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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

1.1. A hallopdlya felépitése

A hallérendszer az idegrendszer azon része, amely a nyomashullimok
formdjaban érkez6 hangingereket elektromos jelekké, majd ezeket az elektromos
impulzusokat hangérzetté alakitja. A hallérendszer egyik legfontosabb periférias eleme
a belsofiil részét képezd csiga (cochlea), benne a Corti-féle szervvel és az elsddleges
érzOneuronokkal. Az emlds fiilre jellemzd az éles frekvenciakodolas, alacsony
ingerkiiszob és széles frekvenciatartomany, mely a specialisan kialakult Corti-féle
szervnek, illetve bizonyos regulalé mechanizmusoknak tulajdonithatd. A ma elfogadott
elképzelés szerint a hanghullamokat a kozépfiil felerGsiti és tovabbitja a belsofiil
folyadéktereire, ahol a kialakulé hullamok a membrana basilaris egy adott, a hanginger
frekvenciaja altal meghatarozott teriiletén 1évé receptorsejteket hoznak ingeriiletbe. A
receptorsejtek ingeriileti allapota olyan membranpotencial-valtozas (depolarizacio),
amely szinaptikus kapcsolat révén akcids potencidlokat general a receptorsejteket
beidegzd afferens idegrostokban. E rostok a ganglion spirale neuronjainak periférias
nyulvanyai.

A csiga jarata a modiolus koriil tekeredik, utobbi tartalmazza a ganglion spirale
sejtcsoportjait és az azokbol kilépd idegrostkotegeket. A ganglionaris idegsejtek
centralis nyalvanyaibol (axonjaibol) szedédik 6ssze a halldideg (nervus cochlearis). A
halloideg a nucleus cochlearis ventralis magassagaban 1ép be a nyultvelébe, ahol
elagazddik, majd a rostok a nucleus cochlearis dorsalisba és a nucleus cochlearis
ventralisba tartanak. A cochlearis magcsoport idegsejtjei a hallopalya masodlagos
érzéneuronjai, a beldlitk indulé axonok részben azonos oldalon, részben keresztezodés
utan az ellenoldalon haladnak a harmadlagos érzéneuronokat tartalmazé teriiletekhez
(corpus trapezoideum, oliva superior), majd (itt nem részletezett tovabbi allomasokon
keresztiil) a hallokéreghez. Fontos hangsulyozni, hogy a hallasi ingeriilet fenti
utvonalon valo terjedése soran mindvégig megdrzi a cochleaban kialakult tonotdpias
rendez0dést. A hallokéreg miikddése sziikséges a komplex hangingerek analizalasdhoz
és hangélménny¢ alakitdsdhoz. A rendelkezésre 4all6 adatok szerint a fenti séma
alapjaban véve valamennyi emldsfaj esetében azonos, beleértve az embert is (Fay és
munkatarsai, 1994). Kiilonbségek természetesen kimutathatok, elég csak arra a tényre

utalni, hogy nagy eltérések vannak az egyes fajok kozott az érzékelhetd hangfrekvencia



tekintetében. Ezzel egyiitt az allatkisérletekben (elsdsorban ragcsalokon, denevéreken
¢s macskan) kapott adatok jol alkalmazhatok mas speciesekre is. Megemlitendd
tovabba, hogy a hallaskutatok gyakran alkalmaznak kiilonféle madarfajokat
vizsgalataikban. A madarakban a masodlagos érzéneuronok helye a nucleus
magnocellularis (amely els6ésorban az emlds nucleus cochlearis ventralis analogja). A
harmadlagos érzéneuronok leggyakrabban tanulmanyozott lokalizacidja a nucleus
lateralis vagy eml0sok esetén a nuclus corposris trapezoidei (Brew és Forsythe, 1995;
Rathouz és Trussel, 1998; Rusznak és munkatarsai, 2000).

A hanginger ingeriileti folyamatta torténd kodolasanak két dontd 1épése a
receptorsejtek, valamint a ganglion spirale neuronok aktivalédasa. Jelen értekezés
témaja az utobbi jelenség, ezért a tovabbiakban az erre és az ezt megel6zd 1épésre

vonatkozd ismereteket tekintem at.

1.2. A szorsejtek funkcidja, miikodésiik szabdlyozdsa (afferens és efferens

kapcsolataik)

Az emldsok hallorendszere 16 (elefant) és 123000 Hz (kékbalna) kozotti
tartoméanyban képes a hanginger dekddoldsara. Ez a tevékenység egy specializalodott
receptorsejt-féleség, a szdrsejtek mitkddéséhez kotott. Kétféle szorsejtet
kiilonboztetiink meg; egy dontéen szenzoros jellegli belsd, valamint egy elsdsorban
hangolé és erdsitd funkcioju kiilsé szérsejt populaciot.

Spoendlin 1969-ben kidolgozott modellje irta le a kiilsé és belsé szdrsejtek
beidegzési mintazatat és miikodését emldsokben, tobbek kdzott emberben is. A human
cochledaban kb. 3500 bels6é szorsejthez mintegy 20000 sensoros beidegzést biztositd
(afferens) idegrost fut. A bels6 szérsejtekhez kapcsoldodo idegrostok a ganglion spirale
I. tipusu sejtjeitdl szarmaznak, erre a kapcsolatra tehat a divergencia jellemz6. A belsd
szorsejtek ingerkiiszobét meghaladé stimulust kovetden az intracellularis Ca?'-
koncentracié névekedése ([Ca’']) a szOrsejt basalis részén taldlhato szinaptikus
vesiculumok exocitosisat valtja ki (Hudspeth, 1985). A felszabadul6 glutamat a
szenzoros idegvégzdodésekben 1étrehozza az akcios potencialt. A kiilsé szérsejtekben az
ingeriileti folyamat kdvetkezményeként egy rovidiilés — megnytlas valasz tiinik
kiemelkedd jelentéségiinek, amely valoszinlileg mddositja a membrana basilaris és
membrana tectoria mechanikai impedancidjat, ennélfogva a hanginger hatdsara

bekovetkezd egymashoz képesti elmozduldsukat, ami végsGsoron a belsd szoérsejtek
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érzékenységét modositja (Dallos és munkatarsai, 1982). A jelenség kialakuldsa soran a
kiils6 szorsejtek egy meghatarozott populacidja (kb. 150-300 szérsejt), amely egy adott
frekvenciaji hangingerre megnyulik és megrovidiil, a membrana basilaris adott, jol
korilirt (mintegy 1,2 pum széles) szakaszat nagy amplitudoji kitérésre kényszeriti
(Ashmore, 2002). A kiils6 szOrsejtek altal jelentosen felerdsitett membrana basilaris
rezgések ezaltal fokozzak az ugyanazon lokalizacioju belsé szérsejtek inger bevitelének
mértékét, ami lehetévé teszi az eml6és cochledra jellegzetes, igen ¢éles
frekvenciadiszkriminéciot és alacsony kiiszobérzékenységet. Mindamellett a kiilsd
szorsejtek is rendelkeznek szenzoros funkcidval, a kb. 20000 receptorsejtnek mintegy
1000 ganglion spirale neuronnal van kapcsolata, azaz egyetlen afferens idegrost kb. 20
kiilsé szorsejttd] kap informaciot (konvergencia; Spoendlin és Schrott, 1989). A kiilsé
szOrsejtekhez kapcsolodo, afferens ganglion spirale neuronokat I1. tipusu sejtként ismeri
az irodalom.

A szorsejtek és a centralis idegrendszeri teriiletek kapcsolataban az afferens
palyaval elleniranyban halad6, azaz efferens palyarendszer is ismeretes, az un.
olivocochlearis nyalab, amely az ellenoldali oliva superior magjabdl indul ki
(Gitter és Preyer, 1991). A nyaldbon beliil két rész kiilonithetd el; a medialis palya nagy
lateralis rendszer kis része keresztezett, €s a belsé szdrsejtek beidegzéséért felelds. Jelen
ismereteink szerint tehat a belsd szdrsejtek dontden afferens, a kiilsé szorsejtek pedig

dominansan efferens beidegzést kapnak.

1.3. Az ingerlékeny membrdanok sajdtossdagait meghatdrozo legfontosabb iondramok

rovid attekintése

Az ingerlékeny sejtek kozOs sajatossaga, hogy elegendden erds, az
ingerkiiszobiiket meghalad6é stimulusok hatasara membranpotencialjuk jellegzetes
modon €s atmenetileg megvaltozik. Ezen, akcios potencialnak nevezett jelenség soran a
membran el6bb depolarizalédik, a membranpotencial rovidebb idore elérheti vagy
meghaladhatja a OmV-ot, majd visszatér a nyugalmi membranpotencial
értékére (repolarizacié). Hodgkin és Huxley ma mar korszakalkotonak tekintett
munkéja oOta ismert (Hodgkin és Huxley, 1952), hogy az akcids potencialok
kialakulasanak hatterében leggyakrabban a sejtmembran ~ Na'- és

K'-vezetéképességének atmeneti megvéltozasa all, amit a sejtfelszini membranban



elhelyezkedd transzmembran fehérjestrukturdk, az in. ioncsatornak aktivitisa biztosit.

Az ioncsatorndk vezeté (konduktiv) vagy nem vezetd (nem-konduktiv)
megvaltozasa biztositja (kapuzas). A kapuzd mechanizmus aktivalasat eléidézheti a
membranpotencial valtozasa (fesziiltségvezérelt ioncsatornak), valamilyen kémiai anyag
bekdtodése vagy levalasa a csatornamolekularol (ligandvezérelt ioncsatornak), esetleg a
membran mechanikai feszitettségének modosulasa (mechanoszenzitiv ioncsatornak).
Az ingerlékeny sejtek akcids potencidljanak kialakitdsaban a fesziiltségvezérelt
ioncsatorndk birnak kiemelked6 jelentdséggel.  Fiiggben attdl, hogy az egyes
ioncsatornak mely ionokra mutatnak kiemelt permeabilitast, Na'-, K'-, Ca*"- és
CI'-csatornak kiilonboztetheték meg.

A molekularis bioldgiai vizsgalatok eredményei megmutattak, hogy valamennyi
kationcsatorna struktiraja igen hasonlatos. Ezek a molekulak tetramer szerkezetiiek,
amelyek vagy kovalensen (Na'- és Ca’’-csatornik) vagy nem-kovalens kotéssel
(K'-csatornak) kapcsolodnak egymashoz. Az egyes alegységek 6 transzmembran
doménnal rendelkeznek, amelyek koziil kiemelkedd jelentésége van a negyediknek
(S4); ugyanis jelen tudasunk szerint ez a rész az ioncsatornak fesziiltségérzékeld eleme.
Kiilonosen fontosnak tlinik még az S5 és az S6 domén kozotti, a membranba kiviilrdl
mélyen behatold, de azt 4t nem éré hurok (MS5), ami az ioncsatorna porusdnak
kialakitasaban vesz részt. Az egyes kationcsatornak szerkezeti hasonlésaga, valamint az
aminosav sorrendjiikben tapasztalhatd részleges azonossag felveti annak lehetdségét,
hogy valamennyi ismert kationcsatorna egyetlen Oscsatornabol szdrmaztathato.

A fenti, specifikus (szelektiv) kationcsatornak mellett ismertek még az un. nem-
specifikus kationcsatornak, melyek nem differencidlnak a Na' és K™ kozott, sot
esetenként még a Ca’’-permeabilitasuk is jelentds lehet. Kiemelkedéen fontos tagja
ezen csatornaféleségnek a nodus sinuatrialis spontan ingerképzésében elengedhetetlentil
fontos hiperpolarizacio-aktivalt nem-specifikus kationcsatorna, melynek neuronokon is
fellelhetd valtozata h-csatorna néven ismeretes.

Az egyes fesziiltségvezérelt ioncsatornak kiilonboz6 feladatot latnak el az
ingerlékeny sejtek miikodésében. Mig a Na'-csatornak leggyakrabban az akcids
potencidlok depolarizacios fazisanak kialakitasaért felelosek, igy gyakorlatilag csak a
membranpotencialt megvaltoztatd, Un. elektrogén funkciéjuk van, addig a

Ca’"-csatornak esetében a helyzet sokkal véltozatosabb.



A scjtfelszini  Ca®'-csatorndk megnyilasa utdn az extracellularis Ca-ionok a
citoplazmaba aramlanak, ami részben depolarizdlja a membrant (elektrogén hatas),
részben megndveli az [Ca®']i-t, ami szamos Ca” -fliggd folyamat (motilitas, exocytosis,
kapuzas, enzimaktivitas, stb.) modosulasat vonja maga utan (regulatérikus funkcio). A
Ca’'-csatorndk ezen igen szertedgazé funkcionalis jelentSségének ismeretében nem
teljesen meglepd, hogy a Ca®'-csatorndk szamos altipusa kiilonbdztethetd meg. Ezen
strukturdk egy része mar csekély mértékii depolarizacid hatdsara is aktivalodik (low-
voltage-activated [LVA] Ca®'-csatorndk), mig mas tipusok aktivalasa erdteljesebb
depolarizaciot igényel (high-voltage-activated [HVA] Ca*'-csatornak). Mig az
LVA csoport csak az un. T-tipusi Ca’'-csatornat tartalmazza, addig a HVA
Ca’**-csatorndk sordba tartoznak az N-, P-, Q-, L- és R-csatorndk, melyek
lokalizaciojukban, elektrofiziologiai sajatossagaikban, gatloszer-érzékenységiikben és
funkcidikban egyarant kiilonboznek egymastol (lasd pl. Brevi és munkatarsai, 2001).

Szemben a Na'- és Ca®'-csatorndkkal, amelyek aktivalodasa sziikségképpen a
sejtmembran  depolarizdcidjaval, azaz (legalabbis 4tmenetileg) a membran
ingerlékenységének fokozodasaval jar, a K'-csatornidk megnyildsa a pillanatnyi
membranpotencidlt a nyugalminal negativabb értékek felé mozditja, azaz (a membran
»eloéletétdl” fliggben) hiper- vagy repolarizalja azt, esetleg nem engedi a depolarizacio
kialakulasit. Mindezek alapjin megallapithatd, hogy a K'-csatornak aktivalodasa
(bizonyos ritka kivételektdl eltekintve) a sejtmembran ingerlékenységének csokkenését
okozza. A K'-csatornikat célzé intenziv kutatdsok ramutattak, hogy egy kiilonlegesen
valtozatos  csatornacsaladr6ol van sz6  (Pongs és  munkatarsai, 1999).

A K* -csatorndkon foly6 aramok legrégebben ismert fajtaja az un. késéi tipust
(delayed rectifier) K+ aram (Ix), amit els6ként Hodgkin és Huxley (1952) azonositottak
klasszikus, a tintahal oOriasaxonjat érinté kisérleteikben. FEz a csatornaféleség a
nyugalmi membranpotencial értékén zart allapotban van, majd az akcids potencial
depolarizacios fazisa soran aktivalodik, igy létrehozva az akcids potencial leszallo
szarat. Az Ik elengedhetetlen a gyors repolarizacio, és igy a rovid akcids potencialok
kialakitasaban, ezaltal kiemelkedd jelentdségli a nagy frekvenciaju akcidspotencial-
sorozatok tlizelésének képességében. Farmakologiai vizsgalatok igazoltak, hogy
tetra-etil-ammonium (TEA") alkalmazasaval ezen aramféleség jol, bar nem teljesen
specifikusan gatolhato (Stanfield, 1983; Apkon és Nerbonne, 1991). Bar a késoi tipusu
K'-aram elengedhetetlen az akciés potencidlok utani gyors repolarizciés fazis

kialakitasaért, lassu deaktivicidja miatt ez az aramféleség onmagiban nem tenné



lehetévé a hii frekvenciakddolast. Jelen tudasunk szerint a frekvenciakodolas képessége
az un. tranziens K'-dram (I,) jelenlététdl és aktivaciojatol fiigg. Mivel ezen csatornak
tulnyomo tobbsége a nyugalmi membranpotencial értékén inaktivalt allapotban van, az
aktivacid csak egy, a depolarizaciot megel6z6 hiperpolarizacidos fazist kovetd
depolarizacio utan kovetkezhet be. A tranziens K'-aram klasszikusnak mondhaté 4m
nem kiilondsebben specifikus gatloszere a 4-aminopiridin (Ito és Maeno, 1986).

A fesziiltségvezérelt K -csatornak kiilonleges csaladjat képezik az tin. alacsony-
kiiszobti (low-threshold) K'-csatornak, melyek mar a nyugalmi membranpotencialrol
torténd 5-10 mV-os depolarizacié hatasara is aktivalédnak, inaktivaciojuk pedig lassu és
részleges. Specifikus kutatidsok ramutattak, hogy csak meghatirozott K'-csatorna-
alegységek (Kvl.1, 1.2 és 1.6) képesek olyan homo- vagy heterotetramer struktarakat
létrehozni, amelyek a fenti jellegzetességekkel rendelkeznek (Browne és munkatarsai,
1994, Zhou ¢és munkatarsai, 2001). A csatornak altal létrehozott aram alapvetd
jelentdséglinek tlinik egyes neuronalis strukturak esetében az iddben preciz jeltovabbitas
kialakitasahoz. Ismeretes, hogy az Un. kapcsoloneuronok (pl. a nucleus cochlearis
ventralis bushy-sejtjei vagy a nucleus corporis trapezoidei fosejtjei) képesek az Oket
elér6 nagyfrekvenciaju akcidspotencidl-sorozat idében hii reprodukcidjara, azaz
az 1:1 aranyu akciospotencial-csatolasra. Abban az esetben viszont, ha az alacsony-
kiiszobti K'-csatorndk specifikus gatloszerét alkalmaztak (Dendrotoxin-I [DTX-I]), az
emlitett neuronok ,,tévesztettek”, azaz a nagyfrekvencias jeltovabbitas soran nem voltak
képesek a szigora 1:1 aranya csatolasra (Brew ¢és  Forsythe, 1995).

Az ingerlékeny sejtek membransajatsagait meghatarozd K'-csatorndk koziil (a
részletek targyalasa nélkiil) emlitésre érdemes még a Ca’'-érzékeny K -dram,
az ATP-érzékeny K'-dram és az acetilkolin- (illetve muszkarin-) érzékeny M-aram.
Szemben az eddig emlitett aramféleségekkel, melyek legtobbje depolarizaciot igényelt
hiperpolarizacidja valtja ki. 1949. o6ta ismert, hogy bizonyos sejtek hiperpolarizacio
hatasara a membrankonduktancia névekedésével reagalnak (Katz, 1949). A jelenség,
amelyet els6ként harantcsikolt izomrostokban irtak le, ma a ‘“klasszikus” befelé
egyeniranyitas (inward rectification) nevet viseli, és a sejtmembran befelé egyeniranyitd
K'-csatornainak jelenlétéhez és aktivalodasahoz kothetd. Ezzel szemben, bizonyos
szovetek egy ettdl kiillonb6zo, de ugyancsak hiperpolarizacio hatasara aktivalédo
aramféleséggel birnak, amit gyakran (els6sorban neuronokon) h-aram névvel illetnek, és

amit elséként fotoreceptorokban (Attwell és Wilson, 1980) és a szivben demonstréaltak



(Brown és munkatarsai, 1980; DiFrancesco, 1993). Szemben az inward rectifier
csatornakkal, a h-aram kialakulasaért felelds ioncsatornak mind K'-ra, mind Na'-ra
permeabilisak, igy aktivalodasuk egy kevert kationaram kialakulasat okozza, ami végsé
soron a sejtmembran depolarizacidjat okozza (mivel a csatorna hiperpolarizacio
hatasara 1étrejovo aktivalodasa kevert kationaram kialakulasahoz, igy végsOsoron a
membran depolarizaciéjahoz vezet, gyakorta emlitik ezt az aramot “csalafinta” aram
[funny current] néven).

A h-aram jelenlétét tobb fontos funkcidval hoztak mar osszefiiggésbe. A h-aram
hozzajarulhat a nyugalmi membranpotencial pillanatnyi értékének kialakitasahoz
(Maccaferri és munkatarsai, 1993), novelheti a sejtmembran idékonstansat (gyorsabba,
reaktivabba téve azt), valamint megakadalyozhatja az ezen csatornakat expresszalo
sejtféleségek hosszantartd gatlasat (Luo és Perkel, 1999). A h-aram egy kiilondsen
fontos (és talan legismertebb) funkcidja, hogy az dket expresszalod sejtek gyakorta (bar
nem mindig) spontan aktivitassal rendelkeznek (Bal és McCormick, 1997; McCormick

¢és Pape, 1990).

1.4. A ganglion spirale neuronok funkciondlis jellemzése

A ganglion spiralet alkotd neuronok morfologiai és funkcionalis sajatossagaik
alapjan két {6 tipusba oszthatok. A sejtek tulnyomo tobbségét alkotd (> 95 %) L. tipusu
neuronok kissé elnyujtott sejttestjének atmérdje 12 um-nél nagyobb, a sejttest és a
nyulvanyok vaskos veldshiivellyel rendelkeznek. Az I. tipust neuronoknal 1ényegesen
ritkdbban eléforduld II. tipust ganglion spirale sejtek kisebbek (<12 um), sejttestjiik
alakja inkabb kerekded, myelinboritasuk nincs. Jelen ismereteink szerint az 1. tipusa
sejtek a belsd, mig a II. tipust ganglion spirale neuronok a kiilsé szorsejtek afferens
beidegzéséért feleldsek.

Valoszintileg a II. tipust neuronok igen kis szdma okolhatdé azért, hogy a
rendelkezésre allo funkcionalis adatok szinte kizarolag az I. tipust sejtrél szarmaznak.
Elektrofiziologiai mérések alapjan ismert, hogy a legtobb 1. tipusu ganglion spirale
neuron gyorsan adaptdléodd akcidspotencidl-mintazatot produkdl, azaz a sejtek a
folyamatosan fenntartott depolarizald stimulus hatdsara csupan néhany akcids potencialt
tiizelnek, jellemzéen a  stimulus kezdetétn (Mo és  Davis, 1997).
Az is bebizonyosodott, hogy a vizsgalt, morfologiailag I. tipustiként klasszifikalhatod

sejtek kb. 15%-a a fentitdl eltérd, lassan adaptalodd valaszt produkalt
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(Mo és Davis, 1997), ami felvetette annak lehetdségét, hogy (legalabbis funkciondlisan)
az addig egységesnek hitt sejtpopulacid esetleg tovabbi altipusokra oszthato.

Annak érdekében, hogy az I. tipust sejtek aktivitdsi mintazatat meghatarozé
ionaramok leirasra keriiljenek, a laboratéoriumok tilnyomo6 tO6bbsége egérbdl,
patkanybol, tengerimalacbol vagy csirkébdl izolalt neuronokat alkalmaz a kutatdsokhoz.
Mivel az elektrofiziologiai vizsgalatok gyakorlatilag mindegyike I. tipusti ganglion
spirale neuronokon tortént, a jelen értekezés tovabbi részében a ,,ganglion spirale
neuron” terminus minden esetben az 1. tipusu sejtekre  vonatkozik.

Az els6 konkrét elektrofiziologiai adatok tengerimalacbdl izolalt ganglion
spirale neuronokrol szarmaznak (Santos-Sacchi, 1993). A sejtek -67 mV-os nyugalmi
membranpotenciallal rendelkeztek, kapacitasuk kb. 10 pF volt. A mérések
megmutattak, hogy ezek a neuronok spontian akcids potencidlok tiizelésére nem
képesek, Nat-adramaik (valoszinlileg az enzimbehatds és az azt kdvetd mechanikai
agitaci6 kovetkezményeként) gyakorta hidnyoztak. Az ionaramok leirasat célzo
kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy ezen sejtek rendelkeznek egy lassan
aktivalédo, inaktivacidt nem mutatd Kt-arammal, ami mind TEA-, mind Gd-ion
alkalmazésaval gatolhat6 volt. Ugyancsak tengerimalac neuronokat vizsgaltak Harada
¢és munkatarsai (1994) és megallapitottak, hogy extracellularis glutamat alkalmazasaval
[Ca*"]i-véltozasok (Ca*'-tranziensek) voltak kivalthatok, amennyiben a sejtek a
nyulvanyrendszeriik egy részét az izoldlas soran megdrizték. Ez a megfigyelés arra
utalt, hogy a ganglion spirale sejtek rendelkeznek ionotrép glutamatreceptorokkal,
amelyek els6sorban a sejtek nyulvanyain helyezkednek el. Hasonlé megéallapitasra
jutottak Shimozono és munkatarsai (1995), azzal a kiegészitéssel, hogy az enzimatikus
izolalas végeztével a tengerimalac ganglion spirale neuronok felszinén elsésorban a
nem-NMDA tipusu (AMPA) glutamatreceptorok voltak megfigyelhetok. Emlitett
szerzO6k felvetették annak lehet0ségét, hogy az NMDA-receptorok fiziologias
korilmények kozott jelen lehettek, csak aldozataul estek az enzimkezelésnek. Cho és
munkatarsai  (1997) extracellularisan alkalmazott ATP segitségével valtott ki
Ca”"-tranzienseket, ami valamelyik purinerg receptorféleség jelenlétére utalt. Ezen
felvetéssel tokéletes Osszhangban Housley és munkatarsai (1999) igazoltak
Pax, receptorok jelenlétét a ganglion spiraléban, ami azt jelzi, hogy az ATP esetleg
ganglion spirale neuronok egyik neurotranszmittere lehet.

Mas ragcesalokon (elsdsorban egereken és patkanyokon) végzett kisérletek

ramutattak, hogy a Santos-Sacchi altal leirt K™-aram egy része egy olyan késdi tipust
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K'-csatorna  aktivacidjanak  kovetkezménye, ami —40mV-nal pozitivabb
membranpotencidlon aktivalédott (Moore €s munkatarsai, 1996). A szerzOk azt is
megallapitottak, hogy a ganglion spirale neuronokon megfigyelheté K -aramokat még
ami mas, a késd K'-aramtol eltérd sajatossagli K'-aramok jelenlétére utalt. A fenti
konduktanciak jelenléte mellett Mo és Davis (1997) h-aram aktivalédasarol is
beszamolt szdvettenyészetben fenntartott, egérbol izolalt ganglion spirale neuronokat
vizsgalva.

Az eddigiekben részletezett, eml6sokon szerzett ismeretekhez képest bovebb
ismeretanyaggal rendelkeziink csirke ganglion spirale neuronok miikddésérol. Igen
érdekes eredményekrdl szamoltak be Sheppard és munkatarsai (1992) csirkeembriokbol
izolalt neuronokon végzett munkajuk alapjan. Megallapitottak, hogy a depolarizalo
impulzusokkal kivalthato K'-aramok egy része egy gyorsan aktivalédo és ugyancsak
gyorsan inaktivalodo aramnak felelt meg, ami szamottevd 4-aminopiridin-érzékenységet
mutatott, azaz fobb jellegzetességeiben megfelelt az A-tipusi aramnak.
Megkiilonboztettek ezen tilmenden egy lassan, valamint egy egyaltalin nem
inaktivalodé komponenst, melyek koziil az eldbbi sem TEA', sem 4-aminopiridin
jelenlétében nem volt gatolhatd, mig az utobbi mutatott némi érzékenységet a TEA"
alkalmazésara. Valverde és munkatarsai (1992) az inaktivalodé komponensek vizsgélata
soran megallapitottak, hogy a lassan inaktivalod6 aram jelenléte mar a 6. embrionélis
nap utdn kimutathatd, mig a gyorsabbik (azaz A-dramnak imponald) aramért felelOs
ioncsatorndk expresszidja az egyedfejlodés egy késobbi szakaszdban, kb. a
17. embriondlis napon valt megfigyelhetévé. Hasonld eredményekrdl szamolt be
Garcia-Diaz is (1999). Torténtek vizsgalatok csirke ganglion spirale neuronok
Ca’-aramainak jellemzésére is, melynek keretében Jimenez és munkatarsai (1997)
N- és T-tipust aramok jelenlétét igazoltak.

A gyakorlati fiil-orr-gégészet szempontjabol is igen izgalmas megallapitast
tettek Lin és munkatarsai (1998), amikor leirtdk, hogy kinin hatékonyan gatolta a
ganglion spirale neuronok késéi tipusi K'-draméat. A gatlas eréssége a depolarizacio
(azaz a célcsatornak aktivalodasa) mértékének ndvekedésével fokozodott
(hasznalatfiiggé vagy ,use-dependent” gatlas). Konnyedén belathatd, hogy
a K'-konduktancia csokkenése miatt a ganglion spirale neuronok ingerlékenysége
fokozddik, ami (legalabbis részben) magyarazhatja a kininszarmazékok tinnitust okozo

hatasat.
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1.5. 4 ganglion spirale neuronok elektrofiziologiai tulajdonsdgainak jelentosége a

cochlearis implantdcio tervezésében

A kiilonboz6 karosité hatdsok, noxak miatt 1étrejovo teljes hallasképtelenség
rehabilitacioja évtizedek ota nagy kihivast jelent a fiilsebészettel foglalkozé kutatok és
gyakorld szakemberek szamara, a megoldast a cochlearis implantacio jelentette. A
mitéti eljaras és az implantatum technikai fejlodésér6l Niparko a cochlearis
implantaciorol szolé konyvében 2000-ben szamolt be. A technika alkalmazasanak
bevezetésekor a miitétet kovetden beszédértésrél még nem lehetett ugyan beszamolni,
de a beteg a beszéd ritmusat felismerte, és néhany egyszeri szét el is tudott kiiloniteni.
1963-ban Zollner ¢és Keidel demonstralta, hogy a belséfiilbe helyezett elektrodak
hallasélményt produkalnak 4-5 évvel a behelyezést kovetéen is. A kezdeti
probalkozasok eredményeihez képest ma Iényegesen tobbet varunk a cochlearis
implantacion atesett betegek rehabilitacioja soran; célunk, hogy a miitétet kovetden az
addig siiketségben szenvedd beteg megfeleld gyakorlas és tanulds utan kommunikalni
tudjon, és megértse a mindennapi beszédet.

A cochlearis implantatum mitkddésének alapelve, hogy elektromos &rammal
stimuldlva a ganglion sejteket, a hallopalyaban és a hallokéregben hallasélmény
keletkezik. Az eszkoz a kiilvilag fel6l érkezé hangot elektromos jelekké alakitja, és
azokat a ganglion sejtekre tovabbitja. A technika lehetdové teszi, hogy a kozépfiil
hangvezetd apparatusanak, valamint a belsofiil receptorsejtjeinek kiiktatasaval
teremtsiink kapcsolatot a kiilvilag és a kozponti idegrendszeri halldrendszer kozott.

A gyakorlati tapasztalatok szerint az implantdtum olyan, surditasban szenvedd
betegeknél miikodik a legjobban, akiknél a miikodoképes periférias neuronok szama
még elég ahhoz, hogy az elektromos impulzusokat a hallokdzpontok iranyaba tudjak
szallitani. Korabban felmeriilt annak gondolata is, hogy teljes szOrsejtpusztulas esetén
esetleg retrograd degeneracid kovetkezik be a ganglion spirale idegsejtekben. Ezt a
felvetést azonban cafoltak Hinojosa és Marion kutatasai (1983). A szerzok beszamoloja
alapjan ugy tiinik, hogy még sulyos receptorsejt-pusztulds esetén is ép funkcidju marad
a ganglion spirale neuronok nagy része. A belséfiilet, illetve a kiilsd- és belsd
szorsejteket érintd, surditdshoz vezetd kiillonbozo betegségek eseteiben ezért altalaban a
siker reményében végezhetd el a cochlearis implantitum beiiltetése. A cochlearis
implantdtum annal tokéletesebben tudja ellatni feladatat, minél jobban megkdzeliti az

altala produkalt elektromos jel a szdrsejt — ganglion spirale utvonalon fiziologias
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koriilmények kozott kialakulo ingeriileti mintazatot. Ehhez ismerni kell a szérsejtek és
ganglion  spirale neuronok ingeriiletképzé és —vezetd tevékenységének
torvényszeriségeit. A fentiekbol kovetkezéen a jelen munka reményeink szerint
hozzajarulhat ahhoz, hogy a cochlearis implantaciéra vard betegeknek a lehetd legjobb

mindségl hallasélményt biztosithassuk.
1.6. Célkitiizések

1. Az irodalomban részben fellelhetd megkdzelitésekbdl kiindulva egy olyan
mitéti eljaras és sejtizolalasi moddszer kidolgozasa, amely Ilehetévé teszi
elektrofiziologiai mérések céljara felhasznalhatd neuronok nyerését tengerimalac
ganglion spiraléjabol.

2. Az izolalt ganglion spirale neuronok immuncitokémia azonositasa, az
I. és II. tipusi ganglion sejtek elkiilonitésére alkalmazhatdo morfologiai sajatsagok
megallapitasa.

3. Hiperpolarizaci6 hatasara aktivalodo ionaramok elvezetése I. tipusti ganglion
spirale neuronokrol, az aramok azonositasa, kinetikai ¢s farmakologiai jellemzése.

4. Depolarizacié hatdsara aktivalodd K'-dramok elemzése I. tipusu ganglion
spirale neuronokon, az egyes aramkomponensek elvélasztdsa farmakologiai és
elektrofiziologiai modszerekkel.

5. Az 1. tipusu ganglion spirale neuronok felszini membranjan elektromos
ingerlés kovetkeztében kialakuld tiizelési mintdzat tanulményozéasa, tovabba annak
vizsgélata, hogy miként modosul ez a mintazat az egyes ionaram-komponensek gatlasat

kovetbden.
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2. MODSZEREK

2.1. Kisérleti dllatok, a prepardlds fobb Iépései

Kisérleteinkhez 250-300 g tomegli tengerimalacokat hasznaltunk (himeket és
nostényeket egyarant; a DE OEC Allatetikai Bizottsaganak engedélyével). A
vizsgalatra szant allatot eldszor pentobarbitallal elaltattuk (35 mg/kg i.p.), majd
dekapitaltuk. A preparalas tovabbi lépéseit tulhiitott, Na'-mentes, mesterséges
cerebrospinalis oldatban (aCSF, az 0Osszetételét lasd késobb) végeztik. A ganglion
spirale feltarasa érdekében el6szor eltavolitottuk az os temporalet, majd kipreparaltuk a
csontos cochleat és a modiolust. A modiolus széttérése utan valt lehetévé a ganglion
spirale darabjainak eltavolitasa és a neuronok izolaldsa. Tekintettel arra, hogy a
modszereket részben magunk dolgoztuk ki, illetve a rendelkezésre allo leirdsokat
adaptaltuk sajat céljainkra, a miitéti beavatkozds ¢és a sejtizolalds részletei az

»~Bredmények” cimil fejezetben keriilnek ismertetésre.

2.2. Az alkalmazott oldatok

Az aCSF osszetétele a kovetkezd volt (mmol/l-ben): NaCl 125; KCI 2,5;
glikéz 10; NaH,PO4 1,25; NaHCO; 26; CaCl, 2; MgCl, 1; mioinozitol 3;
aszkorbinsav 0,5; Na-piruvat 2. Az oldat Na'-mentes véltozatiban a NaCl-ot
szacharozzal (250 mmol/l) helyettesitettik. A HEPES-pufferelt aCSF Gsszetétele
(mmol/l-ben): NaCl 135; KCI 3; gliikéz 10; HEPES 10; szacharéz 45; CaCl, 2;
MgCl, 1. A fenti oldatok pH-ja 7,2 volt; ozmolaritasukat folyamatosan ellendriztiik
(Automatic Osmometer; Knauer, Germany) ¢és sziikség esetén szachardz hozzaadasaval
tartottuk 330 mosm/I értéken. A legtobb alkalmazott vegyszert a Sigma (St. Louis, MO,
USA) cégtdl vasaroltuk, a kivételeket a megfeleld helyen jeldljiik.

A pipettaoldat 0sszetétele az alabbi volt (mmol/l-ben): KCI 130; HEPES 10;
MgCl, 1; EGTA'5; Na-GTP 0,5; K,-ATP 2; az oldat pH-ja 7,3; ozmolaritasa pedig
335 mosm/l volt. A mérések soran a kiilonbozo gatloszereket egy gyors oldatcserét
lehet6vé tevé mikroperfuzids rendszer segitségével alkalmaztuk, a kivant szereket

kozvetleniil a sejtek kdrnyezetébe juttatva.
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2.3. Elektrofiziologiai mérések

crer

Meéréseink soran a patch-clamp technika teljes-sejtes konfiguracidjat
alkalmaztuk. A mikroelektrodakat vékony falii boroszilikat iivegcsovekbol készitettiik
(Clark Electromedical Instruments, Reading, UK), az elektrodak ellenallasa
(a fentiekben részletezett 0sszetételil pipettaoldattal téltve) 1-2,5 MQ volt. Az atlagosan
4 MQ-os soros ellenallast 60-80 %-ban kompenzaltuk.  Kisérleteink sordn a
(Hamill és munkatarsai, 1981). Adatainkat Axopatch 200A patch-clamp-erdsito,
valamint TL-1 AD/DA-konverter segitségével rogzitettiik 5 kHz-es mintavételezési
frekvencia mellett. A  mintavételezés ¢és az analizis soran a pClamp
6.0 programcsomagot hasznaltuk. A sejtkapacitds kompenzalasa elektronikusan tortént.

A hiperpolarizacio-aktivalt &ram steady-state aktivacidjanak vizsgéalatahoz kettds
impulzusprotokollt hasznaltunk -60 mV-os tartopotencialrél. A vizsgalatok soran a
sejtet el6szor 500 ms hosszu, valtozd mértékli hiperpolarizacionak vetettiik ala
(—70 és -140 mV kozotti értékeken, 10 mV-os 1épésenként), majd az eldimpulzus alatt
aktivaloddé 4aram utdédram-komponensének nagysagat vizsgaltuk a -60 mV-os
tesztimpulzus alatt. Az igy kapott utéaram-amplitidot a legnagyobb értékre (azaz a
-140 mV-os eléimpulzus utan mérhetére) normaltuk, és az igy nyert értékeket az
alkalmazott el6impulzus amplituddjanak fiiggvényében abrazoltuk. Az igy kapott
pontsor egy szigmoid gorbét eredményezett, amit a Boltzmann-eloszlas fiiggvényével

illesztettiink, az alabbi egyenlet felhasznalasaval:

1
1/1,, = {1+exp{E50 _E}} , (1)
s

ahol I az E fesziiltségli el6impulzus alkalmazasa utan megjelené utdéaram amplitiidoja,

Imax @ legnagyobb utdéaram-amplitado, Esyp az a membranpotencial, ahol a vizsgalt
ioncsatorndk fele van aktivalt allapotban, mig az s a csatornaaktivacio
fesziiltségfiiggését jellemzd meredekségi faktor.

A jelen értekezésben bemutatott adatok az egyes eredmények atlagait, és azok
t-probaval ellendriztiik. A kiilonbséget akkor tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak,
ha a p <0,05 feltétel teljestilt.
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2.4. Immuncitokémia

A neuronspecifikus immunfestést egérben termelt, neuron-specifikus enolaz
(NSE) ellenes ellenanyaggal, mig a myelinre specifikus jeldlést patkanyban termelt anti-
S100 antitest alkalmazasaval biztositottuk (mindkét ellenanyagot a DAKO-t6] [Dania]
szereztiik be).
aceton 10 percen at torténd alkalmazasaval fixaltuk a sejteket, majd az endogén
peroxidaz-aktivitas gatlasara keriilt sor 0,5 % toménységii HyO, metanolos oldataban
(30 perc, szobahd). A fenti 1épéseket a neuronok desztillalt vizes Oblitése kovette. Az
antigének feltarasat 0,01 mol/-es PBS-citratpuffer (pH = 6,0) jelenlétében, kuktdban
végeztiik (2 perc). Ezt kdvetden a sejteket PBS-ben (pH = 7,5) mostuk (5 perc), majd
azokat az elsédleges antitestekkel inkubaltuk (szobahd, 30 perc). Az ellenanyagokat
1:100 (anti-NSE) ¢s 1:400 (anti-S100) higitasban alkalmaztuk. Az inkubaciés periodus
végén a sejteket mostuk (3 x 5 perc, PBS), majd kecskébdl izolalt, biotinilalt anti-egér
¢és anti-patkany masodlagos ellenanyagok alkalmazéséra keriilt sor (1:100). Az 0jboli
mosas (PBS, 3 x5 perc) utdn a sejteket peroxiddzzal-konjugalt streptavidin oldatban
(1:600, 30 perc, szobahd; DAKO) inkubéltuk, majd az immunreakciét SK 4600 VIP/PP
(VIP substrate for peroxidase, VECTOR, USA) alkalmazéséval tettiik lathatova. A
sejtek ismételt mosasat (3 x 5 perc, PBS) a sejtmagok hattérfestése kovette (metilzold,

VECTOR), majd a sejteket dehidraltuk, végiil beagyaztuk.
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3. EREDMENYEK

3.1. A ganglion spirale prepardlisa, a neuronok izoldlisa, az 1. és II. tipusu

ganglionsejtek azonositisa

RYPR TV - - - 7| Formatted: Bullets and
3.1.1. A preparalas lépései “ {

Numbering

A miitéti eljaras Modszerek fejezetben emlitett fobb 1€péseit a jelen fejezet abrai
mutatjak be. A dekapitalast kovetden kipreparaltuk €s izolaltuk az 1. abran lathat6 os
temporalet. A halantékcsont kiils6 felszinét vizszintes sikban metszve el6tiint a csontos
cochlea (2. dbra). Ezt kovetden finom ollo segitségével mikroszkop alatt eltavolitottuk
a cochleat borit6 csontlemezt, mely alatt fokozatosan lathatova valt a csiga csontos
tengelye, a modiolus (3. abra). A modiolust, csigavonalat kovetve és kornyezetét
eltavolitva, basalis részénél kipattintottuk, majd rdla a szovetmaradvanyokat

eltavolitottuk. A 4. abra az izolalt és letisztitott modiolust demonstralja.

1. dbra

A tengerimalacbol eltavolitott halantékcsont. A nyil a kiils6 hallojarat csontos bemenetét jelzi.
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A feltart halantékcsontban, a cochlea csontos falanak megkezdett eltavolitasa (nyil).

3. dbra

A csontos cochlea tengelyét képez6é modiolus (nyilak, bazis és csics), még a halantékcsontban,
kiemelés el6tt.
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4.abra

A teljesen eltavolitott és letisztitott modiolus.

3.1.2. A ganglion spirale neuronok izolalasa az elektrofiziologiai mérésekhez

A modiolus izolalasat kdvetden azt néhany aprobb darabra tortiilk, majd a
darabkakbol eltavolitott, a ganglion spiralet is tartalmazé szovetdarabkakat
enzimkezelésnek vetettiik ala. Az emésztés 31°C-on, 95% 0,/5% CO, gazkeverékkel
folyamatosan buborékoltatott aCSF-ben tortént, 3 mg/100 ml kollagenaz és
12 mg/100 ml prondz jelenlétében. A mintegy 15-20 perces emésztési periddust
kovetéen az enzimhatast 1 mg/ml koncentracioban alkalmazott tripszin-inhibitor
(Sigma, I-S) 2-3 percen at torténé alkalmazasaval allitottuk le. A neuronok végsé
disszocialasara igen Ovatos mechanikai triturdlassal keriilt sor, majd a sejteket
fedolemezre iilepitettiik. A kisérletek egy részében a sejtek iilepitése poli-D-lizinnel
elokezelt fedolemezre tortént, ami eldsegitette a sejtek erdsebb letapadasat. A mintegy
30 perc hosszu iilepitési periodust kovetden a feddlemezhez immar erdsen kitapadt
neuronokat HEPES-sel (N-2-hydroxyetil-piperazin-N-2-etanszulfunicacid) pufferelt

aCSF-el mostuk at a szovettdrmelék és az elpusztult sejtek eltavolitasanak céljabol.
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A sejtizolalas leirt modszerét kovetden természetesen mind az [, mind
a II. tipusu ganglion spirale neuronok jelen voltak a targylemezen. Annak érdekében,
hogy kisérleteinket teljes bizonyossaggal az 1. tipusi sejteken hajtsuk végre,
méréseinkhez bi- vagy unipolaris megjelenésti, legalabb 10 um atmérdjii neuronokat
kerestiink (Moore és munkatarsai, 1996). Az ezen feltételek szerint kivalasztott sejtek
rendszerint tartalmaztak a veldshiivelyilk maradvanyait is (5. abra). Amint az az
5. dbran lathato, a vizsgalatra kivalasztott neuronok éles konturral, tiszta citoplazmaval
rendelkeztek, és tobbnyire a nyulvanyaik (vagy legalabb azok eredési pontjai) is
azonosithatok voltak. Bar a fent emlitett kritériumok kovetkezetes alkalmazasa sem
zarta ki, hogy esetleg II. tipusu neuronokat is vizsgalhattunk a jelen munka keretein
beliil, a II. tipusi ganglion spirale neuronok ritka el6fordulasa miatt ennek
valdsziniisége nagyon kicsi. Emlitést érdemel, hogy a minddsszesen 51 sejt koziil,
amelyeket a jelen kisérletek soran vizsgaltunk, csupan hetet értékeltiink ,,lehetséges”
vagy ,,valoszini” II. tipusii neuronként, és az ezekr6l nyert mérési eredményeket az

adatok kiértékelése soran nem vettiik figyelembe.

5. dbra

Tengerimalacbol enzimatikusan izolalt I. tipust ganglion spirale neuronok (nyil) fazis-kontraszt
mikroszkopos képe. Megfigyelhetd a sejtek éles konttrja, tiszta citoplazmaja, valamint a neuronokat
borité myelinburok.
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3.1.3. Immuncitokémiai azonositas 0 T

o

Az el6z06 fejezetben felsorolt érvek alapjan gyakorlatilag bizonyosak lehettiink
abban, hogy az izolalas utan kapott ganglionaris neuronokat azonositani tudjuk,
azonban immuncitokémiai jeldléseket is végeztiink az idegsejtek jelenlétének kétséget
kizaro bizonyitasa érdekében.

A jelolések soran az idegsejtek identifikalasara NSE specifikus immunreakciot
alkalmaztunk (6.€s 7. abra). Fontos kiemelni, hogy az er6teljes immunpozitivitast
mutatd sejtek nagyfoku hasonlosagot mutattak a faziskontraszt mikroszkopos kép
alapjan 1. tipusu ganglion spirale sejtekként azonositott neuronokkal. Az I. tipusu
ganglion spirale neuronokra jellemzd myelinburok meglétét anti-S100 ellenanyag

alkalmazasaval igazoltuk (8. abra).

6. abra

A tengerimalac ganglion spiralebdl izolalt sejtek egyike, amelyet anti-NSE festéssel
kezeltiink. A hattérfestés metilénzolddel tortént. Az immunreaktiv neuron
1. tipusu ganglion spirale neuron.
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7. dbra

Anti-NSE pozitiv sejt nagyobb nagyitassal, ez esetben a neuron nyulvanya is jol megfigyelhetd.

8. dbra

A tengerimalac ganglion spirale neuronjabol izolalt anti-S100-pozitiv (&) és anti-S100-negativ ()
sejtek. Az anti-S100- pozitivitas jelzi a myelinburok jelenlétét, ami korbeveszi a neuront. A masik sejt
nem mutat immun-pozitivitast, ami arra utal, hogy a sejttestet myelinburok nem veszi koriil.
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3.1.4. Az L. tipusu ganglion spirale neuronok elektrofiziologiai jellemzdi

A Kkisérleteink soran tanulmanyozott sejtek alapvetd elektrofizioldgiai sajatsagai
azonosak voltak, tovabb valosziniisitve, hogy az altalunk vizsgalt sejtek mindegyike az
I. tipusba tartozoé ganglion spirale neuron volt. A mérések tantisaga szerint az atlagos
sejtkapacitas 9 +£2 pF (n=51) volt, mig a nyugalmi membranpotencial értéke
-62 £ 9 mV-nak adodott (n = 19).

Erdemes megemliteni, hogy Santos-Sacchi (1993) valamint Chen (1997)
tengerimalac 1. tipusi ganglion spirale neuronokrol kozolt adatai a fentiekkel
gyakorlatilag megegyeztek, ami ugyancsak a sejtkivalasztasi procedura megfeleld voltat
jelzi. Figyelembe véve a ganglion spirale neuronok igy meghatarozott nyugalmi
membranpotencialjat, a kisérletek soran altalaban -60 mV-os tartopotencialt

alkalmaztunk.

3.2. Hiperpolarizacio hatdsdra aktivalodo aram elemzése I. tipusu ganglion spirale

neuronokon

Az 1. tipust ganglion spirale neuronok aktivitasi mintazatat kialakit6 ionaramok
koziil a jelen értekezés keretében a membran nyugalmi sajatsagait illetve az akcios
potencialokat  kovetd  repolarizaciot dontden  meghatirozd  komponenseket
tanulmanyoztuk.

El6szor azt a kérdést tettiik fel, hogy kimutathato-e ezeken az idegsejteken a
membran hiperpolarizacidja soran aktivalodé aram (9. abra). A 9. dbra A paneljanak
legfels6 része demonstralja az alapveté megfigyelést; a vizsgalt sejtet -60 mV-os
fenntartott —membranpotencialrol 3 s  id6tartami  1épcsékben  hiperpolarizalva
(-70 - -140 mV), megfigyelhetd volt egy lassan aktivalédo, befelé iranyuld (inward), a
3's hosszu stimulacidé soran inaktivaciot egyaltalan nem mutatd aram. Aktivacidja
elészor -90 mV-nal volt észrevehetd, nagysdga a hiperpolarizacio mértékét fokozva

egyre nétt, egyidejlileg a kialakulas sebessége is fokozddott.
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Az aktivalodd komponens nagysagat ugy hataroztuk meg, hogy a 3 s-os
fesziiltséglépcsd végénél mérhetd ,,marad6” (steady-state) dramamplituddbol kivontuk a
hiperpolarizal6é 1épcsé elején megfigyelhetd azonnali (instantaneous) aramnagysagot.
Az gy szamitott kiilonbségeket a  hiperpolarizaldé  impulzusok  alatti
membranpotencialok fliggvényében feltiintetve kaptuk a 9B. abran talalhaté aram-
fesziiltség Oszefiiggéseket.

A fent jellemzett aram igen lassu aktivacidja és egyéb jellegzetességei alapjan
megfelelt a hiperpolarizacié hatasara aktivaloédé nem-specifikus kationaramnak
(h-aram), melyet korabban egér (Mo és Davis, 1997) valamint tengerimalac (Chen,
1997) ganglion spirale sejtjein is leirtak. A h-aram jelleg tovabbi bizonyitékaként
kisérleteket végeztiink az altalunk talalt aram blokkolhatésaganak megallapitasa
érdekében.

A 9A. abra feliilrdl masodik panelje 1 mmol/l CsCl hatasat demonstralja,
megfigyelhetd, hogy ebben a koncentracioban a Cs' gyakorlatilag teljesen
megakadalyozta a hiperpolarizdciéo hatdsara aktivalodo inward é&ram kialakulasat.
Az igen hatékony blokkold hatassal szemben 1 mmol/l BaCl, jelenlétében az &ram
csokkenése ugyanazon neuronon Iényegesen kisebb mértékii volt. Az dbrarész legalsod
panelje azt demonstralja, hogy kontroll oldatban mind a Cs” mind a Ba>" hatasa teljesen
revertalhatd volt.

A 9B. abra aram-fesziiltség Osszefliggései az A 4abrarészen bemutatott
aramgorbék alapjan keriiltek szamitasra; a 9C. abrarész pedig a Cs™ és a Ba®™ hatasara
vonatkoz6 valamennyi kisérlet eredményét foglalja 6ssze. Ennek értelmében 1 mmol/l
CsCl jelenlétében a hiperpolarizacid hatasara aktivalodo aramnak 97 + 1 %-a gatlédott
(n = 5), 1 mmol/l BaCl, alkalmazasa soran viszont a gatlas mértéke joval kisebb,
24 +8 % volt. Az igen kifejezett Cs” érzékenység és a Ba™™ joval kisebb hatdsossaga
Osszhangban van a tanulmanyozott 4ramkomponens h-aram jellegével.

A h-aramként torténd azonositds melletti tovabbi (és dontd) érv az aram
megfordulasi membranpotencidljanak (reverzalpotencialjanak) az értéke. Mivel a
h-aram egy kevert kationaram, reverzalpotencidlja -50 és —20 mV kozott varhato.

A 9. abra D része mutatja be az ebbdl a célbol végzett kisérletek egyikét.
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Tekintettel arra, hogy a feltételezett megfordulési potencial olyan fesziiltségtartomanyba
esik, ahol depolarizacié hatasara aktivalodd éaramok megjelenése sziikségképpen
bekovetkezik, lehetetlenné téve igy a reverzalpotencial klasszikus moédon torténd
meghatarozasat, a kisérletek soran azt az ismert tényt hasznaltuk ki, hogy a h-csatornak
egy része mar a nyugalmi membranpotencial értékén is nyitott allapotban van. Erre
utalt az a megfigyelésiink is, miszerint a hiperpolarizal6 1épcsok kezdetén egy azonnali
befelé irdnyuld aram figyelhetd meg.

A h-aram reverzalpotencidljanak meghatarozasa soran a neuronok
membranpotencialjat harom kiilonb6z6 értéken tartva alkalmaztuk a hiperpolarizald
impulzusokat, majd megmértiik a megjelendé inward aramok azonnali komponensének
amplitadojat. Ezen értékeket a hiperpolarizald [épcsdk alatti membranpotencial
fliggvényében abrazolva linearis aram-fesziiltség Osszefliggéseket kaptunk, amelyek
metszéspontja a reverzalpotencial értékét adta. Az altalunk vizsgalt, hiperpolarizaciora
aktivalodo aramkomponens megfordulasi potencialja ilyen koriilmények kozott -34 +7
mV-nak adodott (n = 4). Ez a megallapitasunk teljes 0sszhangban volt a ganglion
spirale neuronokon hiperpolarizacié hatdsara aktivalodé 4&ram h-aramként vald
azonositasaval.

A h-aram sajatsagai  kozill meghatdroztuk a steady-state aktivacid
membranpotencidl fliggését is (az eljaras leirasat lasd a Modszerek fejezetben). A 9E
abran bemutatott 0sszesitett eredmények szerint az 50 %-os aktivacié -104 £ 1 mV-nal
kovetkezett be, a membranpotencial fliggés meredekségét leird faktor értéke pedig

6 = 1 mV-nak adodott (n = 7).
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9. abra

A tengerimalacbdl izolalt 1. tipusi ganglion spirale neuronok hiperpolarizacio-aktivalt aramanak
jellemzése. (A) A sejt valasza hiperpolarizald stimulus alkalmazasara. Ebben a kisérletben 3s hosszu
hiperpolarizalé 1épcsdket alkalmaztunk, -60 mV-os tartopotencialrol, -140 mV-os maximalis
hiperpolarizacioiig, 10 mV-os lépésekben. A teljes protokollt megismételtiik 1 mmol/l CsCl illetve
1 mmol/l BaCl, jelenlétében, végiil ismét kontroll koriilmények kozott. (B) A hiperpolarizacié altal
aktivalt aram aram-fesziiltség 6sszefliggése kontroll koriilmények kozott (M), 1 mmol/l CsCl jelenlétében
(@), 1 mmol/l BaCl, jelenlétében (A) és kimosas utan (). Az aram amplitadojat ugy hataroztuk meg,
hogy levontuk az azonnali aramot a steady-state arambol. (C). Az 1 mmol/l CsCl és 1 mmol/l BaCl,
blokkold hatasanak osszefoglalasa.. Az oszlopokat tigy kaptuk meg, hogy meghataroztuk a drogérzékeny
komponens amplitadojat és ezt a teljes hiperpolarizacido aktivalt aramra normalizaltuk. (D) A
hiperpolarizacioé aktivalt &ram reverzal potencialjanak meghatarozasa. A protokoll alatt hiperpolarizacios
stimulust alkalmaztunk —80 és -140 mV kozott, 10 mV-os 1épésekben harom kiilonbozé tartdpotencialrol
(-60, -70, -80 mV-rdl) és az azonnali dram-fesziiltség Osszefliggését mértiik. Az egyedi fesziiltség-aram
Osszefliggések metszéspontja megadja az aram megfordulasi potencialjat (jelen esetben -35 mV). (E) A
hiperpolarizacio aktivalt aram steady-state aktivaciés paraméterei. Ezekben a kisérletekben
hiperpolarizacié stimulusokat alkalmaztunk —60 mV-os tartd potencialtél 10 mV-os Iépésekben. Minden
hiperpolarizaciés stimulus utan meghataroztuk az utéaram amplituddjat és az egyes értékeket azon
utéaram amplitidojara normaltuk, amelyet a —140 mV-os elShiperpolarizcié utan mértiink. A
normalizalt dram értékeit az eldimpulzus fesziiltségének fliggvényében éabrazoltuk, majd azokat a
Boltzmann fiiggvénnyel illesztettiik.
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3.3. Depolarizdcio hatdisira aktivilodo dramok jellemzése és farmakologiai

szepardldsa 1. tipusu ganglion spirale neuronokon

A -60 mV-os tartopotencialrol alkalmazott, 200 ms hossz(i depolarizald
négyszogimpulzusok hatasara az I. tipust ganglion spirale neuronokon kifelé iranyuld
(outward) aramok alakultak ki. Figyelembe véve az alkalmazott oldatok Osszetételét,
ezen aramok K -aramokként voltak azonosithatoéak. A 10. dbra A és E panelje mutat be
olyan aramcsaladokat, amelyeket a neuronok -50 és +30 mV kozotti membranpotencial-
tartomanyba tortént depolarizalasaval valtottunk ki (az abra D és H panelje az ezen
aramokbdl illetve az abran bemutatott tobbi aramcsaladbol szamitott aram-fesziiltség
Osszefliggéseket tiinteti fel). A bemutatott (és a hasonld modon nyert valamennyi mas)
regisztratum alapjan megallapithattuk, hogy a vizsgalt sejtek depolarizacidé hatasara
aktivalodo aramai tobb, kiillonbozo csatornaféleség aktivalodasanak kovetkezményeként
jottek 1étre. Megallapithattuk, hogy az aramnak volt egy inaktivaciot nem mutato,
fenntartott komponense, melynek aktivacidja -40 mV-on vagy ennél kifejezettebb
depolarizaciok esetén volt tapasztalhat6. Erdsebb depolarizacidé hatdsara a fenntartott
aramkomponens mellett megjelent egy madsik, inaktivalddo (tranziens) aramféleség is,
melynek jelenléte csak a +10 - +20 mV-os membranpotencial savban volt igazan
nyilvanval6.

A kiilonboz6 kifelé iranyuld K'-dram komponensek szétvalasztasanak klasszikus
modszere a kiilonféle csatornagatlé szerek alkalmazasa. Kisérleteinkben elészor TEA -
at hasznaltunk 1 és 10 mmol/l-es koncentraciéban. Amint az a 10. abra B és F paneljein
lathato, a TEA" mindkét dozisban igen erdteljesen gatolta a kifelé iranyuldé K -dramot.
A hasonlé médon elvégzett kisérletek kvantitativ kiértékelésével kapott eredményeket
az I. tablazatban tiintettiik fel (egyiitt a tobbi gatloszerrel végzett, késobb bemutatasra
keriil6 kisérletek analizisének adataival).

A TEA -érzékeny aramkomponens sajatsagainak szemléltetése érdekében
képeztiik a kontroll és a TEA" kezelés utdan megmaradé aramok kiilonbségeit és azokat
a 10. dbra C és G részén dbrazoltuk. A TEA -érzékeny aram kinetikai tulajdonsagait
értékelve megallapithattuk, hogy ennek a komponensnek a megjelenése dontden a késdi
tipusa K'-csatorndk aktivalodasanak volt tulajdonithatd. A TEA'-érzékeny és TEA'-
rezisztens aramok Osszehasonlitdsa azonban azt is nyilvanvalova tette, hogy a nem
gatolhato aram egy jelentékenynek mondhaté nem-inaktivalodé frakciot, mig a TEA'-

érzékeny aram szdmottevl inaktivalodd komponenst tartalmazott, bar ez utdbbi
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inaktivacidja lasstibb volt, mint a TEA'-rezisztens komponens esetében tapasztalt
inaktivacids sebesség. Ez a tény felvetette annak valdszintiségét, hogy az I. tipust

ganglion spirale neuronokon jelen lehettek tranziens kifelé iranyulé K -aramok is.

10. abra
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10. dbra

A TEA" hatasa a depolarizacié aktivalt aramra az I. tipusi ganglion spirale neuronokban. Ezekben a
kisérletekben 200 ms hosszti depolarizald fesziiltséglépcsoket alkalmaztunk —60 mV-os nyugalmi
potencialrdl +20 mV-os maximalis depolarizacioig, 10 mV-os 1épésekben. (A és B) Két kiilonb6z6 sejt
ugyanazon impulzusprotokollra kapott aramai 1 mmol/l és 10 mmol/l TEA" jelenlétében. (C és G) A
TEA" szenzitiv 4ram komponensek. Ezeket a gdrbéket gy kaptuk meg, hogy a TEA" jelenlétében
rogzitett aramgorbéket kivontuk a kontroll gorbékbdl. (D és H) A kontroll (M), TEA'-rezisztens (®) és
TEA'-érzékeny (O) aramok aram-fesziiltség osszefiiggése.
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A tranziens aramkomponens tanulmanyozasa céljabol a kovetkezd 1épésben
kiilonbozé 4-aminopiridin (4-AP) koncentraciok kifelé iranyulo K'-aramokra kifejtett
hatasait vizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben a korabbiakban bemutatott impulzus-
protokollokat alkalmaztuk; a kapott eredmények egy részét a 11. adbra szemlélteti.
Megallapitottuk, hogy 100 umol/l 4-AP jelenlétében mind a gyorsan, mind a lassan
inaktival6dé aramkomponens eltlint, és pusztan egy lassan aktivalodo, ugyanakkor
inaktivaciot nem mutatdo aramféleség volt megfigyelhetd (11B. abra). A kisérletek
alapjan szembetiiné volt, hogy a depolarizacié hatasara aktivalodé K -aramnak jelentés
része volt érzékeny relative alacsony (100 pmol/l) 4-AP koncentracié alkalmazasara is
(11C. abra), a gatlas mértéke 56 = 13 %-nak adodott (n=7; L. tablazat). A bemutatott
aramcsaladokbol szerkesztett aram-fesziiltség Osszefliggések tanlisaga szerint ezen
nagymértékli 4-AP-érzékenységet mutatd 4ramkomponens -50 mV-ndl és annal
er6teljesebb  depolarizaciok  alkalmazdsa esetén  aktivalodott (11D.  &bra).

A 4-AP-érzékeny aramkomponens I. tipusi ganglion spirale neuronok tiizelési
mintdzatat meghatarozo szerepének vizsgalata céljabol aram-clamp koriilmények kozott
mértik a sejtek ingerlésre adott vélaszat, valamint ennek esetleges modosuldsat
4-AP hatasara. A neuronokat 70 ms hosszusagu, ingerkiiszobot meghaladoé amplitidéju
depolarizalo aramingerrel stimulaltuk (11E é&bra). Kontroll koriilmények kozott a
neuron csupan egyetlen akcids potenciallal valaszolt az impulzus kezdetén, és ez a
viselkedés 100 umol/l 4-AP jelenlétében sem valtozott, azaz a vizsgalt sejtek esetében a
gatloszer jelenlétében sem figyelhettiik meg tobb akcidspotencial-tiizelését (n = 6).
A kialakult akcids potencial egyes paraméterei ugyanakkor jellegzetesen modosultak
4-AP jelenlétében. A legjelentdsebb valtozasok kozott megfigyelhetd volt a
megnovekedett csucsamplitido, a lelassult repolarizacio, tovabba az a tény, hogy az
akcios potencialt kovetd platd pozitivabb membranpotencidlon alakult ki. Ezen
modosulasok Osszhangban 4lltak azzal a megéllapitassal, hogy 100 umol/l 4-AP
jelenlétében a repolarizacios erd (azaz a repolarizacioért felelés K'-csatornak) jelentds
hanyada gatolt volt. Megfigyelhetd volt tovabba az is, hogy a gatldszer jelenlétében a
sejtek nyugalmi membranpotencidlja 5,9 + 1,8 mV-tal kisebb volt (n = 5), arra utalva,
hogy a 4-AP érzékeny K'-dram szereppel birhat az I. tipust ganglion spirale neuronok

nyugalmi membranpotencialjanak kialakitasaban is.
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11. abra
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11.dbra

A 100 pmol/l 4-AP hatasa a ganglion spirale neuronok depolarizaciora aktivalodé aramaira. 200 ms
hosszi depolarizald fesziiltséglépcsdket alkalmaztunk —60 mV-os tartd potencialrél +20 mV-os
maximalis depolarizacidig, 10 mV-os Iépésekben (A). (B) Ugyanannak a sejtnek a valaszreakcidja
ugyanezen fesziiltségprotokollra 4-AP jelenlétében. (C) 4-AP szenzitiv aramkomponens. Az analizis
soran 4-AP jelenlétében rogzitett aramgorbéket kivontuk a kontroll koriilmények kozott mért
aramgorbékbdl. (D) A kontroll (M), a 4-AP rezisztens (®) és 4-AP szenzitiv (O) komponensek aram-
fesziiltség Osszefiiggései. A nyil jelzi az azonnali daramapmlitidé meghatarozasanak idébeliségét. (E)
100 umol/l 4-AP hatasa a ganglion spirale neuronok akcidspotencial-tiizelési mintazatira. Az itt
bemutatott esetben 70 ms depolarizal6 stimulust alkalmaztuk (2 nA), és a membranpotenciél valtozasait
rogzitettiik. A folyamatos vonal jelzi a neuronok membranpotencial-valtozasat kontroll koriilmények
kozott; szaggatott vonal jelzi a 100 pmol/l 4-AP hatésat.
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Kiilonboz6 csatornagatloszerek hatdsa az I. tipusu ganglion spirale neuronok kifelé

iranyul6 aramaira.

1 tabldzat

Nyugalmi membranpotencial -60 mV

Gatloszer Cstcsaram 25 ms 100 ms~ n
4AP

2 mmol/l 73£7 74+7 7219 4

100 pmol/1 56+13 56£15 50+10 7

30 umol/l 2745 2247 1948 3
TEA

10 mmol/l 81+1 83+1 8412 2

1 mmol/l 67+8 75£13 77£13 6
DTX

200 nmol/l 30+9 30+10 28+10 4

A gatlas hatasossagat %-ban (+ SD) fejeztiik ki. A feltiintetett értékek azt jelzik, hogy az alkalmazott
gétloszer hatdsara mennyivel csokkent az d&ram nagyséaga.

*: A depolarizalé impulzus kezdete utan 25 ms-mal meghatarozott értékek

wk A depolarizalé impulzus kezdete utdn 100 ms-mal meghatarozott értékek

Az 1. tdblazatban szerepld adatok jelzik, hogy a 4-AP hatasa koncentraciofiiggo.
Kilonosen figyelemre méltd az a tény, hogy a gatloszer mar 30 pumol/l-es
koncentracioban is jelentékenyen csokkentette a kifelé iranyuld aramok nagysagat.
Ennek a nagy 4-AP-érzékenységet mutaté aramnak a jelenléte azt sugallta, hogy az
L. tipust ganglion spirale neuronok esetleg rendelkezhetnek egy dendrotoxin-érzékeny
(DTX) aramkomponenssel is. A lehetdség vizsgalatara 200 nmol/l DTX-t alkalmaztunk
az extracellularis oldatban, az eredményeket a 12. abra demonstralja. Az abran
megfigyelhetd, hogy a tengerimalac I. tipusii ganglion spirale neuronjai valoban
rendelkeztek egy DTX-érzékeny K'-dramféleséggel (12A-D. 4bra). A DTX-érzékeny
aram kb. -50 mV-on aktivalodott, azaz mar viszonylag kismérték{i depolarizacio
alkalmazésa soran is jelentds volt a teljes aramhoz valé hozzajarulasa (0 mV-on a
DTX-érzékeny komponens a kialakulé teljes kifelé iranyulé K'-dramnak mintegy
30 %-aért volt felel6s). Megallapitottuk tovabba, hogy a DTX-érzékeny aram csupan
csekély mértékil inaktivaciot mutatott (12C. abra). A fentieken tilmenden vizsgéltuk a

DTX hatidsat az 1. tipusu ganglion spirale neuronok tlizelési mintazatara, és
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megallapitottuk, hogy DTX alkalmazasa sem valtoztatta meg ezen sejtek igen gyorsan

adaptalodo tiizelési sajatossagait (n = 4; 12E. abra).

12. dbra
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|
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|
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DTX-I hatdsa 1. tipusi ganglion spirale neuronok depolarizicid-aktivalt K'-aramaira. Ezekben a
kisérletekben 200 ms  hosszii  depolarizaciés  fesziiltséglépcséket —alkalmaztunk —60 mV-os
tartopotencialtol +20 mV-os maximalis depolarizacioig, 10 mV-os lépésekben. Az dbra A része mutatja a
kontroll koriilmények kozott mért aramgorbéket, a B rész a 200 nmol/l DTX-I alkalmazasa utan kapott
értékeket. (C) DTX-I érzékeny aram komponens. Utdbbi aramfrakciot ugy szamitottuk, hogy a DTX-I
jelenlétében rogzitett aramokat kivontuk a kontroll kériilmények kozott mért gorbékbsl. (D) Aram
fesziiltség Osszefliggések kontroll (M) koriilmények kozott, DTX-I rezisztens (®) és DTX-I szenzitiv (O)
aram esetében ugyanazon a sejten. (E) 200 nmol/l DTX-I hatisa I. tipusii ganglion spirale sejt
akciospotencial-tiizelési mintazatara. Ebben az esetben 70 ms hosszu depolarizalé aramstimulust
alkalmaztunk 2 nA amplitidoval és a membranpotencial valtozasat rogzitettiik. A folyamatos vonal jelzi a
neuron membranpotencial-valtozasat kontroll oldatban, a szaggatott vonal a gatloszer alkalmazasa soran
mutatja a membranpotencial valtozasat.
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4. MEGBESZELES

4.1. A ganglion spirale neuronok izoldsdsa

A kisérletek kezdetekor az egyik els6 feladat a ganglion spirale neuronok
izolalasara alkalmas modszer megtalalasa volt. A kozlemények szdmos speciesen
végzett munkarol szamoltak be (kiilonféle ragesalok, macska, denevér, madarak, stb.) és
jollehet az alapveto eljarasok egyformanak tiintek, nem mindig lehetett eldonteni, hogy
a kisebb eltérések feltétleniil sziikséges 1épéseket tiikroztek-e vagy csak a kutatok nem
részletezett megfontolasaibol kovetkeztek. Koz0s vonasa volt az altalunk fellelt
publikacioknak az is, hogy a szerzok elsGsorban az altaluk kapott adatok bemutatasara
koncentraltak és csak kevésbé a preparatum eldallitasanak részleteire (Moore és
munkatarsai, 1996). Végezetiil az is egyértelmiivé valt szamunkra, hogy az alkalmazott
kisérleti megkdozelitések kovetelményei nem azonosak és 1évén az elektrofiziologiai
jellegli publikaciok szama aranylag kicsi, az irodalmi kozlések alapjan nem tudtuk
egyértelmiien meghatdrozni a patch-clamp technikai céljaira megfeleld izolalt
tengerimalac  ganglion spirale neuronok eldallitdsanak  optimalis mddjat.

A metodika kidolgozasa soran sikeriilt elérniink azt, hogy nagy biztonsaggal
tudjunk iondram mérések céljara alkalmas neuronokat nyerni. Az altalunk kidolgozott
¢s optimdlisnak itélt modszernek a korabbi technikdkkal Osszevetve néhany
jellegzetessége emlitést érdemel. A sejtizolalasi modszerek esetében a legnagyobb
kihivas és egyben az egyik leggyakoribb kritikai célpont annak bizonyitdsa, hogy a
kapott sejtek membranja megorzi fiziologias szerkezetét €s miikodését. A {6 problémat
az enzimkezelés jelenti, tobb laboratorium egyszeriien elkeriili alkalmazéasukat és a
mechanikai disszocialast részesiti elényben (Santos-Sacchi, 1993; Mo és Davis, 1997;
Ruel és munkatarsai, 1999; Sun és Salvi, 2001). Masok alkalmaznak enzimeket vagy
enzimkombinaciokat (pl. Kaneda és munkatarsai, 1988; Cho és munkatarsai, 1997;
Hansen ¢és munkatarsai, 2001), ugyanakkor meglehetdsen nagyfoku variabilitas
figyelhetd meg a kivalasztott enzim(ek) természetét illeten (papain, kollagenazok,
tripszin, stb.). Sejtizolaldsi moddszeriink kialakitasanak kezdetén megprobaltuk az
enzimmentes izolalast, azonban a kapott neuronok szdma alacsony volt és az épnek

latszok sem voltak alkalmasak patch-clamp mérések végzésére.
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Jelen Kkisérleteink sordn a kollagendz-prondz kombinaciot taldltuk a
legmegfelelobbnek, mivel ez a kezelés eldsegitette a myelinhiively eltavolitast is
(ennek jelenléte a patch-clamp konfiguracié kialakitasat Iehetetlenné teszi).
Enzimemésztés esetében természetesen mindig fennall a veszélye annak, hogy a tal
hossz expozicid a sejtmembrant roncsolja. Tapasztalataink szerint a 37 °C-on
végrehajtott 15-20 perces kezelés eredményezte a legnagyobb sejthozamot a neuronok
karositasa nélkiil.

Izolalt sejtek szuszpenzidjaban végrehajtott mérések esetében gyakori probléma
a sejtek ,,mozgékonysaga”, azaz az allandd perfuzidé miatti helyvaltoztatds. Bizonyos
esetekben a sejtek kitapadnak a szokasos iiveg fed6lemezre, gyakoribb azonban az,
hogy a kitapadas érdekében az iivegfeliiletet be kell vonni valamilyen anyaggal.
Az alkalmazott adheziv szer vonatkozasaban az irodalom eléggé diverz (Yamaguchi és
munkatarsai, 1993; Harada és munkatarsai, 1994; Mo és Davis, 1997; Moore és
munkatarsai, 1996; Jimenez és munkatarsai, 1997; Malgrangre és munkatarsai, 1997;
Mouveroux ¢és munkatarsai, 2002). Miutdn a kérdés nem tlint kiillondsebben
meghatdrozo jelleglinek és a poli-D-lizint alkalmasnak talaltuk, nem tettiink kisérletet
mas bevonoszerek kiprobalasara.

A tapasztalatok szerint az izolalast kovetOen a sejtek bizonyos ,,helyreallasi” id6t
igényelnek ahhoz, hogy a kés6bbiekben megbizhatd, stabil mérési koriilményeket
lehessen megteremteni veliik. Kiilonbdzoé szerzok mas-mas formajat alkalmaztak ennek
az ,,utokezelésnek”, az alkalmazott id6tartam, inkubald oldat Gsszetétel és inkubacios
hémérséklet tekintetében egyarant (Elhamady és munkatarsai, 1983; Moore és
munkatarsai, 1996; Malgrange és munkatarsai, 1997; Mo és Davis, 1997: Lin és
munkatarsai, 1998; Lin és Chen, 2000), mégis a leggyakoribbnak a 10% borjuszérumot
és antibiotikumokat tartalmazé Dulbecco-moddositott Eagle médium (DMEM)
felhasznalasa mondhato. Az is megallapithato, hogy a szovettenyésztési koriilmények
kozott a ganglion spirale neuronok annal jobban tuléltek, minél fiatalabb (lehetéleg
embrionalis) egyedbdl szarmaztak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a tartos és sikeres
tulélés mellett a fiatal kisérleti allat alkalmazasanak az a kockézata, hogy benniik a
hallasi funkcié még nem alakult ki, ezért az abban szereplé neuronok érettségének foka
kérdéses lehet.

Az altalunk kifejlesztett és bemutatott eljarast szamos kompromisszum
eredményének tekintjiik, ugyanakkor alkalmasnak arra, hogy céljainknak megfeleld

izolalt ganglionsejteket szolgaltasson. Ennek legfontosabb bizonyitékai a morfologiai
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jelek, a fizioldgias nyugalmi membranpotencial, akcids potencidlok tiizelésének
képessége, a kiilonféle K -aramok aktivalhatdsaga és a depolarizacio hatdsara 1étrejovo
citoplazmatikus Ca®" koncentracid novekedés (utobbi a jelen értekezésben nem kozolt

adat).

4.2. Az L tipusu ganglion spirale neuronok iondramai

Az értekezésben bemutatott kisérletes munka keretében tengerimalac ganglion
spiralebol szarmazo6 1. tipusti neuronok membransajatsagait vizsgaltuk. Tekintettel arra,
hogy ezen ganglionban két sejttipus is megtalalhato, céljainkhoz elengedhetetlen volt,
hogy azokat minden kétséget kizardlag el tudjuk kiiloniteni. Ennek érdekében kizarolag
azon sejteket hasznaltuk fel a jelen vizsgalat keretében, amelyek myelinboritasa részben
megorzott volt, és amelyek atmérdje elérte a 10 um-t (Moore és munkatarsai., 1996).
Emlitést érdemel, hogy egérben az I. tipusti ganglion spirale neuronok nem feltétleniil
alkotnak egységes sejtpopulaciét (Mo és Davis, 1997), mivel néhdny, morfologiai
jegyei alapjan 1. tipusu sejtnek imponaldé neuron fenntartott depolarizaciora repetitiv
tiizeléssel valaszolt. Jelen kisérletek soran tengerimalacban nem tapasztaltunk hasonld
heterogenitast, mivel egyetlen altalunk vizsgalt, I. tipustnak itélt sejt sem mutatott
lassan vagy egyaltalan nem adaptalodo valaszt.

A sejtkapacitas, a sejtek nyugalmi membranpotencialja és a spontan aktivitas
hianya tekintetében a jelen munka keretein beliil tanulmanyozott sejtek leginkabb a
Santos-Sacchi (1993) altal leirtakhoz hasonlitottak. Ezen tilmenden a kivaltott akcids
potencialok legfontosabb sajatossagai, valamint a TEA" alkalmazasanak a
depolarizacio-aktivalt K -aramokra kifejtett hatasai ugyancsak igen hasonlatosak voltak
a fenti tanulményban leirtakhoz. Ez a hasonlésag nem csupan az alkalmazott
sejtszelekcios kritériumok adekvat voltat igazolta, hanem azt is bizonyitotta, hogy a
sejtizolalas soran alkalmazott enzimkezelés a vizsgalt neuronok alapvetd
membransajatsagait nem befolyasolta szamottevéen.

Az értekezés egyik legfontosabb eredményének azon megallapitas tlinik, mely
szerint nagyfoku hasonlosag fedezhetd fel az I. tipusi ganglion spirale neuronok és
néhany, a hallopalya felépitésében résztvevd tovabbi idegsejt (elsGsorban a nucleus
cochlearis ventralis bushy-sejtjei és a nucleus corporis trapezoidei fésejtjei) K -aram
mintazata kozott. Valamennyi itt felsorolt neuron rendelkezik egy inaktivaciot nem, de

TEA-érzékenységet mutatd dramkomponenssel, membranjukban pedig expresszalodik
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egy nagy 4-AP-érzékenységet mutatd, depolarizacid-aktivalt K'-csatorna (Brew és
Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel, 1998; Rusznak és munkatarsai, 2000). Ugy tiinik
tovabba, hogy a fenti sejtek egy DTX-érzékeny komponenssel is rendelkeznek.
A fenti adatok azt sugalljak, hogy ezen neuronok altalanos membran-sajatsagaiért, €s
kiilondsképpen a gyorsan adaptalodd akcidspotencial-mintazat megjelenéséért hasonld
ioncsatorna-mintazat lehet felel6s.

A leirt jelentdés hasonldosagok mellett azonban a sejtek kozott néhany
szamottevonek mondhato kiilonbséget is hangstlyozni kell. Annak ellenére, hogy a
DTX-érzékeny aramkomponens mindharom emlitett neuronféleségben jelen van, ugy
tlinik, hogy az egyes sejtekben betoltott szerepe eltérd. Kiilonosen érdekes, hogy a
bushy-sejtekben, a madarak nucleus magnocellularisaban talalhaté sejtekben, valamint a
nucleus corporis trapezoidei fOsejtjeiben ezen aramkomponens gatlasa a jellegzetes,
gyorsan adaptalodo valaszt egy lényegesen lassabban adaptalodd mintazatta valtoztatja
(Brew és Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel, 1998; Rusznak és munkatarsai, 2000).
Hasonl6 beavatkozas (azaz a DTX-érzékeny iondram gatlasa) az 1. tipusu ganglion
spirale sejtekben nem okozott a fentiekhez hasonld jelentds valtozast a tiizelés
mintazatdban. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az 1. tipusu ganglion spirale sejtek
DTX-érzékeny dramkomponensének nincs annyira meghatarozd jelentdsége a gyorsan
adaptalodo valasz kialakitasaban, mint azt a hallopalya mdasodlagos és harmadlagos
szenzoros neuronjai esetében lattuk.

Ugyancsak emlitésre érdemes, hogy az éaltalunk leirtakkal megegyez6
hiperpolarizacio-aktivalt aram jelenlétér6l szamoltak be egérbdl szarmazo és
szovettenyészetben fenntartott ganglion spirale neuronokban (Mo ¢és Davis, 1997),
valamint tengerimalac mechanikusan (azaz enzimkezelés nélkiil) izolalt hasonld
sejtjieiben (Chen, 1997). Az aram részletes tanulmanyozasa igazolta, hogy az mindkét
esetben kevert kationcsatornak aktivaciojanak volt koszonhetd, igy ezt a komponenst a
szerz6k h-aramként azonositottak. A jelen értekezésben demonstralt hiperpolarizacio-
aktivalt aram alapvetd paraméterei gyakorlatilag megegyeztek a Chen (1997) altal
korabban leirtakkal, amibdl ismétcsak arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtizolalas soran
hasznalt enzimkezelés nem befolyasolta jelentdsen az 1. tipusi ganglion spirale
neuronok altalanos membransajatsagait.

Ismeretes, hogy a halloérendszer tobb mas sejttipusa is rendelkezik h-arammal

(Golding és munkatarsai, 1999; Bal ¢és Oertel, 2000; Banks és munkatérsai, 1993;
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Owens ¢és munkatarsai, 1999; Cuttle ¢s munkatarsai, 2001). Szamos, igen szerteagazo
sejtfunkcid rendelhetd ezen &ramkomponenshez:
1. befolyasolhatjia a nyugalmi membranpotencial értékét (Maccaferri és

munkatarsai, 1993),

2. megakadalyozhatja egyes neuronok hosszantartd gatlasat (Luo és Perkel, 1999)
3. hozzijarulhat bizonyos neurontipusok spontan aktivitdsdnak a kialakitasdhoz

(Bal és McCormick, 1997; McCormick és Pape, 1990).

Tobb szerz6 szamolt be arrdl, hogy a h-aram kiilonb6z6 szignalizacios ttvonalak altal
modulalhat6, ami hozzajarulhat a neuronok membransajatsagainak moédosulasaihoz,
ahogyan azt ganglion spirale neuronokon (Mo ¢és Davis, 1997), a nucleus cochlearis
bushy-sejtjein (Cuttle és munkatarsai, 2001) valamint a nucleus corporis trapezoidei
fosejtjein (Banks és munkatarsai, 1993) mar megmutattak.

Santos-Sacchi (1993) munkajaban gy vélte, hogy a ganglion spirale neuronok
szomaja tulajdonképpen nem mas, mint a nervus cochlearis egy internodalis szegmense.
Ez a felvetés valoban igen tetszetds, és kivaléan magyardaznd az I. tipust ganglion
spirale neuronok sejttestét boritd myelinburok funkciondlis szerepét. A feltételezés
értelmében a sejttesten igen nagy denzitdsban talalhaté K'-csatorndk biztositandk a sejt
gyors repolarizacidjat, ami lehetdvé teszi, hogy a neuron nagy frekvenciaju tiizelésre
legyen képes. Valdszinii, hogy a nem inaktivaloddé K'-aram lenne elsésorban felelés
ezen gyors repolarizacio kialakitasaért.

A DTX-érzékeny komponensrél megmutattak, hogy szamos mas sejttipus esetén
kiemelkedéen fontos szereppel bir a gyorsan adaptalodd akcidspotencidl-mintdzat
kialakitasaban (Rathouz és Trussel, 1998; Rusznak és munkatarsai, 2000), &m ehhez az
aramhoz nem lehetett hasonld funkcidt rendelni az I. tipusu ganglion spirale sejtek
esetében. Ugyanakkor DTX és/vagy alacsony koncentracioju 4-AP jelenlétében a
nyugalmi membranpotencial pozitivabba valt, ami arra utal, hogy az ezen szerekre
érzékeny csatornak részben aktivaltak a nyugalmi membranpotecial kornyékén, igy
hozzajarulhatnak a ganglion spirale neuronok nyugalmi membranpotencialjanak a
kialakitasahoz.

A tranziens aramok szerepe tovabbra is tisztazatlan marad. Az altalunk vizsgalt
neuronokban nem jatszottak jelentds szerepet a tlizelési sajatossagok kialakitasaban.
Erdemes azonban figyelembe venni, hogy a tranziens aram hozzajarulasa a teljes
K'-aramhoz eltéré lehet a ganglion spirale neuronok sejttestjén és szinaptikus

végzOddéseiben. Ahogyan azt Sheppard és munkatirsai (1992) felvetették, ez az
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aramkomponens nagyobb jelentoséggel birhat a ganglion spirale neuronok szinaptikus
végzddéseiben, ahol modosithatja a szdrsejtek és a periférias ganglion spirale
végzddések kozotti szinaptikus transzmisszio hatékonysagat. A tranziens K'-aram
aktivalodasa ugyanis atmenetileg megsziintetheti a szinaptikus transzmisszio altal
indukalt depolarizaciot a ganglion spirale terminalisokban.

A sejttest és az axonterminalis ioncsatorna-mintazataban tapasztalhatd
kiilonbségekrol mar tortént beszamold a nucleus cochlearis bushy-neuronjai esetében,
amely sejteken az axonvégzddés mérete lehetové tette a kozvetlen elektrofizioldgiai
méréseket. Ezeken a neuronokon eltéréseket sikeriilt kimutatni mind a Ca**- mind a
h-csatornak ecloszlasaban és sajatossagaiban a sejttest €s az axonvégzddés kozott

(Doughty és munkatarsai, 1998; Cuttle és munkatarsai, 2001).

4.3. Az eredmények gyakorlati jelentésége

A cochlearis implantaciéo soran a beiiltetett elektréd koriil elektromos mezd
keletkezik, amely téringerlés forméajadban ingeriiletbe hozza a modiolusban 1évd
ganglion spirale neuronokat. A behelyezett elektrod feladata, hogy frekvencia-
specifikusan tovabbitsa az elektromos jeleket a ganglion spirale neuronoknak, azaz a
bazison a magas, mig apicalisan egyre mélyebb frekvencidju hangok keriiljenek
leképezésre.

Alapvetden kétféle ingerlési modozat lehetséges, melyeket CIS és SPEAK
stratégia néven emlit az irodalom (Kiefer és munkatarsai, 2001). A hangmagassag
koédolasa mindkét esetben ugy torténik, hogy a mintavételezés soran a cochlearis
implantatum a hangok spektralis mintavételezése soran kiilonb6z6 amplitadoju jeleket
képez. Minél rovidebb a jelszélesség, és minél nagyobb frekvenciaju a kisiilési
aktivitas, annal magasabb frekvenciakra specifikus ganglion spirale neuronok jonnek
ingeriiletbe a stimulacié kovetkeztében. Fontos kiemelni (és a cochlearis implantatum
elektrodjanak milkddésének megtervezésekor mindenképpen figyelembe kell venni),
hogy az elektrod cochleo-basalis része a magas frekvenciara specifikus ganglion spirale
neuronokat ingerli szelektiven, mig a cochleo-apicalis része a mély frekvenciaju
hangokért felelds ganglion sejteket hozza ingeriiletbe. Az implantatum behelyezésének
szempontjabol érdekes, hogy a cochlea két végpontja kozott elhelyezkedd ganglion
spirale neuronok a pozicigjuktol fiiggé koztes frekvencidju hangingereket kodold

informaciok tovabbitasaért felelosek.
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A hallérendszer frekvenciadiszkriminacios képességének szempontjabol
alapvet6en fontos, hogy a hallopalya teljes hosszaban (azaz a bels6fiilto] a hallokéregig)
igen er6teljes tonotopia figyelhetd meg, igy fontos lenne olyan cochlearis
implantatumok tervezése és hasznalata, amelyek egy meghatarozott frekvenciaju
hanginger hatdsara els6sorban az adott hangmagassagnak megfeleld ganglion spirale
neuronokat hozzak ingeriiletbe. Ezen tulmenden a késziiléknek olyan kisiilési
mintazatot kellene 1étrehoznia a neuronokban, amit azok fiziologias koriilmények kozott
produkalnak a hangingerekre valaszul. A jelen értekezés a ganglion spirale neuronok
membransajatsagainak és tlizelési mintazatanak pontosabb megértését célozta,
igy - legalabbis reményeink szerint - el0segitheti az eddigieknél hatékonyabban miik6do

cochlearis implantatumok tervezését és gyartasat.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen értekezésben tengerimalac belsofiilbol, enzimatikus modszerrel izolalt 1.
tipusu ganglion spirale neuronok elektrofizologiai sajatsagait vizsgaltuk. A munka elsé
Iépéseként kidolgoztunk egy olyan preparativ és sejtizolalasi eljarast, aminek
segitségével sikeriilt t0léld, elektrofiziologiai mérésre alkalmas I. tipusi ganglion
spirale sejteket nyerniink. Az altalunk kidolgozott sejtizolalasi mddszer megfeleld
szamban  Dbiztositott ¢ép ~membransajatsigokat mutatd, elektrofiziologiai  és
immuncitokémiai vizsgalatokra alkalmas sejteket.

Az izolalt 1. tipust ganglion spirale neuronok egyértelmi{i azonositasat neuron-
specifikus enoldz (NSE) ellenes immunfestés alkalmazasaval végeztilk. A sejteket
koriilvevé myelinburok jelenlétét vagy hianyat az anti-S100 immunpozitivitas
vizsgalataval igazoltuk. A sejtek elektrofiziologiai jellemzdit teljes-sejt patch-clamp
technika alkalmazasaval vizsgéltuk. A sejtek kapacitdsa 9 +2 pF (n=51), nyugalmi
membranpotencidljuk —-62+9mV (n=19) volt. Az ingerkiiszobot meghaladd
depolarizald impulzusokra a sejtek egyetlen akcids potencial tiizelésével valaszoltak,
ami jellegzetesen a stimulus kezdetén volt megfigyelhetd. Jelen munkaban
megerdsitettiik azt a korabbi megfigyelést, miszerint az I. tipusu ganglion spirale
neuronok sejtfelszini membranjukban expresszaljdk a hiperpolarizacié hatasara
aktivaloddé nem-specifikus kationaram (1) kialakitasaért felelés ioncsatornakat.
Megallapitottuk, hogy az izolaldshoz alkalmazott enzimek nem mddositottak a h-aram
legfontosabb paramétereit. Megmutattuk tovabba, hogy az I. tipust ganglion spirale
neuronok kiilonboz6 depolarizacié hatasara aktivaloddo K'-dramokkal rendelkeztek,
melyek egyike egy erételjes depolarizacié hatasara aktivalodo, kifelé iranyuld K -aram
volt, ami érzékenynek mutatkozott 1-10 mmol/l tetraetil-ammoénium (TEA")
alkalmazasara. Megfigyelhetd volt tovabba egy viszonylag kis amplitadéju, kifelé
iranyul6 tranziens K'-aram, mely TEA" alkalmazasara kevéssé, mig 100 umol/l 4-
aminopiridin (4-AP) hatasara erdteljesen gatlodott. A fentieken kiviil megmutathatod
volt egy dendrotoxin-I- (DTX-I-) érzékeny K'-aram jelenléte is, ami 0 mV-os
membranpotencialon a teljes kifelé iranyuld daram mintegy 30%-aért volt felelds. Ezen
aramféleség —50 mV-on vagy annal pozitivabb membranpotencidlokon gyorsan
aktivalodott, inaktivaciét gyakorlatilag nem mutatott. Megallapitottuk, hogy ezen
DTX-I-érzékeny komponens gatldsa nem befolydsolta szamottevéen az 1. tipusu

ganglion spirale neuronok tiizelési sajatsagait.
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SUMMARY

In the present study the electrophysiological properties of enzymatically isolated type I
spiral ganglion neurones obtained from the guinea pig have been examined. In the first
step of the project a preparation technique and cell isolation procedure were worked out,
which allowed the electrophysiological characterisation of the isolated spiral ganglion
cells. The protocol described here provided a sufficient number of healthy spiral
ganglion neurones with intact membrane properties which were applicable for
electrophysiological and immunocytochemical experiments.

The unambiguous identification of the neurones was achieved by using anti-
neuron-specific enolase (anti-NSE) immunostaining. The presence and shredding of the
myelin seath was also documented by employing anti-S100 immunoreaction. The
membrane characteristics of the cells were studied by using the whole-cell patch-clamp
technique. The whole-cell capacitance of the cells was 9 +2 pF (n=51), while the
resting membrane potential of the cells was —62 + 9 mV (n=19). When supratreshold
depolarizing stimuli were applied, the neurons fired a single action potential at the
beginning of the stimulation.

It was confirmed in the present study that type I spiral ganglion cells possess a
hyperpolarization-activated nonspecific cationic current (Iy). The major characteristics
of this current component were unaffected by the enzyme treatment. Type I spiral
ganglion cells also expressed various depolarization-activated K current components.
A high-treshold outward current was sensitive to 1-10 mM/I tetraaethyl/ammonium
(TEA") application. The ganglion cells also expressed a relatively small, but
nevertheless present, transient outward current component which was less sensitive to
TEA" but could be inhibited by 100 umol/l 4-aminopyridine (4-AP). Besides the
aforementioned current components, the presence of a DTX-sensitive current could also
be demonstrated. This current was responsible for some 30% of the total outward
current (at 0 mV), showed rapid activation at membrane potentials positive to -50 mV
and demonstrated very little inactivation. Our experiments demonstrated that the
inhibition of the DTX-sensitive component did not alter the rapidly inactivating nature

of the firing pattern of the type I spiral ganglion neurones.
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