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1. BEVEZETES

1.1. A K*-csatornak szerkezete és csoportositasa

Alain Hodgkin és Andrew Huxley ma mar méltin korszakalkoténak tekinthetd
dolgozata (Hodgkin és Huxley, 1952) ota ismert, hogy az ingerlékeny sejtek membranjiban
olyan transzmembran fehérjék taldlhatok, amik i1d6- és fesziiltségfiiggd mddon képesek
megvaltoztatni a K-ionokra mutatott permedbilitdsukat. Az is bebizonyosodott, hogy a
tintahal dridsaxonjdnak vizsgdlata sordn tanulmdnyozott fehérje dontd jelentdségii az akcids
potencidlt (AP) kovetd repolarizacidban. A szerz6k megallapitottdk, hogy ez a molekula,
amit ma mdr kés6i tipusd (,delayed-rectifier”) K'-csatorna néven ismer az irodalom,
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depolarizacié hatédsdra ,.konduktiv” dllapotba keriil, igy megengedi a K sejtbdl torténd kifelé
dramlasit.

Altalanossdgban elmondhat6, hogy a K*-csatorndk donté szerepet jatszanak az AP-kat
kovetd repolarizicié folyamatdban, meghatirozé jelentdségliek annak idéviszonyainak, az
egyes AP-k alakjdnak, tovdbbd az AP-sorozatok frekvencidjanak kialakitdsdban. Tekintettel
arra, hogy az informacié a neuronok nyilvdnyain frekvenciakédban terjed, a K'-csatornak
jelentésége a kozponti idegrendszeri jelfeldolgozasban €s -tovabbitasdban igen jelentOs.

Az els6ként leirt és jellemzett K'-csatorndkon kiviil szdmos mas tipust K'-permedbilis
porus is ismert, melyek ugyancsak jelent6s szerepet toltenek be a neuronok és egyéb
ingerlékeny struktirak membransajdtsdgainak kialakitdsdban. A K'-csatorndk részt vesznek a
nyugalmi membranpotencidl kialakitdsdban, szabdlyozzdk az egyes idegsejtek (€s mads
excitabilis strukturdk) ingerlékenységét, a szinapszisokban torténd neurotranszmitter-
felszabaduldst, tovdbbd az idegsejtek kozotti szinaptikus transzmisszié hatékonysagat.

A kozponti idegrendszer és a kiilonb6zd receptorsejtek mellett a szervezet egyéb
teriiletein is igen jelentdsek a kiilonboz6 tipusi K'-csatorndk, igy pl. a gastrointestinalis
rendszerben, ahol a bélcsatorna lassi hulldmait kialakité pacemaker-aktivitds
szabdlyozdsdban, valamint a tdpcsatorna milkodésének neurotranszmitterek 4ltal torténd
kontrolldlasaban fontosak (Hatton és munkatdrsai, 2001).

A K'-csatorndk egyes tipusai megtaldlhatok epithelidlis szdvetekben is, ahol szintén
alapvetd élettani funkcidkat latnak el (pl. az epithelsejteken keresztiil zajld

elektrolittranszport, a sejtek pH-janak szabdlyozdsa vagy a K-ionok reabsorbtioja és



secretioja; O’Grady és munkatdrsai, 2005). Nem meglepé médon, a K-csatorndk szerepet
jatszanak a vesében zajl6 transzport- és homeosztatikus folyamatokban is.

Szemben a K'-csatornak régéta ismert ,klasszikus” funkcidival (a K'-transzportban
betoltott szerepiik, és a kiilonbozd sejtek membranpotencidljit és elektromos tevékenységét
befolydsold tun. elektrogén funkcidik), viszonylag djnak mondhaték azon adatok, amik ezen
struktirdk 4ltaldnos sejtmiikodést (igy a differencidlddést, proliferdcidt €s apoptosist)
befolydsol6 hatasairdl szélnak. Az is bebizonyosodott, hogy egyes K'-csatorndk aktivitdsa
elésegitheti az Oket expresszdlé sejtek tdlélését hypoxids koriilmények kozott. A K'-
csatorndk aktivitdsdnak komoly szerepe lehet egyes patologids folyamatokban, amit jol
példdz, hogy bizonyos K'-csatornak tilzott mértékli expresszidjat lefrtdk méar prostata-,
vastagbél-, tiid6-, eml6- és bérdaganatokban. Meggy6z6 adatok szélnak amellett, hogy a K*-
csatorndk nem pusztin jelen vannak ezen elvaltozdsokban, de komoly jelentOségiiek az
emlitett folyamatok pathogenesisében is.

Mindezek alapjdn egyértelmiinek tiinik, hogy a K'-csatorndk aktivitdsdnak,
jelenlétének €s megoszlasanak tanulmanyozasa kozelebb vihet mindazon sejtek fizioldgias és
patoldgids funkcidinak megértéséhez, amik ezen molekuldkat expresszdljdk. Ahhoz azonban,
hogy az egyes K'-csatorndkkal kapcsolatos kisérleti adatokat értelmezni lehessen,
elengedhetetleniil sziikséges azok molekuldris szerkezetének és az abbdl fakadd osztalyozds
alapjainak 4ttekintése. Amint az a kovetkez6 részbdl kitlinik, a K*-csatorndk molekuldris
szerkezetiik szerint kordntsem egységesek; az Oket felépité alegységek szama és struktirdja
alapjdn altaldban harom fOcsoportba (vagy az angol terminoldgia szerint szuperfamilidba)

oszthatok.

1.1.1. A fesziiltségfiliggo (depolarizacié hatasara aktivalodo) K*-csatornak

Az eml8sok K'-csatornatipusai kozott a legnagyobb szdmi és legvéltozatosabb
csoportot a fesziiltségvezérelt K*-csatorndk (Kv) fécsoportja alkotja. Bar az ebbe a csalddba
tartozd csatorndk biofizikai jellegzetességiikben, elektromos sajatsagaikban és funkcidikban is
jelentos eltéréseket mutathatnak, szerkezetiikben megegyezd és altalaban depolarizaciora
aktivalodo strukturakrdl van szé. A Kv-csatornak szervezddésérol altalaban elmondhato,
hogy négy alegységbOl dllnak; az egyes alegységek N-és C-termindlis régidéi a
cytoplasmaticus oldalon helyezkednek el (Jan és Jan, 1997; Samson és munkatdrsai, 2002,
Yellen, 2002; Armstrong, 2003). Minden alegység N-termindlisa tartalmaz egy un. T1

szakaszt, amely a funkcidképes molekulakomplex Osszeszerelddésében, azaz a



tetramerizacioban jatszik szerepet (Li, és munkatdrsai, 1992; Yu és munkatdrsai, 1996, Liu, és

munkatdrsai, 2005, Robinson és Deutsch, 2005).

1. abra

A fesziiltségvezérelt K*-csatorndk egy alegységének molekularis szerkezete
A Kv-csatorndk egy alegységének felépitésében hat transzmembran domén vesz részt, melyek
amino- €s karboxi-termindlisa egyardnt intracelluldrisan taldlhat6. Megkiilonboztetett jelentdségti
az S4 domén, ami tobb pozitivan toltott aminosavat tartalmazva a csatorna fesziiltségszenzorat
képezi. A pérusformdlé hurok az S5 és az S6 szegmensek kozott helyezkedik el. A funkcidképes
csatorna kialakuldsdhoz négy ilyen alegység (nem kovalens) 0sszekapcsolddasa sziikséges.

A Kv-csatorndk minden alegységét hat transzmembran domén épiti fel (Catterall és
munkatdrsai 1993; 1. 4dbra). Ezen szegmensek koziill kiemelkedd jelentdsége van a 4.
pozicidban elhelyezked6nek (S4), ami szdmos pozitiv toltéssel rendelkez6 aminosavat
tartalmaz, igy a Kv-csatorndk fesziiltségszenzordt képezi. A fesziiltségvezérelt K*-csatornak
szerkezetében az S5 és az S6 transzmembran domének kozott a felszini membranba mélyen
benyuld, de azt 4t nem érd huroknak (Hs vagy P-régid) is kiemelkedd szerepet tulajdonitanak,
ugyanis az Osszeszerel0dott ioncsatorndban az egyes alegységek ezen régidi egymds felé
tekintenek, €s a csatorna K*-permedbilis pérusat alkotjdk. A porust kialakité hurok kiilondsen
fontos része egy glicin-tirozin-glicin (GYG) aminosav-tripletet tartalmazo, igen konzervativ
régi6, ami dontd jelentdségiinek tlinik a K™-szelektiv porus kialakitdsaban.

A fesziiltségvezérelt K'-csatorndk sokrétli funkcidkkal rendelkeznek, de
dltaldnossdgban elmondhat6, hogy tobbnyire az AP-ket kovetd repolarizdcié és
utéhiperpolarizacié kialakitasaért, tovabba (egyes tipusaik) az AP-k késleltetéséért, esetleg
azok kialakuldsdnak megakaddlyozdsaért feleldsek. Ezen funkciokbdl fakadéan a Kv-
csatorndk igen fontosak az egyes ingerlékeny strukturdk 4ltal tiizelt AP-k alakjanak,
idétartamanak €s frekvencidjanak kialakitdsaban.

A fesziiltségvezérelt K'-csatornak igen heterogén molekuldk, aminek hatterében az 4ll,
hogy az egyes csatornaalegységek tobb alcsoportba sorolhatdk, az alcsoportokon beliil pedig
szdmos valtozat taldlhat6, amelyek kombindléddsdval egészen eltéré funkciondlis

sajatsdgokkal rendelkezd struktirdk johetnek létre. A disszertacié ifrasanak idépontjaban



(2007. janudr) a Kv-csatorndknak 12 alcsoportja ismert (Kv1-12). Az eml8s K*-csatorndk
elsoként és legrészletesebben feltérképezett alcsoportjai a Kvl-, a Kv2-, a Kv3- és a Kv4-
kodold gének altal kddolt ioncsatorndk, amelyek a Drosophila melanogaster Shaker, Shab,
Shaw és Shal génjeivel mutatnak homolégiat (Swanson és munkatdrsai, 1990).

A K'-csatorndk sokféleségét igen jelent8sen fokozza, hogy az egyes Kv-gének
poszttranszkripciés moédositdson (,,alternativ splicing”) eshetnek at, igy a kialakul6
fehérjetermék (amit a fécsoport utdn 4116 szdmmal jelolnek, pl. Kvl.1 vagy Kv1.2); és ezéltal
az altala meghatdrozott csatorna biofizikai jellemzo6i jelentdésen kiilonbozhetnek. A
funkcioképes K'-csatorndk tetramer struktirdk, amik az egyes gének dltal kodolt (és a
megfeleld poszttranszkripciés modosuldson atesett) alegységek Osszeszerelddésével alakulnak
ki. A tetramerizdci6 azonban nem teljesen kotetlen: mig az egyes fOcsoportokon beliil az
alegységek szabadon kapcsolddhatnak egymadshoz (valtozatos heterotetramerek kialakuldsat
lehetové téve), ilyen kapcsolddds a killonbozdé focsoportokba tartozd alegységek kozott
altalaban nem lehetséges.

Az egyes fOcsoportokba tartozé alegységek osszeszerelddésével keletkezett csatornak
jelentds funkciondlis és biofizikai kiilonbségeket mutathatnak. A Kvl-csoportba tartozd
alegységek kombindléddsaval kialakul6 csatorndk kozoétt taldlhatok lassan inaktival6do, késoi
(delayed-rectifier) csatorndk (Kv1.3 és Kv1.5); dendrotoxinra érzékeny, mar kis depolarizacid
hatdsdra is aktivalodé, lassan inaktivalédd csatorndk (Kvl.1, Kv1.2 és Kvl.6); valamint
gyorsan inaktivalodd, tranziens (A-tipusd) csatorndk (Kv1.4; Lujdn és munkatdrsai, 2003).
Fontos megjegyezni, hogy a felsorolt tulajdonsdgok az adott alegységekbdl Osszeszerel6dd
homotetramer csatorndkra jellemzoéek, heterotetramer struktirdk esetében a leirt
tulajdonsagok keverednek €s 9sszemosddnak.

Az egyes K'-csatornaalegységek nem pusztdn biofizikai sajatossdgaikban, de
alkalmanként lokalizacidjukban is jelentds kiillonbségeket mutatnak. Ennek megfeleléen tobb
immunhisztokémiai tanulmény szol arrdl, hogy a Kvl.4-alegységek az agyban axondlis és
dendritikus lokalizacidéban (Sheng és munkatdrsai, 1992; Veh és munkatdrsai, 1995; Rhodes
és munkatdrsai, 1997; Cooper és munkatdrsai, 1998; Song és munkatdrsai, 1998) egyarant
megfigyelhetdk, tovabba patkdnyagyban a cortex teriiletén a neuropil is igen erételjes Kv1.4-
jelolédést mutatott (Lujdn és munkatdrsai, 2003). A Kvl.4-alegység a hippocampus minden
részén kimutathaté volt, és kiillondsen erds volt a jelolddés a CAl area stratum oriens,
radiatum €és lacunosum moleculare teriiletein. A cerebellaris Purkinje-sejtek és a molekularis
réteg ugyanakkor csak nagyon gyenge reakciét adott, a szemcsesejtek rétege pedig kozepes

festodést mutatott.



A Kvl alegységek a hallérendszerben is differencidlt expressziot mutatnak: egér és
humén crista ampullarison végzett kutatdsok szerint a Kvl.1- és Kvl.2-alegységek jelen
vannak, ugyanakkor Kvl.4 és Kvl1.5 expresszidjat nem sikeriilt kimutatni (Hotchkiss és
munkatdrsai, 2005). Patkany nucleus cochlearis ventralis régidjaban tortént kisérletek szerint
a bushy-neuronok sejttestjén mar a sziiletést kovetden megtaldlhaték a Kvl.1- és a Kv1.2-
alegységek; axonjukon azonban csak a sziiletést kdvetd harmadik hét végén jelentek meg.
Ezzel parhuzamosan a felndtt dllatokban a Kvl.1-alegységek szdma lecsokkent, a Kv1.2-
alegység pedig teljesen eltiint (Caminos és munkatdrsai, 2005).

Egy tjabb keletli felfedezés szerint a Kvl-csoport tagjai a o-altipusba tartozo
opioidreceptorokkal is Osszekapcsolédhatnak, és azok jelentésen modosithatjdk a Kvl-
alegységeket tartalmazé K'-csatorndk biofizikai sajdtossdgait (O’Grady és munkatdrsai,
2005).

A Kv2-csoportba tartozé ioncsatorndk (Kv2.1 és 2.2) lassi inaktivicidval
jellemezhetd, 4-aminopiridinre (4-AP) érzékeny, kés6i tipusi K'-dramot hoznak Iétre
(Coetzee és munkatdrsai, 1999). Szemben a tobbi csoport képviseldivel, ezek az alegységek
kombindlédhatnak az un. ,kiegészitd alegységek” csoportjdba tartozd (Kv5.1-, Kv6.1-,
Kv8.1-, Kv9.1- és Kv9.3-) alegységekkel is. A Kv2.1-alegységek kozremiikodésével
kialakitott csatorndk a ,,szokvanyosnak” mondhaté elektrogén funkciok mellett kiilonosen
nagy jelentdségiinek tinnek a pancreas B-sejtjei daltal végzett inzulinszekrécid
szabdlyozasaban. Ismeretes, hogy a plasma gliik6zkoncentraciéjanak emelkedése a B-sejtek
depolarizicidjat hozza létre, ami az inzulinszekréci6 kozvetlen elézménye. A B-sejtek
repolarizdcidjdnak kialakitdsdban, igy az inzulinszekrécid lezdrdsdban, a késéi tipusi K'-
csatornaknak, ezen beliil is a Kv2.1-alegységek dltal kialakitott molekuldknak tulajdonitanak
kiemelked6 szerepet (Herrington, 2006).

Ugy tiinik, hogy a fesziiltségvezérelt K*-csatornak Kv3-csalddja kiilonosen fontos
szerepet jatszik az idegsejtek ingerlékenységének szabalyozasiban. A Kv3.1-alegységek
jelenléte bebizonyosodott példaul a nucleus cochlearis ventralis részében taldlhaté bushy-
sejteken, valamint a dorsalis magrészben elhelyezkedd Oridsneuronokon (Perney és
Kaczmarek, 1997); ugyanakkor az octopus-sejtek csak igen kis mértékben expresszaltdk ezt
az alegységet (Grigg és munkatdrsai, 2000). Egyes immunhisztokémiai adatok szerint a
Kv3.3-alegység igen elterjedt a medulla oblongata és a gerincveld teriiletén (Brooke és
munkatdrsai, 2005) egyarant.

A Kv4 f8csoportba tartozé csatorndk A-tipusi (azaz gyorsan inaktivdlodo) K-

dramokat hoznak létre, amik (egyebek kozétt) jelentds szereppel birnak a nucleus cochlearis



fiziolégidjaban is. In situ hibridizaciés és RT-PCR technikdakkal kimutattdk, hogy a nucleus
cochlearis fontosabb projekcids neuronjai (pl. octopus-, bushy- és dridssejtek) mér a sziiletést
kovetd masodik naptdl nagy mennyiségben tartalmaznak Kv4.2-specifikus mRNS-t. Ettdl
eltér6 mddon, a Kv4.3-specifikus mRNS csak a sziiletést koveté harmadik héttdl, és csak a
ventralis magrészben volt jelen; a Kv4.1-alegység jelenlétét pedig eziddig egydltalin nem
sikeriilt kimutatni a nucleus cochlearisban (Fitzakerley és munkatdrsai, 1999).

Viszonylag djkeletli az a megfigyelés, miszerint a fesziiltségfiiggd K*-csatorndk fontos
szerepet tolthetnek be a sejtciklus és az apoptoticus folyamatok szabalyozasdban is. Igen
érdekesnek tiinik az a megallapitds, miszerint kisagyi szemcsesejteken a klasszikus K*-
csatorna blokkol6 4-AP nemcsak a tranziens K*-dram amplitddéjét csokkentette jelentdsen, de
ezzel egyidejiileg dozisfiiggd mddon novelte azok tdlélését az apoptoticus folyamatok
aktivalasat kovetéen. Current-clamp technikat alkalmazva az is bebizonyosodott, hogy a 4-
AP alkalmazdsa nem valtoztatta meg jelentdsen a nyugalmi membranpotencidlt, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a neuroprotektiv hatds nem a membréan depolarizici6jan keresztiil,
hanem valamilyen mas folyamat révén val6sul meg (Hu és munkatdrsai, 2006).

Erdemes megemliteni, hogy a Kv-csatornak fécsoportjiba soroljdk a hiperpolarizacio-
aktivalt, ciklikus nukleotidokra érzékeny, nem-specifikus kationcsatorndkat is (HCN-
csatorndk). Bdar a HCN-csatorndk vizsgdlata nem képezte a jelen disszerticid érdemi részét,
roviden attekintjiik az ezen csatorndkkal kapcsolatos legfontosabb adatokat is. A HCN-, azaz
az un. h-aram kialakuldsdért felelés ioncsatorndk szerkezete nagymértékben hasonlit a
fesziiltségfiiggd K -csatorndk felépitéséhez, vagyis a struktira kialakitdsaban szerepet jdtszo
négy alegység hat transzmembrin szegmensbdl épiil fel. Az S4 poziciéban elhelyezkedd
fesziiltségérzékeny domén két fesziiltségérzékeny régidval rendelkezik, amelyek mindegyike
5-5 pozitivan toltott aminosav-oldallancot tartalmaz. Annak ellenére, hogy ez a domén nem
kiilonbozik jelentSsen a fesziiltségfiiggd K -csatorndk hasonlé régidjatol, a HCN-alegységek
aktivalodasat a hiperpolarizacié hozza létre. Az egyes alegységek a cytoplasmaticusan
elhelyezked6 C-termindlis végiikon egy 120 aminosav hosszisdgu ciklikus nukleotid kot
doménnal (cyclic nucleotide binding domain, CNBD) rendelkeznek, amelynek jelenléte és
aktivitisa felelos a cAMP csatornamiikodést befolydsolé hatdsaért. A h-dram fontos
sajatsdga, hogy az intracellularis cAMP-koncentracié emelkedése a csatorna aktivacidjanak
fesziiltségfiiggését pozitivabb membrinpotencidl-értékek felé tolja el, igy a csatornanyitds
valdszinliségét és id6tartamat megnoveli (Mayer és Westbrook, 1983; Banks és munkatdrsai,
1993). A HCN-csatorndk viszonylag negativ membranpotencidlokon aktivalédnak (-50 mV

és anndl negativabb értékek), és a hiperpolarizdcié novekedésével az aktivalt csatorndk szama
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és az aktivaci6 sebessége egyardnt novekszik. A h-dram a K™-dramok hagyomdnyos blokkol6
szereivel (tetraetil-ammoénium [TEA™], 4-AP) nem gdtolhatd, ugyanakkor igen érzékenyen
reagdl az extracelluldrisan alkalmazott Cs"* jelenlétére (Bader és munkatdrsai, 1982; Mayer és
Westbrook; 1983; Schlichter és munkatdrsai, 1991; Banks és munkatdrsai, 1993). A h-aram
(viszonylag) specifikus gétldszereinek a ZD7288 és az S-16257 (ivabradin) nevil anyagokat
tartjak.

A sziv ingerképzé elemeiben a HCN-csatorndkon folyé dram felelés a spontdn
aktivitas kialakulasaért; a szivvel foglalkozd elektrofizioldgusok korében a ,funny current”
(Ip) elnevezés honosodott meg. A HCN-csatorndk jelenlétét a kdzponti idegrendszer tobb
régidjaban is igazoltdk (neocortex, hippocampus, agytorzsi magvak, a kisagy molekularis
rétege, Purkinje-sejtek és a mély kisagyi magvak). A nucleus cochlearison végzett
immunhisztokémiai vizsgédlatok eredményei szerint a mag dorsalis részében a neuropil igen
erdteljes HCN1-, HCN2- és HCN3-specifikus, ugyanakkor kozepesen er6s HCN4-specifikus
reakciét mutatott; a ventralis régiéban pedig mind a neuronok sejtteste, mind nyidlvdnyaik

expresszaltak valamennyi ismert HCN-alegységet (Monteggia és munkatdrsai, 2000).

1.1.2. Az inward rectifier K*-csatornak

Bér a befelé egyeniranyit6 (inward rectifier) K'-csatorndk vizsgalata sem képezte a
jelen disszerticid targyat, didaktikai okok miatt err8l a csoportrdl is emlitést tesziink. A
befelé egyenirdnyité K'-csatorndk (Kir) fécsoportjan beliil az egyes tagok molekularis és
elektrofiziologiai sajatsdgai alapjan hét alcsaldad kiilonithetd el (Kirl.0-Kir7.0); az ezen

alcsoportokba tartoz6 egyedi molekuldk szdma hiiszndl is tobb (Butt és Kalsi, 2006).

2. abra
A befelé egyeniranyité K*-csatornak egy alegységének molekularis
szerkezete
A csatorna egy alegysége két transzmembran domént és egy pérusformdlé hurkot tartalmaz; az
alegységen beliil mind az amino-, mind a karboxi-termindlis intracelluldrisan helyezkedik el. A
funkcidképes struktira létrejottéhez négy alegység Osszeszerelddése sziikséges.
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Hasonléan a depolarizacié hatdsdra aktivalédé K'-csatorndkhoz, a befelé
egyenirdnyitd K'-csatorndk is négy alegység Osszeszerelddésével jonnek 1étre (Doupnik és
munkatdrsai, 1995). Az egyes alegységek két transzmembridn domént és a kozottik
elhelyezked6 porusformélé P-hurkot tartalmazzdk (2.4bra). Az amino- és a karboxi-
termindlisok egyardnt intracelluldrisan helyezkednek el, a pdérusformdlé hurok pedig két
membranhoz kapcsolddd szegmenst (M1 és M2) és egy szelektivitdsért felelos (S) szekvenciat
tartalmaz (Ho és munkatdrsai, 1993; Kubo és munkatdrsai, 1993). A legtjabb adatok szerint
a Kir -csatornak két kiilonb6z6 pérust tartalmaznak: egy ,,transzmembran porust”, amelyet a
P-hurok és az M2 szegmens alkot; valamint egy ,.cytoplasmaticus porust”, amelyet az
intracellularisan elhelyezkedd N-és C-termindlisok hoznak létre. A cytoplasmaticus régidéban
taldlhat6 tovabba egy olyan kotohely, ahovd kiilonbozé ligandok és regulatorok
kapcsolodhatnak (Pegan és munkatdrsai, 2005; Xie és munkatdrsai, 2006).

A befelé egyenirdanyité K'-csatorndk hozzajrulnak a nyugalmi membrénpotencidl
kialakuldsdhoz, ugyanakkor nem gatoljdk a depolariziciét létrehozé hatdsokat, igy
energetikailag kedvezd helyzetet teremtenek az akcids potencidlok kialakuldsdhoz. A Kir-
csatorndknak kiilondsen nagy jelentdsége van a hardntcsikolt izom miikodésében, ahol
biztosithatjdk a szoveti aktivitds kovetkezményeként a transversalis tubulusokban
felhalmoz6dé K sejtbe jutdsit (Adrian, 1969; Hille és Schwarz, 1978; Hagiwara és Jafe,
1979).

A Kir-csatorndk természetesen megtalalhatok a kozponti idegrendszerben is, ahol
egyebek kozott a gliasejtek magas K*-szelektivitdsat, valamint azok er8sen negativ nyugalmi
membranpotencidljat biztositjdk. Mivel az astrocytdk egyik 6 feladata a neurondlis aktivitas
soran az extracelluldris térbe jutd K-ionok térbeli pufferelése és azok visszavételezése; az
ezen folyamatok biztositdsdban igen jelentds Kir-csatorndk méltan tekinthet6k a kozponti
idegrendszeri funkcidk egyik fontos elemének. A gliasejtek sejtfelszini membranjukban nagy
mennyiségben expresszalnak Kir4.1-csatorndkat, amik jelentdsen befolyasoljak az astrocytak
membrdnjdnak K'-konduktancidjit, igy azok nyugalmi membranpotencialjat. A Kir4.1-
csatorndk megkiilonboztetett jelentdségére utal az a megfigyelés, miszerint a Kir4.1-
alegységeket kodold gén atiréddsanak gitlasa csokkentette a mielinizacié mértékét (Butt és
Kalsi, 2006). Mindent Osszevetve, a Kir-csatorndk kulcsfontossiaguak a gliasejtek azon
funkcidinak kialakitdsdban, amik révén befolydsoljdk az idegsejtek ingerlékenységét, és az
axonok vezetdképességét

Hasonléan a Kv-fcsoport tagjaihoz, a Kir-csalddon beliil is szdmos alcsoport

kiilonithetd el. A Kirl (ROMK), ATP-fiiggé csatorndkhoz a vese alacsony konduktancidju,
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K*-szekréciéban kiilonosen jelentés K'-csatorndi tartoznak (Ifo és munkatdrsai, 1996;
Isomoto és munkatdrsai, 1997; Lourdel és munkatdrsai, 2002), mig a Kir2-alcsalddba
(klasszikus befelé egyenirdnyité K'-csatornak) tartozé csatorndk a szivizomsejtek nyugalmi
membranpotencidljit szabdlyozzak (Nichols és munkatdrsai, 1997; Stanfield és munkatdrsai,
2002). A harmadik alcsoportba a G-fehérje altal aktivdlt Kir3.1 és Kir3.4 K'-csatornak
sorolhatdk, amelyek kiilonosen jelentdsek a pitvari cardiomyocytdk elektrofizioldgiai
tulajdonsagainak szabdlyozdsdban (Krapivinsky és munkatdrsai, 1995; Isomoto és
munkatdrsai, 1997; Stanfield és munkatdrsai, 2002). A heterotetramer, ATP-fiiggd
Kir4.1/Kir5.1-csatorndk elsdsorban az agytdrzsben expresszdlédnak (Xie és munkatdrsai,
2006); a Kir6.x alcsalad tagjai pedig a szulfanilurea-receptorokkal egyiitt a nativ ATP-
érzékeny K'-csatorndkat (Katp) alkotjdk (Inagaki és munkatdrsai, 1995), amelyek a
szivizomsejtekben, a hasnyalmirigy B-sejtjeiben, a vdzizom és a simaizmok sejtjeiben és az
idegsejtekben is megtaldlhatok. A Kir7.x csatorndk elsGsorban az agyban, a vesékben €s a
vékonybélben fordulnak eld, és ezen struktirdk membranpotencidljanak szabdlyozdsdban

toltenek be fontos szerepet (Krapivinsky és munkatdrsai, 1998).

1.1.3. A két pérusformalo hurkot tartalmazé K*-csatornak

Az K'-csatorndk ezen legijabban felfedezett csalddjanak 1étezésérdl els6ként Ketchum
és munkatdrsai szdmoltak be (/995). Az ebbe a csoportba tartoz6 ioncsatorndk molekuldris
szerkezetiikben, viselkedésiikben és funkcidikban is jelentdsen kiilonbdznek az addig ismert
K*-csatornaktdl. Szerkezetiikre jellemz6, hogy a funkciondlis molekulat felépitd alegységek
négy transzmembrdn domént és két porusformdléd hurkot tartalmaznak (3. dbra). A pdrus
kialakitdsaban szerepet jatszo hurkok az alegységen beliil egymds utdn helyezkednek el; a
muikodoképes struktira kialakuldsa pedig az alegységek dimerizacidjaval valosul meg, azaz a
funkcidképes ioncsatorna pérusa mindosszesen ugyanugy négy hurokbdl tevodik Gssze, mint
a Kv- és a Kir-csatorndk esetében. A dimerizacid 1étrejottéhez az 1. és 2. transzmembran
szegmens kozott elhelyezkedd, 44 aminosavat tartalmazo, a-helikélis struktirdjd, un. ,,self-
interacting domain” (SID) sziikséges (Lesage és munkatdrsai, 1996), ami a csalad egyes
reprezentdnsaiban egy ciszteint tartalmaz (69-es pozicid). A két alegységben taldlhato
ciszteinek az 0Osszeszerelodott molekuldban egymassal szemben helyezkednek el, és a
kozottiik kialakuld diszulfid-kotés stabilizalja a csatornét.

A két pérusformalé hurkot tartalmazé K'-csatornak csalddjanak szdmos reprezentdnsa

van (melyek tobb-kevesebb szekvenciahomoldgidt mutatnak), dm terjedelmi okok miatt a
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jelen disszertacidban csak az tin. TASK-csoport tagjairél (TWIK- [twin-pore domain in weak
inward rectifier K* channels] related, acid-sensitive K' channels) esik sz6 (Lesage és

munkatdrsai, 1996, Chavez és munkatdrsai, 1999).

3. abra
A Kkét pérusformalé domént tartalmazé K*-csatornik egy alegységének

molekularis szerkezete

Az alegység amino- és karboxi-termindlis végei egyarant intracelluldrisan helyezkednek el. Az
egyes alegységeket négy transzmembran domén épiti fel, ugyanakkor az alegységen beliil két,
egymds utdn elhelyezkedd (,,tandem” elrendezés) pérusformdl6 hurok taldlhat6. A funkcidképes
struktira kialakuldsdhoz az alegységek dimerizdcidjara van sziikség, amely folyamatban
kiemelkedé szerepe van az 1. és a 2. szegmens kozott elhelyezkedd SID (,,self-interacting
domain”) régidnak. A dimerizacid a csatorndk egyes tipusaiban kovalens kotéssel torténik (a SID
egy-egy ciszteinje kozotti diszulfid hid révén), mds esetekben (pl. a TASK-csatorndk) nem
kovalens kapcsolédasrdl van szo.

Bér a terminolégia szerint a TASK-csatorndk csalddjaba 6t molekula tartozik (Duprat
és munkatdrsai, 1997; Leonoudakis és munkatdrsai, 1998; Reyes és munkatdrsai, 1998; Kim
és munkatdrsai, 1999; Kim és munkatdrsai, 2000; Rajan és munkatdrsai, 2000; Kim és
Gnatenco, 2001; Ashmole és munkatdrsai, 2001), a TASK-1, a TASK-3 és a TASK-5
lényegesen nagyobb szekvenciahomoldgidt, igy kozelebbi rokonsdgot mutat egymadssal, mint
a TASK-2- vagy TASK-4-csatorndkkal. Az djabb felfogas szerint a TASK-2 és a TASK-4
csatorndk nem is a TASK-, hanem a TALK-csalddba (TWIK-related, alkaline pH activated K*
channels) tartoznak (Girard és munkatdrsai, 2001; Decher és munkatdrsai, 2001).

Amint azt a neviikk is mutatja, a TASK-csatorndk igen érzékenyen reagélnak az
extracellularis pH véltozasaira: az extracellularis pH savas irdnyba valo eltoléddsa a
zarédasukat okozza (Duprat és munkatdrsai, 1997; Leonoudakis és munkatdrsai, 1998; Reyes
és munkatdrsai, 1998; Kim és munkatdrsai, 1999). Ezen pH irdnti érzékenységért (legalabbis
részben) a csatornafehérje 98-as pozicigjdban, a permedbilis porus kiilsé szdjadékdban
elhelyezkedd hisztidin felelds (Kim és munkatdrsai, 2000; Rajan és munkatdrsai, 2000). A
TASK-3-csatorndk pH-érzékenysége kisebb, mint a TASK-1-csatorndké; a TASK-I1-
csatorndk pK-ja 7,5, a TASK-3-csatorniké pedig 6,8.

A TASK-csatorndk farmakolégidja jelent6sen eltér a tobbi K'-csatorna esetében

megszokottdl: a TASK-csatorndk nem érzékenyek a hagyomdnyos K'-csatornagétlé-szerekre
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(Cs*, Ba™, 4-AP, TEA"), ugyanakkor néhdny localanaestheticum (pl. lidokain, bupivakain)
gatolja a miikodésiiket (Leonoudakis és munkatdrsai, 1998; Reyes és munkatdrsai, 1998;
Kindler és munkatdrsai, 1999). A TASK-1-csatorna gitldszereként gyakran alkalmaznak
anandamidot (Maingret és munkatdrsai, 1999). Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy egyes
gdznemi altatszerek (pl. halotdn) mind a TASK-1-, mind a TASK-3-csatorndkat aktivaljak
(Patel és munkatdrsai, 1999; Lesage és munkatdrsai, 2000), ami az Oket expresszild
neuronok hiperpolarizdcidjat, igy azok ingerlékenységének csokkenését okozza. Ez a
megfigyelés kivaléan magyardzza a halotdn jol ismert altatd, kozponti idegrendszert gatld
hatdsat.

A TASK-3-csatorndk egyik hatdsos (dm sajnos kordntsem specifikus) gatldszere a
ruténiumvords (RR; 1Csop = 0,7 umol/l). A vizsgdlatok megallapitottdk, hogy a TASK-3-
csatornak vonatkozdsdban a szer Hill-koefficiense 1, azaz egy dimer gatlasdhoz csak egyetlen
RR molekula kotédése sziikséges. A jelenség hatterében az 4ll, hogy a RR keresztkotést
alakit ki a két alegység 70-es poziciéjdban taldlhaté glutaminsav molekuldkkal, aminek
kovetkeztében pontosan a K*-permedbilis pérus folott rogziil, és elektrosztatikusan taszitja a
K-ionokat. A hatdsmechanizmusbdl és az igen specifikus kolcsonhatdsbol fakadéan a RR
csak a TASK-3-homodimereket gitolja; a megfeleld aminosav(ak) hijdn nem képes
kapcsolédni sem a TASK-1-homo-, sem a TASK-1/TASK-3-heterodimerekhez (Czirjdk és
Enyedi, 2002; Czirjdk és Enyedi, 2002c).

A TASK-csatorndk élettani szerepe igen sokrétli; egyebek kozott jelentdségiik lehet a
periférids kemoreceptorok hypoxia irdnti érzékenységének biztositdsdban (Buckler és
munkatdrsai, 2000). Ismeretes, hogy a TASK-1- és TASK-3-alegységekbdl Osszeszerelodott
csatorndk hypoxia hatdsara zarédnak, igy a kemoreceptorsejtek depolarizacidjat, végsésoron
neurotranszmitter-felszabaduldst hoznak létre. Kiilonosen jelentdsnek tiinnek a TASK-3-
csatorndk a patkdny mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtjeinek szekretoros funkcidjaban,
ahol meghatiroz6 jelentOségiiek a hyperkalaemia €s az angiotenzin-II altal kivaltott
aldoszteronszekrécié kialakuldsdban (Czirjdk és munkatdrsai, 2000; Czirjdk és Enyedi,
2002b). Bebizonyosodott, hogy a hyperkalaemia a TASK-3-csatorndk altal biztositott magas
K'-konduktancia miatt, az angiotenzin-Il pedig a megfeleld intracelluldris hirvivd
rendszereken keresztiil megvalosuld, a TASK-3-csatorndkat gatld hatdsa kovetkeztében okoz
depolariziciot és aldoszteronszekréciot.

A fentieken tdlmenden a TASK-csatorndk fontos szerepet toltenek be a kozponti
idegrendszerben zajlé neurotranszmisszié folyamataban is. Tobb adat sz6l amellett, hogy a

neurotranszmisszid sordn a szinaptikus résben jelentdsen véltozhat a pH (akar 0,3 egységnyi
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véltozds is elképzelhetd), ami modosithatja a prae- és postsynapticus membranban
elhelyezked6 TASK-csatorndk aktivitdsat, hozzdjarulva ezdltal a neurotranszmitterek prae- és
postsynapticus hatdsaihoz egyarént.

Egyes kisérleti adatok alapjdn dgy tlnik, hogy a TASK-csatorndk a glia- és az
idegsejtek kozotti igen bennsdséges kapcsolatban is részt vehetnek: a neurondlis aktivitds
sordn jelentds K'-kilépés kovetkezik be, igy az extracellularis K'-koncentrcié
megemelkedik, ami kivéltja a gliasejtek K'-indukdlt depolarizacijat. A gliasejtek
depolarizdciéja stimuldlja sejtfelszini membrdnjuk Na’/HCO;-symportjat, ami az
extracelluldris térben HCOj3'-deplécidhoz vezet, csokkentve annak pH-jat. Az igy kialakuld
acidosis zarja a TASK-csatorndkat, ami jelent6sen moédosithatja a neuronok ingerlékenységét
és aktivitdsat.

Igen figyelemre mélté megfigyelésrol szamoltak be Lauritzen és munkatarsai (2003),
akik szerint egyes sejtekben a TASK-1- és a TASK-3-csatorndk fontos szerepet jatszanak az
apoptosis indukdldsdban is. A fenti szerzOk eredményei szerint a kisagyi szemcsesejtek
TASK-csatorndit, igy azok perzisztens K'-dramait gdtolva a sejtek apoptoticus pusztuldsa
jelentésen csokkenthetd volt. A TASK-csatorndknak az apoptosis indukcidjdban betdltott
szerepét az a megfigyelés is aldtdmasztja, miszerint a TASK-1- és TASK-3-csatorndkat
hippocampalis neuronokban expresszdlva (ahol fiziolégidsan nincsenek jelen) azokban
apoptosis indukdlhat6. Szdmos tovabbi adat mutat arra, hogy Osszefiiggés van a sejtek
apoptoticus aktivitdsa és a sejtfelszini membrdnon keresztiil megvalésulé K'-kidramlas
kozott: ennek egyik példdja, hogy magas extracelluldris K'-koncentrdciéji oldatban
tenyésztve a cerebellaris szemcsesejteket azok apoptoticus aktivitdsa jelentdsen csokkenthetd
volt (Lauritzen és munkatdrsai, 2003). Hasonl6 hatdst eredményezett alacsony pH-jui kozeg
(pH = 6,4) alkalmazdsa is, ami hatdsosan gitolta a folyamatba bevont, dontéen TASK-3-
csatornak aktivitasat (Lauritzen és munkatdrsai, 2003).

Mig a TASK-csatorndk biofizikdjara és lehetséges funkcidira vonatkoz6 adatok egyre
gyllnek, tovabbra is viszonylag szegényes mennyiségli informacié 4ll rendelkezésre azok
megoszldsira és lokalizacidjara vonatkozolag, kiillondsen ami a humdn eredetli szoveteket
illeti. Ezzel kapcsolatosan megemlithetd, hogy Karschin és munkatarsai (2001) erdteljes
TASK-1-, TASK-3- és TASK-5-specifikus mRNS expresszi6t mutattak ki patkany
hallérendszerének kozponti idegrendszeri elemeiben. Patkdny és humdn kisagyon végzett
immunhisztokémiai kisérletek eredményei alapjan elmondhaté tovabba, hogy mind a TASK-
1-, mind a TASK-3-csatorndk megtaldlhatok a Purkinje-sejteken, a molekuldris és a

szemcsesejtes rétegben, valamint az astrocytdkon egyarant (Ruszndk és munkatdrsai, 2004).
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Erételjes TASK-3-pozitivitas volt demonstrdlhat6 tovabbd a human gastrointestinalis rendszer

kiilonbozo teriiletein is (Kovdcs és munkatdrsai, 2005).

1.1.4. A kilénb6z6 K*-csatornak expressziojanak és miikodésének patoldgias

vonatkozasai

Egyre tobb adat szol amellett, hogy a fesziiltségvezérelt K'-csatorndk fizioldgiai
jelentdségiik mellett szdmos koros folyamatban is szerepet jatszhatnak. Zhanping és
munkatdrsai (2006) szdmoltak be arrdl, hogy egyes Kv-csatorndk részt vesznek bizonyos
petefészektumor-eredetli sejtek (A2780-sejtvonal) proliferacidjanak és sejtciklusanak
szabdlyozdsdban egyarant. = Megdllapitottdk, hogy ezen csatorndk gatldsa jelentdsen
csokkentette a sejtek proliferacigjat, és hatdssal volt a sejtciklusra is: 4-AP jelenlétében a
GO0/G1 fazisban 1évo sejtek ardnya megnovekedett, ugyanakkor csokkent az S és a G2/M
fazisban 1€v6 sejtek szama. Mig a nem szelektiv K*-csatorna blokkolé tetrapentil-ammonium
(TPA™) hasonlé hatdsokat valtott ki, a Ca**-szenzitiv K*-csatorndkat gatlé iberiotoxin és az
ATP-szenzitiv K -csatorndkat blokkol6 glibenklamid nem mutatott érzékelhetd hatést sem az
A2780 sejtek proliferdciGjara, sem azok sejtciklusara. Mivel a sejtekbe torténd Ca**-belépést
hatékonyan gatlé verapamil alkalmazdsdval a TPA™-hoz hasonlé hatdsokat tapasztaltak, dgy
tiinik, hogy a fesziiltségfiiggd K'-csatorndk aktivitdsénak megvéltozdsa dontéen Ca**-
dependens folyamatok kozvetitésével hat a sejtciklusra.

Tobb adat sz6l amellett is, hogy a sejtfelszini membrdnban 1€vé K'-csatorndk
aktivitdsa a sejtproliferacidhoz is elengedhetetlen (Kunzelman és munkatdrsai, 2005), és ezzel
egyidejiileg az is egyre nyilvdnvalébbnak tiinik, hogy a fesziiltségfiiggé K'-csatorndk
aktivitisa egyes human daganatok fejlédésében és novekedésében is 1ényeges szerepet
jatszhat (Kunzelman és munkatdrsai, 2005). Spitzner és munkatdrsai (2006) mutattak rd, hogy
bar a humdn vastagbél-eredetii Tgy-jelli tumorsejtek szamos K'-csatornat expresszélnak, csak
a fesziiltségfiiggd K'-csatorndk aktivitdsa befolydsolta a sejtproliferdciét. Ezen csatorndk
gatlészereit alkalmazva mind a DNS-szintézis intenzitdsa, mind a sejtszam csokkent; az RNS-
interferencia kisérletek szerint pedig a Kv-csatorndk transzlacidjanak csokkentése hatékonyan
gétolta az intracelluldris Ca2+—szignalizéciét.

A Kir-alegységekbol felépiild csatorndk aktivitdsdnak is lehetnek patologids
vonatkozdasai. Dahr és munkatarsai (2006) demonstraltdk, hogy az emldédaganatok mintegy
40%-éaban igazolhaté valamilyen G-proteinhez kapcsolt, befelé egyeniranyité K'-csatorna

(GIRK1, GIRK2 és a GIRK4) jelenléte és aktivitisa. Az is bebizonyosodott, hogy
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emlétumorokbol szdrmazd sejtvonalakban a GIRK-csatorndk és a [B-adrenerg receptorok
szignaliziciés ttvonala funkciondlis kapcsolatban van egymadssal, tovdbbd hogy ezen
utvonalak szerepet jatszanak a tumorsejtek novekedésének szabdlyozdsdban.  Kiilon
érdekesség, hogy az emlddaganatok kialakuldsdban jelentékeny rizikofaktorként tartjak
szamon a GIRK-csatorndkat nyitott dllapotban tart6 etil-alkoholt.

Az el6zbekben emlitett Kv- €s Kir-csalddba tartozé K'-csatorndk mellett a TASK-3-
csatorndk is igen jelentOsnek tlinnek bizonyos rosszindulati daganatok kialakuldsdban;
rdadasul ez a hatds annyira jelentés, hogy a TASK-3-csatorndkat kodolé gént immar
hivatalosan is protoonkogénnek tartjdk. Mu és munkatérsai (2003) szdmoltak be arrdl, hogy
rosszindulatd emlddaganatok egy részében a TASK-3-csatorndkat kodold gén (kcnk9)
jelent6s, 3-10-szeres amplifikdcidja mutathaté ki, amihez az esetek 44%-aban a fehérjetermék
mintegy 5-100-szoros overexpresszidja tarsult. Bar a kcnk9 gén egy ismert onkogén, a c-myc
kozelében kodolédik, és 1igy felmeriilt, hogy puszta co-amplifikdciérél van sz0,
bebizonyosodott, hogy az esetek egy szadmottevd részében csak a kcnk9 gén volt érintett.
Tovabbi értékes adat a TASK-3-csatorndk potencidlis onkogén hatdsira vonatkozdan, hogy a
fehérjét overexpresszdld C8-sejteket (egy primaer, egérbdl izoldlt, embriondlis fibroblast
eredetli sejtvonal) immunhidnyos egerekbe fecskendezve két héten beliil daganat alakult ki
(Pei és munkatdrsai, 2003). Amennyiben TASK-3-csatorndkat nem overexpresszald vagy
funkcidképtelen pontmutdnst termeld sejteket alkalmaztak, gy ritkdbban tapasztaltik a
daganatok kialakuldsat, rdaddasul azok minden esetben kisebbek és jobb indulatiiak voltak,
mint a funkcidképes fehérjét termeld C8-sejtek injektéldsa esetén.

Tovabbi értékes, a TASK-csatorndk tumorgenesisben betoltott szerepét megerdsito
megfigyelés, miszerint a vad tipusi (funkciondlis) TASK-3-csatorndk overexpresszidja a
tumor necrosis factor (TNF) 4ltal indukalt apoptosist fibroblastokban a felére csokkentette,
ugyanakkor egy funkcioképtelen mutdns csatorna overexpresszidja ilyen hatdst nem
eredményezett (Pei és munkatdrsai, 2003).

Az, hogy a TASK-3-csatorndk milyen mechanizmus révén rendelkeznek tumorigén
hatdssal, jelenleg nem vildgos. Az egyik elképzelés szerint a sejtfelszini membranban
elhelyezkedé K'-csatorndk aktivaléddsa hiperpolarizdlja a membrant, melynek hatdsira
megnd a Ca-ionok elektrokémiai gradiense, igy a hattér Ca**-csatornakon keresztiil nagyobb
mennyiségl Ca®* dramlik be a sejtekbe, ami 1ényeges hatdst gyakorol a sejtek proliferdcidjara
¢s differencidlodasara. Egy masik lehetséges magyardzat értelmében a sejtfelszini
membranon keresztiil t6rténd K*-kilépés csokkentené az intracelluldris K*-koncentriciot, ami

kozvetleniil befolydsolnd egyes enzimek (pl. kaszpazok) aktivitisit. Nem elképzelhetetlen

18



azonban, hogy a TASK-3-csatorndk fokozott jelenléte valamilyen mdédon noveli az Oket
overexpresszald sejtek hypoxidval szembeni ellendllasat. Sejttenyészeti koriilmények kozott
fenntartott neuroblastoma sejteken végzett kisérletek eredményei szerint a TASK-3-
overexpresszié hatdrozottan ndvelte a sejtek hypoxia- és serumdeprivicidval szembeni
tolerancidjat, ami nyilvdnvalé szelekcids elOnyt jelenthet a daganatsejtek szdmdra a solid
daganatok kozponti, kevéssé vascularisalt régiéjaban. Tovabbra sem vildgos azonban, hogy a
TASK-3-overexpresszié milyen mechanizmus révén biztositja a sejtek tilélését az emlitett

hypoxids kérnyezetben.

1.2. A K'-csatornak megoszlasanak és funkciojanak vizsgalati
lehetéségei

A fentiek alapjdn nyilvanvald, hogy a kiilonb6zd tipusi K*-csatorndk meghatdrozo
jelentéségliek mind az ingerlékeny, mind a nem-ingerlékeny sejtek fiziologias és patologias
miikodésében, amibdl egyenesen kovetkezik, hogy az egyes sejtek altal expresszdlt K'-
csatorndk és csatornaalegységek vizsgilata jelentds segitséget nydjthat a kérdéses struktirak
funkcidjénak, tiizelési sajatossdgainak €s viselkedésének megértéséhez. Nem véletlen, hogy
napjainkra szdmos olyan moédszer alkalmazédsa véalt mindennapossd a kisérletes munkéaban,
amik a K'-csatorndk (vagy alegységek) jelenlétének, megoszldsdnak és funkciondlis
sajatossdgainak megértését célozzak.

Ezen vizsgdlati technikdk elsé szintjét azon kisérletek jelentik, ahol az egyes
alegységekre specifikus mRNS jelenlétének detektdldsa a cél, dontéen PCR és RT-PCR
modszerekkel. Bar ezen vizsgalatok jelentds segitséget nydjthatnak a vizsgalat targyat képezo
ioncsatorna-alegységek jelenlétének ellendrzéséhez, a mddszer komoly hétrdnya, hogy a
specifikus mRNS jelenléte még nem jelenti sziikségszeriien a megfeleld fehérjetermék
jelenlétét is. Ezen tdlmenden, az mRNS-szintii detektdlds semmiféle informaciét nem hordoz
a fehérjetermék megoszlasara vonatkozdan, ami egy olyan bonyolult struktira esetében, mint
a neuron, nagyon megneheziti a kisérletes lelet interpretdlasat. Nem mindegy ugyanis, hogy
egy bizonyos alegység a sejttesten, a dendritfan vagy a praesynapticus membranban van jelen;
az eltér6 lokalizacié lényeges funkciondlis kovetkezményekkel jarhat. Megemlitendd
tovabbd, hogy a fehérjeszintli vizsgilatokhoz hasonléan ezen technika alkalmazésa esetében is
megjelenhet nem-specifikus reakcio.

Az egyes géntermékek fehérje szintli jelenlétének detektdldsara alkalmazhaté a

Western-blot technika, aminek segitségével megéllapithatd, hogy egy adott szdvetminta
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tartalmazza-e a kérdéses csatornafehérjét. Mivel a technika informéciot nyujt a jelolt fehérje
molekulatomegérdl is, jelentds segitséget jelent az alkalmazott vagy alkalmazandé antitest
specificitdsdnak ellenérzéséhez. A Western-blot technikdval kapott immunpozitiv csikokon
denzitometrids analizis is végezhetd, igy a modszer tdjékoztatist nytjthat a célfehérje
kérdéses mintdban taldlhaté mennyiségére vonatkozdan. Az eljards komoly hatrdnya viszont,
hogy az semmiféle informéciét nem szolgdltat a vizsgdlt fehérje lokalizdcidjara és
megoszldsdra vonatkozdan; {igy olyan Osszetett struktirdkban, ahol az egyes sejtek
fehérjeexpresszidja jelentdsen kiilonbozhet (pl. a kozponti idegrendszer kiilonb6zd tipusd
neuronjai), nagyon korlatozottan alkalmazhat6.

Az ioncsatorndk és alegységek pontos szoveti lokalizaciéjanak és megoszlasanak
meghatarozdsdhoz az immunhisztokémiai és immuncitokémiai technikdk a legalkalmasabbak.
A modszer mind izoldlt neuronokon, mind szdveti preparatumokon (,,iszészelet-technika’)
alkalmazhatd, igy lehetOséget teremt kiillonbozo tipusi neuronok expresszids mintdzatanak
vizsgélatira. Amennyiben a technikai feltételek adottak, a vizsgalati mdédszer alkalmazésakor
kiilonleges elonyt jelent a konfokdlis mikroszkopia, és az ehhez tarsuld lehetdségek
kihaszndldsa (co-lokalizici6 vizsgdlata, a tanulmdnyozott neuron térbeli képén az expresszids
mintdzat regisztraldsa, a neuropil és a neurondlis festddés elkiilonitése, stb.).

Természetesen a kérdéses ioncsatorna (vagy ioncsatorna-alegység) jelenlétének
detektdldsa mRNS vagy fehérje szintjén igen értékes informacid, 4m a csatorndk funkcidjanak
végso tesztje a rajtuk folyd dram detektdldsa, pl. a patch-clamp technika alkalmazasaval. A
funkciondlis vizsgalatok torténhetnek izolalt vagy tuléld szeletben elhelyezkedd neuronokon
egyardnt. Tekintettel arra, hogy a neuronok a kiilonboz6 K*-csatorndkat igen véltozatos
Osszetételben expresszaljak, olyan gatlészerek alkalmazdsa sziikséges, amik képesek az egyes
alegységeket tartalmazé K'-csatorndkon foly6 dramok szelektiv gatlasdra. Idedlis esetben (a
gatlészer 100%-os hatékonysaga) az ilyen kisérletek soran a kontroll koriilmények kozott és a
megfeleld gatldszer jelenlétében rogzitett aram kiilonbsége a vizsgélt alegységet tartalmazé
csatorndn folyé aram nagysagival egyezik meg, és modot ad a csatorna kinetikdjanak és
fesziiltségfiiggésének tanulményozasara is. Altaldnossagban elmondhaté, hogy az egyes
alegységek jelenlétének immunhisztokémiai €s funkciondlis mddszerekkel torténd egyiittes
igazoldsa igen jol kiegésziti egymadst, és annak egyértelmii és vitathatatlan bizonyitékat
képezi. Ezen tilmenden az elektrofiziolégiai mérések képalkoté technikdkkal torténd
kombindciéja azért is eldnyds, mert lehetové teszi a vizsgélt neuron morfolégidjanak és

tipusdnak egyértelmii megitélését, ami akkor kiilondsen fontos, ha a vizsgilt kozponti
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idegrendszeri struktura sokféle és véltozatos megjelenésii idegsejttipust tartalmaz (pl. a

nucleus cochlearis).

1.3. A nucleus cochlearis jelentésége, szerkezete és fobb
sejttipusai

A hang érzékelésének elsd 1épése, hogy a belsodfiilben taldlhaté Corti-féle szerv
szOrsejtjei a hanghulldimokat lokélis elektromos jelekké alakitjak. A keletkezett
receptorpotencidl a ganglion spirale neuronok szorsejteket beidegzd periférias nyulvanyaiban
AP-sorozatok kialakuldsidt eredményezi, melyek ugyanezen neuronok VIII. agyidegben
taldlhat6 centralis nydlvanyai mentén az agytorzs nucleus cochlearisiba jutnak. A hanginger
kédoldsa sordn a kialakul6 elektromos jelmintdzat meghatidrozasdban fontos az ingeriiletbe
jovo szorsejtek és primaer afferens neuronok szama, az ingerelt receptorok lokalizicidja a
Corti-szervben, a kialakult receptorpotencidl amplitiddja, az AP-sorozatok iddtartama és
frekvencidja, valamint a kétoldali belsdfiil elektromos jelei kozotti idOkiilonbség (késés)
mértéke.

A hangérzékelés kovetkezd 1épéseiben a primaer Kkisiilési mintdzat dekddoldsa
torténik, aminek fontos és korai 1épése a halldideg rostjain érkezd AP-sorozatok ,,szétosztisa”
olyan neuronhdlézatok kozott, amelyeket felépitésiik alkalmassa tesz arra, hogy ugyanazon
jelmintzatot az eredeti hanginger egyes paraméterei szerint (hangerdsség, hangmagassag,
hangszin, hangforrds lokalizacidja) dekddoljak. A rendelkezésre 4ll6 adatok szerint a nucleus
cochlearist szerkezete alkalmassa teszi arra, hogy a benne megtaldlhatd neuronok ilyen eltérd
sajatsagi haldzatokként mikodjenek. A szenzoros rendszerekben természetes dtkapcsold
funkcién tilmend jelfeldolgozéds lehetdségét valdszinlisiti az is, hogy a cochlearis mag
(els6sorban annak dorsalis része) kifejezetten rendezett szerkezetet mutat.

Morfolégiai vizsgilatok kimutattdk, hogy a halléidegben érkezd ganglion spirale
rostok a cochlearis magba lé€pve elagaznak, és két kotegként haladnak tovabb. A rostralisabb
elhelyezkedésii rostok a nucleus cochlearis eliilsé ventralis részébe (aVCN) tartanak, mig a
caudalisabb leszdll6 nyaldb a mag hatulsé ventralis teriiletén (pVCN) keresztiil a nucleus
cochlearis dorsalisba (DCN) jut (Moore, 1986). A belép0 afferens rostok a magban szamos
sejtféleséggel szinaptizdlnak, melyek egy része mdsodlagos érzéneuron, méas része pedig
interneuron (Harrison és Irving, 1966; Osen, 1972; Kane, 1974; Ryugo és munkatdrsai, 1981;
Webster és Trune, 1982; Rhode és munkatdrsai, 1983; Wouterlood és munkatdrsai, 1984;

Wouterlood és Mugnaini, 1984). A madsodlagos érzdsejtek a nucleus cochlearis projekcios
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neuronjai, azaz axonjaik elhagyjdk a nucleus cochlearist, €s a hall6palya magasabb rend
kozpontjaihoz tartanak; a nucleus cochlearis interneuronjai pedig a magon beliili hdl6zatok
kialakitdsaban vesznek részt. Ismeretes, hogy a ganglion spirale I. tipusud neuronjaibdl érkezd,
mielinhiivelyes rostok elsésorban a nagyobb, projekciés neurontipusokon végzddnek (pl.
bushy-sejtek, piramis-neuronok), mig a II. tipusd ganglionsejtekbdl érkezd vékony,
mielinhiively nélkiili axonok elsésorban a szemcsesejtekkel képeznek szinapszisokat (Perkins
és Morest, 1975; Ehret, 1979). Megemlitendd tovabbd, hogy a halldideg-afferenseken til a
cochlearis mag somatosensoros, valamint leszallé beidegzést is kap (pl. az oliva superior

teriiletérdl, Moore, 1986).

szferikalis bushy-sejt octopus-sejt

globuléris bushy-sejt

4. abra
Patkany nucleus cochlearis sagittalis metszete

A struktdra tetején, ,.kontyszertien” elhelyezkedd képlet a nucleus cochlearis dorsalis, alatta
talalhaté a nucleus cochlearis ventralis. Az dbrdn feltiintettilk a mag felépitésében kiilonosen
jelents neurontipusok sémds képét, valamint jeleztiik tipusos lokalizdciéjukat is. (Az dbra
Kv3.1-ellenes elsddleges és FITC-konjugdlt mdsodlagos antitestek alkalmazdsa utdn késziilt.)

Mint minden komplex sejtdsszetétellel rendelkezd kozponti idegrendszeri struktiranal,
ugy a cochlearis mag esetében is szdmos megvalaszolandé kérdés meriil fel a szerkezetre
vonatkozdan: Hanyféle neurontipus kiilonithetd el a magban? Milyen kapcsolatban allnak
egymdssal az egyes neurontipusok? Milyen miikddési jellegzetességek kapcsolhatok az egyes
sejtféleségekhez? Az elmdlt évtizedekben nagyszamu vizsgdlatot végeztek a nucleus
cochlearis  sejtosszetételének felderitésére, igen valtozatos technikdakat alkalmazva
(impregnécids eljarasok, anterograd és retrogdd toltési modszerek, stb.). Bér az intenziv

vizsgalatok a fenti kérdések mindegyikére még nem adtak megnyugtatd valaszt, a cochlearis
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mag szerkezetérdl kialakult egy olyan elképzelés, amelyik a legkiilonfélébb emlds fajok
esetében is helytdllénak tiinik.

Altalanosan elfogadott, hogy a nucleus cochlearisban taldlhaté sejtféleségek
morfoldgidjukban, funkciéjukban, szinaptikus kapcsolataikban és membréansajatsdgaikban
egyardnt kiilonboznek (4. dbra). A mag ventralis rész€n az dn. multipoldris sejtek régidja
elsdsorban a bushy, és a csillagsejteket tartalmazza; mig a mésik jol elkiilonithetd részben az
octopus-sejtek helyezkednek el (Wu és Oertel, 1984). A dorsalis magrészben négy
koncentrikus, egymastdl viszonylag jol elkiilonithetd réteg taldlhatd (Brawer és munkatdrsai,
1974). A legfelszinesebb teriilletet a molekuldris réteg képezi, melyben féként a
szemcsesejtek axonjai, és szorvanyosan a szemcsesejtek sejttestjei is talalhatok. Ezt koveti a
fusiform- vagy piramis-sejtek rétege, amely magidban foglalja a piramis-, a szemcse-, a
cartwheel- és a csillagsejteket. A harmadik rétegben a piramis-sejtek basalis dendritfai és
néhany dn. vertikdlis-neuron taldlhaté; itt végzOodnek tovabba a nervus acusticus leszallo
rostjai is, kapcsolatot teremtve valamennyi itt taldlhato sejtféleséggel. A cochlearis mag
legmélyebb rétegében az Orids- és a multipolaris-sejtek sejttestjei figyelhetok meg. Az egyes

sejttipusokra vonatkozé részletesebb adatokat a disszerticid 3.2 fejezetében ismertetjiik.

1.4. A munka célkit(izései

Amint az a tudominyos munkdk sordn lenni szokott, a kisérletek kivitelezése és a
vizsgalati adatok analizise sordn altaldban tobb kérdés meriilt fel, mint amennyit idékdzben
sikeriilt megvélaszolnunk. Gyakran kellett szembenézniink olyan problémakkal, amikre a
kisérletsorozatok kezdetén nem is gondoltunk, folyamatos igényét teremtve a kisérletes
program €s az alkalmazott technikdk moédositasdnak. Mivel mindenképpen szerettiilk volna
azt a szokdsos hibat elkeriilni, hogy a célkitiizésekben felvetett gondolatokrdl messzirdl
slisson hogy azok a disszertacié anyaganak Osszedllitasa utdn lettek megfogalmazva, a jelen
ponton valéban csak a legalapvetdbb kérdéseket igyekeztiink dsszeszedni, amik folyamatos

vezérfonaldul szolgéltak a kisérletes munkanak:

1. Meghatarozhat6-e egy adott neuronféleség viselkedése, €s megjosolhaté-e az dltala
produkalt tiizelési mintdzat a sejtfelszini membranjdban expresszalt Kv-alegységek mindsége
és Osszetétele alapjan?

1.a. Milyen Kv-alegységek jelenléte igazolhaté a bushy-neuronokon?
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1.b. A fenti kérdés megvalaszoldsdhoz ki kellett dolgoznunk egy elfogadhat6
sejtazonositasi algoritmust, valamint
l.c. Meg kellett kisérelniink az immuncitokémiai adatok valamilyen szintl

szamszerusitését.

2. Az uszoszeletekben végzett, Kv-alegységek megoszldsat célz6 vizsgalatok sordn meriilt fel
annak az igénye, hogy keressiink egy olyan technikdt, ami alkalmas az agyszeletekben
elhelyezked6 neuronok morfologidjdnak meghatdrozdsira. Ennek kapcsdn az aldbbi
feladatokat kellett megoldanunk, és a kovetkezd kérdésekre kellett valaszolnunk:

2.a. JelolhetOk-e szelektiven a nucleus cochlearis projekcids neuronjai?

2.b. Valdban a cerebellumba projicidlnak-e a Purkinje-szert sejtek?

2.c. Kidolgozhaté-e valamilyen altalanos érvényli szempontrendszer az egyes nucleus

cochlearis neurontipusok konnyebb azonositasara?

2.d. El6fordulhat-e a neuronok téves azonositdsa Ggy, hogy a vizsgalatot végzo esetleg

nincs is tudataban a tévedésének?

3. A fenti kisérletek soran felkérést kaptunk egy djonnan fejlesztett, TASK-3-ellenes
monoklondlis  antitest tesztelésére  (,,validdldsara”), amit Osszekotottiink szoveti
prepardtumokban és sejttenyészetekben taldlhatdé melanoma malignum sejtek TASK-3-
expresszidjanak vizsgalatdval. A munka kezdetén az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

3.a. Specifikus-e és haszndlhaté-e az antitest, az daltala kapott jelolodési mintdzat

megfelel-e mas, ugyancsak TASK-3-ellenes antitestekkel kapott eredményeknek?

3.b. Bedgyazott prepardtum esetében mik az optimélis reakcidokoriilmények, milyen

antigénfeltaras sziikséges?

3.c. Megfelelnek-e egymdsnak az immuncitokémiai és az immunhisztokémiai

vizsgalatok soran kapott eredmények?

3.d. Van-e kiilonbség a melanoma malignum sejtek és a melanocytdk TASK-3-

expresszidjaban?

24



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az alabbiakban keriill sor a disszerticié kisérletes részének Kkivitelezése sordn
alkalmazott technikdk bemutatdsira. Tekintettel arra, hogy a munka sordn igen sok és sokféle
metodikét hasznéltunk, a konnyebb attekinthetdség kedvéért nagyobb csoportokba rendezve

kiséreljiik meg azok ismertetését.

2.1. Az alkalmazott oldatok

Az aldbbi tdbldzat mutatja a kisérletek egy részéhez haszndlt oldatok Osszetételét. A
legtobb vegyszert a Sigma (St. Louis, MO, USA) biztositotta, a kivételeket a megfeleld
helyen jeloltiik.

1. tablazat
A preparilés és az elektrofizioldgiai kisérletek sordn alkalmazott oldatok

Pipetta-1 Pipetta-2

pH 7,2 73 7.3

Ozmolaritas 330 300

Osszetevd Koncentrdcio (mmol/l)

NaCl 135

KClI 3

NaH,PO,

NaHCO3

Caclz

MgC12

Mio-inozitol

Aszkorbinsav

Na-piruvat

Gliikéz

Szacharé6z

HEPES

EGTA

Na*-GTP

K*,-ATP

aCSF-1: ,,normdl” miivi cerebrospinalis folyadék (artificial cerebrospinal fluid); aCSF-2: alacsony Na'-
koncentracidji aCSF, aCSF-3: HEPES-pufferelt aCSF.
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Pipetta-1 és EF-1 (extracelluldris oldat): a tilélé agyszeleteken végzett kisérletek sordn alkalmazott belsd-
(pipetta) és Kkiilsd (extracelluldris) oldatok; Pipetta-2 és EF-2: a transzfektdlt HEK-sejteken végzett
elektrofizioldgiai mérések céljara alkalmazott oldatok.

“az oldat tartalmazott még 1 pmol/l tetrodotoxint (Alomone Labs., Jeruzsdlem, Izrael) és 10 umol/l ZD7288-at
(Tocris Cookson, Bristol, UK) a Na'- és a h-dramok gétldsa céljabol.

A molekuldris bioldgiai vizsgdlatokhoz az aldbbi oldatok alkalmazdasara is sor keriilt (a
zardjelben feltiintetett szamok a koncentracidt jelolik, mmol/l-ben):

Foszfat-puffer (PB): Na,HPO,x2H,0 (100), NaH,PO4xH,0 (100), pH: 7,4.

Foszfat-pufferelt soldat (PBS): NaCl (100), Na,HPO4x2H,0 (125), pH: 7,4.

TRIS-puffer: NaCl (150), TRIS-base (8), Trizma-HCI (42), pH: 7,4.

A-puffer: Ditiothreitol (1), fenilmetil-szulfonil-fluorid (0,5), HEPES (10),
MgCl, (1,5), KC1 (10), EDTA (0,1), EGTA (0,1), pH: 7.4.

Lizispuffer: Trizma-HCI (20), EGTA (5), 4-(2-aminoetil)benzoszulfonil-fluorid (1),
leupeptin (0,02), pH: 7.4).

Gélelektroforézis-puffer: TRIS-base (270), glicin (500), Na*-dodecil-szulfat (130).

Az aldbbiakban részletezziik a kisérletek sordn alkalmazott szovettenyésztd oldatokat.
A médiumok neve utdn jeleztilk, hogy azt mivel egészitettiikk ki, a zardjelben feltiintetett
szdmok a koncentriciét (dltaldban mmol/l; ha ettdl eltér, azt jeleztiik) vagy az adott
komponens szazalékos ardnyat jelolik (%; ezt kiilon jeloltik):
RPMI: L-glutamin (2), Foetalis  borjiszérum (10%),  penicillin (50 U/ml),
streptomicin (50 pg/ml), fungizon™ (1,25 pg/ml ), pH: 7,2.
DMEM-1: Foetalis borjiszérum (10%), Minimum essential medium (MEM; 1%),
penicillin (50 U/ml), streptomicin (50 pg/ml), fungizon* (1,25 pg/ml ), pH: 7,2.
DMEM-2: Foetalis borjiszérum (10%), penicillin (50 U/ml), streptomicin (50 pg/ml),
pH: 7,2.
*: forrds: TEVA-Biogil, Debrecen.

2.2 Kisérleti allatok, a preparalas fobb Iépései

2.2.1. A kisérleti allatok

A kisérletek sordn vegyes nemil, Wistar patkdnyokat hasznéltunk egy olyan protokoll
alkalmazésaval, amit a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga jévahagyott

és engedélyezett. A kisérleti dllatok az Elettani Intézet allathizaban természetes nappal-
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sotétség ciklus mellett éltek. Az allatok taplalék- és ivovizellatasa ad libitum biztositva volt.
A kisérletek sordn mindig torekedtiink arra, hogy az éallatoknak a lehetd legkisebb

diszkomfortot és fdjdalmat okozzuk.

2.2.2. A neuronok enzimatikus izolalasa

Hasonléan a kordbban leirt médszerhez (Doughty és munkatdrsai, 1998; Ruszndk és
munkatdrsai, 2001), az enzimatikus mddszerrel izolalt neuronok készitése céljabdl 4-11 napos
patkdnyokat hasznaltunk. A patkdnyok dekapitdldsa utdn az agyat fagyasztott, alacsony Na*-
tartalmd miivi cerebrospinalis folyadékba (aCSF) helyeztiik. Az agy eltdvolitisa utin a
preparélds tovabbi 1épései sztereomikroszkop alatt torténtek. Els6ként eltdvolitottuk az
agyhartyakat és az ereket, majd az agyat mediansagittdlis irdnyban kettévagtuk. A plexus
chorioideust lefejtettiik, a kisagyat félrehajtottuk, majd a nucleus cochlearist finom csipesz
alkalmazasaval eltavolitottuk az agytorzsr6l. A dorsalis és ventralis magrész elkiilonitése
érdekében a cochlearis magot a ventro-dorsalis tengelyre merdlegesen, a felénél kettévagtuk.

A Kkipreparalt magokat 0,03 mg/ml kollagenazt (Sigma, IA) és 0,12 mg/ml protedzt
(Sigma, XIV) tartalmaz6, 31 °C-os normal aCSF oldatba helyeztiikk. A magokat kb. 40 percen
at inkubaltuk az enzimtartalmud oldatban, amit 95% O, és 5% CO, keverékével folyamatosan
buborékoltattunk. Az enzimaktivitdst 1 mg/ml koncentricidju tripszin-inhibitort (Sigma, I-S)
tartalmazé aCSF alkalmazdsaval allitottuk le (5 min). Az enzimatikus szepardldst kdveten a
szovetdarabokat HEPES-pufferelt aCSF-be helyeztilk, amelyben fokozatosan csokkend
hegyatméréjii Pasteur-pipettakkal 6vatos mechanikai szepardldsnak (triturdlds) vetettiik ala
Oket. Az izolalt sejteket feddlemezre helyeztiik, amit 30-60 perc hossziisagu iilepedés

kovetett.

2.2.3. Tuléloé vékonyszelet-preparatum készitése

A tilélé neuronokat tartalmazd vékonyszelet-preparitum készitéséhez 7-12 napos
patkdnyokat hasznaltunk. A prepardlds menete az agy eltavolitisdig megegyezett az el6zo
részben ismertetettel, majd a kovetkezo I€pésben az agyhartydktol és az erektdl megtisztitott
agyat a mediansagittilis vonalnak megfeleléen kettévagtuk. Az igy kapott agydarabokat a
medalis (azaz a vagott) felsziniikon cianoakrilat tartalmu pillanatragaszté segitségével egy
teflontokéhez ragasztottuk, majd vibrald6 mikrotdm alkalmazasaval (Campden Instruments,

Loughborough, UK vagy Microm International GmbH, Walldorf, Németorszag) a nucleus
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cochlearisbdl 150-200 pm vastag, sagittalis szeleteket készitettiink. Amennyiben a nucleus
cochlearis ventralisban elhelyezkedd bushy-neuronokat tartalmazé szeletek készitése volt a
cél, a metszést ugy végeztiik, hogy annak mélysége ne haladja meg a 600 um-t. Ez a feltétel
biztositotta, hogy ezekben az esetekben a nucleus cochlearis dorsalis nem keriilhetett a
metszési sikokba. Az agyszeleteket 37 °C-0s, 95% O, és 5% CO, gazkeverékkel
folyamatosan buborékoltatott normdl aCSF oldatban inkubdltuk (1 6ra). Az inkubdcids
periddus végén a szeleteket a kdddal egyiitt eltdvolitottuk a vizfiirdébdl, és hagytuk Oket

szobahomérsékletiire hilni.

2.2.4. A nucleus cochlearis projekcidos neuronjainak retrograd jeldlése

A nucleus cochlearis projekciés neuronjainak morfoldgiai vizsgalatat célzo
kisérletekben azok sejttestjeit a projekcidjuknak megfeleld helyen alkalmazott sértésbe
juttatott, dextrdnnal konjugdlt tetrametilrodaminnal (molekulatomeg =3000; Molecular
Probes Inc., Oregon, USA) toltottilkk fel, kihaszndlva, hogy a jeldldanyagot a neuronok
axondlis transzport révén mind antero-, mind retrograd irdnyba szallitjdk. A festék gerjesztési
hulldmhossza (Acx) 555 nm, az emisszids hullimhossza (Ay,) pedig 580 nm volt.

A kisérletekhez 25-30 napos patkdnyokat haszndltunk. A kisérletek els6 1€pései (az
agy eltavolitdsa a koponydbdl, azok megtisztitidsa és az ezen 1épésekhez alkalmazott oldatok
Osszetétele megfelel az el6zéekben leirtaknak). A vizsgdlatok sordn minddsszesen 27 éllatot
hasznéltunk fel a retrogrdd toltéses vizsgalatok céljara, és ebbdl 24 alkalommal sikeriilt
értékelhetd preparatumot késziteni. A sikertelen esetekben vagy egyéltalan nem tapasztaltunk
jelolédést, vagy az erds hattérfluoreszcencia miatt az egyedi sejtek morfoldgidja
megitélhetetlen volt. Ugy véljiikk, hogy a sikertelen prébdlkozasok oka legnagyobb
valdszinliség szerint a sebzések nem megfeleld lokalizacidja és/vagy a kérdéses teriiletbe jutd
rodamin koncentracidjanak nem megfeleld mértéke és/vagy a festék kifakulasa volt.

Az agytorzsi metszéseket alacsony Na*-koncentraciéji aCSF-et tartalmaz6, Sylgarddal
bélelt Petri-csészében ejtettiik, a beavatkozas sordn az oldatot folyamatosan buborékoltattuk.
A jeloldanyag alkalmazdsa el6tt a vagott vagy sértett felszint szlir6papirral leitattuk, majd
elvégeztiik a rodamin kivant helyre juttatisit. Ennek sordn vagy néhdny rodaminkristalyt
helyeztink a laesiokba, vagy koncentrdlt rodaminoldatot (1 mg rodamin/100 ul PB)
fecskendeztiink az agytorzs megfelel teriiletére. A festék kifakuldsat elkeriilendo,

valamennyi felsorolt Iépést a lehetd legnagyobb sotétben végeztiik.
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Mind a laesio pontos helyét, mind a rodamin alkalmazdsdnak médjat az hatarozta meg,
hogy mely projekcids neuron jelolését kivantuk elérni. Az 5. dbra a laesiok alkalmazédsdnak
lehetséges helyeit mutatja; 12 dllat esetében a beavatkozast szimmetrikusan, bilateralisan

végeztiik.

5. abra

A nucleus cochlearis projekcios neuronjainak retrograd jelolése soran
alkalmazott bemetszések pozicioi

A nyilak a nucleus cohlearist, a vonalak pedig a bemetszések helyeit jelolik. A: a révidebb vonal

a bushy-sejtek festddését célz6 metszés helyét jeloli. A kozépen 1évO bemetszés alkalmazdsa

esetén az Osszes dtkeresztez6dd axont jeloltik. B: a szélen lathatd, rovidebb metszések a stria

acustica dorsalis helyét mutatjak, amelynél ejtett vagassal a piramis- és dridssejtek jelolését értiik

el. A kozépen 1év6 vonal ugyanazt a helyet jeloli, mint amit az A dbran. C: a ti a stria acustica

intermedidba lett vezetve, aminek révén az octopus-sejtek jelolését végezhettiik el (a kisagy

eltdvolitdsa utdn). D: a Purkinje-szeri sejtek jelolésére szolgdlé metszések. Kalibricio: 1 cm.

A jelen vizsgilatokban nem torekedtiink a bushy-neuronok két tipusdnak, azaz a
globuldris és a szferikdlis sejtek elkiilonitésére. A bushy-sejtek jelolése céljabol a corpus
trapezoideum teriiletén, a nucleus cochlearis ventralis hataran ejtettiik a metszést, a maghoz
olyan kozel, amennyire csak lehetséges volt (SA édbra; n = 4). Tapasztalataink szerint a célnak
egy kb. 3-5 mm hosszu és 1,5-2,5 mm mély incisio felelt meg a legjobban.

Amennyiben a nucleus cochlearis dorsalis Orids- és piramis-sejtjei voltak a jel6lés
célpontjai (5B dbra, n=15), tugy elsoként eltdvolitottuk a kisagyat, majd a stria acustica
dorsalis teriiletén ejtettiik a sebzést. Az incisiéra a parasagittalis sikban, a nucleus cochlearis
dorsalistél mintegy 2 mm-rel medialisan keriilt sor. Mind a bemetszés hossza, mind annak
mélysége 1 mm volt; ha a laesio ennél mélyebbre sikeriilt vagy kozelebb helyezkedett el a
nucleus cochlearishoz, akkor a stria acustica intermedia sériilése miatt az abban projicidlé
octopus-neuronok is jelolodtek.

Az octopus-sejtek izolalt jelolése az axonjaikat tartalmazd stria acustica intermedia

izolalt sértését kovetelte meg, aminek kivitelezése az orids- €s a piramis-sejtek axonjainak
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sértése nélkiil igen nehéz feladatnak bizonyult. A probléma megolddsa végett az octopus-
sejtek célzott jelolése esetében koncentrdlt rodaminoldatot injektdltunk a stria acustica
intermedidba (5C dbra; n=5). Az injektdlds helye a nucleus cochlearis dorsalis medialis
sz€1€t6l 0,5 mm-rel medialisan volt. Az injektalds sordn a tiit az agytorzs felszinére pontosan
merdlegesen tartottuk, és a festéket 1,6-1,8 mm mélyre juttattuk. A beavatkozds sordn a
lehetd legkisebb nyomadssal probaltuk meg a rodamint a kérdéses teriiletbe injektdlni, mivel
nagyobb nyomds alkalmazdsa a jeloldanyag kornyezd képletekbe vald diffizidjat okozta, az
Orids- €s a piramis-sejtek jelolodését (is) okozva.

A Purkinje-szeri sejtek jelolése sordn a cerebellum eltdvolitdsa nélkiil dtmetszettiik a
pedunculus cerebellaris superiort, mediust és inferiort, majd a rodamint a vagott felszinekre
juttattuk (5D dbra; n = 5).

Néhany esetben az Osszes olyan neuron jelolését szerettik volna elvégezni, ami
ellenoldali struktdrdkba projicidl. Ennek soran az agytorzs ventralis felszinén, a corpus
trapezoideum magassdgaban, pontosan a kdzépvonalban ejtettiink egy 5-8 mm mély metszést

(5A és 5B abra; n = 5).

225 A retrograd jelolésen atesett nucleus cochlearisokbdl torténd
szeletkészités

A megfelel laesiok elkészitése és a rodamin alkalmazdsa utdn az agyat normdl aCSF
oldatba helyeztiik, és azt alland6 buborékoltatds mellett, 8-12 6rdn 4t, teljes sotétségben
inkubdltuk. Az inkubacids periddus végeztével az agyat 4%-os formalinba helyeztiik, és egy
éjszakan at (12 6ra), 4 °C-on fixdltuk. A fixdlds végén a prepardtumot PB-ben mostuk
(3%10 min), majd vibratom segitségével 50-60 pm vastag metszeteket készitettiink a nucleus
cochlearisbdl. A szeleteket el6szor PB-ben (10 min), majd TBS-ben mostuk (3x10 min),
végiil targylemezre helyezésiik utin DAPI-t (4’,6-diamidino-2-phenylindole; A.x = 360 nm,
Aem =460 nm; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) tartalmazé oldat

alkalmazasaval fedtiik azokat.

2.2.6. A retrograd jelolésen atesett sejtek kvantitativ analizise

Egy sejt csak akkor lett a kvantitativ analizis céljara felhaszndlva, ha eleget tett harom
feltételnek: egyértelmilen és a legkisebb bizonytalansdg nélkiill meghatarozhaté volt a sejt

tipusa, a sejttest és a processzusok proximalis régidja sériilésektdl mentes volt, és a neuron
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rodaminos jelolése kell6 intenzitasd volt. A PLC-k esetében végzett kvantitativ értékelés egy
része azok calbindin-specifikus immunjelolését kovetden tortént. A sejtek nydlvdnyainak a
szamdt és a sejttest atmérdjét vagy az elemi konfokdlis képek Osszerakdsdval készitett
szummalt felvételeken, vagy az egyedi optikai metszeteken hatdroztuk meg. Az olyan sejtek
esetében, amik elnydjtott, hdromszogletli vagy polygonalis somdval rendelkeztek,
megkerestiik a sejttest legnagyobb atmérdjét, és ezt mértilk meg. A disszertdcidban kozolt
adatokat ugy kaptuk, hogy az azonos tipusba sorolhaté neuronokrdl szdrmazé értékeket

Osszesitettiik, majd meghataroztuk ezen értékhalmazok atlagat és szoérasat (S.D.).

2.3. Sejttenyészetek fenntartasa

2.3.1. Melanoma malignum, C2C12- és HEK293-sejtek tenyésztése

A disszertacié harmadik részében részletezett kisérletekhez harom, korabban mar
részletesen jellemzett (Timdr és munkatdrsai, 1999) melanoma malignum sejtvonalat
hasznaltunk. A WM35 jelii sejtvonal primaer, bor eredetii, a tumornovekedés radialis fazisat
mutaté melanoma malignumbdl szarmazott, a HT199 és a HT168-M1 jeli sejtvonalak pedig
metastaticus melanomdbdl lettek izoldlva. A HT168-M1 sejtek az A2058 jeli humén
melanoma sejtvonalbdl szarmaznak. A sejtvonal 1étrehozésa sordn el6szor az A2058 sejteket
in vivo xenograftként alkalmaztdk, {gy 1étrehozva a HT168 sejtvonalat, majd ezeket a sejteket
immunhidnyos egerek 1épébe ililtetve egy igen erds metastatisald képességet mutatd
sejtvonalat, a HT168-M1-et kiilonitették el.

A kisérletek sordn alkalmazott melanoma sejteket RPMI 1640, a C2C12- (egér
vazizombdl izoldlt immortalizélt sejtek) és a HEK293-sejteket (humdn embriondlis vesébdl
izolalt sejtek) pedig DMEM tdpoldatban tartottuk fenn. A sejtvonalak monolayer form4jaban,
T75 jelzésii tenyésztotartalyokban voltak fenntartva, 5%-os CO, atmoszféraban, 37 °C-on. A
tdpoldatok cseréjére minden mésodik napon keriilt sor. A sejteket 80-100%-o0s (a HEK293-

sejtek esetében 70-80%-os) konfluencia elérése utan, kb. 6-7 naponta passzaltuk.

2.4. Immuncitokémia, immunhisztokémia

2.4.1. A Kkisérletek soran alkalmazott elsédleges és masodlagos antitestek

jellemzéinek 6sszefoglalasa
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A 2. és a 3. tdblazat a disszertdcidban alkalmazott elsddleges és masodlagos antitestek

legfontosabb jellemzdit tartalmazza.

2. tablazat
A disszertacidban alkalmazott elsddleges antitestek

Antitest Igazolt specificitas | Higitas Milyen fajbol Gyarté Epitop

416-495, intracellularisan, C-

Anti-Kv1.1 Patkdny, egér 1:50 Nyul Alomone terminushoz kézel

417-499, intracelluldrisan, C-
terminushoz kozel

Patkany,/eger, 1:50 Alomone 471—.523, 1ntra?ellulansan, C-
human terminushoz kozel

589-655, intracelluldrisan, C-
terminushoz kozel

463-530, intracelluldrisan, C-
terminushoz kozel

Anti-Kv1.2 Patkany, egér 1:50 Nyul Alomone

Anti-Kv1.3

Anti-Kv1.4 Patkdny, egér 1:50 Alomone

Anti-Kv1.6 Patkdny, egér 1:50 Alomone

Patlfany, egér, 1:50 Alomone 567-:585, 1ntra?ellularlsan, C-
majom, kutya terminushoz ko6zel

184-204, intracellularisan, N-
terminushoz kozel

Anti-Kv3.1b

Anti-Kv3.2 Patkdny 1:50 Alomone

177-195, intracellularisan, N-
terminushoz kozel

454-469, intracellularisan, C-
terminushoz kozel

451-468, intracellularisan, C-
terminushoz kozel

Anti-Kv3.4 Patkany 1:50 Nyul Alomone

Anti-Kv4.2 Patkany 1:50 Nyul Alomone

Anti-Kv4.3 Patkany 1:50 Nyul Alomone

Anti-Kv4.3 Patkany 1:200 Nyul Sigma 451-467, N-terminushoz kozel

252-269, intracellularisan, C-
terminushoz kozel

Anti-TASK-1 Patkany 1:50 Nyul Alomone

Egér, patkany,

p 1:500 Kecske Santa Cruz C-terminushoz kozel
humaén

Anti-calbindin

Intracellularisan, C-terminushoz

Anti -TASK-3 Humaén 1:100 Kecske Santa Cruz 0
kozel

360-374, intracellularisan, C-
terminushoz kozel

Anti-TASK-3 Humén 1:200 Egér Sigma

Anti-TASK-3 Patkany, humén 1:800 Nyl Alomone 57-73, extracellularisan
Anti-HMB45 Human 1:50 Egér DAKO A melanosomakat ismeri fel
Anti-S-100 Human 1:500 Nyl Lab Vision Nem specifikalt

A prolil-hidroxildz enzim o-

Anti-fibroblast Humén 1:200 Egér DAKO <
alegységén

A vastagon szedett antitestek monoklondlisak, a tobbi poliklonalis.
Alomone: Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael

Santa Cruz: Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, Kalifornia, USA
DAKO: Glostrup, Dénia

Lab Vision: Lab Vision Corporation, Fremont, Kalifornia; USA
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3. tablazat
A disszertdcioban alkalmazott masodlagos antitestek

Antitest Higitas Milyen fajbol Gyarto

FITC-konjugalt IgG (nyl) 1:200 Kecske Vector

Texas red-konjugalt IgG (nyul) 1:200 Kecske Vector
FITC-konjugdlt IgG (kecske) 1:200 Nyil Vector

Texas red-konjugalt IgG (kecske) 1:200 Nyul Vector
FITC-konjugdlt IgG (egér) 1:200 L6 Vector

Texas red-konjugalt IgG (egér) 1:200 L6 Vector
Biotin-konjugélt IgG (kecske) 1:500 DAKO

Zaréjelben tiintettiik fel, hogy az adott antitest mely faj immunglobulinjai ellen lett termeltetve.
FITC: fluoreszcein-izotiocianat
Vector: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornia, USA

2.4.2. Fluoreszcens immuncitokémia

A frissen izoldlt sejteken és tenyészetben fenntartott melanoma sejteken végzett
immuncitokémiai kisérletek els6 1épéseként a sejteket PBS-sel mostuk (3x), 4%-os
formalinban fixaltuk (szobahémérséklet, 15 min), majd 100 mmol/l glicint tartalmazé PBS-sel
ismét mostuk (3x5 min). A sejtek permeabilizdldsa céljabol 0,1% Triton X-100 tartalmu
PBS-t hasznéltunk (10 min), amit djabb mosds kovetett (PBS, 3x5 min). Az aspecifikus
kotéhelyek blokkoldsat 1% borju serumalbumint (Bovine serum albumin, BSA) tartalmazoé
PBS-sel végeztik (30 min), amit az elsddleges antitestekkel torténd inkubacid kovetett
(enzimatikusan izolalt sejtek esetében 1 6ran at, szobahOn; tenyésztett sejtek esetében pedig
egy éjszakan at, 4 °C-on). Az elsddleges antitest alkalmazdsa utdn a sejteket mostuk (PBS,
3%5 min), majd a FITC-cel (Aex = 495 nm, Aepy = 515 nm) vagy Texas vorossel (Aex = 595 nm,
Aem = 615 nm) konjugalt masodlagos antitestek alkalmazasara keriilt sor (1 6ra, szobahd), amit
Ujabb mosés kovetett (PBS, 3x5 min). Az ,€les” reakcidval parhuzamosan végzett negativ
kontroll kisérletek sordan vagy a primer antitesteket eléinkubaltuk azok specifikus immunizal6
peptidjeivel, vagy (ha ez nem 4llt rendelkezésre) a reakciot az elsddleges antitest kihagydsaval
végeztilk. A kisérletek sordn az elsddleges antitesteket blokkol6 oldatban (10 % kecske- vagy
nyulszérum és 0,1% Triton X-100 tartalmi TBS), a masodlagos antitesteket pedig PBS-ben
higitottuk. Az eljards végén a sejtmagok jelolése és a mintdk lefedése céljabol DAPI-t
tartalmazé feddoldatot hasznaltunk.

Az uszészeleten torténd immunhisztokémiai kisérletekhez 28-32 napos patkanyokat

alkalmaztunk. A jelolés elsé 1épésében az agytdrzset 4%-os formalinban fixaltuk (4 dra,
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4 °C), majd a szovetarabokat PB-ben mostuk (3x10 min), végiil a nucleus cochlearisbol 50-
60 um vastag szeleteket készitettiink. A szeleteket eldszor PB-ben (10 perc), majd TBS-ben
(3%x10 min) mostuk. A szovetmintdk blokkoldsa utdn (1 6ra, szobahdmérséklet) az elsédleges
antitesteket egy éjszakdn at, szobahdn vagy 4 °C-on alkalmaztuk, majd a kovetkez napon
mosds (TBS, 3x10 min), majd a mdsodlagos antitestekkel torténd inkubacié kovetkezett
(3 6ra, szobahd), amit Gjabb mosds (TBS, 3x10 min), majd a szeletek fed6lemezre helyezése
és fedése (DAPI-t tartalmazé Vectashield fedd médium) kovetett. Az elsddleges és a
masodlagos antitesteket 1% kecske- vagy nytlszérum és 0,1% Triton X-100 tartalmii oldatban

higitottuk.

2.4.3. Nem-fluoreszcens immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai kisérletek metodikdja jorészt megegyezett azzal, amit korabbi
kisérleteinkben mar alkalmaztunk (Kovdcs és munkatdrsai, 2005). A vizsgalatokat a DE OEC
Tudoméanyos Bizottsaganak Regiondlis és Intézeti Kutatdsetikai Bizottsdga jovahagyéasaval és
engedélyével végeztiik.

Az immunhisztokémiai kisérleteket 4 pm vastag, formalinban fixalt, paraffinba
dgyazott, melanoma malignumot tartalmazé szovetmintdkon hajtottuk végre, amiket a
betegekbdl posztoperativ hisztopatoldgiai diagndzis céljabdl tavolitottak el. Elsd 1épésként
antigénfeltirast végeztiink, aminek sordn a szoveti metszeteket vagy 8 mmol/l Tris-pufferben
(pH = 8,4) melegitettiik (mikrohulldmau siitd, 15 min, 750 W), vagy 0,1 mol/l citrat-pufferben
(pH = 6,0), kuktaban foztik (2 min). Az endogén peroxiddz aktivitds gatlasit 3%-os
hidrogén-peroxidot tartalmaz6 metanolban térténd inkubdcidval végeztiik (10 min), majd az
aspecifikus kotohelyek gatlasa kovetkezett (5 min, szobahd), amihez ,,Protein Block Serum
Free” reagenst alkalmaztunk (DAKO). A mintdkat egy €jszakan at inkubdltuk valamelyik
TASK-3-specifikus primer antitesttel, majd mosas (PBS, 3x5 min) kovetkezett. Nydlban
vagy egérben termeltetett elsddleges antitest alkalmazasa esetén a szovetmintdkat az EnVision
rendszerrel (DAKO) inkubdltuk, aminek végén az immunreakciét VIP SK4600 reagens
alkalmazasaval tettiik lathatovd. Kecskében termeltetett elsddleges antitesttel tortént
inkubdciot kovetden a metszeteket nyulban termeltetett, biotinildlt, kecske-IgG-t felismerd
madsodlagos antitestekkel kezeltiik (30 perc), mostuk (PBS, 3X5 min), majd tormaperoxididzzal
konjugdlt streptavidint alkalmaztunk (30 perc). Az immunreakcidk vizualizdldsa az utébbi
esetben is a VIP-rendszer alkalmazdsaval tortént. Az immunfestés végén enyhe hittérfestést

végeztiink (metilzold).
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Hasonldéan az immuncitokémiai kisérletekhez, a szoveti metszeteken torténd
vizsgélatok sordn is rendszeresen végeztiink kontroll kisérleteket. A poliklondlis antitestek
alkalmazdsa esetében ez az adott antitestre specifikus immunizdlé fehérjével vald
eldinkubacié formdjdban, a monoklondlis antitest esetében pedig az elsddleges antitest
elhagydsaval tortént. A kontroll vizsgilatokat valamelyik antigénfeltardsi technika

alkalmazdsa utidn végeztiik.

2.5. Mikroszképia

A disszertdcidban részletezett kisérletek eredményeinek mikroszkdpids vizsgalatdhoz
vagy egy Nikon Eclipse 600W tipusi konvenciondlis, fluoreszcens mikroszképidra is
alkalmas, 4%, 10x, 20x%, 40x és 60x objektivval felszerelt (az elsé négy egyszeri ,,levegds”, az
utolsé olajimmerzids) mikroszképpal (Nikon, Tokid, Japan), vagy egy Zeiss LSM 510
konfokalis mikroszképpal végeztitk (Oberkochen, Németorszag). Konfokdlis mikroszkopia
esetén a disszertdcidban bemutatott képeket vagy 40x olajimmerzids vagy 60x vizimmerzids
objektivvel készitettiik.

Egyszeri fluoreszcens vagy fénymikroszképia esetében a felvételeket a
mikroszképhoz csatolt ,,RT colour CCD kamera” és a Spot v3.5 program segitségével
nyertiik. A kalibrdlast minden objektiven kiilon, Biirker-kamra segitségével végeztik. A
konfokalis mikroszkdpia esetén vagy egyetlen (dltaldban 0,5-1,0 um rétegvastagsiagu) képet
vettiink fel, vagy a vizsgdlt teriilet teljes vastagsidgian végighaladd, egyenként 0,6-1,0 um
vastag rétegfelvétel-sorozatot (,,Z-stack” képek) készitettiink. Az un. ,,szummalt” képek (az
egyedi rétegfelvételek Osszerakdsa révén létrehozott, a bemutatott struktira térbeli képét
bemutato, és sziikség szerint elforgathaté kép vagy mozgdkép) eldallitisdhoz a Zeiss LSM
Image Browser programot alkalmaztuk. Ez a mdédszer arra is lehetdséget adott, hogy egy
adott sejtet tetszéleges irdnyban és mértékben elforgatva is eldéllitsuk annak vetiiletét, ami azt
a helyzetet utdnozta, mintha a vizsgalt neuront kiilonb6z6 sikokban végzett szeletek készitése
utdn vizsgaltuk volna. A disszertdciban bemutatott dbrdkat az Adobe Photoshop 7.0
program felhasznéldsdval készitettiik.

A disszertici6 DVD-mellékletén taldlhato video file-okat az eredeti konfokélis Z-stack
képek felhasznalasaval, ugyancsak a Zeiss Image Browser (v3.5.0.376) segitségével allitottuk
eld. Ezen folyamat elsd 1épéseként a program a kijelolt rétegfelvétel-sorozatbol meghatéarozta
az abrazolt teriilet 64 kiilonbozd vetiiletét (,,panordma” kép; az egyes vetiiletek kozotti

kiilonbség 6° volt), majd az igy nyert képsorozatot ,,avi” file-ként mentettiik el, 12 kép/s
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idébeli felbontdssal. Az igy kapott képsorozatot lejatszva, mozgdképként jarhaté koril a
vizsgilt szelet, sejt vagy képlet. Bar a folyamat sordn a tér mindhdrom irdnydnak megfeleld
forgatdst meg lehetett valdsitani, a bemutatott esetekben csak az X- és Y-tengelyeket
alkalmaztuk, a Z-tengely koriil torténd forgatdsra sohasem keriilt sor.

A létrehozott és megtekintésre ajinlott video file-okra valé hivatkozdst mds
betlitipussal irtuk(pl. Videe_01), és azok a disszertici6 DVD-mellékleten taldlhaté PDF

valtozatabdl a megfeleld hivatkozasokra kattintva kdzvetleniil is elindithatok.

2.6. Molekularis biolégiai médszerek

2.6.1. C2C12-sejtek tranziens transzfekcioja

Tobb sejtvonalat is ellendriztiink annak érdekében, hogy megtaldljuk a human TASK-
3-csatornak tranziens transzfekcijaval torténd kisérletek idedlis alanyat. Ugy tapasztaltuk,
hogy a sejttenyészetben fenntartott C2C12-sejtek minimadlis intenzitdsd, gyakorlatilag negativ
reakciot adtak a birtokunkban 1évé TASK-3-specifikus ellenanyagokkal valé reakcidk utdn,
igy a transzfekcios kisérletekhez ezen sejtek bizonyultak a legmegfelelobbnek. A C2C12
sejteket egy humdn TASK-3-csatorndt kdédolé plazmiddal transzfektdltuk (pcDNA3
hTASK3/7; a plazmidot kollaboracids partnereinkt6l, Prof. Peter R. Stanfieldtél és Dr. Ian
Ashmole-t6l kaptuk). A TASK-3-specifikus cDNS-t a pcDNA3-vektor (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) EcoRV-helyére kddoltuk, majd a tranziens transzfekciét feddlemezekre szélesztett
sejteken végeztiik, azokat Superfect transzfekcids reagenssel (Qiagen, Hilden, Németorszag)
kezelve. Feddlemezenként 2 ng plazmid DNS-t alkalmaztunk, majd a sejteket 5% CO;-ot
tartalmazé atmoszféraban, 37 °C-on tenyésztettiik, 48 6rdn 4t, aminek sordn a sikeresen
transzfektalt sejtek a bevitt vektor altal kodolt fehérjét, azaz a human TASK-3-csatornat
szintetizaltdk. A folyamat végén a sejteket a korabbiakban lefrtakkal egyez6 mddon fixaltuk,

majd elvégeztiik a sziikséges immuncitokémiai vizsgdlatokat.

2.6.2. Sejtmagok izolalasa melanoma malignum sejtekbél

A tenyésztett melanoma malignum sejtek sejtmagjainak szepardldsit egy mar ismert
eljards (Diaz-Guerra és munkatdrsai, 1996; Roberts és munkatdrsai, 1998) moédositasaval
végeztilk. A sejteket vagy mechanikusan szedtiik fel, vagy tripszinkezelésnek vetettiik Oket

ald. Az el6z6 esetben a sejteket jéghideg PBS-ben 6vatosan felkapartuk, lecentrifugaltuk
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(1000 x g, 10 min, 4 °C), majd az Osszegyujtott feliiliszot A-pufferben reszuszpendaltuk. A
madsik eljards alkalmazdsa sordn a sejteket 1,5 mg/ml tripszinnel kezeltiik, majd az igy felvalt
sejtekhez 10 % FBS-t tartalmaz6 RPMI szovettenyésztd médiumot adtunk. A sejteket
lecentrifugéltuk (1000 x g, 5 min), jéghideg PBS-ben mostuk (2x), majd A-pufferben
reszuszpendéltuk. Mindkét technika alkalmazdsa teljesen azonos eredményre vezetett.

A sejtek felvételét kovetden azokat A-pufferben 20 percen 4t duzzadni hagytuk, majd
Nonidet P-40-et adtunk a sejteket tartalmazd A-pufferhez (végsd koncentracié = 0,5%). A
sejteket Dounce homogenizatorral homogenizdltuk, a lizis el6rehaladottsagat 10 pl
homogenizidtum trypdnkékkel torténd festésével ellendriztiik. A sejtek lizisét akkor
tekintettiik megfelelonek, ha azok legalabb 90%-a homogenizalédott. A lizdtumbdl
centrifugalas révén (770 x g, 10 min, 4 °C) nyertiik ki a nyers nuclearis frakciot. Ezt kovetoen
a pelletet 2,2 mol/l szacharézt tartalmazé A-pufferben reszuszpendéltuk, majd djra
lecentrifugaltuk (40 000 X g, 90 min, 4 °C). A pelletet kétszer mostuk, 0,25 mol/l szacharézt
tartalmazé  A-pufferben  feloldottuk, végiil  szonikaltuk. A sejtmagfrakcid
fehérjekoncentracigjat BCA-kittel (BCATM Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, IL, USA)

hatdroztuk meg. Az igy készitett mintakat azok felhasznalasdig -70 °C-on taroltuk.

2.6.3. Western-blot

A Western-blot kisérletekhez mind az elézdekben vdzolt technikdval készitett
nuclearis frakciot, mind teljes sejtlizitumot felhaszndltunk. A teljes sejtlizdtum készitése
soran a sejteket mostuk (PBS, 3x), majd 100 pl jéghideg lizispufferben mechanikusan
felvettilk Oket. A szuszpendalt sejteket jéghideg kornyezetben szonikaltuk, majd BCA-kit
segitségével meghatdroztuk fehérjetartalmukat.

A Western-blot kisérletek egy kordbban leirt modszerhez (Kovics és munkatarsai,
2005) nagyban hasonléan torténtek. A teljessejt- vagy nuclearis frakcidkat Na*-dodecil-
szulfat-poliakrilamid- (SDS-PAGE) gélelektroforézis-pufferrel kevertiik és 10 percig foztiik.
Az igy el6készitett mintdkat 7,5%-os akrilamid-gélen futtattuk; a teljes sejtlizitumbdl 160 pg-
ot, a sejtmagfrakciobdl 50 pg-ot vittiink fel az egyes oszlopokra. Az elektroforézis végén a
mintdkat nitrocellul6z membranra (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) vittiik 4t, a membranhoz
kotodott fehérjéket Ponceau S festékkel tettiik 1athatova, majd 5% tejport és 0,05% Tween20-
at tartalmazdé PBS alkalmazasaval (PBST) blokkoltuk (30 perc). Az anti-TASK-3-antitestet
(Alomone, 1:800) egy éjszakdn 4t hagytuk a membranon (4 °C). A kovetkezd napon a

membrant PBST-vel mostuk, majd tormaperoxidazzal kapcsolt, kecskében termeltetett, nyl
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IgG-ellenes masodlagos  antitesttel (Bio-Rad;  1:1000)  inkubdaltuk 1 d6rdn  at,
szobahOdmérsékleten. A negativ kontroll kisérletek sordn az elsddleges antitestet a rd
specifikus blokkol6 peptiddel inkubdltuk; az eljards az immunreaktiv csikok kialakuldsat
teljes mértékben megakadalyozta. Az eredmények lathatévd tételéhez egy
kemilumineszcencids Western-blot detektald rendszert (Pierce) alkalmaztunk. Az el6hivast és

az eredmények dokumentdldsat Fujifilm Labs-3000 sotétkamraval (Tokio, Japan) végeztiik.

2.7. Elektrofiziologiai mérések tulélé vékonyszelet-preparatumon

Az izoldlt agyszeleteken végzett elektrofiziologiai mérések egy Zeiss Axioskop FS
tipusu, differencidl-interferencia-optikdval (Nomarski-optika) és epifluoreszcens feltéttel
ellatott mikroszkop targyasztaldn elhelyezett, kb. 200 pl Grtartalmd mérékadban torténtek. A
mérések sordn a szeleteket egy 8-csatornds perisztaltikus pumpa (Gilson, Villiers Le Bel,
Franciaorszag) segitségével folyamatosan perfundaltuk (1 ml/min; oxigenalt aCSF-oldat). A
mérések sordn a fesziiltségvezérelt Na*- és h-dramok aktivaloddsat az extracelluldris oldatban
alkalmazott TTX és ZD7288 akaddlyozta meg. A Ca**-aramok amplitiddjat (és igy a zavard
hatasukat) az extracellularis oldat Ca2+—koncentréci(’)jénak csokkentésével (0,5 mmol/l) és
Mg2+—koncentréci(’)jénak novelésével (2,5 mmol/l) biztositottuk.

A mérések sordn alkalmazott mikroelektrodidk vékony fald boroszilikat kapillarisok
felhaszndldasdval késziiltek (Clark Elektromedical Instruments, Reading, UK). A
mikroelektrodakat a ,,Pipetta-1” jelii oldattal feltoltve azok ellendlldsa 2-3 MQ volt. A
mikrolelektrodat vizualis ellendrzés mellett kozelitettik a sejtekhez, a nagy ellenallasu
kapcsolat (seal) kialakitdsdt a membran elOzetes tisztitisa nélkiil végeztik. A sejtek
azonositdsat egy Zeiss Achroplan vizimmerzids objektiv (63x) segitségével, és a sejtek
Lucifer Yellow-val (dipotassium salt, 0,5-2 mg/ml) torténd feltoltésével végeztiik.

A soros ellendllds értéke altalaban 2-7 MQ volt, amit 40-80%-ban kompenzaltunk.
Tekintettel a soros ellendllds jelentds hatdsidra a kialakulé dramkomponens nagysdgira
(Santos-Sacchi és munkatdrsai, 1997), annak nagysdgiat mindvégig stabilan és a lehetd
legalacsonyabb értéken igyekeztiink tartani a kisérletek sordn, aminek érdekében sziikség
esetén finom szivast alkalmaztunk, esetleg Ovatosan megvéltoztattuk a mikroelektroda
hegyének helyzetét.

A méréseket DigiData 1200 jeldtalakitohoz kapcsolt Axopatch 200A tipusd patch-
clamp er6sitdé (Axon Istruments, Foster City, CA, USA) alkalmazdsaval végeztik. Az

adatgyiijtés és -analizis céljara a pClamp 6.0 program szolgalt. A teljes-sejtes kapacitast
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elektronikusan kompenzaltuk, a ,,leak”-aram levondsahoz pedig -60 mV-os tartépotencialrdl
alkalmazott, 5 mV amplitid6ja hiperpolarizald stimulusokat alkalmaztunk. Az ezen stimulus
altal kivaltott 4dramokat linedrisan extrapoldltuk, és levontuk a teljes membrdndram
nagysagabol.

Kisérleteink sordn két, alegységspecifikusnak ismert gitloszert alkalmaztunk. A
phrixotoxin-2 (PaTx2; Alomone Labs, Jeruzsdlem, Izrael) a tarantuldk ko6z¢€ tartozoé
Phrixotrichus auratus altal termelt, 31 aminosavbdl all6 peptid, ami a Kv4.2- és/vagy a
Kv4.3-alegységeket tartalmazé K'-csatorndk specifikus gétlészere (Diochot és munkatdrsai,
1999). A disszertdcioban alkalmazott masik specifikus toxin a BDS-I volt (Blood Depressing
Substance; Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael). Ez a molekula az Anemonia sulcata nevi
tengeri csaldnoz6 faj mérgébdl izolalhatd, 43 aminosavbol all6 peptid, ami a Kv3.4-
alegységeket tartalmazé K™-csatorndk specifikus gatldsara alkalmas (Diochot és munkatdrsai,

1998).

2.8. Egyéb technikak

Az ,egyéb” technikdk kozé azokat a modszereket soroltuk, amiket a disszertaciéban
bemutatott kisérletek sordn alkalmaztunk ugyan, de azokat a DE OEC Elettani Intézetének
mds munkacsoportjaihoz tartozé kollegdink végezték, igy nem tartottuk volna helyesnek azt
az impressziot kelteni, hogy ezek kivitelezése is a mi neviinkhoz fiizédik. Ezen technikak
mindegyike a TASK-3-csatorndk megoszlasat, és az anti-TASK-3-antitestek specificitasat

célz6 kisérletek kivitelezéséhez volt sziikséges.

2.8.1. HEK293-sejtek stabil transzfekcioja

A HEK293-sejtek stabil transzfekcidja soran a TASK-3-csatorndkat kédold, teljes
hosszisagi ,,polymerase chain reaction” (PCR) szekvencidt pIRES expressziés vektorba
ligaltdk (Clontech Laboratories, Cowey, UK), majd a kompetens E. coli transzformacidjat
kovetéen a megfeleld kolonidkat kivdlogattdk és tenyésztették. Az igy nyert baktériumok
révén megfeleld mennyiségli plazmid DNS-t termeltettek, amihez a Plasmid Maxi Kit
(Qiagen Ltd, Crawley, UK) rendszert alkalmaztak. A transzfekcidt linearizalt plazmid DNS
és kalcium-foszfat keverékével végezték (Promega, Southampton, UK), amit 30 éran

keresztiil hagytak a sejteken, elegend6 idot biztositva az atvitt gén expresszidjara. Az eljaras
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végén a tenyésztémédiumot lecserélték, és magas K'-koncentraciéji (25 mmol/l) tdpoldat

alkalmazdséra keriilt sor, ami a szelekcids dgenst (neomicin, 800 pg/ml) is tartalmazta.

2.8.2. Elektrofiziologiai kisérletek a stabilan transzfektalt HEK293-sejteken

A stabilan transzfektdlt HEK293-sejtek felszini membranjdban 1évé TASK-3-
csatorndkon folyé K'-dramok vizsgdlatira a patch-clamp technika teljes-sejtes
konfigurdcidjanak alkalmazdsdval keriilt sor. Hasonl6an a szeleteken torténd mérésekhez, a
mikroelektroddk boroszilikdt tartalmd itivegkapillarisokbdl késziiltek, ellenallasuk 2-4 MQ
volt. A mérésekhez hasznalt berendezések (jelatalakitd, erdsitd, szamitégépes program)
ugyancsak megegyeztek az el6zéekben bemutatottakkal. A kialakulé iondramok pH-
érzékenységének vizsgilata céljabdl a kontroll extracelluldris oldattal megegyezd Gsszetétell

(EF-2; 1. tablazat), am annal lényegesen savasabb (pH = 6,0) oldat alkalmazésa tortént.

2.8.3. A TASK-3-GFP fuzios proteint kddolo plazmid el6allitasa

Elso 1épésként a TASK-3-csatorndkat kodolé cDNS sokszorositdsa tortént a PCR-
technika alkalmazdsaval. A felhaszndlt oligonukleotid primerek szekvencidja 5’-
GTTAATTGAATTCATGAAGAGGCAGAACGTGCG-3’ (szensz) és 5’-
GTTATAAAGGATCCAACTGACTTCCGGCGTTTCA-3’ (antiszensz) volt. A PCR
kisérletek sordn a kovetkezd ciklusok haszndlatara keriilt sor:

¢ [x95°C-5min
e 35x%x(95° -1 min; 60 °C —30s; 72 °C — 3 min)
e [ x74°C-3min

A felsokszorozott termék tisztitdsa (QIAquick PCR purifikéacios oszlop; Qiagen Ltd.,
Crawley, UK) utan EcoR1 és BamH | restrikciés enzimekkel torténd emésztése, majd BamH -
€s EcoRlI-alkalmazdsaval elOkezelt pEGFP-N1 vektorba torténd ligdldsa kovetkezett
(Clontech Laboratories, Cowley, UK), aminek eredményeként létrejétt a TASK-3-pEGFP-
vektor. A vektor JM 109 kompetens E. coli torzsbe juttatdsa utdn 30 pg/ml kanamicint
tartalmazé LB-agaron klénszelekci6 tortént. A plazmid izoldldsa Wizard® Plus SV Miniprep
DNS-purifikélé kittel (Promega) tortént. Az djonnan eldallitott fizids vektor ellendrzésére

DNS-szekvenalassal keriilt sor.
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3. EREDMENYEK

3.1. A nucleus cochlearis bushy-neuronjai altal expresszalt K*-

csatorna-alegységek

3.1.1. Bevezetés

A bushy-neuronok kizarélag az aVCN teriiletén fordulnak eld, sejttestiik kerek vagy
ovdlis, legnagyobb atmérdje 20-28 ym. A sejttestbdl két nyidlvany indul, nagyjébol
egymassal szemben. A processzusok egyike az axon, a masik pedig a dendritfa vastag, k6zos
eredése, amibdl az a meglehetdsen komplex dendrithdlézat ered, amirdl a sejtek a neviiket is
kaptdk (Brawer és munkatdrsai, 1974). A magon beliili el6forduldsuk és projekcidjuk
célpontja, valamint a dendritfa megjelenése alapjdn a bushy-neuronok két altipusa
kiillonboztethetd meg (Harrison és Irving, 1965; Harrison és Irving, 1966). A szferikilis
bushy-sejtek jellegzetes gyongyfiizér szerli sorokba rendezddve a halldideg belépd rostjai
kozott helyezkednek el, mig a masik alcsoportot képezd globuléris-sejtek az aVCN teriiletén
sz€tszorva vagy kisebb-nagyobb csoportokba rendezodve taldlhatok. A szferikélis bushy-
sejtek és a nervus cohlearis axonjai kdzotti szinaptikus kapcsolat az in. Held-féle végbunké
(Lorente de No, 1933), ami az emlOs kozponti idegrendszer egyik oOridsszinapszisa. A
globuldris-sejtek esetében az acusticus rostok és a sejttest kozotti axo-somaticus szinapszisok
valamivel kisebbek, mint a Held-féle végbunkék, de még igy is meghaladjdk a kozponti
idegrendszeri szinapszisok szokasos méretét. A fenti szinapszisok sajatos morfoldgidjanak
funkciondlis kdvetkezményei vannak: a cochlearis rostokon érkezd akcids potencidlok igen
nagy biztonsdggal hozzdk létre a bushy-sejtek ingeriileti allapotat, azaz az un. elsddleges
valaszt (Rhode és munkatdrsai, 1983; Rubio és Wenthold, 1997).

A szferikdlis bushy-sejtek esetében az eldgaz6dd dendritfa a sejttest kozelében marad,
szemben a globuldris bushy-neuronok nyulvdnyaival, amik ritkdbb és a sejttesttdl tdvolabb
elhelyezked6é dendritfat alkotnak. Jelenleg nem rendelkeziink informdcidéval arra
vonatkozdan, hogy az eltéré morfoldgianak milyen funkciondlis kovetkezményei lehetnek. A
helyzet értelmezését kiillondsen megneheziti az a felismerés, miszerint a cochlearis informaci6
mindkét sejttipus esetén nagyrészt a sejttest membranjara érkezik, a dendriteket szinte teljesen

szabadon (azaz szinapszismentesen) hagyva.
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Mivel a globularis- és a szferikdlis-sejtek elektrofizioldgiai sajatsdgai azonosak, eltérd
jelentéségiik egyik magyardzata az lehetne, hogy mds-mds irdnybdl érkezd bemeneteket
integralndnak (amellett, hogy mas-mds teriiletre kiildik az informdciét). Tovdbbra is nyitott
kérdés azonban, hogy amennyiben a dendritfa ebbdl a szempontbdl nem jétszik szerepet,
vajon mi lehet a magyardzata a két sejttipus 1étének és (részben) eltérd morfoldgidjanak?
Erdekes megemliteni azt is, hogy mig a bejové cochlearis rostok a szferikélis bushy-sejtekkel
képeznek latvdnyos Oridsszinapszisokat, addig a kimend axonok végzddései esetében
elsdsorban a globuldris-sejtek és a nucleus medialis corporis trapezoidei fésejtjei kozott
mutathatok ki hasonld, kehelyszerli O6ridsszinapszisok, amelyek az igen megbizhat6
ingeriiletattevodést teszik lehetové.

A bushy-neuronok tiizelési sajatsdgait meghatarozé elektrofizioldgiai sajatsdgokat
kezdetben tengerimalacbdl enzimatikusan izolalt sejteken vizsgaltak (Manis és Marx, 1991).
Ezeket a kisérleteket az tette lehetévé, hogy jollehet a neuronok az izoldlas sordan nyidlvanyaik
nagy részét elvesztik, a VCN teriiletérél szarmazd, megfeleld atmérdji és a sejttest két
atellenes pontjan nydlvanymaradvannyal rendelkez6 sejtek igen nagy valdszintiséggel bushy-
neuronok. Az ilyen morfologidju sejtek egy gyorsan adaptdlédd (II. tipust) vdlaszt
produkdltak, ami alkalmasséd tette Oket arra, hogy a nervus acusticuson érkezd aktivitdsi
mintdzatot rendkiviili idébeli hiiséggel legyenek képesek reprodukdlni (,,primary-like”
tiizelés; Rhode és munkatdrsai, 1983; Rubio és Wenthold, 1997). A Il tipusu tiizelési
mintazat” elnevezés eredete az, hogy korabbi in sifru mérésekben a nucleus cochlearis
pontosan nem azonosithaté neuronjainak vdlaszait kizdrélag az elektromos jel sajatsdgai
alapjan osztalyoztdk. Ennek sordn kapta az a vélasztipus a II. tipusd nevet, amikor a kérdéses
sejt egy hosszan fenntartott depolarizalé impulzus esetén altalaban egy, de legfeljebb néhany
akciés potencidlt generdlt a stimulus kezdetén, majd ezt kovetden tartésan depolarizalt
allapotba keriilt. A bushy-sejtek masik igen 1ényeges funkciondlis tulajdonsaga, azaz hogy
igen nagy frekvencidkig képesek az acusticus rostokon érkezé AP-sorozatot hiien
reprodukdlni, leginkabb a hangforras térbeli lokalizacidjanak meghatirozasdban jelentds. Az
Oridsszinapszisok adta biztonsdgot és a bushy-sejtek specidlis tiizelési sajatossagait
osszefoglalva megdllapithatd, hogy a bushy-neuronok funkcidja az ingerhatis kezdetérdl
sz616 informdcié nagy pontossdggal és biztonsdggal torténd tovabbitisa a harmadlagos
érzOneuronokhoz: szferikdlis-sejtek esetén az azonos oldali olivaris magokhoz, globuldris-
sejtek esetében pedig a corpus trapezoideum ellenoldali részéhez.

A bushy-neuronok jellegzetes tiizelési mintdzatdnak hétterében részben egyik igen

markdns elektrofizioldgiai tulajdonsdguk 4ll: ezen sejtek esetében meglepden kicsi a membran
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idokonstansa, igy a beérkez0 serkentd stimulusokat kovetéen igen gyors valaszok
kialakitdsara képesek. Tobb szerzo felvetette, hogy a bushy-neuronok kicsiny iddkonstansa és
az ennek megfeleld alacsony bemend ellendlldsa hétterében a sejtfelszini membranjukban
elhelyezkedd, alacsony depolarizacidra aktivalédé K'-csatorndk aktivitdsa is allhat (Oertel,
1983; Manis és Marx, 1991). Ezen K'-csatorndk kozos jellegzetessége, hogy tartalmazzak az
un. dendrotoxin- (DTX) érzékeny Kv-alegységek (Kvl.1, -1.2 vagy -1.6) valamelyikét, és a
megjelend dram az alacsony aktivacids kiiszob mellett lassd inaktivacival és szdmottevd
DTX-I irdnti érzékenységgel jellemezhetd (Dodson és munkatdrsai, 2003; Rothman és Manis,
2003).

A bushy-neuronok tovabbi jellegzetes elektromos sajatossidgainak magyardzata is a
sejtmembranjukban taldlhaté ioncsatorndk tulajdonsdgaiban keresendd. A korai vizsgalatok
(Manis és Marx, 1991) kimutattak egy kis depolarizdcié hatdsara lassan aktival6do, 4-AP-
érzékeny, kifelé irdnyuld aramkomponens; valamint egy pozitivabb membranpotencidl-
értéknél kialakul6, TEA -érzékeny dram jelenlétét. A fenti tulajdonsdgok alapjdn az elsd
komponens az tgynevezett tranziens outward K'-dramnak (I; Connor és Stevens, 1971)
felelhet meg, aminek megnyildsa és az ezt kovetd inaktiviciéja megakaddlyozhatja vagy
késleltetheti az egymadst kovetd AP-k kialakuldséat, befolydsolva ezdltal az AP-sorozat
id6tartamat és frekvencidjat (Ruszndk és munkatdrsai, 1997). A méasodik komponens jelenléte
nagy valdszinliséggel a legrégebben ismert, azaz a kés6i tipusi K'-csatornakon folyé dram
(Ix; Hodgkin és Huxley, 1952) aktivalédasianak tudhaté be. Ezen aramtipus gyorsan
aktivalodik, ugyanakkor altaldban csekély mértékii ido- és fesziiltségfiiggd inaktivaciét mutat,
biztositva a kialakult AP-t kovetd repolarizaciét. A két eltéré aktivacids kiiszobbel és
kinetikdval rendelkez6 K'-dram egyiittesen olyan hatdsos €s tartés repolarizdcids erdt
képvisel, ami biztositja a Il-es tipust, gyorsan adaptdlddé tiizelési mintazat 1étrejottét. Ezen
aramok meglétét a bushy-sejteken késobb agyszelet-prepardtumokban is megerdsitették (pl.
Dodson és munkatdrsai, 2003; Pdl és munkatdrsai, 2004), és funkcionalis jelentdségiiket is
sikeriilt bizonyitani azdltal, hogy gatlasukkal a gyorsan adaptilédé vélaszt folyamatos
tiizeléssé lehetett valtoztatni (Schwartz és Puil, 1997). Kimutattdk tovabb4, hogy a bushy-
sejtek bemenetét adé 1. tipusu ganglion spirale neuronok, valamint a sejtek célpontjaként
szerepl0 nucleus medialis corporis trapezoidei fosejtek elektromos valasza ugyancsak II.
tipusu (Brew és Forsythe, 1995; Szabo és munkatdrsai, 2002). A hallépdlya ezen hirom,
egymast kovetd sejtjiének alapvetd hasonlésaga mellett ugyanakkor érdekes kiilonbségekre is
fény deriilt. A kis depolarizdcié hatdsdra aktivalodo, kifelé irdnyulé dram esetében a

kifejezetten tranziens, 4-AP mmol/l-es koncentricidival gatolhaté (A-tipusii) komponensen
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beliil a mérések felfedték egy tartosabb, 4-AP-re joval érzékenyebb és DTX-I alkalmazasaval
is gatolhat6 dram jelenlétét és szerepét. Utdbbi dramot az irodalomban D-tipusi dramnak is
nevezik, gatldsa a nucleus medialis corporis trapezoidei fOsejtjein (Brew és Forsythe, 1995)
valamint a cochlearis bushy-sejteken (Pdl és munkatdrsai, 2004) a ll-es tipusi vdlaszt
fenntartott tlizeléssé alakitotta.  Ezen dramkomponens gatldsa egér ganglion spirale
neuronokon hasonlé valtozast okozott (Mo és munkatdrsai, 2002), ugyanakkor tengerimalac
ganglion spirale neuronokon ilyen mddosuldst nem sikeriilt demonstrdlni (Szabo és
munkatdrsai, 2002). Jollehet az eltérd viselkedés magyardazata nem vildgos, az a
kovetkeztetés, hogy a bushy-sejtek (valamint a ldncban el6ttiik és mogottiikk elhelyezkedd
neuronok) tiizelési mintdzatdban dontd szerepet jatszanak a kiilonboz6 aktivacids kiiszobi és
inaktivdcids sebességli K -dramok, bizonyitottnak tekinthetd.

A globularis bushy-sejtek morfolégidja a neurofizioldgiai vizsgalatokban szinte
egyediilallo lehetdséget ad arra, hogy tanulmanyozni és 0sszehasonlitani lehessen ugyanazon
neuron sejttestének és axonvégzOdésének a membranjdban expresszdlédé ioncsatorndkat.
Ilyen 6sszehasonlité vizsgalatok fedték fel, hogy mig a bushy-sejtek somaticus membranjaban
a fesziiltségvezérelt Ca**-csatornak valamennyi ismert tipusa (L-, N-, P/Q-, R- és T-) jelen
van, addig a praesynapticus végzddéseiken (az tin. Held-féle kelyhekben) csak a P/Q-tipus
jelentds (Doughty és munkatdrsai, 1998). A h-aram Osszevetése kevésbé dramai
kiilonbségeket eredményezett, az egyediili emlitésre érdemes kiilonbség az volt, hogy a
sejttest h-arama hatékonyabban volt gatolhaté Ba’*-mal, mint a praesynapticus membranban
taldlhat6 csatorndk (Cuttle és munkatdrsai, 2001). Ami a tiizelési mintdzat szempontjabol
kiilonosen fontosnak tiiné D-tipusti dramok Osszehasonlitasat illeti, a sejttesten a heteromer
csatornaszerkezet dominancidja volt kimutathatd, ugyanakkor a praesynapticus végzddés
membranjaban elsésorban homomer csatorndk voltak megtaldlhatok (Dodson és munkatdrsai,
2003). A fenti adatok meggy6zden vilagitanak rd arra, hogy egy adott neuron esetében a sejt
kiilonbozo részein (sejttest, dendritek, axon és praesynapticus termindl) jelentds kiillonbségek
l1étezhetnek az egyes csatornaféleségek expresszidjaban.

Szemben a teljes-dramok vizsgalatdval kapott eredményekkel, viszonylag csekély
mennyiségli informdacié allt rendelkezésre annak vonatkozdsdban, hogy a bushy-sejteken
tapasztalt, funkciondlisan olyan kiilonboz6 K'-dramok kialakitdsdban vajon mely Kv-
alegységek vehetnek részt. Az ezzel kapcsolatos irodalmi adatok alapjdn az tiint a
legbiztosabbnak, hogy a bushy-sejtek jelentds mennyiségben expresszdljak a Kv3.1-
alegységeket (Perney és munkatdrsai, 1992; Perney és Kaczmarek, 1997), amik nem

s 22

inaktivdlédé K'-dramok kialakitdsaért felelések. Ennek az dramkomponensnek kiilondsen
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fontos jelentdésége lehet a hallérendszer teriiletén, mivel aktivitisa meghatiroz6
fontossdgunak tiinik a gyors repolarizacié kialakitdsdban, igy a magas frekvencidji bemend
jelekkel szinkron tiizelési mintdzat genezisében (Weiser és munkatdrsai, 1995; Wang és
munkatdrsai, 1998). A Kv4-alegységek jelenlétét a nucleus cochlearisban (és benne a bushy-
sejtekben) eziddig csak mRNS-szintli vizsgilatokkal igazoltdk; az ezzel kapcsolatos
eredményeket az dltaldnos bevezetdben mar dsszefoglaltuk.

A fesziiltségvezérelt K'-csatornak mellett egyes héttér K'-csatorndk jelenlétére utald
bizonyitékok is fellelheték a nucleus cochlearis ventralisban, ahol igen erdteljes TASK-1-,
TASK-3- és TASK-5-specifikus mRNS expressziét mutattak ki (Karschin és munkatdrsai,

2001), ugyanakkor fehérjék szintjén még nem igazoltdk a kérdéses alegységek jelenlétét.

3.1.2. Eredmények

A patkdany nucleus cochlearis szdmos kiilonb6z0 sejttipust tartalmaz, melyek
egyértelmii azonositisdhoz nagy segitséget nydjt az axon és a dendritfak lefutdsdnak
vizsgélata és azok morfolégidjanak megitélése. A disszertdcid ezen része azonban
enzimatikusan izoldlt neuronokon késziilt, ahol a sejtek pontos identifikaldsa
nyulvianyrendszeriik stlyos karosoddsa miatt igen koriilményes volt, igy komoly
er6feszitéseket tettiink annak érdekében, hogy egy olyan sejtazonositdsi algoritmust
dolgozzunk ki, aminek révén nagy biztonsdggal elérhet6, hogy valdéban csak bushy-
neuronokat vizsgiljunk. A megfeleld sejtazonositdsi protokoll jelentdségét az adta, hogy a
bemutatott és felhasznalt immunjelolés eredményei csak akkor voltak értelmezhetdk, ha azok
bizonyosan a bushy-sejtek dltal mutatott Kv- és TASK-expressziot tikrozték. A
sejtazonositds sordn az alabbi feltételrendszert alkalmaztuk:

Figyelembe véve a bushy-sejtek morfologidjat (kozel gomb alaku sejttest, amibol két
nyulvany ered: a ddsan eldgaz6 dendritfa és az eldgazast nem mutatd axon) az izolélt sejteket
csak abban az esetben azonositottuk bushy-neuronként, amennyiben azok kerek vagy kissé
hosszikas, kb. 20 um (vagy mivel fiatal allatokbdl izolalt neuronrdl volt sz6, ennél némileg
kisebb) atmérdjli sejttesttel rendelkeztek. A bushy-sejtként azonositott neuronnak legalabb
egy, de legfeljebb két nyidlvannyal kellett rendelkeznie. Amennyiben a sejttestbdl csak egy
processzus indult ki, akkor annak disan elagazénak kellett lennie, mert ilyen dendritfaval
csak a bushy-sejtek rendelkeznek. Amennyiben a sejttestbol két nyidlvany eredt, akkor az
egyiknek eldgazonak (a bushy-sejtek dendritfajanak jellegzetessége), a masiknak pedig nem

elagazonak (a sejt axonja) kellett lennie. Azok a sejtek, amik ezen kritériumoknak nem
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feleltek meg nem lettek bushy-sejtként azonositva, és a jelen analizisbdl teljes egészében
kihagytuk Oket. A kizards leggyakoribb oka a soma nem megfeleld mérete (kisebb, mint
15 um vagy nagyobb, mint 25 pm), a soma nem megfeleld alakja (nem gomb vagy enyhén
elongdlt sejttest; pl. hdromszdg vagy polygonalis alak), vagy a nydlvianyok nem megfeleld
szdma (azok teljes hidnya vagy kettonél tobb processzus) volt. Valamennyi, a jelen
tanulmadnyba bevont sejtalak a fenti szigord kritériumok alapjan lett kivdlasztva, aminek
szigorisdgat jol tiikrozi, hogy tapasztalataink szerint egy 8 napos patkdnybdl preparalt
nucleus cochlearis par enzimatikus izoldlasa mintegy 800 000 sejtet eredményez, ugyanakkor
egy-egy izoldlds sordn sohasem lehetett 15-nél tobb olyan sejtet taldlni, amik az eldbb emlitett
kritériumoknak megfeleltek. Fontos megjegyezni, hogy az egyes antitestek alkalmazdsa sordn
csak egy-két sejt képét prezentdljuk, &m minden esetben szamos olyan sejt digitélis képét
rogzitettiik €s taroltuk, amik a fenti kritériumoknak megfeleltek.

A kisérletek sordn természetesen rendszeresen végeztiink preadszorpcids kontroll
vizsgélatokat, aminek sordn a reakci6 kivitelezését megel6zden az elsddleges antitestet a neki
megfeleld immunizalé peptiddel eldinkubdltuk. A preadszorpciés kontrollokat mindig a
nekik megfeleld ,,val6di” immunreakcidval egyiitt, azzal pdrhuzamosan végeztiik, majd olyan
sejteket kerestiink az igy kezelt neuronok kozétt, amik megfeleltek a mar emlitett azonositdsi
kritériumoknak. Az ilyen mdédon kivélasztott sejtekrdl dgy készitettiink digitélis felvételeket,
hogy mind a kamera expozicids ideje, mind erdsitése ugyanakkora volt, mint a tényleges
immunjelolés végeztével késziilt képeken. Ezt a technikdt alkalmazva a preadszorpcios
kontroll vizsgédlatok nem csupdn az immunjel6lddés eredményeinek megerdsitésére
szolgaltak, hanem lehetové tették az immunreakcié intenzitdsdnak szemikvantitativ
értékelését is. Az immunjelolddés erdsségének megitélése sordn a preadszorpcids kontroll
esetében tapasztalt intenzitast tekintettiik alapnak, és ehhez viszonyitottuk a valddi reakcid
intenzitasat. Magatol értet6do, hogy specifikus jelolédés hijan a preadszorpcids kontroll €s a
valédi immunreakcié eredményeként tapasztalhaté fluoreszcencia jérészt azonos volt,
ugyanakkor egy erételjes specifikus jelolédés esetében alkalmazva ugyanazon expozicids
paramétereket a preadszorpcids kontroll sejtjein, azokban csupdn igen halvdnyan jel6l6dott
(esetenként csaknem észrevehetetlen) sejtek voltak megfigyelhetok (pl. 6. abra).

A 6. dbra enzimatikusan izoldlt bushy-sejtek Kv3.4-expresszidjat demonstrdlja. A 6A-
C felvételek ugyanarrdl a bushy-neuronrdl késziiltek, de a sejttest mas-maés teriiletei vannak a
fokuszban. A 6A kép a Kv.3.4-specifikus immunpozitivitds jellegzetesen ,,foltos”
megjelenését demonstrdlja a bemutatott sejt sejttestének a felszinén; a 6B felvétel a sejttest

egyfajta ,,optikai keresztmetszetét” mutatja, ahol ugyancsak jol megfigyelhetd a reakcid
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durvan granulalt jellege. A 6C kép alapjan az is nyilvanvald, hogy a bushy-sejtek nytlvanyai
is er6s Kv3.4-pozitivitdst mutattak. A preadszorpcidés kontroll vizsgilatok sordn a
bemutatottnal 1ényegesen gyengébb fluoreszcens jelet tapasztaltunk (6D abra). A 6E és a 6F
felvétel egy masik bushy-sejt példdjan mutatja be a Kv3.4-specifikus reakcié sordn tapasztalt
eredményeket: ugyancsak jol megfigyelhetd a somdt és a processzusokat egyardnt érintd,
kifejezetten foltos megjelenésti immunpozitivitds. A Kv3.4-specifikus antitest alkalmazisa

soran mindig a bemutatotthoz hasonlé immunjel6lddést tapasztaltunk.

6. abra

Enzimatikusan izolalt bushy-sejtek Kv3.4-expresszidja

A-C: Ugyanazon sejtr6l, de mds optikai sikban késziilt felvételek. Az A dbra a sejt felszinét
demonstrdlja, a B panel a sejt optikai keresztmetszetét mutatja, mig a C felvételen a sejt
nyulvanya lathat6. A D dbrdn olyan immunreakcié eredménye figyelheté meg, amelynek sordn az
elsédleges antitestet az arra specifikus immunizdl6 fehérjével elinkubdltuk. A kép készitése
sordn az expoziciés id0 megegyezett az A dbra készitése sordn alkalmazottal. Az E és F
felvételeken egy masik bushy-sejten tapasztalt immunjel6lés eredményét mutatjuk be. Kalibracio:
20 pm.

A 7. dbrdn mds, ugyancsak tranziens K*-aramot kialakit6 ioncsatorndkat létrehozé Kv-
alegységek elleni immunreakcié eredményeit mutatjuk be. Amint azt a 7A felvétel mutatja, a
Kv4.3-ellenes antitest alkalmazasa igen erds immunreakcié megjelenését eredményezte, ami
kozvetleniil is megitélhetd a 7D dbran lathaté preadszorpciés kontrollal 6sszehasonlitva. (A
kis kép esetében ugyanaz a latotér figyelheté meg, itt a kép fényerdsségét mesterségesen
megnoveltilk, hogy a bemutatott sejt morfoldgidja valamelyest kirajzolédjon.) A 7A 4bran
lathat6 kisebb kép a bemutatott bushy-neuronként azonositott struktira nyulvanyait mutatja,
némileg kinagyitva. A felvételen a fényerdsséget és a kontrasztot kissé megnoveltiik, hogy a
tobbszorosen eldgazddo nytlvanyrendszer egyértelmtien megitélhetd legyen.

Amint az a 7A képen megfigyelhetd, a Kv4.3-specifikus antitest alkalmazasakor

kifejezetten szemcsés immunreakcié megjelenését tapasztalhattuk. Szemben azonban a
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Kv3.4-ellenes antitest alkalmazdsa soran tapasztaltakkal, ahol az immunpozitiv szemcsék a
sejtfelszini membrdnhoz kapcsoltan jelentek meg, a Kv4.3-kapcsolt immunreakcié a
cytoplasma egyes teriileteire koncentrdlodott, és jelentds atfedést mutatott a neuron
sejtmagjaval. Ez a kiilonds megoszlds jol megfigyelhetd a 7A és a 7B felvétel (ahol DAPI
alkalmazdsédval a sejtmag jelolése tortént) osszehasonlitdsdval, valamint a két kép egymadsra
vetitésével késziilt co-lokalizéacids felvétel (7C) alapjan. A bemutatott és a tanulmédny sordn
egyéb alkalmakkal késziilt reakciok alapjan dgy tiinik, hogy a bushy-sejtek sejtfelszini
membranja mellett a nuclearis-perinuclearis régi6jukban is intenziv Kv4.3-pozitivitds
tapasztalhaté, ami a szokatlan lokalizaci6 dacara specifikus reakciénak tlinik, hiszen a

preadszorpcids kontroll vizsgélatok alkalmaval sohasem jelentkezett (1asd pl. a 7D felvételt).

7. abra

Kv4.3-, 4.2- és 1.4-specifikus immunfestés eredményei enzimatikusan izolalt

bushy-neuronokon

Az A panel a Kv4.3-specifikus immunreakcié eredményét mutatja. A kis dbrdn a fényerdsséget
megnoveltik a sejt nytlvanyainak jobb lathatésidga végett. A B képen a DAPI-val torténd
magfestés lathatd, a C dbra pedig a co-lokalizacids felvételt demonstralja. A D panel a specifikus
immunizalé fehérjével végzett kontroll kisérletek eredményét mutatja, a kis dbra ugyanarrdl a
latétérrol késziilt, de a fényerdsséget a konnyebb morfoldgiai azonositds érdekében mesterségesen
megnoveltik. Az E dbra a Kv4.2-specifikus immunreakcié eredményét demonstrélja. Az F képen
a Kvl.4-specifikus festédés l4that6, a kis felvételen a kontroll kisérlet eredményét figyelhetjiik
meg. Kalibrici6: 20 pm.

A 7TE dbran a Kv4.2-specifikus immunreakcié eredménye taldlhat6, amin jol
megfigyelhetd a bushy-sejtek éltal produkdlt intenziv, dm az elézdekben bemutatottakndl
(azaz a Kv3.4- és a Kv4.3-specifikusndl) Iényegesen egyenletesebb megoszlast mutatd
immunpozitivitds. Ismeretes, hogy a Kv3.4-, Kv4.2- és Kv4.3-alegységek mellett a Kv1.4-

alegységek jelenléte is okozhatja gyorsan inaktivalédé K*-dram megjelenését, igy sor keriilt a

bushy-neuronok Kv1.4-specifikus jelolésére is. Amint az a 7F képen lathato, a ,,specifikus”
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immunreakcié (nagyobbik kép) intenzitdsa gyakorlatilag megegyezett a preadszorpcios
kontroll esetében tapasztalt intenzitdssal (kisebb kép), amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a
bushy-neuronok érdemleges Kvl.4-expressziét nem mutatnak. Fontos megemliteni, hogy a
7F képen bemutatott felvétel sordn az expozicids id6 mintegy 15-szor hosszabb volt, mint a
Kv3.4-, a Kv4.2- vagy a Kv4.3-specifikus immunreakciok eredményeit dokumentdld

felvételek eseteiben.

8. abra

Kvl.1-, 1.2-, 1.3-, 1.6-, 3.1b- és 3.2-specifikus immunjelolések eredményei
enzimatikusan izolalt bushy-neuronokon

Az A felvétel a Kv1.1-specifikus festddés eredményét mutatja, a bushy-sejt mellett 14that6 kisebb
sejtet cochlearis szemcsesejtként azonositottuk. A B-F felvételek a Kv1.2-, 1.6-, 1.3-, 3.1b- és
3.2-specifikus immunreakcidk eredményeit mutatjdk. A C, D és F képeken lathat6 kis dbrdk a
preadszorpcids kontrollokat demonstraljak. Természetesen az A, B és E panelek esetében is
végeztiink preadszorpcids kontroll kisérleteket, és ezekben az esetekben a kontrollhoz képest a
sejtek csak igen gyenge jelolédés adtak. Kalibraci6: 20 um.

A bushy-sejtekrdl ismert, hogy depolarizicid hatdsira egy dendrotoxinra érzékeny
dramkomponenst is produkdlnak. Mivel a DTX-re érzékeny dram megjelenése hatterében
olyan K*-csatornak 4llnak, amik Kv1.1-, 1.2- és/vagy 1.6-alegységeket tartalmaznak, ezen
alegységekre specifikus antitestek alkalmazasara is sor keriilt (8. dbra, A-C felvételek). A
bushy-sejtek altal produkalt Kv1.1- és Kv1.2-immunpozitivitds igen erOsnek bizonyult (8A és
8B); a preadszorpciés kontroll utin, a mdir rogzitett elveknek megfelelden készitett
felvételeken a kontroll sejtek alig voltak lathatok. A Kvl.6-specifikus immunpozitivitds a
bushy-sejteken ugyancsak jelen volt, de annak erdssége gyengébbnek bizonyult, mint a méasik
két DTX-érzékeny Kv-alegység esetében tapasztalt (8C).

Kordbbi elektrofiziologiai vizsgdlatok ramutattak, hogy a bushy-neuronok igen

erbteljes repolarizacios képességgel rendelkeznek, ami arra utalt, hogy a késéi tipusi K'-
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aramok kialakitasaért felelos Kv-alegységek jelentOs szerepet toltenek be membransajatsagaik
kialakitdsaban. A jelen vizsgdlatsorozat keretében az izolalt bushy-neuronokon hirom olyan
alegység expresszijat ellendriztik, melyek ilyen kés6i tipusi K'-dram kialakitdsdért
felelések (8D-F képek). Az eredményeket a megfeleld blokkolé peptiddel torténd
eldinkubacid sordn tapasztalt fluoreszcenciaintenzitdsokkal Gsszevetve azt tapasztaltuk, hogy
a legerdteljesebb reakcié a Kv3.1b-alegységek ellen irdnyuld antitestek alkalmazdsa utdn
alakult ki (8E). Ezekbdl az adatokbdl gy tlinik, hogy a bushy-neuronok esetében a Kv3.1-
alegységek a leglényegesebbek a késéi tipusi K'-csatorndk kialakitdsdban és
Osszeszerelddésében. Ugyancsak értékelhetd, dm gyengébb immunreakcidt tapasztaltunk a
Kv1.3-alegységekre specifikus antitestek alkalmazdsa utdn (8D). A harmadik, szintén késoi
tipusu dram kialakitasaért felelds csatornaalegység, aminek jelenlétét vizsgaltuk a Kv3.2 volt.
Amint az a bemutatott felvételen jol megitélhetd (8F), az immunreakcio jelen volt ugyan, de a

harom vizsgalt alegység koziil ennek intenzitasa tiint a legjelentéktelenebbnek.

9. abra

TASK-1-specifikus immunreakcié eredménye enzimatikusan izolalt bushy-

sejteken

Az A felvétel 4 napos patkdnybdl izoldlt bushy-sejten végzett TASK-1-specifikus immunfest6dés
eredményét mutatja. A felso kis dbra mesterségesen megnovelt fényerdsség mellett demonstralja
a sejt nydlvdnyait, f{gy annak morfolégidja konnyebben megitélhets. Az alsé kis édbra a
preadszorpcids kontroll eredményét mutatja. A B és C képek ugyancsak TASK-1-specifikus
immunreakcidkat mutatnak, de azokat 8 és 11 napos patkdnyokbdl izoldlt bushy-sejteken
végeztik. A C felvételen 1év6 kis dbrdn a sejt nydlvdnya l4that6, mesterségesen megnovelt
fényintenzitds mellett. Kalibracié: 20 um.

Karschin és munkatarsai (2001) szdmoltak be arrdl, hogy a hallérendszer kézponti
idegrendszeri elemeinek teriilletén nagy mennyiségben fordulnak eld a TASK-csoportba
tartozé ioncsatorndkat kddolé mRNS molekuldk, {gy megvizsgaltuk, hogy a TASK-1-csatorna
expresszdlddik-e a bushy-sejteken (9. dbra). A bemutatott felvételek egy-egy 4 (9A), 8 (9B)
és 11 (9C) napos allat nucleus cochlearisabdl izolalt bushy-sejten tapasztalt immunpozitivitast
mutatnak be. A kozvetlen Osszehasonlithatdsdg biztositdsa végett a prepardlds, valamint az
immunreakcié egyes Iépéseit mindhdrom esetben teljesen egyidejilleg végeztilk, és a
felvételeket is azonos paraméterek alkalmazasdval készitettiik. Amint az tisztdn megitélhetd,

a bushy-sejtek valamennyi vizsgalt életkorban egyértelmii TASK-1-pozitivitast mutattak. Az
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immunreakcidk intenzitdsit az ugyancsak szimultin végzett preadszorpcids kontrollhoz
viszonyitva (kisebb felvétel a 9A kép aljan) az is megdllapithaté volt, hogy a reakcid
intenzitidsa az életkor elérehaladtdval folyamatosan novekedett. Bar ez a megfigyelés arra
utal, hogy a bushy-neuronok TASK-1-expresszidja életkorfiiggést mutathat, a hipotézis
tesztelése, valamint a jelenség funkciondlis jelentdségének igazoldsa az itt bemutatottndl
specifikusabb kisérletek kivitelezését igényli. A 9. 4dbra A és C részén bemutatott kisebb
felvételeken a nagyobb dbran szerepld sejtek dendritikus arborizdcidjat tiintettiik fel nagyobb
nagyitassal és némileg megnovelt fényerdsség alkalmazasaval.

A 4.tabldzat az enzimatikusan izoldlt bushy-sejteken kivitelezett immunjellések
eredményeinek 0sszefoglaldsat tartalmazza.

4. tablazat

Az izolélt bushy-neuronokon kivitelezett immunjel6lés eredményeinek 6sszefoglald
tdblazata

Alegység Intenzitdis"  Lokalizdcié és megoszlds

Kvl.1 ++ Foleg a sejttest’

Kvl.2 ++ A sejttest €s a nydlvanyok egyarant

Kv1.3 + Foleg a sejttest

Kvl4 - Nincs jelen

Kv1.6 + Foleg a sejttest

Kv3.1b A sejttest és a nytlvanyok egyardnt

Kv3.2 Foleg a sejttest

A sejttest és a nytlvanyok egyardnt; jellegzetes ,,foltos” megjelenésii

Kv3.4 reakci6

Kv4.2 A sejttest €s a nyulvanyok egyardnt

A sejttest és a nytlvanyok egyardnt; intenziv, ,,foltos” jelol6dés, dontéen a

Kv4.3 magban vagy annak kozelében

TASK-1 Fdleg a sejttest; idosebb dllatokban a reakci6 erésebbnek bizonyult

* . e s . . 2 2, .z z
Az intenzitds az egyidejlileg készitett preadszorpciés kontrollok esetében tapasztalt
fluoreszcenciaerdsséghez viszonyitott jelolodési intenzitést tiikkrozi.
*¥ . . w1 12 . . " . sz 7 Z
Az immunjelolodést akkor tekintettik féleg a sejttestre lokalizdltnak, ha a nyudlvanyok
fluoreszcenciaintenzitdsa lényegesen gyengébb volt, mint a sejttesté.
Az enzimatikusan izoldlt bushy-sejtek vizsgdlata sordn egy igen szigoru
sejtazonositasi szisztémat probaltunk meg alkalmazni, hogy elkeriiljiik a sejtek nem megfeleld
klasszifikalasat. Az igen gondos sejtazonositasi eljards ellenére felvethetd azonban, hogy az

enzimatikus disszocidcié sordn olyan sulyosan torzul a sejtek morfoldgidja, hogy az még a

leggondosabban végzett sejtazonositis eredményét is kétségessé teszi. Ennek kovetkeztében
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ugy éreztiik, fontos annak megerdsitése, hogy az eddigiekben prezentdlt adatok valoban a
valésdgot; azaz a bushy-neuronok Kv-expresszids mintdzatat tiikrozik. A cél elérésének
érdekében egyes Kv-alegységekre specifikus immunjeldléseket (amik esetében az
enzimatikusan izolalt sejteken a legerdsebb jelolddést tapasztaltuk) tszdszeletekben is
megismételtilk. Bér a vizsgilatokhoz alkalmazott 40-60 um vastag cochlearis szeletekben a
bushy-neuronok dendritfija nem mindig volt egyértelmiien jelen, a sejtek pontos azonositdsa
viszonylag konnyen elvégezhetd volt. A bushy-sejtek identifikdldsa a sejttest nagysdga
(mintegy 20 um atmérdjli), annak alakja (kerek vagy kissé elnydjtott), valamint a magon
beliili lokalizdci6ja (kozel a nervus acusticus belépési pontjdhoz, gyakran sejtoszlopokat vagy

-csoportokat alkotva az intranuclearis acusticus rostok kozelében vagy kozott) alapjan tortént.

10. abra

Kvl.1-, 3.4-, 3.1b- és 4.2-specifikus immunfestések eredményei cochlearis
szeletekben elhelyezked6 bushy-sejteken

Az A felvételen Kv1.1-specifikus immunreakcid kis nagyitasu képe lathat6. A nyilak a halléideg
rostjait mutatjdk, a bushy-sejtek a rostok kozott sorokban helyezkednek el. A B-D abrdkon
bemutatott felvételek a nucleus cochlearis ugyanazon régidjardl, nagyobb nagyitdssal késziiltek.
A képek sorban Kv3.4-, 3.1b- és 4.2-specifikus immunfestés eredményeit demonstraljak.
Kalibracié: 20 pm.

A 10. dbra a Kv1.1-, Kv3.4-, Kv3.1b- és Kv4.2-specifikus antitestek alkalmazasa utani
helyzetet illusztralja a nucleus cochlearis ventralisb6l készitett szeletekben. A 10A felvétel
(ami a Kv1.1-specifikus reakcié eredményét tiikrozi) az eldzéekben emlitett, a sejtazonositast
megkonnyitd jegyeket demonstralja. A felvételen nyilak jelzik a nervus acusticus konnyen

azonosithatd, nucleus cochlearison beliil futé axonjait, melyek mentén tisztin megitélhetdk az
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er6s Kvl.1-pozitivitdst mutaté bushy-neuronok kerek sejttestjei. Valamennyi, a jelen és a
kovetkezd dbrdn bemutatott felvétel, a nucleus cochlearis ezen teriiletén késziilt.

A 10B felvétel cochlearis tiszdszeletben elhelyezkedd bushy-neuronok altal prezentalt
Kv3.4-specifikus immunpozitivitdst mutat. Figyelmet érdemel, hogy az immunpozitivitds
elézéekben mar emlitett ,foltos” megjelenése itt is megfigyelhetd a bemutatott sejtek
kontirjain. A 10. dbra C részét képezd két felvétel a bushy-sejtek intenziv Kv3.1b-specifikus,
mig a 10D felvétel azok Kv4.2-specifikus immunpozitivitasat hivatottak bemutatni.

Amint azt a 7. dbrdn mar demonstraltuk, az enzimatikusan izolalt bushy-neuronok
intenziv Kv4.3-specifikus immunpozitivitdst mutattak, egy meglehetésen kiilonds, dontden
intra- vagy perinuclearisnak impondld megoszldsban. Az tuszészeletek alkalmazidsa sordn
ezért arra is valaszt kerestiink, hogy ez a jelenség vajon megerdsithet6-e ezen prepardtumban

is.

11. abra
Kv4.3-specifikus immunreakcié cochlearis szeletben elhelyezked6 bushy-
sejteken

Az A képen Kv4.3-specifikus immunfestés eredménye lathaté kis nagyitassal. A nyilak a
halléideg intranuclearis rostjait mutatjak, amelyek kozott helyezkednek el a bushy-neuronok altal
formélt oszlopok. A B panel egy nagy nagyitdsu felvétel, amelyen a sejt intenziven jel616do
nuclearis régidja, és az ugyancsak pozitivan jelolédott sejtfelszini membrdn egyardnt
megfigyelhetd. Kalibracié: 40 um (A) és 20 um (B).

A 11A felvétel egy cochlearis szeleten kivitelezett Kv4.3-specifikus immunreakci6
eredményét mutatja. A nyilakkal jelzett acusticus rostok kozott jol megfigyelhetdk az
oszlopszertien rendez6dott bushy-sejtek kotegei. Az dbran demonstralhatd, hogy a bushy-
sejtek sejtmagjai erés Kv4.3-specifikus immunpozitivitist mutatnak. A 11B képen egyetlen
bushy-neuron nagy nagyitist képe lathat6, amin j6l megitélhetd a nucleus és a sejtfelszini
membrén immunpozitivitdsa egyarant. Erdemes megemliteni, hogy a nuclearis pozitivitas

gyakran elnyomta a sejtfelszini membrdn dltal mutatott reakciét, aminek kovetkeztében a

jelen dbrahoz hasonl6 felvételek készitése meglehet6sen nehéz feladatnak bizonyult.
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Bar az el6z6ekben bemutatott kisérletek egyértelmiien jelezték, hogy a bushy-
neuronok a kiilonb6z6 Kv-csatorndk széles valasztékat expresszaljik, kiillonosen érdekes volt
azt latni, hogy ezen sejtek felszini membranjdban szdmos olyan alegység is megtaldlhatd, ami
tranziens K'-dram kialakitdsaban vesz részt. Egy adott ioncsatorna-alegység jelenlétének
immunhisztokémiai mddszerekkel torténd detektdldsa azonban még nem sziikségszeriien
jelenti azt, hogy az alegységek funkciondlis ioncsatorndk képzésében valdban
kozremiikodnek. Ebbdl kiindulva a jelen munka keretein beliil olyan alegységspecifikus
gatlészerek hatasanak tesztelésére is sor keriilt, amik képesek voltak a Kv3.4-, valamint a
Kv4.2/4.3-alegységeket tartalmazé ioncsatorndk hatdsos gdtldsdra. Ezen vizsgélatoktol
részben azt vartuk, hogy segitségiikkel igazolhatjuk, hogy a bushy-neuronok valéban képesek
tranziens K'-dramok produkdldsira, részben pedig a kordbbi immuncitokémiai és

immunhisztokémiai reakciok megerdsitését reméltiik toliik.

12. abra

Egy Lucifer Yellow-val felt6ltott bushy-sejt a nucleus cochlearis ventralisb6l
készitett szelet-preparatumban

Az A felvétel a sejtrél készitett fényképfelvételek egyikét mutatja. A B dbrdn az ugyanarrdl a
sejtr6l  késziilt rajz lithat6, aminek elkészitéséhez valamennyi egyedi fényképfelvételt
felhasznaltuk. Kalibracié: 20 pm.

A funkciondlis kisérletek sordn a bushy-neuronokat elsésorban a nucleus cochlearis
anterior teriiletén, a nervus acusticus belépési pontjdnak kozelében DIC-optika
alkalmazdsaval kerestiik. Az ebben a régidban taldlhaté bushy-neuronok tipusos megjelenési
formdjat demonstralja a 12. dbra, ami egy, az elektrofiziolégiai mérés soran Lucifer Yellow-
val feltoltott bushy-sejtet abrazol. Az adott neuronrdl tobb sikban is készitettiink felvételt, és
ezek egyikét mutatja a 12A kép. J6l megfigyelhetd a kozel gomb alaku sejttest, az el nem
dgaz6 axon, valamint az egyébként disan arborizal6dé dendritfa egy része. A 12B felvétel az
ugyanezen neuronrdl késziilt rajzot dbrazolja, amihez az adott sejtr6l készitett valamennyi
fényképfelvételt felhasznaltuk. A kerek sejttestet, a hosszd, el nem 4dgaz6dd axont, €s a

sejttest masik podlusanak kozelébdl induld, diusan eldgazé dendritfat olyan morfoldgiai
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jegyekként értékeltiik, amik alapjan a bemutatott sejt egyértelmien bushy-neuronként volt

azonosithato.
A Control 50 nM PaTx2 PaTx2-sensitive current
+30 mv
+10 mv
B Control 2 uM BDSH I1 A
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13. abra
A bushy-sejtek tranziens-aramanak kialakitasaért felelés K*-csatorna-
alegységek

A kisérletek sordn a tartépotencidl -80 mV volt, ahonnan 100 ms hosszi depolarizdcids 1épcsoket
alkalmaztunk -10, +10 és +30 mV-ig. Az A rész a PaTx2 hatdsit mutatja. A szer alkalmazdsdra
érzékeny komponenst ugy dllitottuk eld, hogy a kontroll koriilmények kozott felvett gorbébdl
kivontuk a gétlészer jelenlétében regisztralt dramgorbét. A B dbran a BDS-I egy mdsik bushy-sejt
tranziens dramdra kifejtett hatdsdt dbrdzoltuk, feltiintetve a BDS-I-szenzitiv komponenst is. A C
részen a kontroll extracelluldris oldatban készitett aramgorbéket (szaggatott vonal), valamint a két
gétlészer egyiittes alkalmazdsdnak hatdsdra kialakul6 dramot (kihizott vonal) dbrdzoltuk, -10 és
+10 mV-os depolarizdcié esetén. A D részen az eredmények Osszefoglaldsa ldthat6, ahol a
maradé (gatldszerre rezisztens) tranziens dramokat tiintettiik fel PaTx2 és BDS-I izoldlt, valamint
a két szer kombindlt alkalmazdsa esetén.

Az alegységspecifikus szerek hatdsdnak vizsgalata sordn a tartopotencial -80 mV volt,
és innen alkalmaztuk a 100 ms hosszu depolarizicids 1épcsdket -10, +10 és +30 mV-os
értékekig. A kisérletek sordn eldszor a kontroll extracellularis oldatban rogzitettiikk az
alkalmazott stimulusok hatdsara kialakulé 4aramgorbéket, majd az ugyanazon
impulzusprotokoll kovetkeztében, de immar a megfeleld gatloszer jelenlétében kivalthatd
dramokat vettiik fel. Annak érdekében, hogy a gitlészerre érzékeny aramkomponens
nagysdga és kinetikdja egyértelmiien megitélheté legyen, a kontroll koriilmények kozott
felvett aramgorbékbol kivontuk a gétldszer jelenlétében megjelend dramot, és igy megkaptuk
az adott anyagra specifikusan érzékeny dramkomponenst. Amint azt a 13. dbra A része
mutatja, a Kv4.2- és/vagy Kv4.3-alegységeket tartalmazé K'-csatorndk specifikus
gitlészerének tartott PaTx2 egyértelmiien gitolta a megjelend tranziens dram egy részét. Az

inaktivdlodé dramkomponens egy részének szelektiv gitldsa kiilonosen a kisebb, -10 és
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+10 mV-os depolarizaciés 1épcsok alkalmazdsa soran volt nyilvanval6. Amennyiben ennél
erdteljesebb depolarizacids 1épcsét alkalmaztunk (+30 mV), a maradé (steady-state)
dramkomponens részleges gatlasa is kialakult. A 13D dbra a PaTX2 hatdsdnak
Osszefoglaldsat tartalmazza, mindhdrom alkalmazott depolarizdcids 1€pcsé esetében (n = 6).

A kisérletek egy madsik részében a BDS-I nevii alegység-specifikus gatloszer
alkalmazasdra keriilt sor, ami az olyan K'-csatorndkon foly6é dramok gatldsdra képes, amik
Osszeszerelddésében Kv3.4-alegységek vesznek részt. A BDS-I hatdsidt minddsszesen ot
szeletben probaltuk, és az minden neuron esetében igen hatékonyan csokkentette a tranziens
dram cstcsdnak nagysdgit (13B). A BDS-I hatdsdnak 0Osszefoglaldsat a 13D ébra
demonstrélja.

A kisérletek soran vizsgaltuk még a PaTX2 és BDS-I egyiittes alkalmazdsanak
kovetkezményét a bushy-sejtek tranziens K'-dramaira. A 13C dbran egy olyan kisérlet
eredménye lathat6, amikor a két gatloszer egyidejiileg volt jelen az extracelluléris oldatban, és
kozben -10 és +10 mV értékekre depolarizaltuk a sejtet. Amint az j6l megitélhetd, ugyan a
BDS-I és a PaTX2 kombinélt alkalmazdsa hatékonyan csokkentette a kontroll koriilmények
kozott kialakul6 tranziens dramot, azt nem tiintette el teljesen. A két szer egyiittes
alkalmazdsdval még harom sejt esetében prébdlkoztunk, és a kapott eredmények a 13. dbran

bemutatottnak tokéletesen megfeleltek.

3.1.3. Diszkusszio

A bushy-sejtek a nervus acusticus rostjain beérkezé AP-sorozat hatdsara olyan tiizelési
mintdzatot produkdlnak, ami fizioldgids koriilmények kozott igen hiien, dltaldban tévesztés
nélkiil koveti a halléideg egyes axonjainak aktivitdsat. A témaval foglalkoz6 szerzoket régen
foglalkoztatja a kérdés, hogy a bushy-sejtek igen sajatos viselkedésének hatterében milyen
aramok €s csatornaalegységek jatszanak meghatarozé szerepet. A kordabban végzett kisérletek
alapjan szdmos adat 4llt rendelkezésre annak vonatkozdsidban, hogy a bushy-neuronok
legaldbb hdrom kiilonboz6 tipusba sorolhaté K'-dram produkaldsira képesek (tranziens,
lassan inaktivdl6d6 DTX-érzékeny €s késéi tipusti K'-dramok), de csupin meglehetsen
hézagos ismeretekkel rendelkeztiink annak vonatkozdsdban, hogy ezek kialakitdsdért vajon
milyen alegységek feleldsek.

Enzimatikusan izoldlt bushy-sejteken végzett kisérleteink eredményeit Osszegezve
elmondhatd, hogy a bushy-neuronok valamennyi olyan Kv-alegységet expresszaljak, amik

alacsony aktivéciés kiiszobli, DTX-érzékeny K'-dram kialakitdsdban vesznek részt (Kvl.1,
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Kvl1.2 és Kvl.6); bar azok hozzdjarulasa a makroszképos, DTX-érzékeny dram
1étrehozdsdhoz nem azonos. A késdi tipusui dramot létrehozé alegységek koziil a Kv3.1b-, a
Kvl1.3- és a Kv3.2-alegységek jelenléte tiint jelent6snek; a tranziens K'-dramot kialakitd
alegységet tekintve pedig a Kv3.4-, Kv4.2- és Kv4.3-tipusok jelenléte volt igazolhato,
mikézben a Kvl.4-alegységek kifejez6dését nem tapasztaltuk szdmottevd mértékben.
Figyelmet érdemel tovabbd, hogy a TASK-1-csatorndk nem pusztdn mRNS, de fehérje szinten
is jelen vannak a bushy-sejtekben.

A kisérletek jellegébol fakaddan a legfontosabb feladat a bushy-sejtek egyértelmi
azonositdsa volt. Mivel a munka egyes megdillapitdsainak pontos interpreticidjahoz
alapvet6en fontos volt annak igazoldsa, hogy a kisérletek valéban bushy-sejteken torténtek,
ezen allitas aldtdmasztdsira tobb mddszert is alkalmaztunk. Az izolalt sejteket egy igen
szigord szelekciés procedira végén azonositottuk, és csak a feltételek maradéktalan
teljesiilése esetében tekintettiik Oket bushy-neuronoknak. Az eredmények ellendrzésének egy
tovéabbi 1ényeges moddja volt, hogy egyes alegységek expresszidjat iszdszelet prepardtumok
alkalmazasaval is ellendriztiik, ahol a bushy-sejtek tipusos lokalizici6ja a nucleus
cochlearison beliil jelentdsen segitette egyértelmli azonositdsukat. Ezen tdlmenden sor keriilt
a tulélo agyszeletekben taldlhatd bushy-sejtek elektrofizioldgiai vizsgalatara is, melynek sordn
a tranziens K'-dramok kialakuldsdért felelds alegységek (Kv3.4, Kv4.2 és Kv4.3) jelenlétét
funkciondlis mddszerekkel, megfeleld alegységspecifikus gatldszerek alkalmazdsaval is
elvégeztik. Ezen kisérletek sordn a bushy-neuronok azonositisira a pipettaoldatban
alkalmazott Lucifer Yellow-val torténd feltoltéssel keriilt sor. Az eredményeink
valédisdgdnak megerdsitésében a végso 1épését az jelentette, hogy a munka soran tudatosan
alkalmaztunk olyan alegységekre specifikus antitesteket is, melyek jelenlétét mas szerzok igy
vagy ugy mar dokumentaltak (Kv3.1, Kvl.1, Kv1.2 és Kv1.6; valamint a Kvl.4-expresszi6
hidnya), igy ezek ,,indikdtor”-alegységekként szolgdlhattak. Osszefoglaldsként elmondhato,
hogy bar az izolalt sejtek alkalmazdsa és a sejtszuszpenzidban taldlhaté neuronok pontos
azonositdsa sok ponton rejti magdban a tévedés lehetoségét, mivel az egyes technikakkal
kapott eredmények tokéletesen Osszecsengtek, a dolgozat ezen részében leirt eredmények
minden bizonnyal a valésagot tiikrozik.

A bushy-neuronok mitkodésében és a rajuk jellegzetes tiizelési mintdzat kialakitdsdban
igen jelentdsnek tinik a Kv3.1-alegységek jelenléte és hozzdjaruldsa az daltaldnos
membransajatsdgokhoz. Ez a kés6i tipusi aramot kialakité csatornaalegység kiilondsen
jelentds az akcids potencidlokat kovetd gyors repolarizécioé biztositdsdban, ezéltal felruhdzza a

sejtet a nagy frekvencidjui akcids potencidlok tiizelésének képességével. Elsoként Perney és
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Kaczmarek (1997) szamolt be a Kv3.1-alegység jelenlétérdl a bushy-sejtekben mind mRNS,
mind fehérje szintjén, majd tobb szerzd is megerdsitette ezen alegység expresszidjat (Wang és
munkatdrsai, 1998; Li és munkatdrsai, 2001). A jelen munkdban a Kv3.1-alegységeket
felismerd antitesteket dontden ,,indikator’-antitesteknek tekintettiik, hiszen (elképzelésiink
szerint) a kordbban leirt intenziv pozitivitisnak egyértelmiien kellett jeleznie a bushy-
neuronokat, mind az izolalt sejteket tartalmazé prepardtumban, mind a tiléld agyszeletekben.

A jelen disszertici6 origindlis eredményének szdmit annak felismerése, hogy bér a
Kv3.1-alegységek a legjelent6sebbek a bushy-neuronok késéi tipust dramanak kialakitasaban,
ezt a funkcidt nem egyediil végzik. A bushy-sejtek altal mutatott, a Kv3.1-alegységeknél
gyengébb, de egyértelmiien megfigyelheté Kv1.3- és Kv3.2-pozitivitds arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen alegységek is hozzdjarulhatnak a késéi tipusi K'-dramok
kialakitdsahoz, igy a megfeleléen gyors repolarizicid biztositisahoz is. Ismeretes, hogy a
Kvl.3-alegységek dltal létrehozott K'-csatorndk alacsony aktivdciés kiiszobii, lassan
inaktivdl6d6 dramot hoznak 1étre, aminek kiilondsen fontos szerepe van az akcids potencidlok
alakjanak meghatdrozasaban €s a gyors repolarizdciéban. Ezen tilmenden egyes sejtekben a
Kv1.3-alegységekbdl Osszeszerel6dd ioncsatorndk hozzijarulnak az Oket expresszdld sejtek
hosszantartd, tonusos aktivitdsdnak fenntartdsdhoz (Kupper és munkatdrsai, 2002). Szemben
a Kv1.3-alegységek dltal kialakitott csatorndkkal, a Kv3.2-alegységeket hordozé K'-csatornak
erételjes depolarizdacié hatdsdra aktivdlodnak, és az Oket expresszdld sejteknek hasonld
sajatsagokat kolcsonoznek, mint a Kv3.1-alegységek jelenléte.

Wang és munkatdrsai (/994), valamint Grigg és munkatéarsai (2000) mRNS-szintii
vizsgalatai alapjan val6sziniisithetd volt, hogy a bushy-neuronok a Kv3.1-alegységek mellett
jelentés mennyiségben expresszdlhatjdk a Kvl.1- és Kvl.2-alegységeket is. Ezzel a
felvetéssel Osszecseng, hogy Dodson és munkatdrsai (2003) er6és Kvl.1- és Kvl.2-,
ugyanakkor Iényegesen gyengébb Kv1.6-specifikus immunpozitivitast tapasztaltak a nucleus
cochlearis ventralisban. Ugyanezen munkdban megtortént a Kv1.4-alegységek jelenlétének
vizsgalata is, am a szerzOk nem taldltak érdemleges immunpozitivitast a Kv1.4-alegységeket
felismerd antitestek alkalmazasa sordn. Egyes alegységspecifikus K'-csatorna blokkolokkal
(Dendrotoxin-K és tityustoxin-Ka) végzett funkciondlis vizsgilatok eredményei ugyancsak
megerdsitették, hogy a bushy-sejtek alacsony kiiszobti K*-dramainak kialakitdsdban Kv1.1-,
Kv1.2- és Kvl.6-alegységekbdl felépiild heterotetramer csatorndk vesznek részt (Dodson és
munkatdrsai, 2003). A jelen disszerticiéban részletezett eredményeink értékes kiegészitését

és megerOsitését jelentik ezen kordbbi adatoknak, hiszen az immuncitokémiai reakcidk sordan
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a bushy-neuronok erds Kvl.1- és Kvl.2-, ugyanakkor mérsékelt Kvl.6-pozitivitdsat
tapasztaltuk.

Erdekes kérdés a DTX-érzékeny alegységek jelenlétének szerepe a bushy-sejtekre
jellegzetes tiizelési aktivitds kialakitdsdban és fenntartdsidban. A DTX-érzékeny aramra
altaldnosan jellemzd az igen nagymértékl fesziiltségérzékenység: mar a neuronok nyugalmi
membranpotencidljdnak kozelében aktivdlédnak. Az igy kialakulé dram lassu inaktivaciot
mutat, és komoly jelentdsége lehet a spontdn tiizelés megakadélyozdsdban (Anderson és
Harvey, 1988) — kiilonosen olyan sejtek esetében, amik bizonyos HCN-alegységeket is
expresszdlnak. Tekintettel arra, hogy a bushy-neuronok bizonyosan rendelkeznek a h-
arammal (Cuttle és munkatdrsai, 2001) ez a funkcié komoly jelentOségii lehet ezen neuronok
esetében is. A DTX-érzékeny dramok ezen tilmenden meghatirozo jelentdséglinek tiinnek a
gyorsan adaptalodo neurondlis vélasz kialakitasdban (Brew és Forsythe, 1995; Rathouz and
Trussel, 1998); DTX-jelenlétében a bushy-sejtek aktivitdsi mintazatdhoz igen hasonlo
tiizeléssel jellemezhetd corpus trapezoideum sejtek gyakran ,tévesztettek”, azaz a stimuldci6
idébeli mintazatat nem kovették a szokott hiiséggel: elegendden nagy frekvencia alkalmazasa
esetén a beérkezd impulzusok egy része nem valtott ki akcids potencidlt. A legdjabb adatok
szerint a DTX-érzékeny dramoknak komoly szerepiik lehet abban, hogy megakadélyozzak az
axoneredés tilzott ingerlékenységének (hyperexcitabilitds) kialakuldsat (Dodson és
munkatdrsai, 2003).

Ismeretes, hogy a bushy-sejtek membranjanak id6konstansa alacsony, ami nagy
sebességli membranpotencidl-valtozast tesz lehetdvé (Oertel, 1983; Manis és Marx, 1991).
Részben a kordbbi kisérletes adatok, részben a jelen munka alapjin megalapozottnak
tekinthetd az a feltételezés, hogy a membran alacsony id6konstansdnak és a gyors
vilaszkészségnek a kialakitdsaban az alacsony depolarizdciora aktivalédé, DTX-érzékeny K*-
csatornak donto jelentdségliek lehetnek. Ezen aramféleségek még komoly szerepet tolthetnek
be a sejtek nyugalmi membranpotencidljanak viszonylag alacsony értéken (kb. -60 mV)
tartdsdban is, amely hatdsok egyiittesen biztosithatjak a gyorsan adaptal6do tiizelési mintdzat
kialakulasat (Brew és Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel, 1998).

Eredményeink szerint a bushy neuronok szdmos olyan Kv-alegységet is expresszalnak,
amik tranziens, gyorsan inaktivaléd6é (a kordbbi terminoldgia szerint ,,A”-tipusi) aram
kialakitdsat végzik. Részben az immuncitokémiai, immunhisztokémiai adatok, részben a
Kv3.4- és Kv4.2/4.3-alegységekre specifikus gatlészerekkel végzett funkciondlis kisérletek
vilagitottak rd arra, hogy a bushy-sejteken kialakul6 tranziens K*-dram kialakuldsdhoz mind

Kv3.4-, mind Kv4.2/4.3-alegységeket tartalmazé K'-csatorndk aktivitdsa hozzdjarul;
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ugyanakkor a Kvl.4-alegység jelenléte és jelentOsége elhanyagolhat6. A Kv4-csaladba
tartozd alegységek bushy-sejtek membrinjdban vald jelenlétére utalé adatok kivalo
Osszhangban vannak azon kordbbi eredményekkel, amik szerint a nucleus cochlearisban
megtaldlhatok egyes Kv4-csalddba tartozd alegységekre specifikus mRNS molekuldk
(Fitzakerley és munkatdrsai, 2000).

Fontos megjegyezni, hogy bdr a tranziens d4ramot kialakito K'-csatorndk
Osszeszerelddésében dontden a Kv1.4-, Kv3.4-, valamint egyes Kv4-alegységek vehetnek rész
(elso6sorban a Kv4.2 és a Kv4.3; Baldwin és munkatdrsai, 1991; Schroter és munkatdrsai,
1991; Serodio és munkatdrsai, 1994, 1996), az egyébként tartds aktivitast és/vagy igen lassi
inaktivaciét mutat6 (azaz gyakorlatilag nem-inaktival6d6) Kvl-csaladba tartoz6 alegységek
altal 1étrehozott csatorndk is inaktivalodhatnak, amennyiben hozzdjuk un. P1-kiegészitd
alegység kapcsolddik (Retting és munkatdrsai, 1994; Sewing és munkatdrsai, 1996). A jelen
tanulmanyban bemutatott (részben funkciondlis) adatok alapjan kijelenthetd, hogy a bushy-
neuronok tranziens dramdnak kialakitdsaért dontéen Kv3.4- és Kv4.2/Kv4.3-alegységeket
tartalmazd ioncsatorndk vesznek részt, a Kvl-csalad egyes tagjainak lehetséges hozzajaruldsa
a tranziens dramhoz csak kis jelentséglinek tiinik.

Korébbi tanulmanyok rdmutattak, hogy a hallérendszer tobb sejttipusa is rendelkezik a
tranziens K'-dram produkdlasdnak képességével; egyebek kozott a cochlearis szemcsesejtek
(Ruszndk és munkatdrsai, 1997), és a madarak nucleus magnocellularisinak neuronjai
(Rathouz és Trussel, 1998). Igen érdekes azonban, hogy egy viszonylag djkeleti
tanulmdnyban tengerimalac nucleus cochlearisdbdl enzimatikusan izolélt, bushy-neuronként
azonosithaté sejteken nem tapasztaltdk inaktivdlodé K*-aram jelenlétét (Rothman és Manis,
2003), ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezen aramkomponens jelenléte jelentds faji
kiilonbségeket mutathat. Ezt a feltételezést tdmasztja ald az a megfigyelés is, hogy
laboratériumunkban szdmos esetben sikeriilt a patkdny nucleus cochlearisabdl enzimatikusan
izolalt, bushy-sejtként azonositott neuronokrdl tranziens K*-dramot elvezetni.

Fontos megemliteni, hogy az A-tipusi K'-dram jelenlétének vagy hidnydnak és
megoszldsdnak esetleges faji kiilonbozdségei a hallérendszer mds teriiletén is komoly gondot
jelentenek. A nervus acusticus rostjainak sejttestjét képezé ganglion spirale neuronok
esetében példaul a mai napig parazs vita zajlik arrél, hogy vajon ezen neuronok expresszaljak-
e (és ha igen, milyen megoszldsban) az A-tipusi K'-dram kialakuldsaért felelds
ioncsatorndkat. Az irodalmat attekintve azonban korvonalazddik az a (nem egészen meglepd)
szitudcid, hogy a tranziens dramkomponens jelenlétét leginkdbb a vizsgdlati mddszerek

befolydsoljdk (a prepardtum készitésének moddszere; esetleges enzimexpozicié jelenléte; a
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kés6i tipusi K'-dramokat gétlé szerek alkalmazédsa, ami felfedheti az egyébként ,rejtett”
tranziens aramkomponenst [Szabo és munkatdrsai, 2002]).

Béar mind a Kv3.4-, mind a Kv4.2/4.3-alegységek éltal kialakitott csatorndk tranziens
K*-dramok kialakuldsdban vesznek részt, az igy megjelend dramok néhany igen fontos
sajatossdgukban jelentdsen kiilonbdznek egymastol. Az egyik legfontosabb differencia, hogy
a Kv4-alegységek 4altal generdlt A-tipusti d&ramot mar kicsiny depolarizicié is aktivdlja (Low
voltage-activated vagy LVA A-dram). Ez az a tranziens 4ram, aminek létezésérél az
elektrofiziologia olyan meghatarozé személyiségei szamoltak be els6ként mint Connor és
Stevens (/971), valamint Neher (/971); és ezen komponens leirdsara gyakran alkalmazzik a
,klasszikus” A-dram terminust. Az LVA A-dram aktivaléddsianak nagy jelentdsége van az
AP-sorozatokon beliil az egyes csucsok kozotti intervallum (azaz a tiizelési frekvencia)
meghatdrozdsdban.  Mivel ezen csatorndk a Na'-csatorndk aktivcidjdhoz sziikséges
depolarizaciondl kisebb membranpotencidl-valtozasok alkalmazdsakor mar aktivalodnak,
hatékonyan csokkenthetik a kialakul6 tiizelési frekvencidt, és bizonyos koriilmények kozott
nagy jelentdségiik lehet az els6 AP késleltetésének meghatarozasaban is (Ruszndk és
munkatdrsai, 1997; Shibata és munkatdrsai, 2000). Mindezen funkcidk egyiittesen azt is
jelentik, hogy az LVA tranziens K'-dram dontd befolydst gyakorol a szinaptikus valasz
jellegére; s6t, mivel a csatorndk aktivacidja kisebb depolarizacié mellett torténik, mint a Na*-
csatorndké, bizonyos esetekben teljesen meg is akaddlyozhatjdk az serkentd hatdsu
szinaptikus valaszt kovetd AP kialakulasat.

A Kv3.4-alegységeket tartalmazé K'-csatorndk ugyancsak erdteljes inaktivacios
tendenciat mutatnak, azonban az ezen alegységek kozremiikodése 4ltal kialakitott aram
aktivacidja lényegesen nagyobb depolarizaciot igényel, mint az LVA-dramoké, igy
megalapozottnak tlinik a high voltage-activated (HVA) A-dram terminolégia. A HV A-tipusi
A-aram legfontosabb funkcidja, hogy jelent6sen hozzdjarul az AP-t kovetd repolarizacié
kialakuldsahoz, valamint (mivel a repolarizicids fazist kovetéen a membranpotencidlt erOsen
negativ tartomdnyba mozditja) lehet6vé teszi a Na*-csatorndk szdmadra, hogy az inaktivalt (és
igy nem aktivalhatd) dllapotbdl a zart 4dllapotba menjenek 4t, alkalmassa téve Oket repetitiv
aktivitas kialakitdsara. A HVA A-dram ezen tilmenden tompitja a retrograd irdnyban terjedd
AP-k hatdsdt, valamint hozzdjarul a dendritfakon esetlegesen kialakulé Ca**-tiiskék
(fesziiltségvezérelt Ca®*-csatorndk aktivdléddsa miatt kialakul6 depolarizéciok) lezarasihoz,
amik egyébként komolyan befolydsolndk a kérdéses neuron altal produkalt aktivitasi
mintazatot (Martina és munkatdrsai, 2003). Lényeges megemliteni, hogy mivel a HVA A-

dram csak a Na'-csatorndk megnyildsdt okozé depolarizdciéonal nagyobb mértéki
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membranpotencidl-valtozas hatdsara aktivalddik, az ilyen dramot kialakitd csatorndk jelenléte
és mikodése sohasem jar az AP kialakuldsanak megakaddlyozdsdval vagy késleltetésével, és
az nem befolydsolja a beérkezd szinaptikus potencidlok kovetkeztében kialakuld
depolarizici6 nagysdgit vagy idéviszonyait sem.

A bushy-sejtek Kv-expressziés mintdzatdnak vizsgédlata sordn tanulméanyozott Kv-
alegységekrdl eddig rendelkezésre 4ll6 informécidkat (legfontosabb biofizikai és
farmakoldgiai sajatossdgok, valamint a hozzdjuk rendelt lehetséges funkciok) a konnyebb
attekinthet6ség kedvéért az 5. tdblazatban foglaltuk Ossze.

A bushy-sejtek TASK-1 immunpozitivitisdnak bizonyitdsit ugyancsak a
disszertdciéban vazolt kisérletsorozat fontos eredményének tartjuk, ugyanis bar mRNS
szintjén mar igazoltdk ezen csatorndk jelenlétét a halléorendszerben (Karschin és munkatdrsai,
2001), mi mutattuk meg elsé izben, hogy a TASK-1-csatorndkat valéban expresszdlja a
nucleus cochlearis egyik jellegzetes sejttipusa. A héttér K'-csatorndk (igy a TASK-1-
csatornak) neurondlis funkci6jardl ismert, hogy alapvetd fontossidgiak a nyugalmi K'-
permedbilitas szabdlyozdsaban, igy dontden befolydsoljdk a sejtek bemend ellendllasat, igy
azok ingerlékenységét is. Mindezekbdl kiindulva feltételezhetd, hogy a TASK-1-csatorndk
komoly szerepet tolthetnek be a bushy-sejtek alacsony bemend ellendlldsanak, ezéltal a gyors

vélaszkészségiik fenntartdsdban.
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5. tablazat
A jelen disszertdcidban vizsgélt Kv-alegységekbdl felépiild ioncsatorndk éltal produkalt K*-dramok fontosabb jellemzdi

Alegység Aktivdcié” Inaktivdcio Farmakolégia™ Klasszikus megnevezés Lehetséges funkciok™
® A spontdn tiizelés megakaddlyozasa (Anderson és Harvey, 1988)
e Lehetévé teszi a gyorsan adaptdlodd tiizelés kialakuldsat (Brew és
Kvl.1 LVA Nagyon lassu 4-AP > TEA", DTX Késéi tipusu, D-dram Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel 1998)
e Neheziti vagy megakaddlyozza a hyperexcitabilitds kialakuldséat (Dodson
és munkatdrsai, 2003; Forsythe és Dodson, 2004)
Kv1.2 LVA Nagyon lasst 4-AP > TEA*, DTX Késoi tipusd, D-dram Ugyanaz, mint a Kv1.1 esetében
e Meghatarozza az akciés potencidl alakjét
Kvl3 LVA Lassd 4-AP > TEA* Lassan lflaktl/VflIOdO, kés6i | e Lehetdvé teszi a gyors repolarizdciot
tipusu aram e Iehetévé teszi tonusos (tartds) tiizelés kialakuldsat (Kupper és
munkatdrsai, 2002)
e Az A-dram ,Kklasszikus” funkciéi (Connor és Stevens, 1971, Neher,
1971):
e Meghatirozza az egyes akciés potencidlok kozott eltelt iddtartamot,
s csokkenti a tiizelési frekvenciat
Kvl.4 LVA Gyors Csak 4-AP A-dram P PR . P
e Beillitja a neurondlis ingerlékenység mértékét
e Meghatdrozza az akcidspotencidl-sorozat els tagjdnak késleltetését
(Ruszndk és munkatdrsai, 1997; Shibata és munkatdrsai, 2000)
e Hozz4jarul a szinaptikus jelek organizacidjidhoz
Kvl.6 LVA Nagyon lassu 4-AP > TEA+, DTX Késéi tipusu, D-dram Ugyanaz, mint a Kv1.1 esetében
Kva.l HVA Nagyon lassii TEA+ > 4-AP Késéi tipust dram Ugyanaz,. mint a Kvl.3 esetében (Wang és munkatdrsai, 1998; Rudy és
McBain, 2001)
Kv3.2 HVA Nagyon lassu TEA" > 4-AP Kés6i tipusi dram Ugyanaz, mint a Kv3.1 esetében
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5. tablazat - folytatas

Alegység Aktivdcio Inaktivdcio Farmakologia Klasszikus megnevezés Lehetséges funkciok

e Biztositja a Na'-csatorndk visszatérését az inaktivalt dllapotbSl
(inaktivalt->zért dtmenet), igy

e Lehetdvé teszi a repetitiv tiizelés kialakulasat (Hess és El Manira, 2001)

Kv3.4 HVA Gyors TEA" > 4-AP A-dram ) ) ) o
e Csokkenti a retrogrdd akcids potencidlok amplitidéjat és zavaré hatdsat
e Felgyorsitja a ,,Ca**-tiiskék” megsziinésének iitemét (Martina és
munkatdrsai, 2003)
Kv4.2 LVA Gyors Csak 4-AP A-dram Ugyanaz, mint a Kv1.4 esetében
Kv4.3 LVA Gyors Csak 4-AP A-dram Ugyanaz, mint a Kv1.4 esetében

“LVA: Low voltage-activated; HVA: High voltage-activated

" 4-AP - 4-aminopiridin; TEA™ — Tetraetil-amménium; DTX — Dendrotoxin

. A gatl6szerek szokvanyosan alkalmazott koncentriciétartomanyéban

;. A megillapitdsok dontéen a homotetramer (és kisebb mértékben az adott alegységet is tartalmazé heterotetramer) csatorndkra vonatkoznak

Egyéb megjegyzések:

e A téblazat elsd 6t oszlopa a Coetzee és munkatarsai (/999) éltal publikalt 4ttekintés alapjan késziilt.

® Az egyébként nem inaktivdl6dé Kv1-csoportba sorolhaté alegységek szintén kozremiikddhetnek inaktival6dé K*-dram kialakitdsdban, amennyiben egy tn. ,,31”
kiegészitd alegységgel kapcsolédnak (Rettig és munkatdrsai, 1994; Sewing és munkatdrsai, 1996).

® Az egyes fécsoportokon beliil lehetséges heterotetramer szerkezetet mutatd csatorndk osszeszerelédése is, ami jelentésen médosithatja a kész, funkcidképes csatorna
altal produkdlt iondram altaldnos jellemzdit.
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A nucleus cochlearisban taldlhaté projekcids neuronok (piramis, 6rids-, octopus-,
bushy- és Purkinje-szerli sejtek) ugyanazon bemend informécidra igen kiilonbdzd aktivitési
mintdzattal reagdlnak, aminek nagy jelent6sége van a hanginger egyes komponenseinek
dekodolasdban. A nucleus cochlearis miikddésének pontos megértéséhez igen fontos lenne
annak tisztdzdsa, hogy az adott sejttipus vajon miért éppen olyan tiizelési mintdzatot produkal,
amilyet.  Nyilvdnvald, hogy az egyes neuronféleségek kiilonbozd vélaszkészségének
hatterében tobb tényezd is dllhat: a rajtuk végzO0dd szinapszisok lokalizdcidja, szdma,
mindsége €és nagysiga, a sejttest és a nydlvanyrendszer geometridja, valamint a belsddleges
membransajitossigok, melyek kialakitdsdban meghatdrozé jelentOségliek a kiilonbozd (de
dontéen a fesziiltségvezérelt-) K™-csatorndk. A jelen fejezetben bemutatott munka azzal a
céllal késziilt, hogy megprobaljunk Osszefiiggést keresni az egyes sejttipusokra jellegzetes
aktivitds és az altaluk expresszalt Kv-alegységek tipusa, mennyisége és eloszldsa kozott;
remélve, hogy talan korvonalazédik egy olyan Kv-eloszlasi mintdzat, ami az egyes tiizelési
mintdzatok megjelenésével osszefiiggésbe hozhatd. Ebbdl fakaddan nyilvanvalé kell legyen,
hogy ez a munka egy nagyobb, a nucleus cochlearis tobbi sejttipusat is feldleld
vizsgélatsorozat elsd eleme volt. Meggy6zd6désiink, hogy az ezen részben bemutatott adatok
értékes informdciét adtak a bushy-neuronok viselkedésének és miikodésének pontosabb
megértéséhez, dm a kisérletsorozat tovabbfolytatisdhoz egy dontd, a metodikdt érintd
véltozast kellett tenni.

A bushy-sejtek vizsgalatdhoz enzimatikusan izolalt neuronokat alkalmaztunk, és bar a
technika szdmos eldnnyel jart (nem igényel nagy instrumentélis hatteret, a preadszorpcids
kontrollal valé 6sszehasonlitds utan lehetové teszi az immunpozitivitds erésségének kozvetlen
megitélését), komoly fogyatékossagai is voltak. Szemben a bushy-sejtekkel, amik esetében
sikeriilt egy olyan azonositasi algoritmust kidolgozni, amivel megbizhatdan lehetett a keresett
sejteket identifikdlni (hiszen semelyik mas sejttipus nem rendelkezett kerek sejttesttel és két
nyulvannyal), ez a megkozelités a tobbi neuronféleség vizsgilatdhoz nem bizonyult
alkalmazhaténak, igy a kordbban mar definidlt kisérleti célok megvaldsitidsdhoz az
enzimatikusan izolalt sejtek alkalmazdsa nem volt folytathatd. A nehézségeket jol illusztrélja,
hogy az octopus-sejtek esetében az Osszes kisérletet figyelembe véve csak a 14. dbran
bemutatott esetben sikeriilt olyan izoldlt neuronra bukkanni, ahol a morfoldgiai
hovatartozashoz biztosan nem férhetett kétség. A piramis- és az Oridssejtek esetében sem volt
sokkal jobb a helyzet, mivel a sejttest alakja mindkét esetben jorészt azonos, a soma mérete
fiatal allatokban még nem olyan egyértelmt differencidldsi szempont, a kérdéses sejtek

pontos identifikdlashoz sziikséges nytlvanyrendszer pedig dltaldban hidnyzott.
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A tovabblépés lehetOségét az uszoszelet technika rendszeres alkalmazasaban lattuk,
hiszen itt mind a pontosan megdrzétt morfoldgiai jegyek, mind a neuronok lokalizicidja
komoly segitséget nytjthatott a pontos és egyértelmili sejtazonositdshoz. A szisztematikusan
végzett kisérletek sordn azonban egy 1j problémdval kellett szembesiilniink: az egyes
antitestek alkalmazdsa sordn a neuropil gyakran mutatott olyan intenziv jelolédést, hogy az
gyakorlatilag teljesen elfedte az egyedi neuronok sejttestét és nyudlvanyrendszerét egyarant.
Mivel az ilyenkor alkalmazhatd, szokdsos ,,praktikdk” (vékonyabb szelet készitése, higabban
alkalmazott elsédleges és masodlagos antitestek, stb.) nem eredményeztek gyokeres javulast,
olyan technikd(ka)t kerestiink, amivel vagy amikkel lehetségesnek tlint egyedi neuronok vagy
egy-egy tipusba sorolhaté neuronpopulicié jelolése. A lehetséges megoldasok kozott
bukkantuk egy fluoreszcens jeloléanyag, a rodamin alkalmazdsanak lehetdségére, ami azért
tiint kiilonosen kecsegtetonek, mert a festéket az agytorzs megfeleld pontjan végzett laesioba
juttatva az axon mentén mind antero-, mind retrograd irdnyba szallitédott, ezaltal feltoltotte a
sériilt axonokhoz tartozé neuronok sejttestét is. A technika alkalmazdsdval igy lehetségesnek

tlint az egyes csoportba tartozé nucleus cochlearis neuronok szelektiv jelolése.

14. abra

Calretinin-specifikus immunfestés eredménye enzimatikusan izolalt nucleus
cochlearis octopus-sejten

Az abrdn jol megfigyelhetdk az octopus-sejtekre jellegzetes morfolégiai jegyek: az elnydjtott
sejttest és a jellemzOé mdédon a soma egyik oldaldbél kiindulé nydlvdnyrendszer. A felsé kép
ugyanazt a sejtet mutatja, de ebben az esetben a sejttest van a fékuszban.

Amint azt a 15. dbra egy rodaminos toltéssel lathatova tett, majd Kv3.1-specifikus
immunjeldlésen atesett Oridssejt példdjan mutatja, a megfeleld helyen alkalmazott laesioba
juttatott rodaminnal val6 retrograd jelolés, valamint az igy nyert agyszeleteken végzett
immunfestés valéban hasznosan segitette az egyedi sejtek azonositdsat, és azok

fehérjeexpresszidjanak vizsgalatit. Hamar be kellett azonban latnunk, hogy konvencionalis

fluoreszcens mikroszképot alkalmazva nem lesziink képesek minden sejttipus esetén
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elfogadhaté mindségben dokumentilni egyes Kv-alegységek jelenlétére vagy hidnyéra utal6
immunhisztokémiai eredményeinket. A megoldast csak a konfokélis mikroszkdpia rutinszert
hasznélata jelenthette, igy a tovdbbiakban a figyelmiinket a rodaminnal l4that6va tett nucleus
cochlearis neuronok konfokalis analizisének szenteltiik. Ezen vizsgélatokat elkezdve azonban
azzal kellett szembesiilniink, hogy a nucleus cochlearis egyes sejtalakjainak egyértelmii
azonositdsa még akkor sem mindig trividlis, amikor a morfoldgiai megjelenés egyértelmiinek
tinik. Tekintettel arra, hogy a nucleus cochlearis neuronok elektrofizioldgiai vizsgélata sordn
gyakran alkalmazott Lucifer Yellow-val tortént feltoltés utan is hasonlé morfoldgiai jegyeket
mutattak, mint a rodaminos jelolést kovetden, felmeriilt annak az igénye, hogy egy jol
alkalmazhaté sémdat dolgozzunk ki az egyedi neuronok minél biztosabb identifikaldsa
céljabol. A cél elérése érdekében egy meglehetosen részletes konfokalis mikroszkopos

analizist végeztiink, aminek mikéntjérdl és eredményeirdl a disszerticid kovetkezo fejezete

szamol be.
15. abra
Kv3.1-specifikus immunreakcié piramis-sejten rodaminnal torténé jelolést
kovetéen

Az dbra rodaminnal tortént retrogrdd jelolés és Kv3.1b-specifikus immunfestés kombindlt
alkalmazdsdnak eredményét mutatja. JOl 1dthaté egy rodaminnal (piros) sikerrel toltott oridssejt
somdja, valamit sejtfelszini membranjdnak intenziv, Kv3.1-specifikus jel6lése (zold). Kalibracio:
25 um.
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3.2 A nucleus cochlearis fobb projekciés neuronjainak morfoldgiai
jellemzése rodaminnal tortént retrograd jeldlés utan

3.2.1. Bevezetés

A nucleus cochlearis éltaldnos szerkezetére és az egyik jellegzetes sejttipusra, azaz a
bushy-sejtekre vonatkozo6 legfontosabb informacidkat a disszertacid 1.3. és 3.1.1. fejezeteiben
mdr részleteztiik, igy a jelen részben csak az azokban nem tirgyalt ismeretek targyaldsira
szoritkozunk.

A nucleus cochlearis projekcids neuronjainak morfolégidjara és funkcidira vonatkoz6
kérdések vizsgalata régota képezi targyat a hallas kozponti idegrendszeri folyamatait targyald
értekezéseknek és tanulmanyoknak. A projekcids neuronok egyike, az Gn. octopus-neuron a
pVCN-ben taldlhat6, nevét onnan kapta, hogy nytdlvanyai a polip megszokott dbrazoldsdhoz
hasonléan egy irdanyba rendezOédnek (14.4abra; Osen, 1969). A processzusok ezen
elrendezddésének jelentdsége akkor vilik igazadn vildgossd, ha figyelembe vessziik, hogy a
pVCN-en athalad6 nervus acusticus rostkoteg igen kis atmérdjiire sziikiil, igy az octopus-
sejtek cochlearis rostok kozé benyild, azokra merdleges dendritjei szdmos axonnal
egyidejiileg tudnak kapcsolatot 1étesiteni. Ismert, hogy az octopus-sejtek bemend ellendlldsa
igen alacsony, ezért rajtuk igen gyorsan kialakuld és rovid ideig tartd postsynapticus
potencidlok alakulnak ki, igy egy octopus-neuron akkor és csak akkor tiizel AP-t, ha a hozz4
érkezd axonokon az ingeriileti folyamat igen sziik idStartamon beliil, szinkron zajlik le. Ezen
megfontolds alapjdn az octopus-sejteket ,.koincidencia-detektoroknak™ tekintik. A sejtek az
informéciot a stria acustica intermedidban kilép6 axonjaik révén a felsd olivaris magcsoport
sejtjeihez juttatjak.

A VCN teriiletén elszortan taldlhatd, feltehetéen tobb alcsoportra bonthaté tin. stellate-
sejtek ugyancsak a mag projekcids neuronjai kozé tartoznak. Egyes adatok szerint e sejtek
spontan aktivitdssal is rendelkeznek (Agar és munkatdrsai, 1997), a hallépélya feldl érkezo
afferens ingerlésre pedig sajitos valaszmintdzattal reagilnak (Rhode és munkatdrsai, 1983).
A sejtek egy része mindkét oldali colliculus inferiorba kiild informéciét (T-tipus), mig masok
axonjai a magon beliil a pVCN és DCN teriiletén végzddnek (D-tipus, Oertel és munkatdrsai,
1990). A stellate-sejtek funkciondlis jelentdségérdl jelenleg nincs egységes elképzelés.

A DCN teriiletén a neuronok rendezettsége lényegesen nagyobb fokd, mint a VCN-
ben, aminek egyik jellegzetes megnyilvanuldsa a réteges szerkezet (jollehet ennek mértéke

fajonként eltérd, Moore és Osen, 1979). Az elsO sejtrétegben donten a késObb targyalandd
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szemcsesejtek taldlhatok. A madsodik sejtréteg legjellegzetesebb neuronjai a piramis-sejtek,
melyek haromszogletl sejttestjének két polusardl egy-egy dendritfa ered, a harmadik szoglet
pedig az axon kiinduldépontjidnak felel meg (Lorente de No, 1933; Lorente de No, 1981;
Webster és Trune 1982; Rhode és munkatdrsai, 1983). A proximadlis dendritfa a mag felszine
felé, a kiils6 szemcsesejtes rétegbe nyulik, ahol az ezen sejtek parallel-rostjai altal alkotott
halézattal szinaptizdl. A DCN harmadik rétegébe nyuilé disztdlis dendritfa és a sejttest az
ezen magrészbe leszalld acusticus rostoktdl kap bemenetet (Kane, 1974; Schweitzer és Cant,
1984). Ha tekintetbe vessziik, hogy a szemcsesejtekhez cochlearis, somatosensoros és
magasabb kozpontokbdl leszdlld informdcidk egyardnt eljutnak, a piramis-sejtek kettds
afferenticidja egy jelentds integracid lehetdségét sugallja. Ugyanerre a kovetkeztetésre
jutunk, ha megfontoljuk, hogy ezen neuronok tobbféle aktivitismintazat generalasara képesek
(Kanold és Manis, 1999); sot, az afferens ingerlés intenzitdsatol és jellegétdl, valamint a
nyugalmi membranpotencidl aktudlis értékétdl fiiggden ugyanaz a neuron is megvaltoztathatja
aktivitdsi mintdzatit. Arra a kérdésre azonban, hogy a piramis-neuronok ezen integrativ
mikodése a hallasi informécié feldolgozasdnak mely pontjan jelentds, még nincs pontos
valasz. A piramis-neuronok axonjai a stria acustica dorsalisban hagyjdk el a nucleus
cochlearist és a colliculus inferiorban végzddnek.

A nucleus cochlearis sejtjei koziil a legnagyobb (akdr 50-60 pm atmérdjii) sejttesttel az
oriassejtek rendelkeznek. Jollehet ezek a neuronok mind a VCN, mind a DCN teriiletén
megtaldlhatok (Osen, 1969), altalaban a DCN projekciés neuronjaiként tartjuk szamon Oket,
mivel a legnagyobb szdmban ezen magrész legmélyebb, belsd rétegében mutathatdk ki; igaz,
fajonként valtozé mennyiségben (Lorente de No, 1933; Harrison és Irving, 1965; Moore és
Osen, 1979; Webster és Trune, 1982). Egy-egy Oriassejt dendritjeit igen nagy tdvolsigra
(500-600 pm) lehet kovetni, €s azok szinte az egész nucleus cochlearist behalézzak. Ez az
anatémiai elrendezés arra utal, hogy az Oridssejtek mind kozvetleniil az acusticus rostok
jelentés hanyadatdl, mind szamos interneurontdl kapnak és integralnak bemeneteket (Rhode
és munkatdrsai, 1983). Az odriassejtek az oket ért megfeleld intenzitdsu stimuldcié hatisara
két utdhiperpolarizicios hullam altal kisért AP-t tiizelnek, ami a stria acustica dorsalisban
kilépé axonokon az ellenoldali colliculus inferiorba jut. Léteznek arra vonatkozd adatok is,
hogy egyes 6ridssejtek axonjai az ellenoldali nucleus cochlearist is elérik (Osen, 1972; Ryugo
és munkatdrsai, 1981). Ezen sejttipus kis szdma és ,rejtett” pozicidja miatt a mitkodésére
vonatkozé adatok szdma csekély, igy a hangérzékelésben betoltott szerepére vonatkozdan

sincsenek megbizhat6 elképzelések.
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A DCN terilletén taldlhatok az un. Purkinje-szeri sejtek (PLC), amik nagy
valészintiséggel ugyancsak a projekcidés neuronok kozé tartoznak. Mint arra neviik is utal,
ezek a neuronok ontogenetikai rokonsdgban vannak a kisagyi Purkinje-sejtekkel; sot, egyes
szerzOk az egyedfejlédés sordn ,eltévedt’, azaz ectopids Purkinje-sejteknek tekintik Oket
(Rossi és Borsello, 1993; Hurd és Feldman, 1994; Spatz, 1997). A rendelkezésre 4llo
irodalom szerint els6sorban rdgcsdlokban mutathatok ki, ahol a DCN legfelszinesebb
rétegében, és meglehetdsen kis szdmban taldlhatok. A sejtek pozicidja olyan, hogy a soma a
DCN felszine felé néz, mig az igen nagy és disan elagazé dendritfa a mag belseje felé nyulik.
Rendkiviil kevés adat 4ll rendelkezésre a PLC-k szinaptikus bemeneteire vonatkozéan. Annyi
bizonyosnak latszik, hogy patkdnyban rostokat kapnak az alsé olivaris teriiletrol (Rossi és
Borsello, 1993), de a magon beliili 0sszekottetéseik még ebben a fajban is gyakorlatilag
ismeretlenek. Vannak ugyanakkor arra utal6 adatok, hogy a PLC-k axonjai a kisagyi
magvakba juthatnak (Spatz, 1997). Kell szamu adat hijan természetesen a PLC-k halldsban
jatszott szerepére egyeldre javaslatok sincsenek.

A fent bemutatott projekciés neuronok mellett a cochlearis mag nagy szamban
tartalmaz igen valtozatos morfol6gidjui interneuronokat is. Ezen sejtek esetén még a
nomenklatiira sem teljesen egységes, a neuronhdlézatokban betoltott szerepiikrdl pedig alig-
alig 4llnak rendelkezésre adatok. Lényegében csupédn két olyan interneuron-tipus van, ahol
érdemi mennyiségli informaciot sikeriilt felhalmozni: a szemcse- és az un. cartwheel-sejtek
esetében. Elobbiek a mag egész teriiletén megtalalhatok (Mugnaini és munkatdrsai, 1980), de
legjellegzetesebb eléforduldsuk a DCN felszine és a DCN/VCN hatarteriilet. A szemcsesejtek
kicsiny, mind6ssze 6-8 um atmérdjii neuronok, funkciondlis jelentdségiikrdl a piramis-sejtek
kapcsan mar emlitést tettiink. Ugyancsak a piramis-sejtek miikodésének modulaldsiaban van
szerepe a cartwheel-sejteknek, amelyeket az irodalom gétlé interneuronoknak tart, jéllehet
abban eltéréek a vélemények, hogy GABA-erg vagy glicinerg sejtekrdl van-e sz6 (Mugnaini,
1985; Adams és Mugnaini, 1987; Gates és munkatdrsai, 1996). A cartwheel-sejtek
funkcionalis jelentéségét az adja, hogy mind az acusticus, mind a parallel-rostoktél bementet
kapnak, és gitld hatdst fejtenek ki a piramis-sejtekre valamint (nagy valdszinliséggel) az
oriassejtekre  (Wouterlood és Mugnaini, 1984). Immuncitokémiai sajatsdgaik és
Osszekottetéseik jellege alapjan sokan ugy tekintik Oket, mint a kisagyi Purkinje-sejtek
funkciondlis analdgjait (Oertel és Young, 2004).

Nyilvanvalo, hogy egy olyan komplex struktira, mint a nucleus cochlearis esetében a
képlet egészének funkcidja csak akkor érthetd meg, ha elegend0 mennyiségli adat &ll

rendelkezésre az egyes elemek (azaz a kiilonboz6 sejttipusok) viselkedésére és vélhetd
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funkcidjara vonatkozolag. Annak érdekében azonban, hogy a nucleus cochlearist felépito
sejttipusokhoz egyértelmii funkciondlis adatokat rendelhessiink alapvetd azok pontos és nagy
biztonsdggal torténd azonositdsa; fiiggetleniil att6l, hogy funkciondlis (patch-clamp) vagy
immunhisztokémiai kisérletek torténtek. Az egyedi neuronok morfoldgiai leirdsa, azok
azonositdsa és/vagy klasszifikdcidja a kisérletes neurobioldgia régi problémdja, aminek
megkonnyitésére az utdbbi évtizedekben sokféle vizualizdcids technika sziiletett, beleértve a
kiilonb6z6 impregnacids eljardsokat, és a sejtek feltoltését célzé mddszereket. Az dltaldnosan
hasznélt technikdk hatékonyak lehetnek ugyan, de gyakran van valamilyen hatranyuk: egyes
moédszerek nagy szdmi neuron egyidejiileg torténd jeldlésére alkalmasak, 4m nem adnak
informaciot a funkciondlis sajatossagaikrol; masok alkalmasak a morfolégia-funkcié
kapcsolatinak megitélésére, de csak kis szamu sejten.

Az egyes sejtféleségek (koztiik a neuronok) funkcidjanak pontosabb megértését
szamos esetben hatékonyan segiti a sejtfelszini membranjukban vagy a cytoplasmdjukban
taldlhato fehérjék (receptorok, ioncsatorndk, transzporterek, pufferfehérjék,
neurotranszmitterek szintézisét végzo enzimek) jelenlétének, mindségének és lokalizacidjanak
leirdsa. Az ezen cél érdekében végzett vizsgdlatok gyakran valamilyen immunhisztokémiai
jelolés és fluoreszcens mikroszkdpia kombindlt alkalmazdsdval torténnek, aminek révén
valamennyi olyan neuron és egyéb képlet lathatévd tehetd, amik a kérdéses (cél)fehérjét
tartalmazzdk. Az ilyen eljdrdsok haszndlata sordn azonban alapvetd és megkeriilhetetlen
kovetelmény, hogy a kérdéses fehérjére pozitivitast mutatd strukturdk és sejttipusok a lehetd
legbiztosabban azonosithatdk, identifikdlhatok legyenek. Intracelluldris jelolés alkalmazdsa
gyakran tar fel olyan morfoldgiai azonosito jegyeket, amik alapjan a kérdéses sejttipus tobbé-
kevésbé egyértelmiien azonosithatd, de a sejtfelszini antigéneket jelolo antitestek alkalmazasa
gyakran eredményez olyan szitudciot, hogy a jelolt sejt morfoldgiai hovatartozdsa nem
dontheto el egyértelmiien.

A nucleus cochlearist felépitd neuronféleségek morfolégiai azonositasa akkor
valdsithaté meg a legkonnyebben, ha méd van a kérdéses sejt esetében a soma alakjanak és
nagysagidnak meghatdrozdsara, a nyudlvanyok szdmadnak, lefutdsdnak és lokalizacidjanak
megitélésére, a sejttipus nucleus cochlearison beliil elfoglalt helyzetének lefrasara, valamint
(kiilonosen a projekciés neuronok esetében) az axonok célpontjainak meghatirozasara.
Szamos esetben azonban ezen informécidknak csak a toredéke 4ll rendelkezésre, és igy kell a
sejttipusra vonatkozé dontést meghozni; ilyenkor azonban a lehetd legteljesebb mértékben
tisztdban kell lenniink azzal, hogy az egyes részinformécidk milyen suillyal esnek latba a

klasszifikalds folyamata sordn. Konnyili beldtni, hogy egy-egy jol sikeriilt kisérlet sordn
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kiilonosen fontos a sejt azonositdsa, €s igen kellemetlen, ha a rendelkezésre all6 adatok
alapjan ez nem végezhetd el kelld bizonyossdggal — ilyenkor természetesen igen nagy a téves
klasszifik4ci6 esélye.

Az egyértelmi sejtazonositdssal Osszefiiggd problémdk gyakran jelentkeznek a tiléld
vékonyszelet-prepardtumon torténd funkciondlis vizsgélatok sordn is, amikor a vizsgélt sejt
morfoldgiai hovatartozdsdnak egyértelmii meghatdrozasa alkalmanként igen nehéz lehet. A
szeletben elhelyezkedd neuronok vizualizdcidja differencia-interferencia  kontraszt
mikroszkdpiaval torténik, am ez az eljards jorészt csak a sejttest lathatova tételére alkalmas,
ami elegendd ugyan a sejtek mikroelektroddval torténd megkozelitésére és a megfeleld sejt-
mikroelektréd kontaktus kialakitisara, de mivel a nydlvanyokat csak igen korlatozottan képes
megjeleniteni, az egyértelmli és biztos sejtazonositds ezen technika révén 4altaldban nem
lehetséges. Gyakran alkalmazott (és a disszertaci6 el6z6 részében mar ismertetett) technika,
hogy a kisérlet soran valamilyen fluoreszcens festékkel toltjiik fel a vizsgdlando sejteket, ami
jelentdsen noveli a sejtazonositds esélyeit, de az még igy is nagyon nehéz (ha nem lehetetlen)
lehet, mert a prepardlds sordn sériilhet a sejtekre jellegzetes nyudlvanyrendszer; de az is
konnyen megeshet, hogy a metszési sik nem teszi lehetdvé az egyértelmil sejtazonositast, mert
a sejt nydlvanyai dontéen a sejttest mogott, azaz ,.takardsban” vannak.

Annak érdekében, hogy a nucleus cochlearis kiilonb6z6 neurontipusainak egyértelmi
azonositdsdhoz kelld informécidra tegyiink szert, a disszerticié jelen részében rodamin
segitségével feltoltott nucleus cochlearis neuronok morfoldgiai analizisét végeztiik el, dontéen
konfokalis mikroszkdpia alkalmazdsdval. A sejtek rodaminos jeldlése informacidt nytjtott
azok projekcids tutvonalardl és lehetdvé tette azok izolalt feltoltését, aminek révén megitélhetd
volt a nucleus cochlearison beliil elfoglalt helyzetiikk. A konfokélis mikroszképia az egyedi
sejtek vizualizalasan tul lehetdséget teremtett a sejtek térbeli struktirajanak rekonstrukciojara,
valamint azok tetszéleges irdnybdl torténé vizsgilatira is. A vizsgalatsorozat egyik
legfontosabb célja annak megallapitdsa volt, hogy az egyes projekcids neuronokat nem
,idedlis” sikban vizsgilva vajon mekkora a tévesztés lehetdsége a morfoldgiai hovatartozas
meghatdrozdsa sordn. Szerettiink volna tovdbbd néhdny altaldnosan hasznédlhaté szempontot
kijelolni, aminek révén lehetdvé valhatott a konnyebb sejtazonositds a nucleus cochlearisban,
akar részinforméaciok alapjan is. Végiil valaszt szerettiink volna kapni arra a régi kérdésre is,

hogy a Purkinje-szert sejtek projicidlnak-e a cerebellum teriiletére.
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3.2.2. Eredmények

A nucleus cochlearis komplex egyik legérdekesebb sejttipusdt a Purkinje-szerii sejtek
képezik (16. dbra). A PLC-k erételjes calbindin-pozitivitdsat (Spatz, 1997) kihasznélva azok
konnyen lathatéva tehetOk voltak (16A). Amint azt a nyilak jelzik, a PLC-k tobbé-kevésbé
gomb alaku sejttesttel (4tmérd: 32 £ 4 um [n = 8]) és rendkiviil gazdagon eldgaz6 dendritfaval
rendelkeztek. A sejtek igen aszimmetrikusak voltak, mivel a nytlvdnyok a nucleus cochlearis
kozéppontja irdnydba haladtak, ugyanakkor a sejttest a DCN legfelszinesebb rétegében
helyezkedett el (Hurd és Feldman, 1994). A PLC-k sejttestébdl valtozo szamu (1-8) nyulvany
eredt (az egyes nucleus cochlearis neuronok morfoldgiai jellemzdit a 6. tdbldzatban foglaltuk

0ssze).

16. abra

Patkany nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szerii sejtjeinek morfologiaja
és retrograd jelolése

A: Harom, a DCN felszinén elhelyezked6 PLC kis nagyitasi képe (nyilak; calbindin-specifikus
immunfestés; konvenciondlis fluoreszcens mikroszképpal felvett kép). B: A pedunculi
cerebellaris teriiletén ejtett sebzésekben alkalmazott rodaminnal tortént jelolés utdn tapasztalt kép.
Nyil mutatja az egyik jelolddott struktirat, amirdl valdsziniisithetd, hogy részét képezi egy PLC
dendritfdjanak. A kisebb kép a kdzépvonalban ejtett laesio utdn tapasztalt jelolédési mintdzatot
demonstrélja, nyilak jelzik a DCN hatdrdt. Ebben az esetben felszini jel616dés nem tapasztalhato,
ugyanakkor tisztdn kivehetdk a DCN egyéb projekciés neuronjai. C-D: Calbindin-specifikus
immunreakci6 eredménye a DCN-ben. J6l ldthaté két egymds kozelében elhelyezkedd PLC
részben 4tfedd, rendkiviil gazdagon eldgaz6 dendritfdja. A D kép a C részen bemutatott teriilet
180°-kal torténd elforgatdsa utdn késziilt, amely esetben a két PLC sejtteste is lathatévd valt
(nyilak). E: Egy rodaminnal feltltott, a mag felszinének kozelében elhelyezkedd PLC nagy
nagyitdsd, osszegzett konfokdlis képe. Nyil mutatja a sejttest legvalésziniibb helyzetét, ami a
disan eldgazo, a somdt részben elfedd dendritfa miatt csak igen nehezen volt megitélhetd. A kis
kép egy olyan calbindin-specifikus immunreakcié eredményét demonstralja, amikor csak egyetlen
PLC azonosithat6 a vizsgélt teriiletben. Kalibracié: 100 um (A, B, C, D), 50 um (E).

Kordbbi tanulmanyok felvetették, hogy a PLC-k a cerebellumba projicidlhatnak
(Spatz, 1997), igy ezen sejtek szelektiv jelolését a pedunculi cerebellaris teriiletén ejtett

metszésekben alkalmazott rodamin alkalmazdsdval kiséreltik meg elvégezni. Ezen
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beavatkozds eredményeként, kifejezetten foltos megoszlast mutatd, a DCN felszinén
megjelend jelolési mintdzat kialakuldsat tapasztaltuk (16B), melynek megjelenése igen
hasonlatosnak bizonyult a calbindin-specifikus immunjeldlés utdn tapasztalt képhez. Fontos
megjegyezni, hogy amennyiben az agytorzs felszinén a corpus trapezoideum magassdgdban
ejtettiink egy 5-8 mm mély ventro-dorsalis metszést, mind a piramis-, mind az Oridssejtek
erdteljesen toltddtek, ugyanakkor a DCN felszinének foltos megjelenésii jelolddése soha sem
volt lathat6 (16B ébra, kisebb kép). Bar ez a megfigyelés mar dnmagdban is egyértelmiien
jelezte, hogy a PLC-k valdban a cerebellumba projicidlnak, a jelenség tovabbi megerdsitését
konfokalis mikroszképia alkalmazdsaval kiséreltiik meg.

Amint az a 16C felvételen bemutatott konfokdlis kép megtekintése alapjan
egyértelmiivé valik, a PLC-k kiilonlegesen dus dendritfija gyakran fedheti el a sejttestet: a
bemutatott esetben is csak akkor vélt a soma lathatéva és megitélhetové, amikor a rekonstruélt
képet a szelet masik felszine fel6l vizsgaltuk meg (16D kép, nyilak; lasd még Video_01). A
16E felvételen egy olyan teriilet konfokélis mikroszkdpia alapjan rekonstrudlt felvételét
mutatjuk be, amit a megfeleld poziciéban alkalmazott rodaminnal tortént retrograd jelolés
utdn kaptunk; jol lathato, hogy az igy nyert kép megfelel a PLC-kre jellegzetes, igen disan
eldgaz6é dendritfanak. A hasonldsdg kiilonosen nyilvdnvalévad vilik, ha a bemutatott képet
egy izolédltan elhelyezkedd6 PLC-n végrehajtott calbindin-specifikus jelolés eredményéhez
hasonlitjuk (16E, kis kép). Bar a bemutatott esetben (16E) a sejttest pozicidja nem
egyértelmilen megitélhetd, okkal feltételezhetjiik, hogy az a dendritfak altal elrejtve, a nyillal

jelolt poziciéban lehet.

17. abra

A bushy-sejtek teriiletének retrograd jelolése

A: A bushy-sejtes régi6 kis nagyitasu felvétele, kdzel a nervus acusticus nucleus cochlearisba
torténd belépéséhez (n. VIII). Nyilak mutatjdk a nervus acusticus intranuclearis rostjai kozott
elhelyezked6 bushy-neuronok oszlopait; feltiintettiik tovabbd a DCN helyzetét is. B: Rodaminnal
feltoltott bushy-neuronok nagy nagyitasu, osszegzett képe. A bal oldali sejt esetén vastag nyilak
jelzik a soma datellenes pélusairdl indulé processzusokat. A vékony nyil intenziv rodaminos
jelolédést mutatd képleteket demonstrdl, amik megfelelhetnek a nervus acusticus praesynapticus
termindljainak. A balra irdnyulé vastag nyil egy acusticus rostra mutat, ami eltiinik az egyik
bushy-sejt mogott. A ferde nyil egy maésik, ugyancsak tipusos megjelenésti bushy-neuront jelez.
C: Két, a B felvételen bemutatott bushy-neuron nagyobb nagyitdssal késziilt képe. Kalibracio:
100 um (A), 50 um (B), 20 pm (C).
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Mivel a bushy-sejtek egy része (a globularis bushy-sejtek) a corpus geniculatum
laterale ellenoldali teriiletébe projicidl, a bushy-sejtek jelolése akkor bizonyult a
legkdonnyebbnek, ha az ezen agyi teriiletre tartd rostokat sértettiik és jeloltiik meg rodaminnal.
A 17A ébra egy ilyen beavatkozds utdn késziilt kis nagyitasi képet demonstrdl. Ezekben az
esetekben dltaldban konnyen azonosithatdk voltak a nervus acusticus nucleus cochlearison
beliil futd, padrhuzamosan rendezett kotegei kozott (nyilak) elhelyezkedd, hosszi sorokat
formal6 bushy-sejtek. Ezen kisérletekben a DCN jelolddése éltaldban elhanyagolhaté volt,
ugyanakkor az acusticus rostok egyértelmii festddést mutattak, ami kiilonosen a hall6ideg
nucleus cochlearisba torténd belépése kornyezetében volt erdteljes (n. VIIT). Ugy gondoljuk,
hogy ezen némileg varatlan jelenség magyardzatinak hatterében a patkdny agytorzsének
kicsiny volta allhat. Bar a kisérletek sordn igen nagy gondot forditottunk a rodaminkristalyok
megfeleld poziciondldsira, az agytorzs felszinét boritdé nedvességben Ohatatlanul
bekovetkezhetett a festék diffizidja, és az igy elérhette a nervus acusticus vagott csonkjat is.
A halléideg végott felszinére keriild6 rodamin aztin az acusticus rostok ortogrdd jelolését
okozhatta (amint az a 17B és 17C dbran is jol megfigyelhetd; 1asd még Video_02 és Video_03).
Mivel az acusticus rostok ezen jelolédése nem hatrdltatta a bushy-sejtek morfoldgiai
analizisét, nem torekedtiink a jelenség kikiiszobolésére.

A nucleus cochlearisb6l késziilt szeleteket konfokdlis mikroszkdppal vizsgilva
rekonstrudlhatévd véltak az egyes sejtek, amik megoszldsa, alakja és mérete a bushy-
neuronokra jellegzetes jegyeket mutatta. A sejtek gomb vagy kissé elnydjtott sejttesttel
rendelkeztek (atmérd: 22 + 3 um, az egyedi értékek 18 és 25 um kozott valtoztak; n = 22),
amikbdl két nyilvany eredt, dltaldban a soma ellentétes polusair6l (17B és 17C, jobbra mutatd
vizszintes nyilak és a vastag ferde nyil). A vékony nyillal jelolt szomszédos sejt ugyancsak
erdsen jelolodott, és jol megfigyelhetok a sejttest felszinét boritd, intenziven fest6do,
kifejezetten szemcsés megjelenést mutaté képletek. Ezen struktirdk lokalizacidja, valamint
kapcsolatuk az acusticus rostokkal (balra mutaté vastag nyilak) azt sugallta, hogy ezen
képletek a nervus cochlearis rostok végzddéseinek feleltek meg, amik a bushy-sejtekkel axo-
somaticus szinapszisokat képeztek. A kisérletek sordn egy kivételével valamennyi bushy-
neuronként azonositott sejt két nydlvannyal rendelkezett (6. tiblazat). Valdszinii, hogy az a
bushy-sejt, aminek csak egy nydlvanyat lattuk, valamilyen moédon kéarosodott a szelet
feldolgozdsa sordn, és a mdsik nyllvdny ezenkdzben elveszett. Ennek ellenére a sejttest
elhelyezkedése, a sejt projekcidja és egyéb morfoldgiai sajatossdgai alapjan a kérdéses neuron

egyértelmiien €s kétséget kizdr6an bushy-neuronként volt azonosithato.
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Az octopus-neuronokat meglehetdsen véltozatos morfologiai jegyeket mutatd, de
altaldban kissé elnydjtott sejttesttel rendelkezd sejtekként azonositottuk, a soma 4atlagos
atmérdje 26 £ 4 um volt (az egyes sejtek esetében mért értékek 18 és 32 um kozott valtoztak;
n=20). A jelen tanulminy keretein beliil vizsgdlt octopus-sejtek tobbsége harom
nyulviannyal rendelkezett, de voltak kozottik olyanok is, amik 2, 4 vagy 5 processzussal
birtak (6. tdbldzat). A 18A-C képek egy octopus-sejtként azonosithaté neuron kiilonb6z6
irdnyokbdl megfigyelhetd megjelenését abrazoljdk, és modot adnak az octopus-neuronokra
jellegzetes strukturdlis jegyek attekintésére (lasd még Video_04). A 18A felvétel a sejt
vertikalis vetiiletét dbrdzolja, ahol az octopus-neuronokra jellegzetes médon a sejt valamennyi
processzusa (nyilak) ugyanazon irdnyba halad. A 18B képet ugy kaptuk, hogy a 18A
felvételen lathaté sejtet elforgattuk az 6ramutatd jarasanak megfeleléen 30°-kal, igy lehetové
vélt a sejt vertikdlis dimenzidinak megitélése is. JOl lathatd, hogy az a két nyulvany, ami a
18A képen kozvetleniil egymds mellettinek tiint, valéjaban egymas mogott helyezkedik el,
egymdstol egészen messze. Amikor a képet tovabbi 30°-kal elforgattuk (igy a nydlvany, ami
a 18A képen jobbra haladt, most a papir sikjat latszik elhagyni) az is kideriilt, hogy a

bemutatott octopus-sejt nydlvanyainak kezdeti szakaszai meglehetdsen vaskosak.

18. abra

Az octopus-neuronokra jellemzé morfolégiai jegyek, és azok megtéveszto
megjelenési formai

A-C: Ugyanazon octopus-sejtrdl, kiilonboz6 irdnyokbdl készitett 6sszegzett konfokdlis felvételek.
A B és C képeket az A felvételen l4thaté sejt 30° és 60°-kal torténd, az éramutaté jardsanak
megfeleld irdnyd elforgatdsdval kaptuk. D: Az octopus-neuronok tipusos megjelenési form4ja.
Vastag nyilak jelzik a sejt nyulvanyait, a vékony nyil egy olyan pontra mutat, ahol az egyik
processzus egy rendkiviil éles fordulatot tesz. E-F: Egy mdsik octopus-sejtrol készitett egyedi
rétegfelvételek, annak tetejétél 6 (E) és 18 (F) um-re. G-H: Az E és F felvételeken mar
bemutatott sejtrdl késziilt sszegzett képek (G: vertikdlis nézet, H: a G kép 60°-kal az éramutatd
jarasdnak megfelelden tortént elforgatdsa utdn kapott felvétel, a sejtet a G felvételhez képest kissé
felnagyitottuk). Nyilak jelzik a sejtbdl eredé nyidlvdnyokat; a lefelé mutaté nyil egy sériilt,
csonkolt dendritre mutat. Kalibracid: 20 um.

A 18D kép egy masik tipusos octopus-sejtet abrazol; jol megfigyelhet az elnyujtott

sejttest, valamint az annak egyik oldaldbol kiindulé szdmos nyidlvdny (nyilak), melyek
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mindegyike egy irdnyba halad (lasd még Videe_05). Kiilonosen érdekes latni, hogy az egyik
processzus egy rendkiviil éles, hegyesszdget alkotd kanyart ir le (vékony nyil).

A 18E-H felvételek egy octopus-sejt igen komplex (és néha hatirozottan félrevezetd)
geometridjat hivatottak demonstrdlni. A 18E és 18F felvételeken bemutatott optikai
metszetek egymdstol 12 pm-re késziiltek, és egy nagyjabol kerek sejttestli neuront mutatnak,
amibdl egyetlen nydlvany latszik eredni. A soma mérete, valamint az egyetlen, el nem dgazé
nyulviny konnyen keltheti azt a képzetet, hogy a kérdéses neuron egy bushy-sejt. Ezzel
szemben ha az Osszerakott képre tekintiink, ez a vélekedés bizonyosan megvaltozik, még
akkor is, ha a sejt vertikdlis vetiiletét latjuk (18G), ahol két nyulvany és egy, a sejttesten
elhelyezked6 vilagos folt tiinik eld, mely utébbit kezdetben meglehetésen nehéz értelmezni.
Ha ezt a képet az 6ramutaté jardsaval megegyezden elforgatjuk 60°-kal (18H), nyilvanvalova
vélik, hogy a sejttest nem kerek, hanem elongélt, valamint hogy a neuron szdmos nyudlvannyal

rendelkezik, amik mindegyike a soma azonos oldalar6l ered. Az igy nyert képen az is

oo

megfigyelhetd, hogy az elézdekben leirt vildgos folt egy csonkolt dendritnek felel meg.
.

19. abra

A nucleus cochlearisban talalhatoé oriassejtek lehetséges megjelenési formai
A: A DCN egy rodaminnal jelolt éridssejtjének kis nagyitdsd képe. B: Egy igen sok nyudlvannyal
rendelkezd Oridssejt Osszegzett felvételének vertikdlis nézete. Nyilak jelzik azon legtdvolabbi
pontokat, ameddig a nydlvanyok kovethetdk. C: Egy fej nélkiili 4llatra emlékeztetd megjelenésii
Oridssejt. A nagy kép a sejt Osszegzett felvételének vertikdlis nézete. A nyil a sejttest
keskenyebbik részének kozelében taldlhaté bifurkdciés pontra mutat. A kisebb kép ugyanezen
sejt egyetlen optikai metszetének megjelenését abrazolja, a bemutatott felvétel a sejt tetejétdl
3 um-re késziilt. D: Az dridssejtek egyik tipusos orientdcidja, ami azok téves azonositdsit
okozhatja; a bemutatott esetben csak egy elongdlt sejttest lathatd. Vastag nyilak jelzik a somabol
kiindulé nyulvdnyokat, vékony nyil mutatja az egyik nydlvadny sejttesthez kozel bekovetkezd
bifurkacidjat. E: A D felvételen mar bemutatott sejt egy masik nézete; az 6sszegzett képet 54°-kal
elforgattuk az 6ramutat6 jardsdnak megfeleléen. F: Egy dridssejt osszegzett képének vertikdlis
vetiilete; nyilak jelzik azon legtavolabbi pontokat, ameddig a nydlvanyok kovethetok. A vékony
nyil az egyik nyulvany sejttest kozelében bekovetkezo eldgazdddsdra mutat. Kalibracié: 20 um (a
C panel kisebbik képe); 50 pm (valamennyi egyéb felvétel).
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A nucleus cochlearis taldn legkonnyebben felismerhetd sejttipusa az Oridssejt
(19A. dbra). Az dridssejtek hatalmas sejttesttel, és legaldbb harom nydlvannyal rendelkeztek.
A jelen munkdban vizsgalt dridssejtek legnagyobb atmérdje 37 +9 um (n=31) volt, az
egyedi értékek 27-64 pm kozott véltoztak azaz a 60 um-nél nagyobb atmérdji Oridssejtek
nem szokatlanok a nucleus cochlearisban. Az esetek egy részében somdjuk viszonylag
vékony, polygonilis volt (19B), és megfeleld szogbdl rdjuk tekintve gyakran egy fej nélkiili
allatra emlékeztettek (19C; 14sd még Video_06). Bar az oridssejtek konnyen felismerhetdnek
tiinnek (és é4ltaldban valoban azok), a szeletben elfoglalt helyzetiikk és orientdltsaguk
alkalmanként megtévesztd morfoldgidval ruhdzhatja fel 6ket. Amint azt a 19C dbra kis képe
mutatja, a nagy képen dabrazolt sejt felszinétél 3 pm-rel mélyebben készitett optikai
metszetben a sejt hatdrozottan haromszogleti megjelenést mutat, aminek alakja (de még a
nagysaga is) kisértetiesen emlékeztet egy piramis-sejtre. Természetesen ilyen tévesztés a
teljes preparatumokon, ahol a mikrométer-csavar segitségével attekintheté a sejt teljes
vertikdlis kiterjedése nem valdszinii, egy néhdny pm vastag bedgyazott metszet esetén
azonban az ilyen tévesztés esélye szamottevonek mondhato.

Vizsgalataink sordn szdmos esetben taldltunk olyan nagy sejttesttel rendelkezd
neuronokat, amelyek nem mutattdk a szokdsos polygondlis alakot, hanem ehelyett
hatdrozottan elnydjtott, orsé alakd megjelenésiik volt (19D). Ezekben az esetekben a sejt
igazi mibenlétét csak az igen nagy longitudinalis méretiik és egyik nyidlvanyuk sejttesthez
kozeli bifurkaciéja (19D, vékony nyil) jelezte. A bemutatott esetben a sejttest valddi alakja
csak akkor volt megitélhetd, ha azt az 6ramutatd jardsdnak megfeleléen elforgattuk 54°-kal
(19E; lasd még Wideo_07). A 19F dbra egy masik Oridssejtet mutat, amin ezen sejttipus
valamennyi fontosabb morfoldgiai jellegzetessége megfigyelhetd (1asd még Video_08).

A nucleus cochlearis piramis-neuronjai tobb szempontb6l is hasonlatosak az
oriassejtekhez, és a két sejtféleség elkiilonitése gyakran okoz nehézséget. Mivel a piramis-
neuronok is a stria acustica dorsalisban projicidlnak, ezen neuronok jelolését is az Oridssejtek
toltése soran alkalmazott technikdval értikk el. Tekintettel arra, hogy a piramis-neuronok
haromszogletl sejttesttel rendelkeznek, amibdl harom processzus ered, a piramis-neuronok
nagyon hasonlé megjelenést mutathatnak az Oridssejtekhez, kiilonosen, ha azok is harom
nyulvannyal birnak (mely feltétel a jelen munka keretében tanulmanyozott oridssejtek 50%-
dra igaznak bizonyult). Ebben az esetben a két sejttipus csak a nucleus cochlearison beliil
elfoglalt helyzete (a piramis-sejtek a DCN masodik, a felszinnel parhuzamosan futé rétegében

taldlhatok; az Oridssejtek pedig elszértan, a nucleus cochlearis teljes teriiletén
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el6fordulhatnak), és a sejttest mérete (a piramis-neuronok kb. 20 pm atmérdjliek, az

Oridssejtek ennél dltaldban joval nagyobbak) alapjan kiilonithetd el.

20. abra

A nucleus cochlearis piramis- és oriassejtjei kozotti hasonlosagok

A-B: Két piramis-sejt sejttestérél késziilt Osszegzett felvételek, vastag nyilak jelzik azon
legtdvolabbi pontokat, ameddig a nyulvdanyok jol kovethetdk. C-D: Egy dridssejtrol késziilt
egyedi optikai metszetek, amelyek a megtévesztésig emlékeztetnek a piramis-sejtekre (C: a kép a
sejt tetejétdl 7,15 um-re, D: a kép a sejt tetejétdl 9,30 um-re késziilt). E: A C és D részeken
bemutatott sejtrél készitett osszegzett felvétel vertikdlis irdnyd nézete, nyilak jelzik a neuron
nyulvanyait. F: Ugyanaz, mint az E, de képet 41°-kal elforgattuk az déramutaté jarasdnak
megfeleléen. A felvételen az egyik nyulvany sejttest kozelében bekovetkezd bifurkacidja is
tisztan kivehet6vé valik (vékony nyil). Kalibracié: 20 pm.

A sejttest atméréje magatol értetddd azonositasi lehetéségnek tlinik, ami alapjan az
Orids- és a piramis-neuronok biztonsiaggal differencidlhatok. A jelen tanulmdnyban a piramis-
neuronok &tmérdjét 23 + 3 um-nek taldltuk (n=16), ugyanakkor a hdrom nydlvannyal
jellemezhetd (azaz a piramis-sejtektdl legnehezebben elkiilonithetd) dridssejtek somdja ennél
nagyobb, 34 + 7 um (n = 15) volt. Ami még az atlagos ért€keknél is fontosabb, a piramis- s
a hdrom nyudlvannyal rendelkez6 dridssejtek sejttestének dtmérdje 18-27 pm (piramis-sejt) és

27-53 um (driassejt) kozott mozgott, aminek alapjan biztonsaggal kijelenthetonek tlinik, hogy
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a 25 pm-nél kisebb atmérdjii haromszogletii sejt legnagyobb valdsziniiséggel a piramis-sejtek
kozé, mig az ennél nagyobb neuron az dridssejtek csoportjdba sorolando.

A 20A és 20B abrak két tipusos morfoldgidt mutatd piramis-sejtet demonstralnak,
mutatvdn a 20 pm atmérdjli, haromszogletli sejttestet és az ebbdl eredd hdrom nyulvanyt
(nyilak; lasd még Video_09). A 20C-F dbrdk egy Oridssejtrdl kiilonbozd irdnyokbdl készitett
felvételeket demonstrdlnak, amin j6l ltszanak a piramis-sejtekkel mutatott hasonlésdgok. A
20C 4bra a sejt felsd felszinétdl 7,15 pm-rel mélyebben késziilt. A felvétel kivdldan mutatja,
hogy bizonyos esetekben nem pusztian az oridssejtek alakja, de még a mérete is hasonlé lehet
a piramis-sejtekéhez. A 2,15 um-rel mélyebben készitett optikai szelet (20D) mdr
alkalmasabb a pontos sejtazonositdsra, hiszen az ebben a sikban meghatarozhat6 atmérd
egyértelmilen nagyobb, mint a piramis-neuronok esetén varhaté érték. A 20E kép az
Osszegzett felvétel pontosan vertikdlis vetiiletét mutatja, ahol a bemutatott sejt alakja még
mindig kisértetiesen emlékeztet egy piramis-neuronéra, €s a helyzetet (igy a sejtazonositast)
Iényegesen megneheziti, hogy a somdbdl latszélag hdrom nyidlvany ered. A bemutatott
neuron morfolégidja a maga teljességében csak akkor volt megitélhetd, ha az elemi
rétegfelvételekbdl osszedllitott képet az dramutatd jardsdval megegyezd irdnyban elforgattuk
41°kal (20F; ldsd még Video_10), aminek révén jol lathatévd vélt a soma teljes mérete,
valamint az egyik nyulvény sejttesthez igen kozel bekovetkezo eldgazdddsa (hasonléan a 19D
és 19F abrakon bemutatott képekhez).

Azt gondolhatnink, hogy az Orids- és az egyéb sejtek (kivéve az el6zdekben
demonstrélt piramis-neuronokat) kozotti tévesztés, azok keverése valdsziniitlen, 4m a 21. dbra
ezen feltételezés egyértelmii cafolatit mutatja. Az dbra A részén egy sejtrdl 3,2 um-enként
készitett rétegfelvételek lathatok (lasd még Video_11). Valamennyi kép egy kozel kor alaki
atmetszetet mutaté neuront demonstral, és némelyik sikban még a somahoz tartoz6 egy-egy
nyulvény is lathaté. Tekintettel a sejttest kdzel kerek voltara, valamint a 14that6 processzusok
elhelyezkedésére, az a vélekedés alakulhat ki, hogy a bemutatott sejt egy bushy-neuron. A
sejt Osszegzett képének vertikdlis vetiilete azonban (21B) egy kissé elnyujtott sejtet abrazol,
aminek nyulvdnyai mind egy irdnyba latszanak haladni (kivéve a balra mutatd vastag nyillal
jelzett, egyébként alig észrevehetd processzust); igy a bemutatott sejt akar octopus-neuronként
is azonosithaté lehetne. A sejt valédi morfologidja csak akkor vehetd szemiigyre, ha az
Osszerakott képet 147°-kal az Oramutatd jardsdnak megfeleléen elforgatjuk, hiszen ekkor
egyértelmiien felismerhetd a sejttest polygonalis alakja, aminek kiillonb6z6 pontjaibdl szamos
nyulvany ered (21C; lasd még Video_12). Lényeges megemliteni, hogy a bemutatott neuron

esetében a sejttest legnagyobb dtmérdje 41 um volt. A 21. dbrdn demonstralt példa kivéaléan

80



mutatja, hogy ha egy oriassejt a vizsgélat (metsz€s) sikjara csaknem merdlegesen helyezkedik
el, akkor akar a kifejezetten kerekded sejttestli neuronféleségek (bushy- és octopus-sejtek)

megjelenését is utdnozhatja.

A

21. abra
Egy oriassejt téves azonositast valosziniisité orientacidja
A: Egy oridssejtrol készitett egyedi optikai metszetek sorozata (nem mutatjuk be valamennyi
egyedi metszetet). B: Az Osszegzett felvétel vertikdlis nézete, nyilak jelzik a neuron sejttestébol
kiindulé nydlvanyokat. C: Ugyanaz, mint a B, de az dsszegzett felvételt 147°-kal elforgattuk az
oramutaté jardsanak megfelelden. Kalibracié: 50 pum.

Az octopus- és az driassejtek morfoldgidjat 6sszehasonlitva azt gondolhatnank, hogy
ezen két neuronféleség Osszetévesztése lehetetlen; 4m amint azt a 22. dbra is mutatja, sajnos
nem egészen ez a helyzet. A 22A-C képek ugyanazon sejt kiillonb6z6 optikai sikjaiban
késziilt metszeteit dbrdzoljadk. Valdjaban a 22A felvétel nem arul el til sokat a kérdéses
neuronrdl, bar a kerek sejttest alapjan azt is gondolhatnank, hogy az egy bushy-sejt lehet. A
8,4 um-rel mélyebben készitett rétegfelvétel (22B) egy teljesen mds megjelenésii sejtet
dbrdzol, ugyanis ebben a sikban a soma kifejezetten megnyultnak tiinik, aminek egyik
oldalabdl két, el nem dgazd nyudlvany ered, azaz a neuron akdr octopus-sejtként is
azonosithatd lehetne. A 22C kép (ami djabb 8,4 um-rel mélyebben késziilt) az iméntihez
hasonl6 megjelenésii neuront sejtet. Az egyedi képek Osszerakdsdval készitett felvétel alapjan

(22D) azonban egy ettdl teljesen eltérd kép tirul a szemiink elé: ldthat, hogy a neuron
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sejttestje kifejezetten szabdlytalan megjelenésii, €s abbol szamos, a legkiilonbdzobb irdnyokba
futé nydlvany (nyilak) ered, aminek alapjan a sejt dridsneuronként volt azonosithatd (lasd
még Video_13). A 20E képen bemutatott felvételen az el6z6 képet kissé (19°-kal) elforgattuk
az Oramutatd jarasaval ellentétesen, aminek révén a soma legnagyobb atmérdje is pontosan

megitélhetdvé vilt.

22. abra

Az oriassejtek és az octopus-neuronok osszetévesztésének egyik lehetséges

esete

A-C: Egy oridssejtrol késziilt egyedi optikai metszetek, amikben egy bushy-sejt (A) vagy egy
octopus-neuron (B és C) megjelenését utdnozza. A metszetek a sejt tetejétdl 12,6, 21,0 és
29,4 um-re késziiltek. D: Az eldz6 felvételeken bemutatott neuron 6sszegzett képének vertikélis
nézete, a nyilak a sejttestbdl eredd nytlvanyokra mutatnak. A vékony nyil egy olyan processzust
jelez, ami a papir sikjabol kifelé, az olvasé irdnydba halad. E: Ugyanaz a sejt, de azt 19°-kal
elforgattuk az Oramutaté jirdsdval ellentétesen, aminek révén megitélhetévé valt annak
legnagyobb somaticus dtmérdje. F: Egy olyan nucleus cochlearis szelet 6sszegzett képe, ami jol
demonstralja, hogy az octopus- és az dridssejtek igen kozel helyezkedhetnek el egymdshoz. A
vastag nyilak octopus-sejtekre, a vékonyak pedig éridssejtekre mutatnak. Kalibrdcié: 50 pm.

A 20F kép a VCN és a DCN hatdran késziilt, viszonylag kis nagyitasu felvételt mutat,
ahol két octopus- (vastag nyilak) és két oridssejt (vékony nyilak) lathaté (ldsd még Video_14).
Az 4bra kivédléan demonstrélja, hogy az Orids- és az octopus-neuronok Osszetévesztése redlis

veszély, hiszen a VCN margindlis teriiletein akar igen kozel is elhelyezkedhetnek egymdshoz.
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6. tablazat

A sejttest dtmérdje és a 1athaté nytlvdnyok szdma a patkdny nucleus cochlearis f6bb projekcids neuronjai esetén

Sejttipus

A soma legnagyobb atmérdje [um]

A lathat6 nyudlvanyok szdma

Atlag + S.D.

Minimum

Maximum

Referencia

4

PLC

16

28

25!

Bushy

18

25

21 (95%)**

Octopus

4 (20%)

10 (50%)

4 (20%)

2 (10%)

Orids (mind)

15 (48%)

11 (35%)

5 (16%)

Orids (3 nyilvany)

15 (48%)

Piramis 16 (100%)

A tablazat a jelen disszertacio keretében vizsgélt, rodaminnal feltoltott nucleus cochlearis neuronok kvantitativ analizisének Osszefoglaldsat tartalmazza. A
,Referencia” oszlopban az irodalomban kozolt adatok taldlhatok, a forrds megjelolésével. Az utolsé négy oszlopban lathaté szamok és szdzalékos értékek az
adott szdmu lathaté nydlvadnnyal rendelkezé neuronok mennyiségére és ardnydra vonatkoznak. *A PLC-k a lathaté nydlvdnyaik szdma tekintetében igen
véltozatosak voltak, 4m alacsony el6forduldsi ardnyuk miatt tovabbi klasszifikdciét nem végeztiink. **Az egyik bushy-sejt a szferikdlis sejttest és a nucleus
cochlearison beliili pozicidja alapjan azonosithaté volt, 4m csak egy nydlvannyal rendelkezett.

'L.B.Hurd, M.L.Feldman, Purkinje-like cells in rat cochlear nucleus. Hear. Res. 72 (1994) 143-158.

2J.K.Moore, Cochlear nuclei: Relationship to the auditory nerve, in: R.A.Altschuler, D.W.Hoffman, R.P.Bobbin (Eds.), Neurobiology of hearing: The cochlea,
Raven Press, New York, 1986, pp. 283-301.

*M.G.Fiori, E.Mugnaini, Subsurface and cytoplasmic cisterns associated with mitochondria in pyramidal neurons of the rat dorsal cochlear nucleus.
Neuroscience 6, 461-467 (1981).
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3.2.3. Diszkusszio

A disszertacid kisérletes munkdjanak el6zéekben ismertetett fazisiban a nucleus
cochlearis projekcids neuronjainak retrograd toltése, és azt kovetden a jelolodott sejtek
konfokalis mikroszképos analizise tortént. A konfokalis mikroszkép haszndlata nem pusztan
arra adott mddot, hogy az egyes sejtek térbeli megjelenését rekonstrudljuk, és ezdltal jobban
megérthessiikk azok sejttestjeinek és nytlvanyainak magon beliili elrendezddését és
egymashoz viszonyitott helyzetét; de arra is médot adott, hogy az egyes neuronok morfoldgiai
sajatossdgait olyan sikban is megvizsgdlhassuk, ami a szokdsos morfoldgiai tanulmanyok
soran nem vagy csak ritkan keriil alkalmazéasra. A vizsgélatok sordn megallapitottuk, hogy a
nucleus cochlearis szeletek metszése sordn megvalasztott sik dontden befolyasolja az egyes
neurontipusok morfoldgiai azonosithatosagit, és a sejteknek esetenként olyan mértékben
»szokatlan” vetiiletét hozhatja létre, hogy azok téves azonositdsa szinte torvényszerlien
bekovetkezik. A morfoldgiai eredmények mellett igazoltuk azt a kordbbi hipotézist, miszerint
a Purkinje-szeri sejtek a cerebellumba projicidlnak.

A mikroelektréda-technikdk felfedezése és elterjedése, valamint a megfeleld jelold
anyagok alkalmazdsa a pipettaoldatban lehetdvé tette a kiilonbozd idegsejtek anterograd és
retrograd feltoltését és megjelenitését. Ezen vizsgdlatok jelentdsen jarultak hozza az egyes
neuronok funkciondlis sajatossdgairdl és lehetséges szerepérdl alkotott elképzeléseinkhez,
valamint nagy segitséget jelentettek a vizsgalt idegsejtek morfologidjanak jellemzésében is.
Jelenleg az ilyen vizsgdlatokra alkalmas jeloldanyagok egész tarhdza all rendelkezésre;
megemlithetd egyebek kozott a tormaperoxidaz (Beyerl, 1978; Tolbert és munkatdrsai, 1982;
Wu és Oertel, 1984; Friau és Osvald, 1988; Oertel és Wu, 1989; Sento és Ryugo, 1989;
Oertel és munkatdrsai, 1990; Ostapoff és munkatdrsai, 1994; Alibardi, 1998; Alibardi, 1999;
Ding és munkatdrsai, 1999; Alibardi, 2003), a biocitin (Zhang és Oertel, 1993; Zhang és
Oertel, 1994; Birinyi és munkatdrsai, 2001), neurobiotin (Ding és munkatdrsai, 1999;
Hancock és Voigt, 2002; Smith és munkatdrsai, 2005), Lucifer Yellow (Manis, 1990) és a
Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (Rossi és Bornello, 1993; Matesz és Kulik, 1996).
Magitdl értetédden az intracelluldris jelolés akkor bizonyult kiillondsen hatékonynak a
morfoldgia-funkcié Osszefiiggések megallapitdsdban, ha az valamilyen elektrofizioldgiai
vizsgélattal parosult.

A rodaminnal végzett retrograd jelolést mar tobb neuronféleség esetében is sikerrel

alkalmaztak (Dinh és munkatdrsai, 2005; Tolosa és munkatdrsai, 2005; Richardson és
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munkatdrsai, 2006), és amint azt eredményeink is bizonyitjak, a nucleus cochlearis neuronok
jelolésére is alkalmas. A rodaminnal torténd toltés egyértelmii eldnye, hogy a jeldléanyag
kristdlyainak a megfeleld laesioba torténd alkalmazdsa hatdsosan akaddlyozza meg a
festéknek a kornyezd struktirdkba torténd, ,,nem specifikus” diffiziéjat, igy elkeriilhetd nagy
és meglehetdsen diverz neuronpopulicié egyidejii jelolése. Ugyancsak elényds, hogy a
rodaminnal feltoltott neuronok immunhisztokémiai jelolése is lehetévé valhat (15. abra),
jelentdsen segitve az immunpozitiv neuronok morfoldgiai hovatartozasdnak megitélését. Az
immunhisztokémiai reakcidkat kdvetden a jeloldédott neuronok azonositdsa kiilondsen akkor
lehet nehéz, ha olyan antitestek alkalmazdsa torténik, amik a sejtfelszini membranban
elhelyezked6 proteinekre specifikusak. Ezekben az esetekben a sejtek egyszerii kontiirja nem
nyujt elegendd informéciét az egyértelmi sejtazonositdshoz, igy a rodaminos toltés
felbecsiilhetetlen értékil lehet a morfolégiai hovatartozds megitélésében. Mindezeken
tilmenden a rodaminos toltést kovetd konfokdlis mikroszkdpia igen értékes informacidval
szolgalhat a vizsgdlt sejtek morfoldgidja és megjelenése tekintetében, ami kiillondsen eldnyds
az olyan komplex struktdrdk esetében, mint a nucleus cochlearis.

Természetesen az emlitett eldnydk mellett a rodaminnal torténd retrograd jelolésnek
vannak hatrdnyai is. Ezek koziil a legjelentdsebb, hogy bar egyes szerzok sikerrel szdmoltak
be a rodaminos retrograd toltés és valamilyen cytoplasmaticus fehérjét felismerd antitest
kombindlt alkalmazasardl (Tolosa és munkatdrsai, 2005; Richardson, 2006),
munkacsoportunk sem egy korabbi munkdban (Pdr és munkatdrsai, 2005), sem a jelen
kisérletsorozat keretében nem tudta a két technikdt hatdsosan 6tvozni. A rodaminos toltés
masik komoly hatranya, hogy (tobb mads intracellularis jeloldanyaghoz hasonléan) a sejtek
nyulvéanyait csak korlatozottan jeleniti meg, aminek hatterében vagy a viszonylag hosszu in
vitro inkubécid, vagy az alkalmazott fixacids technika fogyatékossagai allhatnak. A disztilis
nyulvanyok és a dendritikus arborizdcié nem optimélis toltddése kiillondsen problémas lehet
azon sejtek morfolégidjanak megitélése és leirdsa soran, amik esetében a dendritikus tiiskék
jelenléte vagy hianya érdekes lehet (pl. a piramis-neuronok apicalis dendritfdja esetében azok
,tiskés” megjelenését igen jellegzetesnek tartjdk).

A rodaminos jelolés tovabbi, am konnyen 4thidalhaté komplikacidja, hogy a rodamin
maga is egy fluoreszcens molekula, gy a jelolést immunhisztokémiai vizsgalatokkal
kombindlva a mdsodlagos antitesteket Ugy kell megvélasztani, hogy azok exciticids és
emisszids spektruma minél tdvolabb legyen a rodaminétdl. Ebbdl egyenesen kovetkezik,

hogy a Texas vordssel konjugélt antitestek és a rodamin kombindlt alkalmazdsa nem
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célravezetd (Texas vOros: Aex =595nm, A,y =615nm; rodamin: Ae =555 nm,
Aem = 580 nm).

A jelen tanulmény eredményei egyértelmiien rdmutatnak, hogy a nucleus cochlearis
neuronjainak téves azonositdsa egy szdmottevd hibaforrds lehet, még azokban az esetekben is,
amikor a vizsgélt neuron specifikus és jellegzetes morfoldgiai ismérvekkel rendelkezik. A
nucleus cohlearis sejttipusairdl jelenleg rendelkezésre all6 informécidk kordbban végzett,
gondos morfoldgiai tanulmanyok eredményei. Ezen adatok dsszevetése utdn kdrvonalazédik
az a ma igen széleskorben elfogadott elképzelés, miszerint a nucleus cochlearis altaldnos
szerkezete és a benne taldlhaté neuronok alapvetd morfoldgiai sajitossdgai jelentOs
hasonldésdgot mutatnak a kiilonb6zd vizsgalt fajokban, igy macskaban (Kane, 1974; Kane és
munkatdrsai, 1981; Blackstad és munkatdrsai, 1984; Sento és Ryugo, 1989; Smith és
munkatdrsai, 2005), patkanyban (Brawer és munkatdrsai, 1974; Wouterlood és Mugnaini,
1984; Wouterlood és munkatdrsai, 1984; Friauf és Ostwald, 1988; Doucet és Ryugo, 1997;
Alibardi, 2003; Malmierca, 2003), tengerimalacban (Hackney és munkatdrsai, 1990; Manis,
1990), egérben (Webster és Trune, 1982; Wu és Oertel, 1984; Oertel és Wu, 1989; Oertel és
munkatdrsai, 1990; Zhang és Oertel, 1993; Zhang és Oertel, 1994; Golding és munkatdrsai,
1995), horcsdgben (Schweitzer és Cant, 1985; Schweitzer, 1990), csincsillaban (Ostapoff és
munkatdrsai, 1994), nyulban (Disterhoft és munkatdrsai, 1980), és féemldsokben, beleértve
az embert is (Heiman-Patterson és Strominger, 1985). Dacéra a hasonlésdgoknak, az egyes
neuronok biztos identifikdldsat gyakran komplikdljdk az egyes fajok kozott fennalld
kiilonbségek. A DCN morfoldgidjdnak torzsfejlodését attekintve példaul egyértelmiien
megallapithatd, hogy mig a piramis-neuronok gyakorlatilag fajfiiggetlen médon a mag kiilsé
rétegében taldlhatok, a mag mélyebb rétegeire lokalizalt Oridssejtek szama igen valtozatos
lehet az egyes fajokban (Malmierca, 2003). Figyelmet érdemel tovabbd, hogy a DCN
legmélyebb rétege a patkdnyokban igen gyéren fejlett, ami azt jelzi, hogy az Oridssejtek ezen
rétegben val6 elhelyezkedése nem mindig torvényszerti.

A jelen munka eredményei alapjan lehetségesnek tiinik, hogy a Kkorabbi
tanulmdnyokban a patkdny nucleus cochlearis odridssejtjeit tévesen piramis-neuronokként
azonositottak; és némi Onkritikat gyakorolva azt sem rejthetjiik véka ald, hogy ebbe a hibaba
bizony valésziniileg munkacsoportunk is beleesett. Ez a tévesztési lehetség azért is f6l6ttébb
valdszinl, mert a két sejttipus membransajatsigai és tiizelési sajatossdgai igen hasonlatosak
(Smith és munkatdrsai, 2005), igy még a parhuzamosan végzett funkciondlis mérések

eredményei alapjan sem lehet a téves azonositds lehetdségét egyértelmiien kizarni.
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Bar a nucleus cochlearisban taldlhat6 octopus-sejtek szdma igen korlatozott
(egerekben kb. 200 octopus-sejt lehet; Golding és munkatdrsai, 1995), a kizarélag a pVCN-re
korlatozédé elhelyezkedésiik, és az igen jellegzetes nyulvdnyrendszeriik (Oertel és
munkatdrsai, 1990) konnyli azonositist sugall. Ennek ellenére, az octopus-neuronok és a
globuléris bushy-sejtek kozott fenndllé morfoldgiai és fiziologids hasonlésdgokra mar mas
szerzOk is ramutattak (Smith és munkatdrsai, 2005), aldhtizva a bushy-octopus tévesztés
lehetdségét a morfoldgiai klasszifikacid sordn.

Az esetleges morfoldgiai-lokalizaciés hasonlosag mellett kiilonbozo fejlodési
sajatossdgok is nehezithetik a nucleus cochlearis neuronjainak egyértelmii azonositdsat.
Ujsziilott horcsogokben maér egyértelmilen demonstraltdk a piramis- és az éridssejtek kozotti
hasonlésdgot (Schweitzer és Cant, 1985), és a téves morfoldgiai azonositds lehetdségét tovabb
noveli, hogy ebben a fajban a piramis-sejtek gyakran novesztenek egy harmadik dendritfat
(Schweitzer, 1990). Egerek esetében az octopus-neuronok dendritfdjdnak jelentds, az
egyedfejlodéssel Osszefiiggd modosuldsat irtdk le (Willott és Bross, 1990), és még a
féemlosokben is vannak adatok a nucleus cochlearis egyes neuronjainak életkor- és
egyedfejlodés-fiiggd modosuldsairdl (Heiman-Patterson és Strominger, 1985). Béar a jelen
munka alapjdul szolgdlé faj, azaz a patkdnyok esetében hijdn vagyunk a hasonlé kisérletes
adatoknak, nem kizdrhat6, hogy a nucleus cochlearis neuronok igen jelentds mértéka
morfoldgiai heterogenitdsdhoz ilyen tényezdk is hozzdjarulnak.

Tekintettel a jelen disszerticioban részletezett sejtazonositdsi problémakra,
nyilvdnvalénak latszik, hogy a konfokdlis mikroszkdpia alkalmazdsa a nucleus cochlearis
kiilonbozo sejttipusainak vizsgdlata soran felbecsiilhetetlen segitséget nytjthat a megbizhat6
klasszifikdciéhoz. A konfokélis mikroszkopia térnyerését megel6zden alkalmazott technikak
altalaban csak egy, a szeletelés altal meghatirozott sikban engedték meg a neuronok
tanulmanyozasat. Bar a nucleus cochlearis igen magasan szervezett strukturaltsigot mutat, a
leggyakrabban alkalmazott szeletelési sikokban végzett preparatumkészités altaldban jol
reprodukdlhaté sejtalakokat eredményezett, &m (amint arra a jelen munka is ravilagitott) a
nucleus cochlearis neuronok egyértelmii azonositdsa gyakran teszi sziikségessé azok
morfologidjanak tobb irdnybdl torténd vizsgdlatit. Az ujabban kifejlesztett szamitogépes
algoritmusok alkalmazdsa ugyan moddot ad a nem fluoreszcens jeloldanyaggal feltoltott
neuronok térbeli struktirdjdnak megszerkesztésére (Hancock és Voigt, 2002), azonban a
konfokalis mikroszkopidval és az ennek sordn kapott rétegfelvételek analizisével ez a cél
konnyebben elérhetdnek latszik. A jelen eredmények nem csupdn arra mutatnak rd, hogy ez a

megkdzelités a nucleus cochlearis neuronjainak morfoldgiai azonositdsa céljira is alkalmas,
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hanem azt is felvetik, hogy néhany kordbbi adat atértelmezése is sziikségessé vélhat az egyes
sejtek valosziniinek 14tszo téves azonositdsa miatt.

Ahogy azt a neviikk is sugallja, a Purkinje-szerli sejteket ectopids Purkinje-
neuronoknak tartja az irodalom, melyek az egyedfejléddés sordn véandorolnak a nucleus
cochlearisba (Rossi és munkatdrsai, 1993; Hurd és munkatdrsai, 1994; Spatz, 1997). A
klasszikus morfoldgiai tanulmanyok altaldban nem szenteltek nekik kiillondsebb figyelmet, de
kés6bb mar rendre leirtdk jelenlétiiket egérben, patkdnyban és tengerimalacban egyardnt. Bar
a PLC-k funkciondlis szerepe €s jelentdsége a nucleus cochlearis jelfeldolgozé miikodésében
még a mai napig is vitatott, egyetértés van azok cerebellaris Purkinje-sejtekkel valo
hasonlosidgdban, aminek egyik igen lényeges eleme a patkdnyokban igazolt erdteljes
calbindin- és kevéssé jelentOs parvalbumin-specifikus jelolodésiik (Friau és Ostwald, 1988;
Spatz, 1997). A két sejttipus kozott fenndlld kapesolatot hangsiilyozza tovabba az a tény is,
hogy patkdnyban a Purkinje-szert sejtek is kapnak bemeneteket a kuszoérostok dltal az oliva
inferior teriiletérdl (Rossi és munkatdrsai, 1993). Léteznek tovabba arra utalé kisérletes
adatok is, melyek szerint a PLC-k axonjai elérhetnek egyes kisagyi magvakat (Sparz, 1997).
A jelen disszertidcioban ismertetett eredmények, miszerint a rodamint a pedunculi cerebellaris
teriiletén ejtett metszésekbe juttatva a PLC-k jelolhetdk, ezen feltételezés tovéabbi

bizonyitékanak tekinthetok.
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3.3 Melanoma malignum sejtek TASK-3-expresszioja

3.3.1. Bevezetés

A jelen disszerticio els6 és masodik fejezetében olyan eredményekrol
szdmoltunk be, melyeket a nucleus cochlearis felépitésében és miikodésében jelentds
szerepet betoltd idegsejtek vizsgalata sordn kaptunk. Ezen kisérletek sordn részben arra
torekedtiink, hogy valamilyen Osszefiiggést taldljunk a bushy-neuronok jellegzetes
aktivitdsi mintdzata és az dltaluk expresszilt Kv-alegységek kozott; részben pedig a
magunk szerény lehetOségeihez mérten megprobaltunk hozzdjarulni a nucleus
cochlearis projekciés neuronjainak egyértelmii azonositisit ©Ovezd problémakor
egyszerlsitéséhez és tisztdzasdhoz. Ezen kisérletek gyakorlati kivitelezése soran
keresett meg benniinket a Sigma-Aldrich egyik izraeli kutat6laboratériumanak vezetdje,
aki egyik kordbbi munkdnkra hivatkozva (Ruszndk és munkatdrsai, 2004)
egylittmitkodést ajanlott fel, aminek keretében médunk nyilt egy éltaluk djonnan
kifejlesztett, TASK-3-specifikusnak vélt monoklondlis antitest kiprobdlasira, az
ellenanyag ,,bevizsgdldsira” és validdldsara. Tekintettel arra, hogy az ilyen jellegi
vizsgdlatok teljes mértékben illeszkedtek a laboratérium profiljdba, hiszen egyéb
munkdinkban mar vizsgiltuk a TASK-3-csatorndk expresszidjit egyes egészséges és
tumorosan elfajult humdn szovetekben (Ruszndk és munkatdrsai, 2004; Kovdcs és
munkatdrsai, 2005), az igen megtiszteld felkérésre igent mondtunk, és elkezdtik a
kisérletek tervezését és kivitelezését.

A Kkisérletsorozat egyes Iépéseinek ismertetése, valamint az eredmények
rendszerezése és megbeszélése elott két fontos problémardl kell megemlékezni: milyen
informécidk élltak és allnak rendelkezésre a TASK-3-csatorndkrdl, valamint hogy miért
éppen melanoma sejteken tortént a vizsgalatsorozat dontd tobbségének kivitelezése.

A human TASK-3-csatornat kédolé gén a 8. kromoszéma hosszu karjan,
meglehetdsen telomerikus pozicidban kédolddik (8q24.3), a specifikus mRNS szintézise
pedig két exonrdl torténik. A TASK-3-csatorndk ezen kromoszomadlis lokalizacidja két
ok miatt is jelentds: egyrészt az emlitett génszakaszhoz viszonylag kozel, att6l mintegy
10 Mbézissal a centromerhez kozelebb kodolddik a c-myc jelli, jol ismert onkogén,

felvetve annak lehetdségét, hogy a TASK-3-csatorndk daltaldnos bevezet6ben mar
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emlitett tumorigén hatdsaért ennek a génnek az amplifikicidja felelds, igy a TASK-3-
csatorndkat kddolé gén amplifikicidja, valamint a fehérjetermék overexpresszidja csak
egyszerll co-expresszié eredménye. Ez a lehetdség azonban bizonyosan elvethetd,
mivel szdmos tumorszévetbdl szarmazd mintdban megfigyelték a TASK-3-csatorndkat
kédold kcnk9 gén onallé amplifikdcidjat (Mu és munkatdrsai, 2003). Az emlitett
kromoszémalis lokalizdcié mdsik érdekessége, hogy az ezen régié teriiletén taldlhatd,
eddig pontosan nem azonositott gének modosulasai harom kiilonbozo eredetii epilepszia
kialakuldsdban (benignus neonatalis familialis convulsio, 2. tipusi generalizalt
idiopathias epilepszia és 1. tipusi gyermekkori absence epilepszia) is oki szerepet
jatszanak, igy logikus felvetésnek tlint, hogy a kcnk9 gént érintd esetleges mutacié oki
szerepet jatszhat ezen epilepszidk valamelyikének kialakuldsaban. Egy 65 német
betegen végzett vizsgalatsorozat eredményei viszont ezt a feltételezést cafoltdk, és a
szerzOk nem taldltak ok-okozati Osszefiiggést a kcnk9 gén genetikai polimorfizmusa és a
fenti epilepsziatipusok kialakuldsa k6zott. A tanulmdnyban arra is fény deriilt, hogy bér
a gén polimorf, a vizsgdlt epilepszids betegekben ez a polimorfizmus az exonokat
sohasem érintette, igy nem okozott eltérést a csatornaalegységek aminosav-
szekvencidjaban (Kananura és munkatdrsai, 2002).

A human TASK-3-csatorna (hTASK-3) 374 aminosavat tartalmaz, és igy
némileg rovidebb, mint a patkdny TASK-3-fehérjéje. A protein meglehetosen
konzervativ: a hTASK-3- és a hTASK-1-, valamint a hTASK-3- és a hTASK-5-
csatorndk kozotti homoldgia mértéke 62 és 56%-os (Chapman és munkatdrsai, 2000;
Karschin és munkatdrsai, 2001) szemben a tobbi két pérusformalé domént tartalmazéd
csatornaval (koztiik a kordbban ugyancsak TASK-csaladba sorolt TASK-2- és TASK-4-
csatorndkkal), ahol a szekvenciaazonossig csupan 31-35%-os (Chapman és
munkatdrsai, 2000). A TASK-3-csatorna konzervativitisa az egyes fajok kozott is
meglepden nagy: a patkdny és a human TASK-3-csatorna 74%-ban identikus, 4m ennek
mértéke az els6 250 aminosavat tekintve még robosztusabb, hiszen ezen régioban az
azonossdg mértéke 94% - ugyanakkor vannak olyan részek is (dontéen a C-termindlis
kozelében), ahol csupan 47%-os homolégia all fenn (Chapman és munkatdrsai, 2000).
Hasonléan jelentds szekvenciaazonossdg tapasztalhaté a humdn és a tengerimalac
TASK-3-csatorna szintjén: az egész molekulat tekintve a homoldgia mértéke 88,3%;
ugyanakkor a porusformdld régiok kornyékén ez az érték megdobbentden magas
(96,8%), a hosszu, intracelluldrisan elhelyezkedd C-termindlis kozelében pedig

mindossze 69,8%-0s (Chapman és munkatdrsai, 2000). A fenti adatok azért kiilondsen
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érdekesek, mert ezekbdl nyilvanvald, hogy az olyan TASK-3-specifikus antitestek, amik
a csatorna N-termindlisdnak kozelében elhelyezkedd epitdpokat ismernek fel nagy
valészinliséggel tobbféle faj esetében is alkalmazhatok, ugyanakkor a hosszu,
intracelluldrisan elhelyezked6 C-terminus kozelében taldlhaté epitopok ellen
termeltetett antitestek esetében 1ényegesen valdszinilibb a fajspecificitas.

A TASK-3-csatorndk aminosavszekvencidjira jellemzd, hogy az elsd
p6rusformalé domén teriiletén megtaldlhaté a K'-csatorndkra jellegzetesnek tartott
»ujjlenyomat”, a GYG triplet. A masodik pérus teriiletén ez kissé valtozott, és itt egy
GFG szekvencia (glicin-fenilalanin-glicin) vesz részt a K™-permedbilitds biztositdsaban
(Lesage és Lazdunski, 2000). A funkcioképes TASK-3-csatorna konduktancidja

£.99

(heterol6g expressziés rendszerben meghatdrozva) 28 pS; és bar a ,,hdttér” K'-csatornak
kozé tartoznak, igy aktivicidjukat sokdig id6- és fesziiltségfiiggetlennek gondoltik, az
Ujabb adatok szerint aktivacidjuk egyértelmii, id6fiiggd novekedést mutat (legaldbbis a
Xenopus oocytikban és HEK-sejtekben expresszdlt humdn TASK-3-csatorndk;
Meadows és Randall, 2001).

A TASK-3-csatorndk aktivitdsa kiilonbozé masodlagos hirvivok altal
moduldlhat6, aminek kialakitdsdban alapvetd jelent6ségiinek tinik egy 6 aminosavat
tartalmazd szekvencia a csatorndk hosszd, intracelluldrisan elhelyezkedd karboxi-
terminusdnak elején. Bar a moduldciés hatdsok tdmadaspontjdban egyetértés van a
szerzOk kozott, annak hatasat tekintve a vélemények igen kiilonbozoek: az egyik
tanulmanyban a Xenopus oocytikban expresszalt TASK-3-csatorndkon folyé aram
nagysdgit a protein kindz C (PKC) dtvonal nem, ugyanakkor a PKA ttvonal
stimulacidja hatékonyan csokkentette (Meadows és Randall, 2001). Az ujabb
vizsgédlatok eredményei szerint azonban a Ggi-fehérje aktivdldsa a TASK-3-dram
egyértelmii csokkenését okozza; részben az emlitett G-fehérje aktivacidjat kovetden
kialakulé foszfatidil-inozitol-biszfoszfat (PIP,) deplécidja, részben az inozitol-
triszfoszfat (IPs) koncentraciéjanak emelkedése miatt (Chemin és munkatdrsai, 2003;
Cooper és munkatdrsai, 2004; Chen és munkatdrsai, 2006). Fontos megemliteni, hogy
egyes metabotrép glutamatreceptorok (Group I mGluR), amik komoly jelentdségiiek a
tanulds, az emlékezés, az epilepszia, a fajdalomérzés és az idegsejtek pusztuldsdnak
egyes formdiban, éppen a fent emlitett dtvonal révén képesek hatni a TASK-3-
csatorndkra, azok zdrdddsit és a neuronok kovetkezményes depolarizicidjat okozva
(Chemin és munkatdrsai, 2003). A jelenség azért tlinik kiilonosen 1ényegesnek, mert ez

a hatdsmechanizmus értékes kiegészitését jelenti azon folyamatoknak, amik az I
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csoportba sorolhaté glutamatreceptorok tulfokozott aktivitdsa kovetkeztében a neuronok
kérosan megndvekedett ingerlékenységét és végsdsoron pusztuldsit okozhatjak.

Az altalanos bevezetOben mar megemlékeztiink réla, hogy a TASK-3-csatornak
folottébb  kiilonleges farmakoldgiai jellemzoket mutatnak, hiszen gyakorlatilag
érzéketlenek a szokasos K'-csatorna-gatlészerekre, mikdzben hatékonyan blokkolhat6k
RR alkalmazdsaval (Czirjdk és Enyedi, 2003). 1d6kozben egyéb fémionokrdl is
bebizonyosodott, hogy képesek a TASK-csatorndk gétlasara, bar az err6l szol6
kisérletes adatok némileg ellentmondasosak. Egyes szerzOk szerint a Zn™*
erOteljesebben gitolja a TASK-1-, mint a TASK-3-csatorndkat (Hartness és
munkatdrsai, 2001), ugyanakkor egy masik munka arr6l szdmol be, hogy a Zn** igen
hatékonyan gétolta a TASK-3-csatorndkat (ICsp = 19,8 umol/l), mik6zben jéval kevésbé
hatott a TASK-1- és a TASK-2-csatornak milkodésére (TASK-1 esetén az
ECso = 175 pmol/l; Clark és munkatdrsai, 2004). Ugy tiinik, hogy a TASK-3-csatornak
cink irdnti érzékenységéért a 98-as pozicidban taldlhaté hisztidin (ami a pH-
érzékelésben is fontos szerepet jatszik) jelenléte is felelds; a H98A mutdns csatorna
jelentdsen kisebb érzékenységet mutatott ezen kationra (Clarke és munkatdrsai, 2004).
A helyzetet bonyolitja azonban, hogy a TASK-1-csatorna is rendelkezik ezzel az
aminosavval, rdaddsul ugyanebben a poziciéban, és ennek ellenére csekély
érzékenységet mutatott a cinkre. A TASK-1/TASK-3 heterodimer csatorna Zn”* irdnti
érzékenysége ugyszintén csekély mértékiinek bizonyult (Clarke és munkatdrsai, 2004).

Fontos leszogezni, hogy a TASK-3-csatorndk cink 4ltali gitldsa nem valamiféle
ezoterikus, ,,I’art pour I'art” jellegli kisérletes eredmény. Bebizonyosodott, hogy az
inhibitoros szinapszisok aktivdléddsa sordn tetemes mennyiségii cink keriilhet a
szinaptikus résbe (t6bb tiz pmol/l koncentraciot elérve, de egyes vélekedések szerint a
szinaptikus rés egyes mikrodoménjeiben ez az érték akar 300 pmol/l is lehet), ami az itt
elhelyezked0 TASK-3-csatorndk  gatlasit okozza, nagyban befolydsolva a
postsynapticus sejt membranjanak bemeno ellendlldsat, ezaltal annak ingerlékenységét
(Clarke és munkatdrsai, 2004). Tovéabbi érdekes felvetés, miszerint ugyancsak jelentds
mennyiségll cink keriilhet az extracellularis térbe ischaemia és epilepszids rohamok
sordn, aminek a TASK-3-csatorndk gitldsa révén kozvetlen oki szerepe lehet a
membrandepolarizicié, a Ca2+—belépés és a bekovetkezd neuronpusztulds
kialakuldsédban.

Az extracellulérisan alkalmazott réz a cinkhez hasonlé hatdst gyakorol a TASK-

3-csatorndk  miikodésére  (ICso = 2,7 nmol/l). Mivel a rézionok negativ
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membranpotencidlon erdteljesebb giatlé hatdst gyakorolnak a TASK-3-csatorndkra,
kotdhelyiik legnagyobb valdszintiséggel a csatorna poérusa kozelében taldlhatd (Gruss és
munkatdrsai, 2004). Tekintettel arra, hogy egyes kozponti idegrendszeri
betegségekben, a kozponti idegrendszert érd sériillések esetén, valamint egyes
anyagcsere-betegégekben a cinkhez hasonléan a rézionok koncentriciéja is
megndvekedhet az extracelluldris térben, ezen kisérletes adatoknak komoly klinikai
jelentéségiik is lehet.

Folottébb érdekes, hogy nemcsak a TASK-3-csatornak aktivitdsdnak (és igy a
TASK-3-dram nagysiganak) a csokkenése okozhat az el6zdekben vazolt mechanizmus
révén sejt- (neuron-) pusztuldst, de egyes esetekben az aktivitisuk is apoptosist
indukdlhat. Az éltaldnos bevezetOben mdir szdmot adtunk arr6l, hogy kisagyi
szemcsesejtekben a TASK-3-alegységeket (is) tartalmazé csatorndk aktivitdsa azok
programozott haldlat okozza (Lauritzen és munkatdrsai, 2003). A jelenségnek komoly
fizioldgiai jelentsége van, hiszen gondoskodik arrdl, hogy mikézben az egyedfejlodés
sordn a szemcsesejtek a kiilsdé szemcsesejtes rétegbdl (external granule layer — EGL)
végso helyiikre, a szemcsesejtes rétegbe vandorolnak, szdmuk jelent8sen csokkenjen.
Ezen szamcsokkenés azért kiillonosen fontos, mert az EGL teriiletén fejlodo
szemcsesejtek szdma sokszorosan meghaladja azt a kivdnt mennyiséget, amit a
Purkinje-sejtekkel valo szinaptikus kapcsolatok kialakitasa indokol, igy a TASK-aram
altal kivéltott sejtpusztulds tevékenyen hozzdjarul a két sejtféleség szdmanak
szinkronizaldsahoz.

Az, hogy a sejtfelszini membranban taldlhaté TASK-csatorndk aktivitdsa hogyan
okozza a szemcsesejtek pusztuldsat, tovabbra is vita targya, dm az tlnik a
legval6észiniibbnek, hogy a rajtuk keresztil megvalosulé K'-kidramlds a
kovetkezményes CI'- és vizkidramlas miatt kialakulé sejttérfogat-csokkenés (apoptotic
volume decrease — AVD); vagy az intracelluldris K'-koncentracié csokkenése miatt
bekovetkezo, kaszpazokat és nukledzokat érintd aktivitisnovekedés révén valésul meg.
Mindezek alapjdn nem meglepd, hogy akdr a TASK-csatorndk gatldsa, akdr az
extracelluldris K*-koncentracié novelése hatdsosan képes csokkenteni a kialakuld
apoptosis mértékét, hiszen mindkét behatds csokkenti a K-ionok sejtbdl torténd
kidramldsdnak mértékét.

A fenti kisérletes adatok és kovetkeztetések igen hatdrozottan utalnak arra, hogy
a TASK-3-csatorndk aktivitdsa a sejtfelszini membranban kifejezetten pro-apoptoticus

hatdsi. Sziikséges azonban megemliteni, hogy (mint oly sok mds esetben) a valdsag
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finoman sz6lva is bonyolultabb, mint azt elsd pillanatban hinnénk. Meggy06z0 kisérletes
adatok szolnak amellett, hogy a TASK-csatorndkhoz sok szempontbdl hasonlatos,
ugyancsak a két porusformdlé domént tartalmazé K*-csatorndk kozé tartozo tin. TREK-
1-csatorndk aktivdldsa riluzol (egy neuroprotektiv hatéanyag) dltal, hatdrozott anti-
apoptoticus hatast fejt ki (Duprat és munkatdrsai, 2000). A lehetséges
hatdsmechanizmus az lehet, hogy a TREK-csatorndk aktivitdisa a membrant
hiperpolarizdlja, ezaltal csokkenti a neuronok ingerlékenységét, és gy a
fesziiltségvezérelt Ca**-csatorndk megnyildsa miatt bekovetkez$ Ca®*-belépést is,
amit6l mar egyenes ut vezetne a sejthaldlhoz. Nyilvanvaléan nehéz azonban
megmagyaréazni, hogy a TASK-csatorndkon kialakulé K*-kidramlds miért kozvetit pro-;
ugyanakkor ugyanezen ionok, ugyanilyen irdnyba, csak mds csatornidn (TREK-1)
keresztiil torténé mozgisa miért okoz anti-apoptoticus hatdst. A kérdést tovabb
bonyolitja, hogy mikézben a TASK-1-, TASK-2- és TASK-3-csatorndk C8-sejtekben
torténd overexpresszidja kifejezett védelmet nyujtott az apoptosis kialakuldsa ellen,
taléld agyszeletekben kizdrdlag a TASK-3-csatorndk jelenléte biztositotta ezt a
protektiv hatast (Liu és munkatdrsai, 2005). A jelenség magyardzata jelenleg sem
vildgos, am nem elképzelhetetlen, hogy mindez azért lehetséges, mert a hirom
csatornaféleség koziil a TASK-3-csatorndk a legkevésbé pH-érzékenyek, igy savas
extracellularis kornyezetben 6k okozzdk legtovibb a membran ingerlékenységének
csokkenését.

Mikozben az irodalomban tovabb gylilnek az adatok a TASK-3-csatorndk
aktivitdsdnak pro- vagy anti-apoptoticus hatdsat tdmogatva, tumoros szovetmintdkat
vizsgalva egyre egyértelmiibbnek tiinik, hogy ezen K*-csatorndk komoly jelent6ségiiek
egyes rosszindulati daganatok kialakuldsaban is. Az ezzel kapcsolatos adatok egy
részének taglaldsara mar az altaldnos bevezetdben sor keriilt, a jelen fejezetben csak arra
kivanjuk ismét rdiranyitani a figyelmet, hogy egyes malignus elvéltozasokban
kimutattdk a TASK-3-csatorndkat kédolé gén amplifikdciéjat. Az amplikon mintegy
550 kbazis nagysagu, és bar két gén részleteit is tartalmazta, csak a kcnk9 gént hordozta
teljes egészében, a masik (pontosan nem azonositott génnek) csak egy része képezte az
amplikon részét (Mu és munkatdrsai, 2003).

Bar mar torténtek eldzetes vizsgdlatok annak eldontésére, hogy vajon van-e
Osszefiiggés a TASK-3-fehérje expresszidjanak mértéke és/vagy mintdzata, valamint az
egyes tumorok klinikai €s hisztologiai jellegzetességei, tovabba bizonyos prognosztikai

faktorok jelenléte kozott, ugy véljik, hogy egy ilyen, kelléen nagy esetszamot
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felvonultatd tanulmény lebonyolitdsara feltétleniil sziikség lenne. Egy ilyen
vizsgalatsorozat kivitelezéséhez minimalisan hiarom dolog sziikséges: egy kelld
alapossdggal bevizsgalt, megbizhatéan alkalmazhaté és specifikus (lehetdleg
monoklondlis) elsddleges antitest; egy kellden nagy szamu és patohisztoldgiai-klinikai
szempontb6l megfelelden heterogén szovetminta-gylijtemény, valamint egy olyan
technika, ami kontrolldlt koriilmények kozott teszi lehetdvé a mintdk tomeges
vizsgdlatat. Tekintettel arra, hogy hosszi évek oOta dpolunk egy igen gyiimolcs6zo
kollaboraciés kapcsolatot a Hajdu-Bihar Megyei Kenézy Gyula Kérhdz-Rendeldintézet
Patolégia Osztilydval, a megfeleld szamu tumoros minta elokészitése a vizsgdlatokra
redlisnak mondhat6, ugyanakkor idékozben szert tettiink egy tissue microarray (TMA)
késziilékre is, aminek alkalmazdsa a nagyszdmu szdvetminta egyidejii vizsgdlatdnak
jelenleg legelfogadottabb technikdjat jelenti. A nagyszabdsu vizsgilatsorozat
elinditdsdnak maér csak egy feltétele volt: a megfelelé mindségii elsddleges antitest, amit
viszont a Sigma-val vald egyiittmiikodésiink biztosithatott — amennyiben sikeriil
meggy0zddniink az dltaluk fejlesztett antitest alkalmazhatésagarol.

Természetesen szdmos rosszindulati daganatféleséget vélaszthattunk volna az
elozetes vizsgalatok kivitelezése céljabol, de végiill a melanoma malignum mellett
dontéttiink, aminek alapvetéen két oka volt. Az Elettani Intézetben, Prof. Dr. Csernoch
Laszl6 munkacsoportjdban sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek
vizsgélata zajlott, amik egyik - szamunkra kiilonosen érdekes - eredménye az volt, hogy
ruténiumvorost alkalmazva a tenyésztooldatban, a melanoma sejtek koncentraciofiiggd
pusztuldsa kovetkezett be. Tekintettel arra, hogy a ruténiumvords hatékonyan gatolja a
TASK-3-csatornakon foly6 aramot, ugyanakkor a TASK-3-fehérje jelenléte kifejezetten
pro-oncogen hatésu, a jelenség egyik magyarazata az lehetett, hogy a gatloszer éppen a
TASK-3-csatorndkra hatva okozza a melanoma sejtek pusztuldsat, azaz valésziniisithetd
volt, hogy a melanoma sejtek expresszdljak a TASK-3-fehérjét, igy idedlis alanyaul
szolgédlhatnak a tervezett kisérletekhez. Kétségkiviil igaz, hogy a ruténiumvords a
TASK-3-csatorndk mellett szdmos egyéb struktira és folyamat géitldsat is okozza (Ca™-
aktivalt K™-dram, vanilloidreceptor, TRAAK-csatorna, mitokondridlis Ca2+—uniporter,
rianodinreceptor, SERCA- és egyéb Ca2+—pumpék, fesziiltségvezérelt Ca**-csatornak,
epithelialis Ca2+—transzporter), igy a melanoma sejtekre gyakorolt hatdsa még a legjobb
indulattal sem volt specifikusnak mondhat6, dgy véltiikk, hogy egy probit feltétleniil
megérdemel a jelenség. Az esetleges pozitiv eredmény rdaddsul azzal a jelentds

elonnyel is kecsegtetett, hogy amennyiben sikeriill a melanoma sejtek TASK-3-
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expresszidjat igazolni, akkor lehetdségiink lesz mind immuncitokémiai, mind
immunhisztokémiai koriilmények kozott tesztelni az antitestet, ami jelentds mértékben
javithatja a vizsgalatsorozat eredményeinek altaldnos hasznosithatosagat.

Amint az , Eredmények” fejezetbdl kideriil, nem kis szerencsékre a melanoma
sejtek valoban expresszdljak a TASK-3-fehérjét, és a munkdban nem pusztin az
elsddleges antitestek bevizsgdldsat végeztiik el, de sikeriilt néhany érdekes, némileg
varatlan és taldn altalanosan is jelentds jelenségre ramutatnunk a melanoma sejtek

TASK-3-expresszidjanak vonatkozasaban.

3.3.2. Eredmények

A kisérletek els6 1épésében formalinban fixalt, hisztopatoldgiailag igazolt
melanoma malignumot tartalmazé szovetmintdk alkalmazdsdra keriilt sor, annak
kideritése végett, hogy azok vajon mutatnak-e értékelhetd immunpozitivitast a TASK-3-
specifikus ellenanyagok alkalmazdsa sordn. Annak érdekében, hogy a kialakuld
immunpozitivitds valédisdgdhoz ne férjen kétség, a szovetmintdkon hdrom kiillénb6z6
cég éaltal, harom kiilonb6z6 fajban termeltetett, a TASK-3-fehérje kiilonbozd epitdpjait
felismerd antitestek alkalmazasara keriilt sor (a részleteket illetéen lasd az ,,Anyagok és
modszerek” fejezet 2. tdblazatat). Mivel az immunreakcidkat formalinban fixalt
mintdkon végeztilk, nagy gondot forditottunk a megfeleld antigénfeltirdsi technika
(antigen retrieval — AR) kivalasztiasara, kiilonosen azon kordbbi megfigyelésiink
tikrében, hogy bedgyazott metszeteken alkalmazva a TASK-3-specifikus
ellenanyagokat konnyen dlnegativ vagy igen gyenge intenzitdsi jelolodést
tapasztalhatunk (Kovdcs és munkatdrsai, 2005).

Amint azt a 23. dbra felsé sordban lathat6 felvételek mutatjak (A-C), az egyik
poliklonélis antitest AR nélkiili alkalmazasa gyenge, de egyértelmiien pozitiv reakciét
adott ugyan, am annak eréssége jelentdésen fokozhaté volt, fiiggetleniil att6l, hogy
melyik AR alkalmazdsara keriilt sor. Tekintettel arra, hogy a melanoma sejtek jelentds
része tartalmaz barna pigmenticidt, a reakciéban ugy valasztottuk meg a kromogént,
hogy az lila terméket eredményezzen, igy a melanintdl vald elkiilonités nem okozhatott
gondot. A felvételeken az is megfigyelhetd, hogy a kotészovetben éErtékelhetd
immunpozitivitds nem volt megfigyelhetd, igy az a reakcié kényelmesen alkalmazhatd
belsé negativ kontrolljat biztositotta. Az is lathaté (23D-H), hogy a tesztelni kivant

monoklondlis antitest ugyanolyan jel6l6dési mintdzatot adott, mint a poliklondlis
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ellenanyag, bar az eldbbivel végzett immunreakcid intenzitdsa (nem meglepd mddon)
némileg elmaradt a poliklondlis antitest alkalmazdsa soran tapasztalttél. Figyelmet
érdemel, hogy amennyiben a monoklondlis antitest alkalmazdsat AR nélkiil kiséreltitk

meg (23D), tgy érdemi jelolddést alig tapasztaltunk, azaz dlnegativ reakcid jelentkezett.

23. abra

TASK-3-specifikus festés primaer és metastaticus melanoma
malignumot tartalmazo, beagyazott mintakon

A-C: poliklonalis antitest (Alomone Labs Ltd) alkalmazasa antigén feltards nélkiil (A) és
két kiilonbozd antigén feltarasi technikat kovetden [TRIS- (B) és citrat-puffer (C)]. A D-F
felvételeken ugyanaz lathatd, mint az A-C képeken, de az immunfestés a monoklondlis
antitest alkalmazasdaval tortént. G: TASK-3-specifikus immunjel6l6dés vékonybélbdl
szarmaz6 metastaticus melanomabdl szarmazé metszeten (poliklondlis antitest — Alomone;
az antigénfeltirds TRIS-pufferben tortént). H: A preadszorpciés kontroll kisérlet
eredménye. Ebben az esetben ugyanazt az elsddleges antitestet és antigénfeltdrasi
technikat alkalmaztuk, mint a G esetben; a két immunreakciét pairhuzamosan végeztiik. I:
TASK-3-specifikus immunfestés vékonybélben kialakult metastaticus melanoma esetén, a
monoklondlis antitest alkalmazdsaval. J6l megfigyelhetd a kotészovet negativitdsa.
Kalibracié: 100 pm (A-H) és 250 um (I).

A melanoma malignum sejtek TASK-3-pozitivitdsa metastaticus daganatokban
is kimutathat6 volt, és a kialakul6 reakci6 jellege érdemben nem fiiggott az alkalmazott
elsédleges antitest tipusatol (a 23G kép az egyik poliklondlis, a 231 felvétel pedig a
monoklondlis antitesttel kapott eredményeket demonstrdlja). A kisérletek sordn
rendszeresen végeztiink preadszorpcids kontroll vizsgdlatokat. Tekintettel arra, hogy
AR nélkiill még az els6dleges antitest jelenlétében is jelentdsen csokkent a reakcid
intenzitdsa (alkalmanként dlnegativ eredményt tapasztaltunk), a kontroll vizsgélatokat
mindig egy hatdsosnak bizonyult AR, a TRIS-pufferben torténd inkubédcié utdn
végeztiik el. A 23H 4brdn bemutatott esetben az alkalmazott szovetmintat a 23G képen

lathat6 metszettel mindenben megegyez6 modon, azzal parhuzamosan kezeltiik. Amint
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lathaté, sem a 23H képen bemutatott preadszorpcids kontroll, sem a kisérletsorozat
sordn készitett egyéb kontroll metszetek nem mutattak érzékelhetd immunpozitivitdst.

A 24.4dbra nagyobb nagyitis alkalmazdsdval foglalja Ossze a melanoma
malignumot tartalmazé metszeteken tapasztalt TASK-3-specifikus immunpozitivitds
jellemz6it. Az dbra alapjan nyilvanvald, hogy mindhirom elsddleges antitest
alkalmazdsa egyértelmli és hasonlé megoszlast mutaté immunpozitivitdst produkalt.
Bar az immunpozitivitds az esetek egy részében a sejtfelszini membrant is érintette (pl.
a fehér nyilak altal mutatott sejtek a 24A képen), a legerételjesebb reakcidt legtobb
esetben intracelluldrisan tapasztaltuk, ami gyakran hatdrozottan szemcsés megjelenést
mutatott (24D). A jel6lodés gyakran mutatott hatdrozott perinuclearis lokalizaciét (24C
és 24D), és a tumoros Oridssejtek vagy osztédo alakok esetében a magok kozotti térben
is erdteljes reakcidt tapasztaltunk (24C, kis kép). Szdmos esetben a sejtmag egyik
pOlusdn tapasztalhattuk a legerdteljesebb immunreakciét (24B és 24C - kis kép).
Amennyiben a melanoma sejtek nydlvanyai a metszési sikba keriiltek, ugy azokban is

intenziv reakciot tapasztaltunk (ferde nyil a 24A képen, fekete nyil a 24C felvételen).

- AT Al ]
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24. abra

Melanoma sejtek TASK-3-specifikus festése szovettani mintakon

A: Az egyik poliklondlis antitesttel (Alomone + TRIS-puffer) végzett immunreakcié. A
fekete nyilak azokat a sejteket mutatjdk, amelyek sejtfelszini membranja is jelolédott, a
vildgos nyilak az er6sen TASK-3 pozitiv nydlvanyokat jelolik. B: A 6 dbrdn ugyanazt az
antitestet és feltarasi technikat alkalmaztuk, mint az A képen; a kis képen lathatd esetben a
monoklondlis antitestet haszniltunk (TRIS-puffer). Mindkét esetben megfigyelhetd az
erételjes perinuclearis jelolddés. C: Poliklondlis antitestekkel végzett TASK-3-specifikus
immunreakci6 (nagy kép: Santa Cruz + citrat-puffer; kis kép: Alomone + TRIS). A nagy
képen lathaté nyilak azon sejteket jelolik, melyeknél intenziv perinuclearis festédés és
szemcsés intracelluldris immunpozitivitds figyelhetd meg. A kis felvételen a nyilak a
sejtmagok kozott lathatd retikuldris megjelenésti jelolddést mutatjdk. D: A monoklonélis
antitesttel végzett immunreakcidk eredménye. A nyilak a szemcsés jellegi
immunpozitivitast jelolik. Kalibracié: 25 pm.
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Bar a jelolddési mintdzat jorészt fiiggetlennek bizonyult az alkalmazott
elsddleges antitest tipusatdl, a nuclearis jel6lddés tekintetében némi kiilonbség volt
megfigyelhetd: az egyik poliklondlis antitest dltal adott nuclearis reakcié volt a
legintenzivebb (bédr egyértelmlien negativ magok ugyancsak megfigyelhetOk voltak,
lasd a 24A és 24B képeket, valamint a 24C felvételen demonstralt kis képet),
ugyanakkor a nuclearis pozitivitds kevésbé hatarozottan jelentkezett a masik két antitest
alkalmazdsa sordn (24C és 24D). Fiiggetleniil azonban az els6dleges antitest tipusatol, a
kotészovet sohasem mutatott érdemi pozitivitast.

Kisérleteink sordn 14 melanoma malignumot tartalmazé szovetmintat
alkalmaztunk, melyek koziil 8 bor eredetii, elsddleges; 6 pedig metastaticus melanoma
malignumbdl szarmazott. 10 mintdn igen erds, 3 mintdn pedig valamelyest gyengébb,
de hatarozott reakciot tapasztaltunk, egy minta esetében pedig alig észrevehetd
immunpozitivitds jelentkezett. Bér sem a feldolgozott és megvizsgalt mintdk szdma,
sem azok véltozatossdga (valamennyi els6dleges tumorminta Clark IV vagy Clark V
stddiumnak, azaz elérehaladott melanoma malignumnak felelt meg) nem tette lehetdvé a
TASK-3-expresszids mintdzat hisztologiai és klinikai jegyekkel valé preciz, nagy
statisztikai sokasagon végzett Osszevetését, fontos megjegyezni, hogy nem taldltunk
érdemi és nyilvdnvald Osszefiiggést az immunreakcié jellemzésére meghatdrozott
paraméterek (pl. a fest6dott magok ardnya, a reakcid erdssége) és az elsddleges tumorok
jellemz6i kozott.

A kisérletek ezen fazisdban tettiink egy fontos kitér6t: mivel a TASK-3-
csatorndk kiilonosen jelentdsek lehetnek egyes rosszindulati daganatok kialakuldsaban,
érdekesnek tlint annak vizsgalata, hogy vajon a melanoma malignum sejtek benignus
»~fokonai”, azaz a melanocytdk ugyancsak mutatnak-e TASK-3-expressziot, vagy ez a
malignusan transzformdlt sejtféleségre jellegzetes, azt esetleg a benignus valtozattdl
megkiilonboztetdé marker. Amint az a 25. dbran egyértelmilen megfigyelhetd, a
melanoma malignum sejtekhez hasonléan a legtobb melanocyta is er6s TASK-3-
pozitivitast mutatott, €s az gyakran kifejezetten szemcsés megjelenésii volt (nyillal jelolt
sejtek a 25A-C képeken). Hasonléan a melanoma malignumbdl szarmazo
metszetekhez, AR nélkiil csupdn igen gyenge reakcidt tapasztaltunk, ugyanakkor a
megfeleld AR alkalmazdsa jelentésen fokozta a jelolddés erdsségét. Az
immunpozitivitds megoszldsa alapvetden ugyanaz volt, mint a melanoma malignumot
tartalmazé mintdkban (intenziv perinuclearis jel6lddés, lasd a 25C dbra nyillal jelolt

sejtjét), és a benignus naevusbol készitett metszeteken is nyilvanvalé volt a nuclearis
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polymorphismus (azaz intenziven, gyengén vagy egydltaldn nem jel616dott sejtmagok
egyideju jelenléte). A preadszorpcids kontroll vizsgdlatok a melanocytdk esetében sem
eredményeztek érdemi jelolddést (25D).  Vizsgdlatainkat négy kiilonb6z6 minta
bevondsaval végeztilkk el, és minden esetben a 25.4brdn bemutatotthoz hasonl

eredményt tapasztaltunk.

25. abra

Melanocytak TASK-3-specifikus immunreakcidja

A: Az egyik poliklondlis antitesttel (Alomone + citrat-puffer) végzett immunfestés
eredménye. A nyil a jellegzetes szemcsés immunjelolédést mutatja. B: Az A képen
bemutatottal megegyez6 immunreakcié eredménye. A nyilak azon naevus sejteket jelolik,
amelyek nydlvanyai intenziv TASK-3 festddést mutattak. C: A madsik poliklonalis
antitesttel (Santa Cruz + TRIS-puffer) tortént immunreakcidk eredménye. A nyilak az
elsésorban a sejtmag teriiletére lokalizdl6dd, intenziv, szemcsés megjelenést mutatd
sejteket jelolik. D: A preadszorpciés kontroll kisérlet eredménye (Alomone + TRIS-
puffer). A kisérletet az A és B felvételeken bemutatottakkal parhuzamosan végeztiik.
Kalibracié: 25 pm (A-C), 375 um (D).

A melanoma malignumot tartalmazd szovetmintdk vizsgilata soran kapott
eredmények egyértelmilen megmutattdk, hogy a melanoma sejtek expresszaljak a
TASK-3-fehérjét. Természetesen jo volt latni, hogy a kiinduldsi hipotézisiink igaznak
bizonyult, &m az is nyilvdnvalé volt, hogy a formalinban fixalt prepardtumok
alkalmazdsa csak a fehérje jelenlétének és megoszlasdnak tanulmanyozasat engedi meg,
ugyanakkor (halott szovetek révén) nem engedi meg az olyan funkcionalis(abb)
vizsgdlatok kivitelezését, amik alapvetden fontosak lennének a TASK-3-csatorndk
sejtfunkcidkban betdltott  jelentOségének pontosabb megismeréséhez, vagy a
csatornafehérjét érintdé manipuliciok kovetkezményeinek leirdsdhoz. Mivel ezen
kisérletek kivitelezéséhez a sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek jol

alkalmazhatdk, a vizsgdlatok kovetkezd fézisdban immuncitokémiai koriilmények
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kozott is meg kivantunk gy6zOdni az antitestek alkalmazhat6sdgardl, valamint a

melanoma sejtek TASK-3-expresszidjardl.

26. abra

Sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek

A-B: Az egyik melanoma malignum sejtvonalrél (WM) DIC-mikroszképidval késziilt kis
(A) és nagy (B) nagyitasa felvételek. C-E: S-100- (C) és HMB-45- (D) pozitiv sejtek
konfokdlis mikroszkdppal készitett képei, E: a C és D felvételek magfestéssel kiegészitett
co-lokalizaciés képe. F: a HT199 melanoma malignum sejtvonalon végzett S-100- (z6ld)
és HMB45- (piros) specifikus, valamint a sejtmagokat megjelenitd (kék)
immunfluoreszcens képe. A nyil egy olyan sejtre mutat, amelyen sem S-100-, sem HMB-
45-pozitivitds nem volt észrevehetd. Kalibracio: 25 pm.

A vizsgélatok ezen szakaszdban hdarom kiilonbozé tipusd, melanoma
malignumbdl szarmazé sejtvonal alkalmazasara keriilt sor. Ezek egyike primaer, bor
eredeti melanomdbdl szdrmazott, a masik kettd pedig metastaticus melanomdkbdl
izolalt sejteket tartalmazott. Az egyes sejtvonalak megjelenésiikben és
morfoldgidjukban nem mutattak érdemi kiilonbséget, igy azok egyenkénti bemutatdsatol
eltekintiink. A 26. dbra A és B része a vizsgilt melanoma malignum sejtek differencidl-
interferencia-kontraszt optikdval késziilt képeit mutatja. A 26A felvételen mind a
kifejezetten lapos, gyakran polygonalis megjelenésli; mind a sejtosztodds irdnydban
elkotelezett, gomb alakd sejtek megfigyelhetok. A 26B kép nagyobb nagyitassal
demonstrdl néhany szferikdlisabb sejtalakot. A sejttenyészeti koriilmények kozott
fenntartott melanoma malignum sejtek pontos identifikdlasat két, a hisztopatoldgiai
gyakorlatban rutinszertien alkalmazott szoveti marker, az S-100-fehérje jelenléte és a
HMB-45-pozitivitds demonstralasaval végeztiik el (26C-F). Az S-100-fehérje egy olyan
Ca™-k6té protein, amit (més sejtek mellett) a melanoma malignum sejtek is nagy
mennyiségben tartalmaznak, a HMB-45-specifikus antitest pedig a melanosomak

jelenlétét igazolja, igy melanoma malignum sejtek esetében jellemzd a pozitivitas.
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Amint az jol megfigyelhetd, a sejttenyészetben taldlhaté sejtek tilnyomé tobbsége
mindkét szoveti markerre pozitivnak bizonyult, bar ritkdn olyan sejteket is taldltunk,

amik S-100- és HMB-45-negativnak mutatkoztak (26F kép, nyillal jelolt sejt).

27. abra

Sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek TASK-3

expressziojanak immuncitokémiai vizsgalata
Az egyes sorok a kiilonboz6 antitestekkel késziilt kisérletek eredményeit demonstraljak (A-
C: Alomone; D-F: Santa Cruz; G-I: monoklondlis); az oszlopok pedig a kiilonb6zd
sejtvonalakat mutatjak (A,D,G: WM35; B,E,H: HT-168-M1; C,F,I: HT199). A C,F és1
képek jobb felsd sarkdban 1évo felvételek a specifikus immunizalé peptiddel végzett (C és
F) vagy az elsddleges antitest kihagydsdval (I) végrehajtott kisérleteket mutatjak. Ezen
képek készitésének koriilményei (expozicids id6 és a kamera érzékenysége) ugyanazok
voltak, mint a C, F és I képek készitése sordn. A jobb alsé sarokban lathaté képek
ugyanarrol a latétérrol késziiltek, mint a kontroll kisérletek felvételei, de a DAPI-val tortént
magfestés eredményeit mutatjdk. Kalibracié: 25 pm.

Az alkalmazott tenyészetek homogenitdsdnak jellemzése végett mindharom
sejtvonal esetében meghataroztuk a HMB-45-pozitiv sejtek ardanyat. Eredményeink
szerint a primaer sejtvonal esetében a tenyészetben taldlhatd sejtek 97 +2%-a volt
HMB-45-pozitiv (n=630; atlag+S.D.), a két metastaticus sejtvonal esetében
ugyanezen érték 93 £3% (n = 1345) és 95 +4% (n=1137) volt, azaz a melanoma-
specifikus markereket nem hordozé sejtek ardnya minden esetben olyan alacsony volt,
hogy azok jelenléte a tovabbi vizsgélatokat érdemben nem befolydsolta. A kisérletek
egy fadzisdban megprobaltuk azonositani ezeket a sejttenyészetben taldlhatd, de
melanoma-specifikus markereket nem mutaté sejteket. Mivel dgy véltik, hogy
legnagyobb  valdszintiséggel fibroblastokrdl volt sz6, humdn fibroblastokra
specifikusnak mondott antitest alkalmazdsdval immuncitokémiai reakcidt végeztiink,
aminek eredményeként a tenyészetben taldlhaté valamennyi sejt hatdrozott és erdteljes
immunreakciét produkdlt. Mivel folottébb valdszeriitlennek tlint, hogy az alkalmazott

sejtvonalak kizardlag fibroblastokat tartalmaztak, alternativ magyardzatot kerestiink,
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aminek sordn megdllapitottuk, hogy az antitest a fibroblastok kollagénszintézisében
jelentds prolil-4-hidroxildz enzimfehérjét ismerte fel, amir6l viszont mar kordbban
bebizonyosodott, hogy a melanoma malignum sejtek is expresszaljadk azt (Langness és
Udenfriend, 1974; Sundberg és munkatdrsai, 1996; Ivarsson és munkatdrsai, 1996).
Ebbol kovetkezden az alkalmazott antitest nem volt alkalmas a melanoma sejtek €s a
fibroblastok differencidldsdra. Mivel mds olyan markert nem taldltunk, amit a
fibroblastokra specifikusnak tartanak, a HMB-45-negativ sejtek pontos azonositisara

tett erOfeszitéseinket feladtuk.

28. abra

Melanoma malignum sejteken végzett TASK-3-specifikus immunjelolés

eredményeinek nagy nagyitassal késziilt képei

A: A monoklondlis antitesttel késziilt immuncitokémiai kisérlet (WM35-sejtvonal).
Kiilonosen a sejtmag kornyezetében szembetiind az immunpozitivitds jellegzetes, hal6zatos
megoszlasa. A jelolédés ezen mintdzata még nyilvanvalébb a konfokalis mikroszképos
képen (kisebb felvétel; a sejtmag jelolése DAPI-val tortént). B: Az egyik poliklondlis
antitest (Alomone) alkalmazdsa a HT199-sejtvonalon. Az iires nyil a sejtmagok kozott
megfigyelhetd immunpozitivitdst demonstrdlja; a fehér nyilak két olyan sejtre mutatnak,
amelyek esetében érdemi TASK-3-pozitivitds nem volt megfigyelhets. C: TASK-3-
(Alomone; zold) és HMB-45-specifikus (piros) immunfestés, valamint DAPI-val tortént
magfestés co-lokalizdcios képe. A nyilak olyan sejtekre mutatnak, amelyeken sem TASK-
3-, sem HMB-45-festédést nem lehetett detektdlni. A kisebb dbrdn ugyanazon latétér
TASK3-specifikus jelolodése lathats. D: Az egyik poliklondlis antitesttel (Santa Cruz)
végzett immunreakcié a WM35-sejtvonalon. A nyil egy olyan sejtre mutat, amelyben a
sejtmagok kozotti régidban erds, retikuldris fest6dési mintdzat figyelhetd meg. E:
Poliklondlis antitesttel (Alomone) tortént kisérlet eredménye a WM35 sejtvonalon. A nyil
a sejtmagok kozotti erdteljes immunreakciét mutatja. F: a monoklondlis antitesttel végzett
reakcié a HT199 sejtvonalon. Az iires nyil a sejtmagok kozott megfigyelhetd, intenziv,
hél6zatos mintdzatot mutaté immunpozitivitisra mutat. A fehér nyil a sejtfelszini
membrdn TASK-3-pozitivitdsit jelzi. G: Az E résznek megfeleld jelolés (ugyanaz az
antitest és sejtvonal), konfokdlis mikroszkoppal vizsgdlva. Jol lithaté a cytoplasma
erdteljes, retikuldris mintdzata, és a nydlvdnyok intenziv TASK-3-pozitivitdsa. A nyil a
sejtfelszini membrdn érintettségét jelzi. Kalibracié: 25 um. H: Az egyik poliklondlis
antitesttel (Alomone) végzett Western-blot kisérlet eredménye. Az 1.oszlop a teljes
sejtlizatumbdl (160 pg fehérje), a 2. oszlop a sejtmagfrakciébol (50 pg fehérje) késziilt
mintdkon végzett kisérletek eredményeit mutatja. A 3. és a 4. oszlopon a specifikus
immunizalé peptiddel késziilt kontroll kisérletek eredményei ldthaték. A feltiintetett
szdmok az adott poziciénak megfeleld molekulatomegeket jelzik (kDa).
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Amint azt a 27. dbra mutatja, mindhdrom TASK-3-specifikus antitest erds és
reprodukdlhat6 reakcidt adott a primaer és a metastaticus sejtvonalakon egyardnt. Az
immunjel6lddést nagyobb nagyitdssal vizsgdlva (28. dbra) megerdsithettik ezt a
megéllapitast, ugyanakkor az is nyilvdnvalova vélt, hogy az egyes antitestek daltal
nyujtott intracellularis jelolodés jellege €s megoszlasa némileg kiilonbozott egymastol.
A fehérje N-termindlisdnak kozelében taldlhatd epitdpot felismerd antitest (Alomone)
altal adott jelolodés esetében a nuclearis-perinuclearis festddés erésebb volt (28B, 28C
és 28E képek), mint a masik két ellenanyag alkalmazdsa sordn (28A, 28D és 28F
felvételek), amik ugyanakkor Iényegesen komplexebb mintdzati intracellularis jelolést
produkaltak (lasd a 28A kép részeként bemutatott konfokalis felvételt). Bar elso
pillantdsra ugy tiinhet, hogy az N-termindlis kozelében taldlhaté epitépot felismerd
antitest alkalmazasa soran ez a fajta intracellularis jelolodés hidnyzik, a 28G képen
bemutatott konfokalis mikroszképos felvétel alapjan nyilvanvald, hogy az intracellularis
jelolédés itt is jelen van, és annak mintidzata igen hasonlé a masik két antitest
alkalmazdsa sordn kapotthoz. Fiiggetleniil azonban az alkalmazott antitest tipusatol, a
cytoplasmaticus immunpozitivitds dltaldban a sejtmag egyik pdlusa és (polynuclearis
sejtek esetében) a nucleusok kozott latszott koncentralddni, egyfajta szovetszerii
halézatot alkotva (iires nyilak a 28B, 28D, 28E és 28F képeken). Az immunpozitivitds
néhiny esetben a sejtfelszini membrant is érintette (tomor nyilak a 28F és a 28G
felvételeken).

Fontos megjegyezni, hogy a sejttenyészetekben taldlhat6 sejtek némelyike nem
mutatott érdemi TASK-3-pozitivitast (nyilak a 28C 4brdn). Amint az a bemutatott
felvételek alapjan egyértelmien megitélhetd, a TASK-3-negativ sejtek azon sejtek
voltak, amik a melanoma-specifikus markereket sem expresszaltdk (a bemutatott
esetben nem volt HMB-45-pozitivitds demonstralhato).

Az eddigiekben bemutatott immunhisztokémiai és immuncitokémiai kisérletek
eredményei ramutattak, hogy mindhdrom alkalmazott antitest ugyanazon struktirakat és
ugyanazon sejteket jelolte, ugyanakkor némi kiilonbség mutatkozott az egyes
subcellularis  struktdrdk  egymaéshoz  viszonyitott  jelolédési  intenzitdsdban
(cytoplasmaticus vs. nuclearis-perinuclearis reakcié). Bar folottébb valdszertitlennek
tlint, hogy mindhdrom antitest egy nem-specifikus kotédés eredményeként produkélja
ugyanazt a festddési mintdzatot, az immunreakcidk valddisdganak djabb igazoldsaként a
sejttenyészetben fenntartott sejtvonalakbdl izoldlt fehérjemintdk alkalmazdsdval

Western-blot vizsgélatokat is végeztiink, amely kisérletek eredményének egy
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reprezentativ példdjat mutatja a 28H dbra. Mivel a fehérjemintdk prepardldsa sordn
lehetséges volt egy olyan frakcid készitése, ami dontéen a melanoma sejtek magjabdl
izolalt fehérjét tartalmazta, reményeink szerint ennek a vizsgdlatnak arra a kérdésre is
védlaszt kellett adnia, hogy vajon az eddigiek sordn gyakran megfigyelt nuclearis
pozitivitas valds reakcié-e vagy pusztin egy konzisztensen jelentkezé miitermékrdl van
sz0.

Amint az j6l megfigyelhetd, a teljes sejtlizaitumbdl szairmazo fehérje alkalmazasa
(28H, 1. oszlop) két jol elkiiloniild sdvot eredményezett, melyek koziil az alsé a
csatornafehérje monomer, a felsé pedig a dimer forméjanak felelhetett meg. Igen
Iényeges, hogy egyik csik sem volt megfigyelhetd, amennyiben az elsddleges antitestet
a neki megfelel6 immunizal6 peptiddel eldinkubéltuk (28H, 3. oszlop). Amennyiben a
sejtmagokat tartalmazé frakciobol izolalt fehérjemintat alkalmaztuk, gy a Western-blot
vizsgdlatok sordn egy erds €s specifikus sdv jelent meg a humin TASK-3-fehérje
monomerjének megfeleld pozicidban (28H, 2. oszlop). A preadszorpcidés kontroll
vizsgélat sordn immunreaktiv siv ebben az esetben sem jelentkezett (28H, 4. oszlop),
ami az immunreakcié (és az antitestek) specificitisdnak tovdbbi bizonyitékat
szolgéltatta. Fontos megjegyezni, hogy az immuncitokémiai és immunhisztokémiai
reakcidk eredményével teljes 6sszhangban, a melanoma sejtek magfrakci6jabol készitett
mintdn végzett vizsgilat a teljes sejtlizitum esetében tapasztalthoz képest 1ényegesen
erosebb reakciét eredményezett. Ez a megfigyelés azt bizonyitotta, hogy a melanoma
malignum sejtek nuclearis TASK-3-pozitivitisa valéban a fehérje szokatlan
lokalizacidjanak és nem valamiféle miiterméknek az eredménye.

Az eddigiekben részletezett eredmények szerint a melanoma malignum sejtek
eroteljes TASK-3-immunpozitivitdst mutatnak, &m az igen dus intracellularis jel6l6dés
és a sejtfelszini membran igen szegényes festddése vdratlan és meglepd kisérleti lelet
volt, igy tovabbi vizsgélatokat terveztiink annak igazolasa végett, hogy az antitestek
valéban azt és ott ismerik fel, amit és ahol kell. Els6 1épésben egy olyan szovetmintan
végeztiink pozitiv kontroll vizsgilatokat, ahol a sejtfelszini membranban elhelyezkedd
TASK-3-csatorndk jelenlétét mar funkciondlis vizsgalatokkal igazoltdk. Erre a célra a
patkdny mellékvese tlint a legalkalmasabbnak, hiszen meggy6z0 bizonyitékok szoltak a
zona glomerulosa sejtek felszini membrdnjdban taldlhat6 TASK-3-csatorndk
jelent6ségérol az aldoszteronszekrécid szabdlyozdsdban (Czirjak és Enyedi, 2002b).
Ezen vizsgalatokat a TASK-3-csatornafehérje N-termindlisdnak kozelében taldlhatd

epitopot felismerd poliklondlis antitest alkalmazdsaval végeztiik, mivel ez az antitest
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patkanyspecificitdssal is rendelkezett. Amint azt az 29A felvétel mutatja, igen intenziv
immunpozitivitdst figyelhettiink meg a zona glomerulosa rétegben, toviabba ugyancsak
egyértelmiien pozitiv, de valamivel gyengébb intenzitdsi reakciét tapasztalhattunk a
mellékvese vel6allomdnydban is. A mellékvesét 6vezd kotdszovet (29B), tovdbbi a
mellékvese-kéreg masik két sejtrétege ugyanakkor nem mutatott érdemi TASK-3-

pozitivitast (29A).

29, abra

A primer antitestek alkalmazhatosagat alatamaszto Kisérletek

A: Az egyik poliklondlis antitest (Alomone) alkalmazdsdval, patkdny mellékvesébol
szdrmazd, bedgyazott mintdn végzett immunreakcié kis nagyitisi képe. Erdteljes
pozitivitds jelentkezett a cortex zona glomerulosdjdban (G), valamint gyengébb, de tisztin
kivehetd reakcidt lathattunk a vel6dllomany teriiletén (M). B-C: Patkdny zona glomerulosa
TASK-3 jelolodésének nagy nagyitdsu képei. A zona glomerulosa sejtjei erdteljes,
szemcsés jellegli festédést mutattak, ami a sejtfelszini membrant is érintette (C). A
mellékvesét borité kotdszovetes réteg (*) ugyanakkor nem jelolodott. Kalibracié: 100 pm
(A), 25 pm (B) és 12,5 um (C). D-F: Tranziensen transzfektalt C2C12-sejtek TASK-3
festddése. A D és E panelek esetében monoklondlis antitestet alkalmaztunk (a co-
lokalizacids felvételek a DAPI-val végzett magfestés eredményét is mutatjdk); az F kép az
egyik poliklondlis antitesttel (Alomone) végzett kisérlet eredményét mutatja. A nem
transzfektdlodott sejtek gyenge vagy egydltalin nem érzékelhetd pozitivitdst mutattak.
Kalibriacié: 25 um (D, F) és 37,5 um (E). G-H: stabilan transzfektdlt HEK-sejteken
végzett funkciondlis vizsgdlatok eredményei. A G kép esetében a sejteket -80 mV-on
tartottuk és egy 800 ms hosszi ramp protokollt alkalmaztunk +120 mV és +50 mV kozott.
A protokollt 3 mdsodpercenként megismételtiik, és 5 jel dtlagat mutatjuk be. A kontroll
adramjel fekete (pH =7,4), a piros esetében az extracellularis folyadék pH-jat 6,0-ra
csokkentettiik. A kék dramgorbe a kimosds utdni dllapotot jelzi. A H dbra esetében a
sejteket -80 mV-on tartottuk, majd egy eléimpulzus (-90 mV, 200 ms) utdn +30 mV-ra
depolarizaltuk a sejteket (600 ms). Kontroll: fekete dramjel, acidosis: piros, kimosds: kék;
kalibracié: 3 nA és 200 ms. I-J: Stabilan transzfektdlt HEK-sejtek TASK-3-specifikus
immunjel6lédése az egyik poliklondlis (Alomone; I) és a monoklondlis antitesttel (J);
konfokalis felvételek. Kalibracio: 25 pm.

A nagyobb nagyitdsa felvételeken (29B és 29C) az is megfigyelhetd, hogy az
egyébként intenziven festédd zona glomerulosa sejtekben a sejtmagok egyéltalan nem
voltak TASK-3-pozitivak, mikdzben a sejtfelszini membrdn erdteljes jelolodését

tapasztalhattuk. Mindezek mellett erds, kifejezetten szemcsés megjelenésit TASK-3-

106



pozitivitast lattunk még a jel616dott sejtek cytoplasméjdban is. A fenti eredményekbdl
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a jelen kisérletekben alkalmazott antitest képes volt
a sejtfelszini membranban (és a cytoplasmdban) elhelyezkedd TASK-3-csatorndk
felismerésére, igy a melanoma malignum sejtek esetében tapasztalt meglehetOsen
gyenge sejtfelszini jelolédés nem az elsOdleges antitestek nem megfeleld voltanak
lehetett az eredménye, hanem azt jelezte, hogy a csatornafehérje valéban kicsiny
mennyiségben volt jelen a melanoma sejtek felszinén.

Kovetkezd 1épésben természetes koriilmények kozott TASK-3-csatornidt nem
expresszalo sejtvonalakat transzfektaltunk TASK-3-fehérjét kodol6 vektorokkal (mind
tranziens, mind stabil transzfekciés rendszer alkalmazasiara sor Kkeriilt), majd
ellendriztiik, hogy mindhdrom vizsgélt antitest valéban felismeri-e a TASK-3-
csatornafehérjét. Amint azt a 29D-F abrdk jelzik, a sikeresen transzfektalt C2C12-
sejteken intenziv immunjelolédést figyelhettiink meg; ezekben az esetekben a nem
transzfektalodott sejtek a reakcid kényelmesen alkalmazhaté negativ kontrolljat
jelentették. A bemutatott C2C12-sejteken jol lathaté az erdteljes, cytoplasmaticus
lokaliz4cigju, kifejezetten retikuldris megjelenésti festédés; a sejtmagok jelolodését
ugyanakkor nem tapasztaltuk. FErdemes kiemelni, hogy az itt bemutatotthoz igen
hasonl6 jel6l6dési mintdzatrol szamoltak be Callahan és munkatérsai (2004) egy masik,
ugyancsak TASK-3-specifikus antitest alkalmazasa utan.

A vizsgalatsorozatban stabilan transzfektidlt HEK-sejtek alkalmazisira is sor
keriilt, néhany reprezentativ felvételt mutatunk be a 291 és 29] felvételen, ahol jol
megfigyelhetd, hogy mind a cytoplasma, mind a sejtfelszini membran intenziv TASK-3-
specifikus immunreakciot mutatott. A stabilan transzfektdlt HEK-sejteken kivitelezett
preadszorpcios kontroll vizsgdlatok érdemi immunreakciot nem eredményeztek.

A stabilan transzfektalt HEK-sejteken tapasztalt sejtfelszini jelolodés modot
adott az itt talalhat6 TASK-3-csatorndk jelenlétének funkciondlis ellenérzésére, a
vizsgélatok eredménye a 29G és 29H képeken lathatd. Jol megfigyelhetd, hogy a HEK-
sejtek depolarizdciéja egy robosztus, kifelé irdnyulé dram megjelenését okozta, ami
hatdsosan gatolhaté volt az extracellularis pH csokkentésével. Az acidosis csatorndkat
gatlé hatdsa teljesen reverzibilisnek bizonyult: az extracelluldris pH 6,0-r61 7,4-re
torténd véltoztatdsa az eredeti amplitid6 visszatérését eredményezte. Megfeleld
depolarizécids ,,rdmpa” alkalmazdsdnak hatdsara egy olyan kifelé irdnyulé dram jelent
meg, aminek megforduldsi potencidlja a belsé €s a kiilsd oldatok K'-koncentracidja

alapjan szamitott, a K'-ra vonatkoztatott Nernst-potencidl kozelében volt (29G).
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Amennyiben ugyanezen depolarizdld stimulust egy savasabb extracelluldris oldat
jelenlétében ismételtik meg (pH =6,0), a megjelend dram amplitidéja jelentsen
csokkent, de megforduldsi potencidlja nem véltozott. Az extracellularis acidosisnak a
kialakul6 K*-dgram amplitiddjdra kifejtett hatdsa ugyancsak tokéletesen reverzibilisnek
bizonyult.

Az elektrofizioldgiai vizsgdlatok eredményeit dsszefoglalva a vizsgalt sejtek egy
extracelluldris acidosisra érzékeny, kifelé irdnyul6 K'-dramot produkdltak, ami ezen
jellemzok alapjan megfelelhetett a TASK-3-csatorndkon folyé dramnak, igazolvan a
transzfekcié hatdsossagat. A sejtfelszini  membranjukban TASK-3-csatorndkat
expresszdld HEK-sejteken végzett immuncitokémiai vizsgalatok pozitivitisa és a
preadszorpcids kontroll vizsgdlatok negativitdsa ugyanakkor ezen az expresszids
rendszeren is egyértelmiien jelezte, hogy a vizsgalt antitestek a nekik megfelel6 proteint
specifikusan, a keresztreakcio kialakuldsanak veszélye nélkiil felismerték. Bér az eddigi
vizsgdlatok sordn meggy6zden sikeriilt igazolnunk a TASK-3-specifikus antitestek
(koztiikk az djonnan fejlesztett monoklondlis antitest) hasznélhatdsdgat, a melanoma
malignum sejtekben tapasztalt, meglehetdsen szokatlan jelolédési mintdzat (s ezen
beliil is leginkdbb a csatornafehérje intranuclearis jelenlétének) értelmezése tovabbra is
jelentds problémat jelentett. Annak érdekében, hogy egyértelmiien és kétséget kizaréan
bizonyitsuk, hogy a TASK-3-protein valoban bejuthat a sejtmagba, egy olyan
vizsgélatot terveztiink és hajtottunk végre, ami esetében az antitestek specificitasanak
kérdése nem meriilhetett fel, ugyanakkor alkalmas volt a TASK-3-fehérje sejten beliili
lokalizacidjanak jelzésére.

Ezen vizsgalatok céljara egy un. fizids fehérjét kodold vektort konstrudltunk,
ami a TASK-3-csatorndt, valamint az ahhoz a C-termindlis végén kovalensen kotott
fluoreszcens fehérjét (Green Fluorescent Protein, GFP) kodolta, majd ezzel a DNS-
szekvencidval transzfektaltuk a sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum
sejteket. 2-3 nap elteltével a sikeresen transzfektalt sejtek a fuzids proteint kelld
mennyiségben szintetizaltdk ahhoz, hogy megfelelé hullimhosszisiagi (488 nm)
fénnyel megvildgitva az emittdlt fluoreszcencia, és igy a fehérje lokalizaci6ja
megitélhetd legyen; az eredményeket a 30. dbra foglalja dssze.

Amint az a 30A felvételen megfigyelhetd, a sikeresen transzfektdlt melanoma
malignum sejtek intenziv fluoreszcens jelet produkaltak, igy azok egyértelmiien
elkiilonithetdk voltak a kornyezd, nem transzfektdlodott sejtektdl. A képekre tekintve

az is egyértelmiien lathaté (30B), hogy a z6ld fluoreszcencia megoszldsa megegyezett
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azzal, amit az immuncitokémiai eredmények alapjan vartunk (lasd pl. 28A. 4bra): a
fizids protein egyértelmiien jelen volt a cytoplasmdban és a sejtmagban (mikdzben a
nucleolus teriiletét megkimélte - 30C). Ezen tdlmenden a fluoreszcens protein a
melanoma sejtek nyidlvanyainak terminalis részén bedusult, és ott kisebb vacuolumok
formdjaban levélni latszott a sejtmembranrél (30D). Hasonlod jelenséget a melanoma

sejteken végzett immuncitokémiai vizsgdlatok sordn is gyakran megfigyeltiink.

30. abra

TASK-3-GFP fuzios fehérje megoszlasa sejttenyészetben fenntartott

melanoma malignum sejteken

A: Sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek DIC-optikdval készitett
képének, és az ugyanazon litétérben elhelyezkedd, a TASK-3-GFP fiiziés proteinnel
sikeresen transzfektalt sejtek fluoreszcens képének co-lokalizacios felvétele. B: A TASK-
3-GFP fuzidés fehérje sejten beliilli megoszldsa egy melanoma malignum sejtben. A
szummalt kép 7 egyedi felvétel (z = 1 pm) alapjan késziilt. C: Ugyanazon sejt nuclearis
régidjarél készillt nagy nagyitisi kép. D: A B részen lathaté sejt lefelé mutatd
nydlvinydnak végérdl készitett, nagy nagyitdsd felvétel. Kalibracié: 20 um (A és B),
10 um (C) és 5 um (D).

3.3.3. Diszkusszio

A TASK-3-csatorndk ubikviter eléforduldsd, ,hattér” K'-csatornak, melyek
molekularis szerkezetét, biofizikdjat é€s farmakologidjat sok laboratérium probélta meg
tisztazni az elmult években, dontéen heteroldg expresszids rendszerek €s éllati szovetek
alkalmazasaval. Ezen vizsgalatok eredményeként ismert, hogy a TASK-3-csatorndk
szdmos fizioldgids funkcidban vesznek részt; egyebek kozott biztositjdk a periférids és

centrdlis kemoreceptorok acidosis €s hypoxia iranti érzékenységét (Hartness és
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munkatdrsai, 2001; Yamamoto és munkatdrsai, 2002; Washburn és munkatdrsai, 2002;
Washburn és munkatdrsai, 2003; Williams és Buckler, 2004), meghatiroz6
jelentdségliek a zona glomerulosa sejtek aldoszteronszekrécidjanak szabdlyozdsdban
(Czirjdk és Enyedi, 2002b), fontos szerepet jatszanak a neurondlis ingerlékenység rovid
és hosszu tava szabdlyozasidban (Han és munkatdrsai, 2002; Chemin és munkatdrsai,
2003; Kang és munkatdrsai, 2003; Meuth és munkatdrsai, 2003; Berg és munkatdrsai,
2004; Hopwood és Trapp, 2005), jelentdsek lehetnek a neuron-glia kolcsonhatdsokban
(Han és munkatdrsai, 2003), tovabba az apoptosis szabdlyozasiban.

A TASK-3-csatorndk patoldgids jelentosége is igen 1ényegesnek tiinik: mivel a
halotdn €s izofluoran alkalmazésa aktivalja Oket, ezen gdznemii altatGszerek a sejtek K-
konduktancidjdnak novekedését, a membran hiperpolariziciéjat és csokkent
ingerlékenységét okozhatjak (Meadows és Randall, 2001). Kiilonosen lényegesnek
tinik az a felismerés, hogy a TASK-3- és a TASK-1-csatorndk generdlis anaesthesia
sordn bekovetkezd aktivicidja a kemoreceptorokat is hiperpolarizélja, csokkentve azok
érzékenységét a szokdsos stimulusokkal szemben. A periférids kemoreceptorok
véalaszkészségének ezen redukcidja kovetkeztében a respirdciot fenntartd fiziologas
stimulusok erdssége jelentosen csokken, ami silyos komplikaciot jelenthet az altalanos
anaesthesia alkalmazdsa sordn vagy azt kovetden (Buckler és munkatdrsai, 2000; Talley
és Bayliss, 2002). Erdekes médon, az izofluoran egyben neuroprotektiv hatésu is, amit
ugyancsak a neurondlis TASK-3-csatorndk aktivacidjaval, a kovetkezményes
hiperpolarizacidval és az ingerlékenység csokkenésével hoznak Osszefiiggésbe.

A TASK-3-csatornak aktivitdsanak és jelent6ségének egyik
legellentmondasosabb pontja, hogy mikozben egyes koriilmények kozott kifejezetten
serkentik az apoptosist, més esetben jelenlétiik €s aktivitdsuk anti-apoptoticus és ezaltal
tumorigén hatdst hordoz. A TASK-3-csatorndk expresszidjat leirtdk egyebek kozott
emlo-, colorectalis- €s gyomordaganatokban (Kim és munkatdrsai, 2004; Kovdcs és
munkatdrsai, 2005), valamint a fehérje overexpresszidjarél szamoltak be egy
tildécarcinomdbdl szdrmazdé sejtvonal (Ben-sejtvonal) esetében. Tekintettel a TASK-3-
csatorndk jelenlétének és aktivitdsdnak a tumorok kialakuldsaban betoltott potencidlis
jelentdségére, helytdllonak tiinik az a feltételezés, hogy Osszefiiggés allhat fenn a
TASK-3-csatorndk jelenléte, mennyisége és megoszldsa, valamint a tumorok egyes
klinikai, hisztoldgiai és bioldgiai jellemzdje kozott. Az ilyen Osszefiiggések felismerése
nagy jelentdségli lehet a klinikai gyakorlatban, hiszen esetlegesen informaciot

szolgéltathat a rosszindulati daganat novekedésérdl, metastatisalé képességérol és
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prognozisarol. Annak érdekében azonban, hogy ezeket a kovetkeztetéseket
levonhassuk, egy kelléen nagy esetszdmot fel6leld immunhisztokémiai vizsgdlatra van
sziikség, aminek viszont eldfeltétele egy megbizhatéan alkalmazhatd, hatdsos, kelléen
specifikus  és  lehetdleg = monoklondlis  anti-TASK-3-antitest  alkalmazisa.
Eredményeinkbdl tgy tlnik, hogy a jelen munka keretében vizsgilt monoklonalis
antitest megfeleld erre a célra, és az optimalis antigénfeltarasi technikdval kombindlva
lehet6vé teszi a kivant hisztopatoldgiai tanulmany kivitelezését.

Meg kell azonban jegyezni, hogy a melanoma malignum sejtek altal mutatott
TASK-3-expresszio igen vdaratlan mintdzatot adott. A jelolodés  kiilonosen
intracelluldrisan bizonyult jelentésnek, ahol erdteljes, hal6zatos megoszlast mutatott. A
jelolddés gyakran koncentrdlddott a sejtmagok teriiletére, és Osszefiiggést mutatott a
sejtmaggal (és/vagy a sejtmaghdartydval) is. Ezzel egyidejlileg, a kezdetben leginkdbb
vart struktdra teriiletén, azaz a sejtfelszini membranban, a jel6l6dés meglehetsen
szegényesnek bizonyult; ami akdr azt is jelezhette, hogy az alkalmazott antitestek nem
képesek a TASK-3-fehérje megbizhaté detektdldsara. Béar ennek a lehetOsége
kétségteleniil fenndllt, szdmos olyan bizonyiték 4ll a rendelkezésiinkre, ami ezen
interpretdciénak egyértelmiien ellentmond. Mindenképpen megnyugtat6 példaul hogy a
sejtfelszini membrdn markédns jelolédése a hidrom koziil egyik alkalmazott antitest
esetében sem volt megfigyelhetd, mivel az meglehetdsen valésziniitlen, hogy egyik
antitest sem képes azt a molekulat felismerni, ami ellen termeltetve lett. Tovabbi
Iényeges bizonyiték az antitestek alkalmazhat6sidga mellett, hogy az expresszids
rendszereket a TASK-3-fehérjét kodolé vektorral transzfektdlva valamennyi esetben
intenziv immunpozitivitast tapasztaltunk a sikerrel transzfektdlt sejtekben. Olyan
pozitiv kontroll szovetet alkalmazva pedig, ahol a sejtfelszini membran TASK-3-
expresszidja funkciondlis vizsgalatokkal kordbban mar bebizonyosodott (patkdny
mellékvese zona glomerulosdja; Czirjdk és Enyedi, 2002b) vagy a stabilan transzfektalt
HEK-sejtek esetében, ahol a TASK-3-csatorndk aktivitdsat elektrofiziologiai
modszerekkel magunk is igazolhattuk, az antitestek alkalmazdsa a sejtfelszini membran
markans €s erételjes jelolodését eredményezte. A fentieket kiegészitve a TASK-3-GFP
fizids protein megoszldsdval kapott adatokkal, kijelenthetd, hogy az antitestek valdban
felismerik a TASK-3-fehérjét, fiiggetleniil annak lokalizaci6jatol.

Alapvetden fontos azonban annak tisztdzdsa is, hogy a megfigyelt reakci6é vajon
specifikus kotddés eredményét tikkrozi-e. Az antitestek specificitdsdnak ellendrzésére a

legjobb mddszer azok ,.knock-out” rendszereken valé tesztelése, azonban egy human
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TASK-3 knock-out rendszer Kkifejlesztése nem tlinik trividlis feladatnak. Ebbdl
kovetkezéen olyan megolddsokat kellett vdlasztanunk a specificitds tesztelésére, amik
onmagukban kevésbé hatékonyak ugyan, mint a knock-out rendszer alkalmazisa, de
kombindlt alkalmazdsuk elfogadottnak tekinthetdé az antitestek specificitdsdnak
igazolasara. Ezek els6 eleme, hogy éltalaban tanicsos két, a célfehérje eltérd epitdpjait
felismerd elsOdleges antitest alkalmazasat elvégezni, hiszen annak valdészintisége, hogy
a két kiillonb6z6 antitest nem-specifikus médon mutatja ugyanazt a festédési mintazatot,
gyakorlatilag nulla. A jelen munkdban nem két, hanem harom kiilonb6z6 antitest
alkalmazdsa tortént, és bar a reakcid intenzitdsa némileg kiilonbozott az egyes
esetekben, nem volt dontd kiilonbség a jelolt sejtek és struktirdk mindségében.
Tekintettel arra, hogy az egyes antitestek kiilonb6zd fajokban lettek termeltetve (nydl,
kecske és egér), és a preadszorpcids kontroll vizsgélatok konzisztens, negativ eredményt
hoztak, a madsodlagos antitestek 4ltal esetleg okozott nem-specifikus jelolodés is
kizarhaté volt. A transzfekcios kisérletek, a pozitiv kontroll vizsgilatok és a fizids
proteinnel végzett kisérletek eredményei tovabbi megerdsitését jelentették a bemutatott
immunreakcidk valddisdganak.

Igen figyelemre méltd, hogy a szovettani metszeteken a kotdszovet rendre
negativnak bizonyult, ami nem pusztin azért volt megnyugtatd, mert ez a tény igen
kényelmes belsé negativ kontrollt biztositott, hanem azért is, mert a kotdszovet
immunhisztokémiai szempontb6l meglehetésen ,promiszkuus”, azaz itt gyakran
tapasztalhaté élpozitiv reakcié. Tovabbi érv a specificitds mellett az intracellularis
jelolédési mintazat bonyolult (ugyanakkor konzekvensen reprodukdlhat6) volta; nem-
specifikus reakcid esetében sokkal homogénebb reakcié megjelenésére lehet szamitani.
Végiil, de nem utolsé sorban, a Western-blot kisérletek eredményei is specifikus reakcié
mellett szoltak, ami azért is kiilonosen jelentds, mert médunkban allt olyan fehérjeminta
vizsgélatat is elvégezni, ami abbdl a struktirdbdl késziilt, ahol a TASK-3-jel6lodés
megjelenése a legmeglepébb volt: azaz a sejtmagok teriiletén. A nuclearis
homogenizdtumbol készitett fehérjeminta esetében a vart pozicidban megjelend, a
preadszorpcids kontroll sordn pedig eltiind immunreaktiv csik igen meggy6zden
igazolta, hogy a nuclearis TASK-3-jelenlét nem miitermék.

A fentieket Osszefoglalva dgy gondoljuk, hogy minden rendelkezésiinkre 4ll6
eszkozt és modszert megragadtunk annak igazoldséra, hogy az antitestek specifikusak és
hasznélhatok; tovdbbd hogy a melanoma malignum sejtek esetében tapasztalt kiillonos

jelolédési mintdzat nem a technikdk inadekvat alkalmazasanak vagy a felhasznalok
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inkompetencidjdnak a kovetkezménye. Ha viszont elfogadjuk, hogy a melanoma
malignum sejtek nem elsdsorban a sejtfelszini membranjukban, hanem intracelluldrisan
expresszdljdk a TASK-3-fehérjét, akkor meg kell probélni vilaszt keresni arra a
kérdésre, hogy ennek vajon mi lehet az oka.

Mindenekel6tt le kell szogezni, hogy a transzfektalt sejtek esetében tapasztalt
igen erdteljes intracelluldris pozitivitds nem szokatlan (Czirjdk és Enyedi, 2002b;
Callahan és munkatdrsai, 2004), és ebben az esetben a kérdéses fehérje igen jelentds
szintézise, és a termék sejten beliili felhalmozddasa 4ll a jelenség hatterében. Ezt a
magyarazatot kovetve felmeriil, hogy a melanoma sejtek esetében is a TASK-3-fehérje
igen intenziv produkcidja magyarazza a jelentds mértékii intracellularis pozitivitast; am
az tovabbra is nehezen értelmezhetd, hogy a kész fehérje vajon miért nem jelenik meg a
sejtfelszini membranban. A jelenség lehetséges magyarazata az lehet, hogy a TASK-3-
fehérje intracelluldris szallitisa megkoveteli a csatornafehérje és egy 14-3-3 jeld, un.
adapter-fehérje kozotti szoros kodlcsonhatdst (Rajan és munkatdrsai, 2002). Bér az még
most sem teljesen vildgos, hogy az emlitett adapter fehérje hogyan képes a TASK-3-
csatorna sejtfelszini membrdnba torténd kihelyezddését biztositani, szdmos lehetdség
felmeriilt. Eléfordulhat, hogy a 14-3-3 fehérje kotodése lehetové teszi valamilyen
kiegészitd protein (,,motor’-fehérje, B-alegység vagy chaperon) kapcsoldédasat, ami a
funkcidképes dimerek endoplasmaticus reticulumb6l a sejtfelszini membranba
juttatdsdban milkkodik kozre. Egy madsik, ugyancsak emlitésre méltd lehetdség, hogy a
14-3-3 fehérje kotdédése egy olyan un. retencids domént fed el, aminek szabadon
maraddsa utdn egy specifikus (dm eziddig még nem azonositott) protein kapcsolddik a
csatorndhoz, ami eldsegiti annak sejtfelszini membranbdl torténd visszavondsit. A
harmadik lehetséges mechanizmus pedig, hogy a 14-3-3 fehérje a TASK-3-csatorna
egyéb olyan szekvencidihoz is képes kapcsolddni, amik valamilyen eddig nem tisztazott
szerepet toltenek be a TASK-3-fehérje transzlokacidjaban.

A TASK-1-csatorndk esetében a csatornafehérje és az adapter protein kozotti
kapcsolat egy pentapeptid szekvencia épségét feltételezi a csatorna C-termindlis
végének kozelében. A TASK-csatorndk és az adapter fehérje kozotti erés kapcsolodas
egy mintegy 40 aminosavbdl 4116 szekvencia meglétét igényli, 4m egy kisérletsorozat
sordn elég volt egyetlen (!) aminosav delécidjat okozni a karboxi-termindlis régié
teriiletér6l ahhoz, hogy a TASK-csatorndk sejtfelszini membrdanba torténd
transzlokacidja silyosan kdrosodjon. A beavatkozds kovetkeztében a makroszkopikus

TASK-3-dram nagysdga is szignifikdnsan csokkent. Ezzel Osszhangban, ugyancsak
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heterolog expresszids rendszert vizsgdlva azt is megallapitottdk, hogy a 14-3-3 adapter
fehérje overexpresszidja a megjelend TASK-3-dram nagysigit jelentdésen novelte.
Mindezek alapjdn igen kecsegtetonek tiinik az a feltételezés, hogy mikdzben a
melanoma malignum sejtek nagy mennyiségben allitjdk el6 a TASK-3-fehérjét, azok
sejtfelszini membranba torténd kihelyezodése zavart szenved, aminek hatterében vagy a
14-3-3 adapter-fehérjével valé kolcsonhatds valtozdsa (pl. az adapter fehérje hidnya
vagy a TASK-3-csatorna C-terminusdnak muticiéja miatt), vagy valamilyen egyéb,
jelenleg nem ismert mechanizmus allhat.

Az emlitett magyarazatok koziil kiilonosen érdekesnek tiinik az a lehetdség,
hogy a csatornafehérje megfeleld transzlokacidjahoz sziikséges apparatus egyes elemei
(igy az adapter fehérje) hidnyozhatnak, és ezért marad el a TASK-3-csatorndk
sejtfelszini membranba torténd kihelyezddése. Ez a mechanizmus (legaldbbis részben)
védlaszt adhatna arra a kérdésre is, hogy vajon a malignusan transzformdlt Ben-sejtek
esetében (amik egyébként overexpresszéljak a fehérjét) miért sokkal kisebb a TASK-3-
dram nagysdga, mint egyes egészséges sejtek (pl. zona glomerulosa sejtek vagy kisagyi
szemcsesejtek) esetében. Mivel konnyen elképzelhetd, hogy a TASK-3-dram nagysdga
lehet a kulcs annak eldontésében, hogy a csatorndk pro- vagy anti-apoptoticus funkciét
toltenek be, a fehérje transzlokécidjaért felelds intracelluldris gépezet mukodése
meghatarozé jelentségl lehet a sejt életének ezen ,,sorskérdése” szempontjabol.

Sziikséges még ramutatni, hogy bar a TASK-3-csatorndk dontden intracellularis
jelenléte a melanoma malignum sejtekben meglepd volt ugyan, a fehérje (legalabbis
részleges) intracellularis lokalizacidja azonban nem teljesen szokatlan. Intracelluléris
megjelenést tapasztaltunk kordbban patkdny cerebellumbdl és nucleus cochlearisbdl
szdrmazé astrocytdk (Ruszndk és munkatdrsai, 2004), humdn vastagbél-nydlkahdrtya
sejtjei és a pancreas szigetsejtjei (Kovdcs és munkatdrsai, 2005) esetében. Hasonld
adatokrol szamoltak be Callahan ¢és munkatarsai (2004) patkdny kozponti
idegrendszerét alkoté egyes neuronok tanulmdnyozdsa sordn is. Ezen utébbi
vizsgdlatokban az immunogold technika alkalmazédsdra keriilt sor, és az
elektronmikroszképos felvételek alapjan igazolhaté volt a TASK-3-immunpozitivitds a
Golgi-apparatus, az endoplasmaticus reticulum és néhany mds intracelluldris
organellum esetében. Konnyen eléfordulhat, hogy a melanoma sejtek esetében is ezen
struktirdk TASK-3-expresszidja felelOs a jellegzetesen erds, intracelluldrisan jelentkezd
immunpozitivitdsért. A fenti struktirdk mellett felmeriil még a melanoma malignum

sejtek nuclearis és mitokondridlis membrant érinté TASK-3-expresszidja is. Kicsit
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altaldnositva ezeket a megfigyeléseket és gondolatokat nem elképzelhetetlen, hogy a
TASK-3-csatorndk kiilénb6z6 intracelluldris struktirdkban és membrianokban torténd
expresszidja a sejtek egy 4ltaldnos jellemzdje, ahol a TASK-3-csatorndk fontos, 4m

eziddig pontosan nem tisztazott funkcidval birnak.
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4. BEFEJEZO GONDOLATOK

Témavezetdmmel és laboratériumunkkal nagy utat tettiink meg a disszertdcio
keretében végzett kisérletek sordn. Két fontos szempont irdnyitott benniinket a
kisérletes munka tervezése és kivitelezése, valamint az egyes projektek kimunkaldsa
sordn: egyrészt folyamatosan szembesiilniink kellett azzal a kihivdssal, hogy a mai
tudomanyos munkdban csak akkor képzelhetd el a megfeleld szinvonali tudomanyos
folyoiratokban torténd kozlés, ha tobbféle technika egyidejii alkalmazaséara keriil sor;
masrészt (ahogy az a tudomdnyos munka soran lenni szokott) egy-egy kérdés
megvalaszoldsa sordn mindig ijabb problémdk megoldédsa valt sziikségessé. Az eldbbi
okén folyamatosan bdvitettiik technikai, metodikai arzendlunkat, és azt mindig a lehetd
legmagasabb szinvonalon prébaltuk meg elérni. Laboratériumunk miikodésének
kezdeti idészakdban csak ,.tiszta” elektrofizioldgia alkalmazédsara keriilt sor, eldszor
enzimatikusan izoldlt neuronokon, késObb tuléldé agyszeletek alkalmazdsdval. A
kisérletek sordn hamar be kellett azonban latnunk, hogy csak elektrofiziol6gidval
manapsdg mar nem lehet boldogulni, ezért azt megprébaltuk a képalkotd technikdk és
az immuncitokémiai, immunhisztokémiai mddszerek alkalmazdsdval kombindlni. A
kezdeti 1épések f6lottébb bizonytalanok voltak, és talin mindenkinek jobb, ha az elsd,
izolalt neuronokon kapott immuncitokémiai eredményeket és a réluk késziilt képeket
orok homadly fedi, és csak magunk szdmara allnak rendelkezésre azt dokumentélva,
hogy hogyan is kezdédott ,.kiranduldsunk™ a képalkot6 technikak birodalmaba.

Késobb, a technika finomitasaval, mar arra is vallalkozhattunk, hogy fontosnak
tling, altalanos érdeklodésre is szamot tarté kérdésekre keressiink valaszt. A mai napig
érdekes és izgalmas kérdés, hogy a neuronok tiizelési sajatossagainak eltéréségét vajon
az 4dltaluk expresszalt K*-csatornaaelegységek tipusa és megoszldsa 6nmagdban is kelld
mértékben garantilja-e, vagy ezen fehérjék jelenléte az eltérd viselkedés biztositasdban
csak masodlagos tényez6. Ebbdl a szempontbdl kifejezetten szerencsés a nucleus
cochlearis tanulményozdsa, hiszen az itt taldlhat6 neuronok sokfélesége és funkcionalis
heterogenitdsa kivald alanyat jelenti az efféle vizsgdlatoknak. A bushy-sejtek
immuncitokémiai vizsgilata még megvaldsithaténak tiint az enzimatikusan izolalt sejtek
alkalmazdsédval, azonban a nucleus cochlearis tobbi sejttipusdnak tanulmdnyozisa (a
sejtazonositds nehézségei miatt) gydkeresen mds megkozelitést: az Uszdszeletek

rendszeres alkalmazdsit kovetelte meg. Az uszdszeletekben torténd sejtidentifikalés
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azonban keményebb didnak bizonyult, mint azt feltételeztiik; keresniink kellett tehit egy
,Kisegitd” technikdt, amivel ez a feladat egyszeriisithetonek tiint. A nucleus cochlearis
neuronok rodaminos toltésével és a konfokalis mikroszkdpia alkalmazédsdval azonban
nem pusztdn tobb és pontosabb informécié allt rendelkezésiinkre a nucleus cochlearis
szerkezetét és sejttipusainak morfologidjat illetden, de az Osszedllitott, térhatdsd
felvételeknek koszonhetéen elkezdtiink ,,latni” a nucleus cochlearisban, és pontosabban
kezdett korvonalazddni az a hihetetleniil bonyolult cytoarchitektira, ami ezen
magféleségre jellemzo. A szisztematikus konfokdlis mikroszkopos vizsgalatok
eredményeként egyébként egyre szilardabb meggy6zdodésiink, hogy a nucleus cochlearis
neuronok jelenleg alkalmazott klasszifikiciéja nem minden ponton allja meg a helyét,
és hatdrozott célunk, hogy ennek vonatkozasdban is 1ij adatokat szolgdltassunk.

A K*-csatorndk neuronokban betoltott funkcidjdnak vizsgalata mellett a TASK-
3-csatorndk is figyelmiink koézéppontjaba keriiltek, amik a jellemzd élettani funkcidk
mellett jelentdsek lehetnek kiilonb6zd rosszindulati daganatok pathogenesisében is.
Ezen vizsgélatok keretében végeztiik el egy Gjonnan kifejlesztett antitest tesztelését, és
szeretnénk hinni, hogy az antitest validdldsiat valoban a lehetd legalaposabban,
valamennyi alkalmazhat6 technika bevondsaval végeztiik el. Osszevetve a disszertdcié
kezdeti és végpontjit, azaz az enzimatikusan izoladlt neuronokon kivitelezett
immuncitokémia konvenciondlis mikroszképos dokumentalasat, és egy professzionalis
fejlesztolaboratérium altal kifejlesztett monoklondlis antitest validdlasnak keretében
végzett kisérletes munkat, aminek egyik eleme egy fiizids proteint kédold vektor
szintézise, a vele vald transzfekci6 és a termék intracellularis megoszlasanak vizsgalata
konfokalis mikroszkdpidval; azt gondoljuk, hogy a két pont kdzott nem az egyenes volt
a legrovidebb tt, és kozben valéban nagyon sokat tanultunk.

Természetesen tovabbfejlodésre és egyre ujabb technikdk alkalmazisara
tovabbra is sziikség van. Bar a tovdbbiakban részletezett eredmények és tervek nem
képezik a jelen disszerticié targyat, sziikségesnek érezziikk néhany tovabbi, a
disszertdcioval kapcsolatos kisérletes munka lezdrdsat kovetd kisérletes eredmény
megemlitését.

Bar a nucleus cochlearis neuronok rodaminos toltése, és az igy kapott szeletek
konfokalis mikroszkdpos analizise egy fantasztikus vildgot nyitott meg szdmunkra,
mostanra szembesiilniink kellett a technika egyik komoly fogyatékossdgaval:
alkalmazdsdval a neuronok nyulvdnyrendszere csak igen korldtozottan vizsgilhaté és

reprodukdlhat6, marpedig enélkill nem lehet a neuronok morfolégidjat a maga
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teljességében megitélni. A probléma 4thidaldsira egy tj jeldldanyag, a biocitin
alkalmazasat kezdtiik meg, és az ennek segitségével nyert felvételek konfokalis
analizise zajlik (31. dbra). Mivel a biocitin sejtbe juttatdsa elektrofiziologiai mérések
sordn, a mikroelektrédon keresztiil zajlik, a technika kival6an alkalmas a morfoldgia-

funkcié kapcsolatainak vizsgalatara is.

31. abra

Egy biocitinnel jel6lt nucleus cochlearis oriassejt konfokalis
mikroszkopos képe

A bemutatott felvételen j6l megfigyelhetd az Oridssejt szinte az egész nucleus cochlearist
behdl6z6 nyidlvanyrendszere. Kalibracié: 100 pm.

A szeletekben torténd elektrofiziol6giai méréseket jelenleg sikeresen otvozziik a
szinaptikus aktivitds jellemzésére szolgdlé modszerekkel, és ezdltal nem csak a
neuronok belsddleges membransajitossdgainak vizsgdlatira van modunk, de a nucleus
cochlearisban taldlhaté neurondlis hdl6zatok vizsgdlatara is.  Ezen tdlmenden
lehetdségiink van az elektrofizioldgiai méréseket az intracellularis Ca®*-koncentraci6
valtozasainak tanulmédnyozdsaval is kiegésziteni az altalunk vizsgdlt sejtek (dontéen
neuronok és astrocytak) esetében.

A melanoma sejtek tovabbi vizsgélata is folyik. Ennek sordn megtortént a
human TASK-3-csatorndra specifikus mRNS jelenlétének igazoldsa mindhdrom
melanoma sejtvonal esetében, értékes megerdsitését adva az immunhisztokémiai és
immuncitokémiai eredményeinknek. Az mRNS-t megszekvendlva az is
bebizonyosodott, hogy az teljesen identikus a GénBankban kozolt human TASK-3-
csatorna szekvencidjaval, azaz nem mutians fehérjérél van sz6. Sikerrel igazoltuk
tovabbd, hogy a jelen disszerticioban is bemutatott intracelluldris festddés hatterében a
TASK-3-csatorndk mitokondridlis expresszidja all, valamint bizonyitottuk, hogy a

TASK-3-csatorndk transzlacidjat gatolva a melanoma sejtek pusztuldsa kovetkezik be.
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Utobbi megfigyelés arra utal, hogy a TASK-3-csatorndk a mitokondridlis funkcid
biztositdsa révén sziikségesek a melanoma sejtek tdléléséhez, és felvetik azt a
reményteljes gondolatot, hogy taldn egyszer majd specifikus tumorterdpia
célpontjaiként szolgalhatnak.

Végiil, de nem utolsé sorban, gbézerdvel folynak azon ,tissue microarray”
technikdval végzett kisérletek, melyekhez az 4ltalunk validalt anti-TASK-3-antitestet és
tobb szdz, kiilonb6zo hisztopatoldgiai €s klinikai jegyeket viselo emldtumorbdl izolalt
szovetmintat alkalmazunk, a tumormintdk hisztologiai viselkedése és TASK-3-

expresszidja kozott esetlegesen fennall6 kapcsolatok 1étezésének igazolasara.
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OSSZEFOGLALAS

A K'-permedbilis transzmembréin fehérjék (K'-csatorndk) fontos szerepet
jatszanak az ingerlékeny és a nem-ingerlékeny sejtek fizoldgids és patoldgids
mukodésében egyarant. Elektrogén funkcidik révén meghatirozo jelentdségiik van a
sejtfelszini membrin ingerlékenységének és az dltala produkalt akcids potencidlok
idobeliségének szabdlyozasiban, de a legtijabb adatok szerint jelent6sek lehetnek a
sejtek pro- és antiapoptoticus folyamatainak reguldcidjaban is. Ebbol kovetkezden, a
kiilonboz6 tipusi és K'-csatorndk jelenlétének és megoszldsdnak vizsgdlata nagy
segitséget jelenthet az Oket expresszalé struktirdk miikodésének pontosabb
megértéséhez, €s az esetlegesen kialakul6 patoldgids folyamatok értelmezéséhez.

A jelen vizsgalatsorozat elso részében a hallasi informacié feldolgozasanak elso
agytorzsi dllomdsédnak (nucleus cochlearis) teriiletén elhelyezkedd bushy-neuronok éltal
expresszalt fesziiltségvezérelt (Kv-) K'-csatorna-alegységek tipusait és megoszlasat
vizsgdltuk. A kisérletekre enzimatikusan izoldlt és ,,uszdszeletekben” elhelyezkedd
neuronokon, részben immunokémiai, részben funkciondlis vizsgdlatok alkalmazasaval
keriilt sor. A munka keretében megéllapitottuk, hogy a bushy-neuronok igen sokféle
alegységet (igy dendrotoxin érzékeny, késdi tipusu, inaktivalédd Kv-alegységeket,
valamint a TASK-1-csatornat) expresszdljdk membranjukban, ami részben
magyardzhatja a rdjuk jellegzetes, igen komplex tiizelési mintdzatot. A tranziens dram
kialakitdsaban jelentOs alegységek jelenlétét specifikus gatlészerek alkalmazasdval is
megerositettitkk. Elvégeztiik tovabba a nucleus cochlearis neuronok specifikus jelolését,
és olyan morfolégiai jegyeket hataroztunk meg, amik segitségével egyértelmiibben
elvégezhetd lehet a nucleus cochlearis neuronok pontos azonositisa. Bizonyitottuk
tovabbd, hogy a Purkinje-szeri sejtek a cerebellumba projicidlnak.

Munkiank maésik részében egy Uj fejlesztésii, humian TASK-3-specfikus
monoklondlis ellenanyag tesztelését és validalasat végeztik, immuncito- és
hisztokémiai koriilmények kozott egyardnt. Az antitest specificitdsdn és az optimadlis
reakcidkoriilmények dokumentdldsan til megdallapitottuk, hogy a human melanoma
malignum  sejtek  intenziv, dontéen intracellularis megoszldsi  TASK-3-
immunpozitivitdst mutatnak. Melanocytdkon végzett kisérletek sordn azt is igazoltuk,
hogy a TASK-3-expresszié nem kizdrélag a malignusan transzformdlt sejtekre jellemzd
sajatossdg, igy nem alkalmas a melanocytaer eredetii benignus és malignus folyamatok

elkiilonitésére.
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SUMMARY

K*-permeable transmembrane proteins (K'-channels) play important roles in
physiological and pathological processes of both excitable and non-excitable cells. As
the consequence of their electrogenic functions, they are essential in regulating the
excitability of the cell surface membrane and thus they regulate the timing of action
potentials. Moreover, based upon the most recent experimental data, they are important
in regulating pro- and anti-apoptotic processes, too. It is not surprising, therefore, that
the examination of the presence and distribution of the various K*-channel types might
significantly contribute to our precise understanding of the functions of structures they

are expressed in and to the proper interpretation of certain pathological mechanisms.

The very first station of the auditory information processing occurring in the brain stem
is the cochlear nucleus. In the first part of the present study, the presence and
distribution of various types of voltage-gated K'-channel (Kv) subunits have been
studied in the bushy neurones situated in this structure. The experiments were carried
out on either enzymatically isolated neurones or free-floating slices by applying
immunochemistry and functional investigations. According to our experimental data,
bushy neurones express several types of K* channel subunits (such as dendrotoxin
sensitive, delayed rectifier and rapidly inactivating Kv-subunits as well as TASK-1
channels), which can partly account for the extremely complex firing behaviour
characteristics of these cells. The presence of transient current producing subunits was
confirmed by applying highly specific channel blockers. In addition, we also performed
the specific labelling of cochlear nucleus neurones, and we established morphological
clues allowing their more reliable identification. Moreover, we demonstrated that

Purkinje-like cells of the cochlear nucleus project into the cerebellum.

In the second part of this work we tested and validated a novel, human TASK-3 specific
monoclonal antibody by employing immunocytochemical and immunohistochemical
methods. Besides the documentation of the specificity of the antibody and determining
the optimal conditions for the immunochemistry we also showed that human melanoma
malignum cells display a strong, mainly intracellularly distributed TASK-3
immunopositivity. The experiments carried out on melanocytes indicated that TASK-3
expression is not only confined to malignantly transformed cells, thus it is not suitable

to distinguish between benign and malignant processes of melanocytic origin.
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