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BEVEZETES

A nucleus cochlearis alapvetd szerepet jatszik a hangingerek kozponti idegrendszeri
feldolgozdsdban, hiszen ez az a struktdra, ahol a nervus acusticus 4ltal szallitott
akciéspotencidl-mintdzat elsddleges analizise elkezdddik. A mag fiziologids miikkodésének
tanulmdnyozdsa sordn fontos felismerés volt, hogy a benne taldlhaté projekciés neuronok
kiillonbozé moédon reagélnak az Oket érd stimuldcidra, ily médon jarulva hozza a nucleus
cochlearis jelfeldolgozd, integrald és jeltovabbité mitkodéséhez.

A nucleus cochlearis dorsalis részének legfontosabb projekcids neuronjat a piramis-
sejtek képezik. A piramis-sejtek haromszogletli, mintegy 20-25 um atmérdjii sejttesttel, és az
ebbdl induld apicalis és basalis dendritfaval rendelkeznek. Az apicalis dendritfa a nucleus
cochlearis szemcsesejtjeitdl, a basalis nydlvanyok pedig a halléideg befuté rostjaitél kapnak
serkentd hatdsud, glutamaterg bemenetet. Az eddigi vizsgalatok eredményei ramutattak, hogy
a piramis-neuronok igen komplex jelanalizisre képesek, hiszen a pillanatnyi
membréanpotencidljuktél, igy végsdsoron az éppen aktivdlhatdé ioncsatorndk mindségétdl
fliggden, gyokeresen kiilonb6z0 akcidspotencidl-mintdzat kialakitdsara képesek. A piramis-
sejtek viselkedése és jelfeldolgozé miikddése ezdltal €lesen kiillonbozik a nucleus cochlearis
masik kiemelkedd jelentOségli projekcids neuronjira, az tUn. bushy-sejtekre jellegzetes
valasztol. Kordbbi vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy a piramis-sejtek sajatsagos aktivitdsanak
hatterében 4tmenetileg aktivalédo, depolarizdcié hatdsdra megnyilé K'-csatorndk; lassd
inaktivaciét mutaté (dn. kései tipusti) K'-dramok; perzisztens Na‘-csatorndk és kiilonb6zd
tipusu Ca’*-dramok (T-, P/Q-, L-, N- és R-tipus) allnak.

A piramis-sejtek mdsik, a bushy-sejtekétdl ugyancsak eltéré tulajdonsiga, hogy
spontdn aktivitdssal rendelkeznek, aminek a pontos eredete mindeziddig tisztdzatlan. Egyes
vélemények szerint a piramis-neuronok sajat, intrinsic ingerképz6 sajatsaggal rendelkeznek;
mas szerzOk ugy vélik, hogy a piramis-neuronok spontdn aktivitisa csak egyes, veliik
szinaptikus kapcsolatban all6 strukturdk aktivitdsdnak kovetkezménye. A kérdés
megvialaszoldsat nem segiti, hogy az 6ndll6 aktivitdssal rendelkezd sejtféleségek esetében
gyakorta expresszalod6 aramféleség, a hiperpolarizdcié hatdsara aktivalédé nem-specifikus
kationdram (ami pl. a sinuatrialis csomé spontdn aktivitasaért is felelds) kialakuldsaért felelos
ioncsatorndk (hiperpolarizicié-aktivalt ciklikus-nukleotid altal kapuzott [HCN] csatorndk)
expresszidjat a hallorendszer szdmos struktirdjaban kimutattdk, &m a létiikre €s aktivitasukra

vonatkozé vizsgédlatok piramis-neuronok esetében nem torténtek. Mindezekbdl kiindulva,



vizsgalataink egyik részében a piramis sejtek spontan aktivitasat és az annak esetleges forrasat
jelentd ioncsatorndk vizsgélatit végeztiik el.

A leglijabb kisérletes adatok szerint a sejtfelszini membrdn nyugalmi K'-
konduktancidjanak, igy a kiilonb6z6 sejtek nyugalmi membranpotencidljanak, bemend
ellendlldsanak (valamint ingerlékeny struktirdk esetében excitdbilitdsdnak) kialakitasaért egy
igen sajatsagos molekuldris szerkezetli K'-csatornaféleséghez tartozé molekuldk, az un.
TASK-csatornak (TWIK-releated acid sensitive K" channel; TWIK: twin-pore in weak
inward rectifier K™ channel) felelések. Mivel a TASK-csatondk egyes tipusaira specifikus
mRNS-t nagy mennyiségben mutattak ki a hallérendszer kiillonboz6 teriiletein, egyebek kozott
a patkdny nucleus cochlearisdban is, logikusnak tlint azt feltételezni, hogy a nucleus
cochlearis f6 projekciés neuronjainak miikodésében ezen ioncsatorndk is fontos szerepet
jatszhatnak. A célzott és a nucleus cochlearis egyes konkrét neuronjait érintd vizsgélatokat
megeldzden azonban sziikségesnek lattuk tisztdzni, hogy a gliasejtek expresszdljak-e ezen
ioncsatorndkat, hiszen a neuron-glia kolcsonhatds (és minden azt moddosité tényezd)
jelentdsen befolydsolhatja az idegsejtek miikodését. Mivel lehetdségiink nyilott arra, hogy a
TASK-csatorndk egyes tipusainak megoszldsat a human kozponti idegrendszer esetében is
tanulmanyozzuk, elsOként szolgdltatva ezdltal tudomanyos adatokat a TASK-csatorndk
emberi agyban fellelhet lokalizacidjardl, kompromisszumos megoldasként a cerebellumot
valasztottuk vizsgdlataink f6 célpontjdul. Dontésiinket az indokolta, hogy a cerebellum egy
konnyen azonosithatd, viszonylag egyszerii szovettani szerkezetli, ugyanakkor a nucleus
cochlearisszal fejlédéstani rokonsdgban allé képlet. Ez a vélasztds azért is szerencsésnek
bizonyult, mivel voltak irodalmi adatok a TASK-csatorndk egyes tipusainak patkiny
cerebellumban megfigyelhetd megoszlasardl, igy lehetdségiink nyilt az ember és patkany
kozotti, TASK-expresszi6 szintjén fellelhetd kiilonbségek megfigyelésére és leirdsara.

A tézisekben végzett munka sordn az aldbbi konkrét kérdésekre prébaltunk valaszt
keresni:

1. Kimutathat6-e patkdny nucleus cochlearisdabdl izoldlt, tiléld agyszeleteken a
piramis-neuronok spontdn aktivitasa?

2. Expresszéljak-e a piramis-neuronok a spontdn aktivitds hatterében gyakran
meghtiz6d6 HCN-csatorndkat? Ha igen, milyen elektrofiziol6giai és farmakoldgiai
tulajdonsagok jellemzik a kérdéses csatorndkat és az dltaluk létrehozott iondramot?

3. Van-e Osszefiiggés a HCN-csatorndk jelenléte és miikddése, valamint a piramis-

neuronok spontéan aktivitasa kozott?



4. Tudunk-e informdaciéval szolgdlni a nucleus cochlearis piramis-sejtjeinek HCN-
csatorndit felépitd alegységek tipusara vonatkozolag?

5. Kimutathat6-e a nucleus cochlearis astrocytakbdl készitett tenyészeteken a TASK-
1, TASK-2 és TASK-3 csatorndk jelenléte? MegerdsithetOk-e az immuncitokémiai
adatok funkciondlis (a TASK-csatorndkon &t foly6 iondaramokat célz6) vizsgalatokkal?

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 sorolhaté astrocytdk barmilyen kiilonbséget
a vizsgalt TASK-csatorndk expresszidjdnak vonatkozasiban?

8. Jelen vannak-e, és ha igen, milyen megoszlasban a kiilonboz6 TASK-csatorndk az
emberi cerebellumban?

9. Kimutathat6-e barmilyen kiilonbség a TASK-csatorndk megoszldsdban az emberi

és a patkanybdl izolélt cerebellum kozott?



MODSZEREK

Az elektrofizioldgiai méréseket részben 8-14 napos Wistar patkdnyok nucleus
cochlearisabodl készitett, 100-200 um vastagsadgu szeleteken; részben 3-8 napos egyedekbdl
enzimatikus moddszer alkalmazdsdval izoldlt astrocytdkbol készitett szovettenyészeteken
végeztilk. Az akcids potencidlok és a membranpotencidl valtozdsainak rogzitése a patch-
clamp technika teljes-sejtes konfigurdcigjanak alkalmazasdval tortént. A szeletekben
elhelyezkedd piramis-neuronok kétséget kizaré morfolégiai azonositdsara a pipetta-oldatban
taldlhaté Lucifer Yellow fluoreszcens festék szolgdlt. A szeletekben torténd mérések sordan
vagy Nomarski-optikat vagy (a fluoreszcens festékkel vald feltoltés utdn) epifluoreszcens
megvilagitast alkalmaztunk.

A HCN-csatorndk alegységosszetételének meghatdrozasa végett HCN1-, HCN2- és
HCN4-specifikus immunreakciét alkalmaztunk enzimatikus moddszerrel izoldlt piramis-
neuronokon.

A TASK-1, TASK-2 és TASK-3 csatorndk expresszidjat astrocyta-tenyészeten vagy
4 um vastag szovettani metszeteken tanulmanyoztuk. Az astrocytatenyészet a vizsgédlatok
végzésekor altalaban 4-5 napos volt, €s 70-80%-os konfluencidt mutatott. Az immunkémiai
vizsgdlatok soran gliaspecifikus antigének (anti-GFAP; glial fibrillary acidic protein)
jelenlétének meghatdrozaséara is sor keriilt a sejtek egyértelmili azonositdsa végett. Mind a
GFAP-, mind a TASK-specifikus immunreakciét fluoreszcens fluoroférral (FITC) konjugélt
masodlagos antitestek alkalmazasdval tettiik lathatéva. Az astrocytatenyészetek dltal mutatott
immunreakciét immunfluoreszcens vagy konfokdlis lézermikroszkép alkalmazdsdval
rogzitettiik. Az immuncitokémiai eredményeket Western-blot €s RT-PCR-reakciok
elvégzésével is megerdsitettiik.

Az astrocytatenyészetek vizsgdlata sordn alkalmanként sor keriilt a sejtek pDsRed2-
ER vektorral torténd transzfekcidjira is, a TASK-csatorndk endoplasmaticus reticulumban
torténd kifejezodésének igazoldsa végett. A transzfekcié utdn 24 O6raval a tenyészetet
formalinnal fixdltuk, majd elvégeztik a TASK-specifikus immunfestést. A vOros
(endoplasmaticus reticulumra specifikus) és a zold (TASK-specifikus) képpontok
kolokalizacidjanak mértékét pixelanalizis alkalmazasdval szamszerusitettiik.

Patkany és human cerebellumbdl szarmazé szovettani mintadk vizsgalatakor nem-
fluoreszcens (kromogénes) immunfestést alkalmaztunk. A humdn szovetbdl formaldehid-
fixalt, paraffinba dgyazott metszeteket készitettiink, mig a patkdny cerebellumbdl

formaldehid-fixalt és folyékony nitrogénben fagyasztott metszeteket is alkalmaztunk (a



metszetek vastagsdga minden esetben 4 um volt). A formaldehid-fixalt szovetmintdkat
antigénfeltardsnak vetettiik ald (prondzos kezelés vagy 0,01 M TRIS-pufferben torténd,
mikrohulldma siitében végzett inkubélas).

A szovettani mintdk immunhisztokémiai vizsgdlata sordn alkalmanként kettds
immunjelolést (glia- vagy neuronspecifikus €s TASK-specifikus reakcié kombindldsa) is

végeztiink. A metszetek egy része esetében hematoxilines héttérfestést is alkalmaztunk.



EREDMENYEK

1. A nucleus cochlearis dorsalis piramis-sejtek HCN-dramdnak jelentdosége a jellegzetes

aktivitdsi mintdzat kialakitdsdban

1.1. A HCN-dram dltaldnos jellemzése

A nucleus cochlearis dorsalis piramis-neuronok elektrofizioldgiai vizsgalata sordn az
alkalmazott mikroelektréddkat olyan oldattal toltottiik fel, ami egy fluoreszcens festéket
tartalmazott (Lucifer Yellow). A festék a mérés alatt a sejtbe diffundalt, igy a mérés
végeztével lathatovd valt az éppen vizsgdlt neuron sejttestének alakja, valamint
nyulvanyrendszerének egy tekintélyes része. A piramis-neuronokat a mintegy relative nagy
(mintegy 20-25 pum atméroji), kifejezetten haromszog alaku sejttest, és az annak csticsaibdl
kiindulé apicalis és basalis dendritfa megléte alapjan azonositottuk.

Kisérleteink sordn -60 mV-os tartopotencidlrél alkalmaztunk 2 s hosszisagu
hiperpolarizalé6 impulzusokat a -70 mV és -140 mV kozotti fesziiltségtartoméanyban.
Megfigyeléseink szerint a piramis-neuronok a fenti impulzusprotokoll alkalmazdsanak
hatdsdra egy lassan aktivalédo, befelé irdnyulé dramot produkaltak, amely inaktivaciét nem
mutatott. Az dram megfordulési potencidljit extrapoldciés mddszerrel hataroztuk meg, és az -
32 £ 3 mV-nak bizonyult (atlag + SEM, n=6). Az dram lassu aktivacidja, az inaktivacio
hidnya, valamint megforduldsi potencidlja alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az a
hiperpolarizacié-aktivalt nem-specifikus kationdramnak (I,) felel meg, aminek kialakukasaért
a HCN-csatorndk felelosek.

A piramis-neuronok hiperpolarizaci6 hatdsara aktivdlodé konduktancidjanak
félaktivacios fesziiltsége (Eso) -99 £ 1 mV-nak, az aktivicié fesziiltségérzékenységét jellemzd
meredekségi faktora (s) pedig 10,9 £ 0,4 mV-nak adédott (n=27). A h-dram aktivacios
szakaszdnak illesztésével meghatdroztuk az aktivacios kinetikdt jellemzd idOkonstansok
értékét is. Megallapitottuk, hogy azokat két exponencidlis tagot tartalmazé fliggvénnyel
illeszthettiik a legpontosabban, az aktivaciés idokonstansok értékei a hiperpolarizalé impulzus

nagysagatol fiiggden 150-300 ms (t;) és 800-1500 ms (1) kozott valtoztak.

1.2. A HCN-dram farmakoldgiai vizsgdlata és dsszefiiggése a piramis-sejtek spontdn

aktivitasdaval
Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az extracellularisan alkalmazott CsCl a h-dramot

hatékony gétolja, igy a jelen munkdban is sor keriilt a CsCl hatdsdnak vizsgalatéra.



Megallapitottuk, hogy 1 mM CsCl jelenlétében a piramis-neuronok hiperpolarizacié-aktivalt
aramdnak amplitidéja 85 +9 %-kal csokkent a kontrollhoz képest (-140 mV-os
membréanpotencidl, n = 12). A szer 5 mM-os koncentricidjanak alkalmazdsa sordn a gatlds
mértéke hasonlénak bizonyult (87 + 7%, n = 5).

Kisérleteink sordn a piramis-sejtek nagyobb része (98 vizsgilt sejt koziil 69) spontan
akcidspotencial-tiizelést mutatott. Mivel a h-daramnak fontos szerepet tulajdonitanak a
spontan aktivitds kialakitdsdban, ezért megvizsgaltuk, hogy az azt blokkol6 CsCl milyen
hatdssal van az dltalunk tanulmanyozott neuronok spontin aktivitdsara. Ezen kisérletek sordn
aram-clamp elrendezésben, kiils6 ingerlés nélkiil regisztraltuk a piramis-sejtek spontdn
aktivitdsdt kontroll koriilmények kozott, valamint 1-5mM CsCl jelenlétében.
Megiéllapitottuk, hogy a CsCl hatdsdra az egyes akcids potencidlokat megel6zd lassu
depolarizacié meredeksége csokkent, €s ezzel egyidejlileg 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 ioncsatorndk miikodését is
befolydsolhatja, ezért a vizsgdlatok tovdbbi részében a HCN-csatorndk specifikus
gatloszerének tartott ZD7288 hatdsat is megvizsgaltuk. Eredményeink szerint 10 uM ZD7288
jelenlétében a hiperpolarizacié-aktivalt dram amplitiddja és az azt expresszalé piramis-
neuronok spontdn aktivitdsa a kontroll koriilmények kozott tapasztalt értékek mintegy 20%-

ara csokkent (n = 5).

1.3. A piramis-neuronok HCN-csatorndinak alegység-osszetétele

A piramis-neuronok h-araménak elektrofizioldgiai jellemzésén tilmenden sor keriilt
az azt 1étrehozé HCN-csatorndk alegység-osszetételének immuncitokémiai vizsgalatdra is. A
kisérletek soran a HCN1, HCN2 és HCN4 alegységek ellen termeltetett primer antitesteket
alkalmaztunk. Bdar a piramis-neuronok jellegzetes morfoldgiai sajatsdgai enzimatikus
izoldldst kovetden is jol megfigyelhetdk, az egyes HCN-alegységek jelenlétének
immunkémiai ellen6rzésén til szdmos esetben sor keriilt a neuronspecifikus enoldzra
specifikus immunreakcié kivitelezése is. Az immuncitokémiai vizsgédlatok eredményei
alapjan arra a megéllapitdsra jutottunk, hogy a nucleus cochlearis piramis-sejtjeinek HCN-
aramét kialakité ioncsatorndk Osszeszerelodésében a HCNI1, HCN2 és HCN4 alegységek

egyardnt szerepet jatszanak.



2. TASK-csatorndk jelenlétének és megoszldsdnak vizsgdlata ember és patkdny kozponti

idegrendszerében

2.1. A TASK-immunreaktivitds megoszldsa patkdny cerebellumban

Formaldehid-fixalt, paraffinba dgyazott, patkdny cerebellumdbdl szdrmazé
szovetmintdk immunhisztokémiai vizsgdlata soran megéllapitottuk, hogy abban TASK-I,
TASK-2 és TASK-3 csatornaalegységek egyardnt megtaldlhatok. Kiilondsen erés TASK-1
pozitivitast mutattak a Purkinje-sejtek és a pia mater, de pozitivnak bizonyult a molekuldris és
a szemcsesejtes réteg is. A TASK-2 immunpozitivitdis megoszldsa jorészt megegyezett a
TASK-1-specifikus  reakciééval, &am intenzitdsa anndl gyengébbnek bizonyult.
Megallapitottuk tovdbba, hogy a patkdny cerebellum Purkinje-sejtjei kifejezett TASK-3
pozitivitdssal rendelkeznek, ugyanakkor a molekuldris €s a szemcsesejtes réteg is pozitivnak
bizonyult. Nem tapasztaltunk TASK-3-specifikus jelolést a pia mater teriiletén. Erés TASK-
3 jelolést figyeltiink meg a cerebellum fehérallomédnyaban is.

Fagyasztott metszetekben kettds immunjelolést is alkalmaztunk a cerebellaris
astrocytak esetleges TASK-expresszidjanak tanulmanyozéasa végett. Ezekben a kisérletekben
az astrocytdk azonositdsara GFAP elleni immunreakciot végeztiink, és megallapitottuk, hogy

a cerebellaris astrocytdk TASK-1, TASK-2 és TASK-3 immunpozitivitdst egyarant mutatnak.

2.2. TASK-immunreaktivitds jelenléte szovettenyészetben fenntartott astrocytdikon

A cerebellaris astrocytdk TASK-1, TASK-2 és TASK-3-specifikus immunpozitivitdsat
primer astrocytatenyészeteken végzett immuncitokémiai vizsgalatokkal is megerdsitettiik. A
kiilonb6z6 morfoldgiai jegyek és az egyes sejtek altal mutatott GFAP-pozitivitds mértéke
alapjan lehetévé valt az astrocytdk két tipusdnak (GIluR és GIuT sejtek) elkiilonitése.
Megfigyeléseink szerint a két astrocytatipus egymadstdl némileg eltéré TASK-pozitivitast
mutatott: mig a GluT astrocytdk igen er0s TASK-1 festddéssel rendelkeztek, addig a GluR
sejtek némileg gyengébb (dm bizonyosan pozitiv) TASK-1 expresszidval birtak. A TASK-2
és TASK-3 festddés mindkét tipust astrocytan hasonl6 erdsséglinek, de a TASK-1-specifikus
reakciondl gyengébbnek mutatkozott. Hippocampusbdl €s nucleus cochlearisbél nyert
astrocytakkal inditott tenyészeteken is elvégeztik a TASK-alegységek megoszlasanak és
jelenlétének vizsgdlatit, amik a cerebelldris astrocytdk esetében tapasztalttal teljesen
megegyezd eredményt adtak.

Az astrocytatenyészeteken végzett immuncitokémiai vizsgdlatok eredményeit

molekuléris biolégiai médszerek alkalmazédsaval is megerdsitettiik. Ezen kisérletek sordn



igazoltuk a TASK-1- TASK-2- és TASK-3-specifikus mRNS jelenlétét (RT-PCR), valamint a
megfeleld fehérjék expresszidjat (Western-blot).

Jelen Kkisérletsorozatban sor keriilt a TASK-csatorndk jelenlétének funkcionalis
bizonyit4sara is. Megallapitottuk, hogy az astrocytdk dltal depolarizalé stimulusok hatdsara
produkdlt &dram amplitidéja savas (pH =35,2) extracellularis oldatban a kontroll
aramamplitdidé mintegy 63 +4 %-dra csokkent (n=12), ami a sejtfelszini membranban
elhelyezkedd TASK-csatorndk funkciondlis expresszidjat jelzi. Hippocampalis és nucleus

cochlearisbdl szarmazé astrocytatenyészetek esetén hasonlé megallapitést tehettiink.

2.3. A TASK-csatorndk expresszidja az astrocytdk endoplasmaticus reticulumjdban

Kisérleteink sordn tanulmadnyoztuk a kiilonbozé TASK-csatornaalegységek
astrocytakon beliili megoszlasat. A konfokélis mikroszkdpids eredmények felvetették, hogy a
TASK-csatorndk intracelluldrisan, az endoplasmaticus reticulum (ER) membranjaban is
megjelenhetnek. Ezen hipotézis ellendrzése végett az astrocytatenyészeteket a pDsRed2-ER
plazmiddal transzfektaltuk, aminek fehérjeterméke az endoplasmaticus reticulum membranjat
specifikusan jeloli. Megallapitottuk, hogy a TASK-specifikus immunreakci6 és az ER-
specifikus jelolés jelentds atfedést mutatott. A pixelanalizis eredményei alapjan 48 + 12%-o0s
kolokalizaciot allapitottunk meg a TASK-1 csatorndk esetében, mig a kolokalizdcié mértéke

25 + 7%-nak adédott a TASK-2, és 23 + 11%-nak a TASK-3 csatorndk esetében (n = 5).

2.4. TASK-expresszio a humdn cerebellumban

A patkdny cerebellumon végzett kisérletek mellett elvégeztik a TASK-csatorndk
expresszidjanak vizsgalatit a humdn cerebellumban is. Megallapitottuk, hogy az emberi agy
esetében a TASK-3-specifikus reakcio a legerésebb, de intenziv jelolést mutatott a TASK-1-
specifikus immunjelolés is. Kiilonosen erdteljesnek bizonyult a Purkinje-sejtek és a pia mater
TASK-1 és TASK-3 expresszidja. Kisérleteink eredménye szerint a TASK-2-csatorndk
expresszidja nem szamottevd, kizdrolag a Purkinje- és a szemcsesejtek mutattak gyenge
TASK-2 pozitivitast.

Kettés immunjelolés alkalmazdsaval azt is megdllapithattuk, hogy (hasonléan a
patkany kozponti idegrendszerében tapasztaltakhoz) az emberi cerebellum astrocytdi is

mutatnak TASK-1 és TASK-2 expressziot.
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MEGBESZELES

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

aktivitdsi mintdzat kialakitdsdban

A nucleus cochlearis dorsalis piramis-neuronjai hiperpolarizalé stimulusok hatdsara
egy lassan aktivalodd, inaktivaciot nem mutatd dramféleséget produkdltak.  Ezen
aramkomponens elektrofizioldgiai tulajdonsédgai, kiilondsképpen az igen pozitivnak adddott
megforduldsi potencidlja (-32 mV) egyértelmiien jelezték, hogy létrehozasaért a
hiperpolarizacié-aktivalt ciklikus-nukleotid altal kapuzott csatorndk aktivitdsa felelds. A
piramis-neuronok hiperpolarizicié hatdsdra aktivalodé drama 1 mM CsCl extracelluléris
alkalmazasdval, valamint a HCN-csatorndk specifikus gétlészerének tartott ZD7288
alkalmazdsdval igen hatékonyan gétolhaté volt, tovdbbi bizonyitékdt adva a fenti
megallapitasnak.

A HCN-csatorndk éltal 1étrehozott d&ram (kordbbi nevén h-tipusd dram) jelenlétére és
aktivitasdra elsoként a szivizom é€s a fotoreceptorok elektromos sajatsdgait vizsgdld kutatdsok
deritettek fényt. Megéllapitast nyert, hogy ezen konduktancia kiilonos jelentdsége abban all,
hogy egyes sejtek szdmdra a spontdn tiizelés képességét biztositjdk, hiszen a nyugalmi
membréanpotencidl kornyékén aktivdlodva egy kevert kationdram megjelenését biztositjak,
ami a sejtmembrén depolarizicidjat, igy akcids potencidl kialakuldsat okozza. Kiemelkedéen
fontos a HCN-csatorndk ezen feladata a sziv ingerképzd rendszerében, de szdmos irodalmi
adat all rendelkezésre annak vonatkozasaban is, hogy a HCN-csatorndkat egyes neuronok (pl.
thalamicus kapcsoldneuronok) is expresszaljdk, igy azok is rendelkeznek a spontdn aktivitds
képességével. Ezen tilmenden, a HCN-csatorndk nagy jelentOségiliek lehetnek az Oket
expresszalé sejtféleségek nyugalmi membranpotencidljanak kialakitdsaban, valamint azok
ingerlékenységének szabdlyozdsdban. Az eddigieken tilmenden a HCN-csatorndk jelenléte
és aktivitdsa megakaddlyozhatja az ket expresszalé neuronok hosszantart6 gatldsat is.

Szdmos kordbbi kutatds mutatott rd arra a tényre, hogy a hallérendszer kiilonb6z6
struktdrdi is rendelkeznek HCN-csatorndkkal. A hiperpolarizdcié hatdsara aktivalédé nem-
specifikus kationdram jelenlétét sikeriilt igazolni a belsé szdrsejteken, az I. tipusti ganglion
spirale neuronokon, a nucleus cochlearis bushy-neuronjain, a nucleus corporis trapezoidei
fosejtjein és az oliva superiort felépitd idegsejteken. A jelen vizsgdlatokban a fenti sort
kiegészithettiik a nucleus cochlearis dorsalis legfontosabb projekcids neuronjdval, a piramis-

sejtekkel.
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Régota ismeretes volt az a tény, hogy a nucleus cochlearis dorsalisba szurt
mikroelektroddkkal még a mag teljes deafferenticidja utdn is lehet akcids potencidlokat
rogziteni, azonban ezen spontdn aktivitds forrasdra vonatkozdlag megosztott volt a
tudoményos kozvélemény. Jelen munka arra vildgitott rd, hogy az izolalt, tdlélo
agyszeletekben elhelyezkedd piramis-neuronok spontdn aktivitdssal rendelkeznek. Ezen
spontdn tiizelés frekvencidja a HCN-dram szokdsos gitldszereinek jelenlétében (CsCl és
ZD7288) a kontroll aktivitds mintegy negyedére csokkent. Mérések alapjan megallapithattuk,
hogy a nucleus cochlearis dorsalis kordbban leirt spontdn aktivitdsdnak hétterében (legaldbbis
részben) a piramis-neuronok intrinsic aktivitdsa all, amit a HCN-csatorndk mukodése tart
fenn. Elfogadva a fenti megallapitds helyességét, két érdekes probléma fogalmazhaté meg:

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

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

2. Mi lehet annak a magyardzata, hogy a hallérendszer egyéb struktdrdi, amik
ugyancsak bizonyitottan rendelkeznek HCN drammal, spontdn akcids
potencidlokat nem képesek 1étrehozni (pl. a bushy-neuronok)?

Bar a fenti kérdések pontos és minden tovabbi kétséget eloszlaté megvalaszoldsa még
tovabbi kisérletek elvégzését teheti sziikségessé, valdsziniinek latszik, hogy a piramis-
neuronokon tilmenden mads struktirdk (els6sorban a nucleus cochlearis dorsalis egyes
interneuronjai) is rendelkezhetnek a spontdn aktivitds képességével. Ezek a neuronok
mélyebben helyezkedhetnek el az agyszeletben, igy a HCN-csatorndk gatldszereire kevésbé
érzékenyek, ugyanakkor szinaptikus kapcsolataik révén képesek a piramis-sejteket bizonyos
mértékben aktivdlni. Ez a tedria 0sszhangban all azokkal a véleményekkel, amik szerint a
nucleus cochlearis szemcsesejtjei is hozzdjarulhatnak a mag spontdn aktivitidsanak
fenntartdsahoz.

A maésodik kérdés megvdlaszoldsdhoz a piramis-neuronok felszini membranjiban
taldlhat6 HCN-csatorndk molekularis szerkezetének feltérképezése lehet a kulcs, amit
immunhisztokémiai moddszerek alkalmazdsdaval tettiink meg. Ismeretes, hogy a HCN-
csatorndk négy lehetséges alegység (HCNI-HCN4) homo- vagy heterotetramerikus
Osszeszerel0désével jonnek létre. Az egyes alegységek dltal alkotott homotetramerikus
struktirdk meglehetdsen eltérd elektrofizioldgiai sajatossdgokkal rendelkeznek, igy a
kizarélag HCN1 alegységekbdl all6 csatorndk viszonylag gyorsan aktivdlodnak (aktivéacids
idddlland6 < 100 ms), mig a HCN3 és a HCN4 alegységekbdl all6 csatorndk ennél 1ényegesen
lassabbak. Az egyes heteromer csatorndk vélhetdéen az egyes alegységek dltal hordozott

sajatsdgok egyfajta ,atlagat” tiikrozik. A nucleus cochlearis piramis-neuronjai altal
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expresszalt HCN-csatorndk elektrofiziologiai sajatossagai (kivéltképpen a hiperpolarizacié
hatdsara aktivdlodo dram aktivicids kinetikdja) arra utaltak, hogy azok bizonyosan nem
lehetnek HCN1 homotetramerek. Az immunhisztokémiai kutatdsok eredményei ezt a
feltétezésiinket megerdsitették, és ramutattak, hogy a piramis-neuronok sejtfelszini
membréanjdban valamennyi olyan HCN-alegység megtaldlhatd, ami ellen a kereskedelmi
forgalomban hozzéiférhetd ellenanyag létezik (HCN1, HCN2 és HCN4). Ezen, a HCN-
alegységek jelenlétére vonatkoz6 megéllapitdsaink tokéletes 6sszhangban allnak azon kordbbi
megfigyelésekkel, miszerint a HCN1-, HCN2- és HCN4- alegységekre specifikus mRNS
kimutathaté a nucleus cochlearis teriiletén. A jelen munka alapjan az is felvethetd, hogy a
piramis-neuronok HCN2/HCN4 heterotetramer csatorndkkal rendelkeznek, hasonléan a
thalamicus kapcsoloneuronok esetében megfigyelt szitudcidhoz. Tekintettel arra, hogy a
thalamicus kapcsoléneuronok ugyancsak rendelkeznek a spontén tiizelés képességével, igen
kecsegtetd feltételezésnek tlinik, hogy a neurondlis struktirdk esetében a HCN2/HCN4
alegység-kombindcio lehet felelds az intrinsic aktivitds kialakitdsaért. Mindezeket figyelembe
véve nem kizarhat, hogy a hallérendszer tobbi tagja azért nem rendelkezik a spontdn
aktivitds képességével, mert ezen struktirdk membranjaban nem keriil sor HCN2/HCN4

heteromerek formalédasara. A hipotézis igazoldsa a nem tudl tavoli jovo feladata kell legyen.

TASK-csatorndk jelenlétének és megoszldsdnak vizsgdlata ember és patkdny kozponti

idegrendszerében

A K'-csatorndk molekuldris szerkezetiik alapjan hdrom fécsalddba (szuperfamilidba)
sorolhatok. A fesziiltségvezérelt K'-csatorndk (Kv-csalad) kozos jellegzetessége, hogy az
Oket felépitd alegységek 6 transzmembrdn domént, valamint egy poérusformdlé hurkot
tartalmaznak, és a funkcidképes molekula kialakuldsdhoz négy ilyen alegység
Osszekapcsoloddsdra van sziikség. A befelé egyeniranyité K'-csatorndk (Kir-csaldd) tagjait
kialakito alegységek ugyanakkor mindossze két transzmembrian doménnal birnak, amik a
porusformdlé hurkot o©vezik.  Hasonléan a Kv-csaldd tagjaihoz, a kész struktdra
kialakuldsdhoz ebben az esetben is 4 alegység Osszeszerelodésére van sziikség. Az
eddigiektdl gyokeresen eltérd moédon, a K'-csatorndk legtijabban felfedezett csoportja 4
transzmembrédn szakasszal rendelkezik. Az egyes alegységek két, egymds utdn (,,tandem”
elrendezésben) elhelyezkedd porusformélé hurkot tartalmaznak; a funkcioképes csatorna
kialakuldsa ugyanakkor két alegység Osszekapcsolddasat (azaz dimerizaciot) feltételez. A

molekuldris biolégiai és morfoldgiai jellegzetességek alapjdn a K'-csatorndk ezen legdjabb
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csoportjit 4TM-PP csatorndkként jelolik, de gyakran alkalmazzdk az ,ikerpérusi” K-
csatorna elnevezést is.

Az ikerpérusi K'-csatorndk csalddja szdmos tagot tartalmaz, melyek koziil
kiemelkedd jelentdségiinek tlinnek az extracelluldris pH valtozasara igen érzékenyen reagéld
un. TASK-csatorndk. Az ubikviter megoszlast mutaté TASK-csatorndkrol feltételezik, hogy
meghatdroz6 szerepiik lehet a sejtek nyugalmi K'-konduktancidjanak kialakitdsaban, ezdltal
az ingerlékeny €s nem-ingerlékeny sejtek nyugalmi membrinpotencidljanak, valamint az
excitabilis  struktirdk ingerlékenységének szabdlyozdsaban. A TASK-csatorndk
tulajdonképpen két alcsoportra oszthatok, ugyanis a TASK-1, TASK-3 és a TASK-5
csatorndk 1ényegesen nagyobb szekvenciahomoldgiat mutatnak egymdssal, mint a TASK-2 és
a TASK-4 csatorndkkal, mely utébbiakat tjabban egy teljesen kiilonboz6 alcsoportba, a
TALK-csalddba sorolnak.

Korabbi tanulmédnyok igen erételjes TASK-specifikus mRNS expressziot jeleztek a
hallépélya kiilonb6z0 teriiletein (igy a nucleus cochlearisban is), 4m mindeziddig nem keriilt
sor annak ellenOrzésére, hogy a TASK-csatorndk vajon val6ban megjelennek-e fehérjék
szintjén is. Ké&t tovabbi igen figyelemre mélt6 tény keltette fel a érdeklddésiinket a sajat
kisérleteinket megeldzden; nevezetesen, hogy bizonyos adatok arra utaltak, hogy esetleg az
astrocytak is expresszalhatjdk a TASK-csatorndk egyes reprezentdnsait, masrészt, hogy (egy
szoveti homogenizatumon végzett mRNS-szintli vizsgalattdl eltekintve) semmiféle adat nem
allt rendelkezésre az ember kozponti idegrendszerében torténé TASK-expressziérol. Mivel a
munkank sordn szerettiink volna Osszehasonlitidst végezni a patkdny és az ember kozponti
idegrendszerében torténd TASK-megoszlds vonatkozdsdban, a cerebellum formdjidban egy
olyan strukturat vdlasztottunk, ami szovettanilag konnyen vizsgalhatd, ugyanakkor viszonylag
szoros fejlédéstani kapcsolatban all a nucleus cohlearis dorsalissal.

A TASK-csatorndk cerebellaris megoszldsdra vonatkozé kisérletes eredményeink
egyik legfontosabb megéllapitdsa, hogy a patkany és az ember cerebellum esetében az egyes
TASK-csatorna tipusok megoszldsa kordntsem azonos. Mig a patkdny esetében a TASK-1-
specifikus immunreakcié volt a legintenzivebb és a TASK-3-specifikus festés a legkevésbé
erds, addig az emberi cerebellumban a TASK-3 csatorndk jelenléte volt a legerdteljesebb.
Megtigyelhetd volt a TASK-1 specifikus reakcié is (bar ennek erdssége elmaradt a TASK-3
csatorndk esetében tapasztalttdl), ugyanakkor a TASK-2-specifikus reakcioé gyakorlatilag
hidnyzott, csak a Purkinje-sejtek mutattak érzékelhetd (dm igen gyenge) festodést. A fenti
adatok igen j6 6sszhangban voltak a cerebelldris lizitumon egy mads laboratérium altal végzett

mRNS szinti vizsgédlat eredményeivel. A humdn cerebellumot vizsgilva kiemelkedden
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erdteljes volt a Purkinje-sejtek és a pia mater TASK-3 és kisebb mértékben a TASK-1-
specifikus reakcidja. Kettds immunjel6lés alkalmazdsaval azt is sikeriilt megmutatnunk, hogy
az emberi kisagy astrocytdi ugyancsak expresszdljdk mind a TASK-1, mind a TASK-3
csatornékat.

Az astrocytdk TASK-expresszidjat részletesebben is tanulmédnyoztuk a patkdny
agydnak kiillonbozo teriileteibdl (cerebellum, hippocampus, nucleus cochlearis) izoldlt,
szovettenyészeti koriilmények kozott fenntartott sejteket alkalmazva. Megéllapitottuk, hogy
bar patkdny agyabdl izolélt astrocytdk mindhdrom vizsgélt TASK-csatornat expresszaltak (a
TASK-1 tipust a legerdteljesebben, a TASK-2 és TASK-3 tipusokat gyengébben) az
astrocytdk két fo vdltozata, az un. GluR- és GluT-tipusu astrocytdk jelentdsen kiilonboztek
egymastol a TASK-expresszié tekintetében. Mig a kicsiny sejttesttel, ugyanakkor sok és
vékony nyulvannyal biré GIuT sejtek igen intenziv TASK-1 reakciét adtak; a zomokebb
felépitésii, kevés és vaskos nyulvannyal rendelkezé GluR sejtek TASK-1-specifikus
immunfestédése gyengébbnek mutatkozott.

Az astrocytdk két tipusdan végzett elektrofiziologiai méréseinkkel a TASK-csatorndk
aktivitdsa is igazolhat6 volt. Bar a TASK-csatorndk specifikus jelentdségének meghatarozasa
a gliasejtek esetében még szamos tovabbi kisérletet igényel, az mindenképpen feltételezhetd,
hogy a TASK-csatorndk és a rajtuk keresztiil torténé K*-mozgés igen fontos szereppel birhat a
neuronok  kozelében bekovetkezd extracellularis K*-koncentracié-emelkedések
kompenzaldsaban.

Megfigyeléseink szerint az astrocytdk TASK-specifikus immunjelolése egy igen
finom, hdalézatszerli mintdzat kialakuldsidhoz vezetett, amir6l konfokdlis mikroszkopia
alkalmazasédval bebizonyosodott, hogy intracellularis festodést takar. Tovdabbi vizsgdlataink
azt is igazoltdk, hogy a TASK-csatorndk egy része az endoplasmaticus reticulum
membréanjaban taldlhaté. Erdekes médon TASK-1 specifikus DNS-sel transzfektdlt COS-
sejtek esetében mar beszdmoltak arrdl, hogy ott a TASK-1 csatorndk az endoplasmaticus
reticulum és a sejtfelszini membran kozott oda-vissza vandorolnak. A jelen tézisekben
végzett munka eredményei arra utalnak, hogy a TASK-csatorndk ezen mozgisa (ami a
sejtfelszini membréanban taldlhaté TASK-denzitds gyors és hatékony modositasat jelentheti)

fiziologias koriilmények kozott (azaz nem transzfektalt sejteken) is jelen lehet.
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