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1. Bevezetés, irodalmi eldzmények és célkitiizés

1.1. A bulbus olfactorius /szagldgumd/ szerkezete €s miikodése

A bulbus olfactorius finomszerkezetileg, elektrofiziold-
giailag egyre jobban ismert diszkrét agyszakasz, amelyrSl a
vizsgdld médszerek tokéletesedése sordn mind részletesebdb infor-
mdciét kapunk. A teriilet elsd mikroszkdpos leirdsdt Cajal /1911/
adta. E szdzad negyvenes éveiben indult meg a bulbus elektrofi-
zioldgiai vizsgdlata, ami ma mdr a legmodernebb intracelluldris
regisztrdldssal folyik. A hatvanas években finomszerkezetének
jelentls részét is feltdrtdk.

A gerinces szagldérendszer hdrom fé egységre oszthatd fel:

a./ a periférids rész, amelyet a neuroepithelium és a szagld-

gumé; b./ a kozbiilgS rész, amelyet a nucleus olfactorius ante=-

rior alkot, valamint a paleocorticalis aredkbdl Osszetevddd

c./ centrdlis rész.

Ad. a. A bulbus olfactorius emlésdkben hat rétegii ovoid képlet,
rétegei a kdvetkezbk: 1. stratum. filorum olfactorium; 2. stra-
tum glomerulosum; 3. stratum plexiforme externum; 4. stratum
mitrale; 5. stratum plexiforme internum; 6. stratum granulosum.
A sejtek alakjuk €s elhelyezkedésiik szerint lehetnek mitrdlis,
ecset- /kiilsd, ill. kozbiilsS vagy kihelyezett mitrdlis/, peri-
glomeruldris, szemcse- és kiils§, rovid axond sejtek /1. kép/.

A szagldhdm receptorsejtjeinek axonjaibdl Osszeszedl fila
olfactoria myelinizdlatlan nyaldbjai /Robinzon és Quinn, 1978/
a lamina cribrosa lyukacsain dtjutva kozvetleniil belépnek a

bulbusba, ahol nagy, gombszerii szinapszis rendszerekben, a glo-



1. kép: Usszefoglald sémds rajz a bulbus olfactorius szerkezetérdl
és idegelemeinek fontosabb 8sszektttetéseirdl /Shepherd, 1972 utén/.
Jel¥lések: ONL: str. filorum olfactorium; GL: str. glomerulare;

EPL: str. plexiforme externum; MBL: str. mitrate; IPL: str. plexi-
forme internum; GRL: str. granulosum; ON: nervus olfactorius; PGm:
periglomeruldris sejt monoglomeruldris dendrittel; PGb: periglomeru-
léris sejt biglomeruldris dendritekkel; SA_: kiilsd rdvid axondi sejt;
Ts: killsS ecsetsejt; Tm: kozbiilsd ecsetsejg; M és M/Td: mitrdlis
sejt ill., kihelyezett mitrdlis sejt; SA. és SAg: belsd révid axomi
sejtek; Cm és Gd: granuldris sejt a felsS§ ill. alsé granuldris réteg-
ben; C: centridlis rost; AON: a n. olfactorius anteriorbdl jové rost;
AC: rost a2 comissura anteriorbdl; ILoT: tractus olfactorius latera-
lisban futé axon.
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meruli olfactoriiben §z6v6dnek Ussze a bulbus idegsejtjeinek
dendritjeivel. Ilymddon a szagldrendszer elsS szinapszisa a koz-
pont felé a bulbus olfactoriusban.van. A glomerulusok neuropil-
jében a szagldideg axonjaival hdrom neurontipus, a mitrdlis az
ecset és a periglomeruldris sejt alkot szinapszist /2.kép/«

A periglomeruldris sejtek a bulbus intermeuronjai, nydlvé-
nyaik nem hagyjdk el a szaglégumét. A-biglomemildris dendritekkel
rendelkezl periglomeruldris sejtek két glomerulussal kapcsolddnak,
interglomeruldris osszekdttetést biztositva. A periglomeruldris
sejtek mdsik tipusa monoglomeruldris dendritarborizdcidval rendel-
kezik, moduldldé hatdsa tehdt csak egy glomeruluson beliil érvénye-
stil. Ezekre a sejtformdkra rovid axon jellemz§, amely a kozeli
glomerulusok kdrnyékén végzddik. A periglomeruldris sejtek vaskos
dendritfdjdn a mitrdlis és ecsetsejtek dendritjei dendro-dendriti~
kus, a szagldideg végzddései axondendritikus szinaptikus kapcsola-
tot létesitenek. Elektrofizioldgiai vizsgdlatok ezekrdl az ideg-
sejtekr6l kimutattdk, hogy gdtld interneuronok és szerepiik az intra-
glomeruldris reciprok gdtldsban fontos /Yamamoto és mtsai, 1963/.

A mitrdlis sejtek primer dendritjei dusan eldgazddnak és axo-
dendritikus szinapszisokon At veszik fel a szagldidegek 4ltal a
glomerulusokba hozott informdcidét. A szekunder dendriteken keresz-
tiil pedig szdmos szemcsesejt fejti ki moduldld hatdsdt a reciprok
dendro-dendritikus szinapszison 4t/3.kép/. A mitrdlis sejt a dbul-
bug f6 projekcids neuronja, axonjai -- az ecsetsejtekével egyiitt --
a tractus olfactorius lateralisban futnak, a nucleus olfactorius

anterior, a prepyriform és a preamygdaloid kéreg felé.



¢ .
7.5

2. kép: Normdl bulbus 4 u-o

i

4

s toluidinkékkel festett fénymikroszkdpos

metszete. Jeltlések: GR: str. granulosum; M: str. mitrate; EPL: str.

plexiforme ext.; GL: str. glomerulosum; No:

str. filorum olfactorium

3. kép: Sémds rajz a mitrd-
lis, szemcse-, és periglo-
meruldris sejtek kapesolatai-
ré8l /Shepherd, 1972 utén/.
Jeldlések: No: nervous ol-
factorius; Pb: periglomeru-
ldris sejt; MD: mitrdlis
dendrit; M: mitrdlis sejt;

G: szemcsesejt; CR: centrdlis
rost., A nyilak a transzmisz-
szidé irdnydt jeldlik.




Alakjuk, méretiik, elhélyezkedésﬁk, centripetdlis irdnyuk és nagy-
szami kapcsolataik alapjdn a mitrdlis sejtek homolégok a kérgi
nagy piramissejtekkel.

A bulbus olfactorius mdsik fé projekcids neuronja az ecset-
sejt, morfoldgiailag nagyon hasonldé a mitrdlis sejttipushoz. A
kiilsG rostos rétegben szétszdrtan, arinylag kis szdmban taldlha-
ték, s koztilk bizonyos szintbeli szervezidés figyelhetld meg. A
kiilsG ecsetsejtek a glomerulusok k&zti térben helyezkednek el,
szémdjuk alig emlékeztet a piramis sejttipusra, kollaterdlisaik
a glomerulusok kornyékén végzddnek. A kozbiilsS ecsetsejtek a kiil-
s6 plexiform réteg felsS harmaddban taldlhatdk, szekunder dend-
ritjeik révén a szemcsesejtekkel dllnak reciprok szinaptikus
kapcsolatban. E réteg aljdn, kozel a mitrdlis sejtréteghez, he-
lyezkednek el a morfoldgiailag a mitrdlis sejtekkel azonos mély
ecset, vagy kihelyezett mitrdlis sejtek. Az ecsetsejtek axonjai
a mitrdlis axonokkal keveredve a tractus olfactorius lateralis-
ban futnak.

A granuldris réteg a bulbus olfactorius kozel felét alkotja.
Idegsejttipusa a kis szdmdjdi szemcsesejt, a szaglégumé legnagyobb
szdmban eldforduldé neuronja. Ezeknek az interneuronoknak valddi
axonjuk nincs, Osszes periferikus nyulvanyuk dendrit. A szdmdk
egymds mellett lamelldris elhelyezkedésben a bulbus tengelyével
padrhuzamosan rendezddnek. A szemcsesejtek ezen sorai kozt futnak
a mitrdlis és ecsetsejtek axonjai, s ugyanitt haladnak az agykoz-
pontok felSl jov6 centrifugdlis rostok, valamint a nucleus olfac-

torius anteriorbdél é€s a comissura anteriorbdl érkezé nyUlvanyok.



A bulbus olfactorius interneuronjai révén kialakuld lokdlis inge-
riileti korok befolydsoljdk a szaglSgumé egészének tevékenységét.
Ennek a moduldld miikodésnek a kiils§ rostos réteg jellegzetes szi-
napszis mintdzata teremti meg a feltételeket. Ebben a rétegben al-
kotjdk a mitrdlis és ecsetsejtek szekunder dendritjeikkel reciprok
szinapszisaikat a szemcsesejtek periférikus nydlvényival, ugyanak-
kor valdszinii, hogy maguk pedig kdzponti rostoktdél szabdlyozottak
/4=-9.képek/.

Ad. b. A szagldrendszer kozbiilsé részét a nucleus olfactorius an-
terior alkotja. Nem igazi szubkortikdlis mag, hiszen nincs jél
koriilhatdrolhaté fehér dllomdnya, inkdbdb csak szdmos, minden i-
rédnyban dtszell kdtegei vannak. Ez a szagldteriilet négy f§ rész-
re oszthatd fel. A rostralis rész a bulbus legbelss teriilete, a
ventrikuldris fala mentén elszdértan szdmos, nagy sejtekb8l 4116
csoportosulds figyelhetS meg. Axonjaik a comissura anteriorba fut-
va a kontralateralis oldalon elhelyezkedd n. olfact. anterior ex-
terndlis részében axodendritikus szinapszissal végzd8dnek. Az ex-
terndlis rész a 8 bulbus granuldris rétegének folytatdsa, abba
elhatdrolhatatlanul olvad bele. A lateralis rész a prepyriform
kéreg felé terjed ki; legfontosabb sejttipusa a piramis, de a
dendritarborizdacidéja nagyon heterogén. A n. olf. anterior medidlis
része relative kis sejtekbll 4115 csoportokbdl épiil fel. Rostjai-
a kontralateralis bulbus olfactoriusba futnak a comissura anteri-
oron at. A nucleus olfactorius anterior a bulbdris efferens im-
pulzusok kozvetit8je az ellenkez8 oldali bulbusba és az azonos

oldali elbagyi strukturdk felé.
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4. kép: Elektronmikroszképos felvétel normdl bulbus glomeruldris
teriiletérdl. A s6tét rostok a2 nervus olfactorius axonjai. x 2300

5, kép: Elektronmikroszképos kép normdl bulbus mitrdlis sejtjeinek
rétegéb8l. Jelolések: SzDV: szemcsesejt dendritvégzddés; M: mitrdlis
sejt. x 1l6ooo



PG:

d1lések:

Jel

6zti teriiletrdl.

EM felvétel két glomerulus k
periglomeruldris sejt; E: kiils§ ecsetsejt. x 3900

6. kép

EM kép a mitrdlis sejtrdl és egyik dendritjérdl.

M: mitrdlis sejt; MD: mitrdlis dendrit. x 1820

ké

7.



8. kép: Részlet a kiilsd rostos rétegb8l. A képen egy centrdlis eredetil
rost végz8dik a mitrdlis és szemcsesejt dendritek kdzt.

Jeltlések: MD: mitrdlis dendrit; SzD: szemcsesejt dendrit; CR: cent-
rdlis eredetii rost. x 13500

9. kép: Elektronmikroszképos felvétel egy szemcsesejtrdl /Sz/.
x 11250



Ad. c. A szagldrendszer centrdlis teriiletét az elsSdleges szag-
1lékéreg és a mdsodlagos szagld projekcidk alkotjdk. Az elsddle~
ges szagldkéreg a tractus olfactorius laterdlis projekcids terii-
lete, a telencephalon rostralis oldaldra lokalizdlhatd, kozvet-
leniil a bulbus olfactorius beékel8désénél. Erre a kortikdlis
aredra a felszinesen elhyezked$ és a tractus olfactorius latera-
lis axonjaival excitatorikus axo-dendritikus szinaptikus kapcso-
latban 4116 idegsejtek rétege, valamint a mélyebben fekvd, na-
gyobb axonjaival a felszini idegsejtek dendritjeire kapcsoldds
gdtlé idegsejtek rétege jellemzsS. Az elsSdleges szagldkéregbll
masodlagos projekcidk haladnak a thalamus medidlis magvai, a la-
terdlis hipothalamikus area, a piriform lebeny entorhinalis a-
redja, az amygdaloid részek s a neoco;tex felé.

A feltételezett transzmitteranyagok megoszldsdt a bulbusban
régéta vizsgdljdk. Bizonyitékokat szolgdltattak elsdsorban a
GABA és a katekolaminok jelenlétére vonatkozdan a szagldgumé e~
gyes rétegeiben, de vannak adatok a glutaminsav, az aszparagin-
savyhomocisztein, carnosin medidtor szerepére is /3. kép/.

A nervus olfactorius termindlisainak feltételezett transzmitte-
re a carnosin /Perriero és Margolis, 1975/. A periglomeruléris
sejtek noradrenalint, DOP&-t, serotonint vesznek fel /Dahlstrom
és mtsai, 1965; Lichtensteiger, 1966/,az immurd tokémiai vizsgd-
latok pedig a monoaminok szintetizdld enzimeit mutattdk ki eme
sejttipusban /Haldsz és mtsai, 1977/. A szemcsesejteknek a mit-
rdlis sejteken végz8dS dendritjei gdtlS transzmittert -- GABA-t
-- szabaditanak fel /Felix és McLennan, 1971; Haldsz és mtsai,

1979/. A mitrdlis dendritek ingerlik a szemcsesejt dendritjeit,



és ezt a hatdst -- a kiilonbozd vizsgdlatok itt egymdsnak némi-
képp ellentmondanak -- acetilkolin /Bloom és mtsai, 1964; Ochi,
1963/ homocistein, asparaginsav és glutaminsav /Felix és McLennan,
1971; Nicoll, 1971/ egyardnt kifejtheti. A mitrdlis sejtek dend-
ritjeiben acetilkolinészterdzt és monoaminoxiddzt is kimutattak
/Shanthaveerappa, 1965/. A szemcsesejteken végz8dd centrdlis
termindlok lehetnek kolinergek /Bloom és mtsai, 1964/, adrener-
gek /Dahlstrdm és mtsai, 1965/ és serotoninergek /Bloom és mtsai,
1964/. Ujabban a tractus olfactorius lateralisban aszparaginsav-
val medidlé rostokat mutattak ki, amelyek a szemcsesejteken vég-
z6dnek /Collins, 1979/.

1.2. A GABA lokalizdcidja és szerepe a transzmisszids folyamatok-

ban

Az eml3sdk kozponti idegrendszerében szdmos olyan anyagot
mutattak ki, amely az idegsejtek kozotti ingerililet tovaterjedé-
sét kbzvetitik, vagy azt befolydsoljdk. Agranoff /1974/ 16 medi-
dtor vagy moduldtorszerii anyagrél ir, amelyek szdma azdta is ndtt,
elsGsorban a morfin szerii hatdssal biré endogén peptidek megisme-
résével. A feltételezett transzmitterek némelyike kis molekula-
silyd amindésav /glutaminsav, aszparaginsav, - aminovajsav /GABA/,
glicin, prolin, stb/, amelyek dltaldnosan eléfordulnak a kdzpon-
ti idegrendszerben, de egyes teriileteken specifikus szerepiik van.
Kiilonosen sok adat s2z6l a GABA és a glicin transzmitter szerepe
mellett. Mindkét amindsav kimutathatd szinaptoszdmdkban.

A GABA szerepér8l alkotott elképzelések az elmilt 25 év so-
rén gybkeresen megvdltoztak; az akkori biokémiai kuridzum é€s

fiziolédgiai rejtély ma mdr a gerincesek kdzponti idegrendszeré-



nek és néhdny gerinctelen 41lat kdzponti és kornyéki idegrend-
szerének legjobban ismert gdtlé transzmittere /Roberts és mtsai,
1976/.

Kimutattdk a kisagyi csillagsejtek, kosdrsejtek, Golgi-sejtek
szémdiban és termindlisaiban, a retina amakrin és Miilller-féle
/glia/ sejtjeiben, de jelenlétét leirtdk a kdzponti idegrendszer
mis részeiben, igy p€lddul a hippocampus, a hipothalamusz peri-
ventricularis aredja, a locus coeruleus, a nucleus caudatus te-
riiletén /Curtis és Johnston, 1974/, valamint Qjabban az emlés
gerincveldében /Barber, 1978/, embriondlis gerincveld szovette-
nyészetben /Parb és mtsai, 1979/ és hipothalamusz szdvettenyé-

szetben /Makara és mtsai, 1976/ lokalizdltdk. A GABA valdszinii-

leg szerepet jédtszik a bulbus olfactorius transzmisszids folya-

mataiban is é€s jelenlétét biokémiai mdédszerekkel is meghatdroz-

tdke.

A teljes bulbus biokémiai elemzésével /Popov és mtsai, 1967/
majd a .rétegek szerinti vizsgdlatdval /Graham, 1973/ magas GABA
tartalmat mutattak ki a bulbus egészében és kiils§ rétegeiben
egyardnt. A bulbus rétegeinek frontdlis metszete a 2. dbrdn 14t-
haté. A legkiils§ rétegben 2,32 uM endogén GABA-t mutattak ki
/1 g szdraz anyagra vonatkoztatva/. A glomeruldris réteg Atlagos
GABA tartalma 23,8 uM/g szdraz anyag. A kiils6 rostos rétegben
taldlhatd a legmagasabb endogén GABA koncentrécid /43,1 uM/g
szdraz anyag/. A legmélyebb rétegben, a szemcsesejtek rétegében
/str. granulosum/ is kimutattdk a GABA-t. A rétegek GABA-tartal-
mival parhuzamosan GABA-t szintetiz4ld enzim, a glutaminsav de-

karboxildz is azonos aktivitds eloszldst mutat az egyes rétegek
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k6zt, s legnagyobb aktivitdst a kiils6 plexiform rétegben taldl-
tak /Jaffé és Cuello, 1980/. Koz8ltek olyan farmakoldgiai adato-
kat is, amelyek alapjédn alapos gyanu meriilt fel a GABA szerepére
a kiilsG rostos réteg reciprok dendro-dendritikus szinapszisaiban
/Nicoll, 1970 a,b; Pelix és McLennan, 1971/. E vizsgdlatok sze-

rint a szemcsesejtek periferikus dendritjei gdtoljdk a mitrdlis

szekunder dendriteket és =zt a gdtldst a GABA kdzvetitheti.

Mikroiontoforetikusan erre a teriiletre alkalmazott GABA ugyanigy
hat a mitrdlis dendritekre, mint az ingeriiletbe hozott szemcse=-
sejtek, azaz gdtldan. Ez a hatds specifikusan felfiiggeszthetl
bicucullin és picrotoxin adagoldsdval /McLennan, 1971; Nicoll,
1971/. A GABA inhibitoros hatdsdt és ennek felfiiggesztését pik-
rotoxin i11l. bicucullin addsdval mds kozponti idegrendszeri
strukturdkndl is észlelték /Curtis és mtsai, 1970; Bisti és mtsai,
1971; Duggan és McLennan, 1971/. Mivel ezek az adatok nagyban
valdsziniisitették a GABA szerepét a bulbus olfactorius kiilsd ros-

tos rétegének jellegzetes reciprok szinapszisédban, célszeriinek

14dtszott kisérletet tenni eloszldsa pontosabb meghatdrozdsdra.

Az exogén, tricidlt transzmitterek -- kelld koncentrdcidban alkal-:
mazva -- ugyanoda vevddnek fel és k&tGdnek meg, ahol az illeté
endogén anyag helyezkedik el /Iversen és Neal, 1968/, tehdt kézen-

fekv8, hogy az endogén anyag feltérképezé€se megkisérelhetd kiviil-

rdl bevitt, izotdppal jelzett transzmitter eloszldsdnak autoradiog-

rédfids tanulményozdsdval /Hokfelt és Ljungdahl, 1972, 1975/.
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1.3. Az acetilkolin rendszer lokalizdldsa és szerepe a transz-

misszids folvamatokban

Eml8sdkben a szinaptikus transzmisszid legjobban ismert kémiai
medidtora az acetilkolin /ACh/, amely a neuromuszkuldris junkcid-
ban, az Osszes autonom ganglionban, a posztgangliondris paraszim-
patikus és néhdny szimpatikus neuroeffektor helyen kdzvetiti az in-
geriiletet a pre- és posztszinaptikus elemek k6zott. Az ACh-nak a
periférids idegrendszer szinaptikus transzmisszidjdban betsltott
medidtor szerepét tdmasztja ald, hogy idegstimulusra felszabadit-
hatdé a termindlbdl, exogén ACh hatdsdra idegimpulzus vdlthatd ki
és kolinészterdz bénitdkkal, ACh agonistdkkal ill. antagonistdk-
kal befolydsolhatd az ingeriilet tovaterjedése. Az ACh-nak a k&z-
ponti idegrendszer szinaptikus transzmisszidjdban betsltott sze-
repére tovdbbi bizonyiték, hogy az ACh felszabaduldsa nagyjdbdl
ardnyos az agy elektromos aktivitdsdval /Mitchell, 1963/ és, hogy
kolinoceptiv sejtek taldlhatdk az agy szdmos teriiletén.

Az acetilkolin rendszer elemei: a kolin-acetiltranszferdz
/ChAc: EC 2.3.1.6/, az acetilkolinészterdz /AChE: EC 3.1.1.7/,
az acetilkolin receptor /ACh-R/, a nagy affinitdsd kolin felvétel,
s a2 nem kolinerg mechanizmusi idegelemeknél magasalb acetilkolin,
i1ll. kolin tartalom.

A ChAc az acetilkolin szintetizdld enzime, a prekurzorokbdl

a kovetkez8 reakcidén 4t katalizdlja az ACh kialakuldsdt:

AcCoA Kolin ACh CoA-SH

| | 4 1
4+ + | |

ChAc




- 15 -

A ChAc az idegszdvet jol ismert enzime, bdr paradox mddon
nem neuronilis szdvettipusokbdl -~ humédn placenta, cornea epit-
helium, vorosvérsejt -- s8t baktériumbdl is kimutathatdé, ahol:
szerepét ma még nem tudjuk kielégitSen megmagyardzni /Rossier,
1977/. A gerincesek kozponti idegrendszerének egyes régidi elté-
r6 mennyiségben ill. mds aktivitdssal tartalmaznak ChAc-t. A
ChAc heterogén agyi megoszldsdt el8szdr Hebb és Silver /1956/
tapasztalta, amelyet azéta sokan megerdsitettek. A nucleus cau-
datus magas ChAc aktivitdst mutat, jelentds a nucleus interpe-
duncularis és a szagldpdlya egyes tagjai, valamint bizonyos
amygdala-magvak ChAc tartalma, mig a cerebellum kisebb ChAc ak-
tivitdssal rendelkezik /Tucek, 1967; Palkovits, 1974/.

Kolinerg idegsejtekben -- amint azt Kdsa/1970, 1975/ vizs-
gélatai tanisitjdk -- a ChAc az egész neuronban kimutathaté: a
szémdban és a dendritben a riboszdémikhoz kapcsoltan, a vezikulék,
tubulusok kiils6 és a sejtmembran belsS felszinéhez kdtotten, va~
lamint a citoplazmédban szabadon taldlhaté. A motoneuron axonjdban:
és a termindlisban a filamentdris rendszer, a szinaptikus vezikula
kiilsé fala mutat kapcsolatot a ChAc-val, 8 az axoplazmdban itt is
megtaldlhatd a szabad enzim /Kdsa és mtsai, 1970; Kdésa, 1971/.

A preszinaptikusan felszahadult ACh lebontdsdt az AChE végzi:
ACh + HpO 2 kolin + ecetsav. Az enzim specifikus az ACh-ra, més
kolinésztereket nem hidrolizdlhat. Az AChE csupdn egyike a szdmos
kolinészterdznak, amelyek jelen vannak a sz&vetben. A pszeudoko-
linészterdzok az ACh-t is bontjdk, bioldgiai szerepilk nem egészen
tisztdzott. Az acetilkolinészterdzok vizsgdlatdndl ezeket a nem

specifikus észterdzokat szelektiv bénitdkkal hatdstalanitani kell.
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Az AChE aktivitds a kolinerg neuron endoplazmatikus retikulumdban
a Golgi lamelldkban, tubulusokban és néhdny vezikuldban lokali-
z4lhatd /Kdsa és Csillik, 1968; Késa, 1971/, valamint azoknak a
kolinoceptiv sejteknek a feliiletén taldlhatd, amelyeket kolinerg
neuronok innervdlnak. A ChAc és az AChE enzimek elektronmikrosz-
képos hisztokémiai lokalizdldsdnak eredményei alapjédn joggal fel-:
tételezhetd, hogy az acetilkolin rendszer eme két enzime a koli-
nerg neuron kiilsnbsz6 ultrastrukturdlis elemeihez rendelhetd,
transzportjuk a szdmdbél a termindlisok felé is mds mddon tdrté-
nik /Kdsa, 1973/. Az AChE-t mind pre- mind posztszinaptikusan ki-
mutatték.

A tiokolin-technika segitségével mdéd nyilt az acetilkolinész-
terdz hisztokémiai kimutatdsdra /Koelle 1954; Kdsa és Csillik, 1966/.
Az AChE tartalom az agy kﬁ16n6626 arediban mds és mds /Shute és
Levis, 1963; Levis és Shute, 1967/. Taldlhatdk teriiletek az agyban,
ahol az enzim intracitoplazmatikus és a fest8dés a neuronok tes-
tét emeli ki a sziirkedllomdnybdl /subthalamus, globus pallidum, la-
teralis preoptikus area, diagondlis kdteg, medidlis szeptdlis mag/;
ahol az enzim intraaxondlis és a fehérjedllomdnyban a kotegek jél
megkiilonbdztethetSk /fimbria, fasciculus retroflexus/; ahol a fes-
t8dés diszkrét, lemezszeri elhelyezkedésii /gyrus cinguli, hippo-

campus piramiddlis rétegének két oldala, stratum lacunosum, gyrus

dentatum granuldris rétegének két oldala a bulbus olfactoriusg/;

ahol az AChE diffizon festfdik / a neocortex legtdbb teriilete/; ahol
a fest8dés olyan er8s, hogy az enzim preciz lokalizdldsa nehéz
/nucleus accumbens, a tractus olfactorius laterdlis magjai a late-

ralis amygdaloid mag ventrdlis része/. Szelektiv aredk 1ézéja,
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i11l. rostok 4tvAgdsa utdn kimutathatd, hogy az enzim a sejttest
vdgés feldli oldaldn halmozdédik fel, s a levdgott rost mdsik fe-~
lén teljes hosszdban eltiinik. A polaritds igy meghatdrozhatd.
Amikor az ACh molekuldk felszabadulnak a kolinerg termindlbdl és
dtdiffunddlnak a posztszinaptikus elemre, kdlcsonhatdsba keriil-
nek az acetilkolin receptorokkal /AChR/. Az interakcidé a receptor
molekula és a transzmitter kdzt kooperativ folyamat, ami a recep-
tor alloszterikus karakterének tudhatdé be. Az AChR a kapocs az ACh
kot8dése és a posztszinaptikus membridn permeabilitdsvdltozdsa
k626tt. Ma Altaldnosan elfogadott, hogy az AChR alapmiikbdése egy
olyan ligandindukdlt konformdcidvdltozds, amely hatalmas mérték-
ben megndoveli a komplex ionofor nyité dllapotdnak a valdsziniiségét
/Anderson és Stevens, 1973; Katz és Miledi, 1975/. Még nem telje-
sen ismert, hogyan épiil fel a receptor, és az sem, hogyan eredmé-
nyezi a transzmitter kotSdése a permeabilitds megndvekedését a
posztszinaptikus membrinon.

A vegetativ efferens rendszerben kétféle kolinerg végzddést
kiilonboztetiink meg. A paraszimpatikus €s a kolinerg szimpatikus
posztgangliondris rostokat atropin bénitja. Tekintettel arra,
hogy a muszkarin ACh-hoz hasonldé hatdsdt az atropin szintén gdtolja,
ebben az esetben az ACh muszkarinszeri hatdsdrdél beszéliink., Niko-
tin kis adagban ingerli a vegetativ ganglionokat. Ugyanilyen ha-
tdst fejt ki az acetilkolin is, amely a pregangliondris végkésazii-
lékek természetes medidtora. Ilyen esetben az ACh nikotinszerii
hatdsdrél beszéliink. A kdzponti idegrendszer mindkét kolinerg szi-
napszistipust tartalmazza /lo.kép/.. Az acetilkolinnal medidlé szi=~

napszisokra az agonistdk mellett az antagonistdk a jellemzGek.



‘A nikotinos AChR esetében az ACh, vagy a nikotin hatdsdt tartdsan
bénitja az X - bungarotoxin, a hexametonium vagy a dekametonium.
A muszkarinos AChR-ndl a muszakrin vagy az ACh hatdsa fiiggeszthe-
t8 fel atropin, quinuclidinylbenzildt /QNB/, propilbenzilylcholi-
ne mustard /PBM/ segitségével. A kétféle receptortipus kdzti alap-
vetS kiilonbség megmutatkozik abban is, hogy a nikotinosndl cAMP,

a muszkarinosndl cGMP a posztszinaptikusan sziikséges ™"mdsodik hir-
vivé" anyag, az elsGre a gyors, rovidebb ideig tartd, a médsodik
tipusra a lassd, hosszabb ideig elhiizddd hatds a jellemz§
/Greengard, 1976/.

Az AChR kﬁlﬁnbazé tipusaira szelektiven kifejlesztett, izo-
téppal jeldlt antagonistédk alkalmazdsdval meghatdrozhaté a musz-
karinos receptormolekuldkat tartalmazd idegelem biokémiailag ho-
mogendtumbdl /Yamamura, Kuhar és Snyder, 1974; Pelham és Munsat,
1979; Birdsall, Hulme és Burgen, 1980/ és lokalizdlhatd a recep-
tor amembrdnfelszinen fénymikroszkdépos autoradiogrifia segitségé-
vel /Kuhar és Yamamura, 1976; Rotter és mtsai, 1979/.

A kolinerg rendszert jellemz§ markerek egyike a nagy affini-
tdsi kolin felvétel jelenléte. Az agyszdvet nem tud kolint de no-
vo prekurzoraibdl szintetizdlni /Ansell és Spanner, 1967; Browning
és Schulman, 1968/ azért azt az extracelluldris térbdl veszi fel.
;, Marchbanks./1968/,Diamond és Kennedy ;/1969/ demoustriltdk a kis
affinitdsd kolin felvételt kolinerg neuronokban. Ezen vizsgdlatok
alapjdn ez a tipusu felvétel nem, vagy csak alig kapcsolt az ACh
szintézishéz, Na-fiiggése kicsi vagy nincs, fizioldgiai szerepe a
membrin kolin-tartalmi anyagainak pStldsa. A nagy affinitdsd ko-

1lin felvétel Na-fiiggl, szerepe az ACh szintézisben és esetleg
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reguldldsdban van /Yamamura és Snyder, 1973; Guyenet és mtsai,
1973/. A hemicholinium a kis affinitdsdi rendszert 122 pM, a na-
gyot 1,1 pM K; értékeknél gdtolja /Mulder, Yamamura, Kuhar és
Snyder, 1974/. A magas affinitdsd kolin felvétel novelhetd in
vitro depolarizdld Agensek alkalmazdsdval /Murrin és Kuhar, 1976/,
s gdtolhatdé alkil-biskvaterner-ammdénium vegyiiletekkel /Holden és

mtsai, 1975/. A magas affinitdsd kolin transzportrendszer speci-

fikusan kapcsolddik a kolinerg idegvégz8déshez /Kuhar és mtsai,

19734& nagy affinitdsd rendszer a kolinerg innervdcid korai in-
dexének tekinthet8 a patkényagyban, az alacsony affinitdsi ko-
lin felvétel nem mutat ilyen specifitdst. Vizsgdltdk a nagy af-
finitdsd kolin felvétel ontogenetikus kifejlddését és kapcsolatdt
az ACh szintézissel /Shelton, Nadler és Cotman, 1979/, valamint
az ACh citoplazmatikus szintjének az ilyen tipusd kolin felvétel=~
re gyakorolt reguldld hatédsdt /Jenden, Jope és Weiler, 1976/.
Massarelli és mtsai /1976/ vizsgdlatai azt mutatjdk, hogy termo-
dinamikai szempontokat figyelembe véve a magas affinitdsidi kolin
felvétel inkdbb facilitdlt, mint aktiv transzport. Szdvettenyé-
szetet szdmos AChE gdtldval inkubdlva nem kaptak pdrhuzamot a
kolin felvétel gdtldsa és az ekto-AChE gdtldsa kozt.

Az AChE és a2 ChAc egylittes lokalizdldsa jé jellemz8je a ko-
linerg neuronoknak, azonban csak az AChE vizsgdlata egymagdban
nem elegendé ahhoz, hogy eldonthessiik: kolinoceptiv vagy kolinerg
a vizsgdlt neuron. Az ACh tartalom vizsgdlata egymagdban elegend§
volna az idegszovet kolinerg neuronjainak kivdlogatdsdra, ha nem

nehezitené a meghatdrozdst az ACh interneurondlis kompartmenté-

cidja, gyors metabolizdlddésa, kiiiriilése a termindlbdl, s a



kompartmentek eltérd érzékenysége a vizsgdlat sordn alkalmazott
anyagokkal szemben. A mérési nehézségek ellenére dgy tiinik, a
kolinerg neuronok ACh tartalma Osszevethetd a ChAc tartalmukkal,
legalabbis bizonyos agyteriiletekben, ahol mind az ACh, mind a
ChAc tartalom magas, tehdt a pre- és posztszinaptikus elem egya~
rdnt kolinerg /tuberculum olfactorium, habenula, nucleus inter-
peduncularis/.

A kolinerg idegsejt ACh tartalma szubcelluldris kompartmen-
tekben helyezkedik el. Az agyszdvet homogendtum siiriiség gradiens
és differencidl centrifugdlésdval hdrom ACh tdroldsi formdt le-
het kimutatni:

1./ szabad, a sejttest citoplazmdjdban lokalizdlhatdé forma,

2./ ozmotikusan rezisztens, az AChE 41tal nem hozzidférhetd, szi-

naptikus vezikuldkban jelenlévd forma,

3./ ozmotikusan labilis, az idegvégz8dések citoplazmdjdban meg-
taldlhaté forma /Whittaker, Michelson és Kirkland, 1964;
Whittaker, 1965/.

Az ACh turnoverének radioenzimatikus meghatdrozdsdhoz felhaszndltédk
az izotdppal jelzett kolint, AcCoA~t, nézték a keletkezd ACh radio-
aktivitdsdt, tanulmdnyoztdk a kiilonb6z6 farmakonok szelektiv hatd-
sdt az agy acetilkolin tartalmdra /Hanin és Costa, 1976/. Az ACh
metabolizmusdt kérgi szdvettenyészeteken vizsgdlva, a szinaptoszd-
mdkon tsrtént vizsgdlatok eredményeihez hasonldan sikeriilt kimutat-
ni az ACh turnoverét, a kolin felvétellel vald kapcsolatdt, a
hemicholinium gdtlé hatdsdt és ionfiiggéseit /Polak, Molenaar és

van Gelder, 1977/.



Az acetilkolinnai medidlé idegrendszeri egységek markerei
-- AChE, ChAc, AChR, magas affinitdsd kolin felvétel, ACh transz-
mitter anyag -- egyiittesen jol jellemzik a kolinerg idegsejteket.
Azonban ezek koziil csak egy marker vizsgdlata még nem ad megbiz-~
hatd eredményt a kolinerg idegsejtre vonatkozdan -- taldn azt az
egy esetet kivéve, amikor az ACh immuncitokémiai lokalizdcidjét

lehetne megvaldsitani.

1.4. A GABA és az ACh kozotti interakcid morfoldgiai alapja

A neurokémiai kutatdsok egyik legfontosabb elméleti és klini-
kai feladata, hogy vdzolja a kiilonbdzd transzmitterekkel miikdds
idegsejtek kozotti osszefiiggéseket, kapcsolatokat, igy pl. azt,
mely kérgi neuronokon szinaptizdlnak a substantia migra dopaminerg
neuronjai? Melyek ezek koziil a GABAerg, kolinerg vagy peptiderg
‘idegsejtek? Hogyan fiiggenek ezek ©ssze egymdssal és milyen regu-
1418 hatdssal rendelkeznek mds idegsejtek miikodésére?

A kiilonbozd tipusi neuronok egymdskdzti kdlcsdnhatdsai koziil

jé1 ismertek a kolinerg - monoaminerg interakcidk a kOzponti ideg-

rendszer szamos teriiletén /Butcher, 1978/. Kevésbé ismert azonban

a kolinerg-GABAerg kolcsonhatds természete és lokalizdcidja.

A kOzponti idegrendszer néhdny regiéjdban taldlunk példdt a
két transzmitter kozti interakcidra. A striatum egyes kolinerg
neuronjai reguldlhatnak GABAerg neuronokat a striato-Rigralis
tton /Cheney és Costa, 1978; Ladinsky és mtsai, 1973/ bizonyitékot
szolgdltattak a GABAerg - kolinerg interakcié 1étére a kdzponti
idegrendszerben: diazepam hatdsdra ACh szint novekedés kovetkezett
be. Ez a jelenség a kolinerg neuronon preszinaptikusan elhelyez-

ked8 GABAerg termindl diazepam hatdsdra bekdvetkezl gdtldsdval



magyardzhatd, vagyis éz ACh szint megndvekedését a GABAerg neuron
gdtld hatdsdnak megsziinése okozza. A neostriatum dopaminnal gi-
tolt ACh transzmitterii interneuronjai a Substantia nigrdban vég-
2646 GABAerg termindlokon szinaptizdlnak, ilymdédon azok inhibito-
ros jellegét erSsiteni tudjdk /Grooves,Young és Wilson, 1978/.
McGeer és McGeer /1976/ egy dopaminerg-kolinerg-GABAerg feedback
reguldcidji kort mutatott ki az extrapiramiddlis rendszerben, ahol
az acetilkolinnal miikG6d5 idegelem preszinaptikus elhelyezkedésii

a GABAerg neuronhoz vigzonyitva.

A GABAerg és kolinerg neuronok kdzotti interakcidnak a bulbus ol-
factoriusdban mind biokémiai, mind morfoldgiai alapjai megvannak.
Vizsgdltdk a GABA eloszldsdt a bulbusban /Popov és mtsai, 1967;
Graham, 1973 ; Roskosky, Ryan és Diecke, 1974/, autoradiogrdfidsan
lokalizdltdk /Haldsz, Ljungdahl és Hokfelt, 1978/, tanulmédnyoztdk

a bulbus AChE aktivitdsdt /Koelle, 1954; Nandy, 1965; Shanthaveerappa
és Bourne, 1965; Sharma, 19684 ChAc aktivitdsdt /Godfrey és mtsai,
1980; Jaffé és Cuello, 1980/, s mérték az ACh tartalmat a bulbusban
és egyes rétegeiben is /Vizi és Palkovits, 1978/. Ezen adatok alap-
jan feltételezhetlS eme két transzmitterrel medidld idegrendszeri
elemek egylittes jelenléte a bulbusban.

A kolinészterdz pozitiv centrifugdlis rostok /Shute és Lewis,
1967/ a tractus olfactorius lateralisban futnak a bulbusba, s a
granuldris rétegben, a mitrdlis sejtek kozott és a kiilsS plexiform
rétegben végzddnek. Ezek a rostok preszinaptikusan elhelyezkedve
elérhetik a szemcsesejtek majdnem a teljes bulbuson 4térd dendrit-
jeit, s szinaptizdlhatnak azokon. A bulbus mds internmeuronjai ko-

ziil arovid axonu:sejtek johetnek szdmitdsba a kolinerg-GABAerg
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interakcid szempontjdbsl, amelyek egyrészt szinapszist alkotnak
a szemcsesejtek periferikus dendritjeivel, mdsrészt a tractus
olfactorius lateralisban haladd centrdlis rostoktdl maguk is sza-

bdlyozottak.

1.5. Intraneurondlis anvyagtranszport

Ismeretes, hogy a sejttestbdl, ahol élénk szintetikus tevé-
kenység folyik, anyagok dramlanak folyamatosan a nyulvdnyok felé:
fehérjék, aminésavak, egy€éb kismolekuldji anyagok, foszfolipidek,
glikolipidek. Az axondlis transzport ma mdr jé1 ismert /Weiss és
Hiscoe, 1948/. Kerkut és mtsai /1965, 1967/ glutamin axoplazmati-
kus transzportjdt irtdk le ideg-izom komplexben, Di Giamberardino
/1971/ az aranyhal 14téidegében figyelte meg szabad leucin Aram-
ldsdt. Margolis és Lajtha /1968/ a glutaminsav, aszpartdt, leucin
transzportjdt és Na' fliggését vizsgdltdk agyszeletekben. Ochs és
mtsai /1967/ arra mutattak rd, hogy csak azok az amindsavak transz-
portdlddnak az axonban, amelyek az idegsejtnek egyébként is sa-
jdt anyagai. A macska mozgatdneuronjaiban tortént vizsgdlataik so-
rén megéllgpitotték, hogy azok az anyagok, amelyek normdlisan nem
taldlhatdék a sejtben, nem szdllitddnak /pl.X -amino isobutyrate
vagy a cikloleucin/. Gross és Beidler /1975/ 3H-Leu sz411itds4t
vizsgdltdk Lepisosteus osseus szagldidegében. A felvett Leu a
membrinba épiilhet, lebomolhat, de Wjbdl transzportdldédhat ante-
rograd és retrograd irdnyban egyardnt. Minden egyes tulélési i-
dénél megvizsgdlva a 3H-Leu mennyiségét a szagldideg mentén, azt
kaptdk, hogy a felvétel helyét8l -- a szagléhdmtél -- tdvolodva

egyre kevesebb a radioaktiv jel. A'BH-Leu felvételi maximuma
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sordn tavolodik a szagléhémtél, mikozben magassdga csdkken.

A kilonbsz8 kezelési iddt t1ilélt dllatok esetében kapott gorbé- .
ket egymdsra vetitve olyan gdrbesorozatot kaptak, amelyet az
jellemzett, hogy a felvételi maximumok utdni csucsok exponencid-
lisan csdkkennek, dnmaguk ellaposodnak, szétnylilnak. Droz /1974/.
axondramldst tanulmanyozott 3H-Leu és 3H-fucose esetében. A vizs-
gdlat sorén kétféle sebességet kapott: egy gyorsat /280 mm/nap/,
ami az axonmembridnhoz, szinaptikus membrdnhoz és a vezikuldkhoz
szdllitja az anyagokat és egy lassit /1,5-10 mm/nap/, ami pedig
az axoplazma anyagelldtdsat biztositja.

A patkdnyagy egyik noradrenerg rendszerében az axondlis transz-
port 8t sebességét sikeriilt megkiilonbdztetni /Levin, 1978/.Streit,
Knecht és Cuenod, 1979/ a transzmitter specifikus retrogréd
transzportot bizonyitottdk. Ez az axondlis transzport a medidtor
anyag -- jelen esetben a jelzett GABA és szerotonin -- aktiv fel-
vételén alapul. Vizsgdlatukban a patkdny striato-nigralis és

3H-GABA injek~

raphe-nigralis projekcidit haszndltdk modellnek. A
cidéra a szubstantia nigrdbana caudato-peutamen teriiletén taldlha-
t8 perikarionok jelol8dését eredményezte, mig a jelzett szeroto-
nin alkalmazdsa a raphe nucleﬁs idegsejtjeinek szdmdjit tette
jelzetté., Mindkét esetben retrogrdd axondramldssal 4llunk szemben.
A transzportfolyamatokban nagy fontossdgot tulajdonitanak a sima
endoplazmatikus retikulumnak /Droz és mtsai, 1975/ és a mikrotu-
bularis rendszernek /Kdsa, 1968; Kiss, 1976/. A fehérjék transz-
portjdban is nagy fontossdgiak a kiilonbbz86 sejtkomponensek: az

ACh anterograd axoplazmatikus dramldsdban elsésorban a vezikuldk

és neurotubulusok, a ChAc transzportjdban az axonfilamentumok €s
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az axoplazma jelentls /Kdsa, 1968; Kdsa, 1971; Késa és mtsai,
1973/.

Az axontranszporthoz hasonléan dendritekben is kimutattdk
aminésavak és fehérjék szAllitdsdt.Kiss /1976/ jelzett fehérjék
és 3H-Leu orthograd dendritikus transzportjdrdél szdmol be, mig
Hunt és Kiinzle /1976, a,b/ amindsavak retrograd dendritikus
transzportjit irta le galamb tectum opticumdban. Az itt vizsgdlt
rétegben a preszinaptikusan elhelyezked$ dendritek kdzvetleniil

3H-GABA-t is. A jel615dés megfi-

és specifikusan akkumuldljdk a
gyelheté volt az injektdlt teriileten kiviilesd szdvetekben is,
ahol azok a sejtek helyezkednek el, amelyek dendritjeinek koze-
lében volt a jelzett anyag. E sejtek csak a retrograd dendriti-
kus transzport utjdn vdlhatnak jelzetté. Lynch és mtsai /1975/
tormagydkér peroxiddzt iqﬁciélva a hippocampus CAl regidéjiban le-
v8 piramissejtek szdémdjédba, azt tapasztaltdk, hogy a fehérje a
neuron apikdlis és bezdlis dendritjeiben egyardnt gyorsan megje-
lenik, még a szekunder és tercier dgakban is. Ha az enzimet a

dendritarborizdcid zdéndjdba injektdltdk, hasonld gyors enzim-

eloszldst figyeltek meg, jelezve, hogy a transzport kétirdnyu

a dendritekben is.

Ujabban elterjedt a kiilonbdzd mitézisgdtlé novényi alkaloi-
dok alkalmazdsa a transzportfolyamatok kutatdsdban. A colchicin és
a vinblasztin egyardnt hatdsosnak bizonyult az intraneurondlis
axontranszport gdtldsdra /Hokfelt és Dahlstrom, 1971/. A colchi-
cin szolgdltatta az axondlis fehérjetranszportnak /AChE, ChAc/

a mikrotubuldris rendszerrel vald osszefiiggésére utald /Késa,

1968; 1973/ tovdbbi bizonyitékdt /Heiwall, Larsson és Dahlstrom,

1977/. Vannak kisérletek a colchicinnek, mint alkalmas dendrit-



transzport gdtldnak a hatdsdrdl is /Schubert és mtsai, 1972/.

Masok ugyanakkor felvetik, hogy a colchicin elsfsorban a gyors

tipusi anterogrid transzportot gidtolja, mig a lagsﬁ tipusi és

a retrogrdd transzport kevéssé érzékeny /Hanson és Edstrom, 1978/.
Ezen irodalmi adatok birtokdban tovdbbi kisérleteket kivan-

tunk végezni, hogy felderitsiik a GABAerg-kolinerg interakcid

elemet a bulbus olfactoriusban.

1.6. Célkitlizések

Ebben a munkdban a kovetkezd hdrmas célt kivantuk elérni:

1./ a fény- és elektronmikroszkdpos autoradiogrdfia segitségével
lokalizdlni a GABA-t a bulbus olfactorius kiils§ rostos réte-
gében, megdllapitani, hogy van-e intraneurondlis transzportja,

s ha igen, milyen sebességgel torténik a szdllitiss,

2./ hisztoldgiai, biokémiai és autoradiogrdfids médszerrel fel-

térképezni a bulbus kolinoceptiv és kolinerg elemeit,

3./ bizonyitani, hogy a bulbus olfactoriusban lehetséges a koli-

nerg-GABAerg interakcid.
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2. Anvag és médszer

2.1. A GABA megoszlAsdnak és transzportjdnak vizsgdlatdndl alkal-

mazott médszerek

2.1.1. Az Allatok kezelése, anvagkivétel

A kisérleteket in vivo -- a ventriculus olfactoriusba lassag be~
fecskendezett jelzett anyaggal -- és in vitro -- szovetszeleteket
inkubdlva végeztiik.

Az in vivo vizsgdlatokndl sztereotaxids késziilékben rogzitett,
Nembutallal altatott 180-250 g-os patkdnyok ventriculus olfacto-
riusdba 3-5 pl 8-40 uCi teljes aktivitdsd és 10,3 Ci/mM spec. ak-

3H-GABA-t /New England Nuclear/ fecskendeztiink be 5, vagy

tivitdsui
10 ul-es Hamilton fecskenddkkel tiz perc alatt. Az dllatok egy ré-
szét a GABA addsa eldtt egy Srdval i.p. aminooxiecetsavval /AOAA/
kezeltiik, hogy a GABA gyors lebomldsdt megakaddlyozzuk /Wallach,
1961/. FPé1l S6rdval a GABA beaddsa utdn az dllatokat Karnovsky-oldat-
tal /glutdraldehides és paraformaldehides fix4l6: 2,5% és 4%/ per-
funddltuk /Karnovsky, 1965/, majd a bulbusbdl pengével vékony sze-
leteket vdgtunk, amelyeket OgOg-ban rogzitettiink és aralditba
/Fluka/ dgyaztuk /Iuft, 1961/.

Az in vitro kisérleteknél friss, rogzitetlen bulbusokbdl +
4-8°C koriili Tyrode-oldatban szovetszeletelGvel /McIlvain Tissue
Chopper/ 0,3-0,5 mm vastag szeleteket készitettiink és 35 percig
25 uCi/ml végaktivitdsu 3H-GAB§-ban inkubdltuk. Az esetek egy
részében eldzlleg 15 percig AOAA-val is inkubdltuk a szeleteket.

A rogzités és bedgyazds az eldbbiekhez hasonld médon tértént.
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2.,1.2. Pény- és elektronmikroszkdpids technika

Piramitommal 2, 4 és 6 p-os metszeteket készitettiink, amelyeket
Ilford K2 vagy L4 /Ilford, Essex/ emulzidval fedtiik le a "dipping"
technikdnak megfeleld folyékony emulzids médszerrel /Rogers, 1973/.
Az eredeti géles emulzidbdl kiemelt mennyiségeket sdtétszobiban

+ 45°C-os vizfiirdében felolvasztottuk és hozzd azonos térfogati
desztilldltvizet, valamint 2%-nyi glicerint adva, Osszekevertiik.

A higitott emulzidéban megmdrtott tdrgylemezeket szobahOmérsékleten
megszdritottuk és szilikagéllel elldtott, jé1 zd4rédd fémdobozba
helyeztikk, amelyeket + 4°C-on tdroltunk. Az expondlt készitménye-
ket 2-90 nap utdn Kodak D-19 B jelii hivéval hivtuk eldé /Rogers,
1973/.

AzokbSl a blokkokbdl, amelyekben a fénymikroszkdépos autoradiog-
rédfia tanulsdga szerint a jelzett anyagot egyes idegelemek szelek-
tiven vették fel, Reichert ultramikrotommal kb. 600-800 X vastag
szeleteket készitettiink, amit dréthurok segitségével celloidines
tdrgylemezre tettiink, majd uranilacetdtos és élomcitrﬁtos kont-
rasztozds utdn szénhdrtydval fedtiink le, hogy a kemografiat meg-
akaddlyozzuk /Rogers, 1973/. Ezutdn Ilford L4 emulzidval monolayert
vittiink fel a preparatumra. 7-60 napos expozicidk utdn amidollal
/Lettre és Paweletz, 1966/ phenidonnal vagy Agfa Gevaert /Kopriwa,
1975/ hivéval elShivtuk az autoradiogrammokat. Esetenként - a
magasabb specifikus szemcseszdm elérése érdekében -- elShivds ellt-
ti AuClj-os kezelést alkalmaztunk /"golden latensification",
Kopriwa, 1975/. A metszeteket ledsztattuk és rézrostélyra felvéve

elektronmikroszkdpban vizsgdltuk.
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2.1.3. A GABA intraneurondlis transzportjdnak vizsgdlata, colc~-

hicin hatdsa a transzport sebességére

A GABA feltételezett dendritikus transzportjidra vonatkozd
vizsgdlataink sordn 56 db azonos nagyitdsd /X18760/ elektronmik-
roszkdpos képen kijeldltilk a szemcsese]jteket, azok periférikus
nyQlvdnyait és végzGdéseit. Megmértiik a teriiletiiket, megszdmoltuk
a felettiik taldlhatd eziistszemcséket, majd kiszdmoltuk az azonos
tipusi idegelemek teriiletére esd szemcseszdmot, tédblédzatosan é€s
grafikusan dbrdzoltuk. Akkor, ha az eziistszemcse sejtmembrdn fe-
lett helyezkedett el, tehdt hovatartozdsdt biztonsdggal eldonte-
ni nem tudtuk, felerészben az egyik, felerészben a mdsik idegelem-
hez szdmoltuk.

A szemcsék lokalizdldsdnak biztonsdgosabb eldontése céljabdsl a
statisztikai elemzés ald vontradiogrammokndl minden esetben phe-
nidon hivéval dolgoztunk. A transzportfolyamat sebességének ki-
szdmitdsdndl azt a tdvolsdgot amelyen 4t a GABA s2z411itdédik, a
kiils8 rostos réteg kozepétdl a szemcsesejtek rétegének kozepéig
vettik. Ez 300-320 n volt.

A vizsgdlatok késdbbi stddiumdban megprébdlkoztunk kiilonbo-
28 kezelési 1d8t t11é15 4llatok transzportjédnak colchicines gdt-
14sdval. A patkdnyok egyik csoportjdnak /5 db 180-250 g-os him/
ventriculus olfactoriusdba a GABA addsa el8tt 44 Srdval 10 ul 10%-
os etanolban oldott colchicint fecskendeztiink be /Hokfelt és mtsai,
1978/. Kontrollként &t mdsik hasonld silyd him patkdny csak GABA-t
kapott, illetve egynek a GABA addsa elStt, az el8zG8 csoportokéval
azonos koriilmények kozt 10%-os etanolt adtunk, hogy az alkoholnak
a transzportfolyamatokra gyakorolt esetleges hatdsdt megfigyelhes-

siik, s ezzel pontosithassuk a colchicin alkalmazdsa sordn kapott

adatainkat.
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2.2. A kolinerg rendszer vizsgdlatdndl alkalmazott mdédszerek

2.2.1. Bulbectomia

A bulbectomidt az elsddleges vagy fébulbus /™main bulb®/ és
a tractus olfactorius hatdrdn végeztiik Nembutallal altatott 180-
250 g-os 4 11latok. " . . jobb 0ldali bulbus olfactoriusan
vizudlis kontroll mellett. A bulbectémia segitségével prébaltuk
tisztdzni a bulbusba mend ill. onnan esetlegesen eredd kolinész-
terdz tartalmi rostok, a bulbusban levl kolinészterdz-pozitiv
neuronok elhelyezkedését és nyllvédnyaik lefutdsdt, hisztokémiai
és biokémiai vizsgdlatokkal meghatdroztuk az AChE és ChAc akti-
vitdsdnak vdltozdsdt normdl patkdnyokhoz viszonyitva.
A tractus olfactorius lateralis 1€zidjdval masrészt lokalizdl-
ni tudtuk szelektiv degenerdcids festést alkalmazva azokat a te-
rilleteket, amelyekben a tractus rostjai végzddnek, illetve meg-
hatidrozhattuk az dtmetszés eldtt, a prepyriform kéreg felé esd
teriileten a rostok lefutdsdt. A bulbectdémidt szenvedett A1llatok

bulbusdt a miitét utdni hetedik napon tdvolitottuk el.

2.2.2. Degenerdcids vizsgdlatok

A degenerdcids vizsgdlatokat bulbectomizdlt patkdnyokon vé-
geztiik, szelektiv eziistimpregndcidét alkalmazva /Nauta és Gygax,
1954/, esetenként Yamadori /1977/ egyszeriisitett médszere szerint.
/A leggyakrabban alkalmazott Nauta-Gygax mddszer a degenerdlt axo-
nok és végz8déseik szelektiv eziist impregndcidjén alapszik/. A
bulbectdémidt hét nappal tilélt patkdnyok agydt 10%~os neutrédlis

formalinban tartottuk legaldbb egy hénapig, mielStt felhaszndltuk
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volna. A bulbusokbdl 15-25 p~os fagyasztott metszeteket készitet~
tiink, amelyeket 15%-os etanolban fél Srdig dztattunk. Rovid desz-
ti1141t vizes mosds utdn 30 perc 0,5%-os foszfomolibdénsavas mo-
sds kovetkezett, majd kdzvetleniil 0,05% KMnOy-os oldatba tettiik

a metszeteket, ahol 6 percig tartottuk azokat. Mosds utédn 1%-os
hidrokinon és 1%-os oxdlsav 1:1 oldatdban elszintelenedésig mostuk
/1-2 perc/, majd 3x vdltott deszt. vizes mosds utdn 25 percre
1,5%-o0s AgNO5-0s oldatba tettilk a metszeteket /AgNO3 : 0,9 g;
deszt. viz : 20,0 ml; etanol: 10,0 ml; ers NHy : 1,8 ml; 2,5%
NaOH : 1,5 ml/. Ezutdn 4tvittilk a szeleteket a redukdld folyadék-
ba, s ott a barnds szin eléréséig dztattuk az agyszeleteket
/deszt. viz : 400 ml; etanol: 45 ml; 10%-os formalin: 13,5 ml;

1% citromsav : 13,5 ml/. Ha a fest8dés til vildgos volt, kevés
NaOH-ot adtunk az AgNOB-os oldathoz; ha sotétnek taldltuk, am-

ménidt. Rovid mosds utdn 1%-os Na2s20 -o0s oldattal fixdltuk,

3

majd ismét mostuk a szdvetszeleteket és Albrecht /1954/ zselatinos

bedgyazdsi médszerével tdrgylemezre vittilkk az anyagot.

2.2.3. Az AChE hisztokémiai lokalizdlésa

A hisztokémiai vizsgdlatok alkalmdval az AChE-t Koelle é€s
Friedenwald /1949/ eredeti acetilk..inos /AThJ/ mdédszerének
Gerebtzoff /1959/ és Késa, Csillik /1966/ 41ltal eszkozolt mSédosi-
tdsai alapjdn mutattuk ki /élom-réz-thiocholin technika/. A fris-
sen kiszedett bulbusokat egy éjszakédn 4t fixdltuk 8-10%-os for-
maldehidben. Ezutdn a szovetbSl 25-30 um vastag fagysztott met-
szeteket készitettiink, amelyeket desztilldlt vizben mostunk,

. -4
majd 20 percig preinkubdltunk 2x10 ° M-og etopropazinban, hogy a



‘nem specifikus kolinészterdzokat gdtoljuk /uewis, 1961/. Az in-
nen kivett metszeteket 60-90 percig inkubdltuk a kovetkezl Osz=
szetételii oldatban: AThJ /Fluka/: 21 mg; 0,1 M Na-acetdt : 6,6 ml;

3,8% Cly : 0,3 ml; 0,1 M CusO, : 0,3 ml; 0,1 M Pb/N0,/ : 0,3 ml.

4

Ezt kdvette egy pdr perces mosas, majd a metszeteket Nazs-ban eld-~
hivtuk. Desztilldlt vizes mosds, tdrgyelemezre vétel, szdritds és
dehidrdlds kovetkezett, majd a metszeteket kanadabalzsammal lefed-

tiik.

2.2.4. Az AChE spektrofotometrids meghatdrozédsa

Az AChE-nak bulbectomizdlt és normil bulbus homogendtumbdl
torténd biokémiai meghatdrozdsdt Ellman é€s mtsai /1961/ 41tal ki=~
dolgozott spektrofotometrids eljdrdssal végeztilk., Az enzim az AThJ-t
hidrolizdlva tiokolint szabadit fel, ami dithiobisnitrobenzolsav-
val /DINB, Sigma/ reagdlva sdrga terméket eredményez. A mérés 412 .
nm-nél 1 cm-es kiivettdban Pye Unicam spektrofotométeren tortént.

A megmérendd homogendtum vdltozd mennyiségét /rendszerint 20 vagy
50 ml-t/ 2,8 ml 0,1 M-os foszfdtpufferba /pH: 8/ tettiik, amelyhez
0,1 ml DTNB-oldatot mértiink /10 ml 0,1 N-foszfdtpufferbe /pH: 7/

39,6 mg DINB és 15 mg NaHCO, kell/.

3
Az AChE spektrofotometrids, a ChAc radioenzimatikus meghaté-
rozdsdndl és a kolin felvételnél az adatokat mg fehérjére Ataszdmitva

adtuk meg. A fehérjemeghatdrozast Lowry /1951/ szerint végeztiik.

2.2.5. A ChAc radioenzimatikus meghatdrozisa

A ChAc aktivitdsdnak meghatdrozdsdhoz rendelkezésre 4116 tdbb
médszer k6ziil Fonnum /1969/ médszerét haszndltuk, ami azon alapul,

hogy az enzim a jelzett AcCoA-bdl és hideg kolinbdl acetilcsoport-

jdn jelzett ACh-t szintetizdl.



A ChAc-t mind normdl, mind bulbectomizdlt szdvetekbll megha-
tdroztuk., A mérést mikrokémcsdvekben, pArhuzamos mintdkkal dolgoz-
va és blankot alkalmazva végeztilk. Az inkubdld elegy /3 pl 500 mM
Na-foszfdtpuffer /pH: 7,4/ 3 pl 2 M EDTA /pH: 7,4/, 3 pl 3 M NaCl,

l4C-AcCoA /106 mCi/mM

3 p1 80 mM kolin C1 /Reanal/ 2 pl H,0, 3 aul
spec. aktivitdsdi/ 20 pl-éhez . 10-20 a1l homogendtumot tettilnk,
37%C-on 15 percig inkubdltuk, majd a reakcidt jégfiirdSbe téve le-
41litottuk. A mikrokémcsdvek tartalmdt 5 ml 10 mM Na-foszfdtpuffer
2 ml acetonitrilben oldott Na-tetrafenil-bordt /Merck/ és 5 ml
toluol Osszetételii oldatba vittiikk 4t, majd alapos rédzds utdn fo-

lyadékszcintilldtorban megmértiik az aktivitdsat.

2.2.,6. Az ACh és a kolin radioenzimatikus meghatdrozdsa

A bulbus ACh és kolin tartalmdnak meghatdrozdsit 80-100 g-os
mindkét nemii patkdnyokon végeztiik. A mérés sordn mikrohulldmi agy-
roncsoldssal /Metabostat, Gerling Moore/ ellztiik meg az agyszovet
ACh és kolin tartalmdnak metabolizdlédédsit /Stavinoha és mtsai, 1970/.
A bulbus vdrhatdan nem magas ACh és kolin tartalma miatt a meghatd-
rozdshoz 3-5, Metabostattal ledlt patkdny bulbuseit haszndltuk fel
egy mérés sordn. A radioenzimatikus vizsgdlat laboratdériumunkban
Eckernas és Aquilonius /1977/ médszerének kis vdltoztatdsdval tor-
tént /Szepesy és mtsai, 1979/.

1 M hangyasav és aceton 15:85 ardnyi keverékében homogenizil-
tunk. Egy éra 4114s utdn 3000 g-vel tiz percig centrifugdltuk az
anyagot, a szupernatanst félretettiik, a pelletet 2 ml homogendld
oldattal szuszpenddltuk, s ismét centrifugdltuk. Az egyesitett

szupernatanst 2x5 ml heptanon-kloroformban kirdztuk, s a felso



acetonos fézist leszedtiik, az alsdé vizes fdzist szénsavhéval fa-
gyasztottuk és liofilizdltuk. Ezutdn 200 Bl 300 mM~os Na-foszfdt-
pufferban feloldottuk az anyagot, s ebbdl a meghatérozéshoz 10-10
pml-t vettiink ki,

A kolin meghatdrozdsndl a 10 ml-hez 10 pl inkubdld oldatot
adtunk, aminek az Osszetétele a kovetkezd: 250 mM Na-foszfdtpuffer,
0,25 mM EDTA 0,8 M eserin, 10 pl ChAc /0,03 uM/mg fehérje/ és 5 ul
M e-rcCor /54 mCi/mm/.

Az bsszkolin meghatdrozdsdndl 10 nl mintdhoz 5 ul észterdzt ad-
tunk /Sigma, VI. type/, majd ugyanazt a reakcidelegyet mértiik hoz-
zd, mint fent. 60 perc inkubAlds utén /37°C-on/ a reakcidt ledlli-
tottuk 1 M hangyasav 30 ul-ével, s a mikrokémcsd tartalmdt szcin-
tilldcids kiivettdba tettilk, ami 5 ml 10 mM-os Na-foszfatpuffert
/pH: 4/, 12 ml Fonnum-koktélt /10 ml toluol, 2 ml acetonitril,
0,015 g dimetil-POPOP /Calbiochem/ 0,06 g PPO /Reanal/ 0,01 g Na-
tetrafenil-bordt /Merck// tartalmazott. Alapos rdzds és 12 Srai 41-

1l4s utédn Packard Tri Carb folyadék szcintilldtorban mértiik.

2.2.7. A magas affinitdsi kolin felvételének kimutatdisa biokémiai és

autoradiogridfids médszerrel

A magas affinitdsd kolin felvétel biokémiai kimutatdsdhoz a
bulbus homogendtum 20x higitdsi durva szinaptoszdma /P2 frakeid/
prepardtumdt haszndltuk fel. A 0.33 M-os szukrézban vagy magas /60 mM/
K* tartalmi Krebs-Henseleit pufferben homogenizdlt bulbusokat 1000 g-
vel 10 percig, majd a szupernatanst 17000 g-vel 15 percig centrifu-
gdltuk, s a pelletet 0,33 M-os szukrdzzal szuszpenddltuk. 1-1 ml
0,5 uM 3H-kolint tartalmazdé normdl és Na® mentes Krebs-Henseleit ol-

dathoz szukrézos vagy a magas Kt tartalmd puferrel preinkubdlt ho-



mogendtumbdl 100 ul-t tettiink, s négy percig 37°C-on incubatorban
/Polaron, Watford/ inkubdltuk. |
Ezutdn a szuszpenziét membriusziirén /Gelman GA-6 0,45 um vagy Synpor
0,40 pm pérusméretii/ dtsziirtiik és 3 ml, az inkub4lé oldattal megegye-
z8, izotépot nem tartalmazd Krebs-Henseleit pufferrel mostuk. A fil-
ter 10 ml Unisolve /Koch Light/ vagy 10 ml-nyi /1000 ml-ben 0,3 g
POPOP, 7 g PPO és 100 g naftalint tartalmazd/ dioxdnos szcintillé-
cids koktélba tettiik, alaposan felrdztuk, s 12 Sra utdn cpm-et mér-
tiink.

A kolin felvétel autoradiogrdfids vizsgdlata sordn 4-14 napos
patkédny embridk bulbusdnak 4-7 napos szdvettenyészetét haszndltuk
fel. A bulbusokat a steril kdriilmények betartdsa mellett Laminar
Flow /Liberty Industries/ alatt vettiik ki, 48 p~os filteren 4t
mechanikusan dezintegrdltuk, s kollagénezett falkonplasztikra tet-
tiilk, amiben 5 ml MEM Eagle’s salts volt /GIBCO/. A tenyészetek sejt-
szdma Laborscale-on /Medicor/ mérve 5x106 volt. A szdvettenyészetet

Heraeus 002 termosztidtban 5% CO, és 95% 02 tartalom mellett 37°C-on

2
4-7 napig tenyésztettiik.

A tenyészeteket a magas affinitdsd kolin felvétel vizsgdlatdhoz
el8készitettilk: a kolint is tartalmazdé tdpoldatot 2x vdltott pufer-
rel kimostuk, majd magas K" tartalmi /60 mM/ Krebs-Henseleit oldat-
tal preinkubdltuk a tenyészetet 6t percen &t. Ezutédn 0,5 - 1 uM
3H—kolint tartalmazdé /6,3 Ci/mM spec. akt./ normdl puferrel négy
percen 4t inkubdltunk. A tenyészetet mostuk és 5 ml-nyi 2% Reinecke
sés fizioldgids sdoldattal 20 percig kezeltiik, hogy a felvett viz-

oldékony kolinnak megakaddlyozzuk a sejttdl torténd kidramldsdt

/Kapfhammer és Bischoff, 1930/. Ezutdn mostuk a tenyészetet 3x és
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kiszdritottuk. Ilford L4 fotoemulzidébdl desztvizet 1l:1 higitdst
készitettiink, amit detergenssel stabilizdltunk, s a loop-techni-
kénak megfeleld médszerrel /Nagata €s Nawa, 1966/ lefedtiik a te-
nyészeteket. 7-20 napos expozicidk utén Kodak D-19 B jeli hivdval
el8hivtuk és fixdltuk, majd toluidinkékes festés utdn fénymikrosz-

képban vizsgdltuk az autoradiogrammokat.

2.2.8. Az AChR biokémiai és autoradiogrdfids kimutatdsa

Az AChR biokémiai vizsgdlatdndl a kordbban leirt durva szinap-
toszomdlis /P2/ frakciét haszndltuk fel. A mérés sordn a muszkari-
nos AChR antagonista, a reverzibilis kotddésii 3H-QNB receptorhoz
torténd kapcsoldddsdt tanulmdnyoztuk scopolamin /10-8M/ jelenlété-
ben és hidnydban. A specifikus QNB kot8dést dgy hatdrozhatjuk meg,
hogy a scopolamin nélkiili kisérlet eredményéb8l levonjuk azt az
értéket, amelyet a 10-8M scopolamint tartalmazdé kisérlet adott.
Ennek megfelelden a kisérleti rendszert a kdvetkezd médon dllitot-

tuk Ossze. Az egyik mintéban 50 pl homogendtum, 50 ul 2.10-7M

3H-QNB volt /a végkoncentrdcidk az

3

scopolamin és 100 ul 10 nM-os
oldatban 10-8M ccopolamin ill. 5 nM “H-QNB/. A mdsik minta 50 ml
homogendtot, 50 mul pH: 7,4-es puffert és 100 pml 10 hM-os 3H-QNB—-t
tartalmazott. Egy drai inkubdlds utdn a 200 pl-t membridnsziirén le-..
sziirtikk /Gilson 0,45 um vagy Synpor 0,40 pm/, 3 ml pufferrel dtmos-
tuk a sziirén fennmaradt anyagot, majd a filtert 10 ml Unisolve=-ba
vagy a fent leirt szcintilldcids koktélba tettiik; alapos rdzéds és

12 Srai 4114s utdn a cpm-eket folyadékszcintilldcids késziiléken

megmértiik.
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Az AChR-ok jelzett QNB-vel t&rtén§ kimutatdsa autoradiogré-

fiésan Egﬁzgﬁﬁenyészeten és kriosztdt metszeteken tortént. A te-

nyésztést a kolin felvétel vizsgdlatdndl leirt médon végeztiik.
A 4-7 napos, tdpoldattdl lemosott szovettenyészetekre 5 ml

5 pM-os 3

H-QNB-t tettiink, s 20 percen &t 57°C-on 002 termosztdt-
ban /5% COs, 95% 02/ inkubdltunk. Egy perces pufferes kimosds
utdn a tenyészeteket szdritottuk, s a loop-médszerrel 1l:1 higité-
si fotoemulzidval lefedtiik. 14-30 napos expozicidk utdn Kodak

D 19 B hivdéval eldhivtuk, fixdltuk és fénymikroszkSpban vizsgdl-
tuk az autoradiogrammokat.

A kriosztdttal metszett, 3H--QNB-vel jelolt szovetszeletek
autoradiogrdfids vizsgdlatdval tobbféle médon is megprdébdlkoztunk.
Young és Kuhar /1979/ 4ltal leirt médszer szerint a krémalumini-
umos tdrgylemezre felvett metszeteket 5 nM-os 3H-QNB-vel ill. egy
résziiknél elStte 10-8 M-os scopolaminnal vagy IO-SM-os atropinnal
kezeltiik. A mosott, szdritott lemezekre =zzutdn sététben emulzid-
val fedett fedSlemezeket tettiink, egyik végiiknél a tdrgylemezhez
ragasztva, s csiptetlvel a metszetre szoritva azokat. Az elGhivéds-
ndl /14-30 nap utdn/ a tdrgy- és fedSlemez kozé kis éket tettiink,
hogy a hivé /Kodak D 19B/ akaddlytalanul elérje az emulzidt.

Gerlach és McEven /1972/ médszerének alkalmazdsa sordn a pat-
kdny liquorterében vagy a farokvéndn dt, testébe Juttatott izotdp
/50 il1l, 150 mM, a higulds figyelembevételével /agyban torténd el-
oszldsa utén -- 60 perc -- a bulbusokat gyorsan kivettiik, fagyasz-
tottuk és kriosztdton 15-20 um vastag szeletekre vdgtuk. Az esetek
egy részében a 3H-QNB addsa el8tt 5 mg/kg 4llat mennyiségii atropin-

nal kezeltiik a patkdnyokat, hogy a sbecifikus receptorkotést vizs-
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gdlhassuk,

Az emlitett médszer szerint a kriosztdt metszeteket sdtétben, emul-
ziéval ellre lefedett tdrgylemezekre szedtilk fel gy, hogy a hideg
késen levd szdvetszeletekhez nyomtuk a melegebb tdrgylemezt; akkor

a lemezre olvadt a metszet. Sotétben, szilikagélt tartalmazd, jol

z4rédé dobozokban + 4°C-on 14-30 napig expondltuk a preparatumokat,

majd Kodak D 19B hivdval eldhivtuk és 20% Na-tioszulfdttal fixdltuk
azokat. Toluidinkékkel aldfestve fénymikroszkdpban vizsgdltuk a2z autora-

dio grammokat.,

3. Eredmények

3.1. A GABA neurondlis lokalizdcidja a bulbus olfactoriusban

Az in vitro kisérleteknél a GABA-val tdrtént inkubdlds soridn
a bulbusbdl késziilt szeleteknek csak a felszinén és pdr pu-os mély-
ségig taldltunk a szbvetdarab felszinét8l tdvolodva rohamosan csdk-_
kend szédmi, s még eléggé intenziv radiocaktiv jelet, ami azonban dif=-
fiz volt; az egyes idegelemek nem szelektiven vették fel a GABA-t.

A mikroinjekcidk formdjdban a ventriculuson 4t bejuttatott GABA sok=-
kal egyenletesebben oszlott el és a szlirds helyétSl tobd szdz p-os
tdvolsdgban is észlelhetd volt. Ezért valamennyi, a GABA megoszldsd-
ra vonatkozd megdllapitdsunkat kizdrélag az in vivo kisérletek ered-
ményeibdl vezetjiik le.

Az in vivo vizsgdlatok sordn ellszor fénymikroszkdépos autora-
diogrdfids képen tdjékozddtunk, s ez azt mutatja, hogy a kiils§ ros-
tos rétegben sok a jelzett szoveti elem. A mélyebb rétegekben jel-
zett sejttesteket alig figyelhettilk meg /11. kép/. A mitrdlis sej-
tek rétege és a szemcsesejtek egymds mellett elhelyezkedS szdémdinak

sora vildgosan kirajzolddik, mutatva, hogy ezen idegelemek nem vet-

ték fel a jelzett GABA-t.



Szinapszisok, amelyekben az acetilkolin transzmitter szerepet jatszik

A szinapszis helye A hatas jellege Gatlo anyag

Paraszimpatikus atropin,

végkésziilék muszkarinszer( szkopolamin
Vegetativ ganglion nikotinszer( hexametonium,

kurare

Neuromuszkularis nikotinszer( kurare

junkcio
Kozponti idegrendszer a) muszkarin- atropin

kolinerg szinapszisai

szer(
b) nikotinszer(

10. kép: A kolinerg szinapszisok tipusai

mekamilamin

11. kép: Fénymikroszképos autoradiogrdfids felvétel tricidlt GABA-val
kezelt bulbusbdl. Expozicids id8: 28 map. A rétegek jeltlése: GR: str.
granulosum; M: str. mitrale; PLEX.EXT.: str. plexiforme externum;

GLOM: str. glomerulosum, x 300

:\
\
\$



Ha elektronmikroszkdp alatt a kiilsG rostos réteg jellegzetes
reciprok szinapszisa, a szekunder mitrilis dendritvégz6désgk és
szemcsesejtek dendritjei végz8déseinek jelzettségét tanulmédnyoz-
zuk, szembetlinik, hogy a mitrdlis sejtek dendritjei a tricidlt
GABA-t alig vették fel, mig a szemcsesejtek dendritvégzddései fe-
lett nagyardnyi eziistkivdlds mutatkozik, jeléiil az intenziv GABA
felvételnek /12. kép/. Az elektronmikroszkdépos képen a mitrdlis
sejtek dendritjei nagyobbak, citoplazmidjuk vildgosabb, kevesebd
benniik a vezikula és rendszeresen megfigyelhetjiik a mikrotubuld-
ris rendszer tagjait. A szemcsesejtek dendritvégzldései kisebbek,
citoplazmdjuk sotétebb, vezikuldjuk is t6bb van /12. kép/.

A 13. képen is hasonld a helyzet: a szemcsesejt dendritvégzddése
egységnyi teriiletén joval t6bb eziistszemcsét tartalmaz, mint a

mitridlis dendrité. Ez a megfigyelés aldtdmasztja azt a feltétele-
zést, hogy eme szinapszisban a gdtld elemek, vagyis a szemcsesejt
dendritvégz8dései GABA-val milkdhetnek. Ez a GABA intraneurondlis

lokalizdcidjdval kapcsolatos megdllapitésunk.

3.2. A GABA intraneurondlis transzportja

A vizsgdlatok tanulsdga szerint a GABA koncentrdcidja -- amit
egyértelmiien jelez az autogrammon levd eziistszemcsék szdma -- a
ventriculustél a bulbus kiilsé felszine, a n. olfactorius felé csdk-
ken; ez a megoszlds megfelel a GABA diffizidé irdnydnak. Ugyanakkor,
ha csak a szemcsesejteket tekintjiik, a ventriculusba vald injektd-~
14s helyét81 legtdvolabb esd, a kiilsG rostos rétegben 1évs végzlidé-
seik mutatjdk a legmagasabb GABA akkumuldcidt: 6,2/10 p2; a szemcse-
sejt dendritek 10 pz-jéra pedig 1,7 db eziistszemcse jut dtlagosan

/14. kép/.



12. kép: Részlet a kiils8 rostos réteghbdl: reciprok dendrodendritikus
szinaptikus kapcsolat a mitrdlis dendrit /MD/ és a szemcsesejt dend-
ritvégz8dés kozt /SzDV/. Amidollal eldhivott autoradiogramme x 66700

I @ .

5

13. kép: Reciprok szinapszis a kiils§ rostos rétegbldl. Jeldlések, mint
a 12. képen. Amidollal elbhivott metszet. x 38500
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A belsd rostos rétegben -- amit a mitrdlis sejtek rétege és a
felszines szemcsesejtek sora k6zt taldlunk -- a dendritekre 3, a
szemcsese]tek rétegében levSékre 4,1 db eziistszemcse esik /15.kép/.
A szemcsesejtek rétegének zéndjdban elhelyezkedS§ szemcsesejteket
két mélységben vizsgdltuk meg, amit a réteg tetemes vastagsédga
indokolt. Ezekben 10 pz-on 1,5 illetve a ventriculushoz kdzelebbd
es8 szémék 1,4 db ezilstszemcse taldlhaté /15. kép/. A szemcsesej-
tekr8l késziilt elektronmikroszképos felvételen ld4thatd az erre

az idegsejttipusra jellemz8 nagy mag és szemcsézett endoplazmati-
kus retikulumban szegényes, vékony citoplazma.

A GABA intraneurondlis transzportjédval foglalkozé vizsgéla-
taink eredménye utédn téblézatosan adjuk meg az egyes idegelemek
felett taldlt szemcseeloszldst /16. kép/.

A GABA transzportsajdtsdgait a 16/a képen foglaltuk 8ssze.

A képen‘két szemcsesejt 1l4thatd sematikusan, leolvashaté a rétegek
vastagsdga is. A grafikonon az egyes idegelemek teriiletére esf
szemcgeszédmot 4brdzoltuk a mennyiségi analizighez lefényképezett
teriiletek egyméstél valé tdvolséga fliggvényében. A pontsor a

GABA tartalom ndvekedését mutatjs a belsd rostos és a szemcsesej-
tek rétegében levd dendritekben., Léthaté, hogy az injektdlt te-
riilett8l legtdvolabb van a legtdbb GABA és a ventriculushoz k¥ze=-
ledve egyre kevesebbdb,

Az exogén GABA tehét a ventriculusba valdé injektdlds helyétSl
tdvol dlisul fel. Ezt a diffdziéval ellentétes irdnyd koncentrécié-
kiil6nbséget, valamilyen aktiv mechanizmusnak kellett létrehoznia.
Ugy gondoljuk tehdt, hogy a szemcsesejtek dendrittdrzsének és sejt-
testének jeltlddéasét a dendritvéngdések GABA felvétele és retrog-

rdd dendritikus transzportja okozhatja. Ez a GABA intraneurondlis
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‘15; k&g:rElektiennikreazképes részlet a belsd rostos rétegb8l, a képen
szemcsedendriteket /SzD/ ldtunk hosszmetszetben.
Phenidollal elbhivott autoradiogramm. x 18200

15, kép: Szemcsesejtek /Sz/ elektronmikroszkdépos autoradiogrifids képe.
Amidollal elbhivott metszet. x 12loo



16. kép: Egyes idegelemek felett taldlt szemcseeloszlés

16/a kép: Az eziistszemcsék
slirliségének dbrdzoldsa a
szemcsesejt dendritvégzddé-
geitd8l a sejttestig.
Ordindta: terililetegységre
esd eziistszemcseszém, absz-
cissza: a mintavétel tévol-
 sdga a glomeruldris réteg-
161,
GT: szemcsesejt termindl;
 GD: szemcsesejt dendrit;
GC: szemcsesejt;
MC: mitrdlis sejt
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trangzportjdvael kapcsolatos megdllapitdsunk. Megfelelden hosszi
td1€1€si 145 utdn elképzelhetd -- amikorra az idegvégzddéseken
felvett GABA eljut a szémdig -~ hogy az egész neuron egyenletesen
jelzetté vAlik és a GABA az anyagcserefolyamatokban felhaszndldédik.

A transzportfolyamat sebességére 14,4 - 15,3 mm/nap értéket
kaptunk. Szémszerlileg ez Droz /1974/ lassu axonélis transzportjé-
val, vagy Kiss /1976/ lassi anterograd dendrittranszportjéval mu-
tat legjobdb egyezést. Ez a lassi tipusd transzport a dendritek
és/vagy a sejttest citoplazméjédnak az anyagelldtdsdt egészitheti
ki. Ez a transzportfolyamat sebességére vonatkozé megdllapitdsunk.

A kezelést killonbozd iddkkel tdlélt ill. colchicinnel kezelt
4llatok GABA(transzportjénag sajdtsdgaival foglalkozé kisérleteink
e munka megirédsakor még nem fejez8dtek be, igy esetleges eredmé-

nyeit nem tudjuk kdzdélni.

3.3. Az acetilkolinészterdz hisztokémiai lokalizdcidja a bulbus

olfactoriusban

Vizegdlataink sordn feltérképeztilk a bulbus acetilkolinészte~
rdz aktivitdst mutaté elemeit. A 20-30 p-os fagyasztott metszetek-
b8l kégziilt képek tanulséga szerint a tractus olfactorius mind me-
did4lis, mind laterdlis kdtegeiben haladnak a bulbus felé AChE po-
zitivitdst mutaté rostok. Ezek kdziil néhdny j61 nyomonkdvethets,
egészen a granuléris réteg szemcsesejtsorai ko6zé valdé belépéséig -
/17. kép/. A granuléris réteg j61 rendezett szemcsesejtszémdi kézt,
pArhuzamosan haladva ezekkel, futnak a centrum feldl érkezd AChE
pozitiv rostok /18. kép/. A granuldris rétegben rﬁ%idebb-hosszabb
szakaszon haladva felfelé, a magasabban fekvS bulbdris régidk felé
irdnyulnak. Ezeknek a rostoknak a termindlisai a bels§ rostos ré-

tegben, a mitrdlis sejtek rétegében, a kiils§ rostos rétegben és
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a glomerulusok rétegében végzddnek /19. kép/. Sok esetben észteridz
pozitiv sejteket figyelhetiink meg a szemcsegsejtek kozbtt, f£8leg a
magasabb régibkban. Ezek a sejtek a GOLGI II. tipusdi sejtek kozé
tartoznak., Horizontélis vagy vertikélis elhelyezkedésiiek, axonjaik
révidek és a kiilsd rostos réteg aljédn vagy a szepcaesejtek rétegé-
ben végzidnek. Megfigyeléseink szerint szémdik mérete nagyobb, szé-
muk kisebb, mint az ugyanabban a rétegben elhelyezkedS szemcsesej-
teké., Szémos esetben taldlunk az észterdz hisztokémia alapjén bar-
nén fest8ds, a mitrdlis rétegbe lokalizdlhaté sejteket is. Eléfor-
dul ritkdn, hogy a kiils§ rostos rétegben elhelyezkedd kihelyezett
mitrdlis sejtek 111, killa8 ecsetsejtek némelyike is észterdz pozi-
tivitdst mutat /20. kép/. A glomerulusok rétegében igen erls enzim-
aktivitdst lehet felimmerni. Ezen gbmbszerli szinspszishalmazok kt-
z8tt ill. benniik végzddik a centrdlis kdzpontok felSl érkezd ros=-
tok némelyike /21. kép/. Az intraglomeruléris terilleten megfigyel-~
hetd, hogy a glomerulus nem homogén, hanem ttbb, a szagléideggel
szinaptizd1ld6 mitrdlis és ecsetsejt f8dendrittel kisebb rekeszekre
oszlik. Ennek megfelelSen, a rostok végzSdései is hasonlé megosz-
1l4st mutatnak: a termindlisok ilyen, a szagléidegek és a mitrélis
111. kiilsd ecsetsejt fSdendritjeinek elédgazdé nyGlvényai alkotta
intraglomeruldris apré gtmbdk kornyékén végzddnek. A bulbus leg-
ktila8, szagléidegrostokbSl 4116 rétege nem mutat még nyomokban

sem acetilkolinészterdz aktivitédst.

A bulbus olfactorius idegelemei koztil legerSsebb acetilkolinész-
terdz aktivitésa kétségteleniil a glomeruldris és granuldris ré-
tegnek van. Ezeken a helyeken f&leg a neuropil mutatja a reakci-

6t. Emellett azonban jelentds az egyes idegelemek enzimaktivitésa
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17. kép: normdl bulbus tractu-
séban futé észterdz pozitiv
rostok. x 380

18. k€ép: normidl bulbus granuld-
ris rétegének AChE aktivitdsa.
x 150

18/a kép: a bulbus granuldris
rétege Golgi II, tipusi sejtjei-
nek AChE aktivitésa normdl szé-
vetben. x 390
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19, kép: normdl bulbus észterdz
~ hisztokémiai képe. x 240

20, kép: normdl bulbus észterdz
hisztokémiai képe toluidinkékkel
feliilfestve.

x 240

21. kép: normdl szaglégumdé glomeru-
ldris rétege. Egyes glomerulusok
kozti sejtek is mutatnak észterdz
pozitivitdst. ‘

x 350




- 49 -

-is, igy a granuldris réteg belsd révid axoni sejtjei, a mitrélis
sejtek némelyik sejtjei és a kiils§ rostos réteg egyes ecsetsejt-
jeinek széméja az, amelyik észtéréz pozitivitdst mutat.

A bulbus acetilkolinészterdz aktivitdsa jelentSsen megvdl-

tozik a bulbus és a tractus olfactorius hatérén alkalmazott bulbec-
tomia hatdsdra. A bulbectomidt hét nappal tilélt £1latok bulbusé-
bS8l késziilt hisztokémiai metszetek tanulséga szerint a granuléris
réteg felsS8 harmaddban 1év3 sejtek némelyike és a mitrdlis réteg
sejtjei kozill néhény jéval erdsedbd pozitivitdst mutat a kontroll-
hoz viszonyitva. Az idegsejtek ezéméi erSsebb észterdz aktivité-
siak, mig a neuropil -~ igy a granuldris réteg szdémasora k¥zttt

és a kfils§ rostos rétegben -- vildgosabb a festddés /22. 23. kép/.
A glomerulédris rétegben kevésbé aktiv az enzim. A centrélis olda-
lon bulbectémidt kdvetSen a tractus olfactoriusban is megng az
észterdz aktivitds, amit az intenzivebb barna csapaddk jelez

/24. kxép/. A bulbus olfactorius accessoriusban -- tehdt szintén

a védgéds bulbus feldli oldalédn -- is megnd az acetilkolinészterdz

aktivitésa, az egyes észteréz pozitiv szémdk erSsebben festddnek.

3.4. Az acetilkolinészterdz és a kolinacetiltranszferdz kvantita-

tiv meghstdrozdsa normél és bulbectomizAlt d1latok bulbusé-
ban

A bulbus olfactorius Metabostattal tdrténd mikrohullémﬁ
roncgolésdt kdvetS ACh és kolin tartalom meghatdrozédsskor kolinra
21,97:0,01 nM/g nedves szdvet, ACh-ra 11,011,1 nM/g nedves szovet
értékeket kaptunk, Ez az ACh 1l1ll. kolin tartalom szémottevS ChAc

és AChE aktivitdst tételez fel a bulbusban.
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22. kép: megndvekedett AChE pozi-
tivitds a granuldris rétegben
bulbectomia utén., Erés enzimakti-
vitdsd interneuronok. x 175

23. kép: hisztokémiai kép bulbec-
tomia utédn. A granuldris rétegben
megzerdsddétt AChE aktivitds.

x 130

24. kép: megerSssdstt AChE akti-
vitds a tractusban bulbectomidt
kdvetden. x 370




- 51 -

A bulbus olfactorius azonos homogendtumaibdl mind az AChE=-t,
mind a Chic-t% meghatéroztuk az anyag és médszer c. fejezetben le-
irtak szerint. A mért értékek uM/h/g szbvetben vannak megadva a
normdl és bulbectomizdlt bulbusok enzimtartalmdnél egyardnt /25.
kép/.

A bulbectomiﬁ gordn a bulbus acetilkolinészterdz aktivitédsé-
nak 68%-dt vesztette el, jelélil annak, hogy a centrdlis teriiletek
feldl a laterdlis és medidlis tractus olfactoriusben egyarént
nagymennyigégli AChE-t tartalmazé rostvéri el a bulbust, & a dbul-
bus AChE tartalméhoz Jjelent8sen hozzdj4rul. A ChAc aktivitdsnak
kb. 58%-0s vesztesége azt mutatja, hogy a bulbectomia sorédn 4tvé-
gott centrdlis rostok nagyrésze kolinerg transzmissziéji lehetett,
8 az 4tvdgls sorén ez az enzimmennyiség kiesett. A fennmaradé
ChAc tartalom szdrmazhat részben a bulbus kolinerg interneuronjai-
b6l -~ ezeket nem végtuk 4t -~ amelyek vagy bels§ interneuronjai
a fsbulbusﬁak, vagy pedig a bulbus olfactorius accessoriuabdél ered-
hetnek. A t4AblAzatbSl 1l4thaté, hogy a két enzim arénya a kezelt
és a kontroll bulbusok esetében eltérd, ami a feht emlitett, sajé-

tos enzimeloszlédstdl fligghet.

3.5. Degenerdcidés vizsgdlatok a bulbus olfactoriugban

A szaglégumé acetilkolinészterdzdnak hisztokémiai és biokémiai,
transzferdzénak biokémial vizsgdlata sordn a normél és bulbectomizdlt
szovet k8zott megfigyelt eltérS enzimaktivitds sziikségessé tette,
hogy demonstrdljuk azokat a rostokat, amelyeket a bulbectomia sorén
dtvégtunk, s lehetdség szerint lokalizdljuk a degenerélt rostok

termindljait a bulbus egyes rétegeiben.



A glomeruldris rétegben interglomeruldrisan szémos degene-
rdlt rosttermindlis mutathaté ki /26. kép/. Ezek a végzddések
zommel & periglomeruldris sejtek kdrnyékén végzSdnek, s csak ki-
sebb hdnyaduk intraglomeruldris. A Golgi-féle arany impregnécié-
val felillfestett degenerdcids metszeteken hagonldé a helyzet/27.kép/,
nyomonksvethetlek a glomerulusok k¥rnyékén végz8d8 rostok is,
amelyek a kiils§ rostos rétegen haladnak 4t. Ebben a rétegben is
taldlunk degenerdlédott rosttermindlisokat, jelétil annak, hogy a
centrilis rostok egy része ebben a rétegben adja le moduldld
impulzusait. A legtobb rostvégz8dés kétmégteleniil a granuldris ré-
tegben figyelhetd meg. A degenerdldédott termindlisok a szemcse-
sejtek szémél kb6z8tti neuropilben végzidnek nagy szémban, s zomilk-
ben e sejtek dendritjeivel szinaptizdlnak .. /28. kép/. A ké-
pen 361 kirajzoldédik a szemcsesejtek testének tomor sora, amelyek
kozbtt kbtegekben haladnak a centrdlis eredetil rostok; néhol meg-
figyelhetd a felsdbb rétegek felé elforduld rost is. A bulbectomia
gordn 4dtvdgott tractus olfactorius lateralis és medialis rostjai
is mutatjdk a degenerdcié jellegzetességeit. A felsSbd idegktzpon=-
tok felfl a szagldrendszerben futé rostok pérhuzamosan, rendezetten:.
haladnak a Bilb. olfactorius accessor és a £& bulbus granuléris

rétege felé /29. kép/.

3.6, A magas affinitdsd kolin felvétel demonstrdldsa bulbus homo-
genétumban
A magas affinitdsd kolin felvételt -- mint a kolinergités

egyik markerét -- buldbus homogendtumban vizsgdltuk /30. kép/.
A vizsgdlat szerint a K'-mal preinkubdlt homogendtum Na* dependens

kolin felvétele a kontroll 174%-4ra ndtt, ami a bulbus centrélis
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25. kép: a bulbus AChE és ChAc aktivitdsdnak dsszefoglald tdbldzata

26, kép: degenerdlddott rost-
termindlisok a glomerulusok
k8rnyékén. Degenerdcids fes-
tés. x 380




27. kép: Golgi-féle arany impreg-
ndcidval feliilfestett degenerdcids
metszet a glomeruldris €s kiilsé
rostos rétegrdl. x 375

28. kép: degenerdlédott termindli-
sok a granuldris rétegben. x 375

29. kép: a bulbectomia hatdsédra de-
generdlédott centrdlis rostok a
tractusban. x 220




eredetli kolinerg termindlisainak és esetlegesen sajdt kolinerg .
~= a £§ bulbugban ill. a bulbus olfactorius accessoriusban elé-
fordulé -~ interneuronjai jelenlétére utal.

A szdvettenyészeten torténd magas affinitdsi kolin felvétel
kimutatdsdt megneheziti a magas hé&ttér, a nem specifikus jeldls-
dés, esetenként pedig az emulzid gyilirSdése vagy levdlésa tette
értékelhetetlenné az autoradiogrammot. A kisérletek még folyamat-

ban vannak.

3.7. Kolin uptake autoradiogréfids vizsgdlata

A kolinerg rendszef tanulmdnyozédsa sorén olyan kisérletet
is végeztilink, amellyel a jelzett kolin in vi%o felvételére és in-
korpordcidjéra kivédntunk informécidt kapni. A vizudlis kontroll
mellett a ventriculusba injektdlt 5 ml-nyi 3H-kolin /spec. akt.:
8,3 Ci/mmol/ megoszldsdt 30 perces tilélés utdn kivéntuk vizsgél-
ni aralditba dgyazott bulbus szeleten. A bedgyazds, lefedés és
el8hivda a mér kordbban ismertetett médon tértént.

A vizsgdélat azt mutatja, hogy az eziistszemcsék eloszlédsa~a
teljes bulbusban nagyjébSl egyenletes, de a mitrdlis sejtek és azok
alatti zéndban, a szemcsesejtek k6z8tt akadnak olyan idegelemek,
amelyek sokkal jobban akkumuldljék a jelzett kolint, mint a bulbus
més idegelemei /31. kép/. Ez a t8bblet kolin-felvétel szArmazhat
a kolinerg idegsejtek magasabb kolin felhaszndlédsébdl is, és ez
felveti eme idegsejtek -- a belsd rovid axoni sejtek esetlegesen

kolinerg milkodésének kérdését.
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30. kép: Osszefoglalé téblédzat a nagy affinitdsd kolin felvétel
vizsgdlata sordn nyert adatokrdl.

3
31, kép: H-kolinnal kezelt bulbus granuldris rétegének fénymikrosz-

képos autoradiografids képe. Az eszlistszemcsék a belsd rovid axoni sej-
tek felett halmozddtak fel. x 900



3

3.8, H-QNB k¥tés a mugzkarinos acetilkolin receptorokhoz

A bulbus P, frakciéjdn elvégzett receptorkdtdési vizsgélatok

2
eredményét a 32. képen téblézatosan adjuk meg. A kdzponti ideg-

rendszer méds terlileteirdl szdimazé és a muszkarinos tipusi recep~-
torokra vonatkozé irodalmi adatokkal vald Bsszevethet8ség érdeké~-

ben a specifikus 3

H-QNB kdtést mg fehérjére vonatkoztatva is meg-
adtuk., A fehérjemeghatdrozds /Lowry, 1951/ 9,78% fehérjetartalmat
mutatott ki 1 mg bulbus szdvetben. Az eredményekbSl kitiinik, hogy
a patkény szaglégumbja szémottevS muszkarinos AChR-ral rendelkezik,

bizonyitva, hogy a bulbusban a kolinerg transzmisszié is jelen van.

3.9. Muszkarinos acetilkolin receptorok fénymikroszkdépos autoradiog-
rédfids lokalizdldsa

A muszkarinos AChR-ok fénymikroszképos autoradiogréfids vizsgé-~

latét 3

H-QNB-vel jel6lt bulbusok kriosztédttal metszett 10-20 u-os
metszetein végeztilkk. A receptorokhoz kotott jelzett ligand elosz-
l4séra a kdvetkez8 eredményeket kaptuk: legerSsebb eziistszemcse
felhalmozédds a glomerulusokban és a granulédris rétegben taldlhaté.
Az intraglomeruldris specializdcidk, a £8 projekeciés neuronok dend-
ritarborizdciéja is kivehetd§ a fénymikroszképos sbtétldtéteres fel-
vételen /33. kép/. A granuléris rétegben taldlhaté eziistszemcsék
zbme a szemcsesejtek soral kbzt oszlik el; kevesebd a szemcse a sej-
tek széméi felett /34. kép/. A szaglégumé kiils8 rostos rétege keve-
sebb jelzett QNB-t k&t8tt meg, ennek megfelellen e tertilet felett
taldlhatd szemcseszdm is alacsonyabb, s f8leg a réteg neuropilje, a

mitrédlis és szemcsesejtdendritek jelzddtek /35. kép/.



pmé1 pmél
3H-QNB x5tés cpm apm nci pmé1 mg feh. | 1 bulbus
spec. QNB
K5tés 2955 6873 3.1 0,258 1,057 2,067

32. kép: A specifikus 3H—QNB kotés eredményeinek tdbldzatos Ossze-

foglaldsa. Az értékeket Bt mérés dtlagdbdl szdmoltuk.

3
33. kép: H-QNB receptorkdtés a glomeruldris rétegben. Fénymikrosz-

képos sttétldtéteres autoradiogrdfids felvétel. x 680
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4. Megbeszélés

Az elvégrzett vizsgdlatok alapjédn valdszinlisiteni kivéntuk a
GABAerg -=- kolinerg interakcid 1létét-a bulbuq olfactoriusban.

A vizsgdlatok sorén elészdr 3H-GABA bulbéris felvételét és
intraneuronédlis transzportjidt tanulményoztuk. A fény- és elektron-
mikroszképos autoradiogrifids téchnikéval a jelzett GABA sajdtos
megoszldsdt figyeltilk meg a bulbuson beliil; a szemcsesejtek peri-
ferikus dendritjei a kiils8 rostos rétegben szelektiven akkumulél-
jék a GABA-t. Ez a megfigyelés j61 osszhangban van a kordbbi bul-
bdris GABAerg miikddésre vonatkozé adatokkal /Haldsz és mtsai,1979/.
Ribak és mtsai /1977/ a glutaminsav-dekarboxildzt térképezték fel
peroxiddz immuncitokémidval, Jaffé és Cuello /1980/ biokémiailag
hatérozta meg a GABA-t szintetiz4lé enzim eloszldsdt a dbulbus ré-
tegeiben. Ezen vizsgdlatok kideritették, hogy a szintetizdld enzim
legnagyobb mennyiségben a kiils§ plexiform rétegben és a glomerulé-
ris rétegben fordul eld, ennél kevesebb taldlhaté a granulédris ré-
tegben; a t8bbi réteg glutaminsav-dekarboxildz tartalma elenyész§.
Az enzimeloszlés maximuma egybeesik a szemcsesejt dendritarborizéd-
ciéjénak zéndjdval, ami megerdsiti vizsgdlataink eredményét: a
szemcsesejtek periferikus dendritjei gdtlé transzmitterként GABA~t
hasznédlnak. A szemcsese]teknek a ventriculushoz kdzelebb esd dend-
ritzéndja ugyancsak jelent8s, de kevesebb enzimtartalmat térol; a
granulédris rétegben a szemcsesejtek dendritjeinek egységnyi terlilete
felett kevesebb az eziistszemcse a kisebb GABA inkorporéciénak meg-
felelSen.

A periférikus dendritvégzbdéseken ét felvett GABA intraneuroné-

1lisan transzportédlddik. Vizsgdlataink szerint a transzport retrogréd,



a szemcsesejtek szémédja felé haladdé anyagdramlds. Streit és mtsai
/1979/ munkéjdban meriil fel el8szdr, hogy létezhet egy szelektiv
transzmitter felvételen alapuld és azt kdvetS§ retrogrdd /axonélis
vagy dendritikus/ transzport. Munkdjukban a GABA-ra is bizonyitot-
tdk a substantia nigra és a nucl. caudatus, valamint a putamen
k6zti transzmitterspecifikus, retrogrdd jeltlddést. Vizsgdlataink-
b6l dgy tlinik, hasonlé a helyzet a bulbusban: a szemcsese]tek spe-
cifikus GABA felvételét kdveti a retrogrdd, eme sejttipus eseté-
ben dendritikus anyagtranszport a széma felé /Halész és Gulya, 1979;
Culya és Halész, 1979; Gulya, 1979; Gulya és mtsai, 1980/.

A transzportsajdtsdgokat leird gbrbe -=~ gy véljliik -- magédn
viseli az eldz8ekben mér emlitett Gross és Beidler 4tal /1975/ ko-
z81t gorbék néhdny jellegzetességét, amely azonban a kiilonbdzd iddk-
ben megvizsgélt GABA-transzport kdztes tagjaként foghatd fel.

Pelvetjilk természetesen, hogy mig az Altalunk vizsgdlt auto-
radiogrdfids jel az idegvégzGdésekben bizonydra zomében az eredetileg
jelzett GABA-é /Haldsz és mtsai, 1979/, addig a sejttest felé dram-
16 radioaktiv jel szdrmazhat részben vagy teljes egészében is olyan
fehérjéktsl, amelyekbe a GABA beépiilt. Ennek figyelembevétele mel-
lett beszéltilnk GABA transzportrdl, mivel a véndorlé jelzett
vegyliletet a jelenleg rendelkezésiinkre 4116 eszk6zdkkel meghatdrozni
nem tudtuk. Hasonlé médon Hunt és Kiinzle /1976 b/ munkdjdban sem
volt elddnthetd, hogy maga az aminésav, vagy annak egy szdrmazéka
véndorol-e.

Munkdnk kés8bbi szakaszdban a bulbus AChE hisztokémidjat tanul-
ményoztuk. Eredményeink.ﬁsszhangbaﬁ vannak a korébbi hisztokémiail

vizsgdlatokkal. Godfrey és mtsai /1980/ vizsgdlatai szerint az AChE
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legnagyobb mennyiségben a glomerulédris és granulédris rétegben

van -- ezt jél jelzik hisztokémiai képeink is -- de nem elhanya-

golhaté a kiile§ rostos réteg-enzimtartalma sem. Vizsgdlatainkban

eme rétegre jellemzdnek ink#ébb a diffdiz AChE aktivitdst taldltuk,
de esetenként jé1 kivehetSen rostok és egyes idegelemek is észte~
rédz pozitivitdst mutattak.

Bulbectomia hatédséra szembetiind volt az egyes idegsejtek —--

f8leg a mitrdlis sejteknek és a szemcsesejtek felsd harmadénak

zéndjéban -- megerlsddott észterdz pozitivitdsa. Ezek az idegsej-

tek /Golgl és Cajal-féle. sejtek/ intrabulbdrisak és rdvid axonnal
rendelkeznek. Ny@lvinyaik a kills8 rostos réteg alsé harmadéban il-
letve a szemcsesejtek rétegében a mitrdlis és szemcsesejtek szb-
médin és nyllvényain végzldnek, ugyanakkor onmaguk pedig centrélis
eredetii kolinerg axonoktdél is innervédlnak. A jelzett kolint a bul-
bus tobdi idegeleménél jobban akkumuldljdk, ami arra utal, hogy

ezek a belsS rdvid axond sejtek nemesak kolinoceptivek, hanem koli-

nergek is lehetnek. Ez megindokolja a bulbectomizdlt szdvet meg-

maradé ChAc és AChE aktivitdsdt, ami nem szdrmazhat csupédn a cent-
rdlis rostvégzddések enzimtartalmdtél. Hisztokémiai képeken eseten-
ként a glomerulusok kdzt is megfigyeltiink erSs AChE pozitiv festd-
désii sejteket is. Mivel ez a sejttipus teljesen hasonld morfolégiai
sajétosgsdgokat mutat a belsd r8§id axoni gejtekkel, az AChE higzto-

kémia'alapjén azonosan fest8dik, feltételezhet8, hogy ezek a kiilsé

rovid sxoni sejtek is kolinergek «- bdr e megédllapitds bizonyitésé-

hoz tovédbbi vizsgdlatok elengedhetetlenek. Néha a mitrdlis sejtek

kbzt is megfigyeltiink erSsen fest8dS észterdz pozitiv sejteket.
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Hunt és Schmidt /1978 a,b/ vizsgdlatai vetették fel, hogy ezek
a neuronok kolinergek, mert azokon a terilleteken, shol gzinap-
tizdlnak, az X -bungarotoxin kot8dését figyelték meg. FelvetS-
dik a kérdés, ugyanazok a tulajdonsdgok jellemzik-e a toxinnak a
kézponti idegrendszerben tdrténd kotSdését, mint a neuromuszkulé-
ris junkciéban? A mitrédlis sejtek kolinergitédsdt vizsgdlataink nem
bizonyitjék.

A bulbectomizdlt szbvet tractusa jé1 reprezentdlja az erds
AChE fest8désli centrdlis rostokat, amelyek a bulbusba futnak.
A degenexricids vizsgdlatok hasonléan jelzik az Atvdgott rostokat,
amelyek egy része kolinerg. A bulbectomia bulbus feldli oldalén
nem lédtunk AChE pozitiv axonokat befutni a felsSbb agyi kdzpontok

felé, ami azt bizonyitja, hogy a bulbust kolinerg rostok nem hagy-

jék el, igy a bulbus ChAc tartalma a centrdlis kolinerg texrminé&lisok
és a kolinerg interneuronok enzimtartalmdnak tudhaté be.

A magas affinitdsi kolin felvételt kimutattuk a bulbusban,

ami arra u‘al, hogy kolinerg idegelemek taldlhatdk benne. Ezek az
elemek egyrészt efferens termindlisok, amelyek AChE pozitivitést
is mutatnak és ztmmel a granuldris rétegben, a mitrdlis sejteken
és nyldlvényaikon, valamint szintén nagy tomegben a glomerulusok
kozt végzddnek, kisebb részben a kiilsd rostos rétegben. A kolin
felvétel mdsrészt szdrmazhat bulbdris kolinerg interneuronoktdl;
ebb8l a szempontb8l szémbajchetdk a belsd rovid axond sejtek és a
glomerulusok kbzti hasonlé jellegzetességli kis sejtek, a kiilsd ro-

vid axoni sejtek.
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A 62 mM-os K’ tartalmd pufferrel torténd preinkubdlds utdn a
nagy affinitédsd kolin felvétel a kontroll 174%-4ra nétt -- ez Ysz~
szehagonlitva a kordbbi, més agytertileteken tbrtént vizsgélatok
eredményeivel /Murrin és Kuhar, 1976/ -—- er8s bizonyitékot ad a
bulbaris kolinerg idegelemek 1létére.

Az AChR-hoz t8rténd szelektiv ligandum kapcsolds /3H-QNB/ gorin

az eziistszemcsék zdme a glomerulusokhoz és a granuléris réteghez lo-
kalizdlhaté. Ezek a teriiletek kiilon-kiildn a kolinerg centrédlis ros-
tokra és a kiillsd és belsS rdvid axoni sejtekre nézve egyarédnt poszt-
szinaptikusak, ugyanakkor e teriileteken lépnek szinaptikus kapcsolat-
ba egymédssal az extrabulbdris kolinerg rostok és az intrabulbdris
kolinerg neuronok is, megmagyardzva az ezlistszemcsék feldisulésdt
ezekben a rétegekben. A kiils§ rostos réteg szegényebb AChR-okban,
amit az indokol, hogy itt f8leg a centrdlis rosgtok szinaptizdlnsk, a
belsd rovid axond sejtek nylilvdnyai ebben a zdéndban ritkdbban for-
dulnak el8. Az AChR-ok ilyen eloszlédsét erdsitik meg az AChE hiszto-
kémia lokalizdldsénak eredményei is.

A GABAerg -~ kolinergz interakcidé tehdt redligan feltételezhetd

a szagléguméban. A bulbus szédmottevd kolin, acetilkolin, AChE és
ChAc tartalma kolinerg idegelemek 1étét valdsziniigitette, amelyet
az AChE hisztokémial, a magas affinitdsi kolin felvétel és a recep-
torkdtés tanulményozédsa sordn kapott eredményeink megerdsitenek.

Vizggdlataink a bulbugban két kolinerg rendszert valészinlisite-

nek. Az extrabulbdris lolinerg rostok a szemcsesejtek zéndjéban, a
mitrdlis sejteken, a kiils§ rostos rétegben és a glomerulusok kbzt
végz8dnek, mikdzben a GABAerg szemcsesejteken és az esetlegesen
gzintén kolinerg kiilsd rovid axoni sejteken szinaptizdlnak. E ros-

tok zdme a nucl. olfactorius anteriorbdél jon /Shepherd, 1972/.
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A mégik kolinerg rendszer intrabulbdris, s bulbus valédi interneuron=-
jaibdl, a belsd rovid axond sejtekbdl 411, kisebb a valdésziniisége ~-
a bizonyitékok csak kzvetettek -- a kiilsd rdvid axoni sejtek koliner-
gitésédnak. A belsS rovid axoni sejtek axonjai a szemcsesejteken vég-
z8dnek, kolinerg-GABAerg interakciét valésitva meg. Elképzelhetd, hogy
ezen kolinergek Jjellemzett sejttipus més, extrabulbdris kolinerg ros-
tokkal is szinaptizdl. A valdsziniisitett kolinerg~-GABAerg interakcid

0sszefoglald sémdja a 36. képen léthatd.

Osszefoglaléds

Munkénk célja az volt, hogy a patkdny bulbus olfactoriusdban fel-
térképezziik azokat az idegelemeket, amelyek medidtor anyagként GABA~t
vagy ACh-t haszndlnak. E vizsgdlatok sordn a kdvetkezd megfigyeléseket

tettiik:

1./ Az exogén uton bejuttatott GABA autoradiogréfids lokalizéciéjdval
identifik4ltuk a GABAerg transzmisszidés helyet. Ezen eredménylink
megerdsiteni ldtszik a GABA feltételezett gdtld szerepét a szemcse-
sejt dendritek és mitrdlis dendritek k&z6tti gdtlé szinapszisban.

2./ A szemcsese]jtek perikaryonjdnak és primer dendritjének jelsl8dését
a dendritvégzldések GABA felvétele és a retrogridd dendritikus
transzportja okozhatja. A GABA transzportja vizsgélataink szerint
14,4-15,3 mn/nap.

3./ A bulbus kolinerg markereinek vizsgdlata -- ACh, AChE, ChAc, nagy-
affinitdsd kolinfelvétel, AChR -- a kolinerg idegelemek 1étét va-
1észinlisiti. Ezek egyrészt az extrabulbdris kolinerg rostok, més-
részt az intrabulbdris interneuronok: a belsd rdvid axond /Golgi
és Cejal-féle/ sejtek, valamint a kiilsé rovid axond sejtek lehetnek.

4./ Vizsgdlataink alapjdn a kolinerg--GABAerg interakcid a kdvetkezd
szinapgzisokban lehetséges: efferens centrdlis axon -) szemcsesejt
dendrit; intrabulbdris rdvid axondi sejt -) szemcsesejt.



36. kép: OUsszefoglald sémis rajz a bulbusban feltételezhetd kolinerg --
GABAerg interakeciérdél. A kolinerg transzmisszidéji elemek pirossal, a
GABAergek kékkel jelzettek.
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6. Koszdnetnyilvénitds

Ezuton mondok kdgzdnetet Dr. Késa Péter professzor Urnak, a
SZOTE Ktzponti Kutatdlaboratérium Vezetdjének, hogy munkdm elvég-
z8sét intézetében lehetdvé tette és értékes észrevételeivel, szak-
mai tandcsaival irdnyitotta. )

Kbgzonetet mondok Dr. Haldsz Norbert tudomdnyos fOmunkatdrsnak,
a SZBK Biofizikai Intézete igazgatéhelyettesének a dolgozat GABA-
val kapcsolatos vizsgdlatai sordn nyijtott irdnyitédséért, segitsé-
géért. ‘

Ezt az alkalmat megragadva kdszdntm a SZOTE Kozponti Kutatéla-
boratériuma minden dolgozdjdnak munkdm sordn tanisitott segitlkész

emberi magatartdsdt, értékes szakmai segitségét.
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