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Bevezetés

A nucleus cochlearis (CN) az agytorzs laterodorsalis felszinén, a
nyultveld-hid hataron talalhato és egy ventralis (VCN) és egy dorsalis (DCN)
részre oszthatdo fel. Mind a VCN-hez, mind a DCN-hez az azonos oldali
ganglion spirale-bol érkeznek halloidegrostok, azaz a mag monauralis
akusztikus bemenettel rendelkezik. Ezen tilmenden a CN kap idegrostokat a
colliculus inferiortol, a hallokéregtdl, az ellenoldali CN-t6l, a ganglion
vestibularetol, a vestibularis magvaktol, a trigeminus magtél és a nucleus
cuneatustol. A CN-t az olivocochlearis kotegbdl szarmazd kollateralisok is
elérik.

Valamennyi elsédleges akusztikus rost a CN-ben végzddik, itt a rajtuk
beérkezd aktivitasi mintizat kiilonféle sejttipusokra tevodik at. A CN-hez
érkezd informacid az ezen neuronokbdl kiindul6d parhuzamos csatorndk révén
a colliculus inferiorhoz tovabbitodik, ahol a csatornak konvergéalnak. Az igy
kialakult informacids mintazat a corpus geniculatum medialén keresztiil végiil
a hallokéregbe jut.

A CN o0sszetett cytoarchitekturajat jol jellemzi, hogy Lorente de No6
1933-as tanulmanyaban a magban el6forduld neurontipusok szamat 40-50-re
becsiilte. Az egyes sejtféleségek részletes vizsgalatara Nissl- és Glees-festés,
valamint Golgi-impregnacios technika alkalmazasaval keriilt sor. Ezen
tanulméanyok felfedték, hogy a VCN legfontosabb projekcids neuronjai a
szferikalis bushy-, globularis bushy-, octopus- ¢és stellate-sejtek. A projekcios
sejteken tulmenden szadmos interneuron-féleséget is azonositottak, tobbek
kozott a Golgi- és a szemcsesejteket. A DCN projekcids neuronjai a piramis-
(vagy fusiform) és az oridssejtek. A DCN szdmos interneuronnak is helyet ad,
egyebek kozott talalhatok itt cartwheel-, Golgi-, és szemcsesejtek. Igen
jellegzetes, dontéen a DCN-ben eldéforduld sejtpopulécié a Purkinje-szerii

sejtek egylittese, ezek esetében azoban még arrdl sincsen egységes vélemény



az irodalomban, hogy axonjaik elhagyjak-e a CN teriiletét; azaz projekcios-
vagy interneuronok-e.

A DCN piramis- és oOriassejtjeinek axonjai a stria acustica dorsalison
keresztiil érik el a hallopadlya mas magjait. A piramis-sejtek dontéen az
ellenoldali colliculus inferiorhoz ¢€s corpus geniculatum medialehez
projicidlnak, bar irtak le az azonos oldali colliculus inferiorhoz tarté axonokat
is. Az oriassejtek axonjai jellemzdéen ugyancsak az ellenoldali colliculus
inferiorhoz haladnak, bar egyes oridssejtek axonjai az azonosoldali colliculus
inferiort €s az ellenoldali CN-t is elérik.

A DCN mind coronalis, mind sagittalis metszetekben réteges szerkezetet
mutat. A szemcsesejtek axonjai (azaz a parallel rostok), a piramis-sejtek
apicalis dendritjei, egyes szemcsesejtek szomaja valamint a Purkinje-szerii
sejtek a legfelszinesebben elhelyezkedd molekularis rétegben talalhatok. A
molekularis réteg alatt a piramis-sejtes réteg kiilonithetd el, ebben a piramis-
neuronok sejtteste, a legtobb szemcsesejt szoOmdja, valamint a cartwheel- és a
Golgi-sejtek talalhatok. A DCN mély rétege tartalmazza az Oriasneuronok
sejttestét €s a piramis-sejtek basalis dendritfait.

A piramis- €s az Oridssejteket kétféle serkentd bemenet éri el: a basalis
dendriteken az acusticus rostok szinaptizalnak, mig az apicalis nytlvanyokon
a parallel-rostok végzddnek. Az acusticus rostok altal a basalis dendriteken
képzett szinapszisok mikodésével kapcsolatban nem irtak le szdmottevd
szinaptikus plaszticitast. Ezzel szemben jelentds, kétirany( plaszticitast
(hosszu tavh potenciaciot illetve depressziot) mutattak ki a parallel rostok és
az apicalis nyalvanyok kozotti szinapszisokban. Ismert, hogy a parallel rostok
dontben a fiilkagylok és a fej-nyak helyzetével kapcsolatos szomatoszenzoros
valamint vestibularis informaciét kozvetitenek.

A szemcsesejtek képesek a kiilonéle forrasokbol érkezd informaciod
integralasara. Egyik legfontosabb bemenetiiket szomatoszenzoros informécid
formajaban a nucleus cuneatusbol kapjak. A DCN teriiletén kiilondsen nagy

amplitadoji  kivaltott potencidlok figyelhetdk meg a masodik nyaki



gerincveldi szegmentumhoz tartozé hatsé gyokér elektromos ingerlése esetén.
Az ¢érintett gerincveldi ideg a fiilkagylo mozgatasat végzd izmok
proprioceptiv idege. Mig a fiil mozgatasat végzd izmok megnyljtasa
jelentdsen befolyasolja a DCN projekciés neuronjainak AP tlizelési
frekvenciajat, a fiilkagyld borének €s szorének ingerlése nincs hatdssal ezen
sejtek aktivitasara. Ezek a kisérleti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy
az emlitett neuronok miikodését nem csak a hallasi ingerek befolyésoljak,
hanem a flilkagylo térben elfoglalt helyzete is. Ez a kapcsolat a hangforras
térbeli helyzetének meghatarozasdban jatszhat szerepet. A szemcsesejtek a
hallopalya magasabban elhelyezkedd strukturaitél is kapnak bemenetet,
egyebek kozott a colliculus inferiortdl és a hallokéregtdl. Ezen tulmenden a
DCN projekcios neuronjainak miikodését gatlo bemenetek is befolyasoljak. A
DCN gatld hatasti interneuronjai koziil kiemelhet0k a cartwheel-sejtek,
amelyek viszont a szemcsesejtektdl kapnak serkentd bemeneteket. A
cartwheel-sejtek axonjai szinaptikus kapcsolatokat Iétesitenek mind a
piramis-, mind az oriassejtekkel.

A DCN projekcios neuronjainak aktivitasat hatékonyan befolyasolja az
ugynevezett foghijas spektrumu hangingerek jelenléte. A folyamatos
spektrumt  hangingerb6l a flilkagyldo alakitja ki ezeket foghijas
hangspektrumokat a pinna arnyékol6 hatdsa révén. A spektrumban kialakuld
kiesés jellemzéi a hangforrds és a pinna egymashoz képest elfoglalt
helyzetének megfelden valtoznak, igy ezen spektralis kiesés (Un. ,,spektralis
kulcs”) frekvencidja a hangforras fliggdleges €s vizszintes sikban elfoglalt
pozicidjatol fiigg. Mindezek alapjan a DCN egyik lehetséges funkcidja a
hangforras térbeli lokalizacidja a spektralis kulcsok révén. Ehhez a
tevékenységhez a beérkezd szomatoszenzoros informécio is hozzajarulhat.

A Purkinje-szerti morfolégidja a DCN Gsszes tobbbi sejttipusatol élesen
eltérd. Mint arra elnevezeésiik is utal, dendritfajuk dus elagazddasa a kisagyi
Purkinje sejtekéhez hasonlit. A PLC-k, hasonloan a cerebellaris Purkinje-

sejtekhez, igen intenziv calbindin-specifikus immunpozitivitdst mutatnak.



Legnagyobb szamban kozvetleniil a DCN felszine alatt fordulnak eld, de
néhany PLC-t a DCN mélyebb rétegeiben és a VCN-ben is megfigyeltek. A
PLC-k sejtteste altalaban gdmbdlyli vagy enyhén megnyult. Valdsziniisithetd,
hogy a PLC-k axonjai — vagy azok kollateralisai — elhagyjdk a DCN-t. A
morfologiai tulajdonsagok leirdsaval szemben a PLC-k elektrofiziologiai és
membransajatsagait, szinaptikus bemeneteit, lehetséges neurotranszmitterét
¢s cerebellin expresszidjat ezidaig nem vizsgaltak.

Tobb adat szol amellett, hogy a CN miikodését jelentdsen befolyadsoljak
egyes kolinerg mechanizmusok. Leirtdk példdul muszkarinos kolinerg
receptorok és vezikularis acetilkolin-transzporter jelenlétét a mag teriiletén.
Igazoltadk, hogy kiilonbozd agyi teriiletekrdl, példaul az oliva superiorbdl, a
nucleus pedunculopontinus tegmentalisb6l ¢és a nucleus laterodorsalis
tegmentalisbol szarmazo kolinerg rostok a CN-ban végzdédnek. In vitro és in
vivo kisérletek tanisdga szerint kolinerg agonista alkalmazasat kdvetden a
DCN spontan aktivitdst mutatd neuronjainak kb. 90%-a vdlaszol
aktivitasvaltozassal.

A fenti, altaldnosnak mondhatd megallapitdsok mellett vannak adatok a
kolinerg modulacios mechanizmusok sejttipustiiggd hatdsaira vonatkozodan is.
Egy korabbi tanulmanyban példdul munkacsoportunk kimutatta a DCN
oriassejtek kolinerg modulédlhatdésagat. Beszamoltunk arr6l, hogy az
oridssejtek dendritjei €s a parallel rostok kozotti szinapszisokban a
neurotranszmisszio preszinaptikusan elhelyezkedd M3-tipust muszkarinos
receptorokon keresztiil modulalhaté. Ez a megfigyelés egybecseng azon
adatokkal, melyek szerint a CN szemcsesejteket tartalmazé teriiletein nagy
szamban fordulnak el6 kolinerg idegvégzddések. Jollehet korabbi
eredményeink felvetették annak Ilehetdségét, hogy a szemcsesejtek 1is
célpontjai lehetnek kolinerg modulécidés mechanizmusoknak, az elképzelés
megerdsitését vagy elvetését célzd specifikus kisérletekre eziddig nem kertilt

SOr.



Célkituzések

Feltevések szerint a nucleus cochlearis dorsalis (DCN) hallasi és
szomatoszenzoros informaciokat integral. Jollehet ennek alapjan szerepe lehet
a hangforras lokalizaci6jaban, miikodésének részleteit még nem pontosan
ismerjiik. Jelen munkdban a DCN két sejttipusanak, nevezetesen a Purkinje-
szerli neuronoknak ¢és a szemcsesejteknek a vizsgalatara kertlt sor. Célunk
altalanossagban a DCN szerkezetével és mitkodésével kapcsolatos 1) adatok

nyerése volt.

A Purkinje-szerii sejtekre vonatkozoan a kovetkezd feladatok

elvégzését tiztiik ki célul:

o Morfologiajuk részletes vizsgalata annak érdekében, hogy
biztositsuk egyértelmi azonositasukat funkcionalis

kisérletekben;

o Neurotranszmitteriilk azonositdsa, gatld vagy serkentd
természetiik megallapitasa;

o Membransajatsagaik és tlizelési sajatsagaik jellemzése;

o Szinaptikus bemeneteik funkcionalis vizsgalata annak

érdekében, hogy meghatarozzuk szerepiiket a cochlearis magban

talalhaté neuronhalozat tevékenységében;

. Cerebellin expressziés mintazatuk elemzése a kisagyi
Purkinje neuronok és a Purkinje-szeri sejtek kozotti hasonldsag

mértékének becslése céljabol.

A szemcsesejtek a DCN legkisebb méretli, ugyanakkor legnagyobb

szamban el6forduld neuronjai, melyek fontos szerepet toltenek be a



multimodalis szenzoros integracidban és a projekcids neuronok tlizelési
mintazatanak kialakitasdban. Ismert, hogy kolinerg agonistdk alkalmazasa a
mag egyes sejtjeinek (pl. a piramis- és a cartwheel-neuronoknak) az
aktivitasat megvaltoztatja; tovabba leirtdk kolinerg terminalisok jelenlétét a
nucleus cochlearis szemcsesejteket nagy striiségben tartalmazo6 teriiletein. A
szemcsesejtek  kolinerg  modulédlhatosaganak  kozvetlen  vizsgalatara
ugyanakkor ezidaig nem keriilt sor. Mivel egyes feltevések szerint a kolinerg
modulédcié a nucleus cochlearis dorsalisban jelerdsitd hatdssal rendelkezik;
valamint léteznek elképzelések, miszerint a kolinerg modulécids
mechanizmusok tulmiikodése fiilzagashoz vezethet, a szemcsesejtek kolinerg
befolyasolhatosagara vonatkozo 01j ismereteknek fontos gyakorlati jelentdsége

is lehet. Ezért a munka masodik részében az aldbbi két feladat megoldéasara

Osszpontositottunk.
o A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtek kolinerg
moduldlhatosaganak vizsgalata, funkcionalis és

immunhisztokémiai moddszerek alkalmazasaval. Mivel a
kalciumkoncentracid valtozadsok képalkotd eljarassal torténd
nyomonkdvetése modot ad szamos sejt aktivitasanak egyidejii
vizsgalatara, funkciondlis kisérleteinket els6sorban ezzel a
modszerrel végeztik.

. A kolinerg hatésért felelés receptor(ok) azonositasa
receptor altipus-specifikus immunhisztokémia ¢és altipus-

szelektiv antagonistak alkalmazasaval.



Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok, vegyszerek, oldatok

Valamenny1 kisérletet Wistar patkanyokon végeztiikk. A funkcionalis
mérések mesterséges cerebrospindlis oldatban (aCSF) torténtek. A
neurotranszmisszi6 gatlasa (azaz a DCN neuronok funkcionalis
szétkapcsolasa) céljabol a legfontosabb kémiai szanapszisokat egy
glutamateg-glicinerg-GABAerg neurotranszmisszio-gatlo koktéllal
blokkoltuk (a késdbbiekben erre az oldatra “3G koktél” néven hivatkozunk).
A kalciumkoncentracié valtozasok fluoreszcens nyomonkovetésére az
Oregon Green 488 BAPTA 1 fluoreszcens kalciumindikator festék
acetoxymetilészter formajat (OGB-AM) alkalmaztuk.

Funkcionalis kisérletek

A DCN teriiletérdl 200 um vastagsagu szeleteket készitettiink, melyeket
aCSF-tal  feltoltott inkubalé kadba helyeztink ¢és folyamatosan
buborékoltattunk 95% O, €és 5% CO, tartalmu gazkeverékkel (37°C).

Az agyszeletek vizualis megfigyelésére differencia interferencia
kontraszttal (DIC) és 63x vizimmerzids objektivvel felszerelt mikroszkop
szolgalt. A szeleteket a mérdkadba helyeztiik, ahol tovabbra is folyamatosan
perfundaltuk Oket a 95% O,—t és 5% CO,-ot tartalmazd gazkeverékkel. A
neuronok akcids potencidl tiizelését a patch-clamp technika teljessejtes
valtozatanak alkalmazasiaval kovettik nyomon. A mérés alatt a sejteket
biocytinnel toltottiik fel, a kisérlet befejezése utan a szeleteket egy éjszakan
keresztiil fixaltuk majd permeabilizaltuk, mostuk és a jelolt neuronok
megjelenitése céljabol streptavidin-konjugalt Alexa488 festékkel inkubaltuk.

Az intracellularis  kalciumkoncentracié  valtozasait  fluoreszcens
képalkoto eljarassal kovettiik. A sejteket ebbdl a célbél OGB-AM-mel
toltottiik fel. A festék altal kibocsajtott fény intenzitasvaltozasait fluoreszcens

képalkoto rendszer segitségével rogzitettilk. Az adatok feldolgozasa céljabol



a képeket 16-bites TIF-file-okba exportaltuk, majd azokat az ImageJ software
(National Institute of Health) segitségével dolgoztuk el. Az adatok elemzése a
vizsgalni kivant terliletek (region of interest; ROI) manualis kivalasztasaval
kezdoédott. Ezt kovetden meghataroztuk és éabrazoltuk a ROI-k atlagos
fluoreszcencia intenzitas értékeit az 1d6 fliggvényében. Egy adott ROI
nyugalmi fluorszcencia intenzitds értékét aktivitasmentes periodus alatti
értékek atlagaként kaptuk meg. Annak érdekében, hogy nagymennyiségii
adatot dolgozhassunk fel, egy olyan software-t fejlesztettiink ki, amelyik
alkalmas a fluoreszcencia jelek =zajsziirésére, a kalcium-tranziensek
félautomatikus felismerésére ¢és a tranziensek kinetikai sajatsdgainak

leirasara.

Immunhisztokémia

A patkanyokat tulaltattuk és a bal kamran keresztil 4%-os
paraformaldehiddel perfundaltuk. Az agyakat utéfixaltuk és krioprotekcio
céljabol egy ¢jszakan at 30%-os szaharoz-puffer oldatban inkubaltuk. Ezt
kovetden 40 um vastagsdgll sagittalis vagy corondlis sorozatmetszeteket
készitettiink. A CN-tartalmaz6 egymast kovetd metszeteket Osszegylijtottik
¢s M1- és M3-specifikus elsddleges antitestek alkalmazasaval jeloltiik. A
PLC-k esetében hasonlo eljarast kovettiink, de ilyenkor 80 um vastagsagu
sagittalis metszeteket készitettiink. A fluoreszcens képeket konfokalis

mikroszkop segitségével nyertiik.

Statisztika

Az adatok statisztikai analizisére olyan eljarasokat hasznaltunk,
amelyek alkalmasak nem-normal eloszlasi adathalmazok kezelésére.
Fiiggetlen populaciok Osszehasonlitasa esetén a Mann-Whitney tesztet
alkalmaztuk, az ugyanazon populaciobdl szarmazo atlagok elemzésére pedig
a “Wilcoxon signed-rank” teszt szolgalt. Az 4atlagokat minden esetben a

standard hiba feltiintetésével adtuk meg (4tlag += S.E.M.).
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Eredmények

A nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szeri sejtjeinek vizsgalata

A Purkinje-szertii sejtek morfoldgiai jellemzése

Mivel a PLC-k jelentés mennyiségben expresszalnak calbindint,
morfologiajuk vizsgalatahoz jelentds segitséget nyujtott a calbindin-
specifikus immunhisztokémiai jelolés. A PLC-k sejttestének legnagyobb
atmérdje a sagittalis sikban atlagosan 28 + 4 um-nek adddott. A sagittalis
sikra merdleges tengely hossza ehhez az értékhez nagyon hasonld volt
(25+2 um; =33). A PLC-k atlagos szomatérfogata 7200 = 650 fl-nek
bizonyult (n = 33).

Dendritfajuk alakja és elhelyezkedése alapjan a PLC-ket harom
csoportba oszthattuk. Harom sejt esetében a dendritek sugarszerii lefutast
mutattak a tér minden irdnya felé, igy a dendritfa egésze gomb alakunak
mutatkozott. Ezek a sejtek a DCN mély rétegeiben helyezkedtek el. A két
masik csoport tagjai a mag subependymalis részén voltak megtalalhatok. Egy
résziik esetében a nyulvanyok tobbé-kevésbé parhuzamosan, a mag mély
rétegei felé haladtak (kolumnaris vagy centripetalis arborizacio), ezek
képezték a PLC-k masodik csoportjat. A harmadik altipushoz tartozo sejtek
megjelenése legyezOszerii volt, esetiikben a proximalis nyualvanyok a mag
felszinével parhuzamosan haladtak, ¢és csak a madasodlagos dendritek
iranyultak a mag mélyebb rétegei felé. Az utobbi két csoportba tartozd
neuronok szdma azonos volt (45-45%; n = 33).

A PLC-k proximalis dendritjeit dendritikus tiiskéktdl mentesnek talaltuk,
atmérdjik az esetek tobbségében 0,7—1,25 um kozott valtozott. Valamennyi
proximalis nyulvanybol dendritikus tliskékben gazdag dendritfa eredt. A
proximalis dendritek szamat meghatarozva azt talaltuk, hogy az egyes PLC-

khez atlagosan 11 + 1 proximadlis nyulvany tartozott. Ez a szdm ugyanakkor
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neuronr6l nauronra jelentdsen valtozott, a legnagyobb ¢&s legkisebb
nyulvanyszam 19 illetve 4 volt. A felsorolt morfologiai paraméterek
segitségiinkre voltak abban, hogy a PLC-ket megbizhat6an azonositsuk a

funkcionalis mérések soran.

A Purkinje-szertii sejteken In mutathato ki

A PLC-k nagy teljessejtes kapacitassal birtak (89 5 pF), nyugalmi
membranpotencialjuk pedig -53 +£ 1 mV-nak adédott (n=12). A 12 PLC-bdl
11 nem mutatott spontdn akcids potencidl tiizelést, depolarizald6 aram
alkalmazasara azonban valamennyi vizsgalt sejt nem-adaptalodd akcids
potencial tiizeléssel valaszolt. Voltage-clamp koriilmények kozott alkalmazott
hyperpolarizalé 1épcsdk alatt valamennyi PLC-n egy lassan aktivalédo befelé
iranyulé aram kialakulasat figyeltik meg. Ennek az aramnak a nagysaga
13,2 + 4,5 pA/pF volt (-140 mV-os membranpotencialnal; n = 4), kialakulasat
pedig blokkolni lehetett 10 uM ZD7288 adasaval. Lasst aktivacios kinetikéja
¢s ZD7288 ¢érzékenysége alapjan arra kovetkeztettiink, hogy ez az
aramkomponens megfelel a hyperpolarizaci6 hatasara aktivadlodd nem-

specifikus kationaramnak (Iy).

A Purkinje-szerii sejtekrdl elvezetett spontdn posztszinaptikus
daramok

A funkciondlis kisérletek kovetkezd 1€pésében arra a kérdésre kerestiik
a valaszt, hogy a PLC-k kapcsolédnak-e a DCN tobbi neuronjdhoz. Ezen
mérésekben a patch-clamp technika teljessejtes elrendezését alkalmaztuk, a
membranpotencialt -60 mV-ra allitottuk és rogzitettiik a PLC-k szomajan
kialakuldé spontdn posztszinaptikus aramokat. A leirt koriilmények kozott
14 +2 Hz frekvenciaji spontan gatld posztszinaptikus aramokat (sIPSC)
figyeltink meg. A sIPSC-k frekvencidja jelentdsen csokkent, ha a
fesziiltségfiiggd Na'-csatorndkat gatoltuk (0,4 +0,1 Hz-re; n=4), jelezve,
hogy a sIPSC-k preszinaptikus akcids potencidl aktivitas kovetkezményei.

Hasonl6 megfigyelést tettliink azon kisérletekben is, amelyekben a PLC-k ¢és a
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mag mély rétege1 kozotti kapcsolatot mechanikai sértéssel megsziintettiik. Ez
az utobbi megfigyelés igazolta a mély rétegekben elhelyezkedd gatld
interneuronok oki szerepét a PLC-krdl elvezethetd gatldé posztszinaptikus
tevékenység kialakitasdban. A GABA- ¢és glicinerg szinapszisok
hagyomanyos gatloszereit (bicucullin illetve sztrichnin) alkalmazva
megallapitottuk, hogy a sIPSC-k nagyobb részét (76%) glicinerg szinapszisok
hoztdk  létre, mig fennmarad6 24%-uk GABA-erg szinapszisok
aktivalodasanak volt a kovetkezménye (n=4). A sIPSC-k csokkent
frekvenciaja lehetévé tette spontan serkentd posztszinaptikus aramok
(sEPSC) észlelését is, ezeket ugyanis kordbban a nagyobb amplitidoji és
magasabb frekvencidju IPSC-k elfedték. Feltételezziik, hogy a sEPSC-k
kialakuldsa a PLC-k széméjan (legalabbis részben) a DCN legfeliiletesebb

részén elhelyezkedd parallel rostok aktivitasat tiikrozi.

Immunhisztokémia

A PLC-ken nyert funkcionalis adatok arra utaltak, hogy ezen sejtek
részét képezik a DCN neuronhaldzatanak. Ezen kovetkeztetés tovabbi
alatdmasztasat eredményezték a synaptophysin- €és calbindin-specifikus kettds
immunjeldlés alkalmazasaval végzett kisérletek. Mivel a synaptophysin a
preszinaptikus végzddések elfogadott markere, synaptophysin- és calbindin-
pozitiv struktirdk kolokalizacioja kiillonféle axonvégzddések és a PLC-k
kozotti szinaptikus kapcsolatok meglétére utalhat. A jeloléseket kdvetden
synaptophysin-pozitiv  axonvégzddéseket figyeltink meg a PLC-k
szomdjanak ¢és dendritjeinek szoros kozelségében, a végzddések siirlisége a
dendriteken olykor igen nagy volt. Jollehet a szinapszisok meglétének
egyértelmli morfoldgiai bizonyitasara elektronmikroszkopos felvételek
lennének sziikségesek, a konfokdlis mikroszkoppal és a funkciondlis
kisérletekben nyert adatok egyiittesen hatarozottan arra utalnak, hogy a PLC-

k szinaptikusan kapcsoldédnak a DCN mas neuronjaihoz.
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A PLC-k altal termelt és felszabaditott lehetséges neurotranszmitter a
GABA. Annak bizonyitdsara, hogy a PLC-k valoban GABA-erg neuronok,
calbindin- és glutaméat dekarboxildz- (GAD-) specifikus kettés immunjelolést
végeztiink. A GAD a GABA bioszintézisé¢hez sziikséges enzim, ezért egyben
a GABAerg neuronok elfogadott markere is. Kisérleteinkben valamennyi
vizsgalt PLC erés GAD-pozitivitast mutatott.

Korabban hagyomanyos, bedagyazott szovettani preparatumok
alkalmazasaval kimutattdk a cerebellin jelenlétét mind kisagyir Purkinje
sejtekben, mind a CN PLC-iben. Munkankban arra voltunk kivancsiak, hogy
cerebellin- ¢s calbindin-specifikus jeloléssel kombindlt konfokalis
mikroszkopia segitségével kimutathatok-e kiilonbségek a cerebellin
intracellularis elhelyezkedésében ezen két sejttipus esetén. Azt talaltuk, hogy
a PLC-kben a cerebellin-jelolodés a sejttestben volt kifejezett, mig a
dendritek ritkdn mutattak immunpozitivitdst. Ezzel ellentétben a kisagyi
Purkinje sejtek esetében a jelolddés mind a sejttestben, mid a dendritekben

mindig megfigyelhetd volt.

A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeinek Kkolinerg
modulacidja

A DCN szeletekben regisztralt kalciumtranziensek jellemzése

Jollehet a DCN szeletekben rogzitett kalciumkoncentracid valtozasok
idobeli lezajlasa meglehetdsen heterogén volt, a tranzienseket alapvetden két
kategoridba lehetett sorolni. Egyes sejtek gyors lezajlasu, ismétlodé kalcium
jeleket hoztak létre, mig mas sejtek meglehetdsen lassan lezajlod
kalctumkoncentracié valtozasokat produkaltak. Mas agyteriileteken tett
megfigyelések szerint a gyors kalcium tranziensek akcids potencial-kapcsolt
események lehettek. Abbol a célbdl, hogy bizonyitsuk a DCN-ben kapott

gyors kalcium tranziensek akcids potencal-kapcsolt természetét, az egyes
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sejtek intracelluldris kalciumkoncetracio valtozasait €s elektromos aktivitasat
egyidejlileg kovettiik kalcium képalkotd eljards és “loose patch” technika
szimultan alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a gyors
kalctumtranzienseket minden esetben aramtiiske elézi meg igazolva ezen
tranziensek akcios potencial-kapcsolt jellegét. Mas kisérletekben a sejtek
akcids potencidl tiizelését a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak blokkolasaval
gatoltuk. Ezekben az esetekben a gyors kalcium tranziensek sem voltak tobbé

megfigyelhetdk.

Kolinerg ingerlés néveli a gyors kalcium tranziensek frekvencidjat a
DCN szemcsesejtjein

Kolierg ingerlés céljara az altalanosan elfogadott kolinerg agonistat, a
karbamilkolint (CCh) alkalmaztuk. A CCh adésa el6tt a neuronokat
szétkapcsoltuk a glutamaterg, glicinerg és GABAerg neurotranszmissziot
gatldo 3G koktél alkalmazasaval. CCh hatasara a gyors kalcium tranziensek
frekvenciaja 0,37 + 0,11 min"—r6l to 6,31 + 0,43 min™'—re nétt (p < 0,001). A
CCh hatésert felelds receptorok azonositdsa céjabol kiilonféle kolinerg
antagonistakat alkalmaztunk. Az altalanos muszkarinerg gatlo atropin
megsziintette a kalcium tranziensek frekvencidjanak CCh hatésara
bekovetkezd fokozdodasat. Ezzel szemben a nikotinerg receptorokat gatld

hexametonium nem volt hatassal a CCh adasakor bekovetkezo valaszra.

A szemcsesejtek mind M1, mind M3 tipusu muszarinerg
receptorokkal rendelkeznek

Az irodalomban megtaldlhatdé kordbbi adatok valamint sajat
eredményeink alapjan indokolt volt feltételezni, hogy a jelen kisérletekben
megfigyelt kolinerg hatdsokat valdsziniileg M3 ¢és/vagy M1 receptorok
kozvetitik. Ebbol a feltevésbdl kiindulva konfokalis mikroszkopiaval
kombinalt M1- és M3 receptor-specifikus immunjelolést végeztiink. Azt
talaltuk, hogy a szemcsesejtek erds immunpozitivitast mutattak mindkét

receptor altipus jelolése esetén. A  kétféle receptor funkciondlis
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jelentdségének meghatarozasa érdekében képalkotod rendszerrel vizsgaltuk a
szemcsesejtek kalciumkoncentracid valtozasait M1 és/vagy M3 receptor-
specifikus gatloészerek jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a 4-DAMP, egy
M3-specifikus gatloszer meggatolta a kalcium tranziensek frekvencidjanak
CCh-indukalt novekedését. Ezzel szemben a pirenzepin, egy M1-specifikus
gatloszer nem fejtett ki észrevehetd hatast. Ezek az eredmények arra utalnak,

hogy a CCh megtigyelt hatasait M3 receptorok kozvetitik.
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Megbeszélés

A nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szertii sejtjei

Az irodalomban eldszor sikeriilt spontan posztszinaptikus aramokat
elvezetniink a PLC-krdl, igazolva ezzel, hogy ezek a sejtek a CN
neuronhdlozatanak integrans részét képezik. Megmutattuk tovabba, hogy a
PLC-k GAD-ot expresszalnak, ami arra utal, hogy GABAerg neuronok.

A PLC-k morfolégiai jellemzésére klasszikus szOvettani modszereket
alkalmaz6 korabbi tanulmanyokban mar sor keriilt. Jelen munkank
ujszertisége abban all, hogy konfokalis mikroszképiat is felhasznaltunk, igy el
kiterjedt dendritikus agrendszere miatt a hagyomdanyos szOvettani
metszetekben gyakorlatilag lehetetlen volt a proximalis dendritek pontos
szdmanak meghatarozéasa, a konfokalis mikroszkopia azonban ezt lehetdveé
tette. Eredményeink szerint a PLC-k proximalis dendritjeinek szama
atlagosan 11. Ez a szam jelentOsen eltér az érett kisagyi Purkinje sejteken
meglevotdl, utobbiak ugyanis kozismert modon egyetlen proximalis
dendrittel rendelkeznek.

A cerebellint elészor Purkinje sejt-specifikus fehérjeként irtdk le.
Jelenlétét késébb a DCN cartwheel-sejtjeiben és a subependymalisan
elhelyezkedd, akkor még ,.ectopids Purkinje-sejtek”-ként (azaz PLC-ként)
azonositott struktirdkban is kimutattdk. Jelen kisérleteinkben mi is igazoltuk
a kisagyi Purkinje-sejtek, a PLC-k és a cartwheel-sejtek erds cerebellin
pozitivitdsat. Megallapitottuk ugyanakkor azt is; hogy a kisagyi Purkinje-
sejtek sejtteste €s dendritjei egyarant mutattak cerebellin-specifikus
immunjelolédést, mig a PLC-k esetében a jelolddés szinte kizardlag a
szomara korlatozodott.

Eredményeink megmutattdk, hogy jéllehet egyes funkcionalis jellemzdik

hasonloak a Purkinje sejtekéhez, a PLC-k nem rendelkeznek spontan
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aktivitassal. Mindazonaltal mindkét sejttipus folyamatos akcids potencidl
tiizeléssel valaszol kiiszobfeletti depolarizacidra, mindkét neuronféleségen
megtaldlhatd az I, ¢és mindkét esetben -elvezethetok spontan gatld
posztszinaptikus aramok. A PLC-krdl regisztralhatd gétld posztszinaptikus
aramok részben glicinerg, részbenGABAerg mechanizmussal magyarazhatok.
Mivel kisérleti elrendezésiink kovetkeztében valamennyi IPSC eredete a
DCN-en beliil kellett legyen, véleményiink szerint a cartwheel sejtek
kiildenek gatlo6 bemeneteket a PLC-khez. A synaptophysin-specifikus
immunjeloléssel kapott eredmények arra utaltak, hogy nagyszdmi
axonvégzOdés alkot szinaptikus kapcsolatot a PLC-k sejttestével és
dendritjeivel. Figyelembe véve, hogy tobb szerz6 a PLC-ket “eltévedt
Purkinje sejteknek™ tartja, kiilonosen fontosak az altalunk szolgaltatatott
morfoldgiai €s funkciondlis bizonyitékok, melyek alapjan a PLC-k a DCN-

ben talalhatd neuronhaldzat aktiv résztvevoinek tekinthetok.

A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjei

A cochlearis magot tartalmazd vékonyszeleteken valtozatos iddbeli
lefutast mutatd kalcium tranzienseket lehetett megfigyelni. Kinetikai
sajatsagaik alapjan ezeket a tranzienseket gyors vagy lassi eseményként
lehetett megkiilonboztetni. Megmutattuk, hogy a gyors kalcium tranziensek
akcidés potencidl-kapcsoltak. Ennek alapjdn a gyors kalcium jelek
frekvenciajanak modosulédsai egyértelmiien a neurondlis aktivitds valtozasait
tikrozik.

Eredményeink azt jelzik, hogy kolinerg ingerlés kozvetleniil fokozza a
szemcsesejtek aktivitasat, hiszen a valtozas akkor is kialakul, amikor a
szinaptikus ingeruletatvitel gatolt. Az aktivitasfokoz6 hatast ugyanakkor ki
lehet védeni atropinnal, jelezve a muszkarinerg receptorok részvételét. Ez a
megfigyelés 0sszhangban van korabbi tanulmanyokkal, amelyek arra utaltak,

hogy a DCN-ben kolinerg ingerléssel 1étrehozott aktivitasvaltozast
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muszkarinerg receptorok kozvetitik valamint arra, hogy a szemcsesejtek
szerepet jatszanak ebben a folyamatban. Immunhisztokémiai kisérleteink
kimutattdk, hogy a szemcsesejtek mind M1, mind M3 receptorokat
expresszalnak. Bizonyitottuk azt is, hogy a kolinerg modulécid
l1étrehozasaban az M3 receptoroknak van elsddleges jelentdsége. Tekintettel
arra, hogy hexametonium nem gatolta a CCh hatésat, a nikotinerg receptorok
részvétele valoszintitlen.

Eredményeink szerint az M3 receptorok aktivacidja megnoveli a
szemcsesejtek kalcium tranzienseinek frekvenciajat. Fontos kérdésként mertil
fel, hogy mi lehet a kapcsolat a muszkarinerg ingerlés és a fokozott kalcium
tranziens frekvencia kozott. A muszkarinerg aktivacio kalciumot szabadithat
fel intracellularis raktarakbol és/vagy zarhatja az M-tipusi K'-csatornakat.
Utobbi esetben a felszini membran depolarizacidja akcios potencidl tiizelést
¢s a fesziiltségfiiggd kalcium csatorndkon keresztiili kalcium belépést
eredményezhet. Mivel bizonyitottuk a gyors kalcium tranziensek akcios
potencial-kapcsolt jellegét valamint a kiilsé térbdl torténd kalcium belépés
meghatarozo szerepét, a masodik lehetdség tlinik valdszintibbnek.

Egyes szerzok szerint a fokozott kolinerg moduldcio tinnitust
eredményezhet. A tinnitus zajterheléses allatmodelljében fokozott acetilkolin-
¢szterdz aktivitast irtak le, valamint egyes DCN sejttipusok emelkedett CCh-
érzekenységét. Sok szerz0 egyetért abban, hogy a tinnitust neuronalis
hiperaktivitds kiséri a hallopalya tobb szintjén, beleértve a nucleus
cochlearist. A piramis- és cartwheel sejtek megnovekedett spontan aktivitasat
1s megfigyelték kisérletes tinnitus modellben. A tinnitust ki lehet valtani vagy
befolyasolni lehet a fej vagy a nyak teriiletérdl szdrmazo szomatoszenzoros
ingerléssel. Miutan a szomatoszenzoros informacié a DCN neuronhal6zatat a
szemcsesejteken keresztiil éri el, ezen neuronok kolinerg modulécidja
jelentdséggel birhat a tinnitus létrejottében. Ez az elképzelés 6sszhangban van
azzal a ténnyel, hogy a tinnitust a piramis- és cartwheel sejtek fokozott

spontan aktivitdsa kiséri, kiilondsen azért, mert a szemcsesejtek
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megvaltoztathatjadk mindkét neuronféleség miikodését. Ha elfogadjuk, hogy a
tinnitus Osszefiigg egyes DCN neuronok kolinerg mediacidval létrehozott

hiperaktivitasaval, a szemcsesejtek esetleges szerepe valdsziniisithetd.
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Osszefoglalas

Ismereteink mind a cochlearis mag egészének, mind a benne taldlhato
egyes sejttipusoknak a miikodésére vonatkozdan hidnyosak. Igen kevés adat
all rendelkezésre példaul a szemcsesejtekrdl, melyek a nucleus cochlearis
legkisebb, ugyanakkor legnagyobb szamban el6fordulé neuronjai. Még
kevesebbet tudunk a Purkinje-szerti sejtekrdl, melyek elsGsorban a mag
dorsalis részében talalhatok €s igen jellegzetes morfologiaval rendelkeznek.
Még az sem vilagos teljesen, hogy a PLC-k a nucleus cochlearis
neuronhéldzatanak szerves részét képezik-e vagy csupan “eltévedt”, funkciod
nélkiili Purkinje neuronok. Fentiekbdl kiindulva a jelen munka a patkany
nucleus cochlearis dorsalis szemcse- ¢és Purkinje-szerii sejtjeinek vizsgalatat
tizte ki célul. A kisérleteket elektrofiziologiai és képalkotd technikak
kombinalt alkalmazaséaval végeztiik.

Kettds immunjelolés ¢€s konfokalis mikroszkopia segitségével
kimutattuk, hogy a PLCk expesszaljak a glutamat-dekarboxilaz enzimet, ami
nélkiilozhetetlen a GABA bioszintéziséhez. Ez a megtfigyelés arra utal, hogy
a PLC-k GABAerg gatld6 neuronok. Agyszelet preparatumban teljes-sejtes
patch-clamp technika alkalmazasaval leirtuk a PLC-k akcids potencial
mintazatat. Megallapitottuk tovabba, hogy a PLC-k hiperpolarizacio-aktivalt
nem-specifikus kationdrammal (I,) rendelkeznek. A PLCk szémajarol
elvezetett poszszinaptikus aramok analizise alapjdn arra kovezkeztettiink,
hogy ez a sejttipus a nucleus cochlearis dorsalisban talalhat6 neuronhal6zat
aktiv résztvevdje. Kimutattuk, hogy jollehet a kisagyi Purkinje neuronok és a
PLCk hasonléak erds cerebellin-1 immunpozitivitdsuk vonatkozasdban, a
cerebellin-1 intrcelluléris eloszlasa a két sejttipusban eltéro.

A cochlearis szemcsejtek azon neuronok kozé tartoznak, amelyek
aktivitasa jelentdsen moddosithatja a nucleus cochlearis dorsalis tobbi

sejtféleségének a mikodését (beleértve a PLC-ket is). A szemcsejtek
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kiilonosen fontos szereplok, hiszen szomatoszenzoros informaciot is kapnak.
Jelen munka mdasodik részében ezért a kolinerg ingerlésnek a szemcsesejtek
intracellularis  kalcium koncentracié valtozdsaira gyakorolt hatasait
tanulmanyoztuk. A kisérletekre vékonyszelet preparatumban elhelyezkedo,
kalctum-érzékeny fluoreszcens festékkel feltdltott szemcsesejteken kertilt sor.
Kimutattuk, hogy a kolinerg ingerlés jelentésen noveli a szemcsesejtek
aktivitasat ¢és gyors kalcium tranzienseik frekvencidjat. Specifikus
antagonistadk alkalmazasaval 1igazoltuk, hogy ezt a kolinerg hatast
muszkarinerg receptorok kozvetitik. Azt is kimutattuk, hogy jollehet a
szemcsesejtek mind az MI1, mind az M3 muszkarinerg receptorokat
expresszaljdk, a hatdsok elsésorban az M3 receptorok aktivalodasa
kovetkeztében alakulnak ki.

Eredményeink lehetdvé teszik annak jobb megértését, hogyan vesznek
részt a szemcsesejtek és a PLC-k a cochlearis mag neuronhdlozatdnak
muikodésében. Az 1) megfigyelések eredményeként igy atfogdbb képet
alkothatunk annak az Osszetett struktiranak a miikodésérdl, amelyik nélkiil a

hallasi informécio centralis feldolgozasa lehetetlen lenne.
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