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BEVEZETES

Az epilepszia valészinlileg egyidds az emberiséggel.
Erre mar a legrégebbi feljegyzésekben taldlunk uta-
lasokat., Az epilepszids roham kiils® jegyei - eszmé-
letvesztés, gbrcsroham, maskor amokfutdsszerii "oOrilt"
cselekvéssorozat - minden bizonnyal félelemmel teli
Ccsodalatot valtottak ki az okori, k&zépkori emberbdl.
Az epilepsziasokat az abnormdlisokon beliil is kitilin-
tetett figyelemmel &vezték és kulturatdl fliggben is~
teni /innen a "morbus sacer" kifejezés/ vagy satéani

eredetlinek kdnyvelték el a betegséget,

Kisérleti uton viszonylag régéta hoznak létre epilep~-
szids miikddést allatok idegrendszerében. Szamos mod~
szert dolgoztak ki, melyek harom csoportba sorolha-
ték. Mechanikai uton az agyadllomdny megsértésével,
tartés nyomas ald helyezésével, az agyburok sértésé-
vel, hegesitésével lehet epilepszidt létrehozni. Em~
beri epilepszia is indulhat ki koponyasérililésbdl vagy
~gyulladasos heg hatésara. Elektromos ingerléssel is
kelthetd epileptikus &allapot; egyszeri erOs ingerrel
[elektrosokk/ vagy tartds, ismétlddd kezeléssel [pl.
az ugynevezett kindling/. A kisérleti munk&ban leg-

gyakoribb a kémiai epileptogének hasznalata. Egyes



vegyliletek ilyen jellegli hatasat a 20-as években fedez-
ték fel. Napjainkig nagyszamu epileptogén anyag valt
ismertté - ezek k&zé tartoznak névényi mérgek [sztrich-
nin, pikrotoxin/, az idegrendszer természetes anyagai
l[acetilkolin - ezerinnel egylitt adva/, mikrobidlis ere-
deti /penicillin/, valamint szintetikus vegyliletek
/pentiléntetrazol, aminopiridin/. Legnagyobb jelents-
sége az utdbbi haromnak van. A kémiai gbrcskeltdk elo-
nye, hogy hatasuk gyorsan, hosszas procedura nélkiil
alakul ki, kénnyen kezelhet®k, adagolhatdk és hatasuk

megfordithato.

Az epilepszia kisérleti modelljei nagy jelentOségre
tettek szert, minthogy altaluk a betegség sokoldaluan
elemezhetd lett. Az emldsdk agyan kialakitott mester-
Séges gOrcsfdkusz aktivitdsa igen hasonld az emberi
epilepszia elektroenkefelo- ill., kortikogrammjahoz.
Lehetdvé valt ezaltal az is, hogy a "makroszkdépos"
kortikografias képet - nagy amplituddéju, ritmikus,
szinkronizalt hullamok - egyes neuronok vagy neuron-
csoportok miikddésével hozzak kapcsolatba. Jelentds
felfedezést tett ezen a téren Matsumoto és Ajmoner
-Marsan [20/. Penicillinnel gbrcsfokuszt hoztak létre
macska agykérgén. Leirtdk, hogy a fokuszba esd sejtek

tobbségébdl az akcids potencidloknal sokkal tartésabb,



platdszeri depolarizacidk vezethetdk el, és ezek ha-
tarozott kapcsolatban vannak a felszini potencidlok~
kal. A jelenséget paroxizmalis depolarizaciés elto~
16dasnak [shiftnek/, roviden PDS-nek nevezték el és
feltételezték, hogy az az érintett kérgi sejtek
membranjanak megvaltozott mikddésébdl ered. Altala-
nosan elfogadotta valt, hogy a PDS a kérgi epilep~-
sziaval szoros oki Osszefliggésben all, jelenlétét
t6bben leirtdk /2,3,4/. A PDS-ben miik6d0 mechanizmu-
sok felderitését célzd kutatasokra a kérgi neuronok
csak bizonyos korlatokkal alkalmasak. Mar a PDS leirdi
utaltak ra azonban, hogy egyes epileptogének alacso-
nyabbrendiiek neuronjain is hatasosak /1,18/. Masrészt
ismertté valt, hogy csigafajok egyes k&zponti neuron~
jai természetes &llapotban is - a PDS-sel rokonséagot
mutatd - kislilési sorozatokat /burst/ produkadlnak
/5,6,12,17/. Innen szarmazik az elgondolads, hogy az
epilepszia sejtszinti folyamatainak megértéséhez a
puhatestiiek néuronjain végzett kisérleti munka jelen-
t0s segitséget nyujthat. Csiga-neuronokban az agyké-
regbdl regisztraltakhoz hasonld PDS-ek idézhetdk eld
epileptogén szerekkel [28/, igy ezek hatédsa az emlds
agynal sokkal konnyebben és egyszeriibben kezelhetd
csiga-ganglionon tanulményozhatdé. A puhatestiiekkel

végzett kisérleti munka tovabbi eldnye, hogy - mivel



a nagyobb neuronokba akar két lveg mikroelektrédot is
be lehet vezetni - lehet®vé valt az un. feszililtségzar
/voltage clamp/ technika /1ld. Mddszerek/ bevonasa az
epilepsziakutatédsba. Igy a PDS-sel kapcsolatos membran-
dramok megfigyelhetdvé és elemezhetdvé valtak. Témajat
és célkitiizését tekintve jelen dolgozat is a kutatds-

nak ebbe az iranyaba kapcsoléddik.

Csiga-neuronokbdél to8bben irtak le PDS-t /1,8,28/. Ta-
nulmanyoztdk a természetes és mesterséges potencial-
ingadozasokat és a nekik megfeleld aramokat. Gola /11,
12/ munkassaga ezen a téren alapvetd jelentdségli. Be-
vezette az aram-feszililtség karakterisztika felvételét
feszliltségzarban kozvetlen mdédon /ld. Mddszerek/ és
hangsulyt fektetett annak tanulmanyozé&sara. Megalla-
pitotta, hogy - bursting-mikodésii Aplysia-sejteknél -
az aram-feszliltség karakterisztikan egy negativ hajla-
su, negativ konduktancidju szakasz van. E szakaszon a
membranon &llandé befelé iradnyuldé aram folyik, tehat
ott a membran instabil &allapotban van. A kisiilési so-
rozatok ugy jonnek létre, hogy a membranpotencial egy
depolarizalt [tlzelés/ és egy hiperpolarizalt /csend/

stabil pont k&zdtt leng.

A paroxizmilis depolarizdcid fenti leirdsa formalis



jellegii, a PDS~ben miik6dd mechanizmusok mibenlétérdl
nem sokat mond. A mechanizmus megértéséhez tovabblé-
pésre volt sziikség. Baranyi és Fehér irtdk le agykér-
gi neuronokbdl [/4/, hogy PDS alatt a membran &ssz-
konduktanciidja jelentdsen megnd. A PDS alatti megnd-
vekedett konduktancia arra utal, hogy a depolariza-
cidés platd fellépte valamely membranarammal kapcso-
latos. Aramhordozdéként két olyan ion joShet szamitas-
ba, melyeknek nyugalmi potencialon az elektrokémiai
potencialja nagy - elsOGsorban a Na, valamint a Ca.
Mindezek alapjan a kisérletes epilepszia, pontosab-
ban a PDS, ionmechanizmuson alapuld modelljét lehe-
tett megalkotni. A modell helytdllésagat szamitdgé-
pes szimuldcid is alatamasztotta /10/. Lényege, hogy
az epileptogén hatas altal a membranban olyan Na-
és/vagy Ca-ioncsatorndk jdnnek létre, melyek - szem~
ben a korabbi ismeretekkel - hosszan képesek nyitva
maradni /a konduktanciat fokozni/, igy a membréan
tartdésan, platdszeriien depolarizaldédik. Ezek a csa-
tornak potencialfliggdk, a PDS—-t beinditd akcids po-
tencidl hatédséra nyilnak ki, és zarddasuk csak las-
san, a bekdvetkezett depolarizacid hatasara megy
végbe. A szerzOk feltevése szerint ezek a csatorndk
a membranban eleve meglevd K-ioncsatorndk elvaltoza-

saval jonnek létre.



Jelen munka ezen a ponton kapcsolddik be a tanszéken

folyd epilepszia-kutatasba. Feladata, célkitilizése a

kovetkezdkben fogalmazhatd meg:

- Epileptogén vegyliletekkel kezelni a csiga-gangliont,
PDS~-t létrehozni.

- Megallapitani, mely ion felelds a PDS-ért, illetve a
vele kapcsolatos negativ konduktancidért. Elsdsorban
a Na és a Ca szerepét kell vizsgalni.

- Leirni a PDS-ért felelds aram kinetikai jellemzdit.

- A fentiek alapjan megallapitani, milyen ioncsatorna-

kon folyik ez az aram.

E doktori értekezés az els® harom részfeladatban elért

eredményeken alapul.



" MODSZEREK

Preparatum

A kisérleteket éti csiga - Helix pomatia - garatalatti
~ganglion-csoportjan, a dorzéalis felszin neuronjain vé-
geztiik. Az allatbdl kiemelt ganglionrél Ringer-oldat
alatt finoman lenyuztuk a kOtOszdvetet, amig a sejtek
szabadda nem valtak. Enzimes kezelést nem végeztiink.
Az igy kipreparalt gangliont a kisérleti kamraba tet-
tiik és annak szilikongumi fenekéhez rdgzitettiik finom
acéltiik segitségével. A kamra plexibdl késziilt, alap-
ja egy liveg té&rgylemez volt, melyen keresztiil, alulrdl

vilagitottuk meg a preparatumot.

A Ringer magasra helyezett livegedénybdl, csappal sza-
balyozottan folyt a kamrdba, elszivasat vizsugarszi-
vattyu biztositotta. Az aramlasi sebesség 0,5-1 ml/perc
volt, ekkor a kamra 3-4 perc alatt mosddott at telje-
sen [ezt festékoldattal lehetett kimérni/. Kbzegvaltéas
alkalmaval az Atadramlasi sebességet esetenként fel-
gyorsitottuk, pl. a hatdanyag gyors kimosdsa érdeké-

ben.

A kamra mikroszképbdl szadrmazé mozgathatd targyasz-

talra kerilt, a gangliont sztereomikroszképon at le~
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hetett szemlélni. Az elektrdd vizszintes mozgatasat
és beszurasat haromdimenzids Narishige mikromanipu-
latorral végeztiik. Ez magneses talppal rogzilt az
egész berendezés alapjaul szolgald sulyos vas asztal-

hoz.

Oldatok és hatdanyagok

Normal /Kerkut-Thomas szerinti/ és megvaltoztatott
iontsszetételli Ringer-oldatokat hasznaltunk /I. t&b-
lazat/. Az oldatok pH-jat 7,4-7,6-0s értékekre alli-
tottuk, szobahSfokon [20-30 °C/ dolgoztunk. A haté-
anyagokat a Ringerben oldottuk £f61, az ozmolaritéas
utdélagos kiegyenlitése nélkilil /igy megmaradt az ere-
deti iontartalom/. Az anyagokat a folyamatos perfu-
zidéval vittiik ra a ganglionra.

i

Elektronika, regisztralas

Az elektronikus berendezés kozponti eleme egy hazi
épitésii egycsatornas feszililtségzar-késziilé [29/,
mely alkalmas aramzar [current clamp/ és fesziiltség-
za&r [voltage clamp/ lizemre is /1. abra/. A sejteket
egyetlen, 3-10 Mohm ellenallasu, K-citrat todltési
mikroelektréddal szurtuk meg, Az elektrdd FET-bementi

elderdsitdn at csatlakozott a feszliltségzar-késziilék~-



hez. Az optimalis feszliltségzdrast - 2 ms koériili be-
allasi idd, jél kiegyenlitett akcids potencialok -
esetrdl esetre a késziiléken be kell allitani. Ehhez
valtoztatni lehet az iddallanddét, a kapacitas-kom-
penzalast, a visszacsatolids er8sitését és a mintavé-
tel/tartds frekvenciajat /8 kHz k&ridli/. A mintavé-
tel/tartasi cikluson beliili iddaranyt 1/2 - 1/2-re
4dllitottuk, mivel az az adrammérést befolyasolja. A ké~-
szlilék feszliltség- és aramkimenetét Tektronix tarold
oszcilloszkdéphoz és Medicor-EMG gyartmanyu X-Y-iroéhoz
csatlakoztattuk. Egy tovabbi oszcilloszkép a mintavé-
tel/tartas peridédusat jelezte ki. Az aram- és feszlilt-
ségimpulzusokat a feszililtségzar-késziilék vezérld
/command/ bemenetére kapcsolt hazi gyartmanyu négyszdg-
-hdromszdg jelgenerator adta /mindkét hazi épitési ké-
szlilék Gyulai Ferenc villamosmérndk munkaja/. A beren-
dezés aramzar-lizemmédjaban a membranpotencial szabadon,
illetve a beadott aramimpulzusok hatasara valtozik.
Attérve feszililtségzarba, a készlilék a membranpoten-
cidlt egy beadllitott értéken [holding potencidl; Vh/
tartja, illetve a kiils® vezérld impulzusok szerint
valtoztatja meg. A mért paraméter a potencial tarta-
sdhoz szilikséges aram, ami a membranon atfolyd arammal
egyenld. A kisérletek kezdetén a késziilék aramzar-

-iizemmédban van. Ekkor az elektrdd beszurasa utan kb.
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10 percet varunk /hogy a sejt nyugalomba jusson/ majd
megdllapitjuk a nyugalmi membranpotencidlt és a sejt
spontan miikodését. Ha magadt a PDS-t tanulmanyozzuk,
maradunk aramzarban. A perfuzid utjan a sejtre visszik
a kiilonb6zd hatbanyag- és iontartalmu oldatokat. A po-
tencidlon megnyilvanuld jelenségeket [tilizelés, PDS/
tarold oszcilloszkdépon jelenitjlik meg és az ernyd fény-
képezésével rogzitjik. A paroxizmilis depolarizaciéval
kapcsolatos aramokat fesziiltségzar-lizemmédban lehet ta-
nulmanyozni. Ekkor egyrészt a sejtek aram-feszliltség
[I-V/ karakterisztikajat vettik fel az X-Y ird segit~-
ségével, anyaghatas eldtt és alatt. A jelgeneratorral
lassu haromszdgjelet allitottunk eld - ez keriilt az

ird X-bemenetére, az Y-ra pedig a lassu hiper- és de-
polarizacidéval kivaltott aram. A feszililtségzar alatt
négyszdgjellel kivaltott aramokat ismét a tarold osz-

cilloszkopon regisztraltuk.

A kisérletek egy részében a regisztratumokat korrigal-
tuk a hattéraramra. A hattéraram - leakage - a membran
tokéletlen szigetelBképességébdl eredd aram, mely
passziv /pontosan koveti Ohm tdryvényét/ és rarakodik

a potencidl fiiggvényében megjelend aktiv aramokra.

A korrekcidhoz a sejtet a nyugalmi potencidlhoz képest

egyenld mértékben hiperpolarizaltuk és depolarizaltuk.
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A hiperpolarizicidval kapott aramokat ellenkezd eld-
jellel levontuk a depolarizacidéval kapottbdl. Mint-
hogy aktiv aramok - a vizsgalt sejteken - csak depo-

larizacidéra jelentek meg, azok tényleges értéke igy

megkaphaté.
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" I. Tablazat

A. Ringer-oldatok Osszetétele

Nnat &' cat Mgt Tris™/mina c1”
formaban/

normal 80 4 7 5 5
1/4 Na tar. 20 4 7 5 65
Na-mentes (o) 4 7 5 85
Na-mentes,

0 4 25 5 67
emelt Ca
B. Hatdanyagok tOménysége a Ringerben
3,4-diaminopiridin /3,4-DAP/ 1 mM
tetraetilamménium /TEA+/ 30 mM /C1l vagy Br

formaban/
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NEGYSZOG-
HAROMSZ06
GENERATOR

TAROLO

l SZKOP
ELLENORZ0 FIZSZULTSEG-
SZKOP ZAR
KESZULEK

X-Y IR0

1. dbra. Az elektronikus berendezés tombvazlata.
A regisztratumokat az X-Y irdval és a tarold
oszcilloszkdép fényképezésével nyertiik.
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" EREDMENYEK

Az aminopiridinek gbrcskeltd hatasa

Az aminopiridinek g6rcskeltd hatasa emlds agykérgen
régdéta ismert és tanulmanyozott jelenség /4/. Puha-
testli neuronon és mads gerinctelen objektumon az AP-k
f6leg mint K-aramblokkoldék valtak ismertté /13,15,25/,
konvulziv hatast ezeken eddig nem irtak le. Egyediil AP
alkalmazasaval nekiink sem sikeriilt PDS-eket létrehozni
a Helix ganglionban. Ha azonban a szert a jol ismert
K-blokkold tetraetilamménium ion [TEA/ oldataval egylitt
hasznaltuk /a koncentracidkat 1ld. az I. tablazatban/,
konvulziv jelenségek léptek £81l. BA&r ez a hatas a ve~
gylletcsoport egyéb tagjaival is elérhetd, a kisérle-
tek nagy részében a 3,4-diaminopiridint alkalmaztuk,
minthogy mids objektumon ez a vegyliletcsoport leghatéa-

sosabb tagja /15/.

A vizsgalt sejteken eldszOr mindig a nyugalmi miik6dést
regisztradltuk: a kislilési mintat é&s az akcidés poten-
ciadl alakjat /2. abra; A/. A DAP Onmagdban szamottevd
valtozast, fdleg miikbdésfokozddast nem okoz, és a
spike alakjat is legfeljebb kismértékben valtoztatja
meg /2. a&bra; B/. DAP és TEA egylitt szinte azonnal

PDS-ek kialakuldsdhoz vezet /2. &bra; C/. A nyugalmi
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potencidl esetenként, mint pl. itt is, tartdsan csok-
ken, az akcidés potencial a kontrollnal joéval szélesebb
és alacsonyabb lesz. Az abra D és E része mutatja, hogy
mind a TEA, mind a DAP hatasa megfordithatdé: az anya-
gok kimosadsadval a kiindulasi allapotot kapjuk vissza.
A PDS-ek altalaban spontédnul, elszortan jelentkeznek
/3. abra; A/. Eldfordul, hogy depolarizald pulzus

/3. abra; B/, vagy hiperpolarizécidé megszakitdsa valt
ki PDS-t. Ha a sejt tartdésan depolarizdldodott, a
PDS-ek eltilinnek, de hosszu hiperpolarizacioéval elShiv-
hatdék /3. abra; C/. Alakjuk valtozd, altalaban lekere~
kitett - a membranpotencial a csucspont és az ott meg-
jelend akcids potencialok utan fokozatosan siillyedve
tér vissza a kiindulasi szintre. Iddbeli lefolyasaban
tehat az altalunk DAP+TEA-val keltett PDS kiildnbdzik

a PTzZz, vagy méginkadbb a Ba altal keltett hosszu, négy-
szbgletes depolarizacidés platdktdl /8,9,28/. Aramim-
pulzusokkal de- és hiperpolarizdlva a sejtet, megal-
lapithattuk a fGbb membranparamétereket. A kisérlet
eredménye a 4. abrén és a II. tablazatban talalhatéb.
Az abran az aramimpulzusok és a létrejott membranpo-
tencidl-valtozasok regisztratuma, mellette pedig egy
kivadltott akcids potencial lathatd. A sorban a keze~
letlen sejtbdl kapott regisztrdtum. /A sejt nyugalmi

potencidlon néma./ 1 mM DAP hatédsara nem sok valtozas



- 16 -

torténik, bar a sejt ingerelhet®sége [spike kivaltha-
toésag/ néni latszik (B, C, D sofok/. A membranellen-
allas csak 35 perces hatas utan csokken le, a membran
iddallanddéja nem mutat hatadrozott valtozast. 30 mM TEA-t
is adva [E sor/ mar 5 perc alatt lényeges valtozasok
toérténnek. A membranellenallas tovabb csbkken és ez a
valtozas a tovabbi felvételeken is megmarad /[/F, G/. Az
iddallandd nagymértékben csbdkken, Az F és G ideje kozt
PDS-ek jelentkeztek. A TEA-t elhagyva hatasainak egy
része gyorsan felszamolddik. A membranellendllas és az
iddallandd felveszi korabbi, csak DAP hatas alatt mért
értékeit [H, I/. A DAP kimosasa utan [J/ itt is vissza-
kapjuk az eredeti a&llapotot. A felvételek alatt folyto-
nos potencidl-cstkkenés latszik. Mivel azonban a spike-
—~amplitudd ennek ellenére nem valtozik szamottevden, a
cstkkenés latszdlagos és az apparatusbdl eredd egyen-
adramu szinteltolddasnak tudhatd be. Az akcids potencia-
lok alakjat a DAP ezuttal sem valtoztatja meg lényege-
sen, DAP+TEA egylittes hatidsara a spike kiszélesedik,

de az anyagokat kimosva visszaalakul eredeti formaja-

ra.
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II. Tablazat A membranjellemzdk alakulasa a DAP,

illetve DAP TEA hatasa alatt.

A 4. abra regisztratumaibdl mért és szamitott jellem—

zO0k. A membranellenallast Ohm tdrvénye szerint, az

Osszes hiperpolarizaldé aramimpulzus alapjan kiszami-

tottuk és ezeket felvételenként atlagoltuk. Az idd-

dllanddékat a hiperpolarizacidé lecsengéséb®l szamitot-

tuk ki, az l/e~ed részre csokkenés alapjan.

REGISZTRATUM

A

B

OLDAT
normal

1 mM DAP
10 perc

1 mM DAP
20 perc

1l mM DAP
35 perc

1 mM DAP+
30 mM TEA
5 perc

1 mM DAP+
30 mM TEA
20 perc

1 mM DAP+
30 mM TEA
35 perc

1 mM DAP
14 perc

1l mM DAP
22 perc

normal
15 pexc

Rm [Mohm/

4,30
3,98

4,63

IDOALLANDO /ms/
68
83

83

77

25

47

49

94

89

924

Az idBadatok az oldat kicserélés utan eltelt iddt

jelentik,



st e

A 3,4—DAP:§EA egylittes a Helix ganglionsejtek nagy

- legaldbb 2/3 - részén az elBbbiekben leirt mbédon
konvulziv hatast fejt ki. A hatas altalaban reverzi-
bilis és megismételhetd. ElS6fordult, hogy a sejt ma-
radanddan depolarizalddott és ezért letiintek az aktiv
membrandramok, néhany sejt pedig nem volt érzékeny az

anyagokra.

PDS-t feszililtségzar alatt is regisztraltunk. Ilyenkor
hosszu, t8bb masodperces bemend aram lathatd, melynek
iddbeli alakulasa megfelel a PDS lefutdséanak /5.abra/.
Eszerint a PDS-ek jelentkezése kapcsolatos egy tartd-
san fennmaradd, lassan lecsengd bemend arammal. Ezt az
aramot fesziiltségzar alatt adott polarizald impulzusok-

kal kiséreltiik meg analizalni.

Lassu, haromszdgszeriien fel-lefutd jellel felvettiik a
membran I-V karakterisztikdjat. Ilyen regisztratumok
lathatdék a 6. abran. Az alapallapotu gdrbére a kdvet-
kez8k jellemzdk. Hiperpolarizald jel hatésara kis, a
potenciallal mindig aranyos aram az un. hattéraram je-
lenik meg. /Mivel ennek értéke a gdrbe minden pontja-
ban eleve jelen van, azt utélagos helyesbitéssel kii-
sz6bblhetjiik ki, 1ld. Médszerek./ Depolarizacidra erdss

kimend aram, a lassu K-aram jelentkezik. A K-aram ido-
S ————



beli alakulasabdl ered a gdrbe hiszterézise.

A DAP Onmagaban a karakterisztikén alapvetd valtozast
nem okoz /6. abra; A/. Az ennél a sejtnél eleve meg-
levo/??meno aramot megndveli ugyan, de csak kismérték-
ben, ami a PDS kelteshezfmeg nem elegendd. TEA-val kom-
bindlva a kimend aram megsziinik - ez a TEA hatéasa /[23/
és egy erds, negativ hajlasu, azaz negativ konduktan-
cidju szakasz jelenik meg a gdrbén. Ez felel meg a
PDS-t okozd lassu bemend adramnak - minden esetben meg-
figyelhetd, ha a sejt PDS-t produkal. A gbrbe erds hisz-
terézist mutat, a visszatérd a&gon nincs bemend aram.

Ez a lassu bemend aram inaktivacidojabol szarmazik. Ha-

sonld megfigyelést masok is kozdltek [17/.
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2. abra. A DAP hatasa a sejtaktivitéasra magaban és
TEA-val egylitt, aramzar lizemmdédban felvéve, az osz-~
cilloszkdép erny6jérdl. Spontan miikédés /[/bal oszlop/
és egy akcids potencial /jobb oszlop/. A: kontroll
allapot, B: 1 mM 3,4-DAP hatasa, C: 1 mM 3,4 DAP +
30 mM TEA hatasa, D: a TEA kimosasa utan, E: ismét
kontroll allapot. A felvételek 10-15 perccel az ol-
dat kicserélddése utan késziiltek. Felsd sugar: aram
/|I=0/, alsd sugar: membranpotenciél, ennek nulla-
szintje V=o0. Felfelé a depolarizacid és a kimend
aram iranya mutat. Ezek a jeldlési konvencidk érte-
lemszeriien érvényesek itt és a tovabbi hasonld ab-
rakon.
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3. abra. DAP+TEA hatédsadra létrejott PDS-ek. A: spontén
keletkezett PDS, B: depolarizacidval kivaltott PDS

/az aramimpulzusok értéke + 1,2;2,4;3,6 nA/. C: tartd~
san depolarizalddott sejten hiperpolarizdlas alatt
megjelend PDS /-2,5 nA folytonos araminjekcid/.



- G

4. abra. Konvulziv hatds vizsgadlata aramimpulzusokkal
/current clamp/. Bal oszlop: a membranpotencial alaku-
lasa, jobb oszlop: egy spike; ezt nem minden esetben
regisztraltuk. A: kontroll, B: 1 mM DAP 10O perc,

C: ugyanaz 20 perc, D: ugyanaz 35 perc, E: 1 mM DAP +
30 mM TEA 5 perc, F: ugyanaz 20 perc, G: ugyanaz

35 perc, H: ismét csak 1 mM DAP 14 perc, I: ugyanaz

22 perc, J: normal Ringer 15 perc. A kiszamitott
membranellendllas és iddallandd érdékek a II. tabla-
zatban talalhatodk.
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5. abra. PDs-aram feszliltségzar alatt regisztralva.
Az aram lefutédsa megfelel a membranpotencidl PDS
alatti valtozasainak.
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6. dbra. Helix-neuronok I-V karakterisztikai, feszlilt-
ségzar alatt regisztralva. A haromszdgjel hossza minden
esetben, a tovabbi abréakon is: 4 s. Az origdban V=0;
I=0, a depolarizacid jobbra, a kimend aram felfelé mu-
tat. A gbrbe fel- és lefutd aga nyillal van jeldlve.

A rész: felsd sor - kontroll allapot, és ugyanaz a hat-
téraramra korrigalva, alsd sor - szintén korrigalt gor-
bék az eddigi tOménységii DAP illetve DAP+TEA hatéasaval.
A kontroll gbrbén -30 és O mV k&zt kis bemend aram mu-
tatkozik. A DAP ezt megndveli, de nem konvulziv mérték-
ben. DAP és TEA egylitt nagy bemend aramot hoz létre.

B: rész: Masik sejten, a konvulziv hatas kialakuléasa

az iddben. Nem korrigalt gbrbék. A bemend aramon spike-
-artefaktumok lathatdk. Minden iddadat a hatdanyag fel-
vitelétdl értendd.
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Ionfiiggés

A PDS, illetve a lassu bemend aram ionfiiggését elsd-

sorban a perfuzidés oldat ion8sszetételének valtoztata-
saval allapitottuk meg /I. Tablazat/. A normal Ringer-

ben kialakult PDS-ek Na-mentes oldatban eltiinnek, a

Na-t visszaadva ujbdél megjelennek /(7. abra/. Na hianya-

ban PDS-t még depolarizaciéval sem lehet kivaltani -
eszerint maga a PDS-mechanizmus a Na-igényes, nem csak %¢_
inicialdé spike. Ennek alapjéan a lassu bemend &ram Na-

~aramnak adédik.

Az I-V karakterisztikén az ionfliggés megnyilvanuléasa
nem ennyire egyértelmii. Egyes sejteknél tiszta Na-
-fiiggés 411 fenn. A DAP+TEA hatasara normal Na-tartal-
mu oldatban kialakuld negatiy karakterisztika, azaz
lassu bemend aram Na-mentes k&zegben erGsen lecsbkken
- ahogy a 8. abran latjuk - de maximumanak helye a po-
tencidltengelyen nem valtozik. Ismét Na-tartalmu oldat-
ra attérve a gorbe eredeti alakja és nagysadga helyre-
all. Mas sejteken Na-mentes k&zegben a negativ karak-
terisztika erdsen pozitiv potencialtartomanyba esd ré-
sze nem szilinik meg., E szakaszon a bemend aram nagyséaga
a kbzeg Ca-tartalmiatdél fiigg, a Ca-aramot blokkold szer

hatasara pedig megsziinik /9. &bra/. Ez hatarozottan
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kettds, Na- Ca- fliggésre utal. Mas, hasonld kettds
ionfliggést mutatd sejteken néha megfigyelhetd, hogy a
negativ karakterisztika normal Ringerben két maximu-
mot /illetve minimumot/ mutat. Ertelmezésiink szerint
ezek az aram Na- illetve Ca- komponensének felelnek

meg. R el e
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34-DAP+TEA ,80 mM Na O-Na, 5min 80mM Na,10Omin

5s

7. dbra. A PDS Na~fliggése. Csak normal Na-tartalmu
oldatban jon létre PDS.

[20 mv
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8. abra. Tiszta Na-fliggés megnyilvanuldsa 1 mM DAP +
30 mM TEA-val kezelt sejt I-V karakterisztik&jan.
Hattéraramra korrigalt abra.

Kontroll: anyaghatéds nélkiil, normal Ringerben.
DAP+TEA hatédsa alatt a kimend aram megsziinik és eros
lassu bemend aram jelenik meg. Na-mentes oldatban ez
nagymértékben lecs8kken, a Na-t visszaadva helyreall.
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9., &dbra. A 8. abraéhoz hasonld kisérletben Osszetett,
Na- Ca-fiiggés megnyilvanulédsa. Szintén hattéraramra
korrigadlt abra. A konvulzans hatésara normdl Ringerben
kialakult bemend adram maximuma +20 mV-nal van.
Na-mentes, 7 mM Ca-tartalmu oldatban ez +30 mV-ra,

25 mM Ca esetén +45 mV-ra toldédik el. Az aram egyide-
ji Na-elvonasra és Ca-blokkolasra szlinik csak meg.



Kinetikai vizsgalatok

MAr az I-V karakterisztika&kbdél kitilinik, hogy a PDS
lényegét képezd lassu bemend aramra fesziiltségfliggd
aktivacid és inaktivacidé jellemz®. Az aram a felfu-
td depolarizacid egy bizonyos értékénél indul csak
meg. Az aram iddbeli lefolyasat célszerilien négyszdg-

—impulzusokkal lehet vizsgalni.

A 10. abra négyszdg-depolarizacidkkal kivaltott bemend
adramokat mutat. Az A részben, gyors sugarfutéssal, az
aram megindulasat regisztraltuk. Ha tullépilink egy bi-
zonyos kilisz8b-depolarizacidt, az aram aktivaldédik. N&-
vekedésének sebessége és elért maximalis értéke egy
darabig egylitt nd a depolarizacidval. J61 lathatd, hogy
inaktivacidé felléptéhez a minimdlis aktivald értéknél
nagyobb depolarizécid sziikséges és hogy az inaktivéacid
- az aram lecsengése - egyre gyorsabb nagyobb depola-
rizacidk esetén. A B rész, lassabb sugarfutassal, az

dram inaktivacidéjanak iddbeli alakulasat mutatja.

A bemend aram aktivacidéja viszonylag gyors folyamat,
de nem olyan gyors, mint az akcidés potencidlt generald
Na-aramé. Ez a két a&ram gyakran mégis Osszefolyik ido-
ben, ami a vizsgdlatot megneheziti. Az inaktivéacid

kifejezetten lassu folyamat, a bemend aram lecsengése
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t6bb ma&sodpercet igényel. Az aramgSrbékbdl - miutén

a hattéraramra vald korrekcid altal megkaptuk azok
tényleges értékét - ki lehetett szamitani a folyama-
tok iddallanddéit. Az aktivacid egyszerii exponencialis
folyamat, egy iddallandé irja le /1ll. abra/. Az inak-
tivacidét mindig tobb iddallandd jellemzi. Rendszerint
egy gyorsabb és egy lassabb inaktivaldé folyamat mutat-
kozik meg /12. abra/, de ritkéan eldfordul, hogy harom
iddallanddé olvashatd le a gbrbékrdl. Az iddallanddkat

az aramgdrbék logaritmalasa utdn, az egyenes szakaszok

iranytangensébdl szamitottuk ki.

" Megvizsgaltuk, hogyan hat a lassu bemend aramra a hol-

ding potencidl szintjének valtoztatasa. Ezzel megdlla-
pithatdé, van-e hatdsa a tartdés hiper- vagy depolariza-
ciénak az aram nyugalmi inaktivacidéjara. Ugy talaltuk,
hogy a nyugalmi potencidlnak megfeleld vagy hiperpola-
rizalt holding szint esetén a lassu bemend a&ram maxi-
muma ugyanannyi és iddbeli lefutasa is megegyezd. A
nyugalminél alacsonyabb - depolarizélt - holding ese-
tén viszont a lassu bemend aram eleve kisebb magimumot

ér el, és hamarabb is inaktivalédik /13. &bra/.

Kellden hosszu depolarizdld impulzussal a bemend aram

teljesen inaktivalhatd. Ha az &lsd négyszdgjel utan
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valtoz6é iddksézzel - itt pl. 0,9 - 5,3 s-vel - még egy
ugyanolyan amplituddéjut adunk, az inaktivacié megszi-
nésével parhuzamosan egyre nagyobb bemend &ramot la-
tunk /14. abra/. Az inaktivacid bedllasahoz hasonldan
megsziinése is tObb masodpercig tartd folyamat. Az utdb-
bi két vizsgalatnal Hodgkin és Huxley gondolatmenetét

kévettiik.
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10. abra. Lassu bemend aramok, négyszdg-depolarizacidkm~
kal kivaltva. Baloldalt az eredeti regisztratum, jobb~
oldalt a hattéraram levonasa utani gorbék. A: az aram
fokozatos aktivacidéja egyre nagyobb depolarizaciodkkal,
B: az aram inaktivacidjanak fiiggése a depolarizacid
mértékétdl. A depolarizacid szintje minden gbrbe végé-
nél mV-ban fel van tilintetve, holding potencial =45 mV.
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11. abra. A lassu bemend aram aktivacidéjanak iddallandéi.
A nagy abran az aramgdrbék logaritmalt alakja az idd
fliggvényében. A betét: az eredeti aramgdrbék,

B betét: az iddadllandd értékei a membranpotencial fligg-

vényében.
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12, abra. Az inaktiyacidé iddallanddi, a 1ll. abranak
megfelelden.
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13. adbra. A holding potencidl szintjének hatésa a lassu
bemend aramra.

A: kililénb6z6 eldpulzusok utan [/-45,55,....85; illetve
-45,35,25 mV/ a membranpotencidlt ugyanarra a szintre

/=15 mV/ ugrattuk.
B: Hasonld sorozat, lépésenként regisztralva és a

hattéraramra helyesbitve [-30, 40, 50, 60 mV-rdl
O mV-ra/.
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14. abra. Kisérlet két, valtozd iddkdzzel elvalasztott
depolarizaldé impulzussal. Elsd impulzus: -5 mV-ra 4 s-ig,
masodik: =5 mV-ra 5 s-ig, holding potencial =45 mV.

A: az eredeti regisztratum, B: az inaktivacidé megsziiné-
se az id6ben, az aram-maximumok hanyadosa alapjan. Az
els® impulzussal kivaltott aram /Io/ maximuma=100%.
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15. abra. A lassu K-aram és a lassu bemend aram ugyan-
abban a sejtben. Hattéraramra helyesbitett eredeti
dramgSrbék és logaritmdlt gbrbék az iddallanddkkal.
Lathatd, hogy a két aram lecsengésének kinetikaja
hasonldé jellegli, de az iddallanddk jelentSsen kildn-
bbznek.
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DISZKUSSZIO

A kiildnféle AP-k gbrcskeltd hatdsa agykérgen jol is-
mert [/4,22,24/. Puhatestiieken azonban ilyen hatast
eddig még nem irtak le. Kisérleteinkben az epileptogén
hatast két régdéta hasznalatos, tObbé-kevésbé ismert
hatasu szer kombinaciéjaval értik el. Fontos kérdés,
hogyan lehet esetleg az uj effektust az anyagok mar

ismert hatasaibdl levezetni.

Az AP-k tObb, ma mar jél ismert moédon befolyasoljak a
puhatestii neuronok miikddését. LegjelentOGsebb a K-ara-
mokra kifejtett hatads. A 3,4-DAP blokkolja a lassu

K-aramot Aplysian /13/, valamint Loligo axonon is

/15,16/. Ez kedvezd lehet egy tartds depolarizacid ki-
alakulasahoz, legaldbb ennyire fontos azonban a tran-
ziens K-aramra tett gatld hatads is [/25,26/. Ez az aram
jelentSs szerepet visel a természetes bursting - spontén
depolarizacidés hullamokat mutatd - sejteken; korlatoz-
za, gatolja nagyon hosszu kisililéssorozat létrejottét
/7/. AP-s kezelésre megvaltozhat a sejt tiizelési akti-
vitadsa [14/. Tovabbi ismert hatds, hogy - gerinces
szinapszisokban - az AP-k fokozzadk a Ca-beadramléast

/19/. Beladthatd azonban, hogy csupadn a fenti hatésok

nem elégségesek a konvulzivitadshoz - bar nem elhanya-



golhatdk - igy a lassu bemend aram eldidézését a tdb-
bitdl eltérd, kiilonalldé jelenségnek kell tekinteniink.
Valdészinli, hogy Helixen a 3,4-DAP+TEA kombin&cidé gdrcs-
keltd hatasdért elsBsorban a DAP felelds. Emlds agyon
Oonmagaban konvulziv, és a mi kisérleteinkben is muta-
tott kismértékii bemendaram-ndveld hatast /6. abra/.

A PDS-ek létrejotte tehat ugy képzelhetd el, hogy,az
AP-k eleve meglevd, latens konvulzivitadsat a TEA fel-
fedi és/vagy megerdsiti. A lassu K-aram TEA-s blokko-
lasara feltétleniil szlikség van, hogy a lassu bemend
dram érvényre Jjusson. Emellett azonban - ugy latszik -
a TEA direkt mdédon is hozzajarul a lassu bemend aram
kifejlédéséhez. Az, hogy az AP-k emlds- és puhatesti
neuronokon Snmagukban eltérd hataserOsségliek, a membréa-
nok illetve ioncsatornadk eltérd jellemzOivel magyardz-
haté. Igy pl. fontos lehet, hogy a K-aramok szerepe a
membran repolarizalasadban puhatestiieknél jelentds, mig
emlds sejten ezt a feladatot a h&ttérdram is kielégi-

tden ellatja.

Eredményeink szerint a PDS-keletkezés Na-hoz k&tott.
Ugfanilyen ionfliggést taldlt a PTZ hatadsandl Ducreux
/8/. Ez arra mutat, hogy a PTZ és a DAP+TEA lényegé-
ben ugyanolyan médon fejt ki konvulziv hatast. A PDS

kotddése Na jelenlétéhez elsGsorban abbdl kdvetkeztet~
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hetd ki, hogy Na-mentes oldatban nem keletkezik PDS.
Ez egyrészt azért fordulhat eld, mert Na hijan nem ke-
letkezik a PDS-t beinditdé spike. Ennek ellentmond vi-
szont az a - igaz, kisszamu - megfigyelésiink, hogy
Na-mentes oldatban depolarizacidval sem lehet PDS-t
kivaltani. Azt taldltuk tovabba, hogy egyes sejteken
az I-V karakterisztikan megnyilvanuld bemé£6 adram Na-
Ca-fliggd. A fentiek értelmében ezt ugy magyarazhatjuk,
hogy normdlis - nem feszliltségzar - korililmények kozdtt
a lassu aram Ca-komponense csak a Na-komponens okozta
hosszas depolarizacid hatdsara indul meg. A PDS tehat
igy jOhet létre: spike - ro&vid depolarizécidé - lassu
Na-aram - tartdés depolarizacié / - lassu Ca-aram - to-
vabbi depolarizacid/. A depolarizacid befejezddéséért
a lassu aram inaktivacidéja felelds. A Na- és Ca-aram-
komponens egymastdl elvalaszthatdé, azt azonban, hogy
ugyanazon ioncsatornan folynak-e, az eddigi kisérle-

tekbdl nem lehet elddnteni.

A kisérletek vezérfonalaul szolgdld modell szempontja-
bél a lassu bemend a&ram kinetikai jellemzdi a legfon-
tosabbak. Az aram fesziiltségfliggd médon aktivaloédik, a
kiiszdb az I-V gbrbéken jdl lathatdé. Az inaktivacid
szintén feszililtségfliggd, és felléptéhez az aktivaciéds

kiiszbbnél nagyobb depolarizacid szilikséges, ahogy az a
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10. &bran lathatd. Az aktivacid és inaktivacid vég-
eredményben fesziiltség- és iddfiliggd folyamatok, még-
pedig ugy, hogy az aktivacid/inaktivacid sebessége és
elérhetd mértéke is a depolarizacid fiiggvénye. Az ed-
digiek alapjan kdvetkeztetéseket tehetlink a lassu be-
mend dram ioncsatorndira vonatkozdan. Ezek eredete

két mdédon képzelhetd el. Az aram vagy a konvulzans al-
tal elvaltoztatott, de eleve meglevd csatornan at fo-
lyik, vagy a hatdanyag molekuladi maguk alkotnak uj
csatorndkat a membranban. Eredményeink szerint az
eldbbi eset a valdészinli. A lassu bemend aram kineti-
kailag viszonylag bonyolult. Az ilyen viselkedés az
aktiv membranaramokra jellemzd, melyek ioncsatornait,
mint Osszetett, térbelileg szervezett fehérje-komplexu-
mokat képzeljiik el. Nehezen feltételezhetd, hogy né-
hany kis szerves molekula a membranba Snalldan beépilil-

ve ilyen komplexitdsu rendszert hozzon létre.

Nagy a valdszinilisége annak, hogy a PDS-aram ioncsator-
nai a lassu K-aram csatornaibdl keletkeznek. Ezt ta-
masztja ala, hogy az altalunk megfigyelt sejteken a
lassu K-aram és a lassu bemend aram is két-exponencia-
lis lecsengésii /15. &bra/. A konkrét iddallanddék nem
egyeznek meg - a bemend aram gyorsabban inaktivalédik -~

de ez betudhatdé a konvulzans jelenlétének. Az, ahogyan



a PDS a de- és hiperpolarizacidra reagal /ld. 3.&bra/,
szintén amellett sz6l, hogy az &ltalunk vizsg&lt aram
feszliltségfliggd csatornan at folyik. A 3. B &brén a
PDS a depolarizacid alatt indul meg, és annak végén
megsziinik. Ebben inkabb az akcids potencialokkal rokon,

és nem a posztszinaptikus potenci&lokkal.

A konvulzansok csatorna-mddositdé hatads&nak mibenléte,

a kotddés médja és helye egyenldre nem ismert. Nem tud-
ni, milyen kémiai folyamattal irhaté le a konvulzans
k6tddése a hatads helyéhez és nem ismert, hogyan befo-
lyasolja azt a depolarizacid. Lehetséges, hogy depola-
rizacidra a hatbdanyag leszorul. Az AP-k K-aram blokkold
hatdsa tekintetében ilyen jelenséget mar irtak le /21,
27/. Ebben az esetben a levalas a parhuzamos inaktiva-
16 folyamatok egyike lenne. Tovabbi - latszdélagos -
inaktivacidét, esetleg kés® aktivacidt okozhat, hogy a
lassu K-aram TEA hatdsa alatt sem szilinik meg teljesen.
A kisérletek soran észleltiink erre utald jeleket.

Mindezen kérdéseket tovabbi kinetikai vizsgalatok

dénthetik el.
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Kisérleteinkben a 3,4~diaminopiridin konyulziv hata-
sat vizsgaltuk Helix pomatia k&zponti neuronokon.

Egycsatornas feszliltségzar-mdédszert alkalmaztunk.

Konvulziv hatdst ugy értink el, hogy a fenti vegyl-
letet tetraetilamméniummal kombinalva alkalmaztuk.

Az ilyen kombindcié PDS-keltd hatésa uj, eddig le nem
irt hatas. Regisztraltuk az okozott paroxizmalis de-
polarizacidés eltolddasokat, illetve az aram ~ fesziilt~-
ség karakterisztikan okozott valtozast, melyek a kon-
vulzadns altal létrehozott lassu bemend a&ramnak tulaj-

donithatdk.

A jelenségek ionfliggését vizsgalva megallapitottuk,
hogy a PDS keletkezése minden esetben Na-hoz kétott.
A lassu bemend aram egyes esetekben Na-, mig maskor

Na-Ca—-aramnak bizonyult.

Kinetikai szempontbél a lassu bemend aramra feszliltség-
és 1d6fliggd aktivacid és inaktivacidé jellemz&. Megha-
taroztuk az ezeket leird iddallanddkat. Eredményeink-
bol kdvetkeztetéseket lehetett levonni a konvulzéans
hatasmédjara, a lassu bemend &ram ioncsatornaira vo-

natkozdan.
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