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BEVEZETÉS

Az epilepszia valószinüleg egyidős az emberiséggel. 

Erre már a legrégebbi feljegyzésekben találunk uta­

lásokat. Az epilepsziás roham külső jegyei - eszmé­

letvesztés, görcsroham, máskor ámokfutásszerü "őrült" 

cselekvéssorozat - minden bizonnyal félelemmel teli

csodálatot váltottak ki az ókori, középkori emberből.

Az epilepsziásokat az abnormálisokon belül is kitün­

tetett figyelemmel övezték és kultúrától függően is­

teni /innen a "morbus sacer" kifejezés/ vagy sátáni 

eredetűnek könyvelték el a betegséget.

Kisérleti utón viszonylag régóta hoznak létre epilep- 

sziás működést állatok idegrendszerében. Számos mód" 

szert dolgoztak ki, melyek három csoportba sorolha­

tók. Mechanikai utón az agyállomány megsértésével, 

tartós nyomás alá helyezésével, az agyburok sértésé­

vel, hegesitésével lehet epilepsziát létrehozni. Em­

beri epilepszia is indulhat ki koponyasérülésből vagy 

gyulladásos heg hatására. Elektromos ingerléssel is 

kelthető epileptikus állapot; egyszeri erős ingerrel 

/elektrosokk/ vagy tartós, ismétlődő kezeléssel /pl. 

az úgynevezett kindling/. A kisérleti munkában leg­

gyakoribb a kémiai epileptogének használata. Egyes
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vegyületek ilyen jellegű hatását a 20-as években fedez­

ték fel. Napjainkig nagyszámú epileptogén anyag vált 

ismertté - ezek közé tartoznak növényi mérgek /sztrich- 

nin, pikrotoxin/, az idegrendszer természetes anyagai 

/acetilkolin - ezerinnel együtt adva/, mikrobiális ere­

detű /penicillin/, valamint szintetikus vegyületek 

/pentiléntetrazol, aminopiridin/. Legnagyobb jelentő­

sége az utóbbi háromnak van. A kémiai görcskeltők elő­

nye, hogy hatásuk gyorsan, hosszas procedura nélkül 

alakul ki, könnyen kezelhetők, adagolhatok és hatásuk 

megfordítható.

Az epilepszia kísérleti modelljei nagy jelentőségre 

tettek szert, minthogy általuk a betegség sokoldalúan 

elemezhető lett. Az emlősök agyán kialakított mester­

séges görcsfókusz aktivitása igen hasonló az emberi 

epilepszia elektroenkefelo- ill. kortikogrammjához. 

Lehetővé vált ezáltal az is, hogy a "makroszkópos" 

kortikográfiás képet - nagy amplitúdójú, ritmikus, 

szinkronizált hullámok - egyes neuronok vagy neuron- 

csoportok működésével hozzák kapcsolatba. Jelentős 

felfedezést tett ezen a téren Natsumoto és Ajjgaone” 

-Marsan /20/. Penicillinnel görcsfókuszt hoztak létre 

macska agykérgén. Leirták, hogy a fókuszba eső sejtek 

többségéből az akciós potenciáloknál sokkal tartósabb,
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platószerü depolarizációk vezethetők el, és ezek ha­

tározott kapcsolatban vannak a felszini potenciálok­

kal. A jelenséget paroxizxnális depolarizációs elto­

lódásnak /shiftnek/, röviden PDS-nek nevezték el és 

feltételezték, hogy az az érintett kérgi sejtek 

membránjának megváltozott működéséből ered. Általá­

nosan elfogadottá vált, hogy a PDS a kérgi epilep­

sziával szoros oki összefüggésben áll, jelenlétét 

többen leirták /2,3,4/. A PDS-ben működő mechanizmu­

sok felderítését célzó kutatásokra a kérgi neuronok 

csak bizonyos korlátokkal alkalmasak. Már a PDS leirói 

utaltak rá azonban, hogy egyes epileptogének alacso- 

nyabbrendüek neuronjain is hatásosak /1,18/. Másrészt 

ismertté vált, hogy csigafajok egyes központi neuron- 

jai természetes állapotban is - a PDS-sel rokonságot 

mutató - kisülési sorozatokat /burst/ produkálnak 

/5,6,12,17/. Innen származik az elgondolás, hogy az 

epilepszia sejtszintü folyamatainak megértéséhez a 

puhatestűek neuronjain végzett kisérleti munka jelen­

tős segítséget nyújthat. Csiga-neuronokban az agyké­

regből regisztráltakhoz hasonló PDS-ek idézhetők elő 

epileptogén szerekkel /28/, igy ezek hatása az emlős 

agynál sokkal könnyebben és egyszerűbben kezelhető 

csiga-ganglionon tanulmányozható. A puhatestüekkel 

végzett kisérleti munka további előnye, hogy - mivel

У
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a nagyobb neuronokba akár két üveg mikroelektródot is 

be lehet vezetni - lehetővé vált az un. feszültségzár 

/voltage clamp/ technika /ld. Módszerek/ bevonása az 

epilepsziakutatásba. így a PDS-sel kapcsolatos membrán­

áramok megfigyelhetové és elemezhetővé váltak. Témáját 

és célkitűzését tekintve jelen dolgozat is a kutatás­

nak ebbe az irányába kapcsolódik.

Csiga-neuronokból többen Írtak le PDS-t /1,8,28/. Ta­

nulmányozták a természetes és mesterséges potenciál­

ingadozásokat és a nekik megfelelő áramokat. Gola /11, 

12/ munkássága ezen a téren alapvető jelentőségű. Be­

vezette az áram-feszültség karakterisztika felvételét 

feszültségzárban közvetlen módon /ld. Módszerek/ és 

hangsúlyt fektetett annak tanulmányozására. Megálla­

pította, hogy - bursting-müködésü Aplysia-sejteknél - 

az áram-feszültség karakterisztikán egy negativ hajlá­

sú, negativ konduktanciáju szakasz van. E szakaszon a 

membránon állandó befelé irányuló áram folyik, tehát 

ott a membrán instabil állapotban van. A kisülési so­

rozatok úgy jönnek létre, hogy a membránpotenciái egy 

depolarizált /tüzelés/ és egy hiperpolarizált /csend/ 

stabil pont között leng.

A paroxizmális depolarizáció fenti leírása formális
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jellegű, a PDS-ben működő mechanizmusok mibenlétéről 

nem sokat mond. A mechanizmus megértéséhez továbblé­

pésre volt szükség. Baranyi és Fehér Írták le agykér- 

gi neuronokból /4/, hogy PDS alatt a membrán össz- 

konduktanciája jelentősen megnő. A PDS alatti megnö­

vekedett konduktancia arra utal, hogy a depolarizá- 

ciós plató fellépte valamely membránárammal kapcso­

latos. Áramhordozóként két olyan ion jöhet számítás­

ba, melyeknek nyugalmi potenciálon az elektrokémiai 

potenciálja nagy - elsősorban a Na, valamint a Ca. 

Mindezek alapján a kísérletes epilepszia, pontosab­

ban a PDS, ionmechanizmuson alapuló modelljét lehe­

tett megalkotni. A modell helytállóságát számitógé­

pes szimuláció is alátámasztotta /10/. Lényege, hogy 

az epileptogén hatás által a membránban olyan Na- 

és/vagy Ca-ioncsatornák jönnek létre, melyek - szem­

ben a korábbi ismeretekkel - hosszan képesek nyitva 

maradni /a konduktanciát fokozni/, igy a membrán 

tartósan, platószerüen depolarizálódik. Ezek a csa­

tornák potenciálfüggők, a PDS-t beindító akciós po­

tenciál hatására nyílnak ki, és záródásuk csak las­

san, a bekövetkezett depolarizáció hatására megy 

végbe. A szerzők feltevése szerint ezek a csatornák 

a membránban eleve meglevő K-ioncsatornák elváltozá­

sával jönnek létre.
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Jelen munka ezen a ponton kapcsolódik be a tanszéken 

folyó epilepszia-kutatásba. Feladata, célkitűzése a 

következőkben fogalmazható meg:

- Epileptogén vegyületekkel kezelni a csiga-gangliont, 

PDS—t létrehozni.

- Megállapítani, mely ion felelős a PDS-ért, illetve a 

vele kapcsolatos negativ konduktanciáért. Elsősorban 

a Na és a Ca szerepét kell vizsgálni.

- Leirni a PDS-ért felelős áram kinetikai jellemzőit.

- A fentiek alapján megállapítani, milyen ioncsatorná­

kon folyik ez az áram.

E doktori értekezés az első három részfeladatban elért

eredményeken alapul.
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MÓDSZEREK

Preparátum

A kísérleteket éti csiga - Helix pomatia - garatalatti 

ganglion-csoportján, a dorzális felszin neuronjain vé­

geztük. Az állatból kiemelt ganglionról Ringer-oldat 

alatt finoman lenyúztuk a kötőszövetet, amig a sejtek 

szabaddá nem váltak. Enzimes kezelést nem végeztünk.

Az igy kipreparált gangliont a kísérleti kamrába tet­

tük és annak szilikongumi fenekéhez rögzítettük finom 

acéltük segítségével. A kamra plexiből készült, alap­

ja egy üveg tárgylemez volt, melyen keresztül, alulról 

világítottuk meg a preparátumot.

A Ringer magasra helyezett üvegedényből, csappal sza­

bályozottan folyt a kamrába, elszívását vizsugárszi- 

vattyu biztosította. Az áramlási sebesség 0,5-1 ml/perc 

volt, ekkor a kamra 3-4 perc alatt mosódott át telje­

sen /ezt festékoldattal lehetett kimérni/. Közegváltás 

alkalmával az átáramlási sebességet esetenként fel­

gyorsítottuk, pl. a hatóanyag gyors kimosása érdekéd­

ben.

A kamra mikroszkópból származó mozgatható tárgyasz- 

talra került, a gangliont sztereomikroszkópon át le-
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hetett szemlélni. Az elektród vízszintes mozgatását

és beszúrását háromdimenziós Narishige mikromanipu-

látorral végeztük. Ez mágneses talppal rögzült az 

egész berendezés alapjául szolgáló súlyos vas asztal­

hoz.

Oldatok és hatóanyagok

Normál /Kerkut-Thomas szerinti/ és megváltoztatott

ionösszetételü Ringer-oldatokat használtunk /I. táb­

lázat/. Az oldatok pH-ját 7, 4-7,б-os értékekre állí­

tottuk, szobahőfokon /20-30 °C/ dolgoztunk. A ható­

anyagokat a Ringerben oldottuk föl, az ozmolaritás 

utólagos kiegyenlitése nélkül /igy megmaradt az ere­

deti iontartalom/. Az anyagokat a folyamatos perfu- 

zióval vittük rá a ganglionra.

Elektronika, regisztrálás

Az elektronikus berendezés központi eleme egy házi 

épitésü egycsatornás feszültségzár-készülé /29/, 

mely alkalmas áramzár /current clamp/ és feszültség­

zár /voltage clamp/ üzemre is /1. ábra/. A sejteket 

egyetlen, 3-10 Mohm ellenállású, K-citrát töltésű

mikroelektróddal szúrtuk meg. Az elektród FET-bementü 

előerősítőn át csatlakozott a feszültségzár-készülék-
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hez. Az optimális feszültségzárást - 2 ms körüli be­

állási idő, jól kiegyenlített akciós potenciálok - 

esetről esetre a készüléken be kell állitani. Ehhez

változtatni lehet az időállandót, a kapacitás-kom­

penzálást, a visszacsatolás erősítését és a mintavé­

tel/tartás frekvenciáját /8 kHz körüli/. A mintavé­

tel/tartási cikluson belüli időarányt 1/2 - 1/2-re 

állítottuk, mivel az az árammérést befolyásolja. A ké­

szülék feszültség- és áramkimenetét Tektronix tároló 

oszcilloszkóphoz és Medicor-EMG gyártmányú X-Y-iróhoz 

csatlakoztattuk. Egy további oszcilloszkóp a mintavé­

tel/tartás periódusát jelezte ki. Az áram- és feszült­

ségimpulzusokat a feszültségzár-készülék vezérlő 

/command/ bemenetére kapcsolt házi gyártmányú négyszög- 

-háromszög jelgenerátor adta /mindkét házi épitésü ké­

szülék Gyulai Ferenc villamosmérnök munkája/. A beren­

dezés áramzár-üzemmódjában a membránpotenciái szabadon, 

illetve a beadott áramimpulzusok hatására változik. 

Áttérve feszültségzárba, a készülék a membránpoten­

ciáit egy beállított értéken /holding potenciál; V^/ 

tartja, illetve a külső vezérlő impulzusok szerint 

változtatja meg. A mért paraméter a potenciál tartá­

sához szükséges áram, ami a membránon átfolyó árammal 

egyenlő. A kísérletek kezdetén a készülék áramzár- 

-üzemmódban van. Ekkor az elektród beszúrása után kb.
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10 percet várunk /hogy a sejt nyugalomba jusson/ majd 

megállapítjuk a nyugalmi membránpotenciáit és a sejt 

spontán működését. Ha magát a PDS-t tanulmányozzuk, 

maradunk áramzárban. A perfuzió utján a sejtre visszük 

a különböző hatóanyag- és iontartalmú oldatokat. A po­

tenciálon megnyilvánuló jelenségeket /tüzelés, PDS/ 

tároló oszcilloszkópon jelenítjük meg és az ernyő fény­

képezésével rögzítjük. A paroxizmális depolarizációval 

kapcsolatos áramokat feszültségzár-üzemmódban lehet ta­

nulmányozni. Ekkor egyrészt a sejtek áram-feszültség 

/I-V/ karakterisztikáját vettük fel az X-Y iró segít­

ségével, anyaghatás előtt és alatt. A jelgenerátorral 

lassú háromszögjelet állítottunk elő - ez került az 

iró X-bemenetére, az Y-ra pedig a lassú hiper- és de­

polarizációval kiváltott áram. A feszültségzár alatt 

négyszögjellel kiváltott áramokat ismét a tároló osz­

cilloszkópon regisztráltuk.

A kísérletek egy részében a regisztrátumokat korrigál­

tuk a háttéráramra. A háttéráram - leakage - a membrán 

tökéletlen szigetelőképességéből eredő áram, mely 

passziv /pontosan követi Ohm törvényét/ és rárakódik 

a potenciál függvényében megjelenő aktiv áramokra.

A korrekcióhoz a sejtet a nyugalmi potenciálhoz képest 

egyenlő mértékben hiperpolarizáltuk és depolarizáltuk.
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A hiperpolarizációval kapott áramokat ellenkező elő­

jellel levontuk a depolarizációval kapottból. Mint­

hogy aktiv áramok - a vizsgált sejteken - csak depo­

larizációra jelentek meg, azok tényleges értéke igy

megkapható.
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I. Táblázat

A. Ringer-oldatok összetétele

+ + Ca MgK+Na+ Tris+/mind Cl 
formában/

normál 80 4 57 5

1/4 Na tar. 4 7 5 6520

854 7 5Na-mentes О

Na-mentes,
4 25 5 670

emelt Ca

B. Hatóanyagok töménysége a Ringerben

3,4-diaminopiridin /3,4-DAP/ 1 mM

tetraetilammónium /ТЕА+/ 30 mM /Cl vagy Br

formában/
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NÉGYSZÖG-
HÁROMSZÖG
GENERATOR

TAROLÓ
SZKÚP

FESZÜLTSÉG-ELLENŐRZŐ
SZKÓP ZÄR

KÉSZÜLÉK

X-Y ÍRŰ

1. ábra. Az elektronikus berendezés tömbvázlata. 
A regisztrátumokat az X-Y Íróval és a tároló 
oszcilloszkóp fényképezésével nyertük.
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EREDMÉNYEK

Az aminopiridinek görcskeltő hatása

Az aminopiridinek görcskeltő hatása emlős agykérgen 

régóta ismert és tanulmányozott jelenség /4/. Puha- 

testű neuronon és más gerinctelen objektumon az AP-k 

főleg mint K-áramblokkolók váltak ismertté /13,15,25/, 

konvulziv hatást ezeken eddig nem Írtak le. Egyedül AP

alkalmazásával nekünk sem sikerült PDS-eket létrehozni

a Helix ganglionban. Ha azonban a szert a jól ismert 

К-blokkoló tetraetilammónium ion /ТЕА/ oldatával együtt 

használtuk /a koncentrációkat ld. az I. táblázatban/,

konvulziv jelenségek léptek föl. Bár ez a hatás a ve- 

gyületcsoport egyéb tagjaival is elérhető, a kísérle­

tek nagy részében a 3,4-diaminopiridint alkalmaztuk, 

minthogy más objektumon ez a vegyületcsoport leghatá­

sosabb tagja /15/.

A vizsgált sejteken először mindig a nyugalmi müköd.ést 

regisztráltuk: a kisülési mintát és az akciós poten­

ciál alakját /2. ábra; А/. A DAP önmagában számottevő 

változást, főleg müködésfokozódást nem okoz, és a 

spike alakját is legfeljebb kismértékben változtatja 

meg /2. ábra; В/. DAP és TEA együtt szinte azonnal 

PDS-ek kialakulásához vezet /2. ábra; С/. A nyugalmi
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potenciál esetenként, mint pl. itt is, tartósan csök­

ken, az akciós potenciál a kontrolinál jóval szélesebb 

és alacsonyabb lesz. Az ábra D és E része mutatja, hogy 

mind a TEA, mind a DAP hatása megforditható: az anya­

gok kimosásával a kiindulási állapotot kapjuk vissza.

A PDS-ek általában spontánul, elszórtan jelentkeznek 

/3. ábra; А/. Előfordul, hogy depolarizáló pulzus 

/3. ábra; В/, vagy hiperpolarizáció megszakítása vált 

ki PDS-t. Ha a sejt tartósan depolarizálódott, a 

PDS-ek eltűnnek, de hosszú hiperpolarizációval előhív­

hatók /3. ábra; С/. Alakjuk változó, általában lekere­

kített - a membránpotenciái a csúcspont és az ott meg­

jelenő akciós potenciálok után fokozatosan süllyedve 

tér vissza a kiindulási szintre. Időbeli lefolyásában

tehát az általunk DAP+TEA-val keltett PDS különbözik

a PTZ, vagy méginkább a Ba által keltett hosszú, négy- 

szögletes depolarizációs platóktól /8,9,28/. Áramim­

pulzusokkal de- és hiperpolarizálva a sejtet, megál­

lapíthattuk a főbb membránparamétereket. A kisérlet 

eredménye a 4. ábrán és a II. táblázatban található.

Az ábrán az áramimpulzusok és a létrejött membránpo­

tenciál-változások regisztrátuma, mellette pedig egy 

kiváltott akciós potenciál látható. A sorban a keze­

letlen sejtből kapott regisztrátum. /A sejt nyugalmi 

potenciálon néma./ 1 mM DAP hatására nem sok változás
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történik, bár a sejt ingerelhetősége /spike kiváltha­

tóság/ nőni látszik /В, C, D sorok/. A membránéilen­

állás csak 35 perces hatás után csökken le, a membrán 

időállandója nem mutat határozott változást. 30 mM TEA-t 

is adva /Е sor/ már 5 perc alatt lényeges változások 

történnek. A membránellenállás tovább csökken és ez a

változás a további felvételeken is megmarad /F, G/. Az 

időállandó nagymértékben csökken. Az F és G ideje közt 

PDS-ek jelentkeztek. A TEA-t elhagyva hatásainak egy 

része gyorsan felszámolódik. A membránellenállás és az 

időállandó felveszi korábbi, csak DAP hatás alatt mért

értékeit /Н, I/. A DAP kimosása után /J/ itt is vissza­

kapjuk az eredeti állapotot. A felvételek alatt folyto­

nos potenciál-csökkenés látszik. Mivel azonban a spike- 

-amplitudó ennek ellenére nem változik számottevően, a 

csökkenés látszólagos és az apparátusból eredő egyen­

áramú szinteltolódásnak tudható be. Az akciós potenciá­

lok alakját a DAP ezúttal sem változtatja meg lényege­

sen, DAP+TEA együttes hatására a spike kiszélesedik, 

de az anyagokat kimosva visszaalakul eredeti formájá­

ra.
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A membránjellemzők alakulása a DAP, 
illetve DAP TEA hatása alatt.

II. Táblázat

A 4. ábra regisztrátumaiból mért és számított jellem­

zők. A membránellenállást Ohm törvénye szerint, az 

összes hiperpolarizáló áramimpulzus alapján kiszámí­

tottuk és ezeket felvételenként átlagoltuk. Az idő­

állandókat a hiperpolarizáció lecsengéséből számítot­

tuk ki, az 1/e-ed részre csökkenés alapján.

/Mohm/ 

3,64 

4,00

IDŐÁLLANDÓ /ms/REGISZTRÁTUM OLDAT

normál 68A

831 mM DAP 
10 perc

В

4 ,00 831 mM DAP 
20 perc

C

2,69 771 mM DAP 
35 perc

D

1,961 mM DAP+ 
30 mM TEA 
5 perc

25E

2,541 mM DAP+ 
30 mM TEA 
20 perc

47F

2,40 491 mM DAP+ 
30 mM TEA 
35 perc

G

4,301 mM DAP 
14 perc

94H

3,981 mM DAP 
22 perc

89I

normál 
15 perc

4,63 94J

Az időadatok az oldat kicserélés után eltelt időt 

jelentik.
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A 3,4-DAP+REA együttes a Helix ganglionsejtek nagy 

- legalább 2/3 - részén az előbbiekben leirt módon 

konvulziv hatást fejt ki. A hatás általában reverzi­

bilis és megismételhető. Előfordult, hogy a sejt ma­

radandóan depolarizálódott és ezért letűntek az aktiv 

membránáramok, néhány sejt pedig nem volt érzékeny az

anyagokra.

PDS-t feszültségzár alatt is regisztráltunk. Ilyenkor 

hosszú, több másodperces bemenő áram látható, melynek 

időbeli alakulása megfelel a PDS lefutásának /5.ábra/. 

Eszerint a PDS-ek jelentkezése kapcsolatos egy tartó­

san fennmaradó, lassan lecsengő bemenő árammal. Ezt az 

áramot feszültségzár alatt adott polarizáló impulzusok­

kal kíséreltük meg analizálni.

Lassú, háromszögszerüen fel-lefutó jellel felvettük a 

membrán I-V karakterisztikáját. Ilyen regisztrátumok 

láthatók a 6. ábrán. Az alapállapotu görbére a követ­

kezők jellemzők. Hiperpolarizáló jel hatására kis, a 

potenciállal mindig arányos áram az un. háttéráram je­

lenik meg. /Mivel ennek értéke a görbe minden pontjá­

ban eleve jelen van, azt utólagos helyesbítéssel kü­

szöbölhetjük ki, ld. Módszerek./ Depolarizációra erős 

kimenő áram, a lassú К-áram jelentkezik. A К-áram idő-
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beli alakulásából ered a görbe hiszterézise.

A DAP önmagában a karakterisztikán alapvető változást 

nem okoz /6. ábra; А/. Az ennél a sejtnél eleve meg-

binálva a kimenő áram megszűnik - ez a TEA hatása /23/ - 

és egy erős, negativ hajlású, azaz negativ konduktan- 

ciáju szakasz jelenik meg a görbén. Ez felel meg a 

PDS-t okozó lassú bemenő áramnak - minden esetben meg­

figyelhető, ha a sejt PDS-t produkál. A görbe erős hisz- 

terézist mutat, a visszatérő ágon nincs bemenő áram.

Ez a lassú bemenő áram inaktivációjából származik. Ha­

sonló megfigyelést mások is közöltek /17/.
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2. ábra. A DAP hatása a sejtaktivitásra magában és 
TEA-val együtt, áramzár üzemmódban felvéve, az osz­
cilloszkóp ernyőjéről. Spontán működés /bal oszlop/ 
és egy akciós potenciál /jobb oszlop/. A: kontroll 
állapot, В: 1 mM 3,4-DAP hatása, С: 1 mM 3,4 DAP + 
30 mM TEA hatása, D: a TEA kimosása után, E: ismét 
kontroll állapot. A felvételek 10-15 perccel az ol­
dat kicserélődése után készültek. Felső sugár: áram 
/1=о/, alsó sugár: membránpotenciái, ennek nulla­
szintje V=o. Felfelé a depolarizáció és a kimenő 
áram iránya mutat. Ezek a jelölési konvenciók érte­
lemszerűen érvényesek itt és a további hasonló áb­
rákon .

1

u; : i g"-° <w
-J.J*o-
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3. ábra. DAP+TEA hatására létrejött PDS-ek. A: spontán 
keletkezett PDS, В: depolarizációval kiváltott PDS 
/az áramimpulzusok értéke + 1,2?2,4;3,6 пА/. C: tartó­
san depolarizálódott sejten hiperpolarizálás alatt 
megjelenő PDS /-2,5 nA folytonos áraminjekció/.
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1=0
д 12,5nA^

V=0

120mVj

В

с

20 ms100ms

4. ábra. Konvulziy hatás vizsgálata áramimpulzusokkal 
/current clamp/. Bal oszlop: a membránpotenciái alaku­
lása, jobb oszlop: egy spike; ezt nem minden esetben 
regisztráltuk. A: kontroll, В: 1 mM DAP 10 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: normál Ringer 15 perc. A kiszámított 
membránellenállás és időállandó érdékek a II. táblá­
zatban találhatók.
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5. ábra. PDS-áram feszültségzár alatt regisztrálva. 
Az áram lefutása megfelel a membránpotenciái PDS 
alatti változásainak.
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6. ábra. Helix-neuronok I-V karakterisztikái, feszült­
ségzár alatt regisztrálva. A háromszögjel hossza minden 
esetben, a további ábrákon iss 4 s. Az origóban V=o; 
I=o, a depolarizáció jobbra, a kimenő áram felfelé mu­
tat. A görbe fel- és lefutó ága nyillal van jelölve.
A rész: felső sor - kontroll állapot, és ugyanaz a hát­
téráramra korrigálva, alsó sor - szintén korrigált gör­
bék az eddigi töménységű DAP illetve DAP+TEA hatásával. 
A kontroll görbén -30 és 0 mV közt kis bemenő áram mu­
tatkozik. A DAP ezt megnöveli, de nem konvulziv mérték­
ben. DAP és TEA együtt nagy bemenő áramot hoz létre.
B: rész: Másik sejten, a konvulziv hatás kialakulása 
az időben. Nem korrigált görbék. A bemenő áramon spike- 
-artefaktumok láthatók. Minden időadat a hatóanyag fel­
vitelétől értendő.
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Ionfüqqés

A PDS, illetve a lassú bemenő áram ionfüqqését első­

sorban a perfúziós oldat ionösszetételének változtatá­

sával állapítottuk meg /I. Táblázat/. A normál Ringer­

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

Na-t visszaadva újból megjelennek /7. ábra/. Na hiányá­

ban PDS—t még depolarizációval sem lehet kiváltani - 

eszerint maga a PDS-mechanizmus a Na-igényes, nem csak 

iniciáló spike. Ennek alapján a lassú bemenő áram Na- 

-áramnak adódik.

Az I-V karakterisztikán az ionfüggés megnyilvánulása 

nem ennyire egyértelmű. Egyes sejteknél tiszta Na- 

-függés áll fenn. A DAP+TEA hatására normál Na-tartal- 

mu oldatban kialakuló negativ karakterisztika, azaz 

lassú bemenő áram Na-mentes közegben erősen lecsökken 

- ahogy a 8. ábrán látjuk - de maximumának helye a po­

tenciáltengelyen nem változik. Ismét Na-tartalmu oldat­

ra áttérve a görbe eredeti alakja és nagysága helyre­

áll. Más sejteken Na-mentes közegben a negativ karak­

terisztika erősen pozitiv potenciáltartományba eső ré­

sze nem szűnik meg. E szakaszon a bemenő áram nagysága 

a közeg Ca-tartalmától függ, a Ca-áramot blokkoló szer 

hatására pedig megszűnik /9. ábra/. Ez határozottan
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kettős, Na- Ca- függésre utal. Más, hasonló kettős 

ionfüggést mutató sejteken néha megfigyelhető, hogy a 

negativ karakterisztika normál Ringerben két maximu­

mot /illetve minimumot/ mutat. Értelmezésünk szerint 

ezek az áram Na- illetve Ca- komponensének felelnek

meg.
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80mM Na.IOminО-Na, 5min3,4-DAP+TEA , 80 mM Na

lii I

V=0

Лилл—t
110/~С'т’Г

1^20 mV
,5s ,

7. ábra. A PDS Na-fü^gése. Csa,k normál Na-tartalmu
oldatban jön létre PDS. ь



30

\

3.4 DAP. TEA 
80 mM Na

80 mM Na

8. ábra. Tiszta Na-függés megnyilvánulása 1 mM DAP + 
30 mM TEA-val kezelt sejt I-V karakterisztikáján. 
Háttéráramra korrigált ábra.
Kontroll: anyaghatás nélkül, normál Ringerben.
DAP+TEA hatása alatt a kimenő áram megszűnik és erős 
lassú bemenő áram jelenik meg. Na-mentes oldatban ez 
nagymértékben lecsökken, a Na-t visszaadva helyreáll.



31

Kontroll

1mM DAP + 30mM TEA 
80mM Na 10min/10 mV 

5 nA div

#
, Vm V

OmM Nq, 25mM Ca 
3min

OmM Na, 7mM Ca 
2 min MnCt2

9. ábra. А 8. ábráéhoz hasonló kísérletben összetett, 
Na- Ca-függés megnyilvánulása. Szintén háttéráramra 
korrigált ábra. A konvulzáns hatására normál Ringerben 
kialakult bemenő áram maximuma +20 mV-nál van. 
Na-mentes, 7 mM Ca-tartalmu oldatban ez +30 mV-ra,
25 mM Ca esetén +45 mV-га tolódik el. Az áram egyide­
jű Na-elvonásra és Ca-blokkolásra szűnik csak meg.
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Kinetikai vizsgálatok

Már az I-V karakterisztikákból kitűnik, hogy a PDS 

lényegét képező lassú bemenő áramra feszültségfüggő 

aktiváció és inaktiváció jellemző. Az áram a felfu­

tó depolarizáció egy bizonyos értékénél indul csak 

meg. Az áram időbeli lefolyását célszerűen négyszög- 

-impulzusokkal lehet vizsgálni.

A 10. ábra négyszög-depolarizációkkal kiváltott bemenő 

áramokat mutat. Az A részben, gyors sugárfutással, az 

áram megindulását regisztráltuk. Ha túllépünk egy bi­

zonyos küszöb-depolarizációt, az áram aktiválódik. Nö­

vekedésének sebessége és elért maximális értéke egy 

darabig együtt nő a depolarizációval. Jól látható, hogy 

inaktiváció felléptéhez a minimális aktiváló értéknél 

nagyobb depolarizáció szükséges és hogy az inaktiváció 

- az áram lecsengése - egyre gyorsabb nagyobb depola-

lassabb sugárfutással, azrizációk esetén. А В rész,

áram inaktivációjának időbeli alakulását mutatja.

A bemenő áram aktivációja viszonylag gyors folyamat, 

de nem olyan gyors, mint az akciós potenciált generáló 

Na-áramé. Ez a két áram gyakran mégis összefolyik idő­

ben, ami a vizsgálatot megnehezíti. Az inaktiváció 

kifejezetten lassú folyamat, a bemenő áram lecsengése
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több másodpercet igényel. Az áramgörbékből - miután

a háttéráramra való korrekció által megkaptuk azok 

tényleges értékét - ki lehetett számítani a folyama­

tok időállandóit. Az aktiváció egyszerű exponenciális 

folyamat, egy időállandó irja le /11. ábra/. Az inak­

ti vációt mindig több időállandó jellemzi. Rendszerint 

egy gyorsabb és egy lassabb inaktiváló folyamat mutat­

kozik meg /12. ábra/, de ritkán előfordul, hogy három 

időállandó olvasható le a görbékről. Az időállandókat 

az áramgörbék logaritmálása után, az egyenes szakaszok 

iránytangenséből szárnitottuk ki.

Megvizsgáltuk, hogyan hat a lassú bemenő áramúra a hol­

ding potenciál szintjének változtatása. Ezzel megálla­

pítható, van-e hatása a tartós hiper- vagy depolarizá­

ciónak az áram nyugalmi inaktivációjára. Úgy találtuk, 

hogy a nyugalmi potenciálnak megfelelő vagy hiperpola- 

rizált holding szint esetén a lassú bemenő áram maxi­

muma ugyanannyi és időbeli lefutása is megegyező. A 

nyugalminál alacsonyabb - depolarizált - holding ese­

tén viszont a lassú bemenő áram eleve kisebb maximumot

ér el, és hamarabb is inaktiválódik /13. ábra/.

Kellően hosszú depolarizáló impulzussal a bemenő áram 

teljesen inaktiválható. Ha az Első" négyszögjel után
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változó időközzel - itt pl. 0,9 - 5,3 s-vel - még egy 

ugyanolyan amplitúdójút adunk, az inaktiváció megszű­

nésével párhuzamosan egyre nagyobb bemenő áramot lá­

tunk /14. ábra/. Az inaktiváció beállásához hasonlóan

megszűnése is több másodpercig tartó folyamat. Az utób­

bi két vizsgálatnál Hodgkin és Huxley gondolatmenetét 

követtük.
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10. ábra. Lassú bemenő áramok, négyszög-depolarizációk­
kal kiváltva. Baloldalt az eredeti regisztrátum, jobb­
oldalt a háttéráram levonása utáni görbék. A: az áram 
fokozatos aktivációja egyre nagyobb depolarizációkkal, 
B: az áram inaktivációjának függése a depolarizáció 
mértékétől. A depolarizáció szintje minden görbe végé­
nél mV-ban fel van tüntetve, holding potenciál -45 mV.
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11. ábra. A lassú bemenő áram aktivációsának időállandói. 
A nagy ábrán az áramgörbék logaritmált alakja az idő 
függvényében. A betét: az eredeti áramgörbék,
В betét: az időállandó értékei a membránpotenciái függ­
vényében.
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12. ábra. Az inaktiyáció időállandói, а 11. ábrának 
megfelelően.
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13. ábra. A holding potenciál szintjének hatása a lassú 
bemenő áramra.
A: különböző előpulzusok után /-45,55 
-45,35,25 mV/ a membránpotenciáit ugyanarra a szintre 
/-15 mV/ ugrattuk.
B: Hasonló sorozat, lépésenként regisztrálva és a 
háttéráramra helyesbítve /-30, 40, 50, 60 mV-ról 
0 mV-га/.

85; illetvef • • • •

:
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14. ábra. Kisérlet két, változó időközzel elválasztott 
depolarizáló impulzussal. Első impulzus: -5 mV-ra 4 s-ig, 
második: -5 mV-ra 5 s-ig, holding potenciál -45 mV.
A: az eredeti regisztrátum, B: az inaktiváció megszűné­
se az időben, az áram-maximumok hányadosa alapján. Az 
első impulzussal kiváltott áram /IQ/ maximuma=100%.
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15. ábra. A lassú К-áram és a lassú bemenő áram ugyan­
abban a sejtben. Háttéráramra helyesbitett eredeti 
áramgörbék és logaritmált görbék az időállandókkal. 
Látható, hogy a két áram lecsengésének kinetikája 
hasonló jellegű, de az időállandók jelentősen külön­
böznek.

\
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DISZKUSSZIÓ

A különféle AP-k görcskeltő hatása agykérgen jól is­

mert /4,22,24/. Puhatestüeken azonban ilyen hatást 

eddig még nem Írtak le. Kísérleteinkben az epileptogén 

hatást két régóta használatos, többé-kevésbé ismert 

hatású szer kombinációjával értük el. Fontos kérdés, 

hogyan lehet esetleg az uj effektust az anyagok már

ismert hatásaiból levezetni.

Az AP-k több, ma már jól ismert módon befolyásolják a 

puhatestü neuronok működését. Legjelentősebb a K-ára- 

mokra kifejtett hatás. A 3,4-DAP blokkolja a lassú

К-áramot Aplysián /13/, valamint Loligo axonon is 

/15,16/. Ez kedvező lehet egy tartós depolarizáció ki­

alakulásához, legalább ennyire fontos azonban a tran­

ziens К-áramra tett gátló hatás is /25,26/. Ez az áram 

jelentős szerepet visel a természetes bursting - spontán 

depolarizációs hullámokat mutató - sejteken; korlátoz­

za, gátolja nagyon hosszú kisüléssorozat létrejöttét 

/7/. AP-s kezelésre megváltozhat a sejt tüzelési akti­

vitása /14/. További ismert hatás, hogy - gerinces 

szinapszisokban - az AP-k fokozzák a Ca-beáramlást 

/19/. Belátható azonban, hogy csupán a fenti hatások 

nem elégségesek a konvulzivitáshoz - bár nem elhanya-
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golhatók - igy a lassú bemenő áram előidézését a töb­

bitől eltérő, különálló jelenségnek kell tekintenünk. 

Valószinü, hogy Helixen a 3,4-DAP+TEA kombináció görcs­

keltő hatásáért elsősorban a DAP felelős. Emlős agyon 

önmagában konvulziv, és a mi kísérleteinkben is muta­

tott kismértékű bemenőáram-növelő hatást /6. ábra/.

A PDS-ek létrejötte tehát úgy képzelhető el, hogy, az 

AP-k eleve meglevő, latens konvulzivitását a TEA fel­

fedi és/vagy megerősíti. A lassú К-áram TEA-s blokko­

lására feltétlenül szükség van, hogy a lassú bemenő 

áram érvényre jusson. Emellett azonban - úgy látszik - 

a TEA direkt módon is hozzájárul a lassú bemenő áram 

kifejlődéséhez. Az, hogy az AP-k emlős- és puhatestü 

neuronokon önmagukban eltérő hatáserősségüek, a membrá­

nok illetve ioncsatornák eltérő jellemzőivel magyaráz­

ható. így pl. fontos lehet, hogy a К-áramok szerepe a 

membrán repolarizálásában puhatestüeknél jelentős, mig 

emlős sejten ezt a feladatot a háttéráram is kielégí­

tően ellátja.

Eredményeink szerint a PDS-keletkezés Na-hoz kötött. 

Ugyanilyen ionfüggést talált a PTZ hatásánál Ducreux 

/8/. Ez arra mutat, hogy a PTZ és a DAP+TEA lényegé­

ben ugyanolyan módon fejt ki konvulziv hatást. A PDS 

kötődése Na jelenlétéhez elsősorban abból következtet-
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hető ki, hogy Na-mentes oldatban nem keletkezik PDS.

Ez egyrészt azért fordulhat elő, mert Na hiján nem ke­

letkezik a PDS—t beindító spike. Ennek ellentmond vi­

szont az a - igaz, kisszámú - megfigyelésünk, hogy

Na-mentes oldatban depolarizációval sem lehet PDS-t

kiváltani. Azt találtuk továbbá, hogy egyes sejteken 

az I-V karakterisztikán megnyilvánuló bemenő áram Na- 

Ca-függő. A fentiek értelmében ezt úgy magyarázhatjuk, 

hogy normális - nem feszültségzár - körülmények között

a lassú áram Ca-komponense csak a Na-komponens okozta

hosszas depolarizáció hatására indul meg. A PDS tehát 

igy jöhet létre: spike - rövid depolarizáció - lassú 

Na-áram - tartós depolarizáció / - lassú Ca-áram - to­

vábbi depolarizáció/. A depolarizáció befejeződéséért

a lassú áram inaktivációja felelős. A Na- és Ca-áram-

komponens egymástól elválasztható, azt azonban, hogy 

ugyanazon ioncsatornán folynak-e, az eddigi kísérle­

tekből nem lehet eldönteni.

A kísérletek vezérfonalául szolgáló modell szempontjá­

ból a lassú bemenő áram kinetikai jellemzői a legfon­

tosabbak. Az áram feszültségfüggő módon aktiválódik, a 

küszöb az I-V görbéken jól látható. Az inaktiváció 

szintén feszültségfüggő, és felléptéhez az aktivációs 

küszöbnél nagyobb depolarizáció szükséges, ahogy az a
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10. ábrán látható. Az aktiváció és inaktiváció vég­

eredményben feszültség- és időfüggő folyamatok, még­

pedig úgy, hogy az aktiváció/inaktiváció sebessége és 

elérhető mértéke is a depolarizáció függvénye. Az ed­

digiek alapján következtetéseket tehetünk a lassú be­

menő áram ioncsatornáira vonatkozóan. Ezek eredete

két módon képzelhető el. Az áram vagy a konvulzáns ál­

tal elváltoztatott, de eleve meglevő csatornán át fo­

lyik, vagy a hatóanyag molekulái maguk alkotnak uj 

csatornákat a membránban. Eredményeink szerint az

előbbi eset a valószinü. A lassú bemenő áram kineti-

kailag viszonylag bonyolult. Az ilyen viselkedés az 

aktiv membránáramokra jellemző, melyek ioncsatornáit, 

mint összetett, térbelileg szervezett fehérje-komplexu­

mokat képzeljük el. Nehezen feltételezhető, hogy né­

hány kis szerves molekula a membránba önállóan beépül­

ve ilyen komplexitású rendszert hozzon létre.

Nagy a valószinüsége annak, hogy a PDS-áram ioncsator- 

nái a lassú К-áram csatornáiból keletkeznek. Ezt tá­

masztja alá, hogy az általunk megfigyelt sejteken a 

lassú К-áram és a lassú bemenő áram is két-exponenciá- 

lis lecsengésü /15. ábra/. A konkrét időállandók nem 

egyeznek meg - a bemenő áram gyorsabban inaktiválódik - 

de ez betudható a konvulzáns jelenlétének. Az, ahogyan
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a PDS a de- és hiperpolarizációra reagál /ld. 3.ábra/, 

szintén amellett szól, hogy az általunk vizsgált áram 

feszültségfüggő csatornán át folyik. A3. В ábrán a 

PDS a depolarizáció alatt indul meg, és annak végén 

megszűnik. Ebben inkább az akciós potenciálokkal rokon, 

és nem a posztszinaptikus potenciálokkal.

A konvulzánsok csatorna-módositó hatásának mibenléte, 

a kötődés módja és helye egyenlőre nem ismert. Nem tud­

ni, milyen kémiai folyamattal irható le a konvulzáns

kötődése a hatás helyéhez és nem ismert, hogyan befo­

lyásolja azt a depolarizáció. Lehetséges, hogy depola­

rizációra a hatóanyag leszorul. Az AP-k К-áram blokkoló 

hatása tekintetében ilyen jelenséget már Írtak le /21, 

27/. Ebben az esetben a leválás a párhuzamos inaktivá­

ló folyamatok egyike lenne. További - látszólagos - 

inaktivációt, esetleg késő aktivációt okozhat, hogy a 

lassú К-áram TEA hatása alatt sem szűnik meg teljesen.

A kísérletek során észleltünk erre utaló jeleket. 

Mindezen kérdéseket további kinetikai vizsgálatok 

dönthetik el.
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ÖSSZEFOGLALÁS

Kísérleteinkben a 3,4-diaminopiiridin konyulziv hatá­

sát vizsgáltuk Helix pomatia központi neuronokon. 

Egycsatornás feszültségzár-módszert alkalmaztunk.

Konvulziv hatást úgy értünk el, hogy a fenti yegyü-

letet tetraetilammóniummal kombinálva alkalmaztuk.

Az ilyen kombináció PDS-keltő hatása uj, eddig le nem 

irt hatás. Regisztráltuk az okozott paroxizmális de- 

polarizációs eltolódásokat, illetve az áram - feszült­

ség karakterisztikán okozott változást, melyek a kon- 

vulzáns által létrehozott lassú bemenő áramnak tulaj­

doníthatók.

A jelenségek ionfüggését vizsgálva megállapítottuk, 

hogy a PDS keletkezése minden esetben Na-hoz kötött. 

A lassú bemenő áram egyes esetekben Na-, mig máskor 

Na-Ca-áramnak bizonyult.

Kinetikai szempontból a lassú bemenő áramra feszültség- 

és időfüggő aktiváció és inaktiváció jellemző. Megha­

tároztuk az ezeket leiró időállandókat. Eredményeink­

ből következtetéseket lehetett levonni a konvulzáns

hatásmódjára, a lassú bemenő áram ioncsatornáira vo­

natkozóan.
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