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Bevezetés, célkitiizések

A nucleus cochlearis (CN) a halldsi informacié feldolgozadsdnak elsd agytorzsi
szintll dllomdsa. Korabbi eredmények bizonyitottdk, hogy a kolinerg moduldcié a CN-ben
er6sitd szerepet tolt be, bar ennek a mechanizmusnak a celluldris folyamatai mdig sem
ismertek. A jelen értekezésben bemutatott kisérletes munka laboratériumunk azon
torekvéséhez csatlakozik, hogy 1dj informdcidkat nyerjiink a patkdny CN felépitésérdl és
miikodésérdl. F6 célom ezen beliil a mag kolinerg modulécidjdval Osszefiiggd jelenségek
tanulmdnyozdsa volt.

A munka elsd részében a mag dorsalis részébdl (DCN) készitett tiléld szelet
prepardtumokon patch-clamp technika alkalmazdsdval az Oridssejtek elektrofizioldgiai
sajatsdgait tanulmanyoztam. A kisérletek sordn az aldbbi feladatok kivantam megoldani.

1. A muszkarinerg acetil-kolin (ACh) receptorok (mAChR) CN-ban torténd
expresszidjanak vizsgdlata az életkor fiiggvényében mRNS szinten.

2. A kolinerg agonista karbamil-kolin (CCh) dridssejtek elektrofiziol6giai
sajatsdgaira gyakorolt hatdsdnak elemzése, az dridssejtek azonositasa.

3. Az dridssejteken a DCN felszini és mély rétegei fel6l végzett elektromos
ingerléssel kivaltott gatld és serkentd posztszinaptikus dramok vizsgédlata, valamint a CCh
posztszinaptikus dramokra gyakorolt hatdsanak elemzése.

4. A CCh alkalmazas esetleges posztszinaptikus kovetkezményeinek felderitése.

Az elmult évtizedekben kimutattdk, hogy a neuronok kozti kémiai szinapszisok
miikodésében az astrocytdk aktiv harmadik résztvevoként szerepelnek és befolydsolhatjdk a
neuronok kozti ingeriiletatvitelt. Ezért egy-egy agyteriilet miikodésének vizsgdlatakor a
neuronok mellett fontos az ott jelenlévd astrocytdk tanulmédnyozdsa is. A munka mdasodik
részében a CN-bdl készitett primer astrocytatenyészetekben a kolinerg moduldcié

mechanizmusét CCh alkalmazasaval kivaltott citoplazmatikus kalcium-



koncentraciévaltozasok segitségével tanulmanyoztam. A megoldandé feladatok az aldbbiak
voltak.

1. Primer astrocytatenyészet inditdsa és az azokban taldlhat6 sejtek azonositdsa.

2. Egyes mAChR altipusok expresszidjadnak kimutatdsa az astrocytatenyészetekben
mRNS és fehérje szinten.

3.CCh alkalmazdsdval kivaltott citoplazmatikus kalcium-tranziensek kinetikai

sajatsdgainak és farmakoldgiai befolydsolhatésdganak elemzése.

Irodalmi attekintés

A CN és az oriassejtek rovid bemutatasa

A CN a hallasi informdécié agytorzsi szintli feldolgozdsdnak elsd dllomdsa. A CN
két {6 részre, a dorsalis és ventralis (VCN) magra oszthat6. A jelen munkdban bemutatdsra
keriil6 elektrofizioldgiai kisérletek a DCN-ben taldlhat6 6ridssejtek kolinerg moduldcidjaval
foglalkoznak. Az dridssejtek sejttestjiik mintegy 50 pm-es atmérdjével valéban nagy sejtek,
ugyancsak nagy sejtmaggal és sejtmagvacskdval. Az dridssejtek dendritfdja szertedgazd,
egyetlen sejt arborizacidja a CN 500-600 um széles teriiletét is képes lefedni, behdlézhatjak
mind a VCN, mind a DCN rétegeit. Ezen specidlis elrendezés eredményeként az éridssejtek
nagymennyiségli informaciét fogadnak az akusztikus rostok feldl, és ezdltal képesek az
érkez6 akusztikus bemenetek integraldsara. Az dridssejtek halléideg feldli, illetve az aVCN
irdnyabdl torténd ingerlését kovetd valtozdsok elemzésébdl ugy tinik, hogy ezek a sejtek
kozvetlen serkentd bemenetet kapnak a nervus acusticustl (NA) valamint a VCN neuronjai
irdnyabdl. Szdmos adat utal arra, hogy emellett kolinerg neuronok 4ltal biztositott modul4cid
is jelen van a CN-ben, és fontos szerepet jatszik a magban taldlhat6 idegsejtek aktivitdsdnak

a beallitasaban.



A muszkarinerg kolinerg receptorok

A muszkarinerg kolinerg receptorok (mAChR) a metabotrép receptorok csaldadjaba
tartoznak, ot altipusukat kiilonboztetjilk meg (a tovabbiakban M1-M5 forméban hivatkozunk
rgjuk). Az M1, M3 és M5 receptorok G-proteineken keresztiil aktivdlni képesek a
foszfolipdz-C (PLC) - inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP;) ttvonalat, mely az intracelluldris
kalcium-koncentracié novekedését eredményezi. A szervezetben dltaldban, és ezen beliil a

kozponti idegrendszerben is, valamennyi mAChR altipus sajitos expresszidés mintdzatot

......

Az idegrendszerben talalhaté gliasejtek attekintése, az astrocytak szerkezeti és

funkcionalis sajatsagai

Az utébbi évtizedekben beigazolddott, hogy a gliasejtek képesek befolydsolni a
neuronok kozotti szinaptikus transzmisszidt. A a gliasejteknek két £6 csoportja kiilonithetd
el, a periférids és a centrdlis glia. A centrdlis glia egyik alcsoportja a makroglia, ennek a
csoportnak a tagjait astrocyta sejteknek is nevezziikk. Az astrocytdk képezik a gliasejtek
legéltaldnosabban eléforduld és legdsszetettebb funkcidval rendelkezd csoportjdt. Az
astrocytdk idegrendszerben betoltott funkcidi kozé tartozik az, hogy intermedier
filamentumaik révén (pl. Glial Fibrillary Acidic Protein; GFAP) tdmasztjdk a neurondlis
elemeket, nyulvanyaik mintegy burkot képeznek a szinapszisok koriil, segitenek a
neurotranszmitterek és a kdlium-ionok extracellularis térbdl torténd eltavolitdsdban, ami igen
fontos az idegsejtek miikodési feltételeinek biztositdsdban.

A legutébbi évtizedekben kimutattdk, hogy az astrocytdk felsziniikon tobb
neurotranszmitter (pl. glutamdt, katekolaminok, GABA, ATP és ACh) receptorit is
expresszdljdk. A fOként metabotrép receptorok koziil tobb az intracelluldris kalcium-
koncentracié befolydsoldsan keresztiil fejti ki hatdsdt. Arrdl is beszamoltak, hogy az

astrocytdk maguk is szabaditanak fel transzmitterként miikodé anyagokat, pl. glutamatot,



TNFo-t és ATP-t. Ezek az anyagok, amelyeket djabban gliotranszmittereknek neveznek,
hathatnak a neuronok kozotti kémiai neurotranszmisszidra. Mindennek eredményeként a két
neuron altal képzett kémiai szinapszis felépitése egy harmadik résztvevdvel, nevezetesen a
nytlvanydval a szinapszist beburkold astrocytdval bdviil ki, ezért Gjabban ezt a szerkezetet

Hripartite”, azaz hdromosztatd szinapszisnak is nevezik.

Anyagok és médszerek

Tlélo szeletpreparatum készitése

A kisérletekhez 10-14 napos (n = 193) Wistar patkdnyokat haszndltunk. Az 4llat

dekapitdldsa utdn a fejet jéghideg alacsony Na'-tartalmd mesterséges cerebrospindlis
folyadékba helyeztik és a nagyagyat valamint a kisagy eltdvolitottuk, a megmaradt
agytorzsbol kovetden vibrotém segitségével 200 um vastag sagittalis szeleteket készitettiink.
A szeleteket a kisérletek kezdetéig (minimum 1 6rdn 4t) pihentettiik az inkubacids kamraban,
amelyik 37 °C-0s, 95% O, és 5% CO, gazkeverékkel dtbuborékoltatott normal Na'-tartalmud

mesterséges cerebrospindlis folyadékot (aCSF) tartalmazott.

Patch-clamp mérések és az adatok feldolgozasa

A szeleteket a méréedénybe helyeztiik és a kisérlet alatt folyamatosan oxigendlt
aCSF oldattal perfundaltuk. A pipettdba keriild belsd oldat 8 mmol/l biocitint tartalmazott.
A vizsgdlt neuronok akcidspotencidl-tiizelésének kivédésére egyes kisérletekben a gyors,
fesziiltségfiiggd Na'-csatorndkat blokkol6 QX314-kloridot alkalmaztunk. Az
elektrofiziol6giai méréseket a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében végeztiik
(néhany kisérletben 4ram-clamp elrendezést is alkalmaztuk). Fesziiltség-clamp
tizemmodban a tartéfesziiltséget -60 mV-ra allitottuk, mely membranpotencidl érték mellett
mind a spontdn, mind a kivéltott posztszinaptikus dramokat (PSC-k) vizsgdlhattuk. A

kivaltott PSC-ket elektromos ingerl6hdz csatlakoztatott monopoldris elektroda segitségével



hoztuk 1étre. Az ingerlé impulzusok frekvencidjat 50 Hz-re éllitottuk, az amplituddjukat
pedig olyan értéken tartottuk, amely éppen képes volt kivaltani PSC-ket (,,minimalis
stimulalas™).

A gatlé PSC-ket (IPSC) 10 umol/l NBQX és 50 umol/l D-APS5 jelenlétében (azaz a
glutamdterg neurotranszmisszié kiiktatdsa utdn) vizsgédlhattuk. A serkenté PSC-k (EPSC)
kivaltasa 1 umol/l sztrichnin és 10 umol/l bicucullin kombinélt alkalmazédsa mellett tortént.
Az adatelemzés sordn kiszdmoltuk az dgynevezett ,paired-pulse ratio”-t (PPR), amit a
masodik és az elsé PSC-k amplitidéinak hdnyadosa adott meg. A CCh preszinaptikus
hatdsdnak igazoldsa érdekében, kiszdmoltuk a PSC-k csticsamplitidéinak varidcids
koefficiensét (CV; CV = SD/étlag). Az alkalmazott anyag hatdsanak preszinaptikus jellegét

az 1/CV? érték szignifikdns csokkenése jelezte.
Neuronok biocitin jelolése

A patch-clamp mérések alatt a vizsgalt sejtek feltoltddtek a pipettaoldatban levd
biocitinnel. Az elektrofizioldgiai kisérleteket kovetden a szeleteket 4% paraformaldehidet
tartalmazé foszfiat pufferben (PB) fixdltuk. A fixdlt szeleteket Triton-X 100 tartalmu,
foszfat-pufferelt séoldatban (PBS) permeabilizaltuk, majd streptavidinnel konjugéltatott
Alexa 488-cal jeloltiik, végiil a biocitin fluoreszcenciat Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer-

scanning mikroszkép segitségével vizsgaltuk és rogzitettiik.
Primer astrocytatenyészet készitése

A sejttenyészet inditdsdhoz 7-9 napos Wistar patkdnyokat haszndltunk. A
dekapitaldst kovetden a fejet steril, jéghideg prepardlé oldatba (DS) helyeztik. A CN
feltdrdsa utdn azt csipesz segitségével levalasztottuk, és DS oldatot tartalmazé sterilizalt
tivegcsObe helyeztilk. A tenyészet inditdsdhoz daltaldban 3-4 kisérleti allat CN-ait
hasznaltunk fel. A magokat tripszin tartalmi DS oldatban inkubaltuk. A tdpoldat

ugynevezett ,Minimum Essential Medium” (MEM) volt, amelyik 10% fotélis



marhaszérumot (FBS) tartalmazott. A tripszinnel emésztett szovetdarabokat 10% FBS
tartalmu tdpoldatban 3-szor trituraltuk, egyre kisebb atmérdju, polirozott heggyel rendelkezd
Pasteur-pipettdkkal. A szuszpenzié 0,5 ml-es mennyiségeit 24-lyukud tenyésztéedény aljdn
elhelyezkedd feddlemezekre rétegeztiik. A tdpoldatot eldszor a tenyészet elkészitésének
mdsnapjdn, majd ezt kdvetden 2 naponta cseréltiik.

Immuncitokémia

Immuncitokémiai jeloléseknél 7-10 napos, 70-80%-os konfluencia szintet elérd
astrocytatenyészeteket alkalmaztunk. A fed6lemezeket nedveskamrdba téve PBS oldattal
mostuk, ezt kovette a fixdlds, majd a permeabilizalds Triton-X 100-tartalmi PBS oldatban.
Az aspecifikus kotéhelyek blokkoldsa utdn alkalmaztuk a primer antitesteket, majd a
kovetkezé napon a felesleges primer ellenanyagot mosdssal eltdvolitottuk és a szekunder
antitesttel inkubdltuk a mintdkat, végiil DAPI-val fedtiik le a lemezeket. Az M1 és M3
receptorok ellen termeltett primer antitestek specificitdsdnak vizsgélata érdekében kontroll
kisérleteket végeztiink, melyekben a fed6lemezeket a megfeleld blokkolé peptiddel
eléinkubdltuk. Az immunreakciék vizsgdlatdhoz 4ltaldban fluoreszcens mikroszképot,

néhany esetben konfokdlis lézer-scanning mikroszképot alkalmaztunk.
Az intracellularis Ca**-koncentracié mérése

A mérés elve
Az intracelluldris Ca**-koncentraci6 mérésére a Fluo-4 fluoreszcens Ca®*-indikétor
acetoximetil-észter formajat alkalmaztuk. A Fluo-4 festék azon Ca’'-indikitorok kozé
tartozik, melyek emisszi6ja Ca®* hatdsara a teljes spektrumban fokozédik, azaz nem alkalmas
ugynevezett ,ratiometric” mérésekhez (a festék excitdcids és emissziés maximuma 494 és
515 nm). Kisérleteink sordn nem tettiink erOfeszitést sem az intracelluldris

festékkoncentracié meghatdrozdsara, sem kalibraci6 elvégzésére, ezért csak a Ca*-



koncentricidval ardnyos fluoreszcenciaintenzitds értékeit adjuk meg, ugynevezett ,,onkényes
egységek”-ben (arbitrary unit; AU).

A mérés kivitelezése, a nyert adatok feldolgozasa

A mikroszkdp targyasztaldn egy kisebb kad foglal helyet, melyben az inkubdl6 oldat
(HaCSF) egy perftiziés rendszer segitségével folyamatosan dramoltathat. Ebbe a kddba
helyeztiik a fed6lemezeket, szobahdmérsékleten. A mérés kezdetén a kamera latterében
ugynevezett ,region of interest” (ROI) teriileteket jeloltiink ki a szoftver segitségével. Ezek
koziil az egyik sejtet nem tartalmaz6 teriilet volt, ez szolgélt a hattér fluoreszcenciaintenzités
meghatdrozdsara. A szoftver az  el6zéleg  meghatdrozott ROI-k  4tlagos
fluoreszcenciaintenzitas értékeit adta meg. A Ca’*-tranziensek feldolgozasakor elészor
kiszamoltuk a héttér fluoreszcenciaintenzitds (F,) nagysdgat a sejtet nem tartalmazé ROI-ban,
a Ca™*-tranziens kivéltdsat megel6z6 10 s alatt kapott értékek dtlagaként. Ezt kovetden a
sejteket tartalmazé egyes ROI-k nyugalmi fluoreszcenciaintenzitds értékeit (Fny) allapitottuk
meg. A fluoreszcencia tranziensekcsicsértékét (Fmax) és annak helyét a legnagyobb 4tlagot
ad6é 3 mérési pont hatdrozta meg. A fluoreszcenciaintenzitds-valtozds amplitidéjat (AF/F)
ezen adatok birtokdban a

AF/F = (Fmax-Fny)/(Fny-Fh) (1)

Osszefiiggés segitségével szdmoltuk. Ugyanazon astrocytdn egymast kovetden kivaltott

Ca**-tranziensek nagysagéanak a relativ fluoreszcenciaintenzitas-véltozas (AF/Frel) értékét a
AF/Frel = (AF/F2)/(AF/F1) 2)

képlettel hatdroztuk meg, ahol a AF/F1 a Ca**-tranziens csticsértéke az elsé CCh alkalmazést

kévetéen, mig AF/F2 a Ca®*-jel maximalis nagysiga a masodik CCh alkalmazast kovetSen

(fuiggetleniil attdl, hogy az agonistat magaban vagy valamely mds szerrel egyidejiileg adtuk).
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Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kisérletek egy részében az RNS mintit 3-80 napos patkdnyok CN-aibdl
izoléltuk, ilyenkor a teljes RNS kivondsdra Trizol-reagenst hasznéltunk. A kisérletek mdsik
részében a teljes RNS-t RNeasy Plus Mini Kit segitségével konfluens
astrocytatenyészetekbdl izoldltuk. Az RNS mennyiségének és tisztasiganak meghatdrozdsét
Nano-Drop 1000 spektrofotométer segitségével végeztik. A reverz transzkripciot
megel6zéen DNAz emésztést alkalmaztunk. A teljes RNS 1 pg-jabdl kiindulva AMV
reverz-transzkriptdzt és random primert felhaszndlva éllitottunk elé6 cDNS-t. A Q-PCR
kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System késziilék segitségével tortént,
az 5’nukledz médszer felhaszndldsdval. A PCR amplifikdcié TagMan primerek és probak
alkalmazésdval tortént. Belsé kontrollként B-aktin szolgdlt, igy az egyes mAChR mRNS-ek

expresszidjdnak relativ mennyiségét erre normdlva fejeztiik ki a ACT mddszer segitségével.

Vegyszerek, statisztika

Az eredmények atlag + SEM formdban vannak feltiintetve. A statisztikai elemzés
sordn a szignifikancidt Student-féle kétmintds t-prébaval allapitottuk meg. A valtozast akkor

tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p < 0,05 feltétel teljesiilt.

Eredmények

I. Kolinerg neuromodulicié patkany DCN oriasneuronjain

Az driassejtek azonositdsa

A DCN dridssejtjeinek morfolégidjat mar részletesen leirtdk, igy a sejtek egyértelmi
azonositdsa érdekében az elektrofizioldgiai mérések alatt biocitinnel toltottiik fel ket (igy
egy szeletben csak egy sejten végeztiink mérést). A sejtek morfoldgidjat konfokalis
felvételek alapjéan 4llapitottuk meg. Az Oridssejtek azonositdsandl a kovetkezd kritériumokat

vettiik figyelembe: nagy szémadtmérd (30-50 pm), poligondlis sejttest, mely négy vagy tobb
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dendrittorzset bocsijt ki a DCN minden rétege irdnydba, ugyanakkor a felszini rétegben
kiilonosen gazdagon eldgazé nyulvanyrendszert képez. Az elvégzett kisérletek soran
Osszesen 294 sejtet vizsgdltunk meg, melyek koziil 184 felelt meg a fent leirt morfoldgiai

kritériumoknak, azaz bizonyult éridsneuronnak.

CCh alkalmazédsa megnoveli az éridssejtek tiizelési frekvencidjat

Aram-clamp iizemmddban végzett kisérleteink szerint 36 Gridssejtként azonositott
neuronon a nyugalmi membranpotencidl -51 + 2 mV-nak adddott. A vizsgalt sejtek koziil
harom kiils6 elektromos ingerlés hidnyadban is akcidspotencidlokat generalt.

50 umol/l CCh alkalmazasat kovetden az éridssejtek nyugalmi membranpotencidlja
csokkent, ezzel egyidejlileg minden vizsgalt sejt magas frekvencidji akcidspotencidl-tiizelést
produkdlt. Eredményeink azt igazoltdk, hogy a CCh okozta depolarizicié csak részben
felelds az Oridssejtek megemelkedett aktivitdsdért. A DCN Oridssejtjein érvényesiild
kolinerg moduldciés hatds jelenlétét és élettani szerepét neostigmin alkalmazdsdval is
megvizsgaltuk. A neostigmin (50 pmol/l) alkalmazdsa depolarizdlta a vizsgélt sejteket

(n =5) és rajtuk akcidspotencidl tiizelést valtott ki.

CCh hatasa a felszini és a mély réteg fel6l kivaltott IPSC-kre

Az 6ridssejteken kivaltott IPSC-k vizsgdlatdhoz a serkentd glutamaterg szinaptikus
bemeneteket NBQX és D-APS kombindlt alkalmazasaval gitoltuk. A vizsgalt 162 sejt koziil
146 esetében spontdn IPSC-ket (sIPSC) detektdltunk, amelyek 1 pmol/l sztrichnin és
10 umol/1 bikukullin egyiittes adasaval teljesen kivédhetének bizonyultak (n=93). Mig a
sztrichnin 6nmagéban is teljesen gatolta a sIPSC-ket, addig a bikukullin sztrichnin nélkiil
alkalmazva csokkentette ugyan a sIPSC-k amplitudéjat és frekvencidjat, azonban azokat
egyetlen esetben sem gdatolta teljesen. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
oridssejteken végz6dd gitld rostok foként glicinergek, és csak kisebb részilkk GABA-erg

végzidés.
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A DCN felszini, illetve mély rétegei fel6l elektromos ingerléssel kivaltott IPSC-
sorozatok esetében kiilonbséget allapitottuk meg. A felszini réteg ingerlését kovetden kapott
IPSC-k hatdrozott rovid tdvi depresszidt (short-term depression; STD) mutattak, szemben a
mély rétegben torténd ingerlést kovetden kialakult IPSC-kel. Utébbiak esetében sem STD,
sem rovid tavi facilitdcié (short-term facilitation; STF) nem volt megfigyelhetd.

A két kiilonbozd irdnybdl kivéltott IPSC-k markéns eltérést mutattak a CCh
alkalmazasara adott vdlaszaikban is. Amennyiben a felszini réteg feldl valtottuk ki az IPSC-
ket, sem az IPSC-k amplitiddjdban, sem a PPR értékében nem tapasztaltunk valtozdsokat,
mig a mély réteg fel6l torténd ingerlés esetén a CCh hatdsdra az IPSC-k amplitidéja
csokkent. A CCh hatdsa minden esetben reverzibilisnek bizonyult.

A kisérletek kovetkezd részében azt vizsgéltuk, hogy a DCN mély rétege feldli
ingerléssel kivéltott IPSC-kre gyakorolt CCh hatdsért mely kolinerg receptorok lehetnek
feleldsek. Az érintett receptorok azonositisira mAChR antagonistdkat alkalmaztunk. Az
elsé IPSC-kre gyakorolt CCh-gitlds mértékét igy hatdroztuk meg, hogy kiszdmoltuk a CCh
alkalmazasa eldtti és alatti els6 IPSC-k amplitidéjanak kiilonbségét, majd azt a CCh adédsa
elétti elsé IPSC nagysdganak szdzalékaban fejeztiik ki (a tovdbbiakban a CCh adésa elotti
értékekre kontrollként is hivatkozunk). Amennyiben a CCh és valamelyik gatlészer egyideji
alkalmazdsa esetén kapott gitlds mértékét osszevetjilk a CCh okozta gitlds nagysdgdval,
megdllapithatjuk, hogy az illetd gatlészer milyen mértékben fiiggeszti fel a CCh IPSC-ket
gatl6 hatdsat.

Mivel 10 umol/l atropin teljesen kivédte a CCh IPSC-kre gyakorolt gatld hatdsat
jelezve, hogy a kolinerg moduléciés hatds elsésorban mAChR-okon keresztiil érvényesiilhet,
kisérleteket végeztink a kiilonboz6 mAChR altipusok specifikus gatldszereinek
alkalmazasaval is. Pirenzepin, AF-DX 116 és tropicamid nem befolyésolta jelentésen a CCh
hatdsat. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az M1-, M2- és M4-receptorok nem érintettek

az IPSC-kre gyakorolt CCh hatds létrehozdsdban. Ezzel szemben az M3-receptor blokkoldsa
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4-DAMP-vel hatékonyan gatolta a CCh hatdsat. A CCh hatds felfiiggesztése kozel olyan

mértékil volt, mint azt az atropin esetében tapasztaltuk.

CCh hatasa a felszini és a mély réteg felol kivaltott EPSC-kre

A kisérletek kovetkezd részében CCh-nak a DCN dridssejteken elektromos
ingerléssel kivaltott EPSC-kre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Ezekben a mérésekben az IPSC-
k kialakuldsét sztrichnin és bikukullin egyidejii alkalmazasaval gatoltuk. Kimutattuk, hogy a
felszini réteg fel6li ingerléssel kivaltott EPSC sorozatok esetén 50 pmol/l CCh
Osszességében 28%-kal csokkentette az els6 EPSC-k nagysdgit és gyakorlatilag
megsziintette az STD-t. Annak eldontésére, hogy a CCh a neurotranszmittert tartalmazé
vezikulumok felszabaduldsit gitolja (azaz preszinaptikusan befolydsol), vagy az EPSC-k
amplitiddjdnak csokkenését valamilyen posztszinaptikus tdmaddsponttal idézi eld,
kiszamoltuk az 1/CV? értékeket. Az 1/CV? érték CCh jelenlétében szignifikdnsan csokkent
(p=0,007037) jelezve, hogy az EPSC-ket a CCh f6ként preszinaptikus mechanizmus(ok)
befolydsoldsa révén gétolja.

A mély réteg feldli ingerléssel kivaltott EPSC sorozatok érzékenyebbek voltak
CCh-ra, mint felszini ingerléssel kivéltott tdrsaik, ebben az esetben az els6 EPSC-k
amplitdddja 42%-kal csokkent CCh jelenlétében. A sorozatokon beliili tagok els§ EPSC-re
vonatkoztatott relativ amplitidéinak meghatdrozdsa ugyanazt az eredményt adta, mint amit a
felszini ingerlés kapcsdn kaptunk: a CCh jelenlétében valamennyi tag relativ amplitiddja
nagyobb volt, mint kontroll koriilmények kozott, azaz az STD jelensége megsziint. Mivel az
1/CV? értéke ebben az esetben is szignifikansan csokkent (p = 0,0362), kijelenthetjiik, hogy a
CCh-nak a DCN mély rétege feldli ingerléssel kivaltott EPSC-kre gyakorolt hatdsa
ugyancsak preszinaptikus tton valésul meg.

Az elektromos ingerléssel kivaltott EPSC-k kolinerg modulaciéjadban résztvevd
receptortipusok azonositdsdra ugyanazt a kisérleti stratégiat alkalmaztuk, mint az IPSC-k

esetében. A felszini réteg ingerlése esetén az atropin gyakorlatilag teljesen kivédte a CCh
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hatdsat. Altipus-specifikus gatlészerek alkalmazasdval kimutattuk, hogy a pirenzepin, az
AF-DX 116 és a tropicamid nem befolydsoltdk szignifikdnsan a CCh hatdsit, mig az M3-
specifikus 4-DAMP az atropinhoz igen hasonlé mértékben gitolta a CCh hatdsat. Ezek az
eredmények tehat azt sugalljdk, hogy a DCN felszini rétege feldli ingerléssel kivéltott EPSC-
kre gyakorolt kolinerg moduléciés hatds f6ként az M3 tipusi mAChR-on keresztiil valésul
meg.

Kisérleteket végeztiink annak tanulmdnyozdsdra is, hogy milyen kolinerg
receptorok vesznek részt a DCN mély rétege fel6li ingerléssel kivéltott EPSC-k
moduldcidjdban. Megallapitottuk, hogy a felszini ingerlésnél tapasztaltakkal megegyezd
mddon atropin teljesen meggatolta a CCh hatdsat.  Pirenzepin ebben az esetben
érdemlegesen nem valtoztatta meg a CCh hatdsat, mig a mdsik hdrom specifikus gatlészer az

atropinéhoz hasonl6 hatdst valtott ki.

Posztszinaptikus CCh hatds az déridssejteken

Az eddig bemutatott eredmények egyértelmlien bizonyitjdk, hogy a kolinerg
moduldcié az Oridssejteket elérd gatld és serkentd szinaptikus bemeneteket egyardnt
befolyasolja. Ezen tilmenden az 1/CV? érték elemzése azt is val6sziniisiti, hogy a serkentd
szinaptikus aktivitdsra gyakorolt CCh hatés elsésorban preszinaptikus mechanizmus(ok)on
keresztiil valosul meg. A kisérletek sordn azonban azt is megfigyeltiik, hogy az 6ridssejtek
tartbdrama CCh hatdsdra csokkent, ami arra utalt, hogy a kolinerg ingerlésnek
posztszinaptikus kdvetkezménye is lehet. Ezért a kovetkezdkben olyan méréseket végeztiink,
amelyek alkalmasak lehettek a CCh posztszinaptikus hatdsainak a felderitésére.
Feltételeztiik, hogy a posztszinaptikus hatds egy CCh-érzékeny K*-dram médosuldsat jelenti;
és azt, hogy ez a K*-dram az M-tipusd K™-dramnak felel meg. Feltevésiink helyességének
igazolasara végzett kisérleteinkben az dridssejtek membranpotencidljat -40 mV-on tartottuk,
ahol az M-tipusi K*-csatorna (amennyiben jelen van) kifelé irdnyulé K*-dramot hoz Iétre.

Ezekben a kisérletekben minden szinaptikus aktivitdst gétoltunk 10 pmol/l bikukullin,
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1 pmol/l strychnin, 10 pmol/I NBQX és 50 umol/l D-AP5 egyiittes alkalmazdsdval.
50 umol/l CCh a kifelé irdnyuld tartéaram kifejezett és folyamatos csokkenését okozta.
10 umol/1 atropin jelenlétében a CCh joval kisebb hatdst gyakorolt a tartédramra jelezve,
hogy ez a hatés valészinlileg mAChR-o(ko)n keresztiil valésul meg. Megfigyeltiik tovabba,
hogy a jolismert, univerzélis K'-csatornagétl$ tetraetil-amménium ion (TEA™) 10 mmol/l-es
koncentréciéban ugyanolyan hatdst gyakorolt a tartaramra, mint a CCh. CCh és TEA"
egyiittes alkalmazdsa esetén tovabbi csokkenést mar nem tapasztaltunk. Ezek a
megfigyelések azt bizonyitjdk, hogy a -40 mV-os membranpotencidl-értéken tartott
oriassejtek tarté dramdnak CCh hatdsdra kialakul6 csokkenése nagy valészintiséggel egy K*-
konduktancia csokkenésének kdvetkezménye.

Annak meghatdrozdsa érdekében, hogy mely mAChR altipusok vehetnek részt a
CCh 4ltal kivéltott tartédram csokkenésben, a kordbban is haszndlt altipusspecifikus mAChR
géitlészereket alkalmaztuk. Az M4-specifikus tropicamid és az atropin a CCh-indukélt
tartédram csokkenését csaknem teljesen kivédte. Az M3 blokkolé6 4-DAMP kevésbé
bizonyult hatékonyanak. Ezzel szemben a tovabbi két vizsgalt antagonista (pirenzepin és
AF-DX 116) nem mddositotta szignifikdnsan a CCh hatasat.

A kolinerg ingerlés tartéaramra kifejtett jelentds hatdsa tehdt felvetette annak
lehet8ségét, hogy az 6ridsneuronok rendelkeznek egy CCh-érzékeny K -aramkomponenssel.
A kovetkezOkben ezért megvizsgiltuk a kolinerg agonista CCh-nak az dridssejtek
fesziiltségfiiggd K*-dramaira gyakorolt hatdsit. A fesziiltség-clamp mérésekben a neuronok
membranpotencidljdit -60 mV-on tartottuk, és innen alkalmaztunk 400 ms iddtartalmi
fesziiltséglépcsoket a -100 mV és +40 mV kozotti fesziiltégtartomanyban, 10 mV-os
1épcs6kben. A gyors, fesziiltségfiiggd Na'-dramot a kiilsé oldatban alkalmazott 1 umol/l
tetrodotoxinnal gétoltuk, mig a fesziiltségfiiggé Ca**-dramokat tgy csokkentettiik, hogy a
kiils6 oldat Ca2+-k0ncentréci(’)jét 0,5 mmol/l-re csokkentettiik €s 2,5 mmol/l Mg2+-ot adtunk

hozz4. A CCh hatésat az &ramok CCh-érzékeny komponensének kiszamitdsdval jellemeztiik.
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Megallapitottuk, hogy a CCh K*-dramokra kifejtett hatdsdt atropin és tropicamid teljesen
kivédték, ami arra utal, hogy a kolinerg moduléciés hatds az M4 altipuson keresztiil valésul
meg. A TEA® alkalmazdséval végrehajtott mérések ezen tilmenden tovabb erdsitették azt a
korabbi megéllapitast, hogy a posztszinaptikus CCh hatés elsésorban K*-csatorndkra irdnyul.
A jelen munka sordn nem volt célunk a CCh-érzékeny dramkomponens pontosabb

azonositasa.

A funkcionalis eredményeket alatimaszté Q-PCR adatok

Mivel a funkciondlis kisérleteket ardnylag sziik életkori tartomdnyban, 10-14 napos
patkdnyokon végeztiik, nem vehetd biztosra, hogy az emlitett receptorok fiatalabb és/vagy
idésebb dllatokban is jelen vannak. Q-PCR technika segitségével kiilonb6z6 kori (3-80 nap)
patkdnyokbdl izoldlt CN mintdkon meghatdroztuk az egyes mAChR altipusok mRNS-ének
relativ mennyiséget. A 15 napos patkdnyok esetén az M3 mRNS-ének expresszids szintje
volt a legmagasabb, ezt kovette az M2-é. Az M1 és M4 mRNS-ének jelenléte ugyancsak
kimutathaté volt, de jéval kisebb mennyiségben, mig az M5 mRNS-ének mennyisége alig
érte el a kimutathatésdg szintjét. Azt is megfigyeltilk, hogy a 15 napos és ennél idésebb
patkdnyok esetén az M3 és M2 mRNS mennyisége szignifikdnsan nagyobb, mint a tobbi
altipus mRNS-ének mennyisége. Megéllapitottuk tovdbbd, hogy az M4 és M1 mRNS szintje
15 napos korban magasabb volt, mint idésebb korban; tovdbba azt is, hogy az M5 mRNS

szintje 5 naposndl iddsebb allatokban sem volt szimottevd.

IL. Kolinerg ingerléssel Kivaltott intracelluliris Ca?*-koncentraciévaltozasok CN-bél

készitett primer astrocytatenyészetekben

CCh hatéséra kialakulé Ca>*-koncentraci6véltozdsok vizsgélata

Kisérleteinket CN-bdl készitett primer astrocytatenyészeteken hajtottuk végre. A
tenyésztési koriilményeket ugy valasztottuk meg, hogy azok a gliasejtek novekedéséhez

optimdlisak legyenek, a neuronok pedig elhaljanak. Ennek ellenére sziikségesnek tartottuk
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megvizsgalni, hogy a tenyészetekben tiléld sejtek valdban astrocytdk-e. Erre a célra a ma is
legelfogadottabb astrocyta-specifikus markernek, a GFAP-nek immuncitokémiai kimutatasat
vélasztottuk. Valamennyi kisérletiink alapjdn a sejtek tobb mint 90%-a bizonyult GFAP-
pozitivnak. Az is megfigyelhetd volt ugyanakkor, hogy az astrocytdk morfoldgiai
szempontbdl nem képeznek homogén populédciét. A sejtek egyik csoportja az irodalombdl is
jol ismert csillag alakot mutatja, kerek sejttesttel és a tér minden irdnyaba szertedgazo
nyulvanyokkal. A sejtek mdsik csoportja szétteriild sejttesttel, és néhdny rovid nydlvannyal
jellemezhetd. Ez a kett6sség a tenyésztés sordn a passzaldsokat kovetden is megmaradt.

A kolinerg moduldci6 tanulmdnyozdsdra astrocytdkon végzett kisérletek
tervezésekor a megfelelé CCh-koncentracié kivalasztdsdhoz eldkisérletekben az agonista
kiilonb6zd dézisait alkalmaztuk. Bér a CCh-ra adott védlaszok igen varidbilisnak bizonyultak,
megallapithattuk, hogy az agonista 50-100 pmol/l-es koncentraciéban nagy valdsziniiséggel
kivaltotta a citoplazmatikus Ca’*-szint novekedését, amennyiben a sejt egyaltalin CCh-
érzékeny volt. Ennek alapjdn a CCh-pozitiv sejtek biztos kolinerg ingerlésére az egy
nagysagrenddel nagyobb 1 mmol/l-es koncentraciét alkalmaztuk.

Mair a kisérletek elején egyértelmiivé valt, hogy a vizsgélt astrocytdknak csak kis
hanyada reagdl a kolinerg stimuldciéra. Annak megallapitdsdra, hogy a CCh-érzékeny sejtek
alacsony szdmdnak hatterében vajon az astrocytdk életképességének csokkenése, vagy
valamilyen kedvezdtlen kisérleti koriilmény all-e vagy pedig az astrocytdknak valéban csak
egy kisebb populdcidja érzékeny a kolinerg hatdsra, ellendrzd kisérletet végeztiink. Tobb
kordbbi kozlemény is beszdmolt arrdl, hogy az astrocytdk igen érzékenyek ATP-re, ezért
kisérleteinkben az ATP-t kivantuk pozitiv kontrollként alkalmazni. Osszességében 660
vizsgdlt sejtbél 611 (92%) vilaszolt Ca**-koncentricié novekedéssel 0,1 mmol/l ATP
alkalmazasara. Mindezek alapjan nagy valdszintiséggel kijelenthetd, hogy az astrocytdknak

valdban csak kisebb hanyada tekinthetd CCh-érzékenynek.
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A CCh-érzékeny astrocytdk alacsony el6forduldsdnak magyardzatit keresve
megvizsgaltuk, hogy kimutathat6-e korreldci6 a CCh-ra reagdlé sejtek ardnya és a
tenyészetek konfluenciszintje, passzdzs-szdma vagy a kisérleti dllatok életkora kozott, de
egyik esetben sem taldltunk Osszefiiggést.  Megvizsgaltuk azt is, hogy az eltérd
morfolégidval rendelkezd sejtek kozott tapasztalhat6-e kiilonbség a kolinerg ingerlésre adott
védlaszuk gyakorisdgdban. A statisztikai analizisben megvizsgalt 198 sejt koziil 161 volt
csillag alakd, 37 pedig szétteriild, az el6bbiek koziil 38,8%, mig az utébbiakbdl 27,6%
reagalt Ca**-tranzienssel CCh adésara (a kiilonbség nem volt szignifikdns). A fenti adatok
alapjan a tovabbiakban nem kiilonboztettilk meg a kétféle sejttipust, €s megéllapitottuk, hogy
a kisérleteinkben elemzett 611 astrocyta koziil 222, azaz a sejtek 36,3%-a reagilt
citoplazmatikus Ca**-tranzienssel kolinerg ingerlésre.

Tekintettel arra, hogy tovadbbi kisérleteinkben a CCh hatds farmakoldgiai
befolydsoldsat terveztiink, a kapott hatdsok értelmezéséhez meg kellett vizsgalnunk, hogy
mennyire allandéak az ismételt CCh kezeléssel kivaltott Ca**-koncentriciévaltozasok.
Adataink szerint a masodik CCh adéssal kivéltott tranziensek csucsértéke az elsd tranziens
nagysaganak 51,7%-a, mig a harmadik CCh kezeléssel kapott jel még tovabbi (13,2%-os)
csokkenést mutatott. Felmeriilt a kérdés, hogy vajon ez a csokkenés az astrocytik Ca’*-
haztartdsinak esetleges karosoddsat vagy Ca**-raktdraik kiiiriilését tikrozi-e. A kérdés
vizsgdlazdra ismét az ATP-t alkalmaztuk, és kimutattuk, hogy a CCh alkalmazasokat kovetd
ATP kezelés olyan Ca*-tranzienseket eredményez, amelyek amplitidGja gyakorlatilag

megegyezik az els6 CCh alkalmazaskor kapott tranziensekével.

A CCh-nal kivaltott Ca* -tranziensek id8beli lezajlasdnak vizsgdlata

Az astrocytikon CCh-nal létrehozott Ca’*-tranziensek idébeli lezajldsa
meglehetésen heterogénnek bizonyult. Egyes Ca®*-tranziensek esetében a megemelkedett
intracelluldris Ca**-koncentracié mar a CCh alkalmazas kozben visszadllt a nyugalmi szintre

P . . 2 2. . z
(a tovédbbiakban ,,gyors” tranziens). Ezzel szemben a mds Ca”*-tranziens esetében a gyors
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csticsot kovetéen mdsodlagos Ca**-koncentraciéndvekedés volt megfigyelheté, ami platé
kialakuldsat eredményezte (innentdl ,,platé-szeri” tranziens). Ez a platé a CCh alkalmazdsa
alatt végig fennallt, és a Ca**-koncentracié csak a kimosés fazisaban tért vissza a nyugalmi
szintre. A platé szakasz lezajlisa is mutatott viltozékonysigot, a masodlagos Ca®'-
koncentriciemelkedés nem mindig volt kifejezett, olykor csak a Ca**-koncentrici6
stagndldsa vagy egy, a gyors csokkenést kovetd lényegesen lasstibb csokkenés volt
megfigyelhetd.

A CCh dltal kivaltott kiilonféle Ca**-tranziensek eléforduldsi gyakorisdganak
vizsgdlata sordn arra az eredményre jutottunk, hogy a 222 CCh-érzékeny sejtbdl 100 (45%)
mutatott gyors tipusu tranzienst, 112 astrocyta (50,5%) pedig platé tipusi vélaszt. A
fennmaradé 10 sejten (4,5%) csak lassii tranzienst vagy Ca’*-oszcilliciot tapasztaltunk.
Ezen utébbi jelalakok el6forduldsa annyira ritka volt, hogy jelen munka keretein beliil
eltekintettiink szisztematikus vizsgalatuktdl.

A Ca™-tranziensek heterogén idébeli lefutdsa arra utalt, hogy a CCh-indukalta
citoplazmatikus Ca**-koncentriciéndvekedés kialakitdsdban tobb mechanizmus is szerepet
jatszhat. Kézenfekvé kérdésként meriilt fel, hogy az extracellularis Ca®* részt vesz-e a CCh-
fiiggd Ca**-jelek létrehozdsaban? A kérdés megvalaszoldsa céljabdl csokkentett Ca®'-
tartalmd kiilsé oldatban is megvizsgaltuk a CCh-indukalta Ca**-tranzienseket. Elészor
normdl Ca**-tartalmi (2 mmol/l) aCSF oldatban valtottunk ki Ca**-tranzienseket CCh
adsdsdval, amelyek platd-szerliek voltak. Ezt kovetden az inkubdlé oldatot alacsony
(0,2 mmol/l) Ca**-tartalmra cseréltiik, és megismételtiik a CCh alkalmazasit. A nyugalmi
citoplazmatikus Ca**-szint a Ca**-elvonds hatdsédra csokkent, a CCh-nal kivaltott tranziens
pedig csak a gyors fazist produkalta, a plité komponens elmaradt. A normal Ca**-tartalmi
oldatra torténd visszatérés utin megfigyelheté volt a nyugalmi Ca’*-szint emelkedése;
tovabb4, hogy a CCh hatésara kialakulé Ca**-tranziens jelentdsen kiszélesedett, jelezve egy

lasst komponens megjelenését. A vizsgilt sejtek koziil Gtben a CCh gyors Ca**-tranzienst
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hozott létre, ezekben az esetekben a kiilsé Ca®* elvondsa sem a tranziensek nagysdgaban,
sem idStartamukban nem okozott szignifikins véltozdst. A kiils§ Ca**-koncentricié
csokkentése a kilenc, pldté-szerli tranzienssel vdlaszold sejt esetében sem mddositotta
szignifikdnsan a tranziensek amplitiddjat, ugyanakkor jelentdsen lecsokkentette azok

id6tartamat.

Az astrocytdkra gyakorolt CCh hatds mechanizmusa

Szamos kisérletet végeztiink annak meghatdrozasara, hogy milyen tdmaddsponton
keresztiil vidltja ki a kiilséleg alkalmazott CCh az intracelluldris Ca**-koncentrécié
novekedését az astrocytdkban. Kimutattuk, hogy 10 umol/l atropinnal torténd eldkezelés
gyakorlatilag teljesen meggatolja az 1 mmol/I CCh 4ltal kivaltott Ca**-tranziens kialakuldst.
Az atropin gétl6 hatdsdnak jellemzésekor figyelembe kellett venniink azt a tényt, hogy a CCh
ismételt alkalmazdsakor eleve kisebb Ca**-tranziens kialakuldsa véarhat6. A problémit a
relativ AF/F értékek alkalmazdsdval oldottuk meg. Ennek sordn kiszdmoltuk a mdsodik
tranziensek elsd tranziensre normdlt nagysagit mind a kontroll esetben, mind atropin
jelenlétében. Azt taldltuk, hogy atropin jelenlétében a CCh dltal kivaltott masodik Ca**-
tranziens szignifikdnsan kisebb, mint a kontroll koriilmények kozott kapott mdsodik
tranziens. A hatds reverzibilisnek bizonyult.

Az atropin gitl6 hatdsa arra utalt, hogy a CCh hatdsért mAChR-ok tehetdk feleldssé.
Ezt a feltevést tdmasztottdk ald a muszkarinnal kapott eredmények is. Ez az agonista
10 umol/l-os koncentraciéban plété-tipusi Ca**-tranzienst hozott létre, atropinnal gétolhaté
mddon. Az atropin hatdsa ebben az esetben is reverzibilisnek bizonyult.

Egyes irodalmi adatok szerint a CCh 1 mmol/l-es koncetrdciéban mdr a nikotinerg
acetilkolin-receptorokat is stimuldlhatja, igy megvizsgaltuk a nikotinerg-receptor-gitld
hexamethonium hatdsit is. Kimutattuk, hogy a nikotinerg antagonista 0,1 mmol/l-es
koncentriciéban nem csokkentette szignifikansan a CCh altal kivaltott Ca**-koncentréci6

emelkedést.
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Kisérleteket végeztiink a mAChR-ok kimutatisira mRNS és fehérje szintjén. Q-
PCR és immunhisztokémiai vizsgalatokkal az M1 és M3 receptorfehérjék jelenlétét mutattuk
ki. Az M1 és M3 receptor altipusok jelenlétének igazoldsa utdn funkciondlis jelentdségiiket
is vizsgélni kivantuk a CCh-indukélta Ca**-tranziensek létrehozasiban. Erre a célra altipus-
specifikus gatloszereket (pirenzepin és 4-DAMP) alkalmaztunk. Mindkét vizsgdlt receptor-
antagonista d6zisfiiggd médon gatolta a CCh dltal kivaltott ic. Ca**-koncentraciondvekedést

és hatasuk reverzibilisnek bizonyult.

Megbeszélés

Kolinerg neuromodulacié patkany DCN érias neuronjain

Kisérleteink sordn rdmutattunk arra, hogy a kolinerg bemenetek elektromos
ingerlése depolarizélja az dridssejteket, és noveli aktivitdsukat. Egyértelmiien bizonyitottuk
tovabbd, hogy a CN-ban megfigyelt kolinerg moduldcié hatdsa mind pre-, mind
posztszinaptikus mechanizmusok révén érvényesiil és M2, M3 valamint M4 receptorokon
keresztiil valésul meg.

Eredményeink szerint tehat az oridssejtek CCh hatdsra megemelkedett aktivitdsa
pre- és postszinaptikus folyamatok révén egyardnt kialakulhat. Az utébbi lehet8ség azt
jelenti, hogy az M3 és M4 receptorokon kialakulé kolinerg hatds a jelenlévé K*-aramok
(példaul az M-tipusu dram) nagysdgat csokkenti, ami a neuronok depolariziciéjdhoz vezet.
A serkentd szinapszisokat érint kolinerg moduldcié preszinaptikus mechanizmusok révén
alakul ki. Mig a parallel rostok feldl kivaltott EPSCk kolinerg modulacidja kizarélag M3
receptorokon keresztiil valésul meg, addig az akusztikus rostok feldl kivaltott EPDCk
befolydsolasaban az M2, M3 és M4 receptorok kombinalt szerepe nyert bizonyitast.

A kolinerg neuromoduldcié fontos az Oridssejteket elérd egyes gatlé hatdsok

mddositdsdban is. Mig a cartwheel-sejtek fel6l érkezé gdtlé bemenetek esetén a kolinerg

hatds nem bizonyult hatékonynak, addig a mély réteg feldl érkezd gatld szinapszisok M3
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receptoron keresztiil torténd kolinerg gétlasa fokozhatja és elnyujthatja az Oridssejtek
aktivitdsat.

A halldérendszer kolinerg moduldcidja fizioldgids és patoldgids koriilmények kozott
egyarédnt fontos lehet. Egy in vivo tanulmdny példaul arrdl szdmolt be, hogy a hallérendszer
nyugalomban is rendelkezik egy ténusos kolinerg stimuldciéval. =~ A DCN-ben is
megfigyelték a kolinerg moduldci6 erdsitd szerepét, f6ként cochlearis kdrosoddst vagy nagy
intenzitasu zajterhelést kovetéen. Beszamoltak a VCN kolinerg moduldciéjardl is, a cochlea
egyoldali kdrosoddsa esetén az ellenoldali hanginger fokozta a VCN ingeriiletét. Az
elképzelések szerint ezeket a moduldciés mechanizmusokat (egyebek kozott) az olivo-
cochlearis koteg kollaterdlisai kozvetitik, amelyek féloldali sériilés esetén, ellenoldali
hanginger jelentkezésekor egy késOn kialakulé ingeriiletet okoznak. A jelen munkdban
bemutatott kisérleti eredményekre alapozva azt gondoljuk, hogy a kolinerg modulédcié
szdmos lehetséges tdmaddsponttal rendelkezik mind pre-, mind posztszinaptikusan.
Feltételezziik tovabbd, hogy az Oridssejtek kolinerg moduldcidja részét képezheti annak a
rendszernek, amelyik a CN kiilonb6z6 sejtjeinek az érzékenységét hozzdigazitja a hanginger

er6sségéhez, és az ellenoldali hangterhelés szintjéhez.

Kolinerg ingerléssel kivaltott intracelluliris Ca**-koncentraciévaltozasok CN-bél izolalt

primer astrocytatenyészetekben

Kisérleteink ezen részében elsdként irtuk le, hogy a CN-bdl izoldlt, primer
tenyészetben fenntartott astrocytik CCh alkalmazdsira intracelluldris Ca**-koncentracié
novekedéssel reagdlnak. Megéllapitottuk, hogy a vizsgilt sejteknek 36%-a reagailt a kolinerg
stimulusra, valamint azt, hogy a CCh-pozitiv esetekben jelentds kiilonbségek figyelhetok
meg a Ca’*-tranziensek idébeli lezajlisaban. Megallapitottuk tovabba, hogy a CCh-ra

reagdlé astrocytak egy részében a Ca’*-tranziens lassi komponense az extracellularis térbol
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belépé Ca’*-t6l fiigg. Kimutattuk, hogy a kolinerg valasz az M1 és az M3 receptorokon
keresztiil valésul meg.

A kapott eredmények bizonyitjdk, hogy a CN astrocytdinak egy része rendelkezik
M1 és M3 receptorokkal, tovabb4 azt is, hogy ezek a receptorok funkciondlis jelentdséggel is
birnak. Ebbdl kovetkezik, hogy az adott (7-9 napos) életkorban ezek a sejtek szerepet
jatszhatnak a CN neurondlis kapcsolatainak kolinerg moduldciéjdban. Fontos megemliteni,
hogy az emlitett 7-9 napos életkorban 1év6 patkdnyok hallérendszere még nem teljesen
fejlédott ki, vagyis a vizsgdlt astrocytdk jellemzdi tobbé-kevésbé éretlen vagy koztes
fejlédési allapotban 1€v6 sejtek tulajdonsdgainak felelnek meg. Az a tény, hogy korabban
kiilonbségekrdl szamoltak be ujsziilott, illetve fiatal patkdnyok purinoceptorainak
expresszidja vonatkozdsdban, tdmogatja a feltevést, hogy hasonl6é életkori kiillonbségek

eléfordulhatnak a muszkarinerg receptorok esetében is.
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