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BEVEZETES

A kilonbozd sejtek membrdnjanak nyugalmi potencidljat vizs-
gdlva Goldman az un. "constans erdterek" elméletét haszndlta
fel /Goldman, 1943/. Az elmélet alapjdul a kovetkezd megdl-
lapitdsok szolgdaltak:
1./ Az ionok a membrdédnban a diffuzid, valamint az elektro-
mos erdter hatdsdara mozognak megfeleld irdnyba;
2./ az elektromos erdtér nagysdga a membrdnban dllandé, s
igy a potencidl nagysdga a membran vastagsagdnak line-

aris fiiggvénye;

3./ a membrdnban az ionkoncentrdcid - a membrdn-oldat hata-
ron - egyenesen ardnyos az oldatban meglévd koncentra-
cidvalg

4,/ a membran homogén, egyenld elektromos dllandéval rendel-

kezik a feliletet metsz6, merdleges iranyban.

A fenti feltételezéseket felhaszndlva, a membrdnon atfolyo

dram slirisége a kovetkezd kifejezéssel adhatd meg:
dc dv

- _ i _ g2 — . /1/
Ii— ziuiRT ax inuici g , ahol:
X
Z; - az i-dik ion vegyértéke,
v -~ adott pontban a potencial érteéke,
X ~ tdvolsdg a feliletet metsz6, mer8leges irdanyban, az

extracelluldris oldaltdl mérve,

u. - az i-dik ion mozgékonysdgi egyitthatdja.



Allandé -elektromos tér esetén (dV/dx=const=V/a) a membrén
permeabilitdsa (Pi) i-dik ionra nézve a kovetkezd kifejezés-

sel adhaté meg:

RT

Py = ujdy — , ahol /2/

d.1 - az i-dik ion eloszldsi allanddja a vizes oldat és
a membran kozott,

u; - az adott ion mozgékonységa,
a - a membrdn vastagsdéga,
R,F- dllanddk,
T - abszolut hdmérséklet.

A kiinduldé kifejezés dtalakitdsa, valamint annak feltétele-
zése utan, hogy nyugalmi dllapotban a membrénon atfolyg,
osszegzett iondram egyenld nulldval, a kovetkezd egyenlet-

tel irhaté le a nyugalmi membrdnpotencidl:

L RT PRI /N Py /B e ey
F P /K/ +Pyo/Na/ +Pa  /CL/ +

(Megjegyzés: a késHbbi vizsgdlatok igazoltdk, hogy a kifeje-
zésben szerepld ionokon kivil mdsok is résztvesznek a nyu-

galmi potencidal kialakitdsaban, pl.: ca*™)



Megdllapitdst nyert tovdbbd, hogy az ionok (passziv) mozgdséat

a membrdnon a4t a kdvetkezd tényezdk hatdrozzak meg dontden:

1./ a koncentrédcidgradiens, mely a magasabb tartomdny feldl
az alacsonyabb felé kényszeriti az ionokat;

2./ a fesziiltséggradiens, mely a kationokat a sejtbe, az
aninokat a sejtb6l igyekszik kihajtani;

3./ a permeabilitds, mely a koncentrdcidé és fesziiltség gra-
diens ered6jének megfelelden meghatdrozza az idbegység

alatt a membrdnon dthaladd ionok mennyiségét.

E passziv folyamattal pdrhuzamosan érvényesil az un. aktiv

iontranszport, mely nemcsak mennyiségileg jarul hozza az

eredd ionmozgdshoz, de mindségileg is meghatdrozza azt. Az
aktiv folyamat tiikrozddhet a kiilonb8zdé - nem stacionarius -
ionpermeabilitdsok meghatdrozasdban, illetve befolydsolasdban,
vagy ezen egyenletek alapjdt képzd elmélettel nem megmagyardz-

hatd folyamatok létében.

Ilymédon nagy jelentdséggel birhat az aktiv elektrogén transz-
port folyamatok vizsgdlata, a kiilonbozd tipusu szovetek elekt-
romos potencidlképzésének, illetve permeabilitdsdnak metabo-

litikus fiiggése.



IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A nyugalmi potencidl és az anyagcserefolyamatok kapcsolata

Vizsgdlatok sora bizonyitotta, hogy az idegszovetek a rendel-
kezésiikre 4116 energia 50-90 %-3at az un. ndtrium-pumpa mecha-
Nizmus mikddtetésére haszndljdk fel, melynek feladata a Na
ionok eltdvolitdsa és ezzel egyiddben a K ionok bevitele a
sejt citoplazmdjdba. Megdllapitdst nyert, hogy a pumpa mecha-
nizmushoz szilkséges energia forrdsa az ATP (adenozintrifoszfdat),
melynek reszintézise az oxidativ foszforildcidé segitségével
torténik az idegszovetben. E reszintézist gdtld anyagok be-
vitele (cianid, 2,4-dinitrofenol (DNP), stb) a foszforilécio
gatldsa révén a sejt ATP-jének csikkenéséhez, ezen keresztil
pedig az intracelluldris Na® koncentrécié névekedéséhez, il-
letve jelentds K* veszteséghez vezet. Az ekkor bevitt ATP
idélegesen képes novelni a Na ion kidramoltatast és a K ion

reabszorpciét (Coldwell et al., 1960).

Az ATP hasitdsa, amely lényegében az energiafelszabadulads

alapja, a transzport ATP-3az enzim altal torténik.

A membrdn ATP-4z miikdodéséhez Mg ionok, aktivdlddédsdhoz pedig
Na és K ionok jelenléte sziikséges. Mig ilyen szempontbdl a
K* helyettesithetd mds kationokkal (Rb*, Cs*, stb), a Na*

helyettesithetGsége mindeziddig nem bizonyitott. Ugyancsak



gétoljdk a membran ATP-4z miikodését egyes glukoziddk (pl.:

ouabain) (Thomas, 1972).

A membrdn ATP-d4z két, un. "aktivitdsi zdndval" rendelkezik:

az egyik a membrdn bels6, a mdsik a kiilsd oldalan helyez-
kedik el. A kiils6 zéndban a K ionok eltdvolitdsa a pumpa
miikodésének gatldsat eredményezi (bar a K ionok helyettesitése
pl. Rb ionokkal a gdtlds mértékét csdkkentheti); a bels8 zdna

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

Az elsd ilyenirdnyu vizsgdlatok (Hodgkin, 1958) a Na-pumpa
neutrdlis jellegét, vagyis a Na illetve K ionok 1:1 aranyu
cseréjét mutattdk ki, valamint azt, hogy az ionok aktiv
transzportja csak a koncentrdcidgradiens fenntartdsdt eredmé-
nyezi, kozvetlen hatdsa az elektrogenezisre nincs. Késodbbi
vizsgdlatok sordn kitlint, hogy a K-Na cserearany nagysdga

2:3 kdzott mozog, s igy a pumpa nem lehet neutrdlis, mds szo-
val potencidlkiilonbséget hoz létre (Baker, 1965, Coldwell et
al., 1960). A Na-pumpa elektrogenitdsdt bizonyitottak védzizom
szévetekben is (Kernan 1962, Mullins és Awod, 1965, Adrian és
Slayman,1966). Molluszkdk d6rids idegsejtjein végzett kiserle-
tek ugyancsak bizonyitottdk az ezen kisérleti objektumokban
is jelent8s szerepet jdtszé pumpa mechanizmus elektrogén Jel-
legét (Kerkut és Thomas, 1975). Emlitett szerzdok kimutattdk,

hogy intracelluldris Na*t injekcidé esetén a membrdnpotencidl



jelentdsen novekszik, meghaladva az un. K* equilibrium poten-
cidl értékét. Az észlelt membrdnpotencidl novekedés gadtolhato

a homérséklet csokkentésével, ouabain applikdlédsdval, valamint
a K ionok eltdvolitdsdval a kiilsd oldatbdl. Thomas (1968, 1969)
adata, mely szerint 25 pM Na bevitel mintegy 20 mV-o0s hiper-
polarizdcidét okoz, ugyanakkor hasonld mennyiségi Li bevitel
csak maximum 2 mV-tal ndveli a nyugalmi potencidlt, azt bizo-

nyitja, hogy a pumpa mikodése erdsen Na-figgd.

KésBbbi vizsgdlatok sordn kideridlt, hogy az elektrogén pumpa
nemcsak mesterségesen aktivdlhatd, de normdl korilmények kozott
is mikodeésével hozzdjdrul a membrdnpotencidl kialakitdsahoz
(Aupanemgr, 1969a, Gorman és Marmor, 1970, Carpenter, 1970,
Thomas, 1972). A felsorolt és mas munkdk alapjdn ma mar tisz-
tdzott, hogy a nyugalmi membrédnpotencidl két komponensbdl 41l:
az elsd, un. passziv komponens a nyugalmi (passziv) permeabili-
tds és az ionkoncentrdcidé, mig a mdsodik, un. metabolitikus
komponens elsOsorban az anyagcsere folyamatok fiiggvénye. Fel-
merilhet a kérdés, hogy a bevezetdben leirt egyenletekben va-
jon miért nem szerepel az un. metabolitikus komponens. Ez az-
zal magyardzhaté, hogy az emlitett egyenletek leirasa olyan
objektum (tintahal dridsaxon) vizsgdlata alapjdn készilt, mely-
nek membrdnellendlldsa nagysdgrenddel kisebb, mint azoké az

6rids idegsejteké, melyen az utdébbi vizsgdlatokat végezték. Az



utdbbiak esetében a viszonylag kismértékii Na ion kidramlds is

jelentds fesziltségesést, tehdt potencidlkiilonbséget eredménye-
zett. Késdbbiekben bizonyitottdk az elektrogén pumpa mechaniz-
mus 1étét simaizom sejtekben is (Casteels, 1969), jelzett anya-
gok segitségével mérték a kiilonbdzd iondramlds intenzitdst a

membranon 4t. Az eredetileg szamolt és a kés8bb kapott membran-
potencidl értékek kozott tapasztalt kilonbség csak az elektro-

gén pumpa létével és miikodésével volt magyardzhato.

Megdllapithatd tehdt, hogy az aktiv iontranszport kettds hatas-
sal bir a nyugalmi potencidlra: a Na-pumpa (vagy Na-K pumpa)
révén biztositja a membrdn két oldala kozti iongradienst, mas-
részt pedig az elektrogén Na-pumpa mikodése noveli az iongra-
diens &l1tal meghatdrozott nyugalmi potencidlt. Ezen utdbbi kom-
ponens nagysdga er6sen fiigg - tobb tényezd mellett - a membrén

specifikus ellendl1ldsdtdl is.

A Na-pumpa miikddésének molekuldris mechanizmusdt leird model-
lek koziil az egyik legelfogadottabbat Baker (1966) készitette
(1. 4dbra). Az adott modell lényege az, hogy az un. X (carrier)
képes szelektiv mddon felVenni és leadni a Na illetve K ionokat,

mikdzben foszforildlddik, illetve defoszforilalodik.

Mds elképzelések szerint (Adrian és Slayman, 1966) a carrier
molekula csak a Na ionok kilépését biztositja, mig a K ionok
bevitele (vagy visszavitele) a sejtbe az elektrogén Na pumpa

mikodésekor létrejovd elektromos gradiens dltal tdrténik.
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A metabolitikus folyamatok szerepét a nyugalmi potencidl kiala-
kitdsdban a kdvetkezdképpen foglalhatjuk dssze: ATP sziikséges
(mint energia forrds) az ionkoncentrdcicdk létrejottéhez, illet-
ve fenntartdsdhoz, melyet a Na-K pumpa mikdodése biztosit, vala-
mint a nem neutrdlis (elektrogén) Na pumpa miikdodéséhez, mely
ndveli az ionkoncentrdcié kiilonbségek biztositotta membrdan-

potencidl értéket.

A membrdnpotencidl végsd nagysdgdnak kialakitdsdhoz a felsorol-
takon kiviil még mds tényezdk is hozzdjdrulhatnak (pl.: a mem-
brdnfelszinen 1évé un. fix toltések nagysdga (Elul, 1967).
Kétségtelen jelentdségiik ellenére ezen faktorokra - mivel csak
kdzvetve kapcsolddnak a disszertdcid témdjdhoz - most nem térink

ki.
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A ndtrium pumpa miikodésének teoretikus modellje a kozbiils6

foszforildcié és defoszforildcidé folyamatdnak sematikus fel-

tintetésével (Baker, 1966).



2.2. A membrianpermeabilitds analitikus vizsgdlata

Anélkiil, hogy az elméleti és technikai részletek bdvebb leirdsa-
ba bocsdtkoznank, roviden ismertetjik az un. "fesziiltség rog-
zités" (voltage clamp) médszer lényegét. E médszer kiemelkedd
jelentdsége abban 411, hogy badr elsd kidolgozdsa 6ta szdmos kor-
rekciéra szorult, mind a mai napig az egyik legfontosabb anali-
tikus eszkdze a membrdn fizioldgiai folyamatok in vivo vizsga-

latanak.

Negativ visszacsatoldsu erdsitd segitségével a membranpotencialt
konstans (tetszOlegesen megvdlaszthatd) szinten rdgzitjik. Az
dram, melyet a potencidl azonos szinten tartdsa végett bocsa-
tunk a4t a membrdnon specidlis visszacsatolé adramkor segitseégé-
vel, abszolut értékében megegyezik azokkal az iondramokkal,
melyek e fesziltségszinten - a kiinduldsi ("holding") szintrdl
vald, gyors potencidlvdltozds hatdsdra folynak a sejtmembréanon

at.

E médszer kidolgozést nyert - mind elméletét, mind pedig gyakor-
lati kivitelezést tekintve - a legkiilonbdz6bb szdvet- és sejt-
tipusok esetére, Molluszkdk orids idegsejtjeinek vizsgdlatéra
példdul a Dodge és Frankenhauser (1958) &dltal leirt, mddositott

séma alkalmas.

A membrdnon dtfolyé totdl aram (Im) két komponensbdl 411: a

fesziiltségugréds elején és végén jelentkez6 kapacitiv, valamint
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a rogzitett feszultség tartomdny alatt megjelend iondramok Osz-

szegébdl:

_ dav
In=C—=t+ 1
Az dllandésult fesziiltség tartomdnyban: v 0, tehat:
dt
In = 13
Ugyanakkor:
Il = INa + IK + IL + IS ahol:
INa - Na ionaram,
IK - K ionaram,
I, - un. kifolydsi ("leak") iondram,
IS - egyeb ionok dltal hordozott &ram.
Az 6rids idegsejten &tfolyd iondram (Im):
I =¢c -9 4 g (V-v ) + g, (V-V,) + g (V=V, ) + ge(V-Va)
m it INa Na 9 K 9L L S 57>
tovébbi:
—= 3
INya = Ina™ h, ahol
dm
E; = am(l—m)—bmm ,
dh

— = a, (1-h)-b, h ;
dt h h 2

/4/

/5/

/6/

/1/

/8/

/9/

/10/
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gy = g¢n , ahol /11/
dn
i a (1-n)-b_n /12/

Az a és b konstans értékek empirikusan hatdrozhatdk meg.

A csak nagyon vdzlatosan ismertetett egyenletekbfl is kitinik
az, hogy az adott mdédszer igen alkalmas a permeabilitds, illet-
ve transzformalt formajdnak, a membrdn kiilonbozd ionokra vonat-
koztatott vezetdképességének vizsgdlatdra. Eppen a médszer ana-
litikus jellege tette lehetdvé mér az ezzel a médszerrel vég-
zett kutatdsok legelején a membrdnpermeabilitds homérséklet-
figgésének vizsgdlatdt, mely tulajdonképpen e mennyiség anyag-

csere figgésére is utalt.

E technika szisztematikus alkalmazdsa és tovdbbfejlesztése sok
uj, az eredeti egyenlet rendszerrel (Hodgkin és Huxley, 1952)
modellezhetd "miikodési mechanizmustdl" eltérd részletet tart
fel. Ily médon nemcsak a permeabilitds fogalmdnak fontosabb
értelmezésére, lehetséges mennyiségi és mindségi vadltozdsaira
deritett fényt, de alapjdul szolgdlt uj membrdnmodellek alkota-
sdthoz is (Connor és Stevens, 1971 a, b, c; Noble és Tsien,

1969, a, b).
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A teljesség igénye nélkiil felsorolndnk néhdny olyan hipotézist,
illetve kisérleti tényt, melyek a gerinctelen dllatok idegrend-
szerének kutatdsa sordn sziilettek, de jelentdségik, sét bizonyos
esetekben bizonyitdsuk is a gerinces idegélettanban is vitatha-

tatlan.

a) Tobbkomponensii kifeléirdnyulsé ("outward") K' 4ram (IK)

A kifeléirdnyuld K* aram egyes sejttipusock esetében két, mennyi-
ségileg és minGségileg is eltérd komponensb8l 411 (Neher, 1971).
Az un. gyors komponens csak elGzetes hiperpolarizdcidval valthaté
ki, a nyugalmi membranpotencidl szintjén teljesen inaktivdlddik.
Aktivdcids dllanddja (n) legaldbb egy nagysdgrenddel kisebb az

un. késb6i kifelé irdnyuld dramkomponens esetében mérhetd érték-
nél. Mig a késdi komponens gyakorlatilag csak igen kismérvid, il-
letve elhanyagolhaté inaktivdcidval bir, a gyors daram inaktivéciés
egylitthatéja (h) a befelé irdnyuld aram inaktivadcids értékével

azonos nagysdgrendd.

A késdi (lassu) K-dram komponens teljesen blokkolhaté tetraetil-
ammonium-kloriddal (TEA-Cl), a gyors komponens TEA-Cl-ra érzéket-
len. Mdig sem tisztdzott, hogy vajon azonos vagy kiilonbdzd ion-
csatorndk mikodnek-e a két dramtipus esetén. Bdr a kilonbozb
csatorna tipusok bizonyitdsa ezideig nem sikerilt, egytipusu
csatorndk esetén kielégitBleg nem lehet magyardzni példaul a

TEA-C1 specifikus hatdsdt adott esetben.
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b) Tobbkomponensi és kétionos befelé irdnyuld ("inward") d&ram

Megdllapitdst nyert, hogy a befelé iranyuld dramot mind Na,
mind pedig Ca ionok hordozhatjdk (gyakran egyiddben is). Mig

a Na¥ komponens blokkolhatdé tetrodotoxinnal (TTX), a ca’™ kom-
ponens TTX-inszenzitiv, ugyanakkor pl. CoClz—dal gdtolhatd.
(Gedulding és Junge, 1968; Gedulding és Griner, 1970).

c) A kdlcium kett6s szerepe

E kettds szerep lényege az, hogy a ca*? egyrészt mint dramhor-
doz6é, masrészt mint a mds ionok d4ltal hordozott &ram "moduldtora"
is szdéba jon. Ez utdébbi szerep bizonyosan dsszefigg a kdlciumnak
a membrdnszerkezetben jdtszott jelentdségével (melynek tdrgya-
ldsdra nem tériink ki most részletesebben). Bizonyitott pl.,

hogy a lassu kifelé irdnyuld (IK) dramkomponens nagysaga, kine-
tikai paraméterei erdsen ca*t fiiggbek, de elképzelhetbé az is,

hogy ezen komponens maga is két Osszetevdbdl 411, melyek kozil

csak az egyik Ca’ "’ fiiggé (Heyer és Lux, 1976 a, b).
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ANYAG ES MOGDSZER

A Helix pomatia L. kOzponti idegrendszerét alkotd garatkorili
gangliongyiiri felépitése a 2. &bran lédthatd (Bullock és Horridge,
1965): cerebrdlis ganglionpar (Cgl és CGZ)’ pleurdlis ganglion-
pdr (LP1 és RP1l), parietdlis ganglionpdr (LPa és RPa), valamint
a viscerdlis ganglion (V). A cerebrdlis ganglionpdrt a garat
alatti ganglion egyes részeivel rovid konnektivumok kotik Ossze,
mig a garat alatti ganglion egyes tagjai szinte teljesen egybe-
epiltek. A parietdlis ganglionpdr jobboldali (RPa) tagja mindig
nagyobb, mint a baloldali (LPa). E ganglionpdrbdl kilépd idegek
szintén aszimmetrikus elrendezésiiek; az RPal ganglionbdl kilépd
idegtorzs két, jﬁl elkiilonithetd ideget tartalmaz (2.dbra).

A vizsgdlataink tdrgydt képezd bimoddlis pacemaker idegsejt a
jobb parietdlis ganglionban helyezkedik el (Sakharov és Salédnki,

1968), jelzése: RPal.

A ganglion ddrzéﬁs felszinén - a tobbrétegi kotdszoveti burok
eltdvolitdsa utdn - az idegsejtek joél ldthatdéva valtak. 2 cm3
térfogatu kisérleti kamraban helyeztik el a prepardtumot, melyet
az dltalunk készitett (kb. 3 mmZ) fényvezetd lUveg tdrgyasztalra
fektettik fel, majd megfelelden rogzitettiik. Az alkalmazott meg-
vilagitds biztositotta - - dtesd6fény magas intenzitdsa 4dltal -

az idegsejten torténd miiveletek viszonylag nagy nagyitds mellett

torténd vegrehajtasat.
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n.i. n.p.d.

2. dabra

A Helix pomatia L. kGzponti idegrendszerének felépitése
CGl €s CG2 - cerebrdlis ganglionpdr, LP1 - bal pleurdalis
ganglion, RP1 - jobb pleurdlis ganglion, LPa - bal parieta-
lis ganglion, RPa - jobb parietdlis ganglion (I., II. és III.
lebenye), V - viscerdlis gnaglion, Br - Br-tipusu idegse]t
(RPal sejt), n.i. - intestindlis ideg, n.p.d. - nervus

pallialis dexter.
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A kamrdban elhelyezett oldat és preparatum hémérsékletét 7°C

és 33°C kozott folyamatosan lehetett vdltoztatni, valamint 70C,
22°C, és 33°C-os homérsékleti értékeket tartdsan lehetett biz-
tositani. A hiitést, illetve fiitést Peltier elemek segitségével

biztositottuk, melyet specidlis dramkor vezérelt (Vérd, 1974 a).

A fizioldgids vagy mds Osszetételli oldatok dtdramoltatdssal
(perfuzid) keriiltek a kamrdba (3-10 ml/perc) ugy, hogy a folya-

dékszint magassdga dllandd volt.

Az intracelluldris jelek regisztrdlasdt biztositd elektronikus

rendszer blok-diagramja a 3. dbrdn lathato.

A vizsgdlataink sordn haszndlt fizioldgids oldat dsszetétele a
kovetkezd volt: NaClZ: 3 g, KC1l: 0,35 g, MgC126H20: 2,4 g,
CaC122H20: 1,5 g, NaHCOB: 0,2 g/1 desztilldlt viz. A fizio-
16gids oldat pH-ja 7,2 volt.

A PPal sejt mintdzatdra az aldbbi anyagok hatdsdt vizsgdltuk:

1. Tetrodotoxin (TTX)

2. TEA-C1 o
extracelluldrisan applikdlva
3. Quabain
4. CoCl2
5. 2-4 DNP
intracelluldrisan applikdlva
6. CdCl

2



A vizsgdlatok sordn az anyagokat perfuzidban adtuk a prepard-
tumhoz. Késobbiekben lehet8ség nyilott a vizsgdalandd anyagok
elektroforetikus applikdldsdra, illetve intracelluldris injek-

tdldsdra is.

A (Pyrex alapanyagu) dvegkapilldrisbdl huzott mikroelektrédék
ellendlldsa 2-20 Mohm kozott vdltakozott, a kisérlet tipusdatdl
fliggden; igy membrdn és akcidspotencidl elvezetésére 10-20
Mohm, iondramok regisztrdldsdra 5-10 Mohm, kil6nb6z8 anyagok
iontoforetikus bevitelére 3-5 Mohm, nyomdssal torténd anyag-
injekcid esetében 2-3 Mohm ellendlldsu livegmikroelektrddat
haszndltunk. Az iontoforetikusan, illetve nyomdssal tdrténd
anyagbevitel esetének kivételével az elektrdddkat 2,5 M KC1
oldattal toltottik.

A sejtb6l regisztrdlt jeleket nagybemenbellendlldsu, FET be-
menetli erdsitd bemenetére (Véré, 1971), illetve a voltage clamp
mérések esetén az dram elektrdddn regisztrdlt jel konverteren
4t dramerfsitdre csatlakozott (Vérd, 1974 b). E mérési Ossze-
dllitdsban a kétlépcsbs négyszogimpulzus generdtor biztositotta
a sziikséges vezérld jeleket, melyek id6tartama és nagysdga meg-
felel6 hatdrok kozott vdltakozhatott. Ugyancsak lehetfség volt

a kiinduldé (holding) szint sziikség szerinti megvdlasztdsara.

Néhdny esetben szivdelektrdddval végeztink elvezetést az idegek-

r6l, mely elektréda az idegek ingerlésére is alkalmas volt
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négyszog jelgenerator segitségével.

A kapott jeleket Tektronix R5103N storage oszcilloszkdp kép-
erny6jérdl filmre rogzitettik, illetve az Intézetiinkben készilt
analdg jJeltdroldn taroltuk, esetenként papirirészerkezettel

rajzoltattuk ki.

A membrédnon atfolydé iondramok mérése az un. voltage clamp mé-
rési moédszer szerint tortént. Megfeleld elektronikus rendszer
segitségével (Vérdé, 1974 b) a sejtbe 2 mikroelektrdddt beve-
zetve a membrdnpotencidlt egy konstans kiinduldsi (holding)
szinten rogzitjik. Az dram, melyet e potencidl azonos szinten
tartdsa végett bocsatunk &t a membranon egy negativ vissza-
csatoldssal, abszolut értékében megegyezik azokkal az aramok-
kal, melyek e kiindulédsi szintrdl vald gyors (négyszdgalaku
pozitiv vagy negativ) potencidlvaltozds hatdsdra folynak a

sejtmembrédnon &t.

A vizsgdlatok sordn nyert és rogzitett biocelektromos Jelek

aldbbi paramétereit mértik, illetve szdarmaztattuk:

a) nyugalmi potencidl értékek,
b) egyes akcids potencidlok (csidcs)amplituddi, illetve jelleg-
zetes értékei (kisilési kiiszob, negativ cstcspotencial,

tullovés),
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c) akcids potencidlok impulzusszélessége, fel- és leszdllé
szdr meredeksége, idOtartama,

d) egymdst kovetd akcids potencidlok és akcidés potencidl soro-
zatok azonos fdzisai kozotti iddétartamok,
- intervallum eloszléds filggvények (hisztogram)
- intervallum sorszdm-idGtartam fliggvények (szukcessziv

hisztogram),

e) iondramok mérésekor kapott dramgorbék alapjén:
- aram-feszultség karakterisztikidk,

- vezetdképesség fesziltségfliggése.

Az RPal sejt aktivitds mintdzata anyagcsere filiggésének vizs-
gdlata sordn az intracelluldris nyomds segitségével torténd

anyagbevitel technikajadt is alkalmaztuk.

Elektromos uton vezérelhetd pneumatikus szelep segitségével

az eldre bedllitott (1-10 atm) (nitrogén) gdz nyomdst az in-
jektdlandd oldattal toltdtt elektrdddra kapcsoltuk. Ilymddon
az 1 y feletti csicsdtmérdji elektrdddabdél az adott anyagokat
be lehetett injektdlni a sejtbe, illetve a sejtfelszinre Kis

mennyiségben applikalni.

Vizsgdlataink sordn az egyszeri injekcidé alatt a sejtbe jutta-
tott folyadék (oldat) mennyiség nem haladta meg a sejt térfo-
gatdnak 5 %-dt. £ mennyiség beviteléhez sziikséges nyomasértéket
- elektrdéddnként - eldzetes kalibrdcidval hatdroztunk meg. Vizs-

gdlataink sordn 2,4-DNP és ,CdClz injekcidéjdra keriilt sor.
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EREDMENYEK

4.1. A bimoddlis pacemaker potencidlgenerdlds altaldnos

Jellemzdi

A kilonbozd sejteket a potencidl generdlds alapmechanizmusa
alapjan két nagyobb csoportba sorolhatjuk. Az els6 csoportba az
un. szinaptikusan vezérelt, mig a mdsik csoportba a spontdn mii-
kodd, autoaktiv (pacemaker) sejtek tartoznak. Ez utobbiakhoz
sorolhatdk a szivizom sejtek, valamint az idegsejtek egy Jjelen-
t6s része. A kilonboz6é autoaktiv tipusu sejtek vizsgdlata egy-
értelmien bizonyitotta, hogy a pacemaker potencidl generdlds
alapjdt a membrdnpermeabilitds paramétereinek id6beli véltoza-
sai, paramétereinek specidlis értékei, fesziltsegfiggése, stb.
biztositja. A spontdn mikodd sejtek egy csoportjdt jellegzetes,
un. burst-szeri akciés potenciél generalds jellemzi. Ezen min-
tdzat (4. 4dbra) vizsgdlata sordn kitint, hogy e miikddés jelen-
tésen befolydsolhaté a homérséklet, a pH, a megvildgitds vdl-
toztatdsdval (Arvanitaki és Chalazonitis, 1968), kiilonbdzd
membranpermeabilitds moduldldé dgensek - ioncsatornalblokkolék -
(TTX, TEA-Cl1) applikédldsdval (Mathieu et al., 1971, Junge és
Stephens, 1973), anyagcsere gdatldk (DNP, ouabain) alkalmazdsd-
val (AdpanemgH , 1969 b, Isenberg és Trautwein, 1974), az ion-
Osszetétel vdltoztatdsdval (Carpenter, 1970). Az idézett munkdk,

valamint sajat kisérleteink is megmutattdk e specidlis mikoddési



ste— 0 —of

4, abra

Az RPal jelzési bimoddlis pacemaker o6ridsidegsejt spontan
aktivitdsmintdzata (feliil) és egy impulzussorozat jellemz6

paraméterei (alul). RP ean® @ nyugalmi potencidl dtlagérteke;

RPmax’ a nyugalmi potencidl maximdlis értéke; FL, kisllési

szint; 0, tulldvés (J.Salédnki, I. Vaddsz és K. Elekes, 1972).
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forma kozvetett és kozvetlen anyagcsere fiiggését és azt a fel-
tételezést erdsitették meg, hogy a burst-szerid miikddés a jelen-
tosen anyagcsere figgé membrdnpermeabilitds eredménye, illetve
az adott mintdzatot mutatdéd sejtek rendelkeznek id6ben is val-

toz6 (0szcilldld tipusu) metabolizmussal (elektrogén Na-pumpa).

Tobb éve vizsgdljuk Helix pomatia L. kdzponti idegrendszereében
taldlhatd, bimoddlis aktivitdsi mintdzatot mutatd idegsejt
(RPal jelzési neuron, Sakharov és Saldnki, 1969) sajdtossdgait,
kiilonos tekintettel az aktivitdsmintdzat generdldsa és a membran
tulajdonsdgok Osszefiiggésére. Munkdnk sordn - a fesziiltség rog-
zités (voltage clamp) technika alkalmazdsa révén - lehetdség
nyilt a membranpermeabilitds kilonboz6 faktorainak analitikus
vizsgdlatdra. Igy a kiilonbdz6 kisérleti szitudcidkban nyert
adatok alkalmasak voltak a bimoddlis (burst-szerid) mikddéssel
egylittjarsé ionfolyamatoknak, s ezeken keresztiil a permeabilités
analizisére. A membrdnpermeabilitds anyagcsere filiggés vizsgéa-
latdnak megkezdése eldtt elvégeztiink néhdny kisérletet, melyek
lehettséget adtak az adott sejttipus membrdnfizioldgiai tulaj-
donsdgainak tisztdzdsdra. Meghatdroztuk tovdbbd, hogy a kifelé
és befelé irdnyuld dramot - voltage clamp mérési feltételek

kozott - milyen ionok hordozzék.

A membrédnpermeabilitds anyagcsere fiiggésének vizsgdlata soran
részletesen a héomérséklet vdltozds, mint az anyagcsere folyama-
tok sebességének generdlis szabdlyozdéja, valamint kiilonbozo

kémiai anyagok hatdsdnak elemzését végeztik el az RPal sejt

esetében.
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4.2. Tetrodotoxin hatdsa az RPal neuron spontdn aktivitdséara

és iondramaira

7 6

Az RPal sejten a TTX 10 ' - 10 °M koncentrdcidéban hatdstalan
volt, ugyanakkor més, Na™ hidnyra érzékeny sejteken mar ebben
a koncentrdcidban is blokkolta a potencidlképzést. Emelve az

4 10—3

alkalmazott koncentrdcisét 10~ M-ra, az aktivitds szaka-
szos Jellege megszint, az akcids potencidlok amplituddéja pedig
fokozatosan lecsokkent (5. dbra b, c). Az anyag addsdt kidvetden
mintegy 25 perc mulva a membrdnpotencidl erds oszcilldcidja volt
megfigyelhetd. Az oszcilldcidt rendszeresen megszakitja egy
olyan hiperpolarizdcids hulldm, ami az interburst periddus elsd,
gyors komponensére emlékeztet, amit mindig egy abortiv akcids
potencidl kdvet (5. d dbra). A membrdnpotencidl hiperpolariza-
Ciés iranyba torténd eltoldsa esetén kifejezettebbé valt a hi-
perpolarizidcids hulldm, melyet kdovetett egy csdkkent amplituddju
akcids potencidl (5. e dbra). A membrdn depolarizdldsa esetén a
membranoszcilldaciad meggyorsult,'amplitudéja csokkent és sem a

hiperpolarizdcids hulldm, sem spike képzés nem volt megfigyel-

hetd (5. f 4bra).

Az adott koncentracidju TTX hatdsdra a sejt befelé iranyuld
drama 30 %-kal, a kifelé irdnyuld dram pedig 40 %-kal csokkent

(5. g dbra). Ha azonban a fesziltség ugrdsok kiinduld szintjet
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5. débra

Tetrodotoxin (TTX) hatdsa az RPal sejt spontdn aktivitdsdra és
iondramaira

(fellilr6l: kontroll aktivitds; 10_3 M TTX hatdsa a spontdn akti-

vitdsra; a hatds 15 perc majd 25 perc mulva; a hiperpolarizdld

€s depolarizdld dram hatdsa a TTX-t tartalmazé oldatban.

alul: a voltage clamp mérés sordn kapott fesziiltség-daram karak-

terisztikdk kiilonb6zd TTX koncentrdcid és kiinduldsi fesziiltség-

szint (holding szint) esetén).

MP = nyugalmi potencidl; HP = holding potencidl



= 29 -

RPail

—normal oldat
-a-Cat*+mentes+1mM TTX

---Ca** mentes+1mM TTX
-—cd * mentes

_ MP= - 50mV
HP= -60mV

6. dabra

Tetrodotoxin hatdsa Ca' -mentes oldatban az RPal sejt ion-
dramaira

(a voltage clamp mérés sordn kapott fesziiltség-dram karakte-

risztikak kilonbozd kiinduldsi (holding) szintek esetén.)

MP = nyugalmi potencidl; HP = holding potencidl.
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a nyugalmi potencidlnak megfeleld -50 mV-os szintrdl -60 mV-ra
emeltiik, az ekkor mérhetd &ramok megegyeztek a kontroll érték-
kel. A fentiekkel analdég hatdst tapasztaltuk Ca* " -mentes oldat-
ban alkalmazott TTX kezeléskor, vagyis ekkor is a be- és kimend
dramok lényeges redukcidéja kovetkezett be. Ha azonban a kiin-
duldsi (holding) szintet 10 mV-tal eltoltuk hiperpolarizdcids
irdnyba, ez esetben is észleltilk az dramértékek visszadallito-
ddsat. E visszadllitédas azonban a TTX-t nem tartalmazd, Ca -

mentes oldatban mért értékig terjedt (6. dbra), mds szdval a

TTX hatds kiiktatdsa kdvetkezett be.
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4.3, Tetraetilammdnium-klorid (TEA-C1l) hatdsa az RPal neuron

spontdn aktivitdsdra és ionaramaira

Az 1 mM TEA-Cl-ot tartalmaz¢é fiozolégids oldat hatdsa a sejt
spontdn aktivitdsdra és iondramaira a 7. abran lathatd. Meg-
figyelhetd az egyes burst-dk akcidés potencidl szamdnak gyors
csokkenése, ahélkUl, hogy az akcids potencidlok amplituddja
vdltozna, majd mintegy 30 sec iddétartam alatt a potencidl-
generdlds teljesen megsziinik. Ekkor azonban egy igen kifeje-
zett membrdnpotencidl oszcilldcid figyelhetd meg, melynek
periddusideje lényegében megegyezik a kontroll kdridlmények

kdzott is meglévs, bar kevésbé szimmetrikus oszcilldcidval.

Voltage clamp korilmények kozott vizsgdlva a TEA-Cl hatdsat azt
tapasztaltuk, hogy a kifelé iranyuléd K" dram jelentbsen lecsok-
kent, olyannyira, hogy az iddkozben megndovekedett kifolydsi
dram miatt elvégzett korrekcids szdmitds utdn a K™ &ram teljes
blokkoldsdrdl beszélhettiink. Fontos megjegyezni, hogy e hatas
mind a korai, csucs (p.c.) értékre, mind a késbi, staciona-

rius (s.s.c.) értékre is vonatkozott.



50mV

5s

|s0mv

200ms

|200nA

I(nA)

!
=== normal

—o—o 'mM TEA-CI

700

7. abra

A tetraetilammonium-klorid (TEA-C1) hatdsa az RPal sejt spontén
aktivitdsdra és iondramaira

(felil: kontroll aktivitds és a TEA-C1 applikdlds utdni mintdzat;

kozépen: a kontroll korilmények kozott mért dramvdlaszok (balra)

és 1 mM TEA-C1 utdn (jobbra);

alul: fesziltség-dram karakterisztikdk (p.c., a kifelé irdnyuld

dram maximdlis értéke; s.s.c., a kifelé irdnyuld dram dllandd-

sult értéke; 1.c., a kifolydsi "leak" dram.)
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4.4, CoCl2 hatdsa az RPal neuron spontdn aktivitdsara és

iondramaira

A sejt aktivitdsi mintduatdnak és iondramainak igen érdekes
vdltozdsai voltak megfigyelhetdk 10 mM CoClz-ot tartalmazé
fiziolégids oldat alkalmazdsakor. A 8. abran lathatdé, hogy az
anyag addsdt kdvetden az akcids pontencidl sorozatok frekvencia-
ja nd6tt meg, valamint a mintdzat alapjdt képz6 un. lassu oszcil-
ldcié amplitudéja vdlt kifejezettebbé, olyannyira, hogy a hul-
lédmzds depolarizdcids fdzisdban a potencidlgenerdlds blokkold-
ddsa kovetkezett be, s csak mintegy 7 sec mulva tért vissza a
membrdanpotencidl a kiinduldsi szintre. A hatédas késdbbi fdzisd-
ban csak egy pszeudo-akcids potencidl, valamint a lassu hulldm-
z4s gyors komponensét tartalmazd mintdzat figyelhet meg (8.d,

f dbra).

Az adott anyag hatdsdra igen sajdtosan vadltoztak meg a kildn-
b6z6 amplituddju fesziltségugrédsokra jelentkezd aramgorbek:
egyrészt a befelé irdnyuld dram megszint, mdsrészt pedig a
kifelé irdnyuléd K* 4ram igen nagy, kontroll korilmények ko-
zott adott sejttipuson sohasem tapasztalhatd inaktivécidval
birt. Mint ahogyan a felvett fesziiltség-dram karakterisztika
is mutatja (8. i dbra), a korai dramértékek lényegében meg-
egyeznek a kontroll korilmények kozott mért értékekkel, ugyan-
akkor a kifelé irdnyuld dram staciondrius értéke a kontrollhoz

képest 90 %-kal csdkkent.



’
=== normal

2675 10mM CoCl, 700 / 7 P€

8. abra

CoCl, hatdsa RPal sejt spontdn aktivitdsdra és iondramaira

2

(fels6 két sor: kontroll aktivitds és a 10 mM CoCl2 utdni min-
tdzat;

kozépen: a kontroll koridlmények kozott mért dramvdlaszok (balra)
és 10 mM CoCl, utdn (jobbra);

alul: feszililtség-dram karakterisztikdk (p.c., a kifelé irdnyuld
dram maximdlis értéke; s.s.c., a kifelé irdnyuld dram dllanddé-
sult érték).
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4.5. Quabain hatdsa az RPal neurcon spontdn aktivitdsdra

Az ouabain 10—5M koncentrdcidban torténd alkalmazdsa egyértel-
mi hatdast eredményezett a sejt spontdn aktivitdsdban: az app-
1likdladst kovetden mintegy 5-15 sec mulva az addig szakaszosan
mikoddé sejt folyamatos akcidés potencidl generdldsra valtott &t.
Ennek frekvencidja dllanddnak bizonyult, értéke pedig az egy
sorozat alatt el6forduld, spontdn parabolikusan vdltozd értékek
dtlagdaval volt egyenld (9. &dbra b). Ugyanakkor az ouabain
Jelenlétében alkalmazott hiperpolarizdld dram hatdsdra helyre-
411t az eredeti aktivitdsmintdzat, vagyis teljesen sikerilt ki-

védeni az alkalmazott anyag hatdsdt (9. dbra, alsdé sor).

Mint az kést6bb, a megbeszélés fejezetben kitiunik, az ouabain-
nal veégzett kisérleteknek igen fontos szerepe van az egész
kérdéskomplexum megértése és magyardzédsa szempontjadbdl. Az
ouabain hatdsdnak vizsgdlatdt mint extra-, mint pedig intra-
cellularis applikdlds esetén el kell végezni, valdszini ugyan-
is, hogy ennek fiiggvényében vdltozik a hatdsmechanizmusa.
(Jelenleg folyd kisérleteink, melyek sordn - voltage clamp
mérési korilmények kozott is - nyomdssal visszik be az anya-
got a sejtbe, ujfent bizonyitani ldtszanak az elektrogén Na*

pumpa szerepét a lassu hulldmzds kialakitdsdban.)
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ouabain + hyperpolarlza01o

9. ébra

Quabain - hatdsa az RPal sejt spontdn aktivitdsdra

-5

(fels® sor: kontroll aktivitds; kozépsd sor: 10 M koncentra-

-5

cidju ouabain hatdsa; alsé sor: 10 M-os ocuabain és 10 nA

er6sségi hiperpolarizdldé dram hatédsa az aktivitédsra)
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4.6. 2,4-DNP és CdCl2 hatdsa az RPal idegsejt spontdn aktivi-

tdsdra és iondramaira

0,1-0,2 nl mennyiségi 100 mmol[l 2,4-DNP bevitelét kovetden
néhdny perc elmultdval idében fokozddd vdltozds volt megfigyel-
hetd a neuron spontdn aktivitdsdban. Az injekcidé utdn 5 perccel
az akcités potencidlok szdma a sorozaton beliil nem vdltozott,
amplituddéjuk azonban a potencidlsorozat elején 20 %-kal csok-
kent. A sorozat utolsd tagjdnak nagysdga ugyanakkor legfeljebb
10 %-kal marad el a kontroll értéktél. Az interspike interval-
lumok hosszabbodtak, mintegy 25-30 %-kal, az interburst inter-
vallumok idétartama pedig 50 %-kal megndtt. A membrdnpotencidl
lassu hulldmzdsdnak amplituddéja a kontrollhoz képest jelentésen,

1/2-1/3-ra csokkent (10. dbra, a,b).

contro/
+ 5 min + /0 min

10 sec

+ 10 min

2 sec

10. é&abra

Intracelluldrisan applikdlt 2,4-DNP hatdsa az RPal idegsejt

spontdn aktivitdsdra
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Az injekcidét kdvetden 15 perc elteltével az akcids potencidlok
szama egy-egy sorozaton beliil 40 %-kal csokkent. A sorozat el-
s6 tagjadnak amplitudéja tovdbb cstokkent, az utolsd tagndl a
korabbihoz képest nem vdltozott. Az interspike intervallumok
valamelyest rovidiiltek, ugyanakkor az interburst intervallu-
mok értékei 4-szeresre n6ttek (10. dbra, c), bdr a hiperpola-
rizdcid csak kisfoku volt. Az interburst szakasz egy rovid
idétartamu, kisamplituddju hiperpolarizdcids fdzisbdl és egy
lassu, iddben igen elnyujtott depolarizdcids szakaszbdl &11t.
A depolarizédcids szakasz masodik felében rendszerint igen
gyors (1,5 cps), kisamplituddéju (2 mV) oszcilldcié lépett fel.
Az injekciét kdvetbBen 25 perc mulva a sejt aktivitdsa Jelentsd-
sen csGkkent ( 10. &abra, d) és csak iddonként jelent meg egy-
egy potencidlsorozat. Ennek paraméterei a korabbihoz képest
lényegében vdltozatlanok voltak. Az igen hesszu, idonkent
40-80 sec iddtartamu interburst periddusockban megjelend gyors
membrdnoszcilldcidt nem mindig kovették kisililéssorok, azon-
ban a sorozatok megjelenését minden esetben ilyen oszcillé-

cidék el6zték meg (10. dbra, d, e).

0,1-0,2 nl mennyiségi CdCl2 intracelluldris bevitelét kdvetden
az RPal sejt aktivitdsanak igen szembetiind megvdltozdsa figyel-
hetd meg: a sorozat-aktivitds felfliggesztddik, a membrén de-
polarizdlédik és dtmenetileg egyenletes (monomoddlis pace-

maker) aktivitds figyelhetd meg, melynek frekvencidja a de-



polarizdcidé fokozdéddsdval novekszik. 25-30 sec multdn hiper-
polarizdcidés hulldm vdltédik ki, amit a kontrollndl nagyobb
amplitudéju lassu hulldmzdssal kisért bimoddlis aktivitds
kovet. Az injekcidt kovet6en 8-10 perc mulva az akcids poten-
cidlok amplituddéja és szdma fokozatosan csokken csak paroxiz-

mdlis aktivitds figyelhetd meg (11. &bra).

11. ébra

Intracelluldrisan applikdlt CdCl2 hatdsa a RPal idegsejt spontéan
aktivitdsdra

b. és c.: folyamatos regisztrdcidé mds iddalap esetén;

e.: aktivitds-mintdzat 20 mV-os hiperpolarizacid esetén;

f.: aktivitdsmintdzat 20 mV-o0s depolarizdcidé esetén.

(e. és f. mintdzat az applikdldst kovetd 8-10 percben tdrtént,

iddalap: a, b, e: 10 sec; c, d.: 4 sec.)
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Az aktivitédsra és aktivitdasi mintdzatra gyakorolt hatds utén
azt vizsgdltuk, hogy a 2,4-DNP és CdCl2 hogyan befolydsol jiak
a neuron iondaramait. A kontroll, valamint 2,4-DNP és CdCl2

bevitele utdn jellemzd dramgorbék a 12. &brén lathatok.

A kontroll esetében a maximdlis befelé irdnyuld dram felfutod

6 6

meredeksége: 51,4-10 ° A/sec, lefutdsi meredeksége 20,0-10"

A/sec. Ugyanezek a paraméterek 2,4-DNP injekcidja utdn 36-10—6

6

A/sec, illetve 6,25°10 ° A/sec-nak, mig CdCl, injekcidja utén

49-107% A/sec, illetve 18-10"% A/sec-nak adédtak. A befelé
irdnyuld dramra vonatkozdé vezetdképesség a fesziiltség fligg-
vényében a 13.a. dbrdn ldthatd. Csucsértéke: 2,4-DNP addsa

6 ohm~1; caca 6 ohmL; ezek

6

utédn 1,83-10° utédn pedig 1,05:10

2

a kontroll goérbe 4,33-10" Ohm™ 1 érteékéhez képest jelentdsen
kisebbek, a csucsértékek helyei pedig mintegy 5 il1l. 15 mV-al

a negativ fesziltségtartomany felé tolddtak el.

A kifelé irdnyuld adram esetében kétféle vezetOképességet ab-
razoltunk: a gout/p/ fliggvény a csucsaramértékekre vonatkozé
vezetb8képesség (13.b.), a dout/s/ fliggvény pedig az &llan-
désult kifelé irdnyuld vezetoképességet mutatja, a feszilt-

ség fuggvényeében.
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12. abra

a: kontroll; b: 2,4-DNP intra-

Az RPal idegsejt iondramai:
CdCl2 intracelluldris applika-

celluldris applikdldsa utan;
= -50 mV)

Cc:

l4sa utédn (Uholding
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(a) (b) L (c)
g,, (10°0nm™) 4 g.. (10°ohm )
o %'y

13. 4abra

Az RPal idegsejt feszliltségfiggt vezetbtképességei

e——e: kontroll; o—o0: 2,4-DNP injekcid utdn;A—A: CdCl2
injekcidé utan.
a: inward vezettképesség; b: outward peak vezetdképesseg;

c: outward steady state vezetdképesség.

g:l: I . U
. Uequ_Utest

-60 mV.

30; U

equ inward equ outward

Az 4dbrdkbdl kitlinik, hogy a kifelé irdnyuld vezetbképesseég
mindkét anyag bevitele utdn csokken a kontrollhoz képest.
A maximdlis "csucs" és az "dllandésult" értékeket figyelem-

bevéve a csokkenés ardnya 2,4-DNP utédn hasonldg:

gout/p/ Kontroll 9out/s/ Kpntroll

1,4 - 1,6

Oout/s/ 2»4-DNP Oout/s/ 2»4-DNP
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CdCl2 utan viszont a csucs érték csak kevéssé, az dllanddsult

érték lényegesen csodkkent:

gout/p/ Kontroll goyt/p/ Kontro}l

= 1,1 = 3.6

CdC1 CdC1

gout/s/ 2 gout/s/ 2

A kifelé irdnyuld dram idéfliggésének vizsgdlata céljabél fél-
logaritmikusan dbrdzoltuk a kifelé irdnyuld dramgcrbéket (14.
dbra). Az adott dbrdzoldsi mdéd mellett az dramértékek tobb
egyenesre illeszkednek. Meghatdrozva az egyenesek irdnytan-
genseit, az dramgorbék kilonbozd idédllanddéval rendelkezd,

exponencidlisan csokkend komponensekre bonthatdk.

A kontroll esetében az dramgGrbe id6dllanddja QT kontrol=820 ms,

mig 2,4-DNP injekcidja utén T 2,4-DNP = 830 ms, lényegéeben

valtozatlan. CdCl2 injekcid6ja utdn az elsd, 600 ms-ig tarto
inaktivdcidés szakasz alatt (t’lCdCl = 370 ms idddllanddéérteék

2
adédik, mig 600 ms-tdl az &dramgdrbe id6dllanddja 7 szCl

2
= 830 ms.

Igy tehdt a kontroll esetében és a 2,4-DNP utan egy, CdCl2
injekcidjat kovetden pedig két, kiilonbczdé idddllanddju kom-

ponensre bonthatd az dramgodrbe.
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14. ébra

Az RPal idegsejt outward dramainak kinetikdja

u -50 mV, Utest = 40 mV

holding
e —e: control; 0—o0: 2,4-DNP injekcid utén;

A—A : CdCl, injekcid utén.



4.7. A hOomérsékletvdltozds hatdsa az RPal neuron spontan

aktivitdsdra ¢€s iondramaira

A kiilsé hémérséklet vdltoztatdsa - mind a hités, mind a mele-
gités - megvdltoztatta a sejt aktivitasat. A valtozas 12° és
30°C kozott mennyiségi volt, vagyis az aktivitdsmintdzat sza-
kaszos jellege megmaradt és csak paraméterei valtoztak. A
jellegzetes mintdzat lD—lZDC alatt megszinik; a lecsokkent
kislilési frekvencia és akcids potencidl eloszlds szabdlytalan-

ng vdlik. Tovabbi hiités - 4-5°C ald - a sejt potencidl generéd-

lasdnak megszinéséhez vezet.

Melegitéskor 30-32°C-on szinik meg az aktivitas szakaszos
jellege. Ekkor a mikddési frekvencia megnd, megszinnek az

potencidlsorozatok kozotti hiperpolarizdcids szakaszok.

A sz€é1sd hdomérséklet értékeken kapott adatokat vetve Gssze a
kontroll (22°C) esetében tapasztaltakkal, kitinik, hogy a h&é-
mérséklet csokkenésével az impulzusszélesség nd az azonos
sorszamu, 22°C-on mérthez képest. Ugyanakkor a homérséklet
emelésekor cstkken az impulzusszélesség, és mindkét esetben

a burst-6n beliili, spontdn vdltozds jdéval kisebb intervallum-
ban torténik, mint a kontroll homérsékleten. Igy az impulzus-

szélesség burst-on belﬁli sz€ls6 értékeinek hanyadosa 13°C-on:



—
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®
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L

17°C
4 22°C

26°C

- W i

15. &abra
A sorozaton beliili interspike-intervallum alakuldsa kilonbozo
homérsékleteken

(N, az interspike intervallum sorozaton beliili sorszdma; T, id6tartama)
A T(sec)
in ' Lum

i rst | v

16. 4bra
A kisiiléssor id6tartam (burst) és a sorozatok kozotti (interburst)

id6 alakuldsa a homérséklet fliggvényében
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0.84, 22°%C-on: 0.55, 29°C-on: 0.5. Kideriilt az is, hogy a
homérséklet okozta spike-iddétartam vdltozds - csokkenés vagy
novekedés -~ a felszdlld szdar meredekségenek valtozdsdval figg

ossze.

Vizsgdlva az impulzussorozaton belidl az egymdst kovet6 akciods
potencidlok kozotti id6tartam vdltozdst a hdmérséklet figg-

vényében, azt tapasztaljuk, hogy azok a sorozat elsd felében
csokkennek, majd elérve minimdlis €értékiiket, a sorozat maso-
dik felében nGvekednek. Ez a tipusu, spontdn vdltozds minden
homérsékleti értéken megfigyelhetd, de alacsonyabb hdmérsék-
leten nagyobbak az idGértékek, magasabb hémérsékleten pedig

kisebbek (15. &bra).

A vizsgdlatok sordn nemcsak az impulzus id6tartam és az inter-
spike intervallum bizonyult hdomérsékletfiiggy6nek, hanem a ki-
sliléssorok id6tartama és az interburst idglartam is. Elemezve
a sorozatok kozotti sziinet idotartamdt, kitlint, hogy az inter-
burst idétartam minden héGmérsékleten nagyobb, mint a kisiilés-
sor id6tartama. A homérséklet emelkedésekor mind a sorozatok,

mind a kozti sziinetek iddtartama linedrisan cstkken (16. dbra),

a ketté hdnyadosa azonban vdltozatlan, megkdzelitéleg 0.7.

Az RPal sejt iondramainak homérséklet fiiggését vizsgdlva vol-

tage clamp mddszerrel kitiint, hogy e vdltozds a kilonbGz6
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iondram komponensek esetében kiilonbtzd. A befelé iranyuld dram-

+

komponens maximuma 22%C-0n 160 % 10 nA, 7°C-o0n 50 I 11 naA,
33%C-on 200 I 20 nA (17. &bra). A kifelé irdnyuldé dram eleinte
az alacsony homérsékleti értéknél nagyobb, de emelkedési sebes-
sége a pozitivabb fesziiltség tartomdanyokban csokken. Az RPal
sejt vezetéképességének (relativ vezetGképesség) vdltozdsa a
homérséklet fliggvényében a 18. dbran ldathatd. Megfigyelhetd
7°C-on a kifelé irdnyuld drammal szembeni magas kezdeti vezetO-
képesség, ugyanakkor ennek cstkkenése a pozitiv fesziiltség tar-
tomdnyban. A befelé irdnyuldé drammal szembeni vezetdképesség
homérséklet fliggése nem ilyen kifejezett. Az dramértékek nagy-
sdgdban bekovetkezd vdltozdsok mellett igen szembetindek voltak
az id6viszonyokban bekdvetkezett médosuldsok. Alacsony hOmér-
sékleten jelentdsen megndtt a befelé irdnyuld daram teljes ido6-
tartama, mig magas homérsékleten ugyanez csdokkent a kontroll-
hoz képest. A 19. abran lathaté, hogy mintegy 50 msec-os ki-
1onbség van a kilonboz6 vizsgdlt homérsékleten kapott értékek
kdzott a legkisebb, 10 mV-os négyszogimpulzus esetén, mely

50 %-os vadltozdsnak felel meg. Ugyanakkor az 50 mV-os impul-
zus és a maximdlis, mintegy 90 mV-os impulzus esetén, bdr az
idétartam kiilonbség 2.5 - 3 msec volt, szdzalékosan kifejezve
vdltozatlanul megegyezik a minimdlis jel esetén kapott kildnb-

séggel, és e pozitiv fesziiltségtartomdnyban dllanddénak bizo-

nyult.
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Az RPal sejt fesziiltség-dram karakterisztikdi

() 7°Cc; @ : 22°C; A: 339C; az abszcissza alatt a befelé
irdnyuld, felette a kifelé irdnyuld dramértékek)
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18. d&bra

Az RPal sejt relativ vezetOképességének fesziltseg fliggése

(0: 7°c; @ : 22°C; A: 33°C; g;:

il + - .
maximdlis Na -vezetdképesseég; §g

. . o + ~ - .
maximdlis K -vezetOképesség)

Na+-vezet6képesség; g
K+—vezet6képesség; g
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omax"*
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(A kondiciondlé hiperpolarizdcid hatdsdnak vizsgdlatakor kitint,
hogy az RPal sejt nem rendelkezik az un. gyors tranziens ki-

felé irdnyuld komponenssel.)

A lassu kifelé irdnyuld dram inaktivdciéjdnak vizsgdlata soréan
mindig azonos nagysdgu fesziiltségszintet mds és mas kezdeti
(holding) szintrdl értik el. A kiindulé szint megegyezett a
nyugalmi membrdnpotencidl értékével (-50 mV), maximdlisan

-150 mV, iddtartama pedig 250 msec volt. Alacsony hdomérsékleten
(7°C) az &ram végig emelkedd volt (csak aktivdcids koefficiens-
sel rendelkezett) minden vizsgdlt fesziltség tartomdnyban. A
kontroll hémérsékleten mdr némi inaktivdcid is megfigyelhetd
volt az dramok iddbeni alakuldsdban. Ez az inaktivédcids jelleg
magas hdmérsékleten vdlt igen kifejezettebbé, s a -150 mV-os

eléhiperpolarizdcidéndl volt maximédlis.

A kifeleé irdnyuld aramok maximum értékei, valamint a hozzdjuk
tartozd, a fesziltségugrds végén mért, megkodzelitdleg dllandd-
sultnak tekintheté értékei a kiinduld (holding) szint filiggvényé-
ben a 20. abrdn lettek feltintetve. Kitinik, hogy 7°C-on az
dllanddsult és a csucs értékek megegyeznek. 22°C-o0n -150 mV-os
fesziltség szinten maximdlis a két aramérték kozti kilonbség

(67 %), majd -50 mV-os kondiciondlé fesziiltségnél eltiinik.
33°C-on szintén -150 mV-n4dl maximalis a kiilonbség (63 %), mig

-50 mV-ndl 5 % korili értéket vesz fel.



U(mv)
-50 0 50
19. é4bra

Az RPal sejt befelé irdnyuldé dram iddtartamdnak fesziltség-

fliggése kililonb6zd6 homérsékleti értékek esetén
(d : 7°%; 0 : 22°%; A : 33°C)

(nA)

500

100

UnoldinglerV)
-150 -100 -50
20. &abra
Az RPal sejt kifele irényulé dramainak maximdlis és dallanddsult
értékei a kondiciondldé hiperpolarizdcid fesziltségének figgve-
nyében, kilonbozdé hoémérsékleteken.
¢l ¢ 7°€, U,,=-50 és -150 mV; @ : 22°%C, U
Uh=—150mV; A3330C, th_so mv; A:33OC,

L=-50 mV; O :22°C,
U = -150 mv)
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Az eddig végzett vizsgdlatok esetében - ha kilonboz46 hémérsék-
leti értékeken is, de mindig staciondrius korilmények kozott
végeztik méréseinket. A folyamatok hdmérséklet fiiggésének
pontosabb tisztdzdsa érdekében végeztink olyan méréseket is,
melyek sordn adott sebességgel ndott vagy csdokkent a homérsék-

let.

A kapott adatok kiértékelése sordn egyrészt a folyamatosan
regisztrdlt aktivitdst, mdsrészt pedig az idbéviszonyokat pon-
tosan tikrdzé un. "szukcessziv hisztogramokat" vettik figyelem-
be. Ez utdbbi médszerﬁek a lényege az, hogy az egymdst kovetd
impulzussorozatok kozott eltelt idéket, az egymdst kovetd ak-
cidés potencidlok kozotti iddoket, valamint az egymdst kovetd
akcids potencidlok impulzusszélességét a sorsiémuk fliggvénye-

ben dbrdazoltuk.

A 21. dbrdn az RPal sejt aktivitdsdnak alakuldsa lathatd hé-
mérséklet vdltozds esetén. Kiinduldsi dllapot a 22°C-on kapott
minta (22°C - 22°C, szaggatott vonal). Ezutdn a hémérsékletet
emelve 33°C-ra (folyamatos vonal), majd kb. fél percig ezen
értéket tartva (szaggatott vonal) regisztrdltuk az aktivitédst.
Ezt kovette a hiités, amikor 339C-r61 7°C-ra csokkentettiik a
homérsékletet (kettbés vonal). A kisérletek befejezd szakasza-

ban 7°C-ré1 33°C-ra emeltiik a homérsékletet (folyamatos vonal).
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21. abra

Az RPal sejt aktivitdsi mintdzatdnak alakuldsa folyamatosan

vdltozdé homérséklet esetén

(a kett6s vonal a hiitést, a szaggatott vonal a stabil hémér-
sékleten tartdst, az egyszeres folyamatos vonal a melegitést
jelzi)
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A 339C-r61 7°C-ra torténd hiités alatt az aktivitdsmintdn meg-
figyelhetd, hogy az impulzussorozatok id6tartama nd, ugyan-
akkor ndvekedtek az interburst intervallumok értékei is. Vala-
mivel a 7°C-os érték elérése eldtt a burstképzés megsziinik,

az aktivitds folyamatossd valt. A 22. abran a szukcessziv
hisztogram 1ldthaté ~ hiités esetén. Az interburst intervallumok
mintegy 15 sec-ra nfnek, majd a szakaszos miikodés megszintekor
eltinnek. A hités folyamdn egyre hatdrozottabban kialakult az
un. parabolikus interspike intervallum vdltozds, majd a 79%C
elérése eldétt, kb. 11°C-on - a szakaszos miikodés megszintekor -
egy stabil, mintegy 7000 msec-os kisililéssorozattd vadlt. Az ak-
cids potencidlok iddotartama a hités hatdsdra n6tt; abban az
intervallumban, amikor a sejt mikdodése szakaszos volt, a po-
tencidlok impulzusszélességének vdltozdsa - ha egyre ndvekvd
id6értékekkel is - megfelelt a kontroll korilmények kozott
tapazstalhaté, linedrisan névekvd, majd csbkkend spontan val-

tozasnak.

A 7°C-r6l 33°C-ra torténd melegités hatdsdt szintén a 21. ab-
rdn ldthatjuk. Az alacsony homérsékleten lassan mikodd sejt a
homérséklet emelésére ledll és hiperpolarizdcidval vélaszol,

majd hirtelen beindul a burst generdlds. Az interburst inter-
vallumok fokozatosan csokkennek, s valamivel a 339C-0s érték

elérése eldtt meg is sziinnek, a sejt mikddése folyamatossd

vdlik. Ugyanakkor a 33°C-os, konstans szinten tartds esetén



megjelennek az interburst intervallumok, vagyis visszatér az

aktivitds szakaszos jellege.

Az aktivitds paraméterek vdltozdsdt a szukcessziv hisztogramok
demonstraljdk (23. &abra). 7°C-on még nem beszélhetiink inter-
burst intervallumokrdl, de a szakaszos mikddés beinduldsakor
értékiik folyamatosan csidkken 14 sec-rél 5 sec-ra, majd meg-
szliinnek, és a tartésan magas hOomérsékleti tartomdnyban ujra
megjelennek. A szakaszos miikodés beinduldsakor kialakul az
interspike intervallumok jellege, de a magasabb homérsékleten
ez aszimmetrikussd vdlik, oly mddon, hogy a paraboldk elsd
fele eltinik. Az akcids potencidlok alakuldsa az el6z8 eset-
hez hasonléan élakult, dtlagértekik 7°C-on 15 ¥ 3 msec, 33°C-

on 7 2 1,8 msec volt.
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MEGBESZELES

Az utdbbi évek vizsgdlatai kimutattdk, hogy a gerinctelen &1-
latok Orids idegsejtjei az d6ridsaxon esetében definidlt un.
gyors befelé irdnyuld (Na) csatorndn kiviil rendelkeznek egy
kevert un. lassu (Na-Ca) csatorndval (Eckert és Lux, 1976).
Mivel a TTX csak a Na-csatorna specifikus blokkoldéja s az RPal
sejten az applikdlast kovetden is sikerilt jelentds befelé
irdnyuld dramot regisztrdlni, sdt, a membrdnpotencidl novele-
sével visszadallitédott az eredeti dramérték, kovetkeztethetd,
hogy bar az akcids potencidl generdldsban a Na ionok szerepe
donté, a befelé irdnyuld dram hordozdsa a kevert csatorndn
torténik, és jelentds szerep jut ebben a Ca ionoknak. Mivel
spontdn korilmények kozott a TTX hozzdaddsa a spike képzést
lényegében megsziinteti, a Na-mentes oldat pedig teljességgel
lehetetlenné teszi, ugyanakkor befelé irdnyuld aram mérhetd,
azt sugallja, hogy normdl korilmények kézott a Na ion bedram-
lds az elsddleges (gyors csatorna), melynek hidnydban a Ca

dltal hordozott 4ram, illetve a Ca-moduldlt Na dram léphet fel.

Ezek alapjén feltételezhetd, hgy a sejtmembran két inward csa-
torndval rendelkezik; az els6 a Na ionok dthaladdsdra, a masik
a Na és Ca ionok szamara. Ugyanakkor nem tisztdzott az, hogy e

két csatorna topoldgiailag is kildonbdzik-e. Elvileg nem kizart



tulajdonképpen egy ioncsatorna - kiils6 vagy bels6 hatdsra torté-
nd - modifikdcidja sem, anndl is inkdabb, hogy ezideig semmiféle
médszerrel sem sikeriult kimutatni, meggydzben bizonyitani a két-

féle csatorna tipus fizikai létét.

Végzett vizsgdlatainkbdél az is kitinik, hogy a lassu hulldmzés
mechanizmusa és az akcids potencidl generdldsa két kilonbozd

folyamat eredménye, bdr mindkettdben jelentfs, illetve elséd-
leges szerepe van a Na ionoknak. Ugyanis a TTX blokkolta po-

tencialgenerdlads alkalmdval is kivalthato a lassu oszcillacidg,
mig a spike képzés erdsen gdtolt. Ez azt bizonyitja, hogy bar
mindkét folyamathoz a Na ionok jelenléte (vagy a Na permeabi-
litds adott dllapota) szikséges, mégsem azonos médon funkcio-
ndlnak az emlitett két mechanizmus esetében, s mint ahogyan

ez késdbb nyaomatékosan felmeril, a lassu hulldamzds generdlé-

sdban dontd szerepe van az erdsen anyagcserefiggd elektrogén

Na-~pumpdnak (Strumwasser és Kim, 1969).

A TEA-C1l hozzdaddsakor kapott eredmények megvitatdsakor szinte
tel jességgel megismételhetd a fenti gondolatmenet, azzal a
kiilonbséggel, hogy adott esetben a "tiszta" kalium, illetve a
kdlcium 41tal moduldlt kalium csatorndrél (vagy dramokrél)
beszéltiink. A TEA-C1 szintén blokkolta a potencidlképzést,
ugyanakkor a lassu hulldmzds megmaradt. Természetesen e blok-
kolds a K' csatorna (permeabilitds) gétlésa révén realiz&lé-

dik, s bdr a voltage clamp kisérletek sordn a kifelé irdnyuld
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dram teljes gdtldsa volt megfigyelhetd, a spontdn lassu hulldm
generdlds megmaradt. Az azdota végzett, eddig még nem publikdlt
eredményeink azonban azt mutattdk, hogy a kifelé irdnyuld (K"
dram maga is két komponensb6l 48l11, s TEA-Cl-dal specifikusan
csak a lassu komponens blokkolhaté, mig a mdsik, erdsen Ca-
fiiggd komponens pedig CoCl2 hozzdaddsara tinik el, de ekkor a
lassu hullédmzds nemcsak hogy megmarad eredeti nagysdgdban és
intenzitdsaban, de fokozddik is a spike-generdlds depolari-

zdcids gdtldsa mellett.

Bar a fenti meggondoldsok és eredmények nem képesek maradék-
talanul tisztdzni a Na és K ionok, illetve membrdnpermeabili-
tdsuk szerepét az adott aktivitdsi mintdzat kialakitasaban,
felhivjdk a figyelmet a Ca ionok igen jelentbts - bar sokszor
kdzvetett - szerepére mind a mds ionok szerepének moduldlédséa-

ban, mind pedig az ©ndll6 dramhordozédsédban.

Mint ismeretes, a 2,4-DNP elsGsorban az oxidativ foszforila-
cié folyamatdnak szétkapcsoldsa révén gdtolja a ATP szinté-
zist, mely utébbi a sejt metabolikus folyamatainak, valamint
funkciondlis miikodésének energetikai alapjait biztositja. Azon
szovetek és sejtek esetében, melyek rendelkeznek Na-pumpa ak-
tivitdssal, a 2,4-DNP hatdsa e pumpa miilkdbdéséhez szikséges
energiaforrds (ATP) szintézisének gdtldsa révén a nyugalmi
potencidl csdkkenéséhez vezet (Ayrapetyan, 1969c; Nakajima és

Takahashi, 1966; Godfraind et al., 1971). Aplysia R15 jelzésii
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bimoddlis pacemaker sejtjén a perfuzidban adott 2,4-DNP eld-
szOr depolarizdcidét, majd a burst-aktivitas teljes géflésa
elott jelentds membrdnpotencial ndovekedést okoz, a hiperpola-

rizdcidés mechanizmus gdtldsa nélkil (Junge és Stephens, 1973).

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

a spontan aktivitasi mintdzatot ugy mdédositotta, hogy a lassu
hulldmzdst gdtolta é€s csak az aktudlis kisliléssorozatot megel6-
z6en volt megfigyelhetd egy viszonylag gyors, kisamplituddju
membrdnoszcilldcid. (A burst-frekvencia csdkkenése mellett
figyelemreméltdé, hogy a mdr beindult kisililéssorozat akcids-
potencidl jainak frekvencidja vdltozatlan, illetve esetenként

kissé novekedett is a kontrollhoz képzest.)

Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a 2,4-DNP gdtolja azokat
a sejten beliuli folyamatokat, melyek az-aktivités periodikus
megjelenéséért felelbGsek. Hasonld jelenség volt észlelhetd a
sejt mintdzatdban a homérséklet csdokkentésekor (Wachtel és
Wilson, 1973; Carpenter, 1973; Salédnki et al., 1973; Vaddsz
és Vérd, 1974). Az akcids potencidlok generdlasat a 2,4-DNP
és a hiités azonos médon, de kevésbé befolydsolta, tovadbbd a
belép6 dram kialakuldsi sebessége, valamint a be- és kifelé
irdnyuld dramok amplitudéja is azonos mdédon vdltozott (Vadédsz
és Verd, 1975). A membran vezetdképességének megvadltozdsa

részben az intracelluldris anyagcserefolyamatok gdtldasanak,
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részben a 2,4-DNP kdzvetlen membrdnhatdsanak kovetkezménye
lehet. A CdCl2 intracelluldria injekcidja esetén a spontén
aktivitdsi mintdzat megvdltozdsa hasonld volt ahhoz, amit a
CdCl2 és a CoCl2 extracelluldris alkalmazdsa valtott ki (Saldnki

et al., 1979; Vaddsz és Saldnki, 1976).

Ez a hatds intracelluldris folyamatokkal is dsszefiiggésben

lehet, amit a jellegzetes mintdzat eltinése jJelez, azonban az
aramgorbék arra mutatnak, hogy a CdClZ—nak jelentds a kozvetlen
membrdanhatdsa. A fesziiltség-rogzitéses kisérletek azt is bizonyi-
tottdk, hogy a CdCl2 intracelluldris injekcidja a CoCl2 hatdsa-
hoz hasonldéan (Eckert és Lux, 1976) cstkkentette a befelé ira-
nyuld lassu (Ca’ ') dramot és a kés6i K' dramot (Vadasz és
Saldnki, 1976), ugyanakkor a kifelé irdnyuldé dram kezdeti csucs-

ertékét alig befolydsolta.

Ugy tiinik, hogy a sorozataktivitdsu idegsejt sajdatos mikddése
intracelluldris injekcidéval két tdmaddsponton is befolydsol-

haté: a sejten beliili folyamatok, illetve a membran ionpermea-
bilitdsa utjan. A sejten belili ionkoncentrdcid vdltozasdnak a

+ A
2 -ra vonatkozdan

membranoszcilldcidban jdtszott szerepét Ca
tobben kimutattdk (Meech, 1974; Lux, 1976), aminokra vonatko-
z6an pedig ujabban (Morita és Koketsu, 1980) is igazoltdk. Az
ionkoncentrédcié vdltozdsa kiozvetlen dsszefiiggésben lehet intra-

celluldris anyagcsereciklusokkal, és annak hatdsa tiikrdzodhet



a membran vezetodoképességének periodikus vdltozdsdban. Lehet-
séges, hogy ebben a folyamatban a Ca''-nak vezetd szerepe van,
(Meech, 1972) ennek bizonyitédsa azonban tovébbi vizsgdlatok

feladata.

A kifelé irdnyuld dram kinetikdja kontroll és 2,4-DNP esetében
lényegében azonos id6dllanddé értékekkel jellemezhetd.

CdC12
hogy a CdCl2 jelentdsebben valtoztatja meg a membrdn sajdtos-

injekcidé utédn kapott id6dllanddk viszont arra mutatnak,

sdgait, mint a 2,4-DNP. A CdCl2 bevitele utdni dramgdrbék két
exponencidlisan csdokkend komponenst tartalmaztak, melyek koziil
az elsé (Qfl), mely a kilépd dram gyors inaktivédldddsdat jelzi,
kiilonosen eltér a kontrolltdl, a ?’2 a gyors inaktivadciot ko-
vetd dllanddésult szakaszt jellemzi. E komponensek a K-csator-
nak kilonbdzd dllapotdra utalnak, de az is lehetséges, hogy el-
térd természetl K-csatorndk jelenlétével magyardzhatdk. Minden-
esetre ezek az adatok is azt mutatjdk, hogy a CdCl2 a 2,4-DNP-

nél lényegesen kifejezettebb kdzvetlen membrdnhatdssal bir.

A hOmérséklet hatdsdnak vizsgdlata bizonyitotta, hogy bar az
akcids potencidl generdlds és a lassu hulldmzds is homérséklet-
fiiggd, e fliggés mértéke és mindGsége kozel azonos. A potencial
ionelmélete hémérsékletemelés esetén a nyugalmi potencidl no-
vekedését feltételezi, ugyanakkor mdsok is kimutattdk, hogy a
sejtaktivitds fokozédhat ekkor (Barker és Carpenter, 1970),

ami a nyugalmi és akicds potencidl viszonydnak szokdsos értel-
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mezése szempontjadbdl nehézséget okoz. Magyardzatként az szolgdl-
hat, hogy a homérséklet ndvelése, nemcsak a nyugalmi potenciilt
noveli, de a metabolitikus folyamatokat €s a pacemaker mechaniz-
must is serkenti (Carpenter, 1970). A magasabb hGmérséklet még

a Nernst egyenlet d1tal eldirtndl is fokozottabb mértékben emeli
a nyugalmi potencidl értékét, mely tényt éppen fokozottabb
elektrogén Na-pumpa hiperpolarizdlé hatdsa magyardz, mely veégso-
sorban a fokozott metabolikus aktivités, illetve a megndveke-
dett nyugalmi potencidl eredménye. (A Na-pumpa aktivitds, az
aktuélis'nyugalmi potencidl, valamint a hdmérséklet Osszetett
viszonydt vizsgdlva szép példdjat kapjuk az é10 szdvetben meg-
taldlhatdé pozitiv visszacsatoldsoknak.) Ha azonban a Na-pumpat
ouabainnal blokkoljuk, akkor a homérsékletemelés depolarizidcidt
eredményez (Gorman és Marmor, 1970), ami valdsziniileg a nyugal-
mi Na* permeabilitds novekedésével van kapcsolatban, mely utdbbi
alapvetd fontossdggal bir a spike generdlds homérséklet emelése-

kor bekovetkezd fokozdddsa szempontjédbdl.

E vizsgdlatok azt a feltételezést latszanak bizonyitani, hogy
az adott tipusu pacemaker miikddés alapjdul szolgdald lassu osz-
cilldcié az elektrogén Na-pumpa aktivitdsdval kapcsolatos, mig
az akcids potencidl generdlds a Na* permeabilitds (elsbsorban

nyugalmi) filiggvénye.

A homérsékletnek a membrédnpermeabilitdsra é€s ionmozgdsokra

gyakorolt hatdsa adhat magyardzatot a spike-iddtartam és az



interspike id6tartam hdmérséklet ndovekedésekor észlelt meg-
rovidilésére is. Minthogy a leszdlldszdr sebességvdltozdsa
Jelentdsebb, az tételezhetd fel, hogy a hdmérséklet nagyobb
mértékben hat a repolarizacidéért felelds K-aramra, mint a kez-
deti Na-permeabilitdsra, és igy a homérséklet csokkenésével
lassuld repolarizacidé lehet az elstdleges oka az impulzusszé-

lesség novekedésének.

Vizsgdlataink sordn megdllapitottuk, hogy az aktivitds para-
métereinek vdltozdsa hiszterézis jellegii, vagyis egy adott hé-
mérsékleti értékhez két aktivitdsi paraméter rendelhetd, attdl
fliiggben, hogy milyen irdnyu a hémérséklet vdltozas. A konstans
33°C elérése utdn a mar bedllt folyamatos aktivitds ujra sza-
kaszossd vdldsa azzal magyardzhatd, hogy a sejtaktivitdst meg-
hatdrozd alapmechanizmusok - nagy valdszinliséggel a metabolikus
aktivitds is - nemcsak a hdomérséklet abszolut értékének, de

vdltozasi irdnydnak, s sebességének is fliggvénye.

Mivel a membran kiilonboz6 ionokkal szembeni vezettképessége
ardanyos a permeabilitdssal, beldthatd, hogy az dramok hdmér-
séklet fiiggése a vezetdképesség vdltozdsokban tikrozddik. Igy
az RPal sejt esetében is a homérséklet csokkenésekor tapasz-
talhaté dramérték csokkenések - bar a csdkkenés mértéke a ki-
felé, illetve befelé irdnyuld dramok esetében nem volt azonos

mértéki, mely a ki- és befelé vezeté csatorndk eltérd homér-
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séklet fliggését is bizonyitja - vegsdsoron a Na, Ca és K veze-
toképességek csokkenésébdl adédtak. A hdmérseklet vdltozas az
dramgbrbék idéparamétereire egyértelmi hatast gyakorolt; ala-
csonyabb hémérsékleten az inward dram aktivdcids és inaktivd-
ciés dllanddi csdkkentek. Mig a vezetOképesség dllandd Ossze-
tevojének nagysédgat elsdsorban az un. maximdlis, iddfliggetlen
permeabilitdsi dllandé (Hodgkin és Huxley, 1952) hatdrozza meg,
az adramok iddbeni lefutdsa a membrdn kiilonbozd tipusu idbdllan-
déinak filiggvénye. Ezt bizonyitja az is, hogy a kilonbozd nagy-
sdgu kondiciondld hiperpolarizdcié alkalmdval a membrdn aktivd-
cidés és inaktivdcids képessége homérsékletfiiggd. Alacsony hd-
mérsékleten mind a befelé, mind pedig a kifelé irdnyuld &ram
lényegében ardnyosan csdkkent aktivdcidval és inaktivdcidval
bir, mig a magasabb homérsékleti tartomdnyokban a befelé iranyu-
16 d4ram joval nagycbb mértékben novekszik. Ez azt eredményezte,

hogy a kifelé irdnyuld dram igen erds inaktivdcidt mutatott.

Chen és Baumgarten (1971) vizsgdlatai kimutattdk, hogy a rit-
mikus pacemaker aktivitds elsddlegesen két metabolikus folya-
mat fliggvénye; ATP hidrolizis és a glikolizis. E két folyamat
k6zil ha az egyik blokkolt,az a pacemaker aktivitéds teljes
megsziinéséhez vezet. A vizsgdlatokban szerepld metabolikus gat-
16k egyrészt direkt médon gdtoltadk, masok indirekt mdédon be-
folydsoltdak a glikolizist. Jddacetdt kozvetleniil blokkolta azt,

s mint ezt késdbb kimutattdk, ezen anyag a sejtmembrdnon &t
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térténd glukéz transzportot is bénitotta (Chen et al., 1973).
Az ouabain és a dinitrofenol hatdsa kozvetettnek bizonyult,
ez el6bbi, mint a Na-K membrén ATP-d4z specifikus blokkoldja,

gdtolta a ritmicitast.

Ugyanakkor figyelembe kell venni azt is, hogy e két folyamat -
ATP hidrolizis és glikolizis - dnmagukban is osszefiiggd jelen-
ségek. Ugyanis, ha példdul az ATP hidrolizis csokkentett (ouabain
ATP-dz gdtldsa révén), a glikolizis is lehetetlenné valik. Igy

tehdt az ouabain hatdsa indirekt médon érvényesiil a glikolizisre.

A 2,4-dinitrofenol, mely els6dlegesen és specifikusan az oxi-
dativ foszforildcié folyamatainak szétkapcsoldsa révén hat, a
sejtek ADP tartalmdnak felszaporoddsdhoz vezet az ATP reszin-
tetizdldsdnak hidnydban. A glikolizis ekkor meg fogja emelni -
més lehetdség hidnydban - az ATP anaerob reszintézisének mérté-
két. Igy tehdt - attdél figgden, hogy melyik metabolikus folya-
mat fiiggeszt6dik fel - ouabain, illetve DNP alkalmazasakor -

az ATP reszintézis mds és mds uton torténik a sejten belil.

Az anyagcsere gatld anyagok hatdsdt els6sorban olyan pacemaker
sejteken, illetve szoveteken vizsgdltdk, melyek dllandd frekven-
cidval generdlnak akciés potencidlokat (monomoddlis pacemaker).
Az ilyen vizsgdlatok eredményei, valamint azok az eredmények,

melyeket a burst-szerii aktivitdst mutaté (bimodédlis pacemaker)
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RPal sejten végeztiink, azt mutattdk, hogy a jelenség alapveté
mechanizmusa a sejt belsd anyagcseréjével igen szoros kapcso-

latban van, annak fiiggvénye.

Az elveégzendd vizsgdlatok taldn megerdsitik azt a sejtésiinket,
hogy a bimoddlis aktivitdsi mintdzat alapjdt szolgdld lassu
hulladmzds lényegében tobb oszcilldlé metabolikus folyamat ered-
ménye, melyek kozlil az elektrogén Na-pumpa o0oszcilldld lizemmdd-

ban torténdé mikodése mdr most is bizonyitottnak tinik.

Eddigi vizsgdlataink, valamint az irodalmi adatok felhaszndlé-
sdval mar most is vdzolhaté egyfajta "funkciondlis" modell,
mely alkalmas lehet egyrészt eddigi ismereteink szintetizdlt
O0sszefoglaldsdra, masrészt munkahipotézist adhat tovabbi vizs-
galatainkhoz. Az akcidés potencidl generdlds mechanizmusdt nem
diszkutdlva - mely lényegét tekintve nem tér el a mds pacemaker
szovetek esetében tapasztalt sajdtossdgoktdl a bimoddlis pace-
maker RPal sejtnél sem - azt mondhatjuk, hogy a mintdzatot
alapvetSen meghatdrozé, endogén jellegii lassu membrdnpotencidl
oszcilldcid (lassu hullémzés)rkét, alapjaiban fiiggetlen folya-
mat Osszegzddése révén jon létre. Az elsd komponens az erfsen
anyagcsere (és homérséklet figgf), szimmetrikus (szinuszoid)
0oszcillacidé, mely minden valdsziniliség szerint az elektrogén

Na+—pumpéval vagy annak specidlis tipusdval azonosithatd. A

mdsodik komponens, mely az akcids potencidl sorozatok utdni



gyors hiperpolarizdcid létrejottéért felelds, a membrdén K¥-veze-
toképességének gyors megvadaltozasaban jut kifejezésre.\Ez utébbi
komponens erdsen Ca-fiiggd, ellentétben az un. nyugalmi K-per-
meabilitdssal, mely a spike generdlds sordn, illetve a burst-
Ok alatt akkumuldlddé K ion koncentrdcidé meghatdrozdsdban jat-
szik szerepet. A bels6 K ionkoncentrdcid bizonyos meghatdrozott
értékénél a membrdn "dtvalt" arra a K-permeabilitds értékre,
amely a gyors hiperpolarizdcidé kivdltodéddsdat eredményezi.
Ugyanakkor nem szabad figyelmen kivil hagyni azt a tényt, hogy
éppen a Na illetve a K ionok intracelluldris koncentrédicdja
révén az oszcilldcidé mechanizmus szoros kapcsolatban van a
kétfajta K-vezettképességgel, illetve azok védltakozdsat szaba-

lyozhatja.
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0SSZEFOGLALAS

A spontédn mikodd (autoaktiv, pacemaker) idegsejtek egy csoport-
jdt jellegzetes, un. burst-szeri akcids potencidlgenerdlds jel-
lemzi; a (nyugalmi) membrédnpotencidl lassu oszcilldcidjanak
pozitiv fdzisdban parabolikus litemslirliiségli akcids potencidl
sorozat jelenik meg. Ezen aktivitdsmintdzat kiilonbdz4, de elsd-
sorban gerinctelen dllatok kdzponti idegrendszerében talalhatd,
jol identifikdlhatdé o6rids neuronok mikroelektrofiziolégiai mdd-
szerrel torténd vizsgdlatakor jelenithetd meg és befolydsolhaté

kiilonbdzd mdédon.

A burst-szeri (vagy bimoddlis) aktivitdsmintdzat generdlads mecha-
nizmusdnak tanulmdnyozdsdt j6l segitette az un. voltage clamp
(fesziiltség-rdgzités) mddszer, valamint a mikroiontoforézis és
mikroinjekcié alkalmazdsa. E mdédszerekkel az idegsejt szdmdjdba
is juttatott vegyiiletek d41tal a sejtek aktivitdsgenerdldsdra -
mind a lassu oszcillédcidra, mind pedig az akcids potencidl ge-

nerdldsra - kivdltott hatdsokat sikerilt tanulmanyozni.

Vizsgédltuk a homérsékletvdltozds, valamint kilonbozd gdtlé anya-
gok (tetrodotoxin (TTX), tetraetilammdénium-klorid (TEA-Cl), ko-
baltklorid (CoClz), ouabain, kadmiumklorid (CdClz) és dinitro-
fenol (2,4-DNP)) hatdsdt az aktivitdsgenerdldsra és az azt be-

folydsold membranfolyamatokra.
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Kisérleti objektumként Helix pomatia L. kozponti idegrendszeré-
nek burst-szeri (bimodédlis) aktivitdsu orids idegsejtje szol-

galt.

A vizsgdlatok eredményeképpen sziletett legfontosabb megdllapi-

tdsok:

1. Az akcids potencidlok (és a befelé irdnyuld iondram) létre-
jottében meghatdrozdak a Na® ionok; jelentds, moduldld, il-

+ . .
2 ionoknak 1is.

letve ionhordozé szerepe van a Ca
Az idegsejtmembrédn 2 inward (befelé irdnyuld) csatorndval
rendelkezik: az elsf a gyors Na* dthaladdsat biztositja, mig

2+

2 s . + .
a masik, kevert, lassubb ioncsatorna a Na és a Ca ionok

mozgdsdt szolgdl ja.

2. A lassu oszcillacid mechanizmusa és az akcids potencidl-
generdlds két, egymdstol fiiggetlenithetd membrdanfolyamat;
az oszcilldcié kialakuldsdban dontd szerepe van az erdsen
anyagcserefiggd elektrogén Na+~pumpénak. (E tényt erdsitik
meg az outward (kifelé irdnyuld) K* csatorna blokkolésakor

kapott eredmények is.)

3. A sejtmembrdn anyagcserefolyamatait befolydsolé homérséklet
vdltoztatdsa az elektrogén Na‘-pumpa és a nyugalmi potencial
kdzotti osszefiiggést, illetve kolcsonhatdst segitette meg-

vizsgdlni.
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4. A homérséklet vdltoztatdsra kapott membrdnvdlaszok hiszte-
rézis jellege azt bizonyitotta, hogy az anyagcsere aktivit-
tds nemcsak a homérséklet abszolut értékétol filigg, de a

vdltozds irdnydnak és sebességének is fliggvénye.

5. A ritmikus aktivitds elsGsorban az ATP hidrolizis és gliko-
lizis folyamatok fiiggvénye; bdrmelyik blokkoldsa az aktivi-

tds megszinéséhez vezet.

A kilonboz6 hGmérséklettartomdnyokban alkalmazott mikrotechnikdk
(anyagbevitel az idegsejtekben iontoforézissel és nyomdssal;
egyidében tobb mikroelektrdda sejtbe vitelét megkoveteld vol-
tage clamp technika) igen nehezen megvaldésithatd kisérleti szi-
tudcidkat igényeltek. Ugyanakkor hozz&djdrultak a jellegzetes
aktivitdsi mintdzatgenerdlds alapjdul szolgdld membranfolyamatok
(ionvéandorléds és ezzel ©sszefiiggh anyagcserefolyamatok) néhdny

sajdtossdgdnak tovadbbi tisztdzasdhoz.

A disszertdcid anyaga az irodalomjegyzékben felsorolt sajat,
illetve tdrsszerzokkel készitett kozleményeim meghatdrozott
részeinek felhaszndldsdval készilt. Ezuttal mondok kGszdnetet
mindazon kollegdknak, akik segitd munkdaja hozzajdrult e disz-

szertdcisd elkészitéséhez.

Készonetemet fejezem ki a JATE illetékeseinek és munkatdrsainak,
hogy lehetdséget adtak a disszertdcid benyujtdsdra és tandcsaik-

kal munkdmat segitették.
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