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BEVEZETES

A hanghulldmok rezgéseit a kozépfiil hallécsontocskdi tovabbitjdk a foramen ovalen
keresztiil a belsdfiil folyadéktereibe, aminek kovetkeztében megvaltozik a membrana basilaris
membrana tectoridhoz képest elfoglalt helyzete. A folyamat eredményeként a Corti-féle szerv
érzéksejtjeinek (szOrsejtek) apikdlis végén taldlhaté csillok elmozdulnak, ami a csillok
csuicsan taldlhaté mechanoszenzitiv, nem-specifikus kationcsatorndk aktivalédasdhoz, és az
endolymphéban taldlhat6 K™-ionok sejtbe torténd mozgdsidhoz vezet, ami a szdrsejtek
depolarizicigjat okozza. Az egyedi szorsejtek depolarizacidjanak pontos kdvetkezménye az
adott szOrsejt tipusatol fiigg.

A Corti-féle szerv szorsejtjeinek két tipusa ismert. A belsé szoOrsejtek (inner hair cell,
IHC) korte alakd, centralis helyzetli sejtmaggal rendelkezd sejtek, amelyek egy sorba
rendezddve taldlhatok a ductus cochlearisban. A jelenleg elfogadott nézet szerint a belsé
szOrsejtek tekinthetdk a hallérendszer ,,valodi” érzéksejtjeinek. A Corti-féle szerv mdsik
meghatdroz6 sejtfélesége a kiilsé szorsejtek (outer hair cell, OHC) csoportja. A kiilsé
szOrsejtek henger alaku sejtek, sejtmagjuk kerek és a sejt bazdlis részén taldlhatd A kiilso
szOrsejtek 4altalaban 3, de néha 4-5 sorba rendezddve helyezkednek el, és foleg efferens
beidegzéssel rendelkeznek. A Kkiils6 szOrsejtek eldsegitik a Corti-féle szerv valddi
érzéksejteinek (azaz a belsd szOrsejteknek) a muikodését, és kozvetve fokozzdk azok
érzékenységét.

A két sejtféleség kiilonboz6 miikodésének hatterében a sejtmembran depolarizacidjat
kovetd torténések eltérd jellege 4ll. A belsd szdrsejtek esetében a depolarizacid
neurotranszmitter-felszabaduldst eredményez a sejt bazdlis részén, ami az azzal szinaptikus
kapcsolatban 4ll6 hall6éidegrostban akcids potencidlok kialakuldsat, és igy tovaterjedd
elektromos aktivitast hoz 1étre. Mivel az apikalis felszinen a csillok mozgéasanak frekvencidja
megegyezik a hanginger frekvencidjdval, a szOrsejt — halldideg szinapszis nagyon aktiv.
Annak érdekében, hogy a szoOrsejtek frekvenciafiiggd transzmitterfelszabaduldsaval a
szinapszis lépést tudjon tartani, mind a posztszinaptikus eseményeknek, mind a
reaktivicionak igen gyorsan le kell jatszodnia. A rendelkezésre all6 neurokémiai és
immuncitokémiai bizonyitékok szerint a belsd szdrsejt — halldideg szinapszisban glutamat
tolti be a neurotranszmitter szerepét, ami gyors reaktivdlhatésigu alegységekbdl felépiild

ionotrép receptorokon fejti ki hatasat.



Egyes kutatécsoportok eredményei alapjan az is valdsziniisithetd, hogy a belsd
szOrsejtek €s a ganglion spirale neuronok kozotti szinapszisban nem a glutamat az egyetlen
neurotranszmitter. A P2X,-receptorok jelenléte a halldidegen arra utal, hogy az ATP is részt
vehet a halléideg mikodésének szabdlyozdsdban, bar az ATP pontos forrasa jelenleg még
nem ismert.

A belsd szorsejtekkel szinaptikus kapcsolatot 1étesitd I-es tipusi SGC-k az Osszes
ganglion spirale neuron mintegy 90-95 %-ét alkotjak. Sejttestiik ovdlis alaku és relative
nagyméretli, bar az utébbi paraméter fajspecifikus, és nagyban fiigg az alkalmazott
preparatumtol is. Az I-es tipusi SGC-k kiilonlegessége, hogy nemcsak a nydlvanyaikat, de a
sejttestiiket is vastag myelinhiively boritja, és igy a soma is részét képezi a vezetési
utvonalnak. Egy I-es tipusu neuronnak csak egy periférids nytlvdnya van, amely éltaldban
egyetlen (néha két) szdrsejttel l1étesit kapcsolatot. Egy belsd szdrsejthez ugyanakkor akar 10-
30 SGC is kapcsolddhat, a pontos szam fajfiiggd. Az I-es tipusi SGC-k spontan aktivitassal
rendelkeznek, amely részben az IHC-k csurgd transzmitter felszabaditasanak, részben pedig
az idegsejtek intrinzik membrantulajdonsdgainak koszonhetd. A fenti szinapszis mitkodését a
szOrsejtek spontdn és kivaltott aktivitidsa mellett modulaciés palydk és mechanizmusok is
befolyasoljak (pl. LOC).

A kiils6 szOrsejtek funkcidja jelentdsen eltér a belsé szOrsejteknél leirtaktol. Ezen
struktdrdkban a transzdukcids csatorndk nyitdsa éltal kivaltott transzdukcids dram kétféle
valaszt valt ki. A nagyobb jelentdségli valasz a kiilsé szOrsejtek hosszanak és merevségének
gyors valtozdsa, aminek kovetkeztében az adott teriileten megvaltozik a Corti-féle szerv
alakja, ami fokozza a belsd szorsejtek vdlaszkészségét, azaz nd a cochlea érzékenysége az
adott frekvencidn. A kiilsd szorsejtek depolarizacidjat kisérd neurotranszmitter-felszabadulds
a bazdlis régidban joval kisebb mértékii és jelentdségili, mint a belsé szdrsejtek esetében.

A kiils6 szorsejtek afferens (sensoros) innervacidjat az un. Il-es tipusi SGC-k
biztositjdk, amelyek az Osszes ganglion spirale neuron 5-10%-dt alkotjak, sejttestiik
gdmbolydedebb, méretiik pedig kisebb, mint az I-es tipusu neuronoké. Egy IlI-es tipusi SGC
3-10 szoérsejtet innerval, és ezen neuronok (az I-es tipusi SGC-kel ellentétben) nem
rendelkeznek myelinhiivellyel. Bar a kiilsd szorsejtek és a Il-es tipusi SGC-k kozotti
szinapszisok miikodésérol csak kevés adat all rendelkezésre, a glutamat meghatdrozé szerepe

ebben a strukturdban is igazoltnak latszik.



Ganglion Spirale

Mivel az I-es és II-es tipusu SGC-k igen eltérd funkcidkkal rendelkeznek, fontos a két
neurontipus megbizhaté megkiilonboztetése. Erre a célra mér szdmos hisztologiai markert
kiprébaltak; igy az I-es tipusi SGC-k jelolésére hasznéltak neuropeptid-Y - (NPY) és
parvalbumin-, mig a Il-es tipusi SGC-k jelolésére GFAP- (glial fibrillar acidic protein,),
peripherin- és SAP- (vagy SAPI108-) ellenes antitesteket. Az alkalmazott markerek
meglepden nagy szdma is jelzi, hogy mind a mai napig nincs teljesen elfogadott, és minden
kétséget kizaréan specifikus antigén, amely lehetdvé tenné az SGC-k két tipusdnak
egyértelmi elkiilonitését. A problémat tovabb bonyolitja, hogy sem az I-es, sem pedig a Il-es
tipusi SGC-k nem alkotnak homogén populdciét. A szOrsejtekhez hasonléan a ganglion
spirale neuronok is tonotopikusan helyezkednek el, és szdmos jellemzdjiikrdl leirtdk, hogy a
modiolus tengelye mentén valtozik (pl. a bazis kozelében 1évé neuronok nagyobbak, mig az
apex kozelében elhelyezkeddk kisebbek).

A morfoldgiai eltérések mellett a tiizelési mintdzatban is mutatkoznak eltérések az
egyes neuronok esetében. Altaldnossdgban elmondhat6, hogy az SGC-k kiiszob feletti
ingerlés hatdsara a stimulus kezdetén egy akcids potencidlt (AP) tiizelnek, mig magas
frekvencidji inger sordn a sejtek adaptalédnak: az akcids potencidlok idétartama nd, az
amplituddjuk €s a csucs eléréshez sziikséges 1d0 csokken, és alkalmanként egy-egy AP ki is
marad. Az egyes neuronok azonban eltérd ldtencidval és adapticids képességekkel
rendelkeznek, ami egyrészt fiigg az adott neuron tipusatdl, és (a morfoldgiai jellemzdkhoz
hasonléan) a cochleaban elfoglalt helyétél is. Igy az I-es tipusid SGC-k esetében az apikdlis
neuronok (amelyek az alacsonyabb frekvencidji hangokra reagdlnak) hosszabb latencidval és
lassabb adapticidval jellemezhetOk, mig a bdzis neuronjainak (amelyek a magasabb
frekvencidji hangok érzékelését végzik) latencidja rovid, és gyorsan adaptialodnak. Az I-es
tipusi SGC-khez képest a Il-es tipusi neuronok daltaldban lassabban adaptdlédnak,
alacsonyabb az ingerkiiszobiik és elnyujtottabb a vélaszuk. Bér a II-es tipusi SGC-k esetében
is 1éteznek adatok, amelyek arra utalnak, hogy a tiizelési mintdzat a modiolus tengelye mentén
valtozik, ezen eredmények meglehetdsen ellentmondédsosak. Egyes szerzok szerint a Il-es
tipusu neuronok esetében a valtozasok hasonldak az I-es tipusd neuronokndl leirtakhoz, mig
masok ezzel ellentétes eredményeket kaptak, €s arrél szamoltak be, hogy az apikalis neuronok
adaptécidja gyorsabb.

Léteznek olyan adatok, melyek szerint a modiolus tengelye mentén megfigyelhetd
valtozdsok (mind a morfolégiai, mind pedig az elektrofiziolégiai jellemzOk) nem

»eloreprogramozott” tulajdonsiagai az idegsejteknek, hanem egy kiils6, a ganglion spirale



neuronoktdl fiiggetlen szabdlyozdsi mechanizmus kovetkezményei. Ilyen szabdlyozé
vegylilet lehet a neurotrophin-3, amelynek a modiolus tengelye mentén véltozik a

koncentricidja, és ez befolydssal lehet a neuronok csatorna- €s tiizelési mintizatara.

Nucleus Cochlearis

A hanginger feldolgozdsanak kovetkez6 adllomdsa 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 informécid
feldolgozdsa. Ezen folyamat sordn a hangingerek kiilonb6zé komponensei eltérd utvonalakra
keriilnek, amelyek gyakran egymadssal parhuzamosan futnak, és a hallérendszer magasabb
kozpontjaiba széllitanak informdaciokat. Kozismert, hogy ezen ttvonalak némelyike képes
megtartani a hangingerek idébeli kdédolasat, ugyanakkor mdés utvonalakndl ez a képesség
nincs meg.

A ganglion spirale rostok a magba érve elagaznak, és két kotegként haladnak tovabb.
A rostralisabb elhelyezkedésii rostok a nucleus cochlearis eliilsé ventrdlis (anteroventralis
nucleus cochlearis, aVCN) részébe tartanak. Ez a régié féleg bushy-, és stellate-sejteket
tartalmaz. A n. acusticus caudalisabb, leszadll6 nyaldbja a mag hétulsé ventrdlis teriiletén
(posteroventralis nucleus cochlearis, pVCN) keresztiil a nucleus cochlearis dorsalisba (DCN)
jut. A pVCN legjelentdsebb sejtjei az octopus-neuronok. A DCN-ben négy, koncentrikusan
elhelyezkedo réteget lehet elkiiloniteni. A legkiilsé réteg a molekuldris réteg (1. réteg), amely
foleg a szemcsesejtek axonjait tartalmazza, bar néhany szemcsesejt somaja is megtalalhato itt.
Kozvetleniil a molekuléris réteg alatt helyezkedik el a fusiform- (vagy piramidalis-) réteg (2.
réteg), ahol dontéen a piramis-, szemcse-, cartwheel- és stellate-neuronok sejttestjei
taldlhatok. A DCN 3. rétegében a piramis-sejtek bazdlis dendritfija és néhdny kisebb
jelentdségii neuron (pl. verticalis-sejtek) taldlhat6. A hall6ideg leszall6 rostjainak egy része a
piramis-sejtek bazalis dendritfdjan 1étesit szinaptikus kapcsolatot. A DCN legmélyebb része
(4. réteg) foleg az Orids- €s a nagy multipoldris-sejtek somdjat tartalmazza.

A ganglion spiralebdl kétféle rost érkezik a nucleus cochlearisba: az I-es tipusi SGC-k
myelinizalt, vastag nydlvdnyai; valamint a II-es tipusi SGC-k jéval vékonyabb,
myelinhiivellyel nem rendelkezd rostjai. Mig az eldbbiek a nucleus cochlearis nagyobb,
dontéen projekcids sejtjeivel (pl. piramis- €s bushy-neuronok) dllnak kapcsolatban, addig az
utébbiak a szemcsesejteken végzOdnek, amelyek aztin az informdciét az igen Kkiterjedt
parallel rosthdl6zaton keresztiil tovabbitjdk a nucleus cochlearis kiillonbozé teriileteire. A

fentiekbdl kitlinik, hogy a nucleus cochlearis legfontosabb informaci6forrdsa maga a



hall6ideg, azonban fontos megemliteni, hogy a mag az SOC -tdl is kap acetilkolinerg rostokat,

amelyek aktivitdsa jelentésen modosithatja a nucleus cochlearis jelfeldolgozé miikodését.

Altaldnos bevezeté a K*- csatorndkhoz

A Kkéliumcsatorndkat elséként a neuronok membranjaban, az akcidés potencidl
kialakitdsaban betoltott funkcidjuk alapjdn azonositottak, mai tuddsunk szerint azonban szinte
valamennyi sejttipusban megtalalhatok.

Tekintettel arra, hogy az él8 sejtek tilnyomé tobbségében az intracelluldris K'-
koncentricié magasabb az extracelluldrisndl, a K*-csatorndk nyitdsa stabilizdlja a nyugalmi
membréanpotencidlt, tovidbba a membrdan hiper- vagy repolarizdcidjat eredményezheti.
Altaldnos eléforduldsuknak és nagy véltozatossdguknak koszonhetéen a K*-csatorndk igen

szertedgaz6 élettani (és patologids) folyamatokban jelentdsek.

Fesziiltségfiiggd K*- (Kv) csatorndk

A depolarizici6 hatdsara aktivalodo K*-csatorndk az ioncsatorndk egyik legnagyobb €s
legvaltozatosabb csoportjat képezik; emberben az ismert alegységek szama eléri a negyvenet.
Az mRNS poszttranszkripciés moédositasa (,,alternativ splicing”) tovabb noveli a lehetséges
varidciok szamat. Bér az egyes csatorndk biofizikai tulajdonsagai €s funkcioi kozott jelentds
eltérések lehetnek, éltalanossdgban elmondhatd, hogy az AP-okat kovetd repolarizacié és
utéhiperpolarizacié kialakitasaért, valamint (egyes tipusaik) az AP-ok késleltetéséért vagy
azok kialakuldsanak megakadalyozasaért feleldsek.

A funkcidoképes Kv-csatorndk négy alegységbdl dllnak. Az egyes alegységek hat
transzmembrdn domént tartalmaznak (S1-S6), melyek koziil az S4 felelés a
fesziiltségérzékelésért, az S5 és S6 kozott pedig a pérusformald hurok (P-hurok) taldlhato.

A porus kiilonosen fontos része egy glicin-tirozin-glicin (GYG) aminosav-tripletet
tartalmazo, igen konzervativ régié, ami dontd (bar nem kizdrélagos) jelentéségli a K-
szelektiv porus kialakitdsaban.

A Kv-csatorndk heterogenitdsanak egyik alapja a csatornaalegységek nagy szdma, de a
valtozatossdgot tovabb noveli, hogy mind homomer mind pedig heteromer formaban
eléfordulnak in vivo.

A fesziiltségfiiggd K'-csatornak a depolarizdcidra val6 érzékenységiik és inaktivacids
tulajdonsdagaik alapjdn hirom nagy funkciondlis csoportba oszthaték: (1) dendrotoxinra
(DTX) érzékeny, mar kis depolaroizaci6 hatdsara is aktivalddo, lassan inaktivalédé csatorndk;

(2) erételjes depolarizacié hatdsara aktivalédo, inaktivaciot nem vagy csak igen lassan mutatd,



un. késOi tipusi dramot létrehozd csatorndk; (3) gyorsan, fesziiltségfiiggd modon
inaktivalodo, tranziens csatornak.

Az alacsony fesziiltségen aktival6dé (,,Jow voltage-activated”, LVA) csatorndk kis
depolarizacié hatdsara (a nyugalmi membranpotencidltél kb.-60 mV-ig, ami magiban
foglalja az AP kiiszobpotencial értékét is) aktivdlédnak. Ezen dramért a Kv1.1-, Kv1.2- vagy
Kv1.6-alegységekbdl felépiild csatorndk a felelOsek.

Lassan inaktivadlodo, késdi tipusu dramot (,,delayed rectifier”) hoznak létre a Kv1.3,
Kvl.5, Kv2.1, Kv2.2, Kv3.1 és Kv3.2 a-alegységekbdl felépiild csatorndk. Ezen csatorndk
aktivalédasdhoz jelentds mértékii depolarizacié sziikséges, azaz tipikusan a ,high voltage-
activated” (HVA) csatorndk csoportjaba tartoznak. Ezen dramtipusra jellemzd, hogy jelentos
késéssel aktivalodik, és nem (vagy csak nagyon lassan) inaktivalodik. Ezen dram az akcids
potencialt kovetd repolarizacids fazist gyorsitja fel (vagyis a rovid AP-ok l1étrehozdsdban tolt
be alapvetd szerepet), lehetdvé téve az dket expresszald struktirdk minél gyorsabb tiizelését.

A harmadik csoportba a tranziens K*-dramok (klasszikus terminolégidval élve az ,,A-
tipust” dramok) tartoznak. Az ebbe a csoportba tartoz6 csatorndk kozott mind LVA (Kvl.4,
Kv4.2, Kv4.3), mind pedig HVA (Kv3.4) csatorndk el6fordulnak. A depolarizaciét kovetd
aktivaciéjuk utdn 10-100 ms-on beliil inaktivdlédnak, ami tranziens konduktanciavaltozast
eredményez. A nyugalmi membranpotencial értékén ezen csatorndk altaldban inaktivalt vagy
részlegesen inaktivalt &llapotban vannak, de mar kis membranpotencidl-valtozdsok 1is
jelentdsen befolyasolhatjdk az inaktivacié mértékét. Mindebbdl kovetkezden hiperpolarizacid
hatdsara fokozodik az A-dram aktivdlhatésdga, ezéltal pedig a szinaptikus aktivitds jelentésen
befolyésolhatja a tranziens K*-dramot expresszélé neuronok ingerlékenységét. Az A-dramok
tranziensen csokkenthetik az els6 néhdny csics latenciaidejét, és/vagy modosithatjdk a
csicsok kozotti idOtartamot egy AP-sorozaton beliill. A tranziens dramok a szinaptikus
integracidban is szerepet jatszhatnak oly médon, hogy a kezdeti excitatérikus posztszinaptikus
potencidl (EPSP) alatt inaktivdlédnak, és igy a szummdcié sordn a mdasodik EPSP mér

alacsonyabb kiiszobpotencial-értéken vélthat ki AP-t.

Hiperpolarizdcio-aktivalt, ciklikus nukleotidokra érzékeny, nem-specifikus kationcsatorndk

A hiperpolarizacio-aktivélt, ciklikus nukleotidokra érzékeny, nem-specifikus
kationcsatorndkat (HCN-csatorndk) a Kv-csatorndk fécsoportjaba soroljak. Ezen csatorndk
hiperpolarizacié hatdsdra lassan aktivdlédnak (-50 — -60 mV-ndl negativabb potencidlokon),
az altaluk létrehozott dramot pedig szivben If (funny)-nek, mig neuronokon Iy-nak nevezik. A

spontén tiizelés képességével rendelkezd idegsejtekben (pl. a thalamocorticalis reléneuronok



vagy a cerebellaris Purkinje-sejtek), valamint a sziv ingerképzd elemeiben a h-aram igen
jelentds szerepet tolt be a ritmikus aktivitasért felelos pacemaker-potencidl kialakitdsdban. A
spontdn aktivitdssal nem rendelkezd sejtek esetében is nagy jelentdsége lehet a h-dramnak:
részt vehet a nyugalmi membranpotencidl bedllitisdban (pl. a szem fotoreceptoraiban),
mérsékelheti a hiperpolarizaciés és depolarizaciés vélaszok nagysdgat, a dendritikus
integracidban is lehet szerepe (pl. hippocampalis CA1 neuronok esetében), és a szinaptikus
jelatvitel szabalyozésdban is részt vehet (pl. a cerebellaris kosdrsejtekben).

A Kv-csatorndkhoz hasonléan a funkciondlis HCN-csatorndk is tetramerek. Az egyes
HCN-alegységek hat transzmembran régiét tartalmaznak, melyek koziil a pozitiv toltéssel
rendelkezd S4 felelds a fesziiltségérzékelésért. Tovéabbi hasonldsdg, hogy alegységenként egy
p6rusformalé P-régiét tartalmaznak, melyben megtaldlhat6 a K*-szelektiv porus kialakitdsaért
felelos GYG aminosav-triplet. Ett6l az aminosav-triplettdl eltekintve azonban a HCN-
csatornak aminosavszekvencidja jelentds eltérést mutat a tobbi K*-csatornaétdl, valdsziniileg
ezzel magyardzhat6 ezen csatornak kevéssé markans K*-szelektivitdsa.

A cAMP jelentés mértékben befolydsolja a h-dram aktivacidjat, az aktivicios
potencialt pozitiv irdnyba tolja el. Lényeges megemliteni, hogy a cAMP nem
fehérjefoszforilaci6 révén fejti ki hatdsat a h-aramra, hanem egy, a citoplazmatikus C-
termindlison taldlhatd, 120 aminosavbdl felépiild ciklikus nukleotid két6 doménen (CNBD)
keresztiil.

Eziddig 4 HCN-csatornaalegység ismert (HCN1-4), a beldliikk felépiild homomer
csatorndknak eltérd a kinetikdja, steady-state fesziiltségfiiggése; és a cAMP kotddése is

kiillonboz6 mértékben befolydsolja mitkodésiiket.

CELKITUZESEK

A hall6palya kezdeti szakaszanak neuronjaiban igen nagy jelentdséggel birnak a
kiilonbo6zd fesziiltségvezérelt K -dramok.

1. A nucleus cochlearison végzett kisérleteink soran vizsgéltuk:

1.a. Egyes Kv-alegységek jelenlétét €s megoszlasat a nucleus cochlearison beliil.

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

I.c. A nucleus cochlearis jelentdsebb projekciés neuronjainak Kv-csatornaalegység

mintazataban mutatkozo eltéréseket.



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

2.a. Egy olyan metodika kidolgozdsit, amely lehetévé teszi az SGC-k konfokalis
mikroszképpal torténd vizsgélatat, és az I-es és Il-es tipusi SGC-k pontos, megbizhaté
megkiilonboztetését.

2.b. Vizsgéltuk tovdbbd az SGC-k Kv- és HCN-alegység mintdzatit.

2.c. Vizsgaltuk, hogy a morfoldgiai és funkcionalis kiilonbségek mellett a Kv- és
HCN-csatorna mintdzatban is megfigyelhetok-e eltérések az I-es és Il-es tipusu SGC-k kozott.

2.d. Vizsgaltuk, hogy a HCN-csatornaalegységek expresszids szintje mutat-e valtozast

a cochlea tengelye mentén.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti dllatok

A ganglion spiralen végzett kisérletek soran him, felndtt, 400-700 g sulyd
tengerimalacokat haszndltunk. A Western-blot kisérleteket 20 tengerimalac ganglion
spiraléjan végeztiik, mig a paraffinba dgyazott metszetekhez, illetve a ,,cochlearis tszdszelet”
prepardtumokon végzett kisérletekhez 69 dllat cochleajat hasznéltuk fel.

A nucleus cochlearison végzett kisérleteket vegyes nemi, fiatal (11-17 napos) és
idésebb (minimum 25 napos, de dltaldban 1-3 hénapos) Wistar patkdnyokon végeztiik. A
vizsgalatokhoz 6sszesen 36 dllatot hasznaltunk fel (5 fiatal €s 31 idésebb patkanyt). A fiatal

allatokon kizardlag a Kv1.2-alegység expresszidjanak €letkorfiiggését vizsgaltuk.

A ganglion spirale prepardldsa tengerimalacbol

A ganglion spirale izoldldsa sordn az d&llatokat pentobarbitdllal elaltattuk, majd
dekapitdltuk. A sziklacsontokat eltdvolitottuk, majd egy fogészati furéval felnyitottuk Oket,
lathatova téve a cochledt. Az immunhisztokémiai vizsgalatokra szdnt izoldlt modiolusokat
4%-os pufferelt formaldehid oldatban fixaltuk. A cochlearis uszdszelet prepardtumok esetén

a fixdlasi id6 2 6ra, mig a hagyomanyos bedgyazott mintdk esetében 24 6ra volt.



A nucleus cochlearis prepardldsa patkdanybol

A prepardlds minden 1épését jéghideg alacsony Na'-tartalmd miivi cerebrospinalis
folyadékban (aCSF) végeztiikk. Az allat dekapitdldsa utdn az agyat gyorsan eltavolitottuk,
levalasztottuk az agytorzset, amit 4%-os formalinban fixédltuk (4 6ra, 4 °C), majd a
szovetarabokat PB-ben mostuk (3 x 10 min). A fixdlasi periddus végeztével a nucleus

cochlearisbdl vibrdlé mikrotém segitségével 5S0- 60 pm vastag szeleteket készitettiink

Fluoreszcens immunhisztokémiai kisérletek

A preparatumokat el6szor PB-ben (10 perc), majd TBS-ben (3x10 perc) mostuk, majd
permeabilizaltuk €s blokkoltuk az aspecifikus kotOhelyeket (60 perc), amit az elsddleges
antitestekkel torténd inkubdacié kovetett (egy €jszakdn at, 4 °C). Az elsddleges antitest
alkalmazdsa utdn a mintdkat mostuk (TBS, 3x10 perc), majd a megfeleld, fluorokrommal
konjugélt masodlagos antitestek alkalmazdasara keriilt sor (3 6ra, szobahd), amit jabb mosas
kovetett (TBS, 3x10 perc). Végezetiil a mintdkat fedélemezre helyeztiik és 4',6-Diamidino-2-
fenilindolt (DAPI) tartalmazé Vectashield fedé médiummal fedtiik.

Immunhisztokémia paraffinba dgyazott mintakon

A formalinban fixalt modiolusokat dekalcindltuk (8 o6ra, Biodec R), paraffinba
agyaztuk, majd hagyoményos szovetmetszeteket készitettiink beldliik.

Bar az antitestek zoménél a dekalcindldsi folyamat mar Onmagaban is elégséges
antigénfeltarasnak bizonyult, egyes antitestek esetében tovabbi antigénfeltarast végeztiink az
immunreakci6 erdsségének fokozdsara.

Nytlban termeltetett elsodleges antitestek esetén (az Osszes Kv-ellenes antitest, anti-
HCN2, anti-HCN3), gitoltuk a mintdk endogén peroxiddz aktivitdsat (3%-os hidrogén-
peroxid oldat, 10 perc, szobahd), majd a mosast (PBS, 3x5 perc) és blokkolast kovetden a
mintdkat az elsddleges antitesttel inkubaltuk (4 °C, egy éjszakdn at). A kisérlet mdsodik
napjan a metszeteket mostuk (PBS, 3x5 perc), majd az EnVision rendszerrel inkubaltuk,
végiil az immunrekciét VIP SK4600 vagy DAB reagens segitségével tettiilk lathatéva. Az
immunfestés végén enyhe hattérfestést végeztiink (metilzold).

Kecskében termeltetett elsddleges antitest esetén (HCN1, HCN4) tormaperoxidaz- és
alkalikus-foszfataz alapu reakciokat is alkalmaztunk. Amikor az alkalikus-foszfatiz alapu
technikét alkalmaztuk, az antigénfeltdrast kovetden a metszeteket Tris-pufferben mostuk (3x5
perc), blokkoltuk, majd a mintdkat egy éjszakan 4t inkubaltuk (4 °C) a primer antitesttel. A

kisérlet masodik napjan a metszeteket mostuk (TB, 3x5 perc), majd a biotinildlt masodlagos
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antitesttel inkubdltuk ket (1h, szobahd), mostuk (TB, 3x5 perc) és alkalikus-foszfatdzzal
konjugalt streptavidinnel inkubaltuk (30 perc, szobahd). A protokoll végén a metszeteket
mostuk (TB, 3x5 perc), az immunreakciot pedig fukszinnal hivtuk el6. Amennyiben A
tormaperoxidéaz alapi immunfestést a fentebb leirtakhoz hasonldéan végeztiik.

Egyes esetekben enyhe hattérfestést is végeztiink (metilzold).

Western-blot

A mintdk fehérjekoncentracidjat BCA protein assay-vel hatdroztuk meg. Kisérleteink
sordn a fehérjéket SDS poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét, majd a proteineket
nitrocellul6z membrénra transzferdltuk. Ezt kovetéen a membrinokat blokkoltuk, majd a
megfeleld elsddleges és masodlagos antitestek felhaszndldsaval immunfestést végeztiink. Az
eldhivast kemilumineszcens kit segitségével végeztiik, a detektdlast pedig fényérzékeny
filmmel, vagy LAS 3000-es darkbox-szal végeztiik. Az expresszid kvantitativ meghatarozdsat

denzitométer, valamint a megfeleld szoftver segitségével hajtottuk végre.

Retrogrdd jelolés

A kisérletek sordan a DCN 0sszes, colliculus inferiorba projicidlé neuronjit meg
kivantuk jel6lni, ezért a tetrametilrodamin-dextran kristdlyokat az agytorzs ventrélis felszinén
ejtett sagittalis bemetszésbe toltottiik. A retrogad jeloléanyag fakuldsat megeldzendo, a teljes
kisérletet egy sotétszobaban végeztiik.

A rodamin alkalmazdsat kovetden az agytorzset azonnal normdl aCSF-be helyeztiik,
melybe folyamatosan karbogént vezettiink (8-12 6rdn keresztiil). Az inkubdlds végén a
preparatumot 4% formaldehid oldatban fixaltuk (12 6ra, 4 °C), majd 50- 60 um vastag
szeleteket készitettiink, amelyeken utdna immunjellést végeztiink a fentebb leirt protokoll

szerint.

EREDMENYEK

Fesziiltségfiiggd K -csatornaalegység expresszidja a nucleus cochlearisban
Kisérleteink sordn hét fesziiltségfiiggd K*-csatornaalegység expressziéjat vizsgaltuk a

nucleus cochlearisban, illetve a mag fobb projekcids neuronjaiban.
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A-tipusu dramot létrehozo Kv-alegységek vizsgdlata (Kv4.2,Kv 4.3,Kv 3.4)

A nucleus cochlearisban mind a DCN-ben, mind pedig a VCN-ben er6s Kv4.2-
specifikus immunpozitivitds volt megfigyelhetd. A VCN-ben a Kv4.2-pozitivitds
megfigyelhetd volt a bushy-neuronok sejttestén €s nyulvanyain is. Az octopus-sejtek is
pozitivak voltak, és ezen idegsejtek esetében a synaptophysinnel végzett kettds festések a
Kv4.2-csatornédk preszinaptikus lokalizacidjanak lehetdségét is felvetették. A nervus acusticus
ezzel szemben nem mutatott jelentds Kv4.2 expressziot.

A DCN immunjelolédése intenzivebb volt a VCN-hez képest, kiillonosen egyes
mélyebb teriileteken és a szemcsesejtes rétegben, ahol a szemcsesejtek mellett kis, szferikdlis,
synaptophysin-pozitiv struktdrdkat is megfigyeltiink, melyeket glomerularis szinapszisokként
azonositottunk. Az odridssejtek koziil viszonylag kevés (1/5), mig a piramis-sejtek tobbsége
(3/4) mutatott Kv4.2-pozitivitast.

A Kv4.3-alegységet a DCN-ben és VCN-ben egyarant sikeriilt kimutatnunk. Ezen
alegység — a Kv4.2-alegységhez hasonl6éan — a bushy-neuronok somajin és nytlvinyain
egyarant megtaldlhat6 volt, mint ahogy az octopus-sejtek is pozitivnak bizonyultak.

A DCN-ben a szemcsesejtek is expresszaltdk a Kv3.4 fehérjét, a mag felszinét boritd
ependyma réteg ezzel szemben negativ volt. Valamennyi (8/8) vizsgélt oridssejt pozitiv volt,
azonban csak egy piramis-sejtet sikeriilt megbizhat6an azonositanunk, amely ugyancsak
Kv4.3-pozitivnak bizonyult.

A Kv3.4-alegység expresszidjanak vizsgdlata azt mutatta, hogy a nucleus
cochlearisban ezen fehérje nagyobb mennyiségben van jelen, mint az agytorzs szomszédos
teriileteiben. A VCN bushy- és octopus-neuronjai pozitivnak bizonyultak, mig az itt futéd
halléidegrostok negativak voltak.

A DCN szemcsesejtes régidjdban a neuronok mellett a kordbban emlitett glomerularis
szinapszisok is rendelkeztek Kv3.4-immunpozitivitdssal. Az dridssejtek esetében (n = 3) nem
tapasztaltunk szignifikdns immunjel6l0dést, mig az daltalunk vizsgalt piramis-neuron

pozitivnak bizonyult.

Alacsony fesziiltség hatdsdra aktivdalodo, DTX-érzékeny dramot létrehozo Kv-
alegységek vizsgadlata (Kvl.1,Kvl.2,Kv1.6)

A nucleus cochlearis szdmos teriilete mutatott erds Kvl.1-pozitivitdst, igy példdaul a
VCN octopus-sejtes régidja is, de a bushy-neuronok is jelolodtek.

A DCN-ben az O6rids- (18/29) és piramis-sejteknek (6/9) csak egy része bizonyult

pozitivnak, mig a szemcsesejtek nem mutattak jelentés immunjel6l0dést.
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A Kvl.2-alegység vizsgdlata érdekesnek igérkezett, mivel az irodalomban
ellentmonddsos adatok taldlhatok ezen alegység expresszidjdnak véltozédsairdl az
egyedfejlddés sordn, ezért kiilondosen nagy hangstlyt fektettiink ezen kérdés vizsgalatéra.
Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a VCN bushy- és octopus-neuronjai esetében a fiatal
allatokban a Kvl.2-specifikus immunpozitivitds intenzitdsa alacsonyabb volt, mint az id6s
allatokban, és a fiatal egyedekben a jelolddés inkdbb intracelluldrisan volt megfigyelhetd,
szemben az iddsebb dllatokra jellemz6 membréanlokalizacidval.

A DCN szemcsesejtjei (akdrcsak a glomeruldris szinapszisok) Kvl.2-negativnak
bizonyultak, ezzel szemben a piramis-neuronok tobbsége (6/7) és szamos Oridssejt (14/34)
expresszélta ezt a csatornaalegységet. A DCN-ben is megfigyelhetd volt a Kvl.2-alegység
expresszidjanak életkorfiiggése, az iddsebb allatok magjanak jelolo6dése intenzivebb volt.

A Kvl.6-specifikus immunfestések sordn a VCN jelolddése intenzivebb volt, mint a
DCN-€. A bushy- és octopus-sejteknek mind a somaja, mind pedig nydlvdnyaik pozitivak
voltak.

Ezzel szemben a szemcsesejtek nem mutattak jelentds Kv1.6 jelolddést. A DCN
piramis- és Oridssejtjeinek nagy része (6/8 ill. 8/12) ugyanakkor expresszdlta a vizsgalt

alegységet.

Késoi tipusi dramot létrehozo Kv3.1b-alegység vizsgdlata

A nucleus cochlearisban a DCN és a VCN is egyértelmiien Kv3.1b-pozitiv volt, bar az
utébbi intenzitdsa erdsebb volt. A VCN-ben mind a bushy-, mind pedig az octopus-sejtjek
er0s immunjelolodést mutattak.

Az oridssejtek nagy része (27/33) is pozitiv volt, és hasonlé megfigyeléseket tettiink a
piramis-neuronok (12/15) esetében is. A vizsgélt projekcids neuronok koziil a cochlearis

szemcsesejtek Kv3.1b-jelolddése volt a legkisebb intenzitdsu.

Megbeszélés

Jelen munka egyik célkitlizése az volt, hogy egy atfogd leirdst adjon a nucleus
cochlearis megfeleléen azonositott neurontipusainak Kv-alegység expressziojardl. Bar egyes
Kv-csatorna fehérjék jelenlétét és megoszlasat mar kordbban is leirtdk, ez az elsd olyan
kisérletsorozat, amely ugyanazon dallatfaj azonos koru egyedein vizsgalta 7 kiillonbozé Kv-

alegység pontos, sejt-specifikus megoszlasat. Tul azon, hogy vizsgdltuk az egyes neuronok
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csatornaalegység-mintdzatit, amelynek ismerete lehetdvé teszi az adott sejttipusok
membréntulajdonsdgainak megjosldsit, azt is kimutattuk, hogy a kiilénb6z6 nucleus

cochlearis neuronok egyes Kv-alegységeket eltérd mértékben expresszalnak.

A nucleus cochlearis neuronok Kv-alegység expresszios mintdzata

A VCN bushy-sejtjein sikeriilt kimutatnunk mindhdrom alacsony fesziiltségen
aktivdlodé6 DTX-érzékeny csatornaalegységet, amelyek fontos szerepet jitszhatnak ezen
neuronok adapticiéjaban, és 0sszhangban van azon kordbbi feltevésekkel, melyek szerint a
bushy-neuronokban tobbféle alegység is részt vesz ezen dram kialakitisaban. A tranziens
aram létrehozdsdban mind LVA (Kv4.2 ¢és Kv4.3) mind pedig HVA (Kv3.4)
csatornaalegységek részt vesznek. A késdi tipusi dram a hallérendszer kezdeti szakaszanak
igen sok elemében jelen van, igy a bushy-sejteken is. Ennek megfeleléen erés Kv3.1-
pozitivitassal rendelkeztek.

A VCN masik jelentds sejttipusa az octopus-sejtek csoportja. A bushy-neuronokhoz
hasnoléan az octopus-sejtek is expresszdltdk mindharom LVA DTX-érzékeny
csatornaalegységet, sot a Kv1.1- és Kvl.2-alegységek expresszids szintje olyan magas volt a
kornyez6 teriiletekhez képest, hogy akar sejtspecifikus markerként is lehetne ezen antitesteket
alkalmazni. Az octopus-neuronok mindhdrom vizsgdlt, tranziens dramért felelOs
csatornaalegységet expresszaltdk, és a Kv3.1-alegység esetében is erds immunpozitivitas
jellemzte &ket, vagyis a VCN octopus-neuronjai mindhdrom jelentds fesziiltségfiiggd K-
aramot expresszaljak.

A DCN szemcsesejtjei egyik LVA DTX-érzékeny csatornaalegységet sem
expresszdltdk, mint ahogy a Kv3.1-specifikus immunfestés is negativ eredményt adott. Ezzel
szemben mindhdrom A-tipusd dramot létrehoz6 csatornaalegység jelen volt ezen sejteken, sot,
a Kv4.2-specifikus immunfestés ezen neuronokndl volt a legintenzivebb. Mindezek mellett
jelen tanulmdnyban igazoltuk a nucleus cochlearisban taldlhaté glomerularis szinapszisok
Kv4.2- és Kv3.4-pozitivitasit is. A glomeruldris szinapszisokat a cerebellumban is er6sen
Kv4.2-pozitivnak taldltuk, ami azt a nézetet tdmasztja al4, hogy a nucleus cochlearis és a
cerebellum eredete azonos, €s a két struktira igen nagyfokd morfoldgiai hasonldsdgot mutat.

Végiil, de nem utolsé sorban, eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy sem a
piramis-, sem pedig az dridssejtek nem alkotnak homogén sejtpopulédciét a Kv-expresszids
mintdzat terén; azaz elképzelhetd, hogy ezek a neurontipusok tovabbi funkciondlis és/vagy
morfolégiai alcsoportokra oszthaték. Erdemes megemliteni, hogy az éridssejtek tobbsége igen

erds Kv3.1-pozitivitast mutatott, bar a fentebb emlitett heterogenités itt is megfigyelhetd volt.
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A Kvl.2-csatornaalegység esetében a nucleus cochlearison beliili megoszlas mellett a
fehérje expresszids mintdzatanak korfiiggését is vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy amellett,
hogy a csatornaalegység expresszids szintje magasabb idds éllatokban, azok lokaliz4cidja is
valtozik az életkorral: fiatal egyedekben inkdbb intracelluldrisan van jelen, mig idésebb

allatokban inkdbb a membranlokalizaci6 a jellemzd.
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Eredmények

Tengerimalac ganglion spirale neuronjainak morfolégiai vizsgdlata

A tengerimalac ganglion spirale neuronok morfologiai jellemzoi a ,,cochlearis
liszoszelet” prepardtumban

Kifejlesztettiink egy technikat, a cochlearis uszoszelet prepardtumot, amely lehetdvé
teszi az SGC-fészkek felépitésének haromdimenzids vizsgdlatit. Az SGC-k morfologiai
jellemzdinek meghatdrozdsa sordn konfokalis mikroszkdppal készitett Z-stack képsorozatokat
hasznaltunk, igy az egyes SGC-ket mindig a legmegfelelobb szogbdl vizsgdlhattuk. A
morfoldgiai analizis sordn meghatdroztuk az egyes neuronok legnagyobb &tmérdjét,
keresztmetszeti teriiletét, keriiletét és az elongicids faktort. Az SGC-ket két populdcidra
lehetett osztani: nagy és kis sejtekre. A nagy sejtek esetében (n=100) az atlagos atmérd
199 £24 um, a kereszmetszeti teriilet 220,6 £ 35,6 um2, a keriilet 56,5 £5,6 um, az
elongéciés faktor ért€éke pedig 1,42 +£0,23 volt. Kis sejtek esetében (n=11) ugyanezen
paraméterek értéke 14,2 + 1,0 um, 142,3 + 28,4 um?, 43,8 £4,8 um és 1,15 £ 0,28 volt. Az
immunhisztokémiai kisérletek sordn mind a nagy, mind pedig a kis sejtek NSE-pozitivak
voltak, ugyanakkor csak a nagy sejtek mutattak S-100 jelolodést, mig a kis sejtek negativak
voltak, ami arra utal, hogy csak az elObbieket boritja myelinhiively. A morfolégiai és
immunhisztokémiai eredmények alapjan a nagy sejteket I-es, mig a kis sejteket IlI-es tipusu

ganglion spirale neuronokként azonositottuk.

A tengerimalac ganglion spirale neuronok morfologiai jellemzoi bedgyazott
prepardtumban

Osszevetve a bedgyazott metszeteken végzett morfometrids mérések adatait a
cochlearis tszoszelet prepardtumokban mért adatokkal, nyilvanvaléva valt, hogy a hosszabb
formalinos fixalds €s az azt kovetd hisztoldgiai eljardsok jelentdsen csokkentették a neuronok
valamennyi jelentds morfometriai paraméterét €s azok alakja is megvéltozott, valamint
jelentdsen csokkentek a kis €s nagy sejtek kozti kiillonbségek is. A bedgyazott preparatumok
alkalmazdsa sordn nemcsak a sejtek megvéaltozott morfolégidja okozott nehézséget, hanem az
is, hogy amennyiben a sejtmag nem keriilt bele a metszési sikba, nem lehetett megallapitani,
hogy a metszési sik a sejt kozépso sikjdn ment-e keresztiil, ami pedig alapvetd fontossagu lett

volna a sejtek a&tmérdjének (és a tobbi morfoldgiai paraméternek) a meghatirozésa sorén.
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A fenti eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a cochlearis tszdszelet preparatum
jobban megdrizte az SGC-k geometridjat €s méretét, mint a hagyomanyos technikaval késziilt
bedgyazott prepardtum, és segitségével nagyobb biztonsiggal lehetett megkiilonboztetni a

nagy (I-es tipusu) és kis (II-es tipusu) sejteket.

Fesziiltségfiiggd K*-csatornaalegység expresszidja az SGC-kben

Alacsony fesziiltség hatdsdra aktivdalodo, DTX-érzékeny dramot létrehozo Kv-
alegységek vizsgadlata (Kvl.1, Kvl.2, Kvi.6)

Mind a cochlearis uszészelet preparatumon, mind pedig a hagyomanyos paraffinba
agyazott mintdkon végzett immunhisztokémiai kisérletek azt mutattdk, hogy az SGC-k
mindhdrom DTX-érzékeny aramot létrehozé Kv-alegységet expresszaljak mind a sejttestiikon
mind pedig a nydlvanyukon. A Kv1.1- és Kvl.6-alegységeket a neuronok tilnyomo tobbsége
(>95%) expresszilta, €s nem tapasztaltunk eltérést az I-es €s Il-es tipusd neuronok kozott. A
Kvl.2-alegység esetében azonban mig szinte valamennyi I-es tipusu sejt pozitiv volt, addig a
II-es tipusu neuronoknak csak kb. fele expresszdlta ezt az alegységet. Ezen tilmenden az

egyes sejtek Kv1.2-expresszios szintje kozott is jelentds eltérések mutatkoztak.

A-tipusu dramot létrehozo Kv-alegységek vizsgdlata (Kvl.4, Kv4.2, Kv4.3, Kv3.4)

A Kvl.4-alegység jelenlétének €s megoszlasanak vizsgdlata a jelen tanulmanyban két
okbol is kiilonosen érdekesnek igérkezett: egyrészt a Kvl.4-alegységek kapcsolédhatnak
DTX-érzékeny Kv-alegységekkel, modositva az altaluk létrehozott aram kinetikdjat; masrészt
pedig korabban mar leirtak a Kv1.4-immunpozitivitds hidnydt patkany nucleus cochlearisban,
igy felmeriilt a kérdés, hogy vajon ez az alegység a hallérendszer teljes kezdeti szakaszabdl
hidnyzik-e, beleértve a ganglion spiralet is. Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a
ganglion spirale neuronok érdemi Kvl.4-expresszidval jellemezhetok. A jelolodés foleg a
neuronok sejttestét érintette, intenzitdsa pedig valtozd volt. A nyulvanyok csak gyenge
pozitivitast mutattak.

A Kv4.2- és Kv4.3-alegységek vizsgalata soran megéllapitottuk, hogy ezen fehérjéket
az SGC-k tobbsége expresszdlja, és a csatornaalegységek elssorban a neuronok somajan
vannak jelen, bar a nydlvéanyok is jelolddtek.

A HVA K'-dramot kialakit6 Kv3.4-alegység jelenlétét is siriilt kimutatni az SGC-k
tobbségén, bar az egyes sejtek esetében az immunjelolddés intenzitdsa valtozé volt, €s inkdbb

csak a neuronok somajan volt megfigyelheto.
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A vizsgilt négy Kv-alegység (Kvl.4, Kv4.2, Kv4.3, Kv3.4) egyikénél sem

tapasztaltunk jelentds eltérést az I-es és Il-es tipusi SGC-k immunfestédésében.

Késoi tipusi dramot létrehozo alegységek vizsgdlata (Kv3.1b, Kv3.2)

A késéi tipusi K'-csatorndk felépitésében részt vevd szdmos Kv-alegység koziil jelen
munkdban a Kv3.1b- és a Kv3.2-alegységek jelenlétét vizsgiltuk. Az SGC-k nagy része
Kv3.1b-pozitivnak bizonyult. Az immunpozitivitds mind a sejttesteken, mind pedig a
nyulvanyokon jelen volt, a membran pedig intenzivebben jel610détt, mint a citoplazma. Ennél
az alegységnél sem tapasztaltunk eltérést az I-es és Il-es tipusi neuronok kozott.

A jelen munkdban vizsgdlt masik, ugyancsak késoi tipust aramért felelds Kv-alegység
(Kv3.2) nem expresszdldodott az SGC-kben. Ezen megfigyelésiinket mind a cochlearis
uszoszelet prepardtumokon, mind pedig a bedgyazott metszeteken végzett kisérletek
alatdmasztottdk, ami arra utal, hogy ezen alegység szerepe elhanyagolhaté az SGC-k késoi

tipusd K*-dramanak kialakitdsdban.

Hiperpolarizdcio-aktivalt, ciklikus nukleotidokra érzékeny, nem-specifikus

kationcsatornaalegységek expresszidjanak vizsgdlata az SGC-kben

HCN-specifikus antitestek validdldsa

Jelen munkdban mind a négy ismert HCN-alegység jelenlétét vizsgaltuk a
tengerimalac SGC-ken. Minthogy az alkalmazott antitesteket tengerimalacon eziddig még
nem vizsgaltak, az immunhisztokémiai eredményeket teljes ganglion spirale mintdkon végzett
Western-blot  kisérletekkel validaltuk. Valamennyi HCN-specifikus antitest egyetlen
immunpozitiv sdvot adott a vart molekulatomeg értékeknél, vagy azok kozelében, amik a

blokkol6 peptidekkel végzett preadszorpcids kontrollkisérletek soran eltiintek.

A ganglion spirale neuronok HCN-alegység expresszios mintdzata

Valamennyi vizsgalt HCN-alegység expresszidjat sikeriilt kimutatni mind cochlearis
uszoszelet prepardtumokon, mind pedig a paraffinba dgyazott mintdkon. Mind a négy HCN-
alegység esetében elmondhato, hogy az SGC-k tilnyomo tobbsége pozitivnak bizonyult, és az
immunjel616dés a neuronok somajdn és nyilvanydn egyardnt megfigyelheté volt. Erdekes
volt, hogy mig az I-es és Il-es tipusi neuronok kozott nem tapasztaltunk eltérést a HCN-
csatornaalegység mintazat terén, addig az egyes neuronok immunjelolodési intenzidtdsaban

igen jelentds eltérések mutatkoztak, még a szomszédos sejtek esetében is.
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A HCNI- és HCN3-alegységek apiko-bazdlis grddiense

A teljes modiolusokon végzett immunfestések sordn nem tapasztaltunk jelentOs
eltérést a ganglion spirale apexében illetve bazisdban taldlhaté SGC-k immunfestddésének
intenzitdsaban. Mindazonéltal, mivel nem végeztiink denzitometrids méréseket, s mads
képanalizal6 eljardssal sem vizsgdltuk a felvételeket, nem jelenthettik ki teljes
bizonyossdggal, hogy a HCN-alegységek egyenletesen oszlanak meg a modiolus tengelye
mentén, kiillonosen annak fényében, hogy alkalmanként még az egymds szomszédsdgiaban
elhelyezkedo sejtek immunpozitivitdsdnak intenzitdsa kozott is igen nagy eltérések adodtak.

A HCN-alegységek esetleges apiko-bazélis gradiensének vizsgalatat igy Western-blot
kisérletekkel vizsgaltuk. A kisérleteket a modiolusok apikalis, intermediaer és bazdlis
harmadabol készitett szovetmintdkon végeztilk, az eredményeket pedig denzitometrids
modszerrel értékeltiik ki. A négy vizsgalt HCN-alegység koziil a HCN1- és HCN3-alegység
expresszids szintje egyértelmili apiko-bazalis gradienst mutatott: a HCN1-fehérje szintje az
apikalis régioban 3,5 + 0,9-szer volt magasabb a bazalis teriileteken mért értékeknél, mig a

HCN3 protein esetében a kiilonbség 2,9 + 0,5-szeres volt

Megbeszélés

Kisérleteink sordn kidolgoztunk egy technikdt. amely lehetévé tette az SGC-k
konfokélis mikroszképpal torténd vizsgdlatit, ami szdmos elOnnyel jart a hagyomaényos
paraffinba dgyazott metszetekkel szemben. Egyrészt a rovidebb fixdlasi id6 valamint a
dekalcindlds és antigénfeltards sziikségtelenségének koszonhetden jobban meglrzddott az
egyes SGC-k morfoldgidja, és igy az I-es és Il-es tipusi neuronok is koénnyebben
megkiilonboztethetdek voltak. Mdsrészt, mig a paraffinba 4gyazott mintdkbdl készitett
metszeteken csak egy sikban lehet vizsgélni az SGC-ket, és a nydlvanyoknak is legfeljebb
csak kis szakasza lathatd, addig a cochlearis uszészelet preparitumban a konfokalis
mikroszkdpos felvételek az SGC-fészkek haromdimenzids felépitését is megmutattak, igy
segitségiikkel az SGC-k morfologiai tulajdonsigait mindig a legmegfelelobb szogbdl

vizsgalhattuk, és a neuronok nyulvanyainak lefutdsat is hosszan nyomon lehetett kovetni.
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Tranziens dramért felelés K'-csatornaalegységek jelenléte a tengerimalac ganglion
spiraleban

A tranziens K*-dram jelenléte vagy hidnya az egyik legvitatottabb kérdés az SGC-k

iondramaival kapcsolatban. A ganglion spirale neuronokat érintd vizsgalatok egy részében
nem sikeriilt ilyen inaktivdlédé d4ramokat kimutatni sem akutan izoldlt, sem pedig
szOvettenyészetben fenntartott SGC-ken, ami arra utalt, hogy az ezen komponens
kialakitdsaért felelos csatorndk vagy teljes egészében hidnyoznak a sejtekbdl, vagy kizarélag a
nydlvianyokban expresszalédnak, amelyek a prepardlds sordn elvesztek. Ezzel mads
tanulmanyokban kimutattak egy tranziens dramkomponenst, sot, annak erdteljes korfiiggésére
is ramutattak. Cochlearis szeletprepardtumban ugyancsak sikeriilt kimutatni a tranziens K-
aram jelenlétét az SGC-ken, so6t ez izoldlt sejteken is sikeriilt, ami cafolta azt a kordbbi
feltevést, mely szerint ezen csatorndk kizardlag az SGC-k nydlvanyain helyezkednek el. A
cochlearis szeletprepardtumban igazoltan Il-es tipusi neuronokon is sikeriilt kimutatni egy
tranziens K*-dram aktivalédasat.
Az SGC-k 4ltal expresszlt tranziens dram kinetikdjdnak elemzése arra utalt, hogy az dramnak
tobb komponense is van, vagyis valdsziniileg tobbféle Kv-alegység is részt vesz a tranziens
K*-aramért felelds csatorndk felépitésében, 4m eziddig mindossze a Kv4.2-alegység jelenlétét
mutattdk ki szovettenyészetben fenntartott egér SGC-ken (Adamson és mtsai, 2002). A Kv4.2
expresszidjat a jelen tanulmdnyban is sikeriilt demonstrdlni, emellett azonban kimutattuk a
Kv4.3-alegységek jelenlétét is, ami felveti Kv4.2/Kv4.3 heterotetramerek kialakuldsanak
lehetOségét is. A Kv4.2- és Kv4.3- mellett a Kvl.4-alegységek expresszidjat is meg kell
emliteni, ami a Kvl fdcsaldad egyéb tagjaival (elsOsorban Kvl.1, Kvl.2 és Kvl.6)
asszocialodva részt vehet a DTX-érzékeny aram létrehozasaban.

Mig a Kv4.2-, Kv4.3- vagy Kvl.4-alegységekbdl felépiilo csatorndk LVA tranziens
aramot hoznak Iétre, addig a Kv3.4-alegységeket tartalmazé csatorndk pozitivabb
membréanpotencidlokon aktivdl6do tranziens dramot generdlnak. Az SGC-k 4ltal expresszalt
tranziens dram inaktivacids és reaktivacids kinetikdja alapjan mdar kordbban feltételezték
Kv3.4-alegységek jelenlétét is, am a jelen kisérletek szolgdltatjdk az elsd bizonyitékot ezen
alegységek eléforduldsara. Bér a tranziens K'-dram pontos szerepe a ganglion spirale
sejtekben még vitatott, ezen aramféleség fontos lehet a frekvenciakddolds biztositdsaban,
tovabba kiilonboz0, az SGC-k funkciondlis tulajdonsdgait szabalyozé mechanizmusok is ezen
aram modositasdn keresztiil fejthetik ki hatasukat, és egyes feltételezések szerint a Il-es tipust

sejtek miikodésében is fontos szerepet jatszhatnak.
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Az alacsony fesziiltség hatdsdra aktivdlods, DTX-érzékeny K -dramért felelds
alegységek expresszioja az SGC-kben
Az eddigi eredmények alapjan dgy tlinik, hogy a DTX-érzékeny K'-dram expresszidja a
hallérendszer kapcsoloneuronjainak fontos jellemzdje. Ez az dram a sejtek gyors tiizelésekor
jatszhat fontos szerepet, gitlasa pedig dramai véltozasokat okoz a gyorsan adaptalodé SGC-k
tiizelési mintdzatdban: a sejtek tartds depolarizaci6 hatdsara a gyorsan adaptalédd vélasz
helyett AP-sorozatot produkdlnak. Az LVA K'-csatorndk miikbdése meggatolhatja a tdlzott
mértékii depolarizaciot és hiperexcitabilitdst, ami kiilondsen nagy jelentoségi lehet az SGC-
kben a nagy frekvencidji és a stimulacié idobeliségét pontosan tiikrozé informaciéfeldolgozas
sordn. Jelen munkdban igazoltuk, hogy a tengerimalac SGC-k is expresszaljdk a Kv1.1, Kv1.2
és Kvl.6-alegységeket. Kordbban felmeriilt annak lehetdsége, hogy a DTX-érzékeny dramért
felelés K'-csatorndk felépitésében Kvl.4-alegységek is részt vehetnek, amely felvetés

kisérletes bizonyitdsat eredményeink jelentik.

A késdi tipusii K*-dramért felelSs alegységek expresszidja az SGC-kben
Az SGC-k magas frekvencidju tiizelési mintdzata csak részben koszonheté a DTX-érzékeny
dramnak, ugyanis ez az aktivitdsi mintdzat igen gyors és erds repolarizaciot igényel, amiben a
kés6i tipusi K*-dramok jatszanak fontos szerepet. Szdmos K'-csatornaalegység vehet részt a
késbi tipust dram létrehozasaért felelds K*-csatornak felépitésében, ezek koziil mi a Kv3.1- és
Kv3.2-alegységeket vizsgaltuk. Jelen munkdban elsdként igazoltuk immunhisztokémiai
kisérletekkel a Kv3.1b-alegységek jelenlétét a tengerimalac ganglion spiraleban, mig

eredményeink szerint a Kv3.2-alegység nem taldlhat6 meg ezen neuronokban.

A hiperpolarizdcio-aktivdlt — nem-specifikus  kationcsatorndk  jelenléte  és
alegységosszetétele a ganglion spiraleban

Az 1 jelenlétét mar tobb allatfaj SGC-in leirtdk. Bar ezen dram pontos szerepe még
nem ismert, feltételezések szerint szdmos fiziolégiai szerepe lehet. A jelen munkdban
igazoltuk, hogy a tengerimalac SGC-k mind a négy ismert HCN-alegységet expresszaljik.
Ezen dramnak szerepe lehet ezen sejtek intrinsic aktivitdsdaban, depolarizalhatja a membrant
az akcids potencidlt kovetd hiperpolarizacids fazisban, csokkentheti a membran idékonstansat
, ezaltal novelve az SGC-kben a membranpotencidl-véltozdsok sebességét, szerepet jatszhat a
nyugalmi membranpotencidljanak bedllitasdban is, és elképzelhetd, hogy a DTX-érzékeny
LVA K'-dgramoknak és az I;-nak fontos szerepe van a pillanatnyi membranpotencidlnak, és

igy a sejt érzékenységének bedllitdsaban.
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Béar szinte valamennyi SGC-n sikeriilt kimutatni a HCN-alegységek jelenlétét, az
expresszié mértékében igen jelentOs eltérések voltak még az egymas kozvetlen kozelében
elhelyezkedd neuronok esetében is. Ezen megfigyelések Osszhangban dallnak a kordbbi
elektrofizioldgiai mérések eredményeivel. Az I, heterogenitasat egy hipotézis szerint a HCN-
csatornaalegységek eltérd foszforildcidja eredményezi, a jelen munkdban bemutatott
eredmények alapjan azonban feltételezhetd, hogy az egyes sejtek eltér6 HCN-
csatornaalegység mintdzata is hozzdjarulhat az ismert heterogenitdshoz.

Az egyes neuronok csatornaalegység mintdzatanak vizsgélatdn tdl jelen munkdban
HCNI- és HCN3-alegységekrdl sikeriilt kimutatnunk, hogy mennyiségiik a cochlea tengelye
mentén valtozik: az apikdlis teriileteken expresszids szintjiik magasabb, mint a bazélis

teriileteken.

Az I-es és Il-es tipusu sejtek kozti eltérések

Eziddig még nem sikeriilt minden kétséget kizdréan eldonteni az I-es és Il-es tipusu
SGC-k esetleges funkciondlis kiillonbozoségének kérdését, az irodalomi eredmények
ellentmonddsosak. A jelen munka sem képes ezen kérdés megvalaszoldsdra, azonban
figyelembe véve, hogy a két neurontipus hasonlé Kv- és HCN-alegységmintizattal
rendelkezett, valdszinlileg nem véarhatok nagy eltérések a két neurontipus
membréntulajdonsdgaiban. Mindazondltal az I-es és Il-es tipusu sejtek Kvl.2-alegység
expresszidjaban tapasztalt eltérés figyelemremélté. Bar logikusnak tiinhet a feltételezés, hogy
a Il-es tipusu sejtek egy része altal mutatott lassabb adapticié €s alacsonyabb aktivacios
kiiszob az adott neuron csokkent (vagy nem létez0) Kv1.2 expresszidjara vezethetd vissza,
nem szabad elfelejteni, hogy szamos egyéb, a jelen munkdban nem targyalt mechanizmus is
jelentdsen befolydsolhatja ezen idegsejtek membrantulajdonsdgait. Mindebbdl fakaddéan a
Kvl.2-alegységek funkciondlis jelentoségének pontos meghatdrozaséhoz tovébbi

vizsgdlatokra van sziikség.
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Osszefoglalds

Kisérleteink sordn egyes fesziiltségfiiggd K'-csatorndk jelenlétét illetve megoszldsat
vizsgaltuk immunhisztokémiai médszerekkel a hallépdlya kezdeti szakaszdnak két elemében:
a ganglion spiraleban és a nucleus cochlearisban. Hét fesziiltségfiiggd K*-csatornaalegység
expresszids mintdzatat vizsgaltuk a nucleus cochlearisban, illetve a mag fébb profekcids
neuronjaiban.  Eredményeink  segitséget  nyudjthatnak  az  egyes sejttipusok
membréntulajdonsdgainak  megjésoldsdhoz. Az egyes neuronok csatornaalegység-
mintdzatdnak vizsgélatan tdl azt is kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 nucleus cochlearis neuronok
egyes Kv-alegységeket eltér6 mértékben expresszdlnak, sét egyes alegységeket a jovOben
akdr sejt specifikus markerként is fel lehet haszndlni.

Eredményeink alapjan valdsziniisithetd, hogy a nucleus cochlearis két nagy fontossagu
sejttipusa, a piramis- és Oridssejtek alkotnak homogén sejtpopuldciot a Kv-expresszids
mintdzat terén; azaz elképzelhetd, hogy ezek a neurontipusok tovabbi funkciondlis és/vagy
morfoldgiai alcsoportokra oszthatok.

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

A hallépdlya masik, jelen munkdban vizsgélt eleme a ganglion spirale volt. Munkénk
sordan kidolgoztunk egy uj technikdt a ganglion spirale neuronok vizsgélatira, mely a
kordbban alkalmazott médszereknél jobban megdrizte az idegsejtek morfoldgidjat, és lehetdvé
tette az SGC-k haromdimenzids vizsgalatat.

Kisérleteink sordn kilenc Kv- és mind a négy ismert HCN-alegység jelenlétét és
megoszlasat vizsgéltuk a tengerimalac SGC-ken. Igazoltuk, hogy a ganglion spirale sejtek
egyarant expresszdlnak LVA DTX-érzékeny, késéi tipusu és A-tipusi dram kialakitasaért
felelds fesziiltségfiiggd K'-csatornaalegységeket. Kimutattuk tovdbbd, hogy az SGC-ken
megtaldlhaté mind a négy ismert HCN-alegység, €s hogy ezen fehérjék expresszios szintje
jelentds eltérést mutat az egyes sejtek szintjén. Ezen tdlmenden a HCNI- és HCN3-
alegységek esetében kimutattuk, hogy expresszids szintjiik a modiolus apikdlis teriiletein

magasabb, mint a bazdlis teriileteken.
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