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1. BEVEZETES

1.1. A nucleus cochlearis felépitése

A kiilvilagbol érkezd hanghulldmok fizikai paraméterei egyidejlileg szdmos
informéaciot hordoznak (hangerdsség, hangmagassdg, hangszin, a hangforrés
lokalizacidja). Ezen informdciok kodoldsa a cochlea szdrsejtjeiben kezdddik, a
hangszin és a hangmagassag esetében a receptorok tonotopikus elrendezdédése révén, a
hangerdsség vonatkozasaban az ingeriiletbe jott szdrsejtek szdmanak és a kialakulo
receptorpotencidl nagysagdnak segitségével. A szérsejtektdl az elsddleges
érzéneuronok, a ganglion spirale bipolaris sejtjei akcios potencial sorozatok formajaban
szallitjak el a hallasi informaciot a magasabb hallokézpontok iranyaba, igy elséként a
nucleus cochlearis teriiletére.

Az ingermintdzatnak megfeleld hallasi érzet kialakuldsdhoz elengedhetetlen,
hogy a kodolt hallasi informécio a feldolgozas minden szintjén hiien tovabbitodjon,
(megdrizve pl. a tonotopikus elrendezddést). Fontos a kétoldali hallérendszerben
kialakul6 akcidspotencial-sorozatok idéviszonyainak megtartdsa is a hangforras térbeli
lokalizacidjanak meghatarozasa érdekében.

Az utobbi évek kutatdsainak eredményei alapjan egyre nyilvanvalobb, hogy a
nucleus cochlearis nem egyszerlien a hallopalya atkapcsold allomésa, hanem itt
kezdddik meg az informécio feldolgozdsa. A nervus acusticus altal a mag teriiletére
szallitott akcids potencidl sorozatok ugyanis tobb kiilonb6zd, parhuzamos Utvonalra
tevodnek at. Az akusztikus informacio ,,szétosztasa” a magban talalhatdé szamos
masodlagos érzéneuron eltérd agyteriiletekre torténd projekcidja révén valosul meg.

A nucleus cochlearis legfontosabb bemenetét képezd nervus acusticusban kétféle
rosttipust kiilonboztethetliink meg: a vastag, mielinizalt, I-es tipusu rostokat, melyek a
bels6 szorsejtek feldl, valamint a II-es tipusu, vékony, mielinizalatlan rostokat, melyek a
kiils6 szorsejtek iranyabol szallitanak akcios potencidl sorozatokat a cochlearis magba.
Tekintettel arra, hogy a cochleaban taldlhato belsd szdrsejtek a hangingerek elsédleges
receptorai, nem meglepd, hogy a nucleus cochlearis projekcids neuronjai az I-es tipusu
rostokkal hoznak létre szinaptikus kapcsolatot. A kivaltott ingeriileti folyamat
modulalasaban szerepet jatszé Il-es tipust rostok ugyanakkor féleg a szemcsesejtekhez
visznek informacidt, melyek azutdn (parallel rosthal6zatukon keresztiil) kozvetve vagy
kozvetleniil modositjak a projekcids neuronok mitkddését. A nucleus cochlearisba
szallitott ingeriileti mintdzatot modosithatjdk magasabb kozpontokbdl induld és a

magban végzddo leszalld rostok is, igy pl. a nucleus medialis corporis trapezoideibol



érkez6 kolinerg axonok (Brawer és mtsai, 1974; Cant és Gaston, 1982; Moore, 1986;

Chen ¢és mtsai, 1995).

ent-gejt piramis-sejt

szferikalis bushy-sejt

octopus-sejt

globularis bushy-se;jt

1. abra
A nucleus cochlearis projekcios neuronjai

A nucleus cochlearis ventralis és dorsalis részében kiilonb6z6 neuronféleségek
talalhatok (1. abra). A ventralis magteriiletet (VCN) a VIII. agyideg itt belépd axonjai
két tovabbi részre, egy eliilsé (anterior; AVCN) és egy hatulsé (posterior; PVCN)
tertiletre osztjak (Moore, 1986). Az eliilso résznek elsdsorban kapcsold funkcidja van
(Frisina és mtsai.,, 1995), mig a PVCN szerepe a hallasi informécié idében hi
tovabbitasa (Moller, 1972, 1976; Frisina, 1985). A dorsalis magteriilet (DCN) jelentds
rendezettséget mutat, hiszen harom jol elkiilonithetd, koncentrikus sejtréteg fedezhetd
fel szerkezetében (Lorente de N6, 1933, 1981; Osen, 1969; Brawer és mtsai., 1974;
Browner and Baruch, 1982; Webster and Trune, 1982). A DCN igen jelentds szerepet
jatszik a hangforras térbeli lokalizaciojaban (Young ¢és mtsai., 1992), illetve az
akusztikus informacié idéviszonyainak feldolgozasaban (Kim és mtsai., 1990).

Az AVCN egyik jelentds sejttipusat a szferikalis bushy-sejtek képezik (1. abra).

A mag periférigjan elhelyezkedd, 20-28 um atmérdjii neuronok kerek vagy ovalis



sejttestjébol dusan eldgazd, a szoma kozvetlen kozelében maradd dendritfa, illetve az
axon indul ki (Webster és Trune, 1982). A sejttesten és proximalis dendritfan talalhatok
a halldideg végzddései (Held-féle végbunkok). A szferikalis bushy-sejtek axonjai a
magbol kilépve, az azonos oldali lateralis és mindkét oldali medialis oliva superior
iranyaba tovabbitjak az informaciét (Harrison és Warr, 1962; Friauf és Ostwald, 1988).

A bushy-sejtek masik tipusat globuldris bushy-neuronok jelentik, melyek a
PVCN-ben, a belépd nervus acusticus rostok kozott foglalnak helyet (1. éabra).
Morfologidjuk nagyrészt megegyezik a szferikalis tipusu sejtekével, kivéve, hogy a
dendritfa ritkasabb és a sejttesttdl tavolabbra terjed ki (Webster és Trune, 1982).
Ezeken a sejteken is megtalalhatok a halloideg rostok végzodései (foleg a szoman ¢és a
dendritfa kezdeti szakaszan). A globularis bushy-sejtek a cochlea belsd szdrsejtjeiben
keletkezett hallasi informaciot nagy hiiséggel tovabbitjak az ellenoldali nucleus medialis
corporis trapezoidei teriiletére.
melyek a DCN-hez kozel talalhatok (1. abra), atmérdjiik mintegy 30-35 pm. Amint
neviik is utal r4, a sejttestbdl induld szamos dendrit polipra emlékeztetd megjelenéssel a
tér egy iranyaba terjed ki (Osen, 1969). A halldideg fel6l mind a széma, mind a
kiterjedt dendritfa kap bemenetet, az axon pedig mindkét oldali oliva superiorba, illetve
az ellenoldali lemniscus lateralisba szallit informaciot.

A DCN legtobbet vizsgalt sejtfélesége a piramis-sejt populacid, mely a kozépsod
sejtrétegben foglal helyet (1. dbra). E neuronok jellegzetessége a haromszog alaku,
mintegy 25 pm atmérdji sejttest, amelynek csucsaibol a basalis és apicalis dendritfa,
illetve az axon ered (Osen, 1969). Az apicalis dendritfa a mag legkiils6, molekularis
rétegébe jut, ahol az itt talalhatd szemcsesejtek parallel-rostjaival képez szinapszist, mig
a basalis dendritfan a bels6 rétegben az akusztikus rostok végzdédnek. Mindkét
szinaptikus bemenet glutamaterg serkentd hatast (Lorente de No, 1981; Webster és
Trune, 1982; Rhode és mtsai, 1983). A piramis-sejtekhez a gatld hatasu csillag- és
»cartwheel”-sejtek is adnak szinaptikus bemenetet (Oertel és Wu, 1989). A nervus
cochlearis a piramis-sejtek sejttestjén is képez szinapszisokat, a piramis neuronok
axonja pedig az ellenoldali colliculus inferior felé projicial (Osen, 1972; Ryugo és
mtsai, 1981).

A cochlearis mag valamennyi neurontipusa koziil legnagyobbak a DCN legbels6
rétegében taldlhatod oriassejtek (1. abra), melynek nagysdga 40-50 pm kozotti (Osen,
1969). A sokszogl széma csucsaibdl indulnak ki a tobbi sejthez képest hosszabb és

vastagabb dendritek, melyek akar 500-600 um tavolsagra is kiterjedhetnek. Mivel a



messzire kinyuld dendritek szamos akusztikus rosttal allnak szinaptikus kapcsolatban,
az oriassejtek nagy receptormezdvel birnak, ennélfogva fontos szerepiik lehet a hallasi
informéciok integralasaban. E sejt serkentd glutamaterg és gatlo glicinerg bemenetet is
kap a CN néhany mas sejttipusatdl, axonja pedig az ellenoldali colliculus inferior
tertiletére tart (Oliver, 1984).

A DCN felszinén taldlhatdo Purkinje-szerti sejtek (1. abra) viszonylag nagy
sejttesttel (20-25 pm), illetve vastag, hatarozottan tiiskés, a DCN belseje felé terjedd
dendritfaval rendelkez6 neuronok. Kifejezett hasonldésagot mutatnak a kisagy Purkinje-
sejtjeihez, amit szamos szerz0 azzal magyaraz, hogy az egyedfejlodés soran onnan
vandorolnak le a cochlearis magba, ugyanakkor megtartanak néhany, a Purkinje-
sejtekre emlékezteté tulajdonsagot (Hurd and Feldman, 1994; Spatz, 1997). Ujabb
vizsgélatok alapjan valdszinii, hogy a Purkinje-szer(i sejtek nemcsak a nervus acusticus
feldl, de a kuszorostok altal az oliva inferior (Rossi és Borsello, 1993), illetve a parallel-
rostok altal a szemcsesejtek feldl is kapnak szinaptikus bemenetet (Spatz, 1997). Annak
ellenére, hogy ismert a Purkinje-szerli sejtek gatlo GABAerg természete (Mugnaini,
1985), szamos kérdés nyitott még mitkddésiikkel kapcsolatban. Axonjainak projekcios
teriilete ugyancsak ismeretlen, feltételezik, hogy a kisagy iranyaba jelenthetnek

kimenetet (Huang ¢és mtsai., 1982; Spatz, 1997).

1.2. A citoplazmatikus CaZ szerepe és szabalyozasa neuronokban

Régota ismert, hogy szdmos sejtfunkcid aktivalodasahoz elengedhetetlen az
intracellularis Ca®"-koncentracié megemelkedése (izomkontrakeid, exokrin és endokrin
szekrécio, mitdzis, stb.). Az ingerlékeny sejtek miikodésének fontos eleme a
membranpotencial gyors és atmeneti megvaltozasa, azaz akcids potencidlok kialakulasa.
Az akciés potencidlok kialakulasanak hatterében 4ltalaban a membran Na'-
konduktancidjanak gyors és atmeneti megnovekedése, €s az ennek kovetkeztében
kialakulé Na'-bearamlas all (Hodgkin és Huxley, 1952), de bizonyos esetekben akcios
potencial akkor is kialakul, ha az extracellularis oldatban a Na-ionokat mas, divalens
kationokkal helyettesitették, igy pl. Ca-ionnal (Fatt és Katz, 1953; DiFrancesco és
mtsai.,, 1989; Ito és Kuriyama, 1971). Ez arra utal, hogy az ingerlékeny sejtek
membranjaban Ca®’-csatornak jelenlétével is szamolni kell, melyeken keresztiil a
kalcium a sejtbe juthat, depolarizaciot eredményezve.

A neuronokban a megndvekedett intracellularis Ca®'-koncentracid ([Ca*™ )
moédosithatja egyes sejtfelszini ioncsatornak kapuzasi paramétereit (pl. Ca*'-fiiggé K-

¢s Cl-csatorndk), befolyasolva ezaltal a sejt membransajatsagait, igy ingerlékenységét.



Az intracellularis  Ca”*’-koncentraci6  ndvekedése alapvetd jelentéségli  a
neurotranszmisszio folyamataban, tovabba intracellularis enzimek aktivitasa is fiigghet
a Ca-ionok jelenlététdl (pl. protein kinaz C), az igynevezett ,,Long-Term Potentiation”
(LTP) jelensége pedig a neuronszintli tanulasi folyamatok egyik lehetséges értelmezését
kinalja (Malenka és Nicoll, 1999).

A szabalyozas szempontjabol lényeges, hogy az intracellularis Ca®'-
koncentracié gyorsan magasabb szintet érjen el, de ezt kdvetden rovid idén beliil ujra a
nyugalmi szintre térjen vissza (Ca’'-tranziensek kialakulasa). A citoplazmaban
megjelend Ca-ionok egyik forrdsa az extracellularis tér, ahonnan a sejtmembranban
talalhato, depolarizacié hatasara aktivalodo fesziiltségfiiged Ca® -csatorndkon keresztiili
Ca®" belépés valosul meg.  Emellett a kémiai szinapszisok posztszinaptikus
membranjaban taldlhatd ligandvezérelt ionotrop receptorok koziil is szamos mutat
permeabilitast Ca®" irant. Legjelentdsebbek a glutamatreceptorok (Hollmann és
Heinemann, 1994), de emlitést érdemelnek a nikotin-tipust acetilkolin receptorok is.
Az intracellularis Ca®'-koncentracio ndvekedésében, neurontipusonként —véltozo
mértékben, jelentds lehet az intracellularis raktarakbol torténé Ca®'-felszabadulas
szerepe 1s (Simpson és mtsai., 1995).

A szervezetben végbemend regulacios folyamatok kozOs sajatsaga, hogy a
kivant hatas kifejlodése utan a szabalyozo paraméter értéke a nyugalmi szintre tér
vissza. Ez kiilondsen érvényes a neuronalis Ca*'-fliggd folyamatok esetén, hiszen a
rendkiviil magas vagy tul hosszi ideig tarté magas intracellularis Ca**-koncentracié az
idegsejtekben sulyos citotoxikus, degenerativ kovetkezményekkel jarhat (Missiaen és
mtsai, 2000). Nem meglepd, hogy a neuronok az intracellularis Ca®" szintet igen
hatékonyan csokkenté mechanizmusokkal rendelkeznek.

A citoplazmaba belépd Ca-ionokat atmenetileg kalciumkotd —fehérjék
pufferelhetik. Ezek jelent6ségét mutatja, hogy koncentracidjuk emelkedését kovetden
kisebb intracellularis Ca*-koncentracid valtozasokat produkal a sejt (Fierro és Llano,
1996). A Ca®" visszavétele az intracellularis raktarakba az endoplazmatikus retikulum
membranjaban talalhat6 SERCA (sarco-endoplasmic reticular Ca®") pumpa altal valosul
meg. JelentSs a mitokondriumok Ca*"akkumulalo szerepe is, elsGsorban nagy Ca’'-
terhelés esetén (Herrington és mtsai, 1996). Az intracellularis Ca®’-koncentracio
csokkentésének legegyértelmiibb modja természetesen az extracellularis térbe torténd
transzport. Ebben a neuronok membranban jelen 16v6 Ca®"-pumpa (Carafoli és
Stauffer, 1994) és a Na™/ Ca*"-cseremechanizmus (Blaustein és mtsai, 1991; Philipson

¢és Nicoll, 2000) vesz részt.



1.3. CaZ belépés az extracellularis térbél

1.3.1. Fesziiltségvezérelt Ca’*-csatornak jellegzetességei

A plazmamembran fesziiltségvezérelt Ca*'-csatornai aktivacios kiiszobiik
alapjan két csoportba oszthatok (Carbone ¢s Lux, 1984; Huguenard, 1996). Az un.
Low-Voltage Activated (LVA) csoport egyetlen képvisel6je a T-tipust csatorna, mely
kismértékli depolarizacio hatdsdra, kb. =70 mV-ndl nyilik meg (Nowycky és mtsai,
1985; Beam ¢és Knudson, 1988). A csatorna konduktancidja viszonylag alacsony,
mintegy 8 pS. Emlitésre méltdé ezenkiviil, hogy ez az egyetlen csatorna, mely gyors
aktivaciojat kovetSen tranziens jellegli Ca*"-aramot produkal (azaz gyorsan
inaktivalodik).

A High-Voltage Activated (HVA) Ca’**-csatornak jellegzetessége, hogy joval
pozitivabb membranpotencialon aktivalodnak, illetve Ba®'-ra permeabilisabbak, mint
Ca’"-ra (a T-tipusi csatorna esetében a Ca’’-ra és Ba’'-ra mutatott permeabilitis
nagyjabol megegyezik). A HVA csaladba tobb csatorna-altipus tartozik, melyek
szelektiv gatloszerek alkalmazasaval azonosithatoak.

Az L-tipusi Ca®’-csatorndk specifikus gatloszerei a dihidropiridin (DHP)
szarmazékok (pl. nifedipin, nitredipin). Ezen csatornak kb. —20 mV-nal nyilnak,
konduktancidjuk szamottevdé (~25 pS), inaktivaciot csak hossza, kb. 10 s-os impulzus
alkalmazasa esetén mutatnak (Francini €s mtsai, 1992). Az N-tipusu Ca’'-csatorna
atmenetet képvisel a T- és az L-tipus kozott, hiszen mar —40 mV-on aktivalodik,
inaktivaciés tendenciat nem mutat, az egyedi csatornak konduktanciaja kb. 12-15 pS.
Ezen csatornaféleség szelektiv gatloszere a m-conotoxin. A HVA csoportba tartoznak a
P- és a Q-tipusu Ca*'-csatorndk, melyek egymashoz nagyon hasonlo sajatsagokat
mutatnak, de gatldoszerek alkalmazasaval elkiilonithetdek egymadstél: mig a P-tipusu
csatorna a m-Agatoxin IVA-val szelektiven gatolhato, addig a Q-aram csak kisebb
érzékenységet mutat ezen toxin irant. Létezik végiil egy olyan HVA Ca*'-csatorna
altipus, amelyik egyetlen fent emlitett gatloszerrel nem gatolhato, igy ezt mint R- (azaz
rezisztens) tipusa Ca®-csatornat szokés emliten.

A specifikus blokkoloszerek mellett a fesziltségvezérelt Ca’'-csatornak
kiilonb6z6 di- és trivalens kationokkal is géatolhatdak (Mg2+, Mn2+, C02+, Ni2+, Zn2+,
Gd®* és La’"). Ezen ionok koziil néhany hatasosabban gatol meghatarozott Ca”'-
csatornakat, igy Ni*"-kal elsésorban az LVA, Cd*"-kal pedig féleg a HVA aram

nagysaga csokkentheto.



A fesziiltségfiiggd Ca* -csatornak szerkezete alapvetéen hasonl6 a depolarizacio
altal aktivalt Na'- és K'-csatornakéhoz. Ugyanakkor az egyes Ca*"-csatorna altipusok
eltéré aktivacios, inaktivacios ¢és farmakologiai sajatsagaiért a szerkezetiikben
megfigyelhetd eltérések felelések. Ismert, hogy ebbdl a szempontbdl dontden az a-
alegység variabilitisa meghatarozd (McCleskey, 1994; Hofmann ¢s mtsai, 1994;
Dolphin 1995; Perez-Reyes ¢és mtsai, 1998; Chuang és mtsai, 1998). A B-alegységnek
az inaktivacios kinetika meghatidrozdsaban van kiemelkedd szerepe (Qin és mitsai,
1996).

A egyes fesziiltségvezérelt Ca* -csatornak - eltéré aktivacios kiiszobik miatt -
kiilonb6zé funkcioval birnak. A kis depolarizaciora megnyild ¢és alacsony
konduktanciaval rendelkezd T-tipusu Ca*'-csatorna aktivalodasa, megfeleléen nagy
csatornadenzitds mellett, akar spike-jellegli depolarizaciés hullamok kialakuldsat is
eredményezheti (Wang és mtsai, 1991; Viana és mtsai, 1993), aminek jelentdsége van a
tavoli  dendriteken  kialakulé  posztszinaptikus  elektrotonusos  potencialok
felerdsitésében, igy az adott bemenet hatékonysdganak fokozasaban (Huguenard és
Prince, 1994). Ezzel szemben a HVA csatorndk az ingeriileti folyamat létrehozasaban
nem vesznek részt (hiszen kialakult akcids potencidl hatdsdra nyilnak meg).
Aktivalodasuk kovetkezménye az intracellularis Ca’'-koncentracié novekedése és

kiilonbozo Ca*'-fiiggd sejtfolyamatok kialakuldsa (pl. transzmitterfelszabadulas).

1.3.2. Ligandvezérelt Ca**-permeabilis ioncsatornik; glutamatreceptorok

A ligandvezérelt ioncsatornak specifikus kémiai anyagok, ligandok megkdtését
kovetden ionok mozgasat teszik lehetové a membran két oldala kozdtt. A csatornak
szelektivitisa eltérd, a Ca®’-permedbilis ionotrop receptorok koziil (glutamat-,
acetilkolin- és purinoreceptorok) a glutamatreceptorok jelentdsége a legnagyobb, hiszen
ezek fordulnak eld a legnagyobb gyakorisaggal serkentd szinapszisokban az agy
kiilonbo6z6 teriiletein.

Az ionotrop glutamatreceptorokat eredetileg farmakologiai befolyasolhatosaguk
alapjan kiilonitették el NMDA ¢és nem-NMDA tipusokba. A nem-NMDA
receptorcsaladon  beliil  talalhatok az AMPA  (2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

1zoxazolpropionat), kainat és delta altipusok.
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2. abra
Az ionotrép glutamatreceptorok szerkezete

Kordbban a glutamatreceptorokat, a klasszikus ligandvezérelt ioncsatornakhoz
hasonldan, négy transzmembran domént tartalmazé (Gasic és Hollmann, 1992), 6t
alegységbdl szervezddod receptornak tekintették (Ferrer-Montiel és Montal, 1996). A
ma elfogadott allaspont szerint a csatorna tetramer szerkezetli (Rosenmund és mtsai,
1998; Robert és mtsai, 2001) és az egyes alegységek az extracellularis N-terminalis és
az intracellularis C-terminalis szakasz mellett hidrom transzmembran szegmenst
tartalmaznak (M1, M3, M4), mig az M2 szakasz egy intracellularis oldalon belépé és a
membranon visszahajlé lancrész (lasd 2. 4bra; Dingledine és mtsai, 1999). A
receptorszerkezet kialakitasahoz az alegységek extracellularis N-termindlis részén
talalhato glikozilacios helyek is hozzédjarulnak, ugyanis ezek a receptoralegységek
Osszeszerelddését szabalyozzak és fenntartjdk a receptor ligandkotéséhez sziikséges
konforméciot (2. dbra; Kawamoto és mtsai, 1994; 1995). A ligandkotésért felelds
oldallancokat az N-terminalis rész M1 domént megeldz6 S1 szakasza, valamint az M3
¢s M4 domén kozotti hurok S2 részlete tartalmazza (2. abra; Kuusinen és mtsai, 1995).

Bar az ionotrép glutamatreceptorok meglehetésen valtozatos altipusainak
poszttranszkripciés modositasokkal. Az AMPA receptorok M3 és M4 doménje kozotti
hurok mintegy 38 aminosavbol allo szakasza kétféle elsddleges szekvenciat vehet fel a

mRNS alternativ véagasa eredményeként, melyeket az alegységek flip és flop
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valtozatanak nevezziikk (Sommer és mtsai, 1990). A két valtozat funkcionalis
kiilonbségeket i1s mutat, miszerint a flop valtozatot tartalmazo receptorokhoz képest a
flip alegységlick lassabban deszenzitizalédnak (Mosbacher és mtsai, 1994), igy
jelentdsebb szereplik lehet a tanulds és emlékezés alapjat szolgdldo hosszi tavu
potencirozas kialakulasaban (LTP; Sommer és mtsai, 1990). Ugyancsak mRNS szinten
bekovetkezd modositds az AMPA- és bizonyos kainatreceptorok porusformaldé M2
glutamin (Q) talalhato, mely a mRNS szerkesztésével argininre (R) cserélédhet
(Sommer és mtsai, 1991). Mivel a glutamin tartalmf, nem szerkesztett alegység
biztositja a csatorna Ca’’-permeabilitdsat, nem meglepd, hogy a szerkesztett (R)
valtozat létrejottekor a csatorna impermeabilissa valik Ca**-mal szemben.

Jelen ismereteink szerint az AMPA receptoroknak négy alegységtipusa van
(GIuR1-4). A receptoralegységek aminosavsorrendjének dsszehasonlitasabol kidertilt,
hogy a GluR2 Q/R régidjaban a Ca* -impermeabilitast okozo arginin taldlhatd (Sommer
¢s mtsai, 1991). Az AMPA receptorok homo- €és heteromer szerkezetet egyarant
létrehozhatnak és megallapithato, hogy a GIuR2 tartalmtit AMPA receptorkomplexekben
a szerkesztett alegység-valtozat funkcionalis dominancidja érvényesiil (Hume és mtsai,
1991), azaz ezek a csatorndk kevésbé atjarhatok Ca’’-ionok szamara, viszont Na'-
ionokra permeabilisak (Pca/Pna =0,01-0,05; Burnashev és mtsai, 1992). A GluR2
alegységet nem tartalmazé csatornakomplexnek a Ca”’-permeabilitisa elég kifejezett
(Pca/Pna = 1-3; Burnashev és mtsai, 1995).

A receptorkomplexek Osszeallitasanak nagyfoku variabilitasa ellenére az AMPA
receptorok néhany dologban megegyeznek. Ilyen tulajdonsdgok az AMPA hatasara
kialakulo gyors deszenzitizacio, a csatorna alacsony konduktanciaja (<1 pS; Keindnen
¢s mtsai, 1990; Sommer és mtsai, 1990), illetve a NBQX altali szelektiv, kompetitiv
gatlas (Kelly és Zhang, 2002). A GluR1-4 alegységek fbleg posztszinaptikusan
fordulnak eld (Petralia és Wenthold, 1992), ahol gyors serkentd posztszinaptikus
potencialt (EPSP) eredményeznek. A GluR2 alegységet nem tartalmazd receptorok
ezenkivil kozvetlen szerepet jatszhatnak az LTP 1étrejottében, mivel nagymennyiségii
Ca”"-t képesek beengedni a sejtbe.

A nem-NMDA glutamatreceptorokhoz tartozo kainatreceptoroknak o6t alegysége
ismert: GluR5-7, KA1 és KA2. Azontal, hogy glutamat és AMPA is aktivalhatja a
csatornat, a legnagyobb valasz kainat megkotésekor tapasztalhatdo. Az Ot alegység
tovabbi két alcsoportba oszthatd a receptorok kainatkotd képessége alapjan. Mig a

GluR5-7 alegységek kis affinitdssal (Kp=50 nM), a KA1 és a KA2 alegységek nagy
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affinitassal (Kp=5 nM ) kotik a kainatot. Emlitésre méltd, hogy a kainatreceptorok
koziil a KA1 és KA2 alegységek esetén egyaltalan nem mutathato ki poszttranszkripcids
modositas, a GluRS és GluR6 alegységek viszont mRNS szerkesztésen eshetnek at az
M2 doménban (Sommer és mtsai, 1991,1992; Bettler és mtsai, 1992; Lomeli és mtsai,
1992) Az AMPA receptoroknal tapasztaltakkal ellentétben azonban nem minden
alegység lesz szerkesztett (R) valtozatd, illetve a receptorok Ca’’-permeabilitisa sem
szlinik meg teljesen (Pca/Pna = 0,47), ami azt sugallja, hogy nem egyediil a Q/R hely
felelés a kainatreceptor Ca® -permeabilitasaért (Egebjerg és Heinemann, 1993). Ezzel
Osszhangban Kohler és munkatarsai (1993) kimutattak, hogy a GluR6 M1 doménjében
két aminosavnak mas aminosavakkal torténd helyettesitése megvaltoztatja a csatorna
ion-permeabilitasat, igy ennek a szakasznak a szerepe is jelentds lehet a csatorna
tulajdonsdgainak meghatarozasaban.

Expresszios kisérletekben kimutattdk, hogy a GIuRS5 ¢és GluR6 alegységek
funkcionalis homomer csatornakat képeznek (Egebjerg és mtsai, 1991), azonban a KA1
¢s KA2 homomerek esetén elektrofizioldgiai valasz nem volt tapasztalhato (Werner és
mtsai, 1991; Herb és mtsai, 1992; Sakimura és mtsai, 1992). Sakimura (1992) és Herb
(1992) munkacsoportjai kimutattak, hogy a KAl és KA2 alegységek funkcionalis
heteromer csatorndkat hoznak Iétre a GIluRS vagy GIluR6 alegységekkel, azok
szerkesztett és nem szerkesztett valtozataival egyarant. Nem talaltak viszont
bizonyitékot arra, hogy a GIuR7 alegység részt venne funkciondlis homo- vagy
heteromer csatorna felépitésében (Lomeli és mtsai, 1992; Partin és mtsai, 1993).

A kainatreceptorok és az AMPA receptorok hasonld tulajdonsaga a gyors
deszenzitizacid, azonban a GluR1-4 csatorndk a ligand jelenléte alatt végig fenntartott
aramot produkalnak, mig a GluR5 és GluR6 receptorok tranziens jellegli dramot hoznak
1étre tokéletes deszenzitizacidval (Sommer és mtsai, 1992). Jollehet a kainatreceptorok
expresszios szintje szignifikansan kisebb az agyban mint az AMPA csatornaké (féleg
GIuR5 esetén; Bettler ¢és mtsai, 1990), jelentds szerepiik van a serkentd
ingeriiletatvitelben. Az AMPA receptorokhoz hasonlo, jelentés Ca*"-permeabilitasuk
(Pca/Pna = 1,25 Egebjerg és Heinemann, 1993) kovetkeztében hozzdjarulnak a serkentd
posztszinaptikus potencial (EPSP) kialakulasahoz, illetve az LTP Iétrejottében is
kiemelkedd jelentdséglick. Tekintettel arra, hogy a mérések soran kapott eredmények
sok esetben az AMPA ¢és a kaindtreceptorok egyiittes miikodését tiikrozik,
elengedhetetlen, hogy a szdmos nem szelektiv antagonistan tal (CNQX, DNQX),

specifikus blokkoloszerekkel hatdrozzuk meg az egyes receptorok részesedését a
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kialakult valaszokban (AMPA szelektiv gatloszerek: NBQX, GYKI 52466, GYKI
53655; kainatreceptor szelektiv blokkolo: oxim NS-102).

A nem-NMDA glutamatreceptorok kevésbé ismert csalddjat képezik a
deltareceptorok, két alegységgel (81, 62; Yamazaki és mtsai, 1992a; Lomeli és mtsai,
1993). A deltareceptorok meglehetdsen alacsony és diffiz expressziés mintazatot
mutatnak az emlds agyban, foleg a kisagy €s a hippocampus bizonyos sejtjeiben
fordulnak elé (Lomeli és mtsai, 1993). Sejtvonalon végzett transzfekcios vizsgalatok
soran nem sikeriilt csatornaaktivitast regisztralni kainat, AMPA vagy glutamat
jelenlétében ¢és a hatas kialakulasat lehetévé tevd ligandkotohelyek jelenlétét sem
sikertilt kimutatni (Lomeli és mtsai, 1993). Mindez azt sugallja, hogy a deltareceptorok
olyan farmakologiailag nem befolyasolhato, ligandkotShely nélkiili glutaméatreceptor
csaladba tartoznak, melynek feladata egy, a receptorkomplexre irdnyuld modulacios
vagy struktiralis hatas biztositasa.

A glutamatreceptorok fenti csoportjaitdl tobb lényegi vondsban is eltérdek az
NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptorok, melyeknek o6t alegysége kiilonithetd el
(NMDARI1, NMDAR2A-D vagy NR1, NR2A-D). Ujabban leirtak két NR3 alegységet
is, ezek sajatsagairdl azonban még nincsenek biztos adatok. Expresszids rendszerekben
végzett vizsgalatok sordn kideriilt, hogy az egyes NR2 alegységekbdl all6 homomerek
inaktivak, mig az NRI1 alegység funkciondlis homomer csatorndkat alakithat ki
(Sugihara és mtsai, 1992). NR1 és NR2 alegységek heteromer szerkezetben
funkcionalis csatornat hoznak létre, azonban az NR2 alegységek egymadssal nem
koexpresszalédnak (Monyer és mtsai, 1992). A valtozatos alegységkombinaciok
funkcionalis eltérésekkel is jarnak, heteromer szerkezet esetén nagyobb dramamplitadok
mérhetdek, kiillondsen az NR1/NR2A ¢és NR1/NR2B kombinacidoban (Meguro és mtsai,
1992; Kutsuwada és mtsai, 1992), ami a csatorndk magasabb konduktancidjaval
magyarazhat6 (Stern és mtsai, 1992, 1994). Az NMDA receptorok nem valaszolnak
AMPA-ra vagy kainatra, de aktivalhatobak NMDA-val. Leirtdk, hogy a kivaltott valasz
nagyobb, ha glicin jelenlétében alkalmazzdk az agonistat (Yamazaki és mtsai, 1992b),
sOt, néhany esetben az is igazolddott, hogy glicin nélkiil az agonista nem is aktivalja a
receptort (Nakanishi, 1992). Ennek alapjan gy tiinik, hogy a glicin, mint koagonista,
eldsegiti az agonista hatasat.

Az NMDA ¢és a nem-NMDA receptorok szembetling kiilonbozdségének
els6dleges oka az M2 domén Q/R helyén taldlhatd aszparagin, mely tobb jellegzetes
tulajdonsagot kolcsondz az NMDA receptornak. Az egyik f6 eltérés a Q/R régidoban

glutamint vagy arginint tartalmazé6 AMPA ¢és kainatreceptorokhoz képest a mintegy
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hetvenszer nagyobb Ca®"-permeabilitas ( Yamazaki és mtsai, 1992b). Ezen talmenden
az aszparagin oldallanca alkalmas Mg*'-k megkdtésére a ioncsatorna intracelluldris
felszinhez kozel. A Mg™" csak jelentSs depolarizacio hatisara tavozik el a porusbol
(Nakanishi és mtsai, 1992). Tekintettel arra, hogy Ca** belépés csak a Mg”" levalasa
utan valosulhat meg, az NMDA receptorok latszolagos fesziiltségfiiggé Mg”" blokkjarél
beszélhetiink (Nowak és mtsai, 1984).

Az NMDA receptorok elsddlegesen a posztszinaptikus membranban fordulnak
posztszinaptikus depolarizaci6 (korai EPSP) hatasara kovetkezik be, ekkor a csatornak
kinyilnak és rajtuk jelentés mennyiségli Na™ és Ca>" aramlik a sejtbe (Pc / Pna=10:6),
aminek kiemelkedd jelentdésége van a késéi EPSP kialakuldsdban. Az NMDA
receptorvalasznak azonban mind a kialakuldsa, mind a megsziinése igen lassan megy
végbe. Bar a glutamat megkotése gyorsan bekdvetkezik, a csatorna mégis lassan nyilik
meg (Dzubay ¢és Jahr, 1996), ami a csatorna sok nyitott és zart allapotaval magyarazhato
(Gibb és Colquhoun, 1992), de okozhatja a glicinkotés kialakulasahoz vagy a Mg”'-
blokk megsziinés¢hez sziikséges id0 is. Az a tény, hogy az NMDA receptorok az
AMPA  csatorndkhoz  képest nagyobb  affinitdssal kotik a  glutamatot
(ECsonmpa = néhany uM; ECspampa = 0,5-10 mM), magyarazatot adhat arra, hogy miért
marad a ligand hosszabb ideig a receptoron, igy hozva létre a lassabb, hosszabb ideig
tartd valaszt (Lester és Jahr, 1992). A fentiek kovetkeztében az NMDA receptorok
szerepe tlinik jelentdsebbnek a hosszl tavli potencidcid (LTP) kialakitdsdban. Az
NMDA receptorvalasz szamos antagonistaval gatolhato, igy kompetitiv (pl. AP-5: 2-
amino-5-phosphonopentanoic acid) ¢és nem kompetitiv (MK-801) blokkolokkal
egyarant.

Szdmos tanulméany szdmolt be az ionotroép glutamatreceptorok megoszlasarol a
nucleus cochlearisban ¢€s a kiilonb6z6 emldsfajokban meglepden hasonld eredmények
sziilettek. A GluR2-4 AMPA receptorok a mag egész teriiletén megtalalhatdéak
(Kemmer és Vater, 2001; Korada és Schwartz, 2000; Petralia és mtsai, 1996, 2000;
Schwartz és mtsai, 2000; Wang és mtsai, 1998), azonban a GluR1 alegység el6fordulasa
csak néhany teriiletre korlatozodik (Petralia és mtsai, 2000; Schwartz és mtsai, 2000;
Zheng ¢és mtsai, 2000). Az NMDA receptorok koziil az NR1 kiterjedten fordul el6 a
magban, mig az NR2 alegységek csak bizonyos sejttipusokban mutathatok ki (Petralia
¢s mtsai, 2000). Igen fontos tény, hogy a GIuR2 alegység expresszidja a mag teriiletén
feltinéen alacsony (Petralia és mtsai, 1996; Schwartz és mtsai, 2000; Wang és mtsai,

1998), ezért jelentds Ca’" belépés valosulhat meg az AMPA receptorokon keresztiil
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glutamaterg ingeriiletatvitelkor. Ugy tiinik, hogy az akusztikus rostok altal a nucleus
cochlearis sejtjeihez szallitott informacid gyors és pontos tovabbitasanak feltétele a
gyors kinetikdju és deszenzitizaciojit AMPA receptorok miikodése. Irodalmi adatok
alapjan ismertté valt, hogy azon neuronok, melyek egyediil a hallorostoktol kapnak
bemenetet, gyors EPSP-t hoznak létre, tekintettel alacsony GIuR2 expressziojukra.
Ezzel szemben azon sejtek, melyek az akusztikus rostokon tal a parallel rostokkal is
szinaptikus kapcsolatban allnak, intenzivebb GluR2 expresszidjuk miatt lassabb EPSP-
produkalnak (Schwartz és mtsai, 2000; Gardner és mtsai, 1999).

Kiilonosen kompex képet mutat a DCN-ben talalhatdé piramis-sejtek
glutamatreceptorainak megoszlasa. A hall6ideg-rostokkal szinaptikus kapcsolatban allo
bazalis dendritfan dontéen GluR4 jelenléte igazolhatd (Rubio és Wenthold, 1999), mig
a parallel rostokat fogado apikalis dendritfan GluR2/3 (Hunter és mtsai, 1993)
mutathato ki. Ami a tobbi nem-NMDA alegységet illeti, a GLuR1-et nem expresszaljak
a piramis-sejtek, a GluR6/7 és a KA2 alegységek pedig kis mennyiségben mutathatoak
ki a DCN-ben (Petralia és mtsai, 1994, 1996). Az NMDA alegységek koziil az NR1 és
az NR2A-C jelenléte igazolddott a piramis-sejteken, mig az NR2D csak alacsony
expressziot mutatott (Sato és mtsai, 1998). Az NR2A/B heteromer receptorok mindkét
dendritfan megtalalhatdéak, kozel egyforma megoszlasban. Az NRI1 alegység
ugyanakkor egyenlétlen eloszldst mutat a piramis-sejten, csak az apikalis dendritfan
sikeriilt kimutatni jelenétét, a bazalis dendritekben nem expresszalodik (Bilak és mtsai,

1996).

1.4. CaZ-felszabadulas az intracellularis raktirakboél

A neuronok Ca’’-homeosztazisa szempontjabol fontos, bar tipusonként eltéré
jelentdségli az intracellularis Ca’'-raktarakbol torténé Ca’’-felszabadulds. Az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban talalhaté rianodinreceptorok (RyR) az
extracellularis térb8l belépd Ca®" hatdsara aktivalodnak (Ca’*-indukalt Ca*'-
felszabadulas; CICR). Az ER Ca’'-csatornainak masik tipusa a felszini membran
metabotrop receptorai (pl. mGluR1-6 glutamat-, purino-, muszkarinos kolinerg és
szerotonin receptorok) hatasara keletkezd inozitol-triszfoszfat (IP3) hatasara nyilik meg
(IP3-indukalt Ca*"-felszabadulas; IICR).

Mindkét csatornaféleség homotetramer szerkezetii, az egyes alegységek négy
transzmembran doménbdl allnak (Radermacher és mtsai, 1992; Furuichi és mtsai,
1994). A jelentds szerkezeti hasonlosag ellenére a két csatorna tulajdonsagai eltéréek.

Mig a RyR Ca®"-konduktancidja 100-150 pS (Ashley, 1989), addig az ennél kisebb
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méretli IP3-csatorna konduktanciaja joval kisebb (10-26 pS; Bezprozvanny és mtsai,
1991). A RyR ¢és az IP3 receptoroknak szamos, szdvetspecifikusan eléforduld
izoformdja létezik. A RyR1 a harantcsikolt izomban, a RyR2 a szivizomban, a RyR3
pedig az agyban fordul el6 elsdsorban. Az agyban mindhidrom izoforma jelenléte
kimutathat6, jollehet a RyR2 izoforma expresszidja a legintenzivebb (Sharp és mtsai,
1993a, 1993b). Az IP3 receptorok mindhdrom ismert izoformdja (IP3R1-3) jelen van az
agy kiilonbozd teriiletein, koziilik az IP3R1 mennyisége dominal (Furuichi és mtsai,
1994).

A RyR mikddése befolyasolhatdo tobbek kozott koffein vagy rianodin
alkalmazaséaval. A koffein 5 mmol/l-nél kisebb koncentracidoban érzékenyiti a csatornat
Ca®" irant, igy mar alacsonyabb intracellularis Ca**-koncentracié esetén aktivalodik a
RyR. 5 mmol/l-nél tobb koffein mar dnmagaban is nyitja a csatornat (Sitsapesan és
Williams, 1990), igy akar a belsd raktar teljes kitirtilése is megtorténhet. Az elsésorban
nyitott konformaci6éji csatorndhoz kotédd rianodin  kisebb  koncentracidoban
(<10 umol/l) kozbiilsé konduktanciaszinten stabilizdlja a csatornat, magasabb
koncentracioban (kb. 100 umol/l) a csatorna hasznalatfiiggd (,,use-dependent”) gatlasat
hozza létre.

A RyR ¢és az IP3 csatornak szdmos, a miikddésiiket befolydsold modulécids
hellyel is rendelkeznek (foszforilacid, adenin-nukleotid kotés), de a legjelentdsebb talan
az intracellularis Ca’'-koncentracié hatasa.  Mindkét csatorna bezarul, ha az
intracellularis Ca®*-koncentraci6 tal alacsony (<0,1 umol/l) vagy til magas (>1 pmol/l;
Bezprozvanny és mtsai, 1991). Ez a visszacsatolas igen fontos a neuronok megfeleld
Ca”*-homeosztazisa, igy optimalis funkcidja szempontjabol. Az IP3 receptorok
miikodése a luminalis oldalon talalhaté Ca**-nal is befolyasolhatd, ugyanis mig magas
luminalis Ca®*-koncentraci6 fokozza a Ca®’-felszabadulast a bels§ raktarakbol
(Oldershaw ¢és Taylor, 1993), alacsony koncentracié esetén dominal az ER Ca®'-
akkumulaciéja (Nunn és Taylor, 1992; Taylor, 1992).

Annak ellenére, hogy az ER a neuronok valamennyi részén megtalalhato
(sz6éma, dendrit, axonvégzddés), az IP3 és a RyR csatornak megoszlasa az idegsejtekben
nem egyenletes €s a kiillonbozo agyteriileteken valamint sejttipusokban is meglehetdsen
nagy variabilitdst mutat (Sharp és mtsai, 1993a, 1993b; Takei és mtsai, 1992).

Tobb szerzé6 mutatott ki Osszefiiggést a Ca’'-raktirak mobilizacioja és
neurondlis események kozott. A belso raktarak szerepe kiemelkedd az axonképzésben
(Kocsis ¢s mtsai, 1994), a neurondlis differencidcidban ¢és érésben (Holliday és mtsai,

1991), valamint a neurotranszmissziéban (Bouchard és mtsai, 2003). Szamos vizsgalat
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bizonyitotta, hogy az NMDA receptorok altal 1étrehozott sejtvalaszok kialakulasaban
(pl. LTP) jelentSs szerep harul az intracellularis Ca®'-raktarakra (Obenaus és mtsai,
1989; Harvey és Collingridge, 1992; Bortolotto, 1993), ugyanis az ER mintegy
feler6siti és megnytjtja a felszini csatornak altal létrehozott Ca**-jelet (Meldolesi,
2002). Korabbi feltételezés szerint csak az idegrendszer periférids teriiletein talalhato
neuronok rendelkeznek nyugalmi 4llapotban is Ca*"-nal toltott belsé raktarakkal,
melyek feladata a kiilonboz6 Ca®-fiiggé folyamatok aktivalisa. Ezzel szemben a
centralisan elhelyezkedé neuronok Ca*'-raktarai iiresek, szerepiik a Ca*" akkumulacioja
révén a sejtek megovasa a Ca" citotoxikus hatasatél (Shmigol és mtsai, 1994). Ezt az
elképzelést késobb Kano ¢és munkacsoportja (1995) megcafolta, kimutatva, hogy kisagyi
Purkinje sejtek esetén is kivalthato Ca*"-felszabadulas a belsé raktarakbol.

Tekintettel arra, hogy mind az expresszalt RyR és IP3 csatorndk szama, mind az
intracellularis illetve luminalis Ca®"-koncentraciok sejtenként eltéréek, nem meglepd,
hogy az ER-bol torténé Ca’'-felszabadulas jelentSs variabilitist mutat, és a kétféle
csatorna sejtenként eltér részesedést mutat a Ca’'-tranziensek kialakitisaban. A
variabilitast fokozza a csatornatipusok kozotti interakcio: az IICR eldsegiti a CICR-t,
mig a RyR-on keresztill felszabadult Ca®* a foszfolipaz-C és az IP3 receptor

érzékenyitésén keresztiil fokozza az IICR-t.

1.5. CaZ-kito fehérjék szerepe a kalcium-homeosztazisban

A neuronok aktivitasit kiséré magas intracellularis Ca®’-koncentraci6
csokkentésében szamos eltdvolitd6 mechanizmus mellett fontos szerepet kapnak a
neuronok citoplazmajaban talalhaté kalciumkoté fehérjék, melyek a Ca®" atmeneti
megkotésével pufferelik az intracellularis Ca*’-okat.  Mig ezen fehérjék egy
csoportjanak a jelenléte a szervezet legtobb sejttipusdban kimutathatd (kalmodulin, a-
aktinin, protein kindz C), a neuronok csak rajuk jellemzdé pufferfehérje-készlettel is
rendelkeznek (kalretinin, kalbindin). A kalciumkd&té fehérjék funkcidjuk szerint is
feloszthatoak két csoportra. A jol koriilirt szabalyozoé feladattal rendelkezd un. , trigger”
proteinek kiilonb6zd enzimek és ioncsatorndk miikodését modulaljak (pl. kalmodulin), a
pufferfehérjéknek ezzel szemben elsddleges feladata a neuronok aktivitasaval
parhuzamosan kialakulé intracellularis Ca®’-koncentracié valtozasok lassitisa és
csokkentése (parvalbumin, kalretinin, kalbindin). Annak ellenére, hogy ismereteink
szerint a pufferfehérjék kozvetleniil nem vesznek részt specidlis sejtfunkciok
létrehozasaban, a Ca® pufferelésével befolyasolhatnak kiilonbozé Ca®'-fiiggh

szabalyoz6 folyamatokat (Baimbridge és mtsai, 1992).
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A kalciumkdto fehérjék kozos szerkezeti sajatsaga az ,,EF hand” domén, mely
egy ugynevezett hélix-hurok-hélix szerkezetli konszenzus aminosavszekvenciat
tartalmaz (Pochet és mtsai, 1990; Heizmann és Hunziker, 1991). Az egyes proteinek
t6bb doménnel is rendelkezhetnek, igy tobb Ca®" kotésére is képesek. A neuronok
konvencionalis fehérjéi koziil a kalretinin (CR) 6t, a kalbindin (CB) négy kalciumiont
kot meg, mig a parvalbumin (PA) harom kotéhellyel rendelkezik, melyek koziil kettd
Ca®" helyett Mg®-t is kothet. Tekintettel arra, hogy a nyugalmi intracellularis Ca'-
koncentraci6 mellett a CR és CB szabad, ionmentes formaban van jelen, a Ca*'-kal
meglehetésen gyorsan Iépnek reakcioba, ha azok koncentracidja a citoszolban
megemelkedik. Ezzel szemben a PA nyugalomban Mg®"-okat kot, melyek csak
magasabb intracellularis Ca*"-koncentraci6 esetén cserélddnek ki Ca’*-ra. Ennek
eredményeként a PA joval lassabban koti meg a Ca**-t, a folyamat kinetikajat
els6sorban a Mg®" disszociacios allanddja hatarozza meg (Lee és mtsai, 2000).

Szamos neuron funkcionalis vizsgalata bizonyitotta, hogy a kotéfehérjék
jelentés pufferkapacitast képviselnek. Ennek eredményeként a sejtbe belépé Ca”
jelentds része szinte azonnal a kotéfehérjékhez kapcsolodik, mikdzben csak kis
mennyisége (mintegy 0,1-1 %) marad szabad formaban a citoplazmaban (Gorman és
Thomas, 1980; Neher és Augustine, 1992; Belan és mtsai, 1993a,b; Miiller és mtsai,
1993; Tse és mtsai, 1994). A magas pufferkapacitas mellett a proteinek meglehetdsen
alacsony affinitassal kotik a Ca®-okat (Kacr ¢s c = 0,3-0,5 pmol, Kg4pa = 0,01-0,1 pmol;
Stevens €s Rogers, 1997).

Bar a kalciumkoté fehérjék funkcidjaval kapcsolatban még szamos kérdés
megvalaszolatlan, néhany fontos tény mar ismert. A proteinek jelentds pufferolod
hatasuk révén megvédik a neuronokat a magas és/vagy hosszan tartd intracellularis
Ca’"-koncentraci6 emelkedés citotoxikus hatésatol. Erre utal az a megfigyelés,
miszerint az intracellularis pufferkapacitis ndvelése esetén a nyugalmi [Ca®’]; nem
valtozik meg, de csokken a depolarizacio hatasara kialakulo Ca*'-tranziens nagysaga, a
felszallo szar meredeksége és megvaltozik a leszallo szar kinetikdja (Chard és mtsai,
1993). A pufferfehérjék a neuronok miikddését ugy is befolydsoljak, hogy
megvaltoztatjak az akcids potencial idStartamat, a Ca**-fiiggé K'-aram csokkentésével
eldsegitik a neuronok tiizelését (Baimbridge és mtsai, 1992), illetve a fesziiltségfiiggd
Ca’"-csatorna  Ca’'-fiiggé inaktivaciojanak csokkentésével fokozzak a  sejt
ingerlékenységét (Kohr és mtsai, 1991; Hillman és mtsai, 1991). Tekintettel arra, hogy
az intracellularis tér jelentés pufferkapacitasa miatt a Ca®'citoszolikus diffuzioja

meglehetSsen lelassul, lokalis Ca*"-valaszok alakulhatnak ki az intracellularis térben,
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aminek kifejezett jelentOsége lehet transzmitter felszabadulds soran.  Szintén a
kalciumko6td proteinek pufferold képeségével €s alacsony affinitdsaval magyardzhato,
hogy az intracellularis térben a szabad Ca*"-koncentracié koncentrikus korben, kiviilré]
befelé csokkenést mutat, azaz a legmagasabb (umol/l-es nagysagrendii) Ca’'-
koncentraciot kozvetleniil a plazmamembran alatt mérhetjiik (Augustine és Neher,
1992).

A pufferfehérjék sejten beliili eloszldsara vonatkozo adatok ellentmondésosak.
Tobb tanulmany szerint azok a citoplazmaban diffiz médon helyezkednek el, mas
(elektronmikroszkdpos) vizsgalat soran az deriilt ki, hogy elsésorban az idegvégzddések
apikalis részére lokalizalodnak, mikrovezikuldkhoz ¢és a mitokondrium kiilsé
membranjadhoz asszocidlédva (Dechesne és mtsa, 1991). Hack és munkatérsai (2000)
csirke nucleus magnocelluldris sejtekben kozvetleniil a plazmalemma alatt mutattak ki a
CR-t, melynek lokalizacidja szembetiinéen valtozott az életkorral.

Szamos munkacsoport vizsgalta a pufferfehérjék expresszidjat a kozponti
idegrendszer kiilonbozo teriiletein (Baimbridge €s mtsai, 1992; Hirsch és Oertel, 1988)
¢s koziiliik néhanyan jelentds hasonlosagokat fedeztek fel a kiilonb6zd neuronféleségek
pufferfehérje mintazata kozott, ami kozos fejlodési eredetet vagy funkcionalis
kapcsolatot tételez fel (Baimbridge ¢s mtsai, 1992). A kisagy, az agykéreg ¢és a
hippocampus teriiletén a pufferfehérjck és a GABA-termeld sejtek szisztematikus
kolokalizacidja mutathatd ki, sdt, az egyes proteinek csak a GABAerg sejtek jol
elkiilonithetd populacidiban expresszalodnak (Celio, 1986, 1990; Rogers, 1992). Ezek
a megfigyelések a kalciumkotd fehérjék és egyes neuronmiikodések kapcsolatat
sugalljak. Ezzel szemben mas adatok azt mutattak, hogy a kalciumkstd fehérjék nagyon
valtozd expressziés mintdzatot mutathatnak a kiilonb6zé neuronféleségek esetén, és
nincs Osszefliggés a sejtek pufferfehérje tartalma valamint funkcidja kozott (Vater és
Braun, 1994). Igaz, a CR és a CB szerkezete kozott megfigyelheté mintegy 58%-o0s
homologia feltételezi a két fehérje hasonld funkciojat és azt, hogy egymast

helyettesithetik (D’Orlando és mtsai, 2001).

+ 7 vy r . . vy rry_ s 3r 1
1.6. CaX-eltavolité mechanizmusok jelentosége a neuronok miikodésében

A neuronok Ca®"-homeosztazisanak hosszutavi fenntartasaban is fontosak azok
a mechanizmusok, melyek az intracellularis térbdl eltavolitjadk a sejtaktivitds kapcsan
bekeriild Ca*"-okat. Ez részben az extracellularis tér irdnyaba valosulhat meg, ebben a
plazmamembran Ca*"-pumpaja (PMCA), illetve Na"/Ca®" cseremechanizmusa jatszik

szerepet. Masrészt a Ca®’ eltavolitisa torténhet az ER-ba és a mitokondriumokba
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torténd felvétel révén. Az idegsejtekben az egyes mechanizmusok részaranya
meglehetésen nagy valtozatossagot mutat, sOt, ugyanazon sejt esetén is a kialakuld
Ca*"-vélasz nagysaga befolyasolja a Ca®-eltavolité mechanizmusok miikddését és
részesedését (Fierro és mtsai, 1998).

A sejtmembranban taldlhatd, Schatzmann éltal (1966) leirt Ca®"-pumpa abba a
P-tipusu ATP-4z csaladba tartozik, mely a szervezet legtobb sejttipusaban megtalalhato.
A szadmos izoformaban el6forduld pumpa tomege meglehetésen nagy (135 kDa , kb.
1200 aminosav), 10 transzmembran domént tartalmaz (Carafoli, 1992). A PMCA
miikddésének szabalyozasdban jelentés szerepe van a Ca’-kalmodulin komplexnek,
mely az intracellularis C-termindlis részben talalhat6 regulatorikus helyhez kotddve
fokozza a Ca®" transzportsebességét. A PMCA alacsony [Ca®']; esetén aktivalodik, igy
a sejttevékenység soran megemelkedd citoszolikus Ca*"-koncentracioval parhuzamosan
az eltavolitd folyamat is elkezdddhet. Irodalmi adatok alapjan tgy tiinik, hogy a
citoplazmaba bejutd Ca®" kozel 30 %-a rogton a bejutds utdn visszakeriil az
extracellularis térbe (Tepikin és mtsai, 1991, 1994). Tekintettel arra, hogy a PMCA
meglehetdsen gyors kinetikat mutat, hatékonyan moédosithatja a neuronok miikddése
kapcsan kialakulo Ca®'-tranziensek amplitidojat és idSviszonyait. Ezt a hatést
leginkdbb a gatlészereinek (pl. LaCls) jelenlétében megfigyelt valtozasokbol Ilehet
megbecsiilni.  Szenzoros neuronon végzett kisérletek soran La’" alkalmazasakor a
tranziensek leszalld szara jelent6sen modosult, amennyiben a gatloszer jelenlétében
fennmarado platofazis alakult ki. Ha a PMCA mellett az ER Ca®"-pumpéjat is gatoltak,
szinte teljesen eltiint a Ca**-tranziens leszallo szara, ami a két pumpa egyiittes szerepére
hivja fel a figyelmet (Kostyuk és mtsai, 1989; Usachev és mtsai, 1993).

A Na'/Ca®'-cseremechanizmus alapvetd sajatsiga a citoplazmatikus Ca*"
elektrokémiai gradienssel szemben torténd transzportja az extracellularis térbe, amit a
Na-ionok elektrokémiai gradiensnek megfeleld mozgésa tesz lehetové. Leirtak azonban
a folyamat bizonyos kémiai anyagok hatasara bekdvetkezd megfordulasat is, amikor a
glutamat hatasara megemelkedé intracellularis Na'-koncentracié eredményeként befelé
iranyul a Ca®"-transzport (Kiedrowski és mtsai, 1994). Jollehet a transzportfehérje
szamos szdvetben eléfordul, leggyakrabban szivizombol izolaltak. Jellegzetessége a kb.
1000 aminosavbol all6 és 11 transzmembran domént tartalmazd szerkezet (Nicoll €s
mtsai, 1990). A transzport elsd 1épéseként egy Ca™" a fehérje citoplazmatikus felszinén
talalhatd nagy affinitdsti helyhez kotddik, ahonnan, a protein konformacidvaltozasat
kovetben, az extracellularis oldalon levalik. Ekkor 3 Na' kapcsolodik ugyanehhez a

régiohoz, melyek egy ujabb konformaciovaltozast kovetden a sejtbe transzportalodnak.
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A sejtbe bejutott extra pozitiv toltés miatt a cseremechanizmus elektrogén természetérol
szokas besz¢lni.

Kevés informacid all rendelkezésre arrdl, hogy mi a szerepe neuronokban a
Na'/Ca®'-cseremechanizmusnak a  nyugalmi intracellularis ~ Ca®*-koncentracio
biztositdsaban és  sejtaktivitast kovetben citoplazmatikus  Ca®’-koncentracio
csokkentésében. A kisszamu adat alapjan azonban ugy tlinik, hogy a periférids és a
centralis neuronokban a Na'/Ca®"-antiport jelentésége eltéré. Tobb munkacsoport
kimutatta, hogy a periférids neuronok nem expresszaljadk membranjukban a fehérjét
(Thayer és Miller, 1990; Benham és mtsai, 1992; Shmigol ¢és mtsai, 1995), mig a
centralis idegsejtekben a cseremechanizmus gatlasa jelentds neurotoxicitas kialakulasat
eredményezi glutamat alkalmazésa kapcsan (Andreeva és mtsai, 1991). Mivel nyugalmi
[Ca®"]; esetén az antiport transzportsebessége rendkiviil alacsony, Ca®'-eltavolito
szerepe csak magas citoplazmatikus Ca*"-koncentracié esetén figyelhet$ meg.

Az ER membranjaban talalhato Ca*"-pumpa (SERCA) legtobb sejtben a PMCA-
val egylitt expresszalodik. Annak ellenére, hogy a SERCA ¢és a PMCA pumpék
egyarant a P-tipust Ca®" ATP-az csaladba tartoznak, szerkezetiik és miikodésiik nem
teljesen azonos. A SERCA pumpa is 10 transzmembran doménbdl all, melyek koziil az
M4, M6 és M9 szakasz kitiintetett jelentdségii a Ca®'-transzportban (Clarke és msai,
1989). Harom altipusa ismert, melyek koziil a SERCA1 elsddlegesen harantcsikolt
izomban fordul eld, a SERCA2 szamos szdvetben megtaldlhatd, mig a SERCA3
megoszlasa kevésbé ismert. A pumpa két Ca*-ion transzportjat végzi egyszerre,
melyek a citoplazmatikus felszinen elhelyezkeddé nagy affinitdsu kotOhelyekhez
kotédnek. A pumpa ATP-fiiggd foszforilacidja €és a kovetkezményesen kialakulod
konformaciovaltozasa eredményeképpen a Ca®* a luminélis oldalra helyezédik at, majd
levalik az alacsony affinitasva valt kotOhelyrdl. A folyamat végén az alacsony
affinitdst  hely H'-t kot, majd a pumpa defoszforilalodik és  ajboli
konforméacidvaltozassal visszarendezddik a kiindulasi allapotba.

2+ . .
azonban kozvetlenil

A SERCA pumpa kalmodulin inszenzitiv, a Ca
befolyasolja a pumpa milkodését: magas citoplazmatikus [Ca®'] fokozza a Ca**
transzportjat az ER-ba, mig magas luminalis Ca*" tartalom gétolja a pumpa mitkodését.
A SERCA pumpa hatasosan ¢és szelektiven gatolhatd tapszigarginnal (TG; nmol/l-es
koncentracidban; Thastrup és mtsai, 1990) és ciklopiazonsavval (CPA; pmol/l-es
koncentracioban; Seidler és mtsai, 1989).

Annak ellenére, hogy az idegsejtek SERCA pumpa tartalma nem kérdéses,

. v J4 J4 7o + r oz
jelentdsen megoszlanak a vélemények annak szerepér6l a  Ca’ -eltavolitd
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folyamatokban. Shmigol és munkatarsai (1994) egér hats6 gyoki ganglionokbol
izolaltak neuronokat, és a sejtek Ca’’-valaszainak kinetikdjat elemezve két
sejtpopulaciot talltak. Az un. kis sejtek altal létrehozott Ca*"-tranziensek leszall szara
minden esetben lassu kinetikat mutatott és TG jelenlétére nem reagalt. A nagy sejtek
tranziensei ezzel szemben gyorsabb kinetikdjuak voltak és TG hatdsara jelentdsen
lassult leszalld szaruk. Ezen eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a SERCA pumpa
szerepe a Ca’’-valaszok kinetikdjanak meghatarozasaban csak bizonyos idegsejt-
féleségek esetén jelentds. Tekintettel arra, hogy a pumpa, nagy Ca” -affinitisa
kovetkeztében, mar alacsony [Ca®]; esetén is aktivalodik, kiemelkedé jelentésége van a
nyugalmi intracellularis Ca®"-koncentracio kialakitasaban.

A mitokondriumok  szerepe az intracellularis  Ca’*’-homeosztazis
szabalyozasaban régota ismert. Kezdetben feltételezték, hogy a mitokondriumok
funkcidja egyszerlien az intracellularis Ca*" felvétele és raktarozasa.  Késébb
kimutattak, hogy a mitokondrialis Ca*"-transzporterek affinitasa sokkal kisebb annal,
semhogy a nyugalmi vagy a stimulacid soran megemelkedett citoszolikus Ca®'-
koncentraci6d esetén jelentOsen aktivalodjanak. Napjainkra nyilvdnvaldéva valt, hogy
més lehetSségek is vannak a Ca”" eltavolitasara és raktarozasara (lasd fent), ugyanakkor
a mitokondrialis Ca®’-felvétel a mitokondrialis matrix enzimeinek szabalyozéasaval
hozzajarul a sejt energiaforgalménak beallitdisdhoz. Emellett a mitokondriumokat
tovabbra is a citoszolikus Ca”*’-koncentraci6 valtozasok idébeli és térbeli
szabalyozoiként lehet tekinteni (Brini, 2003).

A Ca® a kiilsé mitokondrialis membranon az tn. VDAC (voltage dependent
anion channel) Gtvonalon jut keresztiil, ami mas ionok €s kisméretli molekulak atjutasat
is lehetévé teszi. A Ca™" atjutasat a csatornan keresztiil feltételezhetSen az IPs-receptor
szabalyozza (Hajnoczky és mtsai, 2002). A bels mitokondrialis membranon a Ca®'-
okat egy szelektiv uniporter juttatja keresztiil, a hajtoeré a bels6 membran két oldala
kozti, -180 mV koriili potencidlkiilonbség. Az uniportert a ruténiumvorods, divalens
kationok (Sr**, Mn®", Ba®") és lantanidak gatoljak, utobbiakat az uniporter szintén képes
szallitani (Brini, 2003).

A mitokondriumokban Ca®'-eltavolitd mechanizmusok is miikddnek, ezek a
H'/Ca®" illetve Na'/Ca®" antiport. Az elébbi alacsony Ca”’-koncentracional telitédik,
igy kevéssé effektiv, mig a Na'/Ca®™ antiport jelentésebb szereppel bir a Ca’'-
forgalomban. Utobbi gatldszereként a Sr2+, Ba2+, Mg2+, Mn2+, valamint egyes,
gyogyszerként is alkalmazott molekuldk (amilorid, diltiazem, clonazepam, CGP37157)

emlithetoek.
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A felsorolt mitokondridlis transzportmechanizmusok mellett Gjabban keriilt a
figyelem kozéppontjadba egy nem szelektiv, nagy vezetdképességli csatorna, az
ugynevezett PTP (permeability transition pore), amely az apoptdzis korai szakaszaban
aktivalodva a mitokondriumok duzzadasat, a kiils6 membranjuk repedését és igy
caspase kofaktorok, (pl. citokrém-c) citoplazmaba keriilését idézi eld (Brini, 2003).

A mitokondriumok hatékony és gyors Ca®’-felvétele elhelyezkedésiikkel
magyarazhatd. Azon mitokondriumokban ugyanis, amelyek a Ca**-felszabadulas (vagy
a Ca”"-belépés) helyszineihez —azaz az ER-hoz és a sejtfelszini Ca*"-csatornakhoz -
kozel helyezkednek el, a lokalisan kialakulo magas Ca®’-koncentracié miatt az
uniporterek hatékonyan tudnak miitkodni. Ezt tamasztja ald az a megfigyelés, hogy az
ER ¢és a mitochondriumok felszinének 5%-a szoros kapcsolatban van egymaéssal
(Rizzuto és mtsai, 1998). Montero ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy kromaffin
sejtekben a mitokondriumok két csoportra oszlanak: a magas citoszolikus
koncentraciohoz kozel talalhatok jelentds szerepet jatszanak a Ca®* felvételében, a tavol
levék nem vesznek fel Ca*"-okat (Montero és mtsai, 2000).

A mitokondriumok Ca®"-homeosztazisban jatszott legfontosabb szerepe
valosziniileg az intracellularis Ca®’-szint valtozasainak térbeli és idébeli szabalyozéasa.
A mitokondriumok képesek arra, hogy a révid, nagy intenzitasu Ca’’-jelet idében
elhizodobba ¢€s kisebb amplitudojuva tegyék (lasd Friel, 2000). Erre utal példaul az a
megallapitds, hogy astrocytdkban és szivizomsejtekben az intracellularis raktarakbol
felszabadul6 Ca*" mitokondrialis depolarizaciot és Ca*'-felvételt eredményezett
(Duchen és mtsai, 1998, Jacobson és mtsai, 1998). Egyes, polarizalt sejtekben az
intracellularis Ca*"-megoszlas szabalyozasaban is szerepet kapnak a mitokondriumok.
Pancreas acinaris sejtekben példdul a granularis régiot koriilvevé mitokondriumok
megakadalyozzak a Ca®" -koncetracié novekedés terjedését a szekretoros polustol a
basolateralis régi6 felé (Tinel és mtsai, 1999).

A Ca®" és a mitokondriumok kapcsolatara vonatkoz6 érdekes 0j adat szerint az
intracellularis ~ Ca*'-koncentracié  valtozasa  piramis-sejtekben ~ modositja a
mitokondriumok mikrotubulusok mentén megfigyelhetd mozgasat: a nyugalmi Ca®'-
koncentraci6 esetén maximalis motilitast lehetett megfigyelni, mig 1-2 umol/l-es

koncentracional a mitokondriumok mozgasa megsziint (Y1 €s mtsai, 2004).
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1.7. Munkacsoportunk korabbi, a disszertacio anyagat megalapozo eredményei

A disszertacidban bemutatott kisérleteket alapoztdk meg munkacsoportunk
korabbi munkai, amelyek a nucleus cochlearis piramis-sejtjeinek felszinén talalhato
feszilltségfiiggd Ca’'-csatorndk funkciojanak megismerését céloztak. Izolalt sejteken
igazoltuk, hogy e neuronok LVA és HVA (L-, N-, P/Q-tipust1) csatorndkat egyarant
expresszalnak (Harasztosi ¢és mtsai, 1999, 2001). Vizsgaltuk az egyes csatorna
altipusok szerepét az intracellularis Ca®"-koncentracié befolyasolasiban (Harasztosi és
mtsai, 2001; Rusznak és mtsai, 2000, 2001). A K+-dep01arizéci(') hatasara 1étrejott
intracellularis Ca*'-tranziensek kialakitdsaban valamennyi Ca®’-csatorna részt vesz
ugyan, de az N-tipust csatorna miikodése a meghatarozo. Adataink szerint a piramis-
sejtek nyugalmi intracellularis Ca®"-koncentraciéja alacsony, a kivaltott Ca®'-
tranziensek pedig minden esetben gyors kinetikdju fel- és leszalld szarral rendelkeztek.
A piramis-neuron koffein-szenzitiv Ca’'-raktdrai nyugalomban iiresnek tiintek, a

depolarizacio hatasara azonban feltoltodtek Ca-ionokkal.

1.8. Célkitiizések

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

1. Extracellularisan alkalmazott glutamat hatisara kialakuld citoplazmatikus
Ca’'-tranziensek sajatsigainak vizsgalata a nucleus cochlearis dorsalis részébdl
enzimatikusan izolalt piramis-neuronokon. Az NMDA és AMPA receptorok valamint a
fesziiltségfiiggd Ca’'-csatornak szerepe a tranziensek létrejottében. A K és a glutamat
hatésara kialakulo Ca*-tranziensek sajatsagainak dsszehasonlitasa.

2. A nucleus cochlearis projekcidés neuronjaiban a Ca®"-puffer fehérjék
(kalbindin, kalretinin és parvalbumin) jelenlétének ¢és megoszlasanak vizsgalata
uszoszeleteken, immunhisztokémiai  moddszerekkel. Az egyes fehérjék
kolokalizacidjanak vizsgélata kettés immunjeldléssel.

3. A citoplazmatikus Ca*"-eltavolit6  mechanizmusok jelentdségének
tanulmanyozéasa izolalt piramis-sejteken. Specialis blokkoldszerek alkalmazéasaval a
sejtmembranban talalhat6 PMCA és Na'/Ca®"-cseremechanizmus, illetve az ER-ban
levé SERCA pumpa szerepének kimutatisa a citoplazmatikus Ca®'-szint

csOkkentésében.
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2. ESZKOZOK ES MODSZEREK

2.1. Kisérleti allatok, a preparalas fobb 1épései

A kisérletekhez Wistar patkanyokat hasznaltunk (Rusznak és mtsai, 2001). A
nucleus cochlearis preparalasat kb. -2°C-os, csokkentett Na'-koncentracidju
mesterséges cerebrospinalis folyadékban (tovabbiakban aCSF) végeztik (az oldat
Osszetételét 1asd az 1. tablazatban). Az allat dekapitaciojat kovetden sagittalis metszést
ejtettiink a fejboron, valamint a nyaki csonkon maradt izomzaton. Ezt kdvetden
atmetszettlik a cranialis nyakcsigolyak csigolyaivét, majd a koponyan egy sagittalis és
egy, a két orbitat 6sszekotd, coronalis iranyld metszést ejtettiink. A koponytetdt ezen
vagasok utan eltavolitottuk. A bulbus olfactoriusok, valamint az erek és agyidegek
(koztiik a legmarkansabb nervus trigeminus) atmetszése utan az agyat kibuktattuk. Ezt
kovetden a nagyagyat levalasztottuk az agytorzsrél, majd preparalomikroszkop alatt az
arachnoideat és a plexus chorioideust eltavolitottuk. Ekkor a kisagy megemelésével

lathatéva valt a nucleus cochlearis, ami viszonylag konnyen azonosithaté a

kornyezetébdl kissé kidomborodé konnycsepp alakja alapjan.

. y e 2+ y er r o r
2.2. Az intracellularis Ca=—-koncentraciéo mérése

2.2.1. Neuronok enzimatikus izolalasa

A kisérletekhez 6-11 napos patkdnyokat hasznaltunk. A megtisztitott
agytorzsrdl a nucleus cochlearist csipesz segitségével lefejtettiik, majd kb. felénél
torténd harantmetszéssel elkiilonitettiik a ventralis és a dorsalis részeket, lehetové téve a
DCN-ben taldlhaté piramis-neuronok konnyebb izolalasat.

A DCN-t tartalmazo6 szdvetdarabot ezutan 31°C-ra melegitett, 95 % O,-t és 5 %

CO,-ot tartalmazé gazkeverékkel folyamatosan buborékoltatott, immar szokasos Na'-

cre

(40 perc). Az enzimhatast 1 g/l koncentracioji, normal aCSF-ben oldott tripszin
inhibitor (type I-S) segitségével allitottuk le (1-2 perc). Az immar elkocsonyasodott
szovetdarabkat polirozott végli Pasteur-pipettaval végzett igen Ovatos mechanikai
trituracio segitségével diszpergaltuk HEPES-pufferelt aCSF-ben (0sszetételét lasd az 1.
tablazatban).
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1. tablazat
A kisérletekben alkalmazott oldatok

Normal Alacsony HEPES HEPES
aCSF Na'- pufferelt | pufferelt B
tartalmu aCSF oldat
aCSF (extracellu-
laris oldat)
pH 7,2 7,2 7,2 7,2
Ozmolaritas 330 330 330 330
(mOsm/1)
Vegyszer Koncentracié mmol/l-ben
NaCl 125 %) 135 100
KCl1 2,5 2,5 3 3
NaH,PO, 1,25 1,25 %) %)
NaHCO; 26 26 %) %)
CaCl, 2 2 2 5
MgCl, 1 1 1 1
Mioinozitol 3 3 %) %}
Aszkorbinsav 0,5 0,5 (%) %)
Na-piruvat 2 2 & (%)}
Glikoz 10 10 10 10
Szachar6z %) 250 45 60
HEPES %) %) 10 10

Az oldatok ozmolaritasat rendszeresen ellendriztiik (Automatic Osmometer,
Knauer, Germany) és a tablazatban feltiintetett értéken tartottuk sziikség

esetén szachardz hozzaadasaval. Az oldatok pH-jat 7,4-re allitottuk be.

2.2.2. Az izolalt sejtek el6készitése az [Ca®*]; mérésére

Az izolalt neuronokat tartalmazo sejtszuszpenziot feddlemezre cseppentettiik,
majd 30 perces iilepitést kdvetden az inkubald oldatot 10 % loszérumot tartalmazo
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) tapfolyadékra cseréltiik. A sejteket ebben
az oldatban pihentettiik mintegy 3-4 6ran keresztiil 37°C-on, 5 % CO; jelenlétében. A
mérés kezdete el6tt 30 perccel 3umol/l Fura-2 Ca®’-indikator festéket (észterifikalt
forma) adtunk az inkubald oldathoz (Fura-2-AM; TEFLABS, Austin, USA). Az
inkubalas végeztével az extracellularis oldatot HEPES-pufferelt aCSF-oldatra cseréltiik
(HEPES-B; 0sszetételét 1asd az 1. tdblazatban).
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2.2.3. Az [Ca®]; mérése

Az [Ca’]; mérés Deltascan-1 (Photon Technology International, New
Brunswick, USA) rendszeren, szobahomérsékleten tortént. A Fura-2 festéket
xenonlampa fényébdl monokromatorok segitségével eldallitott, 340 ¢és 380 nm
hullamhosszisagt monokromatikus fénnyel felvaltva gerjesztettiik; a festék altal
kibocsatott fényt pedig 510 nm-en regisztraltuk. A mérések soran a mintavételezés
frekvencigja 50 Hz volt. A két gerjesztdé hulldmhosszon kapott emisszos
intenzitasokbol a sejt mellett mérhetd, Un. hattérintenzitast kivontuk, majd a 340 és 380
nm-es gerjesztd hullamhosszak esetén mért fényintenzitdsok hanyadosat képeztik az
OSCAR nevii szamitdégépes program alkalmazasaval (Photon Technology International,

New Brunswick, USA). A valds [Ca®"]i-t az alabbi képlet alkalmazéasaval szdmitottuk:
[Ca®']i =Kp * [R-Rumin/Runax-R] (1)

ahol R a mérések sordn a fényintenzitasokbdl szadmitott hanyados, Rmin a 0
extracellularis Ca**-koncentracié esetén szamitott hanyados, Rua, a festék szaturacidjat
biztosan el6idéz6 Ca®-koncentracié mellett szamitott hanyados, Kp pedig a festék un.
funkcionalis disszocidcios konstansa. Az Rpax, Rmin €s Kp értékek meghatdrozasat
kalibracios mérésekben végeztiik el.

A mért eredmények analizise sordn csak azokat a sejteket vettiik figyelembe,

amelyek intracellularis Ca**-koncentracidja 30 nmol/l alatt volt.

2.2.4. Az alkalmazott kémiai anyagok osszetétele

A Ca”"-tranzienseket a kisérletek egy részében az extracellularis K'-
koncentracié 20 vagy 50 mmol/l-ra emelésével valtottunk ki. Az emelt K'-
torzsoldat megfeleld mennyiségét, mikézben a szacharoztartalmat csokkentettiik az
ozmolaritas allando szinten tartdsa érdekében. Glutamat-indukalt kalcium tranzienseket
glutamat (L-glutamat Na'-s6ja) megfeleld koncentracidinak alkalmazasaval valtottunk
ki, az oldatokat minden kisérlet eldtt frissen készitettiink egy mélyhiitott, 1mol/l-es
glutamat torzsbol HEPES-B oldat felhasznalasaval. A sejteket a mérés soran
folyamatosan perfundaltuk a HEPES-B-oldattal, a tobbi oldatot egy gyors cserét
biztosito, gravitacids elven miikodé mikroperfuzios rendszer segitségével juttattuk a

sejtek kornyezetébe.
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A Ca”eltavolitd mechanizmusok vizsgilata soran a Na'/Ca® -csere
jelentdségének a felderitése érdekében az extracellularis oldat Na'-koncentraciéjat 30
vagy 0 mmol/l-re csdkkentettiik, Li" vagy szachardz alkalmazasaval. A LaCls-ot (3
mmol/l) tartalmu oldatot kozvetleniil a kisérletek elétt, egy mélyhiitétt, 1 mol/l-es
torzsoldat segitségével allitottuk eld. A tapszigargint (TG) DMSO-ban oldottuk,
500 umol/l-es torzsoldatot készitetve. Mivel a TG alkalmazott koncentracidja 50 nmol/l
volt, az oldat egyuttal 0,01%-0s DMSO-t is tartalmazott. A ciklopiazonsav (CPA)
alkalmazéasa ugyancsak DMSO torzsoldatbol tortént (3 mmol/l). A CPA éltalunk
alkalmazott koncentracidja 3 pmol/l volt, ez egyuttal 0,1% DMSO jelenlétét okozta.

A piramis-sejtek glutaméatreceptorainak tanulmanyozasa sordn szamos gatloszert
¢s oldatot alkalmaztunk. Mig az AP5 (50 mmol/l) és a glicin (100 mmol/l) térzsoldat
elkészitéséhez desztillalt vizet alkalmaztunk, a CNQX (20 mmol/l) és az NBQX
(1 mmol/l) oldasa DMSO-ban tortént. Valamennyi torzsoldatot mélyhiitében taroltuk, a
végleges higitdsok kozvetleniil a kisérletek megkezdése elott torténtek (APS, CNQX:
100 pmol/I; NBQX: 10 umol/l; glicin: 50 pmol/I). A mérések soran tehat a CNQX
adasakor 0,5 %-o0s, mig az NBQX alkalmazasakor 1 %-os DMSO kezelés is tortént.
Annak érdekében, hogy a DMSO esetleges hatdsait megitélhessiik, kontroll kisérleteket
végeztiink. Megallapitottuk, hogy a DMSO egyik fenti koncentraciéban sem fejtett ki
hatast a Ca*"-tranziensekre.

A kisérletekben alkalmazott Na'-mentes extracellularis oldatban a NaCl-ot
szachardz helyettesitette, azonban a megfeleld pH beallitdisahoz hasznalt NaOH ¢és a
kisérletekben alkalmazott Na-glutamit miatt ez az oldat kb. 10 mmol/l Na'-t
tartalmazott, ezért helyesebb ,,az alacsony Na -tartalmu oldat” elnevezés. A csokkentett
Ca*"-tartalmi extracellularis oldat Ca*"-koncentraciéjat 1 mmol/l EGTA jelenlétében
10 pmol/I-nek szamitottuk. A csokkentett Mg*'-tartalmt HEPES-B oldatban 1 mmol/l
helyett 20 umol/l MgCl, volt jelen. A méréseink soran 200 umol/l-es
végkoncentracioban alkalmazott CdCl,-t a kisérletek eldtt frissen készitettiik,

mélyhiitétt 100 mmol/l-es vizes térzsoldatbol.

2.2.5. Az alkalmazott statisztikai probak

A dozis-hatas adatok és a kivaltott Ca*'-tranziensek leszalld szaranak illesztését
a Microcal Origin 6.0 nevili program alkalmazasaval végeztiik. A dolgozatban szerepld
valamennyi adat atlag + S.E.M. formdaban szerepel. A statisztikai szignifikanciat a
Student-féle t-proba megfeleld valtozatainak alkalmazéasaval hataroztuk meg. Az egyes

szignifikanciaszintek teljesiilését a disszertacio abrain jeloltiik.
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2.3. Immunhisztokémia

A kisérletek soran 30 napos Wistar patkanyok nucleus cochlearisabol
készitettiink uszoszeleteket. A kalciumkotd fehérjék kolokalizacidjanak vizsgalata

céljabol kettds jeloléseket végeztiink.

2. tablazat
Az alkalmazott elsddleges ¢s masodlagos antitest-kombinaciok és higitasok

Elsédleges antitest Masodlagos antitest

Piramis-sejt, Purkinje-szerii sejt, Bushy-neuronok, Octopus-sejt

Poliklonalis kecske anti-calbindin IgG | Nyulban termelt kecske-ellenes FITC-

(1:500)" konjugalt IgG (1:500)°
Monoklonalis egér anti-parvalbumin | Majomban termelt egér-ellenes Alexa
IgG (1:10,000)° Fluor® 555-konjugalt IgG (1:1,000)°

Bushy-neuronok

Poliklondlis nyul anti-calretinin IgG | Kecskében termelt nyul-ellenes Texas

(1:2,000)° Red-konjugalt IgG (1:500)
Monoklonalis egér anti-parvalbumin | Loban  termelt egér-ellenes FITC-
IgG (1:10,000)° konjugalt IgG (1:500)°

Octopus-sejt

Poliklondlis kecske anti-calbindin IgG | Csirkében termelt kecske-ellenes Texas
(1:500)' Red-konjugalt IgG (1:500)"

Poliklonalis nyul anti-calretinin IgG | Sertésben termelt nyul-ellenes FITC-
(1:2,000)° conjugated I1gG (1 :500)*

'Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA); *Vector Laboratories Inc. (Burlingame, CA,
USA); *Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); “DAKO (Glostrup, Denmark); *Molecular Probes Inc.
(Eugene, Oregon, USA)

A kipreparalt agytorzset mediansagittalisan megfeleztik, de a nucleus
cochlearist nem valasztottuk le az agytorzsr6l. Miutan a mag kornyékét megtisztitottuk
az agyhartya maradvanyaitol, a fél agytorzset 4 %-os paraformaldehidben fixaltuk
(4 °C, 4 6ra), majd haromszor 10 percig mostuk 0,1 mol/l-es foszfatpufferben (PB;
0,1 mol/l Na,HPO4 x 2H,0O, 0,1 mol/l NaH,PO, x H,O; pH=7,4; [Reanal Rt.,
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Budapest]). Ezt kovetéen vibratom segitségével (Campden Instruments,
Loughborough, UK) 60 um vastag szagittdlis szeleteket készitettiink a nucleus
cochlearisbol, melyeket PB-ben (10 perc), majd Tris-pufferelt sdoldatban mostuk (TBS;
8 mmol/l Tris-base [Invitrogen, California, USA], 42 mmol/l Trizma HCI, 150 mmol/l
NaCl; pH=7,4; 3 x 10 perc). Az aspecifikus kotohelyeket 10 % normal 16szérummal
blokkoltuk (1 6ra, szobahdmeérséklet), mely 0,1 % Triton-X-100 tartalmtt TBS-ben volt
oldva. Ezt kdvetden a primer antitestekkel inkubaltuk a szeleteket egy éjszakan at,
szobahOmérsékleten. Az alkalmazott antitest-kombinaciokat és a higitasokat a 2.
tablazat mutatja be.

A masodik napon, miutan a szoveteket TBS-ben mostuk (3 x 10 perc), a
fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos antitesttel torténd inkubacié kovetkezett (3
ora, szobahdmérséklet, lasd a 2. tdblazatot). Végiil a szeleteket ismételten TBS-ben
mostuk (3 x 10 perc), majd a sejtmagok jelolése érdekében DAPI tartalmu Vectashield
fedéanyaggal (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) fedtiik le dket.

Vizsgalataink soran kontroll kisérleteket is végeztink. A CB specifikus
reakcidjanak ellendrzésére a primer antitestet annak specifikus blokkolopeptidével
inkubaltuk egyitt (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). Tekintettel
arra, hogy CR ¢és PA esetén blokkolopeptid kereskedelmi forgalomban nem elérhetd,

ebben az esetben a kontroll vizsgalatokat a primer antitest elhagyéasaval hajtottuk végre.

2.4. Retrograd jelolés

A nucleus cochlearis projekcidos neuronjainak retrograd jeldléséhez az
irodalombdl ismert (Li. és mtarsai, 1997; Necker és mtarsai, 2001) fluoreszcens
jeldléanyagot, a tetrametilrhodamin-konjugalt dextrant alkalmaztuk
(ms = 3000; Molecular Probes Inc., Oregon, USA). Annak érdekében, hogy az axondlis
kapcsolatok megtartottak maradjanak, a magot nem valasztottuk le az agytorzsrdl és az
agytorzset sem feleztilk meg. Tekintettel arra, hogy a nucleus cochlearisbol kilépd
projekcids neuronok axonjai az agytdrzs felszini rétegeiben haladnak tovabb, egy finom
tl segitségével ejtett felszini karcolassal ezen axonok konnyen atvaghatoak voltak. Az
ejtett vagasba a jelold molekulakat ugyanezen tii segitségével juttattuk be. Piramis-
sejtek jelolése esetén az agytorzset a DCN dorzomedialis részén, a dorsalis acusticus
stria teriiletén karcoltuk meg. A VCN-ben taldlhatd sphericalis bushy-sejtek jelolése
esetén az agytorzset a VCN eliilsd részétdl rostralisan sértettiik, mig a jeloldanyagnak a
VCN caudalis részébe torténd juttatasaval a VCN globularis bushy-sejtjeinek jelolését

valositottuk meg.
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A jelolést kovetden az agytorzset aCSF-ben (lasd 1. tablazat) inkubaltuk
sotétben, 95 % 0O, /5 % CO, jelenlétében (8 6ra, szobahdmérséklet), majd a szdvetet
4 %-os paraformaldehidbe helyeztiik 12 6rara. PB-ben tortént hdrom mosés utan 50 um
vastag szagittalis szeleteket készitettiink a jeloléssel ipszilateralis nucleus cochlearisbol.
A szeleteket TBS-ben mostuk (3 x 10 perc) majd DAPI tartalmi Vectashield
fed6anyaggal fedtiik le oket.

A metodikai leirasban szerepld, masként nem jelolt vegyszereket a Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) szallitotta.

2.5. Mikroszkopok

A retrograd jeldlések vizsgalata fluoreszcens mikroszkop (Eclipse 600W; Nikon,
Tokyo, Japan), mig az immunreakciok kimutatdsa fluoreszcens és konfokalis (LSM
510; Zeiss, Jena, Germany) mikroszkop segitségével tortént. A fluoreszcens
mikroszkoppal torténd felvételek elkészitéséhez és feldolgozésahoz a Spot RT v3.5 és
az Adobe Photoshop 7.0 programokat alkalmaztuk. Konfokalis mikroszkopia esetén a
vizsgélni kivant sejtekr6l 0,5-0,8 pum-enként felvételeket készitettiink 60x objektiv
felhasznalasaval, majd az Adobe Photoshop 7.0 program segitségével az egyes

felvételeket egymasra illesztettiik.
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3. EREDMENYEK

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

3.1.1.AMPA és NMDA receptorok jelentésége a Ca’'-tranziensek
létrejottében

A glutamat altal kivaltott Ca**-valaszok kvantitativ vizsgalata soran elészor
meghataroztuk az extracellularisan alkalmazott glutamat doézis-hatas gorbéjét. Egy-egy
neuronon tobb kiilonbdzd koncentraciokban alkalmaztuk a neurotranszmittert. Mivel az
egyes sejtek glutamatérzékenysége eltérd, minden kisérletben hasznaltunk 5 mmol/l
glutamatot és a mas koncentraciokkal kapott adatokat az ezen koncentracidval kapottra
norméaltuk. Az igy nyert dozis-hatis gorbe a 3. dbra A részén lathato. A Ca®'-
tranziensek 50-100 pmol/l glutamat alkalmazésakor jelentek meg, 5 mmol/l pedig telitd
dézisnak  bizonyult. Az atlagolt adatpontok illesztésével a félmaximalis
glutamatkoncentracié 513 umol/l-nek, mig a Hill-koefficiens 1,03-nak bizonyult, 1:1
aranyu ligand-receptor interakciot sugallva.

Az egyes neuronok eltéré glutamatérzékenységének zavard hatasat ngy
igyekeztiink kikiiszobolni, hogy a kisérletekben a telité 5 mmol/l-es koncentraciot
alkalmaztuk, legalabb 5s-ig. A 3. abra B részén megfigyelhetd, hogy 5 mmol/l
tranzienseket lehetett kivaltani, tehat sem a Ca’’-haztartis modosuldsaval, sem
deszenzitizacioval nem kellett szamolnunk.

5mmol/l glutamat 22,7 és 77,6 nmol/l kozotti nagysagn Ca’'-tranzienseket
valtott ki, ezek atlagos amplituddja 46,1 £ 3,0 nmol/l volt (n = 66). Egyes neuronokon
magas extracellularis K'-koncentraciét és glutamatot egyarant alkalmaztunk Ca®'-
tranziensek kivaltasara, a kétféle valasz Osszehasonlitdsa céljabol. Ezen sejtekben az
50 mmol/l KCI éltal kivaltott tranziensek atlagos amplitdddja 217,7 £ 20,2 nmol/l volt,
mig 5 mmol/l glutaméat 60,8 + 6,8 nmol/l amplitddoju tranzienseket valtott ki (n = 9).

A Ca’'-eltavolitas sebességét a kontroll koriilmények kozott kivaltott Ca'-
tranziensek leszallo szaranak exponencialis fliggvénnyel torténd illesztésébdl hataroztuk
meg (n=58). 37 sejt esetében egyetlen exponencidlis tagot tartalmazo fiiggvénnyel
volt illeszthetd a leszalld szar, az iddéallandd (t) 21,5 £ 1,7 s-nak adddott. A tobbi
esetben (n = 21) két exponencidlis tagot tartalmazé fliggvénnyel lehetett jobb illesztést

elérni, az idéallandok értékei 6,7 + 0,5 (t;) 27,2 £ 2,5 s (12 ) voltak.
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3. abra

A glutamat altal kivaltott Ca®"-tranziensek alapvetd jellemzdi.

A.  Extracellularisan, kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazott glutamat hatasa 14 esetben. A
glutamattal ugyanazon sejten kivaltott tranziens csucsértékére normaltuk. Az igy meghatarozott relativ
amplitidokat atlagoltuk, az abran fekete négyzettel jeloltiik. A dozis-hatas gdrbe folytonos vonalat a
pontok megillesztésével kaptuk meg. (Az illesztés a Microcal Origin szoftver segitségével tortént.)

B. Emelt extracellularis KCl-koncentracid, majd glutamat altal kivaltott Ca*'-tranziensek. Figyelmet
érdemel a glutamattal kivaltott tranziensek valtozatlan alakja.

C. 5 mmol/I glutamat altal kivaltott Ca*"-tranziensek kontroll koriilmények kozott, valamint 100 pmol/l
CNQX alkalmazasaval. A CNQX kimosasat a jobb oldali gorbe demonstralja. A jobb oldali
oszlopdiagram 5 kisérlet eredményét foglalja ssze.

D. 5 mmol/l glutamattal kivéltott Ca**-tranziensek kontroll koriillmények kozott, majd 100 pmol/l AP5
jelenlétében, valamint az APS kimosasa utan. Az oszlopdiagram 7 mérés eredményének statisztikai
Osszegzése.

(*** p <0,001; n.s.- statisztikailag nem szignifikans)
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A K'-depolariziciéval és a glutamattal kivaltott —Ca*'-tranziensek
megsziinésének sebességét 8 neuronon hasonlitottuk O6ssze. A depolarizacid altal
kivaltott tranzienseket két exponencialis tagot tartalmazd fiiggvénnyel lehetett jobban
illeszteni, a szamitott id6éallandok alacsonyabb értékeket mutattak, mint a glutamat-
indukélt tranziensek (depolarizacio-indukalt tranzienseknél 1,=3,0+£04 ¢és
1,=17,8£2,8s; a glutamattal kivaltott tranziensek esetén 1;=38,1+£0,6;
T, =26,6 £595).

Kisérleteink tovabbi részében a kiilonbozé ionotrop glutamatreceptorok Ca®'-
tranziensek létrehozasdban jatszott szerepét vizsgaltuk az egyes tipusokra specifikus
antagonistak hasznalataval. A 3. dbra C részén lathatd, hogy az AMPA receptorokat
blokkol6 CNQX (100 umol/l) hatdsara az 5 mmol/l glutamat altal kivaltott tranziensek
33 £4,9 nmol/I-rél 2,7 £ 0,9 nmol/l-re csokkentek (n=13). A hatds szamos esetben
visszamoshato volt.

Az NMDA receptorok szerepét 100 umol/l APS alkalmazésaval vizsgaltuk. A
szer alkalmazéasa soran a Ca’'-tranziens a kontroll 52,4 + 4,2 nmol/l-es amplitudorol
48 £ 3,4 nmol/l-re csokkent, a kiillonbség statisztikailag nem volt szignifikans (n = 7).

Mivel az AMPA-receptorok gatlasahoz hasznalt CNQX az NMDA receptorokat
is blokkolhatja (Mead és Stephens, 1999), ezért egy joval specifikusabb AMPA
antagonista, az NBQX hatdsat is vizsgaltuk (10 umol/l). 100 umol/l APS5-tel és
200 pmol/l Cd*"-mal tortént el6kezelés utan a glutamat-indukalt tranziens amplitadoja
25 £ 4,8 nmol/l volt, ezt NBQX 12,1 £ 3 nmol/l-re csokkentette, a hatas szignifikdns

volt (p < 0,01) és kimoshatonak bizonyult (n = 6).

3.1.2. Az NMDA-tipusu ionotrop glutamatreceptorok aktivacioja

Mivel az AP5 nem befolyasolta a glutamat-indukalt Ca®'-tranzienseket, arra
lehetett kovetkeztetni, hogy az izolalt idegsejtek nem rendelkeznek funkcidképes
NMDA receptorokkal. A lehetdség tisztdzasa érdekében az NMDA-receptorok
miikodését kiilonbozé modszerekkel stimulaltuk, és vizsgaltuk a Ca®’-tranzeinsekben

bekovetkez6 kdvetkezményes valtozasokat.
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4. abra

Az NMDA receptorok aktivacioja.

A. 5 mmol/l glutamattal kivaltott Ca**-tranziensek kontroll koriilmények kozott, 50 umol/l glicin
B. Az A panelen demonstralt kisérlet eredményeinek 6sszefoglaldsa. (n=5).

C. NMDA receptorok aktivacioja az AMPA receptorok blokkolasat kovetden. Az elsé oszlop a kontroll
tranziensek amplitidojat szemlélteti, a masodik 100 pmol/l CNQX blokkol6 hatasat mutatja. A
kovetkezo 1épésben 5 mmol/l glutamat és 100 pmol/l CNQX mellett 50 umol/1 glicint is alkalmaztunk. A
kisérlet utolsé lépéseként az elébb alkalmazott szereket 20 pmol/l-re csokkentett Mg**-koncentracid
mellett alkalmaztuk (n=7).

(* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; n.s.- statisztikailag nem szignifikans)
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A 4. 4bra A részén lathato kisérlet soran a kontroll Ca**-tranziens kivaltdsa utan
50 umol/l glicin és 20 pmol/l Mg®*-koncentracié mellett megismételtik a glutamat
adasit. Az utobbi esetben jelentdsen novekedett a Ca*'-tranziens amplitudéja, a
kimosast kovetden pedig visszatért a kontroll koriilmények kozott tapasztalthoz.

A B panelen az eredmények Osszefoglalasa lathatd oszlopdiagram forméjaban.
A kontroll tranziensek amplitadoja atlagosan 44,5 £+ 14,9 nmol/l volt, glicin €és alacsony
Mngr alkalmazasakor 91,9+ 15,3 nmol/l-re nb6tt, a visszamosas soran
41,6 + 19,7 nmol/l-os értéket kaptunk (n =5, p <0,05).

A kovetkezd kisérletben az NMDA receptorokat az AMPA receptorok gatlasa
utdn stimulaltuk. Kontroll koriilmények ko6zott 5 mmol/l glutamat alkalmazasakor a
Ca*'-tranziensek amplitadoja 38 + 7,8 nmol/l volt. 100 pmol/l CNQX csaknem teljesen
gatolta a tranziens kialakulésat (az atlagos amplitadé 1,8 £0,5 nmol/l volt). Ezt
kovetéen CNQX jelenlétében 50 umol/l glicint alkalmaztunk, aminek hatésara a Ca”'-
tranziens megnovekedett (16,8 +3,8 nmol/l).  Végiill a fenti szerek folyamatos

crer

Ennek hatasara a tranziensek amplitiidoja tovabb nétt (55 4 + 13,1 nmol/1).

3.1.3. Az AMPA receptorok hatasa a citoplazmikus Ca**-koncentracio-

valtozasokra

Az 5. dbra A részén lathato kisérlet a glutamat-indukalt Ca®'-tranziensek
1étrejottéhez szitkséges Ca”" extracellularis eredetét igazolja. Kontroll koriilmények
kozott 5 mmol/l glutamat atlagosan 30,8 + 9,1 nmol/l amplitudéju Ca®’-tranzienseket
valtott ki. A csokkentett Ca®"-tartalmu extracellularis oldattal t6rténd inkubaciot 30 —
50 s-mal kovetden ez az érték 4,4 £ 1,5 nmol/l-re csokkent. A hatds megfordithatonak
bizonyult, a Ca®" visszaadasat koveten atlagosan 36,8 + 12,4 nmol/l amplitadoju

tranzienseket rogzitettiink (n = 6; p < 0,05; 5B. 4bra).
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5. abra

Az extracellularis Ca®" szerepe a glutamat indukalt Ca**-tranziensek kialakulasaban.
A. A kontroll koriilmények kozott rogzitett glutamat-indukalt tranziens megsziinését kdvetéen az
extracellularis Ca*"-koncentraciét 10 umol/l-re csokkentettiik, és ezen koriilmények kozott alkalmaztunk
Gijra 5 mmol/l glutamatot. A Ca*'-koncentracio visszaéllitisa utan ismételten glutamatot, KCl-ot, és ujra
glutamatot alkalmaztunk. A glutamat-indukalt tranziens amplitiddja és idofiiggése minden esetben
hasonlénak bizonyult.

B. Az alacsony extracellularis Ca*"-koncentracio glutamat-indukélt Ca**-tranziensekre kifejtett hatasanak
Osszefoglalasa (n=6).
( * p <0,05; n.s.- statisztikailag nem szignifikans)

A bemutatott kisérlet kapcsan az intracellularis raktarakbél torténd Ca®'-
felszabadulas szerepére vonatkozoan is nyertiink informéciot. A glutamat alkalmazasat
kovetéen 50 mmol/l K -depolarizacioval valtottunk ki Ca®'-tranzienst az intracellularis
Ca” -raktarak feltltése céljabol, majd megismételtik a glutamat adasat. Amint az
abran megfigyelhetd, a K -depolarizaciot megel6z6 és az azt kovetd glutamat-indukalt
Ca*"-tranziensek egyforma nagysiguak ami arra utal, hogy a Ca’'-raktarak szerepe a
tranziensek nagysaganak kialakitdsaban minimalis.

A fenti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az AMPA receptor-fliggd
Ca*"-tranziensek létrejottéért elsésorban a Ca®" extracellularis térbél torténd belépése
felelés. A Ca®'-belépés azonban killonboz6 utvonalakon mehet végbe. A

fesziiltségfiigegd Ca®’-csatorndk szerepét a depolarizacié nagysaganak csokkentésével
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illetve a fesziiltségfiiggd Ca’'-csatorndk gatlasaval vizsgaltuk. A mérés soran az

NMDA-receptorok esetleges aktivacidjat 100 pmol/l AP5 alkalmazaséaval gatoltuk.
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6. abra

A fesziiltségfiiggd Ca®*-belépés gatlasanak hatasa a glutamét-indukalt tranziensekre.
A. 5 mmol/l glutamét altal kivéltott Ca®'-tranziensek kontroll koriilmények kozott és alacsony Na'-
tartalmu oldatban. A glutamattal egyiitt 100 pmol/l AP5-6t is alkalmaztunk. Az oszlopdiagramok 5
kisérlet eredményét foglaljak dssze.

B. Kontroll kériilmények kozott és 200 pmol/l Cd** 90 s-os eldinkubalasat kovetéen kivaltott glutamat-
indukalt Ca**-tranziensek. (5 mmol/l glutamattal egyiitt 100 umol/l AP5-6t is alkalmaztunk.) Az
oszlopdiagram 11 kisérlet eredményét osszegzi. A Cd”" jelenlétében a Ca®*-tranziens felszallo szaranak
meredeksége csokken.

(** p <0,01; n.s.- statisztikailag nem szignifikans)
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Ahogy azt a 6. dbra A részén lathatjuk, az extracellularis Na'-szintet 10 mmol/l-re
csokkentve nem tapasztaltunk eltérést az 5 mmol/l glutamat altal kivaltott Ca®'-
tranziensek amplitaddjaban: kontroll esetben a tranziensek nagysaga 55,6 £10,2,
alacsony Na-tartalmu oldatban pedig 68,8 £+ 14,7 nmol/l volt (n = 5).

A 6. dbra B részén lathatd, hogy a fesziiltségfiiggé Ca’'-csatornakon torténd
Ca*"-belépés gatlasa Cd*" alkalmazasaval (200 pmol/l) a tranziensek amplitadojat
52,8 £ 5,8 nmol/l-r6l 27,7 + 6,7 nmol/l-re csokkentette (n=11). A hatas az esetek
nagyobb részében kimoshatd volt. Az amplitudé csokkenése mellett a tranziensek

kialakuldsédnak sebessége is minden esetben csokkent.
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7. abra
Az extracellularis Ca**-koncentracio csokkentésének hatasa az AMPA receptorok altal
1étrehozott Ca**-tranziensekre.
A. 5 mmol/l glutamat 100 umol/l AP5-tel és 200 pmol/l Cd**-mal egyiitt alkalmazva Ca*'-tranzienst

crer

hozott létre. A Ca’'-tranziens maximum értékének elérésekor a méréoldat Ca*'-koncentracidjat 10

vonalak az oldatcserék idépontjat jelolik a gorbén.)
B. A fenti kisérletek eredményének Gsszefoglaldsa (n=6). Az elsé oszlop a kontroll Ca**-tranziensek
cstcsértékét jeloli, a masodik a 20-25 s hosszusagli Ca* -elvonas soran tapasztalt intracellularis Ca®'-

maximumat mutatja.
(*** p <0,001; n.s.- statisztikailag nem szignifikans)

40



Mivel az NMDA-receptorokon keresztiil torténd Ca®’-belépés lehetdsége a
receptorok serkentése nélkiil kicsi, a fesziltségfiiggd Ca®’-csatorndk pedig csak a
kialakulo Ca®’-tranziensek mintegy 50%-aért felelések, a tovabbi Ca*"-belépés
magyarazataként mar csak az AMPA-receptorok szerepét lehetett feltételezni. Ezt a
lehetéséget a 7. abran lathatd kisérlettel vizsgaltuk. A kordbbiakhoz hasonldéan
5 mmol/l glutamattal valtottunk ki Ca*"-tranzienst (100 pmol/l AP5 és 200 pmol/l Cd*"
jelenlétében). A fesziiltségfiiggd Ca®'-csatornak gatlisa miatt a tranziensek amplitudoja
atlagosan csak 19,4 +2 nmol/l volt, és a felszall6 szar meredeksége is kisebbnek
bizonyult. Amikor a tranziens elérte a maximumot, a glutamat jelenlétében az
glutamat jelenléte ellenére azonnal csokkenni kezdett és 20-25s elteltével
5,2 + 1,1 nmol/l-re allt be. Az extracellularis Ca*"-koncentréacié értékének visszaallitasa
utdn megismételt glutamatkezelés a kontrollhoz hasonld nagysagu tranzienseket
eredményezetett (24,3 £ 3,5 nmol/l). A Ca’'-tranziens leszallo szaran lathato

masodlagos koncentraciondvekedés mechanizmusat nem vizsgaltuk.

3.2. Kalciumkoto fehérjék jelenlétének és megoszlasanak vizsgalata a CN

projekcios neuronjaiban

3.2.1. Kalciumkoté fehérjék a DCN-ben

A DCN legtobbet vizsgalt projekcios neuronja a piramis-sejt. Tekintettel arra,
hogy e sejtek axonjai a stria acustica dorsalison keresztiil érik el az ellenoldali colliculus
inferiort, az ezen a teriileten ejtett atmetszés fel6l a neuronok retrogrdd modon
feltolthetoek voltak floureszcens festékkel. Amint a 8A. dbran lathato, a jelolt piramis-
sejtek a DCN masodik, piramis-sejtes rétegében helyezkednek el. A lokalizacio mellett
azonositasukat segiti a tipikus, hdromszog alaku sejttestjiik; a szomajuk nagysaga
(atlagos atmérd 21,3 + 0,4 um; lasd 3. tadblazat) és a gyakran lathatdo hdrom nyulvany
(8A. abra betétje).

A piramis-sejtek kalciumkotd fehérje expresszidjanak vizsgalata soran CB/PA
¢s CR/PA kettds jeloléseket alkalmaztunk. A 8B. abra a neuronok intenziv és homogén
PA pozitivitasat mutatja, a nyilakkal jelzett sejtek esetén a nyulvanyok kezdeti szakasza
is jelolodott. A 8. abra C része mutatja be ugyanezen sejtek CB jelolodését, a jobb felsd

részén megfigyelhetd, pozitiv struktira az ependyma, mely viszont PA-t nem
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tartalmazott. Az abra D része a B és a C részek egymasra illesztésével késziilt, a
citoplazmaban megfigyelhetd narancssarga szin a CB és PA kolokalizaciojat jelzi.

A piramis-neuronok CR tartalmat is megvizsgaltuk kisérleteinkben, de ezen
fehérje jelenlétét nem sikeriilt kimutatni (nem kozolt adat).

A piramis-neuronok retrograd jelolése soran a mag belso rétegében néhany nagy
sejt (39,5 £ 1,9 um) is feltoltddott (lasd 8A. abra), melyek projekcidjuk, nagysaguk és
lokalizaciojuk  alapjan  Orids-sejtként  azonosithatoak. Ezen  neuronok

immunhisztokémiai vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy csak CB-t expresszalnak,

PA és CR pozitivitds nem volt kimutathato esetiinkben (nem kozolt adat).

8. abra
A nucleus cochlearis dorsalis piramis- €s Purkinje-szerti sejtjeinek kalbindin és

parvalbumin kolokalizacids képe.
A. A nucleus cochlearis dorsalisbol késziilt szelet kis nagyitasti képe, rodaminnal tortént retrograd
jelolést kovetden. (kalibracios egyenes = 100 pm) A nucleus cochlearis dorsalis mélyebb részén
elhelyezked6 nagy, rodaminnal jelolt sejtek a orids-sejtek. A kis panel a rodaminnal jel6lt piramis-
sejteket mutatja nagyobb nagyitassal (kalibracios egyenes = 50 um).
B,C: PA (B) és CB (C) immunopozitivitas a piramis-neuronok kettds festése soran. A nyilak két olyan
sejtet jelolnek, amelyek morfologiai jegyeik alapjan piramis-sejtként azonosithatoak.
D. B és C panelek egymasravetitett képe.
E: CB immunpozitivitas szomatikus és dendritikus megjelenése Purkinje-szerti sejten.
G. Az E és F panel egymasravetitett képe. (B, C, E, F és G panelek esetén a kalibraciés egyenes=50
pm).
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A DCN-ben talalhatdé Purkinje-szerti sejtek (PLC) projekcios teriilete
feltételezések szerint szamos fajban (igy patkanyban is) a kisagy. Amint a 8E. dbran
lathato, ez a sejtféleség a DCN felszinén helyezkedik el és jelentds CB pozitivitast
mutat mind a sejttestben (széma atlagos atmérdje 24,8 £ 0,9 um; 3. tdblazat), mind a
kiterjedt dendritfaban. A PA jelolés esetén (8F. abra) a sejttest intenziv és homogén
jelolodést mutatott, a dendritfa azonban alig volt észrevehetd. Az E és F abrarészek az
Osszeillesztésével kapott 8G. éabra jol szemlélteti a CB és PA jelolések kozotti
kiilonbséget. A CR jelenlétének vizsgalatara soran CB/CR kettds festést végeztiink, az
eredmények alapjan ugy tlinik, hogy Purkinje-szeri sejtek nem expresszalnak CR-t

(nem kozolt adat).

9. abra

Nucleus cochlearis dorsalis piramis- és Purkinje-szerti sejtek konfokalis mikroszkoppal felvett
képe kalbindin és parvalbumin jelolést kdvetden.

A. CB pozitiv Purkinje-szeri sejt rekonstrualt képe. A kiterjedt dendritfa jol megfigyelhetd. A
rekonstrukcio 80 kiilon felvételbdl szarmazott, amelyek egyenként 0,55 um vastagsaguak voltak.
B. CB pozitivitast mutatod piramis-sejt rekonstrualt képe (65 kiilon felvételbdl dsszedllitva, amelyek 0,56
pm vastagsaguak voltak.)
C, D. PA pozitivitds Purkinje-szerli sejtként azonositott neuronon. A C panel a rekonstrualt felvételt
mutatja (50, egyenként 0,6 um vastagsagiu felvételbdl), mig a D panelen ugyanezen sejtrdl, a sejt felsd
részetél 9,02 pum-re késziilt felvétel lathaté. JoOl lathatd egy vastag, gazdagon elagazé nytlvany
(nyilhegyek), de kevésbé intenziven jel616dott, mint a szoma (nyil).
E, F. Rekonstrualt piramis-sejt PA pozitivitasa (50 felvétel, egyenként 0,51 pm vastagsagban). Az E
panelen iires nyilak jelzik a haromszogii szoma harom sarkabol kiindulé f6bb nytlvanyokat. A teli nyil
egy joval kisebb, szferikalis sejtet jeldl (szemcsesejtként azonositottuk), amelynek jol lathato a
dendritfaja. Az F panel ugyanezen teriiletet a metszet ellenkezd oldalardl mutatja. Ebben az esetben a
piramis-sejt haromszogili sejttestje részben takarja a szemcsesejtet. A kalibracios egyenesek 20 pum
hosszuak.
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3. tablazat
A nucleus cochlearis projekcios neuronok sejttestjének atmérdje

Referencia tartomany Sejtméret n=
(um) (4tlag + SEM pm-ben)

Piramis-neuron 15-25' 21.2+0.38 30
Purkinje-szer(i sejt 257 24.3+0.8 15
Ori4s-sejt 40-50° 39+1.7 14
Globularis bushy-sejt 20-28" 23.4+0.6 32
Szferikalis bushy-sejt 20-28" 20.6+0.5 13
Octopus-sejt 30-35" 30.7+1.7 13

" Fiori és Mugnaini (1981)
> Hurd és Feldman (1994)
3 Osen (1969)

* Moore (1986)

Fluoreszcens = mikroszkoppal — végzett  megfigyeléseinket  konfokalis
mikroszkopiaval is alatdmasztottuk (9. abra). Az abra A része a Purkinje-szert sejtek
szomajanak ¢és dendritfajanak intenziv CB pozitivitasat szemlélteti. A 9C. és 9D. abran
lathatd masik sejt esetén, mely lokalizacidja, mérete és a csak kis részletében lathato
(szamtalan irdnyba eldgazd és tiiskés) dendritfa alapjan ugyancsak PLC-ként
azonosithatd, lathat6 az er0sen PA pozitiv sejttest és a joval kevésbé jelol6dé dendritfa.
A konfokalis mikroszkoppal kapott képek megerdsitették a piramis-sejtek esetén
tapasztalt CB (9B. abra) és PA pozitivitasokat (9E. és 9F. abra). A 9E. és 9F. dbrdkon
az is megfigyelhetd, hogy a piramis-neuronok koriil talalhato legtobb idegrost és sejt

ugyancsak kifejezett PA-pozitivitast mutat.

3.2.2. Kalciumkoté fehérjék a VCN-ben

A DCN-hez hasonldéan, a VCN-ben talalhatd neuronok azonositasa is
lokalizaciojuk, méretiik €s alakjuk alapjan tortént. A 10. dbran a globularis bushy-sejtek
immunhisztokémiai vizsgalata lathatd, ezek a neuronok az akusztikus idegrostok
belépési helyén taldlhatoak, az axonok kozott jellegzetes oszlopszerii elrendezddésben
(lasd példaul a 10D. abrat).

A globularis bushy-sejtek altal expresszalt kalciumkdtd fehérjék vizsgalata soran
PA/CB ¢és PA/CR kombinaciéban végeztiink kettdés jeloléseket. Amint az
megfigyelhetd, egyértelmli PA pozitivitas mutathatd ki a szémaban (és az akusztikus
rosrokban; 10A. és 10D. ébra). A bushy-sejtek felszinén (teli nyil) szdmos intenziv,
foltszerti jelolodés tapasztalhatdé (lires nyil), melyek az akusztikus rostok

axonvégzdodéseinek felelnek meg. A CB-jelolés esetén (10B. dbra) sem a sejttest, sem a
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halléidegrostok nem voltak kimutathatéak, ugyanakkor pozitivitds volt megfigyelhetd
az axonvégzOodésekben. Amint az az A és B dbrarészek egymasra illesztésével késziilt
10C. abran lathato, a gyenge CB-pozitivitds miatt a PA-jelolés dominanciaja
érvényesiil. A CR jelenlétének vizsgalata soran a PA-hoz hasonl6 eloszlasi mintdzatot

tapasztaltunk (lasd 10D., 10E és 10F. abrak).

10. abra

Nucleus cochlearis ventralis globularis bushy-sejtek parvalbumin, kalbindin és
kalretinin megoszlasa.

A, B. PA (A) és CB (B) kettés jelolés. A PA immunpozitivitds megfigyelhetd a bushy-sejtek
citoszoljaban (teli nyilak), a nervus acusticus rostjaiban (AF) és az axonvégzddésekként azonosithato,
iires nyilheggyel jelzett foltszerlien festddd teriileteken. A CB pozitivitds az axonvégzddésekre
korlatozodik.
C. Az A és B panelek egymasravetitett képe.
D, E. PA (D) és CR (E) kettds jelolés. Mindkét kalciumkotd fehérje jelen van a globularis bushy-sejtek
sejttestében (teli nyilak), a nervus acusticus rostjaiban (AF) és az axonvégzddésekben (iires nyilak).
F. A D és E panelek egymaésravetitett képe. A kalibracids egyenes 25 pm-es, minden panel ugyanolyan
nagyitasu.

A bushy-neuronok masik csoportjat alkotjak szferikalis bushy-sejtek, melyek a
VCN eliils6 részén, a periféridhoz kozel helyezkednek el. Ezek a neuronok a VCN-t6l
rostralisan végzett sértés feldl retrograd jeldlhetéek. Amint a 11. dbra A és B részén
lathatd, a mag eliilsd részén egy nagyobb sejtpopulacio jelolddott retrograd toltést
kovetéen, mig mas sejtekbe nem jutott el a jeldléanyag (lasd a DAPI reakciot a 11B.
abran). Nagyobb nagyitassal vilagosan lathatd a jelolt sejtek jellegzetes hosszukas
alakja ¢és a sejttestbdl kilépd két nytlvany (11C. abra, nyil). A szferikalis bushy-sejt
gazdagon elagazé dendritfajat a 11C. dbra betétje szemlélteti. A szferikédlis bushy-

sejtként azonositott neuronok atlagos atmérdje 21,2 + 0,6 um volt (3. tdblazat).
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11. abra

Nucleus cochlearis ventralis szferikalis bushy-sejtek parvalbumin, kalbindin és

kalretinin kolokalizacios képe.
A, B. Rodaminnal t5ltott sejtek megoszlasa a nucleus cochlearis anteroventralis részében, a felszinhez
kozel. (Kalibracios egyenes = 75 um) A tajékozodast a B panel DAPI-val jelolt képe konnyiti meg.
C. Rodaminnal t6lt6tt neuronok nagyobb nagyitassal (kalibracios egyenes = 25 um). A nyilhegy egy
jellegzetes bushy-sejtet mutat, amelynek a dendritfaja a kis panel nagy nagyitasu képén figyelheté meg.
D, E. PA (D) és CB (E) kettds jelolés. A szoman mérsékelt diffuz PA-pozitivitas lathato (teli nyil), mig
az erdsen fest6do foltok az axonvégzddéseknek felelnek meg (lires nyilhegyek). A CB-pozitivitas csak az
axonvégzddéseken figyelhetdek meg, amelyek kirajzoljak a nem festddd sejtek korvonalait.
F. D és E panelek egymasravetitett képe.
G, H. PA (G) és CR (H) kettos festés. A PA-megoszlas hasonld képet mutat, mint a D panelen. (A D
panellel azonos jelekkel jelolve. A G panelen érdemes megfigyelni az orids szinapszis morfologiai
jegyeit.) A CR megoszlasa megfelel a CB altal mutatottnak.
I. G és H panelek egymdsravetitett képe.
A kalibracios egyenesek a D-I paneleken 25 um-nek felelnek meg.

A globularis bushy-sejtekhez hasonloan, a szferikalis neuronok esetén is PA/CB
¢s PA/CR kombinacioban végeztiink jeloléseket. A 11D. és 11G. abrarészeken
homogén citoplazmatikus immunpozitivitas figyelheté meg PA-jeldlés esetén (teli nyil).
A sejttestet koriilvevo rostok PA jelolddése ugyancsak egyértelmi, és sok esetben az
axonvégzddések erds pozitivitasa (lasd iires nyil) mintegy kirajzolja a sejttest kontarjat.
A szferikdlis bushy-sejtek immunhisztokémiai vizsgdlata azt is bizonyitotta, hogy ezek
a neuronok nem expresszalnak szomajukban sem CR-t, sem CB-t, mig a sejttest kortil

talalhato kiilonféle idegrostok és axonvégzodések immunpozitivitdst mutattak CB-ra
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(11E. abra) és CR-re (11H. abra) egyarant. A fentiekkel Osszhangban a kombinalt
képeken (11F. és 111.) a kolokalizacidt tiikr6z0 narancssarga szin csak a pericelluléris

régidban figyelhetd meg.

12. abra

Nucleus cochlearis ventralis szferikalis és globularis bushy-sejtek konfokalis

mikroszkoppal felvett képe.
A. Szferikalis (s) bushy-sejt CR negativ sejttestje (0,74 pm vastagsagu, a sejt felsé részétél 9,03 um-re).
Egyes nervus acusticus rostok (AF) jol festddnek, illetve a nagyméretii axonvégzddésekben expresszalt
CR a szferikalis bushy-sejtek negativ szomajatol éles konttrral kiiloniilnek el.
B. Rekonstrualt felvétel (40 felvételbdl), jol megfigyelhetd az akusztikus rostok erésen pozitiv halozata.
A szferikalis bushy-sejtek sejttestjei nem jelolddtek (1. lefelé mutatd nyil). Egyes, bushy-sejtként nem
azonosithat6 sejtek kifejezett CR-pozitivitast mutattak (balra mutatd nyilak).
C. PA-jelolt szferikalis bushy-sejt régio. Az akusztikus rostok (AF) és a szferikalis bushy-sejtek szomai
PA-pozitivnak bizonyultak. A nyil az akusztikus rostok és a szferikalis bushy-sejtek altal formalt orias
szinapszist mutatja (a rekonstrukcio 40, 0,75 um vastagsagu felvétel alapjan késziilt).
D. CR pozitiv globularis bushy-sejtrdl (g) késziilt felvétel (0,59 um vastag, a sejt felsé részétél 8,32 pm
tavolsagra). Jol lathatéak egyes akusztikus rostok (AF). Az iires nyil a rostok és a pozitivan jeldlt
globularis szomak kozotti orias szinapszist jeloli.
E. Rekonstrualt kép (40 felvételbdl, a D panelhez hasonléan). Jol megfigyelhetdek az erésen pozitiv
akusztikus rostok és a globularis bushy-sejtek szomai. A teli nyilak a szinaptikus terminalok finom
strukturajat jelolik.
pozitivak. A nyil az akusztikus rostok bushy-sejteken talalhaté axonvégzddését mutatja. Kalibracio =20
pm.

A 10. és 11. éabrakon bemutatott eredmények aldtdmasztasdra konfokalis
mikroszkoppal is végeztiink vizsgéalatokat. Ennek alapjan egyértelmiivé valt az az éles
kontraszt, ami az intenziv CR pozititdst mutaté akusztikus idegrostok és végzddéseik,
illetve a CR-negativ szferikalis bushy-sejt szoma kozott fennall (12A. és 12B. abra).
Tekintettel arra, hogy a globularis bushy-sejtek sejttestje kifejezett CR-pozitivitast
mutatott (12D. és 12E. abrék), a CR jelenléte vagy hidnya fontos eszkoz lehet a kétféle
sejttipus elkiilonitésére. A konfokalis mikroszkoppal készitett rekonstrualt felvételek

nemcsak meger0sitették a kétféle bushy-sejt szomajanak PA-pozitivitasat (12C. és 12F.
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abrak), de a sejteket koriilvevo akusztikus idegrostok és idegvégzdodések elrendezddése
is egyértelmien lathatovalt (12B., 12C., 12E. és 12F. abrak).

Az octopus-sejtek a VCN hatsoé részén, a DCN kozelében helyezkednek el
jellegzetes, szigetszerli sejtcsoportot 1étrehozva (13G. dbra). A 13. dbra A és D részén
egy CB-pozitivitast mutatd octopus-sejt nagy nagyitasu képe lathat6. A legtobb ilyen
neuron sejttestje kerek, atlagosan 31,5+ 2,1 um atmérdjii (lasd 3. tablazat), és

dendritfajuk jellegzetes polipszerii elrendezddést mutat (13D. dbra, nyil).

13. abra

Nucleus cochlearis ventralis octopus-sejtek kalbindin, kalretinin és parvalbumin
kolokalizacigja.

A,B. CB (A) és CR (B) kettds jelolés. A szoma erdsen és homogénen CB pozitiv (lasd teli nyil). A
sejttest mellett a szomszédos rostok és axonvégzddések is CR-pozitivitast mutattak (lires nyilhegy).
C. Az A és B panelek egymasravetitett képe.
D, E. CB (D) és PA (E) kettos jelolés. A CB eloszlas hasonlé az A panelen lathatohoz. A PA jelen van
a rostokon és az axonvégzddéseken (lires nyilhegy), de a sejttesten nem talalhato.
F. A D és E panelek egymasravetitett képe. (D-F kalibracié = 50 pm)
G. A nucleus cochlearis kis nagyitasu képe (kalibracio = 100 um). A korrel jelolt régioban helyezkednek
el az octopus-sejtek.

Habar a CB/CR kombinaciéban végzett kettds jelolés soran igazolddott az
octopus-sejt szomajanak CR expresszidja, ennek intenzitasa jelentdsen kisebb, mint a
szomszédos rostokban és axonvégzddésekben megfigyelheté immunreakcié (13B.
abra). Emlitésre méltd, hogy ezek a struktirdk csak igen gyenge CB-jelolodést
mutattak. A 13. abra A és B részeinek egymasra illesztésével késziilt C abrarészen jol
lathato a CB ¢és CR kolokalizacidja a szomaban, €s nyilvanvald a CR-nek a rostokban
megfigyelhetd dominancidja. Tekintettel arra, hogy PA expresszid nem mutathat6 ki a
sejttestben (13E. dbra), az Osszeillesztett dbran (13F.) nem figyelhetd meg CB/PA
kolokalizacio.

Annak érdekében, hogy az egyes kalciumkotd fehérjek  kiilonb6zo

sejttipusokban tapasztalt expresszids szintjét Osszehasonlithassuk, szemikvantitativ
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értékelési rendszert vezettiink be. A jelolodés mértékétdl fliggden minden azonositott
sejt kapott egy szdmot 0-t6]l (immunnegativitas) 3-ig (intenziv jel6lddés a szoman és a
nyulvanyokon egyarant). Kozbiilsd értékeket is meghataroztunk: 0,5 - alig észrevehetd
pozitivitas; 1 - hatarozott, de gyenge jelolodés; 2 — erds jelolddés, de a nyulvanyok nem
lathatoak.  Valamennyi vizsgalt sejtnek ¢és az altaluk expresszalt kalciumkdtd

fehérjéknek a szemikvantitativ analizisét a 14. dbra szemlélteti.

13 I kalretinin
3.0 B parvalbumin
T <] kalbindin

3 %
2.0 4

jel6lés intenzitasa [a.e.]
&n
1

0.5 4
4 3 3 4
0.0 © i . PUrK T OCLOPUS- grobula ernKa
piramissejt oriassejt sejt bushy-sejt bushy-sejt
r
14. abra

A kalciumkoto fehérjék eloszlasanak kvantitativ értékelése nucleus cochlearis
projekcids neuronok esetén.

Az oszlopok az atlagot £ S.E.-t jelenitik meg, a szdmok az egyes jelolésekhez tartozd pozitivként
azonositott sejtek szamat mutatjak. (A. e. = arbitralis egység)

Az egyes antitestekkel bekovetkezd aspecifikus jelolodés lehetdségének
kizardsara kontroll vizsgalatokat végeztiink (15. abra). Preadszorpcids kontroll
alkalmazésara csak a CB-ra vonatkozdan nyilt lehetdségiink, a CR és a PA esetén a
primer antitest elhagyasaval végeztiik a kontroll vizsgalatot. Mindharom esetben esetén
egyértelmii negativitast tapasztaltunk (kozépsé oszlop), mikézben a primer antitest
jelenlétében tapasztalt immunreakciok alapvetden eltérd mintazatokat mutattak (bal

oldali oszlop).
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Kalbindin Kontroll Kontroll - DAPI
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15. abra

Kontroll immunhisztokémiai vizsgalatok.
Bal oldali oszlop. CB-, CR- és PA-specifikus immunfestddés.
Ko6zépso oszlop. A CB preabszorpcios kontrollja esetén, valamint a CR és PA elhagyasaval tapasztalt
negativ immunreakcio.
Jobb oldali oszlop. Az abran bemutatott nucleus cochlearis szeletekrdl készitett DAPI sejtmagfestés.

3.3. A CaZ-eltavolito mechanizmusok vizsgalata

3.3.1.A K'-depolariziciéval Kkivaltott Ca’*-tranziensek megsziinésének
kinetikaja

A piramis-sejtek citoplazmajabol torténé Ca®'-eltavolitasi folymatokat a K'-
depolarizacioval kivaltott Ca®-tranziensek leszallé szaranak illesztésével, az
idéallandok meghatarozasaval tanulmanyoztuk. Annak érdekében, hogy az eltavolito
mechanizmusok intracellularis Ca*"-koncentracio fliggését megvizsgaljuk, kiilsnbozo
extracellularis K -koncentracioji oldatokat alkalmaztunk, eltérd inkubacios idékkel. A
16A. 4bra felsé része 20 mmol/l K kiilonbozé idétartamt alkalmazasait mutatja. 1,5 s-
os kezelés kis amplitudoju Ca**-tranzienst eredményezett, a jelek nagysaga nétt 8 s-os
kezelésig, &m a 8 ¢és 15s-os inkubdcid alatti tranziensek amplitiddja méar nem

kiilonbozott.

50



A ( ; & —=— egy exponencidlis
200 20 —e— két exponencidlis 1
—a— két exponencidlis 1
1\"1§ I
= 15
2 100
£ 10 *kk
= z x
N‘(g o /*
0+ 5 3 H H b 20mmol/l [K], g 64 ']
0 250 500 E *x
3004 ido [s] © 4 *kk
!\ ** *k
= 2004 24 *—o ) *kk
g T
= T T T T T T
— 1004
‘g
o et
o4 ¢ . < 50mmol/l [K']
1 5 3
T T T —v— alapvonal
750 1000 1250
o I T -y,
ido [s] 204 Y\I T
Y T
B . .. / Ty
(a1 5] Y *
20 - egy exponencialis Tk k

—— két exponencilis

A[Ca™], [Ca®] [nmol/l]
\

E
g =] . g
= §/ *
—
0 0 T T T T T T
o 0 50 100 150 200 250 300
e [Ca™).... [nmol]
16. abra
s ey oy . I3 + . r r JON4 . r
A KCl-depolarizécio altal indukalt Ca**-tranziensek leszallo szaranak kvantitativ
jellemzése.

A. Kiilonboz6 extracellularis K'-koncentraciokkal kivéltott Ca®*-tranziensek. A felsé gorbéken 20, az
alson 50 mmol/l-es KCl-koncentraciot hasznaltunk, az id6tartamot masodpercben a gorbék alatti
vonalakhoz tartozo szamok jelolik.

B. Az 1. tipusi (fent), illetve a 2. tipusi Ca®'-tranziensek (lent) leszalloszaranak illesztése egy
(szaggatott vonal), illetve két exponenciélis tagot (folytonos vonal) tartalmazd fiiggvénnyel. A Ca®'-
tranzienseket az alapvonalhoz korrigaltuk, és a jobb lathatosag kedvéért a leszalloszarat tiintettiik fel. A
felsd panelen jol lathato, hogy az egy és két exponencialis tagot tartalmazo illesztések egybevagnak.

C, D. A Ca*'-tranziensek illesztésének adatai. A paraméterek Ca®’-fiiggését a csucs Ca’’-koncentrécio,
illetve a leszalloszar tipusa szerinti csoportositassal kivantuk demonstralni. Az atlagolt cstcsértékek
szorasat (S.E.M.) a C panelen a vizszintes vonalak jeldlik. A C &bran az egy idokonstanssal (1) torténd
illesztések, a két exponencialissal végzett illesztések két iddallanddja (ty, 15), a D abran az alapvonal
(haromszog), illetve a tranziens eldtti és utani alapvonal kiilonbségének (pedestal, y,, négyszoggel
jelolve) atlagai lathatoak, a vertikalis vonalak a szorast (S.E.M.) jelolik. (A szignifikanciat Student-féle
kétmintas t-probaval kalkulaltuk; * = 0,05; ** = 0,01; *** =0,001)

A Ca®"-tranziensek leszallo szara — a tranziens cstcskoncentraciéjatol fiiggden —
haromféle kinetikat mutatott. A kis amplitdddju tranziensek leszalld szarat jol lehetett
illeszteni egyetlen exponencialis tagot tartalmaz6 fiiggvénnyel (1. tipus, 16A. abra felsd
része), mig nagyobb Ca’’-tranziensek esetén a leszallo szarat csak két exponencilis
tagot tartalmazo fiiggvény irta le megfeleléen (16A. abra felsd része; 3-20 s; 2. tipus).
A két tipus kozotti atmenetet a 45 és 82 nmol/l-es Ca* -csucsértékek kozott lehetett
megfigyelni. A 16B. abra a leszallo szarak két tipusat hasonlitja dssze és illusztralja az

illesztések eredményeit.
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A 3. tipusu leszall6 szar a neuronok mintegy 10%-anal volt megfigyelhetd (16A.
abra, alsd rész). Ha 50 mmol/l K'-ot 1-5s-ig alkalmaztunk, a Ca’’-tranziens
megsziinésének korai szakasza egy exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvénnyel volt
illeszthetd. Ezt kovetden platofazis alakult ki, majd a megsziinés joval kisebb
sebességgel folytatodott.

Az 16. dbra C és D része a K'-depolarizacioval kivaltott Ca**-tranziensek
leszallo szaranak kvantitativ analizisét foglalja 6ssze. A Ca® -eltavolitis Ca®'-
koncentracio fiiggésének vizsgalatakor 5 csoportra osztottuk a vizsgalt Ca*'-
tranzienseket amplitidojuk szerint. A 100 és 300 nmol/l kozotti tartomanyban
50 nmol/l-enként hataroztunk meg egy-egy csoportot. Az 5. csoportba a 0 — 100 nmol/l
kozotti csuccsal rendelkezd tranziensek keriiltek, ezeket az 1. vagy 2. tipusba tartozasuk
szerint tovabbi két alcsoportba soroltunk. Az egyes csoportokon beliil atlagoltuk az
amplitadokat és az illesztéssel kapott paramétereket. Erdekes, hogy a 0 - 100 nmol/l-es
tartomanyban az 1. tipusu tranziensek atlagos amplituddja 37,6 + 2,6 nmol/l, mig a 2.
tipusuaké 74,9 + 3,7 nmol/l volt.

A 16. abra C része a Ca*'-tranziensek leszalld szaranak id64llandoit mutatja be.
Az 1. tipusi tranziensek megsziinésének iddallanddja 6,43 £0,48 s volt (egy
exponencialis tag, t). A 2. tipusu tranziensek illesztésekor két exponencialis tagot
tartalmaz6 fliggvényt haszndltunk. A kisebb idéallando (t;) a 0 — 100 nmol/l kozotti
tranzienseknél 3,09 £ 0,26 s volt, értéke magasabb Ca**-tranzienseknél jelentdsen
csokkent (1,46 £ 0,11 s-ra a 250 — 300 nmol/l-es tartomdnyban). A nagyobb idéallando
(t2) 18,15 £ 1,6 s volt a 0 — 100 nmol/I-es tartomadnyban, értéke nem valtozott jelentdsen
magasabb Ca’"-koncentraciok esetén, csak a 250 — 300 nmol/l-es tartoméanyban volt
megfigyelhetd szignifikans csokkenés (7,42 £ 0,92 s, p < 0,001).

A tranziensek leszallo szaranak illesztésekor alkalmazni kellett egy allando
tagot, ami az intracellularis Ca*'-szint tranziens el6tti és utani értékének kiilsnbségével
azonos. A 16. abra D része demonstralja, hogy ez a kiilonbség a Ca*'-tranziensek
amplitidojanak novekedésével emelkedett. Lathatdo tovabba, hogy a tranzienseket
megeléz6en az intracellularis Ca**-szint kielégitden alacsony volt és csak kis mértékben
(15 és 25 nmol/l kdzott) valtozott a kisérletek alatt.

Ismeretes, hogy a nagy affinitast fluoreszcens Ca*'-indikatorok (pl. a Fura-2)
maguk is befolyasoljak a Ca*"-koncentracié véltozasok idébeliségét. Annak érdekében,
hogy a Fura-2 esetleges ilyen hatasat kimutassuk, egy alacsony affinitasti Ca®'-

indikatorral (Fluo-3) is regisztraltunk Ca*'-tranzienseket. Ezen tranziensek kinetikai
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paraméterei hasonloak voltak a Fura-2 alkalmazasakor kaportt értékekkel (2. tipusu

tranziensek esetén 1, = 4,16 £ 0,52 s, 1, = 20,78 £ 4,5 s, n =4).

3.3.2. Az intracellularis Ca**-raktarak szerepe a Ca’*-eltavolitasban

Az a tény,hogy a 2. és 3. tipusu tranziensek leszallo széra tobb exponencidlis
tagot tartalmazo fliggvénnyel illesztheté, valosziniisiti tobb Ca**-eltavolito
mechanizmus egyidejii aktivitasat. Az intracellularis raktarakba torténé Ca®'-felvétel
jelentéségét TG és CPA alkalmazasaval teszteltilk. A 17. dbra A részén lathatd, hogy
50 nmol/l TG hatdséra a K'-depolarizdcidval kapott tranziens cstcsértéke és leszallo
szaranak sebessége jelentdsen kisebb volt, mint kontroll koriilmények kozott. A
tranziensek megsziinési sebességének jobb Osszehasonlithatosaga érdekében a két
gorbét ugy vetitettiik egymasra, hogy megeldzéen azonos amplitidojuva tettiilk oket
(17A. abra, betét).

A TG alkalmazaséaval nyert eredményeket a 17B. abran foglaltuk 6ssze. A TG
kezelés alatt a nyugalmi intracellularis Ca*'-koncentracid megemelkedett, a Ca®'-
tranziens cstcsa pedig szignifikans csokkenést mutatott. Habar TG kezelés alatt a 2.
tipust tranziensek megtartottak jellegiiket, mindkét idéallando értéke szignifikansan
megemelkedett (t; =2,11+£0,13s, 1, =14,98 £ 1,95 s kontroll koriilmények kozott,
TG kezelést kdvetden pedig a 11 =5,99 £ 0,96 s, a1, =27,46 £ 4,21 s, p < 0,001).

A Ca*"-tranziensek amplitadojanak csokkenése felveti azt a lehetSséget, hogy
onmagaban ez a valtozas allhat az idéallandok novekedésének hatterében. A kérdés
vizsgalata érdekében a 17B. abran iires oszlopokkal jeloltiik azon idéallandd értékeket,
melyek korabbi adataink alapjan (lasd 16C. abra) az adott ampluitidokhoz tartozhatnak.
Jol megfigyelhetd, hogy a vart és mért értékek a kontroll esetben megegyeznek, mig a
TG jelenlétében kapott idéallandd ndvekedés sokkal nagyobb volt, mint ami a Ca”'-
tranziens amplitiddjanak csokkenése alapjan josolhato.

A TG-nal kapott eredmények alatamasztasa céljabol megismételtiik a kisérletet
3 umol/l CPA-val és hasonld eredményt kaptunk (nem kozolt adat). Valoszinli tehat,
hogy a csokkent amplitidé és a lassabb leszallo szdr a SERCA pumpa gatlasdnak

kovetkezménye.
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17. abra

Tapszigargin hatasa a KCl-depolarizacio indukalt Ca**-tranziensekre.
A. 50 mmol/l koncentraci6jii extracellularis KCl-al kivaltott Ca*'-tranziensek vizsgalata kontroll
koriilmények kozott és 50 nmol/l tapszigarginnal végzett 2 perces kezelést kdvetéen. A kis panel
ugyanezt a két tranzienst mutatja, de itt a tapszigargin jelenlétében rogzitett tranzienst a kontroll
amplitiddjara skalaztuk a leszalld szarak jobb 6sszehasonlithatosaga végett.
B. Az A panelen lathatd kisérlet eredményének Osszefoglalasa oszlopdiagram formajaban. (Két sejt
esetében az illesztést az alapvonal oszcillacidja miatt nem lehetett kivitelezni, ezért ezek esetén csak az

alapvonal és a cstics Ca®*-koncentraciok keriiltek feltiintetésre.)
Felmeriilt annak a lehet6sége is, hogy a TG és CPA jelenlétében tapasztalt

amplitudé csokkenés hatterében a fesziiltségvezérelt Ca*'-csatornak gatlasa all. Izolalt

piramis-sejteken a patch clamp technika teljes sejtes elrendezésében végzett mérésekben
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kimutattuk, hogy a fesziiltségvezérelt Ca**-csatornakon folyé aram CPA és TG hatasara
nem mutatott valtozast (nem kozolt adat).

A SERCA-gitloszereknek a Ca®'-tranziensek amplitudojara gyakorolt hatisa
felveti azt a kérdést, hogy a tranziensek kialakuldsdhoz mennyiben jarulhat hozza az
intracellularis raktarakbol szarmazé Ca®’. A kérdés vizsgalatdhoz elébb 20 mmol/l
koffeinnel, majd K -depolarizacioval valtottunk ki tranzienst. Ezt kvetéen a kisérletet
megismételtiik TG illetve CPA jelenlétében is. A sejtek egy részében a TG és CPA
nem gyakorolt hatast sem a koffein, sem a depolarizaci6 altal kivaltott Ca**-tranziensek
nagysagara, mig egy masik sejtpopulacio esetén a TG és a CPA jelenlétében koffeinnel
nem lehetett Ca*"-tranzienseket létrehozni és a K'-depolarizacié altal kivaltott tranziens

amplitaddja is 50 %-kal csokkent.

3.3.3. A sejtmembran transzportrendszereinek szerepe az intracellularis
Ca™"-koncentricié csokkentésében

A Ca®"-ot az extracellularis tér felé szallito Na®*/Ca®" antiport gatlasahoz az
Az alacsony Na'-tartalmi oldatot a tranziens kialakuldsa utan alkalmaztuk, a Na'
helyettesitésére hasznalt Li-mal és szachar6zzal azonos eredményeket kaptunk.

Amint az a 18. 4bran lathatd, a Na’"/Ca’" cseremechanizmus gatlasa
csokkentette a piramis-sejtek Ca*"-eltavolito képességét. A Ca®-tranziens
megsziinésének iddallandoi emelkedtek: a T, értéke 2,64 + 0,32 s-r6l 3,37 £ 0,5 s-ra, a
T, értéke 15,32 £1,92 s-r6l 18,14 £ 1,68 s-ra (n=10), azonban egyik valtozas sem
bizonyult szignifikinsnak. A 18A. 4bra betétjén is megfigyelheté a Na**/Ca®" antiport
kismértékii szerepe a Ca’"-eltavolitasban: az alacsony Na'-tartalmi oldatot kontroll
oldatra visszacserélve, a leszallo szar sebessége megnd.

A PMCA utvonalat 3 mmol/l La>" alkalmazasaval gatoltuk. A fesziiltségfiiggd
Ca*"-csatornak blokkolasanak kovetkezményeit tigy kiiszoboltiik ki, hogy a La’*-t a K'-
depolarizacié megsziintetésével egyidejiileg alkalmaztuk. A La’" jelentésen, de
reverzibilisen valtoztatta meg a Ca* -tranziens leszallo szaranak lefutasat (19A. abra):
az intracellularis Ca®"-koncentracid rovid csdkkenés utan megallt és egy platofazis
alakult ki, ami a La®" alkalmazésanak idétartama alatt valtozatlanul fennmaradt. A La’*
eltavolitisa utan a Ca®’-szint ismét csokkent, de lassabban mint a platot megelézden.

Az abra B része az A panelen bemutatott kisérletek eredményeit foglalja ssze.
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+ 2+ . . v sy s r 2+ .
A Na'/Ca” -cseremechanizmus jelentdsége a depolarizacid-indukalt Ca” -tranzienseket

kovetd Ca’ -eltavolitasban.
A. A Ca*-tranzienseket KCl-depolarizacioval valtottuk ki (50 mmol/l, 5 s, kétszer egymés utan). Az
els6 tranzienst kontroll koriilmények kozott rogzitettik, a masodikat 30 mmol/l-re csokkentett

gorbék azon részét mutatja, ahol az extracelluldris Na'-ot az alacsony koncentraciorol a kontroll
koncentraciora allitottuk vissza.
B. Az A panelen lathato kisérlet adatainak 6sszefoglalasa oszlopdiagramon (n = 10).

La®" jelenlétében mind az alapvonal, mind a tranziens amplitidéja valtozatlan, a
kontroll tranziensek iddéallandoi pedig hasonléak a korabban kapottakhoz (t; =2,57 *
0,65s, 1,=19,85+3,45s, n="7). La’" alkalmazasat kovetden a leszallo szar mindkét
szakasza egy exponencialis tagot tartalmazé fliggvénnyel volt illeszthetd. Az elsé
szakasz iddéallanddja (T, = 5,7 = 1,07 s) valamivel nagyobb volt, mint a kontroll t;, mig
a La>" kimosésa utani idéallando (Two = 12,56 £ 2,11 s) kisebb volt, mint a kontroll 1, (a

kiilonbségek statisztikailag nem szignifikdnsak). A platofazis amplitidoja (yo.ra)
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81,2 + 18,3 nmol/l, a kimosast kdvetSen kialakuldé Ca**-szint (Yoo = 23,2 + 2,2 nmol/l)

pedig nagyobb volt, mint amit kontroll koriilmények kozott tapasztaltunk a Ca®'-

tranziensek utan (p < 0,001).
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19. abra
A felszini membran Ca” -pumpajanak (PMCA) szerepe a KCl-depolarizacioval
kivaltott tranzienseket kovetd intracellularis Ca**-koncentracio csokkentésében.
A. KCl-depolarizaci6 altal kivaltott Ca*-tranziensek (50 mmol/l, 5 s). Az elsé kontroll koriilmények
koz6tt, a masodik 3 mmol/l La®* extracellularis alkalmazasa soran (35 s) keriilt rogzitésre.
B. Az A panelen lathato kisérletek adatainak 6sszefoglaldsa oszlopdiagram segitségével (n = 7).
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4. MEGBESZELES

A disszertacioban bemutatott kisérletek fo célja az volt, hogy tovabbi adatokat
nyerjink a nucleus cochlearis neuronok Ca®’-homeosztazisanak szabalyozasara
vonatkozdan. A munka szervesen illeszkedik a csoportunk azon térekvéséhez, hogy az
egyes neuronféleségek funkcidjat megismerve kozelebb jussunk a cochlearis magban
kialakul6 parhuzamos felszallo utvonalak miikddési sajatsagainak megértésé¢hez. Ehhez
mindenképpen sziikséges a szoban forgd palyak kiinduld neuronjainak tanulmanyozasa,
membransajatsagaik és sejten beliili szabalyozo rendszereik megismerése.

Az elvégzett vizsgalatok dontd része a DCN piramis-sejtjeire vonatkozd
informaciot szolgaltatott. Ennek alapjan kijelenthetd, hogy ezek a neuronok mitkddésiik
kapcsan jelentds Ca®'-terhelésnek vannak kitéve, ennek ellenére relative kicsi
intracellularis Ca*"-koncentracié valtozasok mutathatok ki rajtuk. Ennek oka részben a
citoplazmatikus Ca*"-kotéfehérjék puffereld hatisa, részben a citoplazmatikus Ca"

eltavolitasat végzo transzportfolyamatok hatékony mitkddése.

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

Kisérleteinkben a piramis-neuronok glutamat érzékenysége alacsonyabb volt,
mint amit mas izolalt sejteken vagy sejtkulturakon taldltak (Kudo és Ogura, 1986;
Hattori és mtsai, 1998; Haak, 1999; Hay ¢s Lindsley, 1999). Azt is megallapitottuk,
hogy az altalunk kapott glutamat-indukélt Ca*"-tranziensek kisebbek voltak, mint amit
nucleus suprachiasmaticus (Haak, 1999) vagy hippocampus neuronokon leirtak (Kudo
és Ogura, 1986). A kiilonbségek oka nem vildgos, szoba jon, hogy az enzimatikus
izolalas soran a neuronok elveszitik a felszini glutamat-receptorok egy részét. Erre
utalhat, hogy a depolarizacioval kivéltott Ca**-tranziensek sokkal kevésbé kiilonboztek
a masok altal kapott értékekt6l (Tymianski és mtsai, 1993; Zirpel és mtsai, 1995;
Metzger és mtsai, 2000). Megemlitendé tovabbd, hogy eredményeink az AMPA-
receptorok fontos szerepét jelzik a tranziensek 1étrejottében, marpedig ezen receptorok
alacsony glutamat-érzékenysége korabbrol ismert (lasd pl. Patneau és Mayer, 1990).

A kilonféle gatloszerekkel kapott eredmények szerint a glutamat hatdsara
létrejové Ca®'-tranziensek eredete kizarolagosan az extracellularis tér. Az AP5
hatastalansdga arra wutal, hogy az NMDA-receptorok részvétele a tranziensek
kialakitasaban elhanyagolhat6. Ennek a kovetkeztetésnek azonban ellentmond az a
tény, hogy az NMDA receptorokra is hat6, AMPA-receptor gatld6 CNQX jobban
csokkentette a tranzienseket, mint az AMPA-receptorokra specifikusabb NBQX. Az
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ellentmondas lehetséges magyardzata az altalunk alkalmazott AP5 koncentracio
alacsony értéke lehet. Némileg ellentmondasosak a fesziiltségfiiggd Ca’'-csatornak
szerepére vonatkozé megéllapitasaink is: a Cd*" mintegy 50 %-os csokkenést
eredményezett, a depolarizacid mérséklése a kiilsé Na' megvonasaval viszont
gyakorlatilag hatdstalan volt. Ebben az esetben magyarazatként az vethetd fel, hogy a
megmaradd kevés Na© is elegendé a Ca*"-csatornak aktivalasahoz sziikséges mértékii
depolarizacié kialakitasdhoz illetve az a lehetéség is felmeriil, hogy a Cd*" gatolja az
AMPA -receptorokat is (Joels és mtsai, 1989).

A fenti megfigyelések 6sszegzése utan adodott a kdvetkeztetés, hogy a glutamat-
indukalt Ca®’-tranziensek kialakulasahoz az AMPA receptorokon keresztiili Ca*'-
belépésnek is hozza kell jarulni. Szamos adat talalhatd arra vonatkozdan, hogy a DCN
neuronjaiban a GluR1-4 alegységek nagy mennyiségben vannak jelen, jollehet az egyes
sejtek expresszidja kozott kiilonbségek is kimutathatok (Hunter és mtsai, 1993; Petralia
és mtsai, 1996, 2000; Rubio és Wenthold, 1997). Arra is vannak adatok, hogy a
hallérendszer neuronjain az AMPA-receptorok Ca®’-permeabilitdsa nagyobb, mint a
mas agytorzsi struktardkban talalhato idegsejteké (Otis €s mtsai, 1995; Ravindranathan
és mtsai, 2000). Mas megfigyelések szerint a DCN piramis-sejtek Ca®"-impermeabilis
AMPA-receptorokat tartalmaznak (Gardner és mtsai, 1999, 2001), ami 6sszhangban van
azzal a ténnyel, hogy az ezen sajatsagért felelés GluR2 alegység (Keller és mtsai, 1992;
Geiger és mtsai, 1995) jelen van ezekben a neuronokban. Ezek a tények mindenesetre
ellentmondanak annak a szerepnek, amit az AMPA-receptoroknak tulajdonitottunk a
Ca’" tranziensek kialakitasaban.

Az ellentmondas felolddsanak tobb lehetésége van. Szoba jon, hogy kisszamu
Ca*"-permedbilis AMPA-receptor is elegendé a tranziensek létrehozasahoz az adott
kisérleti feltételek mellett (izolalt sejteken a teljes receptorkészlet egyidejli aktivalasa).
Lehetséges, hogy a piramis sejtek citoplazmatikus Ca*'-pufferkapacitasa alacsony
(Korada és Schwartz, 2000), ezért kis mennyiségli Ca’"-belépés is eredményezhet
mérhetd koncentracidovaltozast (ennek ellentmondanak a puffer-fehérjék expresszidjara
vonatkozo jabb adataink, lasd aldbb). Végezetiil emlitést érdemel, hogy ragcsalokon a
glutamat receptorok 0sszetétele a hallopalya neuronjaiban a hallasi funkcio érése soran
valtozik (Lohmann és Friauf, 1996), az altalunk hasznalt fiatal patkanyokban tehat
alacsonyabb lehet a GIuR2 alegység mennyisége, mint a Gardner és mtsai (1999, 2001)
altal vizsgalt id6sebb egerekben. Hasonld, érési folyamatot kiséré AMPA-receptor

moddosulast patkany gerincveldi motoneuronokban le is irtak (Metzger és mtsai, 2000).
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4. Tablazat

Ca”"-kotéfehérjék expresszioja a nucleus cochlearis projekcios sejtjeiben kiilonféle fajok esetén

CR PA CB
Sejttipus Jelen Korabbi adatok Jelen Korabbi adatok Jelen Korabbi adatok
munka munka munka
Piramis- - — patkany' + patkany n.a. + + patkany'
neuron — ugroegér + ugroegér + ugréegér’; csincsilla®
— denevér®
Purkinje- - n.a. + szOma +széma patkany”° + szOma + szOma és dendritek
szerl sejt —dendritek | — dendritek patkany™° + dendritek patkany' > ®7®
+ tengerimalac® + tengerimalac®
Orias-sejt - n.a. - n.a. + + patkany®’; csincsilla’
— tengerimalac’
Globularis + + patkany' + patkany n.a. - — patkany'
bushy-sejt + ugroegér’ + ugroegér’; csincsilla’;
denevér’
Szferikalis - — patkany’ + patkany n.a. - — patkany'
bushy-sejt — ugroegér + ugroegér + ugréegér’; csincsilla®
+ tengerimalac'®"’ — denevér’
Octopus-sejt + + patkany"’ - patkény n.a. + + patkany” > "
+

: 12
tengerimalac

7 £ 2 7.1
+ ugroeger’; eger 3

’ ;2 s s 4
+ ugroegér’; egér 3; denevér';
csincsilla’®

‘Jelen munka’ jelzi az értekezésben bemutatott kisérletek eredményeit mig ‘Korabbi adatok’ alatt irodalmi kozléseket kell érteni (ezek azonositasa az

irodalomjegyzék és a felsd indexben megadott sorszam segitségével lehetséges). N.a. (nincs adat) jelzi, amennyiben nem talaltunk egyértelmu allitast

adott Ca*"-kotéfehérje eléfordulasara vonatkozoan valamelyik sejttipusban.

'Rogers és Resibois (1992); *Korada és Schwartz (2000); *Frisina és mtsai (1995); *Zettel és mtsai (1991); *Hurd és Feldman (1994); *Spatz (1997);
"Friauf (1994); *Rossi és Borsello (1993); *Resibois és Rogers (1992); °Caicedo és mtsai (1996); ''Caicedo és mtsai (1997); *Winsky és Jacobowitz
(1995); "Idrizbegovic és mtsai (1998); “Celio (1990)
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4.2. Cazi-kﬁtﬁfehériék elofordulasa felnott patkany nucleus cochlearisanak

projekcios neuronjaiban

Tekintettel jelentéségiikre, a Ca’’-kotéfehérjék kozponti  idegrendszeri
eléfordulasaval szdmos kordbbi tanulmany foglalkozott, ezek egy részében a nucleus
cochlearisra vonatkoz6 megallapitasok is fellelhetdk. Kijelenthetd ugyanakkor, hogy
az adatok heterogének, tobbféle fajon, kiillonbozo életkoru egyedekben torténtek a
mérések (lasd 4. tablazat). Mindenképpen helye volt ezért egy olyan
kisérletsorozatnak, amelyik adott species felndtt (tehat kifejlett hallérendszerrel bird)
egyedeiben hasonlitja 6ssze a kiilonféle projekcids neuronok pufferfehérje tartalmat.
A megkdzelités atfogo jellege mellett metodikailag is ujat nyujtottunk azzal, hogy
kettds jeloléseket végeztiink ¢€s kritikus esetekben konfokalis mikroszkdopiaval
tdmasztottuk alda megallapitasainkat.

A korabbi adatokkal részben megegyezden azt talaltuk, hogy a DCN sejtjeiben
a CB jelenléte dominal, CR pedig nem mutathato ki. Kiilondsen fontosnak tartottuk a
piramis-sejtek citoplazmatikus Ca®’-pufferkapacitasanak becslését. Mig korabbi
megfigyelések patkdnyban csak a CB jelenlétére vonatkozoan voltak egyértelmiien
pozitivak (Rogers és Resibois, 1992), esetiinkben, az ugréegérhez hasonléan (Korada
¢és Schwartz, 2000), a PA jelenléte is igazolddott. Ez arra utal, hogy a piramis sejtek
jelentds pufferkapacitassal rendelkezhetnek, tehat az ennek hianyara vonatkozo
kovetkeztetés (Korada és Schwartz, 2000) értelmezése tovabbi munkat igényel.

A patkany Purkinje-szerli sejtek esetében ismert volt a szoma CB és PA
pozitivitasa, mig a dendritek esetében intenziv CB pozitivitast és alacsony szintli PA
el6fordulast irtak le (Hurd és Feldman, 1994; Spatz, 1997). Adataink szerint ez a
kiilonbség sokkal élesebb: mind fluoreszcens, mind konfokalis mikroszkoppal a
dendritek csaknem teljes PA-negativitasat allapitottuk meg. A DCN Orias-sejtjei
esetében igazoltuk, hogy ezek a sejtek sem CR-t, sem PA-t nem expresszalnak
(Friauf, 1994; Spatz, 1997).

A VCN neuronjaiban a CB jelenléte nem annyira domindns, mint azt a DCN
esetében lattuk, ugyanakkor megjelenik a CR.  Munkank soran jellegzetes
kiilonbséget tudtunk kimutatni a bushy sejtek két altipusdnak pufferfehérje
expresszidjaban. A globularis sejtek esetében mar ismert volt a CB-negativitas és
CR-pozitivitas (Rogers ¢és Resibois, 1992), ezt kiegészitettik a PA jelenlétére
vonatkoz6 megfigyeléssel, ami azt is jelenti, hogy ez a neuron is két kiilonb6zd

kotéfehérjével rendelkezik.



A patkany szferikalis bushy sejtek esetében kordbban a CR és CB hianyat irtak
le. Adataink ebben az esetben is jelzik a PA kismértéki jelenlétét, hasonldan az
ugroegérhez (Korada és Schwartz, 2000). Ez a megallapitas azért jelentds, mert jelzi,
hogy a projekciés neuronok e tipusa patkanyban is tartalmaz legalabb egy Ca®'-
pufferfehérjét, mas fajokhoz hasonléan (Frisina és mtsai, 1995; Caicedo és mtsai,
1997; Korada és Schwartz, 2000).

Az octopus-sejtek esetében adataink megerdsitd jellegick a CR és CB
jelenlétére vonatkozdan, ugyanakkor Gjak annyiban, hogy egyértelmiien igazoltak a
PA hianyat, azon fehérjéét, amelynek expresszidjat mas fajok esetében kimutattak
ezen sejttipusban (Idrizbegovic és mtsai, 1998; Korada és Schwartz, 2000).

Az intenziv vizsgalatok ellenére a Ca®"-kotdfehérjék szerepére vonatkozdan
kevés biztos informacié 4all rendelkezésre. Altaldnossagban kijelenthetd, hogy
feladatuk a sejtek védelme a tulsdgosan magas vagy hosszantartd citoplazmatikus
Ca’"-koncentracio névekedéssel szemben. Erre utal, hogy jelentSs expressziojuk
mutathaté ki olyan neuronokon, amelyek kiilondsen nagy Ca’'-terhelésnek vannak
kitéve akar jelentékeny felszini elektromos aktivitasuk, akar méas Ca*'-belépési
Gitvonalak aktivaloddsa miatt. Elobbi esetre példa a PA kolokalizacioja a Kv3.1b K'-
csatorna alegységekkel, melyek jelenléte jelentOs tiizelési aktivitassal rendelkezo
idegsejtekre jellemzd (Weiser és mtsai, 1995; Sekirnjak és mtsai, 1997; Chow és
mtsai, 1999), utobbira pedig az a megfigyelés, hogy a GluR2 AMPA-receptor
alegység jelenléte vagy hianya (azaz az AMPA receptor Ca -permeabilitasanak
mértéke) Osszefiiggést mutathat a sejt Ca’’-kotéfehérje expresszids mintazataval
(Kondo ¢és mtsai, 1997; Korada ¢s Schwartz, 2000).

A bemutatott eredmények tobbféle modon is hasznosithatok. A fehérjék
expresszios mintdzatanak ismerete megkonnyitheti az egyes sejtféleségek
azonositasat. A felndttkori megoszlas pontos feltérképezése eldsegitheti az
egyedfejlodés soran tapasztalt valtozasok (Friauf, 1994; Lohmann ¢s Friauf, 1996)
értelmezését. A citoplazmatikus Ca*"-pufferkapacitis ismeretében jobban
megitélheték a Ca®**-koncentracié véltozasok idé- és térbeli kovetkezményei illetve a

+ . . e, « y ,
neuronok Ca*'-citotoxicitassal szembeni érzékenysége.

4.3. A citoplazmatikus CaZ eltavolitasara szolgalo mechanizmusok

A neuronok fiziologias milkddésének fennmaradasa szempontjabdl dontd

fontossagu, hogy az aktivitdsukat kisérd ionmozgasok okozta véltozasok minél
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kisebbek legyenek illetve minél hamarabb visszaalljon a nyugalmi helyzet. A Ca*'
esetében az elébbi feladatot részben a pufferfehérjék latjak el, az utobbit pedig
kiilonféle transzportmechanizmusok, amelyek az ionokat visszajuttatjak az
extracellularis térbe vagy ideiglenesen az ER-ban taroljak 8ket. A Ca**-eltavolitas
jellemzésére a depolarizacidval kivaltott tranziensek leszalld szarat jellemzo kinetikai
paramétereket hasznaltuk fel. Adataink szerint harom kiilonb6zd leszalld szar tipus
kiilonithetd el, ezeket kordbban mas sejteken is megfigyelték (Mironov és mitsai,
1993; Fierro és mtsai, 1998; Lee ¢és mtsai, 2000) de kisérleteink igazoltdk el6szor,
hogy ugyanazon sejt képes produkalni 6ket, a Ca®"-terhelés mértékétol fiiggben. Az
altalunk kapott iddallandok egyébként jO egyezést mutattak a kordbban kozolt
értékekkel (Duchen és mtsai, 1990; Thayer és Miller, 1990; Benham ¢s mtsai, 1992;
Tatsumi és Katayama, 1993; Sidky és Baimbridge, 1997; Brain és Bennett, 1998,
Fierro és mtsai, 1998; Vanselow ¢s Keller, 2000).

A Ca*'-tranziensek idébeli lezajlasat jelentdsen befolyasolja a sejt Ca'-
pufferkapacitasa. Tekintettel arra, hogy a Fluo-3 és a Fura-2 tranziensek kinetikai
paraméterei hasonloak, a Fura-2 puffereld hatasat kismértékiinek tekinthetjiik. Ami a
pufferfehérjék szerepét illeti, az aranylag kicsiny Ca*'-tranziensek magas
pufferkapacitasra utalnak (Fierro és mtsai, 1998). Ezt valosziniisitik a CB és PA
egyiittes jelenlétére utal6 immunhisztokémiai adataink is (lasd kordbban). Az a tény
azonban, hogy a megsziinés idallandoi Ca®-fliggést mutatnak, azt jelezheti, hogy
adott kisérleti koriilmények kozott a pufferek kozel vannak a szaturdcidhoz (Bers és
Berlin, 1995; Diaz ¢és mtsai, 2001), tehat vagy kapacitasuk kicsi, vagy eldterhelésiik
nagy. Az immunhisztokémiai és kinetikai eredmények Osszeegyeztetése tovabbi
munkat, elsésorban pontosabb kvantitativ becsléseket igényel.

Az egyes transzportfolyamatok Ca®'-eltavolitasban jatszott szerepének
megitélésére tobbé-kevésbé szelektiv gatlasukat és a kapott mdodosuldsok elemzését
hasznaltuk. A megkdzelitésnek tobb hibaforrdsa van, elsé rogton a gatloszerek
vitathatd specificitdisa. A masik f0 probléma az utvonalak kozotti esetleges
kolesonhatés: egy-egy transzport gatlasa csokkentheti més utvonal(ak) aktivitasat, de
az is elképzelhetd, hogy a kiesett transzportot mds mechanizmusok
aktivitasfokozoddsa kompenzalja. A lehetdségek tisztdzasdra megkiséreltiik tobb
transzportutvonal egyidejii gatlasat, ezek a kisérletek azonban nem adtak egyértelmii
eredményeket. A TG és La’" kombinalt adasa példaul ndvelte a platé nagysagat, CPA

jelenlétében pedig a Na*/Ca®'-csere szerepe valt nyilvanvalobba (nem kozolt adatok).
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A megalapozott kovetkeztetések levonasat nehezitette, hogy ezeket a kisérleteket az
izolalt neuronok rosszul tiirték.

Legellentmondésosabbak a Na'/Ca®'-csere szerepével kapcsolatos adatok.
Egyes megfigyelések ennek fontossagara utalnak (Thayer és Miller, 1990; Benham ¢és
mtsai, 1992; Mironov és mtsai, 1993; Tatsumi és Katayama, 1993; Fierro és mtsai,
1998), mig masok szerint a cseremechanizmus jelentdsége kicsi (Duchen és mitsai,
1990; Thayer és Miller, 1990; Sidky és Baimbridge, 1997; Surin és mtsai, 2000).
Sajat adataink az utdbbi allaspontot tamasztjak ald, egyben megkérddjelezik azt a
véleményt, mely szerint a Na"/Ca*"-csere elsésorban a kdzponti idegrendszer centralis
strukturaiban jatszik fontos szerepet (Kostyuk ¢s Verkhratsky, 1995).

A PMCA szerepét 3 mmol/l La*" alkalmazasaval vizsgaltuk. Az ion ebben a
koncentracioban feltehetéen a Na'/Ca*"-cserét is gatolja (Powis és mtsai, 1994;
Shimizu és mtsai, 1997), de ha elfogadjuk, hogy ennek a mechanizmusnak a szerepe
kicsi, a megfigyelt drdmai valtozast indokolt a PMCA kikapcsolasa
kovetkezményének tulajdonitani. Az a tény, hogy ezen transzportlehetdség
megsziinése platd kialakulasat eredményezte, megerdsiteni latszik feltevésiinket, mely
szerint a tranziens leszallo szaranak kinetikajat a Ca’’-terhelés mértéke és a
rendelkezésre allo eltavolitd kapacitas kozotti arany szabja meg. Hasonld elképzelést
kordabban mas szerzok is megfogalmaztak (Thayer és Miller, 1990; Mironov és mtsai,
1993).

A Ca®" ER-ban t6rténd tarolasa jelentés szereppel birhat a piramis sejtek Ca**-
tranzienseinek megsziinésében, erre utal, hogy a SERCA pumpa gatlasa egyértelmiien
csokkenti a tranziens leszalld szaranak megsziinési sebességét, dsszhangban korabbi
megfigyelésekkel (Benham és mtsai, 1992; Mironov és mtsai, 1993; Tatsumi és
Katayama, 1993; Fierro és mtsai, 1998). Nem lehet azonban teljesen kizarni azt a
lehetdséget, hogy a tranziens leszalld szardnak lassulasa csak latszolagos, a tényleges
Ca” -eltavolitas effektivitasat valamely raktar-figgé Ca*'-csatorna megnyilasa és az
azon keresztiili Ca’"-belépés rontja le (Usachev és Thayer, 1999).

A SERCA pumpa gatldsanak varatlan kovetkezménye volt a tranziensek
nagysaganak csokkenése. Miutdn néhany lehetséges magyarazatot kizéartunk, az
egyetlen szoba johetd megoldas annak feltételezése, hogy a tranzienseknek mégiscsak
van egy Ca”"-felszabadulas komponense. Erre utal, hogy TG és CPA kezelés noveli a
nyugalmi Ca**-szintet, tovabba az a tény, hogy a tranziensek SERCA-pumpa gatlassal

sszefiiggd csokkenésének feltétele a Ca’'-raktarak el6zetes kiiiritése. Emellett
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irodalmi adat is utal ra, hogy a depolarizacio-indukalt tranzienseknek lehet egy Ca®'-
indukalt Ca**-felszabadulas 6sszetevéje (Shmigol és mtsai, 1995).

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az izolalt piramis-neuronok jol
szabalyozott Ca®"-homeosztazissal rendelkeznek és alkalmasak ezen szabélyozas
egyes lépéseinek tanulmanyozasidra. Mindamellett sziikséges, hogy a méréseket
fiziologiasabb viszonyok kozott is megismételjiik. Elengedhetetlen tovabba, hogy a
cochlearis mag maés neuronjainak Ca’’-szabalyozésarol is gytijtsink adatokat, ami
lehet6vé teszi majd a neuronalis funkciok és a Ca*"-homeosztazis kozotti kapesolatok

pontos értelmezését.
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OSSZEFOGLALAS

A nucleus cochlearis a hallopalya kiemelkedd jelentdségli része, hiszen a VIII.
agyideg altal a Corti-szervbdl szallitott hallasi informécio analizise itt kezdddik el,
azaltal, hogy az a magban talalhat6 tobbféle masodlagos érzéneuronra tevdédik at,
ezek a sejtek pedig eltérd agyteriiletekre procicidlnak. Tekintettel arra, hogy ezek az
idegsejtek a nervus acusticussal igen intenziv szinaptikus kapcsolatban allnak,
jelentés depolarizacio és Ca*'-terhelés alakulhat ki rajtuk.

Jelen munkaban elsésorban a nucleus cochlearis piramis-neuronok Ca®'-
homeosztazisanak szabéalyozasat vizsgaltuk. Az intracellularis Ca*'-koncentracié
mérésével igazolodott, hogy glutamat hatdsara jelentds mértékii Ca’'-belépés
kovetkezik be ezen sejtekben. A glutamat-indukalt Ca®'-tranziensek 1étrej6ttében az
AMPA -receptorok és a fesziiltségvezérelt Ca*'-csatornak jelentésége a dominans, mig
az NMDA -receptorok szerepe elhanyagolhat6 kontroll kisérleti koriilmények kozott.

A neuronok miikddésének hosszatavu fennmaradasahoz elengedhetetlen, hogy
a megndvekedett intracellularis Ca®*-koncentracio révid idén beliil a nyugalmi szintre
csokkenjen vissza. Ennek biztositasaban, Ca®-puffer hatasuk révén, jelentds szerepet
jatszanak egyes, sejten belilli Ca®"-kotd fehérjék. Immunhisztokémiai modszerekkel
bizonyitottuk, hogy a nucleus cochlearis projekcidés neuronjai legalabb egy, de
tobbségiikben két kalciumkotd fehérjét expresszalnak citoplazmajukban, ami a sejtek
Ca*"-terheléssel szembeni jelentds védekezSképességét sugallja.

Az intracellularis Ca®’-koncentracié csokkentésének a leghatékonyabb
mechanizmusai azok, melyek az intracellularis térbdl eltavolitjdk a sejtaktivitas
kapcsan bekeriild6 Ca-ionokat. A piramis-neuronok funkciondlis vizsgalata soran
szerzett eredményeink ramutattak, hogy a Ca®"-eltavolitasban a felszini membranban
talalhato  Ca”’pumpanak (PMCA), illetve az endoplazmatikus retikulum
membranjaban elhelyezkedd Ca®-pumpéanak (SERCA) van kiemelkedd szerepe, mig
a  plazmamembranban  talalhaté  Na'/Ca*'-cseremechanizmus jelentSsége

elhanyagolhato.
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SUMMARY

The cochlear nucleus has an outstanding importance in the audition as the
analysis of the auditory information carried by the 8" cranial nerve from the organ of
Corti begins here. The acoustic information is processed by the projection neurones
of the cochlear nucleus, which send their axons to different brain areas. As these
projection cells have highly active synaptic connections with the acoustic nerve, their
Ca”" load seems to be rather strong.

In the present work the regulation of the Ca®" homeostasis was studied in the
pyramidal neurones of the cochlear nucleus. By measuring the intracellular Ca®"
concentration we proved that glutamate induced significant Ca®" entry to the
pyramidal neurones. Mostly the AMPA receptors and voltage-gated Ca®" channels
had dominant importance in the genesis of glutamate-induced Ca®’ transients,
whereas the role of NMDA receptors seemed to be negligible under control
circumstances.

In order to maintain the physiological functions and homeostatic processes of
the neurones, it is essential to rapidly decrease the increased intracellular Ca"
concentration to the resting level. To achieve this, intracellular Ca®" buffer proteins
have outstanding roles in compensating for the high intracellular Ca*" concentration.
Immunohistochemical methods applied in our work showed that most of the
projection neurones expressed two calcium binding proteins in the cytoplasm
suggesting a remarkable buffer capacity of these cells.

The most effective mechanisms in the reduction of the elevated intracellular
Ca®" concentration are the various transport mechanisms that are capable of removing
the Ca®" entering during cell activity. The functional examination of the pyramidal
cells indicated that the Ca>” pump located in the surface membrane (PMCA) and the
Ca®" pump situated in the endoplasmic reticulum (SERCA) had important roles in
removing the cytoplasmic Ca®’, whereas the Na'/Ca®" exchanger -located in the

plasma membrane- had negligible contribution to this process.
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