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Roviditések

4-AP: 4-aminopiridin

A MP A: o—amino—3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav
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O H C: kiilsd szdbrseit
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pVCN: nucleus cochlearis posteroventralis
S AP: synapse—associated protein—
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Bevezetés

Cochlea

A hanghulldmok rezgéseit a kozépfiil hallécsontocskai tovabbitidk a foramen ovalen
keresztiil a belsdéfiil folyadéktereibe, aminek kdvetkeztében megvaltozik a me mbrana basilaris
me mbrana tectoridhoz képest elfoglalt helyzete (Kimura, 1975; Smith, 1968; Spoendlin,
1979). A folyamat eredményeként a Corti-féle szerv érzékseijtjeinek (szdérsejtek) apikalis
végén taldlhatd csilldk elmozdulnak, ami a csillék csticsan taldlhaté mechanoszenzitiv, nem-
specifikus kationcsatorndk aktivaldédasdhoz, és az endolymphdban taldlhatd K+—ionok sedtbe
torténd mozgadsdhoz vezet, ami a szdrsejtek depolarizdcidijst okozza. Az egyedi szdrsejtek
depolarizdcidjdnak pontos kdvetkezménye az adott szdérseit tipusatdl fligg.

A Corti-féle szerv szdérsejjeinek két tipusa ismert. A belsd szdrsetek (inner hair cell,
THC) korte alakt, centrdlis helyzetll sejtmaggal rendelkezd sedtek, amelyek egy sorba
rendezdédve taldlhaték a ductus cochlearisban. A Jjelenleg elfogadott nézet szerint a belsd
szérsejtek tekintheték a hallérendszer ,valddi” érzékseitieinek. A Corti-féle szerv masik
meghatdrozé sejtfélesége a kiilsé szdérsejtek (outer hair cell, OHC) csoportja. A kiilsd
szbrsejtek henger alaktu sejtek, sejtmagjuk kerek és a sejt bazdlis részén taldlhatdé A kiilsd
szbrsejtek &altaldban 3, de néha 4-5 sorba rendezddve helyezkednek el, és féleg efferens
beidegzéssel rendelkeznek. A kilsd szdérsejtek eldsegitik a Corti-féle szerv valddi
érzéksejteinek (azaz a belsé szdrsejteknek) a mikodését, és kdzvetve fokozzdk azok
érzékenységét.

A két sejtféleség kiilonbozd mikodésének hiatterében a sejtme mbran depolarizacidjat
kovetd torténések eltérd jellege A&ll. A Dbelsé szbrsejtek esetében a depolarizacid
neurctransz mitter-felszabaduldst eredményez a selt bazdlis részén (Kros és mtsai, 1990;
Roberts és mtsai, 1990; Zhang és mtsai, 1999), ami az azzal szinaptikus kapcsolatban &llé
halléidegrostban akcids potencidlok kialakulédsét, és igy tovaterjedd elektromos aktivitast hoz
létre. Mivel az apikalis felszinen a csillék mozgdsdnak frekvencidja megegyezik a hanginger
frekvencidjaval, a szdérsej — halléideg szinapszis nagyon aktiv. Annak érdekében, hogy a
szbrsejtek frekvenciafiiggd transzmitterfelszabaduldsdval a szinapszis 1épést tudjon tartani,
mind a posztszinaptikus eseményeknek, mind a reaktivaciénak igen gyorsan le kell
jatszddnia. A rendelkezésre 4116 neurokémiai és immuncitokémiai bizonyitékok szerint a
belsd szbrsejt — halldideg szinapszisban (1. &bra) glutamédt tolti be a neurotranszmitter
szerepét (Godfrey és mtsai, 1976; Altschuler és mtsai, 1989; Drescher és Drescher, 1992),

ami gyors reaktivdlhatdsdgu alegységekbdl felépiild ionotrdp receptorokon feijti ki hatdsét.



Bar az immuncitokémiai és in Situ hibridizadcids vizsgalatok mind o—amino-3-hidroxi-5-metil-
4-izoxazol-propionsav— (AMPA), mind pedig N-metil-D-aszpartat— (NMDA)
receptoralegységek jelenlétét ki mutattdk a belsd szdbrsejtekkel szinaptikus kapcsolatot 1étesitd
an. I. tipust ganglion spirale neuronok periférids nyulvanyain (spiral ganglion cell, SGC;
Matsubara és mtsai, 1996; Safieddine és Eybalin, 1992b), a kisérletes adatok arra utalnak,
hogy a szinaptikus transzmisszié folyamatdért dontéen az A MP A-receptorok felelések (Ruel
és mtsai, 1999). A belsd szbrsejt — I-es tipust SGC szinapszis ultrastruktirdlis vizsgalatal azt
is megmutattdk, hogy a posztszinaptikus komplexben GluR2/3- (glutaméatreceptor2/3) és
GluR4-alegységek is jelen vannak, ugyanakkor GluRl-alegységek nem taldlhaték ebben a
strukturdban (Matsubara és mtsai, 1996; Ottersen és mtsai, 1998). Az A MP A-receptor-
alegységeknek ezen Osszetétele hasonld ahhoz, amit a hallépédlya tdvolabbi részeiben is leirtak
(Hunter és mtsai, 1993; Petralia és mtsai, 2000), és ami egyes feltételezések szerint a
hangingerek feldolgozdsdhoz szilikséges gyors deszenzitizdcids kinetikdt lehetdévé teszi
(Trussell, 1997).

Léteznek olyan adatok is, melyek szerint az ionotrdép glutamatreceptorok mellett
metabotrdp glutaméatreceptorok is részt vehetnek a fenti szinapszis mikodésében (Kleinlogel
és mtsai, 1999). Ugy tlnik, hogy egyes glutamétreceptorok preszinaptikusan is jelen vannak,
ami egy esetleges autokrin szabdlyozdkdr jelenlétére és szerepére utal (Matsubara és mtsai,
1996). Egyes kutatdécsoportok eredményei alapjan az is valdszinlsithets, hogy a belsd
szbrsejtek és a ganglion spirale neuronok kozdtti szinapszisban nem a glutamédt az egyetlen
neurctranszmitter. A P2Xp2-receptorok jelenléte a halldidegen arra utal, hogy az ATP is részt
vehet a halléideg mlkddésének szabdlyozasdban, bar az ATP pontos forridsa jelenleg még
nem ismert (Housley ésmtsai, 1999).

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a nagy aktivitdstu glutamaterg szinapszisok
hatrdnya azok excitctoxicitdsa, és ez a veszély a belsd szdérsefek és az I-es tipust SGC-k
kozottd szinapszisok esetében is fenndll. Ha tdl nagy a zajterhelés, a belsd szdérsejtek til sok
neurctranszmittert szabaditanak fel, aminek hatdsdra az I-es tipusi SGC-k periférids
nyulvanyai megduzzadnak (Juiz és mtsai, 1989; Robertson, 1983), ami akar az érintett
idegvégz&dések megrepedését is okozhatja. A folyamat sordn az érintett periférids nyulvany
visszahlizédik a habenula perforata irdnydba, egészen a myelinhiively kezdetéig (Pujol, 1994).
A glutamatreceptorok gdatldsa a fenti neurctoxikus folyamat valdszinlségét és intenzitdsat

egyarant cstkkenti (Puel és mtsai, 1994).
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1. dbra Egy belsd szérseijt afferens (A) és efferens (E) kapcsolatainak

vazlata (Raphael és Altschuler, 2003 alapjan)
A "Belsd Szdlrseteket" tdmasztdsefek veszik korlil. A szdérsejeknek mind a bazalis,
mind pedig a laterdlis faldban (utdbbi nincs dbrazolva) taldlhatdk ioncsatorndk (Ion
cs.), tobbek kozdtt fesziiltségérzékeny kalcium—, és Ca2+—aktivélt K'-csatorndk is. A
belsé szdérsetek transzmittere, a glutamdt, egy szalagszerld struktira koriil sorakozd
nagy, kerek vezikulumokban tarolédik, amelyek a megfeleld pillanatban a szinaptikus
résbe Uiritik tartalmukat. Az THC-k afferens (A) beidegzését az I-estipusu SGC-k 1l4tjék
el. Az aktiv zdéna posztszinaptikus me mbranjdban taldlhatd glutamétreceptorok (GluR)
kdzdtt vannak A MP A-tipust ionotrdp (bal oldali), illetve feltehetden metabotrdp tipusu
(jobb oldali) receptorok is. A preszinaptikus membranban is eléfordulhatnak
glutamétreceptorok, amelyeknek a feedback szabdlyozadsban lehet szerepliik. A
posztszinaptikus me mbrdnban ioncsatorndk istaldlhatédk, koztitk olyan K'—csatomék is,
amelyek Osszetétele a cochlea tengelye mentén valtozik. Az efferens beidegzésért (E) a
LOC rendszer a felelés, és elsésorban az afferens rostokon végzd&dnek. A laterdlis
efferensekben szdmos neurotranszmittert leirtak (melyek lehetnek excitatdrikusak vagy
inhibitérikusak), és egy-egy idegrost egyszerre tobb transzmittert is tartalmazhat. A
posztszinaptikus membranban eléfordulnak mind ionctrdp (excitatdrikus hatdst
nikotinos tipusti ACh- és inhibitérikus hatdsit GABA-A -receptorok), mind pedig
metabotrép (neuropeptid receptorok [NPR], melyeknek lehet excitatdrikus,
inhibitérikus vagy egyéb hatasuk) receptorok.

A Dbelsé szdrsefekkel szinaptikus kapcsolatot létesitd I-es tipustu SGC -k az Osszes
ganglion spirale neuron mintegy 90-95 %-at alkotjdk. Egy I-es tipust neuronnak csak egy
periférids nyulvanya van, amely &ltaldban egyetlen (néha két) szdbrseljttel 1étesit kapcsolatot.
Egy belsé szdbrsejthez ugyanakkor akdr 10-30 SGC is kapcsoldédhat, a pontos szam fajfliggd
(Liberman és mtsai, 1990). A belsd szdérsefek és az I-es tipust SGC-k kdzdtti szinaptikus

kapcsolatok spontan aktivitdsuk alapjan csoportosithatdk: megkiildnbdztetheték nagy,



kozepes és alacsony spontén aktivitasu rostok (Liberman, 1980; Merchan-Perez és Liberman,
1996); valamennyi szdérsejt kap beidegzést mindhdrom rosttipustdl. A spontdn aktivitds
Jelenleg elfogadott magyardzata az, hogy az ioncsatorndk a sztereociliumok nyugalmi
helyzetében is részlegesen nyitott &llapotban vannak, ami kismértékd
transz mitterfelszabaduldst eredményez.

A fenti szinapszis mUkodését a szdérsejtek spontdn és kivaltott aktivitdsa mellett
egyes modulécids palydk és mechanizmusok is befolyasoljdk. A lateralis olivocochlearis
(LOC) efferensek az agytdrzs oliva superior lateralisdbdl erednek, és fajdl fliggben fdleg
vagy kizardlag az ipsilateralis cochleaba kiildenek végzd&déseket (Guinan Jr. és mtsai, 1984;
Warr, 1980; Warr és mtsai, 1997). Ezek a myelinhiively nélki{ili rostok a vestibularis ideggel
hagyjak el az agytdrzset, majd az Gn. Oort-anastomosisban egyesiilnek a halléideggel, és igy
1épnek be a cochleaba, ahol az I-es tipusu SGC-k periférids nyuvanyain végzd&dnek. A LOC
efferensek kozé tartozd rostokban szdmos neurotranszmittert kimutattak (acetilkolin
[Altschuler és mtsai, 1985b; Eybalin és Pujol, 1987], enkephalin [Altschuler és mtsai, 1984],
dinorphin [Altschuler és mtsai, 1985a], dopamin [Usami és mtsai, 1988], calcitonin gene—
related peptide [CGRP, Lu és mtsai, 1987] és GABA [Fex és mtsai, 1986]). A ko-
lokalizdcidés vizsgdlatok szerint egy-egy neuron és processzus egyszerre tobbféle
neurctransz mittert is tartal maz (Safieddine és Eybalin, 1992a; Safieddine és mtsai, 1997). A
fenti moduldcidés palya pontos funkcidja jelenleg nem ismert, azonban lézids vizsgalatok
soran (Liberman, 1990) egyarant csdkkent a halldéideg spontédn aktivitdsdnak frekvencidija, és
az Osszetett akcids potencidl amplittddja. Egyes tanulmédnyok szerint a laterdlis efferensekbdl
felszabaduld kiilénbdzd neurctransz mitterek eltérd médon mddosithatjdk az I-es tipust SGC-
k periférids nyulvanyainak nyugalmi membranpotencidljdc. Az acetilkolin (Felix és
Ehrenberger, 1992), dinorphin (Sahley és Nodar, 1994) és a CGRP (Adams és mtsai, 1987)
csOkkentik a nyugalmi membrdnpotencidlt, ezdltal fokozzdk a glutamdt hatdsét. Ezzel
szemben a dopamin (Oestreicher és mtsai, 1997), enkephalin (Burki és mtsai, 1992) és GABA
(Altschuler és mtsai, 1984) inhibitorikus hatdstak, hiperpolarizdljdk a membrént, igy
csOkkentik az T-es tipust S G C-k érzékenységét a glutamattal szemben.

A kiilsé szdérsefek funkcidja jelentdsen eltér a belsd szdérsejteknél leirtaktdl. Ezen
strukturdkban a transzdukcids csatorndk nyitdsa &ltal kivaltott transzdukcids dram kétféle
valaszt valt ki. A nagyobb jelentéségl valasz a kiilsé szdérsejtek hosszanak és merevségének
gyors véaltozdsa, aminek kovetkeztében az adott teriileten megvaltozik a Corti-féle szerv

alakja, ami fokozza a belsé szdbrsejtek valaszkészségét, azaz né a cochlea érzékenysége az



adott frekvencidn. A kiilsé szdrsejtek depolarizacidjét kisérd neurotranszmitterfelszabaduléas

a bazalis régidban jéval kisebb mértékl és jelentdségl, mint a belsd szdérsejek esetében.
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2. dbra Egy kiilsé szdérseijt afferens (A) és efferens (E) kapcsolatainak

vézlata (Raphael és Altschuler, 2003 alapjan)
A kiilsd szérsejek efferens (E) beidegzését a MOC rendszer 1&ja el, egy OHC bazisan
tobb MOC rost is végzddik. Az efferens végzddések acetilkolin (ACh) mellett
valészinlileg GABA-t és CGRP-t is tartalmaznak. Az OHC-k posztszinaptikus
me mbranjanak aktiv zéndja tartalmaz mind ionoctrdp, mind pedig metabotrdp A Ch
receptorokat, de GAB A-receptorok és a CGRP hatdsdért felelds neuropeptid-receptorok
istaldlhatdk itt. A posztszinaptikus vélasz kialakitdsdban egyes ioncsatorndk (Ion cs.),
kdztikk K'-csatorndk is, részt vesznek. A kiilsé szbrsettek afferens (A) beidegzéséért a
ITestipust SGC-k felelések. A transzmitter szerepét glutamét (Glu) tdltd be, amely kis
vezikulumokbd szabadul fel a seijt bazisan, és a posztszinaptikus glutamét-receptorokon
(GluR) keresztll fed ki hatisét.

A kllsé szdérsejtek afferens (sensoros) innervacidjat az un. IT-es tipusu SGC-k
biztositjdk (2. &bra, Brown, 1987), amelyek az Osszes ganglion spirale neuron 5-10 $-at
alkotjdk. Egy IT-es tipust SGC 3-10 szdrsejtet innerval, és ezen neuronok (az I-es tipusu
S G C-kel ellentétben) nem rendelkeznek myelinhiivellyel. Béar a kiilsé szdrsejtek és a IT-es
tipust SGC-k ko&zdtti szinapszisok mikodésérdl csak kevés adat 4ll rendelkezésre, a glutamat
meghatdrozd szerepe ebben a struktirdban is igazoltnak létszik (Usami és mtsai, 1992;
Kuriyama és mtsai, 1993; Kuriyama és mtsai, 1994).

A IT-es tipust SGC-k valdszinlleg a medialis olivocochlearis (MO C) reflexiv részei.

A MOC efferensek a corpus trapezoideum ventralis magjabdl erednek. Egyes allatokban (pl.
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tengerimalac, macska) az oliva superior komplex (SOC) mas medidlis lokalizacidji magjaibdl
(pl. nucleus periolivaris superiorbdl) is indulnak ki rostok, mig mas &llatokban (pl. patkany)
ez nem jellemzdé (Guinan Jr. és mtsai, 1984; Warr, 1980). A MOC nyulvanyok mind az
ipsilateralis, mind pedig a contralateralis cochleat innervaljdk, bar a contralateralis cochlea
beidegzése jelentdsebb. Szdmos MO C rost ad kollaterdlisokat a nucleus cochlearisba, mieldtt
a vestibularis ideggel egylitt elhagynak az agytdrzset. Az Oort-anastomosisig egylitt haladnak
a vestibularis ideggel, ma jd egyesiilnek a halldideggel, és azzal 1épnek be a cochleaba, véglil a
kiilsé szbrsejtek Dbazisdn végzddnek. Egy rost tdbb kiilsé szbrsejtet is innerval.
Farmakoldgiai, hisztokémiai és immuncitokémiai vizsgédlatok szerint a rendszer legfontosabb
neurotransz mittere az acetilkolin (Bobbin és Konishi, 1971; Robertson és Johnstone, 1978;
Eybalin és Pujol, 1987; Warr, 1975), ami a kiilsé szbrsejteket hiperpolarizdlija, azaz csdkkenti
vélaszkészségiliket. Az acetilkolin mellett a GABA (Eybalin és mtsai, 1988; Altschuler és
mtsai, 1989) jelenlétét is kimutattdk mér, ami ugyancsak hipepolarizacidét valt ki. A CGRP
jelenlétére vonatkozé eredmények ellent mondasosak (Luebke és Dickerson, 2002; Kitajiri és

mtsai, 1985; Sliwinska—-Kowalska és mtsai, 1989).

Ganglion Spirale

A szlrsejteket beidegzd ganglion spirale neuronok somaja a cochlea tengelyében, a
modiolusban taldlhatd, periférids nyulvanyaik a szdbrsejtek afferens innervacidijét 1&tjék el, mig
centrdlis nyulvanyaik a nervus acusticust alkotjak. Az T-es tipusti SGC-k alkotjdk a
seftpopulacié 90-95 $-4t, és a belsd szdrsetek afferens beidegzését biztositjdk (Berglund és
Ryugo, 1987). Sejttestikk ovalis alaku és relative nagyméretd (Santos-Sacchi, 1993; Chen,
1997; Jagger és Housley, 2002; Szabd és mtsai, 2002), bar az utdbbi paraméter fajspecifikus,
és nagyban fiigg az alkalmazott prepardtumtdél is. Az I-estipusu SGC-k kiildnlegessége, hogy
nemcsak a nyulvanyaikat, de a sejttestiiket is vastag myelinhiively boritj, és igy a soma is
részét képezi a vezetési itvonalnak. Az I-estipust SGC-k spontdn aktivitdssal rendelkeznek,
ami részben a belsé szdrsejtek mar emlitett spontdn neurctranszmitter-felszabaditdsdnak az
eredménye, részben pedig (mivel glutamdatreceptor-antagonistdk a spontdn aktivitdst nem
szlintetik meg teljesen) ezen neuronok intrinzik membréantulajdonsdgaibdél fakad (Chen,
1997).

A IT-es tipust SGC-k szdma az I-es tipust neuronoknak mintegy tizede. Sejttestiik
gbmbdlydedebb, méretiik pedig kisebb, mint az I-es tipust neuronoké (Chen, 1997; Jagger és
Housley, 2002). A IT-es tipusu SGC-k a kiilsé szbrseijtek afferens beidegzését 1dtjdk el; egy

idegseit tobb, akar 3-10 szdrsejtet is innervadlhat. Bar a jelenség pontos szerepe nem ismert,
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mindenképpen megemlitendd, hogy a IT-es tipusi SGC-k a kiilsd szdrsejtek mellett a Corti-
féle szerv tdmasztdsejtkit is beidegzik (Fechner és mtsai, 2001); ezen kapcsolat pontos
Jelentdsége azonban mindméig ismeretlen. A IT-es tipusti SGC-k spontan aktivitdssal nem
rendelkeznek, és myelinhiivelyilik sincs.

A  ganglion spirale neuronok igen nehezen hozzaférheté helyen vannak, igy
vizsgdlatuk nem kdnnyd. Igen elterjedt funkciondlis vizsgdlati mddszer a SGC—k enzimatikus
(vagy enzim nélkiili, kizdrdlag mechanikai) izoldldsa. Az izoldlast kdvetden vagy azonnal sor
kerilil a kisérletekre (Santos-Sacchi, 1993; Chen, 1997; Garcia-Diaz, 1999; Szabd és mtsai,
2002; Nakagawa és mtsai, 2005), vagy a protokoll végén nyert neuronokat sejttenyészeti
korilmények kozott tartipk fenn (Lin, 1997, Mo és Davis, 1997a, 1997b; Adamson és mtsai,
2002; Zhou és mtsai, 2005). Az izoldlasi technikdk héatranya, hogy az eljards soran
alkal mazott enzi mek lényeges hatdssal lehetnek a neuronok morfoldégidjara és fizioldgidjara.

A sejttenyészetben fenntartott SGC-k egyik elénye, hogy ezen neuronoknak
lehet8séglik van legaldbb részben regenerdlddni az izoldldsi eljards okozta sokkbdl. A
mdédszer eldnyds lehet kiilonbozé anyagoknak (pl. neurotrophinok) az S GC-kre gyakorolt
hatdsdnak vizsgdlata sordn is. Komoly hétrdnya ugyanakkor ezen technikdnak, hogy igen
nehéz (sét, szinte lehetetlen) a fizioldgidssal megegyezd korliilményeket teremteni a
sejttenyészetben, igy a neuronok csatornamintdzata és egyéb tulajdonsdgai is igen Jjelentds
valtozdsokon mehetnek keresztiil a tenyészetben. Fontos megjegyezni, hogy Dbar a
tenyészetben fenntartott idegsejtek nyulvanyokat fejlesztenek, ezek  vizsgdlatdbol
messzemend kévetkeztetéseket nem lehet levonni az IM ViVO processzusokra vonatkozdan. A
sejtizoldlas tovabbi hatranya, hogy nem lehet Osszehasonlitani az eredetileg egy méas kdzelében
elhelyezkedd sejteket. Igen nehézkes tovabbd a sejtek morfoldgial azonositdsa, amit az is
bonyolit, hogy az I-es tipust SGC-k az izoldlast kovetden levedlik myelinhiivelyiiket. BAar az
T-estipust SGC-k ezen jbl ismert ,vedlése” kifejezetten elényds az elektrofizioldgiai mérések
esetében, a két sejtféleség biztonsdgos elkiilonitését Jjelentdsen megneheziti, hiszen ekkor azt
csak a setek mérete és a nyulvanyok csonkjal alapjan lehet megtenni. Az enzimatikus
izol&alads tovabbi komoly hatranya, hogy a neuronoknak csak viszonylag kis szdzaléka élitul az
izol&lasi eljarast, igy elsésorban az I-es tipusu sejtek vizsgalatdra alkal mas.

A seijtizoldlds mellett tUléld szovet metszeteken (Jagger és Housley, 2002; Jagger és
Housley, 2003) is lehetséges elektrofozioldégiai méréseket wvégezni (Gn. ,cochlear slice
preparation”). Az eddig emlitett technikdk koziil taldn ez tiikkrdzheti legélethilibben a

fizioldégids &llapotokat; komoly hétrdnya viszont, hogy nehezen kivitelezheté. Utébbi
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megallapitast jél illusztrdlja az a tény, hogy eziddig csupdn egy munkacsoport végzett ilyen
kisérleteket.

Bé&r funkciondlis adatok nem varhaték az im munhisztokémiai vizsgdlatoktdl, a
hagyoméanyos paraffinba dgyazott szovet metszeteken végzett immunfestések is sok értékes
informaciéval szolgdlhatnak. Ezen technika sordn a mintdkat igen hosszu (legaldbb 12—
24 6ras, Zhong és Liu, 2004) formalinos fixadlasnak kell aldvetni, majd a csontszdvet miatt a
fixdlt modiolusok dekalcindldsa is szilikséges, amit a paraffinba torténd bedgyazds, és a
kelléen vékony szovettani metszetek készitése kdvet. A mdbdszer egyik hatrdnya az igen
hosszl fixalasi és dekalcindléasi 1d8, amely sordn a sejtek morfoldgidja jelentds mértékben
megvaltozik, torzul, Jjelentdésen megnehezitve a két neurontipus megkiilénbdztetését. A
morfoldgiai azonositdst tovdbb neheziti, hogy a metszési sik az egyes neuronokat eltérd
helyen metszi el, igy nehéz megéallapitani azok pontos méreteit, és a nyulvanyok is csak ritkan
és rovid tavolsdgig kdvethet8k nyomon. A formalinos fixdladssal Ssszefliggd tovabbi jelentds
probléma, hogy a hosszu fixdlds miatt létreiové fehérje keresztkotések elfedhetik az
antigéneket, ami A&lnegativ vagy gyenge immunjeldlédést eredményezhet. A helyzet
antigénfeltdrdssal javithatd, dm mivel minden antitest esetében kiilén kell meghatdrozni az
alkalmazandd antigénfeltdrdsi eljardst, a ganglion spirale metszetek im munhisztokémiai
vizsgédlata igen idé-, anyag- és munkaigényes. A technika tovabbi hatridnya, hogy mivel az
egyes metszetek igen vékonyak (&lt. 4 pm), egy-egy metszeten egyidejlleg a cochlea SGC-
populacidéjanak csak kis hdnyada vizsgélhatéd.

Mivel az I-es és IT-es tipusu SGC-k igen eltérd funkcidkkal rendelkeznek, fontos a két
neurontipus megbizhaté megkiildonbdztetése. Erre a célra mar szdmos hisztoldgial markert
kiprébéaltak; igy az I-es tipust SGC-k jeldlésére hasznaltak neuropeptid-Y — (NPY, Anniko és
mtsai, 1995) és parvalbumin—- (Soto-Prior és mtsai, 1995), mig a IT-es tipusu S GC-k jeldlésére
GF AP- (glial fibrillar acidic protein, Anniko és mtsai, 1995), peripherin- (Jagger és Housley,
2003) és SAP- (vagy SAP108-, [synapse-associated protein] Reid és mtsai, 2004) ellenes
antitesteket. Az alkalmazott markerek meglepden nagy szadma is jelzi, hogy mind a mai napig
nincs teljesen elfogadott, és minden kétséget kizdrdan specifikus antigén, amely lehetévé
tenné az SGC-k két tipusdnak egyértel mii elkiilonitését. A problémét tovabb bonyolitia, hogy
sem az I-es, sem pedig a IT-es tipusit SGC-k nem alkotnak homogén populaciét. A
szérsejtekhez hasonldéan a ganglion spirale neuronok is tonotopikusan helyezkednek el, és
szamos Jellemz&jlikrdél leirtdk, hogy a modiolus tengelye mentén valtozik (pl. a béazis

kozelében 1évé neuronok nagyobbak, mig az apex kdzelében elhelyezkeddk kisebbek).
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A morfoldgiai eltérések mellett a tlizelési mintdzatban is mutatkoznak eltérések az
egyes neuronok esetében. Altaldnossdgban elmondhatd, hogy az SGC-k kiiszdb feletti
ingerlés hatdsdra a stimulus kezdetén egy akcids potencidlt (AP) tlizelnek, mig magas
frekvencidju inger sordn a sejtek adaptdldéddnak: az akcids potencidlok idétartama né, az
amplitudéjuk és a csucs eléréséhez sziikséges id6 csdkken, és alkalmanként egy-egy AP ki is
marad (Lin, 1997). Az egyes neuronok azonban eltérd litencidval és adaptécids
képességekkel rendelkeznek, ami egyrészt fiigg az adott neuron tipusdtdl, és (a morfoldgiai
jellemz8khéz hasonldan) a cochleaban elfoglalt helyétél is. Igy az I-es tipusu SGC-k
esetében az apikdlis neuronok (amelyek az alacsonyabb frekvencidju hangokra reagdlnak)
hosszabb lédtencidval és lassabb adaptacidval Jellemezhetdk, mig a bazis neuronjainak
(amelyek a magasabb frekvencidji hangok érzékelését végzik) létencidja rovid, és gyorsan
adaptdldédnak (Adamson és mtsai, 2002; Reid és mtsai, 2004). Az I-es tipusi SGC-khez
képest a II-es tipusii neuronok A&ltaldban lassabban adaptdlddnak, alacsonyabb az
ingerkiiszobilik és elnyuijtottabb a valaszuk (Reid és mtsai, 2004). Bar a IT-es tipust SGC-k
esetében is léteznek adatok, amelyek arra utalnak, hogy a tilizelési mintdzat a modiolus
tengelye mentén valtozik, ezen eredmények meglehetésen ellent mondéasosak. Egyes szerzdk
szerint a Il-es tipusu neuronok esetében a valtozdsok hasonldak az I-es tipusi neuronokndl
leirtakhoz (Jagger és Housley, 2003), mig méasok ezzel ellentétes eredményeket kaptak, és
arrél szamoltak be, hogy az apikdlis neuronok adaptécidja gyorsabb (Reid és mtsai, 2004).

Léteznek olyan adatok, melyek szerint a modiolus tengelye mentén megfigyelhetd
valtozdsok (mind a morfoldgiai, mind pedig az elektrofizioldégiai jellemzd&k) nem ,eldére
programozott” tulajdonsdgai az idegsejteknek, hanem egy kiilsd, a ganglion spirale
neuronoktdél fliggetlen szabdlyozdsi mechanizmus kovetkezményei (Zhou és mtsai, 2005).
Ilyen szabdlyozd vegylilet lehet a neurctrophin-3, amelynek a modiolus tengelye mentén

véaltozik a koncentracidja, és ez befolyassal lehet a neuronok csatorna— és tiizelési mintdzatéara.

Nucleus Cochlearis

A hanginger feldolgozasanak kovetkezd dllomésa a nucleus cochlearis, amely a nervus
acusticustdl kapja az informécidkat. Fontos megemliteni, hogy a nucleus cochlearis nemcsak
jeltovabbitd szereppel rendelkezik, hanem mar itt elkezdddik az akusztikus informéacid
feldolgozésa. Ezen folyamat sordn a hangingerek kiilonbdz8 komponensei eltérd ttvonalakra
keriilnek, amelyek gyakran egymdassal parhuzamosan futnak, és a hallérendszer magasabb

kozpontjaiba széllitanak informécidkat. Kozismert, hogy ezen Utvonalak némelyike képes
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megtartani a hangingerek iddébeli kddoldsédt, ugyanakkor méas utvonalakndl ez a képesség
nincs meg.

A ganglion spirale rostok a magba érve eldgaznak, és két kétegként haladnak tovabb.
A rostralisabb elhelyezkedésl rostok a nucleus cochlearis eliilsé ventrdlis (anteroventralis
nucleus cochlearis, aVCN) részébe tartanak (3. dbra). Ez a régid féleg bushy-, és stellate-
sefteket tartalmaz (Wu és Oertel, 1984). A n. acusticus caudalisabb, leszalld nyaldbja a mag
hatulsd ventrdlis teriiletén (posteroventralis nucleus cochlearis, pVCN) keresztill a nucleus
cochlearis dorsalisba (DCN) jut (Moore, 1986). A pVCN legjelentésebb sejtjel az octopus—
neuronok. A DCN-ben négy, koncentrikusan elhelyezkedd réteget lehet elkiildniteni (Brawer
és mtsai, 1974). A legkiilsd réteg a molekuléaris réteg (1. réteqg), amely f8leg a szemcsesejtek
axonjait tartalmazza, bar néhdny szemcsesej somaja is megtaldlhatd itt. Kozvetlenil a
molekulédris réteg alatt helyezkedik el a fuziform- (vagy piramidélis-) réteg (2. réteg), ahol
doéntéen a piramis—, szemcse—, cart wheel- és stellate-neuronok sejttestjei taldlhaték. A DCN 3.
rétegében a piramis-sejtek bazdlis dendritfdja és néhdny kisebb Jjelentéségl neuron (pl.
verticalis—sejtek) taldlhatd. A halldideg leszalld rostjainak egy része a piramis—sejtek bazdlis
dendritfdjan létesit szinaptikus kapcsolatoct. A DCN legmélyebb része (4. réteq) féleg az

6rids— és a nagy multipolaris-sejtek soméajit tartalmazza.

piramis-sejt

=

szferikalis bushy-scjt octopus-sejt

globuléris busly-sejt

3. dbra Patkany nucleus cochlearis sagittalis metszete
A struktura tetején, ,kontyszerien” elhelyezkedd képlet a nucleus cochlearis dorsalis,
alattataldlhatd a nucleus cochlearis ventralis. Az dbran feltiintettiik a mag felépitésében
kiiloéndsen jelentds priekcids neurontipusok sematikus képét, valamint jeleztiik tipikus
lokalizacidjukat is. (Az dbra Kv3.l-ellenes elsédleges és FITC-konjugdlt masodlagos
antitestek alkalmazésa utan késziilt.)
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A ganglion spiralebdl kétféle rost érkezik a nucleus cochlearisba: az I-es tipusu SGC-k
myelinizdlt, vastag nyulvanyai; valamint a II-es tipusid SGC-k jéval vékonyabb,
myelinhlivellyel nem rendelkezd rostjai. Mig az el8bbiek a nucleus cochlearis nagyobb,
doéntéen projekcids sejtijeivel (pl. piramis— és bushy-neuronok) &llnak kapcsolatban, addig az
utébbiak a szemcsesejteken végzddnek, amelyek aztdn az informéacidét az igen kiterjedt
parallel rosthdlézaton keresztiil tovabbitjdk a nucleus cochlearis kiilonbozé terlileteire. A
fentiekbd&l kitlinik, hogy a nucleus cochlearis legfontosabb informécidéforrdsa maga a
halléideg, azonban fontos megemliteni, hogy a mag az SOC -tdl is kap acetilkolinerg rostokat,
amelyek aktivitdsa jelentésen mdédosithatja a nucleus cochlearis jelfeldolgozd miikddését.

Jelen munkdban a nucleus cochlearis szdmos projekcids neurontipusa k&zil a bushy-,
6rids—, piramis—, szemcse- és octopus—neuronokat vizsgaltuk, igy a tovdbbiakban csak ezen

sejtek fontosabb jellemz&it tekintem &t.

Bushy-sejtek

A Dbushy—neuronok sejtteste kerek vagy ovéalis alaky, amelybd&l egyetlen, kezdetben
vastag, majd dasan eldgazédd dendrit és egy eldgazds nélkiili axon indul ki. Ezen sejtek
kizdrdlag a VC N-ben fordulnak eld. Bar a bushy-neuronoknak két altipusa ismert (szferikalis
és globuléris bushy-sejek, Harrison és Irving, 1965, 1966), mivel a két csoport
elektrofizioldégiai tulajdonsdgai megegyeznek, jelen munkdban nem tettiink kozottik
kiilonbséget.

A bushy-sejtek a sejttestiikdn un. oridsszinapszisokban végzd&dé halldidegrostoktdl
kapjék az informécidkat (Held-féle végbunkd; Lorente de No, 1933; Tolbert és mtsai, 1982),
dendritfdjuk pedig valdszinlleg az egymdassal folytatott kommunikacidban jétszik szerepet
(Cant és Morest, 1979; Tolbert és mtsai, 1982). A szferikdlis- és globuldris—neuronok eltérd
terliletekre projicidlnak: mig a szferikdlis-sejtek axonjal az ipszilateralis nucleus olivaris
medialisba és lateralisba tovabbitjdk a jeleket, addig a globuléaris-sejtek a nucleus medialis
corporis trapezoideibe (MNTB) projicidlnak, ahol a fésejtek sejttestén egy Ujabb
6ridsszinapszisban (Held-kehely) végzddnek.

Izol&lt tengerimalac bushy-neuronokon végzett elektrofizioldégiali mérések (Manis és
Marx, 1991) azt mutattdk, hogy ezek a sejtek nagyon gyorsan adaptdldédd (IT-estipust) vélaszt
produkalnak: az ingerkiiszébét meghaladd inger hatdsdra egyetlen AP-t tlizelnek a stimulus
kezdetekor. A Dbushy-sejtek ezen tulajdonsdga azért jelentds, mert a gyors adaptacid
kovetkez ményeként képesek pontosan meghatdrozni a hanginger kezdetének idépontjét, ami

elengedhetetlen a hangforrds térbeli lokalizacidéjdhoz. Ugyancsak a gyors adaptacidénak
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ko6szdnhetd, hogy ezen idegsejtek még igen magas frekvencidk esetében is képesek a
halldidegbdl érkezdé aktivitdsi mintdzattal megegyezd tilizelési mintdzatot produkalni
(nprimary-like” aktivitds, Rhode és mtsai, 1983a; Wu és Oertel, 1984).

Az eddigi elektrofizioldégiai tanul mdnyok szerint a bushy—neuronok legjelentésebb K+—
dramai kOzd6tt van egy magas és egy alacsony kiiszbpotencidla dram, melyek k&zil az utdbbi
viszonylag lassu aktivaciéval rendelkezik, és a nyugalmi membranpotencidl értékén is

részlegesen aktivalt dllapotban van (Manis és Marx, 1991).

Octopus-sejtek

A bushy-sejtekhez hasonldan az octopus—neuronok is a VC N-ben taldlhaték (Harrison
és Irving, 1966), kerekded vagy kissé megnyult seijttestiik dtméréje mintegy 30-35 pm.
Megjelenésiikre jellemzé, hogy a sejttest ugyanazon oldaldbdl tobb vastag dendrit indul ki,
ami polipra emlékezetetd megjelenést kdlcséndz ezen seftféleségnek (Osen, 1969). Fontos
megemliteni, hogy az octopus-sejtek dendritjel a halldideqg leszalld Adgait otk keresztezik, ahol
azok konvergencidja a legnagyobb mértéky, ezdltal a lehetd legtdbb (legaldbb 60) acusticus
axonnal létesithetnek szinaptikus kapcsolatot.

Mivel az octopus—neuronoknak rendkivil alacsony a bemend ellendllasuk (kb.
2,4 MQ), és membranjuk idékonstansa is igen alacsony (0,21 ms), egy AP kivaltdsdhoz igen
nagy depolarizacidés dramra van sziikség. Ennek funkciondlis kdvetkezménye az a jél ismert
Jelenség, hogy szdmos, az octopus—seltel kapcsolatban &llé idegrost egyidejl aktivitésa
sziikséges egy AP  kivaltasdhoz. Ugyancsak a Jjellegzetes me mbransajitsdgok
kovetkezménye, hogy az octopus-setek AP-ja viszonylag alacsony amplituddéju (10-30 mV)
és meglehetfsen gyorsan lezajlik (0,24-0,54 ms, Golding és mtsai, 1999). Az octopus—
sejtekre az un. ,onset” tiizelési mintdzat jellemz &, azaz az inger kezdetén tiizelnek egy AP-t.
Ezek alapjan az octopus-sejteket a nucleus cochlearis koincidencia detektorainak tekintik
(Rhode és mtsai, 1983a; Webster és Trune, 1982).

Az octopus—neuronok axonjai alkotjdk a stria acustica intermediat, ami a SOC

periolivaris sejtcsoportijaiba projicial.

Piramis- (fuziform)-sejtek

A piramis-settek kizdrdlag a DCN-ben fordulnak eld. Jellegzetes ovalis vagy
hdromszdg alakt sedjttestiik van, aminek dtmérdje kb. 25 um (Osen, 1969; Webster és Trune,
1982). Apikéalis dendritfidjuk behatol a nucleus cochlearis molekulédris rétegébe, ahol kupos

nyulvanyrendszert formdz, és az ottani parallel rostokkal képez szinapszisokat (Lorente de
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No, 1933; Lorente de No, 1981; Rhode és mtsai, 1983b; Webster és Trune, 1982). Az
apikalis dendritfa &tmérdje Aaltaldban nem haladja meg a 400 um-t. A bazdlis dendritek
viszonylag kevéssé dgazddnak el, a dendritfa pedig leginkdbb gdmbszeri megjelenést. A
bazélis nyulvanyokkal kapcsolatban &lldé halldidegrostok a cochlea egy viszonylag szik
régidjdbdl szarmaznak; ugyanakkor a halldideg egyes rostjal a piramis-sejtek somaival is
kapcsolatban dllnak (Kane, 1974; Schweitzer és Cant, 1984). A piramis-sejek axonjal a stria
acustica dorsalisban futva a contralateralis colliculus inferiorba projicidlnak (Osen, 1972;
Ryugo és mtsai, 1981). Mivel a piramis—sejtek axonjai viszonylag vékonyak,
valdszinttlennek tlnik, hogy képesek lennének megdrizni a beérkezd hanginger idébeliségét.
A piramis-sejtek bemend ellendlldsa 86 MQ, nyugalmi memranpotencidljuk -50 és
-60 mV kozoétt valtozik (Zhang és Oertel, 1994). Jellegzetességlik, hogy az afferens ingerlés
intenzitdsétdl és jellegétdl, valamint a sedt aktudlis nyugalmi me mbranpotencidljitdl fliggden
harom, Jjél megkiilonbdztethetd tiizelési mintdzatot produkélhatnak (,pauser”, ,chopper” és
souildup” aktivitds, Kanold és Manis, 1999). Egyes feltételezések szerint a piramis-sejtek
aktivitdsa jelentds lehet a hangforras térbeli lokalizadciéjdnak meghatarozdsdban (Young és

mtsai, 1992).

Oridssejtek

Az o6ridsneuronok a nucleus cochlearis legnagyobb sejtjei, és mind a VCN -ben, mind
pedig a DCN-ben megtaldlhatdk (Osen, 1969). Seijttestiik dtmérdje akdr az 50 pm-t is
elérheti, és akdrcsak maga a sel, sejtmagjuk és sejtmagvacskdjuk is nagyméretl. Bar
sagittalis sikban seljttestiik &ltaldban hdromszdg vagy poligondlis alaku, mas sikokban a
perikarion meglepden vékony lehet, ami arra utal, hogy az Jd&ridsneuronok sejtteste
meglehetdsen lapos (Harrison és Irving, 1965; 1966; Moore és Osen, 1979; Webster és Trune,
1982).

Az Odridssetteket esetenként nehéz megkiildnbdztetni a VCN legnagyobb multipolaris-
seftjeitdl vagy a DCN egyes neuronjaitdl (az Un. ,radiate”-neuronoktdl), bar a pontos
azonositdsban segitséget jelenthet, hogy az déridssettek dendritjel hossztiak és wvaskosak,
sejttestiik pedig szdgletesebb, mint az emlitett két neurontipusé.

Az odridssettek dendritfdi a nucleus cochlearis igen nagy terliletét behdldzzak, akar
500-600 pm-es tavolsidgba is elérnek. Ugy tiinik, hogy ez az egyetlen neurontipus, amelynek
nagy méretl dendritjel egyardnt behatolnak a VCN szemcsesejtes— és a DCN molekuléris
rétegébe. Az dridssedftek dendritjel dltal lefedett hatal mas terliletnek k&szdnhetben kiilondsen

nagyszamul acusticus idegrosttdl kapnak informécidt, ennek kdszdnhetbéen szadmos
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halldidegrost jeleit képesek integrilni (Rhode és mtsai, 1983b). Ezen szerepliket funkciondlis
mérések eredményei is aldtdmasztjdk, melyek szerint az Ooridssejtek altal tiizelt AP-ok
frekvencidja és dinamikéaja igen tdg hatdrok ko&zdtt mozoghat. Az dridssejteknek a projekcids
terlilete is igen nagy kiterjedésl, axonjaik és collaterdlisaik a contralateralis colliculus
inferiorba, tovdbbd a contralateralis nucleus cochlearisba is széllitanak informécidkat (Osen,
1972; Ryugo és mtsai, 1981).

Az Odridssejtek nagy amplittidéju AP-jait két utdhiperpolarizédcié kdveti (Zhang és
Oertel, 1993). Az elsd utdhiperpolarizadcid sordn a membranpotencidl minden esetben a
nyugalmi membranpotencidlndl negativabb értékig siillyed, fliggetleniil a tlizelést kivaltd
stimulus nagysagatdl, mig a masodik utdhiperpolarizdcié amplituddja ennél sokkal
valtozatosabb mértéku. Az Odridsseteket a halldideg rostjai kozvetlenlil aktivaljdk, de
stimuldlhatjdk Oket a VCN excitatérikus interneuronijai (pl. a szemcsesejtek) is, amelyek
mono- vagy poliszinaptikus kapcsolatban &llnak az dridssejtekkel. A nucelus cochlearis mas
interneuronjai (pl. a tuberculoventralis-sejtek) glicinerg inhibitdrikus rostokat kiildenek az

éridsneuronokhoz (Davis és mtsai, 1996).

Szemcsesejtek

A szemcsesejtek a nucleus cochlearis legkisebb, &m legnagyobb szdmban eléforduld
neuronjai (Mugnaini és mtsai, 1980). Kicsi, gombdlyld sejttestiik dtmérdje 6-8 pm, ami
kicsivel tobb, mint cerebellaris megfeleldik esetében. A cochlearis szemcseseltek dendritiei is
hosszabbak (kb. 70 pm), mint cerebellaris téarsaiké, és kis wvilldkban vagy karmokban
végz8dnek. Bar mind a DCN-ben, mind pedig a VCN-ben megtaldlhatdk, a szemcsesejtek
&ltaldban eléggé periféridsan, a halldéideg végzddéseitdl tavol helyezkednek el (Fekete és
mtsai, 1984; Lorente de No, 1981). Ennek ellenére egyes halldideg-collateralisok elérhetnek
a szemcseseltes régidkig, tovabba a mag centrdlis terliletein is taldlhatd néhdny szemcsesejtes
rész, amelyekhez vagy ko&zvetlenlil a halldideg, vagy annak collateralisai kapcsoldéddhatnak
(Kane, 1974). A szemcseseltek a cochlearis moharostoktdél is kapnak beidegzést, amelyek az
olivocochlearis k&tegbdl, a colliculus inferiorbdl, valamint a lemniscus lateralis dorsalis és
ventralis magjaibdl erednek. A szemcsesedtek axonjai alkotjdk a nucleus cochlearis parallel-
rosthdlozatdt, ami a nucleus cochlearis szdmos mas sejtipusaval is (pl. pira mis-neuronokkal)
kapcsolatban all.

Figyelembe véve, hogy a szemcsesejtek mind a hallérendszertél, mind pedig a nucleus

cuneatustél kapnak informéacidkat, fontos szerepiik lehet a somatosensoros és acusticus
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informacidk Osszevetésében. Ezen sajdtossdgukbdl fakaddan a szemcsesejteknek nagy
jelent8ségiik lehet pl. a fiil pozicidjdnak a hangforras helyzetéhez vald igazitdsdban.

Tartés depolarizdcié hatdsdra a szemcsesejtek  AP-sorozattal valaszolnak,
aktivacidjukhoz pedig rendkiviil kicsi depolarizacids dram is elegendd (10-35 pA, Ruszndk és
mtsai, 1997). Egyes eredmények szerint a szemcsesejtek spontdn aktivitdssal is
rendelkezhetnek, aminek hétterében egyarant dllhatnak intrinzik me mbrantulajdonsdgaik és a
szemcsesejteken konvergdld excitatdédrikus ingerek; bar az sem kizdrhatd, hogy mindkét
mechanizmus Jjelentds. A szemcsesejtek spontdn tiizelése végsd soron a vellik kapcsolatban

4116 egyéb neuronok (pl. piramis-, stellate- vagy cart wheel-neuronok) tlizeléséhez vezethet.

Altaldnos bevezetd a K+— csatorndkhoz

A k&liumcsatorndkat elséként a neuronok membranjdban, az akcids potencidl
kialakitasdban betdltott funkcidjuk alapjan azonositottédk, mai tuddsunk szerint azonban szinte
valamennyi  sejttipusban megtaldlhatdk. Altalanossdgban elmondhatd, hogy a
fesziiltségvezérelt K+—csatornék tilnyomd tobbségében az egyes csatornaalegységek
tetramereket alkotva hozzdk létre a Ktpermeébjj_is poérust.

Bar a K+fcsatornék evoluciéja még nem teljesen tisztdzott, az alapjan, hogy minden
bioldégial rendszerben megtaldlhatdk, feltételezhetden &si fehérjék. Valamennyi teljesen
feltérképezett genom, legyen az eukaridta vagy prokaridta, tartalmaz legaldbb egy K+—
csatorndt, és ez az ioncsatorna tipus a legelterjedtebb az élévildgban. A Jjelenlegi elépzelések
szerint a Nat és Caztcsatornék valdszindleg a Ktcsatornékbél alakultak ki génduplikacdéval.

A K+—csatornéknak szdmos alcsalddja ismert, amelyeket &ltaldban a pdrus nyitdsdért
felelds Jjel alapjan kiilonbodztetlink meg (pl.: feszliltségfiiggd, Ca2+—dependens, G-fehérjék
vagy poliaminok &ltal vezérelt csatorndk). A K+—csatornék szadméat jelentbsen noveli, hogy
kozillk igen sokndl leirtdk az ,alternativ splicing” jelenségét.

Tekintettel arra, hogy az él8 sejtek tulnyomd tobbségében az intracelluléris K+f
koncentracié magasabb az extracelluldrisnal, a K+—csatornék nyitdsa stabilizdlja a nyugal mi
me mbranpotencidlt, tovdbbd a membradn hiper- vagy repolarizdcidjdt eredményezheti.
Altaldnos eléforduldsuknak és nagy valtozatossdguknak kdszdnhetden a K+fcsatornék igen

szertedgazd élettani (és patoldgids) folyamatokban Jelentdsek.
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Fesziltségfiiggd K+f (Kv) csatornak

A depolarizacid hatédsédra aktivalddod K+fcsatornék az ioncsatorndk egyik legnagyobb és
legvéaltozatosabb csoportjt képezik; emberben az ismert alegységek szdma eléri a negyvenet.
Az mRNS poszttranszkripciés mddositdsa (,altemativ splicing”) tovabb ndveli a lehetséges
varidcidk szdméat. BAr az egyes csatorndk biofizikai tulajdonsagai és funkcidi kozott jelentds
eltérések lehetnek, &ltalanossagban elmondhatd, hogy az AP-okat kévetd repolarizdcid és
utdhiperpolarizdcid kialakitdsdért, valamint (egyes tipusaik) az AP-ok késleltetéséért vagy
azok kialakuldsdnak megakadalyozasaért felelbsek.

A Jjelenleg ismert csatornaalegységeket szekvenciahomoldgia alapjan 12 fdcsoportba
(Kv1-12) soroljdk be. Az elsd négy fécsoport homoldgidt mutat a Drosophila melanogaster
Shaker (xkv1), Shab (kv2), Shaw (Kv3) és Shal Kv4) génjeivel (Misonou és Trimmer, 2004).
Az ezeket az o-alegységeket kdédold human géneket KCN-nek nevezték el, a négy
fécsoporthoz pedig az A-D betlket rendelték (azaz Kvl = KCNA, Kv2 = KCNB, Kv3 =

KCNC, Kv4d = KCND).

4. dbra A feszliltségvezérelt K+—csatornék egy alegységének molekuldris
szerkezete

A Kv-csatornédk egy alegységének felépitésében hat transzme mbran domén vesz részt,
melyek amino- és karboxi-termindlisa egyardnt intracelluldrisan talalhatd.
Megkiilonboztetett jelentdségl az S4 domén, ami tdbb pozitivan tdltét aminosavat
tartalmaz, és a csatorna feszliltségszenzordt képezi. A pdrusformald hurok az S5 és az
56 szegmensek kozdott helyezkedik el. A funkcidképes csatorna kialakuldsdhoz négy
ilyen alegység (nem kovalens) Gsszekapcsolddasa sziikséges.

A funkcidképes Kv-csatorndk négy alegységbdl &llnak. Az egyes alegységek hat
transzme mbran domént tartalmaznak (S1-S6, Catterall és mtsai, 1993), és mind a C-, mind
pedig az N-termindlis a membran intracelluldris oldaldn taldlhatd. A transzmembran

domének kozll az S4 felelds a feszililtségérzékelésért, az S5 és S6 kozdtt pedig a
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pdérusformdld hurok (P-hurok) taldlhatéd (4. dbra, Jan és Jan, 1997; Sansom és mtsai, 2002;

Yellen, 2002; Armstrong, 2003).

extracellularis ter

intracellularis ter

5. dbra Egy feszliltségfliggd K —csatorna transzme mbran régidjanak
szerkezeti modellje (Durrell és Guy, 1992 alapjan)

A Kv-csatorna transzme mb ran szegmenseit o-helikdlis hengerek alkotjak. Az S2 és S3

(S23) valamint S4 és S5 (S45) szegmenseket Osszekdtd helikilis domének is fel vannak

tiintetve. A P-hurket vastag vonal jeléli. A pontok a fesziiltségfiiggd K —csatornakban

&ltaldnosan megtaldlhatd, toltéssel rendelkezd aminosav oldallancokat jeldlik. Az dbran

két alegység léthatd, a masik két alegység nincs dbrazolva. Két feltéielezett szerkezet

1&thatd: a baloldali a csatorna zart, a jobboldali pedig a csatorna nyitott &llapotét

lusztralja.

Egy Kv-csatorna felépitésére jellemz8, hogy a négy alegység 24 o—hélixébdl 16 egy
kiilsé hengert formédl, amely korlilvesz egy 8 transzme mbran a-hélixbdl alld belsd hengert,
amiben pedig egy 8 antiparallel $—szalbdl 4116 csé taldlhatd (5. dbra, Durell és Guy, 1992; Guy
és Conti, 1990). A kiils6 hengert az S1, S2, S3 és S5 domének alkotjik, mig a belsét az S4 és
S6 a-hélixek. A pdrust a P-hurkok alkotjdk, mindegyik alegység egy PR-hajtlikanyarral jarul
hozz4 a 8 antiparallel B-szalbdl 4116 cséhdz.

A pédrus kiilondsen fontos része egy glicintirozin-glicin (GY G) aminosav-tripletet

+
tartalmazé, igen konzervativ régid, ami dontéd (bdr nem kizardlagos) jelentéségli a K —
szelektiv poérus kialakitdsdban (Catterall és mtsai, 1993). Az S4 domén szdmos pozitiv
toltéssel rendelkezd aminosavat (lizint és arginint) tartalmaz, és ezen domén
konforméacidévaltozdsa felelds az ioncsatorndk fesziiltségfiiggd kapuzasaért.

A Kv-csatorndk heterogenitdsdnak egyik alapja a csatornaalegységek nagy szadma, de a

valtozatossdgot tovdbb nodveli, hogy mind homomer mind pedig heteromer formaban

eléfordulnak in Vivo. Fontos megiegyezni, hogy a tetramerizdcié nem teljesen kétetlen:
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dltalénos szabalyként elmondhaté, hogy Jjellemzdéen csak az ugyanazon fdécsalddba tartozd
alegységek alkotnak heterctetramereket.

A fesziiltségfiiggd K+—csatornék a depolarizacidra vald érzékenységilik és inaktivacids
tulajdonsdgaik alapjan hdrom nagy funkciondlis csoportba oszthatdék (Dodson és Forsythe,
2004): (1) dendrctoxinra (DTX) érzékeny, mar kis depolaroizdcidé hatdséra is aktivalsddo,
lassan inaktivalddd csatorndk; (2) erdteljes depolarizdcid hatdsdra aktivalddd, inaktivacidt
nem vagy csak igen lassan mutatd, un. késdéi tipust dramot létrehozd csatorndk; (3) gyorsan,
fesziiltségfiiggd mdédon inaktivalddd, tranziens csatornak.

Az alacsony feszliltségen aktivalddd (,low voltage-activated”, LV A) csatornak kis
depolarizdcidé hatdsdra (a nyugalmi membranpotencidltél kb. -60 mV-ig, ami magdban
foglalja az AP kiiszObpotencidl értékét is) aktivalddnak. Ezen dramért a Kvl.1l-, Kvl.2- vagy
Kvl.6-alegységekbdl felépiild csatorndk a felelések. Bar a Kvl-csatorndk aktivicidja mar az
elsé AP alatt elkezdddik, viszonylag lassu aktivacidjuk miatt az elsé AP-ra csak minimélis
hatdsuk van, ugyanakkor az aktivalddasuk kodvetkezményeként a tovdbbi AP-ok kivaltdsdhoz
mar nagyobb inger szilikséges. Ezen &ramtipus specifikus gétldszere a fekete mamba
mérgébd&l izoldlhaté dendrotoxin I (érdemes megemliteni, hogy a méreg egy masik
Osszetevéije a dendrotoxin—K, ami a Kvl.l-alegység szelektiv blokkold szere).

Ezt az dramtipust a hallérendszer szadmos elemében leirtdk, igy az SGC-ken (Adamson
és mtsai, 2002), a nucleus cochlearis idegsejtjein (Dodson és mtsai, 2003) és az MNTB
neuronjain (Brew és Forsythe, 1995) is.

Lassan inaktivalédéd, késdi tipusu dramot (,delayed rectifier”) hoznak létre a Kvl1.3,
Kv1l.5 Kv2.1l, Kv2.2, Kv3.1l és Kv3.2 o—alegységekbdl feléplild csatorndk. Ezen csatorndk
aktivalédasdhoz Jjelentds mértékl depolarizacid szlikséges, azaz tipikusan a ,high voltage-
activated” (HV A) csatorndk csoportjdba tartoznak. Ezen dramtipusra jellemzd, hogy jelentés
késéssel aktivalddik, és nem (vagy csak nagyon lassan) inaktivdlédik. A késdéi tipust dramot
kialakité csatorndk klasszikus gatlészere a kOzepes koncentracidban alkalmazott
tetraetilamménium (TEA+), bar nagy koncentracidban 4-aminopiridinre (4-AP) is érzékenyek.
Ezen dram az akcids potencidlt kovetd repolarizacids fazist gyorsitia fel (vagyis a rovid AP-ok
létrehozasdban tolt be alapvetd szerepet), lehetévé téve az dket expresszald strukturdk minél
gyorsabb tlizelését (Rudy és McBain, 2001; Wang és mtsai, 1998; Brew és Forsythe, 1995).
Erdekesség, hogy a tébbi fécsoport képviseléivel ellentétben a Kv2 alegységek
kombindléddhatnak més fécsoportba tarozd, un. ,kiegészitd alegységekkel” is.

A lassan inaktivdlddd, késéi tipusu dramot a hallérendszer kezdeti szakaszanak

minden elemében leirtdk, egyebek kdzdtt a szdrsejtekben (Géléoc és mtsai, 2004), az SGC—
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kben (Garcia—Diaz, 1999), valamint a nucleus cochlearis (P4l és mtsai, 2004; Rothman és
Manis, 2003) ésaz MNTB (Brew és Forsythe, 1995) neuronjaiban is.

A harmadik csoportba a tranziens K+—éra mok (klasszikus terminolégidval élve az ,, A—
tipust” dramok) tartoznak. Az ebbe a csoportba tartozd csatorndk kézdtt mind LVA (Kvl.4,
Kv4.2, Kv4.3), mind pedig HVA (Kv3.4) csatomdak el&fordulnak. A depolarizaciét kdvetd
aktivacidjuk utédn 10-100 ms—on beliil inaktivdldédnak, ami tranziens konduktanciavaltozast
eredményez. A nyugalmi membranpotencidl értékén ezen csatorndk altaldban inaktivalt vagy
részlegesen inaktivalt &llapoctban vannak, de mar kis membrdnpotencidl-valtozasok is
jelent8sen befolyasolhatik az inaktividcié mértékét. Mindebbdl kovetkezben hiperpolarizacid
hatéséra fokozddik az A-dram aktivilhatdsdga, ezaltal pedig a szinaptikus aktivitds jelent8sen
befolyadsolhatja a tranziens K+—éranuﬁ:expresszélé neuronok ingerlékenységét. Az A-dramok
tranziensen csokkenthetik az elsé néhdny cslUcs létenciaidejét, és/vagy moddosithatjdk a
cstcsok kozottd idétartamot egy AP-sorozaton belill. A tranziens aramok a szinaptikus
integracidéban 1is szerepet Jétszhatnak oly mddon, hogy a kezdeti excitatdrikus
posztszinaptikus potencidl (EPSP) alatt inaktivalddnak, és igy a szummacid sordn a masodik
EPSP méar alacsonyabb kiiszobpotencidl-értéken valthat ki AP-t (Rehm és Lazdunski, 1988).
Az A-tipusu dram hatésos gétldészere a 4-AP, a TE AJr pedig csak kevéssé gitolja ezeket a
csatornédkat.

Tranziens K+—éran1 Jelenlétét leirtdk a szdérsejtekben (Eatock és Riisch, 1997),
ugyanakkor a ganglion spirale neuronokon végzett vizsgdlatok egymasnak némileg
ellent mondé eredményeket hoztak, mivel egyes munkacsoportoknak sikeriilt kimutatni a
jelenlétét (Jagger és Housley, 2002; Szabd és mtsai, 2002), mig méasoknak nem (Santos-
Sacchi, 1993; Lin, 1997). A nucleus cochlearis szadmos projekcids neuronja is rendelkezik A—
tipust drammal (Kanold és Manis, 1999; Ruszndk és mtsai, 1997).

A helyzetet még tovadbb bonyolitja, hogy a Kv-csatorndk tulajdonsdgait un. kiegészitd
fehérjék is mddosithatjék, amelyek a csatorndk kapuzdsét és/vagy sejten beliilli megoszlasat
szabdlyozhatjdk. Ilyen fehérjék egyebek kdzott a Kv—-Beta (Kvp) alegységek, a KChIP-ek (Kv
channel-interacting proteins), a KChAP-k (K+ channel-associated protein), a KCNE-gének
&ltal kdédolt fehérjék és a 14-3-3 proteinek is (ILi és mtsai, 2006). Ezen kiegészitd fehérjék
pontos funkcidja és hatdsmechanizmusa még nem minden esetben ismert, azonban egyre tobb
adat utal arra, hogy fontos szerepet jétszanak a fesziiltségfliggd K+fcsatornék mikddésének

szabalyozasaban.
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Hiperpolarizdcid-aktivalt, ciklikus nukleotidokra érzékeny, nem-specifikus
kationcsatorndk

A  hiperpolarizdcié—aktivalt, ciklikus nuklectidokra érzékeny, nem-specifikus
kationcsatorndkat (HCN —csatorndk) a Kv-csatorndk fécsoportjdba soroljk. Bar elséként a
sziv nodus sinoatrialis sejtjeiben azonositottdk Sket (Yanagihara és Irisawa, 1980), szamos
periférids és centrdlis neuronban is megtaldlhaték. Ezen csatorndk hiperpolarizdcid hatdsara
lassan aktivdldédnak (=50 - -60 mV-nédl negativabb potencidlokon), az &ltaluk létrehozott
aramot pedig szivben If (firyy)—nek (Brown és mtsai, 1979), mig neuronokon In—nak (Halliwell
és Adams, 1982) nevezik. A spontéan tilizelés képességével rendelkezd idegsejtekben (pl. a
thalamocorticalis reléneuronok [Bal és McCormick, 1997] vagy a cerebellaris Purkinje-sejtek
[ Williams és mtsai, 2002]), valamint a sziv ingerképzé elemeiben (DiFrancesco, 1993) a h-
dram igen jelentds szerepet tdlt be a ritmikus aktivitdsért felelds pacemaker-potencial
kialakitdasdban. A spontdn aktivitdssal nem rendelkezd sejtek esetében is nagy jelentdsége
lehet a h-dramnak: részt vehet a nyugalmi membranpotencidl bedllitdsdban (pl. a szem
fotoreceptoraiban [Bader és mtsai, 1979; Moosmang és mtsai, 2001; Demontis és mtsai,
2002] vagy a savanyu iz érzékeléséért felelds receptorokban [Stevens és mtsai, 2001]),
valamint mérsékelheti a hiperpolarizacids és depolarizacids valaszok nagysdgat. A HCN-
csatorndkat dendriteken is leirtdk (pl. hippocampalis CA1 neuronok esetében [ Magee, 1998]),
ahol a dendritikus integriacidban lehet szerepiik. Jelen vannak tovabba egyes preszinaptikus
termindlokban is, ahol a szinaptikus Jeldtvitel szabdlyozasdban vehetnek részt (pl. a
cerebellaris kosérsejtekben [Santoro és mtsai, 1997]).

A Kv-csatorndkhoz hasonldan a funkciondlis HCN-csatorndk is tetramerek. Az egyes
H C N-alegységek hat transzme mbran régidt tartalmaznak (6. dbra), melyek kozilil a pozitiv
toltéssel rendelkezd S4 felelds a feszililtségérzékelésért. Tovabbi hasonldsdg, hogy
alegységenként egy pérusformdld P-régidt tartal maznak, melyben megtaldlhatd a K+—szelektiv
pdérus kialakitdsdért felelds GY G aminosav-triplet. Ettdél az aminosav-triplettél eltekintve
azonban a HCN-csatorndk aminosavszekvencidja Jelentds eltérést mutat a tobbi K+f
csatorndétdl, valdszinlileg ezzel magyardzhatd ezen csatorndk kevéssé markans K+—

szelektivitasa.
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6. Abra A HC N-csatorndk egy alegységének molekularis szerkezete
A HCN-alegységeknek a Kv-csatornaalegységekhez hasonldéan 6 transzmembran
doménjiik van, melyek koziill a negyedik domén felelés a feszliltség-érzékelésért,
azonban a Kv-alegységektdl eltérden az alegységek C-termindlisdn van egy ciklikus
nuklectid k&t domén (CNBD), ami befolydsoljp a csatorndk mikodését. A
funkciondlis HC N-csatornék is tetramereket formalnak.

A CcAMP JelentSs mértékben befolydsolja a h-aram aktivacidjét, az aktivacids
potencidlt pozitiv irdnyba tolja el. Lényeges megemliteni, hogy a cAMP nem
fehérjefoszforilacid révén fejd ki hatdsdt a h-dramra, hanem egy, a citoplazmatikus C—
termindlison taldlhatd, 120 aminosavbdl feléplild ciklikus nuklectid kétd doménen (CNBD,
Chen és mtsai, 2001; Wainger és mtsai, 2001) keresztiil. A CNBD homoldg méas ciklikus
nukleotid k&té fehérjék hasonld régidival (pl. cAMP- és cGMP-fiiggd protein kinazok,
catabolite-activating ptotein [CAP], valamint az olfactoricus neuronok és fotoreceptorok
ciklikus nuklectid—fliggé ioncsatornédi, [Santoro és Tibbs, 1999]). A CNBD deléciéja a cAMP
hatdsdhoz hasonld eredménnyel jar, és a h-dram aktivacidjsdt nagyjdbdl a cAMP telitési
koncentraciéjanal megfigyelhetd értékkel tolja el pozitiv irdnyba (Yu és mtsai, 1993).

A cAMP kotddése utdn a hiperpolarizacid hatdsdra az Ih teljesebben és gyorsabban
aktivalodik. Természetesen a cAMP szintjét cstkkentd neurctranszmitterek a h-dram
aktivalodasét csokkentik, az aktivacids gorbét negativabb fesziiltségértékek felé toljdk el. A
HC N-alegységekhez a cG MP is képes kotddni, és ezdltal befolyadsolni azok muUkodését,
azonban affinitdsa egy nagysagrenddel kisebb, mint a cAMP affinitdsa (DiFrancesco és
Tortora, 1991; Ludwig és mtsai, 1998). Az Innak a ciklikus nukleotidok szintjén keresztiil
torténd szabidlyozdsdt mind a szivben, mind pedig az idegrendszerben leirtdk, és a jelenség
fontos szerepet jatszik a P-adrenerg agonistdk &ltal kivaltott szivfrekvencia—ndvekedésben, és
a muszkarinerg acetilkolinreceptor-agonisték szivfrekvencia-csdkkentd hatdsdban egyardnt.
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Az agyban szdmos neurotransz mitterrdl bebizonyosodott, hogy kiilénbdzé neuronok h—-aramat
a cAMP szint mdédositdsdn keresztiil szabdlyozzak. Az Inra mind a szivben (Musialek és
mtsai, 1997), mind pedig az agyban (Pape és Mager, 1992) hatédssal lehet a nitrogén-monoxid
is, ami a guanil-ciklédz stimuldlédsaval a cG MP szintjét noveli.

A ciklikus nukleotidok k&tédése mellett az utdbbi idében felmeriilt, hogy a HCN-
csatorndk szabdlyozdsa foszforildcidn keresztiil is megvaldsulhat (Yu és mtsai, 1993); tdbb
kindz esetében is felmeriilt ez a lehetdség, mint pl. a protein kindz A (PKA, Vargas és Lucero,
2002; Chang és mtsai, 1991), protein kindz C (PKC, Chang és mtsai, 1991) és tirozin kindzok
(Wu és mtsai, 2000; Shibata és mtsai, 1999; Wu és Cohen, 1997; Accili és mtsai, 1997)
eseteiben.

Eziddig 4 HC N-csatornaalegység ismert (HCN1-4), a beldélilkk felépiild homomer
csatorndknak eltérd a kinetikdija, steady-state fesziiltségfiiggése; és a cA MP kotddése is
kiilonb6z8 mértékben befolydsolja miUikddésiiket. A HC Nl-alegységbdl felépilild csatorndk
hiperpolarizdcié hatdsédra viszonylag gyorsan aktividlddnak (néhdny 10 ms, Moosmang és
mtsai, 2001), és csak minimé&lisan befolydsolja mikodésiiket a cAMP kotddése. A HCN2-
csatorndk lassabban aktivdlédnak (néhany 100 ms, Ludwig és mtsai, 1999), a cAMP
moduldcids hatdsa pedig Jelentédsnek mondhatd. A HCN4-alegységekbdl feléplild
homotetramerek nagyon lassan aktivdlédnak (néhédny s, Ludwig és mtsai, 1999), és a cAMP
kétSdése ezen csatorndk miikodését befolyasolja legerdésebben. Erdekes, hogy a HCN3-
alegységekbdl felépiilé csatorndk ,kildégnak a sorbdél”: a HCN3 homotetramerek viszonylag
lassan aktivadlddnak (1-2 s; azaz ez a paraméter aHC N2 és a HCN4 homotetramer csatorndkra
jellemz§ értékek kozott foglal helyet), azonban a csoport tébbi tagjdtdl eltéréen a cAMP nem
moduldlja az aktivitdsukat (Mistrik és mtsai, 2005). Ez anndl is inkdbb meglepd, mivel a
HCN3-alegység CNBD-doménje képes a ciklikus nuklectidok megkdtésére. A Jelenség
magyarazata és atdbbi HC N-csatornatdl vald jelentds eltérés oka jelenleg ismeretlen.

Tobb sejt esetében is leirtdk tdbb HC N-alegység egyidejd expresszidjdt. Bar ez a
megfigyelés komolyan felveti a HC N-hetercotetramerek kialakuldsdnak lehetdségét, ezidaig
csak a HCN1 és HCN2 izoformdk esetében sikeriilt igazolni, hogy mind in Vitro (Chen és
mtsai, 2001; Ulens és Tytgat, 2001), mind pedig in Vivo (Brewster és mtsai, 2005) képesek
heteromereket formdlni. Ezen tulmenden heteroldg expresszids rendszerekben HCNI1-HC N4
(Altomare és mtsai, 2003) és HCN2-HCN4 (Whitaker és mtsai, 2007) heteromerek
kialakulasdt is  dokumentéaltdk. A Kv-csatorndknédl leirtakhoz hasonldan a
hetercotetramerizdcié sordn kialakuld csatorndk Uj, a homotetramer csatorndkétdl eltérd

tulajdonsidgokkal rendelkeznek.
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Egyes eredmények azt mutatjidk, hogy a HC N-alegységek is kapcsoldédhatnak egy
kiegészitd alegységgel KCNE2, Yu és mtsai, 2001), ami ugyancsak mdédosithatja a csatornak
elektromos tulajdonsagait.

A h-dram idegrendszeri és szivfunkcidkra gyakorolt patofizioldgids hatdsairdl jelenleg
kevés adat &ll rendelkezésre. Megemlitendd, hogy HCNI1 knock-out egerek nehezebben
tanulnak meg motoros feladatokat (Nolan és mtsai, 2003), a HCN2 knock-out &llatok pedig
absence epilepszidban (Ludwig és mtsai, 2003), és sinusarrhythmidban szenvednek. Mig a
fentebb emlitett mutdcidéval rendelkezd allatok életképesek és szaporodnak, addig a HCN4
knock-out embriék 10-11,5 napos korukban elpusztulnak (Stieber és mtsai, 2003).

Az Th jelenlétét a hallérendszer kezdeti szakaszanak tébb pontjan is ki mutattdk, igy az
SGC-ken (Chen, 1997), a nucleus cochlearis (Lao és mtsai, 2006; Cuttle és mtsai, 2001) és az

MNTB (Banks és mtsai, 1993) neuronjain.
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A munka célkitiizései

A hallépdlya kezdeti szakaszanak neuronjaiban igen nagy jelentéséggel birnak a
kilonboz6 fesziiltségvezérelt K+féra mok.

1. A nucleus cochlearison végzett kisérleteink sordn vizsgéltuk:

l.a. Egyes Kv-alegységek jelenlétét és megoszlasadt a nucleus cochlearison beliil.

1.b. A nucleus cochlearis legjelentdsebb projekcids neuronjainak Kv-csatornaalegység
mintazatat.

l.c. A nucleus cochlearis jelentésebb projekcidés neuronjainak Kv-csatornaalegység

mintdzatdban mutatkozd eltéréseket.

2. A tengerimalac ganglion spiralen végzett kisérletek sordn célul tlztiik ki:

2.a. Egy olyan metodika kidolgozéasédt, amely lehetévé teszi az SGC-k konfokalis
mikroszképpal térténd vizsgdlatdt, és az I-es és IT-es tipusi SGC-k pontos, megbizhatd
megkiildnbdztetését.

2.b. Vizsgaltuk tovdbbéa az SGC-k Kv- és HC N-alegység mintazatét.

2.c. Vizsgdltuk, hogy a morfoldgiai és funkciondlis kiildnbségek mellett a Kv- és
H C N-csatorna mintédzatban is megfigyelhet8k—e eltérések az IT-es és IT-es tipusu SGC-k kdzott.

2.d. Vizsgaltuk, hogy a H C N-csatornaalegységek expresszids szintje mutat-e valtozast

a cochlea tengelye mentén.
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Anyagok és Modszerek

A kisérletek sordn haszndlt oldatok
A vegyszereket a Sigma-Aldrichtél (St. Louis, M O, USA) szereztitk be (a zardjelben

feltliintetett szdmok a koncentracidt jeldlik, mmol/l-ben).

alacsony Na+— tartalmi mGvi cerebrospinalis folyadék (aCSF): szachardz (220),
KCl (2,5), gliikéz (10), NaHC 03 (26), NaHoPO4 (1,25), CaCly (2), MgCly (2), mio-

inozitol (3), aszkorbinsav (0,5), Na-piruvat (2), pH 7,2, ozmolaritds: 320 mOsm

normdl aCSF: NaCl (125), KC1 (2,5), gliikéz (10), NaHC O3 (26), NaH2PO4 (1,25),
CaClz (2), MgCly (2), mio-inozitol (3), aszkorbinsav (0,5), Na-piruvéat (2), pH 7,2,

ozmolaritds: 320 mOsm

Foszfat-puffer (PB): NaHP 04x2H20 (100), NaH2P O4xH2O (100), pH: 7,4

Foszfat-pufferelt séoldat (PBS): NaCl (100), NapHP O4x2H2O (125), pH: 7,4

Tween-20 tartal mu foszfat-pufferelt séoldat (PBST): NaCl (100), NapHP 04 x2H2 0O

(125), Tween-20 (0,1%), pH: 7,4

Tris—pufferelt séoldat (TBS): Tris-bazis (42), Trizma-HCl (150), NaCl (150), pH 7,4

Kisérleti &llatok

A ganglion spiralen végzett kisérletek sordn him, felndtt, 400-700 g sulyu
tengerimalacokat hasznédltunk. A Western-blot kisérleteket 20 tengerimalac ganglion
spiraléjan végeztilk, mig a paraffinba dgyazott metszetekhez, illetve a ,cochlearis uszdszelet”
prepardtumokon végzett kisérletekhez Osszesen 69 &llat cochleajdt haszndltuk fel.

A nucleus cochlearison végzett kisérleteket vegyes nemd, fiatal (11-17 napos) és
id6sebb (minimum 25 napos, de &ltaldban 1-3 hdénapos) Wistar patkdnyokon végeztiik. A
vizsgdlatokhoz &sszesen 36 &llatot haszndltunk fel (5 fiatal és 31 idésebb patkanyt). A fiatal

allatokon kizardlag a Kvl.2-alegység expresszidjanak életkorfliggését vizsgaltuk.
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A kisérleti dllatok az Elettani Intézet &llathdzédban természetes nappal-sStétség ciklus
mellett éltek. Az &llatok tapldlék- és ivévizelldtdsa ad libitum biztositva volt. A kisérletek
sordn mindig toérekedtiink arra, hogy az &llatoknak a lehetd legkisebb diszkomfortot és
fédjdalmat okozzuk. A kisérleti protokollt jévahagyta és engedélyezte a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga.

1 .Tédbldzat Tengerimalac ganglion spirale vizsgdlatokban alkalmazott elsédleges

antitestek

Els&dleges Milyen Higitéas Higitéas .

antitest fajbdl (Uszdszelet) (Paraffinba agyazott) Gyarto

NSE Egér 1:150 - lDAKO
HCN1 Kecske 1:50 1:50 2Sal'ltafCruz
HCN2 Nyul 1:100 1:100 3Alomone
HCN3 Nyul 1:100 1:100 Alomone
HCN4 Kecske 1:50 1:50 Santa—Cruz
Kvl.1 Nyul 1:100 - Alomone
Kvl.2 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kvl.4 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kv1l.6 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kv3.1lb Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kv3.2 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kv3.4 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kvd.2 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kv4.3 Nyul 1:100 1:100 Alomone
Kvi4.3 Nyul 1:100 1:100 4Sigma—Aldrich

lDAK O, Glostrup, Denmark

2 .
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA

3Alomone Labs, Jerusalem, Israel

4SigmafAld1ich Corporation, St. Louis, Missouri, US A
A ganglion spirale preparalésa tengerimalacbdl

A ganglion spirale izoldldsét egy kordbban mar leirt protokoll alapjan végeztiik (Szabd
és mtsai, 2003). ROviden Osszefoglalva, a kisérlet napjan az allatokat pentobarbitdllal (35
mg/kg, i.p.) elaltattuk, majd dekapitdltuk. A sziklacsontokat eltdvolitottuk, majd egy
fogadszati furdval felnyitottuk Oket, léthatdéva téve a cochleét. Az im munhisztokémiai

vizsgédlatokra szant izoldlt modiolusokat 4 $-os pufferelt formaldehid oldatban fixaltuk. A
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cochlearis Gszdszelet prepardtumok esetén a fixalasi id6 2 éra, mig a hagyoményos bedgyazott

mintdk esetében 24 dra volt.

Fluoreszcens immunhisztokémia cochlearis uszdészelet prepardtumon

A fluoreszcens immun jeldléseket egy Aaltalunk kidolgozott 1©j prepardtumon, a
ncochlearis uszdszeleteken” végeztilk, amely a kordbban alkalmazott eljardsokhoz képest
Jjobban megdérizte a sejek morfoldgidjat. Tovabbi elénye ezen technikdnak, hogy a
fluoreszcens immunjeldlés lehetévé tette konfokalis mikroszkdp haszndlatit, ezdltal az egyes
seftek haromdimenzids vizsgdlatdt, megkdnnyitve az TI-es és Iles tipusi SGC-k
megkiilonboztetését.

A ,cochlearis uszdbszelet” prepardtumokon minden esetben kettds im munjeldlést
végeztliink: a vizsgdlt csatornaalegységek illetve S-100 protein vizsgdlata mellett minden
esetben végeztiink neuronspecifikus enoldz- (NSE) specifikus immunfestést is. Az S-100
protein egy Ca2Jr -k&td fehérje, amely az I-es tipust SGC-k myelinhiivelyét alkoté Schwann—

sejtekben expresszalodik.

2. Tablazat Fluoreszcens kisérletek sordn hasznalt mdsodlagos antitestek

M &sodlagos Milyen Kapcsolt L Gerjesztd ) o o
) | ) , Higitas B Fenyszurd Gyartd
antitest allatbdl | fluorokrdm lézer
anti-Egér L6 Texas Red 1:1 000 543 nm He/Ne | LP 560 LVect:or
anti-Nyul Kecske FITC 1:1 000 488 nm Ar BP 505-530 | Vector
anti-Nyul Kecske Texas Red 1:1 000 543 nm He/Ne | LP 560 Vector
anti-Kecske Nyul FITC 1:1 000 488 nm Ar BP 505-530 | Vector
1 . .
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA,
Az immunreakcidék sordn a formalinban fixadlt modiolusokat finom csipesszel

megroppantottuk, hogy a mélyebben fekvd szoveteket is megfelelden &tjarjdk az alkal mazott
oldatok, majd a prepardtumokat elészdr PB-ben (10 perc), majd TBS-ben (3x10 perc) mostuk.
A permeabilizdlast és az aspecifikus kdtéhelyek blokkolasdt 10 % sertésszérumot és 0,1 %
Triton X-100-at tartalmazd TBS-sel végeztiik (60 perc), amit az elsé8dleges antitestekkel

torténd inkubacid kovetett (egy éjszakan &t, 4 °C, 1. Tablazat). Az elsbSdleges antitest

alkalmazdsa utdn a mintdkat mostuk (TBS, 3x10 perc), majd a megfeleld, fluorokrémmal
konjugédlt masodlagos antitestek alkalmazésara keriilt sor (3 dra, szobahd, 2. Tablazat), amit
Gjabb mosés kovetett (TBS,

3x10 perc). Az els6dleges és a méasodlagos antitesteket 1%

sertésszérum és 0,1% Triton X-100 tartalmu TBS-ben higitottuk. A protokoll végén a
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modiolushoz tapadd csontszildnkokat sztereomikroszkdp alatt eltdvolitottuk, a mintdkat pedig
fedblemezre helyeztiik és 4' 6-Diamidino-2-fenilindolt (DAPI) tartalmazdé (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) médiummal fedtiik. A fedés sordn enyhe nyoméssal

biztositottuk a sejtek egyenletes eloszlasét a targyle mezen.

3. Tédblazat Antigén feltdrdsi mddszerek

Antigén Alkalmazott antigénfeltdrdsi technika

Kv3.1lb 11 mM citréc—puffer (pH 6,0), 2 perc kuktdban

HCN1, HCN4 11 mM citrdc—puffer (pH 6,0), 10 perc mikrohulldmu siitében (750 W)
HCN3 8 mM Tris—puffer (pH 8,4), 15 perc mikrohulldmu siitében (750 W)

Immunhisztokémia paraffinba adgyazott mintdkon

A formalinban fixalt modiolusokat Biodec R-rel dekalcindltuk (8 dra, szobahd, Bio-—
Optica, Milan, Ttaly), paraffinba dgyaztuk, majd hagyomanyos szdvet metszeteket készitettiink
beldliik. Bar tdrekedtiink a 4 pum-es szeletvastagsadgra, a csontszdvet Jjelenléte miatt a szeletek
tényleges vastagsadga &ltaldban meghaladta ezt az értéket.

Bé&r az antitestek zOménél a dekalcindlasi folyamat mar Onmagdban is elégséges
antigénfeltardsnak bizonyult, egyes antitestek esetében szilkség volt tovabbi antigénfeltédrast
végezni az immunreakcid erdsségének fokozdséra (3. Tablazat).

A mennyiben az elsédleges antitestet nyulban temmeltették (1. Tablazat, az Osszes Kv-
ellenes antitest, anti-HCN2, anti-HCN3), a mintdk endogén peroxidiz aktivitdsdt 3 $-os
hidrogén—peroxid oldattal gatoltuk (10 perc, szobahd), majd mosds utdn (PBS, 3x5 perc) az
aspecifikus kétéhelyeket ,,Protein block serum free” reagenssel blokkoltuk (10 perc, szobahd;
DAKO, Glostrup, Denmark). Ezt kdévetbden a mintdkat , Antibody diluent with background
reducing agents” reagensben (DAKO) higitott elsédleges antitesttel inkubaltuk (4 °C, egy
éjszakan &t). A kisérlet masodik napjan a metszeteket mostuk (PBS, 3x5 perc), majd az
EnVision rendszerrel (DA K O) inkubaltuk, végiil az immunrekcidt VIP SK4600 (Vector) vagy
DAB reagens (DAKO) segitségével tettilk lathatdva. Az immunfestés végén enyhe
héattérfestést végeztiink (metilzdld, Vector).

A mennyiben az elsédleges antitest kecskében volt termeltetve (HCN1, HCN4),
tormaperoxidaz— és alkalikus-foszfatdz alapt reakcidkat is alkalmaztunk (mindkét mdédszerrel
azonos eredményeket kaptunk). Amikor az alkalikus—foszfatdz alapu technikét alkal maztuk,
az antigénfeltdrdst kovetben a metszeteket Tris—pufferben mostuk (3x5 perc). Az aspecifikus

kotéhelyeket 10 % ldszérumot tartalmazd TB-pufferrel blokkoltuk (30 perc, szobahd), majd a
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mintdkat egy éjszakan at inkubdltuk (4 °C) a primer antitesttel. A kisérlet masodik napjan a
metszeteket mostuk (TB, 3x5 perc), majd a bioctinildlt masodlagos antitesttel inkubdltuk &ket
(1h, szobahd, 4. Tablazat). Az ujabb moséast kdvetden (TB, 3x5 perc) a mintdkat alkalikus-—
foszfatdzzal konjugdlt streptavidinnel inkubdltuk (30 perc, szobahd). Az elsédleges és
méasodlagos antitesteket, valamint az alkalikus—foszfatdzzal konjugdlt streptavidint 1%
lészérumot tartalmazd TB pufferben higitottuk. A protokoll végén a metszeteket mostuk (TR,
3x5 perc), az immunreakciét pedig fukszinnal (DAKO) hivtuk eld. Amennyiben a
szOveteken tormaperoxiddz alapt immunfestést végeztiink, az endogén peroxidaz aktivitast
3 %$—0s hidrogén—-peroxid oldattal gatoltuk (10 perc, szobahd), majd a PBS—es mosast kdvetden
(3x5 perc) a metszeteket ldészérummal inkubdltuk (10 perc, szobahd) az aspecifikus
koétbhelyek blokkoldsa érdekében. Ezt kdvetden a mintdkat egy éjszakdn &t inkubdltuk az
elsédleges antitesttel (4 °C, 1,5% ldszérumot tartalmazd PBS-ben higitva), az immunreakcidt
pedig Vectastain kit (Vector) segitségével, DAB alkalmazasaval tettiik lédthatéva. Egyes

esetekben enyhe héattérfestést is végeztiink (metilzdld).

4. Tablazat Paraffinba dgyazott metszeteken alkalmazott immunrendszerek

M asodlagos Milyen , o o
antitest Allatbél Kapcsolt enzim Higitas Gyartd

anti-Nyul
Envision Kecske Tormaperoxidaz "ready-to-use" | DAKO
anti-Kecske Lo Biotinildlt 1:400 Vector
Pan-

specifikus L6 Biotinilalt "ready-to-use" | Vector

Alkalikus

Streptavidin | - foszfataz 1:150 Vector
Streptavidin | — Tor maperoxidaz "ready-to-use" | Vector

Mind a fluoreszcens, mind pedig a paraffinba A4agyazott metszeteken végzett
immunhisztokémiai vizsgdlatok sordn rendszeresen végeztiink kontroll kisérleteket is, melyek
soran vagy elhagytuk az elsédleges antitestet, vagy azt eléinkubaltuk a specifikus immunizald

fehérjéjével. Ezen kisérletek sordn érdemi immunpozitivitdst nem tapasztaltunk.

Mikroszkdépia

A disszertadcidban részletezett kisérletek eredményeinek mikroszkdépids vizsgdlatdhoz
vagy egy Nikon Eclipse 600W tipust konvenciondlis, fluoreszcens mikroszképidra is
alkalmas, 4%, 10x, 20x, 40x és 60x objektivval felszerelt (az elsé négy egyszerd ,levegds”, az

utolsd olajimmerzids) mikroszkdppal (Nikon, Tokid, Japéan), vagy egy Zeiss LSM 510
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konfokdlis mikroszkdéppal végeztilk (Oberkochen, Németorszag). Konfokdlis mikroszkédpia
esetén a disszertdcidban bemutatott képeket 10x, 20x ,levegds”, vagy 40x olajimmerzids
vagy 60x vizimmerzids cbjektivvel készitettiik.

Egyszeri fluoreszcens vagy fénymikroszkdépia esetében a felvételeket a
mikroszkdéphoz csatolt ,RT colour CCD kamera” és a Spot v3.5 program segitségével
nyertiik. A kalibrdldst minden objektiven kiilon, Blirker-kamra segitségével végeztiik.

A konfokdlis mikroszképia sordn a mésodlagos antitestekhez kapcsolt kiilénbozd
festékeknél alkalmazott gerjesztd lézereket és szliréket a 2. Tdblazatban foglaltuk Ossze. A
kisérletek soran vagy egyetlen, 1,0 um rétegvastagsidgu képet vettliink fel, vagy a vizsgalt
terlilet teljes vastagsdgadn végighaladd (nucleus cochlearis esetében egyenként 0,8-2,0 um,
ncochlearis Uszdszelet” prepardtumoknédl 1,0-2,0 um vastagsagu) rétegfelvétel-sorozatot (,,Z—
stack” képek) készitettiink

A disszertdcidban bemutatott dbrédkat az Adobe Photoshop 7.0 program

felhasznélaséaval készitetdik.

Az SGC-k kvantitativ analizise

Az SGC-k morfoldgiai karakterizdldsdt célzd kvantitativ analizist ,cochlearis
uszdbszelet” prepardtumokon végzett NSE-specifikus immunfestésekrdl készitett ,,Z—stack”
képsorozatok segitségével végeztiik. Ehhez négy tengerimalac modiolusadrdl négy
képsorozatot wvettiink fel. A , Z-stack” képsorozatok haszndlata kiiléndsen eldénydsnek
bizonyult, mivel igy megkereshettiik a neuronok azon keresztmetszeti képét, ahol a
legnagyobb volt az atmérdjik. Ezen keresztmetszeti kép kivalasztdsa utdn a seit
korvonaldnak két legtédvolabbi pontjét Osszekdtve a Zeiss LSM Image Browser program
seqgitségével megmértilk a neuron atmérdjét. Ugyanezen programmal hatdroztuk meg a sejt
legnagyobb keriiletét és keresztmetszeti teriiletét is, melyeket a seft koriilrajzoldsa utdn a
program ko&zvetleniil kiszdmolt. Valamennyi a latéterekben teljes egészében léthatd seit
esetében megkerestiik a legnagyobb atméréhdz tartozd keresztmetszeti képet, majd
meghatdroztuk a fentebb leirt adatokat. A kivalasztott létdéterek szdz, morfoldgiail analizisre
alkalmas nagy seijtet tartal maztak.

Ugyanezen lététerekben vizsgdltuk a kis sejteket is, melyek jellegzetessége, hogy
sejttestiik dt mérdje jelentdsen kisebb a szomszédos nagy sejtekénél, tovdbba kerekdedebbek,
és a sejtmagot korilvevd citoplazmatikus gyUrld is vékonyabb, mint a nagy seijtek esetében.

Ezen kritériumoknak Osszesen 11 neuron felelt meg a vizsgalt 1&tdterekben.
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A legnagyobb atmérd, keresztmetszeti terililet és keriilet mellett a sejtek alakjanak
jellemzésére bevezettilk az ,elongadcidés faktort” (EF). Ezen paraméter kiszdmitdsdhoz
meghatdroztuk a legnagyobb & méréhdz tartozd kor terliletét, majd ezt az értéket elosztottuk a
neuron kereszt metszeti teriiletével. Az EF értéke egy tokéletesen gomb alaku selt esetében 1
lenne, ugyanakkor minél elnylUjtottabb a sejtalak, anndl magasabb EF érték rendelhetd hozza.

Paraffinba &gyazott metszeteken is végeztliink morfometrids analizist haematoxylin—
eosin festést kovetben (az erre a célra felhaszndlt metszetek 0Osszesen 10 modiolusbdl
készliltek). Ezen vizsgdlatokhoz 60x olajimmerzids objektivvel (numerikus apertura: 1,4)
készitett képeket haszndltunk. Az analizis sordn csak azokat a sejteket wvizsgéltuk,
amelyeknek jél 1&thatd volt a sejtmagijuk, igy valdszinlileg a legnagyobb (vagy ahhoz kdzeli)
kereszt metszeti sikjuk esett a metszetbe. A kis sei kritériumai ezen prepardtumok esetében a
JOl 1l&thatd settmag, és a latdtér tobbi sejtiénél jelentdsen kisebb sejttest volt. Az egyes sejtek
paramétereit a konfokdalis képeknél Ilefrtakhoz hasonldan, a Spot RT v3.5 program
segitségével hatdroztuk meg. A morfometrids méréseket megelbz&en a rendszert minden
esetben kalibriltuk egy Bilirker-kamra segitségével.

A morfometrids paramétereket mind a nagy, mind pedig a kis sejtek esetében
Osszegeztilkk (kiilén a fluoreszcens és a nem-fluoreszcens képek eredményeit), a kapott
értékeket 4&tlag + S.D. formdban adtuk meg. A statisztikai szignifikancia szamitdsdt a

Student—féle t-teszt alapjan végeztiik.

W e stern-blot

Az anti-HCN antitestek tengerimalacon toérténdé validdldsdhoz 8, mig az egyes
csatornaalegységek esetleges apiko-bazdlis gradiensének vizsgdlatdhoz tovabbi 32 modiolust
hasznaltunk fel. A gradiens vizsgdlatok sordn az egyes modiolusokat harmadokra vagtuk
(apikélis, intermedier és bazalis harmadokra), és a megfeleld, Jjéghideg RIPA puffert
tartalmazd csdvekben gydjcdttiik Ossze Sket. A mintdkat ezt kdvetden Osszezlztuk,
szonikdltuk, majd a sejtbrmelék eltdvolitdsa céljbdl 15 percig 14 000 x g—n centrifugdltuk
(4°C). A felliluszdét egy uj csébe pipettdztuk, majd meghatdroztuk a fehérjekoncentracidt
(BC A—kit, Pierce, Rockford, I, USA).

A kovetkezd lépésben a sejtlizétumokat SDS m intapufferrel kevertiik és 10 percig
féztliik. SDS-PAGE-et kdvetden (10 %-os akrilamid-gél, 50 ng fehérje / sav) a fehérjéket
nedves transzferrel nitrocelluléz membranra vittiik &. A membréanokat 5 %-os sovany
tejporos PBS-ben blokkoltuk (60 perc, szobahdén), majd a primer antitestekkel (anti-HCN1,

anti—-HCN2 és anti-HCN4 - 1:100, anti-HCN3 - 1:400; 5%-os sovany tejporos PBST-ben
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higitva) egy éjszakdn &t inkubdltuk (4 °C). MAasnap a mosast kdvetden (PBST 3 x 15 perc) a
me mbranokat 1 éran &t inkubdltuk szobahdén a tormaperoxidazzal kapcsolt nyul- (1:5 000,
A mersham, Little Chalfont, England) vagy kecskespecifikus (1:4 000, Sigma) méasodlagos
antitesttel. Ujabb mosast k&vetéen (3 x 15 perc PBST, 1 x 15 perc PBS) az
immunkomplexeket ECL (enhanced chemiluminescence, Pierce) mddszerrel tettiik 1ldthatdva,
a detektdldst pedig BioMax light réntgenfilm (Eastman Kodak Company, Rochester, NY,
USA), vagy a LAS-3000 Intelligent Dark Box rendszer (Fuji, Tokyo, Japan) segitségével
végeztiik. Az immunjeldlés specificitdsdnak ellendrzése céljdbdl valamennyi antitesttel
végeztliink preadszorpcids kontroll vizsgdlatokat, ezen esetekben immunreaktiv sdvok nem
Jelentek megq.

Az immunbloct eredményeket denzitometrids analizisnek is aldvetettilk (Image Pro Plus
4.5.0 program segitségével). Annak megdllapitdsdra, hogy a mintdk felvitele egyenld&en
tértént-e, a nitrocelluldz me mbranokat 35 percig inkubadltuk 60 °C-on 200 m1 50m M Tris-HC1l
pufferben (pH 7,5; 2% SDS, 1% PB-merkaptoetanol), majd a membranokon Ujabb
immunjeldlést végeztiink, ezuttal kecskében temmeltetett aktin-specifikus antitesttel (1:100,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). A jelek elemzése a fentebb leirtakkal
megegyezd mdédon tortént. A HC N-specifikus jeldlések eredményeit minden esetben az
aktin-specifikus immunfestéshez viszonyitva adtuk meg. A modiolusok apikélis és
intermedier szegmenseinek relativ denzitdsdt a bézis denzitdsdra normalizdltuk. Minden
H C N-csatornaalegység esetében 3-4 egymastdl fliggetlen immunblot kisérletet végeztiink, az
egyes mérések normalizdlt relativ denzitdsi adatait Osszesitettilk, az eredményeket pedig atlag
+ S.E. M. formdban adtuk meg. A statisztikai szignifikancia megdllapitdsdhoz a Student-féle

t-tesztet hasznaltuk, a szignifikancia szintje p < 0,05 volt.

Fluoreszcens immunhisztokémia patkdny nucleus cochlearis uszdszelet prepardtumon

A prepardlds menete lényegében egy kordbban mar leirt médszer (PAl és mtsai, 2005;
Por és mtsai, 2005) szerint tortént. A prepardlds minden lépését jéghideg alacsony Nat
tartalmi mUvi cerebrospinalis folyadékban (aCSF) végeztiik. Az &llat dekapitdldsa utén az
agyat gyorsan eltdvolitottuk, levalasztottuk az agytdrzset, amit 4 $—os formalinban fixaltunk
(4 éra, 4 °C), majd a szbvetarabokat PB-ben mostuk (3 x 10 min). A fix4lasi periddus
végeztével a nucleus cochlearisbdél vibrald mikrotdé m segitségével 50— 60 um vastag szeleteket

készitettiink. A szeleteket elészdr PB-ben (10 perc), majd TBS-ben (3 x 10 min) mostuk.
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5. Tédbléazat Patkdny mucleus cochlearis Gszdszelet vizsgdlatokban alkalmazott elsédleges

antitestek
Elsbédleges Milyen Higitéas o
antitest fajbdol (Uszdszelet) Gyarto
Kvl.1 Nyul 1:100 Alomone
Kvl.2 Nyul 1:100 Alomone
Kvl.6 Nyul 1:100 Alomone
Kv3.1b Nyul 1:100 Alomone
Kv3.1lb Nyul 1:200 Sigma—-Aldrich
Kv3.4 Nyul 1:100 Alomone
Kv3.4 Nyul 1:200 Sigma—-Aldrich
Kvid.2 Nyul 1:100 Alomone
Kvd.2 Nyul 1:200 Sigma-Aldrich
Kvi4.3 Nyul 1:100 Alomone
Kvi4.3 Nyual 1:200 Sigma—-Aldrich
GFAP Kecske 1:1 000 Santa—-Cruz
synaptophysin | Egér 1:2 000 Bio Genexl

Az anti-synaptophysin antitest monoklondlis, az Gsszes tobbi antitest pedig poliklonalis volt.
BioGenex, San Ramon, California, USA;

Az uszdszeleteken végzett immunfestéseket egy kordbban leirt protokoll szerint
végeztiik (Pocsal és mtsai, 2007). A kisérletek sordn egyszeres vagy kétszeres immunjeldlést
alkalmaztunk, az utdbbi esetekben az adott Kv-specifikus reakcié mellett GFAP- vagy
synaptophysin-specifikus jeldlést is végeztiink. Ezen utdbbi technika alkalmazdsdnak két
célja volt: egyrészt mivel a synaptophysin a preszinaptikus vezikulamembran elfogadott
markere, segitségével lathatdva tehettliik az egyes sejtekkel kapcsolatban 1évd szinaptikus
végzbdéseket, és ezdltal jél kivehetden kirajzolédtak egyes neuronok (pl. bushy-sejtek)
koérvonalai, megkdnnyitve a sejtek pontos azonositdsét. Ezen tulmenden a Kv—- és
synaptophysin-specifikus immunjeldlés egyiittes alkalmazdsa az egyes Kv-alegységek
preszinaptikus jelenlétének vizsgalatédt is lehetdvé tette.

A szOvetmintdk blokkolését és permeabilizdlasét minden esetben 0,1% Triton X-100-
at és 10% 16— vagy kecskeszérumot tartalmazd T BS-pufferrel végeztitk (1 éra, 4 °C). Ezt
kovette az elsédleges antitesttel toérténd inkubdlds (egy éjszakdn &t szobahdn, vagy 48 dra
4 °C-on, az antitesteket 0,1 % Triton X-100-at és 1% 16— vagy kecskeszérumot tartalmazd

TBS-ben higitottuk). Mosas (TBS, 3 x 10 min) utdn a mintdkat a megfeleld fluorokrémmal
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kapcsolt mésodlagos antitestekkel inkubdltuk (3 éra szobahdén, vagy 24 éra 4 °C-on, az
antitesteket 0,1% Triton X-100-at és 1% 16— vagy kecskeszérumot tartalmazd TBS-ben
higitottuk), majd az Gjabb mosas (TBS, 3 x 10 min) utdn a szeleteket fedblemezre helyeztiik
és lefedtiik (DAPI-t tartalmazd Vectashield fedémédiummal). A DAPI szerepe a sejtmagok
specifikus jeldlése volt, ami segitséget nyujtott az egyes struktirdk (selttestek vagy a nucleus
egyes részeinek, mint pl. a szemcsesejtes réteq) pontos morfoldgiai azonositasdban.

A kettésjeldlések esetében a Dblokkolast 0,1% Triton X-100-at és 10%
szarvasmarhaszérumot tartalmazdé T B S—-pufferrel végeztiik (1 dra, 4 °C), majda megfeleld Kv—
specifikus antitesttel és a mésik antitesttel (anti-GF AP vagy anti-synaptophysin) egyidejileg
inkubdltuk a szdvet mintédkat. Mind az elsédleges, mind pedig a masodlagos antitesteket 0,1 %
Triton X-100-at és 1% szarvasmarhaszérumot tartalmazdé TBS-ben higitottuk. Az

immunfestés kdvetkezé lépései megegyeznek a fentebb lefrtakkal.

Retrogréad jeldlés

6 allaton végeztiik el a nucleus cochlearis egyes projekcidés neuronjainak retrogad
Jelolését, egy kordbban leirt mdédszer szerint (Pocsal és mtsai, 2007). Ezen kisérletek sordn a
DCN Osszes, colliculus inferiorba projicidlé neuronjdt meg kivantuk Jjeldlni, ezért a
tetrametilrodamin-dextrdn kristdlyokat az agytdrzs ventrdlis felszinén ejtett sagittalis
bemetszésbe toltdttiik. A retrogad jeldléanyag fakuldsdt megeldzendd, a teljes kisérletet egy
sGtétszobdban végeztiik.

A rodamin alkalmazasat kdvetden az agytdrzset azonnal normdl aCSF-be helyeztiik,
melybe folyamatosan karbogént vezettiink (8-12 dran keresztiil). Az inkubdlds végén a
prepardtumot 4% formaldehid oldatban fixaltuk (12 6ra, 4 °C), majd 50- 60 um vastag
szeleteket készitettlink, amelyeken utdna immun jeldlést végeztiink a fentebb leirt protokoll
szerint. Egy ilyen, rodaminnal tdltétt neuronokat tartal mazé nucleus cochlearis Gszdszeletrdl
készitett felvétel 1athatd a 7. dbran.

Az ily mddon készitett szeletek lehetdvé tették a piramis— és dridssejtek eloszladsdnak
és morfoldégidjdnak pontos meghatdrozdsadt, tovdbbad a rodaminos toltés és az
immunhisztokémia egylittes alkalmazédsa megkdnnyitette a rodaminnal jeldlt neuronok Kv—

alegységmintdzatdnak meghatdrozaséat.
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7. dbra Rodaminnal toltétt nucleus cochlearis neuronok
A nucleus cochlearis dorsalis projekcids neuronjainak Jeldlése soran a
rodaminkristdlyokat az agytdrzs ventralis felszinén ejtett bemetszésbe helyeztiik. A
felvételt hagyoméanyos fluoreszcens mikroszképpal készitettiik. DCN: nucleus
cochlearis dorsalis, VCN: nucleus cochlearis ventralisKalibracid: 100 pm.

Sejtazonositas

Mivel a kiillonboz8 Kv-alegységek expresszidjdt a sejteknek egy morfoldgiailag és
funkciondlisan heterogén csoportjan vizsgdltuk, egy olyan azonositdsi protokollra volt
szlikség, ami biztositotta az egyes idegseit tipusok megbizhatd és korrekt meghatdrozasat. A
szemcsesejtek kdnnyen felismerhetéek voltak, mivel &k a nucleus cochlearis legkisebb és
legnagyobb szdmban eléforduld neuronijai. Kis méretld (5-8 um), &ltaldban gombolyd
sejttestiik, wvékony, gyakran ketté- vagy tobbfelé &agazddd nyulvanyaik és Jellegzetes
elhelyezkedéslik (vagy a nucleus cochlearis legfelszinesebb rétegeiben, vagy a nucleus
cochlearis ventralis és dorsalis részét elvdlasztd Ovszerd terlileten taldlhatdk) alapjan

egyértelmiien azonositani lehetett Sket.
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A Dbushy-sejtek a VCN-ben, az acusticus ideg belépési pontjadnak kozelében wvoltak
megtaldlhatdk, ahol gyakran oszlopokat vagy kisebb csoportokat alkottak. Bar a VC N-ben
vannak multipoléris sejtek is, ezek az emlitett teriilettdl tdvolabb helyezkednek el, igy nem
valdészinlG, hogy tévesen bushy-sejtekként azonositottuk &ket. A synaptophysin jeldlés
tovabbi segitséget nyujtott a bushy-settek azonositdsdban, mivel gombdlyld vagy enyhén
elnyuijtott sejttestiiket Jél kivehetden kirajzoltdk a synaptophysin-pozitiv idegvégzd&dések. A
konfoké&lis analizis sordan valamennyi bushy-sejtként azonositott neuron térbeli képét alaposan
megvizsgaltuk, hogy az adott neuron sejttestébdl biztosan csak egy nyulvany eredt—e.

Az octopus-sejteket a pVCN DCN-hez kozeli teriiletein kerestiik. Ezen neuronok
dltaldban csoportosan helyezkedtek el, és az egyes idegsejtek valamelyest elnyuijtott
sejttestébdl szadmos nyulvany indult ki, &ltaldban egyazon irdnyban. Az octopus-sejtek
azonositdsédt is megkdnnyitette a syanptophysin-specifikus immunfestés, mivel a seljttestek
mellett gyakran a nyulvanyok kezdeti, viszonylag vastag része is jél 1lathatd volt.

A piramis- és dridssejtek megbizhatd azonositdsa bizonyult a legnehezebb feladatnak.
Ezen neuronok esetében a synaptophysin jeldlés csak korldtozott mértékd segitséget nyujtott,
ugyanis a DCN-ben olyan magas volt a synaptophysin-pozitiv végzd&dések slrlsége, hogy
ahelyett, hogy a felvételeken kirajzoltdk volna az egyes sejtek kdérvonaldt, teljesen kitdltotték
a neuronok sejttestel koOzti teret. Egyes esetekben az Orids- vagy piramis-sejtek
synaptophysin-negativ. somajd ki lehetett venni a synaptophysin—pozitiv DCN-ben.
A mennyiben a metszési sik megfeleld volt, elég Jjol fel lehetett ismerni ezen neuronok
sejttestének alakjét és méretét, ami idénként elégséges volt a sejt azonositdsdhoz is, azonban a
helyes azonositds biztositdsa érdekében szdmos esetben rodaminnal jeldltik ket (a fentebb
leirt protokoll szerint).

Az alkalmazott  technikatdl fliggetleniil, az 6rids— és piramis-sejtek
megkiildnbdztetésekor gondosan megvizsgdltuk az egyes neuronok méretét, alakjat, a
nucleuson beliili helyét és a lidthatd nyulvanyok elrendezdéddését. Az dOridssejtek dltaldban a
DCN mélyebb rétegeiben vagy a VCN-ben, a VCN/DCN hatar kdzelében fordultak eld,
sejttestiik sokszdg alaku volt és tobb nyulvannyal rendelkeztek. A soma mérete (> 25 pm) is
seqgitett a helyes azonositdsban. A piramis-—sejtek ellenben kisebb szdmban voltak jelen, és
nehezebb volt megfigyelni &ket. Tobbségilik sejtteste hdromszdg alakt volt, amelynek
legnagyobb &t mérdje nem haladta meg a 25 pm-t.

Béar a feltételezett 6rids— és az Un. commissuralis—sejtek megkiildnbdztetése érdekében
nem tettiink kiilon lépéseket, a jelen munkdban déridsneuronként bemutatott sejtek mérete

alapjan nem tartjuk valdszinlinek, hogy barmelyik is egy tévesen azonositott commissuralis-
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seft lenne. Kordbban leirtdk, hogy a commissuralis inhibitorikus sejtek leggyakoribb
formainak (COM1- és CO M3-neuronok) atmérdje 18-28 pm (&tlag: 23 pm) és 15-20 pum
(lag: 18 pm). Bar esetenként megfigyeltek egy ,d6rids” tipust commissuralis sejtet is
(COM2), amelynek atmérdje 28-33 pm volt, ezen sejdipus eldforduldsi valdszinilsége
rendkiviil alacsony (Alibardi 2000; 2006).

A kisérletek sordn minden esetben gondosan mérlegeltiik, hogy a vizsgdlt sejtek
morfoldgiai tulajdonsdgai elegendd informacidt nytjtottak—e azok egyértelm i azonositdsdhoz.
Azon sejteket, amelyek tipusdt nem tudtuk megbizhatdéan megdllapitani, kihagytuk az
analizisb8l. A rodaminnal toltdtt sejtek esetében az egyik leggyakoribb kizard ok az volt,
hogy nem lédtszottak a nyulvanyok, vagy a sejttest orientdciéjdbdl addddan nem lehetett

egyértelmiien megdllapitani a processzusok szadméat és eredési helyét.

A patkdny nucleus cochlearison végzett immunhisztokémiai adatok validalasa

A jelen munkdban felhaszndlt valamennyi antitest kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd termék. A poliklondlis antitestek esetében az immunizdld peptidekkel végzett
eléinkubdlds valamennyi esetben gyakorlatilag negativ immunreakciét eredményezett.
Pozitiv kontrollkisérleteket is végeztiink, cerebellumbdl vagy nucleus cochlearisbdl készitett
metszeteken. Az Adltalunk vizsgdlt Kv-alegységek egy részét mar leirtak a nucleus cochlearis
egyes sedttipusain (mRN S, fehérje vagy funkciondlis szinten), igy ezek a sejtek alkal masak
voltak pozitiv kontrollnak. Azt is érdemes megemliteni, hogy az itt be mutatott adatokat egy 3
évet feldleld idbszak alatt gydjtdttiik Ossze, és az immunjeldlési mintdzatok ezen idd alatt
konzisztensek és reprodukdlhatdak voltak, annak ellenére, hogy természetesen ezen 1dé alatt
az antitestek kiilonbozd tételeit haszndltuk. A validalasi folyamat részeként minden antitest
specificitasat ellendriztiik teljes agybodl készitett mintdkon, Western-blot kisérletekkel is.

Bé&r a mar emlitett kontrollkisérletek mind azt igazoltdk, hogy valamennyi antitest a
helyes Kv-alegységet ismerte fel, annak lehet&ségét is alaposan megvizsgdltuk, hogy nem
volt-e keresztreakcid az uszdszeletben az egyes antitestek és a kiilldnbdz8 Kv-alegységek
kozott. Minthogy az egyes antitestek alkal mazdsaval eltérd jeldlési mintdzatokat lattunk, Ggy
véljik, hogy rendkiviil valdészinltlen, hogy azok ugyanazon fehérjét ismerték volna fel.

A  bemutatott adatok verifikdldsdnak utolsd lépéseként egyes Kv-alegységekre
(Kv3.1b, 3.4, 4.2, és 4.3) specifikus antitesteket két kiilonbozd gyartdtdl is beszereztiik, és
Osszehasonlitottuk immunpozitivitdsi mintdzataikat. Mivel az adott Kv-alegységre specifikus

antitestek epitdépjal mindkét gyartd esetében azonosak voltak, ezek a kisérletek nem
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tekinthet8k idedlis kontrolloknak, azonban a tébbi kontrollkisérlet eredményeivel egylitt

megfelelden igazoljdk a bemutatott adatok helyességét.
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Eredmények

A Kv4.2-specifikus immunpozitivitds megoszlasa a nucleus cochlearisban

A Kv4.2-specifikus immunpozitivitds jelenlétének és megoszldsdnak vizsgédlata soran
két, klillonbozdé forrasbdl szadrmazd antitestet hasznaltunk. Ahogy az a 8A és 8B &brakon
1&thatd, a nucleus cochlearisban erds Kv4.2-specifikus immunpozitivitds volt megfigyelhetd,
amelynek megoszlasa a két antitest esetében megegyezett (8A dbra — A lomone-tdl vasarolt
antitest, 8B dbra — Sigma-tdél vasarolt antitest). A 8C-F abrdk a nucleus cochlearis dorsalis
(8C és 8D) és ventralis (8E és 8F) részérdl készitett nagyobb nagyitdst képek. A nucleus
kiilonbozé részeinek konnyebb felismerhetdsége érdekében a parhuzamosan végzett
synaptophysin-specifikus jeldléseket is feltiintettikk (8D és 8F 4abrdk). Bar mind a DC N-ben,
mind pedig a VC N-ben tapasztaltunk Kv4.2-specifikus pozitivitdst, a DCN immunjeldlédése
er8sebbnek bizonyult. A DC N-en bellil a szemcsesejtes réteg (8C dbra, tomdr nyilak) és a

D CN egyes mélyebb teriiletei (lires nyilak a 8C dbran) mutattdk a legerdsebb immunreakcidt.

8. dbra A Kvd.2-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus
cochlearisban

A és B: Az Alomone Labs-tdél (A) ill. a Sigma-tdl (B) beszerzet: primer antitestekkel
végzett Kv4.2-specifikus im munfestésekrdél készitett kis nagyitdsu felvételek. C: A
DCN Kv4.2-specifikus immunjeldlése. A tOmdr nyilak a szemcseseltes régidkra
mutatnak, az lires nyilak pedig a DCN mélyebb részeit jeldlik. D: A C abran lithatd
teriilet synaptophysin-specifikus jeldlése. E: A VCN Kv4.2-specifikus immunijeldlése.
Csillag jeldli a VCN eliilsé (anterior) részét, ahol jdl 1athatdk az erdsen Kvd.2-pozitiv
bushy-neuronok sejttesteinek kérvonalai. ANR: halldideg gyok. F: Az E &bran ldthatd
teriilet synaptophysin-specifikus jeldlése. Kalibradcidk: 200 um

44



Az aVCN esetében is erds immunjeldlddést tapasztaltunk, ami kirajzolta az egyes
sejtek korvonalait (egy ilyen teriiletet a 8E és 8F Abran csillaggal jeldldink). Az aVCN-rdél
készitett nagyobb nagyitdsti képeken (9A &bra) nyaklancszerlen rendezddott, szferikalis
seftek voltak megfigyelhetdk, amik a VCN globuldris bushy-sejtjeinek feleltek meg. A
bushy-neuronok esetében a Kv4.2 jeldldédés nem korldtozddott a sejttestre, a nyulvanyok
felszinén is egyértelmiien jelen volt (9B &bra). Minthogy ezen sejttipus Kv4.2 expresszidjat
kordbban mar leirtdk (P4l és mtsai 2005), jelolddésiiket jelen kisérletekben pozitiv kontrollnak
tekintettiik. A neuronoknak, a sejtsorok koztiterlileteknek (itt futnak a halléideg axonjai) és a
halléideggydk belépési pontjdnak (csillaggal Jjeldlt terillet a 8E és 8F 4abrakon)
immunpozitivitdsdt Osszehasonlitva ldthatd, hogy a cochlearis axonok Kv4.2 expresszidja

nem Jelentds.

9. dbra A nucleus cochlearis egyes projekcids neuronjainak Kvi4.2—

immunjeldlédése
A: A Kvi4.2-negativ halldidegrostok kozott elhelyezkedd erdsen Kv4.2-pozitiv bushy-—
seftek oszlopai. B: Egy erdsen Kv4.2-pozitiv bushy-sejtrdl készitett nagy nagyitast
felvétel. A nyil az egyik nyulvany kezdeti szakaszdt jeldli. C: Egy Kv4.2-pozitiv
szemcsesel. D-F: Ugyanazon Kv4.2-pozitiv éridssetrdl kiilonbodzd sikokban készitett,
1 um vastag optikai szeletek. Az L abrdn a nyil a sett egyik nyulvanyanak kezdeti
szakaszat jelzi. Kalibradcidk: 100 um (A); 20 ym (B-C); 10 um (D-F)
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A nagyobb nagyitast képeken léthatd, hogy a DCN mélyebb rétegeiben taldlhatd kis
neuronok is er8sen Kv4 .2-pozitivak voltak (erre lédthatd egy példa a 9C &brén). Az abran
bemutatott sejt somajanak mérete 6,2 x 9,9 Um volt, amibdl egy vékony, kettédgazd nyulvany
indul ki. A processzus a sejttestél tdvolodva megvastagodott, és gydngyszerli megjelenés
Jjellemezte. Ezen morfoldgiai jellemzd&k alapjan a bemutatott (és més hasonld morfoldgiai
jegyeket hordozd neuronokat) cochlearis szemcseseltként azonositottuk (Oertel és Wu 1989).
Az oéridsseijtek kozll viszonylag kevés mutatott Kv4.2-pozitivitast, egy ilyen seitrdél (a sejttest
méretei: 28,2 x 50,2 Um) készitett konfokdlis rétegfelvételek lithaték a 9D-F &brakon (a
rétegek vastagsaga valamennyi esetben 1 Um). A 9F abran a sejt egy Kv4.2-pozitiv nytlvanya
is megfigyelhetd (nyil).

A 10A1 &brdn a Kv4d.2-immunpozitivitds megoszldsa ldthaté a nucleus cochlearis
szemcsesejtes rétegében, nagy nagyitadsu felvételen. A Kv4.2-specifikus immunreakcid
nemcsak a szemcsesejtek somajanak felszinén volt megfigyelhetd, hanem az egyes neuronok
kozott is 1dthatdak voltak szferikdlis, erésen Kv4.2-pozitiv képletek, melyek atlagos atmérdje
6,5+ 1,8 Wlm volt (dtlag + S.D.; 22 véletlenszerlen kivalasztott struktira adataibdl szadmitva).
Ezen strukturdk pontos azonositdsa végett a Kv4.2-specifikus reakciéval parhuzamosan
synaptophysin- vagy GFAP-specifikus markereket is haszndltunk. A 10A 1 &bran bemutatott
terlilet synaptophysin-specifikus jeldlésének eredménye a 10A2 4bran léhatd, mig a ko—
lokalizdcidés képet a 10A3 Aabran tilintettiik fel. Ezen, és az ehhez hasonld kisérletek
eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a szemcseseltes régid erésen Kv4.2-pozitiv képletei
synaptophysinre is pozitivak voltak (néhdny példit nyilakkal jeldltiink), amit a nagyobb
nagyitasu felvételek (10B1-B3 &brék, a nyilakkal jeldlt teriileteken kiilondsen szembetlnd a
ko-lokalizdcid) még inkdbb aldtdmasztottak. A Kv4.2- és synaptophysin-pozitiv struktiradk a
10C &bréan is jol megfigyelhetd8k, ahol a DAPI-val jeldlt settmagvak is lathatdk. Az itk leirt
példdk és tovabbi kisérletek alapjan arra a kovetkeztetésre Jjutottunk, hogy a nucleus
cochlearis szemcsesejtes régidé Kvd.2-pozitiv képleteinek morfoldgidja a cerebellumban és

nucleus cochlearisban mér leirt glomerularis szinapszisokra hasonlit.
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10. dbra A Kvi4.2-specifikus immunpozitivitAs megoszldsa a nucleus

cochlearis szemcsesejtes régidjdban

A1-A3: A szemcsesetes régidrdl készitaet nagy nagyitast képek, amelyek a Kv4.2-
(Al) és synaptophysin—specifikus (A2) immunpozitivitisok megoszlasdt szemléltetik;
feltiintettiik tovdbba a két immunfestés ko-lokalizacids képét is (A3). A nyilak az
egyértel mi ko—-lokalizacidt mutatd teriileteket Jelzik. B1-B3: A szemcseseites régidrdl
készitett nagyobb nagyitast felvételek, amelyek j6l szemléltetik a glomeruldris
szinapszisok  Kv4.2-pozitivitdsdt. (Bl: Kvd.2-specifikus immunjeldlés, B2:
synaptophysin—specifikus immunijeldlés, B3: ko-lokalizdcidés kép.) A nyilak az
egyértelmii ko-lokalizaciét mutatd teriileteket jelzik. C: A szemcseseles régidrdl
készitett ko-lokalizdcids kép, amelyen a Kv4.2- (z0ld) és synaptophysin-specifikus
(piros) immunpozitivitds megoszlasa, és a sejmagok (kék) elhelyezkedése l&thatd. D1:
A szemcsesefes ré&eg és a nucleus cochlearis glomeruldris szinapszisainak Kv4.2-
immunpozitivitasa. D2: Megegyezik a D1-gyel, de a GF AP-specifikus (fehér) és D API
Jeldlés (kék) eredményeit is feltiintettiik. Kalibracidk: 50 ym (D1-D3); 20 um (A1-A3,
C); és 10 um (B1-B3).
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A synaptophysin- és Kv4.2-specifikus immunpozitivitdsokkal ellentétben a GEF AP- és

Kv4.2-specifikus kettdsieldlések nem mutattak ko-lokalizdciét (10D1-D2 &brék), ami arra

utal, hogy a Kv4.2-immunpozitivitds nem &ll Osszefiiggésben a gliasejek Jjelenlétével és
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megoszlasaval.
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11. 4bra A Kv4.2-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus
cochlearis neuronjaiban
A1-A3: Egy octopus—heuronrdl készitet nagy nagyitast felvételek (Al: Kv4.2-
specifikus immunijelélés, A2: synaptophysin-specifikus immunjeldlés, A3: ko-
lokalizacids kép). B1-B3: Egy masik octopus—sefrdl készitett felvételek, amelyeken a
neuron két nyulvanyanak kezdeti szakasza is 1&thatd. Az dbrak elrendezése megegyezik
az Al-A3 &brakéval. A nyilak egyértelmd Kv4.2 és synaptophysin ko-lokalizacidt
mutatd terlileteket jeldlnek. C1-C3: Egy piramissejt Kv4.2- és synaptophysin-
specifikus immunijeldlédése. Az abrdk elrendezése megegyezik az Al1-A3 dbrdkéval
Kalibracidk: 15 um (C1-C3); és 10 ym (A1l-A3, B1-B3).
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A 11A1-B3 &brédk az octopus-sejtes régidérdl készitett nagy nagyitasu felvételek,
amelyeken két kiilénbozé octopus—sejt Kv4.2- és synaptophysin-specifikus immunfestésének
eredményei ldthatdék. A Kvé.2-immunpozitivitds foltos Jellegli volt, ami a csatornafehérje
aggregacidjat, csoportokba rendezdédését valdszinlisiti. Mindezeken tul a Kv4.2-pozitiv
pontok egy része ko-lokalizdciét mutatott a synaptophysin-pozitiv szinaptikus végzdédésekkel
(néhadny példat nyilakkal Jjeldltiink), ami felveti a Kv4.2-csatorndk preszinaptikus
lokalizacidjanak lehetbségét.

Mint az a 11C1-C3 &brdkon léthatd, egyes fuziform (piramis)-sejtek is mutattak
Kv4.2-immunpozitivitdst. Amikor rodaminnal jeldlt piramis sejtek Kv4.2 expresszidjit
vizsgdltuk, a 4 azonositott piramis—sejt kozil 3 bizonyult Kv4.2-pozitivnak, mig déridsseijtek
esetében csupan 1 neuron mutatott Kv4.2-pozitivitdst a minddsszesen 5 rodaminnal toltott set

kozil.

A Kv4d.3-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus cochlearisban

Mind a DCN, mind pedig a VCN mutatott Kv4.3-specifikus immunpozitivitast; a 12 A
dbra a DCN mélyebb rétegeiben mutatja be a Kv4.3-specifikus immunijellédés megoszlaséat.
A felvételen jél léthatdk az immunpozitiv neuropilbe Aagyazott neuronok erdsen pozitiv
sejttestel (nyilak). A DCN felsd rétegei is egyértelmlien Kv4.3-pozitivak wvoltak, bar az
immunjeldlés megoszlasa eltérd volt (12B abra), ugyanis ezen a teriileten a Kv4.3-pozitiv
nyulvanyok hdalézatdban szdmos erdsen pozitiv, kisméretl sejtet lehetett megfigyelni
(néh&nyat nyilakkal jeldltiink). A 12C &bran az erdsen Kv4.3-pozitiv sejtek (nyilak) és
idegnyulvanyok lé&thatdk nagyobb nagyitdsban. Bar a sejtek pontos tipusédt ezekben az
esetekben nem tudtuk meghatdrozni, valdszinlleg szemcsesejtek vagy a nucleus cochlearis
méas interneuronjai lehettek. Ezen sejtekkel és a nyulvanyokkal ellentétben a DCN felszinét
boritd ependy maréteg nem mutatott érdemi Kv4.3-immunpozitivitdst (ezt a réteget a 12C és
12D &brékon csillaggal Eloltiik).

A nucleus cochlearis projekcidés neuronjai koziil a bushy-sejtek erds
immunpozitivitdsa mind a seljttest (12E dbra), mind pedig a nyudlvanyok (nyillal jeldlve a 12F
dbran) esetében egyértelmd volt. A 12G dbrdn az aVCN-rél — a halléideg belépési pontjanak
kornyezetérdl — készitett felvétel 1lithatd, ahol jél megfigyelhetd hdrom, egy csoportban
elhelyezkedds, Kv4.3-pozitiv bushy-neuron (csillagokkal Jeldlve). A sejtmembran
immunjeldlédése mind a sejttestek, mind a nyulvanyok esetében egyértelmii volt. A sejttestek

mellett szdmos Kv4.3-pozitiv nytlvany keresztmetszete is ldthatd volt (nyilakkal Jjeldlve).
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Erdekes médon a Kvé4.3-immunpozitivitds intracelluldrisan is megfigyelhetd volt, féleg a
sejtmag kozelében, ahol tdbbnyire szemcsés megijelenést mutatott. BAar az intracellularis
immunpozitivitds nem lenne meglepd, hiszen az éppen szintetizdlt vagy a belsd raktdrakban
taldlhatd csatornafehériék is eredményezhetik, a bemutatott megoszlds felvetette a
lehet8ségét, hogy a primer antitest esetleg keresztreagdl egyes intracelluldris proteinekkel.
Tekintettel azonban arra, hogy a Kv4.3-immunpozitivitds ezen szokatlan megoszlasa egy
konzekvensen reprodukalhaté jelenség volt, és a tobbi validdlasi eljaras is pozitiv eredményt
adott (részletes leirdsuk az Anyagok és mddszerek fejezetben megtaldlhatd), ugy véljik, hogy
a latott allapot a Kv4.3-alegységek tényleges megoszlasdt mutatia. Mindazondltal a

tanul many tovabbi részében ezt a jelenséget nem vizsgéltuk.

12. 4bra A Kv4.3-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus

cochlearisban

A: Kvd.3-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a D CN-ben. A nyilak két, erdsen
Kv4.3pozitiv sejre mutatnak. B: A DCN felszini részének Kv4.3-pozitivitasa. A
nyilak két, erésen Kv4.3-pozitiv sejtre mutatnak, amelyek a Kv4.3-pozitiv idegrostok
kozott helyezkednek el. C: A DCN legfelszinesebb részérdl készitett nagyobb
nagyitasu felvétel. A nyilak két erdsen pozitiv sejtestre mutatnak, a csillag a DCN
felszinét borité ependymaréteget Jjeldli, ami elhanyagolhatd intenzitdsa Kwv4.3
Jelélédést mutat. D: A C &brdn léchatd terlilet DAPI Jjeldlése. E: Egy bushy—neuron
sejttestérdl készitett nagy nagyitasu felvétel. F: Egy masik Kv4.3-pozitiv bushy—sejtrdl
készitett felvétel, a nyil egy nyulvany kezdeti szakaszdt mutatja. G: Haérom Kv4.3-
pozitiv bushy—neuronbdl (csillagok) &l16 sejtcsoport optikai keresztmetszete. A nyilak
idegsejtnyulvanyok keresztmetszeteire mutatnak. H: Egy d&ridssel rekonstrudlt
konfokdlis képe (18, egyenként 1 pm vastagsagu felvétel felhaszndldsaval). A nyilak a
neuron két nyulvanydra mutatnak. Kalibracidk: 50 pym (A-B); 20 pym (C-H).
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Erds Kv4.3-specifikus im munpozitivitds jellemezte az drids— (12H &bran a nyilak két,
erdsen pozitiv nytlvanyt jeldlnek) és octopus—seteket is. A rodaminnal jeldlt sejteken végzett
Kv4.3-specifikus immun festések sordn valamennyi egyértelmiien azonositott (n = 8) dridsseit
pozitiv volt. A rodaminos vizsgdlatok sordn egy piramis-sejtet sikerlilt minden kétséget

kizdrdan azonositani, ami ugyancsak Kv4.3-pozitivnak bizonyult.

13. &bra Kis nagyitésu felvétel a Kv3.4-specifikus immunpozitivitéds

megoszlasardl a nucleus cochlearisban
A: Egy teljes nucleus cochlearis (sagittalis metszet) Kv3.4-pozitivitdsdt bemutatd
metszet. A képet két kiilonalls, de azonos bedllftasokkal készitett felvétel (egy a DCN-
rél, egy a VCN-rdl) Osszeillesztésével készitettiik. ANR: halldideg gydk. B és C: Az A
dbradn bemutatott nucleus cochlearisbél medialisabb irdnyban készitett metszetek.
Ezeken a metszeteken csak az erdsen pozitiv DCN 1léthatd. Kalibracidk: 200 um.

A Kv3.4-specifikus immunpozitivitds megoszlasa a nucleus cochlearisban
A Kv4.2- és Kvi4.3-alegységek mellett a Kv3.4-alegységek is részt vehetnek a

+ . s , ,
tranziens dramért felelds K —csatorndk felépitésében. Amint az a 13. dbrédn l&thatd, a nucleus
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cochlearisban a Kv3.4-alegység is expresszalddik. A kis nagyitdsu felvétel (13A &bra) a
Kv3.4-specfikus immunpozitivitds megoszldsdt mutatja egy teljes nucleus cochlearisban.
Megfigyelhet, hogy ez a csatornaalegység mind a VCN-ben, mind pedig a DCN-ben
expresszalddik; ugyanakkor a halldideg belépési pontja, a cochlearis ideg intranuclearis
kétegel és a DCN legfelsébb rétege nem mutatott érdemi immunpozitivitdst. A DCN
mélyebb rétegeiben imm unpozitiv neuronalis sejttesteket is megfigyelhettiink. A 13B és 13C
dbradkon a 13A Abran latottal megegyezd, nucleus cochlearisbdl készitett sagittalis metszetek
l&chatdk, azonban ezek a nucleus medialisabb részébdl késziiltek, igy csak a DCN-t
tartalmazzak. Ezen metszeteken, és mas hasonld kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy mig a
DCN igen er8s Kv3.4-pozitivitast mutatott, addig az agytdrzs csak gyengén Jjeldlédott, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a Kv3.4-alegységeket a nucleus cochlearis a szomszédos

terilileteknél erésebben expresszéalia.

14. 4bra Nagy nagyitasu felvételek a Kv3.4-specifikus immunpozitivitas
megoszladsardl a nucleus cochlearis szemcsesejtes régidjdban
A1-A3: A nucleus cochlearis szemcseseites régidjanak Kv3.4- (Al), és synaptophysin-
(A2) specifikus immunpozitivitidsa. A ko-lokalizdcids dbran (A3) a setmagvak helyzete
is 1&thatd. B1-B3: A szemcseseles rétegrél készitett nagy nagyitasu felvétel, amelyen
JOL lathatd a glomeruldris szinapszisok Kv3.4-pozitivitdsa. Az dbrdk elrendezése
megegyezik az Al-A3 dbrikéval, a nyil egy jelentds synaptophysin — Kv3.4 ko-
lokalizacidt mutatd terliletet Jeldl. Kalibracidk: 20 ym (A1-A3), és 10 um (B1-B3).

A 14. &brdn a Kv3.4-specifikus immunpozitivitds nucleus cochlearisban wvald
megoszldsa lédthatd nagyobb nagyitdsban. A 14A1-A3 &brdk a Kv3.4- és synaptophysin—
specifikus immunpozitivitds megoszlasdt mutatjédk a DCN szemcsesejtes régidjdban. Mind a

szemcseneuronok sejme mbréanja, mind pedig a kordbban bemutatott glomerularis
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szinapszisok mutattak Kv3.4-pozitivitdst, bar a jeldlédés nem volt olyan erds, mint a Kv4.2—
specifikus immunreakcié esetében. Mindazondltal megfigyelheté volt a Kv3.4- és
synaptophysin-specifikus jeldlédések ko-lokalizadcidéja (14B1-B3 &brdk, egy példat nyillal
Jeloltliink), ami arra utal, hogy ez a csatornaalegyséqg is részt vehet a DC N-ben a glomerularis

szinapszisok elektromos tulajdonsdgainak kialakitdsdban.

15. 4bra Nagy nagyitasu felvételek a Kv3.4-specifikus immunpozitivitas
megoszldsadrdl a DCN projekcids neuronjaiban

Al-A3: A DCN legfels@bb rétegének Kv3.4-pozitivitdsédt bemutatd dbra @A1l), a
sejtmagvak elhelyezkedése az adott terlileten (A2), és a ko-lokalizdcids kép (A3). A
nyil egy olyan sejtre mutat, amely somaja Kv3.4-negativ teriiletként rajzolddik ki az
erésen immunpozitiv hdldzatban. B1-B3: Egy Kv3.4-pozitiv piramis-neuron, a csillag a
sejttest pontos helyét jeldli. Az dbrdk elrendezése megegyezik az A1-A3 dbrdkéval. C1-
C3: Egy Kv3.4-pozitiv éridsseit. : 50 um (A1-A3); 20 um (B1-C3).

A DCN felsé rétegeiben erds Kv3.4-immunpozitivitdst lehetett megfigyelni, ami
kililéndsen jelentds volt a neuropil esetében (15A1-A3 dbrdk). A DCN ezen részében az egyes
neronok somai Kv3.4-negativ teriiletekként jelentkeztek az erdsen pozitiv DCN-ben (egy
ilyen példat jeldl a nyil). A DCN mélyebb rétegeiben a neuropil immunjeldlédése gyengébb
volt, ami megkdnnyitette az egyes sejtek immunpozitivitdAsdnak megallapitdsdt. A 15B1-B3
&brakon egy piramis—neuron Kv3.4-pozitiv sejtteste 1dthatd (csillaggal jeldlve, a soma méretei:

13,6 x 26,8 um), mig a 15C1-C3 abrdkon egy, a DCN mélyebb régidjdban taldlhatd dridsseit

53



nagy (13,9 x 49,5 um), elnydjtott, Kv3.4-pozitiv seltteste lidthaté. Erdemes megemliteni,
hogy a wvizsgdlt idegseijt tipusdtdl fliggetleniil a seftmembridn Kv3.4-specifikus
immunreakcidja Jellemz8en foltos megjelenésld volt. A retrograd jeldlést kovetd Kv3.4-
specifikus immunfestéses kisérletek sordn egy piramis-sejtet sikerlilt minden kétséget
kizdrdan azonositani, és az Kv3.4-pozitivnak bizonyult. A rodaminnal toltdtt oridsseijtek

korvonalainak immunpozitivitdsa ugyanakkor nem haladta meg a neuropilét (n = 3).
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16. dbra Nagy nagyitasu felvételek a Kv3.4-specifikus immunpozitivitas
megoszladsdrdl az aVCN projekcids neuronjaiban
A1-A3: Egy Kv3.4-pozitiv octopus-sej. B: Harom Kv3.4-pozitiv octopus—neuronbdl
4116 sejtcsoport (nyilak). C: Az aVCN-rdél készitett felvétel, melyen jél kivehetd harom
bushy-neuron sejteste. A csillag a halldideg koétegeit jeldli, amelyek nem mutattak
Jelentds immunpozitivitdst. D: Egy erdsen Kv3.4-pozitiv bushy-sej kdérvonala. El:
Kv3.4-pozitiv bushy-setek, a sejek felszinén jél lathatd immunpozitiv foltokkal
(COmor nyilak). E2: Ugyanazon terlilet synaptophysin-specifikus immunjeldlése. E3: Az
El és E2 felvételek ko-lokalizadcids képe. Az E1-E3 dbrdkon az ilires nyilak Jelentds
Kv3.4 - synaptophysin ko-lokalizaciét mutatd teriileteket jeldlnek. Kalibracidk: 20 um.

A VCN-ben az octopus-sejtek erds Kv3.4-immunpozitivitdst mutattak. A 16A1-A3
dbradk egy ilyen octopus—neuront mutatnak be, amelyen Jjél megfigyelhetd a jellegzetes,
excentrikus elhelyezkedésl sejtmag. A 16B abrdn az octopus-sejtek egy csoportja lathatd,
amelyeknek erdsen immunpozitiv kdrvonalai (nyilakkal jeldlve) jél kivehetéek az ugyancsak

pozitiv, valdszinlleg octopus-sejtek processzusaibdl &l16 haldzatban. A 16C abran szadmos
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erésen Kv3.4-pozitiv bushy-neuron seljtteste S mdor nyilak), és a koézelben futd negativ
halldidegrostok (csillag) léthaték. A 16D Adbradn bemutatott nagy nagyitdst képen 7ol
megfigyelhet a bushy—neuron somajdnak szemcsés jellegli Kv3.4-immunjeldlédése, akdrcsak
a 16E1-E3 &dbrdkon bemutatott két bushy-sejtnél. Mivel az utdbbi felvételek optikai sikja a
sejtek felszinének ko&zelében volt, az immunpozitiv pontok egy része a sejtek felszinén
helyezkedett el (néhdny példat toémdr nyilakkal jeldltlink). A sejtek felszinén taldlhatd Kv3.4-
pozitiv terliletek egy része ko-lokalizdciét mutatott a  synaptophysin-specifikus
immunjeldléssel (lires nyilak), ami felveti a Kv3.4-alegységek preszinaptikus lokalizacidjanak

lehetbségét.

A Kvl.2-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus cochlearisban

Kordbban méar leirtdk, hogy a nucleus cochlearis egyes sejtjel rendelkeznek egy
alacsony fesziiltségen aktivalddd, dendrotoxinra érzékeny K+férammal (Golding és mtsai,
1995; 1999; Rothman és Manis, 2003; Cao és mtsai, 2007), amelyet a Kvl.1l-, Kvl.2- és
Kvl.6-alegységekbdl felépiild csatorndk hozhatnak létre. A Kvl.2-alegység megoszlasadnak
vizsgédlata kiilondsen érdekesnek igérkezett, mivel az irodalomban ellent mondasos adatok
taldlhatdk ezen alegység expresszidjadnak valtozésairdl az egyedfejlédés soran (Caminos és
mtsai, 2005; Bortone és mtsai, 2006). Ennek fényében kisérleteink sordn nagy hangsulyt
fektettiink a fiatal és id&sebb allatok Kvl.2-alegység megoszlasdban tapasztalhatd eltérések
vizsgélatéra.

A 17. &bradn a Kvl.2-specifikus immunpozitivitds id8s és fiatal &llatokra jellemzd
megoszldsa lathaté. Altaldnossagban elmondhatd, hogy mindkét korcsoportban egyértel miien
Jelen volt a Kvl.2-alegység, azonban az expresszids mintdzatokban Jelentds kiildnbségek
voltak. Mint az a 17A és 17B abrakon lathatd, idds allatok esetében a bushy-sejtek erds
immunpozitivitdst mutattak, ami a sejtme mbranban volt a legintenzivebb. A synaptophysin-
és Kvl.2-specifikus kettds jeldlések (17A &bra) arra utaltak, hogy bar a Kvl.2-alegységek
elé6fordulhatnak preszinaptikusan is (a nyilak ilyen terililetekre mutatnak), a Kvl.2-pozitiv
foltok tlilnyomd része nem mutatott ko-lokalizdciét a synaptophysinnel.

A fiatal patkdnyok Dbushy-neuronjai is Kvl.2-pozitivak wvoltak, azonban az
immunreakcié intenzitdsa alacsonyabb volt, mint az idés &llatokban (17C és 17D 4&brak),
rdaddsul ezen esetekben az immunpozitivitds elsésorban intracelluldrisan volt jelen, a
sejtme mbranok Jeldlédése pedig nem volt szembetdnd. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy bar méar a fiatal allatok bushy-neuronjai is expresszdlnak Kv1.2 fehérjét,

ezek ebben a fejlédési szakaszban még nem transzlokdlddnak a sejtme mbranba.
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17. &bra A nucleus cochlearis Kvl.2-expressziés mintdzata

A: Egy idés allat (2 hénapos) VCN-jén végzett Kvl.2- (z8ld) és synaptophyisin-
specifikus (piros) immunfestés ko-lokalizacids képe, a DAPI Jeldlés (kék)
feltiintetésével. JOL kivehetd harom bushy-neuron erdsen Kvl.2-pozitiv kérvonalas; a
nyilak a Kvl.2- és synaptophysin-immunjeldlések ko-lokalizacidjdra mutatnak
példakat. B: Ugyanaz, mint az A dbra, csak a synaptophysin-specifikus jeldlés nélkiil,
hogy a Kvl.2-specifikus im munpozitivitdst kdnnyebben meg lehessen itélni. C: Egy
fiatal (12 napos) &llat VCN—jébdl készitedt metszeten végzett Kvl.2-specifikus
immunfestés, ahol a DAPI jldlés eredményét is meqgielenitetiik. D: Ugyanaz, mint a C
dbra, de a synaptophysin-specifikus immunpozitivitds megoszlédsa is léthatd. E és F:
Egy 1dés &llat octopus—neuronjanak Kvl.2-sepecifikus jeldlése, az dbrak elrendezése
megegyezik az A és B dbrakéval. G és H: Egy fiatal 4llat octopus—neuronjanak Kvl1.2—
specifikus jeldlése; az abrdk elrendezése megegyezik a C és D dbrdkéval. I: Egy idds
&llat octopus—neuonjdnak somdjardl készitett egyetlen optikai szelet ko-lokalizacids
felvétele. A z04ld jel a Kvl.2-specifikus, a piros pedig a synaptophysin-specifikus
immunpozitivitasnak felel meg. J: Az I dbran ldthatd sefrdl 3 pm-—rel fentebb készitet
felvétel, amely lehetédvé tette a seijt felszinén taldlhatd preszinaptikus végzdédések
(piros) és Kvl.2-immunpozitivitds (z8ld) vizsgdlatdt. A nyilak &ltal jelzett terlileteken
megfigyelhetd, hogy a szinaptikus boutonokat erdsen Kvl.2-pozitiv foltok veszik
koriil, ami valdszinlsiti, hogy a preszinaptikus termindlok kozvetlen kdzelében jelen
vannak Kvl.2-alegységet tartalmazd K'—csatornak. K: A preszinaptikus végzd&dések
(piros) és a Kvl.2-specifikus immunpozitivitds (z8ld) egymashoz viszonyitott
lokalizadcidija egy octopus—sef felszinén, nagy nagyitdsban. A nyil jelentése ugyanaz,
mint a J dbran. L: A Kvl .2-specifikus immunpozitivitds megoszladsa egy fiatal allat
D C N-jében, a sejtmagvak megjelenitésével. A nyil eqgy Kvl.2-pozitiv éridsseftre mutat.
Kalibracidk: 50 um (L); 20 pm (A-H); 10 um (I-K).
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Hasonld kOvetkeztetésekre jutottunk az octopus-sejtek vizsgélata sordn is (17E-H
dbradk). Ezen neuronok annyira erds Kvl.2-pozitivitdssal rendelkeztek, hogy a Kvl.2-
specifikus reakcid intenzitdsa alapjan kdénnyen rdjuk lehetett taldlni a pV C N-ben. Az idds
dllatokban az octopus—neuronok sejtmembranja igen erds, foltos Kvl.2-specifikus jeldlddést
mutatott, és az immunpozitiv foltok egy része ko-lokalizdcidét mutatott a synaptophysin
Jjeldléssel (17E &bra, nyilak). A fiatal &llatok octopus—sejtjeiben is megfigyelheté volt a
Kvl.2-immunpozitivitas, azonban az idds &llatoknal tapasztalt nagy mértékd
me mbranlokalizdcié nem volt jellemezd (17G és 17H dbrdk). A 17I-K &brdkon egy mésik
octopus—neuronrél készitett nagy nagyitasu felvételek ladthatdk, amelyeken jol megfigyelhetd a
Kv1l.2-specifikus immunpozitivitds octopus—-sejtekre jellemzdé foltos jellege. A 171 adbran jol
l&cthatd az octopus—neuronok tipikus morfoldgidja, mivel a sejt kdrvonaldt jél kirajzolja a
Kvl.2-specifikus immunfestés. Az idegsejten végzd8dd szinaptikus termindlisok is lathatdk,
melyek némelyike ko-lokalizdciét mutatott a Kvl.2-pozitiv foltokkal. Hasonlé
megfigyeléseket tehettliink a 17J dbra alapjan is. Ez a felvétel ugyancsak a 171 dbran lathatd
seftrél készililt, azonban az optikai sik 3 pm-rel feljebb (azaz a sejt felszinéhez k&zelebb)
futott, ami lehetévé tette a neuron somajanak felszinén taldlhatéd boutonok vizsgdlatdt is. A
Kvl.2-specifikus immunpozitivitds és synaptophysin-pozitiv boutonok kozottdi kapcsolat
vizsgélata sordn nagyobb nagyitasu felvételeket is felhaszndltunk (egy ilyen felvétel 1ldthatd a
17K &bran). Lathatd, hogy a Kvl.2-pozitiv foltok gyakran a szinaptikus végzdédések koriil,
vagy azok kdzvetlen kdzelében helyezkedtek el (néhany példat lires nyilakkal jeldltiink a 17J
és 17K &brékon).

Az elbzbekkel ellentétben a szemcsesedtes réteg és a nucleus cochlearis glomerularis
szinapszisai nem mutattak jelentds Kvl.2-pozitivitdst. A DCN egyértelmlien azonositott
piramis-seijtijeinek nagy része Kvl.2-pozitiv volt (7 rodaminnal toltétt piramis—-seit kozil 6), és
szdmos Odridsseit is expresszdlta a fehérjét (34-bd&l 14). A 17L &bran egy fiatal &llat DC N-
jében taldlhaté tipikus éridsseit léthatéd. Erdemes megemliteni, hogy fiatal allatokban a
Kvl.2-immunpozitivitds féleg a sejtesteken és a proximdlis nyulvanyokon volt
megfigyelhetd, és annak intenzitdsa nagyobb volt, mint a DCN kornyezd teriiletein. Ezen
elrendezésbdl fakaddan az egyes seftek somajit kdnnyen el lehett kiiloniteni a kdrnyezd
terliletekt8l. Ezzel szemben felndtt &llatokban a DCN neuropiljdnak Kvl.2-specifikus
Jjelolédése olyan erdssé valt, hogy az immunfestés eldétt végzett rodaminos retrograd toltés

nélkil az egyes sejteket nem lehetett elkiiloniteni és felismerni.
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18. 4bra A Kvl.6-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus

cochlearisban, kis nagyitasu felvételen
A: Egy teljes nucleus cochlearis Kvl.6-pozitivitdsdt demonstrdld sagittalis metszet. A
képet harom, a nucleus (DCN, aVCN, pVCN) kiillénbozé terliletérdl, azonos
bedllitasokkal készitett felvétel Osszeillesztésével készitetiik. A tOomor nyilak a magon
belil futd Kvl.6-negativ halldideg kétegekre mutatnak. Az {ires nyilak a DCN és VCN
hatérdt jelzik, ahol ugyancsak nem lathatd jelentds Kvl.6-pozitivitds. ANR: halldideg
gyOk. B: Egy masik, az A dbrdn l&ot nucleus cochlearisbdél készitett sagittalis metszet,
amelyen a DCN-nek egy nagyobb (és mélyebb) része 1&thatd. A csillag a DCN mély
régidjdt jeldli, ami a killsé rétegeknél erdsebb Kvl.o6-pozitivitdst mutatct. Kalibracidk:
200 pm.

A Kvl.6-specifikus immunpozitivitds megoszlasa a nucleus cochlearisban

A 18. dbra a Kvl.6-specifikus immunreakcié megoszlasdt mutatja. A 18 A Adbrdn egy, a
DCN-t és VCN-t is tartalmazd sagittalis metszetrdl késziilt felvétel 1ladthatd. A nucleus
cochlearis ventralis részében a Kvl.6-specifikus immunpozitivitds kifejezettebb volt, mint a
D CN-ben. Fontos megjegyezni, hogy mig a VCN-ben taldlhaté seijttestek egyértelmien
pozitivak voltak, addig a halléidegrostok (néhany példat tomor nyilakkal jeldltiink) nem, vagy
csak elhanyagolhatd mértékben jeldlédtek. A D CN-en beliil a nucleus centrdlis része mutatta

a leger&sebb jeldlédést, ugyanakkor sem a felszini, sem pediga VCN-t és a DC N-t elvalasztd

réteg nem mutatott intenziv Kvl.6-pozitivitdst (lires nyilak). A 18B abran ugyanazon nucleus
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cochlearisbdl készitett, anndl medialisabban futdé metszet lathatd, ahol a DCN belsd

régidjanak (csillag) Kvl.6-pozitiv sejtjel is kivehetdk.

19. dbra Nagy nagyitasu felvételek a Kvl.6-specifikus immunpozitivitas
megoszlasardl a nucleus cochlearisban

A: Egy Kvl.6pozitiv bushyneuron, a nyil egy Kvl.6pozitiv nyulvany kezdeti
szakaszdra mutat. B: Kvl.6-pozitiv octopus—neuronok harom seijtbdl 4116 csoportja. C:
Egy octopus-seit nagy nagyitasu felvétele, az optikai sik ugy lett megvalasztva, hogy a
sejttest felszine is 1&thatd legyen. D: Egy Kvl.6-pozitiv piramis-sett hdromszog alaku
sefteste, a csillag a setmagot Jeldli. E és F: Két, killonbdzéd morfoldgidjy, Kvl.e—
pozitiv éridsseita DCN mé ly régidjdban. G: Egy rodaminnal jeldlt dridsset (nyil). H
G Abran l&chatd teriilet Kvl.6-specifikus immunfestésének eredménye. A nyil az elézd
&bran 1&thatd neuron sefttestének helyét jelzi. Kalibrdcidk: 25 um (G-H), és 20 ym (A-
F).

A 19. &bra a nucleus cochlearis Kvl.6-expresszidés mintdzatdt mutatja. A bushy-sejtek
Kvl.6-pozitivak voltak (19A &bra), és mind a selttestiik, mind pedig nyulvanyaik kezdeti
szakasza jelolédott (nyil). Megdllapitottuk, hogy az octopus—sejtek is erds pozitivitast
mutattak. A 19B abran egy, a pVC N-ben taldlhatd, hadrom sejtbdl 4116 octopus—neuroncsoport
l&cthatd, mig a 19C abra egy octopus—-selt nagy nagyitdst képét mutatja be. A bemutatott
esetben az optikai sikot Ggy valasztottuk meg, hogy megitélhessiik a seijt felszinének Kvl.6-
specifikus immunjeldlédését. A bemutatott sejtet a lokalizacidja, a jellegzetes, hosszukéas
sejttest (legnagyobb &tmérd: 24,8 pm), valamint a soma ugyanazon oldaldbdél kiinduld
nyulvanyok alapjadn octopus—neuronként azonositottuk. A Dbemutatott felvételen JjoOL
megfigyehetd, hogy az octopus-sejtek Kvl.6-specifikus immunpozitivitasa foltos megjelenésl
volt, és az mind a sejttesten, mind pedig a nyulvanyok kezdeti szakaszdn megfigyelhetd volt.

A 19D &bran egy Kvl.6-pozitiv piramis-seijt (jél l&thatd a csillaggal jeldlt hdromszdg alaku
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sejttest, melynek mérete 14,9 x 17,7 uym volt), mig a 19E és 19F Abrdkon két dridsneuron
lathaté. Mig a 19E adbran bemutatott set somaja sokszdg alaky, addig a 19F &bran lithatdé
elnyuijtott, inkdbb fuziform-szerd wvolt, azonban méretiik (15,6 x 38,6 pm illetve
15,8 x 33,6 pm) és lokalizdcidjuk (mindketten a DCN legmélyebb rétegeiben helyezkedtek
el) alapjan egyértelmlen oridsseitként azonosithattuk Sket.

Egy tovabbi tipikus oéridssejt lathatd a 19G és 19H &brdkon. A rodaminnal toltdtt
idegsejt gyenge, de egyértelmlen pozitiv Kvl.6-immunjeldléddést mutatott (nyil).
Valamennyi kisérletet szdmitdsba véve a 12 oridssejtként azonositott, rodaminnal toltdtt
neuron koz{il 8 bizonyult Kvl.6-pozitivnak. Piramis-sejtek esetében ugyanez az arany 6

Kvl.6-pozitiv neuron volt 8 rodaminnal jeldlt idegseijtbdl.

A Kvl.l-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus cochlearisban

A 20. dbran a Kvl.l-alegység nucleus cochlearison bel{ili megoszldsidt bemutatd
néhany felvétel 1&thatd. A mint azt a 20A &dbra mutatja, szAdmos teriilet mutatott erds Kvl.1l-
pozitivitdst, igy a DCN méasodik (fuziform) rétege, amely a piramis—neuronokat (egy csillag)
is tartalmazza; a DCN mélyebb rétegei, amelyben féleg az déridssettek taldlhatdk (kettds
csillag); valamint a VCN octopus—settes régidja (hdrmas csillag). A bemutatott felvételen jol
megfigyelhets, hogy az octopus—sejtek  rendelkeztek a legintenzivebb Kvl.1-
immunpozitivitdssal; ugyanakkor a szemcsesejtek immunjeldlddése elhanyagolhatd volt.

A 20B és 20C &brdkon a DCN rodaminnal tdltétt projekcids neuronjainak Kv1l.1l-
specifikus immunfestésének eredménye ldthatd nagyobb nagyitdsban, és jél szemléltetik a
D CN neuronok Kvl.l-expresszid terén mutatott heterogenitdsdt. Bar egyértelmlen kivehetdk
voltak Kvl.l-pozitiv piramis— és Odridssejtek is, a Kvl.l-specifikus immunpozitivitds és a
rodaminos jeldlés kozdtt csak részleges volt az atfedés. A rodaminnal nem toltédott, Kvl.1-—
pozitiv sejtek (felfelé mutatd ferde nyil) valdszinlileg olyan projekcids neuronok, amelyek
axonjal nem sériiltek meg a rodaminos t&ltés sordn. Ezen idegseijtek mellett 1dthatdk olyan
piramis-sejtek is, amelyek Jél tdltédtek rodaminnal, azonban csak gyenge Kvl.l-pozitivitast
mutattak, vagy egyaltaldn nem jeldlddtek (felfelé mutatd tomor nyilak); valamint olyanok is,
amelyek kozepes (lefelé mutatd ferde nyil) vagy erds intenzitdst (lefelé mutatd lires nyil)
Kvl.l-pozitivitdst mutattak. A kordbbi adatokhoz hasonldan, ezen eltéréseket csak ugy
tudjuk magyarazni, ha feltételezziik, hogy sem a piramis-, sem pedig az dridssejtek nem
alkotnak homogén sejtpopuldcidt. Az Osszes kisérlet eredményét szdmba véve 29 rodaminnal
Jelolt dérids—, és 9 piramis—neuront taldltunk, melyek koz{il 18 drids— (egy ilyen példat lires

nyillal jelsltiink a 20B és 20C abran) és 6 piramis-sejt mutatott Kvl.l-pozitivitdst. A 20D-F
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4brak a Kvl.l-alegység megoszlasdt mutatjdk bushy- (20D &bra), octopus— (20E &bra, nyil) és
piramis-sejeken (20F &bra, tomdr nyil). A Dbemutatott sejtek pozitivitdsa mellett a
halléidegrostok (csillagokkal Jjeldlt teriilet), és az egyes neuronok nyulvanyainak (pl. lres

nyilak a 20F dbran) intenziv, foltos immunjeldlédése is érdekes megfigyelés volt.

20. dbra A Kvl.l-specifikus immunpozitivitds megoszldsa a nucleus

cochlearisban

A: A nucleus cochlearis Kvl.l-specifikus immunpozitivitdsa. Egy csillag jeldli a
fuziform réteget, két csillag a DCN mély részé, mig harom csillag Jjeléli az octopus
seftcsoportot a pVC N-ben. B: Nagy nagyitasa felvétel a Kvl.l-specifikus immunijeldlés
megoszlasadrdl a DCN-ben. C: Az elézé dbran 14thatd teriilet rodaminos jeldlése. A B és
C &bréan a felfelé mutatd lires nyil egy 6rids— a lefelé mutatd pedig egy piramis-seitre
mutat, amelyek erdsen Kvl.l-pozitivak, és rodaminnal is t&ltéctek. A jobbra mutatd
ferde nyil egy rodaminnal nem jeldlédott, erdsen Kvl.l-pozitiv dridsseijtet jelez. A
balra mutatd ferde nyil egy retrogradan jeldlt, kdzepesen Kvl.l-pozitiv piramis-setet
J,ldl, mig a két tomdr nyil egy-egy jelentds Kvl.l-pozitivitdst nem mutatd piramis-
neuronra mutat. D: Bushy-sejtek Kvl.l-specifikus immunpozitivitidsa. A csillagok &ltal
Jeldlt teriileteken megfigyelhetd a halldidegrostok Kvl.l-pozitivitdsa. E: Egy erdsen
Kv1l.l-pozitiv octopus—sel (nyillal jeldlve) rekonstrudlt konfokdlis képe. A bemutatot
képet 25 vertikdlis, egyenként 1 um vastagsdgu felvétel felhasznéldsdval készitettiik. A
csillaggal jeldlt teriileten j61 1&thatd a halldidegrostok Kv1.1-pozitivitdsa. F: Egy erdsen
Kvl.l-pozitiv piramis—set ¢Omér nyillal jelélve) rekonstrudlt konfokélis képe. A
bemutatott képet 23 vertikilis, egyenként 0,8 um vastagsagu felvétel felhasznilasival
készitettilk. Az lres nyilak a piramis—neuron Kvl.l-pozitiv nyulvanyaira mutatnak.
Kalibracidk: 100 uym (A), 50 um (B-D), és 20 um (E-F).
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21. dbra A Kv3.l-specifikus immunpozitivitAs megoszldsa a nucleus

cochlearisban

A: Egy sadgittalis nucleus cochlearis metszet Kv3.lb-specifikus immunpozitivitdsa. B:
Az A dbran l&thatd teriilet, de a projekcids neuronok retrograd jeldlésének eredménye
l&thaté. C: Az A és B dbrdk ko-lokalizécidés képe a DAPI jeldlés eredményének
feltlintetésével. Az egyszeres ilires nyil a felszines, a kettds {ires nyilak a mély
szemcseseftes régre mutatnak. A tomdr nyilak két, rodaminnal tdltédt, erds Kv3.1-
specifikus immunpozitivitAst mutatd neuront jeldlnek. D-F: Az &brak elrendezése
megegyezik az A-C dbrakéval, azonban a felvételek egy masik prepardtumrdl késziiltek
nagyobb nagyitassal. A jobbra mutatd tomor nyil egy erdsen Kv3.l-pozitiv, rodaminnal
ottt dridsseitre, az lires nyil egy Kv3.l-negativ, rodaminnal toltdt piramis—seijtre, mig
a ferde nyil egy gyengén Kv3.l-pozitiv, rodaminnal t&lt&t piramis-sejtre mutat.
Kalibracidk: 100 pm (A-C), 50 ym (D-F)

A Kv3.l-specifikus immunpozitivitds megoszlasa a nucleus cochlearisban

A 21A &bran lathatd kis nagyitédsu felvétel a Kv3.lb-alegység megoszlasdt mutatja a
nucleus cochlearisban. Ba&r mind a DCN, mind pedig a VCN egyértelmlen pozitiv volt, a
VCN jeldlédése intenzivebbnek bizonyult. Ugyanezen prepardtum rodaminos jeldlésének
eredményét mutatja a 21B abra, ahol jél kivehetbek a retrogriddan toltdtt projekcids neuronok.
A DCN rodaminnal Jjeldlt sejtjeit piramis— és oridsneuronokként azonositottuk, az egyes
idegsejtek pontos tipusat lokalizadcidéjuk, a nagyobb nagyitdsu felvételeken (pl. 22A &bra)
meghatdrozott méretiik és alakjuk alapjan hatdroztuk meg. Ugyanezen krtériumok alapjan
azonositottuk a VC N-ben taldlhaté, rodaminnal jeldlt éridsneuronokat is. A 21C dbra a 21 A és
21B &brdk ko-lokalizacids felvétele, melyen a DAPI Jjeldlést is megijelenitettiik. A
szemcsesejtek slrlin elhelyezkedd sejtmagjainak koszonhetéen a szemcsesejtes régid
azonositdsa viszonylag egyszer( volt. Az &bran {lires nyilak jelzik a nucleus cochlearis

felszinét boritd sze mcsesejtes réteget, a kettds lires nyilak pedig a nucleus cochlearis ventralis

62



és dorsalis részét elvalasztd szemcsesejtes rétegre mutatnak. Amint az a 21 C 4bréan l&thatd, a
VCN neuronjainak felszinén expresszalddik a Kv3.lb-csatornaalegység, és egy részik
rodaminnal is jeldlédstt (t6mor nyilak). Ezen tilmenden a DCN projekcids idegseijtjel is
expresszaljdk a Kv3.1 fehérjét, bar esetliikben az immunpozitivitds intenzitdsa nem érte el a
V C N-ben tapasztalt szintet. Az is megfigyelhetd, hogy a szemcsesejtek Kv3.l-pozitivitasa
Jjoval gyengébb volt, mint akdr a DCN, akdr a VCN projekcids neuroniai esetében.

A 21D-F &brak szdmos rodaminnal toltott érids— és piramis—settet mutatnak, egy masik
prepardtum D CN-jérdl készitett nagyobb nagyitadsu felvételeken. Ezen, és méas, hasonld
kisérletek alapjan megdallapitottuk, hogy az dridsseijtek nagy része Kv3.l-pozitiv volt (egy
ilyen példat jelez a t&mdr nyil a 21 D-F dbrdk jobb oldaldn); minddsszesen 27 Kv3.l-pozitiv,
és 6 negativ oridsneuront sikerlilt azonositanunk. Hasonld volt az ardny a piramis-seijtek
esetében is, a 15 piramis—neuronként azonositott idegseit kozil 12 volt Kv3.1-pozitiv (egy
ilyen seijtre mutat a ferde nyil), és csak 3 negativ. Ezen kisérletek arra is rdmutattak, hogy az
o6ridssejtekben a Kv3.1l-im munpozitivitds &ltaldban erdsebb volt, mint a piramis-sejtekben. A
22 A és 22B &dbrdkon egy masik tipikus megijelenésty, erésen Kv3.l-pozitiv, rodaminnal jeldlt
6ridsneuron ldthatéd (nyil, a bemutatott dbrdkon a 21 C 4bran szerepld egyik sedtrdl készitett
nagy nagyitdsu felvételek lithatdk). Erdemes megemliteni, hogy a bemutatott dridsseit
kozelében szdmos kisebb (14-17 pm &t mérdjd), szferikdlis, Kv3.l-pozitiv sejtet is lehet 1latni.

Mivel ezen sejtek nem Jeldléddtek rodaminnal, valdészinlleg cochlearis interneuronokrdél van

sz6, de részletes vizsgalatokat nem végeztiink identitdsuk pontos meghatdrozdsa céljdbdl.

A B =
2 )

22. dbra A nucleus cochlearis projekcidés neuronjainak Kv3.l-specifikus
immunpozitivitdsa

A: Egy Kv3.l-pozitiv, rodaminnal toltdtt dridssejt nagy nagyitdst ko-lokalizdcids
felvétele (ugyanezen seft megtaldlhatd a 21. dbra A-C 4dbrdin is kis nagyitasban). B: Az
A 4bran l&thatd teriiler, de csak a rodaminos jeldlés eredménye léthatd. C: Erdsen
Kv3.1l-pozitiv octopus—seijek (nyilak) rekonstrudlt konfokdlis képe. A bemutatodt képet
22 vertikalis, egyenként 1 um vastagsdgu felvétel felhaszndldsdval készitettiik. D: Az
elézé dbran latott kép elkészitéséhez felhaszndlt 22 felvétel egyike. E: Egy octopus-seit
er6sen Kv3.l-pozitiv nyulvanyanak Osszetett konfokdlis képe. A bemutatat képet 25
vertikadlis, egyenként 1um vastagsagu felvétel felhaszndldsaval készitettiik.
Kalibracidk: 50 um (A-B) és 20 um (C-E).
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A VCN-ben mind a bushy-, mind pedig az octopus—neuronok erds Kv3.lb-specifikus
reakcidt mutattak. A 22C 4bran egy octopus-sejtcsoportrdl készitett rekonstrudlt konfokalis
kép léthatd (a 22D abran a rekonstrudlt kép egyik optikai sikja léthatd). Az octopus-seijtek
esetében mind a soma, mind pedig a nyulvanyok proximdalis részének felszine erds
immunpozitivitdst mutatott. Az immunjeldlédés nem volt homogén, a csatornaalegység
jellegzetes csoportosuldsokat mutatott (nyilakkal Jeldltiink néhdny példat). Az intenziv
Kv3.l-specifikus immunpozitivitds és az alegységek aggregdcidja az octopus—sejtek

nyulvanyain is egyértel mien megfigyelhetd volt Q2E &bra).

Megbeszélés

Jelen munka legfontosabb célkitlizése az volt, hogy egy atfogd leirdst adjon a nucleus
cochlearis megfelelden azonositott neurontipusainak Kv-alegység expresszidjardl. BAar egyes
Kv-csatorna fehérjék jelenlétét és megoszlasdt mar kordbban is leirtdk, ez az elsé olyan
kisérletsorozat, amely ugyanazon &llatfaj azonos koru egyedein vizsgélta 7 kiilonbdzd Kv-—
alegység pontos, sejt—specifikus megoszlasdt. Tul azon, hogy vizsgdltuk az egyes neuronok
csatornaalegység-mintdzatdt, amelynek ismerete lehetévé teszi az adott sejttipusok
me mbrantulajdonsdgainak megjdésladsdt, azt 1s kimutattuk, hogy a kiildnbdz8d nucleus
cochlearis neuronok egyes Kv-alegységeket eltérd mértékben expresszdlnak, amelyeket akar
sejtspecifikus markerekként is fel lehet haszndlni: mig az octopus—-seijtek esetében a Kvl.1l- és
Kvl.2-expresszid volt a legjelentdsebb, addig az oridssejtek tdbbsége igen erds Kv3.1-
pozitivitdst mutatott, ugyanakkor a Kv4.2-expresszié a szemcseseltekben volt a
legjelent8sebb. Mindezek mellett jelen tanulmanyban igazoltuk a nucleus cochlearisban
taldlhatd glomeruldris szinapszisok Kv4.2-pozitivitdsdt is. A glomerulédris szinapszisokat a
cerebellumban is erfsen Kvi4.2-pozitivnak taldltuk, ami azt a nézetet tdmasztja ald, hogy a
nucleus cochlearis és a cerebellum eredete azonos, és a két struktira igen nagyfoku
morfoldgiali hasonldésdgot mutat. Végilil, de nem utolsd sorban, eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy sem a piramis-, sem pedig az oridssejtek nem alkotnak homogén
sejtpopuldcidt a Kv—expresszids mintdzat terén; azaz elképzelhetd, hogy ezek a neurontipusok

tovabbi funkciondlis és/vagy morfoldgiai alcsoportokra oszthatdk.
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A nucleus cochlearis neuronok Kv-alegység expresszids mintdzata

Kordbban méar leirtdk, hogy a nucleus cochlearis idegsedtek eltérd tipusai jelentdsen
kiilonbozdé tiizelési tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Ezen valtozatossdg egyik lehetséges
magyarazata, hogy a kiildnbdzé neuronok eltérd fesziiltségfiiggd K+féramokkal rendelkeznek.
Meglepé mdédon azonban a nucleus cochlearis neuronok nagy része valamennyi jelentds
fesziiltségfiiggd K+—éramfajté1: expresszalia, 1gy a tranziens—, késdi tipusu és LV A dramokat is.

Mindazonédltal, mivel kiilonbdz8 alegység-Osszetétell — és ezdltal eltérd
fesziiltségérzékenységgel, kinetikai tulajdonsdgokkal és szabidlyozadsi mechanizmusokkal
rendelkezd —  csatorndk is létrehozhatnak egyméshoz nagymértékben hasonld
makroszkdpikus K+—a’ramko mponenseket, a Jelentdsebb idegselttipusok Kv-alegység
expresszids mintdzatdnak ismerete segithet a nucleus cochlearis neuronok funkcidjanak
megértésében. Egyes Kv-alegységek expresszidjdt mar vizsgdltdk a nucleus cochlearis
neuronokon, a 6., 7. és 8. Tablazatok ezen kordbbi tanulmanyok fontosabb eredményeirdl
nyUjtanak rovid &ttekintést. Ugyanezen tdblazatok a Jjelen munka eredményeit is
tartalmazzak, igy ezek kdnnyen Osszevethetdk a mar publikdlt eredményekkel. A kordbbi
tanul médnyok egy részében nem tdrekedtek az egyes sejtek tipusdnak pontos meghatadrozaséara,
ami némileg megneheziti ezen adatok értel mezését; ezen eredmények mellett azt tiintettiik fel,
hogy azok a VCN vagy DCN egészére érvényesek. A jeldlések intenzitdsdnak megitélésekor
a ,jelen tanulmany” alatt szubjektiv mérlegelés eredményei lédthatdk, mely sordn a nucleus
cochlearis neuronok immunpozitivitdsdnak erdsségét a metszetek hattérfestddésével vagy a
nucleus cochlearis egyéb sejtjel &ltal mutatott im munijeldlddés intenzitdsdval hasonlitottuk
Ossze. Bar ezen mddszerrel nem lehetett meghatdrozni az immunreakcidk abszolut
intenzitdsédt, arra mindenképpen alkalmas volt, hogy a kilonbdzd neurontipusok
immunjeltlédését Osszevessiik, valamint megédllapitsuk, hogy egy adott sejttipus erds
immunreakciét adott-e. Fontos megemliteni, hogy a kiildnbdzd laboratdriumok a Kv-
alegységek Jjelenlétét gyakran eltérd szinten vizsgaltdk (mRNS [pl. Sequier és mtsai, 1990;
Fitzakerley és mtsai, 2000; Grigg és mtsai, 2000], fehérje [pl. Wang és mtsai, 1994;
Rosenberger és mtsai, 2003; Caminos és mtsai, 2005] vagy funkciondlis szinten, alegység-
specifikus blokkoldszerek alkalmazasaval [pl. Bal és Oertel, 2001; Dodson és mtsai, 2003;

P&l és mtsai, 2004]), ahogy ezt atdblazatokban is feltlintettiik.
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6. Tdblazat Kv-alegységek expresszidja a nucleus cochlearisban: DT X-érzékeny,

LV A alegységek.

Kvl.1 Kvl.2 Kvl.6
Lokalizdci6 Jeler} Referencidk Jeler} Referencidk Jeler} Referencidk
tanulmany tanulmany tanulmany
Hall6ideg- B + fehérje . - < ab p
rost erds patkénya’b erds + fehérje patkdny negativ
+ fehérje egér” i gc
VCN + RNS patkény" + fehérje egér
+ fehérje L . abef ‘o L ef
Bus hy- erds patkany*"<" erés * fehf: He patka}l Y pozitiv * fe/h N patk/a n
sejtek p (e + dram patkany + dram patkany
+ dram patkany
+ dram egér®
+ fehérje . ‘g
Octopus- B h X + dram egér o
sejtek erds denevér’ erds +RNS egéri pozitiv
+ RNS egér'
+ prot patkany’
+ fehérje egér® .
DCN + RNS patkény? + RNS patkédny
P1rgrms- 6/3 +/- feh?r_Le 6/1 6/2
sejtek denevér
Orids- +/- prot
sejtek 18/11 denevér 24/10 8/4
Szemcse - fehérje
- . 2 h . £ .
sejtek negativ denevér negativ - RNS egér negativ

+/- RNS egér'

,Jelen tanulmany” alatt a jelen munka eredményeit tintettiik fel, ,Referencidk” alatt a kordbban
publikélt eredményeket tiintettik fel: *Caminos et al. (2005) Brain Res 1056:118-131; PBortone et al.
(2006) Hear Res 211:114-125; cWang et al. (1994) J Neurosci: 14:4588-4599; dSequier et al. (1990)
FEBS Lett 263:163-165; °Dodson et al. (2003) J Physiol (Lond) 550:27-33; fPa’let:al. (2005) Hear Res
199:57-70; #Bal and Oertel (2001) J Neurophysicl 86:2299-2311; hRosenberger et al. (2003) J Comp
Neurol 462:101-120; iGrigg et al. (2000) Hear Res 140:77-90; jJung et al. (2005) Neurol Res 27:436—
440. Jelen munkdban az egyes seftek immunpozitivitAsdnak intenzitdsét a hattérrel és/vagy a nucleus
cochlearis mas neuronjaival Ssszevetve hatdroztuk meg. Az ,erds” és ,pozitiv” kifejezések kdnnyen
felismerhet§, ill. jelentds, de nem tul intenziv immunreakcidkat jeldlnek; a ,negativ” kifejezés pedig
az alig megfigyelhetd, vagy teljesen hidnyzd immunpozitivitdst jeldli. Az drids— és piramis—setek
esetében a szdmok a retrogdd mdédon Jeldlt és azonositad sefekre vonatkoznak: az elsé szdm az
immunpozitiv, a masodik pedig a negativ sejtek szdmit adja meg. A kordbban lekdzdlt adatokndl
feltiintettiik, hogy milyen fajban és milyen szinten vizsgdltdk az adott alegység jelenlété: (RNS,
fehérje vagy funkciondlis [Aram] szinten): az adott alegység jelenlécée ,,+"— ,hidnyét ,~"—jellel, mig a
nem egyértelmii eredményeket ,,+/~"—jellel jeldltiik.

A 6. Téblazat a DT X—érzékeny LV A csatornaalegységek jelenlétének vizsgdlatdt célzd
kisérletek eredményeit foglalja Ossze. Lathatd, hogy a Kvl.l-alegység expresszidjadt a VC N—
ben méar szdmos fajban és sejttipuson leirtdk (Sequier és mtsai, 1990; Wang és mtsai, 1994;
Grigg és mtsai, 2000; Bal és Oertel, 2001; Dodson és mtsai, 2003; Rosenberger és mtsai,
2003; Caminos és mtsai, 2005; Jung és mtsai, 2005; P&l és mtsai, 2005; Bortone és mtsai,

2006). A DCN esetében azonban mar bonyolultabb a kérdés: bar az alegység jelenlétét a
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DCN egészében mar leirtdk (Sequier és mtsai, 1990; Wang és mtsai, 1994), sejtspecifikus
vizsgdlatokat ezidaig csak denevéren végeztek (Rosenberger és mtsai, 2003). Ebbdl fakaddan
a Jjelen tanulmény az elsd, amely a piramis— és dridssejtek Kvl.l-expresszids mintdzatdban
tapasztalhaté heterogenitdst leirta. Eziddig a Kvl1.2- és Kvl.6-alegységek nucleus
cochlearisban valé el&forduldsardl viszonylag kevés kisérletes adat &llt rendelkezésre.
Mindazondltal a Kvl1.2 expressziéjdt mar leirtdk a VCN-ben (Wang és mtsai, 1994), és
Jelenlétét mind a bushy- (PAl és mtsai, 2004; Caminos és mtsai, 2005; Bortone és mtsai,
2006), mind pedig az octopus—neuronockban (Grigg és mtsai, 2000; Bal és Oertel, 2001)
kimutattdk. A VCN-nel ellentétben a Kv1.2 expressziéjdt a DC N-ben eziddig csak mRNS
szinten jelezték (Caminos és mtsai, 2005). Jelen munka eredményei azt mutatjdk, hogy a
nucleus cochlearis piramis— és éridsneuronjai egyarant expresszaljdk a Kvl.2-alegységet.

A kozelmultban egy tanulmadny a Kvl.l- és Kvl1.2 expresszidjanak korfliggését
vizsgalta patkdny nucleus cochlearisban, mind mRNS, mind pedig fehérje szinten. A
laboratérium eredményei szerint mindkét alegység expresszidéja ndvekedést mutatott a
szliletéstdl a 25. napig, ezt kdvetben pedig a felndtt kort allatokban mérsékelt csbkkenés volt
tapasztalhatd (Bortone és mtsai, 2006). Egy masik, a VCN (egyebek kozdtt a bushy-seijtek)
Kvl.1- és Kvl.2 expresszidjt vizsgdld tanulmény (Caminos és mtsai, 2005) ezzel szemben
az expresszié folyamatos és lépcsdzetes csOkkenésérdl szadmolt be. A csdkkenés a 14.
postnatalis nap kornyékén kezdddsott, és felnétt &llatokban mar csak nagyon alacsony
expresszids szintet sikerilt kimutatniuk. Ugyancsak ebben a tanulményban irtdk le, hogy a
Kvl.2-alegységek idbével eltlntek a selttestekbdl, mig ezzel egyidejlleg a halléidegrostok
Kv1l.2 expresszidja fokozatos ndvekedést mutatott, és a 21. postnatalis napra igen intenziv
szintet ért el. Ezen eredmények arra utaltak, hogy a szililetés utédni fejlédés sordn a Kvl.2
expresszidjanak nemcsak a szintje, hanem lokalizacidja is valtozhat.

Jelen munka eredményei szerint a Kvl.2-alegység mind fiatal, mind pedig idds &llatok
nucleus cochlearisdban expresszalddik, és (a Bortone és mtsal [2006] &ltal leirtakhoz
hasonldan) a Kvl.2-specifikus immunpozitivitds intenzitdsa fokozddik az életkorral, tdbbek
kozdtt a DCN neuropiljében is. Fontos megjegyezni, hogy jelen munkdban a Kvl.2—
alegységek korfiiggd transzlokdcidjét figyeltilk meg, ami kiiléndsen az octopus— és bushy-
neuronok esetében volt Jjelentds: mig a fiatal A&llatokban a Kvl.2-immunpozitivités
intracelluldrisan volt Jelen, addig az id&sebb &allatokban a sejtfelszini me mbran igen erds
immunjeltlédését tapasztaltuk. Ezen megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a
hallérendszer fejlédése sordn a Kvl.2-alegységet tartalmazd funkciondlis K+—csatornéknak

nemcsak a szadma valtozik, hanem a membranslriségliik is nd. Bar ezen eredmények
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funkciondlis Jjelentéségének igazoldsdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek, nem tidnik
alaptalannak az a feltételezés, hogy a Kvl.2-csatorndk membranslrlségének ndvekedése

szerepet jétszhat a halldérendszer érési folyamataiban.

7. Tdblazat Kv-alegységek expresszidja a nucleus cochlearisban: a tranziens dramokért

felelds csatornaalegységek

Kv4.2 (LVA) Kv4.3 (LVA) Kv3.4 (HVA)
Lokalizdcio Jelerz Referencidk Jelerz Referencidk Jelerz Referencidk
tanulmany tanulmany tanulmany
HallGideg- negativ negativ negativ
rost & & &
VCN + RNS patkény® +/- RNS patkdny®
+ fehérje - c b ‘o £ b
Bushy-sejtek erés patkany® erds * fe/herj © patlfan%/ erds * fe/herje patlfan%/
. b + dram patkany + dram patkany
+ dram patkany
Octgpus- erds + RNS egér® erls - RNS egér’ erés
sejtek
DCN + RNS patkany™* + RNS patkdny’  erds (neuropil) - RNS patkany®
Piramis- 3/1 +RNS egér® 1/0 +/- RNS egér® 1/0
sejtek
Orids- 1/4 +RNS egér® 8/0 +/7 RNS egér® 0/3
sejtek
Szemcse- erds, pozitiv,
. glomerularis +/- RNS egér® pozitiv - RNS egér” glomerularis
sejtek . . . .
szinapszisok szinapszisok

,Jelen tanulmany” alatt a jelen munka eredményeit tintettiik fel, ,Referencidk” alatt a kordbban
publikalt eredményeket tiintetiik fel: *Bortone et al. (2006) Hear Res 211:114-125; bPa’l et al. (2005)
Hear Res 199:57-70; ‘Fitzakerley et al. (2000) Hear Res 147:31-45; dSerodio and Rudy (1998) J
Neurophysiol 79:1081-1091; ® Weiser et al. (1994) J Neurosci 14:949-972. Jelen munkdaban az egyes
seftek immunpozitivitdsdnak intenzitdsdt a héttérrel és/vagy a nucleus cochlearis mas neuronjaival
Osszevetve hatdroztuk meg. Az ,erds” és ,pozitiv” kifejezések kdnnyen felismerhetd, ill. Jelentds, de
nem tUl intenziv immunreakcidkat Jeldlnek; a ,negativ” kifejezés pedig az alig megfigyelhetd, vagy
teljesen hidnyzé immunpozitivitast jeldli. Az drids— és piramis—sejek esetében a szdmok a retrogad
moédon Jeldlt és azonositot sejtekre vonatkoznak: az elsé szdm az immunpozitiv, a masodik pedig a
negativ sejek szdmét adja meg. A kordbban lekdzdlt adatokndl feltiintettiik, hogy milyen fajban és
milyen szinten vizsgaltdk az adott alegység Jjelenléét RN S, fehérje vagy funkciondlis [dram] szinten):
az adott alegység Jelenlétét ,+""— hidnyét ,~"—jellel, mig a nem egyértelmii eredményeket ,+/-" vagy
ot/ 2"=Jellel jeloltik.

A 7. Tablazat a tranziens (inaktivalddd) &dram lérehozasdért felelds Ktcsatornék
felépitésében részt vevd Kv-alegységek Jelenlétét és megoszlasdt vizsgdld tanul manyok
eredményeit foglalja &ssze. Erdemes megemliteni, hogy a bemutatott adatokon tdl egy, a
Kv4-fécsaladba tartozd alegységet kdédold mRNS Jelenlétét is leirtdk méar patkdnyban (Drewe
és mtsai, 1992). BAar ezen alegység pontos tipusa nem ismert, nem valdszinl, hogy a Kv4.l
fehérjét koédold mRNS-rél van szd, ugyanis mas tanulmanyok ezen alegység hidnyardl
szadmoltak be, mind patkdny (Serodio és Rudy, 1998), mind pedig egér (Fitzakerley és mtsai,

2000) nucleus cochlearigban.

68



Mivel a kordbbi tanul manyok elsésorban mRNS szinten vizsgdltdk a tranziens dramért
felelds K+fcsatornaalegységek Jjelenlétét, jelen munkdnak igen fontos részét képezte a Kvi.2,
Kv4.3 és Kv3.4 fehérjék nucleus cochlearisban vald eléforduldsdnak vizsgdlata. Emlitést
érdemel, hogy bar a glomerulédris szinapszisok jelenlétét morfoldgiai vizsgédlatok alapjan a
D C N-ben méar kordbban leirtdk (Kane, 1974; Alibardi, 2004), a jelen kisérletsorozat az elsd
tanulmény, ami radmutatott ezen képletek erds Kv4.2- és kOzepesen intenziv Kv3.4

expresszidjara.

8. Tablazat Kv3.lb-alegység expresszidja a nucleus cochlearisban

Kv3.1b (HVA)

Lokalizécio J eler} Referencidk
tanulmany
Hall6ideg- p
negativ
rost
2 a,b,c,d
VCN + RNS/ patkany/ )
+ fehérje patkdny
Bushy- « - A e
sejick eros + fehérje patkdny
-RNS egér’
Octopus- erés + RNS patkéany®"
sejtek - fehérje patkényh_
+ fehérje patkdny'
+ RNS patkéany“*
DCN +/- RNS patkany®
Piramis- 1213 + RNS patkéany®"
sejtek - fehérje patkany”
Orids- + RNS patkéany®"
. 27/6 P < h
sejtek +/? fehérje patkdny
Szemcse +RNS egér
- . 9 . gh
sejtek negativ +/? RNS patkény

+/? RNS patkany”

»Jelen tanulmany” alatt a jelen munka eredményeit tlintettiik fel, , Referencidk” alatt a korabban
publikélt eredményeket tiintetik fel:  Weiser et al. (1995) J Neurosci 15:4298-4314; P Weiser et al.
(1994) J Neurosci 14:949-972; cPerney et al. (1992) JNeurophysiol 68:756-766; dBortone et al. (20006)
Hear Res 211:114-125; ‘Pal et al. (2005) Hear Res 199:57-70; fGrigg et al. (2000) Hear Res 140:77-
90; ®1i et al. (2001) J Comp Neurcl 437:196-218; hPerney and Kaczmarek (1997) J Comp Neurol
386:178-202; 'Jung et al. (2005) Neurol Res 27:436-440. Jelen munkdban az egyes seijtek
immunpozitivitAsdnak intenzitdsdt a héttérrel és/vagy a nucleus cochlearis mas neuronjaival
Osszevetve hatdroztuk meg. Az ,erds” és ,pozitiv” kifejezések kdnnyen felismerhetd, ill. Jjelentds, de
nem tUl intenziv immunreakcidkat Jeldlnek; a ,negativ” kifejezés pedig az alig megfigyelhets, vagy
teljesen hidnyzé immunpozitivitast jeldli. Az drids— és piramis—sejek esetében a szdmok a retrogad
moédon Jeldlt és azonositot sejtekre vonatkoznak: az elsé szdm az immunpozitiv, a masodik pedig a
negativ sejtek szdmét adja meg. A kordbban lekdzdlt adatokndl feltiintettiik, hogy milyen fajban és
milyen szinten vizsgdltdk az adott alegység Jelenlétét (RNS, fehérjeszinten): az adott alegység
jelenlécée ,,+"— hidnyét ,~"—gllel, mig a nem egyértelmi eredményeket ,,+/~" vagy ,,+/?"—jellel jeldltik.

+
A nucleus cochlearisban a késéi tipusi K -dram kialakitdsdban legnagyobb

Jelentéséggel bird Kv-alegység a Kv3.1 (8. Tablazat). A szerzdk nagy része egyetért abban,
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hogy a Kv3.l-specifikus mRNS jelen van a nucleus cochlearisban, a fehérje szintd
vizsgdlatok eredményei azonban méar nem ilyen egyértelmiek. Az ellentmondds egyik
lehetséges magyarazata a korfliggésbeli valtozdsokra vezethetd vissza ([Bortone és mtsai,
2006): mivel az mRNS mennyiségében bekdvetkezd valtozdsok idében megeldzik a fehérje
szintll véaltozésokat, eltérd eredményeket szolgdltathatnak az mRNS és a protein szinten
végzett mérések. Mindazondltal a bushy-sejtek Jelen munkdban tapasztalt erds Kv3.1-
pozitivitdsa 6sszhangban van kordbbi mérési eredményeinkkel (PAl és mtsai, 2005). A jelen
munka ugyancsak fontos eredménye az octopus-sejtek erds Kv3.1 expresszidjdnak
demonstrdldsa. A DCN-t illetéen elmondhatjuk, hogy mind a piramis, mind pedig az
6ridsneuronok mutattak kisebb mértékl variabilitdst a Kv3.l-expresszid terén, ami
magyarazatul szolgdlhat arra, hogy miért nem sikeriilt a kordbbi tanul mdnyok némelyikében

egyértelmiien kimutatni Kv3.l-alegységek jelenlétét.

Az eredmények funkciondlis jelentdsége

Bar jelen munkdban nem vizsgdltuk a nucleus cochlearis neuronok aktivitdsét, Kv-—
expresszids mintdzatuk alapjan lehet&séglink nyilt néhdny funkciondlis feltevés
megfogalmazédsdra. A DCN piramis-sejtjel igen véaltozatos tlizelési mintdzatokra képesek
(Kane, 1974), ami az interneurdlis kapcsolataiknak (Zhang és Oertel, 1994; Oertel és Young,
2004), és membranpotencidljuk pillanatnyi értékének (Manis és mtsai, 2003) fliggvénye. A
piramis-sejtek nyugalmi me mbranpotencidljdnak kialakitdsdban fontos szerepet jdtszanak a
H C N-csatorndk (P&l és mtsai, 2003), és (a jelen munka eredményei alapjan) a kiilonbdzd
LVA K+fcsatornaalegységek (Kvl.1l, Kvl1l.2, Kvl.6, Kv4.2 és Kv4.3) is. Mivel kordbban mér
leirtdk, hogy a piramis—neuronok nem képesek megtartani a magas frekvencidja jelek id&beli
kdédolését (Babalian és mtsai, 2003), logikusnak tlnik az a feltételezés, hogy a Kv-alegységek
ezen kombindcidéja nem vértezi fel a piramis—neuronokat az id&ében ht tiizelési mintdzat
kialakitasdnak képességével.

Az oridsse’tek szinaptikus kapcsolatairdl és elektromos aktivitasardl viszonylag kevés
informacidé &ll rendelkezésiinkre. Ennek ellenére tdbb szerzd eredményei is azt mutattdk
(Zhang és Oertel, 1993; Ding és mtsai, 1999; Babalian és mtsai, 2003), hogy membran- és
tlizelési tulajdonsdgaik igen hasonlatosak a piramis-sejtekéhez. Jelen munka eredményei is
azt mutattdk, hogy a két neurontipus Kv-expresszids mintdzata hasonld, azonban (néhany
kordbbi tanul mdnyhoz hasonldan [Perney és Kaczmarek, 1997; Fitzakerley és mtsai, 2000;
Rosenberger és mtsai, 2003]) mind a piramis-, mind pedig az Oéridssejtek esetében némi

heterogenitést lehetett megfigyelni, ami valdszinlsiti, hogy a két neurontipust tovabbi, eltérd
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funkciondlis tulajdonsdgokkal rendelkezd alcsoportokra lehet osztani. Ezt a hipotézist
tdmasztja ald az is, hogy kordbban mar leirtuk ezen idegsejtek Jelentds morfoldgiail
valtozatossdgat (Pocsai és mtsai, 2007).

A szemcsesejtek szdmos forrdsbdl kapnak informacidkat (igy a halldidegtdl is), és a
cochlearis parallel rostokon keresztiill a DCN kiilonbdzd& neuronjaival létesitenek szinaptikus
kapcsolatokat (pl. piramis— és éridssejtek, Mugnaini és mtsai, 1980; Zhang és Oertel, 1993;
1994; Ryugo és mtsai, 2003). Ezidadig viszonylag kevés informécid Aallt rendelkezésre a
szemcsesejtek funkciondlis tulajdonsagait illetéen, de leirtak rajtuk egy gyorsan inaktivalodéd
LV A tranziens dramot (A-tipusu), aminek nagy Jelentdsége van az AP-sorozatokndl az elsd
csucs létenciaidejének meghatdrozdsdban; valamint egy lassan inaktivalddéd (késéi tipusi)
komponenst is, ami az akcids potencidlok utdn bekovetkezd gyors repolarizacidt biztositja
(Ruszndk és mtsai, 1997). Jelen vizsgdlataink tiikrében ugy tlnik, hogy a szemcseseljtek
tranziens Aaramédért valdszinlleg Kvi4.2-alegységeket tartalmazd K+fcsatornék a felelbsek.
Erdemes megemliteni, hogy a Kv4.2-alegységek megoszladsi mintdzata a nucleus
cochlearisban, és expresszidja egyes preszinaptikus végzdédésekben, nagyban hasonlit a
cerebellumban megfigyeltekhez (nem publikdlt, sajidt adatok). Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a Kv4.2-alegységek, a cerebelldris glomeruldris szinapszisokndl leirtakhoz hasonldan
(Shibata és mtsai, 2000; Shibasaki és mtsai, 2004; Strassle és mtsai, 2005), fontos szerepet
Jétszanak a nucleus cochlearis fejlédésében és mikoddésében.

A bushy-sejteken végzett elektrofizioldgiai mérések sordn szamos fesziiltségfiiggd K+—
dram Jjelenlétét leirtdk: LV A (Dodson és mtsai, 2003; Rothman és Manis, 2003; Cao és mtsai,
2007), gyorsan inaktivalédséd (Manis és Marx, 1991; Rothman és Manis, 2003) és késdi tipust
(Rothman és Manis, 2003; Cao és mtsai, 2007) komponenseket, amelyek lehetévé teszik ezen
neuronok nagyfrekvencidja tiizelését. Kordbbi, enzimatikusan izold&lt bushy-sejteken és
vékonyszelet—prepardtumokon (P&l és mtsai, 2005) végzett méréseink, tovabba a jelen munka
sordan kimutatott Kv-alegységek 7jelenléte jé magyardzattal szolgdlhat ezen K+féramok
komponenseire.

Az octopus—neuronok nagyon roévid excitatdrikus posztszinaptikus potencidlokat
tlizelnek (Golding és mtsai, 1995; 1999), igy feltehetéleg koincidencia detektorokként
mUkddnek (Golding és mtsai, 1995; Oertel és mtsai, 2000). Ezen sejek igen nagy
pontossdggal (Golding és mtsai, 1995) képesek tovabbitani a beérkezd ingereket, még az igen
magas frekvencidja (300-800 Hz-es [Golding és mtsai, 1995; Ferragamo és Oertel, 2002])

tartomdnyokban is, mig az efdléttd tartomdnyban "ON/OFF" detektorokként mikddnek.
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Elektrofiziolégiali mérések eredményei azt mutattdk, hogy az octopus—seteknek ezen komplex
feladatok elldtdsdhoz mindhdrom Jelentds fesziiltségfiiggd K+féramra sziikségiik van.

A HCN- (Koch és mtsai, 2004; Notomi és Shigemoto, 2004) és LVA K+—csatornék
mikddésének kdszdnhetden az octopus-sejtek igen alacsony nyugalmi membranpotencidllal
és alacsony me mbrénellendlldssal rendelkeznek. A Kvl.2-alegységek Jelen munkdban leirt
életkorfiiggé transzlokacidja arra utal, hogy felnétt A&llatokban a DT X-érzékeny &ram
denzitdsa magasabb, ami ellenstlyozhatja a h-dram denzitdsdnak megeme lkedett szintjéc. A
h-dram expresszidéjdnak ezen életkorfliggd ndvekedését a nucleus cochlearis bushy—neuronjain
mar leirtdk (Cuttle és mtsai, 2001), és az octopus—sejtek esetében is felmeriiltek hasonld
valtozasok. A Kvi.2-alegység expresszidja az octopus—sejteknek mind a somajan, mind pedig
a dendritjeiken megfigyelhetd volt, ami arra utal, hogy tranziens K+—a’ramok is részt vehetnek
me mbransajdtsdgaik kialakitdsdban. Minthogy a Kv4.2 fehérje expresszidjét mar leirtdk fiatal
dllatokban (Fitzakerley és mtsai, 2000), feltételezhetd, hogy ezen neuronok érési
folyamataiban 1is szerepet jatszanak. Az octopus-sejtek HVA K+féra mot létrehozd
csatornaalegységeket is expresszalnak, amelyek a magas frekvencidja tiizelést teszik lehetévé.
A csatorndk ezen szerepét Kv3.1l knock-out egereken végzett kisérletek sordn az MNTB

fésedtjeiben méar leirtdk Macica és mtsai, 2003).
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Eredmények

A tengerimalac ganglion spirale neuronok morfolédgiai jellemzd&i a ,cochlearis
Uszdszelet” preparatumban

A 23. &dbradn NSE jeldlt SGC-k ladthatdk az altalunk kifejlesztett cochlearis tszdszelet
prepardtumban. Az 23 A &bran a prepardtum tetejérdl készitett felvétel léthatd, a 23B Abran
pedig azt az optikal szeletet mutatjuk be, amelyen a nyillal Jeldlt selt legnagyobb
kereszt metszete lathatéd. A 23D 4&brédn az SGC-k erdsen NSE-pozitiv nyulvanyai is
megfigyelheték (nyil), amelyek lefutdsa hosszan (a Jelen kép esetében kb. 140 pm-en &t)
kovethetd. A 23E abran egy rekonstrudlt kép lédthatd, a nyil a 23B dbran latott kis set helyét

mutatja. Az ilyen tipusu ,rekonstrudlt” vagy ,0sszetett” képek elénye, hogy az SGC-fészkek

..

E
iy

23. dbra Az ujonnan kifejlesztett cochlearis Gszdszelet preparatum

alkal mazhatésadga ganglion spirale neuronok vizsgélatara

Ganglion spirale neuronok a cochlearis Uszdszelet prepardtumban NSE-specifikus
immunjeldlést kévetden. A-D: 1 um vastag optikai szeletek a prepardtum felszinérdl
(3), illetve 4 pm-rel (B), 9 um-rel (C) és 16 um-rel (D) mélyebben. E: Ugyanazon
szovetblokk rekonstrudlt képe (32 optikai szelet felhasznalasaval). F: Az E dbran l&ot
rekonstrudlt kép, 180°-kal elforgatva a fliggéleges tengelye mentén. Az {ires nyilak egy
IT-es tipust ganglion spirale neuront jeldlnek; a D dbrdn a tomodr nyil az SGC-k
nyulvanyaira mutat. Kalibrdcidk: 20 pm.
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hidromdimenzids felépitését is megmutattdk, igy segitséglikkel az SGC-k morfoldgiai
tulajdonsagait mindig a legmegfeleldbb szogbdl vizsgdlhattuk. Erre példa a 23F adbrén lathatd
felvétel, ami megegyezik a 23E dbran ldthatd rekonstrudlt képpel, csak azt elforgattuk 180°-
kal a fliggbleges tengelye koriil (ezdltal a prepardtum mdasik oldaldt latjuk). Az Ujonnan
kifejlesztett cochlearis Uszdszelet prepardtumokon végzett vizsgdlatok sordan valamennyi
N SE-pozitiv sett szferikdlis, vagy enyhén elnyuUjtott alaktnak bizonyult, és az esetek nagy

részében legaldbb egy nyulvanyuk is ldthatd volt.
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24. &dbra A nagy (I-es tipust) és kis (IT-es tipust) ganglion spirale sejtek
elkiilonitése

A: A nagy (Ures korok) és kis (omor kordk) seiek keresztmetszeti teriileteinek
dbrazolésa a legnagyobb dmérd fliggvényében (minden kér egy kiilon sejtet jeldl). A
nagy kordk az atlagértékeket adjak meg (dtlag + S.D. formdban feltlintetve). B: A
ganglion spirale neuronok morfoldgiai tulajdonsidgait bemutatd rekonstrudlt kép NSE—
specifikus immunjeldlést kovetden. A nyilak IT-es tipust sejtekként azonositot
neuronokra mutatnak. C: A B dbran lathatéval megegyezd terliletrdl készitett felvétel,
de itt a parhuzamosan végzett S-100-specifikus immunreakcié eredménye ldthatd. A
nyilak ugyanarra a terliletre mutatnak, mint a B &brdn, a Jjelzett kis seftek pedig
egyértel mien S-100-negativak. Kalibracidk (B és C &brak): 20 um.
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Az SGC-k morfolégiai jellemzdéinek meghatdrozdsa sordn a 23. dbran latottakhoz
hasonld optikai szeleteket (,,Z-stack képek”) haszndltunk. A vizsgdlt paramétereket és azok
értékeit a 9. Tablézatban foglaltuk Ossze, mig a 24. dbra a legfontosabb morfoldgiai
Jjellemz8ket mutatja be. Az SGC-ket nagy és kis sejtekre lehetett osztani (a 24B-24D Aabrdkon
a nyilak a kis sejtekre mutatnak). A neuronok atlagos adtméréje a nagy sejtek esetében
19,9+ 2,4 pum (n=100), mig a kis sejtek esetében 14,2 + 1,0 pym (n = 11) volt (24A &bra; a
részletes adatok a 9. Tablazatban taldlhatdk). A kis sejtek ardnya 9,9 $—nak adddott, azonban
mivel a ldtétereket minden esetben ugy valasztottuk meg, hogy azok biztosan tartal mazzanak
kis sejteket 1is, ezen neuronok tényleges eld&forduldsi valdszinlsége ennél valdszinlleg
alacsonyabb.

Amint az a 24A &abran lithatd, a cochlearis Uszdszelet prepardtumban a kis és nagy
sejtek somatikus &t mérdje és kereszt metszeti teriilete eltérd volt. A két sejtipus alakjét az
elongacids faktorral (részletes leirdsa az Anyagok és mddszerek fejezetben) jellemeztiik. Az
EF értéke nagy seltek esetében 1,42 + 0,23, kis sejtek esetében pedig 1,15 £ 0,28 volt, azaz a
nagy sejtek somaja inkdbb elnyuUjtottabb, mig a kis sejteké szferikalisabb volt.

Mind a nagy, mind pedig a kis seftek NSE-pozitivak voltak. A sejmag mérete
mindkét neurontipusban hasonld volt, ugyanakkor a sejttest mérete a kis sejtek esetében
kisebb volt, igy ezen neuronokban a sejtmagot koérillvevd citoplazmatikus gylrd jelentdsen
vékonyabb volt, mint a nagy sejtekben, ami igen hasznosnak bizonyult azonositdsuk soran.
Ezen tulmenden a cochlearis uUszdszelet prepardtumban a kis és nagy neuronok &atlagos
keriilete és kereszt metszeti teriilete kO6zott is jelentds eltérés volt (9. Tablazat), ami lehetdvé
tette a két sejtipus pontos és megbizhatéd megkiildnbdztetését.

A rendelkezésiinkre 4116 morfoldgia adatok alapjan, valamint figyelembe véve a nagy
és kis sejtek szdméanak ardnyat, a nagy sejteket I-es tipus, mig a kis sejteket IT-es tipust
ganglion spirale neuronokként azonositottuk. Minthogy az I-es tipusu sejtekkel ellentétben a
IT-es tipust neuronok nem rendelkeznek myelinhiivellyel, hipotézislinket S-100 fehérje- és
N SE-specifikus kettdsfestéssel ellendriztiik. Mivel az S-100-pozitivitds a sejtek
myelinhlivelyével &ll Osszefliggésben, csak az I-es tipust sejtek esetében vartunk érdemi
Jjelolédést. Amint az a 24C-24D &brédkon ldthatd, az S-100 fehérje-specifikus immunjeldlés
eredménye egy kiterjedt immunpozitiv hdldézat volt, amelyben jél kivehet8k voltak a nagy
seftek somai. A nagy sejtekkel ellentétben a kis sejtek nem mutattak jelentds S-100-
pozitivitdst, ami a myelinhlively hidnydra utalt, megerdsitve az A&ltalunk alkalmazott

sejtazonositasi eljards helytalldsdgat.
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9. Tdblazat A ganglion spirale sejtek morfoldgiai tulajdonsdgait leird kvantitativ
paraméterek

Legnagyobb atmérd Somaticus Somaticus .y
keresztmetszet . Elongacios faktor
[um] 2 keriilet [um]
[um’]
"Nagy (feltételezett
I-es tipusi) sejtek 19,9 + 2,4 220,6 + 35,6 56,5+ 5,6 1,42 + 0,23
(cochlearis (25,93-15,04) (310,9-160,6) | (71,54-45,89) (0,93-2,07) *
uszoszelet)
PKis (feltételezett
II-es tipusu sejtek) 14,2 +1,0 142,3 + 28,4 43,8 + 4,8 1,15 + 0,28
(cochlearis (15,78-12,67) (187,0-103,8) | (52,67-36,96) (0,88-1,45) **
uszoszelet)
‘Nagy (feltételezett
I-es tipusid) sejtek 15,4 +1,9 112,5 £ 17,0 41,1 3,5 1,69 + 0,4
(paraffinba (21-10) (154-60) (50-31) (1,05-3,37)
agyazott)
‘Kis (feltételezett
II-es tipusi) sejtek 11,4 +1,9 67,7 + 15,8 31,9 + 4,1 1,53 + 0,30
(paraffinba (13-8) (94-42) (37-25) (1,14-1,95)
agyazott)
Egér'
I-es tipusua 129,5
I1-es tipusi 114,0
Patkany”
I-es tipusua 130 (97-163)
Kis II-es tipusi 101 (94-109)
Nagy II tipusi 148 (130-164)

a

:n = 100; b: n=11; c:n=108; d: n = 10.

* és **; 1-1 sejt < 1; az adott sejt esetében nem talaltuk a legnagyobb atmérét indicating that the
largest diameter of the cell body was missed in these cases

Atlag + S.D. A minimum és maximum értékeket is feltiintettitk valamennyi paraméter esetében
(zérdjelben)

! Berglund and Ryugo (1987) eredményei alapjan

2 Jagger and Housley (2003) eredményei alapjan

A kis és nagy sejtek paramétereinek kiildnbsége valamennyi esetben statisztikailag szignifikdns volt
(p < 0,001; Student—féle t-teszt), ez aldl csak az elongacids faktor volt kivétel a paraffinba adgyazott
metszetek esetében, ahol nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a ké&t seftipus kozott.

A tengerimalac ganglion spirale neuronok morfoldgiai jellemzdéi bedgyazott
preparatumban

Osszevetve a bedgyazott metszeteken végzett morfometrids mérések adatait a
cochlearis Uszdszelet prepardtumokban mért adatokkal, nyilvanvaléva valt, hogy a hosszabb

formalinos fixalas és az azt kdvetd hisztoldgiai eljérasok jelentdsen csdkkentették a neuronok
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valamennyi jelentds morfometriai paraméterét (somaticus adtmérd, kerililet és keresztmetszeti
terlilet, lasd 9. T&blazat); valamint Jelentésen csdkkentek a kis és nagy sejtek kozti
kiilonbségek is (25A-25C A&brdk). A hisztoldgiai feldolgozds a sedtek alakjét is jelentdsen
megvaltoztatta, ami részben a Jelenté4sen magasabb EF értékekben, részben a kis és nagy
seftekre jellemz & értékek kdzeledésében nyilvanult meg (1,69 + 0,4 a nagy, és 1,53 + 0,3 a kis
seftek esetében, 25D 4bra). A bedgyazott prepardtumok alkalmazdsa sordn nemcsak a sejtek
megvaltozott morfoldgidja okozott nehézséget, hanem az is, hogy amennyiben a sejtmag nem
keriilt bele a metszési sikba, nem lehetett megdllapitani, hogy a metszési sik a sejt kozépsd
sikjdn ment-e keresztil, ami pedig alapvetd fontossagu lett volna a sejtek dtmérdjének (és a

tobbi morfoldgial paraméternek) a meghatdrozasa soran.
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25. dbra A nagy (I-es tipust) és kis (IT-es tipusu) ganglion spirale sejteknek
a cochlearis uszdszeletben és paraffinba dgyazott prepardtumban mért
morfoldégiai paramétereinek Osszehasonlitédsa
A Dbemutato adatok nagy sejek (cochlearis Uszdszelet: n = 100; bedgyazott
prepardtum: n = 108) és kisseftek (n = 11 és n = 10) esetében demonstraljék az SGC-k
kiilonbozd paramétereit (&lag + S.D.). A: legnagyobb &tmérd; B: kerililet; C:
kereszt metszeti teriiler; D: elongacids faktor (meghatarozdsdnak leirdsét 1d. Anyagok és
mddszerek fejezetben). A szaggatott vonal az EF = 1 értéket jelzi, ami egy tokéletesen
gdmb alakl sefre lenne jellemzd. A kis és nagy sejtek paramétereinek kiilénbsége
valamennyi esetben statisztikailag szignifikdns volt (p < 0,001; Student—féle t-teszt),
kivéve a bedgyazott metszeteken meghatdrozott EF értéket, ahol nem tapasztaltunk

szignifikans eltérést a két s=jtipus kdzott.

77



A fenti eredmények és megdllapitasok alapjan kijelenthet, hogy a cochlearis
uszdszelet prepardtum jobban megdlrizte az SGC-k geometridjdt és méretét, mint a
hagyoméanyos technikdval készlilt bedgyazott prepardtum, és segitségével nagyobb
biztonsdggal lehetett megkiilonbdztetni a nagy (I-estipust) és kis (IT-es tipusu) sejteket. Jelen
vizsgdlatsorozatban mindkét bemutatott technikat alkal maztuk, de eltérd célokra. Az SGC-k
&ltal mutatott immunpozitivitdsok vizsgdlata mellett a cochlearis Uszdszelet preparatumot az
T-es és IT-es tipust neuronok kozti eltérések tanulmanyozasdra haszndltuk. Ezzel szemben a
bedgyazott prepardtumokon végzett kisérletek célja elsbsorban az uUJjonnan kidolgozott
technika validadldsa wvolt, de ez szolgdlt a ganglion spirale tengelye mentén esetlegesen

fenndlld apiko-bazalis gradiensek gyors és egyszerd fel mérésére is.

26. dbra Cochlearis Uszdszelet preparatumban vizsgdlt ganglion spirale

sejtek Kvl.1l-, Kvl.2-és Kvl.6immunpozitivitédsa

A felsS sor dbrain (A1-Cl) a Kvl.1- (Al), Kvl.2- (B1l) és Kvl.6- specifikus (C1)
immunreakcidk, mig az alsdé sorban (A2-C2) ugyanazon latéterek NSE-specifikus
Jkeldlésének eredményei lathatdk. Az ires nyilak valamennyi esetben IT-es tipust
sejtekre mutatnak. Erdemes kiemelni, hogy a B2 &brdn léthatd IT-es tipusti SGC nem
mutat Kvl.2-pozitivitdst. Az Al és A2 dbrakat 16, egyenként 2 pym vastag optikai
szeletbdl rekonstrudltuk. Az Al képen lathatd tomor nyilakkal jeldlt nytlvanyok erdsen
foltos jellegi Kvl.l-membranjeldlédést mutattak. A C1l dbrédn ldthatd tomor nyilak
Kvl.6-pozitiv nytlvanyok keresztmetszeteit jeldlik. Kalibrdcidk: 20 um (valamennyi
esetben).
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Az alacsony fesziiltség hatdsdra aktivdlédd, DT X—érzékeny K+féra mért felelds
alegységek expresszidja az SGC-kben

Jelenlegi ismereteink szerint az alacsony fesziiltség hatdsdra aktivalédd, DT X-
érzékeny K+—a’ram kialakuldsédért hdrom Kv-alegység Jelenléte (Kv1l.1l, Kv1.2 és Kv1.6) lehet
felel6s. Amint az a 26. dbran léthatd, az SGC-kben mind a Kvl.l- (26A1 abra), mind a
Kvl1.2- (26B1l &bra), mind pedig a Kvl.6-alegység (26C1l &bra) expresszdlddik. A Kvl.1l-
specifikus jeldlés intenzitidsa erds volt, és valamennyi neuron pozitivnak bizonyult (25/25 seit,
26A1 és 26A2 abradk). Az immunjeldlédés mind a sejttesteken, mind pedig a nyulvadnyokon
megfigyelhetd volt. Bar a Kvl.l-specifikus immunpozitivitds intracelluldrisan is jelen volt, a
jelolédés a sedftek felszinén is 1léthatd volt, ahol (kiiléntsen a nyulvanyok esetében)
kifejezetten foltos jelleget mutatott (t6mor nyilak a 26A1 dbran). A Kvl.l-expresszid terén
nem tapasztaltunk kiilonbséget az I-es és IT-es tipusu sejtek kozdtt (ladsd 26A1 és 26 A2 abrak
inzertijei).

Az SGC-k nagy része Kvl.2-pozitiv volt (184/188, az adatokat a 10. Tablazatban
foglaltuk Ossze), az immunjeldlddés intenzitdsa azonban gyengébb wvolt, mint a Kvl.l-
specifikus Jjeldlés esetében. A Kvl.l-specifikus reakcidhoz hasonldéan az immunpozitivités
intracelluldrisan is jelen volt (26B1l és 26B2 &brdk). Az immunjeldlés elvégzése utdn
elsésorban a sejttestek Jjeldlddtek, bar néhany, egyértelmlen Kvl.2-pozitiv nyulvany
kereszt metszeti képe is ladthatd volt, amelyeknél az immunreakcid a sejtfelszini me mbranban
volt jelen. Fontos megjegyezni, hogy mind a négy Kvl.2-negativ sejt IT-es tipusu neuron volt
(@ 26B1 és 26B2 abrakon nyilakkal jeldltiink 2 példat). Minthogy jelen munkéban a Kvl.2—
specifikus jeldlések sordn (kizdrdlag a cochlearis Uuszdszelet prepardtumokat figyelembe véve)
Osszesen 8 IT-es tipusuy neuront sikeriilt azonositanunk, arra kodvetkeztettiink, hogy a Kvl.2-

alegységek expresszidja tekintetében kiilonbség lehet a két SGC-tipus kozott.
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10. Tédblazat Kv-alegységek megoszldsa a tengerimalac ganglion spiraleban

Cochlearis | Paraffinba
Alegység | tszészelet agyazott
preparatum | preparatum
Kvl.1 25/25 172/180
Kvl1.2 184/188 547/572
Kvl4 87/87 815/840
Kv1.6 104/104 977/1025
Kv3.1b 70/70 484/486
Kv3.2 0/42 3/74
Kv3.4 102/118 379/416
Kv4.2 201/242 337/436
Kv4.3 128/128 576/584

A téblazat valamennyi vizsgdlt SGC eredményét tartalmazza. Az elsd szAm az immunpozitiv neuronok
szamat adja meg, mig a masodik szdm a vizsgalt neuronok szamat mutatija.

A ganglion spirale neuronok gyenge Kvl.6-pozitivitdst is mutattak (26C1 és 26C2
dbrak). A Kvl.1l- és Kvl .2-specifikus jeldlésekhez hasonldan az immunpozitivitds itt is jelen
volt mind intracelluldrisan, mind pedig a sejtek felszinén. A sejtek nyulvanyai is pozitivak
voltak, ami az axonok keresztmetszeti képein volt a legszembetlindbb (néhany példat tdmdr
nyilakkal jeldltiink a 26C1 &bran). Valamennyi vizsgdlt sejt Kvl.6-pozitiv volt (104/104), és
nem tapasztaltunk érdemi eltérést az I-es és II-es tipusu sejtek kozdtt (@ 26C1l és 26C2
dbrdkon az {ires nyil egy Kv1.6-pozitiv IT-es tipusi SGC-re mutat).

A Kvl.1l-, Kvl.2- (27A és 27B &brak) és Kvl.6-alegységek (27C &abra) Jelenlétét
bedgyazott prepardtumokon is sikeriilt igazolni. A 27A és 27B abrdk a Kvl.2-specifikus
immunjeldlés eredményét mutatjdk kis és nagy nagyitds mellett. Mint az a 27 A &bran léthatd,
a Kvl.2-specifikus immunfestés sordn csak a sejtfészkek (egyikiiket csillag jelsli) jeldlddtek.
Ez és tovédbbi, ehhez hasonld kis nagyitdsu felvételek segitségével kdzvetlenlil Ossze lehetett
hasonlitani ugyanazon modiolus apikdlis és Dbazédlis teriileteinek immunpozitivitdsi
intenzitdsét, azonban az altalunk vizsgdlt Kv-alegységek egyikénél sem tapasztaltunk jelentds
eltérést. (27B &bra)

A nagyobb nagyitdsu felvételeken joOl lathatd volt az egyes sejtek

immunijeldlédése, ami kiildéndsen kifejezett volt a sejtek felszinén. Osszesen 572 sejt Kvl.2-
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pozitivitdsédt vizsgdltuk, melyek kozil 547 SGC expresszdlta a kérdéses alegységet (96 $-os
pozitivitds). A seljttestek mellett a nyulvanyok keresztmetszete is pozitivhak bizonyult (egy
ilyen példéat csillaggal jeléltiink a 27B 4brédn). Fontos megjegyzeni, hogy az erdsen pozitiv
ganglion spirale neuronok mellett olyan SGC-ket is léttunk, amelyek gyengébb (de
egyértelmlen pozitiv) im munjeldlédést mutattak, és ezek a sejtek gyakran egy-egy erdsen
pozitiv neuron k&zvetlen kdzelében voltak megfigyelhet8k (27B Abran egyszeres, illetve
dupla nyilak Jjeldlnek néhdny példat), ami felveti annak lehet&ségét, hogy az egyes sejtek

eltérd mértékben expresszaljdk a Kvl.2-alegységet.
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27. dbra Ganglion spirale neuronok paraffinba dgyazott metszeteken

végzett Kvl.2- és Kvl.6-specifikus immunjeldlése
A: Egy teljes modicolusrdl készited kis nagyitasu felvétel, amelyen jél 1athatdk a Kvl.2—
pozitiv setfészkek (egyikiiket csillaggal jeldltiik). B: Kvl.2-specifikus jeldlés, nagy
nagyitasban. A kettds nyilak erdsen pozitiv sejteket jeldlnek, mig az egyszeres nyil egy
gyengén Jelélédstt neuronra mutat. A csillaggal jeldlt teriileten erdsen pozitiv
idegrostok keresztmetszetei léthatdk. C: Kvl.6-specifikus jeldlés, a nyil egy, a
kornyezdé sejtekhez képest elhanyagolhatd pozitivitdst mutatd sefet jeldl. Ezt és az
ehhez hasonld neuronokat Kvl.6-negativ sejteknek mindsitettiik. Kalibracidk: 250 pum
(A) 25 um (B, Q).

A bedgyazott prepardtumok Kvl.6-pozitivitdsa (27C &bra) nagymértékben hasonlitott
a cochlearis Uszdszelet prepardtumokndl tapasztaltakhoz. Az immunpozitivitds egyardnt jelen
volt a sedtek felszinén és intracellulérisan, tovdbba a neuronok nyulvanyai is Kvl.6-pozitivnak
bizonyultak. A Kvl.6-pozitiv sejtek ardnya 95% wvolt (977/1025, egy egyértelmiien negativ

sejtre t&dmdr nyil mutat a27C abran).

A gyorsan inaktivalédd K+—éra mért felelds alegységek jelenléte

Ismeretes, hogy a Kvl.4- Kv3.4- és Kv4.2/4.3-alegységeket tartalmazd K+—csatornék
tranziensen aktivalédoé K+féra mot hoznak létre. A  Kvl.4d-alegység Jjelenlétének és
megoszlasdnak vizsgélata a jelen tanul manyban két okbdl is kiilondsen érdekesnek igérkezett:
egyrészt a Kvl.4d-alegységek kapcsolddhatnak DT X-érzékeny Kv-alegységekkel, mddositva

az A&ltaluk létrehozott aram kinetikdjdt; méasrészt pedig kordbban méar leirtdk a Kvl.4-
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immunpozitivitds hidnyat patkany nucleus cochlearisban (Dodson és mtsai, 2003; P&l és
mtsai, 2005), igy felmerilt a kérdés, hogy vajon ez az alegység a hallérendszer teljes kezdeti

szakaszabdél hidnyzik-e, beleértve a ganglion spiralet is.

28. dbra A ganglion spirale neuronok Kvl.4—, Kv4.2—, Kv4.3-és Kv3.4-

specifikus immunjeldlédése cochlearis uszdszelet prepardtumban

A felsé sor (A1-D1) képein a Kvl.4- (Al), Kv4.3- (Bl), Kv4.2- (Cl) és Kv3.4-
specifikus (D1) immunrekcidk, mig az alsd sorban ugyanezen l&éterek NSE-specifikus
Jeldlésének eredményei 1&thatdk. Az {ires nyilak IT-es tipust neuronokra mutatnak. Az
Al/A2 és B1/B2 &brdkon a tomdr nyilak gyengén Kvl.4- és Kv4.3-pozitiv
idegnyulvanyokra mutatnak. A Cl és C2 dbrakon léthatd nyilhegyek egy olyan sejtet
J,elélnek, ami gyenge NSE—-, de erds Kvd4.2-pozitivitdst mutatott. A D1 és D2 dbrakon
14thatd csillagok egy Kv4.3-negativ neuront jeldlnek. Kalibrdcidk: 10 ym (C1, C2, D1
és D2), 20 pm a tdbbi dbra esetében.

Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a ganglion spirale neuronok érdemi Kv1l.4-
expressziéval Jellemezhetdk (28A1-A2 abrdk). A 7jeldldédés fbleg a neuronok seljttestét
érintette, intenzitdsa pedig valtozd volt. A nyulvanyok csak gyenge pozitivitdst mutattak
(tOmor nyilak a 28A1 és 28A2 4brdkon). A Kvl.4-specifikus immunreakcié valamennyi
vizsgdlt sejtben jelen volt (87/87), figgetleniil azok tipusadtdl (28A1 és 28 A2 dbrék inzertjei).

A paraffinba dgyazott prepardtumban megfigyelt Kv1.4-specifikus jeldlés megoszlasa
hasonld volt a cochlearis uszdszeletben tapasztaltakhoz (29A-C &brdk). A bemutatott kis
nagyitasu felvételen (29A &bra) az immunpozitiv SGC-k seljttestel és a gyengébben Jjeldl6dott
nyulvanyaik egyaradnt megfigyelheték. A nagyobb nagyitdsu felvételeken az egyes sejtek
Kvl.4-specifikus immunpozitivitdsa, valamint annak szemcsés jellege figyelhetd meg, ami

mind intracelluldrisan, mind pedig a sejtfelszini membranban jelen volt. Osszességében a
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sejtek 97 $—-a bizonyult Kv1l.4-pozitivnak (815/840, a 29B és 29C abrdkon a témdr nyilak
Kv1.4-negativ neuronokra mutatnak). Erdemes megfigyelni, hogy egyes sejtek a szomszédos
neuronokéndl erdételjesebb immunpozitivitdst mutattak (iires nyilak a 29B és 29C &brékon,
ezen sedttek ardnya 13 % volt); ilyen neuronok a cochlea bazédlis (29B &bra) és apikalis (29C

dbra) teriiletein egyarant eléfordultak.
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29. dbra A ganglion spirale neuronok Kv1l.4—, Kv4.2—, Kv4.3-és Kv3.4-
specifikus immunjeldlédése hagyoméanyos paraffinba adgyazott
szOvet metszeteken

A: Egy teljes modiolus Kvl.4-specifikus jeldlésérdl készitet kis nagyitasu felvétel. A B
és C dbrdk a cochlea bazalis ill. apikalis részérdl (a négyszogekkel Jjeldlt teriiletekrdl)
készitett felvételek. B: A cochlea bazdlis terliletének Kvl.4-specifikus Jjeldlésérdl
készitett felvétel. Az {ires nyillal Jeldlt seit killondsen erds és szemcsés Jellegl
immunpozitivitdst mutatot, mig a tdmdr nyil egy Kvl.4-negativ sejre mutat. C: A
cochlea apikdlis terliletének Kvl.4-specifikus immunfestése nagy nagyitdsban. A
nyilak Jelentései megegyeznek a B 4dbrdndl leirtakkal. D: Kv3.4-specifikus
immunreakcidrdl készitet nagy nagyitasu felvétel. Az {ires nyil egy kiildondsen erds
immunreakcidt add seftremutat, atdmdr nyil pedig egy Kv3.4-negativ sejtet jeldl. E: A
cochlea Dbazisdndl taldlhaté ganglion spirale neuronok Kv4.2-specifikus
immunpozitivitdsdrdl készitett nagy nagyitasu felvétel. A csillag erds Kv4.2-specifikus
reakcidt add nyulvanyok keresztmetszetér jeldli. F: A cochlea apexénél taldlhatd
ganglion spirale neuronok Kv4.2-specifikus immunpozitivitdsdrédl készitett nagy
nagyitasu felvétel. A tomor nyilak Kv4.2-negativ sejteket jelélnek; az lires nyilak két,
kiildndsen erds immunreakcidt add seftre mutatnak. G: A cochlea k&zépsd részében
taldlhatd ganglion spirale sejtek Kv4.3-immunpozitivitdsdt bemutatd nagy nagyitast
felvétel. Az iires nyilak két, kiillondsen erds immunreakcidt add sefre mutatnak. H: A
Kv4.3-specifikus  antitest immunizdld  peptid¥vel  végzett  preadszorpcids
kontrollkisérlet. F: Kv3.lb-specifikus immunreakciérdl készitet nagy nagyitdsa
felvétel. A két nyil egy erdsen Kv3.lb-pozitiv nytlvanyra mutat. Kalibrdcidk: 250 pm
(D), 50 pm (H) és 25 pm (tSbbi &bra).

A kisérletek koOvetkezd lépéseként a Kv4.2- és Kvid.3-alegységek expresszidjat
+
vizsgéltuk, amelyek (akdrcsak a Kvl.4d-alegységek) az LVA tranziens K —-dramok

létrehozasdban Jdtszanak szerepet. A cochlearis Uszdszelet prepardtumban valamennyi
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vizsgdlt set (128/128) Kv4.3-pozitiv volt. A Kv4.3-specifikus immunijeldlédés elsésorban a
sejttesteket érintette (28B1 és 28B2 4abrdk), de kisebb mértékben a nyulvanyokon is
megfigyelhetd volt (tOmor nyilak a 28B1 és 28B2 abradkon). Az immunpozitivitds gyakran
intracelluldrisan is megjelent, és kifejezetten szemcsés jellegli volt. Az T-es és IT-es (lres
nyilak a 28B1 és 28B2 &brakon) tipust neuronok egyarant festddtek.

Az SGC-k Kv4.2-immunpozitivitdsdnak erdssége valtozatos volt (28C1l és 28C2
abrak), és elsésorban a sejttesteken volt megfigyelhetd (érdemes kiemelni a nyilheggyel jeldlt
sejtet, ami gyenge NSE-, ugyanakkor erds Kvd.2-specifikus immunpozitivitdst mutat), a
nyulvanyok Jjeldlédése pedig meglehetésen gyenge volt. A  cochlearis Tuszdbszelet
prepardtumban a Kvé4.2-pozitiv sejtek ardnya 83 % wvolt (201/242), és nem tapasztaltunk
kiilonbséget a két sejtipus kdzott.

A Kvi4.2- és Kvd.3-alegységek expresszidjat bedgyazott prepardtumokon is vizsgéltuk,
az eredményeket a 29. dbran foglaltuk Ossze. A szovettani metszeteken a sejtek 77 $-a
bizonyult Kv4.2-pozitivnak (n = 436, 29E és 29F &brdk), a tomor nyilak néhdny Kv4.2-
negativ sejtet jeldlnek. Az immunpozitivitds elsésorban a sejttest kdrvonaldt érintette, de
egyes esetekben jelentds intracellulédris fest8dést is meqg lehetett figyelni (pl. az lires nyilakkal
jelsdlt sejtek a 29F abrédn). Az idegsejtek nyulvanyainak Kv4.2-specifikus Jeldlédése is
szdmottevének bizonyult (ldsd a csillaggal Jeldlt terliletet a 29E abran).

Az Uszdszelet prepardtumhoz hasonldan a bedgyazott metszetekben taldlhatéd SGC-ket
is erételjes Kv4.3-pozitivitds jellemezte (29G &bra), és kiildndsen intenziv immunjeldlddést
tapasztaltunk egyes neuronok esetében (pl. a nyilakkal jeldlt sejtek a 29G &brén). A 29H
dbradn a szdmos preadszorpcids kontrollkisérlet egyikének eredménye lathatd, ahol érdemi
immunjeldlédés nem figyelhetd meg.

A fentebb emlitett hdrom Kv-alegység Jjelenléte alapjan valdszinlsithetd, hogy az
S GC-k rendelkeznek LV A K+—éramokkal. A kovetkezd lépésben azt vizsgaltuk, hogy az
SGC-k rendelkeznek—e a tranziens HVA K+féramot kialakité Kv3.4-alegységgel. A
cochlearis uszdszelet prepardtumokban vizsgdlt 118 neuron koz{il 102 mutatott Kv3.4-
specifikus immunpozitivitdst (86%, 28D1 és 28D 2 abrak, két Kv3.4-negativ sejtet csillaggal
Jeloltiink). A pozitiv sejtek esetében az immunjeldlddés intenzitdsa valtozd volt. A Kv3.4-
specifikus jeldlédés mind az I-es, mind pedig a IT-es tipusu neuronok sejttestén jelen volt,
ugyanakkor a nyulvanyok érdemi immunpozitivitAst nem mutattak. Egyes neuronok esetében
kiilondsen erds volt a sejtmembran immunpozitivitdsa (erre példa a 28D 1 abran nyilheggyel

Jelolt, illetve az inzerten lathatd két sei).
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A paraffinba &gyazott prepardtumokban az SGC-k tulnyomd tdbbsége Kv3.4-pozitiv
volt (a vizsgalt 416 sejt 91 $—a; 29D abra). A tdmdr nyil egy Kv3.4-negativ neuronra mutat,
mig az lres nyil egy erdsen Kv3.4-pozitiv sejtet jeldl. Az immunreakcid a sejttesteken volt a
legkifejezettebb, mig a nyulvdnyok esetében nem tapasztaltunk ki{ilondsebben Jjelentds

immunjelslédést.

30. &dbra A ganglion spirale neuronok Kv3.1lb-, és Kv3.2-specifikus

immunreakcidja cochlearis Gszdszelet preparatumban

A fels§ sor (Al-Cl) képein a Kv3.lb- (Al1-Bl), és Kv3.2-specifikus (C1)
immunrekcidk, mig az alsdé sorban ugyanezen litéterek NSE-specifikus jeldlésének
eredményei lathatdk. Az A1l dbrén csillaggal jeldlt neuronok seftmembranija intenziv
immunreakciét mutatott. A Bl és B2 dbrdkon az lires nyil egy IT-es tipust neuronra
mutat. A Bl dbra inzertién a nyilak egy erdsen Kv3.lb-pozitiv nyllvanyt jeldlnek. A
Cl &bran a tengerimalac SGC-k Kv3.2-negativitdsdt demonstrdld Kv3.2-specifikus
immunijeldlés eredménye 1l&hatd. A C2 dbradn ugyanezen l&détér NSE-specifikus
immunreakciéjdnak eredménye lathatd. Kalibracidk: 10 pm (Bl inzert) és 20 pm (a
tSbbi dbra esetében).

Két, a késéi tipust K+—éra mért felelds alegység Jelenléte és megoszlésa

A késéi tipusu K+fcsatomék felépitésében részt vevd szamos Kv-alegység kdziil jelen
munkaban a Kv3.lb- és a Kv3.2-alegységek jelenlétét vizsgdltuk. A cochlearis uUszdszelet
prepardtumban a sejtek nagy része Kv3.l-pozitiv volt (30A1, 30A2, 30B1 és 30B2 abrak). A

sejtek felszine a citoplazmandl erételjesebben Jjelclédott (a 30A1 dbran csillagokkal jeldltiink
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néhdny szemléletes példat). A nyulvanyok immunjeldlédése foltos Jjellegd volt (lasd pl. a
30B1 abra inzertjén nyilakkal jeldlt sejteket). Mind az I-es, mind pedig a IT-es tipusu sejtek
Kv3.lb-pozitivnak bizonyultak (a 30B1 és 30B2 &brdkon az {ires nyilak II-es tipusu
neuronokat jeldlnek).

A bedgyazott metszetek esetében az tszdszelet prepardtumhoz hasonldan a sejtek nagy
része (486/488, 31 &bra), valamint a nyulvanyok egy része (nyilak a 31. dbran) mutatott

Kv3.l-expresszidt.

'::‘;’r. 4
A
g
= £
Kv3.1 =

31. 4bra A ganglion spirale neuronok Kv3.lb-im munreakcidja paraffinba
agyazott szdvet metszeten
Kv3.1lb-specifikus immunreakcidrdl készitett nagy nagyitdsu felvétel. A két nyil egy
erbsen Kv3.lb-pozitiv nytlvanyra mutat. Kalibracidk: 25 pm

A jelen munkaban vizsgdlt masik, ugyancsak késditipust dramért felelds Kv-alegység
(Kv3.2) nem expresszdlddott az SGC-kben. Ezen megfigyelésiinket mind a cochlearis
Uszdbszelet prepardtumokon (30C1 és 30C2 abrédk), mind pedig a bedgyazott metszeteken
végzett kisérletek aldtdmasztottdk, ami arra utal, hogy ezen alegység szerepe elhanyagolhatd

az SGC-k késdi tipusu K —-draménak kialakitdsdban.

A HC N-specifikus antitestek validalésa

A HCN-alegységekbdl felépiild ioncsatorndk aktivacidja a hiperpolarizacidé—aktivalt
nem-specifikus kationdramot (In) hozza létre. Minthogy az Ih jelenlétét mér leirtdk az SGC-
ken, a létrehozasdért felelds csatorndk alegység-Osszetételérdl azonban nem 4&ll
rendelkezésiinkre informdacid, mind a négy ismert HC N-csatornaalegység Jjelenlétét és
megoszlasdt vizsgaltuk. Mivel a Jelen munkdban haszndlt antitesteket tengerimalacon
eziddig még nem vizsgdltdk, az immunhisztokémiai eredményeket teljes ganglion spirale
mintdkon végzett Western-blot kisérletekkel validaltuk. Amint az a 32. dbran ldthatd,

valamennyi HC N-specifikus antitest egyetlen immunpozitiv sdvot adott a vart molekulatdmeg
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értékeknél, vagy azok kodzelében, amik a blokkold peptidekkel végzett preadszorpcids

kontrollkisérletek sordn eltlintek.

HCNA1 HCN2 HCN3 HCN4

+ - + - + - + -
211_}

38 =

32. dbra Teljes ganglion spiralen végzett Western-blot kisérletek
A ,,+"-szal jeldlt sdvok a szdvetprepardatumon végzett Western—blot kisérletek, a ,~'—
szal jeldlt sdvok pedig a parhuzamosan végzett preadszorpcids kontrollkisérletek
eredményeit mutatjdk be. Az alkalmazott fehérjestandard molekulatomeg-értékeit a
baloldalon tiintetiik fel (kDa).

A ganglion spirale neuronok HC N-alegység expresszids mintazata

Valamennyi vizsgdlt HC N-alegység expresszidjic sikeriilt kimutatni a cochlearis
Uszdbszelet prepardtumokon végzett fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgdlatok soran (33.
dbra). Léathaté, hogy a sejtmembran jeldlédése kiildndsen intenziv volt, ami igy jél kirajzolta
az egyes sejtek kdrvonaldt, bar kisebb mértékd citoplazmatikus immunjeldlédést is meg
lehetett figyelni, kiiléndsen a HC N2-specifikus antitest esetében (33B1 &bra).

A HCNIl-pozitivitds mind a sejttesteken, mind pedig a nyulvanyokon Jjelen volt (2A1;
a témoér nyil egy immunpozitiv nyulvany keresztmetszetére mutat). A HCNIl-pozitivitds
enyhén foltos jellegl volt, az immunpozitiv terliletek pedig egyenletesen oszlottak meg a selt
felszinén (a 33A3 4bran egy nagy nagyitdsu felvétel 1ldthatd). Ezen technikdval 89 seljtet
vizsgédltunk, és valamennyi HCNIl-pozitivnak Dbizonyult, bar az egyes sejtek
immunijeldlédésének intenzitdsa eltérének bizonyult (pl. a 33A1 Adbrdn megjeldlt setek; az
egy csillaggal jeldlt neuron immunpozitivitdsa erdésebb, mint a két csillaggal jeldlt neuroné).
Azt is megallapitottuk tovabba, hogy az TI-es, illetve II-es tipusi SGC-k egyarant

expresszaljdk a HCN1l-alegységet (33A1 és 33A2 abrék).
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33. dbra A ganglion spirale sejtek HC N-pozitivitdsa cochlearis Gszdbszelet

preparatumban vizsgédlva

A fels§ sor (A1-D1) képein a HCN1- (Al), HCN2- (Bl), HCN3- (Cl) és HCN4-
specifikus (D1) immunrekcidk, mig az alsd sorban ugyanezen l&éterek NSE-specifikus
Jkeldlésének eredményei lathatdk. Az ires nyilak valamennyi esetben IT-es tipust
sejteket Jeldlnek, a tdmdr nyilak pedig erdsen HCN-pozitiv nyulvanyok
kereszt metszetére mutatnak. Az Al-A2 dbrdkon az egyszeres csillag egy intenziven, a
kettbs csillag pedig egy kevésbé intenziven fest8dott sejtet jeldl. Az A3, B3, C3 és D3
dbrdk a HCN1-, HCN2-, HCN3- és HCN4-specifikus immunpozitivitdsok megoszlasit
mutatjék be nagy nagyitdsban. A nyilhegyek HC N-pozitiv nyulvadnyokra mutatnak. Az
inzertek a lé&dcerek NSE-specifikus immunjeldlésének eredményeit mutatjak.
Kalibracidk: 20 um (A1-D2) és 10 um (A3-D3).

A HCN2-immunpozitivitAs megoszldsa (33B1, 33B2 és 33B3 abrak) hasonld volt a
H C N1l-specifikus antitestnél tapasztaltakhoz, eltekintve a valamivel erdsebb intracelluldris
jelslédéstél. Az immunpozitivitds mind a sejttesteken, mind pedig a nyulvanyokon (a témor
nyil erre mutat egy példat) megfigyelhetd volt, és némileg foltos jelleglinek bizonyult. A
H C N 1l-specifikus jeldléshez hasonldan az egyes sejtek (gyakran akar szomszédos neuronok)
immunpozitivitdsdnak intenzitdsa kozott megfigyelhetd volt némi eltérés. Ettdl eltekintve
azonban valamennyi vizsgalt sejt (n = 71) HCN 2-pozitivnak addédott. Nem tapasztaltunk

eltérést az T-es és IT-es (lires nyil a 33B1 &bran) tipust neuronok jeldlédése kdzott.
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A HCN3-specifikus immunjeldlés (33C1-33C3 abrdk) eredménye a HCN1-és HCN2-
specifikus reakcidékhoz hasonld eredménnyel Jart. A 129 vizsgalt sejt koz{l 127 mutatott
immunpozitivitast. Az immunijeldléddés mind a sejtest, mind pedig a nyulvanyok
me mbranjdban megfigyelhetd volt; sét, egyes nyulvanyok a somandl is intenzivebb reakcidt
adtak (egy ilyen példat tomdr nyil jeldl). A HCN3 jeldlédésre is foltos megljelenés volt
jellemz8, és a kordbbi alegységeknél tapasztalt sejtek kozdtti intenzitaskiilonbség is
megfigyelhetd volt. Valamennyi vizsgdlt IT-es tipust neuron HCN3-pozitiv volt (a 33C1
&bran nyillal jeldltiink egy példéat).

A HCN1-, HCN2- és HC N3-specifikus immunreakcidékhoz képest a HC N 4-specifikus
immunijeldlédés volt a legegyenletesebb megjelenésy, bar itt is megfigyelhetd volt némi foltos
Jelleg (33D1-33D3 &brdk). Az immunreakcid valamennyi HCN4-pozitiv seijt (a vizsgalt 70
SGC kozil 68) esetében jelen volt mind a sejtestek, mind pedig a nyulvanyok felszinén. Az
T-es és Il-es tipust neuronok kozdtt nem tapasztaltunk eltérést sem az immunpozitivitas
intenzitdsdban, sem pedig annak megoszldsdban. Fontos megjegyezni, hogy a HCN3-, és
HC N4d-specifikus Jeldlések esetében a 2-2 negativ sejtet I-es tipust neuronokként
azonositottuk.

Valamennyi HCN-alegység jelenlétét sikeriilt megerdsitenlink paraffinba &gyazott
prepardtumokon is (34. dbra). A 34A1, 34B1, 34C1l és 34D1 &brékon az egyes HCN-
specifikus immunjeldlések eredményeirdl készitett kis nagyitdsu felvételek léthatdk, ahol a
modiolusokban csillagokkal Jjeldltiink néhdny im munpozitiv sejtfészket. A tobbi képen
(34A2, 34B2, 34C2 és 34D2 &bradk) az egyes sejtek HC N-specifikus immunpozitivitasat
bemutatd, nagy nagyitasu felvételek 1lathatdk.

A 34A1-34A2 abrdk a HCNl-specifikus immunpozitivitds jelenlétét és megoszlasat
demonstraljédk, a nagy nagyitdsu képen jél ldthatdk az egyes sejtek immunpozitiv kérvonalai.
A cochlearis uszdszelet prepardtumon tapasztaltakhoz hasonldan az egyes sejtek esetében
eltérd volt az immunreakcid intenzitdsa (pl. az {ires nyillal jeldlt sejt erdsebben jeldlddott, mig
a témdér nyillal jeldlt gyengébben; az lres és tOmdr nyilak Jelentése valamennyi abran
azonos). A paraffinba dgyazott metszeteken 2113 SGC HCN1 expresszidjat vizsgaltuk, és
ezek koziil 2087 neuron bizonyult HCNl-pozitivhak. Megjegyzendd, hogy az egyes seijtek

jelslédésének intenzitasdban jelentds kiildonbségeket figyelhettiink meg.
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34. &bra A ganglion spirale sejtek HC N-pozitivitdsa paraffinba adgyazott
prepardatumon vizsgalva

Al: HCN1 jeldlés, kis nagyités. A csillag egy az SGC-k sefttesté tartal mazd sejtfészket
J,eldl. A2: A HCNl-specifikus immunreakcidé eredménye nagy nagyitdsban. Az {ires
nyil egy erdsen, a tomdr nyil pedig egy gyengén jeldlédott sejtre mutat. A tovabbi
dbrék elrendezése, valamint a csillagok és nyilak Jelentései megegyeznek az A1-A2
dbrdknal lefrtakkal. B1, B2: HCN2-specifikus immunpozitivitds. Cl1l, C2: HCN3-
specifikus immunpozitivitds. D1, D2: HCN4-specifikus immunpozitivitds. A D2 abra
inzertjén egy preadszorpcids kontroll eredménye 1&thatd. Kalibracidk: 250 um (A1, B1,
Cl és D1), 25 um (A2, B2, C2 és D2), és 150 uym (D2 inzertije).

A 34B1-34B2 &brdk a HCN2-specifikus immunpozitivitds jelenlétét és megoszlasat
mutatjdk be. A kis nagyitdstu képen (34B1 &bra) jol ldthatd a ganglion spirale sejtek erds
jelslédése, mintahogy a modiolus tengelyében futd axonok kevésbé intenziv pozitivitdsa is
megfigyelheté. Nagy nagyitds mellett (34B2 &bra) egyértelml a sejtek felszinének erds
immunjeldlédése, ami a legtdbb neuron esetében élesen kirajzolta a sett kdrvonaldt. Az SGC-
k tilnyomé tobbsége HC N2-pozitiv volt (2756 a 2780 settbdl). Bar a vizsgdlt sejtek 99 $-a
pozitiv volt, az egyes sejek jeldlédésének intenzitdsdban jelentds kiildnbségek mutatkoztak,
ami jél megfigyelhetd példaul a 34B1-34B2 dbrdkon nyilakkal jeldlt settek esetében.

A paraffinba agyazott prepardtumon végzett HC N3-specifikus immunjeldlés soran
(34C1-34C2 &brdk) 1041 SGC kozll 999 selt esetében tapasztaltunk HC N3-pozitivitast.
A mint az a 34C2 abréan lithatd, a HC N3-specifikus immunijeldlédés megoszlasdban eltérések
figyelhet&k meg az egyes neuronok szintjén: néhdny sejt igen erds immunpozitivitdst mutatott
(az lires nyil egy ilyen neuronra mutat), mig més sejtek kevésbé intenziven jeldldédtek (a
témdr nyil pedig egy ilyen sejtre mutat).

A 34D1-34D2 &brdk a HCN4-specifikus immunjeldlés eredményeit mutatjdk be.
Nagy nagyitadson jél lathatdk az SGC-k erdsen HC N4-pozitiv kdrvonalai. Az 1770 vizsgélt

sejt ko6zil 1706 bizonyult HC N4-pozitivnak.
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A 34D2 &bra inzertién a rendszeresen végzett preadszorpcids kontrollkisérletek
egyikének eredménye lathatd; ezen kontrollkisérletek sordn sohasem tapasztaltunk érdemi

immunjeldlédést.

A HCNI1- és HCN3-alegységek apiko-bazdlis gradiense

A teljes modiolusokon végzett immunfestések sordn nem tapasztaltunk Jelentds
eltérést a ganglion spirale apexében illetve bazisdban taldlhaté SGC-k im munfestddésének
intenzitasdban. Mindazondltal, mivel nem végeztiink denzitometrids méréseket, és més
képanalizdld eljardssal sem vizsgdltuk a felvételeket, nem jelenthettilk ki teljes
bizonyossidggal, hogy a HC N-alegységek egyenletesen oszlanak meg a modiolus tengelye
mentén, kiilondsen annak fényében, hogy alkalmanként még az egymas szomszédsagaban

elhelyezkedd seftek immunpozitivitdsdnak intenzitdsa kozott is igen nagy eltérések adddtak.

A e EEEEET] B oo [ - ]
Aktin [ . - | Aklin|-~~|

*
5+ I 4- *%

Relativ optikai denzitas
o
1
—
Relativ optikai denzitas
(¥
1
—

Apex M e Apex ™ Bazis
35.4bra A HCN1- és HC N3-alegységek expresszidjdnak apiko-bazdlis
gradiense tengerimalac ganglion spiraleban
A: A ganglion spirale apikdlis, intermediaer (IM) és bazdlis harmadaibdl szarmazd
szovetmintdk HCNl-specifikus immunpozitiv savjainak relativ denzitdsa. Az
eredmények 3 fliggetlen kisérlet eredményeinek dtlagét tiikrozik; az egyes mintdk 8-8
modiolus felhaszndlasaval késziiltek. Az inzertek egy reprezentativ kisérlet eredményét
mutatjék, az immunpozitiv sdvok az apikdlis, intermediaer és bazdlis (balrdl jcobbra)
mintdknak felelnek meg, migaz alsé sorban az endogén kontrollként haszndlt f-aktin-
specifikus savok lé&thatdk. Az eredményeket &lag + S.E. M. formdban adtuk meg. A
bazdlis és apikdlis mintdk denzitometrids eredményeinek kiildnbsége statisztikailag
szignifikans volt (p < 0,05). B: A HCN3-specifikus kisérletek eredményei (n =4); az
dbra elrendezése megegyezik az A &brdndl leirtakkal. A bazdlis és apikdlis mintdk

denzitometrids eredményeinek kiilonbsége statisztikailag szignifikans volt (p < 0,01).
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A HCN-alegységek esetleges apiko-bazilis gradiensének vizsgdlatdt igy W estern-blot
kisérletekkel végeztiik. A kisérleteket a modiolusok apikdlis, intermediaer és bazdlis
harmadabdél készitett szdvetmintdkon végeztilkk, az eredményeket pedig denzitometrids
médszerrel értékeltiik ki. A négy vizsgalt HC N-alegység koziil a HCN1- és HC N3-alegység
expresszids szintje egyértelmli apiko-bazdlis gradienst mutatott: a HCN 1-fehérje szintje az
apikalis régidban 3,5 + 0, 9-szer volt magasabb a bazdlis teriileteken mért értékeknél (35A
dbra), mig a HCN3 protein esetében a kiilonbség 2,9 + 0,5-szeres volt (ezek az értékek 3
[HCN1] és 4 [HCN3] kiilonédlld kisérlet eredményeit tiikkrozik; az egyes kisérletek soran a
mintdkat 8-8 modiolusbdl készitettiik). Az apikdlis és bazilis harmadok kozott tapasztalt
eltérések mindkét alegység esetében statisztikailag szignifikdnsak (p < 0,05 [HCN1] ill.
p <0,01l [HCN3]) voltak. A HCNI1- és HCN3-alegységektdl eltéréen a HCN2- és HCN4-

alegységek esetében nem tapasztaltunk egyértelmi apiko-bazédlis gradienst.

Megbeszélés

Jelen munka soran kidolgoztunk egy UJj technikét (cochlearis uUszdszelet prepardtum),
amely segitségével a kordbban alkalmazott technikdkndl megbizhatébban lehetett
megkiildnbdztetni egyméstdl az I-es és IT-es tipusu ganglion spirale neuronokat. Kisérleteink
sordn tengerimalac izoldlt ganglion  spiralekbdl — készitett cochlearis Uszdszelet
prepardtumokon, valamint hagyoményos bedgyazott szOvettani metszeteken vizsgdltuk az
S GC-k Kv- és HC N-csatornaalegység-mintdzatédt. Az itt bemutatott eredmények azt mutattik,
hogy mind az I-es, mind pedig a IT-es tipusu ganglion spirale neuronok szdmos Kv-alegységet
expresszalnak, igy a tranziens, dendrotoxin—-érzékeny és késdéi tipusu K+—éramokért felel&s
alegységeket, valamint a h-adram kialakitdsdért felelds mind a négy ismert HC N-alegységet is.
Ezen tulmenden szemikvantitativ Western-blot kisérletekkel a HCN1- és HC N3-alegységek
esetében apiko-bazdlis gradiens Jelenlétét is sikerlilt kimutatnunk: a modiolus apikélis
harmadaban taldlhatd sejtekben mindkét alegység expresszids szintje kb. hdromszorosa volt a
bazalis harmadban taldlhaté sejtekének.

A két idegsejtipus kozott egyedill a Kvl.2-expresszid terén tapasztaltunk Jelentds

eltérést, ezt az alegységet ugyanis a IT-es tipusu sejtek fele nem expresszalta.
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Az SGC-k morfoldgial heterogenitasa

Bar a ganglion spirale két alapvetd idegseijttipusa igen eltérd kapcsolatokkal és
funkcidkkal rendelkezik, morfoldégiai megkiilonbdztetésiik egydltaldn nem egyszerl feladat.
6—-8 napos patkdnyokban példaul szinte lehetetlen elkiiloniteni az I-es és IT-es tipust sejteket, a
morfoldgial eltérések az egyedfejléddésnek csak késébbi stddiumdban jelennek meg (Romand
és Romand, 1985). Mindazondltal &ltaldnossdgban elmondhatd, hogy mig az I-es tipusu
sejtek nagyobb méretli, enyhén elnyuUijtott alakil neuronok, amelyek sejtestét és nyuvanyait
myelinhlively boritja, addig a IT-es tipusu seijtek kisebb, szferikdlisabb neuronok, és nem
rendelkeznek myelinhiivellyel. Az eltérd somaticus atmérd kiildndsen nagy gyakorlati
jelent8séggel bir, mivel a legtdbb tanul méanyban ez alapjan kiildnboztetik meg egyméastdl a
két neurontipust. Az egyes sejttipusok mérete azonban a vizsgélt &llat fajétdl is nagyban fiigg:
egy patkdny cochlearis szeletprepardtumon végzett tanulményban az I-es tipusu seijtek
dtmérdje 10-20 pm kdzdtt vadltozott (Jagger és Housley, 2002), szdvettenyészetben fenntartott
ugrdegér ganglion spirale neuronok mérete 24 déraval az izoldlast kdvetden 14 pm volt (Lin,
1997), atengerimalacbdl izoldlt I-es és IT-es tipusu SGC-k dtlagos &dtmérdje pedig 20 pm ill.
15 pm-nek adddott (Santos—-Sacchi, 1993).

A jelen munkdban alkalmazott cochlearis Uszdszelet prepardtum esetében a kordbban
leirtakhoz hasonld eredményeket kaptunk: a feltételezett I-es (nagy) illetve IT-es (kis) tipust
settek dtlagos dtmérdje 19,9 pm és 14,2 pm volt, vagyis a leggyakrabban vizsgdlt dllatfajok
(egér, patkany, ugrdegér és tengerimalac) kozill a tengerimalac SGC-i a legnagyobbak. Az
eltérd fajbdl szarmazd SGC-k méretbeli eltérését még Jobban tiikrdzi a neuronok
kereszt metszeti terlilete (patkdnyban ez a paraméter az I-es tipusu sejtek esetében 130 pm?,
mig jelen tanulményban a tengerimalac I-es tipusu sejtek esetében 221 pm? volt). A Jelen
munka sordn végzett morfometrids mérések alapjan ugy véljik, hogy tengerimalac ganglion
spirale neuronok esetében az I-es és IT-es tipusu sejtek kdzdtt a 16 pm-es sejtdmérdnél lehet
meghtuzni a hatarvonalat. Mindazondltal meg kell jegyezniink, hogy a hagyomanyos
szbvettani médszerek jelentdsen csokkentették a sejtek méretét: az dtmérd dtlagosan 23 $—-kal,
a keriilet 27 $—kal, a kereszt metszeti teriilet pedig 49 $-kal csdkkent a cochlearis Uszdszelet
prepardtumban mért értékekhez képest. Mindez arra hivija fel a figyelmet, hogy a kiilénbozé
tanul madnyokban leirt sejtméreteket megfeleld elévigyazatossaggal kell kezelni, mivel azok
értéke nemcsak a kisérleti &llat fajétdl, hanem az alkalmazott prepardlasi technikatdl is
nagyban fiigg.

A cochlearis uszdszelet prepardtumokon végzett vizsgdlatok sordn a kis sejtek

szferikdlisabbak voltak, mint a nagy sejtek, S-100 fehérje-pozitivitdst nem mutattak (ami a
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myelinhlively hidnydra utal), valamennyi morfometriai paraméteriik (legnagyobb atmérd,
kereszt metszeti teriilet és keriilet) kisebb volt, és a teljes SGC-populdcidnak kevesebb mint
10 $-4&t alkottédk. Ezen jellemzdk alapjan a kis sejteket IT-es, a nagy sejteket pedig I-es tipusu
neuronokként azonositottuk. Meg kell azonban emliteni, hogy egy kordbbi, patkany
cochlearis szeletprepardtumokon végzett tanulményban a II-es tipusu neuronok Jjelentds
morfoldgial heterogenitdsédt irtdk le (Jagger és Housley, 2003). A szerzdk a IT-es tipusu
sejteken Dbeliil két alcsoportot kiildnitettek el: a kisebb II-es tipust sejtpopulacid
kereszt metszeti terlilete 101 pm?, a nagyobb II-es tipusu sejteké pedig 148 pm? volt (az
igazoltan I-es tipust neuronok &tlagos keresztmetszeti teriilete ezzel szemben 130 pm?-nek
addédott). Ez felveti annak lehet&ségét, hogy az I-es tipusu neuronokként azonositott
sejtpopuldcié esetenként ,nagy” II-es tipust idegsejteket is tartalmazhatott (Jagger és
Housley, 2003). Figyelembe véve azonban ezen ,nagy” IT-es tipust neuronok igen alacsony
szdméat (egy tanulmanyban [Berglund és Ryugo, 1987] minddssze 3 ilyen sedjtet sikeriilt
azonositani), biztonsdggal kijelenthetjiik, hogy a nagy atmérdji sejtek igen nagy

valdszinlséggel az I-es tipust SGC-k k&zé tartoznak.

Tranziens dramért felel8s K+fcsatornaalegységek Jjelenléte a tengerimalac ganglion
spiraleban

A tranziens K+—éram Jjelenléte vagy hidnya az egyik legvitatottabb kérdés az SGC-k
iondramaival kapcsolatban. A ganglion spirale neuronokat érintd vizsgdlatok kezdetén nem
siker{ilt ilyen inaktivdlédd dramokat kimutatni sem akutan izoldlt (Santos-Sacchi, 1993), sem
pedig szovettenyészetben fenntartott SGC-ken (Lin, 1997), ami arra utalt, hogy az ezen
komponens kialakitdsdért felelés csatorndk vagy teljes egészében hidnyoznak a sejtekbdl,
vagy kizardlag a nyulvanyokban expresszdlddnak, amelyek a prepardlds sordn elvesztek.
Ezzel szemben egy masik, tengerimalacokon végzett tanul madnyban kimutattak egy tranziens
dramkomponenst, bar ennek amplitiddja igen alacsony volt, és csak TEAJr jelenlétében
sikerlilt detektdlni (Szabd és mtsai, 2002), ami felvetette annak lehetdségét, hogy a kordbbi
tanul madnyokban més dramkomponensek elfedték ezen dram aktivadlddasdnak Jeleit. Més
kisérletekben is sikerlilt kimutatni a tranziens dramkomponens jelenlétét (pl. Sheppard és
mtsai, 1992), sd&t, annak erdteljes korfliggésére is rdmutattak: az inaktivalédd dram az
embriondlis fejlédés 10. napjan Jjelent meg, majd innentdél kezdéddben amplituddja
folyamatosan nétt (Garcia-Diaz, 1999). Cochlearis szeletprepardtumban ugyancsak sikeriilt
kimutatni a tranziens K+—a’ram jelenlétét az SGC-ken (Jagger és Housley, 2002). Ezen

tanul médnyban a tranziens dram igen Jjelentdsnek bizonyult: a nyugalmi me mbranpotencidl

94



értékén a csatorndk mintegy 60 $-a bizonyult aktivalhaténak. Erdekes médon ugyanezen
tanul médnyban a tranziens Aramot izoldlt sejteken is sikeriilt kimutatni, ami cafolta azt a
korébbi feltevést, mely szerint ezen csatorndk kizardlag az SGC-k nyulvanyain helyezkednek
el. A cochlearis szeletprepardtumban igazoltan IT-es tipust neuronokon is sikeriilt ki mutatni
egy tranziens K+féram aktivilédasét (Jagger és Housley, 2003).

Az SGC-k &ltal expresszalt tranziens dram kinetikdjdnak elemzése arra utalt, hogy az
dramnak tobb komponense is van, vagyis valdszinlileg tobbféle Kv-alegyséqg is részt vesz a
tranziens K+—a’ramért felelds csatorndk felépitésében, dm eziddig minddssze a Kv4.2-alegység
jelenlétét mutattdk ki szdvettenyészetben fenntartott egér SGC-ken (Adamson és mtsai, 2002).
A Kv4.2 expresszidjdt a Jelen tanulményban is sikeriilt demonstrdlni, emellett azonban
kimutattuk a Kv4.3-alegységek Jjelenlétét is, ami felveti Kv4.2/Kv4.3 heterotetramerek
kialakuldsdnak lehet&ségét is. A Kv4.2- és Kv4.3— mellett a Kvl.4-alegységek expresszidjat
is meg kell emliteni, ami a Kv1 fécsaldd egyéb tagjaival (elsésorban Kvl.l, Kv1l.2 és Kvl1.6)
asszocidldédva részt vehet a DT X—-érzékeny aram lérehozdsdban, és magyardzatul szolgdlhat
annak komplex kinetikai tulajdonsdgaira.

Mig a Kv4.2-, Kv4.3- vagy Kvl.d-alegységekbdl felépiilé csatorndk LVA tranziens
dramot hoznak létre, addig a Kv3.4-alegységeket tartalmazd csatorndk pozitivabb
me mbranpotencidlokon aktivalddd tranziens dramot generdlnak. Az SGC-k altal expresszalt
tranziens aram inaktivacids és reaktivacids kinetikdja alapjadn mér kordbban feltételezték
Kv3.4-alegységek jelenlétét is (Jagger és Housley, 2002), &m a jelen kisérletek szolgaltatjak
az elsé bizonyitékot ezen alegységek eléforduldsdra. Bar a tranziens K+féram pontos szerepe
a ganglion spirale settekben még vitatott, ezen dramféleség fontos lehet a frekvenciakddoléas
biztositdsdban (feltéve, hogy a megfeleld csatorndk Jelen vannak az SGC-k periférids
nyulvanyainak szinaptikus végzd&déseiben), tovabba kiilonbdzb, az SGC-k funkciondlis
tulajdonsagait szabdlyozé mechanizmusok is ezen dram mddositdsdn keresztiil fejthetik ki
hatdsukat. Egyes feltételezések szerint a tranziens d&ramok fontos szerepet jitszhatnak a IT-es

tipusu sejtek mikodésében is (Jagger és Housley, 2003).

Az SGC-k 4ltal expresszdlt DT X—-érzékeny és késdéi tipusu K+—éra mok

Az eddigi eredmények alapjan ugy tldnik, hogy a D T X—-érzékeny K+féram expresszidja
a hallérendszer kapcsoldéneuronjainak fontos Jjellemzdje. Leirtdk mér egér (Adamson és
mtsai, 2002; Mo és mtsai, 2002) és tengerimalac (Szabd és mtsai, 2002) SGC-ken, bushy-
sejteken (PAl és mtsai, 2004) és patkdny nucleus corporis trapezoidei fésejteken is (Brew és

Forsythe, 1995). Ez az dram a sejtek gyors tiizelésekor jétszhat fontos szerepet, gétldsa pedig
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dramai valtozdsokat okoz a gyorsan adaptdlddd SGC-k tiizelési mintdzatdban: a sejtek tartds
depolarizdcid hatdsdra a gyorsan adaptdlddd valasz helyett AP-sorozatot produkdlnak. Az
LVA K+—csatornék mUkodése meggatolhatja a tulzott mértékd depolarizacidt és
a stimuléacié idébeliségét pontosan tiikkrdzd informacidfeldolgozds sordn (Mo és mtsai, 2002).

Bar az egér SGC-k 4ltal expresszalt DT X—érzékeny dram komplex aktivalasi kinetikaja
alapjan feltételezték, hogy tobbféle DT X—-érzékeny csatornaalegység is részt vesz ezen aram
kialakitdsdban (Mo és mtsai, 2002), eziddig csak a Kvl.1l- és Kvl.2-alegységek jelenlétét
sikeriilt igazolni egér ganglion spiraleban (Adamson és mtsai, 2002). Jelen munkdban
igazoltuk, hogy a tengerimalac SGC-k is expresszdljdk mindkét alegységet, sét, a Kvl.o6—
alegység jelenlétét is kimutattuk. Kordbban felmeriilt annak lehetésége, hogy a DT X-
érzékeny aramért felelds K+—csatornék felépitésében Kvl.4-alegységek is részt vehetnek
(Jagger és Housley, 2003), amely felvetés kisérletes bizonyitdsdt eredményeink jelentik.

Az SGC-k magas frekvencidju tiizelési mintdzata csak részben kdszdnhetd a DT X-—
érzékeny dramnak, ugyanis ez az aktivitdsi mintdzat igen gyors és erds repolarizacidt igényel,
amiben a késdéi tipusu K+—éramok Jjétszanak fontos szerepet. Szadmos K+—csatornaalegység
vehet részt a késdéi tipust &ram létrehozdsdért felelds K+fcsatornék felépitésében, melyek
kozil eziddig a Kv3.l-alegység jelenlétét egér (Adamson és mtsai, 2002), csirke (Garcia—
Diaz, 1999) éstengerimalac (Santos—-Sacci, 1993; Szabd és mtsai, 2002) SG C-ken méar leirtdk,
vagy valdszinlsitették. Jelen munkdban elséként igazoltuk immunhisztokémiai kisérletekkel
a Kv3.lb-alegységek jelenlétét atengerimalac ganglion spiraleban.

Meg kell emliteniink, hogy az egereken végzett vizsgdlatokkal ellentétben, ahol
szdmos Kv-alegységrdél (Kvl.l, Kv1l.2 és Kv3.l) kimutattdk, hogy expresszidjuk mértéke
valtozik a cochlea tengelye mentén (Adamson és mtsai, 2002), az A&ltalunk végzett
immunhisztokémiai kisérletek sordn a Kv-specifikus immunpozitivitdsok intenzitésa
tekintetében nem tapasztaltunk egyértelmi és jelentds apiko-bazdlis gradienst. Bar az eltérés

oka nem vilagos, elképzelhetd, hogy a jelenség fajfiiggést (is) mutat.

A hiperpolarizacidé-aktivalt ne m—-specifikus kationcsatorndk jelenléte és
alegységdsszetétele a ganglion spiraleban

Bar az SGC-k iondramai jelentdsen eltérnek a kiilénbdzd fajokban, az In jelenlétét
mind egér, mind pedig tengerimalac SGC-ken (Chen, 1997; Mo és Davis, 1997a; Szabd és
mtsai, 2002) leirtdk. BAar ezen dram pontos szerepe még nem ismert, egyes feltételezések

szerint szerepe lehet ezen sejtek intrinsic aktivitdsdban, depolarizdlhatja a membrant az akcids
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potencidlt kovetd hiperpolarizdcids fazisban, és csdkkentheti a membran idékonstansét is,
ezdltal ndvelve az SGC-kben a membranpotencidl-valtozdsok sebességét. Az Ih az SGC-k
nyugalmi me mbranpotencidljdnak bedllitdsdban is szerepet jétszhat, és elképzelhetd, hogy a
DT X-érzékeny LVA K+—éramoknak és az TIrmnak fontos szerepe van a pillanatnyi
me mbranpotencidlnak, és igy a sejt érzékenységének bedllitdsdban. Ezt a hipotézist tdmasztija
ald az a megfigyelés 1s, hogy DTX Thatdsdra a tengerimalac SGC-k nyugalmi
me mbranpotencidlja pozitivabb fesziiltségértékek irdnyaba tolddik el (Szabd és mtsai, 2002).
Kiloénboz6 fajok ganglion spirale neuronjain végzett funkciondlis vizsgalatok
eredményei azt mutattdk, hogy az In félaktivacids fesziiltsége meglehetdsen negativ: -122 mV
és -78 mV kozdtt valtozott (Chen, 1997; Mo és Davis, 1997a; Szabd és mtsai, 2002), azaz
nem valdszinl, hogy kizdrélag HCN1-homo mer csatorndk hozzdk azt létre. Ezt tdmasztja aléd
még az is, hogy tengerimalac SGC-kben az In aktivacids kinetikdja egy két exponencidlis
tagot tartalmazd fliggvénnyel irhatd le, ami arra utal, hogy a h-dramért tobbféle
csatornaalegyséqg lehet felelds (Chen, 1997). A jelen munkdban bemutatott eredmények ezen
hipotézist tdmasztjdk ald. Minthogy a kiildonbozé HC N-alegységek cA MP-érzékenysége
eltérd, a négy HC N-csatornaalegység egyilittes Jjelenléte lehetédvé teszi az In aktivitdsdnak
hatékony modulédlését, ezdltal pedig az SGC-k aktivitdsdnak erdteljes szabdlyozdsidt. Az Ih
heterogenitdsdt egy hipotézis szerint a HCN-csatornaalegységek eltérd foszforilacidja
eredményezi (Mo és Davis, 1997a), a jelen munkdban bemutatott eredmények alapjan
azonban feltételezhet, hogy az egyes sejtek eltérd§ HC N-csatornaalegység mintdzata is

hozzdjarulhat az ismert heterogenitashoz.

Toncsatorna—-alegységek apiko-bazdlis gradiense a ganglion spiraleban

Mivel a ganglion spirale neuronjainak nagy része I-es tipust idegseit, a funkciondalis
mérések jelentds részét ezeken végezték, igy me mbrantulajdonsdgaik mér szdmos faj esetében
jél ismertek. Egyes szdvettenyészetben fenntartott I-es tipust sejtek gyorsan adaptdlddd
valaszt mutattak, mig mas sejtekre lassabb adaptédcid volt jellemzé (Mo és Davis, 1997b). A
gyorsan adaptdlédd sejtek jellemzbden a cochlea apexébdl, mig a lassan adaptdléddk a cochlea
bazisdbdl szarmaztak, me mbrantulajdonsdgaik pedig megfeleltek a megjdésolt és igazolt
tlizelési mintdzatoknak (Adamson és mtsai, 2002). Egér SGC-ken végzett immuncitokémiai
vizsgdlatok sordn a Kvl1l.l-, Kv4.2- és Kv3.l-alegységek jelentds apiko-bazidlis gradiensét
figyelték meg: a bazdlis neuronok erdsebb Kv3.l- és Kvl.l-, valamint gyengébb Kv4.2-
immunpozitivitdssal rendelkeztek, mint az apikdlis SGC-k (Adamson és mtsai, 2002). Meg

kell azonban Jjegyezni, hogy cochlearis szeletprepardtumokon végzett kisérletek soran
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valamennyi vizsgdlt SGC hasonld mdédon viselkedett, as azok egy vagy két akcids potencidlt
tlizeltek az inger kezdetekor (Jagger és Housley, 2002, 2003). Az egyméasnak ellentmondd
eredmények oka ismeretlen, de a kisérleti &llatok eltérd faja esetleg magyaradzatul szolgdlhat
(egér és patkany).

Jelen munkdban a HCN 1- és HCN3-alegységekrdl mutattuk ki, hogy mennyiségiik a
cochlea tengelye mentén valtozik. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a bazdlis SGC-k erdsebb
Kv3.1- és Kvl.l-expresszidéval rendelkeznek, mig az apikdlis neuronok esetében a Kv4.2,
HCN1 és HCN3 proteinek expresszids szintje magasabb. BAar elképzelhetd, hogy a bazélis és
apikalis SGC-k eltérd membrantulajdonsdgai az eltérd Kv- és HC N-alegységmintdzat
eredményei, nem szabad elfelejteni, hogy a csatornaalegységek magasabb expresszids szintje
nem Jelenti automatikusan a sejtmembridnban taldlhaté funkciondlis csatorndk szadméanak
novekedését is, igy ezeket a hipotéziseket megfeleld fenntartdsokkal kell kezelni. Ezt is
figyelembe véve azonban a jelen munka és kordbbi tanul madnyok eredményei alapjan Ggy
tlinik, hogy az I-es tipust sejtek nem alkotnak homogén seftpopuldciét, hanem bizonyos foku
funkcionédlis diverzitds jellemzdé rajuk, amely (legaldbbis részben) az eltér§ Kv-— és HCN-—

alegységmintdzatnak kdszdnhetd.

Az T-es és IT-es tipusu sejtek kozti eltérések

Hosszu ideig a IT-es tipusu sejtek meglehetdsen rejtélyes neurontipusnak szamitottak,
mivel alacsony szdmuk és nehéz azonosithatdsdguk miatt funkciondlistanulmanyozasuk igen
nehéz, mar-mar lehetetlen feladatnak szadmitott. Ezidaig kétféle technikét alkal maztak a IT-es
tipust neuronok elektrofizioldgial vizsgdlatal sordn: cochlearis szeletprepardtumot, valamint
szOvettenyészetben fenntartott sejteket. A cochlearis szeletprepardtumon végzett kisérletek
soran a IT-es tipust neuronok egyetlen, révid létenciaidejl akcids potencialt tiizeltek az inger
kezdetén, az azt kdvetd lasst depolarizacids valasz pedig nem kiilonbozdtt jelentds mértékben
az I-es tipusu sejtek tlizelési mintdzatdtdl (Jagger és Housley, 2003). Ezzel szemben a
szdvettenyészetben fenntartott egér ganglion spirale neuronokon végzett kisérletek sordn a IT-
es tipusu sejtek lassabb adaptadciét mutattak, mint az I-es tipustak, és az aktivacids
kiiszObpotencidl értéke is alacsonyabbnak bizonyult (Reid és mtsai, 2004). Ezen
ellent mondds okai még nem vildgosak, bar egy lehetséges magyardzat szerint a
szOvettenyészetben fenntartott sejtek csatornamintdzata nem feltétleniil egyezik meg az In
ViVO neuronokéval, hiszen az SGC-k érését és membrantulajdonsagait kiildnbdz8 névekedési
faktorok jelentds mértékben befolydsoljdk (Mou és mtsai, 1998; Jagger és Housley, 2002). A

neurctrophin-3-nak (NT-3) az SGC-k tiizelési viselkedésére gyakorolt hatdsdnak vizsgélata
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sordan azt is leirtdk, hogy ezen ndvekedési faktornak nem pusztdn a Jelenléte, de
koncentraciéja is dontden befolydsolta a neuronok membrantulajdonsdgait. Fizioldgids
korlilmények kozdtt az NT-3 koncentracidja apiko-bazalis gradienst mutat, ami eltérd hatassal
lehet az eltérd lokalizdcidjui neuronokra (Zhou és mtsai, 2005). Nyilvanvald, hogy
szbvettenyészeti korliilmények kdzott természetesen igen nehéz lenne valamennyi ndvekedési
faktor jelenlétét biztositani, a koncentridciégradiensek reprodukdldsa pedig gyakorlatilag
lehetetlen feladat.

Az TI-es és Il-es tipusu sejtek viselkedésében mutatkozd eltéréseknek egy masik
lehetséges magyardzata, hogy a IT-es tipusu neuronok, az I-estipusu sejtekhez hasonldan, nem
alkotnak homogén populdcidt. Ezt a feltételezést latszik aldtdmasztani az a megfigyelés is,
hogy némely II-es tipusu sejt AP-ja az &atlagosndl rovidebb létenciaidével Jelentkezett,
tovdbbd az aktivacids kiliszObpotencidl alatti me mbranpotencidl-tartomédnyban gyorsabb
kinetikdji me mbranpotencidl-valtozdsokat produkdlt, mint a tdbbi IT-es tipust SGC (Reid és
mtsai, 2004).

Bé&r a jelen munka és mas tanulmanyok alapjadn nem lehet minden kétséget kizardan
elddnteni az I-es és IT-es tipust SGC-k esetleges funkciondlis kiilonbdzd&ségének kérdését,
figyelembe véve, hogy a két neurontipus hasonld Kv- és HCN-alegységmintdzattal
rendelkezett, valdszinlileg nem varhaték  nagy  eltérések a  két  neurontipus
me mbrantulajdonsagaiban. Mindazondltal az I-es és II-es tipusu sejtek Kvl.2-alegység
expresszidjdban tapasztalt eltérés figyelemreméltd. Bar logikusnak tilinhet a feltételezés, hogy
a IT-es tipusu selttek egy része &ltal mutatott lassabb adaptacid és alacsonyabb aktivacids
klisz6b az adott neuron csdkkent (vagy teljesen hidnyzd) Kvl1.2 expresszidjdra vezethetd
vissza, nem szabad elfelejteni, hogy szdmos egyéb, a jelen munkdban nem targyalt
mechanizmus is Jjelentdsen befolydsolhatja ezen idegsejtek membrantulajdonsagait.
Mindebbdl fakaddan a Kvl.2-alegységek funkcionélis Jjelentdségének pontos

meghatdrozdsdhoz tovabbi vizsgdlatokra van sziikség.
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Osszefoglalas

Kisérleteink sordn egyes fesziiltségfliggd K+fcsatornék jelenlétét illetve megoszlasat
vizsgdltuk immunhisztokémiai mddszerekkel a hallépdlya kezdeti szakaszanak két elemében:
a ganglion spiraleban és a nucleus cochlearisban. Hét fesziiltségfiiggd K+—csatornaalegység
expresszidés mintdzatdt vizsgdltuk a nucleus cochlearisban, illetve a mag fébb profekcids
neuronjaiban. Eredményeink segitséget nyUjthatnak az egyes sejttipusok
me mbrantulajdonsagainak megjésoldsdhoz. Az egyes neuronok csatornaalegység—
mintdzatdnak vizsgdlatdn tul azt is ki mutattuk, hogy a kiilénbdz8 nucleus cochlearis neuronok
egyes Kv-alegységeket eltérd mértékben expresszdlnak, sét egyes alegységeket a Jjovdben
akar sejt specifikus markerként is fel lehet hasznalni.

Eredményeink alapjan valdszinlsithetd, hogy a nucleus cochlearis két nagy fontossagu
sejttipusa, a piramis- és dridssejtek alkotnak homogén sejtpopuldcidt a Kv-expresszids
mintazat terén; azaz elképzelhetd, hogy ezek a neurontipusok tovabbi funkciondlis és/vagy
morfoldgiai alcsoportokra oszthatdk.

Ugyancsak sikerilt kimutatnunk a nucleus cochlearisban taldlhaté glomeruléris
szinapszisok Kv4.2- és Kv3.4-pozitivitdsdt. Minthogy a glomeruldris szinapszisokat a
cerebellumban is erdsen Kv4.2-pozitivnak taldltuk, ezen eredmény is azt a hipotézist
tdmasztija ald, mely szerint a nucleus cochlearis és a cerebellum eredete azonos, és a két
struktura igen nagyfoku morfoldgiai hasonlésdgot mutat.

A halldpdlya masik, jelen munkdban vizsgdlt eleme a ganglion spirale volt. Munkank
sordan kidolgoztunk egy Uj technikdt a ganglion spirale neuronok vizsgdlatdra, mely a
kordbban alkal mazott mddszereknél jobban megdrizte az idegsejtek morfoldgidijét, és lehetdvé
tette az SGC-k haromdimenzids vizsgalatét.

Kisérleteink sordn kilenc Kv- és mind a négy ismert HCN-alegység Jjelenlétét és
megoszlasdt vizsgaltuk a tengerimalac SGC-ken. Igazoltuk, hogy a ganglion spirale sejtek
egyarant expresszdlnak LV A DT X-érzékeny, késdéi tipusu és A-tipust aram kialakitasdért
felelds fesziiltségfliiggd K+fcsatornaalegységeket. Kimutattuk tovdbbé, hogy az SGC-ken
megtaldlhatdé mind a négy ismert HC N-alegység, és hogy ezen fehérjék expresszids szintje
Jelentds eltérést mutat az egyes sejtek szintjén. Ezen tilmenbéen a HCN1- és HCN3-
alegységek esetében kimutattuk, hogy expresszids szintjlik a modiolus apikdlis teriiletein

magasabb, mint a bazalis terlileteken.
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Summary

In the present work we studied the presence and distribution of several voltage gated
K+fchannels in two sections of the initial part auditory pathway: the cochlear nucleus and the
spiral ganglion. We investigated the expression pattern of seven voltage gated K+—subunits in
the cochlear nucleus and its major projection neurones. Our results may help to predict the
me mbrane properties of the individual types of cells. Besides investigating the channel
subunit pattern we demonstrated that some Kv subunits are preferentially expressed by the
various types of CN neurones, some of which could be even used as markers assisting cell
identification in future studies.

Our results showed that two major cell types of the cochlear nucleus, the pyramidal
and giant neurones do not form homogenous cell populations concerning their Kv expression
patterns, thus it cannot be ruled out that functional/morphological subgroups may exist within
these cell classes.

We also demonstrated the Kv4.2 and Kv3.4 positivity of the glomerular synapses of
the CN. Since glomerular synapses were found to be Kv4.2 positive in the cerebellum as well,
these findings further support the view about the common origin and close morphological
similarity bet ween the CN and the cerebellum.

The other section of the auditory pathway investigated in the present study was the
spiral ganglion. We developed a new preparation for the investigation of the SGCs, that better
preserved the morphology of the neurones and allowed the three dimensional analysis of the
cells.

In our experiments we investigated the presence and distribution of nine Kv- and all
four known HC N-subunits on guinea pig SGCs. We demonstrated, that spiral ganglion cells
expressed LVA DT X-sensitive, delayed rectifier and A-type current producing voltage gated
K+—channel subunits. We also demonstrated, that all four known HC N-subunits were present
on the SGCs and that the expression levels of these proteins showed significant cell to cell
variability. Moreover we demonstrated that the HCN1 and HC N3 subunits were differentially
expressed along the axis of the cochlea: their levels of expression were higher in the apical

areas of the modiolus than in the basal areas.
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