A membranpotencial

Elektromos potencial kilonbség a membran két

oldala kozt, E,

Galvani (1791)

A membranpotencial merése
Méresi elv: feszultségmeér aramkor
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A membranpotencial merese

Példa egy m szerrendszerre
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A membranpotencial mérése
Az els sikeres kisérlet: tintahal ériasaxon
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Donnan egyensuly

lonokra hat6 er k:

kémiai gradiens

elektromos mez
elektrokémiai gradiens

Egyensulyi potencidl
fluxus = 0

Donnan (1911)

elektromos potencial kiilonbség ellentételezi a kémiai gradienst
ionkoncentraciok aranya a membran két oldalan meghatarozott

(a)

Start Equilibrium
T
| 1
1
i :
1
K = K = K]
i — i
or —> Time [cr = [er]
i i
i !
1 I | 1
(b)
KAN Start Equilibrium
l | i
I I
A i A |
1
K — K (SN
i —_— :
Cr ——> CI Time [CI] < [CF]
| 1
} 1
I 1
1 1

Elektroneutralitas
Statisztikailag paros K* és CI- vandorlas
KCI diffzios rata mindkét iranyban egyenl

T
E
A=z i
| KT=x )
K7=(+2) ! x*=y(y +2)
! [Cly=x
[Cr)=y ! Onkotikus nyomas:
I viztébblet I-ben
: /
| ]
s S (KT _ €7y
x y [K*)y  [C7]y

A nyugalmi potencial
Sejtmembran szelektiv ionpermeabilitdsa: kalium
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Membran

lonkoncentraciok (m M)

Intracellularis Extracellularis

Oriasaxon

K* 400 20
Na+ 50 440
Cl- 40-150 560
Caz+ 0.0001 10
Eml s sejtek

K* 140 4-5
Na+ 5-15 145-150
Cl- 4-9 110-125
Caz* 0.0001 2.5-5
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A Nernst-egyenlet

A nyugalomban lév membran leirasara alkalmas

Nernst-egyenlet:
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Goldman-Hodgkin-Katz egyenlet

A nyugalmi potencidl tébb ion egyensulyi potencialja

A gliasejteknél elegend a Nernst egyenlet:
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Goldman-Hodgkin-Katz egyenlet

Az aktualis pillanatnyi membranpotencial kiszadmitasara
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Membranpotencial és Na-K pumpa
Na-K pumpa nélkil nincs mebranpotencial

1. Szivargaskompenzacio

2. Pumpapotencial:

bels negativitas fokozasa ~—
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A membran passziv elektromos
jellemz |

A sejtmembran lipid kett sréteg
természetének funkcionalis kovetkezményei

A membran passziv elektromos jellemz i
Mérési elv: araminjektald és fesziltségmér aramkor

Araminjektald aramkor Fesziltségmér aramkor
Aram-
i R generator Er sit (feszlltségmér m szer)
Aram ellenallas
mér
. Mér -
Araminjektalé elektroda elektréda
Referencia
elektroda
Fard - Ringer oldat
elektréda
Rellena’llés > Regye’b komponensek ~ stimulal6 aram allando

Rer sit (fesziitségmér m szery NAGY - NINCs jelent s aramfolyas a mér elektrodon at



A membran passziv elektromos jellemz i

Az araminjektalé es fesziltsegmér aramkor
kisérleti alkalmazasa

Az araminjektalé aramkdrrel negativ
aramlépcs t injektalunk a neuronba:

Ekozben a feszliltségmér aramkdorrel mérjik
a neuron membranpotencidljat:

Az araminjektalé aramkorrel pozitiv
aramlépcs t injektalunk a neuronba:

Ekozben a feszliltségmér aramkdorrel mérjik
a neuron membranpotencialjat:

Xtengely: id (ms)

A membran passziv elektromos jellemz i
Membran kapacitancia

A sejtmembran egyszer elektromos modellje Toltéseloszlas a membran mentén

Extracellularis oldat

Kapacitiv aram Rezisztiv aram

Kapacitancia Konduktancia

(kondenzator): (ellendllas):

Lipid ioncsatorna

kett sréteg Membran kondenzator
Citoszol

Dielektromos alland6 (~3 uF/cm?)



A membran passziv elektromos jellemz
Elektrotbnusos potencial és membran id allandé

Membran id allandé, t

Elektroténusos potencidl:
A sejtmembran passziv fesziltségvalasza aramlépcs re

Aramforras

Aramlépcs

. » t
Elektrotonusos potencial
(a membran
feszliltségvalasza)

Kapacitiv aram, |, L
b Rezisztiv aram, |, ——’/
Membran .
Xtengely: id (ms)

A membran passziv elektromos jellemz
Membran ellenallas

Ohm térvénye:

Bemen ellenallas a sejt teljes ellenallasa a membranon atfolyé aramra vonatkoztatva
aranyos a sejtfelllettel

Specifikus ellenallas

Membran konduktancia

Bemen _konduktancia Xionra; emf #V,,



A membran passziv elektromos jellemz i

Membran térallandoé

2 Membran modell Mérési eredmény

kivdl belul
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R,, hosszanti (axialis) ellenallas

Az akcids potencial
.|



A passziv és aktiv membrant is modellez elektromos aramkor

A sejtmembran magvezet modellje (Hodgkin)

Passziv és aktiv membran: aram-feszultség (I-V) fuggveny

Passziv membran: lineéris I-V fliggvény (Ohmikus)
Aktiv mebréan:
| 1. Rektifikacio: eltérés a linearis aram-fesziltség fuggvényt |

kimen 2. a membranon ellentétes iranyban atfolyé aramok nem
rektifikacio | ek
lineéris egyenl e
kimen 1-v 3. aktiv membranjellemz , feszliltségfiigg ioncsatornak
m kodnek <
(=
A L £
anomalis kimen I
rektifikacio ©
g
anomalis bemen \ £
rektifikacio
linearis bemen &aram-fesziiltség (I-V) viszony
linearis
bemen |
bemen rektifikacio
bemen
rektifikacio

anomalis bemen rektifikacio

kimen rektifikacio

DA g

anomélis kimen rektifikacio
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Aktiv membran: akcioés potencial

Az araminjektalé aramkorrel aramlépcs
sorozatot (1-4) injektalunk a neuronba:

Ekdzben a fesziltségmér aramkdrrel mérjiik

a neuron membranpotencialjat:

Hiperpolarizacio: 1,2

Depolarizacio: 3, 4

Kuszdb potencial

Kiszob alatti valasz (lehet passziv és aktiv)
Kiszob feletti valasz (mindig aktiv)

Az akcios potencial alapvet

Hodgkin and Huxley (1939)

Membranpotencial (mV)

Ingerl
aram (nA)

Ingerl  &ram (nA)

N
E
©
o
=
Q
°
= -z
8 Kuszobpotencial
S
£
[
=
tulajdonsagai
Felszallo
fazis I
Ny Tullévés
T~ Leszallo
fazis Kiiszob-
Helyi valasz potencidl
Nyugalmi
potencidl
utéhiperpolarizacié
kiiszobaram
Id (ms)
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Az akcids potencial alapvet  tulajdonsagai

Abszolit Relativ

refrakter periédus refrakter periédus
Akcibs potencialt kialakitd
£ minimalis inger gorbéje ingerek
I
& /
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Az akcids potencial alapvet  tulajdonsagai

Féazisos valasz Toénusos valasz .
akkomodacio
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Az akcids potencial lefutasa sejttipusra jellemz

vazizom szivizom

Az akcids potencial ionikus mechanizmusai

Natrium mozgas felel s az akcios potencial kialakulasaert

1. Na influx depolarizalja a membrant (Hodgkin and Huxley, 1939)

2. Tallovés alatt E,, kbzelébena Vv,

3. A tillovés amplitadéja a kiils  Na koncentréacio fuggvénye
Hodgkin and Katz (1949)
Extracellularis tengerviz NaCl tartaimanak fokozatos (1-5) cseréje kolin-
kloridra, majd NaCl visszamosésa a kolin-klorid helyett (6):

Membranpotencial (mV)

Id (ms)
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Az akcids potencial ionikus mechanizmusai
Voltage-clamp (fesziltségzar) modszer

Cole (1949)
Hodgkin and Huxley (1952)
- Parancs membrénpotenciéllal V,,, bedllithato és tarthato,
I=VIR;I=V+g
A membranon atmen aram konduktanciavaltozast jelent
- Parancs membranpotencialt és mért membranpotencialt dsszehasonlitd
aramkor, az eltérést feedback araminjekcié kompenzalja

Kontroll er  sit

Parancs V MértV .~ - az aramvisszacsatolas "zarja" a fesziltséget
- a visszacsatolt a&ramot mérjuk
Kontrall Fesziiltségmér -El nyei o ) o
aram er sit 1. A membréanon atfolyé aramot direkt mérjuk
2. Az ionaramok fesziiltség és id figg k; V,, itt allandd, ezzel

Oridsaxon elvalasztjuk a két valtozét, az ioncsatorna aramok fesziltségfiiggése
direkt Gton mérhet :
Fesziltségmér —~
elektréda - é

o

Membranon atfolyé aram S E
E 3
s
e
]
s
E
E
>
[}
o
=4
g
Aram elektrodak &

Hiperpolarizacié Depolarizécid

Az akcids potencial ionikus mechanizmusai
Az akcids potencial rzomy

Parancs V

voltage-clamp analizise 59 mV 59 mv

Membranon atfolyé
Osszes aram

Membrénon atfolyd
natrium aram

Membrénon atfolyd
kélium aram

Akcibs potencial
membranpotencial ——__
gorbéje

Kalium

Natrium konduktancia —_ /konduktancia
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lonaramok és ioncsatornak
C

lonaramok meérése: patch clamp
Neher and Sakmann (1976), Nobel-dij 1992

Sejtbe injektalt &ram

Egycsatorna-aramok

Egycsatorna-aramok 6sszege

15



Patch clamp mérési konfiguraciok

Neher and Sakmann (1976), Nobel-dij 1992

Patch clamp méresi konfiguraciok

Példa egy whole cell patch clamp kisérletre
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A gyors natrium csatorna m kodése

Aktivacios
kapu
Inaktivalo

pParancs V , domen

Mért aram

1. Fesziltségfigg csatorna: depolarizacié (-75  -25 mV) konformaciévéaltozast okoz

2. Oriasi fesziiltségvéltozés a csatornafehérjére vonatkoztatava: 100000 V/cm

3. Kapu aram (gating current) toltéssel rendelkez csoportok elmozdulhatnak

4. Zart, nyitott és inaktivalt m kodési allapota lehetséges.

Refrakter periédus: Na inaktivacié és K konduktancia egyittes hatasa

Intracellularis Na koncentracio alig valtozik (0,001-1 % /AP, DV yempran: 0,3 MV) 10722 M Na*; 100 mV; 160-500 Na*/ m?AP;
Extracellularis K koncentracié: rendkivil limitalt tér (~30-40 nm a sejtek kodzott) glidlis K felvétel

A gyors natrium csatorna szerkezete

Alfa alegység:

S4: pérusformalé alfa hélix
Blokkoldszerek:

Inkativalo
hurok

Alegységek
elrendez dése:

tetrodotoxin
Helyi érzéstelenit k: Lidocain

Alfa és béta skorpiétoxin



A feszlltségfiigg K*-csatorna szerkezete

Eukariota
Eukariota kalium csatorna alfa alegység monomerek alegységek
elrendez dése:

bakterialis kalium csatorna monomerek

Blokkol6szerek:
tetraetilammonium
4-aminopiridin

A feszlltségfiigg K*-csatorna m kodése

Nyitott allapot Zart allapot

A béta alegységek érzékelik a fesziiltséget és
csavarjak az alfa alegységeket

Rod Mackinnon (Nobel-dij 2003)
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A fesziltségfiigg K*-csatorna m kodése

4. K* rehidralédik az extracellularis
oldalon

3. K* mozgas a 4 lehetséges
oxigénzseb kozott

2. Alfa alegység oxigénatomjai
atveszik a hidratburok szerepét

1. Az intracellularis oldalon a
K* elveszti hidratburkat

lonszelektivitas:
a natrium tdl kicsi az alfa
alegység oxigénjei kdzott

Az akciods potencial terjedése
|



A Na-csatornak s r sége az idegsejteken

A Na-csatornak az axon inicialis szegmentumon s r sédnek,
itt a legkisebb a kiiszébpotencidl, ezért indul innen az akciés potencial

Immuncitokémia kisérleti elve: A kisérlet eredménye:

Antigén (pl. Na-csatorna)

Nemspecifikus protein

Els dleges antitest

Masodlagos antitest
-enzim komplex

Az enzim szubsztratja

Mikroszkopban lathatd
szines reakciotermék

A Na-csatornak s r seége az idegsejteken

A Na-csatornak a Ranvier-féle bef z désekenis s r sédnek

Oligodendrocyta / Schwann-sejt

Myelin hively
Axon membranja

Ranvier-féle bef z dés
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Az akcibs potencial pontrdl pontra terjedése

L, » L Helyi Na-csatorna aktivacio
Az akcios potencial terjedési

tulajdonsagai:
1. valtozatlan amplitadéval és
2. egy iranyban terjed

Szomszédos membranfolt depolarizacidja

Szomszédos membranfolt

A repolarizalt membranfolt PN .
eléri a kiiszobpotencialt

abszolut refrakter stadiumba kerl

Id (ms)

relativ refrakter periédusban

Terjedési irany: lév membranfolt

1. ortodromikus

- X Terjedési irany
2. antidromikus

Az akcids potencial pontrdl pontra terjedése

Az akciés potencidl
sejttipustol fligg visszaterjed a sz6maba

és a dendritekbe
Szimultan haromelektr6das whole cell patch
clamp elvezetés egyetlen piramissejten:

1
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Az akcibs potencial pontrdl pontra terjedése
Az akcios potenciél visszaterjed a szomaba és a dendritekbe

Intracellularis CaZ* koncentracié kovetése kalcium koncentraciora érzékeny festékkel
(Oregon Green BAPTA) és digitalis képalkotassal:

Az akcids potencial saltatoricus terjedése

Terjedés iranya

22



Az akcids potencial saltatoricus terjedése

A térallandé nagyobb a vel hivelyes axonokban

R... specifikus ellenallas

R;, bels ellenallas

R,, kils ellenallas

R,, hosszanti (axialis) ellenallas

Normalizalt
membranpotencial

Helyi aram Helyi aram

Normalizalt
membranpotencial

Helyi &ram Helyi aram
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