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Az értekezésben elofordulé roviditések jegyzéke

IL: a gerincveldi sziirkedllomany II-es lamindjanak belsd része
Ilo: a gerincveldi sziirkedllomany Il-es lamindjanak kiilso része
5-HTR: szerotoninreceptor

AR: adenozin A-receptor

AC: adenilat-ciklaz

Adsz: az antitest antigénjével val6 kimeritése

CAl: hippocampus CA1 pyramissejtjei

CaB: calbindin D28k

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CFA: teljes Freund-adjuvans

CGRP: kalcitonin génhez rendelt peptid
CNBD: ciklikus nukleotid-koté domén

DAB: diaminobenzidin

DK-AH 269: cilobradine, HCN-csatorna blokkolo
eGFP: zolden fluoreszkalé fehérje

EPSP: serkentd posztszinaptikus potencidl

GABA:  gamma-aminovajsav

GABAerg: gamma-aminovajsavat felszabadité neuronok
GADG65:  glutaminsav-dekarboxildz 65-0s izoformdja
GAP-DH: gliceraldehid 3-foszfat-dehidrogenaz

GC: guanilat-ciklaz

GluR2: AMPA-tipust glutamatreceptor 2-es alegysége

Go/i/si G—fehérj ék

GYG: glicin-tirozin-glicin aminosavszekvencia triplet

H>R: hisztamin-receptor

HCN: hiperpolarizacio6 altal aktivalodé és ciklikus nukleotid-fiiggod kationcsatorna

HEK 293: humaén embryonalis vesébdl szarmaz6 293-as sejtvonal
His: hisztidin oldallanc

1B4: izolektin-B4

IEG: ,immediate early genes” géncsaladd

I / 1g: ,funny”/ ,,queer” iondram

Ii: hiperpolarizacio6 altal aktivaléd6 ionaram

IM: a gerincveldi feliiletes hatso szarv intermedier régidja
Ica m): T-tipusu Ca’*-csatornak iondrama

K in: befelé rektifikal6 fesziiltségfiiggd K*-csatorna

L: a gerincveldi feliiletes hétso szarv laterdlis régidja
L3-L5: a gerincveld lumbalis szakaszanak 3-5 szegmentumai
LTF: hosszu tavu facilitalas

LTP: hosszu tava potencidlédas

M: a gerincveldi feliiletes hdts6 szarv medidlis régidja

mGluR:  metabotrép glutamatreceptor
MIRP1:  min-K-kapcsolt fehérje

BR: adrenerg B-receptor
NK1-R:  neurokininl-receptor
NO: nitrogén-monoxid

MOR: p-opioid-receptor
PIP,: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat



PKI

PNai
PVDF:
Rhiz:

S:

S1:
SDS:
SF:

SP:
sEPSP:
Vip:
VGIuT1-3:
7ZD7288:

K*-ionokra vonatkozé permeabilitas
Na*-ionokra vonatkozé permeabilitds
polivinilidén-fluorid

dorzalis rhizotomia

transzmembran szegmentum

elsé sacralis gerincveldi szegmentum
natrium-dodecil-szulfat
ionszelektivitasért felelds szlirdrégiod
P-anyag

spontdn serkentd posztszinaptikus potencial
fél-aktivalodasi fesziiltség
vezikuldris glutamat transzporter 1-3
specifikus HCN-csatorna blokkol6



1. BEVEZETES

Az idegrendszer Osszetett miikodése az idegsejtek belsd neurondlis tulajdonsagai
és szinaptikus kapcsolatai kozott 1évo 6sszehangolt kommunikédcion keresztiil valdsul
meg. Az idegsejtek intrinsic elektrofiziol6giai tulajdonsdgait az altaluk expresszalt
membréanhoz kotott fesziiltség- és ligandfiiggd ioncsatorndk fajtija, mennyisége €s
eloszlasa hatdarozza meg. Az ioncsatorndk konduktancidjat a csatorndk tipusatol fiiggéen
a sejtmembrdn membranpotencidlja, vagy kiilonb6z0 kémiai anyagok (ligandok)
szabdlyozzdk. Az ioncsatorndkon keresztiil folyé iondramlds irdnyat €s nagysdgat az
adott ionra vonatkoz6 elektrokémiai gradiens hatarozza meg.

A fesziiltségfiiggd kationcsatornak tobbsége, pl. kiilonbozé Na'- és K-
csatorndk, membrandepolarizacié esetén aktivalodik, és az altaluk kozvetitett iondramok
a membranpotencidl kialakuldsdhoz jarulnak hozza. Egy csoportjuk viszont meglepd
modon, a tobbi csatorndtdl eltéréen, a nyugalmi membranpotencialtél negativabb
potencidlértékeknél, vagyis hiperpolarizaci6é sordn aktivalodik, és a sejtbe befelé tartd
kationdramdval lassan depolarizdlja a membrant. Ezt a szokatlan tulajdonsdgokkal
rendelkezd befelé irdnyuld (inward) iondramot eldszor az 1970-es években fedezték fel
egymastol fiiggetleniil a kétéltliek fotoreceptoraiban és az emldsok szivében (Bader és
mtsai., 1979; Brown és mitsai.,, 1979). A fotoreceptorokban regisztrdlt iondramot
hiperpolarizacié altal aktivalodé (In), mig az emldssziv sinuscsomdéjaban és Purkinje-
rostjaiban mért d&ramot ,,funny” (furcsa) dramnak (Ir) nevezték el (DiFrancesco, 1981).
Halliwell és Adams 1982-ben bizonyitottdk eldszor ezen iondram meglétét a kozponti
idegrendszerben, a hippocampus pyramissejtjeiben, €s furcsa jellemzdi, illetve
ismeretlen feladata miatt a ,,queer” (kiilonds) dram (I;) nevet kapta. Késébb a kdzponti
és periférids idegrendszer szamos teriiletén leirtdk, €s megkiilonboztetve a szivben,
korabban felfedezett iondramtdl (Ir), a neurobioldgidban hiperpolarizacié éltal
aktivalodé ionaramnak (I,) nevezik (Hille, 1992).

A hiperpolarizacié sordn aktivdlédé iondramot medidlé ioncsatorndk mdasik
érdekes tulajdonsdga, hogy ciklikus nukleotidok, elsdsorban cAMP kozvetlen
kotodésével a csatorndk steady-state aktivacidja pozitivabb membrinpotencidl-értékek
irdnydba mozdul, aminek kdszonhetden kisebb mértékii hiperpolarizicié is aktivdlja a
csatorndkat, és tobb csatorna keriil aktivalt allapotba, tehat Osszességében gyorsul az

aktivaciés kinetika. Az ioncsatorndkat ezért kiilonleges, jellemzd ismertetdjegyeik



alapjan hiperpolarizaci6 altal aktivalodo és ciklikus nukleotid-fiiggd kationcsatorndknak
nevezték el (HCN).

A HCN csatornafehérjék génjeinek klonozasaval négy kiilonb6zd izoformat
(HCN1-4) fedeztek fel, amelyek kisebb-nagyobb mértékben kiilonboznek egymastdl
aktivaciés kinetikdjukat €és cAMP-re mutatott érzékenységiiket tekintve. A funkciondlis

HCN-csatorndk négy alegységbdl felépiild tetramer ioncsatorndkat formélnak (1. 4bra).

52 A

1. abra. A HCN2 ioncsatornak négy alegységbdl allo tetramer szerkezetének
haromdimenzios szalagmodellje. A piramis alaki tetramer ioncsatorna C terminalisai a
piramis alapjanal N terminalisai a csicsanal helyezkednek el. Az ioncsatorna szélessége
59 A, magassaga 52 A. A bal oldali 4bra oldalnézetbél, a jobb oldali feliilnézetbél mutatja
a tetramer ioncsatornat. Az egyes alegységek Kkiilonb6zo szinben vannak feltiintetve.
(Zagotta és mtsai., 2003)

A HCN-csatorndk kiilonb6zd izoformdinak eloszldsat eldszor a szivben
vizsgaltdk, késObb azonban alaposan feltérképezték a kozponti €s periférids
idegrendszer szdmos teriiletén is, elsdsorban patkdnyokat és egereket hasznélva kisérleti
allatként. Patkdny gerincvel6i ducsejtjeiben példaul, eldszor a hiperpolarizacié altal
aktival6do iondramot (In) mutattak ki, majd késébb a HCN1-, 2- és 3-as tipusu izoforma
mRNS-ét és fehérjéjét is azonositottak.

A gerincveldi ddcokban elhelyezkedd pszeudounipolaris érzéneuronok
mechanikai, h6- és kémiai ingerek érzékelésére specializdlédtak. Az ingerek hatdsara,
specifikus receptorok aktivalédasan keresztiil a neuronok periférids axonvégzodései
depolarizdlédnak. Ha a depolarizicié elég erds, akkor az axonvégzddéshez legkozelebb
elhelyezkedd els6 Ranvier-befliz0désnél akcids potencidl generdlddik, ami a periférids

és centrdlis axon mentén a gerincvel0 hatsé szarvdba tovabbitédik. Bar a HCN



ioncsatorndk expressziés mintdzata és szerepe a gerincveldi ducsejtek sejttestjeiben
viszonylag jol ismert, nem tudjuk, hogy a HCN fehérjék transzportdlédnak-e a primer
afferensek periférids vagy centrélis nytlvdnyaiba, és megjelennek-e a periférids vagy
centrdlis axonvégzOodésekben. Az sem ismeretes, hogy ha transzportdlédnak a HCN
ioncsatorndk, akkor milyen tipusu primer afferensek szallitjdk oket, és részt vesznek-e a
szomatoszenzoros €rzékelés periféridn, vagy gerincveldben zajlé folyamataiban.

Mivel a csatornafehérjék kifejez0dése a primer afferensek gerincveldi centrélis
termindlisaiban egyéltaldin nem ismert, azt sem tudjuk, hogy az I;, iondramok szerepet
jatszhatnak-e a primer afferens és a gerincvel6i szekunder érzOneuron kozotti
szinaptikus transzmisszié szabdlyozdsdban. Nem vizsgéltdk még azt sem, hogyan
valtozik a HCN ioncsatorndk kifejez0dése az elsddleges érzoneuronokban krénikus
gyulladdsos fdajdalom esetén. Kutatdsaink ebbdl a szempontbdl nttord jellegiinek

bizonyultak.

Kutatdsaink sordn a kovetkezd célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. A patkdnyok gerincvel6i dudcsejtjeiben expresszdlod6 HCN ioncsatorndk
izoformdinak kimutatisa a gerincveld hdts6 szarvdban végzddd elsddleges érzo
neuronok centrélis axontermindlisaiban.

2. A HCN2 ioncsatorna fehérjéket expresszdldé nociceptiv primer afferensek
neurokémiai jellemzdinek feltdrdsa, és lehetséges posztszinaptikus kapcsolatainak
feltérképezése a ragcsalok gerincveldjének feliiletes hatsé szarvaban.

3. A HCN2 ioncsatorndk funkciondlis jelentdségének és a nociceptiv ingeriiletatvitelben
betoltott szerepének elektrofiziol6giai vizsgdlata az ioncsatorndkat expresszalo
nociceptiv primer afferensek axontermindlisaiban.

4. A HCN2 fehérjék expresszidjdban bekovetkezd valtozdsok tanulményozasa Freund-

adjuvéns altal indukalt kronikus gyulladdsos fajdalommodellben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. A hiperpolarizacié altal aktivalod6é ionaram (I,) és a HCN ioncsatornak
biofizikai jellemz6i

Elészor 34 évvel ezeldtt a sziv sinuscsomdjanak sejtjeiben regisztraltdk a
hiperpolarizacié 4ltal aktivdlédé iondramot, mint egy lassan kialakulé ,,inward”
iondramot, ami a nyugalmi membrdnpotencidlndl negativabb potencidlértékeknél,
vagyis hiperpolarizici6 esetén aktivdlédott (Noma és Irisawa, 1976). Azéta a kdzponti
és periférids idegrendszer szdmos teriiletén is azonositottdk, és elektrofizioldgiai
vizsgalatokkal tobb szokatlan tulajdonsagat leirtak.

A HCN ioncsatorndk altal kozvetitett hiperpolarizacié sordn aktival6dé iondram
egy olyan kevert, Na'/K' kationdram, amely -40 — -50 mV-ndl negativabb
membréanpotencidl-értékeknél aktivalodik, és a csatorndk maximalis konduktancidjukat -
120 — -140 mV-ndl érik el. Az iondram aktivécidja altaldban lassan, késleltetve indul,
exponencidlis kinetikat mutat, és a kiillonféle sejttipusokban kiillonbozé id6 alatt éri el a
dinamikus egyensulyi édllapotot. A hiperpolarizacié édltal indukal6d6 iondram steady-
state aktivacidjanak fél-aktivacids fesziiltségértéke (Vi) sejttipustdl fiiggden -60 — -90
mV kozott valtozik (Pape, 1996; Robinson és Siegelbaum, 2003).

A HCN-csatornadk Na*- és K'-ionra egyardnt permedbilisak és a csatornik
natrium- és kdliumionra mutatott permedbilitdsi ardnya Pn,/Px, 0,2 — 0,4 k6z06tt mozog
(Pape, 1996). Nyugalmi membranpotencidlndl az ioncsatorndk aktivécidja olyan inward
dramot eredményez, amely els6sorban Na*-bedramldst idéz eld, és ezdltal depolarizélja
a membrant az akcids potencidl kiiszobértéke felé. A HCN ioncsatornik
konduktancidjit az extracelluldris K'-koncentrdcié véltozdsa nagymértékben
befolyésolja, azaltal, hogy a K -szint fizioldgids érték ald siillyedése a hiperpolarizaci6
altal aktivdlodé iondram erdsségének csokkenését vonja maga utdn (Robinson és
Siegelbaum, 2003). Elektrofiziolégiai és fluoreszcens Ca’*-imaging médszerekkel
HEK?293 sejtekben és gerincveldi dacsejtekben kimutattdk, hogy az ioncsatornak Ca**-
ionra is permedbilisak, €s az inward kationdram csekély mértékben (0,6%) Ca”* -ionokat
is tartalmaz, aminek biol6giai jelentésége elhanyagolhaté (Yu és mtsai., 2004).

A HCN csatorndkat 1-2 mM koncentraciéban alkalmazott Cs*-ionok blokkoljak,
bar nem szelektiven. Szdmos szerves vegyiiletet irtak le, amelyek a bradycardids

gyogyszerekhez tartoznak, €s specifikusan gatoljak az ioncsatorndk miikodését, példaul



az ivabradin (S-16257), a DK-AH 269 és a kutatdsokban leggyakrabban hasznalt
ZD7288 (Bois és mtsai, 1996; Gasparini €s DiFrancesco, 1997; Shin és mtsai, 2001).

Az ioncsatorndk egyik legjellemzobb tulajdonsaga, hogy az intracelluldris
ciklikus nukleotidok kozvetleniil szabdlyozzdk aktivitisukat. A cAMP kotodésével a
HCN-csatorndk steady-state aktivacidja 10-15 mV-tal pozitivabb membranpotenciél-
értékek felé tolddik el, aminek kovetkeztében kisebb mértékii hiperpolarizicid is
aktivdlja az ioncsatorndkat és adott membranpotencidlon tobb csatorna keriil aktivalt
allapotba. Igy nagyobb lesz az adott membranpotencidlon mérhetd azonnali
aramkomponens, tehdt mindent egybevetve gyorsul az aktivacids kinetika (Biel és

mtsai, 2002) (2. abra).
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2. abra. A HCN ioncsatornak cAMP-vel torténé modulaciéja. A bal oldali abra az
ioncsatornak inside-out patch-clamp technikaval mért ionaramgorbéit, a jobb oldali pedig
teljes-sejtes konfiguraciéoju patch-clamp moédszerrel mért aktivacios gorbéit mutatja
cAMP hianyaban és jelenlétében. Az abrakon lathato, hogy a cAMP néveli az ionaram (I)
erésségét, gyorsitja az aktivaciokinetikat, és 15 mV-tal pozitivabb potencialok felé tolja el
az ioncsatornak aktivacios gorbéjét. (Biel és mtsai., 2002)

Azok a G-protein kapcsolt receptorok, amelyek az adenilét-cikldz rendszeren
keresztiil hatva novelik (B-adrenerg, szerotonin-receptor), illetve csokkentik (adenozin
Aj- és p-opioid-receptor) az intracelluldris cAMP szintjét, a csatorndk aktivitdsat
felerdsitik vagy gyengitik, és az aktivacids gorbét pozitiv vagy negativ irdnyba toljak el
(Pape, 1996; Biel és mtsai, 2002). Bizonyitottdk, hogy a cGMP is noveli az
ioncsatorndk aktivaciojat, csak joval kisebb mértékben, mint a cAMP (Ludwig és mtsai,
1998). Az agyban és a szivben végzett vizsgdlatok azt mutattdk ki, hogy a nitrogén-

monoxid is befolydsolhatjia a HCN csatorndk aktivitdsat, mivel a guanilat-ciklaz



serkentésén keresztiil noveli a cGMP szintjét (Pape és Mager, 1992; Musialek és mtsai,

1997) (3. dbra).
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3. abra. A hiperpolarizacié altal aktivaléodo ionaram (I,) szabalyozasanak Kiilonb6zo
utvonalai. Az adenilat-ciklazhoz pozitivan (p-adrenerg, szerotonin, és hisztamin H,
receptor) vagy negativan kapcsolt (adenozin A,, p-opioid receptor) receptorok aktivacidja
az intracellularis cAMP-szint novelésén vagy csokkentésén Kkeresztiill az I, aktivacios
gorbéjét pozitivabb vagy negativabb fesziiltségek felé mozditja el. A cAMP kozvetleniil
kotédve a CNBD-hez, allosztérikusan modulalja a HCN ioncsatornakat. A nitrogén-
monoxid (NO) is szabalyozhatja az ioncsatornak aktivitasat a guanilat-ciklaz (GC)
aktivalasa és a cGMP-szint, illetve a cytoplasmaticus Ca**-koncentricié emelkedése révén
(szaggatott vonal). (H. C. Pape, 1996, médositva)

Val6szinii, hogy a cAMP kozvetlen mddon, a csatornafehérjék intracelluldris C
termindlisan 1évé ciklikus nukleotid-kotd doménhez (CNBD) kotédve hat a kapuzasi
mechanizmusra, amit az allosztérikus cAMP-fiiggd kapuzasi modellel magyardznak. E
modell szerint, a cAMP kotédése az ioncsatorndk ciklikus nukleotid-kotd régidjdhoz
olyan konformdci6 véltozast idéz eld, ami eldsegiti a csatorndk kinyildsat (DiFrancesco
és Tortora, 1991; DiFrancesco, 1999; Accili és mtsai, 2002) (4. dbra). Bar néhany leirds
felveti annak a lehetOségét is, hogy a cAMP foszforildciés utvonalakon keresztiil
szabdlyozza az ioncsatorndk aktivitdsit (Yu és mtsai, 1993; Vargas és Lucero, 2002), de

ezt kozvetlen bizonyitékok nem tdmasztjdk ala.
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4. abra. A HCN ioncsatornak cAMP-fiiggo allosztérikus kapuzasi modellje. Az
ioncsatornak ,,rejtett” allapotbdl ,,exponalt” allapotba keriilését fesziiltségfiiggé kapuzasi
mechanizmus szabalyozza. Az ioncsatornak teljes kapuzasahoz ezen kiviil egy masodlagos
konformaciovaltozas is sziikséges, amely megsziinteti az ioncsatornak C terminalisahoz
kapcsolodo gatldé mechanizmust, és ezaltal a csatornakat nyitott allapotba juttatja. A
cAMP-fiiggoé allosztérikus kapuzasi modell szerint a cAMP hozzakotédése a HCN
ioncsatornahoz olyan konformaciovaltozast idéz el6, amely felszabaditja a C terminalist a
gatlas alol, és elosegiti a csatorna Kinyilasat. (Accili és mtsai., 2002)

A HCN ioncsatorndk fesziiltségfiiggd kapuzdsiat, mds ioncsatorndkhoz
hasonldan, a membrin foszfoinozitoljai, elsdsorban a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
(PIP,) allosztérikusan szabdlyozzdk. Ezen membranlipidek allosztérikus ligandként
mukodve hatnak, é€s a HCN-csatorndk aktivaciés gorbéjét 20 mV-tal pozitivabb
potencidlok felé toljdk el, a ciklikus nukleotidok hatdsatdl fiiggetleniil (Zolles és mitsai,
2006). Bar a PIP, reguldlé hatdsanak molekuldris mechanizmusa még nem ismert,
valoszinli, hogy a foszfatidil-inozitolok negativ toltésii csoportjai és a HCN-
csatornafehérjék kozotti elektrosztatikus kolcsonhatdsok felelések az ioncsatorndk
aktivalodasaért, hasonléan mas fesziiltségfiiggd ioncsatorndk (K'n) kapuzdsdnak
moduldldsdhoz (Huang és mtsai, 1998, Oliver és mtsai, 2004). A HCN ioncsatornak
PIP, éltal mediélt szabalyozédsdnak é€lettani jelentdsége a neurondlis hal6zatok megfeleld
mukodésében nyilvanulhat meg, ugyanis a foszfolipidek enzimatikus lebontdsa
csokkenti az ioncsatorndk aktivacidjat, és lassitja a neuronok tiizelési frekvencidjat.
Egyrészt a PIP, eltérd mennyisége és regiondlis eloszlasa, masrészt a HCN-csatorndk
kiilonbozo alegység-Osszetétele magyardzhatja a HCN ioncsatorndk fél-aktivalodasi
fesziiltségértékeinek variabilitasat, példaul kiillonbozd fejlodési stddiumokban vagy

kiilonboz6 szivizomsejtekben (Robinson és mtsai, 1997; Qu €s mtsai, 2001).



2.2. A HCN ioncsatornak strukturalis felépitése és kiilonb6z6 izoformai

A hiperpolarizacié altal aktivdlodé iondram (I,) felfedezéséhez képest
viszonylag késén, a ’90-es évek végén sikeriilt klénozni az iondramot medidld
ioncsatorndkat, amelyeket ma hiperpolarizaci6 altal aktivalodé ciklikus nukleotid-fiiggd
(HCN) ioncsatornaként ismeriink. Kiilonféle molekuléris biolégiai médszerekkel négy
HCN gént, és az azokrdl atirédé négy fehérjét azonositottak az emlOsokben. Az
izoformak aminosavszekvencidja alapjan azt is kimutattak, hogy a fesziiltségfiiggd K-
csatorndk szupercsalddjdba tartoznak (Ludwig és mtsai, 1998; Santoro €s mtsai, 1997,
Santoro €s mtsai, 1998). A négyféle izoforma (HCN1-4) nagyfoku hasonlésdgot mutat
transzmembran régiodjat és ciklikus nukleotid-kotd6 doménjét tekintve, amelyek 80-90%-
ban azonosak, viszont a citoplazmatikus amino- (N) és karboxil- (C) termindlisuk
jelentdsen eltér (Santoro és Tibbs, 1999; Kaupp és Seifert, 2001; Biel és mtsai, 2002).

A HCN fehérjék, az egyéb fesziiltségfiiggd K™ és a ciklikusnukleotid-fiiggd
ioncsatorndkhoz hasonldan, négy alegységbdl allo tetramer szerkezetli ioncsatorndkat
alkotnak. Az egyes alegységek hat transzmembrian szegmentumbdl (S1-S6), és a C
termindlison 1évd, 120 aminosavbdl felépiilo ciklikus nukleotid-koté doménbdl (CNBD)
allnak, ami a C-linker szakaszon keresztiil kotddik az S6-os szegmentumhoz. A pozitiv
toltésti  oldallancokat tartalmazé S4 szegmentum a fesziiltségérzékeld része az
alegységnek, ami megfelel a fesziiltségfiiggd K'-csatorndk fesziiltségérzékeld
szegmentumdnak. Az S5-S6 szegmentum kozott helyezkedik el a pérus régid, ami egy
helikdlis szakaszbdl (P hélix) és egy ionszelektivitdsért felelos szlir6részbdl (SF) dll,
ami a K'-ra szelektiv ioncsatorndk jellemzé GYG aminosav szekvencidjét tartalmazza.
Az ioncsatorna karboxil- (C) és amino- (N) termindlisa is intracelluléris elhelyezkedésti,
és a pH érzékenységet az S4 szegmentumhoz k6tddo hisztidin oldallanc adja (Biel és
mtsai, 2002) (5. abra).

Elektrofiziol6giai vizsgdlatokban kimutattdk, hogy a kiilonb6z6 fehérje
izoformabdl felépiil6 (HCN1-4) ioncsatorndk aktivacids kinetikdjukat tekintve eltérnek
egymastél. Az egyes HCN izoformdkat expresszdlé HEK293 sejtek teljes sejt
konfiguracidju patch-clamp mérései azt mutatjdk, hogy mindegyik izoforma “50 — “60
mV-os potencidlértékeken kezd aktivdlddni, és steady-state aktivacidja 140 mV koriil
éri el maximalis értékét (6. dbra A, B). A kiillonbozd ioncsatorna-tipusok aktivécids
gorbéjének meredeksége és az a fesziiltségérték, amelynél a csatorndk fele aktivalodik

(Vi) kismértékben tér el egymastol; az izoformdk aktivacios kinetikdja viszont



szignifikdns kiilonbséget mutat. Az izoformak koziil a HCN1 aktivalédik leggyorsabban
(t =30 ms), ezt koveti a HCN2, a HCN3 és végiil a HCN4 izoforma egyre novekvo
iddallanddval (t =184, 265 és 461 ms) (Moosmang €s mtsai, 2001) (6. abra C).
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5. abra. A HCN ioncsatornak alegységének molekularis modellje. Az ioncsatorna két
funkcionalis egységb6l all: a hat transzmembran szegmentumbél (S1-S6) felépiilo
transzmembran doménbél, amelynek S1 szegmentumahoz kotédik a csatorna N
terminalisa, és az S5-S6 szegmentum kozott porusformalé szakaszt alakit ki, illetve a C-
kapcsolorészt és a ciklikus nukleotid-koté domént (CNBD) tartalmazé modulalé, C
terminalis régiobol. A csatorna fesziiltségérzékelé része a pozitiv toltési aminosav-
oldallancokat tartalmazé S4 szegmentum, amelynek intracellularis, az S5 szegmentummal
0sszekoté kapocsrégiojanal talalhaté hisztidin oldallanc hatarozza meg a csatorna pH
szenzitivitasat. A HCN alegységek porusrégiojat egy helikalis szakasz (P hélix) és az
ionszelektivitasért felelos (SF) aminosav-szekvencia alakitja ki, amely a glicin-tirozin-
glicin (GYG) tripletbdl épiil fel. (Biel és mtsai., 2002)
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6. abra. A HCN1-4 izoformak elektrofiziolégiai tulajdonsagai teljes-sejtes konfiguracioja
patch-clamp technikaval. (A) A HCN1-4 izoformakat expresszalo sejtek ionaramgorbéi
-40 mV-os tartopotencialrol -140 mV-os potencialértékig fokozatosan novekvé, 3 s
hosszisagu fesziiltségimpulzusoknal. (B) A HCN1-4 ioncsatorna izoformak aktivacios
gorbéi, amelyeket -140 — -40 mV-os fesziiltségtartomanyon beliill mértek 10 mV-os
potencialemelkedéssel 200 ms (HCN1), 2.5 s (HCN2 és 3), és 10 s (HCN4) hossziasagu
impulzusoknal. Az egyes potencialértékeken mért farokaramokat a -140 mV-on mért
értékhez normalizaltak, és a megfelel6 potencialok fiiggvényében abrazoltak. (C) Az
oszlopdiagramok a HCNI1-4 izoformak aktivaciés idoallandéjat (t . mutatjak, a
zarodjelben lévo szamok a kisérletek szamat jelzik. (Moosmang és mtsai., 2001)



A négyféle izoforma a cAMP moduldlé miikodésének hatékonysagat tekintve is
kiilonbozik egymastdl. A HCN1 aktivitdsara kevésbé hat a cAMP, mert steady-state
aktivaciojat csak 2-6 mV-tal tolja el, mig a HCN2 és a HCN4 izoformak egyensulyi
aktivaciéjat 12-23 mV-tal pozitivabb membranpotencidlok irdnydba képes elmozditani
(Ishii és mtsai, 1999; Ludwig és mtsai, 1998; Moroni és mtsai, 2000; Accili és mtsai,
2002).

A szervezet kiilonb6zé  sejtjeiben mért, természetesen  el6forduld
hiperpolarizacié 4altal kivaltott iondramok (I,) és a HEK293 sejttenyészetekben
expresszalédott HCN izoformdk elektrofizioldgiai tulajdonsdgai némileg eltérnek
egymastol, ami valdszinlileg azzal magyardzhat6, hogy a szervezetben kifejez6do
ioncsatorndk nem, vagy nem csak homomerek formdjaban expresszdlédnak, hanem a
kiilonféle izoformdk heterotetramereket alkotnak. Ezt bizonyitjdk azok a molekularis
bioldgiai és elektrofizioldgiai vizsgélatok, amelyekben a HCN1-HCN2 izoformakbdl
all6 ioncsatorndk aktivacids kinetikdjat tanulmdanyoztdk, és azt taldltdk, hogy a
heteromer csatorndk kinetikdja a két izoforma 4ltal alkotott homomer csatorndk
paraméterei kozotti értékeket mutat (Chen és mtsai, 2001; Ulens és Tytgat, 2001; Xue
és mtsai, 2002; Proenza és mtsai, 2002). Ijjabb vizsgalatok szerint a HCN
ioncsatorndkhoz kiegészitd alegységek, un. f-alegységek kapcsolddnak, amelyek tovabb
modositjak a csatorndk kinetikdjat. llyen alegység a min-K-kapcsolt fehérje (MIRP1),
amely a HCNI, illetve HCN2 izoformdkkal egyiitt expresszdlédva noveli az Iy

nagysagat, és gyorsitja aktivacié kinetikdjat (Yu és mtsai, 2001).

2. 3. A hiperpolarizacié altal Kivaltott ionaram (I;) és a HCN ioncsatornak
fiziologiai szerepe

A hiperpolarizacié altal aktivalodé iondramot szamos dllatfaj kiilonféle
sejttipusaiban leirtdk, a sziv- és simaizomsejtektdl kezdve, a gerinctelen allatok
motoneuronjain, illetve az alacsonyabb rendli gerincesek fotoreceptorjain és
szimpatikus neuronjain keresztiil, az eml0sok kiilonboz6 agyrégidinak és gerincveldi
ddcainak sejtjeivel bezardéan (DiFrancesco, 1986, 1993; Siegenbeek, 1991; Kiehn és
Harris-Warrick, 1992; Bader és Bertrand, 1984; Tokimasa €s Akasu, 1990; Santoro €és
mtsai, 2000, Chaplan és mtsai, 2003; Tu és mtsai, 2004). Széleskort elterjedésének
megfeleléen, a HCN-csatorndk daltal generdlt I, fontos szerepet jatszik szdmos

meghatédrozo6 sejtélettani folyamat szabdlyozasdban.



2. 3. 1. A hiperpolarizaciéo altal aktivalédé iondram szerepe a nyugalmi
membranpotencial beallitasaban

Az idegsejtek nyugalmi membranpotencidlja elsOsorban sejttipustdl fiiggden
valtozatos értékeket mutat, de altaldban abban a fesziiltségtartomanyban van (-50 — -80
mV), amelyben a HCN-csatorndk is aktivalodnak. Ezen potencidlértékek mellett az
ioncsatorndk 10-15%-a aktiv, és az dltaluk indukalt hiperpolarizicié soran aktivalédo
ionaram kb. 30%-at teszi ki a nyugalmi potencidl teljes konduktancidjanak. A HCN-
csatornak m4s ioncsatorndkkal, elsésorban K*-csatornakkal egyiittmiikddve allitjak be a
membranpotencidl nyugalmi értékét, ellensilyozva azok konduktancigjat. Ha a
membréanpotencidl n6, vagyis hiperpolarizalédik a sejt, akkor az I aktivdloddsaval a
membréanpotencidl depolarizdlédva visszaesik a nyugalmi szintre, sOt azon tdl is 1€p és
utddepolarizaciét mutat. Ellenkezd esetben, ha a membranpotencidl csokken, vagyis
depolarizdlodik a sejt, akkor az I, deaktivdlédik, és a membranfesziiltség mds
ionaramok hatdsdra visszatér a nyugalmi értékre, és a depolarizalé hatds megsziinésekor
utéhiperpolarizécié is kialakul (7. dbra). A hiperpolarizaci6 altal kivéltott iondram tehat
stabilizdlja a neuronok nyugalmi potencidljat és depolarizdlé hatdsa révén,
megakaddlyozza az akcids potencidlt kovetd repolarizdcié sordn a K'-csatorndk
aktivitasabol, illetve az ionpumpdk miikodésébol szarmazé elektrogén hiperpolarizaciét

(Pape, 1996).
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7. abra. A hiperpolarizaci6 altal aktivalodé ionaram (I) szerepe a nyugalmi
membranpotencial stabilizalasaban. Hiperpolarizalé (piros) vagy depolarizalé (kék)
aramimpulzusok hatasara az I, aktivalédasaval (piros) vagy deaktivalédasaval (kék) a
membranpotencial a nyugalmi érték felé kozelit. A hiperpolarizalé aramimpulzus végén
utoédepolarizacié (piros), a depolarizalo impulzust kovetéen utohiperpolarizacio (kék)
alakul ki, jelezve az I, aktivaciojat, illetve deaktivaciojat az adott aramimpulzusok soran.
(Robinson és Siegelbaum, 2003)



2. 3. 2. Az I, részvétele a dendritikus integracio és a halézati oszcillacio
kialakitasaban

Erételjes HCN1 fehérjeexpressziét mutattak ki a hippocampus CAl, és az
agykéreg 5. rétegében 1év0 pyramissejtek dendritjeiben. A sejteken végzett patch-clamp
mérések azt bizonyitjdk, hogy a dendritekben expresszdlodo I, denzitdsa fokozatosan
novekszik a sejttesttdl vald tdvolsdg fiiggvényében (Magee, 1998; Stuart és Spruston,
1998). A dendritikus hiperpolarizdcié altal kivéltott iondram jelentdsége valdszinilileg
abban van, hogy a serkentd szinaptikus bemenetekre kialakul6 fesziiltségvélaszok,
vagyis a serkentd posztszinaptikus potencidlok (EPSP) térbeli kiilonbségeit kiegyenliti,
és a sejttesttdl disztdlisan €s proximélisan 1évé EPSP-k dinamikdjat normalizélja (Nicoll
és mtsai, 1993; Magee, 1999; Williams és Stuart, 2000). A disztdlis dendritekben
jelenlévd I, megvaltoztatja a membran lokalis fizikai paramétereit, noveli a nyugalmi
konduktanciat, csokkenti a membran ido- és térkonstansat, és ezaltal hat a
posztszinaptikus potencidlok dinamikdjara (Magee, 1999).

A hippocampus és az agykéreg neuronjaiban expresszaléd6 HCN-csatorndk a
passziv membranparaméterek szabdlyozdasdn kivill a membranpotencial-oszcillaciok
kialakitdsaban is részt vesznek. Szdmos agyteriilet mutat ideghdlézati oszcillaciét,
amelyek koziil a hippocampusban leirt, 5 Hz-es frekvencianal megjelend theta hulldm a
legismertebb. Ez az oszcillacié akkor alakul ki a hippocampus CA1 pyramissejtjeiben,
amikor a kisérleti dllat egy Uj kornyezetet fedez fel. Valdszinii, hogy a pyramissejtek
membréanpotencidl-oszcillicidinak hatterében az I 4ll, mert az iondram szelektiv
antagonistdjanak (ZD7288) alkalmazdsiaval a membranpotencidl oszcillacidja is
megszinik (Buzsaki, 2002; Ulrich, 2002). A pyramissejtek dendritjeiben expresszal6do
HCN ioncsatorndk tehdt a serkentd posztszinaptikus potencidlok dendro-szomatikus
integraciojdban jatszanak szerepet, ezenkiviill az ideghdalozati oszcillacid kialakitasaban

18 részt vesznek.

2. 3. 3. Az I, szerepe a neuronalis spontan aktivitasban

A HCN ioncsatorndk nemcsak a sziv ritmuskeltd aktivitasaban vesznek részt,
hanem a neurondlis automécidban is fontos szerepet jatszanak a kozponti idegrendszer
spontan aktivitdst mutaté idegsejtjeiben. Az ioncsatorndk altal kozvetitett I, kiillonféle
modon szerepelhet a spontdn aktivitds kialakitasdban és fenntartdsidban a kiilonbozo

neuronokban. A thalamocorticalis kapcsolé neuronokban, amelyek 0,5 — 4 Hz



frekvencidju akcids potencidl-sorozatbdl all6 ritmikus aktivitdst mutatnak, az I, primer
pacemaker funkciét tolt be. A thalamocorticalis relé neuronok tiizelési mintdzatit a T-
tipusu Ca”*-csatorndk és a HCN-csatornak egyiittesen alakitjdk ki. Az akcids potencialt
kovetd utdhiperpolarizacié sordn a HCN-csatorndk aktivdlédnak és lassi pacemaker
depolarizéciét generélnak, ami a T-tipusi Ca**-csatorndk aktivdléddsan keresztiil végiil
akcidspotencial-tiizelést valt ki. Az akcids potencidl alatt és azt kovetden a HCN-
csatorndk deaktivdlédnak, a Ca**-csatorndk pedig inaktivalédnak, igy a membran
repolarizalédik, majd az utdhiperpolarizacié hatdsara a HCN-csatorndk ujra aktiv
allapotba keriilnek, és a ciklus kezdddik elolrél (McCormick és Pape, 1990; Robinson
és Siegelbaum, 2003) (8. 4bra).

I

deaktivalodas

aktivalodas \ h
’h inaktivalodas
aktivalodas

\

400ms

8. abra. Az I, pacemaker miikodése a thalamocorticalis kapcsolo neuronokban. A
hiperpolarizacié altal aktivalodoé ionaram (I,) az akcids potencialt kovetoen aktivalodik, és
lassi depolarizaciét valt ki, amely T-tipusit Ca**-csatornak (I,) aktivalédasan keresztiil
djabb akcids potencial kialakulasahoz vezet. Az akcids potencial alatt az I, deaktivalédasa
és az I, inaktivalodasa egyiittesen repolarizaciot idéz el6. (Robinson és Siegelbaum, 2003)

A kisagyi Purkinje-sejtek magas frekvencidju (40-50 Hz) spontdn aktivitdst
mutatnak, amit K*-, Ca**- és Na*-dramok Osszetett kolcsonhatdsa idéz el (Raman és
Bean, 1999). Ezekben a sejtekben a hiperpolarizci6 4ltal aktivalddé iondram nem vesz
részt kozvetleniil a pacemaker aktivitisban, inkdbb csak segiti mds iondramok
ritmuskeltd  miikodését azzal, hogy a membranpotencidlt a megfeleld
fesziiltségértékeken tartja. Az I, specifikus antagonistdjaval (ZD7288) val6 blokkoldsa
sordn a Purkinje sejtek allapota bistabilla valik, és elhuz6d6 spontdn tiizelések és

csendes periddusok valtogatjak egymast (Williams €s mtsai, 2002).



Az entorhinalis kéreg 2-es rétegében 1€vo csillagsejtek ritmikus aktivitdsa
alacsony frekvencidji (2-4 Hz) membranpotencidl-oszcillaciok formdjdban nyilvanul
meg (Alonso és Llinas, 1989). Kimutattdk, hogy az I fontos tényezd az entorhinalis
kéreg csillagsejtjeinek oszcillaciéjdban, mert az iondram blokkoldsa gatolja a sejtek
oszcillaciéjat (Dickson és mtsai, 2000). A csillagsejtek membranpotencial-oszcillacidja
a hippocampus jelentds bemenetét adja, és valdszinli, hogy az asszocidcids kéreg feldl
jové informdcidk integraciéjdban €és szinkronizicidjadban jatszik kulcsszerepet

(Robinson és Siegelbaum, 2003).

2. 3. 4. Az I, és a szinaptikus jelatvitel kapcsolata

A hiperpolarizacié 4ltal kivaltott iondram (I) egyik legérdekesebb és legtobbet
vitatott szerepe az idegrendszerben a szinaptikus jeldtvitel szabdlyozdsdban betoltott
funkcigja. Elektrofiziolégiai mérésekkel szamos preszinaptikus termindlisban
kimutattdk az I, jelenlétét, példaul a madarak ganglion ciliare neuronjain, az eml6sdk
kisagyi kosarsejtjein, és a rdkok neuromuszkuldris szinapszisainak axontermindlisain
(Fletcher és Chiappinelli, 1992; Southan és mtsai, 2000; Beaumont és Zucker, 2000).

Az 1 szinaptikus jeldtvitelt moduladlo hatdsdra a legérdekesebb bizonyiték, a
rakok neuromuszkularis szinapszisdban szerotonin hatdsara kialakulé szinaptikus
transzmisszi6 cAMP-fiiggd, hosszan tart faciliticiéja (LTF) (Beaumont és Zucker,
2000). Elektrofizioldgiai vizsgélatokkal kimutattdk, hogy az I, blokkoldsa organikus
(ZD7288) vagy inorganikus (Cs®) anyagokkal gitolta a szinaptikus facilitdcié
kialakulasat. Az a mechanizmus, ami 0sszek6ti a HCN ioncsatorndk aktivitasat és a
szinaptikus transzmisszié felerdsodését még nem ismert, az elsd kezdeti kutatdsok azt
mutatjdk, hogy a hosszi tavd faciliticié aktin depolimerizicié hatdsidra megsziinik.
Felmeriilhet annak a lehet6sége, hogy a HCN-csatorndk kozvetleniil, a citoszkeletalis
rendszeren keresztiil kapcsolodhatnak a neurotranszmitter-felszabadulds folyamatdhoz,
példdaul 1dgy, hogy az aktin stabilizdlja az ioncsatorndk elhelyezkedését a
szinapszisokban, vagy biztositja a HCN-csatorndk és a szekretoros fehérjék kozti

kapcsolatokat (Beaumont és Zucker, 2000; Beaumont és mtsai, 2002).



2. 4. A HCN ioncsatornak expresszioja a gerincveléi dicsejtekben és szerepe a
fajdalom transzmisszi6jaban

A HCN ioncsatorndk sziv-érrendszeri és idegrendszeri expresszidjanak, illetve
miikodésének feltérképezése utdn, az elmult évtizedben egyre inkabb a figyelem
kozéppontjaba keriilt ezen ioncsatorndk szerepe az idegrendszer szomatoszenzoros
mukodéseiben. ElsOként Mayer és Westbrook (1983) irta le a hiperpolarizaci6 altal
aktivdléd6 iondram (I) jelenlétét az egér embrid gerincveldi ducainak sejtjeiben.
Késobb, a HCN gének klonozésat kovetden a HCN izoformdk mindegyikét kimutattdk
az elsddleges érzOneuronokban, mRNS és fehérje szinten egyarant (Moosmang €s mtsai,
2001; Chaplan és mtsai, 2003, Yu és mtsai, 2004; Doan €s mtsai, 2004).

A négy HCN izoforma kiilonbozé mértékben és eloszlasban expresszalodik a
kiilonféle méretli gerincveldi ducsejtekben. Patkdny gerincvel6i ducdnak primer
szenzoros neuronjaiban a HCN1 fehérje szintetizalodik a legnagyobb mennyiségben,
elsésorban a nagyméretii dicsejtekben, de kismértékben a kis atmérdjii dicsejtekben is
kifejez6dik. A HCN2 izoforma kisebb mennyiségben, a dicsejtek mintegy felében
expresszalodik. A HCN3 fehérje expresszid joval alacsonyabb az el6z0 két izoformédhoz
képest, a HCN4 izoforma pedig szinte alig detektalhaté a gerincveldi ducsejtekben. A
HCN fehérjék a primer afferensek sejttestjében elsdédlegesen membranlokalizaciot
mutatnak (Chaplan és mtsai, 2003). A primer afferens neuronokban leirt HCN
izoformdk eloszldsi mintdzata szinte teljesen egybeesik a kiilonb6z6 méretl
ducsejtekben mért I, biofizikai jellemzdivel (Scroggs €s mtsai, 1994).

Jollehet a HCN ioncsatorndk expresszidja a gerincveldi duicsejtek sejttestjeiben
viszonylag jol ismert, nem tudjuk, hogy az ioncsatorna-fehérjék transzportalédnak-e a
sejttestbdl a periférids €és centrdlis axontermindlisokba, amelyek a bdrben és a
gerincveld hétsé szarvaban végzddnek. Bar myelinizalt és myelinizélatlan szenzoros
rostokban is leirtdk a hiperpolarizdcié daltal aktivalodé iondramot (I), a HCN-
csatorndkat eziddig még nem sikeriilt kimutatni sem magukban a szenzoros axonokban,
sem azok periférids vagy centrélis végzodéseiben (Baker és mtsai, 1987). Kutatdsaink
kezdetén a HCN ioncsatorndk gerincvel0i expresszidjardl, illetve a nociceptiv

ingeriiletek gerincveldi attevodésében betoltott szerepérdl semmit sem tudtunk.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Kisérleti allatok és a szovetmetszetek el6készitése

A fény- és elektronmikroszképos immunhisztokémiai, illetve molekularis
bioldgiai vizsgélatainkat Osszesen 42 felndtt (250-300g), illetve 9 haromhetes, him
patkdnyon (Wistar-Kyoto, Godolld) és 3, a glutaminsav-dekarboxilaz (GAD65) gént
zolden fluoreszkdlé fehérjét kodold (eGFP) génnel tarsitott, un. GAD65-eGFP-s
transzgenikus, felnott egéren végeztiik (De Marchis és mtsai, 2004). A GAD65-eGFP-s
egerekben a GADG65 enzim génjének promoter régidjahoz kapcsoltdk az eGFP
markerfehérje génjét (De Marchis €s mtsai, 2004). A kisérlethez a GADG65 3e/gfp5.5#35
vonalbdl szarmazé transzgenikus egereket hasznaltuk, amelyekben a GAD65 gén 6.5 —
kbp szakasza irdnyitja az eGFP expresszidjat, és igy a fluoreszkal6 fehérje kifejezodik a
GABAerg neuronokban a kozponti idegrendszer szdmos teriiletén, tobbek kozott a
gerincveldben is (Hughes és mtsai, 2005). Elektrofizioldgiai vizsgdlatainkhoz 3 hetes
fiatal patkanyokat hasznéltunk.

Az alébbi kisérleti allatcsoportokkal dolgoztunk:

1. Fénymikroszkopos feldolgozasra szant kezeletlen (3 allat) és operalt (dorzalis
rhizotomids) patkanyok (3 4llat), amelyeken DAB alapi immunperoxiddz reakciot
végeztiink.

2. Elektronmikroszképos feldolgozashoz haszndlt intakt 4allatok, amelyeken
preembedding nanogold immunhisztokémiai reakciot végeztiink (3 dllat).

3. Konfokdlis mikroszkdpos feldolgozasra szant kezeletlen allatok, amelyeken
fluoreszcens kettds és harmas jeloléses immunhisztokémiai reakciot végeztiink (9
patkany és 3 GAD65-eGFP-egér).

4. Elektrofizioldgiai mérésekhez haszndlt 3 hetes patkdnyok (9 allat).

5. Teljes Freund-adjuvans (CFA) injekcidval kivéltott gyulladdsos reakcidhoz
tarsulé fédjdalomadllapot vizsgdlatdhoz haszndlt 4llatok (9 patkdny), amelyeket 3
csoportba osztottunk: CFA-val (3 dllat), fiziol6gids sooldattal injektalt (3 4allat) és
kontroll csoport (3 éllat).

6. Western blot elemzéshez hasznalt allatok (15 patkany).

Az 1. 2. 3. és 5. csoportba tartozé allatokat natrium-pentobarbitéllal (50 mg/kg,
i.p.) torténé mély altatdsban transzkardidlisan perfundaltuk, elészor Tyrode-oldattal,

majd (a) 4% paraformaldehidet vagy (b) 4% paraformaldehidet, 0,05% glutdraldehidet



és 0,2% pikrinsavat tartalmaz6 fixaldval. A fixdlast kovetden eltavolitottuk a gerincveld
lumbalis szakaszat (L3-L5) és a 3. csoportbdl hdrom allatnal a lumbdlis gerincveldi
ddcokat is. A lumbdlis gerincveld szegmentumokat és gerincvel6i dicokat egy éjszakéra
a megfeleld fixdloban utéfixdltuk, majd krioprotekcid céljabol 10%-os €s 20%-o0s
szacharézoldatba helyeztiik, amig le nem siillyedtek. A fixdlokat és a szachardzt is
0,1M-os foszfatpufferben (pH=7,4) oldottuk fel. A reagensek jobb penetricidja céljabol
a kivett gerincveld-szegmentumokat és gerincvel0i ganglionokat folyékony nitrogénben
feltartuk, majd Vibratommal 50-60 um-es uiszé metszeteket készitettiink, amelyeket
0,1M-os foszfatpufferben alaposan dtmostunk.

Harom patkanyon két héttel a transzkardialis perfiziét megel6zden dorzilis
rhizotomidt végeztiink. Ezen mitéti beavatkozds sordn mély altatdsban (ndtrium-
pentobarbitdl, 50 mg/kg, i.p.) laminectomia segitségével feltartuk a gerincveld lumbalis
szakaszdat, és unilaterdlisan atvagtuk az L2-S1 gerincvel6i hatsé gyokereket. Ezt
kovetden bezartuk a miitéti sebet, és két hét tulélés utan a fent leirtak alapjan
perfundéltuk az allatokat, illetve usz6 metszeteket készitettiink az 14-es gerincveldi
szegmentumbol.

A teljes Freund-adjuvanssal (CFA) kivaltott gyulladdsos fdjdalommodellben
felhasznalt 9 felndtt, him patkanyt harmasdval 3 csoportba osztottuk. Az egyik
csoportnak fizioldgids séoldattal 1:1 ardnyban higitott teljes Freund-adjuvanst (CFA,
Sigma, St. Louis, MO, USA, 100 ul, CFA-val kivéltott gyulladdst mutat6 allatok), a
masik csoportnak fizioldgids sdoldatot (100 pl, fiziol6gids séoldattal injektélt allatok)
injektaltunk unilaterdlisan, a jobb hatsé talp bore ald. A harmadik csoport, amelyiken
semmilyen beavatkozdst nem végeztiink, maradt a kontroll csoport. Az injektalast
megeldzden és kovetden 3-3 napig, naponta mértiik az dllatok talpdnak fokozatosan
novekvo intenzitdsd, mechanikai ingerre adott reakciokészségét. Detektaltuk a krénikus
gyulladds hatdsdra kialakul6 ingerkiiszob-csokkenést (részletesebb leirdsidt 14sd a
kovetkez6 alfejezetben), majd az ingerkiiszob-csokkenés maximumanak elérését
kovetden, az injektdlast kovetd negyedik napon az allatokat perfundaltuk a fent leirtak
szerint. A kivett gerincvelo-szegmentumokbdl  (L3-L5) 60 pm-es 1szé
sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket a fentiekhez hasonléan készitettiink eld az

inkubalasra.



3. 2. Magatartasvizsgalat a mechanikai allodynia kimutatasara

Az egyik leggyakrabban alkalmazott gyulladdsos fdjdalommodellt, a Freund-
adjuvans 4ltal kivaltott gyulladdsos fajdalommodellt valasztottuk a HCN2 ioncsatorna
expresszidjanak gyulladasos fajdaloméllapotban valé vizsgédlatara. Gyulladdsos
fgjdalom sordn a gyulladds helye és a vele kozvetlen szomszédos teriiletek
hiperszenzitivitast és allodynidt mutatnak, ami olyan magatartési tiinetekben nyilvanul
meg, mint az alacsony intenzitdsi mechanikai ingerre mutatott fajdalmi reakcid
(mechanikai allodynia), vagy a fajdalmat kivalté ingerekre fellépd tilzott, hosszan tartd
fajdalom (hyperalgesia) (Woolf és Salter, 2000).

A Freund-modellben vizsgdlt 4llatok talpdnak mechanikai ingerre adott
reakciokészségét a gyullasztds eldtt és utdn 3-3 napig, naponta mértiik egy ,,Dynamic
Plantar Aesthesiometer” segitségével (Ugo Basile, Comerio, Olaszorszdg) (9. dbra). A
patkanyokat egyesével a racsozott aljzatd méréhelyre tettiik, majd az allatok hétsé talpat
alulrdl, egy tompa, fémbdl késziilt filamentum (nyomdszdl) segitségével mechanikusan
stimuléltuk, fokozatosan novekvé nyomoderdvel (0-50 g). A mérések sordn azt a
nyomoderdt detektaltuk, amelynél az allat visszahuizta a hatsé talpat a filamentumrol.
Vizsgalataink alkalmaval a patkdnyok mindkét hétsé labanak talpvisszahuzasi
kiiszobértékét regisztriltuk, a gyullasztds eldtt és azt kovetden. Kiszamitottuk az adatok

atlagértékeit és standard kozéphibajat (SEM).

9. abra. A gyulladasos fajdalommodellben szereplé allatok mechanikai ingerre adott
labvisszahuzasi kiiszobértékeit a képen lathaté Dynamic Plantar Aesthesiometerrel
mértiik. A patkanyokat racsos aljzatii mérorekeszekbe helyeztiikk és hatso talpaikat a
mozgathaté stimulator tetején lévé fém nyomdészal segitségével, novekvé nyoméerével
ingereltiik. A méréeszkoz azokat a nyomoéerdket regisztralta, amelyeknél az allatok
visszahiztak talpukat a nyomészalrél. A magatartasi vizsgalatok soran azokat az
eredményeket tekintettiik pozitivnak, amikor az ingerlés soran a patkanyok akaratlagosan
huaztak vissza a talpukat a stimulalé fémszalrél.



3. 3. Immunperoxidaz hisztokémiai vizsgalatok

A HCN2 ioncsatorndk gerincveldi expresszidjdnak kimutatdsdra indirekt, DAB
alapd immunperoxiddz médszert hasznaltunk. A 3. 1. alfejezetben az elsé csoportban
felsorolt kezeletlen és operdlt dllatok lumbdlis gerincveldibdl szdrmazd 1szo
metszeteket el0szor 20%-os normal kecske szérumban (NGS, Vector Labs., 0,01 M-os
TPBS-ben oldva) 50 percig blokkoltuk, majd 1% NGS-t tartalmaz6 0,01 M-os TPBS
oldatban (pH=7,4) valé atmosds utdn kovetkezett az antitestekkel torténd inkubdlds. Az
antitesteket 1% NGS-t tartalmaz6 0,01 M-os TPBS oldatban higitottuk. A metszeteket
eldszor HCN2 ellen, nyidlban termeltetett primer antitesttel (1:400, Alomone
Laboratories, Jeruzsdlem, Izrael) inkubdltuk 2 napig 4 °C-on, majd alapos mosast
kovetden (0,01 M TPBS 1% NGS) a metszeteket biotinilalt, kecskében termelt, nyul
elleni (b-GAR) IgG-vel (1:200, Vector Labs., Burlingame, CA, USA) kezeltiik (5-6 6ra
szobahdmérsékleten). Tobbszori mosds (1% NGS TPBS-ben) utdn avidin-biotinildlt
tormaperoxiddz komplex-szel (ABC, 1:100, Vector Labs.) inkubdltuk a metszeteket egy
éjszakan keresztiil 4 °C-on, és végiil az immunreakciét diaminobenzidin (DAB, Sigma,
St. Louis, MO, USA) kromogén reakcidval tettiik lathatova. A metszeteket zselatinozott
targylemezre szedtiik fel, majd felszall6 alkoholsorban viztelenitettiik, és Permount
fed6anyaggal lefedtiik.

Bar az éltalunk hasznélt primer antitest (anti-HCN2, Alomone Labs.) specifitdsat
kordbban mar immunoblot médszerrel igazoltdk (Idelson, 2001; Brass és Pharm, 2002),
mi is teszteltik a HCN2 antitest specifitdsit sajat metszeteinken, az antitest HCN2
peptiddel (Alomone Labs.) torténd kimeritésével. A metszetek inkubdlasiat megel6zéen
a HCN2 antitest-peptid 1:1 ardnyu (1-1 pg, 1,6 pg/ml koncentracidjui) keverékét 4 °C-on
16-18 oraig éallni hagytuk, hogy 0Osszekapcsolddjanak, majd lecentrifugéltuk. A
metszetekre az immunhisztokémiai eljards sordn a HCN2 peptiddel eldinkubalt HCN2
antitestet tettiikk primer antiszérumként, ami nem tudott kotddni a szoveti HCN2
fehérjékhez, ezért ezek a metszetek nem mutattak specifikus immunfestodést.

Az immunhisztokémiai protokoll sordn haszndlt szekunder antitest
metszeteken a primer antitestet normdl nyul szérummal (NRS, 1:100) helyettesitettiik.

Ezeken a metszeteken nem tudtunk megfigyelni specifikus immunperoxiddz reakciot.



3. 4. Preembedding nanogold immunhisztokémiai vizsgalatok

A HCN2-immunreaktiv axonvégzddések ultrastrukturdjdnak és a HCN2 fehérje
szubcellularis eloszldsdnak tanulmdanyozasara elektronmikroszképos vizsgélatokat
végeztiink a 3.1. alfejezetben részletezett 2-es allatcsoporton. A 4% paraformaldehidet,
0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmazé fixdloval perfundalt patkanyok
lumbalis gerincvel§jébdl szarmazé 60 pum-es Usz6 metszeteket el6szor 0,1 M-os
foszfatpufferrel (PB) atmostuk, majd 1%-os natrium-borohidrid (NaBH4, Sigma)
oldattal kezeltik 30 percig. Ezutdn a metszeteket nyulban termelt anti-HCN2-vel
(1:400, Alomone Labs.) inkubaltuk 2 napig 4 °C-on, majd 1 nm-es aranyszemcséhez
kotott, kecskében termelt anti-nydl IgG-t (GAR-Au, 1:100, Aurion, Wageningen,
Hollandia) kapcsoltunk a primer antitesthez (6 6ra szobahdn). Ismételt mosast (0,01 M
TBS, pH 7,4) kovetéen a metszeteket 2,5%-os glutaraldehiddel 10 percig utéfixaltuk,
majd ismét 0,01 M TBS-ben és 0,1 M PB-ben atmostuk. A szekunder antitesthez
konjugdlt aranyszemcséket eziist intenzifikald reagenssel torténd kezeléssel (Aurion R-
GENT, Aurion) tettiik lathatova. Ezt kovetden a metszeteket 1%-0s ozmium-tetroxiddal
(OsO4, TAAB, Aldermaston, Berks, Anglia) 45 percig kezeltik, majd felszalld
alkoholsorban és propilén-oxidban viztelenitettiik, Durcupan ACM (Fluka, Buchs,
Svijc) miigyantaba dgyaztuk, majd targylemezre helyeztiik, és a miigyantdval lefedtiik.
A legszebb jelolést mutaté metszetekbdl kivagtuk a hétsé szarvat, amelyet miianyag
kapszuldban tjra bedgyaztunk Durcupan ACM migyantdba. A miigyanta
polimerizdciéja utdn az Gjradgyazott metszetekbdl ultravékony (60 nm)
sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket Formvar-hértyaval fedett, nikkel ,,slot” grid-
ekre szedtiink fel és uranil-acetdttal (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,

USA), illetve dlom-nitrattal (Reanal, Budapest) kontrasztoztunk meg.

3. 5. Immunfluoreszcens hisztokémiai vizsgalatok

Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a HCN2 ioncsatorndk milyen tipusu
nociceptiv primer afferensekben és intrinsic gerincveldi axonokban expresszalodnak,
illetve, hogy ezek az axonok milyen posztszinaptikus kapcsolatokat alakitanak ki a
gerincveld feliiletes hatsé szarvaban, a lumbadlis gerincveldbdl €s a gerincveldi dicokbdl
szarmazd metszeteken fluoreszcens, kettds és hdarmas jeloléses immunhisztokémiai
vizsgalatokat végeztiink. A kiilonb6z0 eredetli axonok azonositisdra a kovetkezd

markereket hasznaltuk:



(1) nociceptiv primer afferensekre jellemz6 markerek: kalcitonin génhez rendelt
peptid (CGRP), izolektin-B4 (IB4) kotés és P-anyag (SP)

(2) gerincveldi intrinsic serkentd neurondlis markerek: vezikuldris glutamét
transzporter 1, 2 és 3 (VGIuT1, 2, 3).

A HCN2-pozitiv axonok posztszinaptikus célsejtjeinek vizsgdlatdhoz az aldbbi
markereket haszndltuk:

(1) serkentd interneuronok markerei: neurokininl-receptor (NK1-R), calbindin
D28k (CaB), up-opioid-receptor (MOR) és az AMPA-tipusi glutamatreceptor 2-es
alegysége (GluR2)

(2) gatld interneuronok markere: glutaminsav-dekarboxildz 65-0s izoformdja
(GAD65) (GAD65-eGFP transzgenikus egerek).

A lumbdlis gerincveldbdl és gerincveldi dicokbdl szarmazd, 50 um-es Gsz6
metszeteket 20%-os normdl kecske szérummal (NGS, Vector Labs.) vagy normal 16
szérummal (NHS, Vector Labs.) 50 percig blokkoltuk, majd 1% NGS-t, vagy 1% NHS-t
tartalmazé 0,01 M-os TPBS oldattal atmostuk. Ezt kovetden a metszeteket primer
antitestek  keverékével inkubdltuk 2 napig 4 °C-on. A kettds jeloléses
immunfluoreszcens vizsgdlatokndl a nyudlban termelt anti-HCN2 (1:200, Alomone
Labs.) mellett a kovetkez0 primer antitesteket hasznéltuk: egérben termelt anti-SP
(1:1000, Immundiagnostik AG, Bensheim, Németorszag), tengerimalacban termelt anti-
VGIuT1, 2 és 3 (1:5000, 1:2500, 1:5000; Chemicon, Hofheim, Németorszag),
kecskében termelt anti-CaB (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
egérben termelt anti-GluR2 (1:1000, Chemicon), tengerimalacban termelt anti-MOR
(1:4000, Chemicon) és egérben termelt anti-GFP (1:2000, Molecular Probes). Ezutdn a
kovetkez0 fluoreszcens festékkel konjugdlt szekunder antiszérumok megfeleld
keverékével inkubdltuk a metszeteket 5-6 6rdig szobahdmérsékleten: Alexa Fluor 555-
tel konjugdlt, kecskében termelt anti-nydl IgG (GAR-Alexa Fluor 555, 1:1000,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA), Alexa Fluor 488-cal konjugilt, kecskében
termelt anti-egér IgG, vagy anti-tengerimalac IgG (GAM- vagy GAGp-Alexa Fluor 488,
1:1000, Molecular Probes), Cy5-tel konjugdlt, szamarban termelt anti-kecske IgG
(DAG-Cys5, 1:100, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA), Alexa Fluor 488-
cal konjugalt, szamarban termelt anti-nyul IgG (DAR-Alexa Fluor 488, 1:1000,
Molecular Probes). Az antitesteket 1% NGS-t, vagy 1% NHS-t tartalmazé 0,01 M-os
TPBS oldattal higitottuk.



A hdrmas jeloléses immunfluoreszcens vizsgdlatok sordn az aldbbi primer
antiszérumok keverékével inkubdltuk a metszeteket: (a) nydlban termelt anti-HCN2
(1:200, Alomone Labs.), tengerimalacban termelt anti-CGRP (1:1000, Bachem AG) és
biotinilalt IB4 (1:200, Sigma), illetve (b) nyidlban termelt anti-HCN2 (1:200, Alomone
Labs.), egérben termelt anti-SP (1:1000, Immundiagnostik AG) és tengerimalacban
termelt anti-NKI1-R (1:2000, Affinity Research Products, Exeter, UK). Keverék
formdjdban, a primer antiszérumoknak megfelelden alkalmaztuk a fluoreszcens
festékkel konjugdlt szekunder antitesteket és jeloléanyagot. A kovetkezd szekunder
antiszérumokkal és jeloldanyaggal dolgoztunk: (a) Alexa Fluor 633-mal konjugalt,
kecskében termelt anti-nyil IgG (GAR-Alexa Fluor 633, 1:1000, Molecular Probes),
Alexa Fluor 488-cal konjugdlt, kecskében termelt anti-tengerimalac 1gG (GAGp-Alexa
Fluor 488, 1:1000, Molecular Probs.) és Alexa Fluor 546-tal konjugélt streptavidin
(1:2000, Molecular Probes), illetve (b) Alexa Fluor 555-tel konjugalt, kecskében termelt
anti-nydl IgG (GAR-Alexa Fluor 555, 1:1000, Molecular Probes), biotinildlt, 16ban
termelt anti-egér IgG (b-HAM, 1:200, Vector Labs.) és Alexa Fluor 488-cal konjugalt,
kecskében termelt anti-tengerimalac IgG (GAGp-Alexa Fluor 488, 1:1000, Molecular
Probes). A biotinildlt szekunder antitesttel megjelolt antigén vizualizdldsahoz Alexa
Fluor 647-tel konjugdlt streptavidinnel (1:2000, Molecular Probes) inkubdltuk a
metszeteket 2-3 oOrdig szobahOmérsékleten. Az antitestek elegyét 1% NGS-sel
kiegészitett 0,01 M-os TPBS oldattal higitottuk. Az inkubdldsok utidn a metszeteket
targylemezre szedtiik fel és Vectashield feddanyaggal (Vector Labs.) fedtiik le.

Az immunfluoreszcens metszeteket Olympus Fluoview FV1000 konfokélis
lézer scanning mikroszkoppal vizsgdltuk. A HCN2 immunreaktivitds preszinaptikus
markerekkel valé kolokalizaci6janak kvantitativ vizsgdlatdhoz a konfokdlis szoftver
(Olympus Fluoview FV1000) Neurolucida programjiat (MicroBrightfield Inc.,
Colchester, VT, USA) hasznaltuk. Az elemzést harom allatb6l szarmazé, allatonként
harom, az L4-es gerincveldi szegmentumbdl vald €s erdteljes immunfestddést mutatd
konfokélis metszet 1 um vastag optikai szeletén végeztiik. Minden optikai szeleten
véletlenszertien kivalasztottunk 100, az egyik markerre immunfestett axontermindlist a
hatsé szarv I-Ilo lamindjdban, és megvizsgaltuk, hogy immunreaktiv-e a madsik
markerre. A kvantitativ elemzés tehit osszesen 900 axonvégzddés vizsgélatan alapult

minden markerpar esetén.



A HCN2 és a P-anyag (SP) immunreaktivitdsanak nagymértékii kolokalizacidja
felvetette a primer antitestek keresztreakcidjanak kérdését, ezért néhdny metszeten ugy
teszteltiilk az antitestek immunreaktivitdsat, hogy a HCN2 és SP antitesteket el6zdleg
HCN2 peptiddel (Alomone Labs.) és P-anyaggal (Immundiagnostik AG) kimeritettiik.
Az eldkezelés soran HCN2 peptiddel vagy P-anyaggal inkubdltuk a primer antitesteket
(1 pg peptid /1pg antitest) 4°C-on 16-18 6rédig, majd lecentrifugdltuk a keveréket. Az
inkubélds soran a peptidekkel kezelt antitesteket haszndltuk primer antitestként,
amelyekhez a megfeleld biotinildlt szekunder antitestet kapcsoltuk (b-GAR vagy b-
HAM, 1:200, Vector Labs.). Az inkubalast ABC-reakcioval (1:100, Vector Labs.)
fejeztik be, és az immunperoxiddz reakciot DAB (Sigma) kromogén reakcid
segitségével tettiik lathatovd. A HCN2-re jellemz6 immunfestddés a gerincveld hatsé
szarvanak feliiletes lamindiban jelent meg (10. dbra a). A HCN2 peptid preadszorpcidja
sajat antitestjéhez a specifikus immunfestddés elmaraddsat eredményezte (10. dbra b).
Ezzel szemben nem valtozott meg a HCN2-re jellemz6 immunjeldlés a hatsé szarvban,
amikor az anti-HCN2-t P-anyaggal kezeltiik az inkubalas eldtt (10. abra c). A P-anyag
nagyon hasonlé immunfestédést mutatott a HCN2 immunjel6léshez a gerincveld hétso
szarvaban (10. dbra d). Az anti-SP sajat peptidjével valé kimeritése soran a specifikus
immunjel6lés teljesen eltlint a hatsé szarvbél (10. dbra e), mig a HCN2 peptiddel
torténo eldkezelés utdn az SP immunfestddése valtozatlan formdban jelent meg a hétso

szarv feliiletes laminaiban (10. abra f).
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10. abra. A HCN2 és a SP antitest keresztreakciojanak tesztelése kimeritéses kontroll
vizsgalatokkal. Az a és d mikrofotokon a HCN2 és SP immunfestédés lathaté a gerincvelo
feliiletes hatsé szarvaban. A b és e felvételek az antitesteknek megfelelé peptiddel torténé
kimerités utdn mutatjak a gerincvelé hatsé szarvat, ahol teljesen eltiint a specifikus
immunjelolés. A ¢ és f mikrofotokon az antitestek nem sajat peptiddel torténd, tvn.
keresztkimeritése utan lathaté, hogy a HCN2-re és SP-re jellemzo immunfestodés szinte
valtozatlanul megmaradt a gerincvel6i hatsé szarv I-ITo laminajaban. Lépték: 100 pm.



3. 6. Elektrofiziologiai vizsgalatok

Annak érdekében, hogy a HCN2 ioncsatorndk szerepét vizsgidljuk a HCN2-
immunreaktiv primer afferens termindlisok és a gerincveldi érzé neuronok kozotti
szinaptikus jelatvitelben, hiaromhetes patkdnyokon (Wistar-Kyoto) elektrofizioldgiai
vizsgdlatokat végeztiink. Izoflurdnnal tortén6 mély altatds soran dekapitdltuk az
allatokat, majd eltavolitottuk a lumbdlis gerincvelét és 95% Os-t és 5% COs-t
tartalmaz6 gazeleggyel oxigenizalt, mesterséges cerebrospinalis folyadékba (pH 7,4)
helyeztiik, ami 130 mM NaCl-t, 24 mM NaHCOs-t, 3,5 mM KClI-t, 1,25 mM NaH,PO,-
t, 1 mM CaCly-t, 3 mM MgSOs-t és 10 mM gliikk6zt tartalmazott. A gerincveld
burkainak eltdvolitdsa utdn, a hats6 gyokereket is magédban foglalé gerincveldi
blokkokat (7-9 mm hosszti) agarba dgyaztuk, és 400-600 pm-es szeleteket készitettiink
beldlik Vibratommal. A héats6 gyokereket tartalmazé tiléld  gerincveld
szeletprepardtumokat mesterséges cerebrospinalis folyadékban inkubdltuk a mérések
eldtt 1 6raig szobahdmérsékleten.

Az elektrofiziol6giai mérések sordn a gerincveld szeleteket oxigenizalt,
mesterséges agygerincveldi folyadékkal folyamatosan 4ataramoltatott mérdkadban
tartottuk. A gerincveld I-1I. lamindjaban elhelyezkedd neuronokat, 40x-es vizimmerzids
lencsével, interferencia kontrasztsziirovel és infravorés kamerarendszerrel (Hamamatsu,
Japén) felszerelt Zeiss Axioskop FS mikroszképpal (Zeiss, Németorszag) azonositottuk.
A gerincvel6 héts6 gyokerére stimuldlé elektrédot helyeztiink €s az ingerlés hatdséara az
I-1I. lamina egyedi neuronjain kivéltott posztszinaptikus vélaszokat teljes sejt patch-
clamp regisztraldssal, current-clamp modban mértiik. A mérésekhez 4-6 MQ ellenallasu
patch-pipettit és Axoclamp ID erdsitét (Axon Instruments, Union City, CA, USA)
hasznaltunk. A mikroelektrédban 1év6 oldat 124 mM K-glukonatot, 14 mM NaCl-t, 1
mM Mg-ATP-t, 0,3 mM Na-GTP-t és 10 mM HEPES-t tartalmazott. A regisztrdldsokat
szobahOmérsékleten végeztiik.

A hatsé gyokereket 0,2 Hz-en, 0,5-2,0 mA erésségi 0,1 ms-ig tartd
aramimpulzusokkal stimuléltuk, BioSTIM biol6giai stimuldtor (Supertech, Pécs)
segitségével. A stimuldlt rostok vezetési sebességét az intracelluldris vélaszok
latencidjabol és a hatsé gyokér hosszabol szdmoltuk ki. A mérések soran azon hatsé
szarvi neuronok spontidn és stimuldcidéval kivéltott serkentd posztszinaptikus
potencidljait (EPSP), valamint akciés potencidljait regisztraltuk, amelyek

monoszinaptikus bemeneteket kaptak a C és/vagy Ad primer afferensektdl (vezetési



sebesség: 0,3-0,8 m/s és 3,8-15,0 m/s, Kawasaki és mtsai., 2003). A szinaptikus
jelatvitel hibaszdzalékat tiz egymadst kovetd hatsé gyokér stimuldciéra szamoltuk ki, és
azon stimuldciok szdmdban adtuk meg, amelyek nem véltottak ki EPSP-t a
posztszinaptikus neuronon. Miutdn kontroll koriilmények kozott regisztraltuk a serkentd
posztszinaptikus potencidlokat, a HCN ioncsatorna miikodésének hatdasat vizsgélva,
blokkoléjanak, 10 uM ZD7288, alkalmazdsa mellett (10 perc) mértiik az I-1I-es lamina
sejtjeinek posztszinaptikus vélaszait (Harris és Constanti, 1995; Pal és mitsai, 2003).
Végiil folyamatos regisztralds mellett kimostuk a ZD7288-at a fiirdéfolyadékbal.

Az adatokat digitalizaltuk (Digidata 1320, Axon Instruments), és IBM
szamitégépen rogzitettiik. A mérések adatait Pclamp (Axon Instruments), Origin
(Microcal Software, Northhampton, MA, USA) és Whole Cell Program and
Electrophysiology Data Recorder (Dr J. Dempster, Strathclyde Egyetem, UK)
szoftverek segitségével elemeztilk. A szinaptikus jelatvitel hibaszdzalékai kozott, a
mérés kezdetén, illetve a ZD7288 alkalmazasanak kezdeti, késoi fazisaban és kimosasa
sordin megfigyelt kiilonbségeket kétmintds pdarositott t-probaval értékeltiik ki

statisztikailag, és a p<0,01 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.

3. 7. Immunhisztokémiai vizsgialatok a Freund-adjuvanssal indukalt gyulladasos
fajdalommodellben

A gyulladdsos modellkisérletbe bevont allatokat (9 patkdny) a kordbban emlitett
harom csoportba osztottuk: (1.) Freund-adjuvans injekcié az egyik oldali talpba, (2.)
fiziol6gids séoldat injekci6é az egyik oldali talpba és (3.) kontroll dllatok. Az elsd két
csoport jobb hatsé talpaba a 3. 1. alpontban leirt médon higitott CFA-t vagy fizioldgids
s6oldatot injektdltunk. Az injektdlast megelézéen és kovetden mindharom
allatcsoporton magatartdsi vizsgélatokat végeztiink, a 3. 2. alfejezetben leirtak szerint,
majd transzkardialisan perfundéltuk az allatokat.

A lumbdlis gerincveld szegmentumokbdl (LL3-L5) késziilt sorozatmetszeteket
négy csoportba osztottuk ugy, hogy minden negyedik keriiljobn egy csoportba, és a
kiillonbozd  csoportban  1évd, egyébként szomszédos metszeteket kiilonféle
immunhisztokémiai protokolok szerint inkubaltuk:
1. HCN2 immunfestés DAB alapi immunperoxiddz médszerrel,

2. c-Fos fehérje immunjelolés immunperoxiddz modszer segitségével,

3. HCN2 és SP immunfestés kettds jeloléses, immunfluoreszcens eljardssal, és



4. késObbi inkubdldsra eltett tartalék metszetek.

A HCN2 ioncsatorndk expresszidjat, illetve a kronikus gyulladds hatdsara
bekovetkezd esetleges véltozdsat a gerincvel® héts6é szarvdban, a 3. 3. alfejezetben
ismertetett immunperoxiddz moddszerrel vizsgaltuk az 1. csoport metszetein. Az
inkubdlds az el6zdleg leirtak alapjan zajlott, el0szor anti-HCN2-vel (1:10000, Alomone
Labs.), majd biotinildlt GAR-IgG-vel (1:200, Vector Labs.) és végiil ABC-vel (1:100,
Vector Labs.) inkubdltuk a metszeteket. Az immunjelolést DAB kromogén reakcidval
tettiik lathatova.

Az 14-es szegmentum metszeteirdl, Spot kamerdval felszerelt Nikon Eclipse
mikroszképpal fénymikroszképos felvételeket készitettiink. A felvételeken az
immunfestés kiiszobértékeinek bedllitdsat kovetden, Image J program segitségével
megmértilk az immunreaktiv teriiletek nagysigat a feliiletes hatsé szarv medidlis,
intermedier €s laterdlis régidiban, illetve az I-II-es lamina teljes mediolaterélis teriiletén.

Annak érdekében, hogy a hdats6 szarvi neuronoknak a Freund-adjuvans
injekcigjaval kivaltott gyulladds hatdsara megnovekedett aktivitdsat kimutassuk, a
HCN2-re immunfestett metszetek szomszédos metszetein (2. csoport) az immediate
early gene géncsalddhoz tartoz6 c-Fos géntermék, a c-Fos fehérje immunreaktivitasat
vizsgaltuk, ugyancsak immunperoxiddz médszerrel. A metszeteket nydlban termelt anti-
c-Fos (1:8000, Santa Cruz Biotech., USA) szérummal, majd ennek megfeleld biotinilélt
szekunder szérummal (b-GAR IgG, 1:200, Vector Labs.), és legvégiil ABC komplexszel
(1:100, Vector Labs.) inkubaltuk. Az immunreakciét DAB kromogén reakcidval tettiik
lathatova.

A c-Fos-pozitiv sejteket egy Leica fénymikroszkopra szerelt Leitz Laborlux S
tipusu camera lucida segitségével rajzoltuk ki a lumbalis gerincveld hatsé szarvanak I-
II-es lamindjaban. A Kkirajzolt sorozatmetszetekbdl hdromdimenziés rekonstrukciét
készitettiink a Neurolucida program (MicroBrightField, Williston, VT, USA) Solid
moduljanak segitségével, ami a c-Fos-immunreaktiv sejtek eloszlasat mutatja az L4-es
lumbdlis gerincveld feliiletes hats6 szarvaban.

Az l4-es szegmentumbdl szdrmazd c-Fos fehérjére festett metszeteken
kvantitativ elemzést végeztiink. A vizsgdlt metszeteken a feliiletes hdtsé szarvat
mediolaterdlisan hdrom régiéra osztottuk (medidlis, intermedier és laterdlis), és
régionként, illetve a héts6 szarv teljes mediolaterdlis kiterjedésében megszamoltuk a c-

Fos-immunreaktiv sejteket. A szdmolast 3-3 CFA injekciét kapott és kontroll patkdny



metszetein (10 metszet / &allat) mindkét oldali hatsé szarv I-Il-es lamindjdban
elvégeztiik.

A HCN2 és SP expresszidjanak, illetve kolokalizacidjanak tanulmdanyozasédra a
3. csoport metszetein kettds jeloléses, immunfluoreszcens moddszert haszndltunk. A
metszeteket blokkolast (20% NGS) és 1% NGS tartalmi TPBS mosast kovetoen,
nyudlban termelt anti-HCN2 (1:5000, Alomone Labs.) és egérben termelt anti-SP
(1:1000, Immundiagnostik AG) keverékével inkubdltuk (2 nap 4 °C-on). Ezutdn Alexa
Fluor 555-tel és 488-cal konjugalt, kecskében termelt anti-nyul IgG és anti-egér IgG
elegyével (GAR-Alexa Fluor 555, 1:1000; GAM-Alexa Fluor 488, 1:1000, Molecular
Probs.) kezeltiik a metszeteket (5-6 6ra szobahdn). Az inkubélds végén a metszeteket
targylemezre szedtiik fel és lefedtiik (Vectashield).

A fluoreszcens metszetekr6l Olympus Fluoview 1000 tipusi konfokalis
mikroszképpal felvételeket készitettiink. A felvételeken kvantitativ elemzést végeztiink
a feliiletes hatsé szarv fentebb emlitett régidiban, a kdovetkezd médon. Az 1 um vastag
konfokdlis optikai felvételekre egy 10x10-es, 4um-es beosztasu standard négyzetracsot
helyeztiink, és megszamoltuk a racs oldalaira es6 egyszeresen, HCN2-re vagy SP-re,
illetve kettdsen, mindkét markerre festddé axontermindlisokat. Az eredmények 3-3
kontroll és higitott Freund-adjuvanssal injektalt patkdny, Osszesen 60 metszetének
adataibdl szarmaznak.

A kvantitativ elemzések sordn kiszdmoltuk az adatok atlagértékeit és standard
kozéphibajait (SEM), és egyvaltozos ANOVA moédszerrel a  kiilonbségek
szignifikancidjat. A kiilonb6zd mértékill szignifikanciaszinteket egy, kettd, illetve harom

csillaggal jeloltik (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

3. 8. Western blot elemzés

Az elemzéshez 15 felndtt, him patkdnyt (Wistar-Kyoto) haszndltunk, amelyek
koziil kilencnél, higitott teljes Freund-adjuvanssal (CFA) unilaterdlis talpgyullasztast
végeztiink a 3. 1. alfejezetben leirtak alapjan. Az injektdlast megeldzden és kovetden is
megmértiikk az dllatok nociceptiv valaszkészségét a Dynamic Plantar Aesthesiometer-
rel, és a mechanikai allodynia kialakuldsat kovetden, a gyullasztds utani negyedik
napon, dietil-éteres (Spektrum 3-D) tdlaltatast kovetden kivettiikk az allatok lumbalis
gerincveldjét (L3-L5). A kisérletekhez hat intakt patkdnyt hasznaltunk kontrollként,

amelyekbdl szintén eltavolitottuk a gerincveld L3-L5 szegmentumait.



A lumbdlis gerincveldk hatsé szarvai keriiltek feldolgozéasra oly médon, hogy a
mintdk egy részénél membranprepardldst kovetéen csak membréanfrakcidt, a mdésik
részénél pedig teljes szovetlizditumot vizsgaltunk. Membranprepardlds sordn a
szovetmintdkat eldszor protedz inhibitorral kiegészitett 20 mM TRIS-ben (pH 7.,4)
ultrahangos mddszerrel feltartuk, majd a homogenizatumot ultracentrifugaval (50 000 g)
4 °C-on 90 percig centrifugdltuk. Ezutdn a feliiliszo6t ledntve, az iiledéket 1% Triton-X
100-at tartalmazé lizispufferben (20 mM TRIS, 137 mM NaCl, pH 7.4) feloldottuk,
majd 50 000 g-n 4 °C-on 55 percig centrifugdltuk. A membranbdl kioldédott fehérjéket
tartalmazo feliiliszéval dolgoztunk a tovdbbiakban. A szovetmintdk masik részét,
folyékony nitrogénben torténd feltdrast kovetden, 2% Triton-X 100-at és protedz
inhibitort tartalmaz6é 20 mM-os TRIS-ben feloldottuk, és 16 000 g-n 4 °C-on 10 percig
centrifugaltuk. Az iiledék eltavolitdsa utdn a feliiliszon végeztiikk el a Western blot
analizist.

Mind a membréanfrakciobdl, mind a teljes lizatumbdl szarmazé feliiliszot
redukdlé mintapufferben feloldottuk, és savonként 35 pg fehérjét vittiink fel, amit 10%-
0s SDS-poliakrilamid gélen megfuttattunk (a Laemmli-mddszer szerint). Az elvalasztott
fehérjéket elektroforetikusan vittik & PVDF membranra (Millipore). A membréanokat
10% normal borju szérumot (NBS, Sigma) tartalmazé TTBS oldattal (0,05% Tween-
20-al kiegészitett Tris-sel pufferolt séoldat) blokkoltuk, majd nyudlban termelt anti-
HCN2-vel (1:1000, Alomone Labs.) €s loading kontroll antitesttel (egérben termelt anti-
B-tubulin, 1:4000, Sigma) inkubdltuk szobahOmérsékleten 2 o6rdig. Tobbszori TTBS
mosdst kovetden az antitestekhez biotinilalt anti-nyul IgG-t, illetve biotinildlt anti-egér
IgG-t (1:200, Vector Labs.), majd ABC-komplexet (1:100, Vector Labs.) kapcsoltunk.
Az immunjelolt fehérjesdvokat DAB (Sigma) kromogén reakcidval tettiik lathatova.

A kisérletekbdl szarmazé immunoblotokat Gelcapture program segitségével
fényképeztiik le. Az immunoblotok eredményein Gelquant programmal denzitometrids
elemzést végeztiink, majd a kapott adatokat a belsd, loading kontroll (B-tubulin)
értékeire normalizaltuk. Kiszamoltuk az atlagértékek standard kozéphibdjat (SEM), és
egyvaltozos ANOV A modszerrel statisztikai elemzést végeztiink. Szignifikansnak a p <

0,05 értékeket tekintettiik.



4. EREDMENYEK

4. 1. HCN2 immunreaktivitas a gerincvel6 hatso szarvaban

Az immunperoxidédz hisztokémiai vizsgélatok alapjdn azt taldltuk, hogy a HCN2
immunreaktivitds a gerincveldi feliiletes hdts6 szarv I-es lamindjdban €s a II-es lamina
kiilsO részében (Ilo) erdteljes pontszert festddést mutatott (11. dbra a). Tobb esetben az
immunjel6lt pontokat hosszanti sorokba rendezddve taldltuk a fehér- €s sziirkedllomany
hataraval parhuzamosan elhelyezkedve az I-es lamindban (11. dbra d), illetve beterjedve
a héatsé szarv mélyebb lamindiba (11. dbra c). A hatsé szarv feliiletes lamindiban
megfigyelhetd er0s immunfestddéssel szemben, a mélyebb lamindk nem mutattak
immunjel6lédést. Ezen kiviil fontos megjegyezniink, hogy a HCN2 immunreaktivitds
egyaltalan nem adott szomatikus vagy dendritikus immunfestédést a patkany lumbalis

gerincveldjének hatso szarvdban (11. dbra a, c, d).

e , e

11. abra. A HCN2 immunreaktivitas pontszerii, terminalis jelolodést mutat a lumbalis
gerincvelo hatsé szarvanak I-Ilo laminajaban. A ¢ és d mikrofoton lathaté nyilhegyek az
immunreaktiv axonterminalisok hosszanti sorokba rendezédését mutatjak az I-es
laminaban (d) és a mélyebb laminakba beterjedve (c). A b felvételen a HCN2 antitest
HCN2 peptiddel valéo Kimeritése, az ¢ mikrofoton a dorsalis rhizotomia okozta az
immunfestédés eltiinését. Lépték: 100 um (a, b, e), 20 um (c, d).



Ha az inkubdldst olyan HCN2 antitesttel végeztiik, amelyet kordbban HCN2
fehérjével kimeritettiink, a gerincveld immunfestddést nem mutatott (11. dbra b). Az
L2-S1 gerincveldi szegmentumban végzett dorsalis rhizotomidt kovetden az L4-es
gerincveldi szegmentumbdl az immunjelolés tokéletesen eltiint, jelezve, hogy az I-Ilo
lamina immunreaktivitdsat az itt végzddod nociceptiv primer afferensek axonvégzddései

adjak (11. abra e).

4. 2. A HCN2 immunreaktivitis és a peptiderg, illetve nem-peptiderg primer
afferensek kapcsolata

Annak érdekében, hogy tovdbbi adatokat gytijtsiink arra vonatkozdlag, hogy
valéban primer afferensek termindlisai adjdk a HCN2 immunfestédést a hatsé szarv I-
Ilo lamindjéban, és megéllapitsuk, hogy ezek peptiderg, vagy nem-peptiderg tipusuak,
harmas jeloléses immunfluoreszcens mddszerrel vizsgaltuk a HCN2 kolokalizicidjat
CGRP-vel és IB4 kotodéssel. A CGRP-t a peptiderg nociceptiv primer afferensek
jelolésére haszndltuk, mert ezt a neuropeptidet a peptiderg nociceptiv primer afferensek
jelentds része expresszdlja (Lawson, 1995), mig az IB4 kot6édés a nem-peptiderg
nociceptiv primer afferensek markereként hasznalhat6 (Gerke és Plenderleith, 2002).

A gerincveld hétsé szarvdaban, az irodalmi adatoknak megfeleléen, a CGRP-
immunreaktiv axonterminalisok az I-Ilo laminakban mutattak immunfestodést (12. dbra
¢), mig az IB4 kotddést mutatd termindlisok szinte kizdrdlag a Il-es lamina belso
részében (111) jelentek meg (12. dbra d) ( Lawson, 1995, Gerke és Plenderleith, 2002). A
harmas jeloléses konfokalis felvételeken (12. dbra a, e) jol latszik, hogy a HCN2 és a
CGRP immunreaktivitds jelentds kolokalizaciét mutatott a hatsé szarv I-Ilo lamindiban.
Ugyanakkor a HCN2-immunreaktiv axonvégzddések az IB4 kotddést mutaté nem-
peptiderg termindlisoktdl szinte teljesen szegregdlddtak (12. dbra a, e).

Erdekes médon, a gerincveldi didcsejtek sokkal kiterjedtebben mutattak HCN2
immunreaktivitdst, mint ahogyan azt a gerincveldi megoszlasbdl varni lehetett volna.
Gyakorlatilag a ducsejtek mindegyike pozitivnak bizonyult HCN2-re (13. dbra a),
ahogyan azt mdr Chaplan €s mtsai. (2003) kordbban is kimutattdk, tobbek k6zott mind a
CGRP-immunreaktivak (13. dbra b), mind az IB4 kotodést mutatéak (13. abra c)
pozitivan festédtek HCN2-re is (13. dbra d).



12. abra. A HCN2 immunreaktivitds kolokalizaciogja CGRP immunreaktivitassal ¢és
szegregacidja az IB4 kotodéstol a lumbalis gerincvelé hatso szarvaban. A harmasan jelolt
1 pm vastag konfokalis optikai szeleten a HCN2 (piros), a CGRP (z6ld) immunfestodés és
az IB4 kotodés (kék) lathato a gerincvelé feliiletes hatsé szarvaban (a). A harom nagyobb
nagyitasd 1 um vastag konfokalis felvétel a feliiletes hatsé szarv lateralis részén mutatja a
HCN2 (b, piros), a CGRP (c, zold) immunfestidését és az IB4 kotodését (d, kék) (b-d). Az
osszevetitett a és e konfokalis felvételeken megjelené sarga szin a HCN2 és CGRP
immunreaktivitas erételjes kolokalizacigjat, az elkiiloniilé kék szin pedig az IB4 kotodés
teljes szegregacigjat jelzi. Lépték: 100 um (a), 20 pm (b-e).



Osszevetitett

13. abra. A HCN2 immunreaktivitas kolokalizaciéja CGRP immunreaktivitassal és 1B4
kotodéssel a gerincvel6i dicban. A harmasan jelolt 1 um vastag konfokalis optikai szelet
azt mutatja, hogy a gerincveldi dicsejtek nagy része HCN2-immunreaktiv (a, piros),
amelyek koziil a CGRP-immunreaktiv (b, zold), illetve IB4-pozitiv (c, kék) dicsejtekkel
kolokalizalok sarga és lila szinben lathatéak az egymasra vetitett konfokalis felvételen (d).
Lépték: 50 pm.

4. 3. HCN2 fehérjék szubcellularis megoszlasa a peptiderg nociceptiv primer
afferensek axonterminalisaiban

A HCN2-re immunfestett neurondlis elemek ultrastrukturdjat preembedding
nanogold immunhisztokémiai modszer segitségével vizsgéltuk a gerincveld feliiletes
hatsé szarvaban. A HCN2 molekulédkat jelold eziistszemcséket kizardlag 0,5-2,5 um

atmérdji axonvégzodésekben taldltuk, glianyulvanyok és idegsejtek dendritjei vagy



sejttestjei nem mutattak HCN2 immunjelolést. Az immunreaktiv axontermindlisok
glomerularis és nem-glomeruldris tipusi szinaptikus elrendezOdésben egyarant
megtaldlhatoak voltak (14. dbra), és a glomerularis szinapszisoknal mindig a kdzponti
axonvégzddések mutattak immunreakciét (14. dbra c¢). Az immunreaktiv
axontermindlisok szinte mindegyikében, a szinaptikus vezikuldk kozott elszortan dense
core vezikuldkat is taldltunk, amelyek a peptiderg axonvégzddésekre jellemzdek.

A HCN2 fehérjéket jelz6 szemcsék szubcellularis megoszldsat vizsgalva, az
axoplazméban taldlhaté szemcsék mellett a termindlisok sejtmembranjdhoz tapadva is
gyakran taldltunk jelolddést (14. dbra a, b). A membrdnhoz asszocidlt eziistszemcsék a
membréan intracelluldris oldaldn jelentek meg, jelezve, hogy az ioncsatorna N-
termindlisa, amihez az antitestiink kapcsolddott, intracelluléris helyzetli. A membranhoz
kotott eziistszemcesék mindig extraszinaptikus lokalizdciét mutattak, bar koziiliikk néhény

a szinaptikus appozici6 kozvetlen szomszédsagdban helyezkedett el (14. dbra c).

14. abra. A HCN2 fehérjék szubcellularis eloszlisa a primer afferensek
axonterminalisaiban a gerincvelé feliiletes hatsé szarvaban. A HCN2 fehérjéket jelolo
eziistszemcsék egy része az axoplazmaban, masik része a sejtmembranhoz tapadva,
extraszinaptikusan talalhaté. A nyilhegyek dense core vezikulakat, a nyilak

plazmamembranhoz asszocialt HCN2 fehérjéket (a, b) és a kettés nyilak szinaptikus
kapcsolatokat mutatnak (c). Lépték: 250 nm.



4. 4. A HCN2 ioncsatornak kolokalizacidja vezikularis glutamat transzporterekkel
és P-anyaggal

A HCN2-immunreaktiv peptiderg nociceptiv primer afferens termindlisok
preszinaptikus  jellemzOinek,  elsOsorban  lehetséges  neurotranszmittereinek
tanulmdanyozdsara kettOs jeloléses immunfluoreszcens modszert haszndltunk. A HCN2-
pozitiv axonvégzddések glutamattartalmanak kimutatdsdhoz a glutamaterg termindlisok
legjellemzObb markereinek, a vezikuldris glutamattranszportereknek (VGIuT1-3) az
immunreaktivitdsat vizsgéltuk a gerincveld feliiletes hits6 szarvaban (Li és mtsai, 2003;
Todd és mtsai, 2003, Landry és mtsai, 2004). A peptiderg nociceptiv primer afferensek
egy része glutamat mellett P-anyagot (SP) is felszabadit neurotranszmitterként, ezért az
SP kolokalizacidjat is vizsgaltuk a HCN2-vel.

Mindhdrom vezikuldris glutamdt transzporter pontszerli, termindlis jelolodést
mutatott a gerincveld hétsé szarvdban, ahogy azt mar kordbban leirtdk (Varoqui és
mtsai, 2002). A hats6 szarv I-Ilo lamingjdban, ahol a HCN2 immunreaktivitast
kimutattuk, a VGIuT2 mutatta a legerésebb immunfestodést (15. dbra b). A VGIuT3
immunreaktivitds mér sokkal gyengébb jelolddést adott (15. dbra c), mig a VGIuTl1
immunjel6lés csak elszértan volt megfigyelhetd, és inkdbb a mélyebb lamindkra
korlatozédott (15. dbra a). A VGIuT-ok és a HCN2 kolokalizdci6jat vizsgdlva azt
taldltuk, hogy a VGIuT immunfestddés szinte teljesen szegregdlodott a HCN2
immunreaktivitdstol, és a vizsgalt HCN2-immunreaktiv termindlisok csupidn 6%-a
mutatott kolokalizaciot a feliiletes hatsé szarvban nagyobb mennyiségben jelenlevd
VGIuT2-vel. A VGIuT1- és VGIuT3-pozitiv termindlisok viszont egyaltalin nem
kolokalizéltak a HCN2-immunreaktiv axonvégzddésekkel.

A P-anyag immunreaktivitdsidt vizsgdlva, ahogyan koribban mdir mdsok is
(Moussaoui és mtsai, 1992; Liu és mtsai, 1994; Nakaya és mtsai, 1994), mi is ugy
taldltuk, hogy a HCN2 immunfestédéshez hasonléan, az SP is a gerincveldi
sziirkedllomany I-Ilo lamindjédban adott intenziv immunjel6lést (16. dbra b, d). A HCN2
és SP kolokaliz4cigjat tanulmdnyozva kimutattuk, hogy a két marker nagymértékben
kolokalizalt, a HCN2- és SP-pozitiv terminélisok dontd tobbsége (92-93%-a) pozitivan

festodott a masik markerre is (16. dbra b, d).



HCN2 + VGLUT1

HCN2 + VGLUT3

15. abra. A HCN2 és a vezikularis glutamattranszporterek (VGluT1-3)
immunreaktivitasanak kolokalizacidja a gerincvel6 feliiletes hatsé szarvaban. A Kkettosen
jelolt hatsé szarvrdl késziilt 1 pm-es konfokalis optikai felvételeken a piros szin a HCN2-t,
a zold a VGluT-okat jeloli. A b mikrofoton lathaté kevert szin a HCN2 és VGIluT2 gyenge
kolokalizacidjat mutatja, mig a VGluT1 és VGluT3 immunreaktivitas teljesen elkiiloniil a
HCN2 immunjeloléstél (a, c¢). Skala: 20 um
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16. abra. A HCN2 ioncsatornak kolokalizaciéja P-anyaggal (SP) és kapcsolata neurokinin
1-receptor- (NK1-R) immunreaktiv neuronok sejttestjeivel és dendritjeivel a gerincveld
hats6 szarvaban. 1 pm-es konfokalis optikai szeletek mutatjak, hogy a HCN?2-
immunreaktiv axonterminalisok (piros) olyan NK1-R-pozitiv dendritekkel és sejttestekkel
(zold) alakitanak ki szoros kapcsolatokat, amelyek perikarionjai a hatsé szarv I-es (c),
vagy III-IV-es laminajaban (a) talalhatéak. A b konfokalis felvételen lathaté sarga szin a
HCN?2 (piros) és SP (zold) nagyaranya kolokalizacidjat reprezentalja. Az Osszevetitett d
jelii felvétel egy olyan harmasan jelolt metszetet mutat, amin a kolokalizalo HCN2-(piros)
és SP-immunreaktiv (kék) axonvégzédések lila szinben jelennek meg és szoros
appoziciokat hoznak létre az NK1-R-pozitiv neuron (zold) feliiletes laminakba felnyilo
dendritjeivel. Skala: 20 um (a, ¢ és d); 10 um (b).

4. 5. A HCN2-immunreaktiv primer afferensek posztszinaptikus kapcsolatai
serkento és gatlo gerincveloi interneuronokkal

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a peptiderg nociceptiv primer afferensek
serkentd és gatld interneuronokkal is kapcsolatba 1épnek a gerincveld feliiletes hatso
szarvdban (Hayes és Carlton, 1992; Bernardi és mtsai, 1995; Wang és mtsai, 2000).
Annak érdekében, hogy pontosabban korvonalazzuk, milyen jellegli neuronokkal
képeznek szinaptikus kapcsolatokat a HCN2 ioncsatorndkat expresszalé peptiderg
nociceptiv primer afferensek, kettds és harmas jeloléses immunfluoreszcens modszert
haszndlva megprébaltuk legalabb részlegesen jellemezni a HCN2-immunreaktiv

termindlisok posztszinaptikus targetjeit. A hatsé szarv I-II. lamina serkentd



neuronjainak azonositisahoz a P-anyag receptorat, az NK1-R-t, a calbindin D28k-t, a
MOR-t és az AMPA-tipusu glutamétreceptor GluR2-es alegységét hasznaltuk
markerként (Antal és mtsai, 1991, Littlewood és mtsai, 1995; Kemp és mtsai, 1996;
Spike és mtsai, 1998). A HCN2-pozitiv axonvégzddések gatlo, GABAerg
interneuronokkal valé kapcsolatit GAD65-eGFP transzgenikus egér (De Marchis és
mtsai, 2004) gerincveldjének hatso szarvaban tanulményoztuk.

A kordbbi megfigyeléseket megerdsitve azt taldltuk, hogy az NKI1-R-
immunreaktiv neuronok sejttestjei a hats6 szarv I. és III-IV. lamindiban fordultak eld
(Littlewood és mtsai, 1995). Az I-es lamindban 1évé NKI1-R-immunreaktiv neuronok
dendritjei a lamindn beliil 4dgazdédtak el (16. dbra. c¢), a mélyebb lamindkban
elhelyezkedd NKI1-R-pozitiv idegsejtek dendritjei viszont felnyultak a hatsé szarv
feliiletes lamindiba és ott arborizaltak (16. abra a). A HCN2-immunreaktiv terminalisok
valtozatos kapcsolatokat alakitottak ki az NK1-R-immunreaktiv neuronok sejttestjeivel
és dendritjeivel. A HCN2-pozitiv axontermindlisok egyrészt az I-es lamina NK1-R-
pozitiv sejttestjeivel és dendritjeivel hoztak 1étre szoros kapcsolatokat (16. abra. c),
masrészt a HCN2-immunreaktiv axonkollaterdlisok sorozatos appozicidkat alakitottak
ki a mélyebb lamindk feldl érkez6 NK1-R-pozitiv dendritekkel (16. dbra a). A HCN2 és
az SP intenziv kolokalizdci6ja ismeretében nem volt meglepd szdmunkra a HCN2-
pozitiv termindlisok és az NKI1-R-immunreaktiv interneuronok kapcsolata, mivel az
NK1-R az SP jol ismert receptora. Ezt tdmasztja ald a harmasan jelolt konfokalis
felvétel, amely a kevert, lila szinben megjelend P-anyag (SP) tartalmi HCN2-
immunreaktiv termindlisok szoros appozicidit mutatja az NKI-R-t expresszdlé
neuronok dendritjeivel és sejttestjeivel (16. dbra d).

Alatamasztva a kordbbi eredményeket, a calbindin D28k-(CaB) és GluR2-
immunreaktiv serkentd interneuronok nagy részét az I-II-es lamindban mutattuk ki, a
MOR-pozitiv neuronokat pedig inkdbb a II-es lamindban tudtuk megfigyelni (Antal €s
mtsai, 1991; Kemp és mtsai, 1996; Spike és mitsai, 1998). A HCN2-immunreaktiv
axonvégzodések mindhdrom serkentdé markert expresszalé idegsejtekkel kozeli
kontaktusba keriiltek. A HCN2-immunreaktiv termindlisok a CaB- és MOR-pozitiv
neuronok szomdjaval és dendritjeivel egyarant szoros kapcsolatokat hoztak 1étre (17.
abra a, c €s d). A GluR2-immunreaktiv idegsejtek esetében viszont, a GluR2 szomatikus
jelolédése miatt, a HCN2-pozitiv axonvégzédések az immunreaktiv szomadkkal

alakitottak ki szoros appozicidkat (17. dbra b).



HCN2 + CaB

17. abra. A HCN2-immunreaktiv terminalisok calbindin- (CaB, a), glutamatreceptor 2-
(GluR2, b) és p-opioid-receptor- (MOR, ¢, d) pozitiv interneuronok sejttestjeivel és
dendritjeivel szoros kapcsolatokat alakitanak ki. Az immunreaktiv axonterminalisokat
zolddel, a serkent6 markereket expresszalé neuronok perikarionjait és dendritjeit pirossal
jeloltiik. Skala: 10 pm.

A HCN2 ioncsatorndkat expresszidld nociceptiv primer afferensek gatld
gerincveldi interneuronokkal valé kapcsolatit, GAD65-eGFP transzgenikus egér
gerincvel0  metszetein, GFP-vel jelolt, GADG65-6t expresszdlé  neuronok
immunreaktivitdsdnak segitségével vizsgéltuk. Béar szamos GFP-jelolt idegsejtet
taldltunk a GADG65-eGFP transzgenikus egér gerincveld feliiletes hatsé szarvédban,

viszonylag kevés mutatott szoros kapcsolatot a HCN2-pozitiv axonvégzodésekkel (18.



dbra a). Az immunreaktiv termindlisok els6dlegesen a GFP-pozitiv neuronok

sejttestjeivel és primer dendritjeivel keriiltek kozeli kontaktusba (18. dbra b, c).

HCN2 + GAD65-GFP

18. abra. A HCN2-immunreaktiv terminalisok (piros) zolden fluoreszkalo fehérjét (GFP)
expresszalé GABAerg interneuronokkal (zold) lépnek kapcsolatba a glutaminsav-
dekarboxilaz 65 (GAD65)-eGFP transzgenikus egér gerincveld feliiletes hatsé szarvaban
(a). A b és c konfokalis felvételen 1évé nyilak a GFP-t expresszalo GABAerg neuronokkal
szoros appoziciot kialakito HCN2-immunreaktiv axonterminalisokat jelolik. Skala: 100
um (a), 10 pm (b és c).

4. 6. A HCN ioncsatornak antagonistajanak (ZD7288) hatasa a C és Ad primer
afferensek és a hatsé szarv I-II. lamindjanak idegsejtjei kozott kialakulé
szinaptikus jelatvitelre

A HCN ioncsatorndk leginkdbb elfogadott €s leggyakrabban haszndlt szelektiv
antagonistdjaként tartjdk szamon a ZD7288 elnevezésli anyagot (Harris és Constanti,
1995; Beaumont és Zucker, 2000, Southan és mtsai, 2000, Pal és mtsai, 2003).
Elektrofiziol6giai mérésekkel kimutattdk, hogy a 10 pM-os koncentracidéban

alkalmazott ZD7288 teljesen blokkolja a hiperpolarizacid altal kivaltott iondaramot (Iy)



(Harris és Constanti, 1995; Pal és mtsai, 2003). Azzal a céllal, hogy tanulmanyozzuk a
nociceptiv primer afferensek axontermindlisaiban expresszdlodé HCN ioncsatorndk
miikodoképességét, ZD7288 alkalmazdsa mellett teszteltik a szinaptikus jelatvitel
hatékonysagat a nociceptiv primer afferensek és masodlagos érz6 neuronok kozott.

Teljes sejt konfigurdcidju patch-clamp méréseket végeztiink 30 gerincveldi
neuronon, amelyek a hatsé szarv I-II. lamindjdbol szarmaztak. A 30 regisztralt
neuronbdl 8 kapott rovid latencidji monoszinaptikus bemenetet a C és/vagy Ad primer
afferensektdl (19. dbra c). Elektrofizioldgiai vizsgalataink eredményei ennek a nyolc
idegsejtnek a tanulmdnyozdsan alapultak. A stimuldlt primer afferenseket vezetési
sebességiik alapjdn azonositottuk. C-rostnak tekintettik a 0,3-0,8 m/s vezetési
sebességli primer afferenseket és Ad-nak a 3,8—8 m/s vezetési sebességii rostokat (19.
dbra b). A vizsgdlt nyolc idegsejtbdl hat C rostoktdl, egy Aod rostoktdl kapott
monoszinaptikus bemenetet, és egy neuront pedig mindkét tipusi primer afferens
innervalt.

A regisztrdlt neuronok 0,5-10 mV kozott valtozé amplitddéja spontdn serkentd
posztszinaptikus potencidlokat (sEPSP) mutattak. A 10 uM Kkoncentracidéban
alkalmazott ZD7288 hatdsdra az sEPSP-k amplitiddja jelentdsen visszaesett (0,54
mV), de az sEPSP-k szdma csak kismértékli csokkenést mutatott (19. 4bra a). Az
antagonista kimosdsat kovetden jelentdsebb késés nélkiil visszadllt az sEPSP-k kontroll
értékekre jellemzo frekvencidja és amplitidéja (19. dbra a).

A C és Ao rostok elektromos stimuldcidja a regisztralt neuronokon valtozé
megbizhatésdggal véltott ki monoszinaptikus posztszinaptikus potencidlokat. Kontroll
koriilmények kozott a C €s Ad rostok stimuldcidja a vizsgélt idegsejtek tobbségén nem
minden esetben véltott ki serkentd posztszinaptikus potencidlokat, a szinaptikus
jelatvitel atlagos hibaszdzaléka 34 + 10%-ot (£ SEM) mutatott. A ZD7288 alkalmazésa
sordn csokkent a szinaptikus transzmisszid megbizhatésdga, és megemelkedett azoknak
a stimuldcioknak a szdma, amelyek nem valtottak ki posztszinaptikus potencidlt a
regisztralt neuronokon (19. dbra d). A ZD7288 alkalmazasanak kezdetén (az els6é 250
mp-ben) a jelatvitel hibaszdzaléka csak kismértékben novekedett (46 = 15,5%, p =
0,21). Késobb, a szinaptikus transzmisszidé megbizhatésdganak csokkenésével
parhuzamosan egyre magasabb értékeket ért el, és szignifikdns kiilonbséget mutatott a
kontroll értékekhez képest (74,7 + 14,5%, p = 0,0051). Az egyik vizsgilt neuron

esetében azt taldltuk, hogy a transzmisszi6 hibaszazaléka elérte a maximumot (100%) az



antagonista adagoldsanak végére (19. dbra d). A ZD7288 hatdsa reverzibilisnek
bizonyult, az antagonista kimosdsa sordn a jelétvitel hibaszdzaléka visszatért a kontroll
értékekhez (39,4 £ 9,8%) (19. dbra d). A kisérletek sordn a posztszinaptikus potencidlok
amplitiddja fokozatosan, kismértékii csokkenést mutatott, valdsziniileg a szinaptikus

vezikuldk lasst, de folyamatos kiiiriilése miatt.
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19. abra. A HCN2 antagonista ZD7288 csokkenti a gerincvel6i neuronok serkentd
posztszinaptikus potencialjainak (EPSP) nagysagat, és a szinaptikus jelatvitel
megbizhatésagat a hatsé szarv I-II. laminajaban. Az a diagram a C és Ad primer
afferensek altal ingerelt neuron spontin EPSP-inek szamat és amplitadéjat mutatja,
amely az antagonista hatisara mérséklodott. A d diagramon szereplé neuront aktivald
nociceptiv afferensek atlagos vezetési sebességiik alapjan C rostoknak bizonyultak (b). A
¢ abra sematikus rajza a Kkisérleti modellt, és a hatsé szarvi neuronokon regisztralt
monoszinaptikus akciés potencialt szemlélteti. A d hisztogramon lathaté, hogy az
antagonista alkalmazasaval csokkent a monoszinaptikus akcios potencialok szama és ezzel
parhuzamosan névekedett a szinaptikus jelatvitel hibaszazaléka. A ZD7288 hatasa
reverzibilis volt.



4. 7. A mechanikai allodynia Kkialakulasa Freund-adjuvans altal kivaltott
gyulladasos fajdalomallapotban

A teljes Freund-adjuvdns (CFA) subcutan injekcidjaval kivéltott gyulladds az
egyik leggyakrabban alkalmazott gyulladdsos fijdalomallapot modell (Iadarola és mtsai,
1988; Millan és mtsai, 1988). Kisérletiink sordn ebben a modellben vizsgédltuk a
mechanikai allodynia kialakuldsat. A kontroll allatokndl és injektélds elott a masik két
allatcsoportndl is, a talpra alkalmazott 35-40 g nyomderd véltott ki ldbvisszahtzasi
reakcidt, amit a mechanikai ingerlésre adott vdlaszkészség alapértékének tekintettiink. A
20. 4bra grafikonjan jol lathat6, hogy azokndl az éllatokndl, amelyek CFA injekciot
kaptak, az injektalt hats6 talp ldbvisszahuzasi kiiszobértéke az injektdlast kovetOen
fokozatosan csokkent, és az injektdlast kovetd harmadik napra az alapérték 35%-ara

esett vissza (12,4 £ 0,9 g, p = 0,004).
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20. abra. Mechanikai allodynia kialakulasa Freund-adjuvanssal kivaltott talpgyulladas
soran. Mindharom allatcsoportban a labvisszahazasi reakciokiiszob alapértéke 35-40 g
nyomoerénél volt. A CFA-val injektalt allatok ipszilateralis (jobb) hatsé talpanak
reakciokiiszobe szignifikansan lecsokkent (12,4 + 0,9 g-re) az injektalast koveté harmadik
napra. A fiziolégias séoldattal injektalt allatok reakcidkiiszobe csak kismértékii
csokkenést mutatott, és az injektalast koveté harmadik napra visszaallt a kiindulasi
alapértékre. A piros nyil a CFA, illetve fiziolégias s6oldat beinjektalasanak iddépontjat
jelzi. A grafikon adatai az allatok reakciokiiszobének atlagos értékeit + SEM mutatjak (**
p = 0,004).



Abban az éllatcsoportban, amelyik fiziol6gids s6oldat injekcidt kapott, az allatok
injektalt talpanak ldbvisszahuzési kiiszobértéke az injekciot kovetd elsd és masodik
napon valamivel (nem szignifikdns mértékben) csokkent, de az injekciot kovetd
harmadik napra ujra elérte az alapértéket (20. 4bra). Irodalmi €s sajat adatok is azt
bizonyitjak, hogy CFA injekci6 esetén a nociceptiv véalaszkészség a gyulladds harmadik
napjan tetdzik, igy a magatartdsi vizsgdlatokat az injektdldst kovetden harom napig

végeztikk (Millan és mtsai, 1988; Ma és Woolf, 1996).

4. 8. c-Fos fehérje expresszio a patkany gerincvel6 feliiletes hatsé szarvaban CFA-
val indukalt gyulladasos fajdalomallapotban

A szervezetet ér0 szovetkdrositd behatdsok egyik elsé vélaszreakcidja, hogy a
gerincveldi hatsé szarvi neuronokban az ,,immediate early genes” (IEG) géncsalddhoz
tartoz6 gének aktivdlodnak. Ennek a géncsalddnak az egyik tagja a c-Fos (Morgan és
Curran, 1991). A c-Fos gén egy 62 kDa tomegli magfehérjét (c-Fos fehérje) kodol,
amelynek immunreaktivitdsat régéta haszndljdk a neurondlis aktivitds indikdtoraként
(Hunt és mtsai, 1987, Morgan €és mtsai, 1987; Sagar és mitsai, 1988). Gyulladdsos
modelliinkben a gerincveld hatsé szarvaban 1évo neuronok aktivitdsit a c-Fos fehérje
immunreaktivitdsaval teszteltiik.

A c-Fos-immunreaktiv neuronok eloszldsdt a lumbdlis gerincveld hatsé
szarvanak I-II. lamindjdban, a Neurolucida Solid moduljdval készitett haromdimenzios
rekonstrukcids dbrdk mutatjék, kontroll és gyulladdsos koriilmények kozott (21. dbra).
A hétsé szarv feliilnézeti képén jol lathatd, hogy a kontroll allatok hatsé szarva is
mutatott egy kismértékii alapaktivitast, amit az elszortan megjelend c-Fos-immunreaktiv
sejtek jeleznek (21. dbra a). Ehhez képest, a CFA-val injektélt allatok feliiletes hatsé
szarvanak L4-es szegmentumaban mindkét oldalon szembetiinben megnovekedett az
aktiv, c-Fos-pozitiv neuronok szdma a hatsé szarv teljes mediolaterdlis kiterjedésében
(21. abra b).

A c-Fos-immunreaktiv neuronok eloszldsdnak kvantitativ elemzése sordn a
lumbdlis gerincveld feliiletes hatsé szarvat mediolaterdlisan hdrom, egyenld szélességii
régidra osztottuk: medidlis, intermedier és laterdlis régiora. Az L4-es szegmentumbol
vett és c-Fos-ra immunfestett 10 metszet mindegyikén, mindhdrom régiéban
megszamoltuk a c-Fos-pozitiv sejteket a kontroll és a CFA injekciét kapott allatokban.

Az atlagos sejtszdmokat a standard kozéphibaval (SEM) egyiitt az 1. tablazatban



tiintettiilk fel. Bar a magatartdsi vizsgdlatok eredményei azt mutatjdk, hogy az

unilateralis gyulladas csak az injektalt oldalon véltott ki mechanikai allodyniat, a c-Fos

immunreaktivitds a gerincvel6 mindkét

megemelkedett.
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21. abra. c-Fos immunreaktivitas a lumbalis gerincvelé L4-es szegmentumabol szarmazo
metszetek feliiletes hatso szarvaban kontroll (a) és CFA injekciot kapott allatokban (b). A
kontroll allatok feliilletes hatso szarvahoz képest, ahol kevés c-Fos-pozitiv neuront
talaltunk (a), a CFA injekciot kapott allatok hatsé szarvaban mindkét oldalon
tobbszorosére emelkedett a c-Fos-immunreaktiv neuronok szama (b). Skala: 100 pm.



A c-Fos-pozitiv sejtek szamédban bekovetkezett valtozast a vizsgalt régidkban és
a feliiletes hétso szarv teljes mediolaterdlis kiterjedésében vizsgélva azt taldltuk, hogy a
c-Fos-pozitiv sejtek szdma a CFA injekcioval azonos oldali feliiletes hatsé szarv
mindhdrom régidjaban kozel azonos mértékben, szignifikdnsan nétt (1. tablazat).
Erdekes médon a CFA injekciGhoz képest ellenoldali feliiletes hétsé szarvban is
szignifikdnsnak bizonyult a c-Fos-immunreaktiv sejtek szdmbeli novekedése, bar
jelentosen kisebb mértékli emelkedést taldltunk itt, mint a CFA injekcidval azonos

oldali gerincvel6félben (1. tablazat).

s se2

és teljes mediolateralis kiterjedésében a kontroll és a CFA injekciot kapott patkanyok
lumbalis gerincvelgjének L4 szegmentumaban.

& zetincveld c-Fos-tmunanre aldiv sejtek szja’.t.na I:?i:dag + SEI'u'Ij (=300
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szarvinak régioi Kontroll dllatok | injekeidhoz képest | injekeidhoz képest
ipszlaterdlis oldal | kontralaterdlis oldal
Il edidliz 32 109 £ 14 75 L6
Intermedier 19+1 111 £5 24 +46
Laterdlis 254 101 £21 Ta 17
Teljes M-L 67 +£2 322 + 40 207 £17
katerjedés

A valtozasok mind az azonos, mind az ellenoldali feliiletes hatsé szarvban, mind
az egyes régiokra, mind a héts6 szarv teljes mediolaterdlis kiterjedésére vonatkoztatva
magasan szignifikdnsnak bizonyultak (*** p = 0,00000057 (ipszilateralis); p = 0,00013
(kontralateralis)). Osszehasonlitva a c-Fos-pozitiv sejtek szdmat a CFA injekciot kapott
allatok injekcioval azonos és ellentétes oldali hatsé szarvdban, a laterdlis régi6
kivételével a sejtszamok jelentOsen kiillonboztek és joval magasabb értékeket mutattak a

CFA injekcidval azonos oldali hatsé szarvban (1. tdblazat).



4. 9. A HCN2-csatornafehérje kifejezédése a lumbalis gerincvelé hatsé szarvaban
Freund-adjuvanssal kivaltott gyulladasos fajdalomallapotban

Annak vizsgdlatira, hogyan valtozik a HCN2-csatornafehérje kifejez0dése a
gerincveld L4-es szegmentumdnak feliiletes hatsé szarvaban, Freund-adjuvédnsnak a
jobb oldali talp bdre ald val6 injektdldsat kovetden kialakulé gyulladdsos
fajdaloméllapotban: 1) egyszeres immunhisztokémiai festést kovetéen mértiikk a HCN2-
immunreaktiv teriilet nagysagit, 2) kettés immunhisztokémiai festéseket kovetden
meghataroztuk a HCN2- és SP-immunreaktiv axonterminalisok szdmat és a két marker
kozotti kolokalizaciot, illetve 3) Western blot mddszer segitségével mértiik a HCN2
fehérje mennyiségét. A mérési eredményeket Osszehasonlitottuk a kezeletlen allatokban

mért hasonlé adatokkal.

4. 9. 1. A HCN2-immunreaktiv teriilet nagysaga a gerincvelo hatsé szarvaban
Freund-adjuvans altal Kivaltott gyulladasos fajdalomallapotban

A HCN2-immunreaktiv teriilet nagysdgat, illetve annak esetleges valtozasat
gyulladdsos fdajdalommodelliinkben kvantitativ. médon vizsgéltuk, olyan metszetek
fénymikroszképos felvételein, amelyeken a HCN2-t DAB alapi immunperoxidaz
modszerrel tettiik 1athatéva (22. abra a).

A kvantitativ elemzést Image J szoftver segitségével végeztiik ugy, hogy az [ 4-
es szegmentumbdl késziilt 10 metszet felvételein eldszor teljesen kisziirtiik az
immunjel6lésbél ad6dé minimalis hattérfestddést, majd megmértiik a gerincveld
feliiletes hatsé szarvanak HCN2-immunfestett teriiletét a hatsé szarv teljes
mediolaterdlis kiterjedésében és a fentebb emlitett medidlis, intermedier és laterlis
régidiban (22. dbra b).

A feliiletes hatsé szarv HCN2-immunreaktiv teriiletének kiterjedését vizsgalva, a
kontroll és CFA injekciot kapott allatokbol késziilt metszeteken nem taldltunk
értékelheto kiilonbséget az immunfestett teriiletek nagysagat illetden. Az immunreaktiv
teriiletek nagysdganak szamszeri értékeit a medidlis, intermedier €s laterdlis régidban,

illetve a hatsé szarv teljes mediolateralis kiterjedésében a 2. tdblazatban foglaltuk Ossze.
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22, abra. HCN2 immunfestodés a CFA injekciot kapott allat ipszilateralis gerincvel6jének
hatsé szarvaban valédi megjelenésében (a) és hattérsziirést kovetoen (b). A b képhez
hasonlé felvételeken végeztik a HCN2-immunreaktiv gerincveldi
teriilletméréseit régionként (M: medialis, IM: intermedier és L: lateralis régio), és a hatsé
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szarv teljes mediolateralis kiterjedésében. Skala: 100 pm.

2. tablazat. A HCN2-immunreaktiv teriiletek nagysaga a feliiletes hatsé szarv régiéiban és
teljes mediolateralis Kkiterjedésében, a kontroll és CFA injekciot kapott allatok Ld4-es

gerincveloi szegmentumaban.
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4. 9. 2. A HCN2- és SP-immunreaktiv axonterminalisok szama, illetve a HCN2 és
SP immunreaktivitas kolokalizaciéja a lumbalis gerincvelé feliiletes hatsé
szarvaban CFA-val indukalt gyulladasos fajdalomallapotban

Mivel kontroll dllatokban ugy taldltuk, hogy a HCN2-immunreaktiv terminalisok
dontd része P-anyagot is tartalmaz, ezért kettds jeloléses immunfluoreszcens
metszeteken a kontroll dllatok mellett (23. dbra a), a CFA injekciét kapott allatokban
(23. abra b) is vizsgdltuk a gerincveldi hatsé szarv HCN2 és SP immunreaktivitdsat,
illetve a két marker kolokalizaciojat.

A kvantitativ analizis soran a gerincvel6i feliiletes hatsé szarv fentebb emlitett
régidiban, az Anyagok és Modszerek fejezetben leirt mddon, az immunfestett
metszetekrdl késziilt 1 pm vastag konfokalis optikai szelet felvételeire standard
négyzethalot helyeztiink, és a négyzethdl6 oldalai mentén szamoltuk meg a HCN2- és
SP-immunreaktiv termindlisokat. A 23. dbra c¢ és d jelll részeihez hasonlé konfokalis
optikai szeletek felvételein végeztik az immunreaktiv termindlisok mennyiségi
elemzését.

A HCN2-immunreaktiv axontermindlisok kvantitativ vizsgélata azt mutatta,
hogy a HCN2-pozitiv termindlisok szdma a feliiletes hatsé szarv laterdlis régidjanak
kivételével, ahol nem taldltunk jelentds valtozast, szignifikdnsan emelkedett a CFA
injekcidval azonos oldali gerincvel6félben (3. tablazat és 24. abra, *** p = 0,0000036).
A HCN2-immunreaktiv axontermindlisok szdma jelentdsen nétt a CFA injekcidhoz
képest ellenoldali feliiletes hatsé szarv intermedier és medidlis régidéjaban is (** p =
0,0059). Fontos megjegyezni, hogy az immunreaktiv termindlisok szdmdanak
novekedése a CFA injekcidval azonos oldali gerincvel6félben mindig lényegesen

meghaladta az ellenoldalon mért novekedést (3. tdbldzat és 24. 4bra).



Kontroll

23. abra. HCN2-re (piros) és SP-re (zold) egyarant festdé, kontroll (a, ¢) és CFA injekciot
kapott allatokbdl (b, d) szarmazé gerincvel6i metszetek konfokalis felvételei kisebb (a, b)
és nagyobb nagyitassal (c, d). Az 1 pym vastag konfokalis optikai felvételeken lathato
kevert, sarga szin a kettosen fest6dé axonterminalisokat jeloli. Skala: 100 pm (a és b), 20
um (c és d).



3. tablazat. A HCN2-immunreaktiv terminalisok szama a hatsé szarv I-II. laminajanak
régiciban és teljes mediolateralis kiterjedésében, kontroll és CFA injekciét kapott
patkanyok L4-es gerincvel6i szegmentumaban.

& getincveld HCH2-urmuanre aldiv terpundlizok .sz.a.-ma. Faﬂag + SEI'U'D [t =300
felitletes hited ’ CFA injekeidt kapott dllatok
szarvénakrégisi Kontroll allatok injekeidhoz képest | injekeidhoz képest
ipszilaterdlis oldal | kontralateralis oldal
Iledidlis 270 +3 1019 +£3 D57 £3
Interme dier BPR £+ 2 a7 +3 Trd+2
Laterdlis i 705 +2 701 32
Pehes ML 7227 + 3 261443 3432 £3
kiterjedés
N=30 D Kontroll

£ 3000.0 - mCFA ipszi

‘E ot R kR DCFA kontra

2= 2500.0 A

o * Kk

o * %k

E 2000.0 -

=

£ 1500.0 -

=

=

[3-]

> 1000.0

3

S 500.0 -

=

-

E 0.0 . . .

= HCN2 SP HCN2+SP

24. abra. A HCN2-, az SP-immunreaktiv és a kettésen festédoé axonterminalisok szama a
feliiletes hatso szarv teljes mediolateralis kiterjedésében, kontroll és CFA-val injektalt
patkanyok L4-es gerincvel6i szegmentumaban. A HCN2- és az SP-pozitiv terminalisok
szama hasonlé mértékben, szignifikinsan emelkedett a CFA injekcioval ipszilateralis
hatso szarvban, és kisebb mértékii novekedést a kontralateralis oldalon is talaltunk. A
kettésen fest6do terminalisok szama szintén jelentos emelkedést mutatott, mind az ipszi-,
mind a kontralateralis hatso szarv I-II. laminajaban, a kontroll értékekhez képest. Az
adatokat atlagértékekben + SEM fejeztiik ki (*** p < 0,001; ** p< 0,01).

Az SP-immunreaktiv axonterminalisok kvantitativ analizise soran azt talaltuk,
hogy a CFA injekcidval azonos oldali feliiletes hatsé szarv mindhdrom régidjaban és

teljes mediolaterdlis kiterjedésében is szignifikdnsan novekedett az immunreaktiv



termindlisok szdma, kiilonos tekintettel az intermedier régidra, ahol a szignifikanciaszint
a legmagasabbnak bizonyult (4. tablazat és 24. dbra, *** p = 0,0000005). A SP-
immunreaktiv termindlisok szdménak emelkedése ugyanigy az intermedier régidban
volt a legnagyobb, mint a HCN2-pozitiv termindlisoké, és ahhoz hasonlé mértéket is
mutatott. Ellentétben a CFA injekci6hoz képest ipszilaterdlis hatsé szarvban regisztralt
novekedéssel, a kontralaterdlis feliiletes hatsé szarv egyik régigjdban sem taldltunk
szignifikdns valtozast az SP-immunreaktiv termindlisok szamdban (4. tablazat és 24.

abra).

4. tablazat. Az SP-immunreaktiv terminalisok szama a feliiletes hats6 szarv régiéiban és
teljes mediolateralis kiterjedésében, kontroll és CFA injekciét kapott patkanyok L4-es
gerincveloi szegmentumaban.
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A HCN2-re és SP-re egyardnt festdd0 terminalisok szdmdénak alakuldsat
vizsgdlva a gyulladdsos fdjdalomallapotban azt figyeltiik meg, hogy a CFA injekci6t
kapott dllatok injekciéval azonos oldali feliiletes hatsé szarvdban a laterdlis régid
kivételével, mind az intermedier, mind a medidlis régidban, és a hatsé szarv teljes
mediolaterdlis kiterjedésében is jelentdsen emelkedett azoknak a termindlisoknak a
szama, amelyek pozitivan festddtek mind HCN2-re, mind SP-re (5. tdblazat és 24. 4bra,
**% p =0,00000036). A kettdsen festddd axontermindlisok szimaban a CFA injekcidval
ellenoldali feliiletes hatsé szarvban hasonld, de kisebb mértékii novekedést talaltunk,
mint az azonos oldaliban. A laterdlis régiét kivéve itt is mindegyik régidban
szignifikdns volt a novekedés, azzal a kiillonbséggel, hogy az emelkedés alacsonyabb
szintli szignifikanciat mutatott a kontroll értékekhez képest (5. tdblazat és 24. dbra, ***

p = 0,00079).



A kettosen festddd terminalisok szamat Osszevetve a HCN?2, illetve az SP
immunreaktivitdst mutatd termindlisok Osszes szdmdval azt taldltuk, hogy a HCN2 és
SP kozotti kolokalizdcié mértéke szinte alig véltozott a CFA injekciét kapott dllatok
ipszi- (82—-86%) ¢és kontralaterdlis feliiletes hatsé szarvanak teljes mediolaterdlis
kiterjedésében (83-88%), a kontroll Aallatok feliilletes hatsé szarvdban szamolt

értékekhez képest (81-84%).

5. tablazat. HCN2 és SP immunreaktivitast egyarant mutaté terminalisok szama a hatso
szarv I-II. laminajanak régidiban és teljes mediolateralis kiterjedésében, kontroll és CFA
injekciot kapott allatok L.4-es gerincvel6i szegmentumaban.

HCMZ-re és 5P-re egyarant pomtiv snmanfestddést

& gerincveld mutatd axontermindlizok szdma (dtlag £ SELD (0= 30)
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4. 9. 3. A HCN2 fehérje mennyiségének valtozasa a lumbalis gerincvelé hatsé
szarvaban CFA-val kivaltott gyulladasos fajdalomallapotban

Annak érdekében, hogy megerdsitsik immunhisztokémiai vizsgélataink
eredményeit, és megvizsgaljuk a HCN2 fehérjék mennyiségi alakuldsat a CFA injekcid
altal kivaltott gyulladdsos fajdalomallapotban, Western blot elemzést végeztiink kontroll
és CFA injekciot kapott allatok L4-es gerincveldi szegmentumdnak hatsé szarvabol
szarmaz0 mintak teljes lizdtumdn, illetve membranfrakcidjan.

A Western blot sdvok denzitometrids feldolgozdsa sordn a kapott adatokat a
belsd, loading kontroll (B-tubulin) optikai denzitdsahoz normalizaltuk (25. dbra b és d).
A relativ optikai denzitds szamszerii adatait atlagértékekben £ SEM fejeztiik ki, és a 25.
dbra oszlopdiagramjain tiintettiik fel. Ugy talltuk, hogy a CFA injekciéval azonos
oldali hats6 szarvban a HCN2 fehérje relativ mennyisége szignifikdnsan emelkedett,

mind a teljes lizatumbdl (25. dbra a, ** p = 0,008), mind a membranfrakciébol késziilt



mintdkban (25. dbra c, ** p = 0,006), a kontroll dllatokban mért értékekhez képest. A
CFA injekcidval ellenoldali hatsé szarvban csekély mértékben novekedett a HCN2

fehérje relativ mennyisége a kontroll dllatok értékeihez viszonyitva (25. dbra a, c).
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25. abra. A HCN2 fehérje relativ mennyisége a gerincvelé hatsé szarvaban kontroll és
CFA injekciot kapott allatok L.4-es gerincveldi szegmentumaban. Az injekciéhoz képest
ipszilateralis hats6 szarvban a HOCN2 fehérje relativ mennyisége szignifikansan
emelkedett, mind a teljes lizatumbél (a, b), mind a membranfrakciobél szarmazoé
mintakban (c, d), a kontroll értékekhez viszonyitva. A kontralateralis hats6 szarvban
viszont szinte alig novekedett a HCN2 fehérje relativ mennyisége. A teljes extraktumbél és
a membranfrakciobdl szarmazé adatokat a belsé kontroll (p-tubulin) értékeihez
normalizaltuk és atlagértékekben + SEM tiintettiik fel (** p < 0,01).



5. MEGBESZELES

5. 1. A HCN ioncsatornak 2-es izoformajanak (HCN2) expresszigja a gerincveld
feliiletes hats6 szarvaban végzodo peptiderg nociceptiv primer afferensek centralis
axonvégzodéseiben

A hiperpolarizacié altal aktivalodé iondramot (I,) és a HCN ioncsatorna
fehérjéket kordbban mar tobben kimutattdk a gerincveldi dicok neuronjainak
sejttestjeiben és periférids nydlvanyaiban (Mayer és Westbrook, 1983; Scroggs és mtsai,
1994; Grafe és mtsai, 1997; Chaplan és mtsai, 2003; és Yao €s mitsai, 2003). A
kozelmultban Chaplan és mtsai (2003) leirtdk, hogy a patkdny gerincveldi dicaiban a
HCN1, 2 és 3 izoforma expresszalodik immunhisztokémiailag kimutathaté
mennyiségben. Az egér gerincveldi ducaiban is hasonlé6 megoszldst talaltak, azzal a
kiilonbséggel, hogy a HCN3 nem volt detektdlhaté mennyiségben jelen a dicsejtekben
(Moosmang és mtsai, 1999). In situ hibridizdcids vizsgdlatokkal bizonyitottdk, hogy a
HCN izoformdk koziil a HCN1 és HCN2 expresszalodik legnagyobb mértékben az egér
kiillonbozd méretli dicsejtjeiben. Az izoformdk eloszldsat vizsgdlva azt taldltdk, hogy a
HCNI mRNS-e minden nagy és kozepes atmérdjii ducsejtben és a kis atmérdju
dicsejtek  80%-aban kifejezddik. A HCN2 mRNS-e kisebb mennyiségben
expresszélddott, a nagy és kozepes atmérdjii dicsejtek 80%-aban, illetve a kis 4tmérdjii
sejtek 60%-dban volt detektalhaté (Moosmang €és mtsai, 2001).

Béar a HCN ioncsatorndk expresszidja az elsddleges érzoneuronok sejttestjein és
periférids axonjain egyértelmuiien bizonyitott, az irodalomban nem taldltunk semmilyen
adatot arra vonatkozdan, hogy a HCN ioncsatorna fehérjék expresszdlédnak-e az
elsédleges  érzoneuronok  gerincveldi  hdts6  szarvban  végz6dd  centrdlis
axontermindlisaiban is. Vizsgédlataink sordn elsOként mutattuk ki, hogy a HCN
ioncsatorna fehérjék koziil a 2-es izoformat (HCN2) az elsddleges érzOneuronok egy
csoportja centrdlis axonvégzddéseiben is kifejezi. Habar in situ hibridizdcids és
immunhisztokémiai vizsgédlatok is azt igazoltdk, hogy patkdnyban a HCN2 szinte
minden gerincveldi ducsejtben expresszalodik (Chaplan és mitsai, 2003), mi ugy
taldltuk, hogy HCN2-immunreaktiv axonvégzddések kizardlag a gerincveld hatsé
szarvanak feliiletes, I-Ilo lamindiban mutathaték ki. A HCN2 immunreaktivitisnak ez a
korlatozott lamindris megoszldsa a gerincveld hatsé szarvdban azt feltételezi, hogy a
kiilonféle gerincveldi dicsejtek kiilonb6z6 mértékben transzportdljdk a HCN2 fehérjét a

centralis axonterminalisaikba.



A HCN2-immunreaktiv —axontermindlisok megoszldsa, illetve intenziv
kolokalizdcidja CGRP-vel és szegregicidja az IB4 kotddéstdl a gerincveld feliiletes
hatsé szarvdban azt jelzi, hogy a HCN2 fehérje centrdlis transzportja és gerincveldi
expresszidja a peptiderg C és Ao tipusi nociceptiv primer afferensekben a
legerdteljesebb, amelyek a hatsé szarv I-Ilo lamindiban végzddnek (Wall és Melzack,
1989). Nem zédrhat6 ki az sem, hogy a gerincveldi hdtsé szarv mélyebb lamindiban
végz0do nem peptiderg tipusu nociceptiv és nem nociceptiv AP és Aa primer afferensek
(Wall és Melzack, 1989) is szallitjadk a HCN2-t centrdlis axonvégzddéseikbe. De ha van
is ilyen transzport az AP €s Aa primer afferensekben, az olyan kismértékii lehet csupan,
hogy a transzportal6dé fehérje immunhisztokémiai médszerekkel nem mutathato ki.

Fehérjék eltérd mértékii transzportja az elsddleges €rzd neuronok sejttestjeibol a
centrdlis és a periférids termindlisaik felé jol ismert jelenség. A sejttestbdl az
axontermindlisok felé transzportdlodé fehérjék altalaban mindkét irdnyba széllitédnak,
de vannak olyanok is, amelyek csak egyirdnyba, vagy a periférids, vagy a centralis
axonvégzOddésekbe transzportdlédnak. A neurokininl-receptor (NK1-R) példdul nagy
mennyiségben expresszalodik szdmos gerincvel6i ducsejtben, és azok periférids
axontermindlisaiba szdllitddva fontos szerepet jatszik a szenzoros idegvégzddések
ingerelhetdségében és szenzitizacidjaban (Lecci és mtsai, 2000; Carlton és Coggeshall,
2002). A gerincveldi ducsejtek egyike sem transzportilja az NKI-R-t centrélis
axonvégzOodésébe olyan mértékben, hogy az kimutathaté lenne a gerincveld hatséd
szarvaban. Ennek a szelektiv axontranszport-mechanizmusnak a molekuléris alapjai,
amely lehetové teszi, hogy bizonyos fehérjék a perikarionokbdl elsddlegesen vagy
kizardlag csak a centralis, vagy csak a periférids axonterminélisokba széllitddjanak, még
nem tisztazottak. Mindamellett val6szinli, hogy a HCN2 fehérje centrélis transzportjaért
is ez a jelenleg még ismeretlen szelektiv axontranszport tehetd feleldssé. Lehetséges,
hogy a HCN2 fehérje centrdlis transzportjit irdnyitd molekuldris apparatussal csak a
peptiderg C és Ao primer afferensek rendelkeznek, a tobbi elsddleges érzéneuronbdl

hidnyzik ez a molekularis mechanizmus.

5. 2. A HCN ioncsatornak lehetséges szerepe a peptiderg nociceptiv primer
afferensek gerincveldi axonterminalisaiban

Irodalmi adatok alapjan jol ismert, hogy a HCN ioncsatorndkhoz k6tédé cAMP

vagy ¢cGMP a koncentricié fiiggvényében depolarizaltabb fesziiltségek felé tolja a



hiperpolarizaci6 altal aktivdl6do iondram (Ip) aktivacids gorbéjét (Pape, 1996; Robinson
és Siegelbaum, 2003). Azok a receptorok, beleértve a preszinaptikus
axonvégzOdésekben expresszalodd receptorokat, amelyek az adenilat-ciklazhoz
pozitivan vagy negativan kapcsoldédnak, + 20 mV-tal is mddosithatjdk az ioncsatornak
fesziiltségfiiggd kapuzasat, amely jelentdsen moduldlhatja a szinaptikus jelatvitel
erdsségét (Beaumont és Zucker, 2000; Miiller és mtsai, 2003). Az adenilat-ciklaz—
cAMP rendszerrel kapcsolatban 1évo preszinaptikus receptormechanizmusok a C és Ad
peptiderg nociceptiv  primer afferensek gerincveléi axontermindlisaiban s
kolcsonhatasba 1éphetnek a HCN ioncsatorndkkal. Azt is kimutattdk, hogy a gerincveld
hatsé szarvanak I-1I. lamindjdban végz0d6 primer afferens axontermindlisok sokféle
preszinaptikus neurotranszmitter-receptort expresszdlnak, beleértve a metabotrép
glutamatreceptorok Il-es és Ill-as csoportjanak tagjait (Carlton €s mtsai, 2001), az
opioid- (Abbadie és mtsai, 2001) és a GABAg-receptorokat (Yang és mtsai, 2001). Ezen
receptorok aktivdléddsa az adenildt-cikldz gétlasdn keresztil a cAMP szintjének
csOkkenését eredményezi. Tehat az mGluR, opioid- vagy GABAg-receptorok
aktivdlédasanak hatdsdra olyan mértékben lecsokkenhet az I az axontermindlisokban,
hogy jelentds mértékben hiperpolarizdlédnak (Przewlocki és Przewlocki, 2001; Krieger
és El Manira, 2002), és ezaltal modulalhatjdk a szinaptikus jelatvitelt a nociceptiv
primer afferensek és a masodlagos érzOneuronok kozott.

Nemrég azt is leirtdk, hogy a gerincveldi ducsejtek is rendelkeznek spontan
aktivitdssal és ritmuskeltd iondramokkal (I,) (Mayer és Westbrook, 1983; Scroggs és
mtsai, 1994; Grafe és mtsai, 1997). Bar a gerincveldi dicsejtek nem mutatnak spontan
oszcillaciot, a HCN ioncsatorndk daltal kozvetitett ,,inward” iondramok (I;) olyan
ismétlodo tiizeléseket indukédlhatnak a ducsejtekben, amelyeket ektopikus kisiiléseknek
neveznek (Amir és Devor, 1997). Ugy gondoljdk, hogy a dicsejtekben kialakuld
ektopikus aktivitds a gerincvelObe jutva lényeges szerepet jitszhat a neuropdtids
fajdalom kialakuldsdban és fenntartdsidban (Han és mtsai, 2000, Chaplan és mtsai,
2003).

Azt is kimutattdk, hogy az ektopikus aktivitdssal rendelkezd gerincvel6i
dicsejtek  tobbsége 4atmenetileg depolarizdlédik, ha a szomszédos, hasonl
tulajdonsagokat mutaté ddcsejtek axonjait ismétlddd stimulacid éri (Devor és Wall,
1990). Ennek a révén a gerincveldi dicokban a ducsejtek kozott zajlé un.

keresztingerlés sordn megnovekszik az idegsejtek kiiszobalatti ingerekre mutatott



ingerelhetdsége (Amir és Devor, 1996). A keresztdepolarizilt neuronok megnovekedett
ingerlékenységét okozhatja egyrészt az aktivitds altal kivaltott extracelluldris K*-szint
emelkedése, ami az I, felerdsitésén keresztill noveli az idegsejtek ingerelhetdségét
(Robinson és Siegelbaum, 2003). Mdasrészt, ingeriiletatvivd anyagok, példaul P-anyag,
vagy glutamat szabadulhatnak fel a stimulalt neuronokbdl, amelyek specifikus receptor
mechanizmusok aktivaldsa révén depolarizdlhatjdk a szomszédos idegsejteket (Amir és
Devor, 1996). Mindkét mechanizmus miikddhet a gerincvel?d feliiletes hatsé szarvaban
is, ahol a spontdn aktivitdst mutaté, HCN2-t expresszald nociceptiv primer afferensek
axonvégzédéseinek aktivaloddsa kivélthatja az extracelluldris K'-szint emelkedését,
és/vagy a neurotranszmitterek nem szinaptikus udton torténd felszabaduldsat.
Kovetkezésképpen a spontdn aktivitdst mutaté primer afferensek novelhetik a tobbi,
HCN2-t kifejez6 primer afferens depolarizaciojat és ingerelhetoségét, és ezéltal
jelentdsen befolydsolhatjdk a gerincveld feliilletes hdtsé szarvaban mukodo

ideghalozatok alapaktivitasat.

5. 3. A HCN ioncsatornak 2-es izoformaja (HCN2) és a vezikularis glutamat
transzporterek (VGIluT) immunreaktivitisanak szegregacioja a gerincvelo hatsé
szarvaban

A glutamat az egyik legelterjedtebb neurotranszmitter az idegrendszerben, amely
a szenzoros ingeriiletatvitel sordn minden primer afferensbdl felszabadulhat, beleértve a
nociceptiv C és Ao afferenseket (Broman és mtsai, 1993, Levin és mtsai, 1993). Bar a
glutamat szinaptikus jeldtvitelben betoltott neurotranszmitter szerepét kisérletes
bizonyitékok hosszi sora igazolta, morfologiai kimutatdsit nagymértékben
megnehezitette dltalanos elterjedése az idegrendszer fehérjéiben.

A kozelmultban azonositottdk azokat a transzportfehérjéket, amelyek a
glutamatot a szinaptikus vezikuldba pumpdljak. Vezikuldris glutamat transzportereknek
(VGIuT-ok) nevezték el, és a glutamaterg neuronok legmegbizhatobb markereiként
tartjdk szamon Oket (Bellocchio és mtsai, 2000; Takamori és mtsai, 2000). Mostandig a
VGluT-ok csalddjanak hiarom tagjat (VGIuT1-3) klénoztdk, amelyek megoszlasat
szamos agyteriileten és a gerincveldben is leirtdk (Aihara és mtsai, 2000; Herzog és
mtsai, 2001, Kaneko és mtsai, 2002, Takamori és mtsai, 2002). Kimutattdk, hogy a
gerincveld kiilonbozd lamindiban végzddd axontermindlisok mdas-mas VGluT-ot

expresszélnak, és az idegvégzddésekben is csak minimdlis atfedést taldltak kozottiik



(Todd és mtsai, 2003; Alvarez és mtsai, 2004; Landry és mtsai, 2004). A gerincveld
feliiletes hats6 szarvat vizsgalva azt talaltak, hogy a VGIuT1 immunreaktivitds nagyon
elszortan jelenik meg, vagy teljesen hidnyzik, mig a VGIuT2 intenziv, a VGIuT3 pedig
mérsékeltebb immunfestddést mutat a hatsé szarv I-II. lamindjaban (Todd és mtsai,
2003; Alvarez és mtsai, 2004; Landry és mtsai, 2004). Ezek a kordbbi eredmények
szinte teljesen megegyeznek a VGIuT-ok gerincveldi expresszidjdra vonatkozo jelenlegi
vizsgélatainkkal.

A hétsé szarv I-II. lamindjanak VGIuT2 és VGIuT3 immunfest6dését ismerve
varatlan volt, hogy a VGIuT2 és HCN2 kozott csupan kismértékii kolokalizaciot, a
VGIuT3 és HCN2 immunreaktivitds kozott pedig teljes szegregicidt taldltunk. A
kolokalizaci6 szinte teljes hidnya azt jelzi, hogy a VGIuT2- és VGIuT3-pozitiv axonok
nem a HCN2-immunreaktiv C és A primer afferensektl szarmaznak. Leletiink
aldtdmasztja a korabbi vizsgdlatok eredményeit, amelyek a VGluT-immunreaktiv rostok
eredetére vonatkoznak a gerincveld hatsé szarvaban, és kimutatjadk, hogy a peptiderg
primer afferenseknek, valamint a nem-peptiderg C rostoknak is csak elenyészd része
immunreaktiv VGIuT2-re, illetve nagyrésziik egyik VGluT-ra sem festédik (Todd és
mtsai, 2003; Alvarez és mtsai, 2004; Landry és mtsai, 2004). Az eddigi eredmények
alapjan tehat feltételezhetd, hogy a harom, ismert VGluT-on kiviil egy tovabbi, eziddig
még ismeretlen vezikuldris glutamdt transzporter expresszdlédhat a nociceptiv

afferensekben (Todd és mtsai., 2003; Li és mtsai., 2003).

5. 4. A HCN ioncsatornak 2-es izoformaja (HCN2) és a P-anyag (SP)
immunreaktivitasanak kolokalizacidja a gerincvelo feliiletes hatsé szarvaban

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a HCN2 intenziven kolokalizdl a
kalcitonin génhez rendelt peptiddel (CGRP), és szinte teljesen elkiiloniil az izolektin-B4
(IB4) kotédéstol a gerincveld feliiletes hatsé szarvaban, ami azt jelzi, hogy a HCN2
elsésorban a peptiderg nociceptiv primer afferensekben fejezdédik ki. A peptiderg
nociceptiv primer afferensek kiilonb6z6 populaciéi CGRP-n kiviil mds neuropeptidet is
tartalmazhatnak és felszabadithatnak, tobbek kozott P-anyagot (SP), amely kdztudottan
dontd szerepet jatszik a nociceptiv ingeriiletek attevodésében a primer afferensekrdl a
madsodlagos érzéneuronokra, €s igy hatékonyan részt vesz a fijdalomfeldolgozasban
(Todd és mtsai, 2002; Willis és Coggeshall, 2004). Ezért kezdtiik vizsgdlni a HCN2-

pozitiv axonvégzddések SP immunreaktivitasat kettdsen immunfestett metszeteken, €s



igen nagymértékii kolokaliz4ciét taldltunk a HCN2 és SP immunreaktivitds kozott.
Leleteink alapjan feltételezhetd, hogy a HCN2 ioncsatorndk altal medidlt I, iondramok a
fajdalomatviteli utvonal els6 atkapcsolodasanal moduldlhatjdk a nociceptiv primer
afferensekr6l a masodlagos érzéneuronokra SP dltal kozvetitett szinaptikus
ingeriiletattevodést, és ezen keresztiill a fijdalomfeldolgozdsi mechanizmusokat a

gerincvel0 feliiletes hatso szarvaban.

5. 5. A HCN2-immunreaktiv axonterminalisok posztszinaptikus kapcsolatai a
gerincvelo feliiletes hats6 szarvaban

Kordbban mar megallapitottdk, hogy a nociceptiv primer afferensek serkentd és
gatlé interneuronokkal egyardnt kapcsolatba 1épnek a gerincveld feliiletes hétso
szarvdaban (Carlton és Hayes, 1990; Wang és mtsai, 2000). Majmokban kimutattak,
hogy a CGRP-immunreaktiv, peptiderg nociceptiv primer afferensektdl szinaptikus
kapcsolatot fogadd dendritek 28%-a GABA-t tartalmaz (Hayes és Carlton, 1992).
Réagcsalokban viszont a nociceptiv primer afferensek sokkal ritkdbban alakitanak ki
szinaptikus kapcsolatokat GABAerg posztszinaptikus elemekkel. A patkany gerincveld
hats6 szarvdaban azt taldltdk, hogy a peptiderg nociceptiv primer afferens
axonvégzodések legelterjedtebb formdi, a nem-glomeruldris elrendezddést mutatd
termindlisok egyéltalin nem keriiltek szinaptikus kapcsolatba GABA-immunreaktiv
dendritekkel (Bernardi és mtsai, 1995). Azonban azt is kimutattik, hogy a peptiderg
nociceptiv primer afferens termindlisok madsik tipusat add glomeruldris Cl1
axonvégziodések (Ribeiro-da-Silva és Coimbra, 1982; Ribeiro-da-Silva, 2004) 28%-a
szinaptikus kapcsolatokat alakitott ki GABAerg dendritekkel (Bernardi és mtsai, 1995).
Erdekes megjegyezni, hogy a HCN2-t expresszal6 peptiderg nociceptiv primer afferens
termindlisok dontd tobbségét nem-glomeruldris elrendezddésben taldltuk, és csak kis
hanyaduk tartozott a glomeruldris C1 tipusba. Mindezen kordbbi adatok tiikrében
érthetonek tlnik, hogy csak viszonylag kevés kapcsolatot taldltunk a HCN2-
immunreaktiv termindlisok €s a GAD65-eGFP-pozitiv gerincveldi neuronok kozott.
Kovetkezésképpen valdszinli, hogy a HCN2 fehérjét expresszald, peptiderg nociceptiv
primer afferensek elsdsorban serkentd interneuronokkal létesitenek szinaptikus
kapcsolatokat, és csak alkalmanként keriilnek kontaktusba gatlé6 gerincvel6i

neuronokkal a ragcsédldk gerincveldjének hétsé szarvaban.



Arrél is vannak irodalmi adatok, hogy a SP-tartalmd primer afferensek
aszimmetrikus szinapszisokat hoznak létre NKI-R-t kifejez0 neuronokkal és nem-
szinaptikus kapcsolatokat, Gn. szoros appozicidkat alakitanak ki MOR-immunreaktiv
idegsejtekkel a patkdany gerincveld feliiletes hatsé szarvdban (Spike és mtsai, 2002;
Todd és mtsai, 2002). Bar elektronmikroszképos bizonyitékok nem 4dllnak
rendelkezésiinkre, de a HCN2- és az SP nagymértékli kolokalizdcidja alapjan
feltételezhetd, hogy a HCN2-t expresszald SP-tartalmu primer afferensek is szinaptikus
kapcsolatokat alakithatnak ki az NKI-R-t, és nem-szinaptikus kapcsolatokba
keriilhetnek a MOR-t kifejezd neuronokkal. Tovabb szinesiti a képet, hogy az NKI-
immunreaktiv neuronok projekcids neuronoknak bizonyultak, a MOR-pozitiv idegsejtek
pedig a serkentd interneuronok egyik alcsoportjdnak tekinthetok (Kemp €és mtsai, 1996,
Spike és mtsai, 2002, Todd és mtsai, 2002). Ezen adatok birtokdban feltételezhetd, hogy
a preszinaptikus HCN2 ioncsatorna mechanizmusok befolydsoljdk a nociceptiv
ingeriiletdtvitelt a SP-tartalmd primer afferensekr6l mind a gerincvel6i projekcids
idegsejtekre, mind az interneuronokra a gerincveld feliiletes hatsé szarvaban. Az Iy
ionaram modulélé hatdsa viszont valdsziniileg kiilonbozhet a kiilonféle posztszinaptikus
neuronokon attél fiiggéen, hogy a HCN2-immunreaktiv axontermindlisok valddi
szinaptikus kapcsolatot, vagy csak szoros appoziciot alakitanak ki posztszinaptikus

célsejtjeikkel.

5. 6. A HCN2 ioncsatornak altal medialt ionaram (I,) hatasai a C /Ad primer
afferensek és a gerincveloi feliiletes hatsé szarv neuronjai kozott 1évé szinaptikus
jelatvitelre

A kozponti idegrendszer serkentd szinapszisainak jelentds része rendelkezik
azzal a figyelemremélté képességgel, amellyel aktivitastdl fiiggd modon, hosszi tdvra
fokozni tudja a benne lezajlé szinaptikus ingeriiletattevddés erejét és megbizhatdsagat.
Ezt a jelenséget az idegrendszer tobb teriiletén is megfigyelték, és az agy kiilonb6z0
régidiban hosszu tavd potencirozddasnak (long-term potentiation, LTP), a gerincveld
hatsé szarvaban pedig hosszu tavu facilitdlasnak (long-term facilitation, LTF) nevezik.
Ugy gondoljék, hogy a nociceptiv primer afferensek és a mésodlagos gerincveléi
interneuronok szinaptikus jelatvitelének tartés facilitdldsa (LTF) fontos szerepet jatszhat
a centrélis szenzitizdcid — a nociceptiv, fajdalomfeldolgozé ideghdlézatok ingeriileti

allapotanak tartds fokozdodasa — kialakulasaban (Ji és mtsai, 2003).



A preszinaptikus terminédlisokban miikodo fesziiltségfiiggd ioncsatornak képesek
modulalni a transzmitterfelszabadulast, és ezaltal kozremiikodnek a hosszu tavua
potencirozds és facilitilds folyamatdban. A fesziiltségfiiggd ioncsatorndk kozott a
preszinaptikus HCN csatorndk egyre tobb figyelmet kaptak az utébbi idében, annak a
feltételezésnek koszonhetden, hogy az ioncsatorndk részt vehetnek a szinaptikus
jeléatvitel és plaszticitds preszinaptikus moduldcidjdban. Beaumont és Zucker (2000)
kozolték eldszor, hogy a HCN ioncsatorndk aktivicidja az ingeriiletatvitel szinaptikus
facilitdlasat idézi el a rdkok neuromuszkuldris szinapszisaban. Azt is kimutattdk, hogy
a hippocampus preszinaptikus moharostjainak hosszu tava potencirozédasara is hatdssal
van az I, iondram aktivaloddasa (Mellor és mtsai, 2002). Ezeket a korabbi
megfigyeléseket jelenlegi elektrofizioldgiai eredményeink is aldtdmasztjdk. A HCN
ioncsatorndk szelektiv antagonistdjanak (ZD7288) alkalmazdsa sordn csokkent a
gerincvelOi szeletprepardtumok hdtsé szarvi neuronjaiban teljes-sejt patch-clamp
technikdval mért monoszinaptikus EPSP-k szdma, ami alapjdn azt feltételezziik, hogy az
I, novelheti a szinaptikus jelatvitel megbizhat6sdgat a primer afferensekrdl a
madsodlagos érzOneuronokra, és igy szerepet jatszhat a fajdalomatvitel preszinaptikus
modulécidjaban a gerincveld héats6 szarvaban.

Felmeriill a kérdés, hogy az I, aktivicidja hogyan fokozhatja a szinaptikus
ingeriiletdtvitel megbizhatdsagit, és vezethet hosszi tava facilitdlashoz. Az egyik
lehetséges magyardzat, hogy a HCN-csatorndk aktivdléddsa felerSsitheti a Ca**-
bedramlast a preszinaptikus axonvégzddésbe azéltal, hogy depolarizélja a termindlist és
ezzel kivéltja a fesziiltségfiiggd Ca**-csatorndk megnyildsit. Az ismétlédd ingerlések
soran bearamlott kdlcium aktivalja a kalcium-kalmodulin-fiiggé adenilat-cikldzt, ami a
cAMP szint emelkedését vonja maga utdn. Ugyanakkor a cAMP szintjének novekedése
tovabb fokozza az I, iondramot, és ezzel egyre nagyobb depolarizacidt valt ki és lassitja
a Ca’*-csatornak deaktivicidjat az akcids potencidlt kovetd hiperpolariziacié és
repolarizicié alatt (Forsythe €s mtsai, 1998; Cuttle és mtsai, 2001; Mellor és mtsai,
2002). gy az I iondram elhiz6dé aktivaciéja a megnovekedett Ca**-bedramlds miatt,
eldsegitheti a neurotranszmitterek fokozott felszabaduldsat (Yu és mtsai, 2004). Teljes-
sejt patch-clamp technikdt és fluoreszcens Ca’*-imaging mddszert kombindlva
kimutattdk, hogy a kalciumionok kismértékben még a HCN ioncsatorndkon keresztiil is
bejuthatnak a sejtbe (Yu és mtsai, 2004). Ily médon a fesziiltségfiiggé Ca*- vagy HCN-

csatorndk 4ltal kozvetitett Ca**-bedramlds olyan intracelluldris kdrnyezetet teremthet,



ami megfelel0 hatteret biztosit olyan I iondram &ltal mediélt folyamatoknak, mint a
preszinaptikus plaszticitds és a tartos facilitalas. Az I, iondram valdsziniileg fontos
szerepet jatszhat az akcids potencidl utShiperpolarizacidés szakaszdban is, amikor a
kifelé tarté K*-dram hatds4t ellensilyozva megakadalyozhatja a tdlzott hiperpolariz4ciot
(Weinreich és Wonderlin, 1987). Egy masik lehetdség szerint a HCN ioncsatornak
fokozhatjdk a szinaptikus vezikuldk mobilizacidjat a citoszkeleton altal kozvetitett
lokélis szignalizacios kaszkadfolyamatokon keresztiil is (Beaumont és Zucker, 2000)

anélkiil, hogy barmilyen kozvetlen kapcsolatban lennének a Ca®*-bedramléssal.

5. 7. Bilateralis valtozasok a gerincvelo feliiletes hatsé szarvaban teljes Freund-
adjuvans (CFA) altal Kkivaltott unilateralis talpgyulladas soran

A Freund-adjuvanssal indukélt unilaterdlis talpgyulladds egyik legmeglepdbb
eredménye, hogy bar a gyulladds unilaterdlis mechanikai allodynidt valtott ki, a
gerincvel feliiletes hatsé szarvdban bilaterdlis neurokémiai valtozdsok alakultak ki.
Amellett, hogy a HCN2- és SP-immunreaktivitds jelentésen megnovekedett az
ipszilateralis hats6 szarvban, a HCN2- és SP-immunreaktiv terminalisok szdma
emelkedést mutatott a kontralaterdlis hats6 szarv medidlis €s intermedier régidjaban is.
Hasonl6 véltozast tapasztaltunk a c-Fos-immunreaktiv sejtszam tekintetében is, azzal a
kiillonbséggel, hogy a c-Fos-pozitiv sejtek szdma a feliiletes héats6 szarv teljes
mediolaterdlis kiterjedésében novekedett a CFA-injekcidval ellentétes oldalon is.

Béar nem tudunk kielégitd magyardzatot adni arra, hogy az unilaterdlis CFA-
injekci6 hogyan valt ki kontralaterdlis gerincveldi aktivitdst, nagyon valdszinlinek
latszik, hogy tobbféle tényezd Osszeaddddsa vezethet a jelenség kialakuldsdhoz.
Egyrészrdl, megalapozott kisérletes eredmények bizonyitjdk, hogy a gerincveld két
oldalat komisszurdlis axonok kotik Ossze egymassal. Ezek a komisszurdlis
propriospinalis rendszerek szoros kapcsolatot alakitanak ki a kétoldali hatsé szarv
kozott, igy a kétoldali feliiletes hatsé szarv kozott is (Szentdgothai, 1964; Matsushita,
1969; Petkd és Antal, 2000, Petkd €s mtsai., 2004). A bejovo nociceptiv ingeriiletek
altal  kozvetleniil vagy kozvetve aktivalodo, ipszilaterdlisan elhelyezkedd
kommisszurdlis axonokkal rendelkezdé neuronok kozvetitésével megvaltozhat az
ingerlés valédi helyéhez képest kontralaterdlis gerincveldi hétsé szarv nyugalmi
aktivitdsa is. Masrészrol, a gerincveld-agy-gerincveld Osszekottetések részét képezd

supraspinalis eredetli leszalld palydk 4ltal kozvetitett ingeriiletek szintén



hozzajarulhatnak a kontralaterdlis valtozasok kialakuldsdhoz. Az ipszilaterdlis hatsé
szarv helyi szignalizicidjat kovetden, a CFA-val indukdlt gyulladds 4ltal kivalt6do
fajdalomingeriiletek felszall6 szenzoros pélydk révén kiilonb6z0, magasabb agyi
kozpontok felé tovabbitdédnak (Lima, 2009). A fijdalmi magatartdsformak kialakitasaért
felelds subcorticalis magvakon és agykérgi teriileteken kiviil a felszallo palydk szamos
olyan agyteriiletet is aktivdlnak, amelyek unilateralis és bilaterdlis leszallo palydkat
kiildenek a gerincveld hatsé szarvdhoz (Ren és Dubner, 2009). Ezek a bilaterédlisan
leszall6 palyédk jelentés mértékben hozzajarulhatnak a CFA-injekcidval ellentétes oldali
hatsé szarvban 1€év6 ideghdlézatok aktivalédaséhoz.

Annak ellenére, hogy a kontralateralis hatsé szarvban fellépd idegi aktivitdsok
nem elég er6sek ahhoz, hogy mechanikai allodynidt valtsanak ki, illetve azok a
mechanizmusok, amelyekkel a helyi és/vagy supraspinalis neuronhdlézatok az
unilaterdlis talpgyulladdst kovetden képesek bilaterdlis neurokémiai véltozdsokat
indukdlni a gerincveld hédtsé szarvdban, még ismeretlenek, maga a jelenség rendkiviil
figyelemre méltd. Tobbek kozott ugyanis ez azt is jelenti, hogy az unilateralis kisérleti
beavatkozasok sordn a gerincvel6i hatsé szarvban fellépd valaszreakciok értékelésénél a
gerincveld kontralaterdlis oldalat nem tekinthetjiik kontrollnak. Az unilaterélis periférids
kisérleti kezeléseket kovetden, az ipszi- és kontralaterdlis hédtsé szarvbol szdrmazd
adatok Osszehasonlitdsa, kezeletlen allatokbdl nyert valédi kontroll értékek nélkiil, a

kisérleti eredmények hibas értékelését eredményezheti.

5. 8. Preszinaptikus HCN2 ioncsatornak a nociceptiv primer afferensek centralis
axonterminalisaiban gyulladasos fajdalomban

Szamottevd molekuldris és farmakoldgiai kisérletes adat bizonyitja, hogy a HCN
ioncsatorndk jelentds szerepet jatszanak a szenzoros neuronok miitkodésében, kiilondsen
ideg- vagy szovetsériiléshez kapcsolodé fijdalom esetén (Chaplan és mtsai., 2003; Yao
és mtsai., 2003; Brown és mtsai., 2004; Luo és mtsai., 2007). A HCN ioncsatornak altal
kozvetitett  hiperpolarizaci6 sordn aktivdlodé iondramok (I) nagymértékben
hozzéjarulnak ahhoz, hogy a sériilt primer afferens neuronok spontan, tn. ektopikus
akciés potencidlokat generdlnak, amelyek végsd soron fajdalomérzet kialakuldsdahoz
vezetnek (Chaplan és mtsai., 2003, Yao és mtsai., 2003; Dalle és Eisenach, 2005; Lee és
mtsai., 2005; Tu és mtsai., 2006).



Kordbbi eredmények alapjan az is feltételezhetd, hogy a neuropétidas fijdalom
mellett, a HCN2 ioncsatorna-mechanizmusoknak lehet bizonyos szerepe a
fajdalomfeldolgozé ideghdlézatok centralis szenzitizacidjdnak kialakitdsdban kronikus
gyulladasos fajdalomallapotokban is. Cho és mtsai. (2009) nemrég kimutattdk, hogy 3-4
nappal a dura mater gyulladdsiat kovetden emelkedik a HCN fehérjék mennyisége a
ganglion trigeminaleban és megdupldzédik a dura matert beidegzd neuronok kozott a
HCN2-immunreaktiv neuronok szdma. Egy masik kozleményben Dunlop és mitsai.
(2009) kimutattdk, hogy a specifikus HCN ioncsatorna-blokkol6, ZD7288
intraperitonealis alkalmazdsa a koncentracié filiggvényében mérsékli a patkanyok
talpanak karragenin-injekci6 4ltal kivaltott termalis hiperszenzitivitdsat, és nagyobb
doézisban teljesen megsziinteti a hiperszenzitivitast. Ezenkiviil azt is leirtdk, hogy a
ZD7288 intrathecalis alkalmazdsa csokkenti a mechanikai allodyniat (Jiang és mtsai.,
2008). Sajat eredményeinket Osszevetve ezekkel a kordbbi eredményekkel,
valoszinlinek tlinik, hogy a HCN2 ioncsatorna-fehérjék tultermelddése a gerincveld
feliiletes hats6 szarvdban legaldbb részben magyardzatul szolgilhat a ZD7288
alkalmazdsa sordn megfigyelt fajdalomcsillapité hatdsnak.

Elektrofiziolégiai mérésekkel szamos preszinaptikus axonvégzodésben
kimutattdk az I, jelenlétét, tobbek kozott a rdkok neuromuszkuléris szinapszisdban
(Beaumont és Zucker, 2000), a madarak ganglion ciliarejdban (Fletcher és Chiappinelli,
1992), a kisagyi kosdrsejtekben (Southan és mtsai., 2000) és a nucleus cochlearis bushy-
sejtjeinek preszinaptikus végzddéseiben (Held-féle kelyhek) (Cuttle és mtsai., 2001).
Ezek a vizsgdlatok szdmos bizonyitékot szolgéltatnak arra, hogy a preszinaptikus HCN
ioncsatorna-mechanizmusok szerepet jatszanak a szinaptikus jelatvitel szabédlyozasdban.
Rdkok motoneuronjainak axonvégzddéseiben kimutattdk, hogy az I, cAMP-fiiggd
és Zucker, 2000; Beaumont €és mtsai., 2002). Ezekkel a megfigyelésekkel 6sszhangban
gerincveldi szeletprepardtumokban kordbban kimutattuk, hogy ZD7288 alkalmazasa
lecsokkenti a nociceptiv primer afferensek és masodlagos gerincveldi interneuronok
kozotti szinaptikus jelatvitel hatékonysagat. Ez alapjan feltételeztiik, hogy a HCN2
ioncsatorndk miitkodése noveli a primer afferensek és a masodlagos érzéneuronok kozott
a szinaptikus jelatvitel megbizhatosagit, és ezdltal szerepet jitszhat a gerincveldi

nociceptiv jeldtvitel preszinaptikus modulaciéjaban (Papp €s mtsai., 2006).



Egyik kordbbi kozleményiinkben leirtuk, hogy a HCN2 és SP immunreaktivitds
jelentdés  kolokalizaci6t mutat a nociceptiv  primer afferensek  centrélis
axontermindlisaiban (Papp és mtsai., 2006). Masok vizsgalataibdl az is jol ismert, hogy
a P-anyag fontos szerepet jatszik a nociceptiv ingeriiletek attevodésében a primer
afferensekrdl a gerincveldi masodlagos érzoneuronokra (Naim €s mtsai., 1997; Todd és
mtsai., 2002; Willis és Coggeshall, 2004). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a HCN2
és SP kozott 1évo nagymértékll kolokalizacid azt jelzi, hogy a HCN2 ioncsatorndk altal
kozvetitett I, moduldlhatja a P-anyag medidlta fajdalomfeldolgozdst a gerincveld
feliiletes hatsé szarvdban. Az SP éltal medialt szinaptikus jeldtvitel és a preszinaptikus
HCN2 ioncsatorna-mechanizmusok kozti szoros Osszefiiggést a Freund-adjuvanssal
indukalt gyulladdsos fajdaloméllapotban kapott eredményeink is megerdsitik. A CFA-
injekcioval kivéltott talpgyulladds sordn a gerincvel6i feliiletes hatsé szarv HCN2
immunreaktivitdsa parhuzamosan emelkedett az SP immunreaktivitdsidval. Tovabba a
HCN?2 és SP immunreaktivitas kozti kolokalizacio, akarcsak naiv allatokban, rendkiviil
magas értéket mutatott a CFA injekciot kovetden is, ami azt sugallja, hogy azoknak a
nociceptiv primer afferenseknek a centrdlis axonvégzddéseiben, amelyekben emelkedett
az SP expresszi6ja a CFA-val kivdltott talpgyulladds hatdsira, novekedett a HCN2
kifejez6dése is. Ez a nagyon erds kapcsolat a HCN2 és SP expresszi6 kozott azt jelzi,
hogy a HCN2 ioncsatorna-mechanizmusok nemcsak ép éllapotban, hanem krénikus
gyulladdsos fijdalomban is szerepet jatszhatnak az SP dltal kozvetitett gerincvel6i

fajdalomfeldolgozasban.



6. OSSZEFOGLALAS

A hiperpolarizaci6 altal aktivalédé ciklikus nukleotid-fiiggd kationcsatorndk (HCN) és az
altaluk kozvetitett hiperpolarizacié soran indukal6do kationdram (I,) fontos szerepet toltenek be
az idegsejtek elektromos tulajdonsidgainak kialakitdsdban €s a szinaptikus ingeriiletattevodés
finomhangol4saban. Jelen munkdban immunhisztokémiai moédszerekkel kimutattuk, hogy
sejttestjeiken kiviill a gerincvel6i ducsejtek egy részének centrdlis axontermindlisai is
expresszdljdk a HCN ioncsatorndk 2-es izoformajat (HCN2) a patkany gerincveld hatsé
szarvdnak I-Ilo lamindiban. Az I-Ilo lamindkban végz8dd primer afferensek neurokémiai
azonositasaval kimutattuk, hogy HCN2 immunreaktivitast a peptiderg tipust nociceptiv primer
afferens termindlisok mutatnak. Tovéabbi karakterizalds soran azt is sikeriilt kimutatnunk, hogy a
HCN2-pozitiv axontermindlisok erdteljes immunreaktivitdst mutatnak P-anyagra is. A HCN2-
pozitiv nociceptiv primer afferensek posztszinaptikus kapcsolatait vizsgdlva kideriilt, hogy
elsddlegesen a neurokininl-receptor-, a calbindin-, az AMPA-tipusu glutamatreceptor 2-es
alegység- és a p-opioid-receptor-immunreaktiv (feltételezhetden serkentd) interneuronok
sejttestjeivel és dendritjeivel alakitanak ki szoros appoziciokat, bar szérvanyosan GADG65-
pozitiv (feltételezhetden gatld) interneuronokkal is kapcsolatba 1épnek. Elektrofizioldgiai
vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy a nociceptiv primer afferensek axontermindlisain kifejez6dd
HCN?2 ioncsatornak funkcidképesek, és novelik a nociceptiv primer afferensek és a masodlagos
érzéneuronok kozotti ingeriiletattevodés megbizhatdsagat, ezdltal fontos szerepet jatszhatnak a
nociceptiv ingeriiletatvitel preszinaptikus modulacidjaban.

Teljes Freund-adjuvansnak kisérleti dllatok talpaba vald injektdldsat kdvetden kialakuld
gyulladdsos fdjdalomadllapotban jelentdsen ndtt a HCN2 csatornafehérjére immunreaktivitast
mutaté peptiderg nociceptiv primer afferens terminalisok szdma. Ugy talaltuk, hogy azoknak az
axontermindlisoknak a tobbségében, amelyekben a kronikus gyulladds a HCN2 csatorna fehérje
expresszidjat valtotta ki, P-anyag immunreaktivitas is megjelent. Ez a leletiink azt sugallja, hogy
a HCN2 csatorna altal modulalt preszinaptikus mechanizmusok elsddlegesen a P-anyag éaltal
kozvetitett fajdalomingeriiletek szinaptikus attevodését befolyasoljak.

A HCN2 ioncsatorndk gerincveldi expresszidjanak és a nociceptiv jelatvitelben betoltott
szerepének leirdsdval eredményeink hozzdjarultak a gerincveld hatsé szarvi nociceptiv
neuronhdlézatok morfo-funkciondlis tulajdonsigainak pontosabb megismeréséhez, é&s
kiindul6pontul szolgalhatnak a HCN ioncsatorna-mechanizmusok gatldsdn keresztiil hat6

fajdalomcsillapité gydgyszerek kifejlesztéséhez.



Cellular distribution of HCN2 ion channel immunoreactivity in the spinal dorsal horn of
rats in control and inflammatory pain conditions
[ldiké Papp, Department of Anatomy, Histology and Embryology

University of Debrecen, Medical and Health Science Center, Hungary

SUMMARY

Hyperpolarization-activated currents (I,) mediated by hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated cation channels (HCN) play an important role in shaping up the electrical
properties of neurons and fine-tuning of synaptic transmission. Utilizing immunocytochemical
methods, here we demonstrated that — in addition to perikarya — HCN ion channel protein
isoform 2 (HCN?2) is also expressed by central axon terminals of some population of dorsal root
ganglion (DRG) neurons in laminae I-Ilo of the spinal dorsal horn of rats. With precise
neurochemical identification of primary afferents terminating in laminae I-Ilo, we demonstrated
that HCN2 immunoreactivity is shown by peptidergic nociceptive primary afferent terminals.
With further characterization, we also demonstrated that HCN2-positive axon terminals display
also a strong immunoreactivity for substance P. Investigating the postsynaptic targets of HCN2-
positive nociceptive primary afferents, it was revealed that these afferents primarily form close
appositions with dendrites and perikarya of putative excitatory interneurons that are
immunoreactive for neurokininl receptor, calbindin, GluR2 subunits of AMPA type glutamate
receptors and p-opioid receptor, but they sparsely come also into contact with GAD65-positive
inhibitory interneurons. Our electrophysiological studies confirmed that HCN2 ion channels
expressed by axon terminals of nociceptive primary afferents are functional and their activation
increase the reliability of synaptic transmission from nociceptive primary afferents to secondary
sensory neurons and thus may play an important role in the presynaptic modulation of
nociceptive synaptic transmission.

In chronic inflammatory pain state evoked by intraplantar injection of complete Freund’s
adjuvant into the hindpaw of experimental animals, the number of peptidergic nociceptive
primary afferent terminals immunoreactive for HCN2 channel protein was substantially
increased. It was also found that in the majority of axon terminals, showing elevated HCN2
channel protein expression in chronic inflammation, substance-P immunoreactivity was also
enhanced. This finding suggests that presynaptic mechanisms modulated by I, currents may
primarily play a role in synaptic mechanisms mediated by substance-P release.

With the description of spinal expression of HCN2 ion channels and their role in
nociceptive transmission, our results contributed to a more exhaustive understanding of the
morpho-functional properties of nociceptive neural circuits in the spinal dorsal horn and may
initiate further studies that may lead to the development of analgesic drugs inhibiting HCN ion

channel mechanisms.
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