling gatlasa). A
szivelégtelenség kezelésében alkalmazott gyogyszereket két nagy csoportra

bontjuk.
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http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium_ATPase
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A pozitiv inotrop hatast Gn. kardiotonikumok (szivglikozidok [Lasd 8. abra],
B1- agonistak, foszfodieszteraz gatlok, kalcium érzékenyitok=sensitizerek) a
szivizom kontraktilitdsat novelik, tehat fokozzdk az Osszehtizdédasok erejét és
csokkentik a szivfrekvenciat. A masik nagy csoport, melyet egyre tobben
hasznalnak, a nem-pozitiv inotrop hatasu szerek (ACE-gatlok, angiotenzin II-

receptor blokkolok, diuretikumok, vazodilatatorok, 3- blokkolok) (Brassai 2008).

CO01A SZIVGLYCOSIDOK

CO1AA Digitalisglycosidok
CO1AAO01 Acetyldigitoxin
CO01AAQ2 Acetyldigoxin
C01AAO03 Digitalisfolium
C01AA04 Digitoxin
CO1AAO05 Digoxin
CO1AAQ6 Lanatoside ¢
CO01AAOQ7 Deslanoside
C01AA08 Metildigoxin
CO01AAQ9 Gitoformate
CO1AAS52 Acetyldigoxin, kombinaciok

CO01AB Scillaglycosidok
C01ABO1 Proscillaridin
CO01ABS5]1 Proscillaridin, kombinaciok

CO1AC Strophantusglycosidok
C01ACO01 G-strophanthin
C01ACO03 Cymarin

CO01AX Egyéb szivglycosidok
C01AXO02 Peruvoside

8. abra: C kardiovaszkularis rendszer: C01 szivre hato szerek: CO1A

szivglycosidok csoportjanak listaja (Pharmindex)
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A szivelégtelenség kezelését altalaban diuretikummal kezdik, amely fokozza a
natrium- és folyadék-kivalasztast és a keringési térfogat mérséklésével csokkenti
az eloterhelést és az oedema kialakulasat. Enyhe szivelégtelenségben tiazid (pl.
bendrofluazid) beadasa is elég lehet, de a stlyosabb esetekben kacsdiuretikumokat

alkalmaznak.

Ha a diuretikumokra adott valasz nem elfogadhato, akkor vasodilatatort is
felhasznalnak, leggyakrabban angiotenzin-konvertalé enzim- (ACE-) gatlot. Az
ACE-gatlok (pl. captopril) csokkentik a sziv terhelését, igy mérséklik a tiineteket
€s meghosszabbitjdk a pangdsos szivelégtelenségben szenveddk életét. Ha a
szivelégtelenség stlyossaga miatt a diuretikum és az ACE-gatlok kombinécioja

nem hat, akkor inotrop szer adhat6 (Neal 2000).

Az inotrop szerek a kalcium citoplazmaba jutdsdnak fokozasaval novelik a
szivizom kontraktilitdsat, amely minden egyes akcios potencialnal bekovetkezik.
A digoxin a leggyakrabban hasznalt inotrop szer, de az akut sulyos
szivelégtelenségben, ahol az agyi ¢és vese-keringés életveszélyesen alacsony
(cardiogen shock), dobutamint adnak gyakran dopaminnal egyiitt, intravénas

infuzioban (Neal 2000).
3.6 Sejt- és szovettenyésztés jelentése

Sejttenyésztés diszpergalt sejtek fenntartasat jelenti in vitro koriilmények
kozott. Tehat a folyamat soran mesterséges koriilmények kozott (in vitro)
valamilyen iivegedényben végzik a kisérleteket, nem pedig magdban az

¢l6lényben (in vivo).

Szovettenyésztés folyaman nem kiilonallo sejteket, hanem szovetként
funkcionald sejtcsoportot sokszorositanak ugy, hogy az megtartsa eredeti

szerkezetét és szerepét (Pécs 2010).
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3.7 Sejttenyésztés torténete

Schwann (Lasd 9. abra) és Schleiden (Lasd 10. abra) nevéhez fiiz6dik az 1830-
ban megalkotott sejtelmélet, melyben leirtak, hogy minden ¢161ény sejtekbdl all,
¢s aminek nincsen sejtje, az nem is ¢€l6lény. Az elmélet alapjan a virusokat
tekintve nehéz lenne megallapitani ¢él6lények-e vagy sem, mivel 0k az egyetlen
szervezetek, melyeket nem sejtek alkotnak. 1855-ben 1ij aspektusa jelent meg a
fenti elméletnek, melyet Wirchow dolgozott ki. Ezek alapjan minden sejt sejtbol

lesz (omniscellula e cellula).

Ez bizonyos szempontbol ellentétben all a kordbbi feltételezésekkel, melyek
szerint ¢élolény keletkezhet élettelen anyagbol is (ez az elgondolas onnan
szdrmazott, hogy rovarlarvak jelentek meg a bomld szerves anyagokban) (Pécs

2010).

9. abra: Schwann (NNDB) 10. abra: Schleiden (Merke)

Nagy attorést jelentett Roux csirkeembriokkal vald6 munkaja, melynek
eredményeként 1885-ben elsdként sikeriilt in vitro modon madarsejteket
fenntartani. Ujabb fontos 1épése volt ennek a tudomanyteriiletnek a mikrokarrieres
sejttenyésztés kidolgozasa, mellyel Van Wezel foglalkozott. 1967-ben egy eddig
ismeretlen technikaval apr6 hordozd szemcsék feliiletén torténd sejtek

tenyésztésében jart sikerrel.
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A teriilet fejlodése szempontjabol mérfoldkdnek szamitott az 1970-es év. Nem
csak a mikroorganizmusokon, hanem az allati sejteken hasznalt rekombinans DNS
technika is alkalmazhatova valt. A miivelet soran egy vektorral sikeriilt bevinni,
tovabba expresszaltatni DNS-t allati sejtbe. Kohler és Milstein Nobel dijas
munkaja nagy 1épésnek szamitott, mely soran egér sejtek egyesitésével hibridomat
hoztak 1étre. A fizid6 kidolgozésa utdn 1975-ben megkezdddhetett az
immunfehérjék gyartasa (Pécs 2010).

3.8 Sejttenyészet tipusai

Sejttenyésztés soran az egészséges vagy tumoros szovetbdl elkiilonitett sejteket
fenntartjak és szaporitjdk. Ennek harom tipusa lehet, a primer tenyészet, a

sejttorzs és a sejtvonal.

A primer tenyészet valdjaban a tenyésztés kiinduld pontja. Az eredeti szervbdl,
szovetbdl eltavolitott sejteket izolaljuk egymastdl és az extracellularis matrixtol,
torekedve arra, hogy ugyanolyan tipusu sejtek legyenek a tenyészetben. Abban az
esetben, ha minden feltétel adott a sejtek szamdra, akkor életképesek maradnak,

sokszorozodnak, mikdzben élettani jellemzéiket is fenntartjak (Sotepedial).

Hogyha mindez megvalosult sejttorzs keletkezik, mely véges élettartamti
ugyan (maximum 1-2 honapig tarthato fenn), de ez id6 alatt is meg6riz minden, a

fajra jellemz0 fiziologias tulajdonsagot.

Sejttorzs helyett kialakulhat sejtvonal is. Ez, ha megfeleld koriilmények kozott
tartjak, korlatlan életidejii lehet, de nem minden élettani és szoveti tulajdonsagat

6rzi meg (Sotepedial).

A legels6 in vitro koriilmények kozott fenntartott emberi sejtvonal Henrietta
Lacks nevéhez kapcsolodik. Ez a HeLa sejtvonal, melyet a holgy méhnyak
karcindbmajabol tenyésztettek ki 1951-ben (ELTEL).
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3.9 Tenyészetek novekedése

Az in vitro sejttenyészetek az eredeti mintatdl fiiggéen lehetnek monolayer

(egy sejtsoros) vagy szuszpenzids tenyészetek (Lasd 11. abra).

11. abra: Monolayer és Szuszpenzios sejtek mikroszkopos képe (Sotepedial)

A monolayer tenyészetek esetében a sejtek szoros sejt-sejt és sejt-matrix
kapcsolatot igényelnek, vagyis valamilyen aljzatot és matrixot kell biztositanunk

ezeknek a letapadasfiiggd sejteknek.

A szuszpenzids tenyészet mindenek elétt a hemopoetikus sejtekre jellemzo,
amelyek sem matrixot nem igényelnek, sem pedig szoros sejt-sejt kapcsolat nem

jellemzi ket (Sotepedial).

Ritkabb esetben a nagy mértékben transzformalt sejtek is fenntarthatok
szuszpenzidban, mivel az ilyen sejtvonalak sejtjei mar elvesztették a normalis

sejteket jellemzd Un. kontaktgatlast is.

A kontaktgatlas azt jelenti, hogy a normalis, letapadasfiiggd sejtek szaporodva
elobb-utdbb elérik egymast, tehat egy sejt szamos masik sejttel fog érintkezni,
ekkor ezen sejtek tovabbi szaporodasa gatolva lesz, de egyéb funkcidik nem

sériilnek.

17



Ezzel szemben a transzformalt sejteknél nincs kontaktgatlds, vagyis mas
sejteket elérve tovabb osztodnak, igy egymas tetejére ndve tobb sejtsoros
tenyészetet hozhatnak létre. Ezen feliil a legextrémebb esetben szuszpenzioba

jutva is tovabb szaporodnak (Sotepedial).

3.10 Passzalas

Bizonyos sejtszam elérése utdn a sejtosztodas ledll. Ilyenkor 0j feliiletet/teret
kell adni a sejteknek. A tenyészet egy részét U tenyésztdedénybe vissziik at és

friss médiumot adunk hozza, ez a passzalas, melynek két modja is lehet (ELTEL).

Szuszpenzidban novo sejtek esetén tobbnyire elég, ha a sejtszuszpenziot a friss
médiummal egyszeriien a kivant ardnyban meghigitjuk. A masik moéd, ha a
szuszpenzid lecentrifugaldsa és a feliilliszé (régi médium) eltavolitdsa utdn a

idealis mennyiségii friss tdpoldatba vessziik fel a sejteke (Miiszeroldal).

Letapado sejtek passzalasa altalaban akkor torténik, ha a sejtek mar minden
rendelkezésiikre allo teriiletet bendttek. A kitapadd sejteket a passzalast
megelézden szuszpenzioba kell vinni, ehhez legtobbszor enzimekre (pl. tripszin)
vagy kelatképz6 anyagokra (pl. EDTA: etilén-diamin-tetraacetat) van sziikség.
Gyakran egyiitt hasznaljdk a kett6t. Tripszinezés sordn tripszinoldatot dntenek a
letapadt médiummentes sejtekre, majd par percig 37°C-on inkubaljak dket, kevés
médiummal ledllitjak a tripszin hatdsat, végiil centrifugdlds utan friss médium

mellett gjra kihelyezik szaporodni dket (Miiszeroldal).

3.11 Médiumok alapveté 6sszetevoi

A tapfolyadék (médium) szolgéltatja a sejteknek a természeteshez hasonlod
kornyezetet, éppen ezért sejttipusonként eltérd Osszetételli lehet, azok egyéni
tulajdonsagai alapjan. Normal esetben a sejtek koriil vér vagy sejtkozti folyadék
talalhatd. A mikrobaktol eltéréen, az allati sejtek esetében tobbféle anyagnak kell

alkotnia a médiumot.
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Ilyen elengedhetetlen Osszetevok a glikkdz, sdoldat, vitaminok, koenzimek,
aminosavak, pH egyensuly fenntartdsahoz sziikséges pufferoldat és fenolvoros,

lipidek, szérum és a befert6z6dés ellen védé antibiotikumok (Pécs 2010).
3.12 Szérum

A szérum a sejtmentesitett vér.

Mivel az allati sejtek vérhez hasonld koncentraciot igényelnek, igy nem csak a
kis molekulaju anyagok kellenek, de nélkiilozhetetlen a vérfehérjék részvétele is,
ezért valodi vérszérum alkalmazéasara van sziikség. Ehhez ujsziilott allatok (pl.
borji) vérét steril koriilmények kozott leveszik, és az ebbdl izolalt szérumot a

médiumba juttatjak (Pécs 2010).

Azért hasznaljak az ujszilott allatok vérét erre a célra, mert azoknak sokkal
tisztabb a vérszéruma, mint a kifejlett egyedeké. Utdbbiban mar benne van
minden véddoltas és fertdzés altal kialakitott immunfehérje, esetleg lappangd

virus és virusfehérje (Pécs 2010).

Sajnos a médiumnak ez az alkotorésze elég draga, igy az ezzel valo kisérletek
is. Révén, hogy az éllatok nem egyformak, jobb lenne szérummentes tapoldattal
dolgozni, technologiailag azonban még nem elég elérehaladott ez az agazat (Pécs

2010).

3.13 Current-clamp médszer (aramzar médszer)

A sejt membranjanak ellenallasat az R =U/I Osszefliggés szerint becsiilhetjiik:
ehhez meg kell mérniink hogy az adott nagysagu, a sejtbe injektalt &ram mekkora
membranpotencial-valtozast okoz. Ez véghezvihet6 igy, hogy két mikroelektrodat
hasznalunk: egyet az aram injektalasahoz és egy masikat a membranpotencial

méréséhez. Ez a kisérleti felosztas a kételektrodas dramzar modszer.

Az 4ram injektalasa és a membranpotencial szimultdn mérése egyetlen

elektr6dan at is megvalosithatd (egyelektrodas aramzar modszer).
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A membranpotencial méréséhez itt szem el6tt kell tartanunk, hogy az
elektrédan at folyd dram és az elektroda ellenélldsa miatt az elektroda két vége
kozott kimagaslo potencialkiilonbség 1ép fel (példaul 1 nA dram ¢és S0MQ
ellenallas esetén 50 mV). Erre két kiilonb6z6 megoldast alkalmaznak (EKTF).

Az els6nél a mérendd potencialkiilonbségbdl egy aramkdrrel folyamatosan
levonjak az elektrodan esé fesziiltséget: ehhez eleinte a Wheatstone-hid
elrendezésen alapuld aramkort hasznaltak, igy az erre a célra alkalmazott
aramkoroket bridgebalance (hid-egyensuly) aramkordknek nevezik. A masik
megoldas a szaggatott (discontinuous) araminjektalasi modszer: az 4ram

injektalasai nem folyamatosan torténnek, hanem révid impulzusokban.

Ha két egymast kovetd impulzus kozti sziinet elég hosszu ahhoz, hogy az
elektroda kapacitasan 0Osszegyiilt toltés a sejt felé kiegyenlitddjon, akkor a
sziinetek végein az elektrodan at folyd aram ¢és az elektrodat érd fesziiltség
elhanyagolhat6: az ekkor mért potencidl azonos a membranpotenciallal. A
szaggatott araminjektalas elonye: a bridgebalance aramkorokkel ellentétben az

elektroda ellenallasanak valtozasa itt nem eredményez mérési hibat (EKTF).

Hatranya: az impulzusok kozott eltelt idének olyannyira minimalisnak kell
lennie, hogy a sejt membranpotencidljdban ne okozzon jelentés hullamzast. A
frekvencia novelésekor azonban csokkentjiik az impulzusok é€s/vagy a kozottiik
hagyott sziinetek hosszat, ezért az elektroda kapacitisanak nem kitling

kompenzacidja miatt 1éphetnek fel mérési hibak (EKTF).

3.14 Voltage-clamp moédszer (fesziiltségzar modszer)

Mivel a membranon fellépd fesziiltségvaltozasok onmagukban nem adnak elég
informaciot az ingeriilet alatt bekovetkezd iondramok kinetik4jardl, olyan
modszert kellett kifejleszteni, amely az ionaramok direkt vizsgalatat teszi
lehetévé. Ezért Marmont és Cole (1949) kifejlesztették, majd Hodgkin, Huxley és
Katz tovabbfejlesztették a VVoltage-clamp modszert, melynek magyar elnevezése a
fesziiltségzar (SZTE1L).
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12. abra: A fesziiltségzar modszer miikodési elve (SZTEL)

A mobdszer abbol 4all (Lasd 12. abra), hogy a fesziiltségregisztralo
mikroelektrodot (E) egy erdsitovel (X1) kotik  Ossze, mely a
fesziiltségregisztralohoz (E) (oszcilloszkop) csatlakozik. Az erGsitdé kimenetét
azonban egy Vvisszacsatolo erdsitébe (FBA) is bevezetik, mely a masik
mikroelektrodon (I') keresztiil olyan erésségii aramot vezet a sejtbe, ami a
membran  fesziiltségvaltozdsat pontosan ellenstlyozza, ily moédon a

membranpotencial zar ala keriil (clamp). Innen a médszer neve (SZTE3).

A két erdsitOnek értelemszertien kozos indifferens elektrodja van a sejten kiviil.
A visszacsatolo erdsitd aramat azonban nem csupan a fesziiltségelektrod szabhatja
meg, hanem a kommand generatoron keresztiil egy szabadon valasztott erésségl
¢és iranyl aramot kiildhetnek a sejtmembranon keresztiil, igy annak potencialjat

tetszOleges értéken fixalhatjak (Holding potencial).

Alaphelyzetben a sejt természetes nyugalmi membranpotencialja az uralkodo.
Depolarizacié hatasara a sejt ingeriiletbe jon, végbemennek az ingeriilettel
kapcsolatos permeabilitasi modosulasok, de a membranpotencial nem valtozik,
mivel az araminjektalo elektréd a membranpotencial nyugalmi értékét visszaallitja
és igy transzmembran-fesziiltségvaltozas nem alakul ki. A membranpotencialt
rogzitd aram erdssége viszont mérheté és a jelenleg folyd aramok algebrai

Osszegével fog megegyezni (SZTE1L).
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A membrandram a bizonyos ionok aramaibdl valamint a kapacitiv d&rambol
tevodik dssze: IM = INa + IK + IC. Csakhogy mivel a membranpotencial-valtozas
nulla, igy a kapacitiv arammal nem kell szamolni csupan az egyes ionok
aramaival: IM=INa+IK. Az Gsszdrambol mas-mas moddszerekkel (pl. szelektiv
csatornablokkolokkal) el lehet kiiloniteni az egyes ionok altal vitt aramokat, s igy

a membran ioncsatornainak miikodését direkt tanulmanyozhatjuk (SZTEL).

A modszer hatékonysagat fokozza az a tény, hogy a kommand generatoron at a
membranpotencial szabadon valaszthatd értékre konfiguralhato és ily médon a
fesziiltségfliiggd ioncsatorndk tetszolegesen nyithatok illetve zarhatok és az (I)
arammérd miiszeren kozvetleniil mérheték. Az egyes dramok nagysagat az
alland6  konduktancia és az  Oket megalkotd  fesziiltségkiilonbség
(membranpotencialbdl levonva az adott ion forduldsi potencialjat) szorzata adja

meg:
Ina= OnaMN(Em-Ena)  1k= 9xn*(Em-Ex)
Im= OnaM’N(Em-Ena)+ 9xn*(Em-Ex)+ 9L(Em-EL)=C x dv/dt

A gnaés a gxa Na’ és a K* konduktanciajanak maximalis értékét fejezik ki,
amiket ido- és fesziiltségfiiggd tényezokkel Osszeszorozva megkaphatjuk az
jelenlegi konduktanciat illetve az aktualis ionaramot. Az m, h és n a valdsziniiségi
valtozok, amelyeknek érteke 0 €s 1 kozott lehet, a membranpotencidl €s az 1d6

fliggvényében (SZTEL).
3.15 Patch-clamp modszer (folt-fesziiltségzar modszer)

A fesziiltségzar modszer tovabbfejlesztett, lekicsinyitett valtozata. Egy
aramméré és injektald erdsit6t foglal magaban, amely a hozza kapcsolt
mikroelektrod hegyét barmilyen szabadon valasztott potencialon képes fenntartani
a f6ldhoz viszonyitva. A mikroelektrodot szivassal ratapasztjak a tanulmanyozni
kivant sejt membranjara és annak négyzetmikronos feliiletérdl lehet regisztralni.
Ilyen paranyi teriileten tobbnyire csak 1-2 ioncsatorna talalhato, ezért ha

kinyilnak, akkor a regisztratumon ezek ionaramai jelennek meg (SZTE2).
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A regisztralashoz sziikséges kovetelmény az, hogy a mikroelektrod rendkiviil
nagymértékben tapadjon a membranhoz, az oldaliranyu ellenallasnak gigaohm
nagysagrendiinek kell lennie. A bizonyos ioncsatornak 4ramai pA

nagysagrendiiek, konduktanciajuk a nS tartomanyba esik (SZTE2).

E modszerrel latott napvilagot az a felfedezés, hogy az ioncsatorndk a nyitd
fesziiltség koriili értéken egy pillanat alatt Kinyilnak, egy darabig meghatarozott
erdsségli aramot engednek at, majd pillanatszeriien zarddnak. A jelenség hasonld
a négyszogimpulzushoz, mely esetén pA nagysagrendi és 10-100 ms ideig tartd
"mindent vagy semmit" jelenségrél van sz6. A csatornak egyszerii ohmikus

szerkezetiiek, melyekre nézve érvényes a kovetkez6 képlet:

I=VG=VIR

I = dramerdsség; V = fesziiltség; G = konduktancia; R = ellenallas

A csatorna-nyitd vagy -nyitva tartd fesziiltség hatasa a nyitvatartasi id6
hosszdban, a csatornanyitds valdsziniiségének novekedésében és az egycsatorna

aram nagysaganak a valtozasaban rajzolodik ki (SZTE2).
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4 Modszerek

4.1 Anyagok és eszkozok

411 Tenyésztéshez sziikséges eszkozok

1) Tenyésztéedények: Petri-csésze (Lasd 13. abra), Flaska (Lasd 14. abra),
Plate (Lasd 15. abra) és Lombik (Lasd 16. abra) (Czirok 2012).

13. 4bra: Petri-csésze (dnsafazekban.blog 2011)  14. abra: Flaska (dnsafazekban.blog 2011)

15. abra: Plate (dnsafazekban.blog 2011) 16. abra: Lombik (Junglekey)
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2) CO; inkubator (Lasd 17. abra)

17. abra: CO; inkubator (MedicalExpo)

3) Steril fiilke (Lasd 18. 4bra)

18. abra: Steril fiilke

4) Mikroszkop
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5) Centrifuga (Lasd 19. abra)

19. abra: Centrifuga

4.2 Protokoll
421 1. nap

4.2.1.1 Csirke sziv kipreparalasa és tripszinbe helyezése

Kisérletiinkhoz csirke embrid szivizomszdvetét hasznaltuk. A csirke embridt
13 napig keltettiik, majd a tojasbol kivéve steril Petri-csészébe helyeztiik és
kipreparaltuk a szivét (Lasd 20. abra). Ezt kdvetden a szivet izolaltuk, egy kevés
médiumot Ontve hozza, zsilett pengékkel feldaraboltuk és 0,05%-0s tripszinbe

(Sigma) helyeztiik egy napig (Lasd 21. abra).

nl‘\‘ 

20. abra: Csirke szivizom Kipreparalasa
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21. abra: Feldarabolt szovet tripszinben

422 2.nap
4221 Médium készités

Gentamicin nev(i antibiotikumot DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) médiummal (Lasd 22. abra) 1000-szeresre higitottuk. A DMEM piros
szinét a fenolftalein adja, mely pH indikator, igy a tenyészet befert6z6dése esetén

sargas szinlivé valna, mivel a baktériumok savat termelnek.

22. abra: DMEM médium (dnsafazekban.blog 2011)
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A kapott médiumot kettéontottiik igy 2x500ml-t kaptunk. Az egyikbe nem
tettlink semmit, ez lett a szérummentes médium. A masikhoz azonban 10%, azaz
50ml szérumot (fetalbovineserum) adtunk. Ezt a szérum tartalmi médiumot
szintén kétfelé oOntottik (2x275ml), majd ezek egyikébdl dolgoztunk a
tovabbiakban.

4.2.2.2 Sejtek disszocialasa és kihelyezése fedolemezre

Miutan a tripszin jol meglazitotta a sejt-sejt kozotti kapcsolatokat, elészor egy
nagyobb, majd egy kisebb pipettaval disszocialtuk a sejteket (Lasd 23. abra).
Centrifugalashoz adtunk még a sejtekhez 5 ml szérum tartalmi médiumot, mely
leallitotta a tripszin miikodését. fgy a kapott 10-10,5ml oldatot, ugyanennyi vizzel
ellenstlyozva a centrifuga ellentétes oldalaba helyeztik. 5 percnyi lassu

centrifugalassal (500-1000-es fordulaton) letilepitettiik a sejteket.

23. abra: Sejtek disszocialasa
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A centrifugalast kovetden a folyadékot vakuummal leszivattuk a sejtekrdl és 2
ml médiumot adtunk a leiilepedett sejtekhez. Kiss¢ Osszeraztuk az oldatot, majd
Kis Petri-csészékbe helyezett kerek fed6lemezekre pipettaval elosztottuk (Lasd 24.
abra). A fedélemezeket el6zdleg alkohollal lefert6tlenitettiik. A Petri-csészéket
lefedtiik és CO, inkubatorba helyeztiik.

w

24. abra: Disszocialt sejtek kihelyezése Petri-csészékbe

4.2.3 Patch-clamp mérések

Az egész sejt patch-clamp méréseket egy hetes tenyészeteken végeztiik. Erre az
idépontra a tenyészetek megbizhatd spontan aktivitast mutattak és a disszociacio
folyaman keletkezett sejttormelék is tobbségében eltint a két médiumcsere
folyaman. A letapadt sejteket tartalmazo 35 mm-es milanyag Petri-csészéket egy
invertalt fazis kontraszt mikroszkop targyasztalara helyeztilk. A méréseket L15

médiumban végeztiik, mivel ez a médium nem igényel CO,-t a pH fenntartasdhoz.
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A mikroszkop segitségével kivalasztottuk a mérni kivant sejteket és egy 3
dimenziés mikromanipulator (Burleigh, PCS5200) segitségével egy liveg
elektrodat helyeztiink a kozeliikbe (Lasd 25. abra).

25. abra: Az iiveg elektroda érinti egy szivizomsejt felszinét a patch-clamp

mérés folyaman

Az liveg elektrodakat egy Shutter P97-es elektroda huzoval készitettiik, a csucs
mérete 1-2 pm volt. Az elektrodéakat intracellularis oldattal toltottiik fel, melynek
Osszetétele a kovetkezd volt (mM-ban): 140 K-gluconate, 1 EGTA, 2 MgCl,, 5
ATP, 10 HEPES. Ez az oldat a fizioldgias intracellularis kornyezetet utanozta.

Az elektroda ellenallasa 10-15 Megaohm volt, melyet a nullponti fesziiltség
beallitasa utdn hozzéaérintettiik a sejtmembranhoz, megvartuk, amig a gigaseal
kialakul (a membran leszigeteli az elektroda nyilasat, vagyis az elektroda

ellenallasa Gigaohm lesz) majd szivassal kilyukasztottuk a sejtmembrant.
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Az eletrdda ¢és a sejtmembran ellenallasat 20 mV fesziiltséglépcsd
rakapcsolasaval monitoroztuk (sealtest) (Lasd 26. abra). Ezutan a WinWCP

program segitségével fesziiltségzar vagy aramzar mérést végeztiink.
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26. abra: Seal test illusztracié. 20 mV fesziiltség lépcsét alkalmaztunk egy
modellsejtre, amely a valos sejtet modellezi. Alsé gorbe: az alkalmazott
fesziiltség. Felso gorbe: a kivaltott aram. Megfigyelhetéek a kapacitiv
tranziens tiiskék, amelyek a sejtmembran kapacitasa miatt jelentkeznek.
Ezek a gorbék az intracellularis allapotot tiikrozik (a sejtmembran mar

kilyukadt, vagyis az elektrod a sejten beliili allapotokat méri)
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5 Eredmények

5.1 Tenyészetek

Csirke embriobol szarmazo szivizom sejtek, miutdn minden sziikséges feltétel

adott volt szamukra, sikeresen letapadtak, primer tenyészetek alakultak ki.

Fiziologias tulajdonsagaik meglétét bizonyitva két-harom nap utan mar spontan

aktivitast is meg lehetett a sejteken figyelni.

Az alabbi fényképen egy 1| hetes tenyészet lathatd (Lasd 27. dbra). Felvétel

kdzben igazan latvanyos szivizomsejt dsszehuzddasokat észleltem.

27. abra: 1 hetes csirke szivizom tenyészet mikroszkopos képe
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Néhany esetben 1 honapig is €letképesek voltak a sejtek (Lasd 28. ébra).
Révén, hogy joval iddsebb sejttorzsekrdl van szo, ezeken a tenyészeteken

jelentésen tobb sejt keletkezett, mint a fiatalabbakon.

28. abra: 1 hénapos csirke szivizom tenyészet mikroszkopos képe

5.2 Patch-clamp

Csirke szivizomsejteken Kb. 30 kisérletb6l egyetlen sikeresnek mondhato teljes
sejt patch-clamp mérést sem sikeriilt végrehajtanunk, annak ellenére, hogy
korabban mind neuronokon, mind C2C12 vazizomrostokon sikeresen beallitottuk

ezt a mérési modszert (Lasd 29. abra).
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29. abra: Korabbi patch-clamp mérések idegsejteken (bal felso kép) és
C2C12 vazizom sejteken (jobb felsé kép és az alsé panelok). Balalso panel:
ioncsatorna aramok fesziiltség zar médszerrel mérve, a membranpotencial-
60 és +30 mV kozott valtozott. Jobb als6 panel: akciés potencial aramzar

modszerrel mérve.

Megfigyelhetd volt, hogy nagyon nehezen tapadt hozza az elektréda a
sejtekhez (formalddott a gigaseal), a kisérleteknek legalabb a felében nem sikertilt
1étrehozni ezt a konforméaciot. Azokban az esetekben, amikor a gigaseal 1étrejott,
nagyon nehéz volt atlyukasztani a membrant, ezen alkalmak kb. 70%-aban nem a
membran lyukadt at, hanem valahol oldalt, vagyis elveszett a gigaseal. Ezt a
kapacitiv tranziens hidnya (Lasd 26. abra, a modszereknél) jelezte. A néhany
sikeresnek tiind mérésnél sem sikeriilt szignifikdns ionaramokat mérniink, még
akkor sem, amikor a sejt lathatdéan Osszehtzodott, amikor megkozelitettiik az

elektrédaval, tehat minden bizonnyal szivizomsejt volt.
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A tenyészetekben rendkiviil valtozatos sejt-morfologidkat figyelhettiink meg
(Lasd 30. abra). Az elektrofiziologiai eredmény nélkiil csak az Osszehuzddasok
alapjan tudhattuk biztosra, melyik a szivizomsejt. Sajnos szobahdmérsékleten,

ahol a méréseket végeztiik, a szivizomsejtek spontdn aktivitasa leallt, ugyhogy

e

sejtet 0sszehuzodasra.

30. abra: Kiilonb6z6 morfologiat mutatoé sejtek csirke szivizom tenyészetben

Abban az egy-két sejtben, amelyekbdl sikeriilt iondramokat és akcios potencialt
mérni, jellemzéen az aramok amplitiddja alacsony volt, az 4ramok lassan
fejlédtek ki és lassan inaktivalodtak (Lasd 31. abra). Elképzelhetd, hogy ezek az
aramok nem natrium, hanem kalcium aramok voltak. Ennek megfeleléen az
akcios potencial is sokkal lassabb (szélesebb) volt, mint amit vazizomrostokon

korabban mértiunk.
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31. abra: Teljes sejt patch-clamp mérések tenyésztett csirke szivizomsejteken.
Bal panel: fesziiltségzar mérés, a membranpotencial -70 és +30 mV kozott

valtozott. Jobb panel: Akcids potencial.
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6 Megvitatas

6.1 Csirke szivizom tenyészet

Két hetes csirkeembriokat hasznaltunk, melyekbdl kivett szivizomsejtek
tulélték a viszonylag bonyolult (kétnapos) disszociacios eljarast és kb.26ra alatt
letapadtak a kezeletlen miianyag tenyészfelszinre.CO; inkubatorban tartva 2-3
napon beliil a sejtekenspontan aktivitas is megfigyelheté volt és az ilyen
allapotban fennmaradt tenyészetek fiziologiai tulajdonsagokat mutatva tobb mint

1 honapig is taléltek.

A csirke elsddleges sejttenyészet gyakran hasznalt farmakologiai modszer,
mivel jol reprodukalhatd, raadasul a tojasok kénnyen beszerezhetdk, a tenyészetek

pedig viszonylag egyszeriien elkészithetok ¢€s fenntarthatok.

Vannak, akik az emlds tenyészeteketpreferaljak, mivel a madarakon végzett
kisérletek nem adnak biztoseredményt az emldsokre vonatkoztatva.A mi
tenyészt6-koriilményeink kozottstabilan lehetett fiziologiailag aktiv sejteket
késziteni, a steril fiilkének és eszkdzoknek koszonhetden alacsony volt a
befertdzddés veszélye, a sejtek gyors szaporodéasa pedig lehetdvé tettea mieldbbi

tanulmanyozasukat.

Jovobeli terveink kozott szerepel, hogy tovabbi vizsgalatokat folytassunk
ebben a témaban, mivel az altalunk hasznalt modszer kiemelt jelentdséggel bir a
gyogyszeripar szamara, mind toxikologiai, mind pedig farmakologiai eredmények

szempontjabol.

6.2 Szivizomsejtek patch-clamp vizsgalata

Sajnos a patch-clamp mérések végrehajtasa a tenyésztett szivizom sejteken
sokkal t6bb nehézséget okozott, mint ahogyan azt az eldzetes tapasztalataink
alapjan vartuk. Kontrakcié hijdn nehéz volt egyértelmiien kivalasztani a
szivizomsejteket a tenyészetbdl. Az elsddleges tenyészetben, mint a szivben,
legalabb 50%-ban fibroblasztok is voltak, raadasul a fibroblasztok gyorsan

osztodtnak, mig a szivizomsejtek sokkal lassabban, ha osztodtak egyaltalan.
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Nagyon nehéz volt a patch-clamp mérések végrehajtasa, gyakran nem sikeriilt
a seal formalas, és nagyon sokszor elveszitettiik a sejtet, mieldtt mérhettiink volna
rajta. Ennek oka valdsziniileg a szivizomsejtek eltér6 membranjaban keresendo.
Elképzelhetd, hogy masképp huzott elektrédakat kellett volna hasznalnunk
ezekhez a kisérletekhez, azonban ennek a kikisérletezésére (proba-szerencse

alapon) nem volt mar idénk.

A részlegesen sikeres mérésekbdl lathatd volt, hogy a mi tenyészeteinkben a
szivizomsejtek sokkal lassabb akcids potencidlokat generaltak, mint a vazizom

sejtek €s a neuronok, ez meg is felelt az el6zetes varakozasainknak.

Az is nyilvanvald, hogy a moddszer farmakologiai felhasznaldsa még sok
elokisérletet igényel. Mind a tenyészet, mind a patch-clamp mérés paramétereit

optimalizalni kell.
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