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Bevezetés, célkitiizések

A nucleus cochlearis (cochlear nuclei, CN) a hallds informécié feldolgozasanak els6
agytorzsi szintli allomdsa. Korabbi eredmények bizonyitottdk, hogy a kolinerg modulaci6 a
CN-ban erdsitd szerepet tolt be, bar annak celluldris folyamatai mdig nem ismertek. A jelen
értekezésben bemutatott kisérletes munka laboratériumunk azon torekvéséhez csatlakozik,
hogy 1j informacidkat nyerjiink a patkdny CN felépitésérol és mikodésérol. Fo célom ezen
beliil a CN kolinerg modulacidjaval 6sszefiiggd jelenségek tanulmanyozésa volt.

A munka elsé részében a dorsalis CN-bol (dorsal cochlear nuclei, DCN) készitett
talélo szelet prepardtumokon patch-clamp technika alkalmazdsdval az Oridssejtek
elektrofiziologiai sajatsdgait tanulmanyoztam. A kisérletek sordn az alabbi feladatok
megoldasat kivantam elérni.

1. A muszkarinerg acetilkolin receptorok (mAChR) CN-ban t6rténd expresszidjanak
vizsgilata az életkor fiiggvényében mRNS szinten.

2. A kolinerg agonista karbamil-kolin dridssejtek elektrofiziol6giai sajatsdgaira
gyakorolt hatdsdnak elemzése, az dridssejtek azonositésa.

3. Az driéssejteken a DCN felszini és mély rétegei feldl végzett stimuldcidval kivéltott
gitld és serkentd posztszinaptikus dramok vizsgdlata, és a karbamil-kolin posztszinaptikus
aramokra gyakorolt hatdsdnak elemzése.

4. A karbamil-kolin alkalmazds esetleges posztszinaptikus kovetkezményeinek
felderitése.

Az elmult évtizedekben kimutattik, hogy a neuronok kozti szinapszisban az astrocytak
befolyasolhatjdk a neuronok kozti ingeriiletatvitelt. Ezért egy agyteriillet neuronjainak
vizsgélata mellett fontos az ott jelenlévd astrocytdk tanulmdnyozdsa is. A munka mdésodik
részében a CN-bol készitett primer astrocytatenyészetekben a kolinerg moduldci6
mechanizmusat  karbamil-kolin  alkalmazédsaval kivaltott citoplazmatikus kalcium-
koncentriciévaltozdsok segitségével tanulminyoztam. A megoldandé feladatok az aldbbiak
voltak.

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

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

3. Karbamil-kolin alkalmazdsdval kivaltott citoplazmatikus kalcium-tranziensek

kinetikai sajatsdgainak és farmakoldgiai befolyasolhat6sdganak elemzése.



Irodalmi attekintés

A hallasi informacié kozponti idegrendszeri feldolgozasanak vazlata

A kornyezetiikben keletkez6 hang igen fontos informécidforras a szarazfoldi él6lények
életében. EmlOsokben és madarakban egyarant Iényeges a kiilvilig megismerésében, ezzel az
on- és fajfenntartds feltételeinek biztositdsdban valamint az egyedek kozotti kommunikacid
létrehozdsaban is.

A kornyezetben generdldd6 hanginger longitudinélis levegérezgés formdjaban éri el a
filet. Ez az érzékszerv, valamint a hozza csatlakozé hallopdlya természetesen az egyes
fajokban eltérd felépitést mutat, ezért a jelen vdzlatos attekintés az emldsokon beliil is
elsdsorban a ragcsdlokra vonatkozik; tekintettel arra, hogy a késObb bemutatott kisérletek
patkdnyokon késziiltek. Ezen allatcsoport egyedeire is igaz, hogy hallészerviik harom részre
oszthatd: kiilsd, kozép- és belsofiilre. A kiilsd fiilet alkoté fiilkagyl6 és kiilsé hallgjarat a
hangrezgések felfogasat és vezetését biztositjdk. A kozépfiil a hallécsontocskakkal erdsitd
funkciot 14t el és lehetové teszi a levegd rezgéseinek attevodését a belsofiil folyadékterére. A
belso fiilet alkoté cochledban taldlhaté az érzéksejteket (szorsejteket) tartalmazo Corti-féle
szerv, ez gondoskodik a hallasi ingeriilet kialakuldsardl, az dgynevezett mechanoelektromos
transzdukcio révén (Fonyo, 1999).

A hangingert jellemzd egyik paraméter annak frekvencidja. Az dgynevezett ,tiszta
hang” egyetlen frekvencidjui rezgést jelent. A hanginger feldolgozdsa sordn a frekvencia a
keletkezett hangérzet magassagit hatarozza meg. A kornyezetben keletkezett hangingerek
tilnyomorészt nem tiszta hangok, mert altaldban tobb, eltérd frekvencidji komponenst
tartalmaznak. Az Osszetett hangokra jellemzd lehet, hogy az adott frekvencidju alaphangot
felharmonikusok kisérik, amelyek rezgésszdma az alaphang frekvencidjdnak egész-szadmi
tobbszorose. Az {igy kialakul6 hangok az tgynevezett zenei hangok, ezek esetében a
felharmoénikusok a hangérzet szinezetét hatirozzdk meg. Vannak olyan Osszetett hangok is,
amelyek esetében a komponensek frekvencidja nem a fenti szabdlyszerliség szerint alakul,
ezek a nem-zenei hangok vagy zorejek. Nyilvanvald, hogy mind a hangmagassdg, mind a
hangszin érzékelésének alapfeltétele a levegérezgés(ek) frekvencidjanak megkiilonboztetése.
A hangingereket jellemz0 harmadik sajdtossdg energiatartalmuk, ami a hangérzet jellemz6i
koziil a hangerdsséget hatarozza meg (Fony6, 1999).

A hangrezgések frekvencidjanak analizise a Corti-féle szervben az itt taldlhato

szOrsejtek tonotdpids elrendezOdésének segitségével torténik. A belsé fiil megfeleld



képleteinek tulajdonsdgai azt eredményezik, hogy a magasabb frekvencidval jellemezhetd
hangokat a cochlea bazisan, mig az alacsonyabbakat annak a cstcsi részén taldlhaté szorsejtek
érzékelik. A frekvencia daltal meghatdrozott poziciéban levd szorsejtek ingerelésének
mértékét a hanghulldimok amplituddja szabja meg, azaz a hanginger feldolgozasa
tulajdonképpen mdar a receptorsejtek szintjén elkezdddik. A hangérzet jellemzdinek
(hangmagassdg, hangszin, hanger6sség) kialakuldsdhoz  valamint a  hangforrés
lokalizaci6jahoz azonban mar a hallépalya centralisabb elemeinek tevékenységére van
sziikség (Fonyo, 1999).

A szorsejteket az elsddleges érzoneuronok, a ganglion spiralet alkoté bipolaris
neuronok periférids axonjai innervéljdk, az ingeriiletbe keriilt szOrsejtek az axonvégzddéseken
glutamétfelszabadulds révén akcidspotencidlokat generdlnak. Az igy létrejott ingeriilet
ugyanezen neuronok centrdlis axonjain terjed a CN-ba. A CN a halldsi informacié agytorzsi
szinti feldolgozdsdnak els6 dllomdsa, ahol az elsddleges érzéneuronok az ingeriiletet a
masodlagos érzOneuronoknak adjak at. A madsodlagos projekcids neuronok axonjai a CN-t
elhagyva az oliva komplexbe jutnak. Fontos megjegyezni, hogy ez a kapcsolat mér részben
azonos, részben ellenoldali, azaz innent6l kezdve mindkét halloszerv kétoldali képviselettel
rendelkezik, lehetové téve a két fiil altal hallott hang Osszehasonlitdsat, ami a hangforras
lokalizalasanak alapvetd feltétele. A hallépdlya tovabbi fontos dllomdsai a koézépagyban
taldlhat6 lemniscus lateralis és colliculus inferior, majd a thalamusban elhelyezkedd corpus
geniculatum mediale, végiil a hallékéreg (Fonyd, 1999). A jelen értekezésben bemutatott
munka célja a CN tanulmidnyozasa volt, ezért a kovetkezOkben ezen agytorzsi mag

szerkezetének és mitkodésének bemutatisa torténik meg.

A nucleus cochlearist felépité neuronféleségek

A CN két {6 részre, a dorsalis (DCN) és ventralis (VCN) magra oszthaté; a VCN-on
beliil eliilsé (aVCN) és hatso (pVCN) teriiletet szokds elkiiloniteni. A CN valamennyi részére
jellemz6, hogy nagyszdmiu neurontipus kiilonboztethetd meg benne. Ezek egy része
projekcids jellegli, azaz axonjuk elhagyja a CN-t, és a fels6bb hallokézpontokba tart. A
neuronok madsik (nagyobb része) interneuron, a magon beliili halézatok kialakitdsaban vesz
részt (Sztics és Rusznak, 2002).

Az aVCN jellegzetes projekcids neuronjai a multipolaris sejtek, ezek egyik tipusat az
ugynevezett bushy-sejtek képezik, a mdsik tipusba a csillag alakd (stellate) neuronok

sorolhatok (Wu és QOertel, 1984). A bushy-sejtek egy része a halldideg (n. acusticus; NA)



belépd axonjai kozott, gyongysorszeriien helyezkedik el (szferikdlis bushy-sejtek). A
globulasris bushy-sejtek ugyancsak a NA belépésénél talalhatdk, de ez a csoport nem mutatja
a szferikdlis sejtekre jellemz6 elrendezddést. Elhelyezkedésiik és morfoldgiai megjelenésiik
eltérése (Rhode és mtsai., 1983; Wu és Oertel, 1984) ellenére a bushy-sejtek funkcidja ugyanaz:
a beérkez6 informacié kezdetér6l adnak pontos informdciét. Elektromos valaszuk ugyanis
,primary-like”, azaz az ingerlés kezdetén egyetlen akcidspotencialt tiizelnek, amit igen gyors
adaptaci6 kovet (Rhode és mtsai., 1983; Wu és Oertel, 1984).

A pVCN teriiletén taldlhatd legjellegzetesebb projekcids neuroncsoport az octopus-
sejtek populacidja. Ezen neuronok dendritjei szdmos halldideg-axonnal allnak kapcsolatban
és aktivdldsukhoz ezen axonok jelentds részén egyidejiileg érkezd ingeriiletre van sziikség. E
sajatsdg alapjan az octopus-sejteknek ,,coincidence detector” funkcidt tulajdonitanak (Rhode
és mtsai., 1983; Webster és Trune, 1982).

A DCN szerkezete rendezettebb, mint a VCN-é, hiszen itt négy koncetrikusan
elhelyezked6 réteg figyelheté meg (Brawer és mtsai., 1974), igaz, ezen rétegek megjelenése,
s6t megléte jellegzetes fajspecifikus kiilonbségeket mutat.  Patkdnyban a felszinhez
legkozelebb a molekuldris réteg (1. réteg) helyezkedik el, amelyik foként a szemcsesejtek
axonjait tartalmazza, de megtaldlhatéak itt a szemcsesejtek sejttestjei is. Ezt koveti a
projekciés fusiform- (vagy piramis-) sejtek rétege (2. réteg), ahol a piramis-sejtek mellett
cartwheel-, szemcse- és csillagsejtek szomai lelhetdk fel. A 3. rétegben a piramis-sejtek
basalis dendritfajat taldljuk néhany interneuronnal egyiitt mig a legmélyebb, 4. réteg
jellegzetes sejttipusat a projekcids feladatd 6rids- (giant) sejtek képezik (Sziics és Ruszndk,
2002). Megemlitendé még, hogy elsdsorban a DCN felszinén egyes fajokban megtaldlhatok
az ugynevezett Purkinje-szerli sejtek (PLC), amelyeknek egyes szerzOk projekcids szerepet
tulajdonitanak (Hurd és Feldman, 1994; Spatz, 1997).

Mig a CN-ban taldlhaté projekciés neuronok azonositdsdra, elhelyezkedésére,
funkcidjdra vonatkoz6 elképzelések sok vonatkozdsban egybehangzdak, az itt taldlhato
interneuronok esetében a kép ellentmondédsosabb. Az irodalomban szdmos sejtféleség keriilt
leirasra, ezek koziil a szemcsesejtek és a cartwheel-neuronok jellemzése egyértelmdi, a tobbi
sejtféleség esetében azonban még azok megkiilonboztetése sem megnyugtatéan lezart kérdés

(Szlics és Ruszndk, 2002).



Az oriassejtek jellemzése

A jelen munkdban bemutatdsra keriild elektrofizioldgiai kisérletek az Oridssejtek
kolinerg modulaciéjaval foglalkoznak. Mint azt fentebb emlitettiik, ezen sejtek jellegzetes
eléfordulasi helye a DCN 4. rétege, ugyanakkor kisszdmban elszértan megtaldlhatok a VCN
teriiletén is (Osen, 1969). Az dridssejtek 50 um-es sejttest atmérdjiikkel valéban nagy sejtek,
hasonléan nagy sejtmaggal és sejtmagvacskaval. Habar a szokdsos sagittalis metszetekben
tri- vagy multipoldris szémajuk szokatlanul nagynak tlinik, mds irdnyd metszések felfedik,
hogy a sejttest vékony €s elnyujtott. Az oridssejtek eldforduldsat tobb éllatfajban is leirtak,
tobbek kozott ragesalokban és macskakban, utébbi fajban kiillondsen nagy szamban lelhetok
fel (Harrison és Irving, 1965, 1966; Moore és Osen, 1979; Webster és Trune, 1982). Egyes
esetekben nehézséget okozhat az oOriassejtek elkiilonitése a VCN vagy a DCN nagy
multipoldris sejtjeit6l. Az azonositds sordn segitséget nydjthat, hogy az oOridssejtek hosszabb
¢és vékonyabb dendritekkel rendelkeznek és a sejttestjiik is kevésbé szabalyos sokszog alakot
mutat mint a multipoldris sejteké (Sziics és Rusznak, 2002).

Az oridssejtek dendritfaja szertedgazo, egyetlen sejt arborizdcidja a CN 500-600 pm
sz€les teriiletét is képes lefedni. Ez a méret azt eredményezi, hogy ennek a sejttipusnak a
nyulvanyai a CN-ban egyediildllé mdédon behdl6zhatjadk mind a VCN, mind a DCN rétegeit.
Ezen specidlis elrendezés eredményeként az Oridssejtek nagymennyiségii informaciét
fogadnak az akusztikus rostok feldl, és ez altal képesek az érkezd akusztikus bemenetek
integraldsara (Rhode és mtsai., 1983). [Ezzel a kiterjedt bemenettel magyarazhatok a
funkcidjukra vonatkozé megéllapitdsok, melyek azt jelzik, hogy szokatlanul nagy
frekvencidju és dinamik4jud akcidspotencidl-sorozatokat generdlnak. Az dridssejtek axonjaik
€s axonkollaterdlisaik révén ugyancsak kiterjedt projekcids teriilettel rendelkeznek, jellemzd
moédon az ellenoldali collicullus inferiorba futnak, de axonvégzddéseik megtaldlhaték mind az
azonos oldali, mind az ellenoldali CN-ban is (Osen, 1972; Ryugo és mtsai., 1981).

Az Orids-sejtek jelentds tdllovéssel jellemezhetd akcidspotencidljait kettds
utéhiperpolarizacié koveti (Zhang és Oertel, 1993). Az els6 utShiperpolarizécio kifejezett, a
membranpotencidlt a nyugalmi membranpotencidlnal negativabb értékre allitja, fiiggetleniil a
tiizelést kivaltd stimulus intenzitdsat6l. A mdsodik utéhiperpolarizacié nagysdga ezzel
szemben valtozé. Az Oridssejtek halldideg feldli, illetve az aVCN irdnyabdl torténd
stimuldldsat kovetd eredmények elemzésébdl ugy tlinik, hogy ezek a sejtek kozvetlen serkentd

bemenetet kapnak a NA-tél valamint a VCN neuronjai irdnyabdl (a szemcsesejtektol és a



csillagsejtektdl). Utdbbi sejtek mono- és poliszinaptikus tton egyardnt kapcsoldédhatnak az
oriassejtekhez (Osszefoglald attekintés végett lasd, Sziics és Ruszndk, 2002). Leirtak
ugyanakkor olyan, a DCN-ba lokalizdlhaté neuronokat is (tuberculoventralis sejtek), amelyek
gitld (glicinerg) axonokat kiildenek az oridssejtek felé. Ezek hatdsa 1 pumol/l sztrichnin

alkalmazasaval kivédhetd (Sziics és Ruszndk, 2002).

Kolinerg modulacié a nucleus cochearisban

Szenzoros miitkddések esetében, beleértve az érzékszerveket is, nem ritka az, hogy
centralisabb teriiletekrol érkez6 axonok moédositjdk az afferens palydk tevékenységét. Szamos
adat utal arra, hogy ilyen, els6sorban kolinerg neuronok altal biztositott modulacié jelen van a
CN-ban, és fontos szerepet jatszik a magban taldlhaté idegsejtek aktivitdsanak a bedllitdsaban.
Morfolégiai tanulminyok sordn példaul kolin-acetil-transzferaz- és vezikularis-kolin-
transzporter-pozitiv végzodéseket mutattak ki a mag kiilonféle neuronjain (Yao és Godfrey,
1995). A DCN-ban muszkarinerg acetilkolin-(ACh-) receptor expressziot irtak le (Happe és
Morley, 1998), és szamos funkciondlis jellegli munkéban is vizsgéltdk a kolinerg modulaci6
hatdsait (Osen és mtsai., 1984; Sherriff és Henderson, 1994; Irie és mtsai., 2006). Ezekkel az
eredményekkel tokéletes Osszhangban dllnak azok a megfigyelések, melyek in vivo
prepardtumokban végzett kisérletek sordn sziilettek, és arra vonatkoznak, hogy mind a
muszkarinerg ACh-receptorok antagonistdi, mind az aceti-kolin-észterdz gatloszerei
hatékonyan véltoztattdk meg az agytorzsi hanginger 4ltal kivdltott potencidlokat (Zhang és
Kaltenbach, 2000). Mindezen megfigyelések feltételezik, hogy a hallépdlya mentén ténusos
kolinerg serkentd hatds érvényesiil.

A kolinerg modulécié szerepére utald tovabbi adatok szerint a CN-ban taldlhat
cartwheel- és piramis-neuronok kolinerg receptorainak aktivicidja képes megnovelni az
emlitett sejtek akcidspotencidl-tiizelésének a frekvencidjat (Chen és mtsai., 1994a; Zhang és
Kaltenbach, 2000). Mads eredmények szerint a CN kolinerg stimuldciéja mind nikotinerg,
mind muszkarinerg (féként M2 és M4) receptorokon keresztiil is megvaldsulhat (Chen és
mtsai., 1994a; 1994b; 1995; 1999). Amellett, hogy beédllitja a hallérendszer szamos
struktirdjanak ingerlékenységét és befolydsolja a hallészerv fizioldgiai funkcidit, a
hallépalyék kolinerg modulédcidja szamos koéros esetben is specidlis jelentdséggel bir (pl. nagy
intenzitdsd hangingerek okozta kdrosoddsok vagy cochlearis sériilések esetén). Ezekben az
esetekben a muszkarinerg kolinerg receptorok és a kolin-acetil-transzferdz enzim

upregulaciéjardl szamoltak be (Jin és mtsai., 2005; 2006; Jin és Godfrey, 2006; Kaltenbach és



Zhang, 2007). A kolinerg modulicié szerepének nagyon érdekes és meggy6zd példdja,
amikor vezetéses hallaskarosodds esetén az ellenkezd oldali fiil akusztikus stimuldcidja az
adott oldali CN fokozott aktivitdsat okozza (Sumner és mtsai., 2005; Bledsoe és mtsai., 2009).
Osszességében tehdt a rendelkezésre 4ll6 adatok szerint a kolinerg moduldcié a CN-ban
erésitd szerepet tolt be, a serkentd hatds sejtszintli szervezddésének részletei azonban még

nem ismertek.

A kolinerg receptorok

Az emldsok szervezetében taldlhaté ACh-receptorok két f6 csoportra oszthatok, ezek a
jolismert nikotinerg 4s muszkarinerg kolinerg receptorok. A nikotinerg ACh-receptorok
(nAChR) az ionotrép receptorok kozé tartoznak és tovabb csoportosithatok muszkularis és
neurondlis tipusokra. A muszkuldris tipusi nAChR 6t alegységbdl tevédik ossze (2a, B, 7y és
d), ahol minden alegység négy transzmembrdn doménnel bir, mig a neurondlis tipusd
nAChR o és 3 alegységekbdl szerelddik dssze. Tovabbi kiilonbségként emlithetd, hogy mig a
muszkularis tipusd nAChR féként Na*-ra és kisebb mértékben K'-ra permeabilis, és az ideg-
harantcsikolt izom kapcsolat (neuromuscularis junctio) kialakitdsaban jatszik fontos szerepet,
addig a neurondlis tipusi nAChR féként Ca**-ra permeabilis, és az idegrendszer minden
centrélis és periférids részén megtaldlhat6 (6sszefoglald attekintés végett 1asd, van Koppen és
Kaiser, 2003).

A muszkarinerg ACh receptorok (mAChR) a metabotrép receptorok csalddjaba
tartoznak, G-proteinhez kapcsolt, hét transzmembrian doménnel biré fehérjék. Ebben a
csoportban 5 altipust kiillonboztetnek meg (a tovdbbiakban M1-MS5 formdban hivatkozunk
rdjuk). Az M1, M3 és M5 receptorok a Gog1 €s a Goysz G-proteineken keresztiil, a
foszfolipaz-C (PLC) és a foszfolipdz-D (PLD) dtvonalon fejtik ki hatdsukat. A PLC hatdsara
inozitol-4,5-biszfoszfatbdl diacil-glicerol (DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) keletkezik.
A DAG protein-kindz-C (PKC) enzimet aktivalhat, mely aztan tobb foszforilaciés feladatot is
betolthet (pl. MAP-kindz ttvonal szabdlyozasa). Az IP; kapcsoldédik az endoplazmatikus
retikulum (ER) membranjidban elhelyezkedd receptordhoz (IP3;R) és kalcium felszabaduldst
valt ki, ami az intracellularis kalciumkoncentracié novekedését eredményezi (Caulfield, 1993;
Riimenapp és mtsai., 2001; dsszefoglald attekintés végett 14sd, van Koppen és Kaiser, 2003).
Az M2 és M4 receptor altipusok a fentiektdl élesen eltéré médon G; és G, G-proteinek révén
az adenilat-cikldz enzim gatlasat idézik eld (Osszefoglald attekintés végett lasd, van Koppen

és Kaiser, 2003).
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A szervezetben altaldban, és ezen beliil a kdzponti idegrendszerben is, valamennyi
vesz részt (Caulfield, 1993; Levey és mtsai, 1991; Osszefoglald attekintés végett lasd, van
Koppen és Kaiser, 2003). A teljesség igénye nélkiil emlithetd, hogy az M1 receptor
szabdlyozza a kozponti idegrendszerben a MAP-kindz aktivaciot, ami fontos szerepet jatszik a
memoriafunkciéban (Hamilton és Nathanson, 2001). Kimutattdk tovabba, hogy M1 deficiens
egerekben fokozdédik a dopaminerg neurotranszmisszié effektivitdsa, ami fokozott motoros
aktivitdshoz vezet (Gerber és mtsai, 2001). Az M2 receptorok szerepét igazoltdk a mAChR-
fliggd bradycardia kialakuldsasban, valamint a gyomor-fundus, a higyhdlyag és a trachea
kolinerg agonista-indukdlt kontrakciéjdban (Stengel és mitsai, 2000). Az M3 tipusd
receptoroknak  kulcsszerepet tulajdonitanak a nydlszekrécié szabdlyozdsdban, a
pupillasziikiilet létrehozdsdban valamint a higyhdlyag detrusor izmdnak kontrakcidjdban
(Matsui és mtsai, 2000). Az M4 receptorok az M1 receptorokhoz hasonléan a kdzponti
idegrendszeri dopaminerg mechanizmusokat befolyasoljak (Gomeza és mtsai, 1999), mig az
MS receptorok szerepét az agyi artéridk és arterioldk kolinerg dilatdcidjdban irtak le (Yamada

és mtsai, 2001).

Az idegrendszerben talalhaté gliasejtek attekintése

Az idegrendszerben kordbban dontéen passziv szerepet tulajdonitottak a gliasejteknek.
Az utébbi évtizedekben azonban beigazolddott, hogy ez a szerep lényegesen aktivabb,
olyannyira, hogy a gliasejtek akar a neuronok kozétti szinaptikus transzmissziot is képesek
befolydsolni. Ennek ismeretében beldthatd, hogy egy-egy kozponti idegrendszeri teriilet
mikddésének pontos leirdsdhoz a neurondlis funkcidk elemzése mellett sziikséges az ott
taldlhat6 gliasejtek azonositasa és szerepiik meghatarozasa is.

Morfolégiai jellegli vizsgalatokra alapozva a gliasejteknek két f6 csoportja kiilonithetd
el (Vigh, 2002). Az egyik csoportot a periférids glia képezi, ide tartoznak a Schwann-sejtek, a
periféridlis idegdicokban az idegsejtek sejtestét koriilvevo satellita sejtek, valamint a teloglia,
az idegvégzodések koriil talalhatd kiegészito sejtek (Vigh, 2002).

A kozponti idegrendszer teriiletén taldlhaté gliasejtek képezik a masik f6 csoportot,
amelyet centrdlis glidnak neveziink. Ez a fOcsport is tovdbbi alcsoportokra oszthatd. A
mikroglia alcsoportot alkotjdk az oligodendroglia sejtek (ezek képezik a kozponti

idegrendszer idegnyudlvdnyainak myelin-hiivelyét) valamint a mesoglia sejtek. Utdébbiak a
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kapillarisok koriili térbdl bevandorlé mesodermalis eredetti macrophag sejtek, melyeknek
phagocyta funkciét tulajdonitanak (Vigh, 2002).

A centrdlis glia masik alcsoportja a makroglia. Ennek a csoportnak a tagjait astrocyta
sejteknek is nevezzilk, mivel jellegzetességiik a relative nagy sejttest, és a csillagalakban
szertedgaz6 nyulvanyok. Meég az astrocytdk sem képeznek azonban egységes csoportot, a
plazmads astrocyta sejtek az agy sziirkedllomanyaban gyakoriak, mig a rostos astrocyta elemek
az agy fehéralloméanyéban taldlhaték meg (Vigh, 2002).

A fenti csoportositds elsOsorban azon gliasejt-féleségeket tartalmazza, amelyek
meglehetdsen altaldnosan fordulnak elé az idegrendszer periférids vagy kozponti részében.
Az emlitett sejtféleségeken tdl a gliasejtek ko6z€é sorolnak szdmos olyan sejtet is, amelyek az
idegrendszer egy-egy specidlis teriiletén helyezkednek el, rendszerint koriilirt funkciéval. Ide
tartoznak a kozponti idegrendszer iiregeit (agykamrdk, canalis centralis) béleld
ependymasejtek, a hypophysis hatsé lebenyében fellelhetd pituicytdk, és a kisagyban leirt
Fananas-féle tollassejtek (Vigh, 2002). Foéemlosok agyin végzett vizsgdlatok segitségével
kimutattdk, hogy az egyedfejlédés sordn a neuronok migricidja a subventriculdris z6nabol a
végleges helyiikre az dgynevezett radidlis gliasejtek nyulvanyainak segitségével torténik
(Rakic, 1972). Megallapitottdk tovabbd, hogy mig a neuron-migraciét kovetéen a kdzponti
idegrendszer nagy részén ezek a gliasejtek nytlvanyaikat visszahizva csillag alakd
astrocytakka alakulnak (Schmechel és Rakic, 1979); addig egyes teriileteken a radialis
gliasejtek megmaradnak. Az ilyen ,,tulél6” radidlis gliasejtek alkotjdk a kisagyi Bergmann-
gliat vagy a retina Miiller-sejtjeit (0sszefoglald attekintés végett 1asd, Kimelberg, 2004).

Mint azt a fenti vézlatos attekintés jelzi, az egyes gliasejt-tipusok eltérd mdédon
vesznek részt az idegrendszer mikodésének timogatdsaban és modulaldsiaban. Ugy tiinik
ugyanakkor, hogy szerkezetiiknél, kiterjedt kapcsolatrendszeriiknél és miikodésiiknél fogva
elsdsorban az astrocytdk azok az elemek, amelyek kiilonosen hatékonyan és kiterjedten
képesek a neurondlis milkodések befolydsoldsira. A CN tanulmdnyozdsa sordn tehat
mindenképpen indokoltnak latszott a kisérleteket kiterjeszteni a magban taldlhaté astrocytdk

egyes sajatsagainak vizsgalatara is.

Az astrocytak szerkezeti és funkcionalis sajatsagai

Az astrocytdk képezik a gliasejtek legdltaldnosabban el6forduld és legdsszetettebb
funkcidval rendelkezd csoportjat. Az irodalomban leggyakrabban alkalmazott csoportosités

szerint plazmads és rostos astrocytdkat kiilonitenek el, melyek koziil az elébbiek az agy sziirke-
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, mig az utébbi annak fehérdllomédnyédban taldlhatdk. A rostos astrocytdk szdmos nyudlvanyt
kiildenek a tér minden irdnydba, mig a plazmdas astrocytdk rovid, eldgazé nyudlvanyokkal
rendelkeznek (Kettenman és Ransom, 1995; Privat és mtsai., 1995). E csoportositds mellett
ugyanakkor léteznek felosztisok mas szempontok mentén is. A latéidegben valamint a
retindlis ganglion sejtek axonjai koriil példaul egyes és kettes tipusu astrocytdkat kiilonitenek
el, ahol az egyes tipus a vérereket fogja koriil, mig a kettes a Ranvier-beftizodéseket boritja
(Zigmond és mtsai, 1999). Az astrocytik az egyedfejlodés sordn tobb precursor sejtbdl is
kialakulhatnak, mint pl. astrocyta precursor sejtekbdl (glia restricted precursor, GRP), toviabba
a neuronok és gliasejtek kozos Ossejtjeibol €s nem utolsd sorban a radidlis glidbdl (Liu és
mtsai, 2002). Az astrocytdk idegrendszerben betoltott funkcidi kozé tartozik az, hogy
intermedier filamentumaik révén (pl. Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) tdmasztjdk a
neurondlis elemeket, nytlvdnyaik mintegy burkot képeznek a szinapszisok koriil, segitenek a
neurotranszmitterek és a K-ionok extracellularis térbdl torténd eltdvolitdsdban, ami igen
fontos az idegsejtek miikodési feltételeinek fenntartdsaban (Kristjan R. Jessen, 2004).

Az astrocytdk sejttenyészetben vagy in situ szovetben torténd azonositisira ma a
legelfogadottabb marker a GFAP. Ugyanakkor egyes szerzok azt is leirtdk, hogy az
egyedfejlodés sordn, valamint kozponti idegrendszeri sériilést kovetéen az astrocytdk GFAP
expresszidja megvaltozik. Egyes precursor sejtalakok példdul nem mutatnak GFAP
pozitivitdst, mig az érett alakok igen (Liu és mtsai, 2002). A ragcsalok Miiller-sejtjei normal
koriilmények kozott GFAP negativak, mig sériilés kovetkeztében GFAP pozitivva alakulnak
(Zhuo és mtsai, 1997). Astrocytik azonositisira egyébként mas markereket is ismer az
irodalom, ilyen példdul az S100P kalciumkoté fehérje vagy az astrocyta specifikus glutamat-
aszpartdt transzporter, a GLAST (GLutamate ASpartate Transporter) [méds néven GLT-1
(Glutamate transporter-1) illetve EAAT2 (Excitatory Amino Acid Transporter 2); Shibata és
mtsai, 1997]. Bizonyos esetekben azonban, az emlitett bizonytalansigok miatt, csak a
markerek kombinalt kimutatdsat tekintik biztos mddszernek (Osszefoglald attekintés végett
l14asd, Kimelberg, 2004).

Az astrocytdk morfologiai sajatsigai mellett szdamos adat &ll rendelkezésiinkre
elektrofiziologiai tulajdonsdgaikrél is. Kordbbi vizsgidlatok ebben az esetben is két {6
csoportot kiillonboztettek meg, passziv és komplex astrocytdkat. A passziv sejteket ido- és
fesziiltség-fiiggetlen aramok (klasszikus ohmikus dramok), relative hiperpolarizalt nyugalmi
membranpotencidl, alacsony bemend ellendllds és az tugynevezett dye-coupling megléte
jellemzik. Ezzel szemben a komplex sejtekre fesziiltségfiigeé K'-dramok, TTX-érzékeny,
gyors kinetikdji Na*-dramok, a passziv sejtekhez képest depolarizaltabb membranpotencial €s
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magasabb bemend ellendllds valamint a dye-coupling [egy sejtbe kozvetlenill bejuttatott
jeloléanyag a szomszédos sejtekbe is atterejed, igazolva az igy jelolt sejtek valamilyen
molekuléris kapcsolddasat, (pl. gap-junction)] hidnya jellemzd (Walz, 2000; Jabs és mitsai,
1997; Seifert és Steinhauser, 1995). Patkany hippocampusbdl frissen izolalt astrocytakon
végzett kisérletek alapjan a passziv sejtek kozé sorolhaték a kozel ohmikus sajatsagokkal
rendelkez0 ugynevezett varidbilis egyenirdnyitd astrocytdk (variably rectifying astrocytes,
VRA), mig a kifelé egyeniranyitd astrocytdk (outward rectifying astrocytes, ORA) szdmos
K*-dramukkal valamint fesziiltség-fliggd Na'-dramukkal inkdbb a complex sejtek kozé
tartozhatnak (Zhou és Kimelberg, 2000; 2001). Egy masik tanulmédnyban, ugyancsak patkiny
hippocampusbdl izoldlt tdléld szeletek kiilonbdzd régidkban elhelyezkedd astrocytdk
vizsgélata sordn hdrom kiilonbdz6 dram-fesziiltség karakterisztikdju dramot mutattak ki. A
komplex” sajitsdgokkal bird sejtekre jellemzd, hogy fesziiltség- és idOfiiggd, tranziens,

299

kifelé egyenirdnyité dramokat produkdlnak; a ,,befelé egyenirdnyitd” sejtek hiperpolariziciora
aktivalodnak, és kismértéki idofiiggd inaktivaciét mutatnak; a ,.linedris” sajatsdgokat mutatd
astrocytdk esetén pedig idofiiggetlen vagy kismértékben id6fiiggd aktivacié és inaktivacid
figyelhetdé meg (D'Ambrosio és mtsai., 1998).

A fent emlitett sajatsagok Osszességében inkdbb azt a kordbbi felfogast timogatjak,
amely az astrocytdkat a kdzponti idegrendszer passziv elemeinek tartja. A legutébbi egy-két
évtizedben azonban szamos kutatécsoport kezdett foglalkozni a neuronok és astrocytak
kozotti kommunikacié kérdésével és az eredményeik alapjan az astrocytdknak lényegesen
aktivabb szerepet kell tulajdonitanunk (Araque és mtsai., 2001; Carmignoto, 2000;
Castonguay és mtsai., 2001; Haydon, 2001; Perea és Araque, 2002). A moddosuldst
eredményezd kutatdsok tobb neurotranszmitter (NT) receptort is kimutattak az astrocytak
felszinén, példaul glutamat-, katekolamin-, GABA-, hisztamin-, ATP- és, ACh-receptorokat
(Kettenman és Ransom, 1995; Porter €és McCarthy, 1997; 6sszefoglald attekintés végett 14sd,
Verkhratsky és mtsai., 1998). Az astrocytdk sejtfelszini NT-receptorai foként metabotrép
tipusuak, de el6fordulnak koztiik ionotrép jellegiiek is. A metabotrép receptorok koziil tobb
az intracelluldris kalcium koncentracié befolydsoldsan keresztiil fejti ki hatdsit (Araque és
mtsai., 2002; Porter és McCharty, 1996; Shelton és McCharty, 1999, 2000; 6sszefoglald
attekintés végett 1dsd, Verkhratsky és mtsai., 1998). Mads kozlemények arrdl is beszdmoltak,
hogy az astrocytdk maguk szabaditanak fel transzmitterként mikodé anyagokat, pl.
glutamatot, TNFa-t és ATP-t (Araque és mtsai., 1998; Arcuino és mtsai., 2002; Beattie és
mtsai., 2002). Ezek az anyagok, amelyeket djabban gliotranszmittereknek neveznek,

hathatnak a neuronok kozoétti kémiai neurotranszmisszidra, akdr a preszinaptikus NT-
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felszabadulds, akdr a posztszinaptikus vélasz befolydsoldsdval (Perea és Araque, 2005; Fiacco
€s McCarthy, 2004). Mindezek eredményeként az eddig két neuron altal képzett kémiai
szinapszis felépitése egy harmadik résztvevdvel, nevezetesen a nydlvanydval a szinapszist
beburkolé astrocytdval boviilt ki, ezért ujabban ezt a szerkezetet ,tripartite”, azaz

haromosztati szinapszisnak is nevezik (Volterra és Bezzi, 2002).
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Anyagok és modszerek

Tulél6 szeletpreparatum készitése

A kisérletekhez 10-14 napos (n=193) Wistar patkdnyokat hasznaltunk, az alkalmazott
eljarasokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga jévdhagyta. A
prepardlas f6 lépései megegyeztek a laboratériumunkban hosszabb ideje alkalmazott
technikdval (lasd pl. Ruszndk és mtsai., 1997). Az allat dekapitdldsa utén a fejet jéghideg (~ -
2 °C), alacsony Na'-koncentraci6ji mesterséges cerebrospinlis folyadékba helyeztiik (aCSF;
250 mmol/l szahar6z; 2,5 mmol/ KCI; 26 mmol/l NaHCO3; 10 mmol/l gliik6z; 1,25 mmol/l
NaH;PO,; 2 mmol/l CaCl,; 1 mmol/l MgCl,; 3 mmol/l mio-inozitol; 0,5 mmol/l C-vitamin;
2 mmol/l natrium-piruvat). Sagittalis metszést ejtettiink a fejbéron, valamint a nyaki csonkon
maradt izomzaton. Ezen képletek felprepardldsat a nyakcsigolydk csigolyaivének dtmetszése,
majd a koponyan ejtett sagittalis, valamint a két orbitat 6sszekotd coronalis irdnyd metszés
kovette. Az 1{gy bemetszett, még nem teljesen elcsontosodott koponyacsontok
kettépattinthatdak voltak, és az agy hozzaférhetdvé valt. A bulbus olfactoriusok, valamint az
erek és agyidegek (koztikk a legmarkdnsabb nervus trigeminus) dtmetszése utdn az agy
kibuktathatovd valt. Az eltdvolitott agyat a mediansagittalis sikban megfeleztiikk, majd a
kozépagy szintjében levalasztottuk az agytorzset. Az agytorzs dorsalis felszinérdl Gvatosan
eltdvolitottuk az agyhartyat és az ereket. A két agytdrzsdarabot azok medidlis felszinén
cianoakrilat alapd ragasztoval egy fémtokére rogzitettiik. A kisagy eltavolitasat kovetden
Microm HM 650 V vibrotom (Microm International GmbH, Walldorf, Németorszag)
segitségével 200 um vastag sagittalis szeleteket készitettiink. A szeleteket 1 6rdn at
pihentettitk az inkubaciés kamrdban, amelyik 37 °C-o0s, 95% O, és 5% CO, gazkeverékkel
atbuborékoltatott normdl aCSF oldatot tartalmazott, majd hagytuk szobahOmérsékletre (~20-
22 °C) lehiilni. (az oldat dsszetétele ugyanaz, mint az alacsony Na'-koncemtraci6ji aCSF-€
kivéve, hogy szachar6z helyett 125 mmol/l NaCl-ot tartalmazott). A kisérlet kezdetéig a

szeleteket folyamatos oxigendlds mellett ebben az inkubédcids kamraban taroltuk.

Patch-clamp mérések és az adatok feldolgozasa

A kisérletekhez 63x-0s nagyitdsi vizimmerzids objektivvel ellatott, differencidl
interferencia kontraszt (DIC, Nomarski) optikdval felszerelt Axioskop mikroszképot (Zeiss,

Oberkochen, Németorszdg) hasznaltunk. A szeleteket a méréedénybe helyeztiik és a kisérlet
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alatt folyamatosan oxigenalt normal aCSF oldattal perfundaltattuk. A patch-clamp
mérésekhez sziikséges elektroddkat vertikdlis elrendezésli pipetta-hizé késziilék (Narishige
P-830, Tokyo, Japdn) segitségével készitettiik. A pipettdba keriild belsd oldat Gsszetétele a
kovetkezd volt: 114 mmol/l K-gliikonat; 4 mmol/l KCI; 10 mmol/l HEPES; 4 mmol/l K-
ATP; 0,3 mmol/l Na3;-GTP; 10 mmol/l Na,-foszfokreatinin; 2 mmol/l Kj-Lucifer Yellow;
8 mmol/l biocitin. A vizsgélt neuronok spontdn akcidspotencidl-tiizelésének kivédésére egyes
kisérletekben a gyors, fesziiltségfiiggd Na'-csatorndkat blokkolé QX314-kloridot (5 mmol/l;
Tocris) is adtunk a pipettaoldathoz. A pipettaoldattal torténd feltoltés utdn a mikroelektrodak
ellendllasa 1,8-2,2 MQ kozott valtozott.

Az elektrofizioldgiai méréseket Axopatch 200A (Molecular Devices, Union City, CA,
USA) erdsitd segitségével, a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében végeztiik.
Fesziiltség-clamp  tizemmddban a  tartéfesziiltséget -60 mV-ra  dllitottuk, mely
membranpotencidl érték mellett mind a spontdn, mind a kivéltott posztszinaptikus dramokat
(PSC-k) vizsgalhattuk. A kivaltott PSC-ket BioStim STC-7a stimulatorra csatlakoztatott
monopolaris stimuldld elektroda segitségével generdltuk (Supertech, Pécs, Magyarorszag).
Az ingerl6 elektrédat vagy a felszines, vagy a mélyebb rétegekbe szirtuk be; az ingerelt sejt
sejttestje és a stimuldlé elektréda kozti tavolsag 50-100 um kozott valtozott. A stimuldld
impulzusok frekvencidjat 50 Hz-re allitottuk, az amplitud6jukat pedig olyan értéken tartottuk,
amely éppen képes volt kivéltani PSC-ket, mikdzben a hatastalan ingerlések szdma a lehetd
legkevesebb volt (,,minimdlis stimuldlas™).

A gitlé  PSC-ket (IPSC) 10 umol/1  2,3-dihidroxi-6-nitro-7szulfamoil-
benzo[f]quinoxalin-2,3-dion (NBQX) és 50 pmol/l D-2-amino-5-foszfonopentanoat (D-APS;
Tocris) jelenlétében, azaz a glutamdterg neurotranszmisszié gitldsa mellett vizsgilhattuk. A
serkentd PSC-k (EPSC) kivéltdsa 1 umol/l sztrichnin és 10 umol/l bicucullin kombindlt
alkalmazdsa mellett tortént. Az egyes kisérletek sordn, a kapott PSC-ket a mérési sor végén a
megfeleld gatlészerekkel gatoltuk, igy bizonyitva, hogy azok valoban a preszinaptikus
ingerlés kovetkezményei voltak. Néhdny kisérletben dram-clamp elrendezésben vizsgéltuk a
neuronok spontdn, valamint karbamil-kolin (karbakol, CCh) addsaval kivaltott
membranpotencidl-valtozasait, koztiik az akciéspotencidlokat is.

Az adatgytjtést CLAMPEX és FETCHEX 6.0 szoftverek segitségével (Molecular
Devices, Union City, CA, USA), mig az adatelemzést Clampfit 9.0 (Molecular Devices,
Union City, CA, USA) és a MiniAnalysis (Synaptosoft, Decatur, GA, USA) programokkal
végeztilk. Az adatelemzés sordn kiszamoltuk az ugynevezett ,,paired-pulse ratio”-t (PPR),

amit a mdsodik és az elsé PSC-k amplitidéinak hinyadosa adott meg (Zucker és Regehr,
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2002). Ahhoz, hogy igazoljuk a CCh preszinaptikus hatdsit, mérésenként 20 gorbe alapjan
kiszamoltuk a PSC-k csucsamplitiddinak varidciés koefficiensét (CV; CV = SD/étlag). Az
alkalmazott anyag hatdsdnak preszinaptikus jellegét az 1/CV? érték szignifikdns csokkenése

jelezte (Faber és Korn, 1991).

Neuronok biocitin jelolése

A patch-clamp mérések alatt a vizsgilt sejtek feltoltddtek a pipettaoldatban levo
biocitinnel. Az elektrofizioldgiai kisérleteket kovetden a szeleteket egy éjszakan at fixaltuk
4% paraformaldehidet tartalmazé foszfat pufferben (PB; 0,1 mol/l Na,HPOy4; 0,1 mol/l
NaH,PO4; pH=7,4). A fixalt szeleteket 0,1% Triton-X 100 és 10% borji szérum tartalmui
foszfat-pufferelt sdoldatban permeabilizaltuk (PBS; 136,75 mmol/l NaCl; 2,68 mmol/l KCI;
8,1 mmol/l Na,HPOy; 1,47 mmol/l KH,PO4; 0,49 mmol/l MgCl, x 6H,0; 0,9 mmol/l CaCl,,
pH=7,2)) 60 percig, szobahémérsékleten. Ezt kovetden a szeleteket 10 percig PB oldatban
mostuk, majd streptavidinnel konjugiltatott Alexa 488 (1:300; Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, USA) tartalmd PB oldatban inkubdltuk 90 percig. A fixalas kivételével (amit 4
°C-on végeztiink) minden 1épés szobahdmérsékleten tortént. Legvégiil a szeleteket lefedtiik,
majd a biocitin fluoreszcencidt Zeiss LSM 510 konfokalis 1ézer-scanning mikroszkép (Zeiss,

Oberkochen, Németorszdg) segitségével vizsgiltuk és rogzitettiik.

Primer astrocytatenyészet készitése

A sejttenyészet inditdsdhoz 7-9 napos Wistar patkdnyokat haszndltunk. A prepardlds
f6 1épései megegyeztek a szelet-prepardtum készitésének ismertetésekor leirt technikdval. A
dekapitalast kovetéen a levagott fejet ebben az esetben steril, még jégkristalyokat is
tartalmazd prepardld oldatba helyeztiik. A preparald oldat (DS) Osszetétele a kdvetkezo volt:
136 mmol/l NaCl; 5,2 mmol/l KCI; 0,64 mmol/l Na,HPO4 x 2H,0; 0,22 mmol/l KH,POy;
16,6 mmol/l gliikéz; 22 mmol/l szaharéz; 10 mmol/l HEPES, kiegészitve 0,06 U/ml
penicillinnel (SANAVITA Gmbh, Pécs) és 0,06 mg/ml streptomycinnel (TEVA, Debrecen).
A CN feltardsa utdn azt csipesz segitségével levalasztottuk, és DS oldatot tartalmaz6 sterilizalt
iivegcsObe helyeztiink (innen kezdve végig steril koriilmények kozott dolgoztunk). A CN az
agytorzs laterdlis részén, a kisagy alatt taldlhato, jol koriilirt, konnycsepp alaki képzédmény,
melynek izoldldsa sordn mindent megtettiink annak érdekében, hogy a levalasztds sordn mas
agyteriiletb6l szarmazd szovet ne keveredjen a CN darabokhoz. A tenyészet inditdsdhoz

altalaban 3-4 kisérleti allat CN-ait hasznaltunk fel. A magokat 30 percig 10% tripszin
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tartalmd DS oldatban inkubaltuk (37 °C). A tripszin hatasat foetalis borjuszérumot (FBS)
tartalmazd tapoldat segitségével allitottuk le. A tdpoldat tigynevezett ,,Minimum Essential
Medium” (MEM) volt, amelyik 10% FBS-ot, 50 U/ml penicillint (SANAVITA Gmbh, Pécs),
50 pug/ml streptomycint (TEVA, Debrecen) és 1,25 pg/ml Amphotericin B-t (Gibco, UK)
tartalmazott. A tripszinnel emésztett szovetdarabokat 10% FBS tartalmd tapoldatban 3-szor
triturdltuk, egyre kisebb atmérdjii, polirozott heggyel rendelkezd Pasteur-pipettdkkal. Az igy
nyert sejtszuszpenziot 100000 sejt/ml strtiséglire higitottuk, majd a szuszpenzié 0,5 ml-es
mennyiségeit a 24 lyukud tenyésztéedény aljan elhelyezkedd feddlemezekre rétegeztiik. A
tenyészetet 37 °C-on, 5% CO,-t tartalmazo 1égkorben termosztitban tartottuk. A tapoldatot
(10% FBS tartalmi MEM) el6szor a tenyészet elkészitésének masnapjan, majd ezt kovetden 2
naponta cseréltiik. Az itt vdzolt tenyésztési koriilmények kozott a neuronok nagy része
elpusztult, mig az astrocytdk folyamatosan osztddtak és novekedtek. A feddlemezeken a

sejteket kb. 80-100%-os konfluenciaszintig tenyésztettiik, majd passzaltuk dket.

Immuncitokémia

Immuncitokémiai jeloléseknél 7-10 napos, 70-80%-os konfluencia szintet elérd
astrocytatenyészeteket alkalmaztunk. A fed6lemezeket nedves kamraba téve PBS oldattal (
136,75 mmol/l NaCl; 2,68 mmol/l KCIl; 8,1 mmol/l Na,HPO,; 1,47 mmol/l KH;POy;
0,49 mmol/l MgCl, x 6H,0; 0,9 mmol/l CaCl, pH = 7,2) mostuk, ezt kovette a fixdlds 4%-os
paraformaldehid oldatban 15 percig, 4 °C-on, majd 100 mmol/l glicint tartalmazé PBS
oldattal mostuk Oket 3 x 5 percen keresztiil. A mosist a permeabilizilds kovette (0,1%
Triton-X 100 PBS oldatban, 10 percen keresztiil). Ujabb PBS-ben torténé mosés utin az
aspecifikus kotohelyek blokkoldsa kovetkezett 1% BSA-t (borjd szérum albumint) tartalmazé
PBS oldattal (blokkol6 oldat) 30 percig. A primer antitesteket (1. tibldzat) blokkold oldatban
higitottuk és egy éjszakan 4t 4 °C-on inkubdltuk vele a sejteket. Mdsnap PBS-sel lemostuk a
felesleges primer ellenanyagot, majd a szekunder antitesttel (1. tiblazat) 60 percen keresztiil
inkubdltuk a mintdkat amit ismét mosis kovetett, végiil DAPI-val (4',6-diamidino-2-
phenylindol; Vector Laboratories Inc., Burlingame, UK) kiegészitett oldattal fedtiik le a
lemezeket. A fixdlds és a primer antitesttel torténd jelolés kivételével a 1€pések
szobahdmérsékleten torténtek. Az M1 és M3 receptorok ellen termeltett primer antitesteket,
specifukussdguk vizsgalata érdekében, negativ kontroll kisérletekben blokkolé peptiddel
inkubdltuk eld. Az immunizalé peptidet és a primer antitestet 30 percig, szobahdmérsékleten,

blokkol6 oldatban inkubdltuk a vegyszer leirdsanak megfeleld aranyban keverve (Alomone,
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Jerusalem, Izrael). Néhany esetben az immunjelolést olyan fed6lemezen végeztiik, amelyiken
eléz6leg Ca®* tranziensek mérése tortént (lasd kés6bb).

Az immunreakciok vizsgédlatdhoz RT Color CCD kamerdval felszerelt Nikon Eclipse
600W fluoreszcens mikroszképot alkalmaztunk (Nikon, Tokyo, Japan), a felvételeket a Spot
RT v3.5 szoftver segitségével készitettiik. NéEhdny esetben az immunfestés eredményét
konfokalis 1ézer-scanning mikroszképpal detektiltuk, ilyenkor az egyedi rétegfelvételek
rogzitése és azok szummadldsa az LSM Image Browser program (Zeiss Oberkochen,
Németorszag) segitségével tortént. Az esetek egy részében az eredeti képeken a fényerdt és a
kontrasztot médositottuk (minden esetben elvégezve ugyanazokat a modositdsokat a kontroll
(hattér) felvételeken is), de mas valtoztatdst nem végeztiink. A végleges, bemutatdsra keriild

abrékat az Adobe Photoshop 7.0 program segitségével készitettiik.

1. tdblazat: Az immuncitokémiai jelolések sordn alkalmazott primer és szekunder antitestek

Antitest Specificitds | Higitds | Gazdadllat| Forgalmaz6
Elsddleges antitestek
Anti-GFAP patkdny, 11060 |yl DAKO*
egér
Anti-GFAP patkdny, 1:100 kecske Santa Cruz”
ember
Anti-M1 patkany 1:100 nyul Alomone*
Anti-M3 patkany 1:400 nyul Alomone*
Maisodlagos antitestek
Anti-nyul FITC 1:200 kecske Vector”
Anti-nyul Texas Red 1:200 kecske Vector”
Anti-kecske FITC 1:500 szamar Santa Cruz’

*DAKO, Glostrup, Hollandia; "Santa Cruz, CA, USA; ‘Alomone, Jerusalem, Izrael; 01Vector,
Burlingame, CA, USA.

GFAP, glial fibrillary acidic protein; M1/3, 1-es illetve 3-as tipusi muszkarinerg kolinerg
receptor; FITC, fluorescein izotiocianat.

Az intracellularis Ca?*-koncentricié mérése

. L . 2. L ey P
Az intracelluldris Ca™*-koncentricié mérésének elve

Az intracelluldris Ca®*-koncentracié mérésére a Fluo-4 fluoreszcens Ca’*-indikator
acetoximetil-észter formdjat alkalmaztuk (Fluo-4-AM; Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,

USA). A festéket dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel, a kapott térzsoldatot (2 mmol/l)
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-20 °C-on taroltuk. A kisérlet elott a torzsoldatot HEPES tartalmii aCSF oldatban (HaCSF;
135 mmol/l NaCl; 3 mmol/l KCI; 10 mmol/l gliikkéz; 2 mmol/l CaCl,; 1 mmol/l MgCly;
10 mmol/l HEPES; pH = 7,2; ozmolaritds = 305 mosm/kg) 2 umol/l-re higitottuk. Az igy
nyert munkaoldathoz 2,5 mmol/l probenecidet is adtunk, hogy csokkentsiikk az ABC-
transzporterek altal kijuttatott festék mennyiségét, tovabba 1% BSA-t is alkalmaztunk, mert
egyes szerzOk szerint ez segiti a sejtek tilélését (Takahashi és mtsai., 1999). A Fluo-4-AM-re
jellemz6, hogy észter csoportja kovetkeztében lipidpermedbilis, igy bediffundal a sejtekbe.
Ennek eldsegitésére a fent lefrt munkaoldatban 30 percig inkubéltuk a sejteket (37 °C, 95%
0, és 5% CO,). Az intracellularis térbe tortént bejutast kdvetden az ott jelenlevd nem-
specifikus észterdzok lehasitjdk a molekula lipofil csoportjait, ami szabadd4 teszi a toltéssel
rendelkezd részeket. Az igy kapott molekula joval lassabban tdvozik a sejtbdl, mint a
kiindulasi vegyiilet. Az észterifikdlt csoportok hidrolizise érdekében a sejteket tovabbi 30
percig inkubdltuk az el6zdvel megegyezd Osszetételli, de festéket mar nem tartalmazé
extracelluldris oldatban.

A Fluo-4 festék azon Ca**-indikdtorok kozé tartozik, amelyek emisszidja Ca’* hatdsdra
a teljes spektrumban fokozddik, azaz nem alkalmas dgynevezett ,ratiometric” mérésekhez (a
festék exciticios és emissziés maximuma 494 és 515 nm). Az ilyen indikétorok esetében a
Ca’*-koncentricié szdmitdsa csak a sejten beliili festékkoncentracié ismeretében
kivitelezhet6, koriilményes kalibralasi eljarast kovetéen. Kisérleteink sordn nem tettiink
er6feszitést sem a festékkoncentracio meghatirozasara, sem ilyen kalibracio elvégzésére,
ezért csak a Ca®*-koncentrdciéval ardnyos fluoreszcenciaintenzitdst tudtuk megadni,
ugynevezett ,,onkényes egységek”-ben (arbitrary unit; AU). Mindazondltal az értekezésben a
,,Ca2+—koncentréci(’)”, ,,Ca2+—tranziens”, stb. kifejezéseket is alkalmazzuk a pontosabb

»flureszcenciaintenzitds”, ,,fluoreszcenciatranziens™ helyett.

. L, . 2. L s 2o stz
Az intracelluldris Ca~*-koncentricié mérérendszer felépitése

A citoplazmatikus Ca**-koncentrcié mérésére szolgalo rendszer 6t [1-5] részbdl épiil
fel, melyek koziil harom a Till Photonics GmbH (Grifelfing, Németorszdg) terméke. A
mérdhely alapja [1] ugyanaz a konvenciondlis elrendezésli Axioskop mikroszkép (Zeiss,
Oberkochen, Németorszag), amelyet az elektrofiziolégiai mérések leirdsakor emlitettiink. A
fluoreszcencia mérésekhez ugyanakkor a mikroszképot ki kellett boviteni a sziikséges optikai
elemekkel. Ezek kozé tartozott egy dikroikus tiikér (XF2010 S0SDRLP; Omega Drive,
Brattleboro, VT, USA), valamint egy emisszids sziird (LP 515). A fényforras [2] egy Xenon-

izz6 alapu Polychrom V egység, az ebben taldlhat6 monokromdtor segitségével allitottuk a
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gerjesztd fény hullimhosszit 494 nm-re. Az emittalt fényt egy CCD kamera [3] segitségével
detektaltuk (SensiCam, Pco. imaging, AG, Kelheim, Németorszdg). A mérdrendszer vezérld
elemei az ,,imaging control unit” (ICU) hardver egység [4] és a Till Vision szoftver 4.0.1.3
verzidja [5], melyek a fényforrds és a kamera Osszehangoldsa révén lehetové teszik a
valdsidejii (,real-time”) mérést. A rogzitett képek felbontdsit 260 x 344 pixelnek
vélasztottuk, ami még hosszi protokollok esetén is megengedte a valdsidejii mérést. A
képpontok 0Osszevondsat (,,binning”) 1-4 kozott, az expoziciés id6t 20-200 ms kozott

véltoztattuk, a ciklusid6t pedig 500 ms-ra dllitottuk.

Az intracelluldris Ca*"koncentricié mérés kivitelezése, a nyert adatok feldolgozdsa

A mikroszkép targyasztaldn egy kisebb kdd (tirtartalma kb. 1 ml) foglalt helyet,
melyben az inkubdlé oldat (HaCSF) egy perfiziés rendszer segitségével folyamatosan
dramoltathaté. A mérés sordn ebbe a kddba helyeztiik a fed6lemezeket, melyeket a 63x-0s
nagyitdsi vizimmerziés objektiv segitségével vizsgdltunk, szobahdmérsékleten. Az
Otcsatornds perfuzids rendszer lehetdvé tette, hogy egy protokoll alatt kiilonbdz6 oldatokat
alkalmazzunk a mér6kadban. A perfiizids rendszer csatorndit manudlisan valtottuk, a perfuzié
sebessége 10 ml/perc volt. A Ca’*-tranzienseket legtobbszor CCh, illetve néhany esetben
muszkarin segitségével valtottuk ki, mig a mAChR-ok szerepét altalanos vagy altipus-
specifikus gatloszerek segitségével vizsgaltuk [atropin, hexamethonium, pirenzepin , 4-
diphenylacetoxy-N-methylpiperidin methiodid (4-DAMP), (Tocris Cookson Ltd., Bristol, UK
)]

A mérés kezdetén a kamera latoterében tgynevezett ,region of interest” (ROI)
teriileteket jeloltiink ki a szoftver segitségével. Ezek koziil az egyik sejtet nem tartalmazé
teriilet volt, ez szolgdlt a hattér fluoreszcenciaintenzitisdnak meghatdrozdsira. Az
ugynevezett ,kinetic view” moddban a szoftver az el6zbleg meghatirozott ROI-k 4atlagos
fluoreszcenciaintenzitdsait adta meg onkényes egységekben (AU), és az id6 fiiggvényben
dbrazolta is ezen értékeket. Az ugynevezett ,image view” mddban a fluoreszcencia emisszid
térbeli eloszlasat rogzitette a rendszer, majd az intenzitdssal ardnyos szinskédldn vagy fekete-
fehér (,,greyscale”) skdldn kodolt képeket ugyancsak az id6 fiiggvényében jelenitette meg.

A ,kinetic view” mddban rogzitett Ca’*-tranziensek feldolgozasakor a jelet szirtiik a
szomszédos 3 pont atlagdnak szamitdsdval. Az analizis soran el6szor kiszamoltuk a hattér
fluoreszcenciaintenzitds (Fy) nagysdgit a sejtet nem tartzalmazé ROI-ban, a Ca**-tranziens
kivéltasat megel6z6 10 s alatt kapott fluoreszcenciaintenzitds-értékek atlagaként.  Ezt

kovetéen a sejteket tartalmazdé egyes ROI-k nyugalmi fluoreszcenciaintenzitasait (Fny)
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allapitottuk meg, ugyancsak a Ca**-tranziens kivéltdsat megel6z6 10s alatt kapott
fluoreszcenciaintenzitds-értékek 4tlagaként. A fluoreszcencia (Ca®") tranziensek helyét és
csucsértékét (Fmax) a legnagyobb dtlagot ad6 3 mérési pont hatdrozta meg. A

fluoreszcenciaintenzitds-valtozds amplitiddjat (AF/F) ezen adatok birtokédban a
AF/F = (Fmax-Fny)/(Fny-Fn) (1)

Osszefiiggés segitségével szamoltuk (Takahashi és mitsai., 1999). Ugyanazon astrocytan
egymdst kovetden kivaltott Ca2+—jelek amplitiddjadnak Osszehasonlitisdhoz a relativ

fluoreszcenciaintenzitas-valtozas (AF/Frei) értékét a
AF/Frel = (AF/F2)/( AF/F1) )

képlettel hatdroztuk meg, ahol a AF/F1 a Ca”*-tranziens cstcsértéke az elsé CCh alkalmazést
kovetden, mig AF/F2 a Ca**-jel maximdlis nagysdga a mésodik CCh alkalmazast kdvetéen
(fliggetleniil attdl, hogy az agonistidt magdban vagy valamely mas szerrel egyidejilleg adtuk).
Néhany esetben harmadik Ca**-tranziens kivaltdsara is sor keriilt, ilyenkor is az elso tranziens
amplituddjara normaltuk a jel nagysagat.

A fluoreszcenciajelek feldolgozdsdhoz és 4brazoldsidhoz az Origin7 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA) és a Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) programokat hasznaltunk.

Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kisérletek egy részében az RNS mintiat 3-80 napos patkdnyok CN-aibdl
izolaltuk. A teljes RNS kivondsdra Trizol-reagenst haszndltunk (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), majd azt 5 percig szobahdomérsékleten inkubdltuk. Ezt kovetden a
Trizolos szuszpenziét 0,2 ml kloroformmal kevertiik 0ssze, majd 4 °C-on, 12000 g-vel 15
percig centrifugdltuk. A felsd, vizes fazist, amely az RNS-t tartalmazta, leszivtuk,
osszekevertiik 0,5 ml izopropanollal, majd 10 percig jégen inkubdltuk. Ezt 10 perces
centrifugdlds kovette 12000 g-vel 4 °C-on, végiil a pelletet 75%-os etanolban mostuk. A
kisérletek masik részében a teljes RNS-t RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden,
Németorszag) segitségével konfluens astrocytatenyészetekbdl izolaltuk, a hasznélati

utmutatoban megjel6lt mintaprotokoll alkalmazasaval.
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Az RNS mennyiségének és tisztasigdnak meghatdrozdsit Nano-Drop 1000
spektrofotométer (Wilmington, DE, USA) segitségével végeztik. Mivel az M1 és M3
receptorokra tervezett primerek nem exon-exon hatdrra lettek tervezve és szintetizdlva, a
reverz transzkripcidt megel6zden DN-4zzal torténd emésztés volt sziikséges, amit RQ1 DNaz
enzim (Promega, Madison, WI, USA) segitségével végeztiink. A protokoll megegyezett az
enzim adatlapjan leirtakkal. A teljes RNS 1 pg-jabdl kiindulva 10U AMV reverz-
transzkriptazt (Promega) és 0.5 pg/pl random primert (és a masik olalon milyen primert
tartalmazott?) (Promega) felhaszndlva allitottunk el cDNS-t. A Q-PCR kivitelezése az ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
késziilék segitségével tortént, az 5’nukledz mddszer felhaszndldsdval. A PCR amplifikacio
TagMan primerek és probak alkalmazdsaval tortént (Assay ID: Rn00589936_s1 az Ml-es,
Rn02532311_s1 az M2-es; Rn00560986_s1, az M3-as, Rn01512605_s1 az M4-es és
Rn00569370_m1 az MS5-6s mAChR esetében), a TagMan Universal PCR Master Mix
protokoll (Applied Biosystems) alapjan. Belsé kontrollként B-aktin szolgalt (Assay ID:
Rn00667869_m1), igy az egyes mAChR mRNS-ek expresszidjanak relativ mennyiségét erre
normalva fejeztik ki a ACT modszer (Applied Biosystems) segitségével. Ide nekem
hidnyoznak azok a primer szekvencidk, amelyek megadhatéak, kiegészitve azzal, hogy ezek

az mRNS mely nuleotidjai kozétti bazisokkal homolégok)

Vegyszerek, statisztika

Amennyiben nincs masként megadva, a vegyszereket a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) magyar képvisel6jétol rendeltiik.

Az eredmények atlag + SEM formdjaban vannak feltiintetve. A statisztikai elemzés
soran a szignifikanciat Student-féle kétmintas t-prébaval éllapitottuk meg. A véltozast akkor

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

I. Kolinerg neuromodulécié patkany DCN odridsneuronjain

Az Oriassejtek azonositasa

A DCN dridssejtjeinek morfoldgidjat mar részletesen leirtdk (Ryugo és Willard, 1985;
Zhang és Oertel, 1993; Alibardi, 1999), azonositasuk a sejttest mérete és alakja valamint a
dendritfa alakja és arborizicidja alapjan végezheto el. Az orids-neuronok kivalasztdsandl a
sikeres taldlatok szdmdénak novelése érdekében eleve a DCN mély rétegében taldlhatd, nagy
sejttestte] rendelkezd neuronokat céloztuk meg. A sejtek egyértelmii azonositdsa érdekében
az elektrofizioldgiai mérések alatt biocitinnel toltottiik fel Oket, és egy szeletben csak egy
sejten végeztiink mérést. A sejtek morfologidjat az azok sejttestjét és dendritfajat egyarant

kirajzol6 konfokalis felvételek alapjan allapitottuk meg (1. dbra).

1. abra: Biocitinnel jelolt DCN oériasneuron

A konfokdlis mikroszképpal késziilt kép jol szemlélteti az Oridssejtnek a DCN felszini
(horizontalis nyil) és a mély (vertikalis nyil) rétegébe nyuld, igen szertedgaz6 dendritfdjat. A sejt
nagysdgat jol érzékelteti, hogy az dbra elkészitéséhez tobb l4tétérben készitett konfokdlis felvétel

Osszeszerkesztésére volt sziikség. A kalibracié 50 um-t jelol.
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Az Oridssejtek morfoldgiai azonositdsdndl a kovetkezd kritériumokat vettiik
figyelembe: nagy szémaatmér6jii (30-50 um), poligondlis sejttest, mely négy vagy tobb
dendrittdrzset bocsdjt ki a DCN minden rétege irdnydba és ugyanakkor a felszini rétegben
kiilonosen gazdagon eldgazé nyulvanyrendszert képez (1.4bra).  Azokat a mérési
eredményeket, melyeket a fent emlitett kritériumoknak nem egyértelmiien megfeleld sejteken
kaptunk, a késébbi elemzés sordn nem vettiik figyelembe. Az elvégzett kisérletek sordn
Osszesen 294 sejtet vizsgdltunk meg, melyek koziil 184 felelt meg a fent leirt morfoldgiai

kritériumoknak, azaz bizonyult éridsneuronnak.

CCh alkalmazdasa megnoveli az dridssejtek tiizelési frekvencidjat

Aram-clamp iizemmédban végzett kisérleteink szerint 36 oéridssejtként azonositott
neuronon a nyugalmi membrinpotencidl -51 + 2 mV-nak adddott. A vizsgalt sejtek koziil
harom kiils6 ingerlés hidnydban is akcidspotencidlokat generdlt, tiizelési frekvencidjuk

atlagértéke 2,4 + 0,5 Hz volt.

Karbakol

2. abra: CCh hatasa az oriassejtek elektrofiziologiai sajatsagaira
Az ébra az 1.dbran bemutatott sejt 50 umol/l CCh hatdsara kialakult depolarizicidjat és
akciéspotencidl-tiizelését mutatja be. Lathatd, hogy mar 50 pmol/l CCh is igen aktiv tiizelésre

birja az érids-neuronokat.
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50 umol/l CCh alkalmazisat kdvetden (az agonista alkalmazdsa mindig minimum 3
percig tartott) az dridssejtek nyugalmi membranpotencidlja -45 £ 1 mV-ra (n = 36) csokkent,
ezzel egyidejlileg minden vizsgdlt sejt magas frekvencidji akcidspotencidl-tiizelést produkalt
(7,3 £ 1,3 Hz; n = 36), fiiggetleniil attdl, hogy el6z6leg kontroll koriilmények kozott mutatott-
e spontan tiizelést vagy sem (2. dbra).

Annak érdekében, hogy kideritsiik, a tiizelési aktivitds hatterében vajon kizarélag a
CCh okozta depolarizaci6 all-e, vagy annak létrehozasdban mas mechanizmusok (pl. a rajtuk
taldlhaté muszkarinos receptorok aktivdlédasa) is szerepet jatszanak, a CCh kezelés alatt
egyes kisérletekben hiperpolarizald dramot vezettiink a sejtekbe, hogy visszadllitsuk azok
nyugalmi membrinpotencidl-értékét. Mint az a 3. dbrdn lathatd, repolarizicié hatdsira az
oridssejtek akcidspotencidl-tiizelési frekvencidja csokkent (4,5 = 2,0 Hz; n = 3), de teljesen

nem szlint meg (a spontdn tiizelést produkdld sejtek esetén nem csokkent le a kiinduldsi

értékre).
A B
10+ Karbakol (1)
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3. abra: CCh hatasa az oriassejtek akcidospotencial-tiizelésére
1 perces idStartamokra szdmoltuk ki és dbrdzoltuk 50 pmol/l CCh alkalmazdsa elétt, kozben és
utdn. A kisérlet 4. és 6. perce kozott a membranpotencidlt a nyugalmi értékre allitottuk vissza
hiperpolarizal6 aram segitségével (3). A B dbrarész a mérés kivalasztott részleteit mutatja be, az

egyes részletek helyét a kisérlet egészében a két dbrarészen lathaté szamok azonositjak.
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Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy a CCh okozta depolarizicié csak részben felelds az
oridssejtek megemelkedett aktivitasaért. A CCh kimosédsiat kovetden a hatds részben
reverzibilisnek bizonyult, a membrinpotencidl értéke a kiindulasi érték kozelébe 4llt vissza (-
52 £ 3mV; n=36). Az akcidspotencidl-tiizelés a CCh kimosdsat kovetden vagy megsziint
(azon sejtek esetén melyek a kiinduldskor nem tiizeltek, n=33), vagy a tiizelési frekvencia
visszaallt a kontroll (kiindulasi) értékre (2,6 £ 0,5 Hz; n = 3).

A DCN dridssejtjein érvényesiild kolinerg modulaciés hatds jelenlétét €s Elettani
szerepét neostigmin alkalmazdsdval is megvizsgdltuk. Feltételeztiik, hogy amennyiben a
kolinerg modulacié funkciondlisan jelen van, akkor az acetilkolin-észterdz gatlasat kovetden,
azaz a jelenlévé ACh mennyiségének fokozodasdval hasonlé véltozast kellene tapasztalnunk a
nyugalmi membranpotencidl értékében és a tiizelési mintdzatban, mint amilyent a CCh
alkalmazaséat kovetden lattunk. A 4. dbra igazolja, hogy ez a feltételezésiink megerdsitést
nyert. A neostigmin (50 umol/l) alkalmazdsa 8,5 + 2,7 mV-tal depolarizélta a vizsgalt
sejteket (n=35) és rajtuk akcidspotencial tiizelést valtott ki. Az dbrdn az is megfigyelhetd,
hogy a neostigmin hatdsa jelents késéssel alakult ki, és hasonléképpen jelentds késéssel
sziint meg a CCh hatds idOviszonyaihoz képest. Ennek e kiilonbségnek a magyardzata
kézenfekvo: a neostigmin alkalmazédsit kovetéen a kolineszteraz-gétlas kialakuldsa és az
intrinsic ACh felhalmoz6ddsa hosszabb id6t igényel, mint a CCh kozvetlen agonista

hatasanak kialakulasa.

Neostig_,]min

o mv

30s

4. abra: Neostigmin hatasa oriassejt elektrofiziolégiai sajatsagaira
Az extracelluldris kozegben alkalmazott 50 pmol/l neostigmin a sejt depolarizici6jat és

akcidspotencidl-tiizelését (5,49 Hz) valtotta ki. Megfigyelhetd, hogy mind a hatds kialakuldsa,

mind annak megsziinése lényegesen lassabb, mint azt a CCh alkalmazdsa esetén lattuk (2. dbra).

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

Az dridssejteken kivaltott IPSC-k vizsgdlatdhoz a serkentd szinaptikus bemeneteket a
glutamatreceptor antagonista NBQX és D-APS5 kombindlt alkalmazasiaval gatoltuk. A
vizsgélt 162 sejt koziil 146 esetében spontdn gitld posztszinaptikus dramokat (sIPSC)
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detektaltunk, amelyek 1 pmol/l sztrichnin és 10 umol/l bikukullin egyiittes addsaval teljesen
kivédhetdnek bizonyultak (n =93). Mig a sztrichnin 6nmagéban is teljesen gétolta a sIPSC-
ket, addig a bikukullin sztrichnin nélkiil alkalmazva csokkentette ugyan a sIPSC-k
amplitudgjat és frekvencidjat (80 = 2-r6l 70 + 2 pA-ra, illetve 6,3 + 1,1-r6l 4,4 + 0,4 Hz-re;
n=3; p=0,0002 illetve 0,046), azokat egyetlen esetben sem gitolta teljesen. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az dridssejteken végzddd gatld rostok, melyek aktivitdsat gatld
posztszinaptikus dramok (IPSC-k) formdjdban detektéltuk, foként glicinergek, és csak kisebb,
bar nem elhanyagolhat6 résziikk GABA-erg végzodés.

A DCN felszini, illetve mély rétegei feldl, elektromos ingerléssel kivéltott IPSC-
sorozatok els¢ tagjait Osszehasonlitva nem taldltunk szignifikdns eltérést. Kiilonbséget
allapitottunk meg ugyanakkor a két ingerlési forma kozott abban, hogy a kivaltott sorozatokon
beliil mennyire dlland6 az egyedi IPSC-k nagysaga. Az 5. dbran lathatd, hogy a felszini réteg
stimuldlasat kovetden kapott IPSC-k hatdrozott rovid tavi depressziot (short-term depression;
STD) mutattak, szemben a mély rétegben torténd ingerlést kovetden kialakult IPSCk-kel.
Utébbiak esetében sem STD, sem rovid tavua facilitacié (short-term facilitation; STF) nem volt

megfigyelhetd. Az IPSC-k rovid tavi valtozdsainak kvantitativ jellemzésére a PPR értéket

A1

A2

20 pA

5. abra: Elektromos ingerléssel Kivaltott IPSC sorozatok oriassejteken
Az édbra a DCN felszini (S) és mély (M) rétegei feldl elektromos ingerléssel kivéltott IPSC-ket
hasonlitja 0ssze. Az dbrdn bemutatott jeleket 10-10 egyedi regisztritum dtlagaként kaptuk.
Megfigyelhetd, hogy a felszini réteg feldl torténd ingerlés esetén a mdsodik IPSC amplitudéja
jelentésen csokkent az elsééhez képest (STD). A mély réteg feldli ingerlés esetén az IPSC-k
nagysdgdban jelentds valtozdst nem figyeltiink meg. A regisztritumokon az IPSC-ket megel6z6

tiiskeszerl jelek az ingerlés okozta miitermékek.
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hasznéltuk. A PPR atlagértéke a felszini réteg feldl torténd ingerlés esetén 0,5 £ 0,1 (n = 8)
volt, mig a mély réteg feldli ingerléssel kivaltott IPSC sorozatok esetén 0,95 + 0,2-nek
adodott (n = 8).

A két kiilonbozo irdnybdl kivaltott IPSC-k markans eltérést mutattak a CCh
alkalmazasara adott vdlaszaikban is. Amennyiben a felszini réteg fel6l valtottuk ki az IPSC-
ket, a kolinerg agonista alkalmazasat kovetden sem az IPSC-k amplitidéjaban, sem a PPR
értékében nem tapasztaltunk valtozdsokat (6. dbra A része). Az Osszes hasonld kisérletet
figyelembe véve CCh jelenlétében az elsd kivaltott IPSC-k amplitiddja 138 + 9 pA-nak
adddott, mig a kontroll esetben, CCh nélkiil ez az ért€k 126 + 28 pA volt (n=8). A PPR
nagysagdban még kismértékli valtozast sem tapasztaltunk, értéke mindkét esetben 0,5 + 0,1-
nek addédott (n = 8). A mély réteg feldl torténd ingerlés esetén a CCh mdr igen jelentds hatast
gyakorolt az IPSC-kre (6. dbra B része). Az agonista hatdsdra az els6 IPSC nagysdga 120 +
18 pA-r6l 32 £ 11 pA-ra (26 £ 9%-ra) csokkent (n = 8; p = 0,000154). A mdasodik (és az azt
kovetd) IPSCk amplitdddja ugyancsak csokkent CCh jelenlétében, a PPR értéke pedig 1,15 +
0,1-re valtozott (igaz, ez a valtozds nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak; p = 0,165).

A CCh hatdsa minden esetben reverzibilisnek bizonyult.

6. abra: CCh hatasa az oriassejteken elektromos ingerléssel kivaltott IPSC

sorozatokra
Az dbra 50 pmol/l CCh hatdsat mutatja be felszini (S) és mély (M) réteg feldl torténd ingerléssel
kivéltott IPSC-kre. A folytonos vonal jelzi a kontroll gorbéket, a szaggatott vonal a kimosdst
kovetden rogzitett IPSC-ket, mig a sziirke vonalak a CCh jelenlétében kapott gorbéket mutatjak
(valamennyi feltiintetett gorbe 10-10 egyedi regisztratum atlagoldsaval késziilt). A jobb lathatésdg
érdekében az ingerlés okozta miitermékeket eltdvolitottuk. Megfigyelhetd, hogy amig a felszini
réteg feldl kivaltott IPSC-k estében a CCh kezelés semmilyen l4that6 hatdssal nem birt, addig a
mély rétegek ingerlése esetén a kolinerg agonista jelentOsen és reverzibilisen gatolta a kivéltott

IPSC-ket.
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A kisérletek kovetkezd részében azt vizsgdltuk, hogy a DCN mély rétege feldli
ingerléssel kivaltott IPSC-kre gyakorolt CCh hatasért mely kolinerg receptorok lehetnek
feleldsek. Az érintett receptorok azonositdsa mAChR antagonistdkat alkalmaztunk (7. dbra).
A kisérleteket megel6zden a szeleteket az adott gatlészert 1 pmol/l koncentraciéban
tartalmazé aCSF oldatban inkubéltuk 10 percig, majd a gatldszer jelenlét€ben S0 umol/l CCh-
t alkalmaztunk. Az IPSC sorozatokat a CCh addsa el6tt és kozben valtottuk ki. Az elsd
IPSC-kre gyakorolt CCh-gitlds mértékét (mds szavakkal a CCh-érzékeny komponens
nagysagit) Ugy hatdroztuk meg, hogy kiszdmoltuk a CCh alkalmazdsa alatti és eldtti elsd
IPSC-k amplitidéjanak kiilonbségét, majd azt a CCh adasa eldtti elsé IPSC nagysdganak
szdzalékdban fejeztik ki (a tovdbbiakban a CCh addsa el6tti értékekre kontrollként is

hivatkozunk).
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7. abra: CCh hatasa a DCN mély rétegének elektromos ingerlésével kivaltott

IPSC-kre mA ChR antagonistak jelenlétében
Az dbra A része a mély réteg ingerlésével kivaltott IPSC sorozatok elsd tagjait mutatja a CCh
alkalmazésa elott (fekete gorbék), és a CCh alkalmazdsa kozben (sziirke gorbék). A B dbrarész a
CCh hatasdra kialakul6 gatlds atlagértékeit adja meg. Az oszlopok a CCh 6nmagidban vagy
valamelyik gatloszerrel torténd egyidejii alkalmazdsa sordn kapott els¢ IPSC-k amplitidéjanak
nagysdgit adjdk meg a kontroll (CCh alkalmazédsa el6tti) els6 IPSC-k amplitidéjanak
szdzalékdban kifejezve. Az dbra aljdn tiintettiik fel, hogy a CCh-t 6nmagiban vagy melyik
gétloszerrel kombindcioban adtuk, az oszlopok felett szogletes zardjelben pedig az esetszamot

adtuk meg.
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Amennyiben a CCh és valamenyik gatlészer egyidejii alkalmazisa esetén kapott gatlds
mértékét Osszevetjilk a CCh okozta gatlds nagysagaval, megallapithatjuk, hogy az illetd
géitlészer milyen mértékben fiiggeszti fel a CCh IPSC-ket gatl6 hatdsat.

A fenti médon elvégzett kisérletek eredményeit a 7. dbrdn mutatjuk be. Az dbra
A részén az IPSC sorozatok elsé tagjait lathatjuk abban az esetben, amikor a CCh-t
onmagaban (bal szélsé gorbék) illetve valamely gatlészerrel egyidejilleg alkalmaztuk
(reprezentativ kisérletek). Az dbra B része az 0Osszes azonos moddon végzett kisérlet
statisztikai feldolgozédsa, ahol a CCh okozta IPSC csokkenés mértékét a fent részletezett
moédon, szdzalékos formaban fejeztiik ki. Amint 14that6, 10 pmol/l atropin teljesen kivédte a
CCh IPSC-kre gyakorolt gitlo hatdsit, ennek mértéke ugyanis 74 + 9%-r6l 5 +* 5%-ra
csokkent (n =7; p = 0,000845). Az a tény, hogy az atropin képes volt teljesen kivédeni a CCh
hatdsat, azért is fontos, mert jelzi, hogy a kolinerg modulaciés hatés elsésorban mAChR-okon
keresztiil érvényesiilhet. Annak érdekében, hogy megvizsgiljuk, vajon a mAChR altipusok
kozill melyik jatszik vagy melyek jatszanak szerepet a kolinerg hatds kialakitdsaban,
kisérleteket végeztink a kiillonb6z6 mAChR altipusok specifikus gatloszereinek
alkalmazasaval. Mint a 7. dbrdn is lathato, pirenzepin, AF-DX 116 és tropicamid nem
befolyésolta jelentésen a CCh hatdsiat. Ezen harom antagonista jelenlétében ugyanis a CCh
gatlé hatdsa hasonlé mértékii volt, mint nélkiiliik (72 = 11, 65 £ 7 és 71 £ 8%; p = 0,368,
0,281 és 0,144). Ezek az eredmények tehat azt jelzik, hogy az M1-, M2- és M4-receptorok
nem érintettek az IPSC-kre gyakorolt CCh hatés létrehozdsdban. Ezzel szemben az M3-
receptor blokkoldsa hatékonyan gétolta a CCh hatdsat, mivel a 4-DAMP jelenlétében a gatl6
hatds csak 8 £ 7% (n =6; p =0,000225) volt, azaz a CCh hatds felfiiggesztése kozel olyan

mértékil volt, mint azt az atropin esetében tapasztaltuk.

CCh hatésa a felszini s a mély réteg feldl kivaltott EPSC-kre

A kisérletek kovetkezd részében CCh-nak a DCN oridssejteken elektromos ingerléssel
kivéltott EPSC-kre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Ezekben a mérésekben az IPSC-k
kialakuldsat sztrichnin és bikukullin egyidejii alkalmazasaval gatoltuk. A 8. dbra A részén
lathat6, hogy a felszini réteg feldli ingerléssel kivaltott EPSC sorozatok esetén az elso tag
amplitiddja 45 + 10 pA-nak adodott (n = 8), mig az ezt kovetd EPSCk egyértelmii STD-t
mutattak (PPR =0,72 £ 0,09). 50 umol/l CCh 6sszességében 28%-kal csokkentette az elsd
EPSC-ket (32 = 12 pA-ra; n=8, p=0,0494), és gyakorlatilag megsziintette az STD-t
(PPR=1,02 = 0,05; n=8, p=0,0358). Amennyiben az EPSC sorozatok tagjainak

amplitidéit a sorozaton beliili elsd EPSC nagysdgara normaltuk (8. dbra, B dbrarész), a kapott
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relativ amplitidok nagysdga CCh jelenlétében nagyobb volt, mint kontroll koriilmények
kozott, jelezve az STD megsziinését (a kiilonbség valamennyi tag esetében szignifikans).
Annak eldontésére, hogy a CCh a neurotranszmittert tartalmazé vezikulumok felszabaduldsat
gitolja (azaz preszinaptikusan befolyédsol), vagy az EPSC-k amplitid6janak csokkenését

valamilyen posztszinaptikus timadasponttal idézi el6 (pl. mddositja a posztszinaptikus
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8. abra: CCh hatasa az ériassejteken felszini ingerléssel kivaltott EPSC-kre
Az dbra A részén a DCN felszini (S) rétege fel6li ingerléssel kivéltott EPSC sorozatok lathatok
kontroll koriilmények kozott (fekete gorbék) és 50 umol/l CCh jelenlétében (sziirke gorbék;
mindkét bemutatott gorbe tiz egyedi regisztratum dtlaga). Az egyes EPSC-k el6tt lathaté tiiskék
ingerlési miitermékek. Az dbra B része tgy késziilt, hogy az egyes kisérletekben az EPSC
sorozatok tagjainak amlitidéjat az elsé tagéra normadltuk, és a kapott relativ amplitidokat
atlagoltuk, az atlagokat a fekete (kontroll) és sziirke (CCh) oszlopok jelzik (n=8). Az elsd tag
kivételével CCh jelenlétében az EPSC sorozatok valamennyi tagjdnak relativ amplitidéja
szignifikdnsan nagyobb volt, mint kontroll koriilmények kozott. A C dbrarész az 1/CV? értékeket
tiinteti fel kontroll korilmények kozt (fekete oszlop), és CCh alkalmazdsat kovetben (sziirke

oszlop; n = 8).

33



receptor aktivaciéjat és/vagy vezetOképességét), kiszdmoltuk az 1/CV? értékeket. A 8. édbra
Crészén lathaté, hogy az 1/CV? érték CCh jelenlétében szignifikdnsan csokkent
(p = 0,007037) jelezve, hogy a DCN mély rétege feldli ingerlés hatdsara kialakult EPSC-ket a
CCh fo6ként preszinaptikus mechanizmus(ok) befolyasoldsa révén gatolja.

A 9. dbra A része mutatja be azt, hogy a mély réteg fel6li ingerléssel kivaltott EPSC
sorozatok esetén valamennyi tag amplitid6ja nagyobb volt, mint amit a felszini réteg
ingerlése esetében tapasztaltunk (az els6 EPSC nagysdga példdul 99 + 6 pA-nak adddott;
n=26). Az STD jelensége a mély réteg feldli ingerlés esetén is megfigyelhetd volt, igaz,
kevésbé kifejezett mértékben (PPR =0,82 £ 0,07). Az is lathat6, hogy a mély réteg feldli
ingerléssel kapott EPSC-k érzékenyebbek voltak CCh-ra, mint felszini ingerléssel kivéltott
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9. abra: CCh hatasa az driassejteken a mély réteg fel6li ingerléssel kivaltott
EPSC-kre

Az dbra felépitése és az alkalmazott jelzések ugyanazok, mint a 8. dbra esetében, azzal a
kiilonbséggel, hogy az EPSC sorozatok kivéltdsa a DCN mély (M) rétegének ingerlésével tortént
(n=6).
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tarsaik, ebben az esetben az els6 EPSC-k amplitiddja 42%-kal csokkent CCh jelenlétében
(dtlag 57 = 7pA-ra; n=6, p=0,049). A sorozatokon belilli tagok els6 EPSC-re
vonatkoztatott relativ amplitidéinak meghatdrozadsa (9. dbra B rész) ugyanazt az eredményt
adta, mint amit a felszini ingerlés kapcsan lattunk: a CCh jelenlétében valamennyi tag relativ
amplitiddja nagyobb volt, mint kontroll korilmények kozott, azaz az STD jelensége
megszint. Ezt jelzi a PPR értékének szignifikdnsan novekedése is CCh hatasara (1,01 £ 0,05;
p=0,0026). Mivel az 1/CV?* értéke ebben az esetben is szignifikdnsan csokkent (9. dbra
Crésze; p = 0,0362), kijelenthetjiik, hogy a CCh-nak a DCN mély rétege feldli stimuldcidval
kivéltott EPSC-kre gyakorolt hatdsa ugyancsak preszinaptikus tton valdsul meg.

Az elektromos ingerléssel kivdltott EPSC-k kolinerg modulédciéjdban résztvevd
receptortipusok azonositisira ugyanazt a kisérleti stratégiat alkalmaztuk, mint az IPSC-k
esetében. A felszini réteg feldli ingerléssel kapott EPSC-kre vonatkozé eredmények
Osszefoglaldsat a 10. 4bra mutatja be. Az dbra A és B részein megfigyelhetd, hogy az atropin
ebben az esetben is gyakorlatilag teljesen kivédte a CCh-nak az elsé EPSC-k nagysdgara
gyakorolt hatdsat (p = 0,01) jelezve, hogy ez a hatés is elsdsorban muszkarinerg receptorokon
keresztiil valésul meg. Altipus-specifikus gatloszerek alkalmazédsdval vizsgaltuk, hogy mely
receptor-altipusok vesznek részt a hatds kialakitisiban. Pirenzepin, AF-DX 116 és
tropicamid nem befolyasoltak szignifikansan a CCh hatasat (p = 0,447, 0,408 és 0,434), mig
az M3-specifikus 4-DAMP az atropin hatdsdhoz igen hasonlé mértékben gatolta a CCh
hatdsat (p = 0,036). Ezek az eredmények tehat azt sugalljdk, hogy a DCN felszini rétege feloli
ingerléssel kivaltott EPSC-kre gyakorolt kolinerg modulaciés hatds foként az M3 tipusd
muszkarinerg receptoron keresztiil valésul meg.

A kisérletek sordn a CCh-nak a PPR-re kifejtett moduldcids hatasat is meghatdroztuk
(10. dbra C rész). Erre a célra a relativ PPR értékeket alkalmaztuk, amelyeket ugy kaptunk,
hogy a kiilonféle hatdéanyagok jelenlétében kapott PPR nagysdgit a kontroll koriilmények
kozott (azaz mindenféle szer alkalmazéasit megel6zden) kapott PPR értékre norméltuk. Mint
ahogy azt a 10. dbra C részének els6 oszlopa is mutatja, ez az ért€k CCh alkalmazdsa esetén
1,3 £ 0,2 jelezve, hogy a CCh 6nmagdban csokkenti az STD-t, esetleg még kisebb mértékii
faciliticiot is okozhat. Azt is megfigyelhetjiik, hogy a CCh-nak ezt a hatdsat pirenzepin, AF-
DX 116 és tropicamid nem szignifikdns médon csokkentette; ugyanakkor atropin és 4-DAMP
gyakorlatilag megsziintette (p = 0,048 és 0,049). Ez a megfigyelés is azt a kovetkeztetést
tdmasztja ald, hogy a felszini réteg feldl kivaltott EPSC-k kolinerg moduldci¢jdban

muszkarinerg receptorok, kiilonosképpen az M3 altipus jatszik meghatarozé szerepet.
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10. abra: CCh hatasa a DCN felszini rétegének elektromos ingerlésével

kivaltott EPSC-kre mA ChR antagonistak jelenlétében

Az dbra A részén a DCN felszini (S) rétege feldli ingerléssel kivaltott EPSC sorozatok elsé két-két
tagjat tiintettilk fel CCh alkalmazasa eldtt (fekete gorbék) €s kozben (sziirke gorbék). Minden
feltiintett gorbe 10-10 egyedi regisztratum atlagét jelenti. Az alkalmazott mAChR gétlészerek
neveit és specificitdsat az 4bra aljdn tiintettiik fel. Az dbra B része az els¢ EPSC-kre gyakorolt
gatlé CCh hatds mértékét adja meg valamennyi kisérlet atlagaként szazalékos formaban kifejezve
(azaz a CCh-t megel6zd értékekre normdlva), 6ndllé alkalmazds esetében illetve a feltiintetett
gatloszerekkel torténd eldkezelést kovetden. A szogletes zardjelben lithaté szdmok a vizsgdlt
sejtek szdmat jelolik. A C dbrarész a relativ PPR értékek 4tlagait adja meg. *: p<0,05;
**: p<0,01.

Kisérleteket végeztiink annak tanulmédnyozdsa céljabol is, hogy milyen kolinerg
receptorok vesznek részt a DCN mély rétege feloli ingerléssel kivaltott EPSC-k
modulacidjanak megvaldsuldsdban. Az eredményeket a 11. dbra foglalja Ossze, amelyiknek
felépitése teljesen azonos a 10. dbraéval. Megallapithatd, hogy a felszini ingerlésnél
latottakkal megegyez6 moédon atropin teljesen meggatolta a CCh hatdsat [az els6 EPSC
amplitiddjanak CCh-kivaltotta gatldsa 33 + 9%-r6l 4 + 7%-ra csokkent (p = 0,048), és a PPR
CCh-okozta kismértékii fokozddasa ugyancsak revertdlhaté volt (1,01 + 0,06; p = 0,046)].
Jellemzd kiilonbségek figyelhetok meg ugyanakkor az egyes mAChR altipus-specifikus
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gitloszerek hatdsossdgdban a felszini ingerlésnél latottakhoz képest. Pirenzepin ebben az
esetben érdemlegesen nem véltoztatta meg a CCh hatdsat, mig a masik harom specifikus
gétlészer az atropinéhoz hasonlé hatdst valtott ki. Az M2-, M4- és M3-specifikus gatloszerek
alkalmazasa esetében az els6 EPSC-kre gyakorolt gatl6 CCh hatds mértéke csak 2 + 2%-nak
(AF-DX 116; p=0,01), 2 £ 3%-nak (tropicamid; p = 0,0086) illetve 7 £ 6%-nak adédott (4-
DAMP; p =0,043). A PPR-ra gyakorlt CCh hatés ugyancsak megsziint, a relativ PPR értéke
M2-antagonista alkalmazasa esetén 1,01 + 0,04 (p = 0,036), M4 receptor blokkol6 esetén 1,01
+ 0,03 (p = 0,047) mig M3 gatlészer jelenlétében 1,03 + 0,04 (p = 0,049) volt.

A

VYV v vy
I

(3]

. 20 pA
£ 401 I&ms
G | e o m e e m e e e e e e e e e e e e e e e - ==
T 30
£ I
g
% 20- * *
2
2 0l *% *%
2 | l_]_{
S 1 B - — [ _— - - e — — =T = = -
< 9 I_LI I_T_I
C 1.54
T ___i___ T ___* ______ ¥ 0 * o
ELL‘ 1.0+ | S - I | R | < T -
s
£ 0.54
o
=z
0.0
Karbakol Karbakol Karbakol Karbakol Karbakol Karbakol
+ + + + +
Atropin Pirenzepin AF-DX 116 4-DAMP Tropicamid
(6sszes M) (M1) (M2) (M3) (M4)

11. abra: CCh hatasa a DCN mély rétegének elektromos ingerlésével

kivaltott EPSC-kre mA ChR antagonistak jelenlétében

Az abra felépitése, az alkalmazott jelzések ugyanazok, mint a 10. dbra esetében, azzal a

kiilonbséggel, hogy az EPSC sorozatok kivédltdsa a DCN mély (M) rétegének ingerlésével tortént.

Posztszinaptikus CCh hatds az déridssejteken

Az eddig bemutatott eredmények egyértelmiien bizonyitjdk, hogy a kolinerg
moduldcié az Oridssejteket eléré gatld és serkentd szinaptikus bemeneteket egyardnt
befolyédsolja. Ezen tdlmenden az 1/CV? érték elemzése azt is valdszindisiti, hogy a serkentd

szinaptikus aktivitdsra gyakorolt CCh hatds elsdsorban preszinaptikus mechanizmus(ok)on
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keresztiil fejlédik ki. Mindezek mellett azonban a kisérletek sordn azt is megfigyeltiik, hogy
az Oriassejtek tartédrama CCh hatdsdra csokkent, ami az el6ézéekkel ellentétben arra utalt,

hogy a kolinerg ingerlésnek posztszinaptikus kdvetkezménye is lehet. Ezért a kdvetkezdkben
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12. abra: CCh hatasa driassejtek tartéaramara
Az A dbrarészen lithat6 kisérlet sordn egy Oridssejt tartédramdt regisztraltuk -40 mV-os
tartépotencidlon, a glutamaterg, glicinerg és GABAerg szinaptikus transzmisszié géitldsa mellett
CCh alkalmazédsa el6tt és kozben (sziirke vonal). A fekete vonallal jelolt gorbét atropin
folyamatos jelenlétében registraltuk. A B dbrarészen a tartédram véltozdsait el6észér TEA®, majd
TEA" és CCh kombinalt addsaval hoztuk Ilétre. A C-F részeken bemutatott gérbék olyan kisérletek
soran keriiltek rogzitésre, amikor a CCh-t valamely mAChR altipusspecifikus gatlszerrel tortént
elékezelést kovetden alkalmaztuk (a haszndlt antagonista neve minden esetben a gorbe elején
olvashatd, zardjelben a specificitdst tiintettiik fel). A G dbrarész a hasonlé mddok elvégzett
valamennyi kisérlet eredményeit foglalja 6ssze. Az oszlopok a CCh hatdsara 3 perc alatt kialakuld
tartéaramvaltozds atlagértékeit adjak meg, a szogletes zdrdjelben lathaté szamok az esetszamot

mutatjdk. **: p <0,01.

olyan méréseket végeztiink, amelyek alkalmasak lehettek a CCh posztszinaptikus hatdsainak a

felderitésére.  Feltételeztiik, hogy a posztszinaptikus hatds egy CCh-érzékeny K'-dram
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médosuldsat jelenti; és azt, hogy ez a K'-dram az M-tipusi K'-dramnak felel meg.
Feltevésiink  helyességének  igazoldsdra  végzett kisérleteinkben az  Oridssejtek
membranpotencidljat -40 mV-on tartottuk; vagyis egy olyan értéken, amelyiken egyetlen
fesziiltségfiiggd K*-csatorna sem aktiv, mig az M-tipusd K*-csatorna (amennyiben jelen van)
kifelé irdnyul6 K*-dramot hoz 1étre. Ezekben a kisérletekben minden szinaptikus aktivitdst
gitoltunk 10 pmol/l bikukullin, 1 pmol/l sztrichnin, 10 umol/l NBQX és 50 pmol/l D-APS
egylittes alkalmazdsdval. A 12. dbra A részén jol lathatd, hogy 50 umol/l CCh a kifelé
irdnyuld tartéaram kifejezett és folyamatos csokkenését okozta (a kezelés 3. percében a
tartoaram nagysdga 129 + 27 pA-rel csokkent; n=19). A tartéaramra kifejtett CCh hatés a
szer kimosasat kovetOen teljesen megsziint, azaz a hatds teljes mértékben reverzibilisnek
bizonyult (tartédram a CCh alkalmazés el6tt -222 + 92 pA — nak adddott, mig ugyanez az
érték a CCh kimosasast kovetéen -255 + 105 pA volt; p = 0,41). Az édbran az is
megfigyelhetd, hogy 10 umol/l atropin jelenlétében a CCh jéval kisebb hatdst gyakorolt a
tartoaramra (a csokkenés mindosszesen 7 + 24 pA volt; n =4) jelezve, hogy ez a hatas
valészinlileg mAChR-o(ko)n keresztiill valésul meg. Tovabbi megfigyelés volt, hogy a
jolismert, univerzélis K'-csatornagitlé tetraetil-ammoénium ion (TEA") 10 mmol/l-es
koncentriciéban ugyanolyan hatdst gyakorolt a tartédramra, mint a CCh. Az dram 146 +
44 pA-ra csokkent a TEA™ alkalmazdsdnak 3. percében (n = 5); ezt kovetéen CCh és TEA™
egylittes alkalmazdsa esetén tovabbi csokkenést mar nem tapasztaltunk (12. dbra B része).
Ezek a megfigyelések azt bizonyitjdk, hogy a -40 mV-os membranpotencidl-értéken tartott
oridssejtek tarté dramanak CCh hatdsara kialakulé csokkenése nagy valdszinliséggel egy, az
ezen a fesziiltségértéken is jelenlévdé K -konduktancia csokkenésének kovetkezménye.

Annak meghatarozdsa érdekében, hogy mely mAChR altipusok vehetnek részt a CCh
altal kivaltott tartéaram csokkenésben, a kordbban is haszndlt altipusspecifikus mAChR
gatlészereket alkalmaztuk. Ezekben a kisérletekben a szeleteket valamelyik gatloszerrel
eléinkubaltuk, majd a gatloszer folytatélagos jelenlétében adtuk az 50 umol/l CCh-t. ( 12.
dbra C-F) Az M4-specifikus tropicamid a CCh-indukdlt tartéaram csokkenését csaknem
teljesen kivédte (a tartéaram tropikamid alkalmazédsa mellett 3,2 = 17 pA p = 0,004), ami
nagyon hasonlé az atropin esetében kapott eredményhez ( 6,86 = 24 p =0,004). Az M3
blokkol6 4-DAMP kevésbé hatékonyan, de még jelentésen volt képes mérsékelni a CCh-
indukalt tartéaram csokkenését (33,4 £ 6,7 p =0,004). Ezzel szemben a tovabbi két vizsgalt

antagonista (pirenzepin és AF-DX 116) nem mddositotta szignifikdnsan a CCh hatdsat.
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A kolinerg ingerlés tartddramra Kkifejtett jelentds hatdsa tehat felvetette annak
lehet6ségét, hogy az éridsneuronok rendelkeznek egy CCh-érzékeny K'-dramkomponenssel
is. A kovetkezOkben ezért megvizsgdltuk a kolinerg antagonista CCh-nak az dridssejtek

fesziiltségfiiggd K*-dramaira gyakorolt hatdsat. A fesziiltség-clamp mérésekben a neuronok
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13. abra: CCh hatésa az ériassejtek depolarizacié hatasara aktivalédé K-

dramaira
Az dbra Alrésze 400 ms idGtartami fesziiltséglépcsdkkel kivaltott CCh-érzékeny K'-dram
csaladot mutat (tovabbi részleteket lasd a szovegben). Az A2 dbrarész az ugyanazen mérés sordn
kapott dram-fesziiltség Osszefiiggéseket mutatja be, kontroll koriilmények kozott (felfelé mutatd
haromszog), és CCh jelenlétében (CCh-érzéketlen komponens, nyitott nyégyszog). A sziirke
korok jelzik a CCh-érzékeny komponenst, amit az el6z6 két osszefiiggésbol szamitottunk, végiil a
lefelé mutatott haromszogek jelzik a CCh kimosdsa utdni dllapotot. Az dramok nagysagit
valamennyi esetben a fesziiltséglépcsé végén mértiik. A B1-B2 és C1-C2 dbrarészeken dbrizolt
eredmények az eldzéekkel azonos mddon végrehajtott mérések eredményei, csak ezekben az
esetekben atropin (B1-B2) illetve tropicamid (C1-C2) is jelen volt. A D1-D2részek a K-
csatornagatld TEA™ jelenlétében elvégzett mérések eredményei, ebben az esetben felfelé irdnyuld
haromszdgek jelzik a kontroll értékeket, tele négyzetek adjdk a TEA™ jelenlétében kapott
értékeket, iires korok adjdk a TEA™ és CCh egyiittes alkalmazdsa sordn mért értékeket mig a tele

korok az utébbi két érték kiilonbségeként szamitott CCh-érzékeny komponens nagysagat tiikrozik.
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membranpotencidljit -60 mV-on tartottuk, és innen alkalmaztunk 400 ms iddtartalmi
fesziiltséglépcsdket a -100 mV és +40 mV kozotti fesziiltégtartomanyban, 10 mV-os
fesziiltséglépcsSkben. A gyors, fesziiltségfiiggd Na'-dramot a kiilsé oldatban alkalmazott
1 umol/l tetrodotoxinnal gatoltuk, mig a fesziiltségfiiggd Ca**-dramokat tigy csokkentettiik,
hogy a kiils oldat Ca**-koncentréci6jat 0,5 mmol/l-re csokkentettiik és 2,5 mmol/l Mg**-ot
adtunk hozzd. A CCh hatdsat az dramok CCh-érzékeny komponensének kiszamitasaval
jellemeztiik. Ez tgy tortént, hogy a kontroll koriilmények kozott (CCh addsat megeldzden)
regisztrdlt &ramtranziensekbdl rendre kivontuk a CCh jelenlétében nyert tranzienseket. Ilyen
kiilonbségi jelalakokat mutat be a 13. dbra Al része. Az dbra A2 része ugyanazon kisérlet
dram-fesziiltség Osszefiiggéseit mutatja be. Az dbra tovdbbi részei hasonlé kisérleti
stratégidval késziiltek, azzal a kiilonbséggel, hogy a méréseket atropin (B1 és B2), tropicamid
(C1 és C2), illetve TEA™ (D1 és D2) jelenlétében hajtottuk végre. Megéllapithatjuk, hogy a
CCh K*-dramokra kifejtett hatdsat atropin és tropicamid teljesen kivédték, ami arra utal, hogy
a kolinerg modulécids hatds mAChR-okon, azokon beliil is az M4 altipuson keresztiil valésul
meg. A TEA™ alkalmazésdval végrehajtott mérések ezen tilmenden tovdbb erdsitették azt a
kordbbi megallapitést, hogy a posztszinaptikus CCh hatds elsésorban K*-csatornakra irdnyul.
Lathaté ugyanis, hogy +40 mV-nidl mérve TEA" jelenlétében az 4ram nagysdga 2,8 *
0,04 nA-rél 1,60 £ 0,08 nA-ra csokkent. Amennyiben a TEA™ folytatdlagos jelenlétében
CCh-t is alkalmaztunk, az dram nagysdga nem mutatott tovabbi csokkenést (n =5). A jelen
munka sordn ugyanakkor nem volt célunk a CCh-érékeny dram komponens pontosabb

azonositasa.

A funkciondlis eredményeket aldtdmaszté Q-PCR adatok

A bemutatott elektrofizioldgiai kisérletek sordn bebizonyosodott, hogy szdmos
mAChHR altipus jatszik szerepet a DCN kolinerg modulacidjaban, melyek koziil kiemelendd
az M3, M2 és M4 altipusok szerepe. Mivel a funkciondlis kisérleteket ardnylag sziik életkori
tartomdnyban, 10-14 napos patkdnyokon végeztiikk, nem vehetd biztosra, hogy az emlitett
receptorok fiatalabb és/vagy id6sebb dllatokban is jelen vannak. Annak érdekében, hogy a
funkciondlis kisérleteink sordn kapott eredményeinket aldtdmasszuk, és megvizsgaljuk az
mAChR altipusok expresszids szintjének esetleges korfiiggd véltozdsait, a Q-PCR technika
segitségével kiilonbozo kort (3-80 nap) patkanyokbdl izoladlt CN mintdkon meghataroztuk az
egyes mAChR altipusok mRNS-ének relativ mennyiséget. A 14. dbra jol mutatja, hogy a 15
napos patkdnyok esetén az M3 mRNS-ének expresszids szintje volt a legmagasabb, ezt

kovette az M2-€. Az M1 és M4 mRNS-ének jelenléte ugyancsak kimutathat6 volt, de joval
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kisebb mennyiségben mint az el6bbi kettdé, mig az MS mRNS-ének mennyisége alig érte el a
kimutathatésag szintjét. Azt is megfigyelhetjiik, hogy a 15 napos és ennél idosebb patkanyok
esetén az M3 és M2 mRNS mennyisége szignifikdnsan nagyobb, mint a tobbi altipus mRNS-
ének mennyisége. Megallapithatjuk tovabbd, hogy az M4 és M1 mRNS szintje 15 napos
korban magasabb volt, mint id6sebb korban; tovabba azt is, hogy az M5 mRNS szintje

5 naposnal idOsebb allatokban mar nem volt szdmottevo.
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14. abra: Az egyes mAChR altipusok mRNS expresszidja kiilonbozo
életkoru patkanyokban

Az abran l4thaté minden mérési pontok harom kiilonb6zé mérés eredményének dtlaga. 3 és 23
napos kor kozott a mintavétel sordn minden egyes méréshez 3-3 dllatot haszndltunk, mig 40 és 80

napos kor kozott 2-2-t.
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IL. Kolinerg ingerléssel kivaltott intracelluliris Ca**-koncentraciévaltozasok CN-bél

készitett primer astrocytatenyészetekben

CCh hatdsdra kialakulé Ca**-koncentraciévaltozasok vizsgalata

Kisérleteinket CN-bdl készitett primer astrocytatenyészeteken hajtottuk végre. Mint
azt a modszerek ismertetésénél hangstlyoztuk, a tenyésztési koriilményeket gy valasztottuk
meg, hogy azok a gliasejtek novekedéséhez optimdlisak legyenek, a neuronok pedig
elhaljanak. Ennek ellenére sziikségesnek tartottuk megvizsgdlni, hogy a tenyészetekben
talélo sejtek valdban astrocytdk-e. Erre a célra a ma is legelfogadottabb astrocyta-specifikus
markernek, a GFAP-nek immuncitokémiai kimutatasat valasztottuk. A 15. abran lathato
valamennyi sejt esetében jol megfigyelheté a GFAP-ra jellemz6 specifikus immunjel6l6dés,
tehat azok astrocytaként azonosithatok. Valamennyi immuncitokémiai jeloléses kisérletiink
alapjan a sejtek tobb mint 90%-a bizonyult GFAP-pozitivnak. Az is lathat6 ugyanakkor a
15. abran, hogy az astrocytdk morfoldgiai szempontb6l nem képeznek homogén populaciot.
A sejtek egyik csoportja az irodalombdl is jol ismert csillag alakot mutatja, kerek sejttesttel és
a tér minden irdnyédba szertedgaz6 nyulvanyokkal. A sejtek masik része szétteriild sejttesttel,
és néhany rovid nydlvinnyal jellemezhetd. Ez a kettdsség a tenyésztés sordn a passzaldsokat

kovetden is megmaradt.

15. abra: Tenyészetben tartott astrocytak GFAP jelolése
Az 4bra tenyészetben fenntartott GFAP-pozitiv (piros) sejteket mutat az elsé passzaldst kovetden
(a konfluencia szint kb. 50%). A balra mutaté felsd nyil egy csillag alakd astrocytat, mig a jobbra

mutaté alsé nyil egy szétteriild formdju sejtet jelol.
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A kolinerg modulacié tanulmanyozasara astrocytdkon végzett kisérletek nagy részében
a sejteket 1 mmol/l CCh-lal kezeltik. A megfeleld6 CCh-koncentricié megéllapitdsdhoz
elokisérletekben az agonista kiilonboz6 dodzisait alkalmaztuk. Bér a CCh-ra adott valaszok
igen varidbilisnak bizonyultak, megallapitottuk, hogy az agonista 50-100 pmol/l-es
koncentriciéban nagy valdszintiséggel kivéltotta a citoplazmatikus Ca**-szint novekedését,
amennyiben a sejt egyaltalin CCh-érzékeny volt (lasd lejjebb). Ezek a doézisok ugyan
magasabbak, mint az agyszeleteken végzett kisérletekben haszndlt koncentricid, de
astrocytatenyészetben mas szerzok is alkalmaztak CCh-t mmol/l-es mennyiségben a biztos
vélasz kivaltasa érdekében (Shao és McCarthy, 1995; Catlin és mtsai., 2000). Jelen munka
soran azért vélasztottuk az 1 mmol/l-es CCh koncentriciét, hogy a mAChR-okkal rendelkezd
sejtek kozill a lehetd legtobbon viéltsunk ki jol detektdlhaté intracelluldris Ca™*-
koncentraciéemelkedést.

A 16.4brdan  1mmol/l CCh addsival kivédltott intracelluliris ~ Ca®*-
koncentraciovéltozasok figyelhetfk meg (F,y = 8,12 AU; Fiax1 = 47,66 AU). Megillapitottuk,
hogy a CCh dltal kivaltott Ca®* -koncentraciéndvekedés (innentél kezdve tranziens) mar a
CCh jelenlétében csokkenni kezd, majd a 450 s-os mosds sordn (ez az iddétartam a CCh
alkalmazas hosszanak hiaromszorosa) a Ca’*-szint visszadllt a kiindulési értékre (Foy1 = 8,12;
Fny2 = 8,05). A madsodik CCh alkalmazds sordn valamivel kisebb nagysagu Ca**-tranzienst
kaptunk (AF/F; = 6,17; AF/F, = 3,98; csokkenés mértéke 35,5%) (16. dbra B része). Az
»~image view” moédban késziilt képeken lithatd, hogy a Ca’*-koncentracié novekedése mind a
sejttestben, mind a nydlvanyokban Iétrejott (16. dbra A része).

Mir a kisérletek elején egyértelmiivé valt, hogy a vizsgdlt astrocytdknak csak kis
hanyada reagél Ca**-tranziens kialakuldsaval a kolinerg stimul4cidra. Annak megallapitdsara,
hogy a CCh-érzékeny sejtek alacsony szdménak hatterében vajon az astrocytdk
életképességének csokkenése, vagy valamilyen kedvezdtlen kisérleti koriilmény éll-e; esetleg
az astrocytdknak valdban csak egy kisebb populécidja érzékeny a kolinerg hatdsra, ellen6rzd
kisérletet végeztiink. Tobb korabbi kézlemény is beszamolt arrdl, hogy az astrocytidk nagyon
érzékenyek ATP-re, feltehetbleg a felsziniikon expresszdlt purinerg receptorok
sokféleségének és nagy szdmdnak koszonhetden (James és Butt, 2002; Fumagalli és mtsai.,

2003). Ezért kisérleteinkben az ATP-t pozitiv kontrollként kivantuk alkalmazni.
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16. dbra: CCh-indukalt citoplazmatikus Ca**-tranziensek astrocytikon
Az abra 1 mmol/l CCh és 0,1 mmol/l ATP alkalmazdsa sordn mért fluoreszcenciaintezitds-
véltozdsokat mutat be ,,image-view” moddban (A rész) és ,kinetic-view” moddban (B dbrarész)
(tovdbbi informacié a szovegben). Az A dbrarész a Ca*-koncentraci6 térbeli eloszldsat mutatja
szinkédolt onkényes egységekben kifejezve (AU), a kisérlet kezdetén (a) valamint a CCh (b-c)
illetve ATP (d) hatdsdra kialakul6 tranziensek csucsértékénél. Az a képen lathaté 1épték 25 um-t
jelol, és érvényes a harom masik képre is. A B dbrarész az 1-gyel jelolt sejt citoplazmatikus Ca**-
koncentriciévdtozasainak id6beli lezajlasdt mutatja be, a kisbetlik jelolik azon iddpontokat, amikor
az A részen lathat6 felvételek késziiltek. A CCh és az ATP alkalmazdsdnak idejét az X tengely

alatt lathato vizszintes vonalak jelolik.

Mint az a 16. abran lathatd, a két CCh kezelés utan alkalmazott 0,1 mmol/l ATP
nagyobb Ca’*-tranzienst valtott ki, mint a CCh mdasodik alkalmazasa (AF/F, = 3,98 és AF/F; =
5,74; novekedés mértéke 144%), jelezve a sejt megtartott Ca**-homeosztizisit. Még
meggy6zObb a 17. 4brdn bemutatott kisérlet. Ot sejt koziil egyik sem reagalt a CCh
alkalmazdsara, mig ATP négy astrocytin kis amplitiddji, de egyértelmii intracelluléris
fluoreszcenciaintenzitds-novekedést idézett eld, igazolva, hogy ezen sejtek életképessége
megtartott, €s képesek Ca**-tranziens létrehozdsdra (17. dbra A és B részei). Mindezek
alapjan nagy val6sziniiséggel kijelenthetd, hogy az astrocytiknak valéban csak kis része
tekinthetd CCh-érzékenynek (azaz teljesiilt, hogy AF/F; és AF/F, értéke is nagyobb volt mint
nulla). Kisérleteinkben 0,1 mmol/l ATP-t alkalmaztunk és 660 vizsgalt sejtbdl 611 (92%)
valaszolt Ca**-koncentrdcié ndvekedéssel. Annak igazoldsara, hogy a CCh-érzéketlen, de
ATP-érzékeny sejtek valdéban astrocytdk-e, néhdny esetben a Ca**-tranziensek regisztralasat
kovetden a sejtek GFAP-jelolését is elvégeztiik. A 17. dbra egy ilyen kisérlet alapjan késziilt.
A z01d szin jeloli a GFAP-pozitiv immunfest6dést (17 A/d része) bizonyitva, hogy a csak

ATP-re reagal6 sejtek is astrocytak.
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17. abra: ATP hatasa CCh-érzéketlen astrocytakon
Az &brdn bemutatott kisérletben CCh-t és ATP-t alkalmaztunk 6t kiilonbozd astrocytdn. Az
A részen lathaté képek koziil harom (a, b, c¢) a kisérlet B részen azonosithaté idépontokban
késziilt. A d képen a zold szin ugyanazon sejtek GFAP-jelolését mutatja. Az a képen l4thaté
1épték 50 um-t jelol, és mind a négy képre érvényes. A CCh és ATP alkalmazds idejét a B részen

alul lathat6 vizszintes vonalak jelzik.

A CCh-érzékeny astrocytdk alacsony eloforduldsdnak magyardzatat keresve
megvizsgdltuk, hogy kimutathat6-e korreldcié a CCh-ra reagdld sejtek ardnya €s a tenyészetek
konfluenciszintje, passzazs-szama vagy a kisérleti éllatok életkora kozott, de erre
vonatkozélag nem taldltunk semmilyen Osszefiiggést. Megvizsgéltuk azt is, hogy az eltérd
morfoldgidval rendelkezd sejtek kozott tapasztalhaté-e kiilonbség a kolinerg ingerlésre adott
véilaszuk gyakorisdgdban. A statisztikai analizisben megvizsgalt 198 sejt koziil 161 volt
csillag alaku, 37 pedig szétteriild, az eldbbiek koziil 38,8%, mig az utébbiakbdl 27,6% reagéilt
Ca**-tranzienssel CCh addséra (a kiilonbség nem volt szignifikdns). A fenti adatok alapjan a
tovabbiakban nem kiilonboztettik meg a kétféle sejttipust, és megdllapitottuk, hogy a
kisérleteinkben elemzett 611 astrocyta koziil 222, azaz a sejtek 36,3%-a reagilt
citoplazmatikus Ca”*-tranzienssel kolinerg ingerlésre.

Megfigyeltiik, hogy a mdsodik CCh alkalmazés lényegesen kisebb Ca**-tranzienst
hozott 1étre, mint az els6 (16. dbra C része). Tekintettel arra, hogy késobbi kisérletekben a
CCh hatas farmakoldgiai befolydsoldsat terveztiikk, a kapott hatdsok értelmezéséhez meg
kellett vizsgalnunk, hogy mennyire dllandéak az ismételt CCh kezeléssel kivéltott Ca**-
koncentraciovaltozdsok. Ezen kisérletek eredményeit foglalja 6ssze a 18. dbra. Lathatd, hogy

a CCh adéssal kivaltott tranziensek cstcsértéke az elso tranziens nagysdgdnak 51,7%-a, mig a
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harmadik CCh kezeléssel kapott jel még tovabbi (13,2%-0s) csokkenést mutatott. Felmeriilt a
kérdés, hogy vajon ez a csokkenés az astrocytak Ca**-haztartdsénak esetleges karosodasat
vagy faradésat tiikrozi-e, esetleg valamilyen mas mechanizmus, péld4ul tachyphylaxis 4llhat
annak hétterében. Ennek eldontésére djfent az ATP-t alkalmaztuk. A 18. dbra egyértelmiien
bizonyitja, hogy a CCh alkalmazdsokat kovetd ATP kezelés olyan Ca’*-tranzienseket
eredményez, amelyek amplitidéja gyakorlatilag megegyezik az elsé CCh alkalmazaskor

kapott tranziensekével.

. |
254 (53) *

*%  (46)

AFIF

CCh1 CCh2 CCh3 ATP

18. abra: CCh ismételt alkalmazasaval kivaltott Ca**-tranziensek

astrocytakon
Az dbra az egymast kovetd CCh alkalmazdsok (CChl, CCh2, CCh3) hatdsira valamint ATP
jelenlétében  kialakult ~fluoreszcenciaintenzitds-véltozdsok —(Ca**-tranziensek) nagysdganak
atlagértékeit mutatja be. A vizsgalt sejtek szdmat az oszlopok folott zardjelben tiintettiik fel.

*: p<0,05; ¥*: p<0,01; ns = nem szignifikéns.

A CCh-lal kivéltott Ca**-tranziensek id6beli lezajldsdnak vizsgalata

Az astrocytakon CCh-lal létrehozott Ca**-tranziensek idébeli lezajldsa meglehetésen
heterogénnek bizonyult. Ezt a sokféleséget mutatja be a 19. dbra. Az egyik esetben gyors

lefutdsi Ca**-tranzienst tapasztaltunk (19. abra 1 része). Ebben az esetben a megemelkedett
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intracellularis Ca**-koncentrdcié mar a CCh alkalmazis kdzben visszadllt a nyugalmi szintre
(a tovdbbiakban ,,gyors” tranziens). Més esetben a Ca**-tranziensen a gyors csticsot kdvetden
masodlagos Ca**-koncentraciénovekedés  volt megfigyelhetd, ami platé kialakuldsat
eredményezte (innentdl ,,platé-szerli” tranziens) (19. dbra 2 része). Ez a platé a CCh
alkalmazdsa alatt végig fenndllt, és a Ca®*-koncentraci6 csak a kimosds fazisaban tért vissza a
nyugalmi szintre. A plétd szakasz lezajldsa is mutatott valtozékonysdgot, a masodlagos Ca™*-
koncentriaciéemelkedés nem mindig volt Kkifejezett, olykor csak a Ca”*-koncentraci6
stagndldsa vagy egy, a gyors csokkenést kovetd lényegesen lassibb csokkenés volt
megfigyelhetd. A tranziensek ezen két alaptipusa mellett el6fordultak olyan esetek is, amikor
a gyors kezdeti fazis maradt el, és egy lassan kialakulé €s megsziing tranziens volt jelen

illetve oszcillacidszerti Ca**-koncentraciévaltozasokat is megfigyeltiink.
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19. abra: CCh hatdsara kialakulé, eltérd idébeli lezajlasi Ca**-tranziensek

astrocytakon
Az dbra 1. részén tranziens jellegii (,,gyors”) Ca®*-tranziensek l4thatok, mig a 2. dbrarész lassubb

lezajlasu (,,platé-szeri”) jeleket mutat be. A két CCh kezelést valamint a kisérlet végén tortént

ATP adist az dbrarészek aljan lathat6 vizszintes vonalak jelzik.

A CCh 4ltal kivéltott kiilonféle Ca**-tranziensek eléforduldsi gyakorisdgdnak
vizsgélata sordn arra az eredményre jutottunk, hogy a 222 CCh-érzékeny sejtbdl 100 (45%)

mutatott gyors tipust vélaszt, 112 astrocyta (50,5%) pedig platé tipusu vélaszt. A
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fennmaradé 10 sejten (4,5%) lassd tranzienst vagy Ca**-oszcillaciot tapasztaltunk. Ezen
utébbi jelalakok el6forduldsa azonban annyira ritka volt, hogy jelen munka keretein beliil
eltekintettiink szisztematikus vizsgalatuktol.

A Ca®*-tranziensek heterogén iddbeli lefutdsa arra utalt, hogy a CCh-indukélt
citoplazmatikus Ca”*-koncentraciénovekedés kialakitdsiban tSbb mechanizmus is szerepet
jatszhat. Kézenfekvd kérdésként meriilt fel, hogy az extracelluléris Ca®* részt vesz-e a CCh-
fliggd Ca2+—jelek Iétrehozasdban. A kérdés megvalaszoldsa céljabdl csokkentett Ca**-tartalmu
kiils6 oldatban is megvizsgdltuk a CCh-indukalt Ca**-tranzienseket. Az elvégzett kisérletek
koziil kettét mutat be a 20. dbra. El8szor normal Ca**-tartalmd (2 mmol/l) aCSF oldatban
viltottunk ki Ca**-tranzienseket CCh adsdsaval, amelyek plat6-szeriiek voltak. Ezt kovetéen
az inkubdld oldatot alacsony (0,2 mmol/I) Ca’"-tartalmira cseréltiik, €s megismételtiik a CCh
alkalmazdsit. Lathat6, hogy a nyugalmi citoplazmatikus Ca**-szint a Ca**-elvonds hatdsdra
csokken, a CCh-lal kivaltott tranziens pedig csak a gyors fazist produkalta, a platé komponens
elmaradt. A normél Ca**-tartalmi oldatra torténd visszatérés utdn megfigyelhetd volt a
nyugalmi Ca”*-szint emelkedése; tovabbd, hogy bar a kezdeti, platé-szerii lefutds nem 4llt
vissza, a CCh hatdsdra kialakul6 Ca**-tranziens jelentésen kiszélesedett, jelezve egy lassu
komponens megjelenését.

Csokkentett Ca**-tartalma kiilsé oldatban sszesen 14 astrocytdn végeztiink mérést. A
0,2 mmol/l Ca**-tartalmi oldat alkalmazdsakor a nyugalmi Ca’*-szintnek megfeleld
fluoreszcenciaintenzitds a kiindulasi érték 82,4 + 3,8%-dra csokkent (p <0,01), amely
2 mmol/l Ca**-tartalmid aCSF oldatra t6rténd visszaalldst kovetden sem valtozott (a kiindulasi
érték 90,9 + 7,7%-a, p>0,05). A vizsgilt sejtek koziil Stben gyors Ca®*-tranzienst hozott
létre a CCh, ezekben az esetekben a kiilsé Ca™ elvondsa sem a tranziensek nagysagaban, sem
id6tartamukban nem okozott szignifikdns valtozast. A kiilsd Ca®*-koncentraci6 csokkentése a
kilenc, platd-szerii tranzienssel védlaszold sejt esetében sem mdodositotta szignifikdnsan a
tranziensek amplitiddjat, ugyanakkor jelentOsen lecsokkentette azok idOtartamat. A
tranziensek idOtartamdt a csicsérték 10%-dnak megfeleld szintnél mértiik, amely paramétert
azért vezettik be, mert alkalmasnak tiint a platé-fazis kvantitativ jellemzésére annak
meglehetdsen heterogén megjelenése ellenére is. A kilenc astrocytdn kapott eredmények
szerint a Ca**-elvonds az eredeti érték 56,4 + 5,8%-4ra csokkentette a tranziensek idétartamét
(p < 0,02), a normal Ca**-tartalmii oldatra trténd visszatérést kovetéen pedig ez az idOtartam
a kezdeti érték 76,4 + 8,7%-ara nétt (a megmaradt eltérés statisztikailag nem volt

szignifikans).
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20. abra: A Kkiilsé Ca**-koncentricié csokkentésének hatdsa CCh-lal kivaltott

Ca®*-tranziensekre
Az dbran két kiilonb6z6 astrocyta (1. és 2. rész) 1 mmol/l CCh hatdsara kialakuld Ca**-tranziensei
lathaték kontroll oldatban (2 mmol/l Ca®"), alacsony Ca**-tartalmd (0,2 mmol/l) extracelluldris
kozegben, majd ismét kontroll oldatban. A kisérletek végén 0,1 mmol/l ATP addsdra is sor keriilt.
Az egyes szerek alkalmazasdnak és a kiilsé Ca**-elvondsanak az idStartamat az abra aljan lithaté

vizszintes vonalak jelzik.

Az astrocytakra gyakorolt CCh hatas mechanizmusa

Szamos kisérletet végeztiink annak meghatirozasara, hogy milyen tdmadasponton
keresztiil valtja ki a kiilséleg alkalmazott CCh az intracelluldris Ca®*-koncentraci6
novekedését. A 21. dbra foglalja Ossze ezen kisérletek eredményeinek egy részét. Lathato,
hogy 10 pmol/l (Catlin és mtsai., 2000) atropinnal torténd eldkezelés gyakorlatilag teljesen
meggdtolja az 1 mmol/l CCh 4ltal kontroll koriilmények kozott kivéltott Ca**-tranziens
kialakuldsat (21. dbra A része). Az atropin gatl6 hatdsdnak jellemzésekor figyelembe kellett
venniink azt a tényt, hogy a CCh ismételt alkalmazéisakor eleve kisebb Ca**-tranziens
kialakuldsa varhat6 (lasd 18. dbra). A problémat a relativ AF/F értékek alkalmazasdval
oldottuk meg. Ennek sordn kiszdmoltuk a mdsodik tranziensek elsd tranziensre normalt
relativ nagysdgat mind a 18. dbrdan bemutatott kontroll esetben, mind a jelen kisérletekben

(atropin jelenlétében). Atropin jelenlétében a CCh 4ltal kivaltott masodik Ca**-tranziens
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21. abra: A CCh hatasért felelos kolinerg receptorok tipusanak

meghatarozasa
Az dbra A és Brészén 10 pmol/l atropinnak az 1 mmol/l CCh-lal kivéltott hatdsa 14thaté egy
jellemzd kisérletben (A), illetve az Osszes hasonlé mérés statisztikai feldogozasaként (B). Az
A részen az dbra aljan lathatd6 vonalak jelolik a szerek alkalmazdsdnak iddtartamédt. A

B dbrarészen CCh-lal kivaltott Ca’'-tranziensek atlagos amlitddoit tuntettik fel, relativ
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fluoreszcenciaintenzitas-valtozdsok formdjidban (a részletes magyardzatot 14sd a szovegben). A C
és D részeken 10 umol/l muszkarin adasaval kivaltott Ca’*-tranziensek, és azok atropinnal vald
gatolhatésdga figyelhetd meg. Az dbrarészek szerkezete ugyanaz, mint az A és B részeké, azzal a
kiilonbséggel, hogy itt a fluoreszcenciaintenzitds-valtozasokat tiintettik fel. Az E és
F abrarészeken 0,1 mmol/l hexamethoniumnak az 1 mmol/l CCh alkalmazasaval kivaltott Ca”-
jelekre gyakorolt hatdsa figyelhetd meg, a két rész szerkezete ugyanaz, mint az A és B részeké.
Az oszlopdiagramokon az oszlopok felett zardjelben az esetszamot tiintettiik fel. *: p <0,05;

ns: nem szignifikéns.

szignifikdnsan kisebb, mint a kontroll koriilmények kozott mért mdsodik tranziens
(AF/Frelawopin = 0,04 = 0,01; AF/Friccne = 0,51 = 0,04; p < 0,05), (21. dbra B része).
Megfigyeltiik tovabbd, hogy az atropin kimosdsa utdn a harmadik tranziens nagyobb, mint az
atropin jelenlétében kapott masodik (AF/Frejatopin = 0,04 = 0,01; AF/Freiccns = 0,06 £ 0,025 p <
0,05), (21. abra B része).

Az atropin gétlé hatdsa arra utalt, hogy a CCh hatdsért mAChR-ok tehetdk feleldssé.
Ezt a feltevést tamasztottdk ald a muszkarinnal kapott eredmények is, amennyiben
10 umol/l-os koncentraciéban (Hosli és mtsai., 2001) platé-tipusu Ca**-tranzienst hozott létre,
atropinnal gédtolhaté médon (AF/Fyuskarint = 1,16 £ 0,22; AF/Faropin = 0,08 £ 0,03; p < 0,05),
(21. abra C és D részei). Az atropin hatdsa ebben az esetben is reverzibilisnek bizonyult
(AF/Fatropin = 0,08 + 0,03; AF/Fymuszkarinz = 0,26 = 0,07; p < 0,05), (21. dbra C és D részei). A
kisérlet végén alkalmazott ATP segitségével a sejtek allapotanak ellendrzésére is sor keriilt
(21. abra C része).

Egyes irodalmi adatok szerint a CCh 1 mmol/l-es koncetrdciéban mar a nikotinerg
acetilkolin-receptorokat is stimuldlhatja (Militante és mitsai, 2008). Barmennyire
egyértelmiien mutatattak is adataink a mAChR-ok szerepére, sziikségesnek lattuk
megvizsgdlni egy nikotinerg-receptor-gatlonak az 1 mmol/l CCh-lal kivaltott Ca™*-
tranziensekre gyakorolt hatdsat (21. dbra E és F részei). Eredményeink jol bizonyitjdk, hogy a
hexamethonium még 0,1 mmol/l-es koncentriciéban (Buisson és Bertrand, 1998) sem
csokkentette szignifikdnsan a CCh 4ltal kivaltott Ca®*-koncentricié emelkedést (AF/Freiccn =
0,51 + 0,04; AF/F eitexamethonium = 0,37 £ 0,06; p > 0,05), erdsitve a mAChR-ok érintettségére
vonatkozé elképzelésiink helyességét (21. dbra F része).

Az elképzelés tovabbi aldtdmasztdsa céljabol kisérleteket végeztiink a mAChR-ok
kimutatasira mRNS és fehérje szintjén. A mAChR altipusok koziil hairomhoz (M1, M3 és
MS) kapcsoldédnak intracelluléris Ca’*-koncentriciénovekedést kivalté jelatviteli utvonalak

(osszefoglal6 attekintés végett lasd, van Koppen és Kaiser, 2003), ezért eldszor ezen altipusok
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mRNS szintl jelenlétét tanulmédnyoztuk a Q-PCR technika segitségével. Az M1-et kisebb, az

M3-at pedig nagyobb mennyiségben sikeriilt kimutatni (22. dbra A része), addig az M5

A 0.015

0.009

Relativ mRNS expresszi
[B-actinhoz viszonyitva x10-]

M5

22. abra: mAChR-ok kimutatasa mRNS- és fehérje szinten astrocytakon
Az édbra A része az M1, M3 és M5 relativ mRNS mennyiségét dbrazolja. Mindegyik oszlop hdrom mintdn
végzett mérés eredményének 4tlaga, az egyes mintdkat 5-7 darab (7-9 napos) patkdnybdl izoldltuk. A BI1-
B4 dbrarészeken lathaté konfokalis mikroszképos felvételek az M1-specifikus immunjelolések eredményeit
mutatjdk. A B1 képen a piros szin jeloli az M1-specifikus, a zold a GFAP-specifikus jel6lddést, a kék pedig a
DAPI-val festett sejtmagokat. Az értékelés megkonnyitése céljabdl a B2 rész csak az MI1-pozitivitdst és a
sejtmagjelolést mutatja. A B3 és a B4 dbrarészek a B1 és B2 részeknek megfeleld predszorbcids kontroll
kisérleteket mutatjdk be. A C1-C4 részek az M3-specifikus immunjeloléses kisérletek eredményeit dbrazoljak.
Az egyes részek szerkezete megegyezik B jelzésti képek felépitésével, azzal az eltéréssel, hogy a piros szin itt

M3-specifikus jelolédést jelent. A 1épték minden esetben 50 um-nek felel meg.
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teljesen hidnyzott az astrocytdkbdl. Ezen adatokra alapozva immuncitokémiai kisérleteinkben
vizsgéltuk az M1 és M3 receptorfehérjék expresszidjat (22. dbra B és C részei). Az Osszesen
megvizsgalt 226 sejt koziil 33 (14,6%) bizonyult M1-pozitivnak illetve az 6sszesen jelolt 480
sejt koziil 128 (26,6%) mutatott M3-pozitivitast. Ezek az eredmények tehat alatimasztjak a
feltevést, hogy az M1 és M3 altipusok jelen vannak a CN-bdl izolélt astrocytdk
sejtmembranjaban.

Az M1 és M3 altipusok jelenlétének igazoldsa utdn azok funkciondlis jelentOségét is
vizsgdlni kivantuk a CCh-indukdlt Ca**-tranziensek létrehozdsdban. Erre a célra altipus-
specifikus géatloszereket (pirenzepin, 4-DAMP) alkalmaztunk. Amint azt a 23. dbrdn
bemutatott tipikus kisérletek (A és C rész) valamint a statisztikai dsszefoglalok (B és D rész)
szemléltetik mindkét vizsgélt receptor-antagonista dézisfiiggd médon gatolta a CCh hatasat.
Az MIl-specifikus pirenzepin 1 pmol/l-es koncentraciéban gyakorlatilag teljesen kivédte a
CCh hatdsit (AF/Fccni = 3,00; AF/Fpirenzepin = 0,06) (23. dbra A része), mig az M3-specifikus
4-DAMP 100 nmol/l-es koncentracidban fejtette ki ugyanezt a hatast (AF/Fccn = 1,75; AF/Fy.
pamp = 0,23) (23. dbra C része). Mindkét gatlészer hatdsa reverzibilisnek bizonyult, és a
kisérletek végén adott ATP igazolta a sejtek megdrzott életképességét. A pirenzepin
0,1 nmol/l-es koncentracioban még hatastalan (AF/Freipirenzepin = 0,54 % 0,07; AF/Freiccn2 = 0,51
+ 0,04; p > 0,05) a koncentracié emelésével egyre nagyobb mértékben gatolta a CCh-lal
kivaltott Ca®*-tranzienseket, de hatdsa csak 100 nmol/l-t6] valt statisztikailag szignifikdnssa
(AF/Frepirenzepin = 0,33 £ 0,06; AF/Freiccn2 = 0,51 + 0,04; p < 0,01), (23. dbra B része). A 4-
DAMP-re vonatkozé adatok egyértelmiien bizonyitjdk, hogy ez a gitlészer mar 0,1 nmol/l
koncentraciéban is mutatott hatast (AF/Fieypamp = 0,38 = 0,07; AF/Freiccne = 0,51 £ 0,045 p >
0,05), ennek mérétéke a koncentracié emelésével noétt, de csak 100 nmol/I-nél valt
statisztikailag szignifikanssa (AF/Freupamp = 0,25 £ 0,06; AF/Freiccnz = 0,51 £ 0,04p < 0,01),
(23. 4dbra D része). Megjegyzendd, hogy a gitlo hatist ebben az esetben is a relativ
fluoreszcenciaintenzitds-valtozdsok szdmoldsdval és a kontroll masodik tranziensekhez val6

hasonlitassal szamszerusitettiik.
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23. abra: M1- és M3-specifikus antagonistak hatasa a CCh altal kivaltott

Ca®*-tranziensekre
Az dbra A és B részei az M1-specifikus gétlészer, a pirenzepin hatdsat mutatjdk. Az A dbrarész
egy tipikus kisérlet eredményét szemlélteti. A mérés sordn kontroll oldatban, 1 pmol/l pirenzepin
jelenlétében, és annak kimosdsat koveten alkalmaztunk 1 mmol/l CCh-t, végiil 0,1 mmol/l ATP-t
adtunk (a kezelések idoétartama az X-tengely alatt vizszintes vonalakkal jelolve). A B dbrarész a
pirenzepinnel végzett mérések eredményének Osszefoglaldsét tartalmazza, az oszlopok a mdsodik
CCh alkalmazs alatti Ca**-tranziensek relativ nagysdgét jelslik kontroll esetben (fekete oszlop),
illetve kiilonb6z6 pirenzepinkoncentracidk jelenlétében (sziirke oszlopok, a pirenzepin
koncentracidt az oszlopok alatt tiintettiik fel). A C és D dbrarészek szerkezete megegyezik az A és
B részekével, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a 4-DAMP hatdsdnak bemutatdsa
torténik (a C részen alkalmazott 4-DAMP koncentracié 100 nmol/l). Az oszlopok felett zardjelben

az esetszdmokat tiintettiik fel. **: p <0,01; ns: nem szignifikdns.
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Megbeszélés

Kolinerg neuromodulacié patkany DCN orias neuronjain

Kisérleteink sordn rdmutattunk arra, hogy a kolinerg bemenetek elektromos ingerlése
depolarizilja az dridssejteket, €s noveli azok aktivitasat; tovabba egyértelmiien bizonyitottuk,
hogy a CN-ban megfigyelt kolinerg moduldcié hatdsa mind pre-, mind posztszinaptikus
mechanizmusok révén érvényesiil és M2, M3 valamint M4 receptorokon keresztiil valdsul

meg.

A CN-ban zajlo kolinerg modulacid

A CN-ban végzddo kolinerg rostok jelenléte mar régdta ismert. Az elsd tanulmdnyok
az acetilkolin-észterdz jelenlétét bizonyitottdk a magban (Godfrey és mtsai., 1977; Godfrey és
Matschinsky, 1981), majd késoébb a kolin-acetil-transzferazt és a vezikuldris kolin-
transzportert is kimutattdk (Yao és Godfrey, 1999). Miutdin a DCN-ban igazoltak
muszkarinerg acetilkolin-receptorok jelenlétét, indokolt volt feltételezni, hogy azok jelentds
szerepet toltenek be a magban zajlé kolinerg folyamatokban (Happe és Morley, 1998). Az
acetilkolin-receptorok denzitdsa eltér6 a DCN kiilonbozd rétegeiben: legnagyobb a
szemcsesejtek rétegében, kisebb a piramis-neuronok rétegében, és a legkiseb a mély rétegben
(Jin és Godfrey, 2006). A szemcsesejtes rétegben nagy mennyiségben mutattdk ki az M2
receptorokat, mind pre-, mind posztszinaptikus elhelyezkedésben (Yao és mtsai., 1996). Az
M2 receptorok mellett az M4 és az M3 receptorok lehetséges funkciondlis jelentdségét is
leirtak (Chen és mtsai., 1994a; 1994b; 1995; 1999).

Eredményeink nemcsak megerdsitik a fent bemutatott adatokat, hanem rdmutatnak
arra is, hogy a muszkarinerg receptor altipusok funkcidi kozott kiilonbségek vannak. Fontos
megemliteni, hogy jollehet nikotinerg kolinerg receptorok is kimutathatéak a CN-ban (Happe
és Morley, 1998; Yao és Godfrey, 1999), ezek szdmottevd részvételét az Oridssejtek
moduldlasaban kizarhattuk, mivel a jelen munka soran az altalanos muszkarinerg géatlészer, az
atropin, minden megfigyelt kolinerg hatast teljesen kivédett.

A kiilonb6z6 muszkarinerg receptor altipusok szerepének vizsgdlatdra altipus-
specifikus gatloszereket alkalmaztunk. Noha a Q-PCR technikdval végzett kisérletek utaltak
M5-specifikus mRNS jelenlétére is, az M5 receptorokra specifikus gitlészer(ek) hidnya miatt

(Grillner és mtsai., 2000; Basile és mtsai., 2002) csak az M1-M4 altipusok jelentdségét
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vizsgélhattuk, farmakoldgiai és funkciondlis médszerek segitségével. Funkciondlis méréseink
alapjan megallapithattuk, hogy a CN mély rétege feldl érkezd gitld, és a felszini réteg feldl
érkezd serkentd neurotranszmisszié befolydsoldsdban elsOsorban az M3 receptorok jatszanak
fontos szerepet, ugyanakkor a mély réteg feldli serkentd bemenetek befolyasoldsaban az M2,
M3 és M4 receptorok egyarant fontos szereppel birnak.

A kolinerg moduldcié szinaptikus transzmissziéra kifejtett, preszinaptikus
tdmaddspontd hatdsa mellett kimutattuk, hogy CCh alkalmazidsa az Odridssejtek
depolarizdcidjat is létrehozza. Ez a hatds posztszinaptikus, az Oridssejteken jelenlévé K-
csatorndk gatlasa révén valdsul meg; els6sorban az M4, kisebb mértékben az M3
receptorokon keresztiil. A kisérletek sordn a CCh-érzékeny K'-dram két Osszetevojét
azonositottuk: egy gyors, dtmeneti komponenst, melyet az A-tipusi dramra gyakorolt gitld
muszkarinerg hatds okozhatott, és egy lassii komponenst, mely a KCNQ csatorndk zardsa
révén johetett létre (Kharkovets és mtsai., 2000; Ellis és mtsai., 2007). Kinetikai sajatsdgai és
muszkarinerg érzékenysége alapjan a lassi komponenst M-tipusii dramként azonositottuk
(Brown és Adams, 1980; Bernardo és Prince, 1982). Fiiggetleniil az emlitett csatornak pontos
azonositasatol, a K'-konduktancia csokkenése a neuronok ingerlékenységének és tiizelési

aktivitasdnak novekedéséhez vezethet (Nowak és Macdonald, 1983).

A CCh hatas célpontjait képez0 neuronhaldozatok: a kolinerg modulacié funkcionalis

jelentésége

A DCN dridssejteken mind az akusztikus rostok, mind a szemcsesejtek feldl érkezo
parallel rostok képeznek serkentd, glutamaterg bemeneteket (Davis és mtsai., 1996). A
parallel és akusztikus rostok ugyanakkor gatld interneuronokon is végzddnek (a paralell
rostok a cartwheel-sejteken, az akusztikus rostok pedig a tubercoloventralis sejteken). Ez az
elrendezés lehetdséget ad az tgynevezett ,.feed-forward” gatlé korok kialakitdsara (Oertel és
Wu, 1989; Goldin és Oertel, 1996; 1997; Waller és mtsai., 1996; Gardner és mtsai., 1999;
Oertel és Young, 2004), melyek ido- és aktivitas-fiiggé moédon éllithatjdk be az dridssejtek
aktivitdsat.

A DCN felépitésébdl kovetkezik, hogy amikor az elektrédat a felszini rétegbe
helyeztiik, az éridssejteken EPSC-k csak a parallel rostokon keresztiil johettek 1étre (24. dbra).
Kisérleti adataink szerint ezen rostok kolinerg befolyasolasa teljesen megsziintette a kontroll
koriilmények kozott megfigyelhetd STD-t, jelezve, hogy a kolinerg moduldcié csokkenti a
glutamat tartalmd neurotranszmitter-vezikulumok felszabaduldsi valdészinliségét. Ezt a

kovetkeztetést a CV érték csokkenése is alatamasztotta.
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24, abra: Feltételezett kolinerg modulaciés hatasok a DCN-ban
A parallel rostok a szemcsesejtektol erednek, amelyek a ganglion spirale sejtkbdl eredé vékony, 2-
es tipusu akusztikus rostok, valamint szomato-szenzoros rostok révén kapnak glutamaterg
bemeneteket. Az 1-es tipusi akusztikus rostok vastagabbak és nagyobb szamuak, ezek ugyancsak
serkentd, glutamaterg szinapszisokat képeznek az éridssejteknek a DCN mély rétegében taldlhato,
szeretdgaz6 dendritfdjaval, valamint egyes gitlé interneuronok sejttestjeivel. B&vebb magyardzat
a szovegben. A gatlé szinapszisok esetében nem kiilonitettik el a glicinerg és GABAerg

végzddéseket.
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A kolinerg modulacié hasonld szerepérdl szamoltak be a hippocampus estén is, ahol a
muszkarinerg receptorok aktivdlasa a CAl neuronokon végzddd Shaffer-kollaterdlisokon
csokkentette a neurotranszmitter-felszabadulds valdszinliségét a glutameterg szinapszisok egy
részében (de Sevilla és mtsai., 2002; de Sevilla és Buno, 2003). Ezen tdlmenden, a kiilonb6z6
muszkarinerg receptor altipusok szdmos egyéb agyteriileten is fontos szerepet tolthetnek be az
EPSCk modulacigjaban (Hsu és mtsai., 1995; Bellingham €s Berger, 1996; Zhang és Warren,
2002; Bosch és Schimd, 2006; Zhang és mtsai., 2007).

A felszini réteg feldl torténd elektromos ingerlés aktivélta a parallel rost — carthwheel-
sejt utvonalat, ezdltal fokozddott az utébbi neuronok dridssejtekre gyakorolt gatlé hatasa.
Minthogy a kolinerg moduldcié sem a PPR értékét, sem a kivaltott IPSCk nagysdgit nem
véltoztatta meg, nem valdszinli, hogy a cartwheel-sejtek a kolinerg hatdsok kozvetlen
célpontjai lennének. Hasonld kovetkeztetést vontak le egyes in vivo kisérletek eredményei
alapjan is (Chen és mtsai., 1994b).

Csakigy, mint azt a felszini réteg ingerlése esetén lattuk, a DCN mély rétegének
elektromos ingerlése is 1étrehozhatott mind gatld, mind serkentd védlaszokat az dridssejteken.
Az anatomiai viszonyok kovetkeztében az EPSCk ilyenkor az 1-es tipusu akusztikus rostok
ingerlésének kovetkezményei lehetnek. Mivel a kolinerg stimulacié az igy kivaltott EPSCk-
nek mind az amplitidéjat, mind a PPR értékét megvaltoztatta, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a kolinerg hatds preszinaptikusan befolydsolhatja az Odridssejtek és az
akusztikus rostok kozott zajlo glutamaterg neurotranszmissziot.

A DCN mély rétege feldl kivaltott EPSCk-kel ellentétben az innen kivaltott IPSCk
pontos eredetének magyardzata joval nehezebb. A rendelkezésre 4ll6 informdacidk alapjan
ezek a gatlo bemenetek eredhetnek a tuberculoventralis neuronoktél (Oertel €s Young, 2004),
a T-tipusi stellate-sejtektdl (Fujino és Oertel, 2001; Oertel és Young, 2004) vagy
mindkett6tdl. A mély réteg ingerlése révén kivaltott IPSCk rovid tdvd plaszticitdsa
Iényegesen kiilonbozott a felszini réteg feldl kivéltottakétol. Pontosabban, a mély réteg
ingerlésével kivaltott IPSCk egyéltaldn nem mutattak rovid tdvd plaszticitdst, mig a felszini
ingerléssel kapott IPSCk esetében kifejezett STD-t figyeltink meg. Ez a kiilonbség azt
sugallja, hogy az Oridssejteken végzddd killonbozd eredeti gidtlé szinapszisok
neurotranszmitter-felszabaduldsi valdsziniiségiik tekintetében markédnsan eltérnek egymdstol.
Mivel a felszabaduldsi valészinliség magasabb a kifejezett STD-t produkalé sejtekben, mint
az STD-t csak kismértékben vagy egyaltalan nem mutaté neuronokon (Oleskevich és mitsai.,
2000; Thomson, 2000; Price és mtsai.,, 2005), indokolt feltételezni, hogy a release

valdszintiségek kiillonbozéek a cartwheel-sejtek, illetve a tuberculoventralis és/vagy T-
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stellate-sejtek esetében. A rovidtavi plaszticitds eltérd sajatsagai mellett a felszini és a mély
réteg feloli ingerléssel kivaltott IPSCk jelentdsen kiilonboztek CCh érzékenységiikben is.

Mindezek alapjan tehat gy tlinik, hogy a kolinerg stimuldcié megnéveli az dridssejtek
aktivitasat, €s i{gy erOsitd mechanizmusként szolgdlhat akcidspotencial-tiizelésiik idejének
meghosszabbitdsaval. Fontos hangsilyozni, hogy mivel az odridssejtek akcidspotencial-
tiizelését ugyandgy lehetett befolyasolni kolinerg ingerléssel, mint az acetilkolin-észteraz
enzim gatldsa révén, az agytorzsbol készitett tilélo szeletpreparatumokon tapasztalt kolinerg
moduldlé hatést feltételezhetéen endogén acetilkolin-felszabaduléssal is el lehet érni.

Osszefoglalva, az Oridssejtek megemelkedett aktivitisa pre- és postszinaptikus
folyamatok révén egyardnt kialakulhat (a lehetséges mechanizmusok sematikus vézit a
24. dbra mutatja be). Az utdbbi lehetdség azt jelenti, hogy az M4 és M3 receptorokon
kialakul6 kolinerg hatds a jelenlévd K'-dramok (példaul az M-tipusi dram) nagysdgat
csokkenti, ami a neuronok depolarizdcigjdhoz vezet. A serkentd szinapszisokat érintd
kolinerg modulacié preszinaptikus mechanizmusok révén alakul ki, és a neurotranszmitter-
felszabadulds val6szinliségének csokkenését jelenti. Ennek a hatdsnak komoly
kovetkezményei lehetnek repetitiv ingerek szinaptikus atvitele esetén (Thomson, 2000),
ugyanis a kolinerg ingerlés a posztszinaptikus akcidspotencidl-sorozatokat a beérkez6
ingeriilet kezdetétol annak késobbi fazisa felé tolhatja, megvaltoztatva ezaltal az oridssejtek
jelfeldolgoz6 mitkodését €s aktivitdsi mintdzatat. Mig a parallel rostok fel6l kivaltott EPSCk
kolinerg modulaciéja kizardlag M3 receptorokon keresztiil valdsul meg, addig az akusztikus
rostok és az dridssejtek kozott zajlo serkentd szinaptikus transzmisszié esetében az M2, M3 és
M4 receptorok kombindlt szerepe nyert bizonyitast.

A kolinerg neuromodulacié fontos az Oridssejteket eléré egyes gatld hatdsok
befolydsoldsdban is. Mig a cartwheel-sejtek feldl eredd gatlé bemenetek esetén a kolinerg
hatds nem bizonyult hatékonynak, addig a mély réteg feldl érkez6 gatlé6 bemenetekre erdteljes
gitlast gyakorolt. A mély réteg feldl érkezd inhibitorikus szinapszisok M3 receptoron
keresztiil torténd kolinerg gatldsa fokozhatja és elnyujthatja az oridssejtek aktivitdsat.

Funkciondlis szempontbdl vizsgalva a hallérendszer kolinerg modulacidja fiziol6gids
€s patoldgids koriilmények kozott egyarant fontos lehet. Egy in vivo tanulmény példdul arrdl
szdmolt be, hogy az atropin képes volt csokkenteni az akusztikus kivdltott potencidlokat
(Askhenazi €s mtsai., 1999), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a hallérendszer nyugalomban
is rendelkezik egy tonusos kolinerg stimuldcidval. A DCN-ban is megfigyelték a kolinerg
modulacid erdsit szerepét, foként cochlearis karosodast vagy nagy intenzitdsu zajterhelést

kovetéen (Jin és mtsai., 2005; 2006; Jin és Godfrey, 2006; Kaltenbach és Zhang, 2007). A
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VCN kolinerg moduldcidjardl is beszdmoltak; a cochlea egyoldali kdrosoddsa esetén az
ellenoldali hanginger fokozta a VCN ingeriiletét (Bledsoe €és mtsai., 2009). 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. Jéllehet a jelenséget mar
egyértelmilen bizonyitottdk, maig tisztizatlanok a résztvevd struktirdk ingerlékenységének
novekedését el6idézd sejtszintli mechanizmusok. A jelen munkdban bemutatott kisérleti
eredményekre alapozva azt gondoljuk, hogy a kolinerg moduldcié szdmos lehetséges
tdmaddasponttal rendelkezik mind pre-, mind posztszinaptikusan. Feltételezziik tovabba, hogy
az Oridssejtek kolinerg moduldcidja részét képezheti annak a rendszernek, amelyik a CN
kiilonboz6 sejtjeinek az érzékenységét hozzdigazitja a hanginger erdsségéhez, és az

ellenoldali hangterhelés szintjéhez.

Kolinerg ingerléssel kivaltott intracellularis Ca**-koncentraciévaltozasok CN-bdl izolalt

primer astrocytatenyészetekben

Kisérleteink ezen részében elsoként irtuk le, hogy a CN-bdl izolalt, primer
tenyészetben fenntartott astrocytdk CCh alkalmazdsdra intracelluldris Ca’*-koncentraci6
novekedéssel reagdlnak. Megéllapitottuk, hogy a vizsgélt sejteknek 36%-a reagilt a kolinerg
stimulusra, ugyanakkor a CCh-pozitiv esetekben jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a
Ca**-tranziensek idébeli lezajlasdban. Megdllapitottuk tovdbbd, hogy a CCh-ra reagild
astrocytdk egy részében a Ca**-tranziens lassi komponense az extracelluldris térbdl belépd
Ca**-t6l fligg. Kimutattuk, hogy a kolinerg vélasz az M1 és az M3 receptorokon keresztiil

val6sul meg.

A nucleus cochlearis astrocytdinak kolinerg receptorai

Miota felismerték, hogy a gliasejtek befolyasolhatjak a neuronok kozotti szinaptikus
jelatvitelt, azdta ezen sejtek tanulmanyozdsa a neurofizoldgia teriiletén is egyre nagyobb
érdeklodést kelt. Habar a gliasejtek szdmos csoportjat kiilonitik el (Kettenman és Ransom,
1995), a szinaptikus attevédésben és a neurondlis jelfeldolgozdsban elsOsorban az
astrocydknak tulajdonitanak fontos szerepet. Maguk az astrocytdk sem alkotnak azonban
homogén populacidt, amit jol jelez, hogy szdmos kisérlet tortént funkciondlis és/vagy
morfoldgiai tulajdonsdgaik alapjan torténd felosztdsukra (Kimelberg és mitsai., 2000;

Osszefoglalé attekintés végett lasd, Kimelberg, 2004; Nishiyama és mtsai., 2005; Agulhon és
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mtsai., 2008). A szerzOk daltaldban egyetértenek abban, hogy az astrocytdk (fiiggetleniil
alakjuktdl és funkci6juktdl) expresszalnak GFAP-t, melyet igy joggal tartanak astrocyta-
specifikus markernek (Kimelberg és mtsai., 2000; Nishiyama és mtsai., 2005). Jelen munka
soran két, morfoldgiailag kiilonbozo astrocyta-féleséget figyeltiink meg. A sejtek nagyobbik
részEt tartalmazo csoport tagjai hosszid, vékony nytlvanyokkal voltak jellemezhetéek, mig a
masik csoportba tartozé sejtek kevesebb, rovidebb €s vastagabb nyidlvannyal rendelkeztek.
Ezek a morfolégiai jegyek, ha kis mértékben is, de hasonldsidgot mutattak a kiillonb6z6
astrocyta alcsoportokban kordbban leirtakhoz. Mivel azonban a CCh alkalmazdsa sordn adott
véalaszaikban a két csoport tagjai nem mutattak észrevehetd kiillonbséget, nem tettiink
kisérletet a csoportok tovdbbi jellemzésére, és a Ca**-tranziensek elemzésekor valamennyi
astrocytat egységes csoportként kezeltiikk. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a vizsgalt
sejtpopulédcidk tagjai kivétel nélkiil er6sen GFAP-pozitivnak bizonyultak, aldtdimasztva azt,
hogy a CCh-ra érzéketlen sejtek el6forduldsa nem magyardzhaté a kozottik esetlegesen
megtaldlhat6, nem astrocyta tipust sejtekkel.

Mint kozismert, az ACh egy az emldsok idegrendszerében igen dltaldnosan eléfordul6
neurotranszmitter. Nem meglepd tehat, hogy a kiilonb6z6 agyteriileteken taldlhaté (vagy
onnan izolalt) astrocytdkon végzett kisérletek soran kimutattdk mind a muszkarinerg (Porter
€s McCarthy, 1997; 6sszefoglal6 attekintés végett las., Verkhratsky €s mtsai., 1998, Catlin és
mtsai., 2000), mind a nikotinerg (Oikawa és mtsai., 2005; Xiu és mtsai., 2005) ACh-
receptorok jelenlétét. Mint ahogy azt kordbban lattuk, az ACh szerepe bizonyitott tény a CN-
an zajlé jelfeldolgozds moduldlasiban (Chen és mtsai., 1994a; 1994b; 1998; Zhang és
Kaltenbach, 2000; Fujino és QOertel, 2001; Oertel és Fujino, 2001), ezért az sem meglepd,
hogy beszamoltak az ACh receptor jelenlétér6l ebben a magban is. Adatok vannak arra
vonatkozéan, hogy nikotinerg receptorok taldlhatok patkdny CN-ban (Happe és Morley,
1998), valamint arra, hogy muszkarinerg receptorok vannak patkdny (Chen és mtsai., 1995;
Yao és Godfrey, 1995; Yao és mitsai., 1996), valamint tengerimalac (Safieddine és mitsai.,
1996) CN-ban. Az idézett vizsgdlatok fehérje és/vagy mRNS szinten irtdk le az M1-M4
muszkarinerg és az o7 nikotinerg receptor altipusokat, de a CN egészében, nem téve
kiilonbséget a neuronokon, illetve a gliasejteken valé eléfordulas kozott. Ebbdl kovetkezéen
az altalunk végzett munka az elsd, amikor a CN-bdl 6nmagukban (neuronok nélkiil) izolalt
astrocytakon keriilt bizonyitdsra mRNS és fehérje szinten az M1 és M3 receptor altipusok
jelenléte, valamint mRNS szinten az M5 receptorok jelenlétének hidnya.

Az M1 és M3 receptorok jelenlétének fehérje szintli kimutatdsa mellett fluorimetrids

mérésekkel tdmasztottuk ald azok funkciondlis jelentdségét is. Ezen kisérletek sordn azt
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taldltuk, hogy CCh alkalmazdsa sordn a vizsgilt astrocytdk 36%-aban intracelluldris Ca™*-
koncentraciénovekedés alakul ki. A CCh-stimulédcidra vélaszolo sejtek alacsony ardnya akar
azt is jelezhette, hogy a primer tenyészet sejtjeiben karosodik a Ca**-homeosztdzis egy vagy
t5bb eleme; de ezt a lehetdséget a purinerg receptorokon keresztiil intracellularis Ca®*-
koncentracionovekedést eldidéz6 ATP-nek, mint pozitiv kontrollnak az alkalmazasaval
kizartuk (6sszefoglald attekintés végett 1as., Verkhratsky és mtsai., 1998; James és Butt, 2002;
Fumagalli és mtsai., 2003). A CCh-pozitiv astrocytak alacsony szamat magyardzhatja még az
egyes sejtek eltérd6 CCh-érzékenysége is. Ennek kizardsiara a kisérletek soran alkalmazott
CCh koncentraciét olyan magasnak valasztottuk (1 mmol/l), ami feltehetéen valamennyi
CCh-pozitiv sejtben maximdlis vdlaszt idéz elé (Catlin és mtsai.,, 2000). Erdemes
megemliteni, hogy corticalis astrocytdkon végzett kisérletekben 1 mmol/l CCh a vizsgalt
sejteknek mintegy 60%-dban idézett eld intracelluldris Ca**-tranzienst (Catlin és mitsai.,
2000). A corticalis és cochlearis teriiletekrél izoldlt astrocytapopuldaciok CCh
érzékenységében tapasztalt kiillonbség okat nem ismerjiik. A vizsgalt lehetdségek (életkor, a
tenyészet konfluencia szintje, passzdzs szdm) koziil egyik sem adott magyardzatot a
cochlearis magbdl izolalt sejtek alacsonyabb vélaszkészségére. Mindezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az CN-bdl izoldlt astrocytak CCh érzékenységében tapasztalt
kiilonbségek a sejtek in vivo is meglevd heterogenitasat tiikrozhetik, Kordbbi eredmények is
beszamolnak a kolinerg modulaciés mechanizmus inhomogenitasardl, sejtetve, hogy a CN-
ban az egyes Ach-receptor tipusok nem teljesen homogén mddon expresszdlddnak (Chen és
mtsai., 1995; Yao és Godfrey, 1995). Redlisnak tiinik tehat az a feltételezés, miszerint az M1

és M3 receptorok expresszidja csak az astrocytdk egy csoportjra korlatozodik.

Intracelluldris Ca**-tranziensek astrocytdkban

Szamos neurotranszmitterdl mutattdk ki, hogy képes intracellularis Ca**-koncentraci6
novekedést eldidézni astrocytdkban (Osszefoglald 4ttekintés végett ldsd, Verkhratsky és
mtsai., 1998, 2.tablazat). Metabotrép receptorok altal kivaltott intracelluldris Ca’*-
koncentracionovekedés esetén a korai fazis létrejotte elsésorban az IP3-érzékeny raktarakbol
torténé Ca**-felszabaduléssal magyarazhat6 (0sszefoglald attekintés végett lasd, Verkhratsky
és mtsai., 1998), bar a ryanodin-érzékeny raktdrak hozzdjaruldsa sem zdrhat6é ki teljes
mértékben (Deitmer és mtsai., 1998; Fiacco és McCarthy, 2006). A Ca’*-tranziensek korai
szakaszdt kovetden aktivdlédhatnak a Ca2+—belépést lehetévé tevd utvonalak is, kialakitva igy
a tranziensek masodik fazisat (Verkhratsky és Kettenmann, 1996). A leirtaknak megfeleléen

tehit a CCh 4ltal kivaltott Ca”**-tranziensek lezajlasanak jelen munkdban tapasztalt
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variabilitisa mind extra-, mind intracelluldris Ca®*-forrdsok érintettségére utalhat. A
tranziensek korai fazisa igen nagy valdszintiséggel az mAChR-PLC-IP; utvonalon keresztiil
alakulhat ki (Catlin és mtsai., 2000), igy az ezen komponens amplitudéjadban tapasztalt
eltérések az egyes sejtek intracelluldris Ca**-raktdrainak eltéré Ca**-telitettségére utalnak. A
még valtozékonyabbnak talalt késdi lassi komponens egyértelmiien az extracellularis térben
talalhaté Ca®* mennyiségtdl fiigg, jelezve, hogy ezt a komponenst Ca** belépés okozhatta.
Bir a jelen munka sordn nem végeztiik el a Ca®* belépési titvonal pontos azonositdsat, a korai
és késOi fazis fiiggetlensége arra utal, hogy a kés6i komponens kialakuldsdban a Ca**-indukalt
Ca**-felszabadulds mechanizmus nem jétszik meghatdrozé szerepet (Catlin és mtsai., 2000).

Kordbban beszamoltak nikotinerg ACh receptorok jelenlétérél a CN-ban (Happe és
Morley, 1998), és azok CCh érzékenységérdl is (single-channel mérésekben; Militante és
mtsai., 2008). Mindezek alapjdn feltehetd, hogy a nikotinerg receptorok funkciondlis
jelentéséggel birhatnak a CN-ban. Jelen munka adatai mindazonaltal arra utalnak, hogy az
altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a muszkarinerg receptorok jatszanak
meghatdroz6 szerepet a CCh-aktivalt intracelluléris Ca®*-tranziensek kialakitdsaban. Ezt a
kovetkeztetést tobb érv tdmasztja ald. 1.) A muszkarin mar 10 pmol/l koncentracidban olyan
tranzienseket hozott 1étre, mint amilyeneket az 1 mmol/l CCh alkalmazidsa sordn
tapasztaltunk. 2.) Mind atropin, mind az M1 és M3 receptorok specifikus gatloszerei teljes
mértékben képesek voltak gatolni a CCh 4ltal kivéltott Ca**-tranzieseket. 3.) A 0,1 mmol/l
koncentraciéban alkalmazott hexamethonium (Buisson és Bertrand, 1998) csak igen kis
mértékben gitolta a CCh 4ltal kivéltott Ca**-tranziensek amplitidéjat. Mindezen eredmények
egyiittesen arra utalnak, hogy az 1 mmol/l CCh 4ltal kivéltott intracelluldris Ca**-tranziensek
a muszkarinerg receptorok, foként az M1 és M3 altipusoknak aktivalédasanak kovetkeztében
jonnek 1étre. Hasonld kovetkeztetésre jutottak Catlin és mtsai., (2000) corticalis astrocytdkon
végzett kisérleteik soran.

A jelen kisérletekben mind a pirenzepine, mind a 4-DAMP egyarant dézis-fiiggd
moédon gétolta a CCh 4ltal kivéltott Ca’*-tranziensek kialakuldsat. Magasabb koncentriciéban
ugyanakkor mindkét gatlészer teljes mértékben gatolta a CCh hatdsat, ami azt mutatja, hogy
ezek a gatlészerek nem tehetdk teljesen specifikusnak (Moriya és mtsai., 1999).

A Ca**-tranzienseknek a CCh ismételt alkalmazasakor tapasztalt amplitidécsokkenése
jelentésen megnehezitette az agonistdk és antagonistak alkalmazasa soran kapott eredmények
kvantitativ értelmezését. A jelenség magyardzatdra tobb lehetdség is szoba jon. 1.) Mivel a
Ca**-tranziensek korai fazisaért az IPs—érzékeny Ca**-raktarakbol torténé Ca**-felszabadulds

tehetd felel6ssé, nem kizart, hogy ezen raktirak kimeriilése okozhatja az egymast kovetd
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tranziensek amplitiddjanak csokkenését. 2.) Nem zdrhaté ki, hogy az izolélt és primer
tenyészetben fenntartott astrocyta sejtkultira nem a legoptimdlisabb alanya a funkciondlis
kisérleteknek, hiszen a sejtek mdar az izoldldsi proceddra kozben is sériilhetnek, vagy a
tenyésztési koriillményeknek koszonhetéen Ca**-homeosztizisuk médosulhat valamilyen
mértékben (Agulhon és mtsai., 2008). 3.) Lehetoségként meriil fel, hogy a relative magas
CCh koncentracié a sejtek tachyphylaxisit okozza. @ Ez a magyardzat kiilonosen
elfogadhaténak tlinik, mivel epehdlyagon kordbban leirtdk a CCh altal létrehozott, M3
receptorokon keresztiil kialakuld, egymdst kovetd kontrakcidk nagysdgdnak csokkenését
(Stengel és Cohen, 2002).

A fenti értelmezési nehézségek ellenére a CCh dltal aktivalt Ca’*-tranziensek
farmakoldgiai jellemzését el lehetett végezni gy, hogy a kiilonféle szerek jelenlétében kapott
madsodik tranzienseket a kontroll koriilmények kozott kapott masodik tranziensekkel vetettiik
Ossze. A kapott eredmények bizonyitjdk, hogy a CN astrocytdinak egy része rendelkezik M1
€s M3 receptorokkal, tovabba azt is, hogy ezek a receptorok funkciondlis jelentdséggel is
birnak. Ebbdl a megallapitdsbdl kovetkezik, hogy az adott (7-9 napos) életkorban ezek a
sejtek szerepet jatszhatnak a CN neurondlis kapcsolatainak kolinerg modulaciéjaban. Fontos
megemliteni, hogy az emlitett 7-9 napos életkorban 1évé patkanyok hallérendszere még nem
teljesen fejlodott ki, vagyis a vizsgalt astrocytdk jellemzoi tobbé-kevésbé éretlen vagy koztes
fejlodési allapotban 1€vé sejtek tulajdonsdgainak felelnek meg. Az tény, hogy kordbban
kiilonbségekrol szamoltak be tjsziilott, illetve fiatal patkanyok purinoceptorainak expresszidja
vonatkozasdban (Amadio €s mtsai., 2007), tAimogatja a feltevést, hogy hasonlé kiilonbségek

eléfordulhatnak a muszkarinerg receptorok esetében is.
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Osszefoglalas

Szamos korabbi megfigyelés utal arra, hogy a nucleus cochlearisban (CN) miikodo
jelfeldolgozasban kolinerg neuromodulédciénak is van szerepe. Mindeddig nem vizsgaltak
azonban azt a kérdést, hogy ez a neuromoduldtor hatds hogyan befolydsolja a neuronok
kozotti szinaptikus kapcsolatok miikodését. Tekintettel arra, hogy az utébbi évtizedekben
bebizonyosodott a gliasejtek aktiv részvétele a neuronhdl6zatok tevékenységében, sziikséges
annak elemzése is, hogy a CN astrocytdi célpontjai lehetnek-e a kolinerg neuromodulator
rendszernek.

A jelen értekezésben bemutatott munka sordn patch-clamp technika segitségével
patkdny CN-bdl készitett tiléld szeletpreparditumon vizsgidltuk a mag dorsalis részében
taldlhat6 oridssejtekre irdnyuld kolinerg hatdsokat. Azt talaltuk, hogy az acetilkolin agonista
karbakol (CCh) alkalmazdsa fokozta az dridsssejtek spontdn tiizelési aktivitasit, mely hatas
foként az M3 és M4 tipusi muszkarinerg receptorokon keresztiil érvényesiilt. Kimutattuk
tovabba, hogy CCh jelenlétében a CN felszini illetve mély rétege feldl elektromos ingerléssel
kivéltott serkentd posztszinaptikus dramok (EPSC) amplitidéja csokkent, és a rovidtava
depresszié (STD) jellege is megvéltozott. A felszini réteg feldl kivéltott EPSC-k
moédositasaért kizarélag M3 receptorok feleldsek, mig a mély réteg feldl kivaltott EPSC-k
moduldldsdban M2, M3 és M4 receptorok egyardnt szerepet jatszottak. A felszini réteg
elektromos ingerlésével kivaltott gatld posztszinaptikus dramokat (IPSC) CCh adasa nem
befolydsolta, mig a mély réteg feldl kivaltott IPSC-ket M3 receptorokon keresztiil gitolta és
az STD-t is befolydsolta. Az eredmények elemzése arra utalt, hogy a kolinerg modulaciéban
mind pre-, mind posztszinaptikus muszkarinerg receptorok szerepet jatszanak.

Az astrocytdk kolinerg hatdssal szembeni érzékenységét a CN-bol készitett astrocyta
tenyészeteken vizsgéltuk gy, hogy CCh addsdval intracelluldris Ca**-tranzienseket véltottunk
ki rajtuk, amiket fluoreszcens indikator (Fluo-4) segitségével regisztraltunk. Kimutattuk,
hogy a sejteknek 36,3%-a valaszolt a kolinerg hatdsra. A valaszold astrocytdk 45%-4ban a
tranziens gyors idébeli lezajlast mutatott, mig 50,5%-ukban a gyors komponenst lassu, plato-
szerl szakasz kovette. Kiilonféle muszkarinerg agonistik (CCh, muszkarin) és antagonistdk
(atropin, pirenzepin, 4-DAMP, hexamethonium) alkalmazasdval bizonyitottuk az M1 és M3
receptorok szerepét a tranziensek létrehozasaban, és e receptorok jelenlétét mind RNS, mind
fehérje szinten igazoltuk. Az eredmények egyértelmiien bizonyitjdk a CN-bdl szdrmazé
astrocytdk egy részének CCh-érzékenységét, aminek alapjan feltételezhetjiik, hogy ezek a

sejtek szerepet jatszanak a CN-ban zajlé kolinerg moduldcié mechanizmusaban.
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Summary

Earlier findings indicated that cholinergic modulation might influence the signal
processing taking place in the cochlear nucleus (CN). It has not been studied, however, how
this neuromodulatory effect influences the synaptic connections of the neurones. Considering
the fact that in the last decades the active role of the glial cells in the functioning of the
neuronal networks has been proven, it is necessary to address the question whether the
astrocytes in the CN might be targets of the cholinergic neuromodulation.

In the work presented here, the cholinergic effects targeting the giant cells in the
dorsal part of the CN were investigated in slice preparations using the patch-clamp technique.
It was found that the application of the acetylcholine agonist carbachol (CCh) increased the
firing activity of the giant cells. This effect was mediated by the M3 and M4 type muscarinic
receptors. Moreover, it was shown that in the presence of CCh the amplitude of the excitatory
postsynaptic currents (EPSCs) evoked by electrical stimulation of either the superficial or the
deep layer of the CN decreased and the character of the short-term depression (STD) was
modified, too. The effect on the EPSCs evoked by superficial stimulation was mediated
solely by M3 receptors while M2, M3 and M4 receptors were responsible for influencing the
EPSCs following deep layer stimulation. Inhibitory postsynaptic currents (IPSCs) evoked by
superficial stimulation were not modified by CCh but the amplitude of the IPSCc evoked by
deep layer stimulation was decreased via M3 receptors and the STD was also changed.
Evaluation of the findings revealed that both pre- and postsynaptic muscarinic receptors might
play roles in the cholinergic modulation.

Sensitivity of the astrocytes towards cholinergic modulation was investigated on
astrocyte cell cultures prepared from the CN. Ca®* transients were evoked by CCh application
and recorded using the fluorescent indicator dye Fluo-4. It was shown that 36.3 % of the cells
responded to the cholinergic stimulation. 45 % of the CCh-sensitive astrocytes produced
transients possessing fast time-course while in 50.5 % of the CCh-sensitive cells the fast
component was followed ba a slow, plateau-like phase. The role of the M1 and M3 receptors
in evoking the Ca®* transients was proven by applying muscarinic agonists (CCh, muscarine)
and antagonists (atropine, pirenzepine, 4-DAMP, hexamethonium) and the presence of these
receptors was sown at both RNA and protein levels. The results unequivocally indicate the
CCh-sensitivity of a population of the astrocytes in the CN. It can be assumed, consequently,

that these cells may play some roles in mediating cholinergic modulation of the CN.
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Targyszavak

¢ nucleus cochlearis dorsalis / dorsal cochlear nucleus

e excitatérikus posztszinaptikus dramok, EPSCk / excitatoric postsynaptic currents,
EPSCs

¢ inhibidrikus posztszinaptikus dramok, IPSCk / inhibitoric postsynaptic currents IPSCs

¢ M-dram / M-current

® muszkarinerg receptorok / muscarinic receptors

o glia/glia

¢ immunhisztokémia / immunochemistry

e kvantitativ polimeraz lancreakcié, Q-PCR / quantitative polimerase chain reaction, Q-
PCR

¢ Fluo-4 / Fluo-4
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Fiiggelék

Jelen munka az Orszdgos Tudomdnyos Kutatdsi Alap (OTKA K-72812, NK-61412)
tdmogatasaval jott 1étre.
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Roviditések jegyzéke

ACh: acetilkolin

aCSF: arteficialis cerebrospinalis folyadék
AMV: avian mieloblastoma virus

ATP: adenozin-trifoszfat

AU: 6nkényes egység

aVCN: nucleus cochlearis anteroventralis
CCh: karbamil-kolin (karbakol)

CN: nucleus cochlearis

CV: variicids koefficiens

DAG: diacil-glicerol

D-APS5: D-2-amino-5-foszfonopentanoat
DCN: nucleus cochlearis dorsalis

DIC: differencia interferencia kontraszt
DMSO: dimetil-szulfoxid

EAAT?: excitatory amino acid transporter 2
EPSC: excitatorikus posztszinaptikus dram
ER: endoplazmatikus retikulum

FBS: f6talis borju szérum

GABA: y-amino-vajsav

GFAP: glial fibrillary acidic protein
GLAST: glutamate aspartate transporter
GLT-1: glutamate transporter-1

GRP: glia restricted precursor

GTP: guanozin-trifoszfat

ICU: imaging controll unit

IP;: inozitol-trifoszfat

IP;R: inozitol-trifoszfat receptor

IPSC: inhibitdrikus posztszinaptikus dram
MI: 1-es tipusid muszkarinerg acetilkolin receptor
M2: 2-es tipusui muszkarinerg acetilkolin receptor

M3: 3-as tipusu muszkarinerg acetilkolin receptor
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M4: 4-es tipusui muszkarinerg acetilkolin receptor
MS: 5-6s tipust muszkarinerg acetilkolin receptor
mAChR: muszkarinerg acetilkolin receptor

MEM: minimum essential medium

NA: nervus acusticus

nAChR: nikotinerg acetilkolin receptor

NBQX: 2,3-dihidroxi-6-nitro-7szulfamoil-benzo[f]quinoxalin-2,3-dion
NT: neurotranszmitter

ORA: outward rectifying astrocytes

PBS: foszfat puffer oldat

PKC: proteinkindz-C

PLC: foszfolipaz-C

PLD: foszfolipaz-D

PPR: paired-pulse ratio

PSC: posztszinaptikus dram

pVCN: nucleus cochlearis posteroventralis

ROI: regoin of interest

SD: standard deviancia

sIPSC: spontén inhibitorikus posztszinaptikus dram
STD: rovidtavu depresszid

STF: rovidtavi facilitdcio

TEA": tetractilammoénium-ion

TNFa: tumornekrézis faktor-ou

TTX: tetrodotoxin

VCN: nucleus cochlearis ventralis

VRA: variably rectifying astrocytes

4-DAMP: 4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidin methiodid
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Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények kiilonlenyomatai
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