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BEVEZETÉS

A különböző sejtek membránjának nyugalmi potenciálját vizs­

gálva Goldman az un. "constans erőterek" elméletét használta 

fel /Goldman, 1943/. Az elmélet alapjául a következő megál­

lapítások szolgáltak:

1. / Az ionok a membránban a diffúzió, valamint az elektro­

mos erőter hatására mozognak megfelelő irányba;

2. / az elektromos erőtér nagysága a membránban állandó, s

igy a potenciál nagysága a membrán vastagságának line­

áris függvénye;

3. / a membránban az ionkoncentráció

ron - egyenesen arányos az oldatban meglévő koncentrá­

cióval;

4. / a membrán homogén, egyenlő elektromos állandóval rendel­

kezik a felületet metsző, merőleges irányban.

a membrán-oldat hatá-

A fenti feltételezéseket felhasználva, a membránon átfolyó

áram sűrűsége a következő kifejezéssel adható meg:
dc^ dV

- Fziuici /1/— , ahol:V -zlulRT 37 dx

- az i-dik ion vegyértéke, 

v - adott pontban a potenciál értéke,

x - távolság a felületet metsző, merőleges irányban, az 

extracelluláris oldaltól mérve,

u^ - az i-dik ion mozgékonysági együtthatója.
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Állandó -elektromos tér esetén (dV/dx=const=V/a) a membrán 

permeabilitása (P^) i-dik ionra nézve a következő kifejezés­

sel adható meg:

RT
/2/P.1 = u1d1 ahol

aF

d^ - az i-dik ion eloszlási állandója a vizes oldat és 

a membrán között, 

ib - az adott ion mozgékonysága, 

a - a membrán vastagsága,

R,F- állandók,

abszolút hőmérséklet.T

A kiinduló kifejezés átalakitása, valamint annak feltétele­

zése után, hogy nyugalmi állapotban a membránon átfolyó, 

összegzett ionáram egyenlő nullával, a következő egyenlet­

tel irható le a nyugalmi membránpotenciái:

PK/K/o+PNa/Na/o+PCl/C1/i+RT /3/E = In
PK/K/i+PNa/Na/i+Pci/C1/o+ ‘’F

(Megjegyzés: a későbbi vizsgálatok igazolták, hogy a kifeje­

zésben szereplő ionokon kivül mások is résztvesznek a nyu­

galmi potenciál kialakításában, pl.: Ca++ )
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Megállapítást nyert továbbá, hogy az ionok (passzív) mozgását 

a membránon át a következő tényezők határozzák meg döntően:

1. / a koncentrációgradiens, mely a magasabb tartomány felől

az alacsonyabb felé kényszeríti az ionokat;

2. / a feszültséggradiens, mely a kationokat a sejtbe, az

aninokat a sejtből igyekszik kihajtani;

3. / a permeabilitás, mely a koncentráció és feszültség gra­

diens eredőjének megfelelően meghatározza az időegység 

alatt a membránon áthaladó ionok mennyiségét.

E passzív folyamattal párhuzamosan érvényesül az un. aktiv 

iontranszport, mely nemcsak mennyiségileg járul hozzá az 

eredő ionmozgáshoz, de minőségileg is meghatározza azt. Az 

aktiv folyamat tükröződhet a különböző - nem stacionárius - 

ionpermeabilitások meghatározásában, illetve befolyásolásában, 

vagy ezen egyenletek alapját képző elmélettel nem megmagyaráz­

ható folyamatok létében.

Ilymódon nagy jelentőséggel bírhat az aktiv elektrogén transz­

port folyamatok vizsgálata, a különböző tipusu szövetek elekt­

romos potenciálképzésének, illetve permeabilitásának metabo-

litikus függése.
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1. A nyugalmi potenciál és az anyagcserefolyamatok kapcsolata

Vizsgálatok sora bizonyította, hogy az idegszövetek a rendel­

kezésükre álló energia 50-90 %-át az un. nátrium-pumpa mecha­

nizmus működtetésére használják fel, melynek feladata a Na 

ionok eltávolítása és ezzel egyidőben а К ionok bevitele a 

sejt citoplazmájába. Megállapitást nyert, hogy a pumpa mecha­

nizmushoz szükséges energia forrása az ATP (adenozintrifoszfát), 

melynek reszintézise az oxidativ foszforiláció segítségével 

történik az idegszövetben. E reszintézist gátló anyagok be­

vitele (cianid, 2,4-dinitrofenol (DNP), stb) a foszforiláció 

gátlása révén a sejt ATP-jének csökkenéséhez, ezen keresztül 

pedig az intracelluláris Na+ koncentráció növekedéséhez, il­

letve jelentős K+ veszteséghez vezet. Az ekkor bevitt ATP 

időlegesen képes növelni a Na ion kiáramoltatást és а К ion 

reabszorpciót (Coldwell et al., 1960).

Az ATP hasitása, amely lényegében az energiafelszabadulás 

alapja, a transzport ATP-áz enzim által történik.

A membrán ATP-áz működéséhez Mg ionok, aktiválódásához pedig 

Na és К ionok jelenléte szükséges. Mig ilyen szempontból a 

K+ helyettesíthető más kationokkal (Rb+, Cs+, stb), a Na+ 

helyettesíthetősége mindezidáig nem bizonyított. Ugyancsak
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gátolják a membrán ATP-áz működését egyes glukozidák (pl.: 

ouabain) (Thomas, 1972).

A membrán ATP-áz két, un. "aktivitási zónával" rendelkezik: 

az egyik a membrán belső, a másik a külső oldalán helyez­

kedik el. A külső zónában а К ionok eltávolitása a pumpa 

működésének gátlását eredményezi (bár а К ionok helyettesitése 

pl. Rb ionokkal a gátlás mértékét csökkentheti); a belső zóna 

csak a Na ionokkal képes reakcióba lépni (Baker, 1965).

Az első ilyenirányú vizsgálatok (Hodgkin, 1958) a Na-pumpa 

neutrális jellegét, vagyis a Na illetve К ionok 1:1 arányú 

cseréjét mutatták ki, valamint azt, hogy az ionok aktiv 

transzportja csak a koncentrációgradiens fenntartását eredmé­

nyezi, közvetlen hatása az elektrogenezisre nincs. Későbbi 

vizsgálatok során kitűnt, hogy a К-Na cserearány nagysága

s igy a pumpa nem lehet neutrális, más szó­

val potenciálkülönbséget hoz létre (Baker, 1965, Coldwell et 

al., 1960). A Na-pumpa elektrogenitását bizonyították vázizom 

szövetekben is (Kernan 1962, Mullins és Awod, 1965, Adrian és 

Slayman ,1966). Molluszkák óriás idegsejtjein végzett kísérle­

tek ugyancsak bizonyították az ezen kísérleti objektumokban 

is jelentős szerepet játszó pumpa mechanizmus elektrogén jel­

legét (Kerkut és Thomas, 1975). Említett szerzők kimutatták, 

hogy intracelluláris Na+ injekció esetén a membránpotenciál

2:3 között mozog
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jelentősen növekszik, meghaladva az un. K+ equilibrium poten­

ciál értékét. Az észlelt membránpotenciái növekedés gátolható 

a hőmérséklet csökkentésével, ouabain applikálásával, valamint 

а К ionok eltávolitásával a külső oldatból. Thomas (1968, 1969) 

adata, mely szerint 25 pM Na bevitel mintegy 20 mV-os hiper- 

polarizációt okoz, ugyanakkor hasonló mennyiségű Li bevitel 

csak maximum 2 mV-tal növeli a nyugalmi potenciált, azt bizo­

nyltja, hogy a pumpa működése erősen Na-függő.

Későbbi vizsgálatok során kiderült, hogy az elektrogén pumpa 

nemcsak mesterségesen aktiválható, de normál körülmények között 

is működésével hozzájárul a membránpotenciál kialakításához 

(Айрапсгийн, 1969a, Gorman és Marmor, 1970, Carpenter,

Thomas, 1972). A felsorolt és más munkák alapján ma már tisz­

tázott, hogy a nyugalmi membránpotenciál két komponensből áll: 

az első, un. passziv komponens a nyugalmi (passziv) permeabili- 

tás és az ionkoncentráció, mig a második, un. metabolitikus 

komponens elsősorban az anyagcsere folyamatok függvénye. Fel­

merülhet a kérdés, hogy a bevezetőben leirt egyenletekben va­

jon miért nem szerepel az un. metabolitikus komponens. Ez az­

zal magyarázható, hogy az emlitett egyenletek leirása olyan 

objektum (tintahal óriásaxon) vizsgálata alapján készült, mely­

nek membránellenállása nagyságrenddel kisebb, mint azoké az 

óriás idegsejteké, melyen az utóbbi vizsgálatokat végezték. Az

1970,
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utóbbiak esetében a viszonylag kismértékű Na ion kiáramlás is

jelentős feszültségesést, tehát potenciálkülönbséget eredménye­

zett. Későbbiekben bizonyitották az elektrogén pumpa mechaniz­

mus létét simaizom sejtekben is (Casteels, 1969), jelzett anya­

gok segítségével mérték a különböző ionáramlás intenzitást a 

membránon át. Az eredetileg számolt és a később kapott membrán- 

potenciál értékek között tapasztalt különbség csak az elektro­

gén pumpa létével és működésével volt magyarázható.

Megállapítható tehát, hogy az aktiv iontranszport kettős hatás­

sal bir a nyugalmi potenciálra: a Na-pumpa (vagy Na-К pumpa) 

révén biztosítja a membrán két oldala közti iongradienst, más­

részt pedig az elektrogén Na-pumpa működése növeli az iongra­

diens által meghatározott nyugalmi potenciált. Ezen utóbbi kom­

ponens nagysága erősen függ - több tényező mellett - a membrán 

specifikus ellenállásától is.

A Na-pumpa működésének molekuláris mechanizmusát leiró model­

lek közül az egyik legeliogadottabbat Baker (1966) készítette 

(1. ábra). Az adott modell lényege az, hogy az un. X (carrier) 

képes szelektiv módon felvenni és leadni a Na illetve К ionokat, 

miközben foszforilálódik, illetve defoszforilálódik.

Más elképzelések szerint (Adrian és Slayman, 1966) a carrier 

molekula csak a Na ionok kilépését biztosítja, mig а К ionok 

bevitele (vagy visszavitele) a sejtbe az elektrogén Na pumpa 

működésekor létrejövő elektromos gradiens által történik.
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A metabolitikus folyamatok szerepét a nyugalmi potenciál kiala­

kításában a következőképpen foglalhatjuk össze: ATP szükséges 

(mint energia forrás) az ionkoncentrációk létrejöttéhez, illet­

ve fenntartásához, melyet a Na-К pumpa működése biztosit, vala­

mint a nem neutrális (elektrogén) Na pumpa működéséhez, mely 

növeli az ionkoncentráció különbségek biztosította membrán-

potenciál értéket.

A membránpotenciái végső nagyságának kialakításához a felsorol­

takon kivül még más tényezők is hozzájárulhatnak (pl.: a mem- 

bránfelszinen lévő un. fix töltések nagysága (Elül, 1967). 

Kétségtelen jelentőségük ellenére ezen faktorokra - mivel csak 

közvetve kapcsolódnak a disszertáció témájához - most nem térünk

ki.
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külső2 К3 Na
térZ +4+

• *53-X-PNa3 .
N

\ membrán
X-PNa ■S33 • •

N

M'

XNaо -х-рк2рхк2 X-PNa3 . . . Sj3

X belső
tér

Pi 3Na 2K ATP ADP

1. ábra

A nátrium pumpa működésének teoretikus modellje a közbülső 

foszforiláció és defoszforiláció folyamatának sematikus fel­

tüntetésével (Baker, 1966).
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2.2. A membránpermeabilitás analitikus vizsgálata

Anélkül, hogy az elméleti és technikai részletek bővebb leírásá­

ba bocsátkoznánk, röviden ismertetjük az un. "feszültség rög­

zítés" (voltage clamp) módszer lényegét. E módszer kiemelkedő 

jelentősége abban áll, hogy bár első kidolgozása óta számos kor­

rekcióra szorult, mind a mai napig az egyik legfontosabb anali­

tikus eszköze a membrán fiziológiai folyamatok in vivo vizsgá­

latának.

Negativ visszacsatolásu erősitő segítségével a membránpotenciáit 

konstans (tetszőlegesen megválasztható) szinten rögzítjük. Az 

áram, melyet a potenciál azonos szinten tartása végett bocsá­

tunk át a membránon speciális visszacsatoló áramkör segítségé­

vel, abszolút értékében megegyezik azokkal az ionáramokkal, 

melyek e feszültségszinten - a kiindulási ("holding") szintről 

való, gyors potenciálváltozás hatására folynak a sejtmembránon

át.

E módszer kidolgozást nyert - mind elméletét, mind pedig gyakor­

lati kivitelezést tekintve - a legkülönbözőbb szövet- és sejt­

típusok esetére, Molluszkák óriás idegsejtjeinek vizsgálatára 

például a Dodge és Frankenhauser (1958) által leirt, módosított

séma alkalmas.

A membránon átfolyó totál áram (Im) két komponensből áll: a 

feszültségugrás elején és végén jelentkező kapacitiv, valamint
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a rögzített feszültség tartomány alatt megjelenő ionáramok ösz- 

szegéből:

dV /4/I = C — ár m dt + Xi

dVAz állandósult feszültség tartományban: = 0, tehát:
dt

/5/I = I,m í

Ugyanakkor:

/6/1i = XNa + XK + 1 + I ahol:L s

In3 - Na ionáram,

- К ionáram,

- un. kifolyási ("leak") ionáram,

I - egyéb ionok által hordozott áram.

:K

:L

Az óriás idegsejten átfolyó ionáram (Im):

dV /7/+ BNa^-^a5 9k(V-V * 9l(V‘VL) +I = cm dt

továbbá:
/8/ahol^Na ^Na

dm
/9/= ama-m)-bmro >dt

dh
/10/— = ah(l-h)-bhh ;

dt
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4 /11/aholg« - gKn ,

dn
/12/= an(1-n)-bnndt

Az a és b konstans értékek empirikusan határozhatók meg.

A csak nagyon vázlatosan ismertetett egyenletekből is kitűnik 

az, hogy az adott módszer igen alkalmas a permeabilitás, illet­

ve transzformált formájának, a membrán különböző ionokra vonat­

koztatott vezetőképességének vizsgálatára. Éppen a módszer ana­

litikus jellege tette lehetővé már az ezzel a módszerrel vég­

zett kutatások legelején a membránpermeabilitás hőmérséklet- 

függésének vizsgálatát, mely tulajdonképpen e mennyiség anyag­

csere függésére is utalt.

E technika szisztematikus alkalmazása és továbbfejlesztése sok 

uj, az eredeti egyenlet rendszerrel (Hodgkin és Huxley, 1952) 

modellezhető "működési mechanizmustól" eltérő részletet tárt

fel. Ily módon nemcsak a permeabilitás fogalmának fontosabb 

értelmezésére, lehetséges mennyiségi és minőségi változásaira 

deritett fényt, de alapjául szolgált uj membránmodellek alkotá­

sáthoz is (Connor és Stevens, 1971 a, b, c; Noble és Tsien, 

1969, a, b).
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A teljesség igénye nélkül felsorolnánk néhány olyan hipotézist, 

illetve kisérleti tényt, melyek a gerinctelen állatok idegrend­

szerének kutatása során születtek, de jelentőségük, sőt bizonyos 

esetekben bizonyitásuk is a gerinces idegélettanban is vitatha­

tatlan.

a) Többkomponensű kifeléirányuló ("outward") K+ áram (I«)

A kifeléirányuló K+ áram egyes sejttípusok esetében két, mennyi­

ségileg és minőségileg is eltérő komponensből áll (Neher, 1971).

Az un. gyors komponens csak előzetes hiperpolarizációval váltható 

ki, a nyugalmi membránpotenciái szintjén teljesen inaktiválódik. 

Aktivációs állandója (n) legalább egy nagyságrenddel kisebb az 

un. késői kifelé irányuló áramkomponens esetében mérhető érték­

nél. Mig a késői komponens gyakorlatilag csak igen kismérvű, il­

letve elhanyagolható inaktivációval bir, a gyors áram inaktivációs 

együtthatója (h) a befelé irányuló áram inaktivációs értékével 

azonos nagyságrendű.

A késői (lassú) К-áram komponens teljesen blokkolható tetraetil- 

ammonium-kloriddal (TEA-C1), a gyors komponens TEA-Cl-ra érzéket­

len. Máig sem tisztázott, hogy vajon azonos vagy különböző ion- 

csatornák müködnek-e a két áramtipus esetén. Bár a különböző 

csatorna tipusok bizonyítása ezideig nem sikerült, egytipusu 

csatornák esetén kielégitőleg nem lehet magyarázni például a 

TEA-C1 specifikus hatását adott esetben.
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b) Többkomponensű és kétionos befelé irányuló ("inward") áram

Megállapitást nyert, hogy a befelé irányuló áramot mind Na, 

mind pedig Ca ionok hordozhatják (gyakran egyidőben is). Mig 

a Na+ komponens blokkolható tetrodotoxinnal (TTX) 

ponens TTX-inszenzitiv, ugyanakkor pl. CoC^-dal gátolható. 

(Gedulding és Junge, 1968; Gedulding és Grüner, 1970).

a Ca++ kom-

c) A kálcium kettős szerepe

++ egyrészt mint áramhor-E kettős szerep lényege az, hogy a Ca 

dozó, másrészt mint a más ionok által hordozott áram "modulátora"

is szóba jön. Ez utóbbi szerep bizonyosan összefügg a kálciumnak 

a membránszerkezetben játszott jelentőségével (melynek tárgya­

lására nem térünk ki most részletesebben). Bizonyított pl., 

hogy a lassú kifelé irányuló (I«) áramkomponens nagysága, kine-

függőek, de elképzelhető az is, 

hogy ezen komponens maga is két összetevőből áll, melyek közül 

csak az egyik Ca++ függő (Heyer és Lux, 1976 a, b).

++tikai paraméterei erősen Ca
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ANYAG ÉS MÚDSZER

A Helix pomatia L. központi idegrendszerét alkotó garatkörüli

2. ábrán látható (Bullock és Horridge, 

1965): cerebrális ganglionpár (Cg-^ és CG2), pleurális ganglion- 

pár (LP1 és RP1), parietális ganglionpár (LPa és RPa), valamint 

a viscerális ganglion (V). A cerebrális ganglionpárt a garat 

alatti ganglion egyes részeivel rövid konnektivumok kötik össze, 

mig a garat alatti ganglion egyes tagjai szinte teljesen egybe­

épültek. A parietális ganglionpár jobboldali (RPa) tagja mindig 

nagyobb, mint a baloldali (LPa). E ganglionpárból kilépő idegek 

szintén aszimmetrikus elrendezésűek; az RPal ganglionból kilépő 

idegtörzs két, jól elkülöníthető ideget tartalmaz (2.ábra).

A vizsgálataink tárgyát képező bimodális pacemaker idegsejt a 

jobb parietális ganglionban helyezkedik el (Sakharov és Salánki, 

1968), jelzése: RPal.

gangliongyürü felépítése a

A ganglion dorzális felszínén - a többrétegű kötőszöveti burok

2 cm^eltávolítása után - az idegsejtek jól láthatóvá váltak, 

térfogatú kisérleti kamrában helyeztük el a preparátumot, melyet 

az általunk készített (kb. 3 mm ) fényvezető üveg tárgyasztalra 

fektettük fel, majd megfelelően rögzítettük. Az alkalmazott meg- 

világitás biztosította átesőfény magas intenzitása által - 

az idegsejten történő műveletek viszonylag nagy nagyitás mellett

történő végrehajtását.
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/

I/CG-| CG2II
M

JA

LPl RPl

LPa RPa

III.

Г T "Л^v I. > и.

n.p.d.n.i.

2. ábra

A Helix pomatia L. központi idegrendszerének felépitése 

CG-^ és CG2 - cerebrális ganglionpár, LPl - bal pleurális 

ganglion, RPl - jobb pleurális ganglion, LPa - bal parietá- 

lis ganglion, RPa - jobb parietális ganglion (I., II. és III. 

lebenye), V - viscerális gnaglion, Br - Br-tipusu idegsejt 

(RPal sejt), n.i. - intestinális ideg, n.p.d. 

pallialis dexter.

nervus
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A kamrában elhelyezett oldat és preparátum hőmérsékletét 7°C 

és 33°C között folyamatosan lehetett változtatni, valamint 7°C, 

22°C, és 33°C-os hőmérsékleti értékeket tartósan lehetett biz­

tosítani. A hűtést, illetve fűtést Peltier elemek segítségével 

biztosítottuk, melyet speciális áramkör vezérelt (Véró, 1974 a).

A fiziológiás vagy más összetételű oldatok átáramoltatással

(perfuzió) kerültek a kamrába (3-10 ml/perc) úgy, hogy a folya­

dékszint magassága állandó volt.

Az intracelluláris jelek regisztrálását biztositó elektronikus 

rendszer blok-diagramja a 3. ábrán látható.

A vizsgálataink során használt fiziológiás oldat összetétele a

MgCl26H20: 2,4 g,KC1: 0,35 g,következő volt: NaCl2: 3 g

NaHCO-j: 0,2 g/l desztillált viz. A fizio-CaCl22H20: 1,5 g, 

lógiás oldat pH-ja 7,2 volt.

A PPal sejt mintázatára az alábbi anyagok hatását vizsgáltuk:

1. Tetrodotoxin (TTX)

2. TEA-C1 extracellulárisan applikálva
3. Ouabain

4. CoCl2

5. 2-4 DNP
intracellulárisan applikálva

6. CdCl2
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A vizsgálatok során az anyagokat perfuzióban adtuk a prepará­

tumhoz. Későbbiekben lehetőség nyilott a vizsgálandó anyagok 

elektroforetikus applikálására, illetve intracelluláris injek­

tálására is.

A (Pyrex alapanyagú) üvegkapillárisból húzott mikroelektródák 

ellenállása 2-20 Mohm között váltakozott, a kisérlet tipusától 

függően; igy membrán és akcióspotenciái elvezetésére 10-20 

Mohm, ionáramok regisztrálására 5-10 Mohm, különböző anyagok 

iontoforetikus bevitelére 3-5 Mohm, nyomással történő anyag­

injekció esetében 2-3 Mohm ellenállású üvegmikroelektródát 

használtunk. Az iontoforetikusan, illetve nyomással történő 

anyagbevitel esetének kivételével az elektródákat 2,5 M KC1

oldattal töltöttük.

A sejtből regisztrált jeleket nagybemenőellenállásu, FET be­

menetű erősitő bemenetére (Véró, 1971), illetve a voltage clamp 

mérések esetén az áram elektródán regisztrált jel konverteren 

át áramerősitőre csatlakozott (Véró, 1974 b). E mérési össze- 

állitásban a kétlépcsős négyszögimpulzus generátor biztosította 

a szükséges vezérlő jeleket, melyek időtartama és nagysága meg­

felelő határok között váltakozhatott. Ugyancsak lehetőség volt 

a kiinduló (holding) szint szükség szerinti megválasztására.

Néhány esetben szivóelektródával végeztünk elvezetést az idegek­

ről, mely elektróda az idegek ingerlésére is alkalmas volt
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négyszög jelgenerátor segítségével.

A kapott jeleket Tektronix R5103N storage oszcilloszkóp kép­

ernyőjéről filmre rögzítettük, illetve az Intézetünkben készült 

analóg jeltárolón tároltuk, esetenként papirirószerkezettel

rajzoltattuk ki.

A membránon átfolyó ionáramok mérése az un. voltage clamp mé­

rési módszer szerint történt. Megfelelő elektronikus rendszer 

segítségével (Véró, 1974 b) a sejtbe 2 mikroelektródát beve­

zetve a membránpotenciáit egy konstans kiindulási (holding) 

szinten rögzítjük. Az áram, melyet e potenciál azonos szinten 

tartása végett bocsátunk át a membránon egy negativ vissza­

csatolással, abszolút értékében megegyezik azokkal az áramok­

kal, melyek e kiindulási szintről való gyors (négyszögalaku 

pozitiv vagy negativ) potenciálváltozás hatására folynak a 

sejtmembránon át.

A vizsgálatok során nyert és rögzített bioelektromos jelek 

alábbi paramétereit mértük, illetve származtattuk:

a) nyugalmi potenciál értékek,

b) egyes akciós potenciálok (csúcs)amplitudói, illetve jelleg­

zetes értékei (kisülési küszöb, negativ csúcspotenciál, 

túllövés),
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c) akciós potenciálok impulzusszélessége, fel- és leszálló 

szár meredeksége, időtartama,

d) egymást követő akciós potenciálok és akciós potenciál soro­

zatok azonos fázisai közötti időtartamok,

- intervallum eloszlás függvények (hisztogram)

- intervallum sorszám-időtartam függvények (szukcessziv 

hisztográm),

e) ionáramok mérésekor kapott áramgörbék alapján:

- áram-feszültség karakterisztikák,

- vezetőképesség feszültségfüggése.

Az RPal sejt aktivitás mintázata anyagcsere függésének vizs­

gálata során az intracelluláris nyomás segítségével történő 

anyagbevitel technikáját is alkalmaztuk.

Elektromos utón vezérelhető pneumatikus szelep segítségével 

az előre beállított (1-10 atm) (nitrogén) gáz nyomást az in­

jektálandó oldattal töltött elektródára kapcsoltuk. Ilymódon 

az 1 p feletti csúcsátmérőjü elektródából az adott anyagokat 

be lehetett injektálni a sejtbe, illetve a sejtfelszinre kis 

mennyiségben applikálni.

Vizsgálataink során az egyszeri injekció alatt a sejtbe jutta­

tott folyadék (oldat) mennyiség nem haladta meg a sejt térfo­

gatának 5 %-át. E mennyiség beviteléhez szükséges nyomásértéket 

- elektródánként - előzetes kalibrációval határoztunk meg. Vizs-

injekciójára került sor.gálataink során 2,4-DNP és . CdC^
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EREDMÉNYEK

4.1. A bimodális pacemaker potenciálgenerálás általános

jellemzői

A különböző sejteket a potenciál generálás alapmechanizmusa 

alapján két nagyobb csoportba sorolhatjuk. Az első csoportba az 

un. szinaptikusan vezérelt, mig a másik csoportba a spontán mű­

ködő, autoaktiv (pacemaker) sejtek tartoznak. Ez utóbbiakhoz 

sorolhatók a szivizom sejtek, valamint az idegsejtek egy jelen­

tős része. A különböző autoaktiv tipusu sejtek vizsgálata egy­

értelműen bizonyította, hogy a pacemaker potenciál generálás 

alapját a membránpermeabilitás paramétereinek időbeli változá­

sai, paramétereinek speciális értékei, feszültségfüggése, stb. 

biztosítja. A spontán működő sejtek egy csoportját jellegzetes, 

un. burst-szerü akciós potenciál generálás jellemzi. Ezen min­

tázat (4. ábra) vizsgálata során kitűnt, hogy e működés jelen­

tősen befolyásolható a hőmérséklet, a pH, a megvilágitás vál­

toztatásával (Arvanitaki és Chalazonitis, 1968), különböző 

membránpermeabilitás moduláló ágensek - ioncsatorna blokkolók - 

(TTX, TEA-C1) applikálásával (Mathieu et al., 1971, Junge és 

Stephens, 1973), anyagcsere gátlók (DNP, ouabain) alkalmazásá­

val (Aűpaherri#И , 1969 b, Isenberg és Trautwein, 1974), az ion­

összetétel változtatásával (Carpenter, 1970). Az idézett munkák, 

valamint saját kísérleteink is megmutatták e speciális működési
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100mV

5 sec

T

2t*c

1

4 . ábra

Az RPal jelzésű bimodális pacemaker óriásidegsejt spontán 

aktivitásmintázata (felül) és egy impulzussorozat jellemző

, a nyugalmi potenciál átlagértéke;paraméterei (alul). RP

a nyugalmi potenciál maximális értéke; FL, kisülési
mean

RP max ’
szint; 0, túllövés (J.Salánki, I. Vadász és K. Elekes, 1972).
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forma közvetett és közvetlen anyagcsere függését és azt a fel-

hogy a burst-szerü működés a jelen­

tősen anyagcsere függő membránpermeabilitás eredménye, illetve 

az adott mintázatot mutató sejtek rendelkeznek időben is vál­

tozó (oszcilláló tipusu) metabolizmussal (elektrogén Na-pumpa).

tételezést erősítették meg

Több éve vizsgáljuk Helix pomatia L. központi idegrendszerében 

található, bimodális aktivitási mintázatot mutató idegsejt 

(RPal jelzésű neuron, Sakharov és Salánki, 1969) sajátosságait, 

különös tekintettel az aktivitásmintázat generálása és a membrán 

tulajdonságok összefüggésére. Munkánk során - a feszültség rög­

zítés (voltage clamp) technika alkalmazása révén - lehetőség 

nyilt a membránpermeabilitás különböző faktorainak analitikus 

vizsgálatára. így a különböző kísérleti szituációkban nyert 

adatok alkalmasak voltak a bimodális (burst-szerü) működéssel

együttjáró ionfolyamatoknak, s ezeken keresztül a permeabilitás 

analízisére. A membránpermeabilitás anyagcsere függés vizsgá­

latának megkezdése előtt elvégeztünk néhány kísérletet, melyek 

lehetőséget adtak az adott sejttípus membránfiziológiai tulaj­

donságainak tisztázására. Meghatároztuk továbbá, hogy a kifelé 

és befelé irányuló áramot - voltage clamp mérési feltételek 

között - milyen ionok hordozzák.

A membránpermeabilitás anyagcsere függésének vizsgálata során 

részletesen a hőmérséklet változás, mint az anyagcsere folyama­

tok sebességének generális szabályozója, valamint különböző 

kémiai anyagok hatásának elemzését végeztük el az RPal sejt 

esetében.
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4.2. Tetrodotoxin hatása az RPal neuron spontán aktivitására

és ionáramaira

10 6M koncentrációban hatástalan 

volt, ugyanakkor más, Na+ hiányra érzékeny sejteken már ebben 

a koncentrációban is blokkolta a potenciálképzést. Emelve az 

alkalmazott koncentrációt 10-^ - 10~^M-ra, 

szos jellege megszűnt, az akciós potenciálok amplitúdója pedig 

fokozatosan lecsökkent (5. ábra b, c) . Az anyag adását követően 

mintegy 25 perc múlva a membránpotenciái erős oszcillációja volt 

megfigyelhető. Az oszcillációt rendszeresen megszakitja egy 

olyan hiperpolarizációs hullám, ami az interburst periódus első, 

gyors komponensére emlékeztet, amit mindig egy abortiv akciós 

potenciál követ (5. d ábra). A membránpotenciái hiperpolarizá- 

ciós irányba történő eltolása esetén kifejezettebbé vált a hi-

Az RPal sejten a TTX 10 ^

az aktivitás szaka-

perpolarizációs hullám, melyet követett egy csökkent amplitúdójú 

akciós potenciál (5. e ábra). A membrán depolarizálása esetén a 

membránoszcilláció meggyorsult, amplitúdója csökkent és sem a 

hiperpolarizációs hullám, sem spike képzés nem volt megfigyel­

hető (5 . f ábra).

Az adott koncentrációjú TTX hatására a sejt befelé irányuló 

árama 30 %-kal, a kifelé irányuló áram pedig 40 %-kal csökkent 

(5. g ábra). Ha azonban a feszültség ugrások kiinduló szintjét
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5 . ábra

Tetrodotoxin (TTX) hatása az RPal sejt spontán aktivitására és
ionáramaira

(felülről: kontroll aktivitás; 10 ^ M TTX hatása a spontán akti­
vitásra; a hatás 15 perc majd 25 perc múlva; a hiperpolarizáló 

és depolarizáló áram hatása a TTX-t tartalmazó oldatban, 

alul: a voltage clamp mérés során kapott feszültség-áram karak­
terisztikák különböző TTX koncentráció és kiindulási feszültség- 

szint (holding szint) esetén).

MP = nyugalmi potenciál; HP = holding potenciál
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+ +Tetrodotoxin hatása Ca -mentes oldatban az RPal sejt ion­
áramaira

(a voltage clamp mérés során kapott feszültség-áram karakte­
risztikák különböző kiindulási (holding) szintek esetén.)
MP = nyugalmi potenciál; HP = holding potenciál.
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a nyugalmi potenciálnak megfelelő -50 mV-os szintről -60 mV-ra 

emeltük, az ekkor mérhető áramok megegyeztek a kontroll érték­

kel. A fentiekkel analóg hatást tapasztaltuk Ca++-mentes oldat­

ban alkalmazott TTX kezeléskor, vagyis ekkor is a be- és kimenő 

áramok lényeges redukciója következett be. Ha azonban a kiin­

dulási (holding) szintet 10 mV-tal eltoltuk hiperpolarizációs 

irányba, ez esetben is észleltük az áramértékek visszaállitó- 

dását. E visszaállitódás azonban a TTX-t nem tartalmazó, Ca++- 

mentes oldatban mért értékig terjedt (6. ábra), más szóval a 

TTX hatás kiiktatása következett be.
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4.3. Tetraetilammónium-klorid (TEA-C1) hatása az RPal neuron

spontán aktivitására és ionáramaira

Az 1 mM TEA-Cl-ot tartalmazó fiozológiás oldat hatása a sejt 

spontán aktivitására és ionáramaira a 7. ábrán látható. Meg­

figyelhető az egyes burst-ök akciós potenciál számának gyors 

csökkenése, anélkül, hogy az akciós potenciálok amplitúdója 

változna, majd mintegy 30 sec időtartam alatt a potenciál­

generálás teljesen megszűnik. Ekkor azonban egy igen kifeje­

zett membránpotenciái oszcilláció figyelhető meg, melynek 

periódusideje lényegében megegyezik a kontroll körülmények 

között is meglévő, bár kevésbé szimmetrikus oszcillációval.

Voltage clamp körülmények között vizsgálva a TEA-C1 hatását azt 

tapasztaltuk, hogy a kifelé irányuló K+ áram jelentősen lecsök­

kent, olyannyira, hogy az időközben megnövekedett kifolyási 

áram miatt elvégzett korrekciós számitás után a K+ áram teljes 

blokkolásáról beszélhettünk. Fontos megjegyezni, hogy e hatás

mind a késői, stacioná-mind a korai, csúcs (p.c.) értékre, 

rius (s.s.c.) értékre is vonatkozott.
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7 . ábra

A tetraetilammonium-klorid (TEA-C1) hatása az RPal sejt spontán
aktivitására és ionáramaira

(felül: kontroll aktivitás és a TEA-C1 applikálás utáni mintázat; 

középen: a kontroll körülmények között mért áramválaszok (balra) 

és 1 mM TEA-C1 után (jobbra);
alul: feszültség-áram karakterisztikák (p.c., a kifelé irányuló 

áram maximális értéke; s.s.c., a kifelé irányuló áram állandó­
sult értéke; l.c., a kifolyási "leak" áram.)



33

C0CI2 hatása az RPal neuron spontán aktivitására és 

ionáramaira

4.4.

A sejt aktivitási mintáuatának és ionáramainak igen érdekes

változásai voltak megfigyelhetők 10 mM CoC^-ot tartalmazó 

fiziológiás oldat alkalmazásakor. A 8. ábrán látható, hogy az 

anyag adását követően az akciós pontenciál sorozatok frekvenciá- 

valamint a mintázat alapját képző un. lassú oszcil-ja nőtt meg

láció amplitúdója vált kifejezettebbé, olyannyira, hogy a hul­

lámzás depolarizációs fázisában a potenciálgenerálás blokkoló-

dása következett be, s csak mintegy 7 sec múlva tért vissza a 

membránpotenciái a kiindulási szintre, 

ban csak egy pszeudo-akciós potenciál, valamint a lassú hullám­

zás gyors komponensét tartalmazó mintázat figyelhet meg (8.d, 

f ábra).

A hatás későbbi fázisá-

Az adott anyag hatására igen sajátosan változtak meg a külön­

böző amplitúdójú feszültségugrásokra jelentkező áramgörbék: 

egyrészt a befelé irányuló áram megszűnt, másrészt pedig a 

kifelé irányuló K+ áram igen nagy, kontroll körülmények kö­

zött adott sejttípuson sohasem tapasztalható inaktivációval 

birt. Mint ahogyan a felvett feszültség-áram karakterisztika 

is mutatja (8. i ábra), a korai áramértékek lényegében meg­

egyeznek a kontroll körülmények között mért értékekkel, ugyan­

akkor a kifelé irányuló áram stacionárius értéke a kontrolihoz

képest 90 %-kal csökkent.
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C0CI2 hatása RPal sejt spontán aktivitására és ionáramaira

(felső két sor: kontroll aktivitás és a 10 mM C0CI2 utáni min­
tázat;
középen: a kontroll körülmények között mért áramválaszok (balra) 

és 10 mM CoCl2 után (jobbra);
alul: feszültség-áram karakterisztikák (p.c., a kifelé irányuló 

áram maximális értéke; s.s.c., a kifelé irányuló áram állandó­
sult érték).
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4.5. Ouabain hatása az RPal neuron spontán aktivitására

Az ouabain 10~^M koncentrációban történő alkalmazása egyértel­

mű hatást eredményezett a sejt spontán aktivitásában: az app­

likálást követően mintegy 5-15 sec múlva az addig szakaszosan 

működő sejt folyamatos akciós potenciál generálásra váltott át. 

Ennek frekvenciája állandónak bizonyult, értéke pedig az egy 

sorozat alatt előforduló, spontán parabolikusán változó értékek 

átlagával volt egyenlő (9. ábra b). Ugyanakkor az ouabain 

jelenlétében alkalmazott hiperpolarizáló áram hatására helyre­

állt az eredeti aktivitásmintázat, vagyis teljesen sikerült ki­

védeni az alkalmazott anyag hatását (9. ábra, alsó sor).

Mint az később, a megbeszélés fejezetben kitűnik, az ouabain- 

nal végzett kísérleteknek igen fontos szerepe van az egész 

kérdéskomplexum megértése és magyarázása szempontjából. Az 

ouabain hatásának vizsgálatát mint extra-, mint pedig intra- 

celluláris applikálás esetén el kell végezni, valószinü ugyan­

is, hogy ennek függvényében változik a hatásmechanizmusa. 

(Jelenleg folyó kísérleteink, melyek során - voltage clamp 

mérési körülmények között is - nyomással visszük be az anya­

got a sejtbe, ujfent bizonyítani látszanak az elektrogén Na+ 

pumpa szerepét a lassú hullámzás kialakításában.)
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ИИЯ1 50 mV

5 sec

a
ouabain

b

ouabain + hyperpolarizácio

9. ábra

Ouabain hatása az RPal sejt spontán aktivitására

(felső sor: kontroll aktivitás; 

cióju ouabain hatása;
erősségű hiperpolarizáló áram hatása az aktivitásra)

10 ^ M koncentrá-középső sor:
10-5 M-os ouabain és 10 nAalsó sor:
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4.6. 2,4-DNP és CdC^ hatása az RPal idegsejt spontán aktivi­

tására és ionáramaira

0,1-0,2 ni mennyiségű 100 mmol/1 2,4-DNP bevitelét követően 

néhány perc elmúltával időben fokozódó változás volt megfigyel­

hető a neuron spontán aktivitásában. Az injekció után 5 perccel 

az akciós potenciálok száma a sorozaton belül nem változott, 

amplitúdójúk azonban a potenciálsorozat elején 20 %-kal csök­

kent. A sorozat utolsó tagjának nagysága ugyanakkor legfeljebb 

10 %-kal marad el a kontroll értéktől. Az interspike interval­

lumok hosszabbodtak, mintegy 23-30 %-kal, az interburst inter­

vallumok időtartama pedig 50 %-kal megnőtt. A membránpotenciál 

lassú hullámzásának amplitúdója a kontrolihoz képest jelentősen, 

1/2-1/3-ra csökkent (10. ábra, a,b).

control
+ Ю m in

Л Л А Ж + 5 min

uhu 11111 ш.
л b

50 mV

/0 sec

+ Ю mm

i 5 mV

2 sec

10. ábra

Intracellulárisan applikált 2,4-DNP hatása az RPal idegsejt
spontán aktivitására
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Az injekciót követően 13 perc elteltével az akciós potenciálok 

száma egy-egy sorozaton belül 40 %-kal csökkent. A sorozat el­

ső tagjának amplitúdója tovább csökkent, az utolsó tagnál a 

korábbihoz képest nem változott. Az interspike intervallumok 

valamelyest rövidültek, ugyanakkor az interburst intervallu­

mok értékei 4-szeresre nőttek (10. ábra, c), bár a hiperpola- 

rizáció csak kisfoku volt. Az interburst szakasz egy rövid 

időtartamú, kisamplitudóju hiperpolarizációs fázisból és egy 

lassú, időben igen elnyújtott depolarizációs szakaszból állt.

A depolarizációs szakasz második felében rendszerint igen 

gyors (1,5 cps), kisamplitudóju (2 mV) oszcilláció lépett fel. 

Az injekciót követően 25 perc múlva a sejt aktivitása jelentő­

sen csökkent ( 10. ábra, d) és csak időnként jelent meg egy- 

egy potenciálsorozat. Ennek paraméterei a korábbihoz képest 

lényegében változatlanok voltak. Az igen hosszú, időnként 

40-80 sec időtartamú interburst periódusokban megjelenő gyors 

membránoszcillációt nem mindig követték kisüléssorok, azon­

ban a sorozatok megjelenését minden esetben ilyen oszcillá­

ciók előzték meg (10. ábra, d, e).

0,1-0,2 ni mennyiségű CdCl2 intracelluláris bevitelét követően 

az RPal sejt aktivitásának igen szembetűnő megváltozása figyel­

hető meg: a sorozat-aktivitás felfüggesztődik, a membrán de- 

polarizálódik és átmenetileg egyenletes (monomodális pace­

maker) aktivitás figyelhető meg, melynek frekvenciája a de-
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polarizáció fokozódásával növekszik. 25-30 sec múltán hiper- 

polarizációs hullám váltódik ki, amit a kontrolinál nagyobb 

amplitúdójú lassú hullámzással kisért bimodális aktivitás 

követ. Az injekciót követően 8-10 perc múlva az akciós poten­

ciálok amplitúdója és száma fokozatosan csökken csak paroxiz- 

mális aktivitás figyelhető meg (11. ábra).

UIBBUOUUla

t

d

■ лиши \40mV

11. ábra

Intracellulárisan applikált CdCl2 hatása a RPal idegsejt spontán

aktivitására

b. és c.: folyamatos regisztráció más időalap esetén;

e. : aktivitás-mintázat 20 mV-os hiperpolarizáció esetén;

f. : aktivitásmintázat 20 mV-os depolarizáció esetén.

(e. és f. mintázat az applikálást követő 8-10 percben történt, 

időalap: a, b, e: 10 sec; c, d.: 4 sec.)
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Az aktivitásra és aktivitási mintázatra gyakorolt hatás után 

azt vizsgáltuk, hogy a 2,4-DNP és CdCl2 hogyan befolyásolják 

a neuron ionáramait. A kontroll, valamint 2,4-DNP és CdCl2 

bevitele után jellemző áramgörbék a 12. ábrán láthatók.

A kontroll esetében a maximális befelé irányuló áram felfutó

^ A/sec, lefutási meredeksége 20,0-10-^ 

A/sec. Ugyanezek a paraméterek 2,4-DNP injekciója után 36-10"^ 

A/sec, illetve 6,25-10-^ A/sec-nak, mig CdCl2 injekciója után 

49-10 ^ A/sec, illetve 18*10-^ A/sec-nak adódtak. A befelé 

irányuló áramra vonatkozó vezetőképesség a feszültség függ­

vényében a 13.a. ábrán látható. Csúcsértéke: 2,4-DNP adása 

után 1,83-10-6 Ohm-1; CdCl2 után pedig 1,05-10-6 Ohm-1 

a kontroll görbe 4,33-10-^ Ohm-1 értékéhez képest jelentősen 

kisebbek, a csúcsértékek helyei pedig mintegy 5 ill. 15 mV-al 

a negativ feszültségtartomány felé tolódtak el.

meredeksége: 51,4-10

; ezek

A kifelé irányuló áram esetében kétféle vezetőképességet áb-

a 9out/p/ fuS0vény 

vezetőképesség (13.b.), a 90U-t/s/ függvény pedig az állan­

dósult kifelé irányuló vezetőképességet mutatja, a feszült­

ség függvényében.

rázoltunk: a csucsáramértékekre vonatkozó
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(a)

50 mV

200 пД

200 msec

—

<Ы

50 mV

200 пД

200 msec

Г

(с)

50 mV

200 пД

200 msec

т

12. ábra

kontroll; b: 2,4-DNP intra- 

c: CdCl2 intracelluláris appliká-
Az RPal idegsejt ionáramai: 
celluláris applikálása után; 
lása után (U

a :

= -50 mV)holding



42

(с)(а)
(10° ohm )

g (10 6ohm' )
Ю-

/*
5 - /••
/

/
•—

1
5010-50 -10-Ю 10 50-50

5010-10-50 U (mV)U (mV)
U (mV)

13. ábra

Az RPal idegsejt feszültségfüggő vezetőképességei

2,4-DNP injekció után;A—A: CdCl2•: kontroll; о 0 :

injekció után.

a: inward vezetőképesség; b: outward peak vezetőképesség;

c: outward steady state vezetőképesség.

^equ inward
I I 30; ^equ outward -60 mV.g = Ü = Ü ;

^testequ

Az ábrákból kitűnik, hogy a kifelé irányuló vezetőképesség 

mindkét anyag bevitele után csökken a kontrolihoz képest.

A maximális "csúcs" és az "állandósult" értékeket figyelem-

bevéve a csökkenés aránya 2,4-DNP után hasonló:

KontrollKontrollgout/p/ gout/s/ = 1,6= 1,4
Bout/s/ 2’4~DNPBout/s/ 2,4-DNP



43

CdCl2 után viszont a csúcs érték csak kevéssé, 

érték lényegesen csökkent:

az állandósult

Kontroll Kontroll9out/p/ 9out/p/
= 1,1 = 3,6

9оut/s/ CdC12 9оut/s/ CdC12

A kifelé irányuló áram időfüggésének vizsgálata céljából fél- 

logaritmikusan ábrázoltuk a kifelé irányuló áramgörbéket (14. 

ábra). Az adott ábrázolási mód mellett az áramértékek több

egyenesre illeszkednek. Meghatározva az egyenesek iránytan- 

genseit, az áramgörbék különböző időállandóval rendelkező, 

exponenciálisan csökkenő komponensekre bonthatók.

A kontroll esetében az áramgörbe időállandója '"C kontrol = 820 ms, 

mig 2,4-DNP injekciója után 2,4-DNP

változatlan. CdCl2 injekciója után az első, 600 ms-ig tartó 

inaktivációs szakasz alatt (£( 1

= 830 ms, lényegében

370 ms időállandóértékCdCl2
adódik, mig 600 ms-tól az áramgörbe időállandója 2 CdCl2 =

= 830 ms.

így tehát a kontroll esetében és a 2,4-DNP után egy, CdCl2 

injekcióját követően pedig két, különböző időállandóju kom­

ponensre bontható az áramgörbe.
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i5001000500юо
• 14

t(msec)

-15

1
I •s
J-16 'cdCI2

■ 370 msec' г control ■ 820 msec

=

-17

14. ábra

Az RPal idegsejt outward áramainak kinetikája 

^holding -50 mV, ^test 40 mV

•--- •: control;

CdCl2 injekció után.

о--- о: 2,4-DNP injekció után;

Л----Д :

х7
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4.7. A hőmérsékletváltozás hatása az RPal neuron spontán

aktivitására és ionáramaira

A külső hőmérséklet változtatása - mind a hűtés, mind a mele- 

gités - megváltoztatta a sejt aktivitását. A változás 12° és 

30°C között mennyiségi volt, vagyis az aktivitásmintázat sza­

kaszos jellege megmaradt és csak paraméterei változtak. A 

jellegzetes mintázat 10-12^C alatt megszűnik; a lecsökkent 

kisülési frekvencia és akciós potenciál eloszlás szabálytalan­

ná válik. További hűtés - 4-5°C alá - a sejt potenciál generá­

lásának megszűnéséhez vezet.

Melegítéskor 30-32°C-on szűnik meg az aktivitás szakaszos 

jellege. Ekkor a működési frekvencia megnő, megszűnnek az 

potenciálsorozatok közötti hiperpolarizációs szakaszok.

A szélső hőmérséklet értékeken kapott adatokat vetve össze a 

kontroll (22°C) esetében tapasztaltakkal, kitűnik, hogy a hő­

mérséklet csökkenésével az impulzusszélesség nő az azonos 

sorszámú, 22°C-on mérthez képest. Ugyanakkor a hőmérséklet 

emelésekor csökken az impulzusszélesség, és mindkét esetben

spontán változás jóval kisebb intervallum­

ban történik, mint a kontroll hőmérsékleten. így az impulzus­

szélesség burst-ön belüli szélső értékeinek hányadosa 13°C-on:

a burst-ön belüli



A

1,0-

0,5-

N
5 150 10

15 . ábra
A sorozaton belüli interspike-intervallum alakulása különböző

hőmérsékleteken
(N, az interspike intervallum sorozaton belüli sorszáma; T, időtartama)

f T(sec)
interburst intprvnllum

burst intervallum
10-

5-
*

t(°c)
I I I I0 10 2515 3020

16 . ábra
A kisüléssor időtartam (burst) és a sorozatok közötti (interburst) 

idő alakulása a hőmérséklet függvényében
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29°C-on: 0.5.22°C-on: 0.55, Kiderült az is, hogy a 

hőmérséklet okozta spike-időtartam változás - csökkenés vagy 

növekedés - a felszálló szár meredekségének változásával függ

0.84,

össze.

Vizsgálva az impulzussorozaton belül az egymást követő akciós 

potenciálok közötti időtartam változást a hőmérséklet függ­

vényében, azt tapasztaljuk, hogy azok a sorozat első felében 

csökkennek, majd elérve minimális értéküket, a sorozat máso­

dik felében növekednek. Ez a tipusu, spontán változás minden 

hőmérsékleti értéken megfigyelhető, de alacsonyabb hőmérsék­

leten nagyobbak az időértékek, magasabb hőmérsékleten pedig 

kisebbek (15. ábra).

A vizsgálatok során nemcsak az impulzus időtartam és az inter- 

spike intervallum bizonyult hőmérsékletiüggyőnek, hanem a ki­

süléssorok időtartama és az interburst időtartam is. Elemezve

a sorozatok közötti szünet időtartamát, kitűnt, hogy az inter­

burst időtartam minden hőmérsékleten nagyobb, mint a kisülés- 

sor időtartama. A hőmérséklet emelkedésekor mind a sorozatok, 

mind a közti szünetek időtartama lineárisan csökken (16. ábra), 

a kettő hányadosa azonban változatlan, megközelitőleg 0.7.

Az RPal sejt ionáramainak hőmérséklet függését vizsgálva vol­

tage clamp módszerrel kitűnt, hogy e változás a különböző
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ionáram komponensek esetében különböző. A befelé irányuló áram- 

komponens maximuma 22°C-on 160 - 10 nA, 7°C-on 50 - 11 nA, 

33°C-on 200 - 20 nA (17. ábra). A kifelé irányuló áram eleinte 

az alacsony hőmérsékleti értéknél nagyobb, de emelkedési sebes­

sége a pozitivabb feszültség tartományokban csökken. Az RPal 

sejt vezetőképességének (relativ vezetőképesség) változása a 

hőmérséklet függvényében a 18. ábrán látható. Megfigyelhető 

7°C-on a kifelé irányuló árammal szembeni magas kezdeti vezető- 

képesség, ugyanakkor ennek csökkenése a pozitiv feszültség tar­

tományban. A befelé irányuló árammal szembeni vezetőképesség 

hőmérséklet függése nem ilyen kifejezett. Az áramértékek nagy­

ságában bekövetkező változások mellett igen szembetünőek voltak 

az időviszonyokban bekövetkezett módosulások. Alacsony hőmér­

sékleten jelentősen megnőtt a befelé irányuló áram teljes idő­

tartama, mig magas hőmérsékleten ugyanez csökkent a kontroli­

hoz képest. A 19. ábrán látható, hogy mintegy 50 msec-os kü­

lönbség van a különböző vizsgált hőmérsékleten kapott értékek 

között a legkisebb, 10 mV-os négyszögimpulzus esetén, mely 

50 %-os változásnak felel meg. Ugyanakkor az 50 mV-os impul­

zus és a maximális, mintegy 90 mV-os impulzus esetén, bár az 

időtartam különbség 2.5 - 3 msec volt, százalékosan kifejezve 

változatlanul megegyezik a minimális jel esetén kapott különb­

séggel, és e pozitiv feszültségtartományban állandónak bizo­

nyult.



17. ábra
Az RPal sejt feszültség-áram karakterisztikái 

(□ : 7°C; ф : 22°C; A: 33°C; az abszcissza alatt a befelé 

irányuló, felette a kifelé irányuló áramértékek)

ОртахЗ/'тдх
RPal309,

1.0W

V.9Q9

0.80.8-

0.70.7

0.6 0.6

5-

VÍ4-
0.3 0.3

22 02

0.1
U(mV) U(mV j

-АО-30 -20 -10 0 10 20 30 -50-40-30-20-10 0 10 20 30

18. ábra
Az RPal sejt relativ vezetőképességének feszültség függése 

(□ : 7°C; • : 22°C; Д: 33°C; g±: Na + -vezetőképesség; 9ima><: 
maximális Na+-vezetőképesség; Q0: К -vezetőképesség; g 

maximális K+-vezetőképesség)
:omax
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(A kondicionáló hiperpolarizáció hatásának vizsgálatakor kitűnt, 

hogy az RPal sejt nem rendelkezik az un. gyors tranziens ki­

felé irányuló komponenssel.)

A lassú kifelé irányuló áram inakti vációjának vizsgálata során 

mindig azonos nagyságú feszültségszintet más és más kezdeti 

(holding) szintről értük el. A kiinduló szint megegyezett a 

nyugalmi membránpotenciái értékével (-50 mV), maximálisan 

-150 mV, időtartama pedig 250 msec volt. Alacsony hőmérsékleten 

(7°C) az áram végig emelkedő volt (csak aktivációs koefficiens­

sel rendelkezett) minden vizsgált feszültség tartományban. A 

kontroll hőmérsékleten már némi inaktiváció is megfigyelhető 

volt az áramok időbeni alakulásában. Ez az inaktivációs jelleg 

magas hőmérsékleten vált igen kifejezettebbé, s a -150 mV-os 

előhiperpolarizációnál volt maximális.

A kifelé irányuló áramok maximum értékei, valamint a hozzájuk 

tartozó, a feszültségugrás végén mért, megközelitőleg állandó­

sultnak tekinthető értékei a kiinduló (holding) szint függvényé­

ben a 20. ábrán lettek feltüntetve. Kitűnik, hogy 7°C-on az 

állandósult és a csúcs értékek megegyeznek. 22°C-on -150 mV-os 

feszültség szinten maximális a két áramérték közti különbség 

(67 %), majd -50 mV-os kondicionáló feszültségnél eltűnik. 

33°C-on szintén -150 mV-nál maximális a különbség (63 %), mig 

-50 mV-nál 5 % körüli értéket vesz fel.



T(msec)
RPa1-150

-100

-50

U(nrW)
0 50-50

19. ábra
Az RPal sejt befelé irányuló áram időtartamának feszültség­
függése különböző hőmérsékleti értékek esetén
(□ : 7°C; О

Ктах» К
(nA)

-500

100
Uh oiling (mV)

-150 -50-Ю0
20. ábra

Az RPal sejt kifelé irányuló áramainak maximális és állandósult 

értékei a kondicionáló hiperpolarizáció feszültségének függvé­
nyében, különböző hőmérsékleteken. 
(□ : 7°C,
U^ = -150mV ;

22°C, Uh=-50 mV; О :22°C, 
= -50 mV; A:33°C,

Uh=-50 és -150 mV; ф : 
А :33°c у

h U = -150 mV) h
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Az eddig végzett vizsgálatok esetében - ha különböző hőmérsék­

leti értékeken is, de mindig stacionárius körülmények között 

végeztük méréseinket. A folyamatok hőmérséklet függésének 

pontosabb tisztázása érdekében végeztünk olyan méréseket is, 

melyek során adott sebességgel nőtt vagy csökkent a hőmérsék­

let .

A kapott adatok kiértékelése során egyrészt a folyamatosan 

regisztrált aktivitást, másrészt pedig az időviszonyokat pon­

tosan tükröző un. "szukcessziv hisztogramokat" vettük figyelem­

be. Ez utóbbi módszernek a lényege az, hogy az egymást követő 

impulzussorozatok között eltelt időket, az egymást követő ak­

ciós potenciálok közötti időket, valamint az egymást követő 

akciós potenciálok impulzusszélességét a sorszámuk függvényé­

ben ábrázoltuk.

A 21. ábrán az RPal sejt aktivitásának alakulása látható hő-

a 22°C-on kapottmérséklet változás esetén. Kiindulási állapot 

minta (22°C - 22°C, szaggatott vonal). Ezután a hőmérsékletet 

emelve 33°C-ra (folyamatos vonal), majd kb. fél percig ezen

értéket tartva (szaggatott vonal) regisztráltuk az aktivitást. 

Ezt követte a hűtés, amikor 33°C-ról 7°C-ra csökkentettük a 

hőmérsékletet (kettős vonal). A kísérletek befejező szakaszá­

ban 7°C-ról 33°C-ra emeltük a hőmérsékletet (folyamatos vonal).
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21. ábra

Az RPal sejt aktivitási mintázatának alakulása folyamatosan
változó hőmérséklet esetén

(a kettős vonal a hűtést, a szaggatott vonal a stabil hőmér­
sékleten tartást, az egyszeres folyamatos vonal a melegítést 
jelzi)
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A 33°C-ról 7°С-га történő hűtés alatt az aktivitásmintán meg­

figyelhető, hogy az impulzussorozatok időtartama nő, ugyan­

akkor növekedtek az interburst intervallumok értékei is. Vala­

mivel a 7°C-os érték elérése előtt a burstképzés megszűnik, 

az aktivitás folyamatossá vált. A 22. ábrán a szukcesszív 

hisztogram látható - hűtés esetén. Az interburst intervallumok 

mintegy 15 sec-га nőnek, majd a szakaszos működés megszűntekor 

eltűnnek. A hűtés folyamán egyre határozottabban kialakult az 

un. parabolikus interspike intervallum változás, majd a 7°C 

elérése előtt, kb. ll°C-on - a szakaszos működés megszűntekor - 

egy stabil, mintegy 7000 msec-os kisüléssorozattá vált. Az ak­

ciós potenciálok időtartama a hűtés hatására nőtt; abban az 

intervallumban, amikor a sejt működése szakaszos volt, a po­

tenciálok impulzusszélességének változása - ha egyre növekvő 

időértékekkel is - megfelelt a kontroll körülmények között 

tapazstalható, lineárisan növekvő, majd csökkenő spontán vál­

tozásnak .

A 7°C-ról 33°C-ra történő melegités hatását szintén a 21. áb­

rán láthatjuk. Az alacsony hőmérsékleten lassan működő sejt a 

hőmérséklet emelésére leáll és hiperpolarizációval válaszol, 

majd hirtelen beindul a burst generálás. Az interburst inter­

vallumok fokozatosan csökkennek, s valamivel a 33°C-os érték 

elérése előtt meg is szűnnek, a sejt működése folyamatossá 

válik. Ugyanakkor a 33°C-os, konstans szinten tartás esetén
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megjelennek az interburst intervallumok, vagyis visszatér az 

aktivitás szakaszos jellege.

Az aktivitás paraméterek változását a szukcesszív hisztogramok 

demonstrálják (23. ábra). 7°C-on még nem beszélhetünk inter- 

burst intervallumokról, de a szakaszos működés beindulásakor 

értékük folyamatosan csökken 14 sec-ról 5 sec-ra, majd meg­

szűnnek, és a tartósan magas hőmérsékleti tartományban újra 

megjelennek. A szakaszos működés beindulásakor kialakul az 

interspike intervallumok jellege, de a magasabb hőmérsékleten 

ez aszimmetrikussá válik, oly módon, hogy a parabolák első 

fele eltűnik. Az akciós potenciálok alakulása az előző eset­

hez hasonlóan alakult, átlagértékük 7°C-on 15-3 msec, 33°C- 

on 7 - 1,8 msec volt.
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Az RPal sejt szukcesszív hisztogramjai 33°-ról 7°C-ra történő 

hűtéskor (KFKI NTA-512B analizátor felhasználásával)
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Az RPal sejt szukcesszív hisztogramjai 7°C-ról 33°C-ra történő
melegítéskor
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MEGBESZÉLÉS

Az utóbbi évek vizsgálatai kimutatták, hogy a gerinctelen ál­

latok óriás idegsejtjei az óriásaxon esetében definiált un. 

gyors befelé irányuló (Na) csatornán kivül rendelkeznek egy 

kevert un. lassú (Na-Ca) csatornával (Eckert és Lux, 1976). 

Mivel a TTX csak a Na-csatorna specifikus blokkolója s az RPal 

sejten az applikálást követően is sikerült jelentős befelé 

irányuló áramot regisztrálni, sőt, a membránpotenciál növelé­

sével visszaállitódott az eredeti áramérték, következtethető, 

hogy bár az akciós potenciál generálásban a Na ionok szerepe 

döntő, a befelé irányuló áram hordozása a kevert csatornán 

történik, és jelentős szerep jut ebben a Ca ionoknak. Mivel 

spontán körülmények között a TTX hozzáadása a spike képzést 

lényegében megszünteti, a Na-mentes oldat pedig teljességgel 

lehetetlenné teszi, ugyanakkor befelé irányuló áram mérhető, 

azt sugallja, hogy normál körülmények között a Na ion beáram­

lás az elsődleges (gyors csatorna), melynek hiányában a Ca 

által hordozott áram, illetve a Ca-modulált Na áram léphet fel.

Ezek alapján feltételezhető, hgy a sejtmembrán két inward csa­

tornával rendelkezik; az első a Na ionok áthaladására, a másik 

a Na és Ca ionok számára. Ugyanakkor nem tisztázott az, hogy e 

két csatorna topológiailag is különbözik-e. Elvileg nem kizárt
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tulajdonképpen egy ioncsatorna - külső vagy belső hatásra törté­

nő - modifikációja sem, annál is inkább, hogy ezideig semmiféle 

módszerrel sem sikerült kimutatni, meggyőzően bizonyitani a két­

féle csatorna tipus fizikai létét.

Végzett vizsgálatainkból az is kitűnik, hogy a lassú hullámzás 

mechanizmusa és az akciós potenciál generálása két különböző 

folyamat eredménye, bár mindkettőben jelentős, illetve elsőd­

leges szerepe van a Na ionoknak. Ugyanis a TTX blokkolta po­

tenciálgenerálás alkalmával is kiváltható a lassú oszcilláció, 

mig a spike képzés erősen gátolt. Ez azt bizonyltja, hogy bár 

mindkét folyamathoz a Na ionok jelenléte (vagy a Na permeabi- 

litás adott állapota) szükséges, mégsem azonos módon funkcio­

nálnak az emlitett két mechanizmus esetében, s mint ahogyan 

ez később nyaomatékosan felmerül, a lassú hullámzás generálá­

sában döntő szerepe van az erősen anyagcserefüggő elektrogén 

Na-pumpának (Strumwasser és Kim, 1969).

A TEA-C1 hozzáadásakor kapott eredmények megvitatásakor szinte 

teljességgel megismételhető a fenti gondolatmenet, azzal a 

különbséggel, hogy adott esetben a "tiszta" kálium, illetve a 

kálcium által modulált kálium csatornáról (vagy áramokról) 

beszéltünk. A TEA-C1 szintén blokkolta a potenciálképzést, 

ugyanakkor a lassú hullámzás megmaradt. Természetesen e blok­

kolás a K+ csatorna (permeabilitás) gátlása révén realizáló­

dik, s bár a voltage clamp kísérletek során a kifelé irányuló



59

áram teljes gátlása volt megfigyelhető, a spontán lassú hullám

generálás megmaradt. Az azóta végzett, eddig még nem publikált

hogy a kifelé irányuló (K+) 

s TEA-Cl-dal specifikusan

eredményeink azonban azt mutatták 

áram maga is két komponensből áll 

csak a lassú komponens blokkolható, mig a másik, erősen Ca-

függő komponens pedig C0CI2 hozzáadására tűnik el, 

lassú hullámzás nemcsak hogy megmarad eredeti nagyságában és

de ekkor a

intenzitásában, de fokozódik is a spike-generálás depolari- 

zációs gátlása mellett.

Bár a fenti meggondolások és eredmények nem képesek maradék­

talanul tisztázni a Na és К ionok, illetve membránpermeabili- 

tásuk szerepét az adott aktivitási mintázat kialakításában, 

felhivják a figyelmet a Ca ionok igen jelentős - bár sokszor 

közvetett - szerepére mind a más ionok szerepének modulálásá­

ban, mind pedig az önálló.áramhordozásában.

Mint ismeretes, a 2,4-DNP elsősorban az oxidativ foszforilá- 

ció folyamatának szétkapcsolása révén gátolja a 

zist, mely utóbbi a sejt metabolikus folyamatainak, valamint 

funkcionális működésének energetikai alapjait biztositja. Azon 

szövetek és sejtek esetében, melyek rendelkeznek Na-pumpa ak­

tivitással, a 2,4-DNP hatása e pumpa működéséhez szükséges 

energiaforrás (ATP) szintézisének gátlása révén a nyugalmi 

potenciál csökkenéséhez vezet (Ayrapetyan, 1969.c; Nakajima és 

Takahashi, 1966; Godfraind et al., 1971).

ATP szinté-

Aplysia R15 jelzésű
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bimodális pacemaker sejtjén a perfuzióban adott 2,4-DNP elő­

ször depolarizációt, majd a burst-aktivitás teljes gátlása 

előtt jelentős membránpotenciál növekedést okoz, a hiperpola- 

rizációs mechanizmus gátlása nélkül (Junge és Stephens, 1973).

Helix pomatia RPal sejtjén az intracellulárisan adott 2,4-DNP 

a spontán aktivitási mintázatot úgy módositotta, hogy a lassú

hullámzást gátolta és csak az aktuális kisüléssorozatot megelő­

zően volt megfigyelhető egy viszonylag gyors, kisamplitudóju 

membránoszcilláció. (A burst-frekvencia csökkenése mellett

figyelemreméltó, hogy a már beindult kisüléssorozat akciós- 

potenciáljainak frekvenciája változatlan, illetve esetenként 

kissé növekedett is a kontrolihoz képzést.)

Ebből arra lehet következtetni, hogy a 2,4-DNP gátolja azokat

a sejten belüli folyamatokat, melyek az aktivitás periodikus 

megjelenéséért felelősek. Hasonló jelenség volt észlelhető a 

sejt mintázatában a hőmérséklet csökkentésekor (Wachtel és 

Wilson, 1973; Carpenter, 1973; Salánki et al., 1973; Vadász 

és Véró, 1974). Az akciós potenciálok generálását a 2,4-DNP 

és a hűtés azonos módon, de kevésbé befolyásolta, továbbá a 

belépő áram kialakulási sebessége, valamint a be- és kifelé 

irányuló áramok amplitúdója is azonos módon változott (Vadász 

és Veró, 1975). A membrán vezetőképességének megváltozása 

részben az intracelluláris anyagcserefolyamatok gátlásának,
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részben a 2,4-DNP közvetlen membránhatásának következménye 

lehet. A CdCl2 intracellulária injekciója esetén a spontán 

aktivitási mintázat megváltozása hasonló volt ahhoz, amit a 

CdCl2 és a CoCl2 extracelluláris alkalmazása váltott ki (Salánki 

et al., 1979; Vadász és Salánki, 1976).

Ez a hatás intracelluláris folyamatokkal is összefüggésben 

lehet, amit a jellegzetes mintázat eltűnése jelez, azonban az 

áramgörbék arra mutatnak, hogy a CdCl2-nak jelentős a közvetlen 

membránhatása. A feszültség-rögzitéses kísérletek azt is bizonyí­

tották, hogy a CdCl2 intracelluláris injekciója a CoCl2 hatásá­

hoz hasonlóan (Eckert és Lux, 1976) csökkentette a befelé irá­

nyuló lassú (Ca++) áramot és a késői K+ áramot (Vadász és 

Salánki, 1976), ugyanakkor a kifelé irányuló áram kezdeti csúcs­

értékét alig befolyásolta.

Úgy tűnik, hogy a sorozataktivitásu idegsejt sajátos működése 

intracelluláris injekcióval két támadásponton is befolyásol­

ható: a sejten belüli folyamatok, illetve a membrán ionpermea- 

bilitása utján. A sejten belüli ionkoncentráció változásának a 

membránoszcillációban játszott szerepét Ca 

többen kimutatták (Meech, 1974; Lux, 1976), aminokra vonatko­

zóan pedig újabban (Morita és Koketsu , 1980) is igazolták. Az 

ionkoncentráció változása közvetlen összefüggésben lehet intra­

celluláris anyagcsereciklusokkal, és annak hatása tükröződhet

2 + -ra vonatkozóan
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a membrán vezetőképességének periodikus változásában. Lehet­

séges, hogy ebben a folyamatban a Ca 

(Meech, 1972) ennek bizonyítása azonban további vizsgálatok 

feladata.

+ + -nak vezető szerepe van,

A kifelé irányuló áram kinetikája kontroll és 2,4-DNP esetében 

lényegében azonos időállandó értékekkel jellemezhető.

CdC^ injekció után kapott időállandók viszont arra mutatnak, 

hogy a CdC^ jelentősebben változtatja meg a membrán sajátos­

ságait, mint a 2,4-DNP. A CdC^ bevitele utáni áramgörbék két 

exponenciálisan csökkenő komponenst tartalmaztak, melyek közül 

az első (C^), mely a kilépő áram gyors inaktiválódását jelzi, 

különösen eltér a kontrolitól, a T'^ a gyors inaktivációt kö­

vető állandósult szakaszt jellemzi. E komponensek a K-csator- 

nák különböző állapotára utalnak, de az is lehetséges, hogy el­

térő természetű К-csatornák jelenlétével magyarázhatók. Minden­

esetre ezek az adatok is azt mutatják, hogy a CdC^ a 2,4-DNP- 

nél lényegesen kifejezettebb közvetlen membránhatással bir.

A hőmérséklet hatásának vizsgálata bizonyította, hogy bár az 

akciós potenciál generálás és a lassú hullámzás is hőmérséklet- 

függő, e függés mértéke és minősége közel azonos. A potenciál 

ionelmélete hőmérsékletemelés esetén a nyugalmi potenciál nö­

vekedését feltételezi, ugyanakkor mások is kimutatták, hogy a 

sejtaktivitás fokozódhat ekkor (Barker és Carpenter, 1970), 

ami a nyugalmi és akicós potenciál viszonyának szokásos értei-
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mezése szempontjából nehézséget okoz. Magyarázatként az szolgál­

hat, hogy a hőmérséklet növelése, nemcsak a nyugalmi potenciált 

növeli, de a metabolitikus folyamatokat és a pacemaker mechaniz­

must is serkenti (Carpenter, 1970). A magasabb hőmérséklet még 

a Nernst egyenlet által előirtnál is fokozottabb mértékben emeli 

a nyugalmi potenciál értékét, mely tényt éppen fokozottabb 

elektrogén Na-pumpa hiperpolarizáló hatása magyaráz, mely végső- 

sorban a fokozott metabolikus aktivitás, illetve a megnöveke­

dett nyugalmi potenciál eredménye. (A Na-pumpa aktivitás, az 

aktuális nyugalmi potenciál, valamint a hőmérséklet összetett 

viszonyát vizsgálva szép példáját kapjuk az élő szövetben meg­

található pozitiv visszacsatolásoknak.) Ha azonban a Na-pumpát 

ouabainnal blokkoljuk, akkor a hőmérsékletemelés depolarizációt 

eredményez (Gorman és Marmor, 1970), ami valószinüleg a nyugal­

mi Na+ permeabilitás növekedésével van kapcsolatban, mely utóbbi 

alapvető fontossággal bir a spike generálás hőmérséklet emelése­

kor bekövetkező fokozódása szempontjából.

E vizsgálatok azt a feltételezést látszanak bizonyítani, hogy 

az adott tipusu pacemaker működés alapjául szolgáló lassú osz­

cilláció az elektrogén Na-pumpa aktivitásával kapcsolatos, inig 

az akciós potenciál generálás a Na+ permeabilitás (elsősorban 

nyugalmi) függvénye.

A hőmérsékletnek a membránpermeabilitásra és ionmozgásokra 

gyakorolt hatása adhat magyarázatot a spike-időtartam és az
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interspike időtartam hőmérséklet növekedésekor észlelt meg­

rövidülésére is. Minthogy a leszállószár sebességváltozása 

jelentősebb, az tételezhető fel, hogy a hőmérséklet nagyobb 

mértékben hat a repolarizációért felelős К-áramra, mint a kez­

deti Na-permeab.ilitásra, és igy a hőmérséklet csökkenésével 

lassuló repolarizáció lehet az elsődleges oka az impulzusszé­

lesség növekedésének.

Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy az aktivitás para­

métereinek változása hiszterézis jellegű, vagyis egy adott hő- 

mérsékleti értékhez két aktivitási paraméter rendelhető, attól 

függően, hogy milyen irányú a hőmérséklet változás. A konstans 

33°C elérése után a már beállt folyamatos aktivitás újra sza­

kaszossá válása azzal magyarázható, hogy a sejtaktivitást meg­

határozó alapmechanizmusok - nagy valószinüséggel a metabolikus 

aktivitás is - nemcsak a hőmérséklet abszolút értékének, de 

változási irányának, s sebességének is függvénye.

Mivel a membrán különböző ionokkal szembeni vezetőképessége 

arányos a permeabilitással, belátható, hogy az áramok hőmér­

séklet függése a vezetőképesség változásokban tükröződik. így 

az RPal sejt esetében is a hőmérséklet csökkenésekor tapasz­

talható áramérték csökkenések bár a csökkenés mértéke a ki­

felé, illetve befelé irányuló áramok esetében nem volt azonos 

mértékű, mely a ki- és befelé vezető csatornák eltérő hőmér-
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séklet függését is bizonyítja - végsősoron a Na, Ca és К veze­

tőképességek csökkenéséből adódtak. A hőmérséklet változás az 

áramgörbék időparamétereire egyértelmű hatást gyakorolt; ala­

csonyabb hőmérsékleten az inward áram aktivációs és inaktivá­

ciós állandói csökkentek. Mig a vezetőképesség állandó össze­

tevőjének nagyságát elsősorban az un. maximális, időfüggetlen 

permeabilitási állandó (Hodgkin és Huxley, 1952) határozza meg, 

az áramok időbeni lefutása a membrán különböző tipusu időállan­

dóinak függvénye. Ezt bizonyítja az is, hogy a különböző nagy­

ságú kondicionáló hiperpolarizáció alkalmával a membrán aktivá­

ciós és inaktivációs képessége hőmérsékletfüggő. Alacsony hő­

mérsékleten mind a befelé, mind pedig a kifelé irányuló áram 

lényegében arányosan csökkent aktivációval és inaktivációval 

bir, mig a magasabb hőmérsékleti tartományokban a befelé irányu­

ló áram jóval nagyobb mértékben növekszik. Ez azt eredményezte, 

hogy a kifelé irányuló áram igen erős inaktivációt mutatott.

Chen és Baumgarten (1971) vizsgálatai kimutatták, hogy a rit­

mikus pacemaker aktivitás elsődlegesen két metabolikus folya­

mat függvénye; ATP hidrolízis és a glikolizis. E két folyamat 

közül ha az egyik blokkolt,az a pacemaker aktivitás teljes 

megszűnéséhez vezet. A vizsgálatokban szereplő metabolikus gát­

lók egyrészt direkt módon gátolták, mások indirekt módon be­

folyásolták a glikolizist. Jódacetát közvetlenül blokkolta azt, 

s mint ezt később kimutatták, ezen anyag a sejtmembránon át
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történő glukóz transzportot is bénította (Chen et al., 1973). 

Az ouabain és a dinitrofenol hatása közvetettnek bizonyult,

membrán ATP-áz specifikus blokkolója,ez előbbi, mint a Na-K

gátolta a ritmicitást.

Ugyanakkor figyelembe kell venni azt is, hogy e két folyamat - 

ATP hidrolízis és glikolizis - önmagukban is összefüggő jelen­

ségek. Ugyanis, ha például az ATP hidrolízis csökkentett (ouabain 

ATP-áz gátlása révén), a glikolizis is lehetetlenné válik. így 

tehát az ouabain hatása indirekt módon érvényesül a glikolizisre.

A 2,4-dinitrofenol, mely elsődlegesen és specifikusan az oxi­

dativ foszforiláció folyamatainak szétkapcsolása révén hat, a 

sejtek ADP tartalmának felszaporodásához vezet az ATP reszin- 

tetizálásának hiányában. A glikolizis ekkor meg fogja emelni - 

más lehetőség hiányában - az ATP anaerob reszintézisének mérté­

két. így tehát - attól függően, hogy melyik metabolikus folya­

mat függesztődik fel - ouabain, illetve DNP alkalmazásakor - 

az ATP reszintézis más és más utón történik a sejten belül.

Az anyagcsere gátló anyagok hatását elsősorban olyan pacemaker 

sejteken, illetve szöveteken vizsgálták, melyek állandó frekven­

ciával generálnak akciós potenciálokat (monomodális pacemaker). 

Az ilyen vizsgálatok eredményei, valamint azok az eredmények, 

melyeket a burst-szerü aktivitást mutató (bimodális pacemaker)
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RPal sejten végeztünk, azt mutatták, hogy a jelenség alapvető 

mechanizmusa a sejt belső anyagcseréjével igen szoros kapcso­

latban van, annak függvénye.

Az elvégzendő vizsgálatok talán megerősítik azt a sejtésünket, 

hogy a bimodális aktivitási mintázat alapját szolgáló lassú 

hullámzás lényegében több oszcilláló metabolikus folyamat ered­

ménye, melyek közül az elektrogén Na-pumpa oszcilláló üzemmód­

ban történő működése már most is bizonyítottnak tűnik.

Eddigi vizsgálataink, valamint az irodalmi adatok felhasználá­

sával már most is vázolható egyfajta "funkcionális" modell, 

mely alkalmas lehet egyrészt eddigi ismereteink szintetizált 

összefoglalására, másrészt munkahipotézist adhat további vizs­

gálatainkhoz. Az akciós potenciál generálás mechanizmusát nem 

diszkutálva - mely lényegét tekintve nem tér el a más pacemaker 

szövetek esetében tapasztalt sajátosságoktól a bimodális pace­

maker RPal sejtnél sem - azt mondhatjuk, hogy a mintázatot 

alapvetően meghatározó, endogén jellegű lassú membránpotenciái 

oszcilláció (lassú hullámzás) két, alapjaiban független folya­

mat összegződése révén jön létre. Az első komponens az erősen 

anyagcsere (és hőmérséklet függő), szimmetrikus (szinuszoid) 

oszcilláció, mely minden valószinüség szerint az elektrogén 

Na+-pumpával vagy annak speciális tipusával azonositható. A 

második komponens, mely az akciós potenciál sorozatok utáni

1
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gyors hiperpolarizáció létrejöttéért felelős, a membrán ^-veze­

tőképességének gyors megváltozásában jut kifejezésre.\ Ez utóbbi 

komponens erősen Ca-függő, ellentétben az un. nyugalmi K-per- 

meabilitással, mely a spike generálás során, illetve a burst- 

ök alatt akkumulálódó К ion koncentráció meghatározásában ját­

szik szerepet. A belső К ionkoncentráció bizonyos meghatározott 

értékénél a membrán "átvált" arra a K-permeabilitás értékre, 

amely a gyors hiperpolarizáció kiváltoódását eredményezi. 

Ugyanakkor nem szabad figyelmen kivül hagyni azt a tényt, hogy 

éppen a Na illetve а К ionok intracelluláris koncentráicója 

révén az oszcilláció mechanizmus szoros kapcsolatban van a 

kétfajta K-vezetőképességgel, illetve azok váltakozását szabá­

lyozhatja .
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ÖSSZEFOGLALÁS

A spontán működő (autoaktiv, pacemaker) idegsejtek egy csoport­

ját jellegzetes, un. burst-szerü akciós potenciálgenerálás jel- 

a (nyugalmi) membránpotenciái lassú oszcillációjának 

pozitiv fázisában parabolikus ütemsürüségü akciós potenciál 

sorozat jelenik meg. Ezen aktivitásmintázat különböző, de első­

sorban gerinctelen állatok központi idegrendszerében található, 

jól identifikálható óriás neuronok mikroelektrofiziológiai mód­

szerrel történő vizsgálatakor jeleníthető meg és befolyásolható 

különböző módon.

lemzi;

A burst-szerü (vagy bimodális) aktivitásmintázat generálás mecha­

nizmusának tanulmányozását jól segitette az un. voltage clamp 

(feszültség-rögzités) módszer, valamint a mikroiontoforézis és 

mikroinjekció alkalmazása. E módszerekkel az idegsejt szómájába 

is juttatott vegyületek által a sejtek aktivitásgenerálására - 

mind a lassú oszcillációra, mind pedig az akciós potenciál ge­

nerálásra - kiváltott hatásokat sikerült tanulmányozni.

Vizsgáltuk a hőmérsékletváltozás, valamint különböző gátló anya­

gok (tetrodotoxin (TTX), tetraetilammónium-klorid (TEA-C1), ko-

(CdC^) és dinitro-baltklorid (CoC^)» ouabain, kadmiumklorid 

fenol (2,4-DNP)) hatását az aktivitásgenerálásra és az azt be­

folyásoló membránfolyamatokra.
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Kísérleti objektumként Helix pomatia L. központi idegrendszeré­

nek burst-szerü (bimodális) aktivitású óriás idegsejtje szol­

gált .

A vizsgálatok eredményeképpen született legfontosabb megállapí­

tások:

1. Az akciós potenciálok (és a befelé irányuló ionáram) létre­

jöttében meghatározóak a Na* ionok; jelentős, moduláló, il­

letve ionhordozó szerepe van a Ca 

Az idegsejtmembrán 2 inward (befelé irányuló) csatornával 

rendelkezik: az első a gyors Na+ áthaladását biztosítja, mig 

a másik, kevert, lassúbb ioncsatorna a Na+ és a Ca 

mozgását szolgálja.

2 + ionoknak is.

2 + ionok

2. A lassú oszcilláció mechanizmusa és az akciós potenciál- 

generálás két, egymástól függetleníthető membránfolyamat; 

az oszcilláció kialakulásában döntő szerepe van az erősen 

anyagcserefüggő elektrogén Na+-pumpának. (E tényt erősitik 

meg az outward (kifelé irányuló) K+ csatorna blokkolásakor 

kapott eredmények is.)

3. A sejtmembrán anyagcserefolyamatait befolyásoló hőmérséklet 

változtatása az elektrogén Na+-pUmpa és a nyugalmi potenciál 

közötti összefüggést, illetve kölcsönhatást segítette meg­

vizsgálni.
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4. A hőmérséklet változtatásra kapott membránválaszok hiszte-

rézis jellege azt bizonyította, hogy az anyagcsere aktivit-

tás nemcsak a hőmérséklet abszolút értékétől függ, de a 

változás irányának és sebességének is függvénye.

5. A ritmikus aktivitás elsősorban az ATP hidrolízis és gliko- 

lizis folyamatok függvénye; bármelyik blokkolása az aktivi­

tás megszűnéséhez vezet.

A különböző hőmérséklettartományokban alkalmazott mikrotechnikák 

(anyagbevitel az idegsejtekben iontoforézissel és nyomással; 

egyidőben több mikroelektróda sejtbe vitelét megkövetelő vol­

tage clamp technika) igen nehezen megvalósítható kísérleti szi­

tuációkat igényeltek. Ugyanakkor hozzájárultak a jellegzetes 

aktivitási mintázatgenerálás alapjául szolgáló membránfolyamatok 

(ionvándorlás és ezzel összefüggő anyagcserefolyamatok) néhány 

sajátosságának további tisztázásához.

A disszertáció anyaga az irodalomjegyzékben felsorolt saját, 

illetve társszerzőkkel készített közleményeim meghatározott

részeinek felhasználásával készült. Ezúttal mondok köszönetét

mindazon kollegáknak, akik segítő munkája hozzájárult e disz-

szertáció elkészítéséhez.

Köszönetemet fejezem ki a JATE illetékeseinek és munkatársainak, 

hogy lehetőséget adtak a disszertáció benyújtására és tanácsaik­

kal munkámat segítették.
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