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BEVEZETES

A nucleus cochlearis jelentosége és felépitése

A szorsejtektdl az elsddleges érzOneuronok, a ganglion spirale bipolaris sejtjei akcios
potencial sorozatok formajaban szallitjak a hallasi informécidt a hallokdzpontok iranyaba, igy
elsdként a nucleus cochlearis (CN) teriiletére.

Az utobbi évek kutatasainak eredményei alapjan egyre nyilvanvalobb, hogy a CN nem
egyszertien a hallopalya atkapcsold egyik allomasa, hanem itt megkezdddik az informacid
feldolgozasa is. A nervus acusticus altal a mag teriiletére szallitott akcios potencial sorozatok
ugyanis tobb kiilonb6zo, parhuzamos ttvonalra tevédnek at. Az akusztikus informacio ezen
,,SZ&tosztdsa” a magban taldlhaté szamos masodlagos érzOneuron eltérd agyteriiletekre torténd
projekcioja révén valosul meg.

A CN két részre tagolhat6. A dorsalis teriilet (DCN) igen jelentds szerepet jatszik a
hangforras térbeli lokalizaciojaban, illetve az akusztikus informécié iddviszonyainak
feldolgozasdban. A DCN legtobbet vizsgalt sejtfélesége a piramis-sejt, tovabbi projekciods
neuronok az orids-sejt és a Purkinje-szerii sejt. A ventralis magteriilet (VCN) tovabbi két
részre, egy eliilsé (anterior; AVCN) és egy hatulsé (posterior; PVCN) terliletre oszthato. Az
eliils6 résznek elsdsorban kapcsold funkcidja van, mig a PVCN szerepe a halldsi informacio
idében hii tovabbitasa. Az AVCN jelentds projekcids neuronjat a szferikéalis bushy-sejtek
képezik. A PVCN-ben a bushy-sejtek masik tipusa, a globuldris neuronok valamint az

octopus-sejtek talalhatdak.

. . 2+ y r r
A citoplazmatikus Ca= szerepe és szabalyozasa neuronokban

Régota ismert, hogy szamos sejtfunkcid aktivalodédsahoz elengedhetetlen az
intracellularis Ca*"-koncentracié megemelkedése (izomkontrakcid, exokrin és endokrin
szekrécio, mitozis, stb.). Koztudott, hogy ingerlékeny sejtek esetén a sejtfelszini Ca®'-
csatorndk hozzajarulhatnak az elektromos sajatsagok kialakitdsahoz, a rajtuk keresztiil belépd
Ca®" akér akcios potencialt is kivélthat.

A neuronokban a megndvekedett intracellularis Ca”**-koncentracio ([Ca®'])
modosithatja egyes sejtfelszini ioncsatornak kapuzasi paramétereit (pl. Ca**-fiiggd K- és CI'-
csatorndk), befolydsolva ezaltal a sejt membransajatsagait, igy ingerlékenységét. Az
intracellularis Ca”'-koncentracié novekedése alapvetd jelent6ségli a neurotranszmisszid

folyamataban, tovabba intracellularis enzimek aktivitasa is fiigghet a Ca®" jelenlététdl (pl.



protein kinaz C), az ugynevezett ,Long-Term Potentiation” (LTP) jelensége pedig a
neuronszintli tanulasi folyamatok egyik lehetséges értelmezését kinalja.

A szabalyozas szempontjabol lényeges, hogy az intracellularis Ca®'-koncentracio
gyorsan novekedjen, de ezt kovetden rovid idon belill Gjra a nyugalmi szintre térjen vissza
(Ca**-tranziensek kialakuldsa). A citoplazmaban megjelené Ca-ionok egyik forrasa az
extracellularis tér, ahonnan a sejtmembranban taldlhatd, depolarizacid hatdsdra aktivalodo
fesziiltségfiiggd Ca*'-csatorndkon keresztiili Ca®™ belépés valosul meg. Emellett a kémiai
szinapszisok posztszinaptikus membranjaban talalhaté ligandvezérelt ionotrop receptorok
koziil is szamos mutat permeabilitast Ca®" irant. Legjelentésebbek a glutamatreceptorok, de
emlitést érdemelnek a nikotin tipusu acetilkolin receptorok is. Az intracellularis Ca*'-
koncentracid nodvekedésében, neurontipusonként valtozd mértékben, jelentds lehet az
intracellularis raktarakbol torténé Ca®'-felszabadulds szerepe is.

A szervezetben végbemend regulacios folyamatok kozos sajatsdga, hogy a kivant
hatds kifejlodése utan a szabalyozd paraméter értéke a nyugalmi szintre tér vissza. Ez
kiilsndsen fontos szempont a neuronalis Ca*"-fiiggd folyamatok esetén, hiszen a rendkiviil
magas vagy til hossza ideig tartd magas intracellularis Ca*'-koncentracié az idegsejtekben
citotoxikus hatdsu, degenerativ folyamatokat indithat el. Nem meglepd, hogy a neuronok az
intracellularis Ca®" szintet igen hatékonyan csékkenté mechanizmusokkal rendelkeznek.

A citoplazmaba belépd Ca-ionokat atmenetileg kalciumkotd fehérjék pufferelhetik.
Ezek jelentOségét mutatja, hogy koncentracidjuk megemelését kovetden kisebb intracellularis
Ca”*-koncentraci6 valtozasokat produkal a sejt. A Ca’" visszavétele az intracellularis
raktarakba az endoplazmatikus retikulum membranjaban taldlhat6 SERCA (sarco-
endoplasmic reticular Ca®") pumpa altal valosul meg. Jelentés a mitokondriumok
Ca*"akkumulalo szerepe is, elsdsorban nagy Ca®'-terhelés esetén. Az intracellularis Ca*'-
koncentracio csokkentésének legegyértelmiibb modja természetesen az extracelluléris térbe
t5rténé transzport. Ebben a neuronok membranjaban jelenlévé Ca*"-pumpa (PMCA) és a

+ 2+ : ;
Na'/Ca™"-cseremechanizmus vesz részt.

Célkitiizések

A tézisekben bemutatott munka f6 célja a nucleus cochlearis neuronok, ezen beliil is
elsésorban a piramis-sejtek Ca”"-homeosztazisanak tovabbi elemzése volt. A feltett kérdések
harom f6 téma koré csoportosithatok.

1. Extracellularisan alkalmazott glutamat hatasara kialakulé citoplazmatikus Ca®'-

tranziensek sajatsagainak vizsgalata a nucleus cochlearis dorsalis részébdl enzimatikusan



izolalt piramis-neuronokon. Az NMDA ¢és AMPA-tipust glutamatreceptorok valamint a
fesziiltségfiiggd Ca’’-csatornak szerepe a tranziensek létrejottében. A K és a glutamat
hatésara kialakulo Ca*"-tranziensek sajatsagainak dsszehasonlitasa.

2. A CN projekcids neuronjaiban a Ca*"-puffer fehérjék (kalbindin [CB], kalretinin
[CR] és parvalbumin [PA]) jelenlétének és megoszlasanak vizsgalata uszdszeleteken,
immunhisztokémiai mddszerekkel. Az egyes fehérjék kolokalizacidjanak vizsgalata kettds
immunjeldléssel. A neuronok egyértelmil azonositasa érdekében a sejtek retrograd toltésének
kidolgozésa.

3. A citoplazmatikus Ca*"-eltavolité mechanizmusok jelentéségének tanulményozasa
izolalt piramis-sejteken. Specidlis blokkoldszerek alkalmazaséaval a sejtmembranban taldlhato
PMCA ¢és Na'/Ca®"-cseremechanizmus, illetve az ER-ban levd SERCA-pumpa szerepének

kimutatasa a citoplazmatikus Ca*"-szint csokkentésében.



MODSZEREK

. 7 e + 7y o7 r_ 7
Az intracellularis Ca2*-koncentricié mérése

A piramis-sejteket 6-11 napos patkanyok nucleus cochlearisaibol enzimatikusan
(kollagenaz ¢és protedz) izolaltuk. Az izoladlt neuronokat tartalmazd sejtszuszpenziot
fed6lemezre cseppentettiik, majd 10 % 16szérumot tartalmazd Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) tapfolyadékban inkubaltuk 3-4 o6ran keresztiil. A sejteket 3 umol/l Fura-2
Ca*"-indikétor festék észterifikalt formajaval toltottiik fel.

Az [Ca®"]; mérése Deltascan-1 (Photon Technology International, New Brunswick,
USA) rendszeren tortént. A Fura-2 festéket 340 ¢és 380 nm hullamhosszisagu
monokromatikus fénnyel felvaltva gerjesztettiik; a festék altal kibocsatott fényt pedig 510 nm-
en regisztraltuk. A mérések sordn a mintavételezés frekvencidja 50 Hz volt. A 340 és 380
nm-es gerjesztd hullamhosszak esetén mért fényintenzitdsok hanyadosat az OSCAR nevii
szamitogépes program alkalmazéasaval képeztiik (Photon Technology International, New
Brunswick, USA).

A mért eredmények analizise soran csak azokat a sejteket vettiik figyelembe, amelyek
intracellularis Ca®-koncentraciéja 30 nmol/l alatt volt. Kisérleteink soran a sejteket
folyamatosan perfundaltuk kontroll oldattal, a tobbi oldatot és a gatloszereket egy gyors cserét
biztositd mikroperfuzids rendszer segitségével juttattuk a sejtek kornyezetébe. Kisérleteinket

szobahOmérsékleten végeztiik.

Immunhisztokémia

A kisérletekhez 30 napos patkdnyokat hasznaltunk. Miutdn az agytorzset 4 %-os
paraformaldehidben fixaltuk, 60 pm vastag szagittalis szeleteket készitettlink a nucleus
cochlearisbol. Az aspecifikus kotohelyeket 10 % normal 16szérummal blokkoltuk, majd a
primer antitestekkel inkubaltuk a szeleteket. A pufferfehérjék kolokalizaciojanak vizsgalata
céljabol kettés jeloléseket végeztiink. Madsodlagos antitestként fluoreszcens festékkel
konjugalt antitesteket alkalmaztunk. A szeleteket DAPI tartalmt fed6anyaggal fedtiik le, a
sejtmagok lathatova tétele céljabol. Vizsgalataink soran kontroll kisérleteket is végeztiink a
primer antitestek specifikus reakciojanak igazolasara (preadszorbcid, primér antitest

elhagyasa).



Retrograd jelolés

A nucleus cochlearis  projekcidos  neuronjainak  retrograd  jeloléséhez
tetrametilrodamin-konjugalt dextrant alkalmaztunk (molekulatomeg = 3000). Tekintettel arra,
hogy a nucleus cochlearisbol kilép6 projekcids neuronok axonjai az agytorzs felszini
rétegeiben haladnak tovabb, egy finom tii segitségével ejtett feliiletes karcoldssal ezen axonok
konnyen atvaghatdak. Az ejtett vagasokba a jelold molekuldkat ugyanezen tii segitségével
juttattuk be.

A jelolést kovetden az agytorzset 8 Oran keresztiil életben tartottuk a retrograd
transzport teljesiilése érdekében, majd 4 %-os paraformaldehidbe helyeztiik azt. Ezutan
50 um vastag szagittalis szeleteket készitettlink a jeloléssel azonos oldali nucleus

cochlearisbol. A szeleteket ebben az esetben is DAPI tartalmu fedéanyaggal fedtiik le.

Mikroszkopok

A retrograd jelolések vizsgalata fluoreszcens mikroszkop (Eclipse 600W; Nikon,
Tokyo, Japan), mig az immunreakciok kimutatdsa fluoreszcens és konfokalis (LSM 510;
Zeiss, Jena, Germany) mikroszkop segitségével torténtek. A felvételek elkészitéséhez és
feldolgozasadhoz a Spot RT v3.5 illetve a Zeiss LSM Image Browser programokat valamint az
Adobe Photoshop 7.0 szoftvert alkalmaztuk. Konfokalis mikroszkopia esetén a vizsgalni

kivant sejtekrdl tobb sikban készitettiink felvételeket, melyeket ezutdn egymasra illesztettiik.



EREDMENYEK

1. A glutamat-indukalt CaZ-tranziensek jellemzése izolalt piramis-sejteken

1.1. AMPA és NMDA-receptorok jelentésége a Ca’ -tranziensek étrejottében

A glutamat altal kivaltott Ca®’-valaszok kvantitativ vizsgalata soran el8szor
meghataroztuk az extracellularisan alkalmazott glutamat dozis-hatas gorbéjét. Tovabbi
kisérleteinkben a glutamat biztosan telitd doézisat (5 mmol/l) alkalmaztunk legalabb 5 s-ig.
Ebben a koncentracioban a glutamat 22,7 és 77,6 nmol/l kozétti nagysagn Ca”'-tranzienseket
hozott 1étre, melyek atlagos amplitidoja 46,1 £ 3,0 nmol/l volt (n = 66). Egyes neuronokon
magas extracellularis K -koncentraciot és glutamatot egyarant alkalmaztunk Ca®’-tranziensek
kivaltasara, a kétféle valasz osszehasonlitasa céljabol. Ezen sejtekben az 50 mmol/l K altal
kivaltott tranziensek atlagos amplitidoja 217,7 £ 20,2 nmol/l volt, mig 5 mmol/l glutamat
60,8 + 6,8 nmol/l amplitadoju tranzienseket valtott ki (n = 9).

Kisérleteink tovébbi részében a kiilonboz6 ionotrop glutamatreceptorok Ca®'-
tranziensek létrehozdsdban jatszott szerepét vizsgaltuk az egyes tipusokra specifikus
antagonistak hasznalataval. Az AMPA-receptorokat blokkolé6 CNQX (100 pmol/l) hatdsara
az 5 mmol/l glutamat altal kivaltott tranziensek 33 +4,9 nmol/l-ré6l 2,7 £ 0,9 nmol/l-re
csokkentek (n=13). Az NMDA-receptorok szerepét 100 umol/l AP5 alkalmazasaval
vizsgaltuk. A szer alkalmazdsa soran a Ca’'-tranziens a kontroll 52,4 + 4.2 nmol/l-es
amplitadorol 48 + 3,4 nmol/l-re csokkent, a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (n
=7).

Mivel az AMPA-receptorok gatlasahoz hasznalt CNQX az NMDA receptorokat is
blokkolhatja, ezért egy joval specifikusabb AMPA-antagonista, az NBQX hatisat is
vizsgaltuk (10 umol/I). 100 pmol/l AP5-tel és 200 umol/l Cd*"-mal tortént elékezelés utan a
glutamat-indukalt tranziens amplitudoja 25 £ 4,8 nmol/l volt, ezt NBQX 12,1 £ 3 nmol/l-re

csokkentette, a hatas szignifikans volt és kimoshatdnak bizonyult (n = 6).

1.2. Az NMDA-tipusu ionotrop glutamatreceptorok aktivdcioja
Mivel az AP5 nem befolyésolta a glutamét-indukalt Ca®*-tranzienseket, nem lehetett
kizarni annak lehetdségét, hogy az izolalt idegsejtek nem rendelkeznek funkcidképes NMDA

receptorokkal. A kérdés tisztdzasa érdekében az NMDA-receptorok miikodését kiillonbozo



modszerekkel stimulaltuk, és vizsgaltuk a Ca’'-tranzeinsekben létrejové kovetkezményes
valtozasokat.

A kontroll Ca*"-tranziensek amplitadojahoz képest (44,5 + 14,9 nmol/I) az 50 pmol/l
glicin és 20 pmol/l Mg*-koncentracio jelenlétében kivaltott glutamat tranziensek esetén
jelentésen novekedett a Ca*"-tranziens amplitadoja (91,9 + 15,3 nmol/l), a kimosast kévetéen
pedig visszatért a kontroll értékre (41,6 £ 19,7 nmol/l).

Kisérleteink egy részében az NMDA-receptorokat az AMPA-receptorok gatlasa utan
stimulaltuk.  Kontroll kériilmények kozott 5 mmol/l glutamat alkalmazésakor a Ca®'-
tranziensek amplitiddja 38 + 7,8 nmol/l volt. 100 pmol/l CNQX csaknem teljesen gétolta a
tranziens kialakuldsat (az atlagos amplitad6é 1,8 + 0,5 nmol/l volt). Ezt kovetéen CNQX
jelenlétében 50 pmol/l glicint alkalmaztunk, aminek hatasara a Ca®*-tranziens megnovekedett
(16,8 £ 3,8 nmol/l). Végiil a fenti szerek folyamatos alkalmazasa mellett az inkubald oldat

crer

tovabb nétt (55 4 + 13,1 nmol/l).

1.3. Az AMPA-receptorok hatdisa a citoplazmikus Ca’*-koncentrdcié valtozdsokra

Vizsgalataink soran igazolodott a glutamat-indukalt Ca®'-tranziensek létrejottéhez
sziikséges Ca®" extracellularis eredete. Ennek bizonyitékaként a csokkentett Ca* -tartalmu
extracellularis oldat jelenlétében a tranziens amplitidoja drasztikusan csokkent a kontroll
koriilmények kozott kivaltotthoz képest.

A bemutatott kisérlet kapcsan az intracellularis raktarakbol torténd Ca®'-felszabadulas
szerepére vonatkozoan is nyertlink informaciot. A glutamat alkalmazasat kovetéen 50 mmol/l
K-depolarizacioval valtottunk ki Ca*"-tranzienst az intracellularis Ca*'-raktarak feltoltése
céljabol, majd megismételtiik a glutamat adasat. A K'-depolarizaciot megel6zd és az azt
kéveté glutamat-indukalt Ca**-tranziensek egyforma nagysaguak voltak, ami arra utal, hogy a
Ca®"-raktarak szerepe a tranziensek nagysaganak kialakitasaban minimalis.

Az AMPA-receptor-fiiggd Ca”-tranziensek létrejottéhez sziikséges Ca®'-belépés
kiilonbozé utvonalakon mehet végbe. A fesziltségfiiggd Ca’'-csatornak szerepét a
depolarizacié nagysaganak csokkentésével illetve a fesziiltségfiiggd Ca* -csatorndk gatlasaval
vizsgaltuk. A mérés soran az NMDA-receptorok esetleges aktivacidjat 100 pmol/l APS
alkalmazésaval gatoltuk.

Az extracellularis Na'-szintet 10 mmol/l-re csokkentve nem tapasztaltunk eltérést az

5mmol/l glutamat altal kivaltott Ca’'-tranziensek amplituddjaban: kontroll esetben a



tranziensek nagysaga 55,6 £ 10,2, alacsony Na-tartalmu oldatban pedig 68,8 = 14,7 nmol/l
volt (n = 5).

A fesziiltségfiiged Ca’’-csatornak Cd*"-mal torténd gatlasa sordn a tranziensek
amplitadoja 52,8 £ 5,8 nmol/I-rdél 27,7 £ 6,7 nmol/l-re csokkent (n=11). A hatas az esetek
nagyobb részében kimoshatdé volt. Az amplitidé csokkenése mellett a tranziensek
kialakulasanak sebessége is minden esetben csokkent.

Mivel az NMDA-receptorokon keresztiil torténd Ca*"-belépés lehetésége a receptorok
serkentése nélkiil kicsi, a fesziiltségfiiggd Ca®’-csatorndk pedig csak a kialakulo Ca*'-
tranziensek mintegy 50%-aért felelések, a tovabbi Ca®'-belépés utvonalaként mér csak
magukat az AMPA-receptorokat lehetett feltételezni. A lehetdség igazolasara a korabbiakhoz
hasonléan 5 mmol/l glutamattal valtottunk ki Ca**-tranzienst (100 pmol/l AP5 és 200 pmol/l
Cd*" jelenlétében). A fesziltségfiiggd Ca’ -csatorndk gatlasa miatt a tranziensek amplitudéja
atlagosan csak 19,4 + 2 nmol/l volt és a felszallo szar sebessége is kisebbnek bizonyult.
Amikor a tranziens elérte a maximumot, a glutamat jelenlétében az extracellularis oldat Ca®'-
csokkenni kezdett és 20-25 s elteltével 5,2 £ 1,1 nmol/l-re allt be. Az extracellularis Ca*'-
koncentracio értékének visszaallitasa utan megismételt glutamatkezelés a kontrollhoz hasonld

nagysagu tranzienseket eredményezetett (24,3 £ 3,5 nmol/l).

2. Kalciumkoto fehérjék jelenlétének és megoszlasanak vizsgalata a CN projekcios

neuronjaiban

2.1. Kalciumkéto feherjék a DCN-ben

A DCN legtobbet vizsgalt projekcidés neuronjai a piramis-sejtek, ezek kalciumkotd
fehérje expresszidjanak vizsgalata soran CB/PA ¢és CR/PA kettds jeloléseket alkalmaztunk. A
neuronok intenziv és homogén PA valamint CB jel616dést mutattak, ugyanakkor CR jelenlétét
nem sikeriilt kimutatni.

A piramis-neuronok retrograd jeldlése soran a mag belsé rétegében néhany nagy sejt is
feltoltédott, melyek projekcidjuk, nagysaguk ¢és lokalizaciojuk alapjan oOrias-sejtként
azonosithatéak. Ezen neuronok immunhisztokémiai vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy
csak CB-t expresszalnak, PA és CR pozitivitds nem volt kimutathat6 esetiinkben.

A DCN-ben talalhaté Purkinje-szeri sejtek projekcios teriilete feltételezések szerint

szamos fajban (igy patkanyban is) a kisagy. Ez a sejtféleség a DCN felszinén helyezkedik el



¢és jelentds CB pozitivitast mutat mind a sejttestben, mind a kiterjedt dendritfdban. A PA
jelolés esetén a sejttest ugyancsak intenziv és homogén jelolédést mutatott, a dendritfa
azonban alig volt észrevehetd. Eredményeink alapjan ugyanakkor gy tlinik, hogy Purkinje-
szerl sejtek nem expresszalnak CR-t.

A piramis- és a Purkinje-szerti sejtek esetén a fluoreszcens mikroszkoppal végzett

megfigyeléseinket konfokalis mikroszkdpiaval is kiegészitettiik.

2.2. Kalciumkoto feheérjék a VCN-ben

A DCN-hez hasonldéan, a VCN-ben talalhatd neuronok azonositasa is lokalizaciojuk,
méretlik és alakjuk alapjan tortént. A globularis bushy-sejtek altal expresszalt kalciumksto
fehérjék vizsgalata soran PA/CB és PA/CR kombindcidban végeztiink kettds jeloléseket. A
sejttestben és az akusztikus rostokban egyértelmii PA pozitivitds mutathat6 ki, a neuronok
felszinén pedig szdmos intenziv, foltszerii jelol6dés tapasztalhatd, melyek az akusztikus
rostok axonvégziodéseinek felelnek meg. A CB-jelolés esetén sem a sejttest, sem a
hall6éidegrostok nem voltak kimutathatdéak, ugyanakkor pozitivitds volt megfigyelhetd az
axonvégzddésekben. A CR jelenlétének vizsgalata soran a PA-hoz hasonld eloszlasi
mintazatot tapasztaltunk.

A globularis bushy-sejtekhez hasonloan, a szferikalis neuronok esetén is PA/CB ¢és
PA/CR kombinacioban végeztiink jeldléseket. Vizsgalataink sordn homogén citoplazmatikus
immunpozitivitast figyeltiink meg PA-jelolés esetén. A sejttestet koriilvevd rostok PA
jelolodése ugyancsak egyértelmtl, és sok esetben az axonvégzddések erds pozitivitasa mintegy
kirajzolja a sejttest kontarjat. A szferikalis bushy-sejtek immunhisztokémiai vizsgélata azt is
bizonyitotta, hogy ezek a neuronok nem expresszalnak szoémajukban sem CR-t, sem CB-t,
mig a sejttest koriil taldlhatd kiilonféle idegrostok és axonvégzddések immunpozitivitast
mutattak CB-ra és CR-re egyarant.

A bushy-sejtekkel  kapcsolatos  eredményeink  alatdmasztisara  konfokalis
mikroszkoppal is végeztiink vizsgalatokat. Ennek alapjan még egyértelmiibbé valt az az éles
kontraszt, ami az intenziv CR pozititast mutat6 akusztikus idegrostok és végzddéseik, illetve a
CR-negativ szferikalis bushy-sejt szoma kozott fennall. Tekintettel arra, hogy a globularis
bushy-sejtek sejttestje kifejezett CR-pozitivitast mutatott, a CR jelenléte vagy hianya
megfeleld eszkoz lehet a kétféle sejttipus elkiilonitésére. A konfokdlis mikroszkoppal
készitett rekonstrudlt felvételek nemcsak megerdsitették a kétféle bushy-sejt szomajanak PA-
pozitivitasat, de a sejteket koriilvevd akusztikus idegrostok és idegvégzodések elrendezodése

is egyértelmiien lathatova valt.
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Habar a CB/CR kombinécidban végzett kettds jelolés soran igazolodott az octopus-sejt
szomajanak CR expresszidja, ennek intenzitdsa jelentdsen kisebb, mint a szomszédos
rostokban és axonvégzddésekben megfigyelheté immunreakcioé. Emlitésre mélto, hogy ezek
a struktiradk csak igen gyenge CB-jelolédést mutattak, viszont az octopus-sejt szomajaban
intenziv CB expresszido mutathato ki. PA expresszio csak az axonvégzddésekben volt jelen,
az octopus-sejt testében ez a fehérje nem expresszalodik.

Annak érdekében, hogy az egyes kalciumkotd fehérjék kiilonbozd sejttipusokban
tapasztalt expresszids szintjét Osszehasonlithassuk, szemikvantitativ értékelési rendszert

vezettiink be.

3. A CaZ-eltavolité mechanizmusok vizsgalata

3.1. A K -depolarizaciéval kivéltott Ca’*-tranziensek megsziinésének kinetikdja

A piramis-sejtek citoplazmajabol torténd Ca’'-eltavolitasi folymatokat a K'-
depolarizacioval kivaltott Ca*’-tranziensek leszallo szaranak illesztésével, az id6allandok
meghatdrozasaval tanulmanyoztuk. Annak érdekében, hogy az eltdvolitd mechanizmusok
intracellularis Ca”**-koncentracio fiiggését megvizsgaljuk, kiilonboz6 extracellularis K'-

A Ca®-tranziensek leszallo szara —a tranziens csucskoncentracidjatol fiiggéen —
haromféle kinetikat mutatott. A kis amplitidoju tranziensek leszallo szarat jol lehetett
illeszteni egyetlen exponencialis tagot tartalmazé fliggvénnyel (1. tipus), mig nagyobb Ca*'-
tranziensek esetén a leszalld szarat csak két exponencialis tagot tartalmazo fiiggvénnyel
kaptunk megfeleld illeszkedést (2. tipus). A két tipus kozotti atmenetet a 45 és 82 nmol/l-es
Ca*"-csucsértékek kozott lehetett megfigyelni.

A 3. tipusu leszallo szar a neuronok mintegy 10%-anal volt megfigyelhetd. Ha
50 mmol/l K™-ot 1-5 s-ig alkalmaztunk, a Ca*"-tranziens megsziinésének korai szakasza egy
exponencialis tagot tartalmazé fiiggvénnyel volt illeszthet. Ezt kovetden platofazis alakult
ki, majd (a K'-koncentracid csokkentése utan) a megsziinés joval kisebb sebességgel
folytatodott.

A Ca’-eltavolitais Ca*'-koncentracio fiiggésének vizsgalata soran az 1. tipusu
tranziensek megsziinésének iddallandoja 6,43 £ 0,48 s volt (egy exponencialis tag, t). A 2.
tipusu tranziensek illesztésekor a kisebb iddallandé (t;) a 0— 100 nmol/l kdzotti

tranzienseknél 3,09 + 0,26 s volt, értéke magasabb Ca”*-tranzienseknél jelentésen csokkent
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(1,46 £0,11 s-ra a 250 -300 nmol/l-es tartomanyban). = A nagyobb iddallandd (t2)
18,15+ 1,6 s volt a 0-100nmol/l-es tartomanyban, értéke nem valtozott jelentdsen
magasabb Ca’-koncentraciok esetén, csak a 250 —300 nmol/l-es tartomanyban volt
megfigyelhet6 szignifikans csokkenés (7,42 + 0,92 s).

A tranziensek leszallo szaranak illesztésekor alkalmazni kellett egy allando tagot, ami
az intracellularis Ca*"-szint tranziens el6tti és utani értékének kiilonbségével azonos. Ez a
kiilsnbség a Ca’’-tranziensek amplitidojanak névekedésével emelkedett.  Kijelentheté
ugyanakkor, hogy a tranzienseket megelézéen az intracellularis Ca®"-szint kielégitéen
alacsony volt és csak kis mértékben (15 és 25 nmol/l kozott) valtozott a kisérletek alatt.

Ismeretes, hogy a nagy affinitast fluoreszcens Ca”-indikatorok (pl. a Fura-2) maguk
is befolyasoljak a Ca**-koncentracié valtozasok idSbeliségét. Annak érdekében, hogy a Fura-
2 esetleges ilyen hatasat kimutassuk, egy alacsony affinitasi Ca*'-indikatorral (Fluo-3) is
regisztraltunk Ca®'-tranzienseket. Ezen tranziensek kinetikai paraméterei hasonloak voltak a
Fura-2 alkalmazéasakor kaportt értékekhez (2. tipusu tranziensek esetén t; =4,16 £0,52 s,

1, =20,78£4,5s,n=4).

3.2. Az intracelluldris Ca’* -raktdrak szerepe a Ca’ -eltavolitdsban

Az a tény,hogy a 2. és 3. tipust tranziensek leszallo széra tobb exponencidlis tagot
tartalmazo fiiggvénnyel illeszthetd, valosziniisiti tobb Ca**-eltavolitd mechanizmus egyidejii
aktivitasat. Az intracellularis raktarakba torténé Ca’'-felvétel jelentéségét az
endoplazmatikus retikulum SERCA pumpédjat gatlo szereknek, a tapszigarginnak (TG) és a
ciklopiazonsavnak (CP) az alkalmazaséaval teszteltik. 50 nmol/l TG hatisidra a nyugalmi
intracellularis Ca**-koncentracié megemelkedett, a Ca*"-tranziens csucsa pedig szignifikans
csOkkenést mutatott. Habar TG kezelés alatt a 2. tipusu tranziensek megtartottak jellegiiket,
mindkét idéallandd  értéke  szignifikdnsan megemelkedett (1) =2,11+0,13s,
1, =14,98 £ 1,95s kontroll koriilmények kozott, TG kezelést kovetden pedig a
11=5,991+096s,a1,=27,46+421 s).

A Ca®-tranziensek amplitidojanak csokkenése felveti azt a lehetdséget, hogy
Onmagaban ez a valtozds allhat az iddéallandok ndvekedésének hatterében. A kérdés
vizsgalata érdekében meghataroztuk a Ca®'-tranziens csdkkent amplitadéja alapjan véarhato
iddallandokat, de a TG jelenlétében kapott idéallandd ndvekedés sokkal nagyobb volt, mint

ami a Ca’"-tranziens amplitudojanak csdkkenése alapjan feltételezhets.
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A TG-nal kapott eredmények aldtdmasztasa céljabol megismételtiik a kisérletet
3 umol/l CPA-val és hasonld eredményt kaptunk. Valdszinli tehat, hogy a csokkent
amplitado és a lassabb leszallo szar a SERCA pumpa gatlasanak kdvetkezménye.

Felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy a TG és CPA jelenlétében tapasztalt amplitudo
csokkenés hatterében a fesziiltségvezérelt Ca**-csatornak gatlasa all. Izolalt piramis-sejteken
a patch clamp technika teljes sejtes elrendezésével végzett mérésekben kimutattuk, hogy a
fesziiltségvezérelt Ca**-csatornakon folyd aram CPA és TG hatésara nem csokkent.

A SERCA-pumpa gitloszereinek a Ca®'-tranziensek amplitidojara gyakorolt hatasa
felveti azt a kérdést, hogy a tranziensek kialakuldsahoz mennyiben jarulhat hozza az
intracellularis raktarakbol szarmazé Ca’’. A kérdés vizsgalatdhoz el6bb 20 mmol/l
koffeinnel, majd K'-depolarizacioval valtottunk ki tranzienst. Ezt kdvetden a kisérletet
megismételtiik TG illetve CPA jelenlétében is. A sejtek egy részében a TG és CPA nem
gyakorolt hatdst sem a koffein, sem a depolarizacio altal kivaltott Ca*'-tranziensek
nagysagara, mig egy masik sejtpopuldcio esetén a TG és a CPA jelenlétében koffeinnel nem
lehetett Ca®'-tranzienseket létrehozni és a K'-depolarizacié altal kivaltott tranziens

amplitadodja is csokkent 50 %-kal.

3.3. 4 sejtmembran transzportrendszereinek szerepe az intracelluldris Ca’ -
koncentracio csokkentésében

A Ca’"-ot az extracellularis tér felé szallito Na®*/Ca®" antiport gatlasa céljabol az
alacsony Na'-tartalmt oldatot a tranziens kialakul4sa utan alkalmaztuk, a Na" helyettesitésére
hasznalt Li"-mal és szacharézzal azonos eredményeket kaptunk.

A Na®'/Ca™ cseremechanizmus gatlasa csokkentette a piramis-sejtek Ca®'-eltavolito
képességét. A Ca’'-tranziens megsziinésének idéallandoi emelkedtek: a 1, értéke
2,64 £0,32 s-rol 3,37 +0,5s-ra, a 1, értéke 15,32 £ 1,92 s-r6l 18,14 + 1,68 s-ra (n=10),
azonban egyik valtozas sem bizonyult szignifikinsnak. Mindez a Na®'/Ca*" antiport
kismértékii szerepét jelzi a Ca* -eltavolitasban.

A PMCA utvonalat 3 mmol/l La’" alkalmazasaval gatoltuk. A fesziltségfiiggd Ca”"-
csatornak blokkolasanak kovetkezményeit ugy kiiszoboltik ki, hogy a La’*-t a K'-
depolarizacio megsziintetésével egyidejiileg alkalmaztuk. A La’" jelentésen, de reverzibilisen
valtoztatta meg a Ca’’-tranziens leszallo szarinak lefutasat: az intracellularis Ca®'-
koncentracio rovid csokkenés utan megallt és egy platofazis alakult ki, ami a La’"

alkalmazasanak id6tartama alatt valtozatlanul fennmaradt. A La’" eltavolitasa utdn a Ca**-
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szint ismét csokkent, de lassabban mint a platot megel6zéen. La’™ jelenlétében mind az
alapvonal értéke, mind a tranziens amplitudodja valtozatlan, a kontroll tranziensek idéallandoi
pedig hasonloak a koradbban kapottakhoz (t; =2,57 £ 0,65 s, 1, = 19,85 +£3,45s, n=7). La*"
alkalmazasat kovetden a leszalldé szar mindkét szakasza egy exponencialis tagot tartalmazo
fiiggvénnyel volt illeszthetd. Az elsé szakasz id6allandodja (tr,=35,7 1,07 s) valamivel
nagyobb volt, mint a kontroll t;, mig a La’" kimosésa utani id6allando (Two = 12,56 £ 2,11 )
kisebb volt, mint a kontroll 1, (a kiilonbségek statisztikailag nem szignifikdnsak). A
platofazis amplitadoja 81,2 + 18,3 nmol/l-nak adodott, a kimosast kovetden kialakuldé Ca®'-
szint (23,2 + 2,2 nmol/l) pedig nagyobb volt, mint amit kontroll koriilmények kozott

tapasztaltunk a Ca®"-tranziensek utén.
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MEGBESZELES

A disszertacioban bemutatott kisérletek f& célja az volt, hogy tovabbi adatokat
nyerjiink a nucleus cochlearis neuronok Ca”*-homeosztazisanak szabalyozasara vonatkozoan.
A munka szervesen illeszkedik csoportunk azon térekvéséhez, hogy az egyes neuronféleségek
funkcidjat megismerve kozelebb jussunk a cochlearis magban kialakuld parhuzamos felszalld
utvonalak miikddési sajatsagainak megértéséhez. Ehhez mindenképpen sziikséges a szoban
forgd palydk kiinduldé neuronjainak tanulméanyozasa, membransajatsagaik €s sejten beliili
szabalyozo6 rendszereik megismerése.

Az elvégzett vizsgéalatok dontd része a DCN piramis-sejtjeire vonatkozdan
szolgaltatott informaciot. Kijelenthetd, hogy ezek a neuronok miikddésiik kapcsan jelentds
Ca’'-terhelésnek vannak kitéve, ennek ellenére relative kicsi intracellularis Ca**-koncentracio
valtozasok mutathatok ki rajtuk. Ennek oka részben a citoplazmatikus Ca”*-kétéfehérjék
puffereld hatasa, részben a citoplazmatikus Ca®" eltavolitisat végz6 transzportfolyamatok

hatékony mitkddése.

1. Glutamat-fiiggo CaZ-tranziensek izolalt piramis-sejteken

Kisérleteinkben a piramis-neuronok glutamat érzékenysége alacsonyabb volt, mint
amit mas izolalt sejteken vagy sejtkultirakon taldltak. Azt is megallapitottuk, hogy az
altalunk kapott glutamat-indukalt Ca®'-tranziensek kisebbek voltak, mint amit nucleus
suprachiasmaticus vagy hippocampus neuronokon leirtak. A kiilonbségek oka nem vilagos,
szoba jon, hogy az enzimatikus izoldlds sordn a neuronok elveszitik a felszini glutamat-
receptorok egy részét. Erre utalhat, hogy a depolarizacidval kivéltott Ca**-tranziensek sokkal
kevésbé kiillonboztek a masok altal kapott értékektdl. Megjegyzendd tovabba, hogy
eredményeink az AMPA-receptorok fontos szerepét jelzik a tranziensek Iétrejottében,
marpedig ezen receptorok alacsony glutamat-érzékenysége korabbrol ismert.

A kiilonféle gatloszerekkel kapott eredmények szerint a glutamat hatdsara 1étrejovo
Ca”'-tranziensek eredete kizarolagosan az extracellularis tér. Az AP5 hatastalansaga arra utal,
hogy az NMDA-receptorok részvétele a tranziensek kialakitdsaban elhanyagolhat6. Ennek a
kovetkeztetésnek azonban ellentmond az a tény, hogy az NMDA receptorokra is hato,
AMPA-receptor gatldé CNQX jobban csokkentette a tranzienseket, mint az AMPA-
receptorokra specifikusabb NBQX. Az ellentmondés lehetséges magyarazata az altalunk
alkalmazott AP5 koncentracido alacsony értéke lehet.  Némileg ellentmondasosak a

fesziiltségfiiggd Ca’'-csatorndk szerepére vonatkozé megallapitasaink is: a Cd*" mintegy
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50 %-os csokkenést eredményezett, a depolarizicio mérséklése a kiilsé Na“ megvonasaval
viszont gyakorlatilag hatastalan volt. Ebben az esetben magyardzatként az vethetd fel, hogy a
megmaradé kevés Na' is elegendd a Ca’'-csatorndk aktivalasahoz sziikséges mértékii
depolarizaci6 kialakitasahoz illetve az a lehetSség is felmeriil, hogy a Cd*" gatolja az AMPA-
receptorokat is.

A fenti megfigyelések Osszegzése utan adodott a kovetkeztetés, hogy a glutamat-
indukalt Ca**-tranziensek kialakulasahoz az AMPA receptorokon keresztiili Ca*"-belépésnek
is hozza kell jarulni. Szadmos adat talalhato arra vonatkozoéan, hogy a DCN neuronjaiban a
GluR1-4 alegységek nagy mennyiségben vannak jelen, jollehet az egyes sejtek expresszidja
kozott kiilonbségek is kimutathatok. Arra is vannak adatok, hogy a hallorendszer neuronjain
az AMPA-receptorok Ca’’-permeabilitisa 4ltaldban nagyobb, mint a mas agytorzsi
struktarakban taldlhatod idegsejteké. Mas megfigyelések szerint ugyanakkor a DCN piramis-
sejtek a GIuR2 alegység jelenléte miatt Ca’"-impermeabilis AMPA-receptorokat
tartalmaznak.  Utobbi megallapitds ellentmond annak a szerepnek, amit az AMPA-
receptoroknak tulajdonitottunk a Ca*"-tranziensek kialakitasaban.

Az ellentmondas feloldasanak tobb lehetésége van. Széba jon, hogy kisszama Ca*'-
permeabilis AMPA-receptor is elegendd a tranziensek létrehozdsdhoz az adott kisérleti
feltételek mellett (izolalt sejteken a teljes receptorkészlet egyidejii aktivalasa). Lehetséges,
hogy a piramis-sejtek citoplazmatikus Ca*"-pufferkapacitasa alacsony, ezért kis mennyiségii
Ca’"-belépés is eredményezhet mérhet koncentraciovaltozast (ennek ellentmondanak a
puffer-fehérjék expresszidjara vonatkoz6 wijabb adataink, lasd aldbb). Végezetiil emlitést
érdemel, hogy ragcsalékon a glutamat receptorok Osszetétele a hallopalya neuronjaiban a
hallasi funkci6 érése sordn valtozik, az 4altalunk hasznalt fiatal patkdnyokban tehat
alacsonyabb lehet a GIuR2 alegység mennyisége, mint mas a munkacsoport altal vizsgalt

idésebb egerekben.

2. Caz—+-k6t6fehériék elofordulasa felnott patkany nucleus cochlearisanak projekcios

neuronjaiban

Tekintettel jelentéségiikre, a Ca® -kotéfehérjék kozponti idegrendszeri eléfordulasaval
szamos korabbi tanulmany foglalkozott, ezek egy részében a nucleus cochlearisra vonatkozo
megallapitdsok is fellelhetdk. Kijelenthetd ugyanakkor, hogy az adatok heterogének, tobbféle
fajon, kiilonboz6 életkoru egyedekben torténtek a mérések. Mindenképpen helye volt ezért
egy olyan kisérletsorozatnak, amelyik adott species feln6tt (tehat kifejlett hallérendszerrel

bird) egyedeiben hasonlitja 6ssze a kiilonféle projekcios neuronok pufferfehérje tartalmat. A
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megkozelités atfogd jellege mellett metodikailag is wjat nyujtottunk azzal, hogy kettOs
jeloléseket végeztiink és kritikus esetekben konfokalis mikroszkopiaval tdmasztottuk alad
megallapitasainkat.

A korabbi adatokkal részben megegyezden azt talaltuk, hogy a DCN sejtjeiben a CB
jelenléte dominal, CR pedig nem mutathaté ki. Kiilondsen fontosnak tartottuk a piramis-
sejtek citoplazmatikus Ca”"-pufferkapacitisanak becslését. Mig korabbi megfigyelések
patkanyban csak a CB jelenlétére vonatkozdan voltak egyértelmiien pozitivak, esetliinkben a
PA jelenléte is igazolodott. Ez arra utal, hogy a piramis sejtek jelentds pufferkapacitdssal
rendelkezhetnek, tehat az ennek hidnyara vonatkozd kovetkeztetés értelmezése tovabbi
munkat igényel.

A patkany Purkinje-szerli sejtek esetében ismert volt a szoma CB és PA pozitivitasa,
mig a dendritek esetében intenziv CB pozitivitast és alacsony szintli PA el6fordulést irtak le.
Adataink szerint ez a kiilonbség sokkal ¢lesebb: mind fluoreszcens, mind konfokalis
mikroszkoppal a dendritek csaknem teljes PA-negativitasat allapitottuk meg. A DCN oOrias-
sejtjei esetében igazoltuk, hogy ezek sem CR-t, sem PA-t nem expresszalnak.

A VCN neuronjaiban a CB jelenléte nem annyira dominans, mint azt a DCN esetében
lattuk, ugyanakkor megjelenik a CR. Munkank soran jellegzetes kiilonbséget tudtunk
kimutatni a bushy sejtek két altipusanak pufferfehérje expresszidjaban. A globularis sejtek
esetében mar ismert volt a CB-negativitds és CR-pozitivitds, ezt kiegészitettiik a PA
jelenlétére vonatkozd megfigyeléssel, ami azt is jelenti, hogy ez a neuron is két kiilonb6zd
kotéfehérjével rendelkezik.

A patkany szferikdlis bushy sejtek esetében korabban a CR és CB hianyat irtak le.
Adataink ebben az esetben is mutatjdk a PA kismértékii jelenlétét. Ez a megallapitis azért
jelentds, mert jelzi, hogy a projekcids neuronok e tipusa patkdnyban is tartalmaz legalabb egy
Ca” -pufferfehérjét, mas fajokhoz hasonloan.

Az octopus-sejtek esetében adataink megerdsitd jellegick a CR és CB jelenlétére
vonatkozoan, ugyanakkor jak annyiban, hogy egyértelmiien igazoltak a PA hianyat, azon
fehérjéét, amelynek expressziojat mas fajok esetében kimutattdk ezen sejttipusban.

Az intenziv vizsgalatok ellenére a Ca’ -kotdfehérjék szerepére vonatkozéan kevés
biztos informacié all rendelkezésre. Altalanossagban kijelentheté, hogy feladatuk a sejtek
védelme a talsigosan magas vagy hosszantarto citoplazmatikus Ca’’-koncentraci6
novekedéssel szemben. Erre utal, hogy jelentds expresszidjuk mutathatdé ki olyan
neuronokon, amelyek kiilonosen nagy Ca’'-terhelésnek vannak kitéve akéar jelentékeny

felszini elektromos aktivitasuk, akar mas Ca®"-belépési Gtvonalak aktivalodasa miatt. E1S5bbi
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esetre példa a PA kolokalizacidja a Kv3.1b K'-csatorna alegységekkel, melyek jelenléte
jelentds tlizelési aktivitdssal rendelkezd idegsejtekre jellemzd, utdbbira pedig az a
megfigyelés, hogy a GluR2 AMPA-receptor alegység jelenléte vagy hidnya (azaz az AMPA-
receptor Ca’’-permeabilitasanak mértéke) Osszefiiggést mutathat a sejt Ca’’-kotéfehérje

expresszios mintazataval.

3. A citoplazmatikus CaZ eltavolitasara szolgalo mechanizmusok

A neuronok fiziologids miitkodésének fennmaradasa szempontjabol donté fontossagu,
hogy az aktivitasukat kisér0 ionmozgasok okozta valtozdsok minél kisebbek legyenek illetve
minél hamarabb visszaalljon a nyugalmi helyzet. A Ca’" esetében az elébbi feladatot részben
a pufferfehérjék latjak el, az utobbit pedig kiilonféle transzportmechanizmusok, amelyek az
ionokat visszajuttatjak az extracelluldris térbe vagy ideiglenesen az ER-ban taroljak dket. A
Ca”"-eltavolitas jellemzésére a depolarizacioval kivaltott tranziensek leszalld szarat leird
kinetikai paramétereket hasznaltuk fel. Az altalunk kapott idéallandok jo egyezést mutattak a
korabban kozolt értékekkel.

A Ca’'-tranziensek idSbeli lezajlasat jelentésen befolyasolja a sejt Ca®'-
pufferkapacitasa.  Tekintettel arra, hogy a Fluo-3 ¢és a Fura-2 tranziensek kinetikai
paraméterei hasonloak, a Fura-2 puffereld hatasat kismértékiinek tekinthetjik. Ami a
pufferfehérjék szerepét illeti, az aranylag kicsiny Ca®'-tranziensek magas pufferkapacitasra
utalnak. Ezt valoszinlsitik a CB és PA egyiittes jelenlétére utald immunhisztokémiai
adataink is. Az a tény azonban, hogy a megsziinés idd4llandéi Ca*"-fiiggést mutatnak, azt
jelezheti, hogy adott kisérleti koriilmények kozott a pufferek kozel vannak a szaturdcidhoz,
tehat vagy kapacitasuk kicsi, vagy eldterhelésiik nagy. Az immunhisztokémiai és kinetikai
eredmények Osszeegyeztetése tovabbi munkat, elsdsorban pontosabb kvantitativ becsléseket
igényel.

Az egyes transzportfolyamatok Ca’'-eltavolitisban jatszott szerepének megitélésére
lehetdség szerint szelektiv gatlasukat és a kapott modosuldsok elemzését hasznaltuk. A
megkozelitésnek tobb hibaforrasa van, elsé rogton a gatloszerek vitathatd specificitdsa. A
masik f6 probléma az utvonalak kozotti esetleges kdlcsonhatds: egy-egy transzport gatlasa
csokkentheti mas utvonal(ak) aktivitasat, de az is elképzelhetd, hogy a kiesett transzportot
mas mechanizmusok aktivitdsfokozodasa kompenzalja. A lehetdségek tisztdzasara
megkiséreltiik tobb transzportitvonal egyidejii gatlasat, ezek a kisérletek azonban nem adtak

egyértelmii eredményeket.
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Legellentmondasosabbak a Na'/Ca**-csere szerepével kapcsolatos adatok. Egyes
megfigyelések ennek fontossagdra utalnak, mig mdasok szerint a cseremechanizmus
jelentdsége kicsi. Sajat adataink az wutobbi allaspontot tamasztjdk ala, egyben
megkérddjelezik azt a véleményt, mely szerint a Na/Ca**-csere elsésorban a kdzponti
idegrendszer centralis struktaraiban jatszik fontos szerepet.

A PMCA szerepét 3 mmol/l La’" alkalmazisaval vizsgaltuk. Az ion ebben a
koncentracioban feltehetSen a Na'/Ca®'-cserét is gatolja, de ha elfogadjuk, hogy ennek a
mechanizmusnak a szerepe kicsi, a megfigyelt dramai véltozast indokolt a PMCA
kikapcsolasa kovetkezményének tulajdonitani. Az a tény, hogy ezen transzportlehetdség
megsziinése platod kialakulasat eredményezte, megerdsiteni latszik feltevésiinket, mely szerint
a tranziens leszallo szaranak kinetikajat a Ca*'-terhelés mértéke és a rendelkezésre allo
eltavolitd kapacitas kozotti ardny szabja meg.

A Ca*™ ER-ban torténé tarolasa jelentés szereppel birhat a piramis sejtek Ca’'-
tranzienseinek megsziinésében, erre utal, hogy a SERCA pumpa gatldsa egyértelmiien
csokkenti a tranziens leszalld szaranak megsziinési sebességét. Nem lehet azonban teljesen
kizarni azt a lehetdséget, hogy a tranziens leszalld szaranak lassuldsa csak latszolagos, a
tényleges Ca* -eltavolitas effektivitasat valamely raktar-fiiggd Ca” -csatorna megnyilasa és az
azon keresztiili Ca®"-belépés rontja le.

A SERCA pumpa gatlasanak varatlan kovetkezménye volt a tranziensek nagysaganak
csokkenése. Miutan néhany lehetséges magyardzatot kizartunk, az egyetlen szoba johetd
megoldas annak feltételezése, hogy a tranzienseknek mégiscsak van egy Ca*'-felszabaduldson
alapulo komponense. Erre utal, hogy TG és CPA kezelés noveli a nyugalmi Ca*"-szintet,
tovabba az a tény, hogy a tranziensek SERCA pumpa gatlassal Osszefliggd csokkenésének
feltétele a Ca®’-raktarak elézetes kiiiritése. Emellett irodalmi adat is utal ra, hogy a
depolarizacio-indukalt tranzienseknek lehet egy Ca®-indukélt Ca®-felszabadulds sszetevéje.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az izolalt piramis-neuronok jol szabalyozott
Ca’"-homeosztazissal rendelkeznek és alkalmasak ezen szabalyozas egyes lépéseinek
tanulmanyozasara. Mindamellett sziikséges, hogy a méréseket fizioldgiasabb viszonyok
kozott is megismételjiik. Elengedhetetlen tovabba, hogy a cochlearis mag mas neuronjainak
Ca**-szabalyozasardl is gyiijtsiink adatokat, ami lehet6vé teszi majd a neuronalis funkcidk és

a Ca”"-homeosztazis kozotti kapcsolatok pontos értelmezését.
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