AZ OTKA T-46067 KUTATASI TAMOGATAS ZAROJELENTESE

I. AKUTATASI TERV INDOKLASA

A DOTE Elettani Intézetében 1995. 6ta végziink hallasélettani kutatasokat, ezen beliil
elsdsorban a ganglion spirale és a nucleus cochlearis neuronjai altal mutatott aktivitas
elemzését. Ismert, hogy a hangérzékelés soran a Corti-szerv szorsejtjei a mechanikai jellegti
hanghulldmokat elektromos jelekké alakitjak, ezen jelek a ganglion spirale neuronokban
akcios potencial (AP) sorozatokka transzformalodnak, melyek a VIII. agyideggel érik el a
nucleus cochlearist. Mivel a hangingerek valamennyi érzékelhetd tulajdonsagara vonatkozé
informéaciot (hangerdsség, hangmagassag, a hangforras térbeli lokalizacioja, stb.) ugyanazon
kisiilési mintazat paraméterei hordozzék, a feldolgozas sordan olyan neuronhalozatok egyidejii
aktivitasara van sziikség, amelyek alkalmasak az eltéré szempontok szerinti dekddolasra, és
parhuzamos felszallo informécids csatorndk kialakitdsdra. A most zarult munka {6 célja
annak vizsgalata volt, hogy a felszini membran ioncsatornai, a sejten beliili szignalizacios
utvonalak és egyes modulacids hatdsok milyen szerepet jatszanak a cochlearis neuronok ezen

feladat megoldéasahoz sziikséges heterogenitasanak létrehozasaban.

Il. AKUTATAS EREDMENYEI
A zardjelentés hosszat annak figyelembevételével alakitottuk ki, hogy az eredmények egy

részének kozlése jelenleg van folyamatban.

1. loncsatornék szerepe a cochlearis neuronok ingertileti folyamataiban

A cochlearis mag ventralis részében (VCN) talalhaté bushy-sejtek aktivitasat
tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a sejtek spontdn aktivitdsuk sordn egy-egy akcios
potencialt produkalnak; ha pedig tartds, kiiszobfeletti aramimpulzusokkal ingereltiik Oket,
ugyancsak egyetlen akcids potencidlt generaltak, az ingerlé impulzus kezdetén (gyorsan
adaptalodd valasz) [4]. Fesziiltség-clamp koriilmények kozott a neuronokon kevert K'-
aramot sikeriilt kimutatni, melynek volt egy gyorsan aktivalédd és inaktivalodd, kevéssé
TEA"-érzékeny komponense. Ezen tulajdonsagai, valamint kinetikai sajatsagai alapjan ezt az
aramkomponenst A-tipusi K -aramként azonositottuk. Ugyanezeken a sejteken el lehetett
kiiloniteni egy magas-kiiszobti, TEA -érzékeny, kevéssé inaktivalodo aramot is, mely nagy
valosziniiséggel a késdi egyeniranyitd csatorndk aktivacidjdnak koszonhetden alakult ki.
Harmadsorban a bushy-sejteken megfigyeltiink egy alacsony-kiiszobli, 4-aminopiridinre

(4AP) igen érzékeny aramkomponenst, amely részlegesen inaktivalédott, és dendrotoxin-I

cyey



sejtek tiizelési sajatsagat is megvaltoztatta (az adaptacidé mértékét csokkentette), arra
kovetkeztettiink, hogy az er6sen 4AP- és dendrotoxin-érzékeny dramnak fontos szerepe lehet
a bushy-sejtek mitkodésében.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a fent bemutatott K'-aramok milyen
alegységosszetételli ioncsatorndk segitségével jonnek létre, immunkémiai és funkcionalis
(gatloszeres) modszereket alkalmaztunk [3].  Izoldlt sejteken kimutattuk a gyorsan
inaktivaloddo K'-csatornak felépitésében szerepet jatszo Kv3.4-, 4.2- és 4.3-alegységek
jelenlétét, valamint a Kvl.4-alegységek hidnyat. A bushy-neuronok expresszaljak a Kvl-
alegységcsalad tobb tagjat is, valamint (kisebb mennyiségben) a Kv3.2-alegységet. A Kv3.4-,
4.2- ¢és 4.3-alegységek jelenlétét sikeriilt megerdsiteni Uszoszeletekben is. Vékonyszelet
preparatumokon elvégzett fesziiltség-clamp mérésekben phrixotoxin-2 illetve BDS-I
alkalmazasaval igazoltuk, hogy mind a Kv4.2/4.3-, mind a Kv3.4-K'-csatornaalegységek
kozremiikddnek a funkciondld csatorndk kialakitasaban. A bushy-sejtek membranjaban
TASK-1-alegységek jelenlétét is sikeriilt igazolni. A megallapitas jelentdségét az adja, hogy
a neuronok membransajatsagainak kialakitisaban szerepet jatszanak a K'-csatornak
legtjabban leirt csaladjanak, a két porusformalé domént tartalmazé K'-csatornak képviseldi
1s.

A téma kidolgozdsa soran két olyan lehetdségiink adodott, amelynek révén
bekapcsolodhattunk a TASK- (TWIK-related acid sensitive K) csatorndk vizsgalataba. Az
egyik ilyen lehetdséget a Dr. Peter R. Stanfield laboratériumaval (Dept. of Biological
Sciences, University of Warwick) fennall6 munkakapcsolatunk jelentette, ahol a TASK-
csatorndk szerkezetének vizsgalata hosszabb ideje folyik. A masik lehetdség a Sigma
laboratoriumanak (Jerusalem, Israel) felkérése volt egy altaluk tijonnan kifejlesztett TASK-3-
specifikus ellenanyag tesztelésére. = Munkdnk sordn az elkeriilhetetleniil sziikséges
moddszertani  tajékozodas érdekében biztosan TASK-pozitiv idegrendszeri ¢és nem-
idegrendszeri struktirdkon végeztiink immunhisztokémiai jeldléseket. Megallapitottuk, hogy
a kiilonféle patkany kisagyi idegsejtek egyarant tartalmazzadk a TASK-3 alegységet, bar a
Purkinje-sejtek pozitivitdsa jelentésen nagyobb, mint a tobbi sejttipusé. Kisagyi (és egyéb
kozponti idegrendszeri) astrocytdk ugyancsak expresszaljadk a TASK-alegységeket, a
csatornafehérjék a sejtek intracelluldris membranrendszerében is kimutathatok. Huméan
kisagyi mintdkban a TASK-alegységek expresszioja valtozatos mintazatot mutat, kiemelendd
a pia mater, az astrocytak, a Purkinje- és szemcsesejtek er6s TASK-1 és -3 pozitivitdsa mig a
TASK-2 jelolodés kifejezetten gyengének bizonyult [9]. A tovabbiakban a TASK-3

alegységek jelenlétét a gasztrointesztinalis rendszer [2] és a bdr [5] kiilonféle sejtjeiben is



sikeriilt kimutatni. Megemlitendd, hogy a béltraktusban kiillondsen erds immunpozitivitast
talaltunk a plexus myentericus neuronjaiban.

A kiilonféle Kv-alegységek jelenléte, és az egyes nucleus cochlearis idegsejtek
tiizelési sajatsagai kozotti esetleges kapcsolat felismerését megnehezitette az a tény, hogy az
irodalomban rendelkezésre allo6 adatok kiilonféle modszerekkel, kiilonféle allatfajokon
sziilettek, és az Osszevetést nehezitette az allatok eltérd életkora is. Ezen nehézségek
athidalasara végeztiikk el hét Kv-alegység immunhisztokémiai jeldlését feln6tt patkanyok
nucleus cochlearisdban. Miutan a mag egyes sejttipusait specifikusan célzé funkcionalis és
jeloléses vizsgalatok igénylik a vizsgalt neuronok egyértelmii azonositasat, adaptaltunk egy
modszert a projekcids neuronok retrograd jelolésére [6]. Patkdnybdl kipreparalt agytorzson
sebzést ejtettlink azokon a teriileteken, ahol az egyes projekcios neuronok axonjai futnak, és
abba rodamint helyeztiink. A kisérletek soran konfokalis mikroszkopias tanulmany keretében
elkészitettiilk az egyes sejttipusok rekonstrualt, harom dimenzids képét. Megallapitottuk,
hogy az egyes sejttipusok fliggdleges irdnyu vetlilete nem mindig alkalmas a sejtek
morfologidjanak (igy tipusanak) egyértelmii megitélésére. Kiilonosen nehéznek tiinik a
piramis-sejt/oridssejt elkiilonités. Ez a megéllapitas kiilonosen érdekes, mert a funkcionalis
vizsgalatok soran gyakorta végezziik el a Lucifer-yellow-val valo toltést, ami utan a
sejttipusok azonositdsa konnyen adhat félrevezetd eredményt.

A Kv-alegységek cochlearis magon beliilli megoszlasat elemezve megallapitottuk,
hogy az egyes neuronok expresszaljak valamennyi altalunk vizsgalt fehérjét (Kv1.1, 1.2, 1.6,
3.1, 3.4, 42 ¢és 4.3), ugyanakkor az expresszid mértéke az egyes alegységek esetében
eltéréseket mutatott az egyes neurontipusok kozott [8]. Az oridssejtek €s az octopus-sejtek
kiilonosen erds immunpozitivitast mutattak a Kv3.1-ellenes antitest alkalmazasa esetén, az
octopus-sejtek esetében a Kvl1.1- és 1.2-alegységek jelolddése is igen intenziv volt. A Kv1.2-
alegység esetében sikeriilt demonstralni a fehérje korfiliggd transzlokacidjat is. Tovabbi
figyelemreméltdé adatunk a szemcsesejtes rétegek erds Kv4.2-pozitivitdsa, és az a
megfigyelés, hogy a pozitivitds glomerularis szinapszisok jelenlétéhez (is) kotddik. Az orias-
¢s piramis-sejtek morfologiai elkiilonitésével kapcsolatban fent leirt nehézség tovabbi érdekes
vonatkozasat jelenti az a megallapitas, hogy a Kv expressziés mintazatok alapjan mindkét
sejttipuson beliil kifejezett heterogenitas figyelheté meg, ami utalhat funkciondlisan is eltérd
sejtpopulaciok létezésére. Osszességében ugyanakkor az eredmények azt jelzik, hogy a
cochlearis mag valamennyi projekcids neuronja tartalmaz olyan Kv-alegységeket, amelyek
eléfordulasa alapjan a depolarizacio-aktivalt K'-aramok mindharom alapveté tipusa jelen

lehet rajtuk. A tiizelési mintdzatok eltéréseinek megértéséhez tehat sziikséges az egyes



alegységek mennyiségének illetve az dket érintd kiilonféle modulaciés mechanizmusoknak a

megismerése is.

2. Az intracellularis Ca®*-homeosztazis vizsgalata cochlearis neuronokban és
astrocytakban

A cochlearis projekcidos neuronokban expresszalddd citoplazmatikus kalciumpuffer-
fehérjék (calbindin, calretinin, parvalbumin) lokalizacidjat felnétt patkanyokbdl késziilt
uszoszeletekben, immunhisztokémiai jelolés segitségével tanulmanyoztuk [7]. Egyes
esetekben (a sejtek azonositdsa céljabol) retrograd rodamin jelolést és konfokalis
mikroszkopiat is alkalmaztunk. Az irodalomban elészor sikeriilt kimutatnunk a parvalbumin
jelenlétét piramis- €és bushy-sejtekben, mikdzben az octopus- és Oridssejtek nem tartalmazzak
ezt a fehérjét. A calbindin a bushy-sejtek kivételével kimutathaté volt a projekcios
neuronokban, mig calretinit csak a globuldris bushy-sejtekben és az octopus-neuronokban
talaltunk. Kettds-jeloléssel végzett kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy a piramis-sejtek, a
Purkinje-szerti sejtek, a globularis bushy-sejtek és az octopus-sejtek két kiilonféle
kalciumkd6td fehérjét is tartalmaznak (kiilonféle kombinaciokban), mig az oridssejtek csak
calbindint, a szferikalis bushy-sejtek pedig csak parvalbumint expresszalnak. A fenti adatok
arra utalnak, hogy a cochlearis neuronok funkcionalis kiilonbségeinek értelmezésekor
célszerli figyelembe venni citoplazmatikus kalciumkoté fehérjéik meglehetdsen heterogén
jelenlétét is.

A jelen munkaterv fontos részét képezte a rendelkezésre all6 mérdhely bdvitése, ami
lehetéveé tette a cochlearis neuronok bemeneteinek elektromos ingerlését (1asd lejjebb), illetve
az intracellularis Ca*"-koncentraci6 valtozasainak mérését szeletpreparatumban illetve izolalt
sejteken. Az eredeti iitemtervhez képest ez a beruhdzas késett, ezért a tervezett kisérletes
munkinak csak a kezdeti 1épései valosultak meg. ElOkisérletek torténtek arra, hogy
érzékeny festéket juttassunk neuronok citoplazméjaba, ott mérjiik a Ca®’-koncentraci6
valtozasait, és korrelaltassuk azokat az elektromos aktivitdssal. Az eddigi adatok nem
elegenddek megbizhatd kovetkeztetések levonasara.

A Ca*"-mérérendszer sajatsagainak megismére céljabol a nucleus cochlearisbol izolalt
¢s primér kulturdban fenntartott astrocytdkon muszkarinos acetil-kolin-receptorok
ingerlésével kivaltott Ca®-tranzienseket tanulmanyoztunk. A mérések célja kettés volt.
Egyrészt megkezdtiik az astrocyték elektrofiziologiai sajatsagainak vizsgalatat is, amit a Ca®*-
mérés kiegészithet; masrészt vizsgaltuk a DCN projekcios neuronok kolinerg modulécios

mechanizmusait (lasd alabb). Mivel egyre tobb kisérleti adat mutat a gliasejtek, azon beliil az
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astrocytak interneurondlis szinaptikus milkddéseket befolyasold szerepére, a tovabbi,
vékonyszeletben végzett méréseket az asytrocytdkra is ki kivanjuk terjeszteni. Ezen

kisérletekhez a tenyészetben fenntartott sejteken kapott eredmények jelentds segitséget

adhatnak.
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1. dbra: Karbakollal kivaltott intracellularis kalciumtranziensek
Az A abrarészen lathato gorbék az intracellularis kalciumkoncentracidval analog fluoreszcenciaintenzitas
értékeket jelolik. A B abrarész képei a mérés soran készitett képsorozat elemei, melyek koziil az ,,a” a mérés
kezdetét, mig a ,,b” és ,,c” kép a karbakol alkalmazésok, a ,,d” kép pedig az ATP alkalmazas alatti
kalciumtranziensek csucsértékeit mutatja (az A abrarészen nyilakkal jelolt iddpontokban). Az abra jobb szélén
talalhat6 skala adja meg a kalciumkoncentracié értékeit ,,0nkényes egységekben” (AU).

Kisérleteink soran 7-9 napos patkanyok cochlearis magjaibdl izolalt primer astrocyta
tenyészeten vizsgaltunk egy acetil-kolin agonista, a karbakol (karbamilkolin) 4ltal kivéltott
intracelluléris kalciumkoncentracio-valtozasokat. Kimutattuk, hogy 1 mmol/l karbakol csak
az astrocytak egy kisebb részében (12-20%) valt ki kalciumkoncentracio-novekedést, jollehet
0,1 mmol/l ATP adasara, kevés kivételtdl eltekintve, a karbakolra nem reagald astrocytak is
produkaltak Ca’"-koncentracio-novekedést. A reagald sejtek egy része egy gyors
kalciumtranziens mellett platé jellegli valaszt is produkalt, mig mas sejteken csak a tranziens
komponens volt megfigyelhetd. Astrocyta sejtcsoportokon kialakuld kalciumkoncentracio-
valtozasok idébeliségét elemezve arra kdvetkeztettiink, hogy egyes esetekben a tranziensek
egyik sejtrél a masikra torténd terjedésével (,,kalcium-hulldm”) is kell szdmolni. A karbakol
hatasaért felelés receptorok koziil a mAChR-ok két altipusanak (M; és Msj) szerepét
vizsgaltuk antagonistaik (pirenzepin ¢és 4-difenilacetoxi-N-metilpiperidin-methiodid [4-
DAMP]) alkalmazéasaval. Arra kovetkeztettiink, hogy a kalciumtranziensek létrehozasaban
mindkét mAChR altipus szerepet jatszik. Az eredményeket tartalmazd kézirat Osszedllitasa

folyik, azt a Hearing Research cimii folydiratba kivanjuk bekiildeni 2008. folyaman.



3. Muszkarinos kolinerg neuromodulacié vizsgalata patkany nucleus cochlearis
projekcids neuronokon

Korabbi tanulmanyok a nucleus cochlearis dorsalis (DCN) projekcids neuronjain, a
piramis- és Oriassejteken acetil-kolin hatasara jelentds tiizelési-frekvencia-ndvekedést irtak le.
Ennek a hatasnak a pontos helye, mibenléte, ¢s az érte felelés muszkarinos receptorok tipusa

nem ismert.
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2. dbra: Karbakol hatasa egy DCN projekcios neuron posztszinaptikus elektromos aktivitasara
Magyarazatot lasd a szovegben.

Kisérleteinkben vékonyszelet-preparditumon, a patch-clamp technika teljes-sejtes
elrendezésével mértiik a kivaltott posztszinaptikus aramok, illetve a rovid tdva szinaptikus
plaszticitas valtozasait. A sejtek morfoldgiai azonositdsa érdekében a pipettaoldatban
segitségével rekonstrualtuk.

A DCN molekularis és mély rétegébe helyezett stimulalo elektrédaval egyarant ki
tudtunk valtani IPSC-ket. A molekularis réteg feldl alkalmazott sorozatingerlés hatasara erds
depressziot, ugyanakkor a mély réteg feldl stimuldlva minimélis depresszidt, sét egyes

esetekben enyhe facilitaciét tapasztaltunk. A  molekularis réteg feldl kivaltott



posztszinaptikus aramok karbakolra nem bizonyultak érzékenynek (2Al), mig a mély réteg
feldl kivaltottakat erésen blokkolta a kolinerg receptorok aktivalasa (2A2; n=23). A DCN
molekularis és mély rétegébe helyezett stimulalo elektrodaval EPSC-k is kivalthatéak voltak.
Mindkét helyen tortént ingerlés hasonld eredményt adott: a sorozatingerlésre kapott
depresszio mértéke csokkent, sot facilitacio-depresszid mintazattd valtozott (2B; n = 32).
Vizsgaltuk a projekcids neuronokra gyakorolt direkt kolinerg hatast is. Azt
tapasztaltuk, hogy a karbakol adasa egy kaliumkonduktancia gatlasan keresztiill a sejt
depolarizacigjdhoz vezetett (2C; n=44). Valamennyi altalunk vizsgélt kolinerg hatas
kivédhetd volt atropinnal, a posztszinaptikus kolinerg hatas specifikus receptorblokkolok
hatdsa alapjan zommel M4-es, kisebb részben M3-as receptoron keresztiilinek tiinik.
Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a kolinerg neuromodulacié jelen van a nucleus
cochlearisban, ¢és altalaban serkenti a projekcios neuronok akciospotencial-tiizelését; azonban
a nervus acusticus fel6li bemenetre erdsebben hat, mint a szomatoszenzoros bemeneteket
Osszegzd parallel rostok rendszerére. Az eredményeket tartalmazd kézirat Osszeéllitasa

folyamatban van.

4. Ganglion spirale neuronok Kv- és HCN-ioncsatorna alegységeinek vizsgalata
Kisérleteinkben az I. és a II. tipust ggl. spirale sejtek altal expresszalt Kv-alegységek,
illetve a spontan aktivitas €s a passziv membransajatsagok kialakitdsdban egyarant jelentds
HCN-alegységek tipusat €s megoszlasat tanulmanyoztuk. A kisérletek elsd fazisdban
kidolgoztunk egy olyan technikat, ami lehetové tette az 1. és II. tipusu sejtek egyértelmu
azonositasat, és rajtuk immunreakcid kivitelezését. A moddszer 1ényege, hogy a modiolusbol
eltavolitott ggl. spiralét fixdljuk, majd az immunfestést az agyszeletek immunhisztokémiai
vizsgalataban alkalmazott un. ,uszoészelet” technikdhoz hasonloan végezziik. Az eljaras
eldnye a beagyazott preparatumokon torténd vizsgéalatokhoz képest az, hogy fluoreszcens
jelolést kovetden (konfokalis mikroszkoppal) a ggl. spirale egésze rekonstrualhato, és
eldallithatd az egyes neuronok haromdimenzidos képe, ami (a megfeleld6 morfologiai és
méretbeli  jegyek meghatarozasa utdn) megengedi az egyértelmli sejtazonositast.
Eredményeink szerint az I. tipusu neuronok méretét jellemzd paraméterek szignifikdnsan
nagyobbak a II. tipust sejtek azonos paramétereinél. A hagyomanyos, beagyazott
preparatumokon ugyancsak kimutathatok a méretbeli kiilonbségek a két sejttipus kozott,
azonban ez a differencia kisebb, mivel az I-es tipusu sejtek zsugorodasa a fixalas és

bedgyazas soran kifejezettebb.



A Kv-alegységek koziil vizsgaltuk a dendtrotoxin-érzékeny K'-csatornakat felépitd
Kv1.1-, 1.2- és 1.6-; a gyorsan inaktival6do (A-tipusi1) K -csatornakban megtalalhato Kv1.4-,
3.4-, 4.2- és 4.3-, valamint a kés6i egyeniranyitd csatornakat alkotd Kv3.1b- és 3.2-
alegységek jelenlétét ¢s megoszlasat. Megallapitottuk, hogy a Kv3.2-alegység kivételével
valamennyi csatornaalegység jelen volt a neuronok membranjaban. A kétféle sejttipus
Osszehasonlitasakor az egyetlen eltérés az volt, hogy a Kvl.2-alegységeket a Il-es tipusu
neuronok csupan 50%-aban lehetett kimutatni [1].

A HCN-alegységek kimutatasara az immunjel6lés mellett Western-blot technikat is
alkalmaztunk. = Megallapitottuk, hogy mind az I-es, mind a Il-es tipusu neuronok
expresszaljak mind a négy ismert HCN-alegységet. A jelolédés altalaban erds volt, jollehet
az egyes sejtek kozotti variabilitast is ki lehetett mutatni. Kett6s-jeloléses kisérletekben azt
talaltuk, hogy azon sejtek, amelyekben er6s HCNI- vagy HCN4-specifikus festddés volt
jelen, altalaban er6s HCN2 jelolodést is mutattak. A HCN-expresszid intenzitdsaban apico-
basalis gradiens jelei is kimutathatok voltak: a cochlea apicalis egyharmaddban elhelyezkedd
idegsejtek HCN1- ¢és HCN3-expresszioja kifejezettebb, mint a basalis egyharmadban
elhelyezkeddké. Ezek a megéllapitdsok arra utalnak, hogy a ganglion spirale neuronjaiban a
HCN-alegységek heteromér csatornakat formalnak, ami megmagyrdzhatja ezen idegsejtek h-
aramdnak kordbban leirt heterogenitdsat (az eredményeket tartalmazo kézirat 0sszeéllitasa

jelenleg folyik).

5. Antifungélis szerek neurotoxicitasdnak vizsgélata

A munkaterv kidolgozéasa kozben kollaboracio keretében kiilonbozd antifungalis
peptidek emlds idegsejtekre gyakorolt esetleges karos mellékhatdsait vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy egyik tesztelt peptid sem befolyasolja a neuronok és astrocytdk K'-
aramait [10, 11].

6. A munkaterv nem teljesitett vallalasai
Mint az az eredmények ismertetésébdl kidertil, a téma kidolgozéasa kozben sor kertilt
olyan kisérletekre, amelyeket az eredeti munkaterv nem tartalmazott. Ezek altaldban az

idékozben felmertilt lehetéségeknek koszonhetden keriiltek be a programba. Fontos 1j elem



crer

metodikakkal kapott adataink értelmezésére.

Nem hallgathaté el ugyanakkor, hogy egyes tervezett mérések elmaradtak. Nem
keriilt sor a mitokondriumok Ca®"-homeosztizisban betoltott szerepének vizsgalatara,
elsdsorban a mérohely sziikséges fejlesztésének elhuzodasa miatt. A DCN-ben a modulécio
tanulmanyozasat nem az ioncsatornak szintjén, hanem a posztszinaptikus elektromos valaszok
esetében végeztiik el. A modulédcios rendszerek koziil eldszor a kolinerg hatast vizsgaltuk, a
metabotrdp glutamét receptorok szerepének elemzése csak jelen évben kezdddott meg. A
Ca’"-homeosztazis tanulméanyozéasat indokoltnak lattuk izolalt sejtek szintjén megkezdeni, az

agyszeletekben valdo méréshez sziikséges tapasztalat megszerzése érdekében.

I11. PROBLEMAK, AKADALYOK

A munkaterv végrehajtasa sordn a legnagyobb nehézséget a parhuzamosan futé The
Wellcome Trust tdmogatasra alapozott beruhazas elhuzodasa jelentette. Ennek kdvetkeztében
késon nyilt meg a lehetéség a cochlearis mag bemeneteinek tanulmanyozasara, illetve a
citoplatmatikus Ca’"-koncentraci6 valtozasok mérésére.  Jollehet ezen programpontok
végrehajtasa is megkezdddott, az eredmények értékelése, kozlésre elokészitése csak 2008.

folyaman véarhato.

IV. SZEMELYI VALTOZASOK

A kutatasban eredetileg részt vevé munkatarsak koziil 2005-ben egy PhD hallgato
megszerezte a tudomanyos fokozatot, és mas munkahelyre tavozott. Az ezt kdvetd években a
laboratérium munkéjdba 0Gsszesen harom uj PhD hallgaté kapcsolodott be, akik a
tovabbiakban részt vettek a téma kidolgozasaban. Részvételilk mértéke akkora volt, ami az
eredetileg megnevezett, csak a témaval foglalkozo hallgatd potlasat biztositotta. Ennek a

személyi valtozasnak nem volt kihatasa a munkaterv kidolgozasara.

V. A KOLTSEGTERV ELTERESEI

A tamogatas felhaszndldsa sordn az eredeti kdltségtervtdl 1ényeges eltérés nem tortént.
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