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1. BEVEZETES

1.1. A nucleus cochlearis felépitése

A kornyezetbdl szarmazd akusztikus informdacio feldolgozasa tulajdonképpen a
cochlea szdrsejtjeiben kezdddik, részben a receptorsejtek szigorti tonotopikus
elrendezddése; részben pedig a kialakuld receptorpotencidl nagysaganak és az aktivalt
sejtek szamanak alapjan. A receptorsejtek aktivitdsa a tovaterjed0 akcidos potencial
kialakuldsdnak helyére, azaz a ganglion spirale I. tipust sejtjeire keriil. A ganglion
spirale neuronok tonotdpias szervezddésiiknek, valamint az aktivalt idegsejtek
szamanak megfeleléen ugyancsak hozzajarulnak a hallasi informacié dekddoldséhoz.
Mindezeken tulmenden ezen a szinten kapcsolodik be a kétoldali akusztikus ingeriilet
iddbeli eltolodasa, aminek alapjan lehetévé valik a hangforras térbeli lokalizacioja
(Perkins és Morest, 1975).

A fenti mdédon kialakul6 ingeriiletet a nervus acusticust képezd primer szenzoros
rostok szallitjdk a nucleus cochlearisban taldlhatd6 mdésodrendii neuronokhoz.
Morfolégiai tanulmanyok alapjan ismert, hogy a nucleus cochlearis egy ventralis és egy
dorsalis részre oszlik, és mindkét teriilet kap bemenetet a nervus acusticus feldl. A
struktira projekcids neuronjainak nyulvanyai alkotjdk a nucleus cochlearis efferens
palyait, amelyek a kozponti idegrendszeri hallopalydk felsobb kozpontjai felé (oliva
superior komplex, nucleus medialis corporis trapezoidei, colliculus inferior) tovabbitjak
a hallasi informaciot. A nucleus cochlearisbdl szarmazd masodrendli axonok zommel
azonos oldalon maradnak, kisebb résziik azonban az ellenoldali teriiletek felé halad,
lehetové téve a két fiilbdl szarmazé aktivitasi mintdzat 6sszehasonlitdsat a harmadrendi
neuronok szintjén. Lényeges megemliteni, hogy a mag miikédésében nemcsak a nervus
acusticus feldl érkezd bemenet, hanem bizonyos leszalld palydk moddositdé hatdsa is
szerepet jatszik (Brawer €s munkatarsai, 1974; Cant és Gaston, 1982; Moore, 1986).

A nucleus cochlearis ventralis anteroventralis és posteroventralis részre kiiloniil.
A nervus acusticus a magba vald belépés utan kettéagazik, egy része anterior, mas része
posterior irdnyba halad tovabb, majd az utobbi axonok nagy része a ventralis magot
elhagyva a nucleus cochlearis dorsalisban végzddik. Az emlds nucleus cochlearis
dorsalis négy, koncentrikusan szervezddott réteget tartalmaz. A legfeliiletesebb,

kozvetleniil az ependyma alatt taldlhatd réteg a molekuléris réteg, ami zommel a



szemcsesejtek axonjait tartalmazza, bar néhany szemcsesejt sejtteste is megtalalhato
ebben a régioban. Kozvetleniil a molekuléris réteg alatt talalhaté a fusiform- vagy
piramis-sejtek rétege, amely a piramis-, a szemcse-, a cartwheel- és stellate-sejtek
sejttesteit tartalmazza. A harmadik rétegben a piramis-sejtek basalis dendritfaja teremt
szinaptikus kapcsolatot a nervus acusticus leszalld rostjaival, mig a mag legmélyebben
elhelyezkedd, negyedik rétege tartalmazza az orids- és a multipolaris-sejtek sejttesteit
(Moore, 1986; Oertel és Wu, 1989).

A nervus acusticusnak az I. tipusti ganglion spirale sejtekbdl szarmazoé rostjai a
dorsalis magba vald belépés utdn a piramis-sejtek basalis dendritfijaval és a
szemcsesejtekkel; a II. tipusu ganglion spirale sejtek axonjai pedig egyes gatlo
interneuronokkal (cartwheel- és stellate-sejtek) képeznek glutamaterg szinapszisokat. A
kis, kerek (mintegy 6-8 um atmérdjii) szomaju szemcsesejtek axonjai alkotjak a paralel-
rostokat, amelyek a piramis-neuronok apicalis dendritfajaval, valamint a gatlé hatasu
stellate- és cartwheel-sejtekkel alkotnak (ugyancsak serkentd hatdsu, glutamaterg)
szinapszisokat (Zhang és Oertel, 1993). A gatld interneuronok axonjai részben a
piramis-sejteken (elsOsorban a sejttesten) végzodnek, ahol GABA-erg és glicinerg gatld
szinapszisokat hoznak létre (Oertel és Wu, 1989). A mag mikddését egyes leszallo
palyak is modositjak: macskéban az oliva superiorbol, patkdnyban a nucleus medialis
corporis trapezoideibdl érkeznek leszallo, kolinerg rostok (Chen és munkatarsai, 1995),
amelyek a gatld interneuronokon és a piramis- sejteken végzddnek, zommel My-tipusu

muszkarinos receptorokon fejtve ki hatasukat (Chen és munkatarsai, 1998).

1.2. A nucleus cochlearis dorsalis piramis-neuronjainak fo sajdatsagai

A piramis-sejtek képezik a nucleus cochlearis dorsalis egyik legfontosabb
neurontipusat. Jellegzetességiik a haromszog alaku, mintegy 25 um nagysagu sejttest,
amely csucsaibol a basalis és apicalis dendritfa, valamint az axon ered (Osen, 1969).
Az apicalis dendritfa a mag molekularis rétegébe jut, ahol a cochlearis szemcsesejtek
paralel-rostjaival képez szinapszist; a basalis dendritfa pedig a nervus cochlearis befutd
rostjaival alkot szinapszisokat. Mindkét szinaptikus kapcsolat serkentd, glutamaterg
(Lorente de No, 1981; Webster és Trune, 1982; Rhode és munkatarsai, 1983). A nervus
cochlearis a basalis dendritfa mellett a piramis-sejtek sejttesteivel is képez

szinapszisokat. A piramis-sejtek axonjai a stria acustica dorsalisba belépve az



ellenoldali colliculus inferior felé projicidlnak (Osen, 1972; Ryugo ¢és munkatarsai,
1981).

A piramis-sejtek funkcionalis jellegzetességei koziil kiemelhetd, hogy nyugalmi
membranpotencialjuk -50 és -60 mV kozott mozog, bemend ellenallasuk viszonylag
alacsony, 85 MQ koriili (Zhang és Oertel, 1994). Altalanosan elfogadott allaspont,
hogy a piramis-sejtek nem egyszerii kapcsold neuronok, hanem igen komplex jelanalizis
végzésére képesek, amennyiben a pillanatnyi membranpotencialjuktol (igy végsdsoron
az ¢éppen aktivalhatd ioncsatorndk mindségétdl) fliggden gydkeresen eltérd
akcidspotencidl-mintdzatok kialakitasat végezhetik (lasd Cant, 2003). A piramis-
neuronok a beérkezd stimulusok hatasara ugynevezett ,,pauser”, ,,chopper” és ,,buildup”
tiizelési mintazatot alakithatnak ki. A ,pauser” mintdzat sordn a neuron tiizelési
frekvencidja csokken, majd megsziinik; a ,,chopper” aktivitas esetén tlizelési periodusok
¢és akcids potencidloktol mentes szakaszok valtjak egymast; a ,,buildup” tiizelés esetén
pedig az akciospotencial-tiizelés frekvencidja fokozatosan nd, és végiil igen gyors
sorozattiizeléssé alakul (Pfeiffer, 1966; Rhode és munkatarsai, 1983).

A piramis-sejt ezen jellegzetes aktivitdsi mintdzatainak kialakuldsaért felelds
iondramok egy része (részben sajat laboratoriumunk tevékenységének nyoman)
korabban leirasra keriilt. A piramis-neuronok esetében beszamoltak a tranziens K'-
aram (régebbi nevén A-dram) jelenlétérdl, amely aktivalhatosdga fontos eleme a
stimulaciot kovetd tiizelési mintdzatok kialakitdsdnak (Kanold és Manis, 1999). A
tranziens kaliumaram mellett a piramis-sejtek lassan inaktivalodo, tetraetil-ammonium
(TEA") és 4-aminopiridin (4-AP) alkalmazasara érzékeny kaliumarammal is
rendelkeznek (Kanold és Manis, 1999). Erdekes megfigyelés, hogy a piramis-sejtek
esetében a ,klasszikus”, tranziens Na'-dram mellett leirtak egy perzisztens, a nyugalmi
membranpotencial kornyékén aktivalodé Na'-aramot is (Hirsch és Oertel, 1988).

A fenti konduktancidkon tulmenden a piramis-sejtek tobbféle depolarizaciod-
aktivalt Ca’"-csatornat is expresszalnak sejtfelszini membranjukban, igy megfigyelhet
a T-, P/Q-, L-, N- és R-tipusi Ca’’-aramok aktivaloddsa egyarant (Harasztosi és
munkatarsai, 1999). Az is megallapitast nyert, hogy a GABAg-receptorok aktivacidja
az N-tipusa Ca”"-aram amplitadojat csokkenti, igy a GABA-erg szinapszisok is szerepet
jatszhatnak a piramis-sejtekre jellegzetes membransajatsagainak kialakitasaban
(Harasztosi és munkatarsai, 1999).

Régi megfigyelés, hogy a magba szurt mikroelektroddk segitségével még a

nucleus cochlearis dorsalis teljes deafferentacidja utan is elvezethetok akcids



potencialok, ami felvetette annak gyanujat, hogy a magot felépitd egyes struktarak
spontan aktivitassal rendelkeznek. Ezt a felvetést megerdsitette az a megfigyelés,
aminek sordn a piramis-sejtek intrinsic aktivitasat regisztraltdk. Ezen aktivitas forrasara
vonatkozolag megoszlanak a vélemények, egyes szerzk szerint a piramis-neuronok
sajat ingerképzo sajatsaggal rendelkeznek; masok ugy vélik, hogy a piramis-neuronok
spontan aktivitdsa csak a veliik szinaptikus kapcsolatban 4ll6 struktarak aktivitdsanak
kovetkezménye (Hirsch és Oertel, 1988; Charpak és munkatédrsai, 1989; Waller és
Godfrey, 1994; Kanold és Manis, 1999).

1.3. A cerebellum és a nucleus cochlearis dorsalis kozotti rokonsag

A cerebellum szerkezete ¢és funkcidja nem egyediildlld a kozponti
idegrendszerben, tobb olyan struktira is 1étezik, amelyek morfologiai, fejléddéstani és
funkcionalis sajatsagaikban nagyban hasonlatosak a kisagyhoz. Ilyen képlet egyebek
kozott a halakban és kétéltliekben eléforduldé nucleus octavolateralis dorsalis és
ventralis, az oldalvonali lebeny, valamint az emlésokben megtalalhaté nucleus
cochlearis dorsalis (Mugnaini és munkatérsai, 1980a, 1980b; Juiz és munkatarsai, 1994;
Devor, 2000).

A nucleus cochlearis dorsalis a kisagyhoz hasonld felépitésii: a cerebellum f6
sejttipusa a gatlo Purkinje-sejt, amelynek axonja a felszinnel ellentétes iranyba halad,
mig dendritfaja egy sikban, a cerebellum felszinével parhuzamosan teriil el. A kiilso,
molekularis rétegben a szemcsesejtek paralel-rostjai haladnak, amelyek a Purkinje-
sejtek dendritfajaval képeznek szinapszisokat, és a Purkinje-sejteken egy paralel-rost
mindig kiiszob alatti depolarizaciot hoz Iétre. A szemcsesejtek a bemenetiiket szamos
kiilonbozo fel- és leszalld palyabol, egyebek kozott a gerincveld, agytdérzsi magvak és
az agykéreg teriiletérdl kapjak. A Purkinje-sejt masik f6 bemenete az oliva inferiorbol
szarmazo kiszorost.

Mivel a nucleus cochlearis dorsalis piramis-sejtjei serkentd jellegiiek, azok inkabb
a kisagyi fehérallomany magjainak neuronjaival mutatnak hasonlésdgot. A Purkinje-
sejteknek megfeleld, nucleus cochlearis dorsalisban talalhatd sejttipus a gétlo hatast
cartwheel-neuron. Ezt a megallapitast igazolja, hogy a Purkinje-sejtekre specifikus
markerek a cartwheel-sejteket is jelolik. Ezen tulmenden az egérben létrehozott, a

crer

»Purkinje cell degeneration” és a ,,Straggerer”) a nucleus cochlearis dorsalis cartwheel-



sejtjeinek pusztulasat is eldidézték. Igen érdekes megfigyelés, hogy a nucleus
cochlearis dorsalisba transzplantalt Purkinje-sejt tulél, és a kisagyban lathatohoz
hasonlo, egysiku dendritfat fejleszt. Mindezek mellett a nucleus cochlearis dorsalis €s a
cerebellum fejlédéstani eredete is megegyezik, ugyanis mindkét képlet a veldcso
szomatoszenzoros lemezébdl fejlodik (Martin €és Rickets, 1981).

A morfologiai és strukturalis hasonldosagok mellett a cerebellum €s a nucleus
cochlearis dorsalis funkciondlis hasonldsagot is mutat: amennyiben a piramis-sejteket a
paralel-rostokon és a nervus acusticus rostokon egyszerre €ri ingeriilet, hosszabb ideig
(mintegy 10 s) nem mutatnak aktivitast, azaz egy elnyujtott gatlas alakul ki. Ehhez
hasonld jelenséget a cerebellaris Purkinje-sejtek két bemenetén torténd egyideji

ingerléskor is megfigyeltek (Bell, 2002).

1.4. A K'-csatorndk molekuldris szerkezete és csoportositdsa

A K'-csatornak molekularis szerkezetének és osszetételének vizsgalata felfedte,
hogy azok korantsem alkotnak egységes csoportot. A kiilonb6zd - egymastol gyakran
lényegesen eltéré sajatsagokkal és funkciokkal jellemezheté - K'-csatornak az &ket
felépitd alegységek szdma és struktiraja alapjan un. fécsoportokba (vagy
szuperfamilidkba) oszthatok (Rudy, 1988; Coetzee és munkatarsai, 1999).

A leghamarabb felismert, és jelen pillanatban is a legnagyobb szamu K -csatornat
magaba foglalo focsoportot a fesziiltségvezérelt (Kv) K -csatornak képezik. Bar az ide
tartoz6 molekulak biofizikai jellegzetességei, elektromos sajatsagai és funkcioi is igen
jelentds kiilonbséget mutatnak, molekularis szerkezetiikben megegyezd, altalaban
depolarizaciéo hatasara aktivalodo ioncsatornakrél van sz6. A Kv-csatornakat négy
alegység ¢épiti fel, melyek mindegyike hat transzmembrdn doménnal rendelkezik

(Catterall és munkatarsai, 1993; 1. abra).
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1. abra

A fesziiltségvezérelt K'-csatornak egy alegységének molekularis szerkezete
Az abra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.



A transzmembran szegmensek koziil kitiintetett jelentdségli a 4. pozicidban
talalhato domén (S4). Ez a régidé szdmos pozitiv toltéssel rendelkezd aminosavat
tartalmaz, igy ez a szakasz képezi a depolarizicié hatdsara aktivalodd K'-csatornak
fesziiltségszenzorat. Ugyancsak 1ényeges megemliteni az S5 és az S6 transzmembran
régiok kozotti hurkot (Hs- vagy P-régio), ami mélyen benyulik a sejtfelszini
membranba, 4m azt 4t nem éri. Jelen tuddsunk szerint az egyes alegységek ezen hurkot
formald régidi az Osszeszerel6dott ioncsatorndban egymds felé tekintenek, és
létrehozzék a csatorna K'-permedbilis porusat. A poérust kialakito hurok egy kiilondsen
fontos szakasza egy glicin-tirozin-gicin (vagy az aminosavak egybetiis roviditését
alkalmazva GYG) aminosav-tripletet tartalmazo egység. A kérdéssel foglalkozd
szakemberek sokaig tgy vélték, hogy ez a GYG-szekvencia a K -permeabilis
ioncsatornak egyfajta ,ujjlenyomata”, és ennek megléte a K'-szelektiv poérus
kialakitasahoz nélkiilozhetetlen. Ezen hipotézis azonban a legjabb kutatasi adatok
birtokaban megdédlni latszik (lasd az ,,ikerporusu” K'-csatorndkat bemutaté részt). A
jellegzetes molekularis struktirabol fakadéan a Kv osztalyba sorolhatd K'-csatornakat
6TM-P csatorndk néven is emliti az irodalom, utalva az egyes alegységek hat
transzmembran szakaszara és a porusformalé hurokra.

A fesziiltségvezérelt K'-csatornak igen sokrétdi funkcioval rendelkeznek, de
altaldnossagban elmondhat6, hogy tobbnyire az akcids potencidlokat kovetd
repolarizacid és utdhiperpolarizacid kialakitasaért, valamint egyes tipusaik az akcios
potencidlok késleltetéséért, esetleg azok kialakulasanak megakadalyozasaért felelosek.
A Kv-csatornak heterogenitasdnak hatterében az all, hogy az egyes csatorna-alegységek
tobb alcsoportba oszthatok, és az alcsoportokon beliil szdmos valtozat taldlhato,
amelyek kombinacidjaval egészen eltéré funkcionalis sajatsagokkal felruhazott K'-
csatorndk johetnek 1étre.

Katz, ma mar méltan korszakalkotonak tartott, kisérletei 6ta (Katz, 1949) tudjuk,
hogy léteznek olyan membranok, amikben nem pusztdn a depolarizaci6, hanem a
hiperpolarizacié alkalmazasa is a membran K -permeabilitisinak fokozodasaval jar. A
késébbi célzott vizsgalatok ramutattak, hogy a Katz altal elséként megfigyelt
hiperpolarizaci6 hatdsara aktivalédd csatornak két nagy csoportba oszthatok,
amennyiben megkiilonboztethetdk a ,,klasszikus” befelé egyeniranyit6 (inward rectifier)
K'-csatornak (ezek aktivitdsara figyelt fel elséként Katz) és a hiperpolarizacié hatdsara

aktivaloddo nem-specifikus kationcsatornak. Az utobbi csatornaféleség pontos



szerkezetét és lehetséges funkcioit a disszertacid egy késobbi szakasza taglalja, jelen
fejezetben csak a befelé egyeniranyitéo K -csatornék rovid attekintésére keriil sor.

Hasonléan a Kv-csalad tagjaihoz, a befelé egyeniranyité K'-csatornak (Kir) is
négy alegység Osszeszerelodése kovetkeztében jonnek 1étre (Doupnik és munkatérsai,
1995). Az alegységek tulajdonképpen egy ,lecsupaszitott” Kv-alegységnek felelnek
meg, ugyanis a Kv-alegységek karboxi-terminalisdn talalhato két utolsé (azaz az 5. és
6.) transzmembran szakaszadt és a koztik elhelyezkedd porusformald hurkot
tartalmazzak (Kubo és munkatérsai, 1993; 2. dbra). Az alegységek ezen jellegzetességei
miatt az ilyen csatorndkat gyakran 2TM-P csatornakként emliti az irodalom. Mivel a
befelé egyeniranyito K'-csatornak kifelé iranyuldo K'-aram vezetésére is képesek,
aktivitdisuk hozzajarulhat a nyugalmi membranpotencidl kialakulasdhoz (bar
onmagukban nem elégségesek annak létrehozdsdhoz; Stanfield, 1988); ugyanakkor
(mivel er6sebb depolarizacié hatasara zarédnak) nem szegiilnek szembe a depolarizalo
hatdsokkal, energetikailag kedvezObb helyzetet teremtve az akcids potencidlok
kialakulasahoz. Az is felmeriilt, hogy a befelé egyeniranyitd K -csatornik
biztosithatjak a harantcsikolt izom aktivitdsdnak kovetkezményeként a transversalis
tubulusokban felhalmozodott K sejtbe jutasat (lasd Adrian, 1969; Hille és Schwarz,
1978; Hagiwara és Jaffe, 1979).

2. abra

A befelé egyeniranyito K -csatornak egy alegységének molekularis szerkezete
Az éabra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.

1.5. A h-aram és a HCN-csatornak sajatsagai

A hiperpolarizacio-aktivalt nem specifikus kationdramot a szivben (Brown ¢és
munkatarsai, 1979; Brown és DiFrancesco, 1980; Yanagihara ¢és Irisawa, 1980), a retina
fotoreceptorain (Attwell és Wilson, 1980; Bader ¢s munkatarsai, 1982) ¢és
érzéneuronokon (Spain és munkatarsai, 1987) irtak le eldszor, és az ekkor mar ismert,
»Klasszikus” befelé¢ egyeniranyitd csatorndkon foly6d aramtdl az ,,anomalis” befelé

egyeniranyitd elnevezéssel kiilonitették el. Az éaramot a szivvel foglalkozé
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elektrofiziologusok altalaban ,,funny current” (I) néven emlitik, mig a
neuroelektrofiziologidban inkdbb a h-dram (I,) terminus honosodott meg. A h-aram egy
kevert kationaram, amelynek reverzélpotencialja szdvettdl fiiggéen -50 és -20 mV
kozott valtozik, lassu aktivacio jellemzi (az aktivacios idékonstans altaldban 100 ms-nal
nagyobb), és inaktivaciot nem mutat. Tovabbi szokatlan sajatsaga, hogy jellegzetes
fesziiltségfiiggéssel rendelkezik, hiszen viszonylag negativ membranpotencidlokon
aktivalodik (-50 mV és anndl negativabb értékek), és a hiperpolarizacié novekedésével
novekszik az aktivalt csatorndk szama és az aktivacid sebessége egyarant. Az aram
rendhagyo sajatsagai miatt kapta a ,,funny” és a ,,queer” (lasd Accili, 2002) nevet (I, I).

Régota ismert, hogy a sziv sinuatrialis csomodjat felépitdé sejteken ezen aram
felelds a spontan (pacemaker) aktivitas 1étrejottéért, és igy a sinuatrialis csomo tlizelési
frekvencidjanak beallitasaért. Neuronokon a spontan akcidspotencial-tiizelés
kialakitasan tal a sejtek elhuzdédd vagy nagymértékii hiperpolarizacidjanak
megakadalyozasa (,,escape phenomenon”), valamint a nyugalmi membréanpotencial és a
bemend ellenallas beallitasa és stabilizalasa a feladata (BoSmith és munkatarsai, 1993;
Pape, 1996, Liithi és McCormick, 1998; Moosmang ¢és munkatarsai, 1999).

A h-aram a kéaliumaramok hagyomanyos blokkolészereinek tekintett TEA" és 4-
AP alkalmazasaval nem gatolhatd, ugyanakkor igen érzékeny az extracellularisan
alkalmazott Cs" jelenlétére; 1 mM CsCl mar csaknem tokéletes gatlast okoz (Banks és
munkatarsai, 1993; Schlichter és munkatarsai, 1991; Bader és munkatarsai, 1982;
Mayer és Westbrook, 1983). A h-aram fontos sajatossaga, hogy az intracelluldris
cAMP-koncentraci6 emelkedése a csatorna aktivacidjanak fesziltségfiiggését
pozitivabb membranpotencial-értékek felé tolja el, igy a csatornanyitds valoszinliségét
¢s id6tartamat megnoveli (Mayer és Westbrook, 1983; Banks és munkatarsai, 1993).

A csatornafehérjék szerkezetének leirdsara az aram felfedezése utdn mintegy
harom évtizeddel keriilt sor. A h-aram kialakulasaért felelos csatornak molekularis
szerkezete nagyban hasonlit a fesziiltségvezérelt K'-csatornak felépitéséhez (1. abra).
Az S4 pozicidban elhelyezkedd fesziiltségérzékeny domén két fesziiltségérzékeny
régioval rendelkezik, amelyek mindegyike 5-5 pozitivan t6ltott aminosav-oldallancot
tartalmaz. A domén a csatorna hiperpolarizacio altal torténd aktivacioja ellenére nem
mutat jelentds kiilonbséget a depolarizacié-aktivalt fesziiltségvezérelt K'-csatorndk
analog fesziiltségérzékeny struktirajaval. A porusformalé hurok rendelkezik a GYG
szekvenciaval, de ennek ellenére a csatorna Na'-ra is permeébilis. A Na'- és a K'-

permeabilitds ardnya  (Pno/Px  ardny) a  csatornat  kialakitd — alegységek
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Osszeszerelddésének fiiggvénye, altalaban 0,25 és 0,41 kozott valtozik. A fehérje C-
termindlis végéhez kozel, intracellularisan taldlhat6 a ciklikus nukleotid k&td domén
(cyclic nucleotide-binding domain, CNBD), aminek jelenléte és aktivitdsa felelds a
cAMP csatornamiikddést modulald hatasaért (lasd Accili, 2002; Zagotta és munkatarsai,
2003).

Ezidaig négy kiillonbozo alegységtipust sikeriilt leirni. Az egyes alegységek a
HCNI1-4 (hiperpolarizacid-aktivalt ciklikus nukleotid-kapuzott) jeldlést kaptak, és a
beldliik Osszeszerelddott funkcidképes csatornak jelentds kiillonbségeket mutathatnak
biofizikai sajatossagaikban. A HCN1 alegységbdl felépiilo homotetramerikus csatornak
gyorsan aktivalodnak, aktivacids idokonstansuk (t.) 100-200 ms koriili, ugyanez a
paraméter a HCN2 alegységeket tartalmazo struktira esetében 250-500 ms. A HCN3 és
HCN4 homotetramerek aktivalodasa ehhez képest igen lassu, a tax értéke 2000 ms koriil
valtozik (Santoro €s munkatarsai, 1998; Ludwig, és munkatarsai, 1999; Santoro ¢€s
munkatarsai, 2000).

Az egyes alegységek cAMP-érzékenységiikben is kiilonboznek egymadstol: a
HCNI1 kisebb mértékii, a HCN3 kifejezett, a HCN4 pedig igen jelentds cAMP-
szenzitivitassal rendelkezik. A funkcidképes csatornak jellemzését tovabb bonyolitja,
hogy az egyes alegységekbdl heterotetramer molekuldk is kialakulhatnak, és ilyenkor
még az abban résztvevd alegységek ©nallo tulajdonsagainak és a csatorna pontos
alegység-Osszetételének ismeretében sem lehet megjosolni annak kinetikai sajatsagait és
ciklikus nukleotid iranti érzékenységét. Altalanossagban elmondhato, hogy a csatorna
tulajdonsdgai nem az alegységek sajatsagainak atlagolasaval jonnek létre; egy HCN1- és
HCN2-alegységekbdl Osszeszerel6dd csatornandl példaul a félaktivacids fesziiltség a
HCN2-alegységek értékéhez, a csatornanyitds sebessége a HCN1-nél, mig a cAMP-
érzékenység a HCN2-nél megfigyelthez all kozelebb (Proenza és munkatarsai, 2002).

A HCN-csatornak szerepének neuronokban is megfigyelhetd fontossagat htizzak
ala a legijabb, HCN2 knock-out egéren tett megfigyelések, miszerint a kisérleti
allatokban nem pusztan a sinuatrialis csomd miikodése valt arrhythmidssa, de zavart
szenvedett a thalamocorticalis kapcsoloneuronok mikodése is: a nyugalmi
membranpotencidl negativabb értékek felé tolodott, a neuronok pedig - hasonléan a Cs”
alkalmazdsa soran megfigyelthez- periddikusan visszatérd aktivitdssorozatokat
(,,burst”) produkaltak. A jelenség hatterében valdszintileg a hiperpolarizacio hatasara

. s tr1r . rom e i + 7 1z r .
inaktivaciobdl visszatéré T-tipusi Ca’’-csatorndk megnyilasa allhat, aminek
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kovetkezményeként ,,absence”-tipusu epilepszia alakult ki. (Ludwig és munkatérsai,

2003)

1.6. Az ikerporusi K'-csatorndk

Régota ismeretes, hogy az €16 sejtek intra- és extracellularis tere kozott
potencialkiilonbség mérhetd, aminek értéke a vizsgalt sejt tipusatol fliggden viszonylag
tag hatarok kozott valtozik, am leggyakrabban —40 és —90 mV kozotti értéket mutat (az
intracellularis tér negativabb). A pillanatnyi membranpotenciél szdmitasara a Goldman-

Hodgkin-Katz (GHK) egyenlet alkalmazhato:

o RT pe|K b p Vo v p fer]
F o op. |K'|+p,.[Na|+p, |CI]°

(1

ahol E a szamitott membranpotencial, R az univerzalis gazallando, T a hdmérséklet
Kelvinben kifejezett értéke, F a Faraday-allando, p az egyes ionok permeabilitasa, [X]g
¢s [X]r az adott ion extra- és az intracelluléris koncentracioja. Elemi megfontolasokbol
kovetkezik, hogy az egyes sejtek nyugalmi membranpotencialja azért alakul ki, mert a
sejtfelszini membran K'-ra vonatkozo permedbilitasa igen jelentds. Annak ellenére,
hogy mér az 1940-es éve oOta ismert volt mind a GHK-egyenlet, mind a nagy K'-
permeabilitds jelentdsége a nyugalmi membranpotencial kialakuldsaban, az azért felelds
ioncsatornak azonositasara csaknem az ezredforduloig kellett varni. Ketchum ¢és
munkatarsai 1995-ben szamoltak be arrdl, hogy egy, az addig ismert K'-csatornaktol
teljesen kiilonbozé K -permedbilis molekulat talaltak, ami molekulris szerkezetében,

viselkedésében és funkcidiban is teljesen eltért az addig leirtaktol (3. ébra).

H2N7 _, h_\:\j-- --{;—COOH

3. abra

Az ikerporusi K'-csatornik egy alegységének molekuliris szerkezete
Az abra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.
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Ezen uj tipusi K'-csatorndk esetében a funkcioképes molekulat felépitd
alegységek négy transzmembran szakaszt tartalmaznak. Az is bebizonyosodott, hogy
ezen alegységek mindegyikében két olyan hurok azonosithatd, ami a poérus
kialakitasaban szerepet jatszik. FEzek a poérusformaldé hurkok az alegységen beliil
egymas utan (,,tandem” elrendezésben) helyezkednek el. Szemben az eddig ismertetett
K'-csatornékkal, ahol a miikodoképes struktira kialakulasa négy egyedi alegység
Osszeszerelddését kovetelte meg, ezen 0j tipusii csatorndk esetében az alegységek
dimerizécidja kovetkezik be, amihez az 1. és a 2. transzmembrdn szegmens kozott
talalhato, 44 aminosavat tartalmazo, o-helikalis struktirat mutatd szakasz, az un. ,,self-
interacting domain” (SID) épsége sziikséges (Lesage és munkatarsai, 1996). A SID-en
beliil kiemelkedo jelentdségilinek tiinik a 69-es pozicioban talalhato cisztein, mivel a két
szembenalld cisztein kozott kialakulod diszulfid-kotés stabilizdlja a kész csatornat.
Mivel a dimerizacioban részt vallalo két alegység mindegyike két porusformalod hurkot
tartalmaz, a csatornafehérje Osszeszerel6dése utan a kész pdrusban ugyanugy négy
hurok talalhatd, mint a Kv- és a Kir-strukturak esetében.

A jellegzetes molekuléris szerkezet alapjan az itt véazolt fOcsoportba tartozo
csatornakat 4TM-PP csatornakként jeldli az irodalom, bar az ,,ikerporusa K'-csatorna”
elnevezés is létjogosultsagot nyert.  Sziikséges azonban megjegyezni, hogy a
funkcidképes csatorna valdsziniileg nem rendelkezik két fiiggetlen K'-permeabilis
pérussal, pusztan a porust forméalé aminosavszekvenciabol rendelkezik kettdvel, amik
azonban egyetlen porus kialakitdsaban vesznek részt.

A tovabbi vizsgalatok ramutattak, hogy ennek a csatornacsaladnak szamos
reprezentansa van, melyek tobb-kevesebb szekvenciahomologiat mutatnak. Az elsOként
leirt osztdly a TWIK-csatorndk (Lesage és munkatarsai, 1996; Chavez és munkatarsai,
1999) csoportja volt (Tandem of pore domains in weak inward rectifier K™ channels), és
valamennyi késébb felfedezett csatorna ezen csaladrol kapta a nevét. A jelenleg ismert

tovabbi ikerporust K '-csatorna-osztalyok az alabbiak:

TREK: TWIK-related K channel (Fink és munkatarsai, 1996;
Patel és munkatarsai, 1998; Patel és munkatarsai, 2000;
Bang és munkatarsai, 2000; Lesage és munkatarsai, 2000)

TRAAK: TWIK-related arachidonic acid-stimulated K’ channel
(Fink és munkatarsai, 1998)
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TASK: TWIK-related acid-sensitive K’ channel (Duprat és
munkatarsai, 1997; Leonoudakis és munkatarsai, 1998;
Reyes és munkatérsai, 1998; Kim és munkatarsai, 1999;
Kim és munkatéarsai, 2000; Rajan és munkatarsai, 2000;

Kim és Gnatenco, 2001; Ashmole és munkatarsai, 2001)

TALK: TWIK-related alkaline pH activated K" channel (Girard és
munkatarsai, 2001; Decher és munkatarsai, 2001)
THIK: TWIK-related halothane-inactivated K channel (Rajan és

munkatarsai, 2001)
TRESK: TWIK-related spinal cord K channel (Sano és
munkatarsai, 2003)

Az egyes osztalyokon beliil a csatorndkat a felfedezésiik sorrendjében latjak el
sorszamokkal, igy 1étezik TREK-1 és TREK-2 csatorna, TASK-1, TASK-2, TASK-3,
TASK-4 és TASK-5 csatorna, stb. Az ikerporusi K'-csatornak esetében sériil a
korabban rendithetetlennek tartott dogma a K'-permedbilis pérusban talalhaté GYG
triplet vonatkozasdban, ugyanis a GYG szekvencia bizonyos csatornak esetében GFG-re
vagy GLG-re modosul (azaz a kdzépso tirozin fenilalaninra vagy leucinra cserélddik;

Lesage ¢s Lazdunski, 2000).

1.7. A TASK-csalad jellemzoi

A jelenleg altalanosan elfogadott allaspont szerint emlds sejtekben a TASK-1
csatorna jelenléte és aktivitasa felelés a GHK-egyeneletben részletezett nagy nyugalmi
K"-konduktancia kialakitasaért (Duprat és munkatarsai, 1997), igy a TASK-1 csatornak
kiilondsen jelentések a nyugalmi membranpotencial, valamint a sejtek bemend
ellendllasanak és ingerlékenységének meghatirozdsdban. Bar a terminologia szerint a
TASK-csalad jelenleg 6t tagot szamlal (TASK-1-5), fontos megjegyezni, hogy a TASK-
1, TASK-3 ¢és TASK-5 csatorndk Iényegesen nagyobb szekvenciahomologiat (igy
rokonsagot) mutatnak egymassal, mint a TASK-2 és a TASK-4 csatorndkkal (Kim és
munkatarsai, 1999; Rajan és munkatarsai, 2000; Czirjak és Enyedi, 2002; Talley és
munkatarsai, 2002). Az ujabban elfogadott allaspont szerint a TASK-2 és a TASK-4
csatornak inkabb a TALK-familidhoz tartoznak (Girard és munkatarsai, 2001; Decher és

munkatarsai, 2001).
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A TASK-csatornak biofizikai jellegzetességeivel kapcsolatosan kiemelhetd, hogy
érzékenyen reagalnak a pH véltozasaira; az extracellularis pH savas iranyt eltolodéasa
ezen csatorndk zarddasat idézi el6 (Duprat és munkatarsai, 1997; Leonoudakis és
munkatarsai, 1998; Kim és munkatarsai, Reyes és munkatarsai, 1998). A pH-
a permedbilis porus kiils¢ szdjadékdhoz kozel elhelyezkedd hisztidinnek (Kim és
munkatarsai, 2000; Rajan és munkatarsai, 2000). Mig a TASK-1 csatorndk mintegy
90%-a talalhatd nyitott allapotban 7,7-es extracellularis pH mellett, addig pH = 6,7
esetén ez az arany mindossze 10%. A TASK-2 és a TASK-3 csatornak pH
érzékenysége némileg alacsonyabb, a TASK-3 csatorndk kb. 1 pH egységgel durvabb
valtozasokat igényelnek az ugyanilyen mértékii gatlas kifejlddéséhez, mig a TASK-2
csatorndk 90%-anak nyitott allapotban tartasdhoz 8,8-es pH sziikséges, és azt pH = 6,5-
re kell csokkenteni ahhoz, hogy csupan a csatornak 10%-a legyen aktivalt allapotban.

A TASK-csatornak ezen pH-érzékenysége jelentds ¢lettani szereppel birhat,
ugyanis léteznek olyan adatok, amik szerint a neurotranszmisszi6 soran a pH jelentdsen
megvaltozhat a szinaptikus résben a neurotranszmisszié alatt bekdvetkezd H'- és OH -
szekrécio kovetkeztében. Tekintettel arra, hogy ezen folyamatok soran akar 0,3 pH
egységnyi valtozas is bekovetkezhet, a TASK-csatorndk gatlasa vagy aktivalédasa igen
szamottevd lehet, és hozzajarulhat a neurotranszmitter poszt- €s preszinaptikus
hatasaihoz. Ezen hipotézis mellett szdl, hogy a TASK-1 csatorna rendelkezik a PDZ-
doménnal, ami lehetévé teszi szamara a szinaptikus struktirakkal val6 interakciot (lasd
Lesage ¢s Lazdunski, 2000).

A TASK-csatornak a kozonséges K'-csatornagatlo-szerekre (Cs’, Ba®’, 4-
aminopiridin, tetraetil-ammonium) érzéketlenek; ugyanakkor né¢hany
localanaestheticum (pl. lidokain, bupivikain) gatolja miikddésiiket (Leonoudakis és
munkatarsai, 1998; Reyes és munkatarsai, 1998; Kindler és munkatarsai, 1999). Ezen
tulmenden a TASK-1 csatorna az anandamid (Maingret és munkatarsai, 2001), a TASK-
3 csatorna pedig a ruténiumvords alkalmazasaval specifikusan gatolhatd (Czirjak és
Enyedi, 2003a). Az is bebizonyosodott, hogy az anandamid TASK-1 csatornat gatlo
effektusa nem a kannabinoidreceptorokra kifejtett hatas, hanem kozvetleniil a
csatornafehérjével tortént interakcid kovetkezménye.

Igen lényegesnek tiinik az a felismerés, hogy egyes gdznemi altatoszerek (pl.
halotan) aktivaljak a TASK-1 és TASK-2 (tovabba a TREK-1, TREK-2) csatornakat

(Patel és munkatarsai, 1999; Lesage ¢és munkatarsai, 2000). Ennek nyoman ugy tiinik,
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hogy a 4TM-PP csatorndk jelenléte nem pusztan a nyugalmi membranpotencial
kialakuldsédval kapcsolatos kérdésekre ad valaszt, hanem ezen csatorndk képében
megjelent a gaznemi altatdszerek hatdsdnak oly régota keresett célpontja. Konnyl
belatni ugyanis, hogy ezen K'-csatornak halotan jelenlétében bekovetkezé aktivacidja a
neuronok hiperpolarizaciojat, igy azok ingerlékenységének jelentds csokkenését okozza,
ami megmagyarazhatja a halotdn jol ismert altatd, kozponti idegrendszert gatld hatasat.
vonatkozédséban jelentds elérehaladas tortént a kozelmultban, a TASK-csatornadk pontos
szoveti megoszlasanak és az ott betoltott szerepének vonatkozasaban sokkal hézagosabb
informacioval rendelkeziink. A TASK-csatornak egyik lehetséges konkrét bioldgiai
jelentdsége a periférids kemoreceptorok mitkddéséhez kothetd (Buckler és munkatarsai,
2000). Bebizonyosodott, hogy az I. tipusu receptorsejtek a TASK-csatornikat
expresszaljak, és az oxigén jelenléte (eddig nem pontosan tisztazott moédon) képes ezen
TASK-csatorndk, igy végsOsoron a receptorsejtek mitkodésének befolydsolasara. Ezen
tulmenden a TASK- (és ezen beliil a TASK-3) csatorndk fontos szerepet tolthetnek be
Czirjak és Enyedi, 2003b).

Ugyancsak Iényeges megallapitasnak tiinik, hogy a patkdny cerebellum
szemcsesejtjeinek permanens K -aramat (I, standing outward K™ current; Watkins és
Mathie, 1996) ugyancsak a TASK-1 csatornak jelenléte és aktivitdsa okozza (Millar és
munkatarsai, 2000). Az is bebizonyosodott, hogy a kisagyi szemcsesejtek permanens
K'-4rama a tenyészetben fenntartott sejtek esetében is megfigyelhet; bar a szerzék nem
tapasztaltak érdemleges TASK-1 immunreaktivitdst az egy napos szdvettenyészetben
elhelyezkedd szemcsesejteken, intenziv TASK-festddés volt demonstralhatd a 7 napos
tenyészeteken. A munka egyik mellékleleteként az irodalomban elséként szamoltak be
arr6l, hogy az astrocytakra specifikus GFAP-t (glial fibrillary acidic protein)
expresszalo sejtek a TASK-1-specifikus immunreakcidra is pozitivitdst mutattak. A
késébbiek soran mas szerzok is igazoltdk az astrocytdk TASK-1-specifikus festodését
(Kindler ¢és munkatarsai, 2000), ugyanakkor az astrocytdk a TASK-2 jelolés
alkalmazasa sordan szamottevo festddést nem mutattak (Gabriel és munkatarsai, 2002).

A TASK-csatorndk miikddésének leirasat célzd legfrissebb adatok egészen
meghokkentd eredményeket is szolgaltattak ezen csatorndk lehetséges biologiai
funkcidinak vonatkozasaban. Az egyik tanulmany azt bizonyitotta, hogy a TASK-1 és a

TASK-3 csatornak expresszidja és funkcidja fontos szerepet jatszik az apoptozis
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indukciojaban (Lauritzen és munkatarsai, 2003). A szerzOk megallapitottdk, hogy a
cerebellaris szemcsesejtek perzisztens K '-dramait gatolva (akar genetikailag
megakadalyozva ezen csatorndk expresszidjat, akdr a mar megjelent csatornak
mikodésének gatlasa altal) a sejtek pusztuldsa jelentdsen csokkenthetd volt. A TASK-
csatornak apoptosis indukciojaban betoltott fontos szerepét tamasztja az is ala, hogy a
TASK-1 és TASK-3 csatornakat hippocampalis neuronokban expresszalva (ahol
fizioldgiasan nincsenek jelen) azokban sejtapoptosist indukalnak.

Pei és munkatarsai (2003) még ennél is figyelemre méltobb (ugyanakkor a
fentieknek némileg ellentmondo) eredményekrél szamoltak be. Ismeretes volt, hogy a
TASK-3 csatornak génszintli amplifikacidja mutathatd ki egyes tumorféleségekben,
elsdsorban emlétumorok esetén (Mu és munkatarsai, 2003). A szerzok megallapitottak,
hogy TASK-3 csatorndk overexpresszidja egér fibroblasttenyészetben jelentdsen
novelte a sejtproliferacio mértékét. A funkcidképtelen (egy pontmutacid révén K'-ra
impermeabilis) csatornavaltozat ugyanakkor ilyen hatdst nem mutatott.  Ezen
tulmenden, a vadtipusi TASK-3 overexpresszioja a fibroblastok TNF altal kivaltott
apoptosisat felére csokkentette, ugyanakkor a mutdns (funkcidképtelen) valtozatnak
ilyen hatasa nem volt. Ezek a kisérletek arra utaltak, hogy a funkcionalis TASK-3
csatornak overexpresszioja valoban fokozott sejtproliferaciot okoz, mindamellett
csokkenti az apoptosis valoszinliségét, ami nyilvanvaléan tumorigén hatast jelent. A
szerzOk azt is megmutattak, hogy TASK-3 overexpressziot mutatd C8 sejteket egerekbe
injektalva két héten belil nagy tumorok alakultak ki, melyek mérete Iényegesen
meghaladta azoknak a daganatoknak a méretét, amiket a kontroll kisérletekben
(overexpresszio nélkiili C8 sejtek) vagy a funkcioképtelen TASK-3 csatornikkal
overexpresszalt C8 sejtekben tapasztaltak.

A fenti kisérleti adatokon végigtekintve, trivialisnak tlinik az a megallapitas, hogy
a TASK-csatornak alapvetdéen fontos szerepet jatszanak mind a fiziologias, mind a
patologias sejtmiikodésben. Sajnalatosan kevés adat all azonban rendelkezésre a
TASK-csatorndk pontos lokalizacidjdnak és szoveti megoszlasanak vonatkozésaban.
Mig a TASK-1 és a TASK-2 csatorndk esetében torténtek erdfeszitések a patkany
kozponti idegrendszerében fellelhetdé megoszlasuk feltérképezésére, joval kevesebb
eredmény sziiletett a TASK-3 csatorndk lokalizaciojara vonatkozélag. FErdemes
ugyanakkor megjegyezni, hogy Karschin és munkatarsai (2001) erételjes TASK-1-,
TASK-3- és TASK-5-specifikus mRNS expressziorol szamoltak be a hallorendszer (igy

a nucleus cochlearis) teriiletén.
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Semmiféle adattal sem rendelkeziink ugyanakkor a TASK-specifikus fehérjék
emberi szOvetekben tapasztalhatd lokalizéciojara vonatkozolag. Az egyetlen érdemi
informécio a Medhurst és munkatarsai (2001) altal kozolt dolgozat, amiben emberi
szovetekbdl késziilt homogenizatumban vizsgéltdk a TASK-1-, TASK-2- és TASK-3-
specifikus mRNS expressziojanak mértékét. A munka jelentésebb megallapitasai koziil
kiemelhetd, hogy a TASK-2-specifikus mRNS igen kicsiny, mig a TASK-3-specifikus
mRNS jelentds mennyiségben volt kimutathaté az emberi agyban. A TASK-1-
specifikus mRNS mennyisége a kettd kozott volt. Bar ezen, az mRNS jelenlétére
vonatkozo6 adatok igen érdekesek, 6nmagukban semmiképpen sem elegend6k a TASK-
csatornak human szovetekben torténd megoszlasanak behatd analizisére, hiszen nem
adnak tajékoztatast a szoveten beliili, egyes sejtek szintjén megjelend mintazatrol. Ezen
tulmenden az mRNS jelenléte (vagy hianya) semmiképpen sem igazolja a kész
fehérjetermék jelenlétét vagy hidnyat, igy a specifikus, fehérje szintli (és lehetdség

szerint funkciondlis) vizsgalatok elvégzése elkeriilhetetlen.

1.8. Célkitiizések

A tézisekben végzett munka soran az alabbi konkrét kérdésekre probaltunk vélaszt

keresni:

1. Kimutathato-e patkany nucleus cochlearisabol izolalt, tiléld agyszeleteken a
piramis-neuronok spontan aktivitasa?

2. Expresszaljak-e a piramis-neuronok a spontdn aktivitas hatterében gyakran
meghtzodd HCN-csatornakat? Ha igen, milyen elektrofizioldgiai és farmakoldgiai
tulajdonsagok jellemzik a kérdéses csatornadkat €s az altaluk 1étrehozott iondramot?

3. Van-e Osszefliggés a HCN-csatorndk jelenléte és miikodése, valamint a
piramis-neuronok spontén aktivitasa kozott?

4. Tudunk-e informacidval szolgdlni a nucleus cochlearis piramis-sejtjeinek
HCN-csatornait felépit6 alegységek tipusara vonatkozolag?

5. Kimutathato-e a nucleus cochlearis astrocytakbol készitett tenyészeteken a
TASK-1, TASK-2 ¢és TASK-3 csatornak jelenléte?  Megerdsithetok-e az
immuncitokémiai adatok funkcionalis (a TASK-csatorndkon at folyé ionaramokat

célzo) vizsgalatokkal?
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6. Mutat-e a TASK-csatorndk astrocytdkon torténd expresszidja Osszefiiggést
azzal, hogy honnan tortént az astrocytdk izoldldsa (nucleus cochlearis,
hippocampus, cerebellum)?

7. Mutatnak-e a GluR- és a GluT-tipusba sorolhatd astrocytdk barmilyen
kiilonbséget a vizsgalt TASK-csatornak expresszidjanak vonatkozasdban?

8. Jelen vannak-e, és ha igen, milyen megoszlasban a kiilonb6z6 TASK-
csatorndk az emberi cerebellumban?

9. Kimutathato-e barmilyen kiilonbség a TASK-csatorndk megoszlasdban az

emberi €s a patkanybol izolalt cerebellum kozott?
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2. ESZKOZOK ES MODSZEREK

2.1. Kisérleti dallatok, a prepardlds fobb lépései

2.1.1. Vékonyszelet-preparatumok készitése

A kisérletekhez 8-14 napos Wistar patkdnyokat hasznaltunk, a preparalas o
1épései megegyeztek a korabban leirtakkal (Rusznak és munkatarsai, 1997). Az allat
dekapitacidja utdn sagittalis metszést ejtettiink a fejbéron, valamint a nyaki csonkon
maradt izomzaton. Ezen képletek felpreparalasat a cranialis nyakcsigolydk
csigolyaivének atmetszése, majd a koponydn ejtett sagittalis, valamint a két orbitat
0sszekotd coronalis irdnyu metszés kovette. Az igy bemetszett, még nem teljesen
elcsontosodott koponyacsontok kettépattinthatdak voltak, és az agy hozzaférhetové valt.
A bulbus olfactoriusok, valamint az erek és agyidegek (kozte a legmarkansabb nervus
trigeminus) atmetszése utdn az agy kibuktathatova valt. Az agy kiprepardldsa utan azt
mediansagittalis irdnyban megfeleztiik, majd a kozépagy szintjében levalasztottuk az
agytorzset.

Az 1igy elkészitett agytOrzs-prepardtumot cianoakrildt tartalmi ragasztdval
teflontdkére rogzitettiik. A nucleus cochlearis dorsalis szeletek készitése esetén a
cerebellum, plexus chorioideus ventriculi quarti, tela chorioidea ventriculi quarti és a
pia mater eltdvolitdsat kovetéen a mag 600 um vastag lateralis, a nucleus cochlearis
ventralisnak megfeleld részét eltavolitottuk. A mag megmarado, immar csak a nucleus
cochlearis  dorsalist tartalmazé részébdl vibratom (Campden Instruments,
Loughborough, UK) segitségével 100-200 um vastagsagu szeleteket készitettiink. A
szelet a dorsalis magrészletek mellett a hid és a nyultveld egyes elemeit is tartalmazta,
igy a mag azonositasa részben annak jellegzetes, az agytorzs sikjabol kidomborodd
alakja; részben a prepardléds sordn készitett vazlatos rajz segitségével volt lehetséges. A
preparalds soran az agyszovetet jéghideg (-2°C), alacsony Na'-tartalmi arteficialis
cerebrospinalis folyadékban (tovabbiakban aCSF) tartottuk (az alkalmazott oldatok
pontos Osszetételét lasd késdbb). A fenti médon nyert preparatumot 37 °C-os normal
aCSF-ben inkubaltuk 60 percen at. A preparalas és az inkubalas alatt az oldatokat 95%
0,/5%CO0; keverékével folyamatosan buborékoltattuk.
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2.1.2. Neuronok enzimatikus izolalasa

Izolalt neuronok preparalasahoz 3-8 nap kozotti Wistar patkdnyokat hasznaltunk
(Rusznak és munkatarsai, 2001). Az allat dekapitacidja, majd az agy kipreparalasa utan
a nucleus cochlearis csipesz segitségével eltavolithatd volt. Az izolalt nucleus
cochlearist a ventralis és a dorsalis rész hataran atmetszettiik, igy lehetové valt a
ventralis, illetve dorsalis magrészletben taldlhatdé neuronok szepardlt izoldldsa. A
preparalas soran az agyszovetet jéghideg (-2°C) alacsony Na'-tartalmi aCSF-ben
tartottuk. A kipreparalt magrészletet 0,03 mg/ml kollagenazt (Sigma, type IA) és 0,12
mg/ml pronazt (Sigma, type XIV) tartalmazé normal aCSF-ben inkubaltuk 40 percen at
(31°C). Az enzimatikus kezelés alatt az inkubal6 oldatot 95% 0,/5% CO, keverékével
buborékoltattuk. A sejtizolalas végeztével az emésztést tripszin-inhibitor (Sigma, type
[-S, 1 mg/ml) segitségével allitottuk le, majd a sejteket polirozott végli Pasteur-
pipettaval végzett ovatos mechanikai trituracido segitségével diszpergaltuk HEPES-

pufferelt aCSF-ben.

2.1.3. Astrocytatenyészet készitése

Az astrocytatenyészet készitéséhez 3-8 napos Wistar patkanyokat hasznaltunk.
Az allat dekapitalasa és az agy eltavolitasa utdn annak megfeleld teriiletét (a nucleus
cochlearist, a cerebellumot vagy a hippocampust) D1 izolaldé oldatba helyeztiik. A
tripszinnel tortént. A 37 °C-on torténd, 30 perces inkubéciot kovetden az immar
elkocsonyasodott agyszovetdarabkakat 10% foetalis borjiszérummal (FCS) kiegészitett
MEM-be (minimal essential medium) helyeztiik, ahol 5 percen at szobahdmérsékleten
inkubaltuk, majd Ovatos trituracid segitségével mechanikusan disszocialtuk. Az igy
nyert sejtszuszpenziot 100000 sejt/ml stiriséglre higitottuk, majd a szuszpenzid 0,5—
0,5 ml-ét a 24 lyuku tenyésztéedény aljan elhelyezkedd fed6lemezekre rétegeztiik. Az
igy elkészitett tenyészetet 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazod légkorben tartottuk. A
tapoldat 10% FCS-mal kiegészitett MEM-et tartalmazott, amit eldszor a tenyészet
elkészitésének masnapjan, majd ezt kovetden masodnaponként cseréltiink. Az itt vazolt
tenyésztési koriilmények kozott a neuronok nagy része elpusztult, mig az astrocytak

folyamatosan osztddtak ¢s ndvekedtek.
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2.2. Az alkalmazott oldatok

Normal aCSF Alacsony Na'-tartalmi aCSF HEPES pufferelt aCSF Pipettaoldat* D1 oldat**

PH 7,2 7,2 7,2 7,3 7,2
Ozmolaritas (mOsm/1) 330 330 330 300 300
Vegyszer koncentraci6 mM-ban

NaCl 125 %) 135 %) 136
KCl1 2,5 2,5 3 120 52
NaH,PO, 1,25 1,25 %) %) 0,64
KH,PO, %) %) %) %) 0,22
NaHCO; 26 26 %) ) )
CaCl, 2 2 2 %) )
MgCl, 1 1 1 1 %)
Mioinozitol 3 3 %) %) %)
Aszkorbinsav 0,5 0,5 %) %) %]
Na-piruvat 2 2 %) %) %)
Glikoz 10 10 10 %) 16,6
Szachar6z %] 250 45 %] 22
HEPES %) %) 10 40 10
EGTA %) %] %) 10 )
Na-GTP %) %) %) 0,5 %)
K,-ATP %) %) %) 2 )

* A vizsgalt neuronok morfoldgiai azonositasa céljabdl a pipettaoldatban 1 mg/ml Lucifer Yellow fluoreszcens festéket is alkalmaztunk.
** Az oldatot 0,06 U/ml penicillinnel és 0,06 pg/ml streptomycinnel egészitettiik ki.
Az oldatok ozmolaritasat sziikség esetén szachardz hozzaadasaval tartottuk a kivant értéken. A legtobb alkalmazott vegyszert a Sigma (St. Louis, MO, USA) cégtdl

vasaroltuk, a kivételeket a megfeleld helyen jeloljiik.
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2.3. Elektrofiziologiai mérések

A vékonyszeleten torténd mérések soran a szeleteket a kisérletekhez hasznalt
mikroszkép targyasztalaba épitett mérdkadba helyeztiik, amelynek térfogata mintegy
200 pl volt. A vizsgalatok soran a szeletet, valamint a (mérdkadba helyezett)
targylemezen taldlhato astrocytatenyészetet kb. 1 ml/min sebességgel perfundaltuk
folyamatosan buborékoltatott (95% O,/5% CO,) normal aCSF oldattal, egy 8 csatornds
Minipulse 3 perisztaltikus pumpa (Gilson, Villiers Le Bel, Franciaorszag) segitségével.
Izolalt neuronok esetén a sejteken 30 perces iilepités utdn (a mérdkad aljara
kitapadasukat kovetden) végeztiink méréseket, mikozben a neuronok HEPES aCSF-ben
voltak. Az oldatcsere ebben az esetben egy gravitacios perfuzios rendszer segitségével
tortént.  Sziikség esetén a neuronok akcidspotencidl-tiizelésének gatlasahoz 1 pM
tetrodotoxint (TTX, Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael) alkalmaztunk mérdoldatban.
Egyes mérések alkalméval K -csatorna-blokkolokat (1 mM TEA', 2 mM 4-AP), | mM
CsCl-ot, illetve 10 uM ZD7288-at (Tocris, Cookson, UK) hasznaltunk.

A méréseket a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében végeztiik, mind
a fesziiltség-, mind az aram-clamp modozatok alkalmazasaval (Hamill és munkatarsai,
1981). Az aram-clamp mérések sordn kiilsé ingerlés nélkiil regisztraltuk a neuronok
spontan akciospotencial-tiizelését. A felhasznalt mikroelektrodak vékonyfala
boroszilikat livegkapillarisbol késziiltek (Clark Electromedical Instruments, Reading,
UK), ellenallasuk a bels6 oldattal val6 feltdltés utan 2 és 2,5 MQ kozott volt. Piramis-
sejtek vizsgalata soran a nucleus cochlearis dorsalis szeletekben taldlhaté nagy,
haromszdg alaku sejttesteken végeztiik a méréseket. Ezen sejteken szemellenérzés
mellett, elézetes tisztitds nélkiil képeztiink ,,giga-seal”’-t. A soros ellendllés értéke 2 és
8 MQ kozott volt, és azt 60-80%-ban, elektronikusan kompenzaltuk. A soros ellenallas
mértékét a mérés soran allando értéken probaltuk tartani, alkalmankénti dvatos szivassal
vagy a pipetta helyzetének kismértékii valtoztatasaval. A mintavételezés Axopatch
200A patch-clamp erdsitd és DigiData 1200 AD/DA-konverter (Axon Instruments,
Foster City, Kalifornia, USA) segitségével tortént. A méréshez és az adatok
feldolgozasdhoz a pClamp 6.0 szoftvert hasznaltuk. A teljes-sejtes kapacitast
elektronikusan kompenzaltuk. Az eredmények atlag+ SEM formajaban vannak
feltlintetve.

A mérékad egy Nomarski optikdval (differencial-interferenciakontraszt) ¢és

epifluoreszcens feltéttel felszerelt Axioskop mikroszkop (Zeiss, Oberkochen,
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Németorszag) targyasztalaba volt beépitve. A sejtek morfoldgiai azonositasa Zeiss
Achroplan vizimmerzids objektiv (63X) segitségével tortént. A sejtek pontosabb
azonositasa érdekében a belsé oldatban 1 mg/ml Lucifer Yellow fluoreszcens festéket
alkalmaztunk. A mérés végeztével epifluoreszcens megvilagitast alkalmazva a sejtbe

diffundalt festék a sejttestet, valamint az axon €s a dendritfa egy részét is lathatova tette.

2.4. Immuncitokémia, immunhisztokémia

2.4.1 Fluoreszcens immuncitokémia

Fluoreszcens immuncitokémiat astrocytatenyészeten ¢és izolalt neuronokon
végeztiink. Az astrocytatenyészet a vizsgalatok végzésekor altalaban 4-5 napos volt és
70 — 80%-0s konfluenciat mutatott. Az izolalt neuronokon 20 perces iilepitést kovetden
végeztiik el az immunfestést, amikor a sejtek a targylemezre mar kitapadtak. A festési
eljaras a kezdeti 1épésektdl megegyezik a két prepardtum esetén. A festést megelézden
a sejteket 4 % paraformaldehidben fixaltuk (15 perc, szobahdmérsékleten), majd ezt
kovetéen 100 mM glicint tartalmazé PBS-sel (phosphate buffered saline) mostuk. A
permeabilizacidt a mosast kdvetden Triton-X 100 (0,1%) tartalmt PBS-ben torténd 10
perces inkubalassal végeztik. Az aspecifikus kotddés megeldzése érdekében 1%-os
borju szérum albumint (BSA) tartalmazo PBS-ben tartottuk a sejteket 30 percen at. Ezt
kovetden a primer antitestekkel (1. I. tablazat) inkubaltuk a sejteket szobahdmérsékleten
60 percen at, vagy 4°C-on egy ¢jszakan at. 3 x 5 perces PBS-ben torténd mosast
kovetden a preparatumot a megfeleld masodlagos antitestekkel (II. tablazat) inkubaltuk
60 percen at (szobahdmérséklet), majd 3x5 perces PBS-ben torténd mosas tortént. A
festés utolso 1épéseként DAPI sejtmagfestést alkalmaztunk, majd fedélemezzel fedtiik a

mintat.

2.4.2. Nem fluoreszcens immunhisztokémia

Patkany és human cerebellumbol szarmazé szovettani mintak vizsgalatakor nem
fluoreszcens immunfestést alkalmaztunk. A human szovetbol formaldehid-fixalt,
parafinba 4gyazott metszeteket készitettiink, mig a patkany cerebellumbo6l formaldehid-
fixalt (24 h) és fagyasztott (folyékony nitrogén) metszeteket is alkalmaztunk (a
metszetek vastagsaga minden esetben 4 um volt). A human cerebellum minta egy akut

szivelégtelenségben elhunyt 78 éves ndbetegbdl szarmazott. A vizsgalatot a

25



hozzatartozok irasos beleegyezésével €s a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak
engedélyével végeztiik.

Az immunfestés fobb 1épései megegyeztek mind a fagyasztott, mind a
formalinnal fixalt metszetek esetében. A formaldehid-fixalt mintdk esetén az
antigénfeltards pronazos kezelés (0,1 %, 3 perc) vagy 0,01 M TRIS pufferben
(pH = 8,8), mikrohullamu siitében térténd inkubalas segitségével tortént (3x5 perc).

Az antigénfeltarast kovetden az endogén peroxiddz aktivitast 3% H,0O,-vel
blokkoltuk (10 perc, szobahdn). Az aspecifikus kotddést PBS-sel torténd mosast
kovetéen Protein Block Serum Free Reagent (DAKO, 10 perc, szobahd) segitségével
blokkoltuk. A szdvettani mintadkat ezutan a primer antitestekkel reagaltattuk 60 percen
at (I. tablazat), PBS-sel mostuk (3x5 perc), majd ezt kdvetden alkalmaztuk a biotinnal
jelolt masodlagos antitesteket (30 perc, II. tablazat), végiil ismét PBS-ben mostuk. A
mintadkat tormaperoxidazzal konjugalt Streptavidinnel (Streptavidin/HRP, 1:500,
szobahd) inkubaltuk 30 percig, PBS-sel mostuk, majd alkalikus foszfatdzzal-konjugalt
Streptavidinnel (1:50) inkubaltuk 0Ujabb 30 percen at. Az immunreakciot VIP-
(SK4600, Vector) vagy diaminobenzidin—kit (DAB, Vector) segitségével tettiik
lathatova. Ezt kdvetden hematoxilin festést, esetenként glia- vagy neuronspecifikus
immunfestést alkalmaztunk. Az utdbbi esetben jabb 10 perces blokkoldoldatos kezelés
utan keriilt sor a masodik primer antitest alkalmazédsara (30 perc). A masodlagos
antitestekkel végzett kezelést (30 perc, szobahén) megelézden (és azt kovetden) a
metszeteket TBS-sel (TRIS-buffered saline) mostuk. A mintak alkalikus foszfataz-
konjugalt Streptavidinnel (1:50, 30 perc) torténd inkubacidjat kovetéen az
immunreakciét New Fuchsine alkalmazasaval tettiik 1athatova.

Az immunreakciok vizsgalatdhoz vagy RT Color CCD kameraval felszerelt
Nikon Eclipse 600W mikroszkopot (Nikon, Tokio, Japan), vagy Zeiss LSM 510
konfokalis  lézermikroszkopot hasznéaltunk (Oberkochen, Németorszag). A
szamitogépes képfeldolgozas Spot RT v3.5 szoftver segitségével, a pixel analizis az

Image-Pro Plus szoftverrel tortént.
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I. tablazat

A munkaban hasznalt primer antitestek

Antitest Specificitas Higitas Milyen fajbol | Gyarto
Anti-HCN1 patkany 1:200 nyul Alomone
Anti-HCN2 patkany 1:200 nyul Alomone
Anti-HCN4 patkany 1:200 nyul Alomone
Anti-NSE* patkany 1:100 egér Alomone
Anti-TASK-1 | patkany 1:50; 1:500; 1:1000 | nyul Alomone
Anti-TASK-2 | patkany 1:50 human Alomone
Anti-TASK-1 | humén 1:10 kecske Santa Cruz
Anti-TASK-2 | patkany, 1:10 kecske Santa Cruz
human
Anti-TASK-3 | patkany, 1:10 kecske Santa Cruz
human
Anti-GFAP** | human 1:400 human DAKO
Anti-GFAP patkany, 1:100 kecske Santa Cruz
human
Anti-NFP*** | human 1:50 egér DAKO

*: neuronspecifikus enolaz

**. glial fibrillary acidic protein

*#%: neurofilament protein
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I1. tablazat

A munkéban hasznalt masodlagos antitestek

Antitest Higitas Gyarto
Anti-nyul Texas Red-konjugalt IgG 1:400 Vector
Anti-egér FITC-konjugalt IgG 1:400 Vector
Anti-egér Texas Red-konjugalt IgG 1:400 Vector
Anti-nyul FITC-konjugalt IgG 1:200, 1:400 | Vector
Anti-kecske FITC-konjugalt IgG 1:200 Vector
Anti-kecske Texas Red-konjugalt IgG 1:200 Vector
Anti-kecske Biotin-konjugalt IgG 1:500 DAKO
Anti-nyul Biotin-konjugalt 1gG 1:300 DAKO
Anti-egér Biotin-konjugalt IgG 1:300 DAKO

Alomone: Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael

Santa Cruz: Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, Kalifornia, USA

DAKO: Glostrup, Dania

Vector: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

2.5. Molekularis biologiai modszerek

2.5.1. Az astrocytatenyészet transzfekcidja

A tenyészet 50%-os konfluencidjanak elérésekor keriilt sor a sejtek pDsRed2-ER
vektorral (BD Biosciences, CA, USA) torténd transzfekciojara. Ezen 4,7 kbazis méretii
vektort az €16 sejtek endoplasmaticus reticulumanak fluoreszcens jelolésére fejlesztették
ki (Roderick és munkatarsai, 1997, Kendall ¢s munkatarsai, 1994). A DNS szekvencia
egy vorosen fluoreszkald proteint, egy endoplasmaticus reticulumot célzé szekvenciat,
valamint a fluoreszkal6 fehérje endoplasmaticus reticulumban torténd lehorgonyzasat

szolgald szekvenciat kodol. A transzfekcio utdn 24 oraval a tenyészetet formalinnal
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fixaltuk, majd a fent leirt modon keriilt sor az immunfestésre. Sikeres transzfekcid

esetén az endoplasmaticus reticulum vordsen fluoreszkalé jelolést kapott.

2.5.2. Reverz transzkriptaz PCR (RT-PCR)

A TASK-1, -2 és -3 mRNS expresszidjanak vizsgalata patkdnybol szarmazo
astrocytatenyészetben, RT-PCR segitségével tortént. A sejtekbdl TRIzol (Invitrogen,
Paisley, UK) felhasznalasaval vontuk ki a teljes RNS-t, a gyarto utasitasait kdvetve. A
sejteket TRIzol tartalmu oldatban mobilizéaltuk a targylemezrdl, majd 5 perc szobahdn
torténd inkubalas utan 200 pl kloroformot mértiink a mintara. 15 perces, 12000 g-vel,
4°C-on torténd centrifugalds utan az atlatszo feliiluszot 0,5 ml izopropanolba mértiik,
majd igy inkubaltuk szobahdén 10 percig. 10 perces, 4°C-on torténd centrifugalas utan a
feliiliszot 1 ml 75%-o0s etanolba tettiik, majd mintegy 30 percen at levegén szdradni
hagytuk. Az igy nyert mintabdl 0,5 pl-t 99,5 ul 1 mM Na,HPOj4 pufferhez (pH = 7,5)
mértiink. Fotométer segitségével, 260 ¢és 280 nm-es hullamhosszon hataroztuk meg a
minta fehérjetartalmat.

A reverz transzkripciot 3 ng RNS felhasznéalasaval végeztik 5 mM MgCl,,
reverz transzkripcios puffer (10 mM Tris-HCIL, 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, pH =9,
25 °C), 1 mM dNTP mix, 1 U/ul rekombinans RNasin RNAse inhibitor, 15 U/ul AMV
reverz transzkriptaz, és 0,5 pg Oligo(dT)1s primerek (Promega, Mannheim, Germany)
jelenlétében. Az ezt kdvetd PCR amplifikaciot (95 °C, 5 percig; utana 35 ciklus 95 °C-
on 1 percig, 58 °C TASK-1-nél, 65 °C TASK-2 esetén és TASK-3-nal, 1 percig; 72 °C-
on 1 percig; majd mindezt kovetéen 4 °C-on 5 percig) GeneAmp PCR System 2400
segitségével (Perkin Elmer Wellesley, MA, USA), az alabbi primerekkel végeztiik
(Invitrogen): TASK-1, 5'-CAC CGT CAT CAC CAC AAT CG-3'¢és 5-TGC TCT GCA
TCA CGC TTC TC-3' (515 bp nagysagu); TASK-2, 5'-TGG GCG CCT CTT CTG TGT
CTT CTA-3' és 5'-TCC CCT CCC CCA CTT GTT TTC ATT-3' (629 bp nagysagn);
TASK-3, 5'-ATG AGA TGC GCG AGG AGG AGA AAC-3' ¢és 5'-ACG AGG CCC
ATG CAA GAA AAG AAG-3' (414 bp nagysagu; Meuth és munkatérsai, 2003). A
PCR termékek 2%-os agar6z gélen, etidium-bromiddal valtak lathatova, az
adatfeldolgozas Image-Pro Plus szoftver (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA)

segitségével tortént.
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2.5.3. Western-blot

Az astrocytatenyészetet jéghideg PBS-ben mostuk, majd lizispufferben keriilt
sor a sejtek felszedésére (20 mM TRIS-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-
aminoetil)benzénszulfonil-fluorid, 20 uM leupeptin, pH 7.4). A minta feltarasat jégen
torténd szonikalds segitségével fejeztiik be (Lazar és munkatarsai, 2003). A mintak
fehérjetartalmat modositott BCA protein-assay (Pierce, Rockford, IL, USA)
segitségével mértiik meg. A teljes sejtlizatumok SDS-PAGE sample pufferbe keriiltek,
majd 10 percen at fOztik azokat 100 °C-on. A mintdkat SDS-PAGE-nak
(poliakrilamid-gélelektroforézis) vetettiik ala (Laemmli, 1970). Az éltalunk hasznalt gél
8%-0s volt, mintanként pontosan ugyanakkora mennyiségli (20 pg) proteint
alkalmaztunk. Az elektroforézist kovetden a mintdkat nitrocellul6z membranra vittiik at
(BioRad, Wien, Austria). A membranokat 5%-os, PBS-ben oldott tejporral blokkoltuk,
majd ezt kovetéen TASK-1, -2, és -3 ellen termeltetett poliklonalis kecske antitestekkel
inkubaltuk (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA). Masodlagos antitestként peroxidaz-
konjugélt kecske elleni, nyulban termeltetett IgG antitestet (BioRad), a jel erdsitésére
nyul elleni Vectastain ABC-kitet (Vector) hasznaltunk. A kontroll kisérletek soran a
festés specifikus voltdit megfeleld szintetikus blokkold peptidek (Santa Cruz)
antitestekkel torténd preadszorpcidja utan torténd inkubacioval ellendriztiik. A fenti
miivelet teljesen megakadéalyozta pozitiv immunreakcid kialakuldsat. Az immunreaktiv
savokat kemilumineszcens ECL Western-blotting detection kit (Amersham, Little
Chalfont, Anglia) segitségével, fényérzékeny filmen (AGFA, Briisszel, Belgium) tettiik

lathatova.
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3. EREDMENYEK

3.1. A nucleus cochlearis dorsalis piramis-sejtek HCN-dramdnak jelentosége a

jellegzetes aktivitasi mintazat kialakitasaban

3.1.1. A HCN-4ram éaltalanos jellemzése

A nucleus cochlearis dorsalis szeletben elhelyezkedd piramis-sejtek gyakran nem
azonosithatdak kétséget kizaroan pusztan a Nomarski-optika alkalmazasaval, mivel a
sejttest alakja nem mindig itélhetd meg teljes bizonyossaggal, akar a szelet metszési
sikja, akdr a sejtet részben vagy egészében takar6d strukturdk miatt. A pontos

identifikalast tovabb bonyolitja, hogy a Nomarski-optika a nyulvanyrendszert nem,

vagy csak igen kis részben teszi lathatova.

4. abra

Fluoreszcens festékkel feltoltott piramis-sejt a nucleus cochlearis dorsalisban
A képeket epifluoreszcens feltéttel felszerelt Zeiss Axioskop FS mikroszkoppal, 63x vizimmerzios
objektiv segitségével készitettiik. (4-D) Ugyanazon sejtrol kiilonbozo optikai mélységben felvett képek.
(4-legmélyebb, D-legfeliiletesebb réteg) A B és C panelen a mikroelektroda is lathatd. (E) Az A-D
képek egymasra vetitésével szarmaztatott kép.

A piramis-neuronok pontos azonositasa érdekében ezért sziikség volt a sejtek

morfoldgiai sajatsagainak lathatova tételére, aminek céljabol az elektrofiziologiai
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vizsgalat sordn az alkalmazott mikroelektrodakat egy fluoreszcens festéket (Lucifer
Yellow) is tartalmazo oldattal toltottiik fel. A festék a mérés alatt a sejtbe diffundalt,
igy a kisérletek végeztével lathatova valt az éppen vizsgalt neuron sejttestének alakja,
valamint nyulvanyrendszerének egy tekintélyes része (4. abra). A piramis-neuronokat a
relative nagy (mintegy 20-25 um atmérdjii), kifejezetten haromszog alakl sejttest, €s az
annak cstcsaibol kiinduld apicalis és basalis dendritfa, valamint az axon megléte

alapjan azonositottuk.

Fig. 2
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5. abra

A cochlearis piramis-sejtek h-aramanak fébb jellemzoi
(4) -60 mV-os tartopotencialrdl 2 s hosszisdgu hiperpolarizald impulzusok hatasara kialakuld aram. A
nyilak az azonnali és steady-state aramkomponensek mérésének idGpontjat jelzik. (B) Az azonnali
(négyzet) és a steady-state (kor) aramok fesziiltségfiiggése. Az azonnali aramkomponens steady-state
arambol torténd kivonasaval kaptuk meg a kiillonbségi aramot (haromszdg). (C) A reverzalpotencial
extrapolacios modszerrel torténdé meghatarozasa. (D) A steady-state aktivacios paraméterek
meghatarozasa.

Az elektrofiziolégiai mérések elsd Iépésében -60 mV-os tartdpotencialrol
alkalmaztunk 2 s hosszisagl hiperpolarizald impulzusokat, -70 mV és -140 mV kozotti
fesziiltségtartomanyban. Megfigyeléseink szerint a piramis-neuronok a fenti
impulzusprotokoll alkalmazasdnak hatasdra egy lassan aktivalodo, befelé¢ iranyuld
aramot produkaltak, amely inaktivdciot nem mutatott (5SA és 5B dbra). Az é4ram
kinetikai sajatsagai arra utaltak, hogy az nem a klasszikus befel¢ egyeniranyitd
csatorndk, hanem a hiperpolarizaci6 hatdsara aktivalodd, nem-specifikus

kationcsatornak aktivalodasa miatt jott létre (In). Ezen foltételezés egyik lehetséges
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bizonyitdsa az aram megfordulasi potencidljdnak meghatdrozasa, ami (kevert
kationdramrol 1évén sz6) kb. -30 mV  koriil varhato. A reverzalpotencial
meghatdrozasat azonban igen megneheziti, hogy annak kornyékén szamos, a piramis-
sejtek esetében mar egyértelmilen demonstralt, depolarizacio-aktivalt K- és Ca*"-aram
aktivalodik, zavarva a h-aram megforduldsi potencidljdnak meghatarozasat. Annak
érdekében, hogy az egyéb dramok aktivalédasabol fakadd zavard hatdsokat
kikiiszoboljiik, a h-aram reverzalpotencidljat az un. extrapolaciés modszerrel hataroztuk
meg (5C abra). Ennek soran harom kiilonb6z6 tartopotencidlrol (-60, -70 és —80 mV)
kiindulva hataroztuk meg a hiperpolarizal6 stimulusok kezdetén kialakuld, un. azonnali
aram aram-fesziiltség karakterisztikajat a -90 és —130 mV kozotti tartomanyban, majd
az igy nyert pontsorra egyeneseket illesztettiink (-60 mV: négyzet, -70 mV: kor, -
80 mV: haromszdg). A h-dram inaktivaciét nem mutat, ugyanakkor az alkalmazott
tartopotencialokon a csatorndk egy része bizonyosan aktivalt allapotban van. A h-aram
kialakulasaért felelés HCN-csatornak aktivaciojanak fesziiltségfiiggése alapjan biztosan
kijelenthetd, hogy minél negativabb tartopotencidl alkalmazdsira keriil sor, annal
nagyobb szamu csatorna van nyitott allapotban; az azonnali &ram nagysaga egy adott
membranpotencidlon ennélfogva az aktudlisan nyitott csatorndk szdmaval mutat
Osszefiiggést. A harom kiilonb6z6 tartdopotencialrdl kivaltott azonnali dramok aram-
fesziiltség karakterisztikdjanak metszéspontja azt jelzi, hogy az adott tesztpotencialon
folyé aram amplitudoja azonos. Konnyl belatni, hogy akkor és csak akkor lehet a
kiilonb6zé szami  csatornan  folyd6 4ram  nagysaga azonos egy adott
membranpotencialon, ha a kérdéses ionokra hato elektrokémiai gradiens értéke nulla,
azaz a vizsgalt &ram megfordulasi potencialjanak értékén. Méréseink alapjan a piramis-
sejtek h-aramanak reverzalpotencialja -32 =3 mV (n = 6).

A h-dram steady-state aktivacidjanak a vizsgalatdhoz farokaram-protokollt
hasznaltunk, aminek soran 2000 ms hosszusagu, -70 ¢és -140mV  kozotti
eléimpulzusokat kovetden, -60 mV-on mértiik a kialakuld dram amplitidojat. Az
aramamplitadokat ezt kovetden a -140 mV-os eldimpulzust kovetéen megfigyelt
maximalis amplitidora normaltuk, majd az eléimpulzus fiiggvényében abrazoltuk (5D

abra). Az igy nyert pontsort az alabbi Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik:
Ulyar = {1 + exp [(Eso—E) 517, (2)

ahol az [ az E amplitidoju prepulzus potencial utdn mért aramerdsség, [, @ maximalis

aram, FEsp a félaktivacios fesziiltség, s pedig a fesziiltségérzékenységet jelzo
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meredekségi faktor. Megallapitottuk, hogy a piramis-neuronok hiperpolarizacio
hatdsara aktivalodé aramanak félaktivacios fesziiltsége -99 = 1 mV, az s értéke pedig

10,9 £ 0,4 mV (n = 27).

Fig. 3
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6. abra

A hiperpolarizacié-aktivalt aram aktivacios idokonstansanak fesziiltségfiiggése
Az idékonstansokat —60 mV-os tartdpotencidlrdl alkalmazott hiperpolarizald 1épcsdk hatdsara 1étrejovo
aramgorbék két exponencidlis tagot tartalmazd fliggvénnyel torténd illesztésével hatdroztuk meg. A
gyorsabb (t; - fekete kor) és lassabb (1, - iires kor) aktivacios idokonstansokat a fesziiltség fliggvényében
abrazoltuk.

A h-dram aktivacios szakaszanak illesztésével meghataroztuk az aktivacios
kinetikat jellemz6 idOkonstansok értékét is (6. abra). A -140 és -100 mV kozotti
hiperpolarizaci6 hatasara megfigyelt &ramgorbéket egy- és két exponencialist tartalmazo
figgvényekkel illesztettilk. Eredményeink szerint a piramis-neuronok h-aramanak
aktivacios idékonstansok értékei a hiperpolarizalé impulzus nagysagatol fiiggden 150-

300 ms (t;) és 800-1500 ms (12) kozott valtoztak.

3.1.2. A HCN-aram farmakoldgiai vizsgalata és Osszefiiggése a piramis-sejtek spontan

aktivitasaval

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az extracellularisan alkalmazott CsCl a h-aramot

hatékonyan gatolja (Banks és munkatarsai, 1993; Schlichter és munkatarsai, 1991;
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Bader ¢s munkatarsai, 1982; Mayer és Westbrook, 1983), igy a jelen munkaban is sor
keriilt a CsCl hatasanak vizsgélatara (7. 4bra). Megallapitottuk, hogy 1 mM CsCl
jelenlétében a piramis-neuronok hiperpolarizacid-aktivalt é4ramdnak amplitaddja
85 + 9 %-kal csokkent a kontrollhoz képest (-140 mV-os membranpotencial, n = 12). A
bizonyult (87 + 7%, n=15). Az esetek legnagyobb részében a szer hatdsa kimoshatod

volt.

Fig. 4
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7. abra

Extracellularis CsCl hiperpolarizacio-aktivalt aramra kifejtett hatasa

(4) Az aramgorbéket —60 mV-os tartopotencialrol alkalmazott, egymast 10 mV-onként kovetd, 2s
hossziisagu fesziiltséglépcsdk hatasa alatt rogzitettiik. A maximalis hiperpolarizacié —140 mV volt. (B)
A kontroll aram mérése utain 1 mM CsCl extracellularis alkalmazasara keriilt sor ugyanazon protokoll
hasznalata mellett. (C) Ugyanazon neuronon 9 perces, kontroll oldattal torténd mosast kovetden
regisztralt dram.

Kisérleteink sordn a piramis-sejtek nagyobb része (98 vizsgalt sejt koziil 69)
spontan akcidspotencial-tiizelést mutatott. Mivel a h-dramnak szerepe lehet egyes
ingerlékeny struktirak spontan aktivitdsanak kialakitdsdban, ezért megvizsgaltuk, hogy

az azt blokkold CsCl milyen hatassal van az éltalunk tanulmanyozott piramis-neuronok
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spontan aktivitadsara (8. abra). Ezen kisérletek soran aram-clamp elrendezésben, kiilsé
ingerlés nélkiil regisztraltuk a piramis-sejtek spontan aktivitdsat kontroll koriilmények
kozott, valamint 1-5 mM CsCl jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a CsCl hatdsara az
egyes akcids potencidlokat megel6zd lassu depolarizacidé meredeksége csokkent, és
ezzel egyidejiileg a tiizelés frekvencidja a kontroll koriilmények kozott tapasztaltnak
mintegy 26%-ara esett vissza (n = 5).

Mivel a CsCl a h-aram hatékony gatlasa mellett egyéb ioncsatornak miikddését is
befolyasolhatja, ezért a vizsgalatok tovabbi részében a HCN-csatorndk specifikus
gatlészerének tartott ZD7288 (BoSmith ¢és munkatarsai, 1993; Harris és Constanti,
1995) hatasat is megvizsgaltuk (9. dbra). Eredményeink szerint 10 uM ZD7288
jelenlétében a hiperpolarizacid-aktivalt aram amplitiddja a kontroll koriilmények kozott
tapasztaltnak koriilbeliil 20%-4ara csokkent. Elvégeztiik a spontan aktivitasra kifejtett
hatas vizsgalatat is, aminek sordn azt tapasztaltuk, hogy a CsCl hatdsdhoz hasonldan, a
HCN-csatorndkra specifikus ZD7288 jelenlétében a piramis-neuronok spontan
aktivitasa a kontroll koriilmények kozott tapasztalt érték mintegy 24%-dra csokkent

(n=235).

Fig. 5
5 mM CsCl .

Control

control

40 mvV 20 mvV
200 ms 10 ms
B D

5 mM CsCl 100

80

60

40

20

Normalised Firing Frequency [%]

control CsCl

8. abra

Extracellularis CsCl hatasa a piramis-sejt spontan aktivitasara.
Ezen kisérletek soran aram-clamp technika hasznalataval, ingerlés nélkiil regisztraltuk a sejtek spontan
aktivitasat. (4) Kontroll korilmények kozott rogzitett spontan aktivitas. (B) Ugyanazon sejt 5 mM CsCl
alkalmazasa alatt tapasztalhaté aktivitdsa. (C) A kontroll és CsCl hatasa alatt regisztralt aktivitas
egymasra vetitése és Osszehasonlitdsa rovidebb iddskala alkalmazasaval. (D) Az eredmények
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Osszefoglalasa. A CsCl hatasara regisztralt akcidspotencial-tiizelést sejtenként normaltuk a kontroll
tiizelési frekvenciara. A normalizalt frekvenciak atlaga kertilt feltiintetésre.

A kisérletek tulnyom6 részét (metodikai megfontolasokbol) fiatal, 813 napos
allatokon végeztiikk, de torténtek vizsgalatok a 18 ¢és 23 nap kozotti ¢€letkori
tartomdnyban is. Az iddsebb allatokrdl nyert adatok birtokaban megdallapithattuk, hogy
a h-dram iddsebb korban is jelen van patkdny nucleus cochlearis dorsalis piramis-

sejteken.
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9. abra
7ZD7288 hatasa a piramis-sejtek hiperpolarizacié-aktivalt Aramara és spontan
tiizelési frekvenciajara
(4) Egy piramis-sejten regisztralt spontan aktivitds kontroll koriilmények kozott és 10 uM ZD7288
jelenlétében. (B) A ZD7288 spontan aktivitasra gyakorolt hatisa. A ZD7288 jelenlétében tapasztalt
tiizelési frekvenciat a kontroll frekvencidra normaltuk, majd az igy nyert adatok atlagat tiintettiik fel. (C)
ZD7288 hiperpolarizacio-aktivalt aramra kifejtett hatasa. —60 mV-rol alkalmaztunk hiperpolarizald
impulzusokat -140 mV-ig, 2 s hosszlisagl, egymast 10 mV-onként kdvetd 1épcsdkkel. A kontroll aram
rogzitése utan 10 pM ZD7288 jelenlétében is regisztraltuk a kialakuld aramot. A legalsd aramgorbe a
kontroll és a szer hatasa alatt regisztralt gorbék egymasbdl kivonasaval kapott ZD7288-szenzitiv aram.
(D) A ZD7288 hiperpolarizacio-aktivalt aramra kifejtett hatdsanak Osszefoglaldsa. Az aramamplitadot a
-140 mV-os fesziiltséglépcso alatt regisztralt steady-state és azonnali aramok kiilonbségeként definidltuk.

A ZD7288 jelenlétében mért adatokat a kontroll amplitidéra normaltuk, majd a normalizalt adatok atlagat
abrazoltuk.

3.1.3. A piramis-neuronok HCN-csatorndinak alegység-Gsszetétele

A piramis-neuronok h-araménak elektrofizioldgiai jellemzésén tilmenden sor
keriilt az azt létrehozd HCN-csatorndk alegység-Osszetételének immuncitokémiai

vizsgélatara is, izolalt neuronokat alkalmazva e célra (10. és 11. dbra). A kisérletek
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soran a HCN1, HCN2 ¢s HCN4 alegységek ellen termeltetett antitesteket alkalmaztunk.
Bar a piramis-neuronok jellegzetes morfologiai sajatsigai enzimatikus izolalast
kovetden is jol megfigyelhetdk, az egyes HCN-alegységek jelenlétének immunkémiai
ellendrzésén tul szamos esetben sor kertilt a neuronspecifikus enolazra (NSE) specifikus
immunreakcid kivitelezése is. Az altalunk tanulmadnyozott neuronok piramis-sejt
mivoltat a jellegzetes morfoldgiai jegyek alapjan allapitottuk meg. A primer antitest
alkalmazasat kovetden fluoroforral (FITC és Texas Red) vagy kromogénnel (DAB)
konjugélt masodlagos antitesteket hasznaltunk. A reakcid specificitdsat egyrészt a
HCN-csatornakat nem expresszald astrocytakultiran elvégzett kisérletekkel, masrészt a
blokkold peptid jelenlétében kivitelezett kontroll alkalmazasaval kapott negativ vagy
igen gyenge immunpozitivitassal igazoltuk. Az immuncitokémiai vizsgalatok
eredményei alapjan arra a megéllapitasra jutottunk, hogy a nucleus cochlearis piramis-
sejtieinek h-aramat kialakité ioncsatornak oOsszeszerelodésében a HCN1, HCN2 és

HCN4 alegységek egyarant szerepet jatszanak.

C

10. abra

A HCN-alegységek immuncitokémiai vizsgalata
A képeket Nikon Axiovert 600 mikroszkoppal, 200x nagyitassal készitettiik. (4) Izolalt piramis-sejt
faziskontraszt-mikroszkopos képe. (B) HCN2-specifikus immunreakcié ugyanezen a neuronon (FITC).
(C, D) HCN-1- és HCN-4-specifikus immunfestés (Texas Red), kiilonb6z6 piramis-sejteken.
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HCN2 HCNI1

HCN4 @

11. abra
HCN1, HCN2 és HCN4-immunfestés izolalt piramis-sejteken

Az immunjel6lést DAB alkalmazasaval tettiik 1athatova. A pozitiv eredményt a s6tétbarna szin jelzi.
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3.2. TASK-csatorndk jelenlétének és megoszlasanak vizsgdlata ember és patkany

kozponti idegrendszerében

3.2.1. A TASK-immunreaktivitds megoszlasa patkdny cerebellumban
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12. abra

TASK-alegységek immunfestése patkany cerebellumban

(4;) TASK-1 immunfestés formalinnal fixalt, parafinba agyazott, hematoxilinnal hattérfestett szovettani
metszeten. A pozitiv immunreakcio barna szini. (4,) TASK-1- (barna) és GFAP-jel6lés (lila) patkany
cerebellum fagyasztott metszeten. A nyilak TASK-1-re és GFAP-ra egyarant pozitiv astrocytakat
mutatnak. (43;) Néhany, az el6z6 panelen lathaté sejt nagyobb nagyitassal. A B és C paneleken
ugyanilyen eloszlasban a TASK-2 és TASK-3 immunfestés eredményei lathatok. A kalibracids vonalak
40 um-nek felelnek meg. Roviditések: pm: pia mater, g: szemcsesejt, m: molekularis réteg, w:
fehérallomany, Pu: Purkinje-sejtek. Az A4; panel jobb fels6 sarkdban a primer antitest nélkiil kivitelezett
kontroll festés lathato.

A TASK-1, TASK-2 ¢és TASK-3 immunpozitivitds vizsgalatat patkany
cerebellumbol késziilt, formalin-fixalt, parafinba agyazott szdvettani metszeteken
(4 pm) végeztikk (12. abra). Az elsddleges antitestek alkalmazasat kovetden
kromogénnel konjugalt masodlagos antitesteket ¢és hematoxilines hattérfestést
alkalmaztunk. A szovetmintdk immunhisztokémiai vizsgalata soran megéallapitottuk,
hogy a patkany cerebellumban TASK-1, TASK-2 ¢és TASK-3 csatornaalegységek
egyarant megtalalhatok. Kiilonosen erés TASK-1 pozitivitdst mutattak a Purkinje-

sejtek és a pia mater, de pozitivnak bizonyult a molekularis €s a szemcsesejtes réteg is.

A TASK-2 immunpozitivitdas megoszlasa jorészt megegyezett a TASK-1-specifikus
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reakcioéval, am intenzitasa annal gyengébbnek bizonyult. Megallapitottuk tovabba,
hogy a patkény cerebellumban a legkifejezettebb TASK-3 pozitivitast a Purkinje-sejtek
mutatjak, &m a molekularis és a szemcsesejtes réteg is pozitivnak bizonyult. Erds
TASK-3 jelolést figyelhettiink meg a cerebellum fehérallomanyaban is, ugyanakkor
nem tapasztaltunk TASK-3-specifikus jelolést a pia mater teriiletén. Megfigyeléseink
szerint a Purkinje-sejtek egy része lényegesen gyengébb TASK-3-specifikus reakciot
produkalt, mint a kozeliikben elhelyezkedd Purkinje-neuronok, ami felveti annak
lehetdségét, hogy ez a sejttipus a TASK-expresszié6 vonatkozasaban nem teljesen
homogén.

Fagyasztott metszetekben kettés immunjeldlést is alkalmaztunk a cerebellaris
astrocytdk esetleges TASK-expresszidjanak tanulméanyozésa végett. Ezekben a
kisérletekben az astrocytak azonositdsara GFAP elleni immunreakciot végeztiink, és
megallapitottuk, hogy a cerebellaris astrocytdk TASK-1, TASK-2 és TASK-3

Immunpozitivitast egyarant mutatnak.

3.2.2. TASK-immunreaktivitas jelenléte szovettenyészetben fenntartott astrocytakon

13. abra

Patkany astrocytatenyészet TASK-specifikus immunjelolése
(4) TASK-1, (B) TASK-2, (C) TASK-3 immunjeldlések eredményei cerebelldris astrocytatenyészetben.
A bal als6 paneleken a blokkold peptid jelenlétében kivitelezett immunreakcid, a jobb als6 paneleken a
nucleus cochlearis astrocytatenyészeten végzett immunfestések eredménye lathatd. (D) Glia specifikus
(anti-GFAP) immunreakcié. A bal oldali kis dbran a DAPI-val végzett sejtmagfestés, mig a jobb oldali a
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primer antitest alkalmazésa nélkiili kontroll 1athatd. A kalibracios egyenes 20 um-nek felel meg. Az 4, B
¢és C panelek nagyitasa megegyezo.

A

14. abra
TASK immunfestés patkany hippocampusbo6l szarmazé astrocytatenyészeten

(4) TASK-3 jelolés immunfluoreszcens mikroszkoppal felvett nagy nagyitasi képe, ahol a TASK-3
eloszlas intracellularis eloszlasa jol megfigyelhetd. (B, C) A TASK-1 és TASK-2 festés konfokalis
mikroszkopos képe. Mindkét konfokalis felvétel a sejt magassaganak felénél huzodo sikban késziilt. A
kalibracios egyenesek 20 pm-esek.

A cerebellaris astrocytdk TASK-1-, TASK-2- ¢és TASK-3-specifikus
immunpozitivitasat primer astrocytatenyészeteken végzett fluoreszcens
immuncitokémiai vizsgalatokkal is megerdsitettiik. A kiilonboz6é morfologiai jegyek és
az egyes sejtek altal mutatott GFAP-pozitivitds mértéke alapjan lehetévé valt az
astrocytdk két tipusanak, a GluR és a GluT sejteknek az elkiilonitése (Matthias és
munkatarsai, 2003). Az er0s GFAP-pozitivitdst mutatd, viszonylag kis sejttesttel és
abbdl kiinduld szamos nyulvannyal rendelkez6 sejtek a GIuT, mig a gyengébb GFAP-
festddést mutato, jellegzetesen tégla alaku sejtek a GluR astrocytdknak feleltethetok
meg. Megfigyeléseink szerint a két astrocytatipus egymastol némileg eltéré6 TASK-
pozitivitast mutatott: mig a GluT astrocytak igen er6s TASK-1 festddéssel rendelkeztek,
addig a GluR sejtek némileg gyengébb (am bizonyosan pozitiv) TASK-1 expresszidval
birtak. A TASK-2 és TASK-3 festddés mindkét tipust astrocytan hasonlo erdsségiinek,

am a TASK-1-specifikus reakcional gyengébbnek mutatkozott. Hippocampusbodl (14.
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abra) és nucleus cochlearisbdl nyert astrocytakkal inditott tenyészeteken is elvégeztiik a
TASK-alegységek megoszlasanak és jelenlétének vizsgalatat, amik a cerebellaris
astrocytak esetében tapasztalttal teljesen megegyez6 eredményt adtak.

Az astrocytatenyészeteken végzett immuncitokémiai vizsgalatok eredményeit
molekuléris bioldgiai mddszerek alkalmazasaval is megerdsitettiilk (15. dbra). Ezen
kisérletek soran igazoltuk a TASK-1- TASK-2- és TASK-3-specifikus mRNS jelenlétét
RT-PCR segitségével, valamint a megfeleld fehérjék expresszigjat Western-blot

modszerrel.

B
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15. abra

TASK-1, -2 és -3 expresszio cerebellaris astrocytakultiraban
(4) TASK-1, -2 és -3 alegységek jelenlétének detektalasa RT-PCR moédszerrel. 1. sav: nukleotid standard
(bp: bazispar); 2. sav: non-templat kontroll; 3. sav: TASK-1; 4. sav: TASK-2, 5. sav: TASK-3. (B)
TASK-1, -2 ¢és -3 proteinek Western-blot analizise. 1., 3., 5. sav: TASK-1, -2 és -3; 2., 4. és 6. sav:
blokkold peptid jelenlétében elvégzett kontroll vizsgalatok ugyanezen alegységek esetén. A TASK-1
csatornak molekulamérete 60 kD, mig a TASK-2 és -3 csatornaké 50 kD.

wash-out

I
|

16. abra
Savszenzitiv aram regisztralasa szovettenyészetben fenntartott astrocytakban
Az impulzusprotokoll leirasat lasd az ,,Eredmények” részben. A kontroll extracellularis oldatban rogzitett
aramgorbék felvétele utan az extracellularis oldat pH-jat 5,2-re modositottuk. A jobb oldalon lathato
abrak a kimosas utani helyzetet demonstraljak. Az aramgorbék jellege alapjan az A panelen bemutatott
sejtet GluR, mig a B panelen bemutatottat GluT sejtként azonositottuk.
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Jelen kisérletsorozatban sor keriilt a TASK-csatornak jelenlétének funkcionalis
bizonyitasara is. Kisérleteinket cerebellaris astrocytatenyészeten, a fesziiltség-clamp
technika teljes-sejtes elrendezésben végeztiik (16. abra). —20 mV-os (vagy az esetek
egy részében —100 mV-os) tartopotencialrol alkalmaztunk egymast 10 vagy 20 mV-
onként kovetd, 500 ms idétartamu fesziiltséglépesoket. A kialakulo aramot eldszor 7,2-
es pH-ju kontroll extracelluldris oldatban, majd Iényegesen savasabb (pH =35,2)
koriilmények kozott regisztraltuk. Megallapitottuk, hogy az astrocytak altal prezentalt
aram amplitudoja savas (pH =5,2) extracellularis oldatban a kontroll dramamplitado
mintegy 63 + 4 %-ara csokkent (n=12), ami a sejtfelszini membranban elhelyezkedd
TASK-csatorndk funkcionalis expressziojat jelzi. Hippocampalis ¢és nucleus

cochlearisbdl szarmazd astrocytatenyészetek esetén hasonld megallapitést tehettiink.

3.2.3. A TASK-csatorndk expresszioja az astrocytak endoplasmaticus reticuluméban

17. abra

A TASK csatorniak és a pDsRed2-ER plazmid fehérjetermékének kolokalizacioja

hippocampus astrocytakultiran.

(4;) Endoplasmaticus reticulumot jelolé plazmiddal sikeresen transzfektalt astrocyta. Az ER vordsen
fluoreszkalo jelolést kapott. (4,) Az ER jelolés és a DAPI sejtmagfestés kolokalizacios felvétele. A
képen tobb sejt is megfigyelhetd, ahol a transzfekcio sikertelennek bizonyult. (4) Negativ kontroll. (43)
Ugyanazon latotér DAPI festése. (B;) Hippocampalis astrocytatenyészet TASK-1 festése. (B, A
pDsRed2-ER plazmiddal torténd transzfekcid eredménye ugyanabban a latotérben. (B;) Az el6z6 két
panel kolokalizacios képe. A C panelsor ugyanilyen elrendezésben és nagyobb nagyitassal a TASK-2
jelolés eredményét mutatja. Kalibracio: 20 um.
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Kisérleteink soran tanulmanyoztuk a kiilonb6z6 TASK-csatornaalegységek
astrocytdkon beliili megoszlasat is (14. abra). A konfokalis mikroszkdpids eredmények
felvetették, hogy a TASK-csatorndk intracelluldrisan, esetleg az endoplasmaticus
reticulum (ER) membranjahoz kapcsoltan is megjelenhetnek.  Ezen hipotézis
ellendrzése végett az astrocytatenyészeteket a pDsRed2-ER plazmiddal transzfektaltuk,
aminek fehérjeterméke a transzfekcido utan 24 oraval vordsen fluoreszkal, és az
endoplasmaticus reticulum membranjat specifikusan jeloli. Megallapitottuk, hogy a
TASK-specifikus immunreakcio és az ER-specifikus jelolés jelentds atfedést mutatott
(17. ébra). A pixelanalizis eredményei alapjan 48 + 12%-o0s kolokalizaciét allapitottunk
meg a TASK-1 csatorndk esetében, mig a kolokalizacié mértéke 25 + 7%-nak adodott a

TASK-2, és 23 £ 11%-nak a TASK-3 csatorndk vizsgalata soran (n = 5).

3.2.4. TASK-expresszio a human cerebellumban

Pu R N
pm ;

18. abra

Human cerebellum TASK-specifikus immunfestése
A 4 um vastagsagu szovettani metszeteket formalinfixalt, parafinba beagyazott human cerebellumbdl

készitettiik. (4) TASK-1, (B) TASK-2, (C) TASK-3 immunfestés eredménye. Az 4., B. és C, abrak a
primer antitest blokkold peptiddel torténd eldinkubalasat kovetden elvégzett kontroll festések
eredményeit mutatjak. Hattérfestést nem alkalmaztunk. A kalibracios egyenes 100 um hosszusagu.
Roviditések: pm: pia mater, g: szemcsesejt, m: molekularis réteg, Pu: Purkinje-sejtes réteg.

A patkany cerebellumon végzett kisérletek mellett elvégeztiik a TASK-csatornak
expressziojanak vizsgalatat a human cerebellumban is (18. abra). Megallapitottuk, hogy
az emberi agy esetében a TASK-3-specifikus reakcio a legerdsebb, de intenziv jelolést

mutatott a TASK-1-specifikus immunjeldlés is. Kiilondsen erdteljesnek bizonyult a
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Purkinje-sejtek €s a pia mater TASK-1 és TASK-3 expresszidja. Kisérleteinkben a
TASK-2 csatorndk expresszidja az emberi kisagyban nem bizonyult szamottevonek,
kizardlag a Purkinje- és a szemcsesejtek mutattak gyenge TASK-2 pozitivitast.
Vizsgalataink tovabbi részében kettds immunfestést is végeztiink a TASK-elleni
antitestek ¢s glia specifikus GFAP, valamint a neuronokat jel6lé6 NFP (neurofilament
protein) felhasznalasaval (19. dbra). Ezen kisérletek igazoltdk a Purkinje-sejtek TASK-
1 és TASK-3 pozitivitasat. Erds pozitivitast tapasztaltunk a Purkinje-sejtek dendritjei
esetében is. Erdekes modon a molekularis réteg kisebb, NFP-pozitiv sejtjei a TASK-1-
specifikus reakciora pozitivnak bizonyultak, am jelentds résziik nem mutatott TASK-3-
specifikus festddést. Hasonldan a patkany cerebellum esetében tapasztalhatokhoz, a
GFAP-val és TASK-ellenes antitestekkel végzett kettds jelolés sordn a soknyulvanyu,
pokszerli, GFAP-pozitiv sejtek TASK-1 és TASK-3 expressziot egyarant mutattak.

19. abra

TASK- és neuron- illetve TASK- és glia specifikus festés human cerebellumban
Formalinnal fixalt, 4 um vastagsagu szovettani metszetek. (4;, A,) TASK-1 specifikus immunreakciok.
(B;, B;) TASK-3 specifikus reakciok. A TASK-specifikus reakciok barna szintieck. Minden esetben
kettds festést végeztiink. Az A, és B, paneleken a TASK-festés neuronspecifikus jeloléssel (anti-NFP),
mig az A, és B, abrakon glia specifikus markerrel (anti-GFAP) lett kombinalva. A neuron- és glia
specifikus reakciok lilas szinliek. Hattérfestést nem alkalmaztunk. A képeket olajimmerzios objektivvel
(60x) rogzitettiik. A kalibracios egyenes 20 um nagysagu. Roviditések: g: szemcsesejtes réteg, m:
molekularis sejtes réteg, w: fehérallomany, Pu: Purkinje-sejtes réteg. Az A; és B; pancleken lathato
vékony nyilak a Purkinje-sejtek jol lathatdé nyGlvanyait jelzik. A B; panel vastag nyilai azon NFP-pozitiv
sejteket mutatjak, ahol nem lathatd TASK-pozitivitds. Az A, és B, paneleken lathatd haromszogek az
egyidejliileg GFAP- és TASK-pozitiv astrocytakat jelzik.
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4. MEGBESZELES

4.1 A nucleus cochlearis dorsalis piramis-sejtek HCN-dramdnak jelentosége a

jellegzetes aktivitasi mintazat kialakitasaban

A nucleus cochlearis dorsalis piramis-neuronjai hiperpolarizald stimulusok
hatdsara egy lassan aktivalodo, inaktivaciot nem mutatd aramféleséget produkaltak.
Ezen a4ramkomponens elektrofizioldgiai tulajdonséagai, kiilondsképpen az igen
pozitivnak adodott megfordulasi potencidlja (-32 mV) egyértelmiien jelezték, hogy
létrehozasaért a hiperpolarizacio-aktivalt ciklikus-nukleotid altal kapuzott csatorndk
aktivitasa felelds. Az altalunk megfigyelt megfordulési potenciadlhoz hasonlo értékekrol
szamoltak be a nucleus corporis trapezoidei fosejtjeirél (Banks és munkatarsai, 1993),
hippocampdlis neuronokrél (Halliwell és Adams, 1982) és a macska sensorimotoros
cortex egyes neuronalis strukturairdl (Spain és munkatérsai, 1987) elvezetett h-aram
eseteiben.

A reverzalpotencial értéke mellett a piramis-sejtek hiperpolarizacio hatasara
aktivalodo aramdnak farmakologiai sajatossagai is annak kevert kation jellegére utaltak;
a csatorndk hatékonyan gatolhatonak bizonyultak mind 1 mM CsCl alkalmazéséaval
(Bader és munkatarsai, 1982; Mayer és Westbrook, 1983; Schlichter és munkatarsai,
1991; Banks ¢és munkatarsai, 1993), mind a HCN-csatornak specifikus gatlészerének
tartott ZD7288 alkalmazasaval (BoSmith és munkatarsai, 1993; Harris és Constanti,
1995).

Az irodalmi adatok alapjan ugy tlinik, hogy a nucleus cochlearis piramis-
neuronjai mellett a hallorendszer egyéb strukturai is rendelkeznek h-arammal. A
hiperpolarizaci6 hatasara aktivalodé nem-specifikus kationaram jelenlétét sikeriilt
igazolni a belsé szdérsejteken, I. tipusi ganglion spirale neuronokon, a nucleus
cochlearis bushy-neuronjain, a nucleus corporis trapezoidei fOsejtjein és az oliva
superiort felépitd idegsejteken (Banks és munkatérsai, 1993; Golding ¢s munkatarsai,
1999; Bal és Oertel, 2000; Cuttle és munkatarsai, 2001; Szab6 és munkatarsai, 2003).

Régota ismeretes volt az a tény, hogy a nucleus cochlearis dorsalisba szurt
mikroelektrodakkal még a mag teljes deafferentacidja utan is lehet akcids potencialokat
rogziteni, azonban ezen spontan aktivitds forrasara vonatkozdlag megosztott volt a

tudomanyos kozvélemény. Jelen munka arra vildgitott rd, hogy az izolalt, taléld
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agyszeletekben elhelyezkedd piramis-neuronok spontan aktivitdssal rendelkeznek. A
kisérleti eredmények alapjan azt is megéllapithattuk, hogy a nucleus cochlearis dorsalis
korabban leirt spontan aktivitasdnak hatterében (legalabbis részben) a piramis-neuronok
intrinsic aktivitdsa all, amit a h-aram jelenléte tart fenn. Emlitést érdemel, hogy a h-
aram jelenléte szdmos nem-neuronalis (pl. szivizom; DiFrancesco, 1993) €és neuronalis
(McCormick ¢és Pape, 1990; Bal és McCormick, 1997) struktira szamara biztositja a
spontan aktivitas képességét.

Elfogadva a piramis-sejtek h-aramanak jelenlétét és annak kapcsolatat a sejtek
spontan aktivitasaval, két érdekes probléma fogalmazhatd meg:

1. Honnan szarmazhat a piramis-neuronok ZD7288 (és CsCl) rezisztens

aktivitasa (ami a teljes aktivitds mintegy 25 %-a)?

2. Mi lehet annak a magyarazata, hogy a hallorendszer egyéb strukturai,
amik ugyancsak bizonyitottan rendelkeznek HCN arammal, spontan
akcios potencidlokat nem képesek létrehozni (pl. a bushy-neuronok)?

Bar a fenti kérdések pontos és minden kétséget eloszlato megvalaszolasa még
tovabbi kisérletek elvégzését teheti sziikségessé, valdszinlinek latszik, hogy a piramis-
neuronokon tulmenden mas strukturak (elsésorban a nucleus cochlearis dorsalis egyes
interneuronjai) is rendelkezhetnek a spontan aktivitas képességével. Ezek a neuronok
mélyebben helyezkedhetnek el az agyszeletben, igy az alkalmazott gétloszerekre
kevésbé érzékenyek, ugyanakkor szinaptikus kapcsolataik révén képesek a piramis-
sejteket bizonyos mértékben aktivalni. Ez a teoria Osszhangban all azokkal a
véleményekkel, amik szerint a nucleus cochlearis szemcsesejtjei is hozzajarulhatnak a
mag spontdn aktivitdsdnak fenntartdsdhoz.

A masodik kérdés megvalaszolasdhoz a  piramis-neuronok  felszini
membranjaban taldlhatd, h-aram kialakitasaért felelés ioncsatornak molekularis
szerkezetének feltérképezése lehet a kulcs, amit jelen tanulméanyban immunhisztokémiai
modszerek alkalmazasaval tettlink meg. Ismeretes, hogy a h-aram kialakitasaért felelds
HCN-csatorndk  négy  lehetséges alegység (HCN1-HCN4) homo-  vagy
heterotetramerikus 0sszeszerelddésével johetnek létre (Santoro €s munkatérsai, 1997;
Santoro ¢s munkatarsai, 1998; Ludwig és munkatarsai, 1998; Ludwig és munkatarsai,
1999; Ishii és munkatarsai, 1999; Seifert és munkatarsai, 1999). Az egyes alegységek
altal alkotott homotetramerikus struktirak meglehetdsen eltéré elektrofizioldgiai
sajatossagokkal rendelkeznek. A nucleus cochlearis piramis-neuronjai altal expresszalt

HCN-csatornak elektrofiziologiai sajatossagai (kivaltképpen a hiperpolarizacio hatasara
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aktivalodo aram aktivacios kinetikaja) arra utaltak, hogy azok bizonyosan nem lehetnek
HCNI1 homotetramerek. Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei ezt a
feltétezésiinket megerdsitették, és ramutattak, hogy a piramis-neuronok sejtfelszini
membranjaban valamennyi olyan HCN-alegység megtalalhat6, ami ellen a kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetd ellenanyag l1étezik (HCN1, HCN2 ¢s HCN4). Ezen, a HCN-
alegységek jelenlétére vonatkozd megallapitasaink tokéletes Gsszhangban allnak azon
korabbi megfigyelésekkel, miszerint a HCNI-, HCN2- és HCN4- alegységekre
specifikus mRNS kimutathaté a nucleus cochlearis teriiletén (Santoro €s munkatarsai,
2000).

A jelen munka eredményei alapjan az is felvethetd, hogy a piramis-neuronok
HCN2/HCN4 heterotetramer csatornakkal is rendelkezhetnek, hasonléan a thalamicus
kapcsoloneuronok esetében megfigyelt szituaciohoz (Bal és McCormick, 1997).
Tekintettel arra, hogy a thalamicus kapcsoloneuronok ugyancsak képesek spontian
tiizelésre, igen kecsegtetd feltételezésnek tiinik, hogy a neuronalis struktirdk esetében a
HCN2/HCN4 alegység-kombinacid lehet felelds az intrinsic aktivitds kialakitasaért.
Mindezeket figyelembe véve nem kizarhatd, hogy a hallorendszer tobbi tagja azért nem
rendelkezik a spontan tiizelés képességével, mert ezen strukturak membranjaban nem
keriil sor HCN2/HCN4 heteromerek formalodasara. A hipotézis igazoldsa azonban a

nem tul tavoli jovo feladata kell legyen.

4.2. TASK-csatornak jelenlétének és megoszlasanak vizsgdalata ember és patkdany

kozponti idegrendszerében

A TASK-csatornak cerebelldris jelenlétére vonatkozd kisérletes eredményeink
egyik legfontosabb megallapitdsa, hogy a patkdny és az ember cerebellum esetében az
egyes TASK-csatorna tipusok megoszldsa korantsem azonos. Patkdny cerebellum
TASK-1 expresszidjanak vizsgalata soran igen erds reakcidt tapasztaltunk a Purkinje-
sejteken €s a pia mater teriiletén, valamint a cerebellaris astrocytak esetében. Némileg
gyengébb, de egyértelmlien pozitiv immunfestést mutatott a molekularis és a
szemcsesejtes réteg is. Ezen megallapitasok teljes Osszhangban éllnak Kindler és
munkatarsai (2000) megallapitasaival, akik a TASK-1 immunreaktivitds hasonld
megoszlasarol szamoltak be patkany cerebellumbol szarmazod metszeteken. A két
munkacsoport altal bemutatott eredmények azonossdga azért nagyon fontos, mert a

TASK-2 immunreaktivitds soran az irodalmi adatoktdl némileg eltéré eredményrdl
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szamoltunk be, a TASK-3 csatornak cerebellaris megoszlasat pedig elsdként vizsgaltuk,
igy fontosnak tartottuk annak demonstralasat, hogy az altalunk alkalmazott technikéval
reprodukélhatdk a kordbban masok altal nyert adatok.

Ugyancsak igazolni tudtuk a cerebellaris astrocytak Millar és munkatarsai (2000)
altal bemutatott azon képességét, hogy a TASK-1 csatorndk expressziojat
szovettenyészeti koriilmények kozott is mutatjak. Ezen tdlmenden, a jelen disszertacio
alapjaul szolgél6é tudomanyos munka soran azt is bemutattuk, hogy a patkény kézponti
idegrendszerének egyéb strukturaibol (hippocampus, nucleus cochlearis) izolalt
astrocytak is rendelkeznek TASK-csatorndkkal, azaz a gliasejtek TASK-expresszioja
egy altalanos, lokalizaciotdl fiiggetlen sajatossagnak tiinik.  Bar Karschin ¢és
munkatarsai (2001) eredményei megmutattak, hogy a TASK-csatorndk egyes tipusaira
specifikus mRNS megtalalhaté a nucleus cochlearis teriiletén, a mi munkacsoportunk
bizonyitotta elsdként ezen csatornak fehérje szintli expresszidjat a nucleus cochlearis
egyik morfolodgiailag azonositott sejttipusaban.

A TASK-2 csatorndk patkdny cerebellumban tapasztalhatdé megoszlasanak
vizsgélata soran a rendelkezésre allo irodalmi adatokkal (Gabriel és munkatarsai, 2002)
jorészt megegyezd megallapitasra jutottunk. Az egyéb strukturdknal erdteljesebb
TASK-2 pozitivitast tapasztalhattunk a Purkinje-neuronok esetében, mig a
szemcsesejtes- €s a molekularis rétegben gyengébb reakciot regisztralhattunk. A jelen
munka eredményeit dsszevetve a Gabriel és munkatarsai (2002) altal kozolt adatokkal,
két figyelemre mélto kiilonbséget tapasztalhattunk. Egyrészt a Purkinje-sejtek TASK-2-
specifikus immunreaktivitasa alkalmanként gyengébbnek adddott a jelen tanulmanyban.
Ugy véljiik, hogy a jelenség oka az altalunk alkalmazott hattérfestés volt, ugyanis
azokban az esetekben, amikor a hematoxilines hattérfestést nem alkalmaztuk (pl.
fagyasztott metszetekben, kettés immunjelolések alkalmaval) a Purkinje-sejtek igen
intenziv TASK-2 specifikus reakcidot mutattak. A masik igen Iényegesnek mondhato
eltérés az eddigi adatokhoz képest, hogy a jelen munkdban egyértelmii pozitivitast
tapasztalhattunk az astrocytdk TASK-2 expresszidjanak vonatkozéséban, szemben a
Gabriel és munkatarsai (2002) altal kozolt eredményekkel, ahol a szerzOk nem
szamoltak be TASK-2 pozitivitasrél a GFAP-val jelolt sejteken. Tekintettel a két
munkacsoport altal k6zolt, gydkeresen eltérd eredményre, nagy gondot forditottunk az
astrocytdk TASK-2 expresszidjanak megerdsitésére. Megitélésiink szerint az alabbi
pontok bizonyitjdk, hogy az altalunk latott astrocyta TASK-2 pozitivitds valos

eredményeket tiikkroz, €s nem egy miitermékrdl van szo:
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1. A FITC- és a DAB-konjugalt immunreakciok azonos, pozitiv eredményt
adtak. Nem tapasztaltunk immunreakcidt az elsddleges antitestek hianyaban
vagy az elsddleges antitestekre specifikus blokkold peptid jelenlétében, ami
alapjan kizarhat6 a masodlagos antitestek aspecifikus kotddése.

2. A TASK-2 csatorndk kiilonbozd epitdpjaira specifikus, kiilonbozo fajban
termeltetett, kiilonb6zd cégtdl szadrmazo elsddleges antitestek teljesen
egybecsengd eredményt adtak.

3. Az immunreakcié szovettani metszeteken is és szovettenyészeti koriilmények
kozott is demonstralhato volt.

4. Az egyéb molekularis bioldgiai vizsgalomodszerek ugyancsak igazoltdk az
astrocytatenyészetben torténd TASK-2 expressziot mind mRNS (RT-PCR),
mind fehérjék (Western-blot) szintjén.

5. A szoOvettani metszetekben latott, a TASK-2 immunreaktivitas intenzitasaban
tapasztalt regionalis kiilonbségek ugyancsak az aspecifikus kotddés ellen

szOlnak.

A fenti pontok alapjan meggy6zd6désiink, hogy az astrocytak altalunk tapasztalt
TASK-2 specifikus festddése valodi reakcidt takar. Megitélésiink szerint a kisérleti
eredmények kiilonbozdségének harom lehetséges oka lehet. Felmeriilhet az alkalmazott
allatok életkoranak esetleges kiilonbozdsége, hiszen korabban mar jelezték a TASK-1
csatorndk expresszidjanak életkorfiiggését (Brickley €és munkatarsai, 2001). Ez a
lehetdség azonban nem til valoszinii, hiszen a jelen munkaban sor kertilt fiatal (néhany
napos) ¢€s 1dds (30 napos) patkdnyok vizsgalatira egyarant, és minden esetben
tapasztaltuk az astrocytdk TASK-2 pozitivitasat. A masodik lehetséges ok az egyes
munkacsoportok altal hasznalt patkénytorzsek kiillonbozdsége (Sprague-Dawley és
Wistar), de f616ttébb kétségesnek tiinik, hogy a két torzs ennyire kiilonbdzne egymastol,
igy ezt a magyarazatot is elvetettilk. A harmadik (és legvaldsziniibb) magyarazat a
formalinos fixalas koriilményeire vonatkozik.

Régota ismert, hogy az univerzalis fixadloszerként alkalmazott formaldehid a
szokasosan alkalmazott foszfatpufferben metilén-glikolld alakul, és tulajdonképpen ez
amino-, imino-, amido-, peptid-, guanidil-, karboxil- és SH-csoportjaival, valamint azok
aromas gytriivel (Nitschmann és Hadorn, 1944; Fraenkel-Conrat és munkatarsai, 1947,

Fraenkel-Conrat és Olcott, 1948a,b; Fraenkel-Conrat ¢s Mecham, 1949), ¢és
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crer

soran azonban nem pusztan a fehérjék immobilizacidja torténik, hanem mélyrehato
valtozasok kovetkeznek be azok madasodlagos, harmadlagos ¢és negyedleges
strukturdjaban is, ami elrejtheti az elsédleges ellenanyagok tdmadaspontjaul szolgalo
epitopokat. Mivel a fenti folyamat nemritkan okozza gyenge vagy dal-negativ
immunreakciok kialakulasat, a formalinos fix4cid utan altaladban javasolt valamilyen
antigénfeltards alkalmazasa. Az antigénfeltdrdsra szolgadlé technikdk a pH
modositasaval (akar csokkentett, akar megnovelt), hoéhatassal vagy valamilyen
proteolitikus enzim alkalmazasaval probaljak meg az epitopot ,,kicsomagolni” és azt az
elsédleges ellenanyag szamara ,,Jathatova” tenni. Mivel a jelen munkéban is sor kertilt
formalinban fixalt metszetek tanulmdnyozasara, a kisérletek kezdetén nagy gondot
forditottunk az optimalis antigénfeltarasi technika megtaldlasara, amint azt Montero
(2003) is javasolja; a kisérletek tovabbi részében azutdn azokat rendszeresen
alkalmaztuk. Mivel Gabriel és munkatarsai (2002) nem tesznek emlitést barmiféle
antigénfeltaras alkalmazésara, igy valosziniinek tartjuk, hogy ennek hianya okozhatta az
astrocytak altaluk megfigyelt TASK-2 negativitasat.

Kiilonoés modon Karschin és munkatarsai (2001) nem tapasztaltak TASK-1- és
TASK-3-specifikus in situ hibridizaciot sem a cerebellaris Purkinje-sejtek, sem annak
molekularis rétege esetében. Tekintettel a Kindler és munkatarsai (2000; TASK-1),
valamint a mi munkacsoportunk (TASK-1 és TASK-3) altal tapasztalt, fehérje szintii
vizsgalatok erds pozitivitdsara, igazolddni latszik az a tétel, hogy egy adott fehérjére
specifikus mRNS jelenléte vagy hidnya nem sziikségképpen tiikrozi a fehérjeproduktum
jelenlétét vagy hianyat.

Az astrocytdk TASK-expressziojat részletesebben is tanulmanyoztuk a patkany
agyanak kiilonboz6 teriileteibdl (cerebellum, hippocampus, nucleus cochlearis) izolalt,
szovettenyészeti koriilmények kozott fenntartott sejteket alkalmazva. Megallapitottuk,
hogy bar a patkany agyabol izolalt astrocytdk mindharom vizsgalt TASK-csatornat
expresszaltadk (a TASK-1 tipust a legerételjesebben, a TASK-2 és TASK-3 tipusokat
gyengébben) az astrocytdk két fo valtozata, az un. GluR- és GluT-tipusu astrocytak
(Matthias €s munkatarsai, 2003) jelentdsen kiillonboztek egymastol a TASK-expresszio
tekintetében. Mig a GIuT sejtek igen intenziv TASK-1 reakciot adtak, a GluR sejtek
TASK-1-specifikus immunfestddése gyengébbnek mutatkozott.

Az astrocytak két tipusan végzett elektrofiziologiai méréseinkkel a TASK-

csatornak aktivitdsa is igazolhatdé wvolt. Bar a TASK-csatorndk specifikus

52



jelentdségének meghatdrozasa a gliasejtek esetében még szamos tovabbi kisérletet
igényel, az mindenképpen feltételezhetd, hogy a TASK-csatorndk és a rajtuk keresztiil
torténé K'-mozgas igen fontos szereppel birhat a neuronok kozelében bekdvetkezd
extracellularis K'-koncentracié-emelkedések kompenzalasaban.

A jelen munka arra is ramutatott, hogy az astrocytdk TASK-specifikus
immunjeldlése egy igen finom, héaldzatszerli mintadzat kialakuldsdhoz vezetett, amirdl
konfokalis mikroszkdpia alkalmazédsaval bebizonyosodott, hogy intracelluléris festédést
takar. Tovabbi vizsgélataink azt is igazoltdk, hogy a TASK-csatorndk egy része az
endoplasmaticus reticulum membranjaban talalhat6. Emlitésre érdemes, hogy TASK-1-
specifikus DNS-sel transzfektalt COS-sejtek esetében mar beszdmoltak arrdl, hogy ott a
TASK-1 csatorndk az endoplasmaticus reticulum és a sejtfelszini membran kozott oda-
vissza vandorolnak (Girard és munkatarsai, 2002). A jelen tézisekben végzett munka
eredményei arra utalnak, hogy a TASK-csatorndk ezen mozgasa (ami a sejtfelszini
membranban talalhat6 TASK-denzitds gyors és hatékony modositasat jelentheti)
fiziologias koriilmények kozott (azaz nem transzfektalt sejteken) is jelen lehet. Tovabbi
vizsgélatokat igényel viszont annak tisztdzasa, hogy az endoplasmaticus reticulum
membranjaban elhelyezkedé TASK-csatorndk csupan egy gyorsan mobilizalhato
tartalékként funkciondlnak, aminek mobilizdldsa révén a sejtfelszini membranban
elhelyezkedd csatorndk szdma igen gyorsan ndvelhetd, vagy a TASK-csatornak
specialis szerepet jatszanak az endoplasmaticus reticulum membranja altal koriilhatarolt
tér és a cytoplasma tobbi része kozotti K'-mozgasban. Utobbi felvetés esetleg
megmagyarazhatja a hossza 1d6 ota sejtett, am mindezidaig kisérletesen nem igazolt
tényt, hogy az endoplasmaticus reticulum belseje ¢és a cytoplasma kozott jelentds
potencialkiilonbség nem alakulhat ki. A TASK-csatornak intracelluldris membranokban
tapasztalhatd jelenléte ugyancsak magyarazatot adhat a kiilonb6z6 kompartmentekbol
t6rténé Ca”" kidramlasat kompenzalé ionmozgasok kialakuldsara.

Kiilonosen jelentdsnek tartjuk a jelen munka azon megéllapitdsait, amik az emberi
cerebellumban torténd TASK expressziora vonatkoznak. Igen fontosnak véljiik, hogy
az altalunk taldlt TASK-1, TASK-2 és TASK-3 expressziés mintazat tokéletes
Osszhangban all a Medhurst ¢s munkatarsai (2001) altal k6zolt mRNS megoszlasi
mintazattal, nevezetesen a TASK-3 expresszio bizonyult a legjelentdsebbnek, a TASK-
1 immunpozitivitds jelentds, &m kevésbé erdteljes volt, mint a TASK-3; ugyanakkor

TASK-2 specifikus immunfestés alig volt tapasztalhatdo. Bar a protein szintii és az
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mRNS szintii expresszid nem mindig van Osszhangban, a human cerebellumban
tapasztalt egyezés foltétlentil emlitésre érdemes.

Az emberi cerebellumban tapasztalt TASK megoszlds szamos olyan kérdést vet
fol, aminek tanulményozasa a jovo feladata kell legyen. Mi lehet annak az oka, hogy
olyan jelentds kiilonbség tapasztalhatdo a patkdny és a humén cerebellum TASK-3
megoszladsdban? Ismeretes, hogy a két csatorna kozeli rokonsagban all egymassal,
mintegy 60%-os szekvenciahomologiadt mutatva (Kim és munkatarsai, 1999; Rajan és
munkatarsai, 2000; Czirjak és Enyedi, 2002; Talley és munkatarsai, 2002), hasonld
funkcionalis jellegzetességekkel. Milyen olyan (eddig vélhetéen még nem felismert)
funkcioja lehet a TASK-3 csatornanak, ami miatt az emberi cerebellumban joval
intenzivebben expresszalodik, mint a patkanyéban? Miért nincs sziikség a TASK-2
csatorndra az emberi cerebellumban, mikézben a patkdnyéban szamottevd
mennyiségben expresszalodik? Az emberi cerebellumban (kiilondosen a Purkinje
sejteken) tapasztalhatd intenziv TASK-1 ¢és TASK-3 festddés annak is felveti a
lehetdségét, hogy ezen struktirdkban esetleg TASK-1/TASK-3 heterodimerek
kialakulédsara keriilhet sor (Czirjak és Enyedi, 2002; Kang és munkatarsai, 2004).

A két fajban tapasztalt megoszlasbeli differencia arra is rdiranyitja a figyelmet,
hogy nagy oOvatossaggal kell kezelni a TASK-csatorndk expresszios mintazatara
vonatkoz6, am kiillonféle kisérleti allatokbol szarmazd adatokat, mivel azok nem
feltétlentil tliikrozik az emberi kozponti idegrendszerben (vagy altalanossdgban az

emberi szoveteken) tapasztalhato helyzetet.
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OSSZEFOGLALAS

A nucleus cochlearis nem pusztan a nervus acusticus akcidspotencial-
mintazatdnak egyszeri tovabbitdja, hanem a hallasi informécio feldolgozasanak elsd
agytorzsi allomasa is. A nucleus cochlearist felépité neuronok miikddésében jelentds
szerepet jatszanak a hiperpolarizacio-aktivalt nem-specifikus kationaram hatterében allo
HCN csatornédk, valamint a ,,szivargo” K" -aramért felelds, a sejtek bemend ellenallasat
és ingerlékenységét meghatarozo TASK csatornak.

Jelen munkéban bizonyitottuk, hogy a nucleus cochlearis piramis-neuronok
spontan aktivitdssal rendelkeznek. A piramis-sejtek (hasonléan a hallopalya mas
neuronjaihoz) sejtfelszini membranjukban expresszaljak a h-aram kialakulasaért felelds
HCN-csatornakat. Az aram gatlasa a spontan aktivitas frekvenciajat jelentds mértékben
csokkentette, ami arra utal, hogy a HCN-csatornakon folyd aram nagymértékben jarul
hozza a piramis-sejtek spontan aktivitdsanak kialakuldsdhoz. A piramis-neuronok
HCN-csatornainak immuncitokémiai vizsgalata megmutatta, hogy azok felépitésében a
HCNI, HCN2 és HCN4 alegységek egyarant szerepet jatszanak.

Munkank tovabbi részében a TASK-csatornak eléfordulasat vizsgaltuk kiilonb6zo
kozponti idegrendszeri preparatumokon. Patkdny cerebellumban a TASK-1, -2 és -3
csatornak expresszalddtak a Purkinje-sejteken, a molekularis és szemcsesejtes rétegben,
valamint az astrocytdkban. A TASK-1, -2 és -3 csatorndk expresszidja cerebellaris,
hippocampdlis és nucleus cochlearisbol készitett astrocytatenyészeteken is kimutathatod
volt. A TASK alegységek funkcioképes csatornava torténd Osszeszerelddését
elektrofiziologiai mérésekkel is aldtdmasztottuk. A GIuT és GluR astrocytak TASK-1
festddésében némi kiilonbséget tapasztaltunk: az eldbbi erdsebb, utdobbi gyengébb
expressziot mutatott.  Bizonyitottuk, hogy a TASK-pozitivitds jelentds része
helyezkedik el az astrocytdk endoplasmaticus reticulumanak membranjaban. A humén
cerebellum immunhisztokémiai vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy itt a TASK-3
festddés a legintenzivebb, bar a TASK-1 is jelen van. A human cerebellum TASK-2
expresszioja igen gyengének bizonyult. Eredményeink egyebek kozott ramutattak,
hogy a TASK-csatorndk megoszlasa hasonld, de nem azonos a patkany és emberi
cerebellumban, igy a ragcsalokrol nyert immunhisztokémiai adatok csak kelld

korultekintéssel alkalmazhatok a human szovetekre.
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SUMMARY

The cochlear nucleus is not a simple relay station responsible for passing the
incoming activity pattern of the auditory nerve, but it is the first structure performing an
analysis of the auditory stimuli. It has been noticed earlier that the hyperpolarization-
activated non-specific cationic current as well as the current produced by the activity of
the TASK channels have important roles in maintaining the function of the neurones,
especially as the activity of the TASK channels is responsible for determining the input
impedance and hence excitability of the neurones.

In the present work we provide evidence that the pyramidal cells of the dorsal
cochlear nucleus have spontaneous activity. Similarly to other structures of the auditory
pathways, pyramidal cells express HCN channels in their surface membrane. The
activity of the HCN channels is responsible for the genesis of the h-current, whose
inhibition markedly reduced the frequency of spontaneous activity of the pyramidal
cells, indicating that it had important contribution to the genesis of the intrinsic firing.
The immunocytochemical investigation of the pyramidal HCN channels suggested that
HCNI1, -2 and -4 subunits all contribute to their assembly.

In the subsequent part of our work the expression pattern of the TASK channels
has been studied in the central nervous system. The rat cerebellum possessed all three
investigated types (TASK-1, -2 and -3) of TASK channels. The Purkinje cells, granule
cell layer, molecular layer and astrocytes all exhibited TASK immunopositivity.
Expression of TASK-1, -2 and -3 channels could also be demonstrated in astrocyte
cultures prepared from the cerebellum, hippocampus and cochlear nucleus. The results
of our functional studies confirmed the presence and activity of the TASK channels in
the astrocytes.  Difference could be observed in the intensity of TASK-1
immunolabelling exhibited by the GIuT and GluR astrocytes; as GluT cells showed
stronger TASK-1 positivity than GluR ones. We also provided evidence that a
significant number of TASK channels are situated in the membrane of the endoplasmic
reticulum. The immunohistochemical experiments on human cerebellum showed
particularly strong TASK-3 positivity. TASK-1 channels were also present here, and
only weak TASK-2 specific immunoreactivity could be observed. Our results indicate

that the distribution of TASK-channels is similar but not identical in the human and in
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the rat cerebellum; hence data obtained from rodents should be adapted to the human

brain with caution.
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