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Bevezetés
Irodalmi attekintés
A hang és a hallészerv - altalanos attekintés

A hang a hallészervet koriilvevd kozegben terjedd, a hallastartomanyon beliil es6
frekvenciaval és amplitudéval jellemezhetd nyomdashulldmok sorozata. Emlés6kben a hang
érzékelésére specializalddott struktira a belsé fiilben talalhaté Corti-féle szerv. A hanginger
egy bonyolult transzdukcids folyamat eredményeként a belsd szdrsejtjekbdl glutamatot
szabadit fel, ami depolarizdlja a ganglion spirale neuronok periférias nyulvanyait. Az igy
kialakul6 receptorpotencial akciospotencial- (AP) sorozat tiizelését valtja ki, ami a ganglion
spirale neuronok periférids nyulvanyéan, sejttestén és centralis nyulvanyan végighaladva a
nucleus cochlearisba (CN) keriil. Ezen anatdémiai elrendezésbdl kdvetkezéen a CN jelenti a
kozponti hallopalydk kiinduldsi pontjat. A neuronalis aktivitas végiil egy szovevényes
utvonalat bejarva az elsddleges hallokérget is eléri, és ekkor alakul ki a hangérzet.

A hanginger szamos tulajdonsagat képesek vagyunk felismerni, egyebek kozott annak
intenzitasat és frekvenciajat, valamint a hangszint és a hangforras térbeli helyzetét. Az
intenzitas (hangerd) ¢és a frekvencia (hangmagassag) dekddoldsa mar a periférian
megkezdddik, ugyanakkor a hangforras térbeli lokalizaciéjanak meghatdrozasa kizarélag a
kozponti idegrendszerben torténik.

A hangeré dontéen a hangérzetet kialakitd nyomashulldm amplitudojatol fiigg. Az
emberi fill, optimalis esetben, a 20-20 x 10° pPa tartomanyba esé nyomashullamokat képes
hangingerként érzékelni (Fonyo, 1999). A hallaskiiszob pontos értéke frekvenciafliggd, és a
megjeldlt 2 x 10° Pa (vagy 102 Wm™) érték csak azon frekvenciatartomanyon beliil
érvényes, amire az emberi fiil a legérzékenyebb (1000-4000 Hz). Annak érdekében, hogy az
igen széles hatarok kozott valtozd intenzitasértékek is konnyen kezelhetové valjanak, a
hangerd szdmszertlisitésére logaritmikus skalat hasznalunk, melynek egysége a decibel (dB).
A konvenci6 szerint egy ép hallasu egyén hallaskiiszobének megfelelé hanginger (2 x 10™ Pa
amplitadd, 2 kHz frekvencia) decibel skalan elfoglalt erdssége 0 dB. A hallaskiiszobot nem
lényegesen meghaladd, emelkedd nagysagi hangnyomads hatdsara az egyes belsd szorsejteken
kialakulé receptorpotencial mértéke nd, mikdzben egyre nagyobb szamu érzéksejt
aktivalodik; megteremtve ezzel a hangerdsség szubjektiv érzékelésének alapjat.

A hangmagassag a hangérzetet kialakito longitudinalis rezgés frekvenciajatol fiigg. Az

emberi fiill a 20-20000 Hz-es frekvenciatartomanyba esd rezgéseket érzékeli hangként. A



megadott tartomanyon beliill a kisebb frekvencidji hangokat mélyebbnek, a nagyobb
frekvencidjikat pedig magasabbnak érzékeljiik.

A hangokat frekvenciadsszetételiik alapjan harom csoportba sorolhatjuk. Az egyetlen
frekvenciaval leirhat6 longitudinalis rezgést tiszta hangnak nevezziik. A tiszta hangok jorészt
specialis berendezéssel (szintetizator) generalhatok, igy a természetben igen ritkan fordulnak
el6. A zemei hangok egy alaphangbol és annak felharmoénikusaibol (felhangok) allnak. A
felhangok frekvencidja az alaphang frekvencidjanak egész szamu t6bbszorose. A kiilonb6zo
hangszerek vagy akar az egyes emberek hangjanak megkiilonboztethetdsége azon alapszik,
hogy eltér az alaphangra rakod6 felhangok szama, frekvencidja és intenzitdsa — azaz a
hangszine. A hangok harmadik csoportjat a zérejek alkotjadk. A zorej olyan Osszetett hang,
ami nem harmonikus részhangokbdl all. Az Gsszetett hangrezgések elemekre bontésa ¢és a
frekvenciat hordoz6 informaci6 tovabbitasa ugyancsak a belsd fiilben kezdddik meg, részben
a tonotopia, részben a faziscsatolas elvének érvényesitésével.

A hallas egy olyan bonyolult transzdukciét kivand folyamat, aminek sordn a kiilsd
hallojaratban talalhaté levegd rezgése, a kozépfiill kozremiikddésével, a belsé fiilben
elhelyezkedd cochlea folyadéktereinek rezgésévé alakul. Minden kozegnek specialis
ellendllasa van a rad hatdst gyakrold longitudindlis rezgéssel szemben, ezt akusztikus
impedancianak neveziink. Mivel a folyadékok akusztikus impedancidja 1ényegesen nagyobb,
mint a gazneml anyagoké, a levegd-folyadék kozeghataron (azaz a kozépfiil légterét és a
cochlea folyadékterét elvalasztd felszinen, amit fiziologids koriilmények kozott a kengyel
talpa borit) jelentds visszaverddés és kovetkezményes amplitudocsokkenés alakulna ki. A
kozépfil hallocsontocskainak egyik feladata, hogy segitik a hangenergia attevédését a kiilso
fiil levego- ¢€s a belso fiil folyadéktere kozott (impedanciaillesztés). A kdzépfiil tovabbi fontos
funkcioja, hogy a hallocsontocskak emeldszerti elrendez6désébdl, valamint a dobhértya és a
kengyel talpanak felszine kozotti kiillonbségbdl fakaddan jelentdsen megnoveli a belsd fiil
folyadéktereit elérd nyomast. Ez a nyomasfokozodas a rezgések maximalis kitérésének
csokkenése aran kovetkezik be. A kozépfiil altal biztositott impedanciaillesztés ¢és
nyomasfokozodas kombinalt hatdsanak eredményeként a hallaskiiszob jelentdsen csokken.

A cochlea az os temporale pars petrosajanak csiga alakban felcsavarodott iirege, melyet
harom péarhuzamosan futd, szintén csiga alakban csavarodott hartyas csatorna (scala) tolt ki
(1A abra). A scala vestibuli a cochlea bazisan a fenestra vestibulival kezdddik, majd a cochlea
csucsan a helicotreméaban atfordul a scala tympaniba, mely a csiga bazisanal a fenestra
cochleae-val végzddik. A scala vestibuli és tympani kozé ¢kelddik a mindkét végén zart scala

media. A scala vestibulit a scala médiatél a membrana vestibularis Reissneri, mig a scala



mediat a scala tympanitél a membrana basilaris valasztja el. A szdrsejtek (azaz a hallés
tulajdonképpeni érzéksejtjei) a membrana basilaris tdmasztosejtjei kozé ekelddve, tobb sorban
helyezkednek el. Mikdzben a belsd szorsejtek mindig egy sort alkotnak, a kiils6 szdrsejtek a
cochlean beliili pozicidjuktol fiiggden harom vagy négy sort alkotnak (1B abra). A szdrsejtek
egy kino- és tobb stereociliumot hordoz6 apicalis felszine a scala media, basolateralis
membranjuk pedig a scala tympani felé¢ tekint (Rohlich, 1999). A scala mediat endolympha
tolti ki, aminek Osszetétele sok szempontbol emlékeztet az intracellularis folyadékéra — azaz
magas kalium-, alacsony natrium- €s elhanyagolhato kalciumkoncentracioval jellemezhetd. A
scala vestibuli és tympani egymassal Osszefliiggd folyadékterében perilympha talalhato,
aminek iondsszetétele nem kiilonbozik jelentdésen a vérplazmaétol. Az eltérd iondsszetétel
miatt az endolympha ¢és perilympha kozt potencialkiilonbség mérhetd, melyet endocochlearis
potencialnak neveziink. Az endocochlearis potencidl mértéke +80 mV (az endolympha
pozitivabb). A szérsejtek nyugalmi membranpotenidlja (ti. a perilympha és az intracellularis
tér kozott fennallo fesziiltség) -70 mV. Elemi megfontolasbol kovetkezden tehat a szdrsejtek

belseje és az endolympha kozott -150 mV elektromos potencial mérhetd.
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1. dbra. A belsé fiil felépitésének és miikodésének alapjai. (A) A cochlea szerkezetét bemutatd
sematikus abra. (B) A Corti-féle szerv vazlata, a cochlea (A) panelen fekete téglalappal kiemelt
részének nagyitott képe. Az (A) és (B) panelek Zdebik (2009) alapjan lettek ujrarajzolva. (C)
Tonotopia a cochlean beliill (Hudspeth és mtsai., 2010 alapjan). A hang rezgésbe hozza a cochlea
folyadéktereiben elhelyezkedd folyadékot, ez a rezgés ,,vandorlohullamot” alakit ki a membrana
basilarison. A vandorlohullam legnagyobb kitérése magas hangok esetén a cochlea bazisahoz,
mély hangok esetén a cochlea csticsahoz esik kozelebb.



A cochlea belsd csontos tengelye (modiolus) fel6l egy harmadik membran, a membrana
tectoria, nyulik be a membrana vestibularis Reissneri és a membrana basilaris kozé, azaz a
szOrsejtek folé. Ahogy a hanghulldimok megrezegtetik a dobhartyéat, a rezgés a kalapacson és
az llon keresztiil attevédik a kengyelre, melynek talpa a fenestra vestibuliban ki-be mozogva
longitudinalis rezgésbe hozza a scala vestibulit kitolté perilympha folyadékrészecskéit. A
rezgés miatt nyomashullam halad végig a scala vestibulin a cochlea cslicsa irdnyaba. Az
egymds utan érkezé nyomashullamok rezgésbe hozzédk a membrana basilarist és olyan
fiiggden a cochlea eltérd szakaszaira esik (1C abra). Ebbdl kovetkezik, hogy a kiilonbozd
frekvencidji hangok mas és mas belsd szdrsejt-populacidkat aktivdlnak a membran basilaris
mentén. A jelenség (tonotopia) a frekvenciadiszkriminacid egyik Iényeges eleme. A magas
hangok altal keltett hullam kitérésének maximuma a cochlea bazisa, a mély hangoké pedig a
cochlea csuicsa kozelében alakul ki (Békésy, 1960; Robles és Ruggero, 2001). A maximalis
kitérés helyének ezen frekvenciafiiggése részben azzal magyardzhatd, hogy a membrana
basilaris merevsége a cochlea bazisatol a helicotrema felé haladva csékken (Emadi és mtsai.,
2004), igy az egyes membrana basilaris szakaszoknal mas és mas az a rezgési frekvencia, ami
a kérdéses szakaszokat rezonancidra készteti. A membrana basilaris valtozd mechanikai
tulajdonsagéaért részben annak valtozd szélessége, részben a benne talalhatdo kotoszovetes
rostok valtozd hossza és vastagsaga felelds. A cochlea bézisanal a membrana basilaris
keskeny (kb. 100 pm), mig a cochlea csucsa felé fokozatosan szélesedik (a helicotremanal kb.
500 um). A membrana basilarisban talalhatd kotdszovetes rostok keresztiranyuak, és egyik
végiik a limbus laminae spiralishoz rogziil. A rostok hossza a helicotrema felé¢ haladva nd,
vastagsaguk pedig csokken (Iurato, 1962; Rohlich, 1999; Dreiling ¢és mtsai., 2002; Wenzel és
mtsai., 2004). Rhode ¢és munkatarsai (1971) szamoltak be arr6l, hogy ¢l6 egyedekben
vizsgalva jelentésen nagyobb a membrana basilaris maximalis kitérése, mint tetemekben (a
téma részletes attekintését lasd: Robles és Ruggero, 2001). A megfigyelésbdl arra
kovetkeztettek, hogy a cochlean belill létezik egy olyan erdsité mechanizmus, ami az
eredetileg Békésy altal ex vivo leirt vandorlohullam maximuma kozelében még nagyobba
teszi a membrana basilaris kitérését, azaz csokkenti a hallaskiiszobot €és pontosabba teszi a
cochlea hangoléasat. Bebizonyosodott, hogy ezen erdsitésért a kiilsd szdrsejtek feleldsek
(Ruggero és Rich, 1991; 2A 4abra), amik membranpotencidljuk megvaltozadsanak hatasara
valtoztatjak a hosszukat (Brownell €¢s mtsai., 1985). A membrana basilaris kitérésekor a kiilsd
szOrsejtek sztereociliumai a kinocilium irdnyaba hajlanak, igy a tiplinkkel 6sszekotott

ciliumvégek membranja megfesziil, aminek kovetkeztében az itt elhelyezkedd



mechanoszenzitiv kationcsatorndk megnyilnak (2B dbra). A fenndldé mintegy 150 mV-os
potencidlkiilonbség hatasara kaliumionok aramlanak az endolymphdbdl a sejtbe, és
depolarizaljak azt. A depolarizacid kovetkeztében a sejthartya fesziiltségérzékeny
motorfehérjéi, a presztinmolekulak megrovidiilnek €s megroviditik a sejtet (elektromotilitas).
Mivel a presztinmolekuldk hossza kozvetleniil a membranpotencialtol fligg, a sejt
megrovidiilése és azt kovetd megnyulasa kalciumfiiggetlen, ezaltal igen gyorsan bekovetkezik
(Zheng ¢és mtsai., 2000; Dallos és mtsai., 2008; Guinan ¢és mtsai., 2012). A folyamat
eredményeként a vandorlohullam maximumanak helyén a kiilsé szorsejtek elektromotilitasa
noveli a kitérést. A hipotézis helyességét megerdsiti, hogy presztin-génkiiitott egerek
vizsgalata sordn mintegy 40 dB-es hallascsokkenést €s a kiilsd szdrsejtek elektromotilitdsanak
megsziinését tapasztaltak (Liberman és mtsai., 2002; Dallos és mtsai., 2008). Bar egyes
szerzOk valoszinlsitik, hogy a kiilsé szdrsejtek a membrana basilaris adott szakaszan a hang
frekvencidjaval megegyez6 frekvenciaval huzoédnak 6ssze €s nyulnak meg, t6bb tanulmany
megkérddjelezi, hogy a kiilsd szdérsejtek valdban képesek-e ilyen nagy frekvencidj
elektromotilitasra (Lu és mtsai., 2006; Ashmore, 2008; Johnson és mtsai., 2011; Guinan ¢és

mtsai., 2012).
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2. abra. A Kkiilsé szérsejtek novelik a vandorlohullam Kkitérésének mértékét a maximumhely
kozvetlen kozelében. (A) A membrana basilaris elmozdulasi sebessége a cochlea adott szakaszan
(3,5 mm tavolsagban a fenestra vestibulitol), kiilonb6z6 hangfrekvencidk esetén, 75 dB hangerd
mellett. Az elmozdulasi sebességet 1ézer velocimetriaval hataroztak meg. A folytonos vonal
kontroll kdriilmények kdzott (in vivo, altatott allat), a szaggatott vonal furoszemid jelenlétében, a
rovid-szaggatott vonal pedig 100 perccel a furoszemid alkalmazast kovetden mutatja az
elmozdulési sebességet a hangfrekvencia fiiggvényében. A furoszemid csokkenti az endolympha
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szérsejtek motilitasat. Lathatdo hogy a kiilsé szérsejtek motilitasanak gatlasa reverzibilisen
csokkenti a membrana basilaris elmozdulasi sebességét. Erdemes felhivni a figyelmet az ordinata
tengely logaritmikus beosztasara. Az abra forrdsa: Ruggero és Rich, 1991. (B) A kiils6 szdrsejtek
motilitdsa a sejthartydban elhelyezkedd presztinmolekuldk megnyulasa és megrovidiilése altal
valosul meg. Ezen molekuldk hossza kozvetlenil a membranpotencidltél fiigg. A
membranpotencial a stereociliumok elmozdulasaval valtozik. A stereociliumoknak a kinocilium
irdnyaba torténd elmozduldsa mechanoszenzitiv ioncsatorndkat nyit és depolarizalja a szOrsejtet;
ellenkez6 iranyu elmozdulas pedig hiperpolarizal. Az dbra forrasa: Guinnan €és mtsai., 2012.

A belsé szorsejtek apicalis felszine a kiilsé szdrsejtekéhez hasonld felépitésti, igy a
membrana tectoriaval vald fizikai érintkezés itt is azonos médon okoz depolarizaciot (3.
abra). A depolarizacié hatdsara fesziiltségfiiggd, depolarizacié hatasara aktivalédo csatornak
nyilnak meg a basolateralis membranban, ami tovabb depolarizdlja a sejtet ¢és
receptorpotencial kialakuldsdhoz vezet. A depolarizacid fesziiltségfiiggd kalciumcsatornakat
aktival, amiken keresztiill a perilympha folyadékteréb6l Ca-ionok aramlanak a sejtbe,
eldidézve az intracellularis Ca’-koncentracié emelkedését. A  megndvekedett
kalicumkoncentraci6 a serkentd hatdsu neurotranszmitter, glutamat felszabadulasat okozza. A
bels¢ szdrsejteken nem alakul ki AP, a glutamat felszabaduldsat kozvetleniil a
receptorpotencial hatasara megemelkedd intracellularis Ca®-koncentracid okozza. A belsd
szOrsejtekbol felszabaduld glutamat a ganglion spirale sejtek periféridas nyulvanyait
depolarizalja. A jel analog-digitalis atalakitdsa tehat a ganglion spirale sejtek periférids
nyulvanyanak végén torténik meg, ahol a glutamat altal kivaltott posztszinaptikus potencial
akciospotencial-sorozatot valt ki. A ganglion spirale sejtek centralis nyulvanyai altal alkotott
halloidegrostokrol idéegység alatt elvezethetd akcids potencidlok szama a hangerd
emelkedésével no; részben az egy rostrol elvezethetd akcidspotencial-frekvencia, részben az

aktivalddo rostok szamanak fokozodasa miatt.

f% — f% — | /
o/ -J \®)
receptor-
potencial ’—‘
PO Rt >
belsé szérsejt
ARERRRRIH R
B = N
halléidegrost H akcide
potencialok
(frekvenciakod)

3. dbra. A belsé szorsejtekbél felszabadulé glutamat noveli a halloidegrostok AP-
frekvenciajat. A vandorlohullam legnagyobb kitérésének helyén a membrana tectoria a belsd
szorsejtek stereociliumait a kinocilium irdnyaba mozditja el. Ilyen irdnyt stereociliumelmozdulés
mechanoszenzitiv csatorndkat nyit és depolarizalja a sejtet. A depolarizacié glutamatfelszabadulast
okoz a sejt bazalis oldalan, ami megndveli az adott belsd szdrsejttel szinaptizald halldidegrostok
akcidspotencial-tiizelési frekvenciajat.
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A nervus acusticus rostjairol még ingerlés (hang) hidnyaban is vezethetdk el akcios
potencialok, azaz a ganglion spirale neuronok spontan aktivitdst mutatnak. A rostok egy
részénél a spontan tlizelési frekvencia alacsony, mig mas rostok spontin AP frekvencidja
nagyobb. A belsé szdrsejtek aktivaldsa soran ezen spontan AP-frekvencidhoz képest
novekedik meg az egyes acusticus rostok aktivitasa.

Egy ganglion spirale sejt csak egy belsd szdrsejttel szinaptizal. Ebbdl kovetkezik, hogy
a tonotopia a ganglion spirale sejtek és axonjaik szintjén is megtartott, azaz minden
halloidegrosthoz rendelhetd egy ,,sajat” (vagy karakterisztikus) hangfrekvencia. Az emberi
fiilben oldalanként kb. 3000—4000 belsd szdrsejt van, amikhez mintegy 31000 ganglion
spirale sejt csatlakozik; kovetkezésképp egy belsd szorsejttel kb. 10 ganglion spirale neuron
létesit szinaptikus kapcsolatot. Erdemes ramutatni, hogy az ugyanazon belsé szdrsejttel
szinaptizalo akusztikus rostok glutamatérzékenysége kiilonb6z0, ami hozzéajarul az emberi
hallészervet jellemzd igen széles dinamikus spektrumhoz (Liberman, 1982; Merchan-Perez és
Liberman 1996; Ryugo és Parks, 2003). Az eltérd glutamatérzékenység hatterében az eltérd
felszinli posztszinaptikus denzitas allhat (Liberman és mtsai., 2011). Altaldanossagban
elmondhat6é, hogy a kis spontan AP-frekvenciat mutaté rostok glutamatérzékenysége
nagyobb, mint a nagy frekvencidju intrinsic aktivitdst mutaté axonoké, igy a legalacsonyabb
intenzitasi hangokra az eldbbiek reagalnak (Schmiedt, 1989). Kelléen mély hangok esetében
a nervus acusticus akcids potencialjai a nyomashullamok csucsanak megfeleld idépontban
jelennek meg a legnagyobb szdmban (faziscsatolds). A féziscsatolds jelensége értékes
segitséget nyujt a hangingerek frekvencidjanak ¢és a hangforrds lokalizaciojanak
meghatarozasadhoz egyarant.

A ganglion spirale sejtek centralis nyulvanyai alkotjdk nervus cochlearis (vagy nervus
acusticus) €s a hozza csatlakozo harom vestibularis ideg alkotja a nyolcadik agyideget (nervus
statoacusticus vagy vestibulocochlearis). A nervus vestibulocochlearis a nyultvel6-hid
hataron, ventral feldl éri el az agytorzset, ahol az acusticus és vestibularis rostok kiilon
kotegre oszlanak. A vestibularis rostok a vestibularis magvakhoz, mig a halldideg rostjai a

nucleus cochlearishoz tartanak (Szentagothai és Réthelyi, 2006).

A halléidegrostok sorsa a nucleus cochlearisban és a hallopalyak eredése
Régcsalokban a nucleus cochlearis a nyultveld-hid hataron, az agytdrzs lateralis

felszinén talalhato. A mag két {6 részre oszthato, ezek a nucleus cochlearis ventralis (VCN) és

dorsalis (DCN). A VCN-en beliil elkiilonithetd még a nucleus cochlearis anteroventralis és

posteroventralis. A DCN a nucleus cochlearis posteroventralishoz dorsalis irany feldl
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kapcsolodik. Helyzetébdl fakadéan a DCN csak a kisagy eltavolitdsa utan, az agytorzs
dorsalis oldala feldl, a fossa rhomboidea recessus lateralisaban valik lathatova (Paxinos és
Watson, 2007). A CN kizardlag monauralis bemenettel rendelkezik, azaz csak az azonos
oldali ganglion spiralébdl érkezd acusticus rostok érik el. A CN a halldidegen kiviil tobb mas
bemenettel is rendelkezik, igy — egyebek kozott — informaciot kap az olivocochlearis kotegtol,
a colliculus inferiorbol, a hallokéregtdl, az ellenoldali CN-t6l, a ganglion vestibularetdl, a
vestibularis magvaktol, a trigeminus magtol és a nucleus cuneatustol (Brown €s mtsai., 1988;
Caceido ¢és Herbert, 1993; Weedman és Ryugo, 1996; Schofield és Coomes, 2005; Burian és
Gstoettner 1988; Bukowska 2002; Zhan és mtsai., 2006). A nervus vestibulocochlears
acusticus rostjai a VCN-be torténd belépésiik utan azonnal kettédgaznak. A felszallo agak a
CN anteroventralis, a leszallo kollateralisok pedig a CN posteroventralis és dorsalis részébe
futnak (Osen, 1969; Brawer ¢s Moorest, 1975; Fekete ¢s mtsai., 1984). Mind a VCN-ben,
mind a DCN-ben végzddd acusticus rostok mutatjak a tonotopia-cochleotdpia elve szerinti
rendezddést (Fekete és mitsai., 1984; Ryugo és May, 1993). A nucleus cochlearison beliil
minden acusticus informaciot hordoz6 rost atkapcsolodik, igy a beérkezd aktivitasi
mintdzatok 0j sejtre vagy sejtekre tevodnek at. A nyolcadik agyideg rostjainak elagazasaval a
CN-ban kezdddik meg a hallopalya divergalasa, azaz a hallasi informacio szétosztasa tobb,
parhuzamos feldolgozd rendszer kozott. A rendszer elrendezésébdl fakaddan a nucleus
cochlearisba érkez6 aktivitas tobb csatornan jut el a colliculus inferiorig, ahol ezen csatorndk
konvergélasaval a hallasi informacio tovabbitdsa jra egy csatornan keresztiil zajlik, és a
corpus geniculatum mediale kdzbeiktatdsaval éri el a hallokérget.

A nucleus cochlearis dsszetett cytoarchitektiraval jellemzhet6 struktara, amit jol példaz,
hogy Lorente de No tanulmanyaban 40-50 sejttipust vélt elkiiloniteni (Lorente de N6, 1933).
A mag egyes jellegzetes sejttipusainak részletes vizsgala Nissl- és Glees-festés (Osen, 1969),
valamint Golgi-impregnacios technika alkalmazésaval tortént (Brawer és mktsai., 1974). A
CN egyes sejttipusainak nomenklatiraja a mai napig ezeken a régi, am igen koriiltekintd és
részletes tanulmanyokra épiil. A VCN legfontosabb projekcids neuronjai a szferikalis bushy-,
globularis bushy-, octopus- ¢és stellate-sejtek. Az utdbbi sejtcsoport nem egységes, inkabb
afféle gylijtéfogalomnak tekinthetd. A projekcios sejteken kiviil szamos interneuron-féleséget
is dokumentaltak, egyebek kozott a Golgi- és a szemcsesejteket. A DCN projekcids neuronjai
a piramis- (vagy fusiform) és az oridssejtek. A DCN szamos interneuronnak is helyet ad,
egyebek kozott talalhatok itt cartwheel-, Golgi-, és szemcsesejtek. Igen jellegzetes, dontden a
DCN-ben eldforduld sejtalak a Purkinje-szeri sejt, aminek részletes bemutatdsa kiilon

fejezetben torténik. Erdemes azonban mar itt ramutatni, hogy ezen sejttipus esetében még
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arrol sincsen egyetértés az irodalomban, hogy vajon axonjai elhagyjak-e a nucleus cochlearis

teriiletét; azaz projekcids- vagy interneuronok-e.
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4. dbra. A nucleus cochlearis egyes sejttipusainak legfontosabb projekcioi. A CN neuronjainak
axonjai harom rostkdtegen keresztiil hagyjak el a magot: stria acustica ventralis (VAS), stria
acustica intermedia (IAS) és stria acustica dorsalis (DAS). A legfontosabb projekciokat piros
szinnel emeltiik ki. Az abran alkalmazott roviditések a kovetkezd idegmagokat jelolik: corpus
geniculatum mediale (CGM), colliculus inferior (CI), nucleus cochlearis (CN), dorsalis
periolivaris magvak (DMPO), oliva superior lateralis (LSO), nucleus medialis corporis trapezoidei
(MNTB), oliva superior medialis (MSO), periolivaris magvak (PO), lateralis periolivaris magvak
(POL), ventralis periolivaris magvak (POV), nucleus paraolivaris superior (SPN) és nucleus
ventralis lemnisci lateralis (VNLL). Az abra Cant és Benson (2003) alapjan késziilt.

A nucleus cochlearis projekciés neuronjai tobb magasabb rendi hallémagba is
projicialnak; axonjaik harom utvonalon — stria acustica ventralis vagy corpus trapezoideum,
stria acustica intermedia ¢és stria acustica dorsalis — érik el célpontjaikat (4. &bra). A stria

acustica ventralist tulnyom6 részben a bushy-sejtek axonjai képezik, amik az oliva

superiorhoz és az ellenoldali lemniscus lateralis magvakhoz tartanak (Smith, 1991, 1993;
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Cant és Benson, 2003). A stria acustica intermedia dontden az octopus-sejtek axonjaibol all,
¢s az ellenoldali lemniscus lateralis magvakhoz, valamint az oliva superiorhoz projicial
(Schofield és Cant, 1997; Cant és Benson, 2003). A stria acustica dorsalison keresztiil a DCN
projekcids neuronjai (azaz a piramis- és az oridssejtek) kiildik axonjaikat a hallépalya mas
magvaihoz. A piramis-sejtek dontden a contralateralis colliculus inferiorhoz és corpus
geniculatum medialehez projicidlnak; bar irtak le azonos oldali colliculus inferiorhoz tartd
axonokat is (Ryugo és Willard, 1985; Cant és Benson, 2003). Az Oridssejtek dontéen
ugyancsak az ellenoldali colliculus inferiorhoz projicidlnak, bar egyes oridssejtek axonjai az
ipsilateralis colliculus inferiort és a contarlateralis nucleus cochlearist is elérik (Ryugo és

Willard, 1985; Cant és Benson, 2003).

A somatosensoros és acusticus informacié integralasa a nucleus cochlearis
dorsalisban

A disszertacié a DCN két sejttipusarol szolgaltat 0j ismereteket, ezért a jelen alfejezet
ezen strukturat kivanja részletesebben bemutatni. Bar sok informacio all rendelkezésre a DCN
egyes sejttipusainak morfoldgidjarol, kapcsolatrendszerérdl €s funkciondlis sajatsagair6l, a
DCN egészének funkcidja a mai napig nem pontosan tisztazott.

A DCN egy evoluciésan valtozd fejlettséget mutatd struktira. Féemldsokben és
emberben kevésbé fejlett, és ezzel egyiitt kevésbé rendezett sejtszerkezetet mutat, mint a
torzsfejlodés alacsonyabb szintjén allo emldsokben. A torzsfejlodés magasabb szintjein a
szemcsesejtek elhelyezkedése és mennyisége, tovabba egyes majomfajok esetében még a
piramis-sejtek elhelyezkedése is eltér a tobbi emldsben tapasztalhatotol (Moore, 1980; Rubio
¢és mtsai.,, 2008). Bar a DCN sejtszerkezetét ¢és funkcidjat macskaban vizsgaltak
legrészletesebben, tobb tanulmany is foglalkozik a ragcsalok azonos struktardjaval. A nem-
féemlds fajok kozott a DCN szerkezetében és szervezOdésében esetlegesen tapasztalhatod
eltérés nem szamottevo (pl. Mugnaini €s mtsai., 1980 A; Browner és Baruch, 1982).

A DCN mind coronalis, mind sagittalis metszetekben réteges szerkezetet mutat. Habar
kiilonboz6 szerzok eltérd fajokban végzett vizsgalataik alapjan eltérdé szamu (3—5; Hackney és
mtsai., 1990; Mugnaini és mtsai., 1980 A) és nomenklatirdju réteget irnak le, a legtobb
tanulmany harom réteget kiilonboztet meg (Osen, 1969; Brawer és mtsai., 1974). A
legfelszinesebben elhelyezkedd molekuldris rétegben a szemcsesejtek axonjai altal 1étrehozott
parallel-rostok, a piramis-sejtek apicalis dendritjei, néhany szemcsesejt teste és a Purkinje-
szerli sejtek (PLC-k) taldlhatok. A molekularis réteg alatt a piramis-sejtes réteg huzddik,

amiben a piramis-neuronok sejtteste, a legtobb szemcsesejt szoméja, valamint a cartwheel- és
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a Golgi-sejtek szomai taldlhatok. A DCN mély rétege tartalmazza a legtobb dridsneuron
sejttestét és a piramis-sejtek basalis dendritfajat.

A DCN {6 projekcids neuronjai, azaz a piramis- €s az oriassejtek elkiilonitését sok
esetben neheziti, hogy mindkét sejttipus hasonld projekcios teriilettel, bemenetekkel ¢és
tiizelési mintazattal jellemezhetd. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy sok szerzé még a
funkcionalis elkiilonithetdségiiket is vitatja, igy ezen alfejezetben is egyiitt kezeljiik dket. A
piramis- ¢és Oriassejteket elérd serkentd bemenetek két f6 csoportra oszthatoak; a basalis
dendriteken dontéen az acusticus rostok szinaptizdlnak, mig az apicalis nyualvanyokon a

szemcsesejtek axonjai altal alkotott parallel-rostok végzddnek (5. 4bra).
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5. abra. A nucleus cochlearis dorsalis neuronhalézata. A nucleus cochlearis dorsalis
neuronhaldzatanak egyszeriisitett, sematikus rajza (Oertel és Young, 2004 alapjan). A zold szin a
glutamaterg, a narancssarga a glicinerg, a piros pedig a GABAerg sejtek szomajat jeloli. A fekete
preszinaptikus terminalisok glutamatergek, a pirosak GABAergek, a narancssargak glicinergek. A
DCN kiilonb6z6 forrasbdl szarmazo glutamaterg bemeneteit és kimenetei ugyancsak lathatoak.

A dendritikus tiiskéktdl mentes basalis dendriteken végzddd, hallasi informéciot
kozvetitd acusticus rostok altal képzett szinapszisok mikodésében nem tapasztaltak
szdmottevd szinaptikus plaszticitdst (Fujino és Oertel 2003; Oertel és Young 2004). Az
apicalis nyulvanyok dendritikus tiiskéin végz6dd parallel-rostok dontden a fiilkagylok és a

fej-nyak helyzetérdl kozvetitenek somatosensoros ¢€s vestibularis informaciot (Weinberg és

Rustioni 1987; Burian ¢és Gstoettner 1988). Ezen szinapszisok miikodése igen képlékeny,



azokban nagyfoku, kétiranyu plaszticitast (hosszu tdva potencidcié és depresszid) mutattak ki
(Fujino és Oertel 2003; Oertel és Young 2004).

A szemcsesejtek tobb forrasbol érkezd informacid integralasdra képesek. Egyik
legfontosabb bemenetiiket somatosensoros informaciéo forméjdban a nucleus cuneatusbol
kapjak (Zhan és mtsai.,, 2006; Ryugo és mtsai., 2003). Kisérletes tapasztalatok szerint a
macska DCN-16l elvezethetd legnagyobb amplitiddju kivaltott potencialt a masodik nyaki
gerincveldi szelvényhez tartozo gerincveldi ideg elektromos stimuldcioja valtja ki. Ez a
gerincveldi ideg, tobbek kozott, a flilkagyld mozgatasat végzd izmok proprioceptiv idege.
Mikozben a fiill mozgatdsat végzd izmok megnyuajtasa a DCN projekcidés neuronok AP-
tiizelési frekvenciajat jelentésen befolyésolja, a fiilkagyld bdrének és szérének ingerlése nincs
hatdssal ezen sejtek aktivitdsara (Kanold és Young, 2001). Ezek a kisérleti adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a fiilkagylok helyzetének beallitasaért felelds izmok és a DCN
projekcids neuronjai kozott szoros egylittmiikddés van; azaz a kérdéses neuronok aktivitasat a
hangingerek mellett a fiil térben elfoglalt helyzete is befolyasolja. Kénnyen belathato, hogy ez
a mechanizmus a hangforras térbeli helyzetének meghatirozasdban lehet kiemelkedd
jelentdségli. A szemcsesejtek egyébként a hallopalya magasabban elhelyezkedd struktaraitol
is kapnak bemenetet, egyebek kozott a colliculus inferiortol (Caceido és Herbert, 1993) és a
hallokéregtél (Weedman és Ryugo 1996, Schofield és Coomes 2005).

A DCN projekciés neuronjainak miikodését természetesen gatlo hatast bemenetek is
befolyasoljak. A DCN gétlé hatasu interneuronjai koziil kiemelhetok a cartwheel-sejtek, amik
a szemcsesejtektdl kapnak serkentd bemeneteket. A cartwheel-sejtek axonjai a piramis- és az
oriassejtekkel 1étesitenek szinaptikus kapcsolatokat. A DCN projekcios neuronjain végzodo
masik fontos gatld sejttipus a tuberculoventralis-sejt. Ezen sejtféleség jellegzetessége, hogy
egy sziik hangfrekvencia-tartomanyra érzékenyek, és ilyen frekvenciaji hang jelenlétében
jelentds aktivitasfokozddast mutatnak (un. Il-es tipust tlizelési mintdzat; Spirou és mtsai.,
1999; Rhode, 1999). Gatloneuronok révén, a tuberculoventralis-sejtek aktivitdsa gatolja a
projekcios neuronok tiizelését (Voigt és Young, 1990).

A projekcios neuronokra jellegzetes tlizelési mintdzat az Un. IV-es tipusu aktivitas
(Young és Brownell, 1976; Rhode és mtsai., 1983; Rhode és Smith, 1986; Spirou és Young,
1991; Joris, 1998). Ennek lényege, hogy egy megfeleld ¢és kellden keskeny savba esd
frekvencidji hanginger hatdsdra a vizsgalt neuronok tiizelési aktivitasa csokken, ami
valoszinlileg a tuberculoventralis-sejtek gatld hatdsanak eredménye. Ugyancsak AP-
frekvencia-csokkenést  lehetett  megfigyelni  akkor is, amikor wugyan széles

frekvenciaspektrumu hangingert alkalmaztak, de a specifikus keskeny
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frekvenciatartoméanyban a hangerd jelentdsen kisebb volt (,,foghijas hangspektrum”). Az ilyen
¢s ehhez hasonlo kisérleti eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a DCN projekcios
neuronjainak aktivitdsat kiilondsen hatékonyan befolyasolja a ,foghijas spektrumu”
hangingerek jelenléte. Fontos megjegyezni, hogy széles- ¢és folyamatos-spektrumu
hangingerbdl a fiilkagylo foghijas hangspektrumot alakit ki, ami a pinna arnyékold hatasanak
tudhatd be. A spektrumban kialakulé hiany a hangforrds és a pinna egymashoz képest
elfoglalt helyzetének megfelden valtozik, igy ezen spektralis kiesés (Un. ,,spektralis kulcs”™)
frekvenciaja a hangforras fiiggdleges €s vizszintes siku poziciojatol és annak esetleges
elmozdulasatol fiigg (Musicant és mtsai., 1990; Rice és mtsai., 1992; Xu és Middlebrooks,
2000).

A fentiek alapjan ugy tlinik, hogy a DCN projekcios neuronjai olyan bemenetekkel
rendelkeznek, amelyek tobb modalitason keresztiil is informéciot kozvetithetnek a hangforras
térbeli helyzetér6l. A ma legszélesebb korben elfogadott elmélet szerint a DCN egyik
lehetséges funkcidja a spektralis kulcsok és a somatosensoros bemenetek alapjan végzett
hangforrés-lokalizacié (Oertel ¢és Young, 2004). Ezen feltételezett funkcio jelentOségét
kiemeli, hogy a mechanizmus informaciot szolgaltat a hangforrds verticalis sikban elfoglalt
helyzetérdl, amire a joval precizebb — binauralis bemeneteket felhasznaldo — lokalizacios
mechanizmus nem alkalmas.

A DCN-t lehetséges funkciodi, sejtszerkezete és bemenetei alapjan a kisaggyal és mas
»Kkisagyszeri” képletekkel rokon struktiranak tartjak. A kisagy jol ismert, mozgasi
funkcidban bet6ltott szerepe a sensoros események elérelatasan keresztiil valosul meg (Nixon,
2003; Bell és mtsai., 2008). Hasonl6 funkcidt lathatunk egyes elektromos halak (mormyridae)
elektroszenzoros lebenye esetében (Bell és mtsai., 1993; Bell és mtsai., 1997). A kisagy ¢€s a
kisagyszert strukturak kozos sajatossaga, hogy multi-modélis sensoros vagy sensorimotoros
integraciot valositanak meg. Mindkét esetben egy szemcsesejt—parallel-rost rendszer kozvetiti
az output neuronok fel¢é a tobbféle sensoros vagy motoros informaciot. Ez az
informacidattevédés olyan szinapszisokon keresztiil valosul meg, amik jelentés mértéki
plaszticitast mutatnak (Oertel és Young, 2004). A fenti struktiradk tovabbi jellegzetessége,
hogy a jelentdés konvergenciat és plaszticitdst mutatd parallel-rostos bemeneten kiviil egy
masik, jelentds szinaptikus plaszticitdst nem mutaté bemenettel is rendelkeznek (Oertel és

Young, 2004).
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A Purkinje-szeri sejtek

Léteznek olyan tedridk, amik parhuzamot vonnak a cerebellum és a DCN szerkezete €s
miikodésiik egyes alapelemei kozé (pl. Oertel és Young, 2004). Bar a hasonlosag egyes
pontokon nehezen lenne vitathatd, a két struktura természetesen szamos lényeges pontban
jelentdsen kiilonbozik egymastol. A kisagykéreg projekcios neuronjai a GABAerg Purkinje-
sejtek, mig a DCN projekcios neuronjai a glutamaterg piramis- €s oOriassejtek — bar 1éteznek
feltételezések a contralateralis DCN-be projiciald, glicinergnek gondolt O6ridssejtek
jelenlétérdl is (Alibardi, 2003). A DCN neuronhéalézatiban elfoglalt helyiik alapjan a
cartwheel-sejtek tlinnek a kisagyi Purkinje-sejtekkel analdg struktiranak (Oertel és Young
2004); de ezek inter-, nem pedig projekciés neuronok. Egy érdekes tedria szerint, bar a
cartwheel-sejtek tartalmazzdk a GABA bioszintézis¢éhez elengedhetetlen glutamat-
dekarboxilazt, azok mégis glicinerg neuronok lennének. A feltételezés onnan eredeztethetd,
hogy a piramis-sejtekrdl elvezetett, valosziniisithetden cartwheel-sejtektdl szarmazo, gatld
posztszinaptikus aramok sztrichnin alkalmazasdval kivédhetdk voltak (Golding és Oertel,
1997). A kisagyi analdgia talajan maradva, a DCN projekcidés neuronjai a mély kisagyi
magvak sejtjeinek felelnének meg.

A Purkinje-szerli sejtek a DCN egy olyan sejttipusat alkotjak, amik morfologiajuk
alapjan lényegesen nagyobb hasonldsdgot mutatnak a cerebellaris Purkinje-sejtekkel, mint a
cartwheel-sejtek. A PLC-k, hasonldéan a cerebellaris Purkinje-sejtekhez, igen intenziv
calbindin-specifikus immunpozitivitast mutatnak (Hurd és Feldman, 1994; Spatz, 1997;
Spatz, 2003; Por és mtsai., 2005). Legnagyobb szamban kdzvetleniil a DCN subependimalis
felszine alatt fordulnak eld, de néhany PLC-t a DCN mélyebb rétegeiben és a VCN-ben is
megfigyeltek mar (Hurd és Feldman, 1994). A PLC-k sejtteste altalaban gémbdlyli vagy
enyhén tojasdad, és mintegy 20-30 um atmérdjii. Dendritikus nyulvanyrendszeriik a kisagyi
Purkinje-sejtekhez hasonldan dus elagazddast mutat, de azokkal ellentétben a mag belseje
felé, centripetalisan terjed ki. Valdsziniisithetd, hogy a PLC-k axonjai — vagy azok
kollateralisai — elhagyjak a DCN-t (Spatz, 2003; Pocsai és mtsai.,, 2007). A PLC-k
elektrofiziologiai  és  membransajatsagait, szinaptikus ~ bemeneteit, lehetséges

neurotranszmitterét és cerebellin expressziojat eziddig nem vizsgaltak.

Kolinerg modulacié a nucleus cochlearisban
Tobb adat szo6l amellett, hogy a CN miikodését érdemi modon befolyasoljdk egyes
kolinerg mechanizmusok. Immunhisztokémiai kisérletekben muszkarinos kolinergreceptorok

¢s vezikuldris acetilkolin-transzporter jelenlétét és megoszlasat egyarant leirtdk (Yao és
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Godfrey, 1995; Yao ¢és Godfrey, 1999 A). Neuronalis jeloléanyagok alkalmazasaval azt is
igazoltak, hogy szdmos agyi teriiletrdl érkeznek kolinerg rostok a nucleus cochlearisba;
egyebek kozott az oliva superiorbdl, a nucleus pedunculopontinus tegmentalisbol €s a nucleus
laterodorsalis tegmentalisbol (Sherriff és Henderson, 1994; Mellott és mtsai., 2011). In vitro
és in vivo kisérletek taniisaga szerint kolinerg agonista alkalmazasara a DCN spontan
aktivitast mutatd neuronjainak kb. 90%-a aktivitdsvaltozassal reagal (Chen és mtsai., 1994;
Zhang ¢s Kaltenbach 2000).

A fenti, altalanosnak mondhatd megfigyelések mellett 1éteznek adatok a kolinerg
moduldciés mechanizmusok sejttipusfiiggd hatdsaira vonatkozoan is. Egy korabbi
mutatta ki a DCN oriassejtek kolinerg modulalhatosagat. Beszamoltunk arrél, hogy az
oriassejtek dendritjei ¢és az azokat elérd parallel-rostok kozotti szinapszisokban a
neurotranszmisszié preszinaptikusan elhelyezkedé M3-tipustt muszkarinos receptorokon
keresztiil modulalhat6 (Pal és mtsai., 2009). Ez a megfigyelés jol egybecseng azon adatokkal,
miszerint a CN szemcsesejteket tartalmazé teriiletein nagy szamban fordulnak elé kolinerg
idegvégzddések (McDonald ¢és Rasmussen 1971; Ryugo ¢és mtsai.,, 2003). Korédbbi
eredményeink felvetették tovabba annak lehetdségét, hogy a szemcsesejtek is alanyai lehetnek
egyes kolinerg modulaciés mechanizmusoknak. A tedria megerdsitését vagy elvetését célzo

specifikus kisérletekre azonban ezidaig nem kertilt sor.
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Célkitizeések

A nucleus cochlearis dorsalis egy evoluciésan valtozo fejlettséget mutatd, sok
1degsejttipust tartalmazd, hallési és somatosensoros informaciot integral6 struktura. Funkcioja
nem minden részletében tisztazott, de egyebek kozott részt vesz a hangforras lokalizaciojanak
meghatdrozasaban. Jelen PhD munkdban a nucleus cochlearis dorsalis két sejttipusat, a
Purkinje-szerii neuronokat és a szemcsesejteket vizsgaltuk. Vizsgalataink célja az volt, hogy
uj adatokkal jaruljunk hozzd a mag ¢és a benne taldlhatd neuronhaldzat funkcidjanak és
szervezddésének pontosabb megértéséhez.

A Purkinje-szerii sejt egy ritka és keveset vizsgalt sejttipus, amivel kapcsolatban
funkcionalis adatok eddig egyaltalan nem alltak rendelkezésre. Ezért jelen munkédban célul
tlztiik ki:

crer

1. A Purkinje-szeri sejtek morfologidjanak részletes vizsgalatat, azok

egyértelmil azonositasanak eldsegitése végett.

2. A Purkinje-szeri sejtek altal hasznalt neurotranszmitter meghatdrozasat,

annak érdekében, hogy megitélhetd legyen azok gatlod vagy serkentd jellege.

3. A Purkinje-szeri sejtek membransajatsagainak ¢€s tlizelési mintazatanak

vizsgalatat.

4. A Purkinje-szerli sejtek szinaptikus bemeneteinek funkcionalis vizsgalatat,
annak reményében, hogy kideritsiik, vajon részét képezik-e ezek a sejtek a

nucleus cochlearis dorsalis neuronhaldzatanak.

5. A Purkinje-szerli sejtek cerebellinexpressziés-mintdzatanak vizsgalatat, és
annak Osszehasonlitasat a kisagyi Purkinje-sejtekével, annak reményében,
hogy megallapitsuk, hogy a két sejtféleség kozotti morfoldgiai hasonldsag

vajon erre a sajatossagra is kiterjed-e.

A szemcsesejtek a DCN legkisebb méretii, ugyanakkor legnagyobb szamban el6forduld
sejtjei, melyek fontos szerepet toltenek be a multimodalis sensoros integracioban és a
projekcids neuronok tlizelési mintazatanak kialakitdsaban. Ismert volt, hogy kolinerg
agonistak alkalmazasa a mag mas sejtjeinek (pl. piramis- és cartwheel-neuronok) aktivitasat
megvaltoztatja; tovabba leirtdk kolinerg termindlisok jelenlétét a nucleus cochlearis
szemcsesejteket nagy stirliségben tartalmazd teriiletein. Mindezen adatok ellenére a

szemcsesejtek kolinerg moduldlhatosdganak vizsgalatdra ezidaig nem keriilt sor. Mivel a
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kolinerg modulécié a nucleus cochlearis dorsalisban jelerdsité hatdssal rendelkezik; tovabba
léteznek feltételezések, miszerint a kolinerg moduldciés mechanizmusok talfokozott
miikédése fiilzigashoz vezethet (Chang és mtsai., 2002; Jin és mtsai., 2006; Kaltenbach és
Zhang, 2007), a szemcsesejtek kolinerg befolydsolhatosdgara vonatkozo 1) ismereteknek
fontos gyakorlati jelent6sége is lehet. Ezért a munka masodik részében az alabbi két

jelenségre dsszpontositottunk:

1. A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtek kolinerg moduldlhatosdganak
vizsgalata, funkcionalis és immunhisztokémiai mddszerek alkalmazasaval. A
kolinerg  hatds  meglétét ¢és  jellemzdit  agyszeletekben  torténd
kalciumkoncentracio-méréssel vizsgaltuk, mert ez a technika modot ad sok

sejt aktivitasanak egyidejii nyomon kovetésére.

2. A kolinerg hatasért felelds receptor(ok) azonositasa, részben receptoraltipus-
specifikus immunhisztokémia, részben altipus-szelektiv —antagonistak

alkalmazasaval.
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Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

Az elektrofiziologiai kisérleteket és az intracellularis kalciumkoncentracio-méréseket 8—
14 napos, az immunhisztokémiai jeloléseket pedig 15 napos és 1-3 honapos (felndtt), vegyes
nemi Wistar-patkanyokon végeztilk. Az alkalmazott kisérleti eljarasokat a Debreceni
Egyetem Allatkisérletes Bizottsaga és az ,,Animal Care and Ethics Committee of the
University of The New South Wales” jévahagyta. A kisérletek kivitelezése teljes mértékben
megfelelt a vonatkozo specifikus magyar, ausztral és nemzetkozi jogszabalyoknak. Az allatok
tenyésztése a Debreceni Egyetem Elettani Intézetének kisérletes allathazaban, természetes
nap-éj ciklus mellett tortént. Elelem és viz ad libitum rendelkezésre allt. A kisérletek

elvégzése soran a patkanyok a lehetséges legkisebb stressznek és fajdalomnak lettek kitéve.

Vegyszerek és oldatok

A funkcionalis mérésekhez a kovetkezd Osszetételii miivi cerebrospinalis folyadékot
(aCSF) alkalmaztuk (mmol/l): 125 NaCl; 2,5 KCI; 26 NaHCOs3; 10 gliikoz; 1,25 NaH,POy;
2 CaCly; 1 MgCly; 3 mio-inozitol; 0,5 aszkorbinsav; 2 natrium-piruvat. A talélé agyszeletek
valtozata (LaCSF) szolgalt (mmol/l): 250 szaharéz; 2,5 KCl; 26 NaHCOs; 10 gliikoz;
1,25 NaH,POg; 1 CaCl,; 2 MgCly; 0,5 aszkorbinsav.

A funkcionalis mérések soran bizonyos esetekben az aCSF-et a glutamaterg, glicinerg
¢s GABAerg neurotranszmissziot gatld extracellularis oldattal egészitettiik ki (3G-koktél). A
glutamaterg ingeriiletattevodést 10 pmol/l 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-szulfamoil-
benzo[f]quinoxalin-2,3-dionnal (NBQX) ¢és 50 umol/l D-2-amino-5-foszfonopentanoattal (D-
APS); a glicinerg neurotranszmissziot 1 umol/l sztrichninnel, a GABAerg szinapszisokat
pedig 10 umol/l bikukullinnal gatoltuk.

A Purkinje-szerti sejtek elektrofiziologiai vizsgalatdhoz hasznalt, a patch-clamp
pipettdban levé oldat Osszetétele a kovetkezd volt (mmol/l): 118 K-gliikonat; 4 KCI;
10 HEPES; 4 K,-ATP; 0,3 Nas-GTP; 10 Na,-foszfokreatin; kb. 8 biocitin.

A kalciumkoncentracio-mérések az Oregon Green 488 BAPTA-1 fluoreszcens
kalciumindikator-festék (OGB) acetoxi-metilészter (AM) formajanak (Invitrogen-Molecular

Probes, Carlsbad, CA, USA) alkalmazasaval torténtek. A festék 50 pg-nyi mennyiségének

crer
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torzsoldatot -20 °C-on, 4 pl-es porciok formdjaban taroltuk. A tdrzsoldat készitéséhez
hasznalt DMSO-t 0,5% pluronsavval és 0,1% Cremophor EL-lel egészitettiik ki.

Az immunhisztokémiai jelolésekhez szokasos Osszetételti foszfatpuffert (PB), valamint
foszfat- (PBS) és tris-pufferelt sooldatot (TBS) alkalmaztunk (pH = 7,4). A fixalashoz 4%-os
paraformaldehid oldatot (PFA) hasznaltunk.

Tualélé agyszeletek preparalasa

Az patkany dekapiticidja utan az agyat kipreparaltuk, majd talhitott LaCSF-ba
helyeztiik. Az agyat a median-sagittalis sik mentén félbevagtuk, majd a nagy- ¢és
kisagyféltekéket eltavolitottuk. Az agytorzs igy elokészitett két felét cianoakrilat tartalmt
pillanatragasztdval egy vibratom fémtokéjehez rogzitettiik (Microm HM 650 V, Microm
International GmbH, Walldorf, Németorszag), ¢és 200 um vastag sagittalis szeleteket
készitettiink. Az elkésziilt DCN szeleteket miivi cerebrospinalis folyadékkal feltoltott
inkubécios kamraban, fél 6ran at, 37 °C-on inkubaltuk, majd szobahdmérsékletre hiitottiik. Az
inkubécios oldatot karbogénnel (95% O, és 5% CO, keveréke) buborékoltattuk, igy biztositva

a médium megfeleld oxigéntartalmat és pH-jat.

Teljes-sejtes konfiguracioju patch-clamp mérések - elektrofiziologia és biocitines
jeldlés

Az elektrofizologiai mérések eldtt és kozben a neuronokat egy 63x nagyitasu,
vizimmerzioés objektivvel és Nomarski-optikaval felszerelt Zeiss Axioskop mikroszkop
(Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével valasztottuk ki és figyeltik meg. A mérés
soran a szeleteket karbogénnel buborékoltatott miivi cerebrospinalis folyadékkal perfundaltuk
(kb. 1 ml/perc). A mikroelektrodakat boroszilikat iivegkapillarisbol (GC150TF-10, Harvard
Apparatus Ltd, Holliston, MA, USA), vertikdlis huzoval készitettiik (Narishige, Tokio,
Japéan). A pipettaoldattal toltott mikropipettdk ellenédllasa 2-2,5 MQ volt. Méréseinkhez
Axopatch 200A erdsitdt alkalmaztunk (Molecular Devices, Union City, CA, USA). Az adatok
rogzitése 10 kHz-es mintavételi frekvencidval, a Clampex 6.0 és Fetchex 6.0 programok
alkalmazaséaval tortént. A kisérletes adatok kiértékelését a Clampfit 9.0 és a MiniAnalysis
(Synaptosoft, Decatur, GA, USA) programokkal végeztiik.

A neuronokat a mérések kozben biocitinnel toltottiik fel. A mérést és a biocitines toltést
kovetden a szeleteket egy ¢éjszakan at fixaltuk (4%-os PFA, 4 °C). Az igy fixalt szeleteket
0,1% Triton X-100-at ¢és 10% borjaszérumot tartalmazé PBS-ben, egy oOrdan at

permeabilizaltuk. A permeabilizalds utan a szeleteket mostuk (3 x 10 perc; PBS), lathatova
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tettilk a biocitint [streptavidinhez kotott Alexa488 (1:300); 90 perc], majd ismét mostuk
(3 x 10 perc; PBS). A permeabilizalasi, mosasi és elohivasi 1épéseket szobahdn, lassu razatas
mellett végeztiik. A szeleteket targylemezre szélesztettiik, majd Vectashield feddmédiummal

¢s 0,15 mm vastag fedélemezzel lefedtiik azokat.

»Loose-patch” mérések

Egyes esetekben, az intracellularis kalciumkoncentracié mérésével parhuzamosan, a
neuronok akciospotencial-tiizelési mintazatat is vizsgaltuk, amihez a ,,loose-patch” technikat
alkalmaztuk. Ezekben a kisérletekben a 3-4 MQ ellendllasi mikroelektroddkat miivi
cerebrospinalis folyadékkal toltottiik fel. A mérések kozben a mikroelektroda hegyét a
sejthartydhoz nyomtuk, de az iivegkapillaris vége és a sejtfelszini membran kozott nem
hoztunk létre nagy ellenallast kapcsolatot (,,gigaseal”). Az igy kialakitott mikroelektroda-
sejthartya kapcsolat ellenallasa ugyan legalabb 40 MQ volt, de az soha nem kozelitette meg a
teljes-sejtes konfiguracioban szokdsosan elért GCQ nagysagrendet. A sejtek elektromos
aktivitasat egy Axopatch 200A erdsitd kozbeiktatdsaval, fesziiltség-clamp lizemmodban, a
Clampex 10.2 program folyamatos mintavételezést biztosité (,,gap-free”) protokolljaval
kovettiik nyomon és rogzitettiik. A mintavételi fekvencia 10 kHz volt. A regisztratumok

zajszlirését ¢s elemzését a Clampfit 10.2 programmal végeztiik.

Az intracellularis kalciumkoncentracié mérése

Az intracellularis kalciumkoncentracié valtozasainak mérését képalkotd technika
(,,calcium imaging”) alkalmazasaval vizsgaltuk. A kisérletek elsd Iépésében a taléld
agyszeletekben elhelyezkedé neuronokat egy fluoreszcens, kalciumkoncentracio-fiiggo
emissziot mutatd festék (Oregon Green 488 BAPTA-1) acetoxi-metilészter formajaval (OGB-
AM) toltottik fel. Ennek érdekében a taléld agyszeleteket egy miivi cerebrospinalis
folyadékot tartalmazo ¢és Millicell CM sejttenyészté-edénybe illesztheté kamracskéaba
helyeztiik (Millipore, Billerica, MA, USA), majd a szeletet koriilvevd oldatot 120 pl
érzékeny festéket tartalmazo kamracskat egy 24 lyuku sejttenyésztd edény eldzetesen 450 pl
miivi cerebrospinalis folyadékkal feltoltott iiregébe helyeztiikk. A sejttenyészté edényt 20—
25 percre sejttenyésztd inkubatorba helyeztiik (37 °C, 5% CO,). Az inkubalasi periodus alatt a
sejtek felvették az acetoxi-metilészter-csoporttal membranpermedbilissa tett Ca®’-érzékeny
festéket. A cytoplasmaba jutott festékmolekulakrol a sejt aspecifikus €szterdzai eltavolitottak

az AM-csoportokat, igy a festék polarissa valt és felhalmozodott a sejten beliil. A sejtek altal
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fel nem vett festék eltavolitasa végett, az inkubalasi periodus leteltével a szeleteket Gjra a
szokésos Osszetételli miivi cerebrospinalis folyadékba helyeztiik (15-20 perc).

A Ca’"-érzékeny festékkel t5ltott sejteket tartalmazo szeleteket egy Zeiss Axioskop
mikroszkdép 20x ¢€és 63x nagyitdsu, vizimmerzids objektivei segitségével vizsgaltuk. A
kisérletek soran a szeleteket karbogénnel buborékoltatott miivi cerebrospinalis folyadékkal
perfundaltuk (1 ml/perc).

A vizsgalatokhoz alkalmazott mikroszkdp egy olyan képalkotd rendszerrel volt
felszerelve, ami lehetové tette fluoreszcens jelek detektalasat és a fluoreszcenciaintenzitas
idobeli valtozésainak a rogzitését (Till Photonics GmbH, Grifelfing, Németorszag). A
fluoreszcens jelek detektalasit egy CCD kamera (SensiCam, PCO AG, Kelheim,
Németorszag), a megfeleld hullamhossziisagh fény kibocsatasat pedig egy xenon izzot
tartalmaz6 fényforrds (Polychrom V, Till Photonics) végezte. A fluoreszcens festék
gerjesztése 488 nm hulldmhosszisaga fénnyel tortént. A fluoreszcens jel elkiilonitését és
lathatova tételét Omega SOSDRLPXR dikroikus tiikkér (Omega Optical Inc., Brattleboro, VT,
USA) és egy olyan LP 515 tipusu feliildteresztd emisszids szlird biztositotta, melynek vagasi
hulldmhossza 515 nm volt (Till Photonics). A kalciumkoncentracio-valtozasok rogzitése alatt
az 1,4 Megapixeles kamerat 8 x 8-as pixelkapcsolassal (,,binning”) hasznéltuk, ami
172 x 130 pixel felbontasu képeket eredményezett. A mintavételi frekvencia 10 Hz volt. Az
adatrogzités kivant paramétereit a Till Vision szoftver 4.0.1.3-as verzigjaval allitottuk be.

A vizsgalt sejtek morfologidjanak pontosabb megitélése végett konfokalis
mikroszképos kalciumkoncentracio-mérés is tortént (Zeiss LSM Live 7 konfokalis
mikroszkdép). Ezen kisérletekben a Ca2+-érzékeny festék gerjesztése argon-ion lézerrel,
ugyancsak 488 nm hullamhosszusagon tortént. A kalciumkoncentracio-valtozasokat 20x
nagyitast objektivvel késziilt, 512 x 512 pixel felbontasu, 10 Hz frekvenciaval rogzitett képek
nagyitasu objektivvel készitettiink rétegfelvétel-sorozatokat (,,Z-stack” képsorozatok). Az
egyedi optikai szeletek vastagsdga 0,4 um volt. Egy rétegfelvétel-sorozat altaldban 70 optikai

szeletet tartalmazott.

A kalciumkoncentracié-valtozasok Kkiértékelése

A fluoreszcens kalciumkoncentracio-mérések eredményét 16 bites TIF képsorozatok
formdjaban exportaltuk a Till Vision programbol. A képsorozatok kiértékelése az egyedi
sejtek azonositasaval és manualis kijelolésével kezdddott (,,region of intrest”; a tovabbiakban

ROI), amihez az Image J programot alkalmaztuk (National Institutes of Health). A kovetkezo
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1épésben az Image J program ,,multi measure” funkciojaval szamszerisitettiik a ROI-k atlagos
fluoreszcenciaintenzitasanak id6beli valtozasat. A nyugalmi fluoreszcencia értékének
meghatarozasa mindig egy legalabb 25 ciklus hosszu, aktivitdismentes periddus
fluoreszcenciaértékeinek atlagolasaval tortént. A disszertacid megfeleld abrain bemutatott
gorbék esetében minden fluoreszcens adatpontot ezen nyugalmi fluoreszcenciaértékhez
hasonlitottunk, és azt szazalékos formaban adtuk meg.

Annak érdekében, hogy a nagy szdmu ROI-bdl szdrmazéd fluoreszcenciavaltozasokat
vizsgalni tudjuk, egy szamitogépes programot irtunk. Az analizal6 program alkalmas volt
zajsziirésre, a Ca*'-tranziensek fél-automatikus felismerésére, és az azokat jellemzé kinetikai
paraméterek meghatarozasara. Mivel a program miikodésének részletes ismertetése
meghaladja a jelen PhD disszertdcido kereteit, a tovabbiakban csak az ezzel kapcsolatos
leglényegesebb informacidkat adjuk meg. A program részletes bemutatdsa a disszertacio
megfeleld részének alapjaul szolgald angol nyelvii dolgozatban megtalalhato.

A program az id6éfliggd fluoreszcens jeleket kiilonb6zd frekvenciakomponensekre
bontotta. A jel-zaj arany novelése, igy a kalciumtranziensek helyes felismerésének eldsegitése
érdekében egy zajsziirt jelet (Fd) képeztink. A folyamat jelalak-valtoztaté hatasnak
jellemzése végett 0sszehasonlitottuk az eredeti és a zajsziirt regisztratumok Fourier-analizissel
eldallitott  frekvenciaspektrumait.  Ugy  tapasztaltuk, hogy a 0,5Hz  alatti
frekvenciakomponensek jorészt megtartottak voltak, ugyanakkor az eljaras az ennél nagyobb
frekvenciaval jellemezhetd jelek 25-75%-at eltlintette. A veszteség mértéke az eredeti jel
frekvencidjanak novekedésével fokozodott.

A kalciumtranziensek felismerése érdekében kiszamitottuk a zajsziirt jel elsé derivaltjat,
¢s azon adatpontok folyamatos sorat tekintettilk jelnek, amik egy elére meghatarozott
kiiszobérték folé (0,04 s') estek. Minden ilyen adatsor altal kijeldlt idéintervallumot
meghosszabbitottunk a zajszlirt gorbén taldlhatd el6z6 minimum- ¢és a kovetkezo
maximumbhelyig, amivel kijeldltiik az adott Ca*'-tranziens felszallo szarat. Ezt kovetden az
el6z0 1épésben nyert iddintervallumot meghosszabbitottuk a zajszlirt gorbe kovetkezd
minimumhelyé€ig, aminek eredményeként a kalciumtranziens teljes hosszat definialtuk.

Az eredeti €s a zajszirt jelek Osszehasonlitdsakor lathato, hogy a program képtelen volt
minden kalciumtranziens felismerésére, ami leginkdbb a nagy frekvencidjii aktivitdsnal
jelentett problémat. A nagy frekvenciaju aktivitds gyakran eredményezett részlegesen vagy
teljesen Osszeolvado, torz kalciumtranzienseket, amiket a program alkalmanként egyetlen
kiilonallo Ca”*"-tranziensnek mindsitett. Mivel ezen tranziensek kinetikai paramétereinek

pontos megitélése lehetetlen volt, ezeket az eredeti regisztratummal valé 6sszehasonlitas utan,
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manualis ellendrzés mellett kihagytuk a késobbi analizisbdl. Bar az igy kivitelezett analizis a
neuronok fokozott aktivitasahoz tarsuld Ca”'-tranziensek valos frekvenciajanak alulbecslését
eredményezte, a modszer még ezzel egyiitt is megbizhatéan jelezte a nyugalmi (kontroll)
allapothoz képest bekodvetkezd aktivitdsfokozodast, igy alkalmas volt a jelen disszertacio

keretein beliil kitlizott feladatok elvégzésére.

Immunhisztokémia

Az M1- és M3-tipusu muszkarinos kolinergreceptorok immunhisztokémiai jelolését
15 napos és 4 hetes patkanyokon végeztikk (mindkét korcsoportban n=2). Az allatokat
haldlos dozisu (240 mg/kg) pentobarbital-natriummal  talaltattuk, majd  4%-os
paraformaldehiddel transzkardidlisan perfundaltuk oket. Az agyak kipreparalasa utan
utofixaltuk (2 ora; 4 °C), majd krioprotekcio céljabol 30%-os szachardzoldatba meritettiik
azokat. Az igy eldkészitett agyakbol egy Leica CM 1950 kriosztattal (Leica Mycrosystems
GmbH, Wetzlar, Németorszag) 40 um vastagsdgu coronalis és sagittalis metszeteket
készitettiink. M1- és M3-receptor-specifikus immunhisztokémiai jelolést csak a nucleus
cochlearist is tartalmazo szeleteken végeztiink. Az alkalmazott elsddleges és masodlagos
antitestek részletes bemutatdsdra az 1. tabldzat szolgdl. A szeleteket 5%-0s szérumot
tartalmaz6 oldattal blokkoltuk, amit az els6dleges antitestekkel valo inkubalds kovetett (2 nap;
4 °C). A masodlagos antitestek alkalmazasara mosast kovetden keriilt sor, azokat 2 6ran at,
szobahdmérsékleten alkalmaztuk. Ujabb mosis utin a szeleteket DAPI-dilaktatot is
tartalmazo fluoreszcens médiummal fedtiik le (Dako, Campbellfield, VIC, Australia). Az M1-
¢s M3-specifikus immunfluoreszcens jelolodést konfokalis mikroszkoppal, 20x és 40x
nagyitasu objektivek alkalmazéasaval vizsgaltuk (Nikon Eclipse 90i; Nikon, Tokio, Japan). Az
egyedi latoterekrol készitett felvételeket az Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc., San
Jose, CA, USA) segitségével, digitalisan egyesitettiik.

A Purkinje-szerti sejtek immunhisztokémiai vizsgalata soran az agy kipreparalasa
agyatt 4%-os paraformaldehidben, 4 oran keresztiil, 4 °C-on fixaltuk. A fixalt szdovetet
foszfatpufferben mostuk, majd vibratom segitségével 80 um vastag a nucleus cochlearist is
tartalmazo szeleteket készitettiink (Campden Instruments, Loughborough, UK). A szeleteket
mostuk (3 x 10 perc, szobahd) és permeabilizaltuk (60 perc), amit az elsddleges antitestek
alkalmazasa kovetett (2 nap, 4 °C vagy 12 ora, szobahd). Az inkubacios i1d6 letelte utan a

szeleteket ismét mostuk (3 x 15 perc), majd a masolagos antitestek alkalmazasara keriilt sor

27



(24 6ra, 4°C vagy 3 6ra, szobahd). Ujabb mosast kovetden (3 x 10 perc) a szeleteket

targylemezre usztattuk és fedtiik.

1. tablazat
Az immunhisztokémiai kisérletekben alkalmazott elsédleges és masodlagos antitestek

Antitest Higitas | A faj, amiben Forras
termeltették
Anti-calbindin 1:200 Kecske Santa Cruz®
Anti-cerebellin-1 1:500 Nyul Lifespan®
Anti-GAD65/67 1:4000 Nyul Sigma®
NeuN 1:500 Egér Chemicon®
Anti-synaptophysin 1:2000 Egér BioGenex*®
Nyul IgG ellenes FITC 1:1000 Kecske Vector'
Kecske IgG ellenes FITC 1:100 Szamar Santa Cruz
Kecske IgG ellenes FITC 1:1000 Nyul Vector
Kecske IgG ellenes Texas Red | 1:1000 Nyul Vector
Nyul IgG ellenes Texas Red 1:100 Borju Santa Cruz
Egér 1gG ellenes Texas Red 1:1000 Egér Vector'
Nyul IgG ellenes cyanine 3 1:500 Szamar Jackson®
Anti-M1 1:200 Nyul Alomone”
Anti-M3 1:200 Nyul MBL International'
Nyul IgG ellenes Alexa488 1:250 Kecske Invitrogen’

"Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA; bLifespan Biosciences Inc., Seattle, WA;
‘Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO; dChemicon International, Inc., Temecula, CA;
*BioGenex, San Ramon, CA; 'Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA; ®Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, UK; _hAlomone Labs Ltd., Jeruzsilem, Izrael; 'MBL
International Corporation, Woburn, MA, USA; 'Invitrogen, Mulgrave, VIC, Ausztralia

A tablazatban vilagossziirke hattér a Purkinje-szerti sejteket célzd, sotétsziirke hattér pedig a
kolinerg modulacioval 6sszefiiggd kisérletekhez alkalmazott antitesteket jelzi.

Statisztikai mddszerek

A szamszerlsithetd adatokat minden esetben atlag + S.E.M. formdban tiintettiik fel. A
kalciumtranziensek frekvenciavaltozasainak vizsgalatanal olyan statisztikai probakat
alkalmaztunk, amelyek alkalmasak nem-normalis eloszlasti adathalmazok &sszehasonlitasara.
Azokban az esetekben, amikor ugyanazon populacidhoz tartozo atlagokat hasonlitottunk
0ssze, a ,,Wilcoxon signed rank tesztet”, amikor pedig kiilonb6z6 populacidokbdl szarmazo

atlagokat hasonlitottunk 6ssze, a Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk.
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Eredmények
A nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szerii sejtjeinek vizsgalata

A Purkinje-szerti sejtek morfoldgiai jellemzése

A nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szerti sejtjei jelentds mennyiségben
expresszaljdk a calbindin nevii Ca®"-koté fehérjét, igy ezen sejtek morfologiajanak
vizsgalatahoz jelentds segitséget nyujtott a DCN calbindin-specifikus immunhisztokémiai
jelolése. A calbindin-specifikus immunhisztokémiat néhany esetben az idegsejtek magjanak
immunjeldlésével kombinaltuk (NeuN), hogy az intenziv calbindin-jel6lddést mutatd sejtek
esetleges glidlis eredetét kizarhassuk. Az ilyen calbindin/NeuN-specifikus kettds
immunjelolést alkalmazo kisérletekben minden Purkinje-szerli sejtként azonositott struktura
igen er0s NeuN-pozitivitast is mutatott, bizonyitva azok neuronalis természetét.

A 6. abra konfokalis mikroszkdpos képein a PLC-kre jellegzetes morfoldgiai sajatsagok
figyelheték meg. Az 1A-E képeken ugyanazon PLC kiilonb6z6 optikai sikokban készitett,
1 um vastag rétegfelvételei lathatok. Az 1F panelen ugyanezen sejtnek a rekonstrualt képét
tiintettiilk fel, amit egyebek kozott az 1A—E részeken bemutatott egyedi felvételekbol
készitettiink. A teljes rekonstrukcid 66 optikai szelet felhasznalasaval késziilt. Az 1. abra G-I
részein bemutatott felvételeket ugy kaptuk, hogy ugyanezen PLC rekonstrudlt képét
kiilonb6z6 mértékben és iranyban elforgattuk. A 1H felvétel az 1F panel 90°-os elforgatasa
utani helyzetet példazza, ahol az 1A-E képeken bemutatott optikai szeletek helyét fehér
vonalakkal jeloltiik, a sejttestet pedig koriilrajzoltuk. Valamennyi vizsgalt PLC figyelembe
vétele utan a sejttestek legnagyobb atmérdje a sagittalis sikban 28 + 4, mig a sagittalis sikra
merdlegesen 25 +2 um volt (n=33). A PLC-k atlagos szomatérfogata 7200 + 650 fl volt
(n=33), és jelentds variabilitast mutatottt (a szamitott értékek 1976 ¢és 15023 fl kozott
valtoztak).
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6. abra. A PLC-k megjelenése és morfolégiai sokfélesége calbindin-specifikus immunjelolést
kovetéen. (A—E) Sagittalis sikban késziilt, 1 pm vastag, konfokalis mikroszkopos rétegfelvételek
ugyanazon PLC-rél. Az egyes optikai szeletek a sejt legfelszinesebb pontja altal meghatarozott
siknal 12, 22, 38, 56 és 62 um-rel mélyebben huzédnak. (F) Ugyanezen PLC rekonstrualt képe,
ami valamennyi optikai szelet (n= 66) felhasznalasaval késziilt. (G) Az (F) panelen lathatod
rekonstrualt PLC 174°-o0s elforgatasa utan lathato kép. (H) Ugyancsak az (F) panelen lathaté PLC,
ezuttal annak 90°-os elforgatisaa utdn. A bal oldalon meghuzott fehér vonal annak a
ettdl jobbra es6 parhuzamos egyenesek az (A—E) paneleken lathat6 optikai szeletek helyét jelolik.
A sejttest kdrvonala ugyancsak jelolve van. (I) Az (F) panelen lathato sejt 60°-os elforgatas utan
nyert kép. (J) Egy, a DCN mély rétegeiben eclhelyezkedé PLC rekonstrukcioja. A kép 22,
egyenként 2 um vastag optikai rétegfelvétel felhasznalasaval késziilt. (K) A DCN felszinéhez
kozel elhelyezkedd, centripetalis (kolumnaris) dendritfaval rendelkezé PLC rekonstrualt képe. (L)
Ugyancsak a DCN felszinéhez kozel elhelyezkedd, am legyezOszeri dendritfaval jellemezhetd
PLC rekonstrualt képe. Kalibracio: 50 um (A—J és L) és 20 um (K).
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Dendritfajjuk morfologidja alapjan a PLC-ket harom csoportba oszthattuk. A
legkevesebb esetszamot tartalmazd csoportban (n=3) a dendritek sugarszeri lefutéast
mutattak a tér minden iranya felé, igy a dendritfa egésze gémb alakunak mutatkozott (6J
abra). Az ezen csoportba tartozé sejtek a DCN mély rétegeiben, mig az 0sszes tobbi PLC a
mag ependymalis felszinéhez kozel, igen feliiletesen helyezkedett el. Ezen felszinesen
elhelyezkedd PLC-k egy részénél a proximalis nyulvanyok tobbé-kevésbé parhuzamosan, a
mag mély rétegei felé haladtak (kolumnaris, centripetalis arborizaciét mutatdé PLC-k, 6K
abra). A sejtek fennmarado része esetében a proximalis nyalvanyok a mag felszinével
parhuzamosan haladtak, és csak a méasodlagos nyulvanyok irdnyultak a mag mélyebb rétegei
felé, ami miatt a dendritfa kifejezetten legyezd alakt volt (6L 4bra). A legyezdészerti PLC-k
dendritikus arborizacioja sagittalis sikban igen kiterjedt, mig arra merdlegesen kifejezetten
lapos volt. A 6L éabran lathatd sejt esetében példaul a dendritfa legnagyobb kiterjedése a
sagittalis sikban 308 pm, mig a ra merdleges Z-sikban 30 pm volt. Az utdbbi két morfologiai
csoportba 15-15 sejt tartozott (45-45%). Ezen csoportok néhany alaktani paraméter
tekintetében nagyon hasonlonak mutatkoztak, ideértve a szomaatmérdket és -térfogatokat. A
legyezoszerii PLC-k sejttestének atlagos mérete 31 x 27 um, szématérfogata 9300 fl, mig
dendritfajuk atlagos kiterjedése a sagittalis sikban 7000 pm? volt. A centripetalis arborizaciot
mutaté PLC-k esetében ugyanezen paraméterek 28 x 27 um, 8100 fl és 8700 um” voltak.

A PLC-k nytlvanyrendszerének részletes vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a
dendritikus tliskéktdl mentes eredd dendritek egy része meglepden vastag volt (pl. 7A—C ébra;
a kitoltott nyillal jelolt nyulvany atmérdje 3,2 um), mas esetekben joval vékonyabb eredd
dendriteket lattunk (altaldban 0,7-1,25 pm; 7D-F abra). A 7F képen nyillal jel6lt nytlvany
proximalis része morfologidja és atmérdje alapjan akar axonként is azonosithatd lenne, de a
distalis szakasz megjelenése nyilvanvaléva teszi, hogy ez egy ered6 dendrit (7E felvétel; iires
nyil). A megallapitds helyességének igazolasdra a 7G-I képeken nyil jeloli ugyanezen sejt
axonjat. Mind a vastag, mind a vékony eredé dendritekbdl rendkiviil stiriin elagazodo,

dendritikus tiskékkel dasan boritott dendritfak indultak ki.
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7. abra. Egy Purkinje-szerii sejt dendritfijanak szerkezete. Minden panel ugyanazon
legyezbszerli dendritfat mutatdé PLC valemelyik részletét mutatja, calbindin-specifikus
immunjelolést kovetden. (A) Egy egyedi optikai szelet, ahol a nyil egy vastag, dendritikus
tiiskéktdl mentes dendritre mutat. (B) Ugyanazon dendrit; a felvétel az (A) képen bemutatottdl
1 um-rel feliiletesebben késziilt. (C) Az (A) és (B) paneleken jelolt dendrit nagy nagyitasu képe.
A kitoltott nyil a proximalis szakaszt jeldli, az iires nyil egy elagazodasi pontra mutat. (D-E)
Egyedi rétegfelvételek, amik egy vékony, tiiskéktdl mentes dendritet abrazolnak. Az iires nyil a
kitoltott nyillal jelolt dendrit igen kiterjedt eldgazddasi rendszerére mutat. (F) A (D) és( E)
paneleken jeldlt dendrit kezdeti szakaszanak nagy nagyitasi képe. (G) A bemutatott PLC
axonjanak kezdeti szakasza (nyil). (H) Nyil jeldli az axon sejttest6l szamitott, a teljes
felvételsorozat alapjan meghatarozhat6 legtavolabbi pontjat. (I) Nagy nagyitasu rétegfelvétel; nyil
jeloli az axon proximalis szakaszat. A (G) és (H) paneleken a kalibracios egyenesek 50 um-t
jelolnek, és alkalmazhatoak az (A-B) és (D-E) képekre is. Az (I) panelen lathatoé kalibracios
egyenes 20 um-t jelol, és alkalmazand¢ a (C) és (F) felvételekre is.

A bemutatott felvételek alapjan lathatd, hogy a PLC-k strii, dus elagazodast mutatod
dendritfdja sokszor szinte teljesen elfedi a sejttestet. Ez a morfoldgiai sajatossag nagyon
megnehezitheti az eredé nytlvanyok szamanak meghatarozasat, kiilondsen ha az klasszikus
szovettani modszerek alkalmazasaval torténik. Ennek a megéllapitasnak a tiikrében nem
meglepd, hogy eziddig nem allt rendelkezésre a PLC-k nyalvanyainak szadméra vonatkozo
informaci6. A proximalis nyulvanyok szaméanak megitélését az altalunk végzett

kisérletsorozatban a nyulvanyrendszer intenziv jelolddése és a konfokalis mikroszkdpia
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alkalmazésa tette egyértelmiivé. Megallapitottuk, hogy a PLC-k atlagosan 11 &+ 1 nytlvannyal
rendelkeznek (n = 33). Az egyes sejtekhez tartozd értékek széles szorast mutattak; az eredd
nyulvanyok szama 4 ¢és 19 kozott valtozott. A PLC-k felszinesen elhelyezkeddé morfologiai
csoportjaiban hasonl6 atlagos nyulvanyszamot tapasztaltunk. A legyezdszerii PLC-k esetében
ez az érték 13 = 1 (n = 15), mig a kolumnaris dendritikus arborizaciét mutaté PLC-k esetében

10 £2 (n = 15) volt — mindkét esetben igen jelentds csoporton beliili valtozékonysaggal.

A Purkinje-szertii sejtek membrdnsajdtsdgai és posztszinaptikus dramai

A PLC-k morfologiai jellemzése utdn egyes funkcionalis sajatsagaik vizsgalatara kertilt
kisérletek soran a sejteket biocitinnel toltottiik fel, igy a funkciondlis méréseket kovetden mod
nyilt a morfologiai sajatossagok pontos meghatdrozasara. A patch-clamp mérésekhez a DCN
subependymalis felszine alatt eldbukkand, nagy méretli, kozel gdomb alakl sejttesttel
rendelkezd sejteket kerestiink. A biocitin lathatova tételét kovetd morfologiai azonositds soran
megallapitottuk, hogy az ilyen feltételek mentén kivélasztott 43 sejt koziil 12 volt PLC (31%).
A célzott, sejtspecifikus keresés ellenére tapasztalhatdé alacsony el6fordulasi arany jol
illusztralja az ezen sejttipus megbizhatd azonositasaval Osszefiiggd nehézségeket, és annak
ritka eléfordulasat a magon beliil.

A PLC-k igen nagy teljes-sejtes kapacitassal rendelkeztek (8945 pF, n= 12). A
vizsgalt 12 sejtbél 10 a DCN ependymalis felszinéhez kozel, kettd pedig annak mély
rétegeiben helyezkedett el. Nem meglepd modon, a hatalmas dendritfaval rendelkezd sejtek
membranpotencialjat nem tudtuk kell6 hatékonysdggal beallitani és szabalyozni, igy a
voltage-clamp kisérletek soran alkalmazott depolarizald fesziiltséglépcsék iddtartama alatt
gyakran regisztraltunk a nytlvanyok feldl betérd akcids potencialokat. A membranpotencial
elégtelen szabdlyozasa miatt nem volt lehetdségiink a PLC-k depolarizaci6 hatasara
aktivalodo ionaramainak vizsgalatara.

A PLC-k atlagos nyugalmi membranpotencialja -53 + 1 mV volt (n=12), és ezen
paraméter tekintetében nem taldltunk kiilonbséget a felszinesen vagy mélyen elhelyezkedd
sejtek kozott. Az egyik ependymalis felszinhez kozeli PLC spontan, 11,5 Hz frekvenciaji AP-
tiizelést mutatott, a tobbi tizenegy vizsgalt sejt azonban nem. Aram-clamp iizemmoédban,
500 ms id6tartamu, kiiszob feletti depolarizald impulzust alkalmazva, nem-adaptalodo-tipusa
AP-tiizelést tapasztaltunk (n = 6; mind feliiletesen elhelyezkedd sejt; 8A abra).

A kovetkezd 1épésben a hiperpolarizald hatasu stimulusok hatasat vizsgaltuk. Ennek

soran eldszor dram-clamp lizemmodban alkalmaztunk hiperpolarizald fesziiltséglépcsoket,
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aminek kovetkeztében a sejtek membranpotencialja eldszor jelentdsen hiperpolarizalddott (8B
abra; nyillal jelolt rész), majd egy csucsérték elérését kovetden pozitivabb szinten
satbilizalodott (8B abra). Az atmeneti hiperpolarizacié felvetette annak a lehetdségét, hogy a
PLC-k rendelkeznek egy hiperpolarizacié altal aktivalt iondrammal. Ezen hipotetikus aram
jelenlétének igazolasa végett fesziiltség-clamp méréseket végeztiink, aminek sordn a
membranpotencialt -60 mV-rél -140 mV-ig valtoztattuk, 10 mV-os fesziiltséglépcsékben. A
8C abran lathatd, hogy a névekvo hiperpolarizacio hatasara egy egyre nagyobb amplitidoja,
lassan aktivalddo és befelé irdnyul6 aram alakult ki. Az tires nyil a fesziiltséglépcsok elejéhez
tartozd azonnali, a kitoltdtt nyil pedig a fesziiltséglépcsdk végén mért maradd
aramamplitadokat jeloli. A -140 mV-os fesziiltséglépcs6hdz tartozod, a hiperpolarizald
impulzus végén meghatarozott atlagos aramstirtiség 13,2 £4,5 pA/pF volt (n=4). Ezen
paraméter tekintetében sem talaltunk kiilonbséget a feliiletesen €s a mélyen elhelyezkedd
sejtek kozott. Amennyiben az extracellularis oldatot 10 pmol/l ZD7288-al egészitettiik ki (8D
abra), a hiperpolarizald fesziiltséglépcsd alatt lassan aktivalodd aramkomponens eltlint. A
hiperpolarizaci6 hatdsara aktivalodo aramféleséget lassu aktivacioja és ZD7288-al szemben
mutatott érzékenysége alapjan a hiperpolarizacié-aktivalt nem-specifikus kationarammal (1)
azonositottuk. A 8E abran azon biocitinnel toltott PLC kis és nagy nagyitdsu konfokalis
mikroszkopos képe lathato, amirdl az el6z6 képeken bemutatott elektrofiziologiai mérések is
késziiltek. A sejt a subependymalis lokalizacid és a jellegzetes morfologiai jegyek alapjan

egyértelmiien PLC-ként azonosithato.
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8. abra. A Purkinje-szerii sejtek aktiv membransajatsagai. (A) Az (E) képen lathaté PLC-r6l
elvezetett aram-clamp regisztratum. A sejt nyugalmi membranpotencialja -58 mV volt. A sejt az
500 ms hosszu, 1 nA nagysagu depolarizalé araminjekcio alkalmazasara AP-sorozat tiizelésével
reagalt. (B) Ugyanazon sejt altal produkalt membranpotencial-valtozas, ami 500 ms hosszu,
novekvo amplitddojh, hiperpolarizald araminjekciok hatdsara alakult ki. Az {ires nyil az implulzus
elején kialakulo, jellegzetes, erételjes hiperpolarizacios valaszt jeldli, amit — még az araminjekcio
alatt — részleges depolarizacio kovet. (C) Ugyanazon sejtrél elvezetett fesziiltség-clamp
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regisztratum, 2 s hosszl, hiperpolarizalé hatasu fesziiltséglépcsék alkalmazasa soran. A -60 mV-

os tartopotencialrol kiindulva, novekvd amplitaddju, hiperpolarizalo fesziiltseglépesoket

alkalmaztunk. A fesziiltséglépcsé nagysaga 10 mV volt. Ures nyil jelzi a fesziiltséglépcsd elején

mérhetd azonnali, kitoltott nyil pedig a fesziiltséglépcsd végén mért maradd aramot. (D)

Ugyanazon sejtrél, a (C) panelen bemutatottal megegyez6 fesziiltséglépcsdk alkalmazasa soran,

de ZD7288 jelenlétében rogzitett aramgorbék. (E) Az el6zd abrdkon lathatod elektrofizioldgiai

mérések soran biocitinnel feltoltdtt PLC rekonstrualt képe. A kis felvételen ugyanezen sejt lathato

kis nagyitassal, amin megitélhet6 annak DCN-en beliili helyzete. A kalibracié az (E) panelen

20 pum, annak kis nagyitast részén 100 pm.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy léteznek-e funkcionalis szinaptikus kapcsolatok a
PLC-k ¢s a nucleus cochlearis mas neurontipusai kozott. Ennek érdekében -60 mV-os
tartopotencial mellett fesziiltség-clamp méréseket végeztiink, amik soran spontan
posztszinaptikus aramokat igyekeztiink regisztralni. A 9A é&bra felsd soraban lathato, hogy
ezen mérések soran jelentds szamban rogzitettiink a regisztratumokon pozitiv kitérésekként
azonosithatd spontan, gatld hatast posztszinaptikus aramokat (IPSC-k). Az IPSC-k atlagos
frekvenciaja  kontroll  koriilmények kozott 14+2Hz volt. A fesziiltségfliggd
natriumcsatornakat gatlo tetrodotoxin (TTX) jelenlétében ez az érték 0,4 + 0,1 Hz-re csokkent
(n=4). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a spontan IPSC-k kialakulasa preszinaptikus AP-ok
jelenlétéhez kotott. Az IPSC-k frekvenciajanak jelentds, 98%-os csokkenését figyeltiik meg,
akkor is, amikor a felszinesen elhelyezkedd PLC-k alatt végzett sértéssel elvalasztottuk dket a
mag mélyebb rétegeitdl, igy az ott talalhatdé neuronoktol (n = 3). Ezen kisérletek eredménye
arra utalt, hogy az IPSC-k megjelenése a mag mélyebb rétegeiben elhelyezkedd gatld
interneuronok aktivitasdhoz kdothetd. Azokban az esetekben amikor a PLC-k és a DCN
mélyebb rétegei kozotti kapesolatokat atvagtuk, az IPSC-k eltiinése utan jol megfigyelhetéveé
valtak a kisebb amplitidoju, serkentd hatadsu posztszinaptikus aramok (EPSC-k) is. Ezen
EPSC-k jelenlétét kontroll koriilmények kozott (azaz a PLC-k alatt végzett sértés nélkiil)
feltehetden elfedték a joval robosztusabb megjelenésti IPSC-k. Bar az EPSC-ket nem
vizsgaltuk részletesebben, forrasuk legvaloszinlibb jeloltjei a mag legfeliiletesebben
elhelyezkedo sejtjei, a glutamaterg szemcsesejtek.

A kisérletek kovetkezé fazisdban azt vizsgaltuk meg, hogy az IPSC-k kialakulasa
milyen neurotranszmitterek hatdsanak tulajdonithat6. A 9B é&bran lathato, hogy a GABA-
receptor-antagonista bikukullin 6nmagaban csak kis mértékben csokkentette az IPSC-k
frekvenciajat, ugyanakkor a glicinreceptor-antagonista sztrichninnel egyiittesen alkalmazva az
IPSC-k frekvencidja kozel nullara volt redukélhaté (n=4). A sztrichnin 6nmagédban is
hatékonyan csokkentette az IPSC-k frekvencidjat (9C abra; n =4). Ezen kisérletek alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PLC-ket elérd IPSC-k 76%-a glicinerg, a fennmarado

24%-a pedig GABAerg receptorok kozremiikodésével alakul ki. A kétféle gatld hatasu
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posztszinaptikus dram nem csupan a frekvencidjaban, de az amplitidojaban is lényeges
kiilonbséget mutatott; a glicinerg IPSC-k amplitiddja jelentdsen meghaladta a GABAerg

aktivitasbol szarmaz6 posztszinaptikus d&ram nagysagat.

A 174
kontroll F‘Q J\\._
1uM TTX
a DCN mély rétegeinek levalasztasa utan A
* foms

kontrol

10 uM bikukulin (csak glicinerg IPSCk)

1 (.).. &Mwbikukulin +1 “1\/' s_z“tvrichnin et o —
kimosas

100 pA

|1000 ms
C

:iontroll

1 uM sztrichnin (csak GABAerg IPSCK)

10 uM bikukulin + 1 uM sztrichnin

e i

50 pA
|500 ms

9. abra. A Purkinje-szerii sejtekrol elvezetheté spontian posztszinaptikus aramok. A
tartopotencial minden esetben -60 mV volt, és a spontan (ingerlés nélkiil) megjelend
membranaramokat rogzitettiik. Az (A) rész felso regisztratuman a spontan IPSC-k felfelé irdnyuld
kitérések formajaban lathatok, melyek kozil kettére {ires nyilak mutatnak. A k&zépsod
regisztratumon TTX hatdsa lathatd ugyanazon sejt posztszinaptikus aramaira. Az also
regisztratumon egy masik PLC posztszinaptikus dramai figyelheték meg, de ebben az esetben a
felvétel a mag mély rétegeinek levalasztasa utan késziilt. A kitoltott nyil egy spontan EPSC-re
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mutat. A (B) és a (C) paneleken glicinerg és GABAerg spontan IPSC-k farmakologiai
elkiilonitése lathato. Amint az a (B) és (C) panelek Osszehasonlitdsa alapjan megfigyelhetd, a
PLC-k spontan IPSC-inek nagy szazaléka glicinerg. A paneleken beliil az egyes regisztratumok a
rogzitésiik sorrendjében lathatéak. A kalibracid a paneleken beliili regisztratumok esetében
azonos, de kiilonbozik az egyes panelek kozott.

Calbindin- és szinaptofizin-specifikus kettés immunjel6lés

Az eldzbéekben részletezett funkcionalis adatok alapjan nemcsak az valt nyilvanvalova,
hogy a PLC-k képesek akcids potencidlok tlizelésére, de az is valdszinlinek tlint, hogy ezek a
neuronok aktiv részét képezik a DCN neuronhalézatanak. Annak érdekében, hogy képet
kapjunk a PLC-ket elér6 szinaptikus végzddések feltételezhetd szervezddésérdl, szinaptotizin-
¢s calbindin-specifikus kettés immunjeldlést végeztiink. A szinaptofizin a preszinaptikus
terminalisok ismert markere (Wiedenmann és Franke, 1985), igy a szinaptofizin-pozitiv
axonvégzodéseknek a célneuron kozelében torténd megjelenése esetleges szinaptikus
kapcsolatok 1étére utal. Bar ezen szoros appozicidk jelenléte és a szinapszisok de facto 1éte
kozotti kapesolat minden kétséget kizard igazolasa elektronmikroszkopos vizsgalatot kivan, a
konfokalis mikroszkopos vizsgalatok — a funkciondlis adatok eredményeivel kombindlva —
elegenddek lehetnek a szinaptikus kapcsolatok l1étezésének megalapozott felvetésére. Ezen cél
érdekében kerestiink szoros appozicids helyeket a calbindin-pozitiv PLC-k ¢és a szinaptofizin-
pozitiv struktarak kozott. A 10. dbra A—C felvételein a zdld fluoreszcens jel a calbindin-, a
piros pedig a szinaptofizin-immunpozitiv struktirak megoszlasat mutatja a nucleus cochlearis
dorsalisban. A nyilak minden esetben a calbindin-pozitiv PLC-k és a szinaptofizin-pozitiv
axonvégzodések szoros kozelségére hivjak fel a figyelmet. Mind a PLC sejttestek (kitoltott
nyilak a 10A és B képeken), mind a PLC dendritek szoros kozelségében taldltunk
szinaptofizint expresszalo strukturdkat, amik gyakorta igen nagy siiriségben boritottdk a

dendritikus nytlvanyokat (pl. az iires nyilakkal jelolt részletek a 10A—C felvételeken).
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10. dbra. Calbindin- és szinaptofizin-, valamint calbindin- és GAD-specifikus kettés
immunjel6lés. (A) Szinaptofizin-pozitiv strukturak (piros) eloszlasa egy calbindinnel jelolt PLC
(z01d) kornyezetében. A kitoltott nyil egy a szomaval kapcsolatot 1étesitd termindlisra mutat, az
iires nyilak dendritekkel szinaptizal6é termindlisokat jeldlnek. (B) Az el6z6hoz képest 6 pm-rel
felszinesebben futd optikai szelet, amelyben ugyanazon PLC sejttestének felszine lathato. A
kitoltott nyil egy a sejttesttel kapcsolatot létesitd terminalisra mutat, mig az iires nyil egy
axonvégzddésekkel strlin boritott dendritet jeldl. (C) A kép a (B) panelen lathatohoz képest
43 pm-rel felszinesebben késziilt. J6I megitélhetd, hogy az Osszes dendritet siirtin boritjak a
szinaptikus terminalisok (pl. 1asd az iires nyillal jeldlt dendritszakaszt). (D) Egy PLC calbindin-
specifikus immunjel6lés alapjan készitett rekonstrukcioja. Az (E-I) panelek a (D) felvételen
bemutatott PLC GAD-specifikus immunjelolédését mutatjak. (E) Szintén a (D) panelen lathato
sejt GAD-specifikus immunjelolése alapjan késziilt rétegfelvétel. A nyil a GAD pozitiv széma
helyét jeloli. (F) Az (E) panelen lathatd GAD-specifikus jelolddés és az azonos sikbol szarmazo
calbindin-specifikus jel6l6dés egymadsra vetitése, a sejtmagok DAPI-jelolésével kiegészitve. Mind
a szoma belsejében, mind pedig annak feliiletén lathatoak GAD-pozitiv strukturdk. Az iires nyil a
szoméaval kapcsolatot 1étesité GAD-pozitiv terminalisokat jeldl. (G) Dendritikus tiiskékkel
rendelkezé dendrit nagy nagyitdsu képe. A nyil GAD-pozitiv terminalisokat mutat. (H) A nyil
olyan GAD-pozitiv terminalisokat jelol, amik egy proximalis dendriten végzddnek. (I) GAD-
pozitiv jeldlédés a PLC dendritjein beliil is 1athato volt (nyilak). Kalibracio: 20 um (A—F) és 5 um
(G-D.
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Calbindin- és glutamadt-dekarboxiédz-specifikus kettés immunjelélés

A PLC-k altal felszabaditott neurotranszmitter azonositasa érdekében glutamat-
dekarboxilaz- (GAD) specifikus immunhisztokémiai jeldlést is végeztiink, amit — a PLC-k
konnyli azonosithatosaga érdekében — mindig calbindin-specifikus immunjeldléssel
kombinaltunk (10D-I abrak). GAD nélkill a GABA szintézise lehetetlen, igy az enzim
neuronokon beliili expresszidja azok GABAerg természetére utal. Az altalunk megfigyelt
Osszes Purkinje-szeri sejt GAD-pozitivnak bizonyult. Kisagybol €és nucleus cochlearis
dorsalisbol készitett szeletek egyszerre torténd immunjeldlése utan megallapitottuk, hogy az
azokban talalhato Purkinje- és Purkinje-szerii sejtek calbindin- és GAD-specifikus jeldlésének
erdssége azonos. A PLC-k sejttestének GAD-pozitivitasan kiviil szembe6tld volt még a széma
¢s a dendritek szoros kozelségében végzodd, GAD-pozitiv axonvégzodések nagy szdma
(néhany ilyen strukturat iires nyillal jeloltiink a 10F—H képeken). A 101 felvételen az iires
nyilak egyes PLC nyulvanyok GAD-pozitivitdsara hivjak fel a figyelmet, ahol a jel6l6dés
inkabb intracellularis elhelyezkedésiinek tlinik. A sejttest és egyes nyulvanyok intenziv GAD-
pozitivitasabol arra kovetkeztettiink, hogy a nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szerti sejtjei

GABAerg gatloneuronok.

Calbindin- és cerebellin-1-specifikus kettés immunjel6lés

Hagyomanyos, beagyazott szOvettani preparatumokban mér korabban igazoltdk a
cerebellin nevii fehérje jelenlétét a kisagy Purkinje- és a nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-
szerli sejtjeiben egyarant (Slemmon és mtsai 1985, Mugnaini és Morgan 1987). Sajat
vizsgélatsorozatunk kovetkezd 1épésében azt vizsgaltuk, hogy konfokalis mikroszkdpia
alkalmazaséaval vajon sikeriil-e valamilyen kiilonbséget feltarni ezen két sejttipus cerebellin-1-
specifikus immunjelolédésének megoszlasaban. A 11A1 abran a zo6ld fluoreszcens jel a
kisagyban tapasztalt calbindin-, a 11A2 képen bemutatott piros fluoreszcens szignal pedig
ugyanezen latotér cerebellin-1-specifikus jel6l6dési mintdzatat demonstralja. A 11A3 abra
ezen felvételek egymasra vetitésével késziilt. Megallapithatdo, hogy — varakozasainknak
megfeleléen — a kisagyi Purkinje-sejtek mindkét fehérjét expresszaltak. A cerebellin-1-
specifikus immunpozitivitds egyértelmiien jelen volt a sejttestekben és a dendritekben
egyarant; utobbi esetben elsésorban a proximalis dendritekben megfigyelhetd intenziv

jelolodeés érdemel figyelmet (lasd példaul a nyillal jelolt képleteket a 11 A2 dbran).
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11. abra. Cerebellin-1-szerii immunjelol6dés a nucleus cochlearis dorsalisban és a kisagyban.
(A1) Calbindin-pozitiv kisagyi Purkinje-sejtek. (A2) Az el6z6 képen lathato sejtek cerebellin-1
immunjeldlédése. A nyilak néhany intenziv cerebellin-pozitivitast mutaté dendritre mutatnak.
(A3) Az (Al) és (A2) képek egymasra vetitése. (B1; f6 panel) A DCN calbindin-specifikus
jelolésének kis nagyitasu képe. Az iires nyil egy PLC-re mutat. (B1; bal abra) A f6 panclen
lathato PLC nagy nagyitasu, elforgatott képe, az iires nyil a szoOmara mutat. (B1; jobb abra) Egy
kisagyi Purkinje-sejt calbindin jel6lddésének nagy nagyitasti képe. Az iires nyil a proximalis
dendritre mutat. (B2) A kép elrendezése megegyezik a (B1) kép elrendezésével, de ebben az
esetben a cerebellin-1 immunjel6l0dés 1ahat6. A f6 panelen az iires nyil az el6z6 panelen is lathatd
PLC-t jeldli, a kitdltott nyilak a DCN egyéb, cartwheel-sejtekként azonositott, cerebellin-pozitiv
sejtjeire mutatnak. A csillag a DCN molekuléris rétegének cerebellin-pozitivitasat jeloli. (B3) A
B1 és B2 képek megfeleld részeinek egymasra vetitése. (C1-C3) Egy PLC calbindin- (C1) és
cerebellin-specifikus (C2) immunjel6lddésének nagy nagyitast képe. (C3) A (Cl1) és (C2) képek

41



egymasra vetitése. Az iires nyilak erésen kalbindin- és cerebellin-pozitiv PLC dendritszakaszokra
mutatnak. A kitdltétt nyil a (C2) panelen a PLC erésen cerebellin-pozitiv perinuklearis részét
jeloli. (D1-D3) A C1-C3 képeken bemutatott PLC calbindin- (D1) és cerebellin-specifikus (D2)
immunjelolodésérol készitett kisebb nagyitasu rétegfelvételek. A (D3) a (D1) és a (D2) képek
egymadsra vetitését mutatja. Az tires nyil a (C) képen is 1athatoé szomat jeldli. A kitoltott nyilak az
erésen cerebellin-pozitiv dendritikus szakaszokat jelolik. A D2 felvételen lathaté kisebb kép a
(D1)-en bemutatott képhez tartozd latotér teljes vastagsagt rekonstrukcioja. Kalibracio: 50 pm
(A1-B3) és (D1-D3) f6 panelek; 20 um (B1-B3) kis képek; és 10 um (C1-C3).
Cerebellin-1-specifikus immunpozitivitdis a DCN-ben is kimutathaté volt. A PLC-k
cerebellin-1 expresszigjat calbindin- (11B1 abra) és cerebellin-1- (11B2 é&bra) specifikus
kettds immunhisztokémiai kisérletekben erdsitettiik meg. Erdemes ramutatni, hogy a PLC-k
esetében a cerebellin sejten beliili elhelyezkedése — a kisagyi Purkinje-sejtektdl eltéréen —
jorészt a sejttestre korlatozoddott, és a dendritek csak ritkan mutattak konnyen megitélhetd
jelolodest. A két sejttipus cerebellin-1-specifikus immunjel6léodésének megoszlasa a 11. dbra
B1-B3 nagy nagyitasu képei segitségével hasonlithatd 6ssze. A nucleus cochlearis dorsalis
molekularis rétegében (a csillaggal jelolt rész a 11B2 abran), valamint mély rétegének egyes
sejttesteiben (ezek koziil néhanyat kitoltott nyil jelez a 11B2 abran) is megfigyelhetd volt
cerebellin-1-specifikus immunpozitivitas. Nagyobb nagyitassal vizsgélva, a PLC-k esetében a
cerebellin-1 jelenléte a sejtmag koriil volt a legkifejezettebb (11C2 4abra; kitoltott nyil), bar a
fehérje néhany esetben a nyulvanyokban is szembetiind volt (11C1-C3 képek; tires nyilak). A
11D1-D3 felvételeken iires nyil jeloli azt a PLC-t, amit a 11C1-C3 képeken nagyobb
nagyitassal mar bemutattunk; itt a kitoltott nyilak szintén néhany dendrit markans cerebellin-

1-pozitivitasara hivjak fel a figyelmet. A 11D képsorozaton az is megfigyelhetd, hogy a PLC-
k idénként csoportokban rendezddve helyezkedtek el.

A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeit befolyasol6 kolinerg
modulacio vizsgalata
A kisérletek kovetkezd fazisdban az egyik olyan neurontipus vizsgéalatira

Osszpontositottunk, ami — részben a sajat, és a fentieckben mar ismertetett kisérletes adatok
szerint — befolyasolhatja a Purkinje-szeri sejtek, ¢€s természetesen szamos egyéb
neuronféleség, aktivitdsat. A szemcsesejtek viselkedésének megértésével kozelebb
keriilhetiink a PLC-k nucleus cochlearisban elfoglalt helyének és funkcidjanak pontos
leirdsdhoz. Reméltiik tovabba, hogy a tervezett vizsgdlatsorozat altal feltart eredmények
hozzasegitenek ahhoz is, hogy pontosabb képet alkossunk a DCN-ben zajlo jelfeldolgozas

kolinerg modulalhatésaganak mikéntjérol.
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A nucleus cochlearis dorsalisban kialakul6 kalciumtranziensek jellemzése

A DCN szemcsesejtek kolinerg befolyéasolhatosagat intracellularis
kalciumkoncentracido-méréssel vizsgaltuk, amihez OGB-AM kalciumindikator-festékkel
toltott, tulélé agyszeleteket alkalmaztunk. Bar a szeletben mért fluoreszcenciaintenzitas-
valtozasok iddbeli lefutdsa igen valtozatosnak bizonyult, azokat megjelenésiik alapjan két
nagy csoportba oszthattuk. Egyes sejtek gyors, repetitiv kalcium-jeleket, masok pedig inkabb
lassu lefutast Ca®’-jeleket produkaltak (12A abra). A gyors tipusu kalciumjelek felszallo
szara meredek, mig leszalld széra elnyultabb volt. Az ezen gyors lefolyassal jellemezhetd,
egymast koveté Ca’'-tranziensek egyes esetekben részlegesen vagy teljesen dsszeolvadtak.
Utoébbi jelenséget jol példazzak a 12A abran, a ,neuron-2” esetében szaggatott vonallal
megjelolt, részlegesen 6sszeolvadt tranziensek.

Annak érdekében, hogy a gyors tranziensek feltételezhetd, és mas agyteriileteken
kordbban mar leirt, akcidés potencidlokhoz kapcsolt eredetét bizonyitsuk, egyideji
kalciumkoncentracio- és ,Jloose-patch”-méréseket végeztink. A 12B abra alapjan jol
megitélhetd, hogy a gyors tipusu Ca’'-tranzienseket mindig aramtiiskék elzték meg. Az
aramtiiskék amplitiddjanak 50%-4anal mérhetd atlagos idétartam 0,75 + 0,01 ms volt (n = 87),
ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezen dramjelek neuronalis akcids potencidloknak felelnek
meg. Egy ilyen aramtiiskét nagyobb idébeli felbontéssal is bemutatunk a 12B abran.

A gyors tipust kalciumjelek AP-kapcsolt voltat a fesziiltségfiiggd natriumcsatornak egy
specifikus gatloszerének alkalmazasaval is megerdsitettiik (1 pmol/l TTX). A 12C abran egy
ilyen kisérlet eredményét demonstraljuk. Ennek soran eldszér 8 mmol/l-re emeltik az
potencialok tiizelését, aminek kdvetkeztében gyors tipusu kalciumtranziensek jelentek meg. A
kovetkezO 1épésben tetrodotoxinnal gatoltuk az akcids potencidlok kialakuldsat, amivel
parhuzamosan eltiintek a gyors kalciumjelek. Hasonldé megallapitasra jutottunk valamenyi
hasonlo kisérlet esetében (négy, K -depolarizaciora reagald, és két kiilonbozé agyszeletben

elhelyezkedo sejt).
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A neuron1 _ 5% |WW@UMMW 12. abra. OGB-vel toltott nucleus
g cochlearis sejtek intracellularis
" iy Y kalciumkoncentracié-valtozasai
glia 1 és elektromos aktivitisa. (A)
Nagy nagyitasu fluoreszcens kép
egy DCN szeletrdl (bal oldal). A
loose-patch  méréshez hasznalt
neuron 2 | pipetta és négy ROI koérvonalai
= kiilon jelolve vannak. Az abra jobb
oldalan a megjeldlt négy ROI
kalciumkoncentracio-valtozasai
lathatok. A regisztratumokat
nyilak kotik  Ossze a  nekik
megfeleld ROI-kkal. A ,neuron
2”-hoz tartozo fluoreszcens
regisztratumon a szaggatott
keretben két, részlegesen
Osszeolvadt kalciumtranziens
ZZOIF figyelheté meg. (B) Az (A) képen
HLheuron  17-ként  jeldlt  sejt
elektromos aktivitisanak (loose-
patch; fels6 Sor) és
C fluoreszcencidjanak  (als6  sor)

egyidejii valtozasai. A kis kép

nagyobb iddbeli felbontdssal mutat

1uM TTX egy aramtiiskét. ©
e Kaliumdepolarizacioval — kivaltott
gyors tipusu kalciumtranziensek,
amik TTX jelenlétében eltlinnek.
Az inkubacios idoket vizszintes

vonalak jelolik. (D) Egyideji
20 pA | W aram- (loose-patch; fels6¢ sor) és
fluoreszcenciamérés (als6 sor);

5% kontroll ~ koriilmények  kozott

10 %
AF[F

8§ mM K*

3 m|n

\
N
AF’F AN It r s JIIAI sy (aCSF; bal oldal) és harom perccel
25s 1uM nizoldipin + a  nisoldipinnel  kiegészitett,
Ca? - mentes aCSF kalciummentes aCSF-re  valtas
E utan  (jobb oldal). (E) Nagy

nagyitasu, fluoreszcens felvétel
egy OGB-vel toltott DCN szeletrdl
(bal oldal). A pipetta és a vizsgalt
ROI konturjai jeldlve vannak. A
kiemelt ROI-hoz tartoz6 egyidejii
aramregisztratum (loose-patch) és
fluoreszcenciavaltozdas a  jobb
oldalon lathato.

A kovetkezo 1épésben a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorndkon keresztiil az extracellularis
térbdl torténd kalciumbelépés szerepét vizsgaltuk a gyors tipusﬁ kalciumj elek kialakulésaban.
oldatban inkubaltuk a szeleteket (10-30 perc), majd parhuzamos ,loose-patch” ¢és
kalciumkoncentracio-mérést végeztiink (két allatbol szarmazod, n=3 sejt). A megadott

koriilmények kozott elészor a gyors Ca®'-tranziensek amplitiddjanak jelentSs csokkenését,
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majd az AP-tiizelés megsziinésével parhuzamosan a kalciumtranziensek teljes eltlinését
tapasztaltuk. Ez a kisérletes elrendezés azonban a szeletek talélését jelentdsen rontotta, mivel
megelézendd, egyes esetekben az extracellularis kalcium elvondsat az L-tipusa
fesziiltségfliiggd kalciumcsatornakat gatld nisoldipin (1 pmol/l) alkalmazasaval kombinaltuk
(12D abra). Amint az megfigyelhetd, ezen kisérletek esetében a kalciumtranziensek eltlintek,
ugyanakkor az akcids potencialok tiizelése valtozatlanul megfigyelhetd volt (két, ugyanazon
allatbol szarmazod szelet, n =2 sejt). Ezek a kisérletek azt mutattak, hogy a gyors tipusu
kalciumtranziensek kialakuldsdhoz akcios potencidlok és az extracellularis térbdl belépd
kalciumionok sziikségesek.

Hasonlo kisérletes elrendezést alkalmazva vizsgaltuk még a lasst tipust kalciumjelek
esetleges akciospotencial-kapcsoltsagat is. A 12E é&bran egy lassu tipust kalciumjelet
produkald sejt Ca®’-tranzienseit és egyidejiileg készitett ,loose-patch” regisztratumat
demonstraljuk. Két sejtrl elvezetett, minddsszesen 15 lassu kalciumtranziens koziil egy
esetben sem tapasztaltunk akciospotencidl-tiizelést; sem a tranziens idOtartama alatt, sem azt
megelézdéen. Ezen megfigyelés alapjan arra  kovetkeztettiink, hogy a lassu
kalciumkoncentracid-valtozasok nem neuronalis aktivitast tiikroznek. Ugy gondoljuk, hogy

azok megjelenése valosziniileg egyes gliasasejtek (pl. astrocytak) miikodéséhez kothetd.

A kalciumtranziensek kvantitativ jellemzése

A 12. abran bemutatott ¢és azokhoz hasonld kalciumtranziensek altalaban konnyen
azonosithatok és besorolhatok voltak a ,,lasst” és ,,gyors” csoportokba. Voltak azonban olyan
esetek is, amikor sem a tranziensek felismerése, sem azok osztalyozdsa nem volt ennyire
magatol értetéds. Az ilyen, pontosan nem megitélheté Ca®-tranziensek detektalasara és
objektiv klasszifikalasara ezért egy szamitdogépes modszert fejlesztettiink ki, ami képes volt a
megfeleld adatok fél-automatikus kiértékelésére. Az eljaras a sejtkonturok (ROI-k) manualis
kijelolésébdl; vizualisan ellendrzott és jovahagyott, de automatikus tranziensfelismerésbol és
automatikus tranzienskategorizalasbol allt. Az egyes kalciumjelek kinetikai paramétereit a
kiértékeld program szintén automatikusan hatarozta meg, igy lehetévé valt a sok sejtrdl
egyidejlileg regisztralt, nagyszamu kalciumtranziens elemzése.

A 13A abran egy nyers (azaz nem zajszlrt) fluoreszcenciaregisztratum (F) és annak
zajsziirt valtozata lathato (Fd). A program minden egyedi Ca®'-tranziens esetében 9 kinetikai
paramétert hatarozott meg, amihez a zajsziirt gorbéket hasznalta fel. A vizsgalt paraméterek

koziil hét a bioldgiai jelek elemzése soran kozonségesen hasznalt; ilyen az amplitido (AMP),
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a felszallészar maximalis meredeksége, a maximum eléréséhez sziikséges 1d6 (time-to-peak,
TTP), a gorbe alatti teriilet, valamint az az iddtartam, ami ahhoz sziikséges, hogy a
fluoreszcenciaintenzitds visszatérjen az amplitudo 80, 50 és 20%-ara (RT80, RT50, RT20).
Amint arra korabban mar rdmutattunk, a zajsziirés némileg torzitotta a kalciumjelek alakjat,
ami a gyors tipusii Ca®-tranziensek felszallo szaran, azaz a jel leggyorsabb komponense
esetében volt a legnyilvanvalobb (13A &bra). Mivel a kinetikai paraméterek meghatirozésa a
zajsziirt gorbék kalciumtranziensei alapjan tortént, a jelen kisérletekben meghatarozott TTP
értékek kizarolag a gyors és lassu tipusu tranziensek megkiilonboztetésére alkalmasak, €s nem
hasonlithatok 6ssze a mas szerzok altal publikalt TTP értékekkel.

A fent leirt, szokdsosan meghatarozott paramétereken kiviil két masik jellemzdt is
kiszamitottunk. A ,,d2-kitérés” a =zajsziirt gorbe madasodik derivaltjan meghatarozott,
ugyanazon Ca’’-tranzienshez tartozé maximum- és minimumértékek — azaz az adott jelhez
tartozo fluoreszcenciavaltozas legnagyobb pozitiv és negativ gyorsuldsa — kozotti kiilonbség.
A ,diszkriminator” nevli paramétert a ,d2-kitérés” és a tranziens amplitiddjanak
hanyadosaként szarmaztattuk.

A 13B ¢és C abrakon az 0Osszes vizsgalt gyors (n=1679) és lassu (n=70) tipusu
tranziensre vonatkozo kinetikai paraméterek atlagértékeit demonstraljuk. Megfigyelhetd, hogy
a gyors tipusu kalciumtranziensek felszalld szaranak id6tartama (TTP) jelentésen rovidebb,
mint a lasst tranzienseké. Az RT80 értékek (13B abra) és a ,,diszkriminator” (13C abra)
ugyancsak szignifikdnsan kiilonbozott a két tipusba sorolhatd tranziensek esetében. Ezen
paraméterek valtozékonysagat, és a ,,diszkriminator”-nak a Ca*'-tranziensek elkiilonitésében
betoltstt jelentéségét illusztralja a 13D—F 4bra. A bemutatott esetekben az 6sszes egyedi Ca®'-
jelet tiintettiik fel a fenti harom paraméter koziil valamelyik kettd altal meghatarozott sikban.
A lassu és gyors tipusu tranziensek jobb elkiilonithetdsége érdekében a két csoport tagjait a
szélsoértekek Osszekotésével kapott sokszdgekkel hataroltuk koriil. Az abrak megtekintése
utan nyilvanvalo, hogy a ,,diszkriminator” TTP-vel vagy RT80-nal valé kombinalasa (13D és
E abrak) lényegesen jobb elkiilonitést eredményez, mint a TTP és RT80 paraméterek

kombinalédsa (13F abra).
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13. abra. A Kkalciumtranzienseket Kkiértékelé program altal meghatirozott Kkinetikai
paraméterek. (A) A fels6 sorban a nyers (F; vékony fekete) és zajsziirt (Fd; vastag sziirke)
fluoreszcens regisztratumok lathatéak. Az also sor az Fd masodik derivaltjat (d2) mutatja. AMP: a
tranziens amplitudéja az Fd-n; TTP: a cstcs eléréséhez sziikséges id6 az Fd-n; RT80: az
amplitddd 80%-ara vald visszatéréshez sziikséges id6 az Fd-n. Az alsé sorban a d2 kitérés
meghatdrozasa lathat6. A (B) és (C) képeken harom kinetikai paraméter atlagai lathatok, az 6sszes
gyors (n=1679) és az 6sszes lassu kalciumtranziens (n = 70) figyelembe vételével. A (B) panelen
a TTP és az RT80, a (C) panelen pedig a ,,diszkriminator” atlagai lathatok. ***: p <0,001. (D-F)
Szorasi diagramok, ahol minden egyes pont egy kalciumtranziensnek felel meg a tengelyeken
feltiintetett kinetikai paraméterek mentén. A (D) panelen a tranziensek eloszlasai az RT80 és a
»diszkriminator”; az (E) panelen a TTP és a ,,diszkriminator”; mig az (F) panelen a TTP és az
RT80 paraméterek altal meghatarozott sikban lathatok. A négyféle szimbolum a
kalciumtranziensek négy csoportjat jeloli; (i) gyors, (ii) szimultan loose-patch méréssel
megerdsitett gyors, (iii) lassu és (iiii) szimultdn loose-patch méréssel megerdsitett lassu
tranizensek. A jobb lathatdsag érdekében a gyors és lasst jeleket a nekik megfeleld legszélsd
pontok Osszekotésével kapott sokszogekkel vettiik koriil. A sokszogek szerkesztésénél a loose-
patch méréssel igazolt és nem igazolt csoportokat nem kiilonitettiik el egymastol.

Karbakol hatdsa a nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeinek aktivitasara

A félautomatikus kiértékeld modszer kidolgozésa utan a nucleus cochlearis dorsalis
szemcsesejtek kolinerg moduldlhatosagat tanulméanyoztuk. Az alkalmazott fluoreszcens
festékkel toltott szeletekben méretiik és Ca”'-tranzienseik kinetikaja alapjan tobbféle sejttipust
kiilonithettiink el, de a jelen tanulmanyban csak a DCN legkisebb sejtjeire, a szemcsesejtekre

osszpontositottunk. Annak érdekében, hogy biztosan szemcsesejtekrdl regisztralt Ca®'-

tranziensek vizsgalatdra keriiljon sor, csak a 8 pm-es szomadtmérdnél kisebb, kolinerg
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agonista jelenlétében nagy frekvenciaju, gyors tipusu Ca2+-j elet produkal6 sejtek tranzienseit
vettilk figyelembe. Ezen kritériumok alkalmazisdval minden mas sejttipust kizartunk a
vizsgalatbol. A szelektiv sejtvalasztas miatt ugyanakkor nem tudtuk megitélni a kolinerg
stimuléacidra valaszol6 sejtek aranyat a teljes szemcsesejt-populdcion beliil.

A 14A-D képek a szemcsesejtek azonositasanak mikéntjét demonstraljak. A 14A &bran
egy OGB-AM-el t6lt6tt nucleus cochlearis dorsalis szelet kis nagyitdsu fénymikroszkdopos
képe, mig a 14B képen a 14A felvételen korrel jeldlt teriilet nagy nagyitasu fluoreszcens képe
lathato. A sejttest lokalizacioja €s atmérdje, valamint az abbol kiindul6 vékony, el nem agazo
proximalis nyulvanyok jellegzetes lefutasa alapjan a 14B képen lathaté sejteket
szemcsesejtekként azonositottuk. Mivel a nem konfokalis fluoreszcens mikroszkopos képeken
a fokuszsik alatti és feletti térrészbdl érkezd fotonok elmosddotta teszik a konturokat, néhany
alkalommal konfokalis mikroszkopiat is alkalmaztunk a szomaatmérd pontos meghatarozasa
érdekében. Ezen vizsgdlatok soran eldszor a nucleus cochlearis dorsalis egyetlen optikai
szeletérdl készitettiink egy kis nagyitasu, kiilonb6z6 idépontokban rogzitett x-y képsorozatot
(14C éabra), majd az el6zéekben kolinerg stimulacidra reagald sejtekrdl, nagyobb nagyités
mellett, rétegfelvétel-sorozatot csindltunk (14D abra). A konfokalis mikroszkopos
kisérletekben a kolinerg aktivacid hatdsara aktivitdsfokozddassal reagaldé szemcsesejtek
atlagos atmérdje 7,5 + 0,4 um volt (n =9).

Jelen munkaban a kolinerg receptorok funkcionalis vizsgalatdhoz karbamil-kolint
(karbakol; CCh) hasznéltunk, de néhany kisérlet erejéig acetilkolint is alkalmaztunk.
Fiiggetleniil az alkalmazott kolinerg agonistatol, a kolinerg hatds vizsgalata soran eldszor
mindig a neurotranszmissziot gatld 3G-koktéllal egészitettiik ki az extracellularis oldatot.
Mindig a 3G-koktél jelenlétében mért Ca®'-tranziens-frekvenciat tekintettiik kontrollnak, és
ehhez hasonlitottuk a 3G-koktéllal kombinaltan alkalmazott kolinerg szerek hatdsa alatt mért
frekvenciaértékeket. A 3G-koktél jelenlétében a szemcsesejtek atlagos kalciumtranziens-
frekvencidja 0,22 £+ 0,22 min’’ volt, ami 100 umol/l acetilkolin jelenlétében 8,98 & 1,52 min’'-
re emelkedett (két agyszelet, n = 6 sejt; p < 0,05).

A karbakol hatdsanak koncentraciofiiggését kumulativn modon, emelked6
koncentracioban  alkalmazott  agonista  jelenlétében  vizsgaltuk. Az egyes
karbakolkoncentraciok jelenlétében aktivalodott szemcsesejtek szézalékos aranyat a
14E abran tlntettik fel (harom szelet, n =24 sejt). Megallapithatd, hogy bar a sejtek nagy
is, amik csak 1ényegesen nagyobb, 50 vagy 100 umol/l koncentracioban alkalmazott karbakol

hataséra reagéltak aktivitdsfokozoddssal. Annak érdekében, hogy lehetéleg minden karbakolra
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érzékeny sejtet vizsgalhassunk, a tovabbi kisérleteink soran mindig telitd dozist karbakolt
alkalmaztunk (100 pmol/l; 90-120 s iddtartam; pl. 14F abra). Karbakol jelenlétében 89
szemcsesejt esetében tapasztaltuk a kalciumtranziensek frekvencidjanak novekedését. A
megadott 89 sejt 19 patkanybodl preparalt, 33 nucleus cochlearis szeletben helyezkedett el. A
sejtek atlagos szoémaatmérdje 7,2+0,1 um volt. A karbakol hatdsdra kialakulo
aktivitasfokozodas statisztikailag szignifikansnak bizonyult — a Ca®*-tranziensek frekvenciaja
kontroll koriilmények kozott 0,37 +0,11; karbakol jelenlétében 6,31 +0,43 min” volt
(p <0,001; 14G abra).

Ahogy azt mar érintettiik, a nagy frekvenciaja AP-tlizelés soran a kalciumtranziensek
részleges vagy teljes 0Osszeolvadast mutattak, ami a tiizelési frekvencia szisztematikus
alulbecsléséhez vezetett. Az alulbecslés mértékének becslése érdekében, 6t szemcsesejt
esetében, a karbakol hatdsanak vizsgalatit a sejtek elektromos aktivitdsanak és a
kalciumfliggd fluoreszcenciaintenzitds valtozasainak egyidejii regisztralasa mellett is
elvégeztiik. A 15A dbra egy ilyen kisérlet eredményét mutatja, mig a 15B és C abrékon az
AP-ok ¢és a kalciumtranziensek frekvenciajanak atlagos novekedése lathatod, karbakol
jelenlétében. A frekvenciandvekedés mindkét jelenség esetében (akciés potencial és Ca’'-
tranziens) szignifikans volt, de karbakol jelenlétében — azaz jelentdsen fokozott aktivitas
esetében — a felismert kalciumtranziensek frekvencidja valdban jelentdsen kisebbnek
bizonyult, mint az AP-ok frekvencidja. Kontroll korilmények kozott ugyanakkor — azaz
nyugalmi aktivitas mellett — a kalciumtranziensek ¢és az akcios potencidlok frekvenciaja nem

tért el jelentdsen egymastol.
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14. abra. Karbakol hatdsa a nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtek kalciumjeleire. (A) és
(B) OGB-vel toltott szemcesesejtek elhelyezkedése az agyszeletben. (A) A DCN kis nagyitasa (4x
objektiv) fénymikroszkopos képe. (B) Az (A) panelen korrel jeldlt teriilet nagy nagyitasi (63x
objektiv) fluoreszcens képe. Az (A) panelen a pontozott vonal a DCN és VCN hatarat jelzi. A (C)
és (D) paneleken a DCN szemcsesejtjeinek konfokalis mikroszkopos képei lathatok. A (C)
panelen az OGB-AM-el t6ltott DCN szelet kisebb nagyitasu (20x objektiv) konfokalis képe
lathato, a pontozott vonal a DCN-VCN hatart jeldli. A (D) panel a (C) panelen bekeretezett teriilet
nagyobb nagyitast (40x objektiv) konfokalis kép alapjan készitett rekonstrukcioja. Az (E) panelen
a kiilonboz6é CCh-koncentraciokra reagald szemcsesejtek szdzalékos aranya lathatdé az Osszes
sejthez képest (24 sejt; 100%). Az (F) panel hdrom reprezentativ fluoreszcens regisztratumot
demonstral, amiket harom kiilonb6z6 szeletben elhelyezkedd szemcsesejtrél rogzitettink. A
vilagossziirke hattér a 3G-koktél, a sététsziirke hattér a CCh+3G koktél kombinalt alkalmazasanak
idejét jeloli. A (G) panelen az 6sszes CCh alkalmazasara valaszold szemcsesejt (n = 89) atlagos
Ca”'-tranziens-frekvencigja lathat6, kontroll koriilmények kozott (vilagossziirke oszlop) és CCh
hatasa alatt (sotétsziirke oszlop). ***: p < 0,001.
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15. dabra. Karbakol hatasara kialakulé kalciumtranziens- és akciospotencial-frekvencia-
novekedés. Az (A) képen egy szemcsesejt elektromos aktivitasanak (felsé sor) és
kalciumkoncentracio-valtozasainak (alsoé sor) egyidejli regisztralasa lathatd. A CCh jelenlétében

mind az AP-ok, mind a gyors tipust kalciumjelek frekvencidja megndtt. Bar latszolag minden AP-

hoz tartozik kalciumjel, a nagyobb frekvenciaju AP-tiizelés alatt a kalciumtranziensek részlegesen

Osszeolvadtak. Az egyes agonistdk és antagonistdk (CCh és 3G-koktél) alkalmazasanak idejét

vizszintes egyenesek jelolik. A (B) panel az atlagos AP-frekvenciat mutatja CCh jenlétében és

hianyaban (n=5). A (C) panel az atlagos kalciumtranziens-frekvenciat mutatja CCh jelenlétében

¢és hidnyaban, ugyanazon 6t sejt esetében. *: p < 0.05.

A kolinerg stimulacid hatdsat kozvetitd receptorok azonositasa érdekében kolinerg
antagonistakat is alkalmaztunk. Az ilyen kisérletek azonban sziikségessé tették a karbakol
ismételt alkalmazasat, ezért eldszor a karbakol hatdsanak ismételhetdségét hataroztuk meg.
Ezen mérésekben azt vizsgaltuk, hogy két, egymast kovetd karbakolalkalmazas esetén vajon
kiilonbozik-e a kivaltott kalciumtranziensek frekvencidja. A 16A és B abrdk ugyanazon
szemcsesejt valaszait mutatjdk elébb az elsd, majd kimosast kdvetden a masodik karbakol
alkalmazéséara, mig a 16C abra az Osszes hasonlo kisérlet Osszesitett eredményét tiinteti fel.

Lathato, hogy az elsé karbakolalkalmazas sordn a Ca’'-tranziensek atlagos frekvencija
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szignifikansan megnétt (0,67 + 0,38 min™ értékrol 5,00+ 1,11 min’’ értékre; két patkdnybol
szdrmazo Ot szelet, n = 10 sejt). A kimosast (8—10 perc) kovetden alkalmazott, megismételt
karbakolexpozicid soran a tranziensek frekvencidja tjra szignifikans ndvekedést mutatott
(0,07 + 0,06 min™ értékrdl 2,74 + 0,67 min™ értékre). A szamokbol az is nyilvanvalova valt
ugyanakkor, hogy a masodik karbakolalkalmazéas sordn csokkent a szemcsesejtek kolinerg
stimuldcid iranti érzékenysége. Ezt a jelenséget a tovabbiakban tachyphylaxis néven emlitjiik.
A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a kolinerg stimuléciéo kivédheté-e a
muszkarinos kolinerg receptorok altalanos antagonistajaval, az atropinnal. Ezen kisérletekben
(két allatbol szdrmazo négy szelet, n = 17 sejt) az eddigiekhez hasonldan elészor 3G-koktélt
Kimosast kovetden (8—10 perc) a 3G-koktélt 50 umol/l atropinnal kombinaltuk, majd a 3G-
koktélt, karbakolt és atropint egyszerre alkalmaztuk (16E &bra). A 16F abra az 6sszes hasonld
koriilmények kozott végzett kisérlet eredményét dsszegzi. A Ca”'-tranziensek frekvencidja az
elso karbakolalkalmazés alatt szignifikansan nétt (0,67 = 0,41 min-rél 7,39 £ 1,22 min'l-re),
mig atropin ¢és karbakol egyiittes alkalmazésanak hatdsara nem valtozott szignifikdnsan a
tranziensek frekvencidja. Az atropin ¢és karbakol egyidejii jelenlétében regisztralt
kalciumtranziens-frekvenciat (16F abra, 4. oszlop) a tachyphylaxis vizsgalata soran tapasztalt
kalciumtranziens-frekvenciaval (16C 4bra, 4. oszlop) 0Osszehasonlitva statisztikailag
szignifikans kiilonbséget kapunk (p <0,01). A megfigyelés arra utalt, hogy az atropin
jelenlétében kapott frekvenciacsokkenés mértéke szignifikansan nagyobb volt annal, mint ami
pusztan a tachyphylaxis jelensége miatt varhat6. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a
muszkarinos kolinerg receptorok meghatarozo jelentdségiiek a kolinerg hatés kialakuldsaban.
A kovetkez6 1épésben, hexamethonium alkalmazasaval, a nikotinos receptorok szerepét
vizsgaltuk a karbakol hatdsanak kialakitdsaban. Az eddigiekhez hasonloan, ezekben a

kisérletekben (két allatbol szarmazo hat szelet, n = 15 sejt) eldszér 3G-koktélt alkalmaztunk,

s

s

Kimosas wutdn (8-10perc) eldszor a 3G-koktélt és 100 umol/l koncentracidju
hexamethoniumot alkalmaztuk, majd az antagonista folyamatos jelenlétében karbakollal
egészitettiik ki az extracellularis oldatot (16H dbra). A 161 abra valamennyi ilyen kisérlet
eredményének Osszefoglalasat demonstralja. Megfigyelhetd, hogy az elsdé karbakolexpozicid
hatisara  szignifikansan n6tt a  tranziensek frekvencigja (0,18 + 0,14 min-rél
7,54+ 0,81 min"'-re). Hexamethonium jelenlétében a tranziensek frekvencidja kisebb
mértékben  bar, de ugyancsak szignifikdnsan fokozoddott (0,53 + 0,40 min'-rél

44+12perc’'-re). A hexamethonium és karbakol egyiittes jelenlétében regisztralt
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kalciumtranziens-frekvenciat (161 abra, 4. oszlop) a tachyphylaxis vizsgalata soran tapasztalt
kalciumtranziens-frekvenciaval 0sszehasonlitva statisztikailag szignifikdns kiilonbség nem
volt igazolhatd. Mas szavakkal, a hexamethonium jelenlétében a Ca®'-tranziensek
frekvenciaja nem csokkent a tachyphylaxis jelensége alapjan varhatonal nagyobb mértékben.
Ezen eredmény alapjan megalapozottan jelenthetd ki, hogy a nikotinos receptoroknak nincs

érdemi jelentdsége a szemcsesejteken karbakol hatdsara kialakulé aktivitasfokozodas

kialakitasaban.
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16. dabra. Atropin és hexamethonium hatiasa a szemcsesejtek karbakol altal kivaltott
kalciumjeleire.  (A-B) Egy  szemcsesejt  kalciumkoncentracio-valtozasait  tiikr6zo
fluoreszcenciaregisztratumok. A vilagosszirke hattér a 3G-koktél alkalmazasanak idejét, a
sotétsziirke hattér a CCh és a 3G-koktél egyiites alkalmazasanak idejét jeloli. Az (A) panel az
els6, a (B) panel a kimosast kdvetd masodik CCh alkalmazast mutatja. A (C) panel az ismételt
CCh alkalmazas vizsgalatahoz tartozd Osszes kisérlet eredményét foglalja 6ssze (n=10). Az
oszlopok az atlagos kalciumtranziens-frekvenciat jelolik. A vilagossziirke oszlopok a 3G-koktél, a
sotétsziirke oszlopok a CCh ¢és a 3G-koktél egyiittes alkalmazasakor mért kalciumtranziens-
frekvencia atlagat mutatjdk. (D) Egy szemcsesejt aktivitasa 3G-koktél alkalmazéasakor
(vilagossziirke hattér) és CCh+3G-koktél jelenlétében (sotétsziirke hattér). Az (E) panelen
ugyanazon sejt aktivitasa lathatd, ezuttal a kimosast kovetd atropinalkalmazds sordn. A
vilagossziirke pontozott hattér az atropin+3G-koktél; a sotétsziirke pontozott hattér pedig az
atropintCCh+3G-koktél egyidejii alkalmazasat jeloli. Az (F) panelen az atropinhatés
vizsgalatahoz tartozo kisérletek 6sszefoglalasa lathatd (n = 17). A vilagossziirke oszlopok a 3G-
koktél, a sotétsziirke oszlopok a CCh+3G-koktél egyiittes alkalmazasakor mért kalciumtranziens-
frekvencia atlagat mutatjak (bal oldal, CChl). A vilagossziirke pontozott oszlopok az atropint+3G-
koktél, a sotétsziircke pontozott oszlopok pedig az atropintCCh+3G-koktél egyiittes
alkalmazéasakor mért kalciumtranziens-frekvencia atlagat mutatjdk (jobb oldal, ATR). (G) Egy
szemcsesejt aktivitdsa 3G-koktél alkalmazasakor (vildgossziirke hattér) és CCh+3G-koktél
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jelenlétében (sotétsziirke hattér). A (H) panelen ugyanazon sejt aktivitdsa lathatd, ezittal a
kimosast kovetd hexamethoniumalkalmazas soran. A vildgossziitke pontozott hattér a
hexamethonium+3G-koktél; a sotétsziirke pontozott hattér pedig a hexamethonium+CCh+3G-
koktél egyidejli alkalmazasat jeloli. Az (I) panelen a hexamethonium hatés vizsgalatdhoz tartozé
kisérletek Osszefoglalasa lathatd (n=15). A vilagossziitke oszlopok a 3G-koktél, a sotétsziirke
oszlopok pedig a CCh+3G-koktél egylittes alkalmazasakor mért kalciumtranziens-frekvencia
atlagat mutatjak (bal oldal, CChl). A viladgossziirke pontozott oszlopok hexamethonium+3G-
koktél, a sotétsziirke pontozott oszlopok pedig a hexamethonium+CCh+3G-koktél egyiittes
alkalmazasakor mért kalciumtranziens-frekvencia atlagat mutatjak (jobb oldal, HEXA). n.s.: nem
szignifikans; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

M1- és M3-tipust muszkarinos receptorok szerepe a kolinerg hatds kézvetitésében
a nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeinek aktivitasa kolinerg stimulacidé hatasara
fokozodik, és ezen hatds dontéen muszkarinos receptorokon keresztiil valosul meg. A
¢s az echhez tarsul6 megnovekedett ingerlékenységet agykérgi, gerincvel6i és primer
vestibularis afferens neuronoknal, valamint szimpatikus ganglionok sejtjeinél is leirtak, ahol a
jelenség hatterében az Ugynevezett ,,M-aram” all (Krnjevic és Mtsai.,, 1971; Nowak ¢és
Macdonald, 1983; Pérez ¢és mtsai., 2010; Weight és Votava, 1970; Brown és Adams; 1980).
2005; Pérez ¢és mtsai, 2010); a muszkarinos kolinerg receptorok esetében ezek az M1-, M3- és
M5-tipusba sorolhatd receptorfehérjék. Munkacsoportunk mar korabban leirta, hogy 8-10
napos patkanyok nucleus cochlearis dorsalisaban az MS5-receptorokra specifikus RNS
elenyészd, mig az M1- és az M3-receptorspecifikus RNS jelentds mennyiségben van jelen
(Pal és mtsai, 2009). Ugyanebben a tanulmanyban arra is ravilagitottunk, hogy az M3-
receptor RNS-e mintegy négyszer akkora mennyiségben van jelen, mint az M 1-receptoré.
Ezen eldzetes adatokbol kiindulva az M5-receptorok szerepét a jelen munkaban nem
vizsgaltuk. Az M1- és M3-receptorok lehetséges szerepének feltarasa érdekében eldszor
konfokalis mikroszkopiaval kombinalt immunjeldlést végeztiink. A kisérleteket a receptorok
expresszidjat esetlegesen érintd életkorfiiggd valtozasok megitélése végett mind 15, mind
30 napos patkanyokon elvégeztik. Mivel az eltéré6 kort 4allatok muszkarinreceptor-
expressziojaban érdemi kiilonbséget nem taldltunk, csak a 30 napos allatokon kapott

eredményeket mutatjuk be (17. abra).
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17. dbra. M1- és M3-tipusi muszkarinreceptor-specifikus immunjelolés a nucleus
cochlearisban. (A) Kis nagyitasu, konfokalis mikroszkopos kép a nucleus cochlearis M1-
receptorspecifikus immunjeldlésérél. A pontozott vonal a nucleus cochlearis ventralis és
dorsalis kozotti hatart jeldli. A (B) panel nagyobb nagyitassal mutatja az (A) képen négyzettel
jelolt tertiletet. A csillag a DCN és VCN hatéran 1év6 szemcsesejtes réteg egy részét jeldli, ahol
jol megitélhetdk a stirtin elhelyezkedd, DAPI-val jelolt sejtmagok. (C1-C3) Nagy nagyitasu
konfokalis képek a (B) felvétlen csillaggal jelolt szemcsesejtes régiorol. A (C1) panelen zdld
szin jeloli az M1-specifikus immunjel6lddést, a (C2) panelen DAPI-val jelolt, kék szint
sejtmagok lathatok, a (C3) panel pedig az el6z6 két felvétel egymasra vetitése. A fehér pontok
néhany erés M1-jelolédést mutatd szemcsesejtet jelolnek. A csillag egy olyan szemcsesejtet
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jelol, ahol szembetlind az Ml-specifikus jelolodés szemcsés jellege. (D) Kis nagyitast,
konfokalis mikroszkopos kép a nucleus cochlearis M3-receptorspecifikus immunjeldlésérdl. A
pontozott vonal a dorsalis és a ventralis magrész kozotti hatart jeldli. Az (E) panel nagyobb
nagyitassal mutatja a (D) panelen négyzettel jelolt teriiletet. A csillag a DCN és VCN hatéran
1év6 szemcsesejtes réteg egy részét jeloli. (F1-F3) Nagy nagyitasu konfokalis képek az (E)
panelen csillaggal jelolt szemcsesejtes régiordl. Az (F1) panelen zo6ld szin jeldli az M3-
specifikus immunjel6lédést, az (F2) panelen DAPI-val jelolt, kék szinti sejtmagok lathatok, az
(F3) panel pedig az el6z6 két felvétel egymasra vetitése. A fehér pontok erés M3-specifikus
jelolédést mutatd szemcesesejtekre hivjak fel a figyelmet. A jelolédés szemcsézett jellege
minden esetben szembeotld, a nyillal jeldlt sejt esetében a szemcsék a sejtfelszinen
mutatkoznak. Az iires karikaval jelolt sejt eltérd alaku, megnyult sejtmaggal rendelkezik, és
nem mutat M3-specifikus immunpozitivitast.

Mind a nucleus cochlearis ventralisban, mind a nucleus cochlearis dorsalisban
kimutathatoak voltak M1- és M3-receptorspecifikus immunjel616dést mutato sejtek (17A és D
abrak). A pozitivan jel6l6dott sejtek méretiik, morfologidjuk és elhelyezkedésiik alapjan
tobbféle sejttipushoz tartoztak, am jelen munka keretében csak a szemcsesejtek jelolodését
vizsgaltuk. Ennek érdekében megkiilonboztetett figyelmet szenteltiink a ventralis és dorsalis
magrészt elvalaszto terililetnek, ahol a szemcsesejtek egy Ovszerii réteget alkotva igen nagy
szamban fordulnak eld (17B ¢és E abrdk). A nucleus cochlearis ventralist és dorsalist
elvalasztd szemcsesejtes réteg mindig konnyen azonosithatd volt lokalizacioja, és a benne
strin elhelyezkedd, kisméretli sejtmagok alapjan. Az immunjeldlés megoszldsa alapjan
egyértelmii volt, hogy a nucleus cochlearis szemcsesejtjei expresszaljdk az MIl-tipusu
receptort (17C1-C3 abra). A jel6lddés a sejtfelszini membranban volt a legintenzivebb; egyes
esetekben kifejezetten foltszert, olykor szemcsézett jelleget mutatott (lasd példaul a csillaggal
jelolt sejtet a 17C1-C3 abrakon). A jel6lddés ilyen megjelenése a sejtfelszini membranban
valészinli receptoraggregaciora utal. A szemcsesejtek Ma3-receptor immunpozitivitasat
ugyancsak kimutattuk (17F1-F3 abra), és ebben az esetben még kifejezettebb volt a jelolddés
szemcsézett megoszlasa a sejtfelszini membranban. Erdemes ramutatni, hogy M3-negativ
sejtek is lathatoak voltak a szeletben (lasd példaul a korrel jelolt sejtet a 17F dbran). Ezek a
sejtek belsd negativ kontrollként szolgaltak, és megerdsitették az alkalmazott immunjeldlés
specifikus voltat.

Miutdn az immunhisztokémai kisérletek igazoltdk az MI1- és az Ma3-receptorok
jelenlétét a szemcesesejteken, ezen receptorok funkcionalis jelentdségét is vizsgalat ala vettiik.
A mérések soran receptoraltipus-specifikus gatloszereket alkalmaztunk, és arra kerestiink
valaszt, hogy vajon hogyan érinti egyik vagy masik receptorféleség gatldsa a nucleus
cochlearis szemcsesejtjeinek karbakol hatasara kialakul6 aktivitasfokozodasat.

Az Ml-receptorok jelentdségének vizsgalatat egy Ml-specifikus antagonista, a

pirenzepin alkalmazésadval tanulményoztuk. Az eddigiekhez hasonléan, ezekben a
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kisérletekben (hdrom 4allatbol szarmazo6 négy szelet, n =12 sejt) is eldszor 3G-koktélt, majd

crer

crer

pirenzepin jelenlétében, majd karbakol, pirenzepin és 3G-koktél egyidejii alkalmazésara
keriilt sort (18B ébra). A 18C dbra valamennyi hasonldé moddon kivitelezett kisérlet
eredményét Osszegzi. Megallapithato, hogy a karbakol elsé alkalmazasa soran szignifikdnsan
nétt a Ca’'-tranziensek frekvenciaja (0,33 + 0,17 min™'-r6l 6,72 + 1,44 min™'-re). Pirenzepin
egyidejii jelenlétében a tranziensek frekvenciaja kisebb mértékben ugyan, de még mindig
szignifikansan fokozodott (0,22 + 0,10 min”'-r8l 3,29+ 1,02 min'l-re). Nem talaltunk viszont
statisztikailag igazolhatd kiilonbséget, amikor a pirenzepin és a karbakol egyiittes jelenlétében
regisztralt kalciumtranziens-frekvenciat (18C abra, 4. oszlop) a tachyphylaxis vizsgalata soran
tapasztalt értékkel vetettiik 6ssze. Ez a megfigyelés arra utalt, hogy a pirenzepin jelenlétében a
frekvencia kortilbeliill olyan mértékben csokkent, mint ami a tachyphylaxis jelensége alapjan
varhato. Ebbdl kovetkezden, jollehet az M1-receptorok jelen vannak a szemcsesejtekben, a
kolinerg stimulécio kozvetitésében betoltott szerepiik elhanyagolhato.

Végezetiil az M3-specifikus antagonista hatasu 4-DAMP jelenlétében vizsgéltuk az M3-
tipusu receptorok szerepét a kolinerg stimulacié kialakitdsdban. Ezen kisérletekben (hdrom
allatbol szarmazd 6t szelet, n =15 sejt) az eddig ismertetett sorrendben és kombinacioban
alkalmaztuk a kiilonb6z6é farmakonokat (18D és E &brak). A 18F &bra valamennyi hasonlo
kisérlet erdeményének Osszegzése. Az karbakol elsd alkalmazasakor a Ca’®'-tranziensek
frekvencidja szignifikdnsan nétt (0,09 + 0,06 min”'-r8l 5,93 +0,91 min'l-re); 4-DAMP ¢és
karbakol egyiittes alkalmazasa soran ugyanakkor a tranziensek frekvencidja nem valtozott
szignifikans mértékben (0,40 + 0,21 min'-r8l 0,57 + 0,25 min™'-re). Amikor a 4-DAMP és
karbakol egyiittes jelenlétében regisztralt kalciumtranziensek frekvenciajat (18F abra,
4. oszlop) a tachyphylaxis vizsgdlata soran tapasztalt értékkel vetettiik O0ssze, a kiilonbség
statisztikailag szignifikansnak bizonyult (p <0,01). Ez a megfigyelés azt jelzi, hogy 4-DAMP
jelenlétében a Ca®'-tranziensek frekvenciaja sokkal kifejezettebben csokkent, mint az a
tachyphylaxis jelenségébdl Onmagaban kovetkezne; azaz az M3-tipusi muszkarinos
receptorok értékelhetd szerepet jatszanak a szemcsesejteket ¢érintd kolinerg hatas

kialakuldsaban.
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18. dbra. Altipusspecifikus muszKkarinreceptor-antagonistik hatiasa a nucleus cochlearis
dorsalis szemcsesejtek karbakol altal kivaltott kalciumjeleire. (A) Egy szemcsesejt aktivitasa
3G-koktél alkalmazasakor (vilagossziirke hattér), valamint CCh+3G-koktél jelenlétében
(sotétsziirke hattér). A (B) panelen ugyanazon sejt aktivitasa lathato, ezuattal a kimosast kdvetd
pirenzepinalkalmazas soran. A vilagossziirke pontozott hattér a pirenzepint3G-koktél; a
sOtétsziirke pontozott hattér pedig a pirenzepintCCh+3G-koktél egyidejii alkalmazasat jeloli. A
(C) panelen a pirenzepin hatdsanak vizsgalatdhoz tartozd kisérletek Osszefoglaldsa lathato
(n=12). A vildgossziirke oszlopok a 3G-koktél, a sotétsziirke oszlopok pedig a CCh+3G-koktél
egyiittes alkalmazéasakor mért kalciumtranziens-frekvencia atlagat mutatjak (bal oldal, CChl). A
vilagossziirke pontozott oszlopok a pirenzepint+3G-koktél, a sotétsziirke pontozott oszlopok pedig
a pirenzepin+CCh+3G-koktél egyiittes alkalmazasakor mért kalciumtranziens-frekvencia atlagat
mutatjadk (jobb oldal, PIRE). (D) Egy szemcsesejt aktivitdisa 3G-koktél alkalmazasakor
(vilagossziirke hattér), valamint CCh+3G-koktél jelenlétében (sotétsziirke hattér). Az (E) panelen
ugyanazon sejt aktivitdsa lathatd, ezittal a kimosast kdvetd 4-DAMP-alkalmazas soran. A
vilagossziirke pontozott hattér pontokkal a 4-DAMP+3G-koktél; a sotétsziirke pontozott hattér
pedig a 4-DAMP+CCh+3G-koktél egyidejii alkalmazasat jeloli. Az (F) panelen a 4-DAMP hatas
vizsgalatahoz tartozo kisérletek Osszefoglalasa lathatd (n= 15). A vilagossziirke oszlopok a 3G-
koktél, a sotétsziirke oszlopok a CCh+3G-koktél egyiittes alkalmazasakor mért kalciumtranziens-
frekvencia atlagat mutatjadk (bal oldal, CChl). A vildgossziirke pontozott oszlopok a 4-
DAMP+3G-koktél, a sotétsziirke pontozott oszlopok pedig a 4-DAMP+CCh+3G-koktél egyiittes
alkalmazésakor mért kalciumtranziens-frekvencia atlagat mutatjak (jobb oldal, DAMP). n.s.: nem
szignifikans; **: p <0,01.
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Megbeszélés

A nucleus cochlearis dorsalis Purkinje-szeri sejtjei vonatkozasaban leirt 4;j
adatok, és azok jelentosége

Jelen munka elsé részében a DCN Purkinje-szerli sejtjeit vizsgaltuk. Részletes leirast
adtunk ezen sejttipus morfologiai jegyeirdl; kimutattuk, hogy kelléen nagy amplitadoju,
depolarizald éaraminjekciora fenntartott AP-tiizeléssel reagalnak; és demonstraltuk, hogy
rendelkeznek egy hiperpolarizacidra lassu aktivaciot mutato, befel¢ idnyuld arammal, amit h-
aramként azonositottunk. Munkank sordn az irodalomban elsd izben regisztraltunk a PLC-k
sejttestérdl elvezethetd, spontan posztszinaptikus aramokat, amik bizonyitékat adjak annak,
hogy ez a sejttipus aktiv részét képezi a nucleus cochlearis mikodését biztositd
neuronhaldzatnak. Immunhisztokémiai kisérletekben kimutattuk, hogy a PLC-k expresszaljak
a GABA bioszintézisért felelds glutamat-dekarboxildz enzimet, igy megalapozottan
feltételezhetd, hogy GABAerg sejtekrdl van szo.
klasszikus szovettani modszerek alkalmazasaval (Hurd és Feldman, 1994; Spatz, 1997; Spatz,
2003). Jelen munkank ujszeriisége abban all, hogy fluoreszcens jelolés és konfokalis
mikroszképia kombinalt alkalmazasaval az eddigieknél pontosabban megitélhetévé valt a
PLC-k térben elfoglalt helyzete és szerkezete. A sejttest legnagyobb atmérdjét jelen
tanulmanyunkban atlagosan 28 pm-nek talaltuk, ami hasonlé a a Hurd és Feldman (1994)
altal megadott értékhez (25,5 um). Jelen tanulmanyunk is meggy6zéen demonstralta, hogy a
PLC-k dendritfaja igen bonyolult szerkezetli. Az elagazasok nagy szadma miatt a dendritfa
stirtin beboritja a sejt kornyezetét, igy az eredd dendritek szamanak pontos meghatarozasa
»Klasszikus” szOvettani metszetben igen nehéz feladat. A tanulmanyunkban alkalmazott
megkozelités azonban — azaz konfokalis mikroszkopia és az egyedi optikai szeletekbdl
jellemzd ezen paraméter meghatarozasat is. Eredményeink szerint az eredé dendritek szdma
atlagosan 11, igy a PLC-k jelentdsen kiilonboznek a kifejlett egyedek Purkinje-sejteitdl, amik
egyetlen eredd dendrittel rendelkeznek (McKay és Turner, 2005). Bar az egyedfejlddés korai
szakaszaban a kisagyi Purkinje-sejtek is tobb nyulvannyal birnak, a ktszorost-rendszer
fejlodésével parhuzamosan az egy kuszorost altal beidegzett dendritfa erdteljes fejlodésnek
indul, mig a tobbi elsorvad, majd eltiinik (Bosman és mtsai., 2008, Watanabe ¢s Kano, 2011).

Nyulvanyrendszeriik térbeli elhelyezkedése alapjan a subependymalisan elhelyezkedd

PLC-k két csoportjat kiilonboztettiik meg, a kolumnaris (centripetalis) €s a legyezOszeri

59



dendritfaval jellemezhetd sejteket. Az eldbbi csoport eredd dendritjei szinte kizdrdlag a mag
mély rétegei felé iranyulnak, mig az utdbbi csoportban az eredé dendritek egy szamottevd
része a mag felszinével parhuzamos iranyban indul, és csak a distalisabb dendritszakaszok
haladnak a mag kozéppontja felé. Erdemes ramutatni, hogy a kisagyi Purkinje-sejteknél a
dendritfa iranyultsadga ezzel ellentétes, azaz a Purkinje-sejtek rétegéhez képest centrifugalisan,
a kisagykéreg felszine fel¢ mutat. A PLC-k mindkét altipusdnak dendritfaja 1ényegesen
nagyobb volt sagittalis, mint transversalis sikban. A sagittalis sikban mérve, a legyezdszeru
PLC-k atlagosan 7000 pm?, mig a centripetdlis PLC-k 4tlagosan 8700 pm’-es
dendritfafeliilettel rendelkeztek; ugyanakkor a transversalis sikban meghatarozhat6
kiterjedésiik mindkét alcsoport esetén joval kisebb volt — az 1L dbran bemutatott sejt esetén
példaul minddssze 30 um. A kisagyi Purkinje-sejtek dendritfaja a sagittalis sikban mintegy
1700020000 pm? feliiletet borit be, a dendritfa vastagsaga a transversalis sikban mérve
pedig 20 pm koriili (Kaneko és mtsai., 2011). A kisagyi Purkinje-sejtek dendritfaja egyébként
egy legyezdként képzelhetd el, ahol a nyulvanyszakaszok egyetlen sikban helyezkednek el
(Kaneko és mtsai., 2011). Ez a dendritmorfolédgia a kisagykéreg cytoarchitectirdjanak fontos
eleme.

Mas tanulmanyok eredményeivel dsszhangban (pl. Spatz, 1997) a jelen kisérletsorozat
is megerdsitette, hogy a PLC-k — a kisagyi Purkinje-sejtekhez hasonléan — igen erds
calbindinexpressziot mutatnak. A calbindin mind a sejttestben, mind a dendritekben jelen van.
Ebbdl kovetkezéen a calbindin-specifikus immunjel6lés kivaléan alkalmas a PLC-k
jelolésére, ami egyebek kozott modot adott ezen sejttipus dendritikus struktarajanak pontos
jellemzésére.

A cerebellint elészor Purkinje-sejt-specifikus fehérjeként irtak le (Slemmon ¢és mtsai.,
1985; Slemmon ¢s mtsai., 1988), majd jelenlétét a DCN cartwheel-sejtjeiben ¢és a
subependymalisan elhelyezkedd, akkor még ,.ectopias Purkinje-sejtjek”-ként azonositott
struktirdkban is kimutattdk (Mugnaini és Morgan, 1987). Ezzel 6sszhangban a jelen
kisérleteinkben is dokumentéltuk a kisagyi Purkinje-sejtek, a PLC-k és a cartwheel-sejtek
cerebellin pozitivitasat; ugyanakkor a jelolodési mintdzat jelentés mértékben eltért az egyes
sejttipusok esetében. A kisagyi Purkinje-sejtek sejtteste és dendritjei egyarant mutattak
cerebellin-specifikus jel6ldédést, mig a PLC-k és a cartwheel-sejtek esetében a cerebellin-
pozitivitas a sejttestre korlatozodott. Léteznek olyan vélemények, miszerint a cerebellint a
kisagyi szemcsesejtek termelik és szabaditjak fel az axonvégzddéseikbol, ahonnan eddig nem
tisztazott modon keriil be a Purkinje-sejtekbe. A feltételezések szerint ezen folyamat

nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a kisagyi paralellrost-Purkinje-sejt szinapszisok
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fennmaradasaban ¢és plaszticitdsdban (Hirai és mtsai., 2005; Yuzaki, 2008). Elképzelheto,
hogy a PLC-k maguk expresszaljak a cerebellint; de az sem kizarhato, hogy ezt a fehérjét a
DCN mas neuronjai termelik, ami aztan transzszinaptikus Gton halmozddik fel a PLC-kben. A
jelen munkaban azt figyeltik meg, hogy a PLC-k cerebellin-specifikus jelolése szinte
kizarolag a sejttestre szoritkozik, és azon beliil is els6sorban a perinuclearis teriiletre jellemzd.
Ez a megfigyelés a PLC-ken beliili de novo cerebellinszintézist latszik tdmogatni, hiszen a
perinuclearis jelolodés az endoplasmaticus reticulumnak, és a frissen szintetizalt (esetleg
»exportra szant”) cerebellinnek felelhet meg. A kisagyban feltételezett elrendezéshez
hasonléan elképzelhetd, hogy a DCN-ben a glutamaterg szemcsesejtek termelik a cerebellint,
amit aztdn glutamaterg szinapszisokon keresztiil ,,adnak at” a GABAerg PLC-knek. Ezen
utobbi felvetés mellett sz61 a DCN molekularis rétegének erdteljes cerebellin-specifikus
immunpozitivitasa, valamint az, hogy a PLC-krdl akkor is elvezethetok voltak serkentd hatast
posztszinaptikus aramok, amikor a mag mélyebb rétegeit levalasztottuk, azaz csak a
molekularis réteg feldl kaphattak szinaptikus bemeneteket. Az utobbi kisérleti elrendezés arra
utal, hogy a serkentd posztszinaptikus aramok forrdsa a DCN legfeliiletesebb rétegeiben
helyezkedik el, ahol a legnagyobb siirtiségben eléforduld serkentd sejttipus a cochlearis
szemcsesejt. A fentiek alapjan valdsziniisithetd, hogy a szemcsesejtek szinaptikus
kapcsolatokat 1étesitenek a PLC-kkel, azaz 1éteznek olyan szemcsesejt-PLC kapcsolatok,
amiken keresztiil a cerebellin atjuthat a PLC-kbe.

Eredményeink alapjan az is megallapithaté, hogy a PLC-k bizonyos funkcionalis
sajatsagai is hasonloak a kisagyi Purkinje-sejtekéhez. Ezek kozott megemlithetd, hogy
mindkét sejttipus folyamatos AP-tiizeléssel reagal a kellden erds depolarizalé impulzusra,
rendelkeznek a hiperpolarizacido hatasara aktivaloddo nem-specifikus kationdrammal (1), €s
nagy szamu spontan, gatlo hatdsu posztszinaptikus aram vezethetd el roluk (Konnerth és
mtsai., 1990; Williams ¢és mtsai., 2002; Nolan és mtsai., 2003). A Purkinje-szer(i sejtekrol
elvezetett gatlo hatasi posztszinaptikus aramok részben glicinergnek, részben GABAergnek
bizonyultak. Az altalunk alkalmazott kisérleti elrendezés természetébdl fakadoan ezen IPSC-k
forrasa biztosan a DCN szeleten beliil helyezkedett el, ami felveti annak lehetdségét, hogy
részben a DCN legfontosabb gatldé interneuronjai, azaz a cartwheel-sejtek feleldsek ezen
posztszinaptikus dramokért. Erdekes, és a mai napig nem pontosan tisztazott ellentmondas,
hogy egyes szerzOk annak ellenére glicinerg neuronnak tartjdk a cartwheel-sejteket, hogy
azok igen erés GAD-pozitivast mutatnak (Golding és Oertel, 1997). A funkcionalis adatok
mellett szinaptofizin-specifikus immunjeldléssel is valoszintsitettiik, hogy a PLC-k sejttestén

¢s dendritjein nagy szamban végzddnek szinaptikus terminalisok. Figyelembe véve, hogy a
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PLC-ket egyes szerzok ,.eltévedt Purkinje-sejt”-ként emlitik (Mugnaini és Morgan, 1987),
igen fontos eredmény, hogy funkcionalis és morfoldgiai bizonyitékot is talaltunk arra, hogy
ezen sejtek akitv részét képezik a DCN neuronhélézatanak. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
PLC-k tényleges funkcioval rendelkeznek a nucleus cochlearison beliil, és nem csak
,,véletleniil” talalhatok ebben a struktiraban.

Korabbi tanulmanyok mar beszamoltak a kozvetleniil a nucleus cochlearis dorsalis
ependymalis felszine alatt elhelyezkedd, nagy méreti GABAerg sejttestek jelenlétérdl
(Mugnaini, 1985). Jelen munkankban a glutamat-dekarboxilaz- és calbindin-specifikus kettds
immunjeldléssel egyértelmiien megerdsitettiik azt a feltételezést, hogy a Mugnaini altal leirt
sejtféleség a PLC-vel azonos. Erdemes ramutatni, hogy a GABAerg jelleg egy tjabb lényeges
hasonlésag a kisagyi Purkinje-sejtek és a PLC-k kozott.

Mindent 6sszevetve, bar a kisagyi Purkinje-sejtek és a nucleus cochlearis Purkinje-szerti
sejtjei kozott tobb jelentés morfoldgiai és funkciondlis hasonlosag és kiilonbség is feltarhato,
ezek alapjan sem megerdsiteni, sem cafolni nem lehet a két sejttipus esetleges kozos eredetét
sugall6 tedridkat. Ennek ellenére a jelen kisérletsorozat altal szolgaltatott j adatok tampontot
biztosithatnak a PLC-k nucleus cochlearison beliil betoltott funkcidjanak meghatarozasahoz.
Ugy véljitkk, hogy a PLC-kkel kapcsolatos jovébeli kutatisoknak részletesen vizsgalnia
kellene ezen sejtek szinaptikus kapcsolatait, hogy ezaltal pontosan elhelyezhetéek legyenek a
nucleus cochlearis neuronhéalézatadban, €s pontosabban meghatarozhatd legyen a hallas

kozponti idegrendszeri folyamataiban betoltott funkcidjuk.

A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeihez kapcsolddo 4j eredmények,

és azok jelentOssége
Jelen munka maésodik részében a DCN sejtjeinek kalciumkoncentracio-valtozasait

vizsgaltuk. A kisérletek kapcsan kifejlesztettiink egy olyan szémitdégépes programot, ami
lehetdvé teszi a kalciumtranziensek felismerését és azok kinetikai paramétereinek leirasat.
Részletesen jellemeztilk a szemcsesejtek gyors kalciumjeleinek iddbeli lefutasat, és
bizonyitottuk azok AP-kapcsolt voltat. Kimutattuk, hogy kolinerg stimulacié szignifikansan
noveli a szemcsesejtek gyors kalciumjeleinek frekvencidjat — még a DCN neuronhal6zatanak
farmakologiai szétkapcsoldasa mellett is. Ramutattunk, hogy a megfigyelt hatdsok atropin
alkalmazaséval teljes egészében kivédhetok. Végezetiil bizonyitottuk az M3-tipust receptorok

meghatarozo jelentdségét a szemcsesejteken megfigyelhetd kolinerg hatasok kozvetitésében.
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Kalciumkoncentracié-mérés a nucleus cochlearisbdl készitett tilélé agyszeletben

A DCN sejtjeinek spontan ¢és karbakollal kivaltott kalciumtranzienseit fluoreszcens
kalciumindikator-festékkel toltott, tuléld agyszeletekben vizsgaltuk. A technika fontos elonye,
hogy alkalmas sok neuron egyidejiileg torténd vizsgalatara (Yuste és Katz, 1991; Schwartz és
mtsai., 1998; Ikegaya ¢€s mtsai., 2005; Garaschuk és mtsai., 2006; Takahasi és mtsai., 2007).
Az eljaras elonyeinek ¢és korlatainak figyelembe vételével, hasonléan néhany korabbi
tanulmanyhoz (Ikegaya, 2008; Usami ¢€s mtsai., 2008), a jelen disszertacioban alkalmazott,
tulélé agyszeletekben kivitelezett kalciumkoncentracio-mérést egyfajta farmakologiai
»gyorstesztként” alkalmaztuk.

A DCN szeletben valtoz6 idobeli lefutast kalciumtranzienseket regisztraltunk. Kinetikai
tulajdonsagaik alapjan a Ca®'-tranziensek lassi és gyors csoportba voltak sorolhatok.
Munkénkban bizonyitottuk, hogy a DCN-ben regisztralt gyors tipust kalcium jelek — az
agykéreg (Helmchen ¢és mitsai., 1996; Smetters ¢és mtsai.,, 1999) és a hippocampus
neuronjaihoz (Helmchen ¢s mtsai.,, 1996) hasonléan — akcids potencidlokhoz kapcsoltak.
Ebbdl kovetkezéen megalapozottan kijelentheté, hogy a gyors tipusu kalciumjelek
frekvenciajanak valtozasa neuronalis aktivitasvaltozast tiikroz. Ezt kihasznalva egyes
tanulmanyokban az agyszeletben elhelyezkedd neuronok AP-tlizelési mintazatara kozvetett
modon, a gyors tipusu kalciumjelek el6fordulasa és megjelenése alapjan kovetkeztettek; sot
az egyes neuronok egyidejii aktivitasa alapjan olykor azok szinaptikus kapcsoltsaganak
valoszinliségét is vizsgaltak (Ikegaya ¢és mitsai., 2005; Peterlin és mtsai., 2000; Smetters ¢€s
mtsai., 1999). Szemben a gyors tipust kalciumjelekkel, amik neurondlis eredetéhez kevés
kétség férhet, a lassu tipusu kalciumjelek megjelenése legvaldsziniibben a gliasejtek
aktivitdsdhoz kothetd (Nimmerjahn és mtsai., 2004).

A gyors tipusu kalciumtranziensek AP-kapcsolt természetének igazoldsat kdvetOen
kidolgoztunk egy modszert, ami alkalmas nagyszamu Ca’'-tranziens felismerésére, és
részletes kinetikai jellemzésére, valamint a gyors és lassu tipusu jelek megbizhaté
elkiilonitésére. Hasonlo célt szolgalo, de részben eltérd elveken miikodé modszereket a jelen
tanulmanyt megel6zden is alkalmaztak (Gorbunova és Spitzer, 2002; Sasaki és mtsai., 2008;
Mukamel és mtsai., 2009; Ruffinatti és mtsai., 2011). A vizsgdlataink soran alkalmazott
felismeré ¢és analizald program javitotta a jel-zaj aranyt, novelte az automatikus
kalciumtranziens-felismerés megbizhatosagat, ezaltal hatékonyan el tudta valasztani a nyers
fluoreszcens jelet a nagyfrekvencidju zajtol. A legnagyobb frekvencidju zajkomponensek
elhagyasa ugyanakkor megvaltoztatta a kalciumtranziensek idébeli lefutdsat, ami esetenként

problémat okozott a korrekt jelfelismerésben. A jelenség oka, hogy nagyfrekvencigju aktivitas
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esetén az egyébként kiilonallo kalciumtranziensek részben vagy teljesen Osszeolvadnak
(Helmchen és mtsai., 1996; Smetters és mtsai., 1999). Ezen fizionalt Ca”'-tranziensek id6beli
lefutasat a zajszlirés okozta alakvaltozas jelentOsen torzitotta, és igy az automatikus
algoritmus szédmara igen nehezen felismerhetové tette azokat. Az esetleges hibdk szamanak
lehet6 legalacsonyabbra szoritasa érdekében az automatikusan felismert tranzienseket mindig
ellendriztiik, és a hibasan felismert, részlegesen vagy teljesen egybeolvadt tranzienseket
kizartuk a tovabbi vizsgalatbol. Elemi megfontolasbol kovetkezden a hibasan felismert
tranziensek kizarasa a Ca’'-tranziensek frekvencidjanak alulbecslését eredményezte, ami a
jelfrekvencia ndvekedésével egyre jelentdsebbé, és mintegy 10 perc'-es frekvencia felett
kifejezetté valt. Kijelenthetd azonban, hogy a modszer még ezen korlatai mellett is alkalmas

volt a karbakol altal kivaltott kalciumjelfrekvencia-novekedés kimutatasara és jellemzésére.

A nucleus cochlearis dorsalis szemcsesejtjeinek kolinerg modulacidja

Jelen munkéban kizarolag a szemcsesejtek kalciumtranzienseit és kolinerg receptorait
vizsgaltuk. A sejtvalasztds egyik fontos indoka, hogy a szemcsesejtek igen nagy szdmban
fordulnak elé a DCN-ben; ugyanakkor konnyen azonosithatok — egyértelmii elkiilonitésiikhoz
elegend0 a méretiik és lokalizadciojuk meghatarozasa. A patkdny DCN szemcsesejtek
szomaatmérdje 6—8 um (Balakrishnan és Trussel, 2008; Mugnaini és mtsai., 1980 A;
Mugnaini és mtsai., 1980 B; Rusznak és mtsai., 1997), igy ezek a mag legkisebb sejtjei. Mivel
a jelen munkaban csak az ennek a tartomanynak megfeleld atmérdvel rendelkezd sejteket
vizsgaltuk, bizonyosak lehettiink abban, hogy kizarolag a szemcsesejtek vizsgalatara kertilt
sor. A sejttipus azonositdsdnak helyességét tovabb erdsiti az tény, hogy a nucleus cochlearis
dorsalis masodik legkisebb sejtjei, a Golgi-sejtek (Mugnaini ¢és mtsai.,, 1980 B),
hiperpolarizacioval reagalnak kolinerg stimuldciora (Irie és mtsai., 2006); ami szdges
ellentétben 4ll a szemcsesejtek altal hasonld  korilmények  kozott  generalt
aktivitasfokozodassal.

A szemcsesejtek vizsgalatat indoklo tovabbi elem, hogy bar tobb dolgozat is felvetette a
szemcsesejtek kolinerg modulalhatosaganak lehetdségét, ennek részleteit ezidaig nem
vizsgaltdk. A szemcsesejteket elérd kolinerg hatasok kozvetett bizonyitékar kozott
megemlithetd, hogy szdmos kolinerg idegvégzddést irtak le a nucleus cochlearis
szemcsesejteket legnagyobb szamban tartalmazd részein (McDonald és Rasmussen 1971;
Ryugo és mtsai., 2003). Egy el6z6 dolgozatunkban mi magunk is szdmot adtunk a DCN
oriassejtjei ¢és a parallel-rostok altal képzett szinapszisokban a neurotranszmisszio

preszinaptikusan  elhelyezkedd, =~ M3-tipust  muszkarinos  receptorokon  keresztiili
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befolyasolhatosagarol (Pal és mtsai., 2009). Mivel a parallel-rostok a szemcsesejtek axonjai,
ezért joggal mertlt fel a kérdés, hogy a muszkarinos receptorok vajon csak a preszinaptikus
membranban taldlhatoak-e meg, vagy a szemcsesejtek szomajan is jelen vannak — azaz vajon
csak a szinaptikus transzmissziot, vagy a szemcsesejtek tiizelési mintazatat is befolyasolja-e a
kolinerg stimulécio.

Az eredményekben ismertetett kisérletek ramutatnak arra, hogy kolinerg stimul4cio
kozvetleniil, a szinaptikus transzmisszio egyidejii gatldsa esetén is noveli a szemcsesejtek
aktivitdsat. A hatas atropinnal teljes egészében kivédhetd, azaz muszkarinos receptorokon
keresztiil valosul meg. Ez a megallapitds Osszhangban &ll néhany korabbi tanulmany
eredményével, melyek szerint muszkarinos receptorok feleldsek a DCN-ben kolinerg
stimulécioval kivaltott aktivitasvaltozasokért (Chen és mtsai., 1994); valamint hogy egy
muszkarinos receptor-specifikus molekula (1-[N-metil->H]szkopolamin) kétédése a DCN
szemcsesejteket legnagyobb siirliségben tartalmazd részein volt a legkifejezettebb (Jin és
Godfrey, 2006). Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a szemcsesejtek mind az M 1-, mind
az M3-tipusu muszkarinos receptorfehérjét expresszaljak. A funkcionalis kisérletekben azt is
bizonyitottuk, hogy a szemcsesejtek aktivitasat befolyasold kolinerg modulacié kozvetitéséért
jorészt az M3-as receptorok felelések. Az a megallapitdsunk, miszerint hexamethonium
alkalmazéasa nem védi ki a karbakol hatasat arra utal, hogy a nikotinos receptorok nem birnak
szamottevd jelentdséggel a kolinerg modulacio folyamataban. Ez a megfigyelésiink
Osszhangban all azokkal a megallapitasokkal, miszerint bar igazolhat6 a nikotinos receptorok
jelenléte a nucleus cochlearisban (Happe és Morley, 1998; Yao és Godfrey, 1999 B), azok
mas sejttipusok, igy példaul az 6rias- (Pal és mtsai., 2009) vagy a Golgi-sejtek (Irie és mtsai.,
2006) esetében sem vesznek részt a kolinerg hatasok kozvetitésében.

Eredményeink tanusaga szerint tehat a muszkarinos kolinerg receptorok aktivacidja
megnoveli a DCN szemcsesejtjein  megfigyelhetdé gyors tipustt kalciumtranziensek
frekvencidjat. A jelenséghez szorosan kapcsolodd kérdés természetesen a muszkarinos
aktivacio és a megndvekedett frekvenciajii Ca”'-tranziensek kozotti kapcsolat. A muszkarinos
receptorok aktivacioja kalciumfelszabadulast valthat ki egyes intracellularis raktarakbol. Egy
masik eshetdség, hogy az M-tipusit (KCNQ) K'-csatorndk kdvetkezményes zaroédasa miatt
okozhatja a sejtfelszini membran depolarizaciojat (Delmas és Brown, 2005). Az igy kialakuld
depolarizacio AP-tiizelést, és az ennek kovetkeztében megnyild, fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorndkon keresztlil torténd kalciumbelépést eredményezhet. Mivel a jelen
vizsgalatsorozatnak nem volt célja a Ca®-tranziensek eredetének behatd tanulmanyozasa, az

intracellularis raktarak szerepét egyaltalan nem vizsgaltuk. Leirtuk ugyanakkor a gyors tipusu
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kalciumtranziensek AP-kapcsoltsagat, és bizonyitottuk az extracellularis térbdl torténd
kalciumbelépés nélkiilozhetetlenségét a tranziensek kialakuldsa soran. Ezen utobbi adatok a
»muszkarinos receptorok aktivacidja — kovetkezményes depolarizacid” mechanizmusanak
jelenlétét és szerepét valdszinisitik.

Jelen munkaban a szemcsesejteket kozvetlen eléré kolinerg hatast vizsgaltuk, a
glutamaterg, glicinerg és GABAerg neurotranszmisszié kombinalt gitlasa mellett. Erdemes
azonban megemliteni, hogy fiziologias koriilmények kozott, azaz intakt neurotranszmisszio
mellett, a kolinerg stimulacié kozvetett Gton is aktivalhatja a szemcsesejteket. Ismeretes, hogy
a Golgi-sejtek egyebek kozott a szemcsesejteken is létesitenek gatldo szinapszisokat (Irie és
mtsai., 2006; Mugnaini ¢és mtsai, 1980 B). A Golgi-sejtek kolinerg stimulaciora
hiperpolarizalodnak, aktivitdsuk csokken, igy a szemcsesejtek felszabadulnak egy tonusos
gatlas aldl (disinhibitio), ami aktivitasuk fokozodasahoz vezethet.

Fontos kérdés lenne annak tisztdzasa, hogy mi a kolinerg modulacié pontos jelentdsége
a nucleus cochlearis dorsalis funkcidjaban, ¢és vajon hogyan kapcsolodik ehhez a
szemcsesejtek kolinerg modulalhatosaga. Ismeretes, hogy a nucleus cochlearis két f0
forrasbol kap kolinerg bemeneteket. Ezen kolinerg rostok java része az oliva superiorbol
szarmazik és az olivo-cochlearis rostok kollaterdlisai révén éri el a magot; a rostok kisebb
része pedig a nucleus pedunculopontinus tegmentalis kolinerg idegsejtejeitdl ered (Mellott és
mtsai., 2011; Schofield és mtsai., 2011). Ezen bemenetek ¢€lettani jelentdsségérdl tobb tedria
1s létezik, és elképzelhetd, hogy a két forrasbol szdrmazod kolinerg rostok eltérd funkcio
szolgalatdban allnak. Az oliva superiorbol szarmazd kolinerg bemenet, a kiils§ szdrsejtek
gatlasa mellett, érzékenyitheti a nucleus cochlaris egyes sejtjeit, igy szerepe lehet a
halloszervre jellemzd igen széles dinamikus spektrum kialakitdsaban, és adott frekvencidju
»ertékes” hangok zajtdl valo elkiilonitésében (Benson és Brown, 1990, Fujino €s Oertel, 2001,
Mellott és mtsai., 2011).

Ugyan a nucleus pedunculopontinus tegmentalisbdl szarmazéd kolinerg bemenetek
lehetséges funkcidja kevéssé ismert, a szerzOk egyetértenek abban, hogy az ezen magbdl
szarmazo kapcsolatok fontosak lehetnek a nucleus cochlearis miikodésének szabalyozasaban.
A nucleus pedunculopontinus tegmentalis kolinerg rostokat kiild a hallopalya agytorzsi
magvaihoz, valamint a thalamushoz is (Steriade és mtsai., 1988; Motts és Schofield, 2009;
Motts és Schofield, 2010; Mellott és mtsai., 2011), és — részben ezen kapcsolatok révén —
fontos szerepet jatszik az alvéds-ébrenlét, a sensoros kapuzéds, a figyelem ¢és a mozgas
szabalyozasaban (Steriade, 2004; Yeomans ¢és mtsai., 2006; Jones, 2008; Pahapill és Lozano,

2000; Winn, 2006). Elképzelhetd, hogy a nucleus pedunculopontinus tegmentalis nucleus
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cochlearis fel¢ iranyuld projekcidja a sensoros kapuzas ¢és a figyelem szabalyozésa
szempontjabol fontos, mivel ezen rostok aktivitdsa hatdst gyakorolhat a hallasi informacid
tovabbitasara.

Egyes vélemények szerint a nucleus cochlearist eléré kolinerg modulacio talfokozott
volta fiilzagashoz (tinnitus) vezethet: a tinnitus erds hangterheléssel kivaltott kisérletes
allatmodelljénél példaul a kolin-acetil-transzferdz enzim aktivitdsanak fokozodasat (Jin, és
mtsai., 2006), és bizonyos DCN neuronok karbakol irdnt mutatott érzékenységének
novekedését irtak le (Chang és mtsai., 2002; Kaltenbach és Zhang, 2007). Altaldnosan
elfogadott, hogy a fiilzligast olyan neurondlis hiperaktivitds kiséri, ami a hallopéalya tobb
szintjén is megfigyelhetd, egyebek kozott a nucleus cochlearisban (Brozoski és mtsai., 2002),
a colliculus inferiorban (Mulders €s Robertson, 2009), vagy a hallokéregben (Eggermont ¢és
Kenmochi, 1998; Roberts ¢és mtsai., 2010). A hiperaktivitas részletei és eredete azonban
vitatottak, és annak eredetére is szamos, olykor nehezen Osszeegyeztethetd teodria létezik
(Roberts és mtsai., 2010; Kaltenbach, 2011). A tinnitus egyik kisérletes allatmodelljénél
példaul leirtdk a DCN piramis-sejtjeinek fokozott spontdn aktivitdsat (Brozoski és mtsai.,
2002), mas szerzOk ugyanakkor, ugyanezen kisérleti koriilmények koézott, a DCN piramis-
sejtek csokkent és a cartwheel-sejtek fokozott aktivitasar6l szdmoltak be (Chang és mtsai.,
2002; Kaltenbach és Zhang, 2007).

A fiilziigés bizonyos esetekben fej-nyaki somatosensoros stimulacioval is kivalthato;
vagy az képes a mar meglévd tinnitus erdsségét moddositani (Levin, 2000; Cacace, 2003).
Ebbdl kovetkezden a tinnitus tehat somatosensorosan modulalhato. Mivel a somatosensoros
informaciéo a szemcsesejteken keresztiil éri el a DCN neuronhaldzatat, a szemcsesejtek
kolinerg modulélhatosaga jelentds szereppel birhat a tinnitus pathogenesisében. Ezt a
feltételezést latszik alahuzni az a megallapitas is, miszerint a tinnitus hatterében a DCN
piramis- ¢s cartwheel-sejtjeinek aktivitasvaltozasa all; kiilondsen mivel a cochlearis
szemcsesejtek aktivitasa szamottevden befolyasolja mindkét sejt miikodését. Ha elfogadjuk,
hogy a tinnitus kialakuldsa soran a nucleus cochlearis dorsalis egyes sejtjeinek megndvekedett

aktivitasa egy talfokozott kolinerg hatas kovetkezménye, akkor megalapozott azt feltételezni,

crer
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A disszertacio legfontosabb megallapitasai

10.

11.

12.

crers

részletes analizisét.

Megmutattuk, hogy a PLC-k altal szintetizalt neurotranszmitter a GABA.

Leirtuk a cerebellin PLC-n beliili megoszlasi mintazatat és Osszehasonlitottuk azt a
kisagyi Purkinje-sejtekével. Megallapitottuk, hogy mig a PLC-k esetében a cerebellin
leginkdbb a sejttestben taldlhatd, a kisagyi Purkinje-sejtekben a sejttestben €s a
dendritfaban egyarant kimutathato.

Meghataroztuk a PLC-k nyugalmi membranpotencidljat. Megallapitottuk, hogy a
PLC-k spontan akcids potencidlokat nem tiizelnek, depolarizalé aramimpulzus
alkalmazasara pedig nem-adaptalodo akcidspotencial-tiizeléssel reagalnak.
Kimutattuk, hogy a PLC-k expresszaljak a h-aramot.

ami alapjan arra kovetkeztetiink, hogy ezen sejtek aktiv részét képezik a nucleus
cochlearis dorsalis neuronhéal6zatanak.

Meghataroztuk, hogy az inhibitorikus posztszinaptikus aramok 76%-a glicinerg,

24%-a pedig GABAerg szinapszisok aktivalodasanak a kovetkezménye.

Taléls  agyszeletekben — végzett  intracellularis  kalciumkoncentracio-mérés
alkalmazaséval igazoltuk a DCN sejtek altal produkalt, gyors tipusu
kalciumtranziensek akcidspotencidl-kapcsolt voltat.

Kimutattuk, hogy kolinerg stimulacié ndveli a DCN szemcsesejtekrdl elvezethetd
gyors tipust kalciumtranziensek frekvenciajat.

Leirtuk, hogy a szemcsesejteken megfigyelt kolinerg hatds atropinnal kivédheto, de
hexamethoniummal nem. Ezzel igazoltuk, hogy a kolinerg hatast muszkarinos
receptorok kozvetitik.

Immunhisztokémia alkalmazasaval kimutattuk, hogy a szemcsesejtek mind az M,
mind az M3 muszkarinreceptor-altipust expresszaljak.

Kimutattuk, hogy az M3-receptor-specifikus antagonista 4-DAMP teljes mértékben
kivédi, mig az MIl-specifikus antagonista pirenzepin nem befolyasolja a kolinerg
hatast. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a kolinerg modulécié kozvetitésében az M3-

tipust receptornak van meghatarozo6 jelentdsége.
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Osszefoglalas

A nervus acusticus akcidspotencidl-mintdzata a hang valamennyi érzékelhetd
tulajdonsagat hordozza. A halldideg aktivitasdnak hangérzetté vald alakitasaért egy olyan
kozponti idegrendszeri halozat felelés, ami a nucleus cochlearisszal kezdddik és a
hallokéregben ér véget. A nucleus cochlearis azonban nem pusztan a kozponti idegrendszeri
hallopalyak kiindulé pontja, de ez a struktara felelés azért is, hogy a beérkezé hallési
informacio tobb, egymassal parhuzamosan halado, felszallo palyara keriiljon at. Ezen felszallo
palyak egy jelentés hanyada a hang egy-egy specidlis tulajdonsdgardl kozvetit informaciot,
ami nélkiilozhetetlen a hanginger jellemzdinek kézponti idegrendszeri rekonstrukci¢jahoz.

A specifikus és intenziv kutatdbmunka ellenére is hézagosak az ismereteink a nucleus
cochlearis ¢és az abban talalhatdé nagy szamu neurontipus funkciojaval kapcsolatosan.
Kiilonosen kevés adat all rendelkezésre a mag legkisebb, ugyanakkor legnagyobb szamban
eléforduld sejttipusardl, a szemcsesejtekrol. Még ennél is kevesebbet tudunk az elsdsorban a
nucleus cochlearis dorsalis részében el6forduld, igen jellegzetes morfologiat mutato
sejttipusrol, a Purkinje-szerti sejtekrél (PLC). Utdbbi neuronféleség esetében még az sem
ismert, hogy vajon részét képezik-e a nucleus cochlearis neuronhéaldzatanak, vagy funkcio
nélkiili, ectopids Purkinje-neuronokrol van szo. Jelen disszertacid patkdny nucleus cochlearis
dorsalis szemcse- ¢és Purkinje-szerli sejtjeinek vizsgalatat tlizte ki célul. Kisérleteinket
elektrofizioldgiai €és képalkotdo mddszerek kombindlt alkalmazésaval végeztiik.

Munkank els6é részében a Purkinje-szerli sejtek morfologiai jellemzdit vizsgaltuk,
amihez ezen neurontipus intenziv calbindin-pozitivitdsa nyuljtott segitséget. KettOs
immunjelolés és konfokalis mikroszkopia alkalmazasa utdn megmutattuk, hogy a PLC-k
rendelkeznek a GABA bioszintéziséhez nélkiilozhetetlen glutamat dekarboxilazzal. Ez a
megfigyelés azt valoszinlsiti, hogy a PLC-k GABAerg gatloneuronok. Tulélo agyszelet-
preparatum és teljes-sejtes patch-clamp segitségével az irodalomban elséként irtuk le ezen
sejttipus akciospotencial-tiizelési mintdzatat. Bebizonyitottuk tovabba, hogy a Purkinje-szerti
sejtek rendelkeznek a hiperpolarizacié hatasara aktivalodo, nem-specifikus kationdrammal
(In). A PLC-k sejttestérdl elvezetett posztisznaptikus aramok vizsgalata arra is bizonyitékot
szolgaltatott, hogy a sejttipus aktiv részese a DCN neuronhaldzatanak. Megallapitottuk, hogy
a PLC-krdl elvezethetd gatld hatdsu posztszinaptikus aramok 76%-a glicinerg szinapszisok
aktivitasat tiikrozi, mig a fennmarad6 24% GABAerg bemeneteken keresztiil érkezik. Arra is

ramutattunk, hogy bar a cerebellaris Purkinje-sejtekhez hasonléan a PLC-k is erds cerebellin-
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1 immunpozitivitdst mutatnak, a fehérje sejten beliili eloszlasa kiilonbozik a két
sejtféleségben.

Az egyik olyan neurontipus, aminek aktivitdsa jelentdsen moddosithatja a nucleus
cochlearis egyéb sejtjeinek — beleértve a PLC-ket is — aktivitasat és miikddését, a cochlearis
szemcsesejt. A szemcsesejtek kiilonds jelentdségét az adja, hogy somatosensoros informacio
is eléri dket. Ebbdl kiindulva megalapozottnak tiinik az a feltételezés, hogy a szemcsesejtek
alapvetd jelentéséglick a somaticus €s acusticus stimulusok nucleus cochlearison beliili
O0tvozésében. Bar 1éteztek arra adatok, hogy a szemcsesejtek miikodését kolinerg modulacié is
befolyasolhatja, a jelenség részleteinek leirdsara ezidaig nem keriilt sor. Ebbdl kiindulva
munkank madasodik felében azt vizsgéltuk, hogy hogyan befolyasolja a szemcsesejtek
intracellularis  kalciumkoncentracigjat a kolinerg stimulacio. Kisérleteinket taléld
agyszeletekben elhelyezkedd, kalciumérzékeny fluoreszcens festékkel feltoltott szemcesejteken
végeztik. A vizsgalatsorozat kezdetén bizonyitottuk a szemcsesejtek gyors tipust
intracellularis Ca2+-jeleinek akcidspotencial-kapcsolt voltat, majd kidolgoztunk egy modszert
ezen Ca’’-jelek megbizhato, automatikus azonositisara és kinetikai paramétereik
jellemzésére. Megmutattuk, hogy a kolinerg stimuldci6 még a serkentd és gatlo hatasu
szinaptikus transzmisszi6 egyidejli gatlasa esetén is szignifikansan megndveli a szemcsesejtek
aktivitisat, ezaltal az altaluk produkalt gyors tipusu Ca*’-jelek frekvenciajat. Specifikus
antagonistakkal végzett kisérletekben arra is ramutattunk, hogy az altalunk feltart kolinerg
hatast muszkarinos receptorok kozvetitik. Bebizonyitottuk, hogy bar a szemcsesejtek mind az
MI1-, mind az M3-tipusi muszkarinos receptort expresszaljak, a funkcionalis hatdsok
kialakitasaért dontden az utdbbi receptortipus aktivalddasa felelds.

Eredményeink hozzésegitenek annak megértéséhez, hogy a szemcse- ¢s Purkinje-szerti
sejtek hogyan illeszkednek a nucleus cochlearist felépitd neuronalis haldzatba, igy pontosabb
képet nyerhetiink ezen bonyolult, a hallasi informéci6é kdzponti idegrendszeri feldolgozasahoz

nélkulozhetetlen struktara miikodésérdl.
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Summary

The action potential firing pattern of the acoustic nerve encodes all recognisable features of
the sound. The conversion of the activity of the auditory nerve to acoustic sensation is carried
out by a neuronal network that begins in the cochlear nucleus and terminates in the auditory
cortex. The cochlear nucleus, however, is not the mere starting point of the central auditory
pathways but it passes the incoming acoustic information onto several, parallel ascending
pathways. A number of these pathways relay information about specific features of the sound.
This arrangement is essential for the reconstruction of the overall characteristics of the

auditory stimuli. This highly complicated task is carried out by the central auditory system.

Despite all the intense and specific research efforts, our knowledge about the function of
either the cochlear nucleus or its individual cell types is still obscure. Particularly little
information is available about the granule cells that represent the smallest, yet most numerous
cell type of the cochlear nucleus. Even less is known about the Purkinje-like cells (PLCs).
PLCs are mostly located in the dorsal cochlear nucleus and show highly characteristic
morphology. It is still not clear, for example, whether PLCs are integrant parts of the neuronal
network of the cochlear nucleus or they are mere ectopic Purkinje neurons, without function.
For these reasons, the present work aimed at investigating the granule neurones and the PLCs
of the rat dorsal cochlear nucleus. The experiments have been carried out by combined

application of electrophysiological and imaging techniques.

In the first part of our work the morphological characteristics of the PLCs were investigated.
This phase of our experiments exploited the intense calbindin-specific immunopositivity of
the PLCs. Using double immunolabelling and confocal microscopy; we demonstrated that
PLCs express glutamate-decarboxylase, an enzyme which is essential for GABA biosynthesis.
This observation suggests that the PLCs are GABAergic inhibitory neurones. Using whole-
cell patch-clamp in a brain slice preparation, for the first time in the literature, we revealed the
action potential firing pattern of the PLCs. We showed that PLCs possess the
hyperpolarisation-activated non-specific cationic current (I;). Analysis of postsynaptic
currents recorded from the somata of PLCs indicated that this cell type is an active member of
the neuronal network situated in the dorsal cochlear nucleus. We showed that 76% of the
inhibitory postsynaptic currents recorded from the PLCs reflect the activity of glycinergic
synapses, while the remaining 24% reach the PLC bodies via GABAergic inputs. We also

pointed out that although cerebellar Purkinje-neurones and PLCs are similar in terms of their
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strong cerebellin-1 immunopositivity, the intracellular distribution of cerebellin-1 is different

in these cell types.

One of the neurones whose activity may significantly modify the function of all other cell
types of the dorsal cochlear nucleus — including PLCs — is the cochlear granule cell.
Granule neurones are particularly important because they receive somatosensory information,
too. It is reasonable to assume, therefore, that granule cells play fundamental roles in the
integration of auditory and somatic stimuli within the cochlear nucleus. Although there have
been data indicating that the function of the granule cells is affected by cholinergic
modulation, a detailed analysis of this mechanism is yet to be performed. Consequently, in the
second part of the present work, we have been studying the effects of cholinergic stimulation
on the intracellular calcium concentration of the granule neurones. The experiments were
carried out on calcium-sensitive fluorescent dye-loaded granule cells situated in a thin slice
preparation. At the beginning of the work, we demonstrated the action potential-coupled
character of the rapid calcium transients recorded from the granule cells. In the next step we
introduced a method that automatically detects calcium concentration changes and determines
their kinetic features. We showed that cholinergic stimulation significantly increases the
activity of the granule cells and, consequently, the frequency of their rapid calcium transients
— even when both excitatory and inhibitory synaptic inputs are blocked. Using specific
antagonists, we demonstrated that this cholinergic influence is mediated by muscarinic
receptors. We showed that although granule neurones express both M1 and M3 muscarinic

receptors, the functional effects are primarily mediated by the activation of M3 receptors.

Our results help us to understand better how granule neurones and PLCs are integrated into
the complex neuronal network of the cochlear nucleus. Consequently, as the result of our
observations, one may have more comprehensive information depicting the function of this
highly complicated structure without which central processing of the auditory information

would be impossible.
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