KETTOSTORES-VALTOZASOK HARANTCSIKOLT
IZMON
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DOTE Elettani Intézete, Debrecen

Az ingerlékeny membranok miikédésének tanulméanyozasaban az utébbi
években mind nagyobb szerepet jatszanak a kiilonb6z8 optikai médszerekkel
végzett vizsgalatok. Ezek az eljarasok azon a megfigyelésen alapulnak, hogy a
kettdstorés-valtozasok, a transzparencia jelek, bizonyos festékek abszorbcids
tulajdonsagai, illetve a megfestett szovetek extrinsic fluoreszcencidja egyarant
membranpotencial fiiggést mutatnak. Ugyanakkor ezek a médszerek kikiiszo-
bélik a hagyomanyos elektrofiziologiai mérések bizonyos hatranyait (példaul a
preparatumok sériilése a mikroelektrédok intracellularis alkalmazasa esetén)
és lehet8vé teszik az ingeriileti folyamatok kovetését olyan membranrendszere-
ken, amelyek pillanatnyilag hozzaférhetetlenek méas metodikak szamara (példa-
ul a szarkoplazmatikus rendszer membranja a harantcsikolt izmokban).

Az alabbiakban a membranpotencial valtozasait tiikrozé optikai jelek
koziil a kett§storés valtozasokkal kapesolatos legfontosabb irodalmi adatokat
foglalom ossze. Részletesen targyalom azokat a harantesikolt izmon végzett
vizsgalatokat, melyek a DOTE Elettani Intézetében torténtek (KovAcs,
ScrUMPERLI, Sz(fcs 1981).

Membranpotencial fiiggt kettGstorés-valtozasok idegi struktirakon

A kettdstorésnek nevezett optikai jelenség tulajdonképpen egy adott
kozeg és a rajta athaladé fény tulajdonsagait tiikrozi. A jelenség fizikai alapjait
vazlatosan az 1. abra szemlélteti. Az abran két jellegzetes helyzetet tiintettiink
fel. Az A abrarészen lathaté esetben a polarizalt fénysugar optikailag izotrop,
tehat nem kettéstord kozegen halad at. A toérésmutatotol fiiggben az ij kozeg-
ben a fény terjedési sebessége kisebb lesz, de mivel a térésmutaté minden
iranyban azonos nagysagi, a keletkez6 egymasra merdleges komponensek se-
bességesokkenése egyforma és ezért azok végig azonos fazishan maradnak. Igy
az eredeti kozegbe valé visszalépés utan az eredeti sikban polarizalt fényt nyer-
jiik vissza. Az abra B részén feltiintetett esetben a polarizalt fénysugar anizot-
rop, azaz kettdstord kozegen halad keresztil. Az ilyen kozegre az jellemzd,
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hogy térésmutatéja a kiillonb6z6 sikokban nem egyforma. Ezért az athalado
fénysugar keletkez6 két komponense nem egyforma mértékben lassul, hanem
az egyik komponens ,,késik’’ a masikhoz viszonyitva (innen a retardacié elneve-
zés eredete). A , késés” miatt a komponensek kozott faziskiilonbség alakul ki.
Az abran lathaté esetben ez a kiilonbség pontosan a hullaimhossz fele, ezért az
eredeti kozegbhe visszalépé komponensek ellenkez§ fazisban talalkoznak és en-
nek kovetkezménye a fény polarizaciés sikjanak az eredetihez képest 90°-os
elfordulasa. Emiatt a jelenséget optikai forgat6képességnek is nevezik.

1. d@bra. Polarizalt fénysugér athaladdsa optikailag izotrép (A), illetve kett8stors (B) kozegen.
Részletes magyarézatot lasd a szovegben

A kettdstorés jelenségét elGszor fizikai rendszerekben figyelték meg
(kristalyok, aramlé folyadékok stb.). Késébb bebizonyosodott, hogy optikai
forgatoképességgel bizonyos biolégiai rendszerek is rendelkeznek. Ilyenek
példaul a kiilonb6z8 membranok. Ezekben fehérje és lipid molekuldk olyan
jellegzetes szerkezetet alkotnak, amely megteremti az optikai anizotropia fel-
tételeit. Konnyen belathatd, hogy amennyiben a membranokat alkoté elemek
elrendezddése az ingeriileti folyamat soran megvaltozik, ennek titkrézddnie kell
az optikai forgatéképesség médosulasaban is.

Az ingerlékeny membrianok miikédésének lényegét a rajtuk véghemend
ingeriileti folyamat, azaz az akcids potencial képezi. TAsAk1 és mtsai (1968),
valamint CoHEN és mtsai (1970) kimutattak, hogy oridsaxonon az akcids
potencialokat a kettdstorés olyan valtozasa kiséri, amelynek idébeli lefutasa
megegyezik a membranpotencial-valtozaséval. Ez a nagyfoki egyezés mar 6n-
magaban valészintivé tette, hogy a két folyamat kozott szoros kapcesolat allhat
fenn.

A kettdstorés-valtozasok membranpotencial-fiiggs jellegének bizonyitasa-
ra olyan feltételeket teremtettek a fesziiltség-clamp technika alkalmazasaval,
ahol a membranpotencial nagysaga gyorsan valtoztathaté és igy kiilonbozd
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irdnyid, nagysagu és id6tartamu fesziiltségvaltozasok hozhaték létre. A kettds-
torés-valtozasok fesziiltség-clamp korilmények kozotti analizisét elGszor orias
axonon végezték el (COHEN és mtsai 1971). A 2. abran lathaté, hogy a fesziilt-
ség-clampelt 6riasaxonon a kiindulasi membranpotencialrél alkalmazott hiper-
polarizalé (A), illetve depolarizalé (B) fesziiltséglépcsSket a kettfstorés meg-
valtozasa kiséri és ezek a valtozasok meglehet8s pontossaggal kévetik a memb-
ranpotencial médosulasait. Az optikai valtozas tehat nem az ionkonduktanciak,
@hanem a membranpotencial nagysagat, illetve valtozasat tiikrézi. A depolari-
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2. dbra. Origsaxonon (L. forbesi) mért kett6storés tranziensek 1,5 ms-ig tarté, 48 mV-os
hiperpolarizal6 (A),illetve 3,0 ms-ig tarté, 52 mV-os depolarizalé (B) fesziiltség clamp impulzu-
sok alatt (T = 13 °C). COHEN és mtsai (1971) nyomdan

zal6 és hiperpolarizalé impulzusok alatt ugyanis ionkonduktancia valtozasok
torténtek, melyek mas id6beli lefutast mutatnak, mint a membranpotencial
valtozasai.

Kett6storés-valtozasok harantesikolt izmon

Az ingeriileti folyamatot kiséré kett8storés-valtozasokat mas széveteken
is tanulmanyozni kezdték. Kiilonésen fontosnak tént a harantesikolt izom-
rostokon megfigyelhet6 kettGstorés tranziensek analizise. Ennek oka az, hogy
a vazizmok igen bonyolult belsé membranrendszerrel rendelkeznek és az ezeken
a membranokon lejatsz6dé ingeriileti folyamatok kézvetlen membranpotencial
méréssel nem kovetheték. Ezért keriiltek eldtérbe a kiilonféle indirekt eljara-
sok, mint példaul a kisérd optikai valtozasok mérése. A nagy bels6 membran-
felszin elényt jelent az optikai médszerek vonatkozasaban. A 2. dbran lathaté
kettGstorés-valtozasok 10~% nagysagrendiiek, azaz a valtozas az alapintenzitas
egymilliomod részét teszi ki. A kapott jel igen kicsi, a jel —zaj ardny kedvezgt-
len. Ilyen kériilmények kozott a valtozasok mérését a jelatlagolasi technika
alkalmazasa teszi lehet6vé. A 2. abran bemutatott esetben az optikai tranzienst
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ezer jel atlagolasaval kaptak. Harantesikolt izomrostok esetében adott rost-
hosszra vonatkoztatva a szarkoplazmatikus retikulum membranrendszerének
felszine koriilbeliil 6tszazszor nagyobb teriiletet képvisel, mint a felszini memb-
ran. Ha feltételezziik, hogy a felszinen és a belsé membranokon lezajlé ingeriileti
folyamatokat kiséré optikai valtozasok azonos nagysagrendiiek, a nagy memb-
ranfelszin a jel —zaj arany jelentds javulasat eredményezi. Ez méréstechnikai
szempontbdél elényos, mivel kevesebb jelet kell atlagolni. Fenti gondolatmenet-
bél egyben az is kovetkezik, hogy harantesikolt izmon a kapott optikai valtog
zasok tilnyomoérészt a szarkoplazmatikus retikulum membranjan véghbemend
folyamatokat tiikrozik. Természetesen a harantesikolt izmon is léteznek a fel-
szini membranrdl, illetve a transzverzalis tubulusok membranjarél szarmazé
optikai jelek, ezek azonban az emlitett felszinkiilonbségek miatt relative kicsik
és csak specialis technikakkal valaszthatok el a szarkoplazmatikus retikulum
membranjardl szarmazé jelektsl (BAyLor és OETLIKER 1977).

Az ingeriileti folyamattal kapcsolatos kettdstorés-valtozasokat harant-
csikolt izmon is megfigyelték (CARNAY és BARRY 1969). A struktiira bonyolult-
sadgat mutatja, hogy a kapott kettdstorés tranziensek tobb komponenst tartal-
maznak (BAYLOR és OETLIKER 1975). A jel
a tény, hogy szerz8k mar négy jel atlagolasaval is megfelel§ regisztratumokat
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nyertek. A kett8storés tranziensek els§ komponense a felszini, illetve T-tubula-
ris akciés potenciallal esik egybe. A harmadik komponens az izom mechanikai
aktivitasinak megjelenésével fiigg ossze. A legérdekesebb a masodik kompo-
nens. Iddbelisége, nagysaga, D,0 kezeléssel, hiperténias kozeggel valé befolya-
solhatésdga alapjan szerz6k arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ez a kompo-
nens a szarkoplazmatikus retikulum ingeriileti folyamatat, esetleg membran-
potencial valtozasat tiikkrozi (BAYLOR és OETLIKER 1975).

Egyéb optikai jelek ingerlékeny szoveteken

Az idegi és izomstruktirakon lezajlé ingeriileti folyamatokat a kettds-
torés tranzienseken tilmenden mas optikai valtozasok is kisérik (ConEN 1973).
A membranpotencial valtozasainak kovetésére sokféle festék alkalmasnak bizo-
nyult, melyek kiilonboznek egymastdl toxicitasuk, az altaluk adott abszorbcié
valtozas vagy fluoreszcencia jel nagysaganak vonatkozasiban. COHEN és mtsai
(1980) a Nemzetkozi Elettani Tarsasag budapesti kongresszusan szamoltak be
arrél, hogy ganglionokon egyidejiileg mintegy szaz neuron aktivitasat kovették
extrinsic fluoreszcencia jelek mérésével. Ezt mikroelektrédak alkalmazasaval
nem lehet megvalésitani, igy érthetd, hogy milyen nagy jelentdségre tehetnek
szert az ilyen eljarasok példaul neuronlancok funkcionilis kapcsolatainak tisz-
tazasaban.

A kiilonb6z8 egyéb optikai tulajdonsagokat harantcsikolt izomrostokon
is vizsgaltak. Extrinsic fluoreszcencia jelet irtak le Nilus-kék-A-val festett
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izmokon (BEzANILLA és Horowicz 1975). Ez a jel id6ben a felszini membranon
lezajlé akciés potencial és a mechanikai mozgas megjelenése kozé esett;
D,0-dal és nitrat ionokkal befolyasolhaté volt. Késébb azt is kimutattak
(VERGARA és mtsai 1978), hogy fesziiltség clamp koriilmények kozétt a depola-
rizalé impulzusok amplitidéjat novelve a fluoreszcencia jelek nagysaga is
fokozodik, azaz a Nilus-kék fluoreszcencia jelek membréanpotencial fiiggést
mutatnak. Szerzgk a jel kialakulasaban a szarkoplazmatikus retikulum memb-
ranjan végbemend valtozasoknak tulajdonitanak oki szerepet.

Fesziiltség-clampelt atvagott izomroston depolarizalé impulzusokat ki-
séré transzparencia véaltozasokat is leirtak (KovAcs és ScrNEIDER 1977).
A tranziensek membranpotencial fiiggését és idGviszonyait analizalva szerzék
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a transzparencia valtozasok valészini
eredete a szarkoplazmatikus retikulum membranjanak az ingeriileti folyamat-
tal kapcsolatos megvaltozasa, de nem tudtak kizarni a kontraktilis fehérjék
kiiszobalatti valtozasanak lehet§ségét sem.

Az optikai jelek eredete harantcsikolt izomroston

A harantesikolt izomrostokon kapott optikai tranziensek rendelkeznek
bizonyos ko6zos sajatossagokkal, amelyek alapjan eredési helyiikre is kovetkez-
tethetiink. A jelek a felszini ingeriileti folyamatot kovet§en minimalisan 6 ms-
os latenciaid6vel alakulnak ki, és minden esetben megel§zik a mechanikai moz-
gas megjelenését.

Tovabbi hasonlésagokra deriil fény, ha a harantesikolt izomrostokon
kapott optikai jelek membranpotencial fiiggését hasonlitjuk éssze (COHEN és
SaLzBERG 1978). A 3. dbran lathaté, hogy a transzparenciavaltozas, a kettds-
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3. d@bra. Optikai jelek és a kalium-kontraktira membréanpotencial fiiggése harantesikolt izmon.

Az ordinatan a kiilonféle jelek relativ nagysdga van feltiintetve. X : transzparencia véaltozasok

(KovAcs és SCHNEIDER 1977). [J: kettostorés jelek (BAYLOR és OETLIKER 1975). a: Nilus

kék fluoreszcencia tranziensek (VERGARA és mtsai 1978). @: kalium-kontraktirak (HopGKIN
és Horowicz 1960). COoHEN és SALZBERG (1978) nyoman
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torés jel és a Nilus-kék fluoreszcencia tranziens fesziiltségfiiggése rendkiviil
hasonlit egymashoz. Az abran a mechanikai mozgas membranpotencial fiiggése
is fel van tiintetve (HopekIn és Horowicz 1960). Az optikai jelek és a mechani-
kai valasz fesziiltségfiiggése némileg eltérg. A kiilonbség oka lehet az, hogy az
optikai jeleket fesziiltség-clamp korilmények kozott, depolarizalé fesziiltség-
Iépcesékkel hoztak létre, a mechanikai valaszt ezzel szemben kalium-depolari-
zéacidval, azaz a joval lassubb kémiai clamppel. Ennek ellenére az optikai jelek
és a kalium kontraktirak fesziiltségfiiggése kozotti hasonlosag mindenképpen
figyelmet érdemel.

Kétségtelen tény, hogy a felsorolt adatokat a szerz6k sok vonatkozasban
eltéré koriilmények kozott kaptak. Ennek ellenére az emlitett hasonlésagok
alapjan indokoltnak tiinik az a feltételezés, hogy a harom optikai jel voltakép-
pen ugyanazt a folyamatot tiikrozi és ez a folyamat szoros kapcsolatban van a
kontraktilis rendszer aktivalasaval. Ami a hattérben levé folyamatot illeti, t6bb
magyarazat is sz6bajon. Gondolhatunk a szarkoplazmatikus retikulum memb-
ranjanak ingeriileti folyamatara, az intracellularis ionizalt kalcium koncentra-
ci6 moédosulasaira, a felszabadult kalcium kiilonféle helyekre torténd lekotddé-
sére vagy a kontraktilis fehérjék mozgast még nem eredményezd, kiiszobalatti
valtozasaira. A korantsem teljes felsorolas is mutatja, hogy az optikai jelek
valészini eredetét illetden olyan tovabbi vizsgalatokra van sziikség, amelyek-
ben kozvetleniil 6ssze lehet hasonlitani az optikai jelek és a feltételezett oki
folyamatok kinetikai és farmakolégiai tulajdonsagait.

A tovabbiakban azokat a vizsgalatokat ismertetem, melyek a fentilehet6-
ségek koziil a kettGstorés tranziensek és az intracellularis kalcium koncentracié
valtozasok kozott fennallo Osszefiiggések tanulmanyozasat tdzték ki célul
(KovAcs és mtsai 1981).

A preparatum és a kisérleti kad

Kisérleteinket kecskebékak (Rana esculenta) harantesikolt izomrostjain
végeztiikk. A m. semitendinosus-bél kiilonallé rostokat izolaltunk, a kipreparalt
rostok épségérdl az elektromos ingerlésre kapott valasz alapjan gydzdédtink
meg. A rostokat az izolalas utan 20—30 percig allni hagytuk Ringer oldatban
és csak azokat haszniltuk fel kisérleteinkben, melyek ezen id§ elteltével is
rangassal valaszoltak az elektromos ingerlésre.

A rostpreparatum készitése és a kisérleti elrendezés felépitése soran a
KovAics és ScHNEIDER (1978) altal kidolgozott, atvagott rost technikat kovet-
titkk. A preparalas befejezése utan a rostot tartalmazé talkaban a Ringer olda-
tot Ca mentes, 120 mmol/l K*-ot tartalmazé K-glutamat oldatra cseréltiik ki.
A folyadékcserét kovetSen az izomroston kalium kontraktira alakult ki.
Az elernyedés utan a rostot az inas végtél 10—12 mm tavolsagban atvagtuk.
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Ezutan a rostdarabot athelyeztiik a kisérleti kadba, amelyet el§zéleg ugyan-
csak K-glutamat oldattal téltottiink meg.

A kisérleti edény alja iivegh6l, oldalfalai plexibél késziiltek (4. abra).
A koralakd kadat egy valaszfal két részre osztja. A valaszfal kozepén levd
bemélyedést vazelinnel béleltiik ki és a rostdarabot ide helyeztiik be tigy, hogy
inas, zart végét az egyik, nyitott végét a masik kadfélben rogzitettiik. A rost
behelyezését vigy végeztiik el, hogy a zart vég hossza lehetdleg 300—500 mikron
legyen. Mivel a rogzités soran a nyitott vég altalaban elzarédik, a roston néhany
bemetszést ejtettiink, és igy a rost intracellularis tere ismét megkozelithetvé
valt. A rogzité plexi-blokkok mozgatasaval a rostot megfeszitettiik, a feszités
mértékérdl a szarkomérek hosszanak (S) mérésével gy6zddtiink meg. Ugyan-
csak mértiik a zart vég hosszat (1) és atmérgjét (d).
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4. gbra. A kisérleti kdd keresztmetszeti rajza: A: a rost nyitott végének folyadéktere. B:

vazelin-gap. C: a rost zart végének folyadéktere. D: elvilaszté fal. E: a kad iivegb8l késziilt

alja. F: az dtvégott izomrost. G: in. H: plexi fed6lemez. I: a vizimmerziés lencse. J: bemetszé-

sek. K: mozgathaté plexi tart6tombiok vazelinnal a kad aljdhoz ragasztva. A rajz nem méret-
arédnyos

A tovabbiakban a rost koriili teret vazelinnel zartuk és a nyitott véget
tartalmazé kadfélre fedélemezt helyeztiink. A feddlemez és a vazelin tokélete-
sen elvalasztotta egymastol a két kadfél folyadékterét. A nyitott véget tartal-
mazé kadfélben a K-glutamat oldatot relaxalé oldatra, a zart vég inkubalo
oldatat pedig a kivant osszetételii oldatra cseréltiik ki.

A kisérleti kad hiitését Peltier elemek segitségével valésitottuk meg; a
zart vég inkubalé oldatanak hdmérsékletét a rost kozelében elhelyezett ter-
misztorral mértiik. A termisztor altal mért hémérsékletet linearizalé aramkor
kozbeiktatasaval digitalis voltmérén olvastuk le. Kisérleteinket 2—4 °C-on
végeztiik, az alacsony hémérséklet eldsegiti a preparatumok hosszabb tilélését.
A Peltier elemeket aramlé hideg viz hiitotte. A hiitdtest, a Peltier elemek és a
kisérleti kad egy binokularis mikroszkép targyasztalan helyezkedtek el. A rost
folé a zart vég folyadékterében hosszii munkatavolsagi (2 mm), 40-szeres
nagyitasi vizimmerziés objektiv (Opton) meriilt, lehetdvé téve a rost mozgasa-
nak vizualis megfigyelését, illetve az optikai mérések elvégzését.
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Az altalunk hasznalt oldatok Gsszetétele a kovetkezd volt (mmol/l-ben
kifejezve): Ringer oldat NaCl 115,0; KCI 2,5; CaCl, 1,8; TRIS puffer 2. TEA-
Rb-SO, Ringer (TEA),SO, 75,0; Rb,SO, 5,0; CaSO, 8,0; TRIS puffer 5,0;
tetrodotoxin (TTX) 310 nmol/l. K-glutamdt Ringer K-glutamat 120,0; MgCl,
2,0; TRIS puffer 5,0; EGTA 0,01. Relaxalé oldat K-glutamat 120,0; MgCl, 2,0;
TRIS puffer 5,0; EGTA 1,0; ATP 0,5."

A fesziiltség-clamp rendszer

Fesziiltség-clamp rendszeriink alapjaul ugyancsak a KovAcs és SCHNEI-
DER (1978) altal kidolgozott eljaras szolgalt. Az inkubalé oldatokba agar-ral
toltott hajlitott iivegesovek meriiltek. A kisérletek soran a kiilonboz6 oldatok
esetén mindig olyan agarhidakat hasznaltunk, amelyekben az agar-gél az
illetd oldatot tartalmazta. Ezzel elkeriiltiik azt, hogy az agarbél idegen anyagok
diffundéaljanak az inkubalé oldatokba és diffuziés potencial sem alakulhatott
ki az inkubalé oldat és az agarhid kozott. Az agarhidak a kad folyadéktereit
2,5 mol/l koncentraciéju KCI oldatot tartalmazé edényekkel kototték ossze.
A KCl oldatba Ag— AgCl keverékbél préselt nem polarozédé elektrédok meriil-
tek, amelyek fémesen csatlakoztak a mérdmiiszerekhez.

A mérési elrendezés vazlatat az 5. abra tartalmazza. Az A6 differencia-
erdsitd méri a két folyadéktér kozotti fesziiltséget (V). A zart vég folyadék-
terét az A7 miveleti erdsité foldponton tartja, és egyben mint aram-fesziiltség
konverter, méri a roston, illetve a shunt-ellenallason atfolyé teljes arammal

el

)

5. dbra. A fesziiltség- és drammérd, valamint a clampeld dramkor vazlata. Al, A2, A4, A5 egy-
ségnyi erdsitésii katodkovetsk. A3 és A6 egység erdsitésii differenciaerdsiték. A7 dram-fesziilt-
ség atalakité. A8 clampels erdsits. Részletes magyarazatot lasd a szévegbhen
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aranyos fesziiltségeket (V). Az atalakitasi tényez6 1 nA — 1 mV. A prepara-
tum és az elvalaszté vazelin gap mingségét tigy ellendriztiik, hogy a nyitott
végii oldal folyadékterébe az E, aramforrashél 20 mV-os impulzust alkalmaz-
tunk. Optimalis esetben a V, nagysaga megkézelitleg 20 mV, a V; nagysaga
az impulzus végén mérve 5—10 mV volt (4 °C-on, a zart végen TEA-Rb-SO,
Ringer).

Az altalunk is alkalmazott médszer egyik nagy elénye az, hogy kompen-
zéacios aramkor segitségével lehetdvé teszi a V), és V), jelek segitségével a V|
membranpotencial valtozassal azonos V7' jel elGallitasat. Ennek elérésére a
zart végen a gap-hez kozel konvencionalis iivegmikroelektréodat vezettiink a
rostba és az A3 differenciaerdsitdvel kovettiik az E, aramforrasbol alkalmazott
impulzust kisér6 membranpotencial valtozast (V). Ezt kovetSen eldallitottuk
a V, jelet \igy, hogy az oszcilloszkép képernydjén a két jel fedje egymast.
Ezutan a mikroelektrédot eltavolitottuk a rostbél és a tovabbiakban csak
akkor alkalmaztuk, ha a membranpotencial tényleges nagysagat vagy a kom-
penzalas helyességét kivantuk ellenGrizni.

Az A8 clampel§ erésit6t az igy elGallitott V) jellel vezéreltiik. Az erésitd
bemenetén a kivant membranpotencial érték az E_ jel formajaban van jelen.
Az er6sitd a két jel kiillonbségét erdsiti és a membranpotencial kivant értékre
torténé beallitasahoz szitkséges aramot a nyitott végi oldal folyadékterébe
juttatja. A clamp erdsitése az R3 potenciométer segitségével valtoztathaté.
Kisérleteinket altalaban 40— 80-szoros erdsités mellett végeztiik. Mivel fesziilt-
ség-clamp korillmények kozott az inkubalé oldat cseréje oszcillaciot idézhet eld,
folyadékesere eltt az dramot szolgéltaté agarhidat a clampel$ erdsité kimene-
térdl az Ep aramforrasra kapesoltuk at. Az Ep értékét ugy valasztottuk meg,
hogy az fenntartsa a kivint membranpotencial értéket (gyakorlatilag a V -vel
azonos érték). A kisérletek soran a rostok nyugalmi membranpotencialjat
altalaban —100 mV-ra allitottuk be, az E_ értéke (a holding potencial) az erdsi-
tés mértékétdl fiiggben —101— —104 mV volt. A fesziiltség clamp koriilmények
kozott alkalmazott impulzusok idézitését digitalis impulzusgenerator (TR
0360, HTSZ) végezte; ennek 5 V-o0s kimend fesziiltsége vezérelte a hazi gyart-
manyu impulzuskondicionalé egységet, amely a kivant impulzusok amplitidoé-
jat allitotta eld.

Az optikai mérdrendszer

A kettdstorés tranziensek mérésére szolgalo osszeallitas vazlata a 6. 4bran
lathaté. A fényt akkumulatorrél fitott volfram-halogén izzé (12 'V, 150 W)
szolgaltatta. A fényforras elé valtoztathaté nagysagi rést helyeztiink, ennek
képét az optikai rendszert alkoté lencsék a rost magassagaban fékuszaltak.
A rés nagysagat ugy allitottuk be, hogy a fénynyalab teljes egészében a zart
végli rostszakaszon haladjon keresztiil. A fény ttjaba h6abszorbeals sziirdt
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helyeztiink az infravords tartomanyba esé komponensek eltavolitasa céljabél.
A fényt interferencia sziir6kkel a kivant hullimhosszon monokromatikussa
tettiik. A kett&storés jelek mérésére a fénysugar titjaba a rost elgtt egy polari-
zatort, utana pedig egy analizatort helyeztiink el \igy, hogy polarizaciés sikjuk
45°-0s szbget zarjon be a rost hossztengelyével. A roston atesd fény intenzitasat
a mikroszkép fotofeltétjébe épitett fotodiddaval (PV 100) mértiik MIKI gyart-
manyui AC er6sitd kozbeiktatasaval. Az optikai jelek zajszintjének csokkenté-
sére 0,1 Hz-es als6 és 1 kHz-es felsé frekvenciavagast alkalmaztunk.

)

6. dbra. Az optikai mérérendszer sémas vazlata. A: volfram-halogén izz6. B: véltoztathaté
nagysagu rés. C: hGabszorbealé sziiré. D: interferencia sziir6. E: polarizator. F: a mikroszkép
kondenzora. G: az dtvagott izomrost. H: vizimmerziés lencse. I: analizator. J: a mikroszkép
fotofeltétjében elhelyezkedd fotodiéda. A valésdgban az egyes elemek nem vizszintes optikai
tengely mentén helyezkednek el, hanem egy mikroszképhoz illesztve. A mikroszkép tiikre az
optikai tengelyt az interferenciasz{ird és a polarizator kozott 90°-kal torte meg

m — s e e e o e

A (6

A kettGstorés jeleket keresztezett allasi analizator és polarizator mellett
mértiik, 790 nm-es hullamhosszon. Arrél, hogy a regisztralt fényintenzitas val-
tozéas ténylegesen az izomrost retardaciéjanak megvaltozasat tiikrozi és nem
mas optikai tulajdonsagét (fényszoéras, abszorbeid), dgy gy6z6dtiink meg,
hogy a mérést ugyanazzal az impulzuskombinéaciéval megismételtiik parhuza-
mos allasi analizdtor és polarizator mellett (7. dbra). Ebben az esetben a
tényleges kettdstorés-valtozasok ellenkez§ iranyi és azonos nagysagi fényin-
tenzitas valtozasként jelennek meg. Kz lathat6 a 7. abra A és C jelzésti gorbé-
jén. Az abran lathaté B gorbe azt mutatja be, hogy az A és C gorbék osszegzése
utan fényintenzitds valtozas nem észlelhetd, bizonyitva a jelek kettdstorés
eredetét.

Azokban a kisérletekben, amelyekben a kettdstorés-valtozasok és az
intracellularis Ca®* tranziensek tulajdonsagait hasonlitottuk 6ssze, az ionizalt
kalcium koncentracié valtozasainak mérésére az antipyrylazo II1 metallokrom
indikator festéket alkalmaztuk intracellularisan (lasd KovAcs és Sz@cs 1982).
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Az adatok rogzitése és feldolgozasa

A modern elektrofiziologiai kutatasban egyre nagyobb szerepet jatszik a
kapott jelek digitalis forméaban torténd rogzitése és az adatok szamitégépes
kiértékelése. Az altalunk mért optikai jelek statisztikus zajt is tartalmaznak,
ezért sziikséges a jelatlagolasi technika alkalmazasa. Ennek soran a faziskotot-
ten ismétléds tényleges jelek osszeadédnak, mig a statisztikus zaj a nulla felé
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7. dbra. 10 ms-ig tarté, 28,8 mV-ra torténd depolarizalé impulzusokkal kivaltott kettdstorés

tranziensek. A: keresztezett alldsd analizdtor és polarizdtor esetén (8 jel atlaga). C: péarhuza-

mos élldst polarizator és analizator mellett (8 jel atlaga). B: a gérbét tigy kaptuk, hogy 4 jelet

keresztezett, 4 jelet parhuzamos allasd polarizdtor és analizdtor mellett valtottuk ki majd
Gsszeadtuk Sket. T = 3,9°C; 1 =500 u; d =124 u; S=2,6 u

atlagolédik. A jel—zaj arany az ismétlések szamanak négyzetgyokével né.
Kisérleteinkben az optikai jelek esetében altalaban 4—8 jel atlagolasaval kielé-
git6 eredményt kaptunk.

A 8. abran lathaté mérési elrendezésiink kozponti egysége a HT 680X
mikrogép (HTSZ), amelyben Motorola 6800-as mikroprocesszor talalhaté.
A jelenlegi kiépités 32 kbyte irhat6—olvashaté memériat (RAM) és 16 kbyte
csak olvashaté memériat (ROM) tartalmaz. Utébbiban talalhaté a BASIC
Interpreter és az Editor Assembler nyelv. Hattértaroloként Kansas City
adapterrel illesztett kereskedelmi magnetofont (Akai 4000 DS MK-II.) hasz-
naltunk. A BASIC nyelven irt programok és az adatok kinyomtatasat DZM
180-as mozaikprinter végezte.

Sajat fejlesztésben valésitottuk meg a mikrogép digitalis jeleinek analdg
formaba torténd atalakitasat és megjelenitését a VIDEOTON 10 bites D/A
konverterével. A megjelenitésre kijelolt RAM teriilet memdria tartalmat par-
huzamos interface adapter (PIA) kozvetitésével kiildtitkk az unipolaris tizem-
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médd D/A konverter elsé nyole bitjére. Igy a 0 és 255 kozé esd szamok 0 és
+2,5 V kozotti kimend fesziiltséget eredményeznek, amely mind oszcilloszké-
pon, mind direkt-irén megjelenithetd.

A bemend analég jelek digitalis formaba torténd atalakitasat atlagolé
atalakité (32434 EMG) végzi, amely a jelen osszeallitisban négycsatornas
A/D konverterként mikodik. A kimeneti jeleket kozvetlen meméria elérésii
vezérls (DMAC) a mikrogép memériajaba tolti.

A DMAC szoftver megoldasa az igen gyors adataramlas mellett lehet§vé
teszi a jelatlagolas elvégzését, illetve szitkség esetén az adatok azonnali fel-
dolgozasat is.

CIMVEZETEK 16 BIT

?I N — | ] [
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8. dbra. Az adatrogzits és feldolgozoé rendszer vazlata. MPU: Motorola 6800-as mikroprocesszor
egység. ROM: csak olvashaté6 meméria. RAM: irhat6-olvashaté meméria. DMAC: kézvetlen
memoria elérésti vezérls. PIA: parhuzamos interface adapter. Részletes magyarazatot
l4sd a szévegben

A kettGstorés jelek és kalcium tranziensek 6sszehasonlitasa

A harantcsikolt izmon mért kettdstorés tranziensek idSbeli lefutasa fiigg
az ket kivalt6é depolarizalé impulzus idétartamétél. A 9. abran viszonylag
révid (10 ms-os) depolarizalé impulzusokkal hoztunk létre kettdstorés-valtoza-
sokat. J6l megfigyelhetd, hogy az impulzusok nagysagat sziik membran-
potenciél tartoméanyon beliil valtoztatva, a kett§storés tranziens egyre kifeje-
zettebben kétfazisi lesz. Ezt a jelenséget egy nagy, ellenkezé polaritasi, késéi
komponens megjelenése okozza, utalva a kontraktilis rendszer aktivalédasara.
Mi a tovabbiakban csak a korai komponens sajatsagait kivantuk vizsgélni.
Ez a jel megel8zi a mozgas kialakulasat és igy feltehetGen az elektromechanikai
kapcsolat valamelyik folyamataval van oki 6sszefiiggésben. A korai kettds-
toérés komponens zavartalan tanulmanyozasahoz a mechanikai mozgas torzité
hatasat meg kellett sziintetni. Ezt vagy a rost fokozott feszitésével, vagy moz-
gast még nem eredményezd, mechanikai kiisz6bnél kisebb impulzusok alkal-
mazasaval értitk el. A kalcium tranziensek vizsgalata soran egyébként, fel-
tehetSen a kedvezdbb jel —zaj arany miatt, hasonlé jelenséget nem tapasztal-
tunk.
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A 10. abran jellegzetes alaki kett§storés tranziens lathaté. A jelet ebben
az esetben 100 ms hosszi depolarizalé impulzussal valtottuk ki. Megfigyelheté,
hogy a jel a depolarizacié bekovetkezése utan bizonyos latenciaidével alakul ki,
majd maximalis nagysagat elérve mar a depolarizaci6 fennallasa alatt csékken-
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9. dbra. 10 ms hosszi depolarizilé impulzusokkal kivaltott kettdstorés tranziensek. Az egyes
gorbék mellett feltiintetett szdmok a depolarizéci6é alatti membrinpotencilt jelzik. T =3,0 °C;
1 =2500pu;d =106pu;S = 2,4 u. (8 jel dtlaga)
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10. dbra. 100 ms-os depolarizilé impulzussal kivaltott kett8storés tranziens. A depolarizacié
alatti membrénpotencial érték —32,7 mV volt. T = 2,4°C; 1 =500 p; d = 112 u; S = 2,4 p;
(4 jel 4tlaga)

ni kezd. A kiindulasi membranpotencial értékre valé visszatérés utan a jel a
depolarizacié alattitél eltérd sebességgel csokken tovabb.

A hosszi depolarizalé impulzusokkal kivaltott kettstorés tranziensek
fent vazolt jellegzetes lefutésa igen hasonlé az antipyrylazo IIT festékkel mért
intracellularis Ca®>" tranziensekére. Ezt a hasonlésagot teljesen nyilvanvaléan
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mutatja be a 11. abra. 65 ms hosszi depolarizalé impulzussal a membran-
potencialt —31,4 mV-ra csokkentettiik és mértiik el6bb a depolarizaciéot kisérs
kett6storés-valtozast (A4), majd az intracellularis Ca®>* koncentraci6 valtozasat
(B). Lathaté, hogy az ugyanazon izomroston kapott két jel alakja gyakorlati-
lag egyforma. Meg kell jegyezni, hogy a kisérletek soran ez a hasonlésiag mindig
fennallt, azonban a kett8storés jelek gyakran késtek a kalcium tranziensekhez
viszonyitva. A késés mértéke valtozé volt, és a kett&storés jelek egyetlen eset-
ben sem el6zték meg a kalcium koncentracié valtozasait.

A B
il _'..-"‘ i X
AI/I]:Zx‘IU 23 " A A}O
. 30ms .

11. gbra. Ugyanazon az izomroston 65 ms hosszi depolarizalé impulzussal kivéltott kettgstorés
tranziens (A), illetve intracelluldris Ca2t koncentracié valtozds (B). T = 3,6 °C; 1 = 500 p;
d =121 p; S = 2,7 u. (mindkét gorbe 8 jel atlaga)

Koffein hatasa a kettGstorés és kalcium jelekre

A koffein a harantesikolt izmokon jellegzetes, koncentracié- és h6mérsék-
letfiiggd hatast fejt ki. Szobah§mérsékleten 4—5 mmol/l-nél magasabb kon-
centraciéhban alkalmazva kontraktirat hoz létre anélkiil, hogy befolyasolna
akar a nyugalmi membranpotencialt, akar a felszini membranon lezajlé akcids
potencialok alakjat (SANDOwW és mtsai 1964). Az 6sszehizédashoz sziikséges
kalcium felszabadulast a koffein kozvetleniil a szarkoplazmatikus retikulum
membranjara hatva idézi el§. Alacsonyabb koffein dézisok mechanikai valaszt
nem valtanak ki, de fokozzak az elektromos ingerléssel kivaltott rangasok
nagysagat (SANDOW és mtsai 1964). A koffein ezen hatasanak timadaspontja
feltehet8en az elektromechanikai kapesolat valamelyik részfolyamataban keres-
hetd. Irodalmi adatok szerint a koffein alacsonyabb hémérsékleten mar kisebb
koncentraciéban is kontraktirat hoz létre (Saxa1 1965). Kisérleteink soran azt
kivantuk tanulményozni, hogy a kontraktiirat még nem okozé koffein koncent-
racick hogyan befolyasoljak a kettdstorés és kalcium tranzienseket. Koriil-
ményeink kozott 0,5 mmol/l-nek bizonyult az a koffein mennyiség, amelyik
még biztosan nem hoz létre Gsszehizodast.
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A 12. abran 100 ms hosszu depolarizalé impulzusokkal kivaltott kett&s-
torés-jelek (A) és intracellularis Ca®?'-koncentracié valtozasok (B) lathaték.
Mindkét esetben az alsé gorbe a kontroll, mig a felsd gorbe gy késziilt, hogy a
zart végl rostszakasz inkubalé oldataban (TEA-Rb-SO, Ringer) 0,5 mmol/l
koffein volt jelen. A méréseket két kiilonb6z8 roston végeztiik, ennek ellenére
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12. abra. Kettgstorés-valtozasok (A) és intracellularis Ca?* tranziensek (B). A jeleket két
kiilonb6z6 roston 100 ms hosszi depolarizalé impulzusokkal valtottuk ki. A rost membréan-
dotencialja a depolarizacié alatt minden esetben —50,5 mV volt. Az alsé gérbe mindkét esetben
a TEA-Rb-S0, Ringerben mért kontroll, mig a fels§ giorbéket ugyanezen oldatban, de 0,5
mmol/1 koffein jelenlétében kaptuk. A rost: T = 4,0°C; 1 =500 x; d = 105u; S = 2,6 u.
Brost:T =4,0°C;1 =570 u;d = 91 p; S = 2,6 u. (Valamennyi gorbét 8 jel atlagaként

kaptuk)

ebben az esethen is megfigyelhetd a kétféle jel kozotti hasonlésiag. Lathaté
tovabba az is, hogy a koffein jelenléte egyarant novelte az azonos depolarizalé
impulzusokkal kivaltott kett8storés, illetve Ca?" tranziensek nagysagat és
kialakulasanak sebességét; ugyanakkor csokkentette a jelek kialakulasanak
latencia idejét.

A kettostorés jelek eredete

A bemutatott kisérleti eredmények alapjan levonhatjuk azt a kovetkez-
tetést, hogy a kettstorés jelek altalunk analizalt korai komponense az intra-
cellularis Ca?" koncentracié valtozasait tiikrozi. A kés6i komponens kialakula-
saért mas folyamatok tehetSk feleldssé. A korai kettdstorés jelek és a Ca?™
tranziensek kozotti kapesolatra utal a két jel idbbeli lezajlasanak nagyfoki
hasonlésiaga. Egyezést talaltunk a kétfajta jel farmakolégiai befolyasolhatosa-
gaban is. 0,5 mmol/l koffein hataséara az ugyanolyan depolarizalé impulzussal
kivaltott kett8storés és Ca2" tranziensek nagysaga és kialakulasi sebessége
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fokozédott, latenciaidejiik csokkent. Ez arra utal, hogy a szarkoplazmatikus
retikulumbél ugyanaz a depolarizacié koffein jelenlétében nagyobb mennyiségi
Ca?* felszabadulasat hozza létre, tehat a koffein mintegy érzékenyiti a szarko-
plazmatikus retikulum membranjat a felszin felgl a T-tubulusok membranjan
beterjed aktivalasi folyamattal szemben. Itt nem kozolt eredményeink szerint
ugyanakkor a dantrolen Na csokkentette a depolarizalé impulzusokkal kival-
tott korai kett8storés jelek nagysagat. Ez a vegyiilet irodalmi adatok szerint
(DEsMEDT és HAINAUT 1977) gatolja a szarkoplazmatikus retikulumbél torténé
Ca2* felszabadulasat.

Mindezen megfigyelések alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a harant-
csikolt izomroston észlelt kett&storés-valtozasok altalunk vizsgalt komponense
nem a szarkoplazmatikus retikulum membranpotencialjanak médosulasat,
hanem az intracellularis kalcium koncentracié valtozasat tiikrozi. Feltételez-
hetd, hogy a kalcium ionok a szarkoplazmatikus retikulumbél torténé fel-
szabadulasuk utén kiilonb6z6 intracellularis elemekhez (szarkoplazmatikus
retikulum membranja, myofilamentumok sth.) kétédve megvaltoztatjak azok
torésmutatéjat, és ez a folyamat a kettdstorés jelek megvaltozasaban titkrozs-
dik. A molekularis valtozasok pontosabb megismerését nehézzé teszi, hogy a
harantesikolt izomrost bonyolult struktira, amelyben az egyes elemek eltérd
funkcionalis sajatossidgokkal rendelkeznek, és a kalcium ionokkal szembeni
kotési allandéik is kiilonbozbek lehetnek. A kettdstorés jelek tehat egy inhomo-
gén rendszer valtozasainak ered§jét mutatjak. A kinetikai és farmakolégiai
tulajdonsigok Gsszehasonlitasa utan azonban annyi biztosnak latszik, hogy a
kettGstorés-valtozasokat az intracellularis kalcium hozza létre, nem pedig a
kettdstorés-valtozasokban tiikr6z6dé egyéb folyamatok vezetnek a kalcium
ionok felszabadulasiahoz.
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