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BEVEZETES

Az idegrendszer Osszetett miikodése az idegsejtek belsé neurondlis tulajdonsiagai és
szinaptikus kapcsolatai kozott 1€vé 6sszehangolt kommunikacion keresztiil valésul meg. Az
idegsejtek intrinsic elektrofizioldgiai tulajdonsagait az altaluk expresszalt membranhoz kotott
fesziiltség- és ligandfiiggd ioncsatorndk fajtdja, mennyisége €s eloszldsa hatirozza meg. Az
ioncsatorndk  konduktancidjat a  csatorndk  tipusatél fiiggben a  sejtmembrin
membréanpotencidlja, vagy kiilonboz6é kémiai anyagok (ligandok) szabdlyozzdk. Az
ioncsatorndkon keresztiil folyé iondramlds irdnyéat €s nagysdgat az adott ionra vonatkozé
elektrokémiai gradiens hatarozza meg.

A fesziiltségfiiggd kationcsatorndk tobbsége, pl. kiilonbdzé Na'- és K'-csatorndk,
membrandepolarizacié esetén aktivalédik, és az dltaluk kozvetitett iondramok a
membréanpotencidl kialakuldsdhoz jarulnak hozza. Egy csoportjuk viszont meglep6 mddon, a
tobbi csatornétdl eltérden, a nyugalmi membranpotencidltél negativabb potencidlértékeknél,
vagyis hiperpolarizicié soran aktivalodik, és a sejtbe befelé tarté kationaramaval lassan
depolarizdlja a membrant. Ezt a szokatlan tulajdonsdgokkal rendelkezd befelé iranyuld
(inward) iondramot el6szor az 1970-es években fedezték fel egymastdl fiiggetleniil a kétéltliek
fotoreceptoraiban és az emldsok szivében (Bader és mtsai., 1979; Brown és mtsai., 1979). A
fotoreceptorokban regisztralt iondramot hiperpolarizdci6é 4ltal aktivdlodo (I;), mig az
emldssziv sinuscsomdjdban €s Purkinje-rostjaiban mért dramot ,,funny” (furcsa) daramnak (Iy)
nevezték el (DiFrancesco, 1981). Halliwell és Adams 1982-ben bizonyitottdk eldszor ezen
iondram meglétét a kozponti idegrendszerben, a hippocampus pyramissejtjeiben, és furcsa
jellemz6i, illetve ismeretlen feladata miatt a ,,queer” (kiilonos) aram (I;) nevet kapta. Késobb
a kozponti és periférids idegrendszer szamos teriiletén leirtdk, és megkiilonboztetve a szivben,
kordbban felfedezett iondramt6l (If), a neurobiol6gidban hiperpolarizacié 4ltal aktivalédo
iondaramnak (I,) nevezik (Hille, 1992).

A hiperpolariz4cié sordn aktivalodo iondramot medidlé ioncsatornak masik érdekes
tulajdonsaga, hogy ciklikus nukleotidok, elsdsorban cAMP kozvetlen kotddésével a csatornak
steady-state aktivacidéja pozitivabb membranpotencidl-értékek irdnydba mozdul, aminek
koszonhetden kisebb mértékli hiperpolarizacié is aktivédlja a csatorndkat, és tobb csatorna
keriil aktivélt allapotba, tehat 6sszességében gyorsul az aktivacids kinetika. Az ioncsatorndkat
ezért kiilonleges, jellemzd ismertetdjegyeik alapjan hiperpolarizacié 4altal aktivalodé és

ciklikus nukleotid-fiiggd kationcsatorndknak nevezték el (HCN).



A HCN-csatornafehérjék génjeinek klénozasaval négy kiilonb6z6 izoformat (HCN1-4)
fedeztek fel, amelyek kisebb-nagyobb mértékben kiilonboznek egymadstél aktivacids
kinetikdjukat és cAMP-re mutatott érzékenységiiket tekintve. A funkciondlis HCN-csatorndk
négy alegységbdl felépiild tetramer ioncsatorndkat formélnak.

A HCN-csatorndk kiilonb6z0 izoformdinak eloszldsat eldszor a szivben vizsgalték,
késObb azonban alaposan feltérképezték a kozponti és periférids idegrendszer szamos
teriiletén is, elsdsorban patkdnyokat és egereket haszndlva kisérleti allatként. Patkdny
gerincveldi ducsejtjeiben példdul, elészor a hiperpolarizacié éltal aktivdlédd iondramot (Ip)
mutattdk ki, majd késébb a HCNI1-, 2- és 3-as tipust izoforma mRNS-ét és fehérjéjét is
azonositottak.

Bar a HCN ioncsatorndk expressziés mintdzata és szerepe a gerincveldi ducsejtek
sejttestjeiben viszonylag jol ismert, nem tudjuk, hogy a HCN fehérjék transzportialédnak-e a
primer afferensek centrélis nydlvanyaiba, és megjelennek-e a centrdlis axonvégzddésekben.
Az sem ismeretes, hogy ha transzportdlédnak a HCN ioncsatorndk, akkor milyen tipusu
primer afferensek széllijadk Oket, és részt vesznek-e a szomatoszenzoros érzékelés

gerincvelOben zajlo folyamataiban.



CELKITUZESEK

Kutatdsaink kezdetén nem voltak irodalmi adatok arra vonatkozéan, hogy a HCN
ioncsatorna fehérjék kifejezOdnek-e a primer afferensek gerincveldi centrdlis termindlisaiban,
igy azt sem tudtuk, hogy az I, iondramok szerepet jatszhatnak-e a primer afferens gerincvel6i
szekunder érz0 neuron kozotti szinaptikus transzmisszid szabédlyozdsdban. Nem vizsgdltak
még azt sem, hogyan véltozik a HCN ioncsatorndk kifejez0dése az elsddleges érzd
neuronokban krénikus gyulladdsos fajdalom esetén. Kutatdsaink ebbdl a szempontbdl tuttord

jelleglinek bizonyultak.

Vizsgélataink sordn a kovetkezd kérdések megvalaszoldsat tiztiik ki célul:

1. Kifejezddnek-e a patkdnyok gerincvel6i ducsejtjeiben expresszalod6 HCN ioncsatorna
izoformdk a gerincveld hatsé szarvdban végzddo elsddleges érz6 neuronok centralis
axontermindlisaiban?

2. Milyen tipust primer afferensek expresszdljdk a HCN2 ioncsatorna fehérjéket és ezek
milyen neurokémiai jellemzOkkel és posztszinaptikus kapcsolatokkal rendelkeznek a
ragcsalok gerincveldjének feliiletes hdtso szarvdban?

3. Milyen szerepet jitszhatnak a nociceptiv primer afferensek axontermindlisaiban
expresszal6déd HCN2 ioncsatorndk a nociceptiv ingeriiletatvitelben?

4. Valtozik-e a HCN2 fehérjék kifejezddése a gerincveld feliiletes hatsé szarvdban Freund-

adjuvéns altal kivaltott kronikus gyulladdsos fijdalomallapotban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti dllatok és a szovetmetszetek elokészitése

Kisérleteinkhez 42 felndtt és 9 haromhetes, him Wistar-Kyoto patkdnyt, valamint 3
GADG65-eGFP-s transzgenikus egeret hasznéltunk. Az immunhisztokémiai vizsgdlatokra szint
allatokat natrium-pentobarbitdllal (50 mg/kg, i.p.) torténd mély altatdsban transzkardidlisan
perfundéltuk, eldszér Tyrode oldattal, majd (a) 4% paraformaldehidet vagy (b) 4%
paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmazo6 fixdloval. A fixél4st
kovetden eltavolitottuk a gerincveld lumbalis szakaszat (L3-L5) és hdrom éllatndl a lumbélis
gerincveldi dicokat is. A lumbdlis gerincveld szegmentumokat €s gerincveldi dicokat egy
éjszakara a megfeleld fixdloban utéfixaltuk, majd krioprotekcié céljabdl 10%-os és 20%-os
szachardz oldatba helyeztiik, amig le nem siillyedtek. A reagensek jobb penetricidja céljabdl a
kivett gerincveld szegmentumokat és gerincveldi ganglionokat folyékony nitrogénben
feltartuk, majd Vibratommal 50-60 pm-es tsz6 metszeteket készitettiink, amelyeket 0,1 M-os
foszfat pufferben alaposan dtmostunk.

Héarom patkdnyon két héttel a transzkardidlis perfiziét megeldzoen dorzdlis
rhizotomidt végeztink. Ezen mitéti beavatkozds sordn mély altatisban (natrium-
pentobarbitdl, 50 mg/kg, i.p.) laminectomia segitségével feltartuk a gerincvelé lumbalis
szakaszat €és unilaterdlisan atvagtuk az L2-S1 gerincveldi héatsé gyokereket. Ezt kovetden
bezartuk a miitéti sebet €és két hét tilélés utdn a fent leirtak alapjan perfundaltuk az éllatokat.

A teljes Freund-adjuvédnssal (CFA) kivaltott gyulladdsos féjdalommodellben
felhasznalt 9 felndtt, him patkdnyt hdrmasdval 3 csoportba osztottuk. Az egyik csoportnak
fiziol6gias séoldattal 1:1 ardnyban higitott teljes Freund-adjuvéanst (CFA, 100 ul) a masik
csoportnak fizioldgids sdéoldatot (100 pl) injektaltunk unilaterdlisan, a jobb hétsé talp bore ala.
A harmadik csoport, amelyiken semmilyen beavatkozast nem végeztiink, maradt a kontroll
csoport. Az injektalast megeldzden €s kovetden 3-3 napig, naponta mértiik az allatok talpanak
fokozatosan névekvo intenzitdsd, mechanikai ingerre adott reakcidokészségét, majd a negyedik
napon az allatokat a fent leirtak szerint perfundaltuk. A kivett L3-L5 gerincveldi
szegmentumokbdl 60 pum-es Uszé sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket a fentiekhez

hasonldan készitettiink el az inkubalasra.



Magatartds-vizsgdlat a mechanikai allodynia kimutatdsdra

Az egyik leggyakrabban alkalmazott gyulladdsos fajdalommodellt, a Freund-adjuvéns
altal kivéltott gyulladdsos fajdalommodellt vdlasztottuk a HCN2 ioncsatorna expresszidjanak
gyulladdsos fijdalomdllapotban valé vizsgélatira. Gyulladdsos fdjdalom sordn a gyulladés
helye és a vele kozvetlen szomszédos teriiletek hiperszenzitivitast és allodynidt mutatnak, ami
olyan magatartasi tiinetekben nyilvanul meg, mint az alacsony intenzitdsi mechanikai ingerre
mutatott fajdalmi reakcié (mechanikai allodynia) vagy a fdjdalmat kivalté ingerekre fellépd
tulzott, hosszan tarté fajdalom (hyperalgesia) (Woolf és Salter, 2000).

A Freund-modellben vizsgdlt 4llatok talpanak mechanikai ingerre adott
reakciokészségét a gyullasztas elott és utan 3-3 napig, naponta mértiik egy ,,Dynamic Plantar
Aesthesiometer” segitségével (Ugo Basile). A patkdnyok hétsé talpat a rdcsozott aljzatd
mérOrekeszben alulrél, egy fém filamentum segitségével mechanikusan stimulaltuk,
fokozatosan novekvé nyomoéerdvel (0-50 g). A mérések sordn azt a nyomoerdt detektéltuk,
amelynél az dallat visszahuizta a hatsé talpat a filamentumrodl. Vizsgdlataink alkalméval a
patkanyok mindkét hatsé ldbéanak talpvisszahizasi kiiszobértékét regisztraltuk, a gyullasztis

eldtt és azt kovetden.
Immunperoxiddz hisztokémiai vizsgdlatok

A HCN2 ioncsatorna és a c-Fos fehérjék gerincveldi expresszidjanak kimutatdsara
indirekt, DAB alapi immunperoxiddz mddszert haszndltunk. A kezeletlen és kezelt (operalt
vagy Freund-adjuvdnssal injektalt) allatok lumbalis gerincveldibdl szarmaz6 tszé metszeteket
elészor 20%-os normédl kecske szérumban (NGS) 50 percig blokkoltuk, majd 1% NGS-t
tartalmazo6 0,01 M-os TPBS oldatban (pH=7,4) val6 atmosds utdn kovetkezett az antitestekkel
torténd inkubdlds. A metszeteket eldszor nydlban termelt anti-HCN2 (1:400), illetve anti-c-
Fos primer antitesttel (1:8000) inkubaltuk 2 napig 4 °C-on, majd alapos mosést kdvetden a
metszeteket biotinildlt, kecskében termelt nyul elleni (b-GAR) IgG-vel (1:200) kezeltiik 5-6
oraig szobahdmérsékleten. Tobbszori mosds (1% NGS TPBS-ben) utdn avidin-biotinilalt
tormaperoxidaz komplex-szel (ABC, 1:100) inkubdéltuk a metszeteket egy éjszakan keresztiil 4
°C-on, €s végill az immunreakciét diaminobenzidin (DAB) kromogén reakcidval tettiikk
lathatova. A metszeteket zselatinozott targylemezre szedtiik fel, majd felszallé alkoholsorban
viztelenitettiik, és Permount fed6anyaggal lefedtiik.

Az altalunk haszndlt primer antitest (anti-HCN2, Alomone Labs.) specifitdsait HCN2
peptiddel torténd kimeritéssel teszteltiik. A metszetekre az immunhisztokémiai eljards sordn a

HCN?2 peptiddel eldinkubalt HCN2 antitestet tettiik primer antiszérumként, ami nem tudott



kotédni a szoveti HCN2 fehérjékhez, ezért ezek a metszetek nem mutattak specifikus
immunfestédést. Az immunhisztokémiai protokoll sordn haszndlt szekunder antitest
primer antitestet normal nyul szérummal (NRS, 1:100) helyettesitettiikk. Ezeken a metszeteken
nem tudtunk megfigyelni specifikus immunperoxidaz reakciot.

A HCN2 immunfestddésrél Spot kamerdval felszerelt Nikon Eclipse 800
mikroszképpal fénymikroszképos felvételeket készitettink. A HCN2 immunreaktivitds
kvantitativ vizsgélatat Image J program segitségével végeztiik, melynek sordn megmértiik az
immunreaktiv teriiletek nagysagat a feliiletes hatsé szarv medidlis, intermedier és laterdlis
régidiban, illetve teljes mediolaterdlis kiterjedésében.

A c-Fos immunreaktivitds kvantitativ vizsgdlatdhoz el6szor camera luciddval
kirajzoltuk az L4-es gerincveldi metszetek feliiletes hdtsé szarvanak c-Fos-pozitiv sejtjeit,
majd Neuroluciddval haromdimenzidsan rekonstrudltuk az immunreaktiv sejtek megoszlasat.
A mennyiségi elemzés sordn a hatsé szarv fentebb emlitett régidiban, illetve teljes
mediolaterdlis kiterjedésében megszdmoltuk a c-Fos-immunreaktiv sejteket. A kvantitativ
analiziseket mind a HCN2, mind a c-Fos immunreaktivitds esetében 3-3 CFA injekciot kapott
és kontroll patkdny metszetein (10 metszet/dllat) mindkét oldali hatsé szarv I-II-es

lamindjaban elvégeztiik.
Preembedding nanogold immunhisztokémiai vizsgdlatok

A HCN2-immunreaktiv axonvégzddések ultrastrukturdjdgnak és a HCN2 fehérje
szubcellularis eloszldsdnak tanulmanyozasara elektronmikroszképos vizsgalatokat végeztiink.
A 4% paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmaz6 fixdloval
perfundélt patkdnyok lumbdlis gerincveldjébol szarmazd 60 pum-es Usz6 metszeteket eldszor
0,1 M-os foszfat pufferrel (PB) atmostuk, majd 1%-os natrium-borohidrid (NaBH,) oldattal
kezeltiik 30 percig. Ezutdn a metszeteket nyidlban termelt anti-HCN2-vel (1:400) inkubéltuk 2
napig 4 °C-on, majd 1 nm-es aranyszemcséhez kotott, kecskében termelt anti-nyudl IgG-t
(GAR-Au, 1:100) kapcsoltunk a primer antitesthez (6 6ra szobahon). 2,5%-os glutaraldehiddel
torténd utdfixdlast kovetden a metszeteket tobbszor dtmostuk, majd a szekunder antitesthez
konjugdlt aranyszemcséket eziist intenzifikdlé reagenssel tettilk lathatéva. Ezt kovetéen a
metszeteket 1%-os ozmium-tetroxiddal (OsO4) 45 percig kezeltik, majd felszall6
alkoholsorban és propilén-oxidban viztelenitettilk, Durcupan ACM miigyantdba agyaztuk,
végiil targylemezre helyeztik és a migyantaval lefedtik. A legszebb jeldlést mutatd

metszetekbOl kivagtuk a hatsé szarvat, amelyet milanyag kapszuldban ujra bedgyaztunk



Durcupan ACM miigyantdba. A miigyanta polimerizacidja utdn az Gjradgyazott metszetekbdl
ultravékony (60 nm) sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket Formvar-hartydval fedett,
nikkel ,,slot” grid-ekre szedtiink fel és uranil-acetéttal, illetve 6lom-nitrattal kontrasztoztunk

meg.
Immunfluoreszcens hisztokémiai vizsgdlatok

A HCN2-immunreaktiv nociceptiv primer afferens termindlisok preszinaptikus
markereinek és posztszinaptikus targetjeinek kimutatdsdra, a lumbdlis gerincvel6bdl és a
gerincveldi ducokbdl szdrmazd metszeteken fluoreszcens, kettés és hdrmas jeloléses
immunhisztokémiai vizsgdlatokat végeztiink. A kiilonb6z0 eredetli axonok azonositdsdhoz és
a posztszinaptikus célsejtek vizsgalatdhoz a kovetkez6 markereket hasznaltuk:

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

(2) gerincvel6i intrinsic serkentd neurondlis markerek: vezikuldris glutamat
transzporter 1, 2 és 3 (VGIuT1, 2, 3)

(3) serkentd interneuronok markerei: neurokininl-receptor (NK1-R), calbindin D28k
(CaB), p-opioid-receptor (MOR) és az AMPA-tipusi glutamétreceptor 2-es alegysége
(GIuR2)

(4) gatl6 interneuronok markere: glutaminsav-dekarboxildz 65-6s izoformédja (GADG65)
(GADG65-eGFP transzgenikus egerek).

A lumbdlis gerincveldbdl €s gerincveldi dicokbdl szdrmazd, 50 pm-es Usz6
metszeteket 20%-os normal kecske szérummal (NGS), vagy normal 16 szérummal (NHS) 50
percig blokkoltuk, majd mosdast kdvetden primer antitestek keverékével inkubaltuk 2 napig 4
°C-on. A kettos és hdrmas jeloléses immunfluoreszcens vizsgalatokndl a nyulban termelt anti-
HCN2 (1:200) mellett a fenti markerek ellen termelt primer antitesteket haszndltuk. Ezutdn
fluoreszcens festékkel konjugalt szekunder antiszérumok megfeleld keverékével inkubaltuk a
metszeteket 5-6 Ordig szobahdmérsékleten. Tobbszori mosdst kovetden a metszeteket
targylemezre szedtiik fel és Vectashield fedOanyaggal fedtiik le.

Annak érdekében, hogy kizarjuk a HCN2 és SP antitestek keresztreakciojat, ami a két
marker immunreaktivitisdnak nagymértékii kolokalizaci6ja miatt vetddott fel, néhany
metszeten HCN2-peptidet és P-anyagot alkalmazva kimeritéssel és keresztkimeritéssel
teszteltiik az antitestek specifitdsat.

Az immunfluoreszcens metszeteket Olympus Fluoview FV1000 konfokalis 1ézer

scanning mikroszképpal digitalizaltuk. A HCN2 immunreaktivitds preszinaptikus



markerekkel val6 kolokalizaci6janak kvantitativ vizsgdlatdhoz a konfokdlis szoftver
Neurolucida programjat haszndltuk. Az elemzést harom dallatbdl szarmazd, 1 um vastag
konfokalis optikai felvételeken végeztik (3 felvétel/allat), amelyeken véletlenszerien
kivélasztottunk 100, az egyik markerre immunfestett axontermindlist a hatsé szarv I-Ilo
lamindjdban, és megvizsgédltuk, hogy immunreaktiv-e a mdasik markerre. A gyulladédsos
fajdalommodellben a HCN2 és SP kolokalizacids vizsgalatat gy végeztiik, hogy a konfokalis
optikai felvételekre standard négyzetracsot helyeztiink és megszdmoltuk a rics oldalaira esd
egyszeresen, vagy kettdsen festddd axontermindlisokat. A szdmoldst 3-3 kontroll és CFA

injekciot kapott allat 10 konfokaélis felvételén végeztiik el.
Elektrofiziologiai vizsgdlatok

A HCN?2 ioncsatorndk a nociceptiv primer afferens termindlisok és a gerincveldi érzo
neuronok kozotti szinaptikus jelatvitelben valo szerepének vizsgdlatira, haromhetes
patkdnyokon elektrofizioldgiai vizsgélatokat végeztiink. Izoflurdnnal torténé mély altatds
soran dekapitaltuk az dllatokat, majd eltdvolitottuk a lumbdlis gerincveldt és oxigenizalt,
mesterséges cerebrospinalis folyadékba (pH 7,4) helyeztiik. A hatsé gyokereket is magdban
foglald, 7-9 mm hosszu gerincveldi blokkokat agarba dgyaztuk és 400-600 um-es szeleteket
készitettiink beldliikk Vibratommal. A tiléld gerincveld szeletpreparatumokon valdé méréseket
mesterséges cerebrospinalis folyadékkal dtdramoltatott mérokadban végeztiik.

A gerincveld I-IlI-es lamindiban elhelyezked6 neuronokat, 40x-es vizimmerzios
lencsével, interferencia kontrasztsziirovel és infravoros kamerarendszerrel felszerelt Zeiss
Axioskop FS mikroszkdppal azonositottuk. A gerincveld hatsé gyokerére stimuldld elektrédot
helyeztink és az ingerlés hatdsara az I-Il-es lamina egyedi neuronjain kivéltott
posztszinaptikus vélaszokat teljes sejt patch-clamp regisztrdlassal, current-clamp mddban
mértik. A mérésekhez 4-6 MQ ellendlldsi patch-pipettat és Axoclamp ID erdsitot
hasznaltunk. A hétsé gyokereket 0,2 Hz-en, 0,5-2,0 mA erdsségii 0,1 ms-ig tartd
aramimpulzusokkal stimuldltuk, mikozben regisztrdltuk azon hatsé szarvi neuronok spontan
és stimuldcioval kivaltott serkentd posztszinaptikus potencidljait (EPSP), valamint akcids
potencidljait, amelyek monoszinaptikus bemeneteket kaptak a C és/vagy Ad primer
afferensekt6l. A szinaptikus jeldtvitel hibaszazalékat tiz egymadst kovetd hatsé gyokér
stimuldcidra szamoltuk ki, és azon stimuldciok szdmédban adtuk meg, amelyek nem véltottak
ki EPSP-t a posztszinaptikus neuronon. Eldszor kontroll koriilmények kozott regisztraltuk az

EPSP-ket, majd a HCN-csatorna blokkol6janak (ZD7288, 10 uM) alkalmazasa mellett mértiik
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az I-II-es lamina sejtjeinek posztszinaptikus valaszait. Végiil folyamatos regisztralds mellett
kimostuk a ZD7288-at a fiirdéfolyadékbol.

Az adatokat digitalizaltuk (Digidata 1320) és szdmitdégépen rogzitettiik. A mérések
adatait Pclamp, Origin és Whole Cell Program and Electrophysiology Data Recorder

szoftverek segitségével elemeztiik.
Western blot analizis

Az elemzéshez 15 felndtt, him patkdnyt hasznaltunk, amelyek koziil kilencnél, higitott
teljes Freund-adjuvédnssal (CFA) unilaterdlis talpgyullasztast végeztiink. Az injektéldst
megeldzden és kovetden is megmértiik az allatok nociceptiv valaszkészségét és a gyullasztés
utdni negyedik napon dietil-éteres tulaltatast kovetden kivettilk az allatok gerincveldjének
lumbalis L4-es szegmentumdt. A kisérletekhez hat intakt patkanyt hasznaltunk kontrollként.

A lumbdlis gerincvelOk hétso szarvai keriiltek feldolgozdsra oly médon, hogy a mintak
egy részénél membranprepardlast kovetéen csak membranfrakciot, a masik részénél pedig
teljes szovetlizatumot vizsgéltunk. Membranprepardlds sordn a szovetmintakat el0szor protedz
inhibitorral kiegészitett 20 mM TRIS-ben (pH 7,4) ultrahangos mddszerrel feltartuk, majd a
homogenizitumot ultracentrifugdval (50 000 g) 4 °C-on 90 percig centrifugéltuk. Ezutidn a
feliiliszot leontve, az tiledéket 2% Triton-X 100-at tartalmaz6 lizis pufferben (20 mM TRIS,
137 mM NaCl, pH 7,4) feloldottuk, majd 50 000 g-n 4 °C-on 55 percig centrifugéltuk. A
szovetmintdk masik részét, folyékony nitrogénben torténd feltardst kovetden, 2% Triton-X
100-at és protedz inhibitort tartalmazé 20 mM-os TRIS-ben feloldottuk, és 16 000 g-n 4 °C-on
10 percig centrifugdltuk. Mind a membranfrakciébdl, mind a teljes lizdtumbdl szarmazé
feliiliszot redukalé mintapufferben feloldottuk és savonként 35 ug fehérjét vittiink fel, amit
10%-o0s SDS-poliakrilamid gélen megfuttattunk (a Laemmli-mddszer szerint). Az elvélasztott
fehérjéket elektroforetikusan vittilk & PVDF membrinra, amelyeket 10% normdl borji
szérumot (NBS) tartalmazé TTBS oldattal blokkoltunk, majd nydlban termelt anti-HCN2-vel
(1:1000) és loading kontroll antitesttel (egérben termelt anti-B-tubulin, 1:4000) inkubaltunk
szobahOmérsékleten 2 6rdig. Tobbszori TTBS mosést kovetden, az antitestekhez biotinilalt
anti-nyul IgG-t, illetve biotinilalt anti-egér IgG-t (1:200), majd ABC-komplexet (1:100)
kapcsoltunk. Az immunjeldlt fehérje savokat DAB kromogén reakcidval tettiik lathatéva. Az
immunoblotokat Gelcapture programmal fényképeztiik le. Az immunoblotok eredményein
Gelquant programmal denzitometrids elemzést végeztiink, majd a kapott adatokat a belso,

loading kontroll (B-tubulin) értékeihez normalizéltuk.
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Statisztikai analizis

A kvantitativ elemzések sordn kiszamoltuk az adatok atlagértékeit és standard
kozéphibajat (SEM), és a megfigyelt kiilonbségeket egyvaltozos ANOVA mddszerrel, illetve
az elektrofizioldgiai vizsgdlatokndl kétmintds t-probaval értékeltiik ki statisztikailag. A
kiilonbozé mértéki szignifikancia-szinteket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik (* p <

0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001).

19



EREDMENYEK

HCN?2 immunreaktivitds a gerincveld hdtso szarvdban

Az immunperoxiddz hisztokémiai vizsgédlatok alapjan azt taldltuk, hogy a HCN2
immunreaktivitds a patkdny gerincvel0 feliiletes hatsé szarvanak I-Ilo lamindiban erdteljes
pontszerli festddést mutatott. Tobb esetben az immunjeldlt pontok hosszanti sorokba
rendezddve a fehér- és sziirkedllomdny hatdrdval parhuzamosan helyezkedtek el az I-es
lamindban, vagy beterjedtek a héats6 szarv mélyebb lamindiba. A hatsé szarv feliiletes
lamindiban megfigyelhet6 erds immunfestodéssel szemben, a mélyebb laminak nem mutattak
immunjel6lést. A HCN2 immunreaktivitds pontszer(i, axontermindlis jellegli jel6lést mutatott,
és egyaltalan nem adott szomatikus, vagy dendritikus immunfestddést a lumbaélis gerincveld
hatsé szarvaban. Az 1.2-S1 gerincveldi szegmentumban végzett dorsalis rhizotomiat kovetden
az L4-es gerincvel6i szegmentumbdl az immunjelolés tokéletesen eltiint, jelezve, hogy az I-
ITo lamina immunreaktivitdsat az itt végz0dd nociceptiv primer afferensek axonvégzddései
adjék.

A HCN?2 immunreaktivitds és a peptiderg, illetve nem-peptiderg primer afferensek kapcsolata

Annak kimutatdsara, hogy a HCN2 fehérjét peptiderg, vagy nem-peptiderg tipusi
primer  afferensek  szallitjdk  centrdlis  axontermindlisaikba, = harmas  jeloléses
immunfluoreszcens  mddszerrel  vizsgdltuk a  HCN2  kolokalizicigjat ~ CGRP
immunreaktivitassal és IB4 kotddéssel. A CGRP-t a peptiderg nociceptiv primer afferensek
(Lawson, 1995), mig az IB4 kotodést a nem-peptiderg nociceptiv primer afferensek
markereként tartjak szamon (Gerke és Plenderleith, 2002).

Az irodalmi adatoknak megfelelden kimutattuk, hogy a CGRP-immunreaktiv
axontermindlisok a gerincveld hatsé szarvanak I-Ilo lamindiban adtak immunfestddést, mig
az IB4 kotodést mutaté termindlisok szinte kizdrdlag a Il-es lamina belsd részében (Ili)
jelentek meg. Ennek megfeleléen a HCN2 a CGRP immunreaktivitdssal mutatott jelentds
kolokaliz4ciét a hétsé szarv I-Ilo lamindiban, mig az IB4 kotddéstdl szinte teljesen
szegregalodott.

Erdekes médon, a gerincveldi dicsejtek szinte mindegyike immunreaktiv volt HCN2-
re, igy mind a CGRP-immunreaktivak, mind az IB4 kotddést mutatéak pozitivan festddtek

HCN2-re is.

1



HCN?2 fehérjék szubcelluldris megoszldsa a peptiderg nociceptiv primer afferensek

axontermindlisaiban

A HCN2-re immunfestett neurondlis elemek ultrastrukturdjat preembedding nanogold
immunhisztokémiai modszer segitségével vizsgaltuk a gerincveld feliiletes hats6 szarvaban. A
HCN2 molekuldkat jelold eziist szemcséket kizardlag 0,5-2,5 um  atméréju
axonvégzOodésekben taldltuk, glia nydlvanyok és idegsejtek dendritjei vagy sejttestjei nem
mutattak HCN2 immunjelolést. Az immunreaktiv axonterminalisok glomeruléris és nem-
glomeruldris tipusu szinaptikus elrendezOdésben egyarant megtalalhatéak voltak, és a
glomeruldris szinapszisokndl mindig a kozponti axonvégzddések mutattak immunreakciét. Az
immunreaktiv axontermindlisok szinte mindegyikében, a szinaptikus vezikuldk kozott
elszortan dense core vezikuldkat is taldltunk, amelyek a peptiderg axonvégzddésekre
jellemzdek.

A HCN2 fehérjéket jelz0 szemcsék szubcelluldris megoszlasat vizsgdlva, az
axoplazmadban taldlhaté szemcsék mellett a termindlisok sejtmembranjdhoz tapadva is gyakran
taldltunk jelolddést. A membranhoz asszocidlt eziist szemcsék a membran intracelluldris
oldalan jelentek meg, és mindig extraszinaptikus lokalizdcidt mutattak, bar koziiliikk néhany a

szinaptikus appozicié kozvetlen szomszédsagdban helyezkedett el.
A HCN?2 ioncsatorndk kolokalizdcioja vezikuldris glutamdt transzporterekkel és P-anyaggal

A HCN2-immunreaktiv peptiderg nociceptiv primer afferens termindlisok
preszinaptikus jellemzOinek, elsOsorban lehetséges neurotranszmittereinek tanulmdnyozasara
kettOs jeloléses immunfluoreszcens mddszert haszndltunk. A HCN2-pozitiv axonvégzddések
glutamat tartalmanak kimutatdsdhoz a glutamaterg terminélisok legjellemz6bb markereinek, a
vezikularis glutamét transzportereknek (VGIuT1-3) az immunreaktivitdsat vizsgaltuk a
gerincveld feliiletes hatsé szarvaban. A peptiderg nociceptiv primer afferensek egy része
glutamat mellett P-anyagot (SP) is felszabadit neurotranszmitterként, ezért az SP
kolokalizacigjat is vizsgaltuk a HCN2-vel.

Mindhédrom vezikuldris glutamat transzporter pontszerti, termindlis jel616dést mutatott
a gerincveld hétso szarvdban, ahogy azt mar kordbban leirtdk (Varoqui és mtsai, 2002). A
hatsé szarv I-Ilo lamindjaban a VGIuT2 mutatta a leger6sebb immunfestodést, a VGIuT3
immunreaktivitds sokkal gyengébb jelolddést adott, mig a VGIuT1 immunjelolés csak
elszértan volt megfigyelheté és inkdbb a mélyebb lamindkra korldtozodott. A VGIuT
immunfestddés szinte teljesen elkiiloniilt a HCN2 immunreaktivitdstol, és a vizsgalt HCN2-

immunreaktiv termindlisok csupan 6%-a mutatott kolokalizdciot a feliiletes hdts6é szarvban
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nagyobb mennyiségben jelenlevé VGIluT2-vel. Osszhangban az irodalmi adatokkal, a P-anyag
immunreaktivitdsa — a HCN2 immunfestddéshez hasonléan — a gerincveldi sziirkedllomany I-
ITo lamindjaban adott intenziv immunjel6lést. Ezenkiviil a HCN2 és az SP igen nagymértékli

kolokaliz4ciot (92%) mutatott a gerincveld feliiletes hédts6 szarvédban.

A HCN2-immunreaktiv primer afferensek posztszinaptikus kapcsolatai serkento és gdtlo

gerincveldi interneuronokkal

Irodalmi adatok alapjan a peptiderg nociceptiv primer afferensek serkentd és gatld
interneuronokkal is kapcsolatba 1épnek a gerincveld feliiletes hédtsé szarvdban (Hayes és
Carlton, 1992; Wang és mtsai, 2000). A HCN2-pozitiv peptiderg nociceptiv primer afferensek
posztszinaptikus célsejtjeinek azonositdsdra kettdés és harmas jeloléses immunfluoreszcens
moddszert hasznaltunk, az alabbi markerek bevonasaval: NK1-R, calbindin D28k, MOR,
AMPA-tipust  glutamétreceptor GluR2-es alegysége, és GAD65-eGFP. A kordbbi
megfigyeléseket megerdsitve azt taldltuk, hogy az NK1-R-immunreaktiv neuronok sejttestjei
a hats6 szarv 1. és III-IV. lamindiban fordultak el6. Az I-es lamindban 1évé NKI-R-
immunreaktiv neuronok dendritjei a lamindn beliill eldgazddtak, a mélyebb lamindkban
elhelyezkeddk dendritjei viszont felnyultak a hdts6 szarv feliiletes lamindiba és ott
arborizaltak. A HCN2-pozitiv axontermindlisok egyrészt az I-es lamina NKI-R-pozitiv
sejttestjeivel és dendritjeivel hoztak létre szoros kapcsolatokat, masrészt az immunreaktiv
axonkollaterdlisok sorozatos appoziciokat alakitottak ki a mélyebb lamindk feldl érkezd NKI1-
R-pozitiv dendritekkel. A HCN2 és az SP intenziv kolokaliz4cigja ismeretében nem volt
meglepd szdmunkra a HCN2-pozitiv termindlisok és az NK1-R-immunreaktiv interneuronok
kapcsolata, mivel az NKI-R az SP jol ismert receptora. Aldtdmasztva a kordbbi
eredményeket, a CaB- és GluR2-immunreaktiv serkentd interneuronok nagy részét az I-Il-es
lamindban mutattuk ki, a MOR-pozitiv neuronokat pedig inkdbb a II-es lamindban tudtuk
megfigyelni. A HCN2-immunreaktiv termindlisok a CaB- és MOR-pozitiv neuronok
szomajaval és dendritjeivel, illetve a GluR2-immunreaktiv idegsejtek szomdjaval alakitottak
ki szoros appozicidkat.

A HCN?2 ioncsatorndkat expresszalé nociceptiv primer afferensek gatld gerincveldi
interneuronokkal valé kapcsolatit, GAD65-eGFP transzgenikus egér gerincveld metszetein,
GFP-vel jelolt, GADG65-6t expresszal6 neuronok immunreaktivitisdnak segitségével
vizsgaltuk. Bar szamos GFP-jelolt idegsejtet taldltunk a GAD65-eGFP transzgenikus egér

gerincveld feliiletes hatsé szarvaban, viszonylag kevés mutatott szoros kapcsolatot a HCN2-
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pozitiv axonvégzddésekkel, amelyek elsésorban a GFP-pozitiv neuronok sejttestjével és

primer dendritjével keriiltek kozeli kontaktusba.

A HCN ioncsatorndk antagonistdjanak (ZD7288) hatdsa a C és Ao primer afferensek és a

hdtso szarv I-11. lamindinak idegsejtjei kozott kialakulo szinaptikus jeldtvitelre

A HCN ioncsatorndk leggyakrabban haszndlt szelektiv antagonistija a ZD7288
elnevezésli anyag, ami 10 uM-os koncentriciéban teljesen blokkolja az Iy-t (Harris és
Constanti, 1995; Pal és mtsai, 2003). Azzal a céllal, hogy tanulmanyozzuk a nociceptiv primer
afferensek axontermindlisaiban expresszdl6dé HCN ioncsatorndk mitkodoképességét, ZD7288
alkalmazdsa mellett teszteltilk a szinaptikus jeldtvitel hatékonysdgit a nociceptiv primer
afferensek és masodlagos érzd neuronok kozott.

Teljes sejt konfiguracidju patch-clamp méréseket végeztiink 30 gerincveldi neuronon,
amelybdl 8 kapott monoszinaptikus bemenetet a C és/vagy Ad primer afferensektdl. A
stimulalt primer afferenseket vezetési sebességiik alapjan azonositottuk (C-rost: 0,3-0,8 m/s,
Ad: 3,8-8 m/s). A vizsgdlt nyolc idegsejtb6l hat C rostoktdl, egy Ad rostoktdl kapott
monoszinaptikus bemenetet, €s egy neuront pedig mindkét tipusu primer afferens innervélt.

A regisztrdlt neuronok 0,5-10 mV kozott véltozé amplitidéju spontdn serkentd
posztszinaptikus potencidlokat (sEPSP) mutattak. A 10 uM koncentraciéban alkalmazott
ZD7288 hatasara az sEPSP-k amplitiddja jelentésen visszaesett (0,5-4 mV), de szdmuk csak
kismértékli csokkenést mutatott. Az antagonista kimosésat kovetden jelentdsebb késés nélkiil
visszadllt az SEPSP-k kontroll értékekre jellemz6 frekvencidja és amplitiddja.

Kontroll koriilmények kozott a C és Ad rostok stimuldcidja a vizsgalt idegsejtek
tobbségén nem minden esetben valtott ki serkentd posztszinaptikus potencidlokat, a
szinaptikus jelatvitel 4tlagos hibaszdzaléka 34 + 10%-ot mutatott. A ZD7288 alkalmazasa
sordn csOkkent a szinaptikus transzmisszié megbizhatosdga és megemelkedett azoknak a
stimuldcidknak a szdma, amelyek nem valtottak ki posztszinaptikus potencidlt a regisztralt
neuronokon. A ZD7288 alkalmazdsianak kezdetén a jeldtvitel hibaszdzaléka csak
kismértékben novekedett (46 £ 15,5%, p = 0,21), késObb viszont egyre magasabb értékeket ért
el, és szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll értékekhez képest (74,7 £ 14,5%, p =
0,0051). A ZD7288 hatésa reverzibilisnek bizonyult, ugyanis az antagonista kimosésa soran a

jelatvitel hibaszdzaléka visszatért a kontroll értékekhez (39,4 + 9,8%).
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A mechanikai allodynia kialakuldsa Freund-adjuvdns dltal kivdltott  gyulladdsos

fdjdalomadllapotban

A teljes Freund-adjuvans (CFA) subcutan injekcidjaval kivaltott gyulladas az egyik
leggyakrabban alkalmazott gyulladdsos f4jdalomallapot-modell (ladarola és mtsai, 1988;
Millan és mtsai, 1988). Kisérletiink sordn ebben a modellben vizsgdltuk a mechanikai
allodynia kialakuldsat. A kontroll allatoknal €s injektélds elott a masik két allatcsoportnadl is, a
talpra alkalmazott 35—40 g nyomderd valtott ki 1dbvisszahuizasi reakciot, amit a mechanikai
ingerlésre adott véalaszkészség alapértékének tekintettiink. A CFA injekciot kapott allatoknal
az ipszilateralis hatsé talp labvisszahuzasi kiiszobértéke az injektdlast kovetden fokozatosan
csokkent, és az injektalast koveté harmadik napra az alapérték 35%-éara esett vissza (12,4 +
09 g, p = 0,004). A fiziologids sooldattal injektdlt 4llatok ipszilaterdlis talpdnak
labvisszahuzasi kiiszobértéke az injekciot kovetd elsé és mdsodik napon kismértékben
csokkent, de az injekciét kovetd harmadik napra visszadllt az alapértékre. Irodalmi és sajat
adatok is azt bizonyitjdk, hogy CFA injekci6 esetén a nociceptiv valaszkészség a gyulladas
harmadik napjan tetdzik, igy a magatartdsi vizsgélatokat az injektaldst kovetéen harom napig

végeztiik.

c-Fos fehérje expresszio a patkdny gerincvelo feliiletes hdtso szarvdban CFA-val indukdlt

gyulladasos fdajdalomdllapotban

Az ,immediate early genes” (IEG) géncsalddhoz tartoz6 c-Fos gén egy 62 kDa tomegii
magfehérjét (c-Fos fehérje) kodol, amelynek immunreaktivitisat régéta hasznaljak a
neurondlis aktivitds indikdtoraként (Hunt és mtsai, 1987; Sagar és mtsai, 1988). Gyulladésos
modelliinkben a gerincveld hatsé szarvdaban 1évé neuronok aktivitdsit a c-Fos fehérje
immunreaktivitdsdval teszteltiik.

Bar az unilaterdlis gyulladds csak az ipszilaterdlis oldalon véltott ki mechanikai
allodyniat, a c-Fos immunreaktivitds a gerincveld mindkét oldali hatsé szarvdban jelentdsen
megemelkedett, a kontroll dllatokban szamolt alapaktivitidshoz képest. A c-Fos-immunreaktiv
neuronok eloszldsdnak kvantitativ elemzése sordn azt taldltuk, hogy a c-Fos-pozitiv sejtek
szdma a CFA injekcidval azonos oldali feliiletes hatsé szarv laterdlis, intermedier €s medidlis
régijaban, illetve teljes mediolaterdlis kiterjedésében szignifikdnsan emelkedett. Erdekes
modon a CFA injekcidhoz képest ellenoldali feliiletes hatsé szarvban is szignifikdnsnak
bizonyult a c-Fos-immunreaktiv sejtek szambeli novekedése, bar jelentdsen kisebb mértékii
emelkedést taldltunk itt, mint a CFA injekciéval azonos oldali hatsé szarvban.

Osszehasonlitva a c-Fos-pozitiv sejtek szamdt a CFA injekci6t kapott dllatok injekciéval
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azonos €s ellentétes oldali hatsé szarvdban, a laterdlis régi6 kivételével a sejtszdmok joval

magasabb értékeket mutattak a CFA injekcidval azonos oldali hats6 szarvban.

A HCN2 fehérje kifejezodése a lumbdlis gerincvelo hdtso szarvaban CFA-val kivaltott
gyulladdsos fdjdalomban

Annak vizsgdlatdra, hogyan valtozik a HCN2 immunreaktivitds és a HCN2 fehérje
mennyisége a gerincveld L4-es szegmentumdnak feliiletes hatsé szarvdban Freund-
adjuvanssal kivaltott gyulladdsos fdjdalomallapotban, a kovetkezd kvantitativ elemzéseket
végeztiikk: 1) mértiik a HCN2-immunreaktiv teriilet nagysigat, 2) meghatdroztuk a HCN2- és
SP-immunreaktiv axonterminalisok szamat és a két marker kozotti kolokalizaciot, illetve 3)
mértiik a HCN2 fehérje mennyiségét. A mérési eredményeket 6sszehasonlitottuk a kezeletlen
allatokban mért hasonl6 adatokkal.

A gerincveld  felilletes hats6  szarvanak  HCN2-immunfestett  teriiletét
fénymikroszkdpos felvételeken, elézetes hattérsziirést kovetden, Image J szoftver segitségével
mértiik a hatsé szarv teljes mediolaterélis kiterjedésében és fentebb emlitett harom régiéjaban.
Osszehasonlitva a HCN2-immunreaktiv teriiletek kiterjedését a kontroll és CFA injekciot
kapott allatokbdl késziilt metszeteken, nem taldltunk értékelhetd kiilonbséget az immunfestett
teriiletek nagysagat illetden, sem az egyes régiokban, sem a hétsé szarv teljes mediolaterdlis
kiterjedésében.

A HCN2-immunreaktiv axontermindlisok kvantitativ vizsgdlata azt mutatta, hogy a
HCN2-pozitiv termindlisok szdma a feliiletes hatsé szarv laterdlis régidjanak kivételével, ahol
nem taldltunk jelentés valtozast, szignifikdnsan emelkedett a CFA injekcidval azonos oldali
hatsé szarvban. A HCN2-pozitiv axontermindlisok szdma valamelyest nétt a CFA injekciéhoz
képest ellenoldali feliiletes hats6 szarv intermedier €s medidlis régidjaban is. Az SP-
immunreaktiv axontermindlisok kvantitativ analizise sordn azt taldltuk, hogy a CFA
injekcidval azonos oldali feliiletes hatsé szarv mindhdrom régiéjaban és teljes mediolateralis
kiterjedésében is szignifikdnsan novekedett az immunreaktiv termindlisok szdma, kiilonos
tekintettel az intermedier régiora. Ezzel ellentétben a CFA injekcidhoz képest ellenoldali
feliiletes hatsé szarv egyik régidjaban sem taldltunk szignifikdns valtozast az SP-
immunreaktiv termindlisok szdmdban.

A HCN2-re és SP-re egyarant festddd termindlisok szdmanak alakuldsat vizsgalva azt
figyeltiik meg, hogy a CFA injekci6t kapott allatok ipszilaterdlis feliiletes hatsé szarvdban a
lateralis régio kivételével, jelentdsen emelkedett a mindkét markerre festddé termindlisok

szama. A kettdsen festodo axonterminalisok szama a kontralateralis hatsé szarvban is nott, bar

1R



kisebb mértékben, mint az ipszilaterdlisban. A HCN2 és SP kozotti kolokalizacié mértéke
szinte alig valtozott a CFA injekciét kapott allatok ipszi- (82—-86%) és kontralaterdlis feliiletes
hatsé szarvaban (83-88%), a kontroll allatok feliiletes hatsé szarvaban szamolt értékekhez
képest (81-84%).

A HCN2 fehérjék mennyiségi alakulasat Western blot elemzéssel vizsgéltuk a kontroll
és CFA injekciot kapott dllatok L4-es gerincveldi szegmentuménak hatsé szarvabdl szarmazo
mintdk teljes lizdtumadn, illetve membranfrakciéjan. A Western blot sdvok denzitometrids
feldolgozdsa sordn a kapott adatokat a belsd, loading kontroll (B-tubulin) optikai denzitdsdhoz
normalizdltuk. Ugy taldltuk, hogy az ipszilaterdlis hdtsé szarvban a HCN2 fehérje relativ
mennyisége szignifikdnsan emelkedett mind a teljes lizatumbdl, mind a membranfrakciébol
késziilt mintdkban, a kontroll allatokban mért értékekhez képest. A kontralaterdlis hatsé
szarvban viszont a HCN2 fehérje relativ mennyisége csak kismértékli novekedést mutatott a

kontroll allatok értékeihez viszonyitva.
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MEGBESZELES

A HCN?2 ioncsatorndk expresszioja a gerincvelo feliiletes hdtso szarvaban végzodo peptiderg

nociceptiv primer afferensek centrdlis axonvégzodéseiben

A hiperpolarizacié altal aktivalodé iondramot (In) és a HCN ioncsatorna fehérjéket
kordbban mar tobben kimutattdk a gerincveldi dicok neuronjainak sejttestjeiben €s periférids
nyudlvanyaiban (Mayer €s Westbrook, 1983; Grafe és mtsai, 1997), s6t Moosmang €s mtsai.
(2001) a HCN izoformdk eloszlasat is lefrtdk a kiillonb6z0 méretli ducsejtekben. Arra
vonatkozdan viszont nem taldltunk semmilyen adatot az irodalomban, hogy a HCN
ioncsatorna fehérjék expresszaldodnak-e az elsOdleges érz0 neuronok gerincveldi hatso
szarvban végzddo centrdlis axontermindlisaiban is. Vizsgalataink sordn igy els6ként mutattuk
ki, hogy a HCN ioncsatorna fehérjék koziil a 2-es izoformat (HCN2) az elsddleges érzo
neuronok egy csoportja centrdlis axonvégzddéseiben is kifejezi. Habar in situ hybridizacios és
immunhisztokémiai vizsgélatok is azt igazoltdk, hogy patkdnyban a HCN2 szinte minden
gerincveldi dicsejtben expresszalodik (Chaplan és mtsai, 2003), mi gy taldltuk, hogy HCN2-
immunreaktiv axonvégzddések kizardlag a gerincveld hatsé szarvanak feliiletes, I-Ilo
lamindiban mutathaték ki. A HCN2-immunreaktiv axonterminélisok gerincveldi megoszlasa,
illetve intenziv kolokalizdci6ja CGRP-vel és szegregicidja az 1B4 kotddéstdl azt jelzi, hogy a
HCN?2 fehérje centrdlis transzportja és gerincveldi expresszidja a peptiderg C és Ao tipust
nociceptiv primer afferensekben a legerodteljesebb, amelyek a hatsé szarv I-Ilo lamindiban
végzddnek. A HCN2 immunreaktivitdsnak ez a korldtozott lamindris megoszldsa a gerincveld
hatsé szarvaban azt feltételezi, hogy a kiilonféle gerincveldi ducsejtek kiillonbozd mértékben
transzportdljadk a HCN2 fehérjét a centrélis axontermindlisaikba. Valdszinii, hogy a HCN2
fehérje centrélis transzportjat a szelektiv axontranszportnak nevezett jelenség magyardzza,
amely lehetévé teszi, hogy bizonyos fehérjék a perikarionokbdl vagy csak a centrélis, vagy
csak a periférids axontermindlisokba szallitédjanak. Bér a jelenség molekulédris mechanizmusa
még nem tisztdzott, elképzelhetd, hogy a HCN2 fehérjék centrilis transzportjit irdnyitd

molekuléris apparatussal csak a peptiderg C és Ad primer afferensek rendelkeznek.

A HCN?2 ioncsatorndk és a VGluT-ok immunreaktivitdasdnak szegregdcioja a gerincveld hdtso

szarvdban

A glutamat, mint az egyik legelterjedtebb neurotranszmitter, szenzoros ingeriiletatvitel
soran a nociceptiv C és Ad primer afferensekbdl is felszabadul. Mivel a glutamét morfoldgiai

kimutatdsat nagymértékben megneheziti altalanos jelenléte az idegrendszer fehérjéiben, ezért
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a glutaméterg neuronok azonositisdra a vezikuldris glutamat transzportereket hasznéljak,
amelyek a glutamdtot a szinaptikus vezikuldba pumpadljdk. Mostandig haromféle VGIuT-ot
(VGIuT1-3) mutattak ki, amelyek megoszldsat szamos agyteriileten és a gerincveldben is
leirtdk (Herzog és mtsai, 2001; Takamori €s mtsai, 2002; Todd és mtsai, 2003). Ezen irodalmi
leletek megegyeznek a VGIluT-ok gerincveldi expresszidjara vonatkozd vizsgalataink
eredményeivel, miszerint a VGIuT2 mutatta a leger6sebb immunfestddést a hatsé szarv I-1l-es
lamindiban. Eppen ezért meglepd volt, hogy a VGIuT2 és HCN2 immunreaktivitds kozott
csupan kismértékii kolokalizaciot taldltunk, és a masik két VGIuT pedig teljes szegregaciot
mutatott a HCN2 immunreaktivitdstol. A kolokaliz4cié szinte teljes hidnya azt jelzi, hogy a
harom, ismert VGluT-on kiviil, egy eziddig még ismeretlen vezikuldris glutamat transzporter

expresszdlodhat a nociceptiv afferensekben.

A HCN?2 ioncsatorndk és a P-anyag (SP) immunreaktivitdsanak kolokalizdcioja a gerincvelo

feliiletes hdtso szarvdban

A HCN2 intenziv kolokalizaci6ja CGRP-vel és szegregicidja az IB4 kotddéstdl a
gerincveld feliiletes hatso szarvdban azt jelzi, hogy a HCN2 els@sorban a peptiderg nociceptiv
primer afferensekben fejezodik ki. A peptiderg nociceptiv primer afferensek kiilonbozo
populédciéi CGRP-n kiviil mds neuropeptidet is felszabadithatnak, tobbek kozott P-anyagot
(SP), amely koztudottan dontd szerepet jatszik a nociceptiv ingeriiletek attevodésében a
primer afferensekrdl a masodlagos érzd neuronokra (Willis és Coggeshall, 2004). A HCN2 és
SP immunreaktivitds kozott kimutatott nagymértékii kolokalizaci6 alapjan feltételezhetd, hogy
a HCN2 ioncsatorndk 4ltal medidlt I, iondaramok a fdjdalométviteli ttvonal els6
atkapcsolddasandl moduldlhatjdk a nociceptiv primer afferensekrél a madsodlagos érzo

neuronokra SP altal kdzvetitett szinaptikus ingeriiletattevodést.

A HCN2-immunreaktiv axontermindlisok posztszinaptikus kapcsolatai a gerincveld feliiletes

hdtso szarvdban

Irodalmi adatok alapjan, a nociceptiv primer afferensek serkenté é&s gatld
interneuronokkal egyarant kapcsolatba 1épnek a gerincveld feliiletes hats6 szarvdban (Carlton
és Hayes, 1990; Wang és mtsai, 2000). Patkdny gerincveld hatsé szarvaban kimutattdk, hogy a
nem-glomeruléris elrendezddést mutaté peptiderg nociceptiv primer afferens termindlisok
egyaltalan nem keriiltek szinaptikus kapcsolatba GABA-immunreaktiv dendritekkel, azonban
a glomerularis C1 tipustiak 28%-a szinaptikus kapcsolatokat alakitott ki GABAerg
dendritekkel (Bernardi és mtsai, 1995). Mivel a HCN2-t expresszalo peptiderg nociceptiv

primer afferens termindlisok dontd tobbségét nem-glomeruléris elrendez6désben talaltuk, és
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csak kis hanyaduk tartozott a glomeruldris C1 tipusba, igy érthetd, hogy csak viszonylag
kevés kapcsolatot taldltunk a HCN2-immunreaktiv termindlisok és a GAD65-eGFP-pozitiv
gerincveldi neuronok kozott. Valdszinll tehat, hogy a HCN2 fehérjét expresszald, peptiderg
nociceptiv primer afferensek elsdsorban serkentd interneuronokkal létesitenek szinaptikus
kapcsolatokat, €s csak alkalmanként keriilnek kontaktusba gitlé gerincveléi neuronokkal a
ragcsalok gerincveldjének hatso szarvaban.

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a SP-tartalmd primer afferensek aszimmetrikus
szinapszisokat hoznak létre NK1-R-t kifejez6 neuronokkal és nem-szinaptikus kapcsolatokat,
un. szoros appozicidkat alakitanak ki MOR-immunreaktiv idegsejtekkel a patkdny gerincveld
feliiletes hats6 szarvdban (Spike és mtsai, 2002; Todd és mtsai, 2002). Bar
elektronmikroszkopos bizonyitékok nem éllnak rendelkezésiinkre, de a HCN2 és az SP
intenziv kolokalizacidja alapjan feltételezhetd, hogy a HCN2-t expresszdlé SP-tartalmu
primer afferensek is szinaptikus kapcsolatokat alakithatnak ki az NK1-R-t, és nem-szinaptikus
kapcsolatokat a MOR-t kifejezd neuronokkal. Az is kideriilt, hogy az NKI1-immunreaktiv
neuronok nagy része projekciés neuron, a MOR-pozitiv idegsejtek pedig a serkentd
interneuronok egyik alcsoportjanak tekinthetok. Ezen adatok birtokdban feltételezhetd, hogy a
preszinaptikus HCN2 ioncsatorna mechanizmusok befolyésoljdk a nociceptiv ingeriiletatvitelt
a SP-tartalmi primer afferensekrdl mind a gerincveldi projekcids idegsejtekre, mind a

serkentd interneuronokra a gerincveld feliiletes hdtso szarvdban.

A HCN?2 ioncsatorndk dltal medidlt iondram (I,) hatdsai a C /Ao primer afferensek és a

gerincveldi feliiletes hdtso szarv neuronjai kozott 1évo szinaptikus jeldtvitelre

A kozponti idegrendszer serkentd szinapszisainak jelent0s része aktivitastol fiiggd
modon, hosszd tavra fokozni tudja a benne lezajlé szinaptikus ingeriiletattevodés erejét és
megbizhatdsagat. Ezt a jelenséget az agy kiilonbozd régidiban hosszu tava potencirozéddsnak
(long-term potentiation, LTP), a gerincveld hatsé szarvaban pedig hosszu tavu facilitdlasnak
(long-term facilitation, LTF) nevezik. Ugy gondoljdk, hogy a nociceptiv primer afferensek és
a mdsodlagos gerincveldi interneuronok szinaptikus jelatvitelének tartos facilitdldsa fontos
szerepet jatszhat a centralis szenzitizacié — a nociceptiv, fajdalomfeldolgoz6 ideghdlézatok
ingeriileti dllapotanak tartds fokozddasa — kialakuldsdban (Ji és mtsai, 2003).

Leirtdk, hogy a HCN ioncsatorndk aktivicidja az ingeriiletatvitel szinaptikus
facilitdlasat idézi el a rdkok neuromuszkuldris szinapszisdban és a hippocampus

preszinaptikus moharostjainak LTP-jére is hatdssal van (Beaumont és Zucker, 2000; Mellor és

mtsai, 2002). Ezeket a kordbbi megfigyeléseket -elektrofiziolégiai eredményeink is
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alatdmasztjak. A HCN ioncsatorndk szelektiv antagonistdjanak (ZD7288) alkalmazdsa soran,
csokkent a gerincveldi szeletprepardtumok hatsé szarvi neuronjaiban mért monoszinaptikus
EPSP-k szdma, ami alapjan azt feltételezziik, hogy az I, novelheti a szinaptikus jelatvitel
megbizhatésdgat a primer afferensekr6l a mdasodlagos érzé neuronokra, és igy szerepet
jatszhat a fajdalomatvitel preszinaptikus moduldcidjaban a gerincveld hatsé szarvéaban.
Felmeriil a kérdés, hogy az I, aktivici6ja hogyan fokozhatja a szinaptikus
ingeriiletdtvitel megbizhatdsdgat és vezethet hosszu tivi facilitdldshoz. Az egyik lehetséges
magyarazat, hogy a HCN-csatornak aktivaléddsa a termindlis depolarizdléddsa révén
kivélthatja a fesziiltségfiiggd Ca®*-csatorndk megnyildsit. Az ismétlddé ingerlések sordn
bedramlott Ca®* a kalcium-kalmodulin-fiiggd adenildt-cikldz aktivaldsén keresztiil noveli a
cAMP-szintet, ami tovabb fokozza az I, iondramot, ezzel egyre nagyobb depolarizaciot
kivéltva, illetve a Ca**-csatornik deaktivéci6jat lassitva. Igy az I, iondram elhiz6dé
aktiviciGja a megndvekedett Ca**-bedramlés miatt, eldsegitheti a neurotranszmitterek fokozott

felszabadulasat.

Bilaterdlis vdltozdsok a gerincvelo feliiletes hdtso szarvdaban teljes Freund-adjuvdns (CFA)

dltal kivdltott unilaterdlis talpgyulladds sordn

A Freund-adjuvanssal indukélt unilaterdlis talpgyulladds egyik legmeglepdbb
eredménye, hogy bar a gyulladds unilaterdlis mechanikai allodyniat valtott ki, a gerincveld
feliiletes hatsé szarvaban bilaterdlis neurokémiai valtozasok alakultak ki. Amellett, hogy a
HCN2 és SP immunreaktivitds jelentésen megnovekedett az ipszilaterdlis hatsé szarvban, a
HCN2- és SP-immunreaktiv termindlisok szdma emelkedést mutatott a kontralaterdlis hatsé
szarvban is. Hasonldé véltozast tapasztaltunk a c-Fos-immunreaktiv sejtszdm tekintetében is.
Bér nem tudunk kielégit6 magyarazatot adni arra, hogy az unilateralis CFA-injekcié hogyan
valt ki kontralaterdlis gerincveldi aktivitdst, nagyon valdsziniinek latszik, hogy tobbféle
tényezd Osszeaddddsa vezethet a jelenség kialakuldsdhoz. Egyrészrol, kisérletes eredmények
bizonyitjak, hogy a gerincveld kétoldali hatsé szarvat kommisszuralis propriospinalis axonok
kotik Ossze egymdssal (Szentdgothai, 1964; Petkd és mtsai., 2004). A bejové nociceptiv
ingeriiletek altal aktivdlodo, ipszilateralisan elhelyezkedd kommisszuralis axonokkal
rendelkezd neuronok kozvetitésével megvaltozhat az ingerlés valddi helyéhez képest
kontralaterdlis gerincveléi hatsé szarv nyugalmi aktivitdsa is. Mdasrészrdl, supraspinalis
eredetli bilaterdlis leszallo palydk &ltal kozvetitett ingeriiletek szintén hozzdjarulhatnak a

CFA-injekcidval ellentétes oldali hatsé szarvban 1€v0 ideghdlézatok aktivalédasidhoz.
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Mivel az unilaterélis kisérleti beavatkozdsok sordn a gerincveldi hétsé szarvban
bilaterélis valtozasok alakulnak ki, ezért az ipszi- €s kontralaterdlis hatsé szarvbdl szarmazd
adatok Osszehasonlitdsa, kezeletlen 4llatokbdl nyert valédi kontroll értékek nélkiil, a kisérleti

eredmények hibds értékelését eredményezheti.

Preszinaptikus  HCN2  ioncsatorndk a  nociceptiv — primer  afferensek  centrdlis

axontermindlisaiban gyulladdsos fdjdalomban

Szdmos kisérletes adat bizonyitja, hogy a HCN ioncsatorndk éaltal kozvetitett Iy
iondramok jelentds szerepet jatszanak a sériilt primer afferens neuronok spontdn, un.
ektopikus aktivitdsdban, amely végsd soron fajdalomérzet kialakuldsdhoz vezet (Chaplan és
mtsai., 2003; Luo és mtsai., 2007). Kordbbi eredmények alapjan az is feltételezhetd, hogy a
HCN?2 ioncsatorna-mechanizmusoknak szerepe lehet a fdjdalomfeldolgozé ideghalézatok
centrdlis szenzitizacidjanak kialakitdsdban kronikus gyulladdsos fajdalomallapotokban. Cho
és mtsai. (2009) kimutattdk, hogy 3-4 nappal a dura mater gyulladdsat kovetden, emelkedik a
HCN fehérjék mennyisége a ganglion trigeminale-ban és megdupldzédik a dura matert
beidegzo neuronok kozott a HCN2-immunreaktiv neuronok szdma. Tobb kozleményben azt is
leirtak, hogy a specifikus HCN ioncsatorna-blokkolé ZD7288 alkalmazasa, a koncentracid
fliggvényében mérsékli a patkdnyok talpanak termélis hiperszenzitivitdsit €s mechanikai
allodynidjat (Dunlop és mtsai., 2009; Jiang és mtsai., 2008). Sajit eredményeinket 6sszevetve
ezekkel a korabbi adatokkal valdszinlinek tiinik, hogy a HCN2 ioncsatorna-fehérjék
tultermelddése a gerincvel0 feliilletes hats6 szarvdban legaldbb részben magyarazatul
szolgalhat a ZD7288 alkalmazdasa sordan megfigyelt fajdalomcsillapité hatasnak.

Az SP déltal mediélt szinaptikus jelatvitel és a preszinaptikus HCN2 ioncsatorna-
mechanizmusok kozti szoros 0Osszefiiggést a Freund-adjuvanssal indukélt gyulladésos
fajdalomadllapotban kapott eredményeink is megerdsitik. A CFA-injekcioval kivaltott
talpgyulladds sordn a gerincveldi feliiletes hdtsé szarv HCN2 immunreaktivitdsa
parhuzamosan emelkedett az SP immunreaktivitissal. Tovdabba a HCN2 é&s SP
immunreaktivitds kozti kolokalizacid, akdrcsak naiv dllatokban, rendkiviil magas értéket
mutatott a CFA injekciot kovetden is, ami azt sugallja, hogy azoknak a nociceptiv primer
afferenseknek a centrélis axonvégzddéseiben, amelyekben emelkedett az SP expresszio,
novekedett a HCN2 kifejezddés is. Ez a nagyon erds kapcsolat a HCN2 és SP expresszi6
kozott azt jelzi, hogy a HCN2 ioncsatorna-mechanizmusok nemcsak ép allapotban, hanem
kronikus gyulladédsos fajdalomban is szerepet jatszhatnak az SP 4ltal kozvetitett gerincveldi

fajdalomfeldolgozdsban.
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OSSZEFOGLALAS

A hiperpolarizacio altal aktivalédé ciklikus nukleotid-fiiggd kationcsatorndk (HCN) és
az altaluk kozvetitett hiperpolarizacié sordn indukal6dé kationdram (I,) fontos szerepet
toltenek be az idegsejtek elektromos tulajdonsdgainak kialakitdsdban €s a szinaptikus
ingeriiletdttevodés finomhangoldsdban. Jelen munkdban immunhisztokémiai mddszerekkel
kimutattuk, hogy sejttestjeiken kiviil a gerincveldi ducsejtek egy részének centrdlis
axontermindlisai is expresszadljdk a HCN ioncsatornak 2-es izoformdjat (HCN2) a patkdny
gerincveld hatsé szarvanak I-Ilo lamindiban. Az I-Ilo lamindkban végz6d6 primer afferensek
neurokémiai azonositdsdval kimutattuk, hogy HCN2 immunreaktivitdst a peptiderg tipusu
nociceptiv primer afferens termindlisok mutatnak. Tovabbi karakterizalds sordn azt is sikeriilt
kimutatnunk, hogy a HCN2-pozitiv axontermindlisok erdteljes immunreaktivitdst mutatnak P-
anyagra is. A HCNZ2-pozitiv nociceptiv primer afferensek posztszinaptikus kapcsolatait
vizsgalva kideriilt, hogy elsddlegesen a neurokininl-receptor-, a calbindin-, az AMPA-tipusu
glutamatreceptor 2-es alegység- és a p-opioid-receptor-immunreaktiv (feltételezhetéen
serkentd) interneuronok sejttestjeivel és dendritjeivel alakitanak ki szoros appozicidkat, bar
szorvanyosan GADG65-pozitiv (feltételezhetden gatld) interneuronokkal is kapcsolatba 1épnek.
Elektrofiziol6giai vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a nociceptiv primer afferensek
axontermindlisain kifejez6d6 HCN2 ioncsatorndk funkcioképesek és novelik a nociceptiv
primer afferensek és a masodlagos érzé neuronok kozotti ingeriiletattevodés megbizhatosagat,
ezaltal fontos szerepet jatszhatnak a nociceptiv ingeriiletatvitel preszinaptikus
modulécidjéban.

Teljes Freund-adjuvansnak kisérleti dllatok talpdba vald injektdldsat kovetOen
kialakulé gyulladdsos fajdaloméllapotban jelentdsen ndtt a HCN2 csatorna fehérjére
immunreaktivitdst mutatd peptiderg nociceptiv primer afferens terminalisok szdma.
Ugyanakkor tgy talédltuk, hogy azoknak az axontermindlisoknak a tobbségében, amelyekben a
kronikus gyulladds a HCN2 csatorna fehérje expresszidjat véltotta ki, P-anyag
immunreaktivitds is megjelent. Ez a leletiink azt sugallja, hogy a HCN2 csatorna éltal
moduldlt preszinaptikus mechanizmusok els6dlegesen a P-anyag altal kozvetitett
fajdalomingeriiletek szinaptikus attevodését befolydsoljak.

A HCN?2 ioncsatorndk gerincvel6i expresszidjanak és a nociceptiv jelatvitelben
betoltott szerepének lefrdsdval eredményeink hozzdjarultak a gerincveld hatsé szarvi

nociceptiv neuronhdlézatok morfo-funkciondlis tulajdonsdgainak pontosabb megismeréséhez
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és kiindulépontul szolgdlhatnak a HCN ioncsatorna mechanizmusok gétldsan keresztiil hat6

fajdalomcsillapité gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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