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Tengerimalacbél izolalt 1. tipusa ganglion spirale neuron
depolarizaciéja altal aktivalt K* dramok jellemzése

Szabé Zsolt*, Harasztosi Csaba**, Kovdcs Ilona***, Sziics Géza*™¥,
Ruszndk, Zoltdn**, Sziklai Istvdn®****

OsszeFOGLALAS: A szerz8k munkacsoportja az el&zd
években a hallas kozponti idegrendszeri apparatusénak el-
s elemét, a nucleus cochlearist tanulmanyozta. Tekintet-
tel arra, hogy az ebben a magban taldlhaté neuronokat a
nervus acusticus rostjai kotik ossze a belsé fil receptor-
sejtjeivel, logikusnak tiint annak vizsgélata, hogy a gan-
glion spiraléban taldlhaté neuronok milyen elektrofiziols-
giai sajatossagokkal birnak.

Kisérleteiket 3—5 hénapos tengerimalacokon végezték. Az
allatokat altatds utdn dekapitdltdk. A koponya megnyité-
sa és az agy eltdvolitdsa utdn a cochleat feltarték, melyben
lathatéva valt a modiolus. A lagy szovetek lefejeését kove-
t6en a modiolust kipattintottdk, majd finom csipesz segit-
ségével tobb helyen 6sszeroppantottdk. Az igy nyert szo-
vetdarabkékat 0,3 mg/l kollagenaz és 0,12 mg/l prondz tar-
talmd oldatban 31°C-on 10 percig emésztették, majd az
enzimhatdst 1 g/l koncentriciéjd triszpin-inhibitor alkal-
mazésaval allitotruk le. A sejtek szepardldsa igen évatos
mechanikai triturdlassal tortént. A sejteket iiveg feddle-
mezre iilepitették, majd kitapadasuk utdn a sejtek egy ré-
szét a patch-clamp technika teljes-sejtes konfigurdciéja-
nak alkalmazdsaval vizsgéltak.

Megallapitottak, hogy a sejtek nyugalmi dtlagos mem-
branpotenciélja -62 mV, 4tlagos sejtkapacités 9 pE Folya-
matosan fenntartott, kiiszob feletti depolarizlé négyszog-
impulzus hatasdra a sejtekrsl egyetlen akciés potencidl
volt elvezethetd az impulzus kezdetén. A részletesebben
vizsgale I tipusd sejtek depolarizalé négyszdgimpulzusok
hatdsdra egy lassan aktival6ds, kifelé irdnyuld dramot pro-
dukaltak, ami mind 1 mM tetra-etil-amménium, mind
100 microM 4-amino-piridin és 200 nM dentrotoxin al-
kalmazdsdval gatolhatd volt. A sejtek hiperpolariziciéra
egy lasst aktiviciét mutaté, befelé irdnyulé dramkompo-
nenssel reagiltak, mely ImM cezium és 1mM bérium-klo-
riddal gatolhaték és a hatds revertdlhatd.

KuLcsszavak: akcids potencidl, 4 aminopiridin, dentro-
toxin-1, ganglion spirale, iondram, patch-clamp
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SUMMARY: Enzymatically isolated type I spiral ganglion
neurones of the guinea pig have been investigated in the
present study. The identity of the cells was confirmed by
using anti-neurone-specific-enolase immunostaining.
The presence and shredding of the myelin sheath was also
documented by employing anti-S100 immunoreaction.
The membrane characteristics of the cells were studied by
using the whole-cell patch-clamp technique. The whole-
cell capacitance of the cells was 9 = 2 pF (n = 51), while
the resting membrane potential of the cells was
—62 = 9mV (n = 19). When suprathreshold depolariz-
ing stimuli were applied, the neurones fired a single action
potential at the beginning of the stimulation.

It was confirmed in this study that type [ spiral ganglion
cells possess a hyperpolarization-activated non-specific
cationic current (Ih). The major characteristics of this
current component were unaffected by the enzyme treat-
ment.

Type [ spiral ganglion cells also expressed various depolat-
ization-activated K+ current components. A high-
threshold outward current was sensitive to 1-10 mM
TEA+ application. The ganglion cells also expressed a
relatively small, but nevertheless present transient out-
ward current component which was less sensitive to
TEA+ but could be inhibited by 100 mM 4-aminopyri-
dine. A DTX-I-sensitive current was responsible for some
30 % of the total outward current (at O mV), which
showed rapid activation at membrane potentials positive
to -50 mV and demonstrated very little inactivation.
However, inhibition of the highly 4-AP- or DTX-I-sensi-
tive component did not alter the rapidly inactivating
nature of the firing pattern of the cells.

KEYWORDS: action potential, 4-aminopyridine, dendro-
toxin-I, patch-clamp,ionic currents spiral ganglion

Bevezetés

A ganglion spirale cochleae-ben kétféle neuron
talalhaté. Az itt fellelhets idegsejtek mintegy 95%-
at alkoto I. tipusii ganglion spirale neuronok nylva-
nyai a belsé szérsejteket kotik dssze a nucleus coch-
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learisszal (Patuzzi és Robertson, 1988), mig a II. tipus-
ba tartozé sejtek valésziniileg a kiilss sz8rsejtek sen-
soros beidegzését biztositjadk (Spoendlin, 1969).
A kétféle neuronféleség nemcsak funkcisiban, ha-
nem méretében és morfolégidjaban is lényegesen kii-
l6nbozik. Az 1. tipusd neuronok nagyobbak és
myelinboritdssal rendelkeznek, mig a II. tipusd gang-
lion spirale sejtek kisebbek és rajtuk vel@shivelyt ki-
mutatni nem lehet.

Az L. tipusa ganglion spirale neuronok legnagyobb
része (bdr nem mindegyike) igen gyorsan adaptilodo
akcidspotencial-mintédzatot produkilt, azaz huzamo-
sabb idén 4t alkalmazott depolarizdlé stimulusok so-
rdn a sejtek csupdn néhany akciés potenciilt tiizel-
tek az ingerl8impulzus kezdetén (Mo és Davis, 1997).
A jellegzetes tiizelési mintazat hatterében 4llé ion-
aramokat elsGsorban egérben, csirkében és tengeri-
malacban tanulményoztak, és ezen vizsgélatok ramu-
tattak a kilonboz6 fesziiltségvezérelt Na*- K*- és
Cal*-csatorndk jelent8ségére az ismert membransa-
jatossdgok kialakitdsiban. Ezen tanulményok azt
mutattdk, hogy az I. tipusi ganglion spirale neu-
ronok sejtfelszini membrinjaban taldlhaté ioncsatot-
nik Osszetétele szdmottevd hasonlésdgot mutat a
koézponti hallérendszer masodlagos (madarakban a
nucleus magnocellularis fésejtjei, eml8sokben a
nucleus cochlearis bushy-neuronjai) és harmadlagos
érzéneuronjaiban (a nucleus corporis trapezoidei
medialis teriiletének f8sejtjei) leirtakhoz. Ennek
alapjan talin nem véletlen, hogy a masodlagos és
harmadlagos sensoros neuronok eseteiben demonst-
rélt aktivitdsi mintdzat (azaz a fenntartott depolari-
zdcid sordn jelentkezd igen gyorsan adaptilédé tiize-
1és; Brew és Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel, 1998;
Ruszndk et al, 2000) ugyancsak jelents hasonlésagot
mutat az L. tipust ganglion spirale neuronokon ta-
pasztaltakhoz.

A fenti megfigyelések alapjin érdekesnek tiint an-
nak vizsgélata, hogy az I. tipusd ganglion spirale neu-
ronok gyorsan adaptal6dé akciéspotencidl-tiizelésé-
nek hétterében vajon ugyanazon iondramok allnak-
e, mint a fentebb emlitett struktirakban tapasztalha-
ték. Hasonl6an a bushy-sejtekhez és a nucleus cor-
poris trapezoidei f8sejtjeihez vajon az elsédleges sen-
soros neuronok is rendelkeznek-e 4-aminopiridin-
(4-AP), valamint dendrotoxin- (DTX-I) érzékeny
K*-dram komponenssel. E tényeknek kiemelkeds je-
lent8ségiik van a masodlagos és harmadlagos sen-
soros struktdrdk gyors adaptacidjanak biztositdsdban
(Brew és Forsythe, 1995; Rathouz és Trussel, 1998;
Ruszndk et al, 2000).

Irodalmi adatok alapjn az is ismert volt, hogy a
hiperpolarizicié-aktivalt nem-specifikus kationdram

(I) jelenlétét mar kimutattak tébb, a hallisban sze-
repet jatsz6 neuronon (Golding at al, 1999; Bal és
Qertel, 2000; Banks et al., 1993; Qwens et al., 1999;
Cuttle et al., 2001), koztiik egér I. tipusd ganglion spi-
rale sejtjein is. Tekintettel arra, hogy a h-dram jelen-
létét ugyancsak lefrtik tengerimalac ganglion spi-
raléjabél mechanikailag izolalt neuronokon, meg ki-
véantuk azt is vizsgalni, hogy az 4ltalunk alkalmazott
enzimatikus sejtizoldlast kévetSen is megfigyelhets-e
ezen dram aktivaciéja.

Eszkozok, moédszerek

Ganglion spirale neuronok izoldldsa

Kisérleteinkhez 250-300 grammos tengerimalaco-
kat hasznéltunk (himeket és néstényeket egyardnt;
a DE OEC Allatetikai Bizottsigénak engedélyével).
A vizsgdlatra szdnt éllatot elszor pentobarbitallal
elaltattuk (35 mg/kg i.p.), majd decapitiltuk. A pre-
parélds tovabbi lépéseit talhGtstt, Na*-mentes, mes-
terséges cerebrospindlis oldatban (aCSF, az &sszeté-
telét 1asd késébb) végeztiik. A ganglion spirale felta-
rdsa érdekében el8szor eltdvolitottuk az os tempo-
ralét, majd a bullat megnyitva lathatéva valt a cson-
tos cochlea. A csontos cochlea kiilsé felszinét borité
csontlemezt felpattintva el6tiint a ganglion spirale
neuronjait tartalmazé modiolus (1/A. dbra).

A modiolus izol&ldsat kdvetden azt néhany aprébb
darabra tortik, majd az igy nyert szovetdarabkakat
enzimkezelésnek vetettik ald. Az emésztés 31°C-on,
95% O,/5% CO, gazkeverékkel folyamatosan bubo-
rékoltatott aCSF-ben (cerebro-spinalis fluidum) tdr-
tént, 3 mg/100 ml kollagendz és 12 mg/100 ml pronaz
jelenlétében. A mintegy 15-20 perces emésztési pe-
riédust kdvetSen az enzimhatdst 1 mg/ml koncentra-
cidban alkalmazott tripszininhibitor (I-S; Sigma)
2-3 percen 4t torténd alkalmazdsival allitottuk le.
A neuronok végsé izoldldsira igen évatos mechani-
kai triturdldssal keriilt sor, majd a sejteket fedéle-
mezre {lepitettiik. A kisérletek egy részében a sej-
tek dlepitése poly-D-lisinnel el&kezelt fedélemezre
tortént, amitSl a sejtek erdsebb letapadisat remél-
tik. A mintegy 30 perc hosszu tilepitési periédust ko-
vetGen a feddlemezhez immér erésen tapadé neu-
ronokat HEPES-sel (N-2-hydroxyetil-piperazin-N-
2-etaszulfunicacid) pufferelt aCSF-el mostuk 4t a
szavettormelék és az elpusztult sejtek eltavolitdsdnak
céljabel.

Az alkalmazott oldatok

Az aCSF &sszetétele a kovetkezd volt (mM-ban):
NaCl 125; KCI 2,5; glikéz 10; NaH,PO, 1,25;
NaHCO; 26; CaCl, 2; MgCl, 1; mioinozitol 3; asz-
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L. dbra: L. tipusii ganglion spirale neuronok izoldldsa
tengerimalac os temporalejdbdl.
Az dbra A rvészén az os temporalébal kiprepardlt
modiolus ldthats. Az dbra B része az izoldlt
L. tipusit ganglion spirale neuronok
faziskontraszt-mikroszkiposos képét
demonstrdlja. Jol megfigvelhets a sejtek éles
kontitrja, és az azok kettdstord sajatossdga.
A myelinhiively maradvdanya ugyancsak
megfigyelhets. A C dbra egy ganglion
spirale neuron neuron specifikus enoldz
immunreakcidjdt mutatja (A hdttérfestés
metilzilddel tortént.) Kalibrdcid: az A panelen
5 mm, mig a B és C paneleken 10 um.

korbinsav 0,5; Na-piruvit 2. Az oldat Na'-mentes
valtozataban a NaCl-ot szachardzzal (250 mM) he-
lyettesitettiik. A HEPES-pufferelt aCSF osszetétele
(mM-ban): NaCl 135; KCI 3; gliikéz 10; HEPES 10;

szacharoz 45; CaCl, 2; MgCl, 1. A fenti oldatok pH-
ja 7,2 volt; azok ozmolaritisat folyamatosan ellen-
Griztitk (Automatic Osmometer; Knauer, Germany)
és sziikség esetén szachardz hozzdaddsdval tartottuk
330 mosm/l ércéken. Valamennyi vegyszert a Sigma
(St. Louis, MO, USA) cégtsl vasaroleuk.

A pipettaoldat &sszetétele az alabbi volt (mM-
ban): KCl, 130; HEPES, 10; MgCl,, 1; EGTA, 5; Na-
GTE 0,5; K,-ATE, 2; az oldat pH-ja 7,3, mig ozmo-
laritasa 335 mosm/1 volt.

A mérések soran az extracelluldris oldatot
(HEPES-pufferelt aCSF) folyamatosan cseréltiik,
mig a kiilonbozs gatlészereket egy gyors oldatcserét
lehet6vé tevd mikroperfizids rendszer segitségével
alkalmaztuk, amely a kivant szereket kozvetleniil a
sejtek kdrnyezetébe juttatta.

Az elektrofiziolégiai mérések

Méréseink soran a patch-clamp technika egész-sej-
tes konfigurdciéjat alkalmaztuk. A mikroelektrs-
ddkat vékony fald boroszilikar Givegesovekbdl készi-
tettiik (Clark Electromedical Instruments, Reading,
UK), és ezen elektrodak ellendlldsa (a fentiekben
részletezett Osszetételli pipettaoldattal toltve)
1-2,5 MQ volt. Az dtlagosan 4 MQ-os soros ellenal-
last 60—80%-ban kompenzaltuk. Kisérleteink sordn a
patch-clamp technika fesziiltség-, valamint dram-
clamp konfiguracidjat egyarant alkalmaztuk (Hamill
et al. 1981). Adatainkat Axopatch 200A patch-
clamp-erdsits, valamint TL-1 AD/DA-konverter se-
gitségével rogzitettiik 5 kHz-es mintavételezési frek-
vencia mellett. A mintavételezés és az analizis sordn
a pClamp 6.0 programcsomagot haszndltuk. A sejt-
kapacitdas kompenzildsa elektronikusan tdrtént.
A jelen dolgozatban bemutatott adatok az egyes
titkrozik.

A hiperpolarizicié-aktivalt dram steady-state ak-
tivacidjanak vizsgalatdhoz kettSs impulzusprotokollt
hasznaltunk -60 mV-os tartépotencidlrdl. A vizsgila-
tok sordn a sejtet el@szér 500 ms hosszd, valtozd mér-
tékii hiperpolarizaciénak vetettiik ala (=70 és
—-140 mV kozoee értékeken, 10 mV-os 1épésenként),
majd az el8impulzus alatt aktivalédo dram utdaram-
komponensének nagysagit vizsgaltuk a -60 mV-os
tesztimpulzus alatt. Az igy kapott utédram-amplitd-
dét a legnagyobb értékre (azaz a —140 mV-os elGim-
pulzus utdn mérhetére) éllitottuk, és az igy kapott ér-
tékeket az alkalmazott elimpulzus fiiggvényében ab-
razoltuk. Az gy nyert pontsor egy szigmoid gorbée
eredményezett, amit a Boltzmann-eloszlas fiiggvé-
nyével illesztettiink, a kdvetkezd egyenlet felhaszna-
ldsdval:
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ahol I az E fesziiltség(i elimpulzus alkalmazésa utin
megjelend utédram amplitidéja, I, a legnagyobb
utédram-amplitads, E;, az a membranpotencial,
ahol a vizsgalt ioncsatorndk fele van aktivilt allapot-
ban, mig az s a csatornaaktivicié fesziiltégfiiggését
jellemzé meredekségi faktor.

Az adatok analizise sordn a szignifikanciat két-
mintés t-prébéaval ellendriztiik. A kiilonbséget akkor
tekintettiik statisztikailag szignifikinsnak, ha a
p < 0,05 feltétel teljestilt.

Immuncitokémia

A neuronspecifikus immunfestés egérben termelt,
neuron-specifikus enoldz (NSE) ellenes ellenanyag-
gal, mig a mielinre specifikus jelélést patkdnyban ter-
melt anti-S100 antitest alkalmazasaval biztositottuk
(mindkét ellenanyagot a DAKO-tél [Dénia] szerez-
tiik be).

A sejtizolalast és a neuronok letapaddasat kovets-
en 4 °C-os, 4% koncentriciéji aceton 10 percen at
toreénd alkalmazasaval fixdltuk a sejteket, majd az
endogén peroxidaz-aktivitds gatlasdra kerdlt sor
0,5% toménységii H,O, metanolos oldatdban (30
perc, szobahd). A fenti lépéseket a neuronok desztil-
lalt vizes oblitése kovette. Az antigének feltdrdsat
0,01 M-os PBS-citratpuffer (pH = 6,0) jelenlétében,
kuktiban végeztiik (2 perc). Ezt kévetSen a sejteket
PBS-ben (pH = 7,5) mostuk (5 perc), majd azokat
az elsédleges antitestekkel inkubéltuk (szobahd, 30
perc). Az ellenanyagokat 1:100 (anti-NSE) és 1:400
(anti-S100) higitasban alkalmaztuk. Az inkubéciés
periédus végén a sejteket mostuk (3 x 5 perc, PBS),
majd kecskébdl izoldlt, biotinildlt anti-egér és anti-
patkdny masodlagos ellenanyagok alkalmazdsara ke-
riilt sor (1:100). Az Gjbéli mosas (PBS, 3 x 5 perc)
utdn a sejteket peroxiddzzal-konjugalt streptavidin
oldatban (1:600, 30 perc, szobahd; DAKQ) inkubal-
tuk, majd az immunreakciét SK 4600 VIP/PP (VIP
substrate for peroxidase, VECTOR, USA) alkalma-
zasaval vizualizdltuk. A sejtek ismételt mosdsat
(3 x 5 perc, PBS) a sejtmagok héttérfestése kovette
(metilzdld, VECTOR), majd a sejteket dehidraltuk,

végiil beagyaztuk.

Eredmények

A sejtizoldlds utdn mind az I., mind a IL. tipusd
ganglion spirale neuronok megfigyelhetSek voltak a
targylemezen. Annak érdekében, hogy a kisérletein-
ket teljes bizonyossaggal az I. tipusi sejteken hajesuk
végre, méréseinkhez bi- vagy unipolaris megjelenésd,
legaldbb 10 um #4tmérSjli neuronokat kerestink
(Moore et al., 1996). Az ezen feltételek szerint kiva-
lasztott sejtek rendszerint rendelkeztek a vel8shiive-
Iyiik maradvanyaival is (I/B. dbra). Amint az az 4b-
ran lathatd, a vizsgalatra kivalasztott neuronok éles
kontdrral és tiszta citoplazméval rendelkeziek, és
tobbnyire a nydlvanyaik is azonosithaték voltak. Bér
a fent emlitett, igen szigorti kritériumok alkalmazasa
sem zérta ki, hogy esetleg II. tipusd neuronokat is
vizsgalhattunk a jelen munka keretein beliil, a II. ti-
pust ganglion spirale neuronok ritka eléforduldsa és
az igen kovetkezetesen alkalmazott sejtvalasztasi
szempontok biztositottdk, hogy a jelen munkahoz
csak 1. tipust ganglion spirale neuronokrél szarmazé
adatokat hasznaljunk fel. Emlitést érdemel, hogy a
minddsszesen 51 sejt koziil, amelyeket a jelen tanul-
ményban vizsgaltunk, csupdn hetet értékeltiink , le-
hetséges” vagy ,valdszinii” II. tipust neuronként, és
az ezekrdl nyert mérési eredményeket az adatkiéreé-
kelés sordn nem vettiik figyelembe.

Az elektrofizioldgiai méréseket megelSzden
immuncitokémiai festéseket végeztiink annak igazo-
lasara, hogy az altalunk izolélt és tanulményozott sej-
tek valéban neuronok. Az . dbra C része NSE spe-
cifikus immunreakciét mutat. Fontos megjegyezni,
hogy az erdteljes immunpozitivitdst mutatd sejtek
nagyfoki hasonlésidgot mutattak a fdziskontraszt-
mikroszképos kép alapjan . tipust ganglion spirale
sejtekként azonositott neuronokkal. A kérdéses sej-
tek gémb alaka, vagy kissé elnytjtott sejttesttel ren-
delkeztek, és ltaldban a nydlvanyaik is megtartottak
voltak (1/C. dbra).

A kisérleteink sordn tanulmanyozott sejtek alap-
vetd egyedi elektrofiziolégiai jellemzdi gyakorlatilag
megegyeztek, igazolvan, hogy az dltalunk vizsgalt sej-
tek mindegyike az I. tipusba tartozé ganglion spirale
neuron volt. A jelen munkaban tanulményozott va-
lamennyi sejtet alapul véve az dtlagos sejtkapacitds
9+2 pF (n = 51) volt, mig az 4tlagos nyugalmi
membranpotencial értéke —62+9 mV-nak adédott
(n = 19). Erdemes megemliteni, hogy Santos-Sacchi
(1993) valamint Chen (1997) tengerimalac 1. tipust
ganglion spirale neuronokrél kézolt adatai a fentiek-
kel gyakorlatilag megegyeztek, ami ugyancsak a sejt-
kivalasztasi procedira megfeleld voltit jelzi. Figye-
lembe véve a ganglion spirale neuronok eldbb meg-
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HP= -60mv -60 mV
! a=-10mV ]
-140 mv

kontroll

_

2 . dbra: I. tipusii ganglion spirale sejtek
hiperpolarizdci-aktivdlt drama.
Ezen kisérletekben 3 s hossziisdgi
hiperpolarizdls stimulusokat alkalmaztunk
—60 mV-os fenntartépotencidalrél, Az
impulzusprotokoll sordn —10 mV-os lépcsékben
maximdlisan —140 mV-ig hiperpolarizdltuk
a sejteket. Hasonls impulzusprotokollt
alkalmaztunk 1 mM CsCl, 1 mM BaCl,
jelenlétében és végiil ismét a kontroll oldatban.

hatarozott nyugalmi membranpotencialjdt, a kisérle-
tek sordn altaldban -60 mV-os tartépotencialt alkal-
maztunk.

A 2. dbra az 1. tipust ganglion spirale neuronok
hiperpolarizécié hatdsara aktivaléds iondramat mu-
tatja. A vizsgélt sejt hiperpolarizals impulzus hatdsa-
ra egy lassan aktiviléds, befelé iranyulé dramot pro-
dukalt, amely a 3 s hosszt stimulus alatt észrevehetd
inaktivdciét nem mutatott. Ezen dram igen lassa ak-
tivicidja alapjan, valamint azt a tényt is figyelembe
véve, miszerint egér (Mo and Dauis, 1997b) és tenge-
rimalac ganglion spirale (Chen, 1997) sejtjein is bizo-
nyitottdk egy hiperpolarizicié hatasira aktiviléds
kevert kationkonduktancia jelenlétét arra kévetkez-
tethettiink, hogy az itt bemutatott dram ugyancsak
megfelel a h-dramnak.

A +20 mV
V. =-60 mV/] A=10mV ]

kontroll

N

B

—i#— kantroll
—e-— 1 mM TEA

Aram [nA]
[ ]

]
S 2
e )
/._/ o —
7
-60 -40 -20 0 20

Membranpotencial [mV]

3. dbra: TEA* hatdsa tengerimalac ganglion spirale
neuronok depolarizdcié-aktivdlt iondramaira
Kisérleteinkben 200 ms hossziisdgii depolarizdls
négyszogimpulzusokat alkalmaztunk -60 mVos
tartépotencidlrél, 10 mVeos Iépcsékben,
+20 mV maximdlis depolarizdcisig (A).

A B dbrdn lathat6 dramok 1 mM TEA*
alkalmazdsdt kévetden keriiltek régzitésre.
Az dbra C része a kontroll (telt négyzet) és a
TEA*-va érzéketlen (telt kér) dramok
dram-fesziiltség Ssszefiiggéseit mutatja be.

A 2. dbra demonstrélja az I. tipusti ganglion spirale
neuronoknak az 1 mM CsCl és 1 mM BaCl, jelenlé-
tében kivéltott véalaszait is. Megtigyelhets, hogy a
hiperpolarizdcié lal aktivalt dram Cs* alkalmazass.
val igen hatékonyan gitolhats, mig a Ba** ennél 1é-
nyegesen kisebb hatdst fejtett ki ugyanarra az 4ram-
komponensre. A szerek hatasa kontroll oldatban tel-
jesen revertalhaténak bizonyult. Valamennyi vizsgilt
sejtet figyelembe véve 1 mM CsCl jelenlétében az
dram 97+1%-a; ugyanakkor BaCl, alkalmazésa so-
ran annak csak 24=8%-a bizonyult gitolhaténak.
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A -60 mV-os fenntartépotencidlrél alkalmazott,
200 ms hosszd depolarizilé négyszégimpulzusok al-
kalmazdsa sordn a 3. dbra A részén feltiintetett 4ra-
mot regisztrdlhattuk. A bemutatott és az ahhoz ha-
sonlé regisztritumok alapjan megallapithattuk, hogy
a vizsgilt sejtek tobbféle depolarizacié 4ltal akrivalt
K*-drammal is rendelkeztek. Ezek legjelent&sebbike
egy inaktiviciét nem mutaté dram volt, melynek ak-
tivicija —40 mV-on vagy anndl er&teljesebb depola-
rizdcié esetén volt tapasztalhaté. Ezen fenntartott
daramkomponens mellett egy misik, inaktival6dé
dram is megjelent, azonban kontroll kériilmények
kozotee ez a komponens nem tiint jelentdsnek, és ak-
tivilédésa csak igen erételjes depolarizacié alkalma-
zdsa esetén (+ 10— +20 mV) volt nyilvanvalé. A ki-
16nboz8 kifelé irdnyulé dramkomponensek kiilénva-
lasztdsa érdekében tobbféle K*-csatorna gitlészert is
alkalmaztunk. A kisérletek elsd fazisdban TEA*-4t
(tetra-etil-ammonium) hasznaltunk, ami igen erétel-
jesen gitolta a kialakuld K*-aram jelentés részét
(3/B. dbra). (Az egyes gatlészerek alkalmazisa sordn
megfigyelt hatdsok kvantitativ &sszehasonlitdsa az I.
tablazatban talélhaté.) Figyelembe véve ezen kompo-
nens TEA® irdnti érzékenységét, valamint kinetikai
tulajdonsdgaic Ggy tlinik, hogy a TEA*-érzékeny
dramkomponens megjelenése déntden a késéi tipusi
(delayed rectifier) K*-csatorndk aktivaléddsanak tu-
lajdonithatd.

Az, hogy a TEA* alkalmazisira nem érzékeny
aramkomponens valamivel gyorsabb inaktivicids tu-
lajdonsdggal birt arra utalt, hogy az altalunk vizsgalt
neuronok egy kifelé irdnyuld, tranziens jellegii K*-
daramkomponenssel is rendelkeztek. Kiilonosen érde-
kesnek t{int az a megfigyelés, hogy a TEA*-rezisztens

L. tabldzat
A 0 mV-on meghatarozott gatlas hatdsossaga
+ SD [%]

Nyugalmi potencial =60 mV

Gatlészer Csdcsdram 25 ms* 100 ms** n
4AP

2 uM 137 14+7 1229 4

100 uM 56+13 56+15 50=10 7

30 uM 27+5 2227 19=8 3
TEA

10 uM 81=1 831 84+12 2

1 uM 67+8 75+13 77+13 6
DTX

200 vM 30+9 30=10 2810 4

*: A hatdst a depolarizicié kezdete utdn 25 ms-mal hatiroz-
tuk meg

**:'A hatdst a depolarizici6 kezdete utdn 100 ms-mal
hataroztuk meg

komponens egy jelentékenynek mondhaté nem-
inaktival6dé frakciét (3/B. dbra), mig a TEA™-érzé-
keny dram egy prominens inaktivalédé frakciét tar-
talmazott, bar ez utébbi inaktivaciéja lassibb vol,
mint a TEA*-rezisztens komponens esetében tapasz-
talt inaktivéciés sebesség. A 3/C. dbra az dram-fe-
sziiltség karakterisztikdjat mutat TEA és kontroll ko-
rillmények kozott.

A kovetkez8 lépésben a 4-aminopyridin (4-AP)
K*-dramokra kifejtett hatdsat is megvizsgéltuk. Ezek-
ben a kisérletekben a mar korabbiakban bemutatott
impulzusprotokollokat alkalmaztuk. Megéllapitot-

A

kontroll
B 2 nA
100 uM 4AP 25 ms
fe——
— - =

s
E60y kontroll
Sl 4. Eee 100 .M 4AP
[} b
b d
R
@
8
£-30
=
-80-
Al =2 nA
-90/, ; ; ; ; ;
20 40 60 80 100
|dd [ms]

4. dbra: 100 uM 4-AP hatdsa a tengerimalac ganglion
spirale neuronok depolarizdcié-aktivdlt
iondramaira.

Kisérleteinkben 200 ms hossziisdgii depolarizdls
négyszogimpulzusokat alkalmaztunk -60 mV-os
fenntartépotencidlrél, 10 mV-os [épesskben,
+20 mV maximdlis depolarizdcisig kontroll
kariilmények kozdtt (A) és 4-AP jelenlétében
(B). A C panel demonstrdlja 100 uM 4-AP ha-
tdsdt az I. tipusit ganglion spirale newronok tii-
zelési mintdzatdra. Az dbrdn feltiintetett esetben
70 ms hosszisdgii 2 nA amplitiiddjit dramin-
gerrel vdltottunk ki akcids potencidlt. A folya-
matos vonal jelzi a kontroll, mig a szaggatott a
100 uM 4-AP jelenlétében kivaltott vdlaszokat.
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tuk, hogy 100 uM 4-AP jelenlétében mind a gyorsan,
mind a lassan inaktivdl6dé dramkomponens eltfint,
és pusztan egy lassan aktivalédé, ugyanakkor inak-
tiviciét nem mutatd dramféleség volt megfigyelhetd
(4/B. dbra). A kisérletek alapjan szembet{ing volt,
hogy a depolarizacié hatdsara aktivalédé K*-aramok
érzékenyek 100 uM 4-AP alkalmazasira (a gitlds
mértéke 56+ 13% volt; n = 7). Ezen igen nagymér-
tékii 4-AP-érzékenységet mutatd dram -50 mV-on és
annél erGteljesebb depolarizacié alkalmazisa esetén
aktivélédott.

A 4-AP-érzékeny dramkomponens I. tipusi gang-
lion spirale neuronok tiizelési mintdzatac kialakitd
szerepének vizsgilata céljabél a sejteket 70 ms hosz-
szisagl, ingerkiiszébot meghaladé amplitadéja
depolarizalé aramingerrel stimuldltuk (4/C. dbra).
Kontroll kérillmények kozétt a neuron csupin egyet-
len akciés potenciallal vélaszolt az impulzus kezde-
tén, és ez a viselekedés 100 uM 4-AP jelenlétében
sem valtozott, azaz a vizsgalt sejtek esetében még a
gatlészer jelenlétében sem figyelhettiink meg tébb-
sz6ros tiizelést (n = 6; 4/C. dbra). Az akciés poten-
cidlok fébb jellegzetességei médosultak 4-AP jelen-
létében. A legjelentésebb valtozdsok kdzdtt megfi-
gyelhettitk a megnovekedett csticsamplitidor, a le-
lassult repolarizdciét, tovabbi az akciés potenciil
platéja is alacsonyabb membrénpotencidlon jelent
meg. Ezen médosuldsok 6sszhangban dllnak azzal,
hogy 100 uM 4-AP jelenlétében a repolariziciés erd
jelentés hdnyada gitolt. Megfigyelhetd volt még,
hogy a gatlészer jelenlétében a sejrek nyugalmi
membranpotencialja pozitivabba valt, ami arra utal,
hogy a 4-AP érzékeny K*-dram szereppel birhat az I.
tipus ganglion spirale neuronok nyugalmi memb-
ranpotencidljanak kialakitdsaban is.

A fentiekben részletezett, nagy 4-AP-érzékeny-
séget mutatd dram jelenlére azt sugallta, hogy az I. ti-
pusi ganglion spirale neuronok esetleg rendelkezhet-
nek egy dendrotoxinérzékeny (DTX) dramkompo-
nenssel is. Ennek meghatarozasa céljabsl DTX-t al-
kalmaztunk az extracelluldris oldatban, amint azt az
5/A. és 5/B. abra demonstralja. Megfigyelhettiik,
hogy a tengerimalac 1. tipusi ganglion spirale neu-
ronjai valéban rendelkeztek egy DTX-érzékeny K*-
dramféleséggel. A DTX-érzékeny aram kb. —50 mV-
on aktivalédote, és viszonylag enyhe depolarizicié al-
kalmazdsa sordn jelentds volt a teljes dramhoz valé
hozzajarulasa; ugyanakkor O mV-on a DTX-érzékeny
komponens a kialakulé teljes K*-dramnak mintegy
30%-dért volt felelss. Megallapithattuk tovabbs,
hogy a DTX-érzékeny dram csupéan csekély mértéki
inaktivacidt mutatott (5/C. dbra). A fentieken tul-
menden vizsgiltuk még a DTX hatdsit az 1. tipusa

kontroll
—
B ‘ 2 nA
200 nM DTX
50 ms

5. dbra: DTX hatdsa a tengerimalac ganglion spirale
neuronok depolarizdcié-aktivalt iondramaira.
Kisérleteinkben 200 ms hosszisdgit depolarizdlé
négyszogimpulzusokat alkalmaztunk -60 mV-os
fenntartépotencidlrél, 10 mV-os lépcsékben,
+20 mV maximdlis depolarizdcisig kontroll ko-
riilmények kazitt (A), valamint 200 nM DTX
jelenlétében (B). Az dbra C része a DTX-
érzékeny komponenst mutatja, amit gy kap-
tunk, hogy a kontroll kériilmények kézétt rogzi-
tett dramjelekbdl kivontuk a DTX jelenlétében
kapott dramgérbéket.

ganglion spirale neuronok tiizelési mintazatdra, és
megillapithattuk, hogy DTX alkalmazdsa sem vil-
toztatta meg ezen sejtek igen gyorsan adaptalédé tii-
zelési sajatossigait (n = 4).

Megbeszélés

Munkank soran tengerimalac ganglion spiralebél
szdrmazé 1. tipusi neuronok membransajatsigait
vizsgéltuk. Tekintettel arra, hogy ezen ganglionban
két sejttipus is taldlhatd, céljaink elérése érdekében
elengedhetetlen volt, hogy azokat minden kétséget
kizarélag el tudjuk kiiléniteni. Ennek érdekében ki-
zér6lag azon sejteket haszndltuk fel a jelen vizsgalat
keretében, amelyek myelinboritisa részben megsr-
z6tt volt, és amelyek atmérdje elérte a 10 um-t
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(Moore et al.,, 1996). Emlitést érdemel, hogy egérben
az [. tpusi ganglion spirale neuronok nem feltétle-
niill alkotnak egységes sejtpopuliciét (Mo és Davis,
1997), mivel néhany, morfolégiai jegyei alapjan I. ti-
pusi sejtnek imponalé neuron fenntartott depolari-
zéciéra repetitiv tiizeléssel vélaszolt. Ezzel szemben
tengerimalacban nem talaltunk erre utalé bizonyité-
kot, mivel egyetlen altalunk vizsgalt sejt sem muta-
tott lassan, vagy egyéltaldn nem adaptaléds valaszt.

A sejtkapacitds, a sejtek nyugalmi membrénpo-
tencialja és a spontan aktivits hidnya tekintetében a
jelen munka keretein beliil tanulményozott sejtek
leginkdbb a Santos-Sacchi (1993) 4ltal vizsgaltakhoz
hasonlitottak. Ezen tdlmenden a kivaltott akcids po-
tencidlok legfontosabb sajatossagai, valamint a
TEA* alkalmazdsdnak a depolarizdcis-aktivale K*-
dramokra kifejtett hatdsa ugyancsak igen hasonlatos
volt a fenti tanulmanyban leirtakhoz, ami nem csu-
pdn a megfeleld sejtszelekciés procedira adekvie
voltdt igazolta, hanem azt is bizonyitotta, hogy a sejt-
izoldlds sordn alkalmazott enzimkezelés a vizsgélt
neuronok alapvet membrénsajatsédgait nem befolys-
solta szimottevéen.

A jelen dolgozat egyik legfontosabb eredménye az
a megéllapitds, amely szerint nagyfok hasonlésig fe-
dezhetG fel az 1. tipusti ganglion spirale neuronok és
a hallépélya felépitésében résztvevs tovabbi idegsej-
tek (els6sorban a bushy-sejtek és a nucleus corporis
trapezoidei f&sejtjei) K'-drammintazata kozécee. Vala-
mennyi itt felsorolt neuron rendelkezik egy inaktivé-
ciét nem, dm TEA*-érzékenységet demonstrils
dramkomponenssel, membranjukban expresszalédik
tovdbbd egy nagy 4-AP-érzékenységet mutatd, depo-
larizacié-aktivalt K*-csatorna, és tgy tlinik tovabba,
hogy mindannyian birnak egy DTX-érzékeny dram-
mal is. Ez arra utal, hogy ezen sejtek 4ltaldnos memb-
ransajdtsdgaiért és kilondsképpen a gyorsan adapta-
16d6 akcidspotencial-mintizat megjelenéséért ha-
sonlé ioncsatorna-mintazat lehet felelds.

A jelents hasonlésiagok mellett azonban néhany
szimottevének mondhaté kiilsnbséget is hangsd-
lyozni érdemes. Annak ellenére, hogy a DTX-ér-
zékeny dramkomponens valamennyi fent emlitett
neuronban jelen van, tgy t{inik, hogy az egyes sejtek-
ben betsltote szerepe eltérs. Kiildndsen érdekes,
hogy a bushy-sejtekben, a madarak nucleus magno-
cellulariséban talilhaté sejtekben, valamint a nucle-
us corporis trapezoidei fésejtjeiben ezen dramkompo-
nens gitlasa az egyébként gyorsan adaptaléds tiize-
lést egy lényegesen lassabban adaptalédé mintézattd
valtoztatta (Brew és Forsythe, 1995; Rathouz és
Trussel, 1998; Ruszndk et al, 2000), ugyanakkor ha-
sonlé behatds (azaz a DTX-érzékeny iondram gatla-

sa) az I. tipust ganglion spirale sejtekben nem oko-
zott a fentiekhez hasonlé jelents valtozast a tiizelés
mintdzataban. Ebbél arra kovetkeztethettiink, hogy
az L. tipusi ganglion spirale sejrek DTX-érzékeny
dramkomponensének nincs annyira meghatérozé je-
lentdsége a gyorsan adaptaléds valasz kialakitasa-
ban, mint a kézponti hallsrendszerben talalhaté
egyéb neuronok eseteiben.

Ugyancsak emlitésre érdemes, hogy az altalunk le-
irtakkal megegyez8 hiperpolarizacié-aktivalt dram je-
lenlétérsl szémoltak be egérbél szdrmazé és szévette-
nyészetben fenntartott ganglion spirale neuronokban
(Mo és Dawis, 1997), valamint tengerimalac mecha-
nikusan (azaz enzimkezelés nélkiil) izolalt hasonlé
sejtjeiben (Chen, 1997). Az dram részletes tanulm4-
nyozésa igazolta, hogy a megjelend dram mindkét
esetben kevert kationcsatornék aktiviciéjdnak volt
koszonhetd, igy ezt a komponenst a szerzék h-aram-
ként azonositotték. A jelen dolgozatban demonstralt
hiperpolarizici-aktivélt dram alapvets paraméterei
gyakorlatilag megegyeztek a Chen (1997) 4ltal korab-
ban leirtakkal, amibél arra kovetkeztethetiink, hogy
a sejtizoléldsra hasznalt enzimkezelés nem befolyasol-
ta jelentdsen az I. tipusi ganglion spirale neuronok
dlraldnos membransajitsagait.

Ismeretes, hogy a hallérendszer tobb egyéb sejtti-
pusa is rendelkezik h-drammal (Golding at al, 1999,
Bal és Oertel, 2000; Banks et al., 1993; Owens et al.,
1999; Cutde et al., 2001). Szdmos igen szertedgazd
sejtfunkcié rendelhetd ezen dramkomponenshez,
egyebek kozott befolyasolhatja a nyugalmi membran-
potencidl értékét (Maccaferri et al,, 1993), megaka-
dilyozhatja egyes neuronok hosszantarté gétlasat
(Luo és Perkel, 1999), és hozzdjarulhat bizonyos neu-
rontipusok spontdn aktivitdsdnak a kialakitdsahoz
(Bal és McCormick, 1997; McCormick és Pape, 1990).
Tobb szerz8 szamolt be arrél, hogy a h-dram kiilén-
b626 szignalizéciés Grvonalak dltal moduldlhaté, ami
hozzdjarulhat egyes neuronok membrinsajatsagainak
médosuldsaihoz, ahogyan azt ganglion spirale neu-
ronokon (Mo és Davis, 1997), bushy-sejteken (Cuttle
et al., 2001) valamint a nueleus corporis trapezoidei
fésejtjein (Banks et al., 1993) mar megmutattik.

A tengerimalac I. tipusii ganglion spirale neu-
ronjain kimutatott dramok lehetséges funkciéi

Santos-Sacchi (1993) munkéjaban Ggy vélte, hogy
a ganglion spirale neuronok széméja tulajdonképpen
nem mds, mint a nervus cochlearis egy internodalis
szegmense. Ez a felvetés valéban igen kecsegtetd, és
kiviléan magyardznd az I. tipusi ganglion spirale
neuronok sejttestét borité myelinburok jelenlétét.
A feltételezés értelmében a sejttesten igen nagy den-
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zitashan taldlhaté K'-csatorndk biztositandk a sejt
gyors repolariziciojat, ami lehetévé teszi, hogy a sejt
nagy frekvenciaji tiizelésre legyen képes. Valdszindi,
hogy a nem inaktival6dé K*-aram lenne elsGsorban
felels ezen gyors repolarizacié kialakitasaért (6.
dbra).

A DTX-érzékeny komponensrél ugyanakkor meg-
mutattdk, hogy kiemelked@en fontos szereppel bir
szdmos mds sejttipus esetén a gyorsan adaptal6dé ak-
ciéspotencial-mintizat kialakitasdban, am ehhez az
daramhoz nem lehetett hasonlé funkciét rendelni az 1.
tipusii ganglion spirale sejtek esetében. Ennek elle-
nére DTX és/vagy alacsony koncentraciéjia 4-AP je-
lenlétében a nyugalmi membranpotencial pozitivab-
ba valt, ami arra utal, hogy ezen csatornak részben
aktiviltak a nyugalmi membranpotecidl kornyékén,
igy hozzajarulhatnak a ganglion spirale neuronok
nyugalmi membranpotencialjanak a kialakitasdhoz.

A tranziens dram szerepe tovabbra is tisztdzatlan
marad. Az altalunk vizsgalt neuronokban nem jét-
szottak jelentss szerepet azok tiizelési sajatossdgai-
nak kialakitasaban. Erdemes azonban azt is figyelem-
be venni, hogy a tranziens aram hozzdjarulasa a tel-
jes K'-aramhoz eltérs lehet a ganglion spirale neu-
ronok sejttestjén és a szinaptikus végzSdéseiben.
Ahogyan azt Sheppard és munkatdrsai (1992) felvetet-
ték ez az aramkomponens nagyobb jelent&séggel bir-
hat a ganglion spirale neuronok szinaptikus végz&dé-
seiben, ahol mddosithatja a szinaptikus transzmisz-
szi6 hatékonysagat a szrsejtek és a ganglion spirale
végzBdések kozortt, mivel a tranziens K*-dram aktiva-
l6ddsa megsziintheti a szinaptikus transzmisszié dltal
indukalt depolarizaciot a ganglion spirale terminal-
isokban. A sejttest és az axontermindlis ioncsatorna-
mintazatiban tapasztalhat6 kiilonbségekrdl mar tor-
tént beszamolé a nucleus cochlearis bushy-neuronjai
esetében, amely sejteken az axonvégzddés mérete le-
het&vé tette a kozvetlen elektrofizioldgiai méréseket.
Ezen két helyen eltéréseket sikeriilt megmutatni a
Ca’'- valamint a h-csatorndk eloszldsaban és sajatos-
sdgaiban egyarant (Doughty et al., 1998; Cuttle at al.,
2001).

Készonetnyilvdnitds

A 6. dbra elkészitésében nytjtott segitségét kiszo-
nom kollegamnak, Dr. Batta Jozsef Tamdsnak.
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6. dbra: Tengerimalac ganglion spirale sejtjeirdl és a
centrdlisabban fekvd maguvakrdl elvezetett tiize-
lési mintdazatok depolarizdcic és gdtldszerek al-
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polarizdcié soran, a ganglion spirale I. tipusii
sejtjein kialakult tiizelési mintdzatot és ennek
hatdsdra a centrdlisabban fekvd sejtekrdl elve-
zethetd akcidspotencidl sorozatot.

Az dbra B részében ldathatjuk gdtlészerek
(TEA,4-ABDTX) hatdsdt a tiizelési mintdzat
alakuldsdra, mely sordn megdllapithats, hogy
az ioncsatorna blokkolék a tiizelési aktivitdst
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centralisabban fekvd strukturdkrél sem vezethe-
t& el akciéspotencidl.

activated cation current .. | Neurophysiol, 77, 3145-3156,
1997.

3. Banks, M.I, Pearce, R.A. and Smith, PH.: Hyperpolarization-

activated cation current [, in neurons of the medial nucle-
us of the trapezoid body: Voltage-clamp analysis and
enhancement by norepinephrine and cAMP suggest a mod-
ulatory mechanism in the auditory brain-stem. ] Neurophy-

siol, 70, 1420-1432, 1993.

4. Brew, HM. and Forsythe, 1.D.: Two voltage-dependent K*

conductances with complementary functions in postsynap-
tic integration at a central auditory synapse. ] Newrosci, 15,
§011-8022, 1995.

5. Chen, C. Hyperpolarization-activated current (I,,) in prima-

ry auditory neurons. Hearing Res, 110, 179-190, 1997.

6. Cuttle, M.E, Rusmdk, Z., Wong, AY.C., Qwens, S. and

Forsythe, 1.D.: Modulation of a presynaptic hyperpolariza-
tion-activated cationic current (I,) at an excitatory synap-
tic terminal in the rat auditory brainstem. J Physiol (Lond),

534, 733-744, 2001.

7. Doughty, IM., Bames-Davies, M., Ruszndk, Z., Haraszto-

si, Cs. and Forsythe, 1.D.: Contrasting Ca'* channel subtypes
at the cell bodies and synaptic terminals of rat anterioven-
tral cochlear bushy neurones. J Physiol (Lond), 512, 365~
376, 1998.

8. Garcia-Diaz, J. E Development of a fast transient potassium

current in chick cochlear ganglion neurons. Hear Res, 135,
124-134, 1999.

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 49, (2), 2003

1€



10.

1L

12.

13.

14.

16.

17.

18.

20.

21.

23.

24,

Golding, N.L., Ferragamo, M.J. and Qertel, D.: Role of intrin-
sic conductances underlying responses to transients in octo-
pus cells of the cochlear nucleus. ] Neurosci, 19, 2897—
2905, 1999.

Hamill, O. P, Marty, A., Neher, A., Sakmann, B. and Sig-
worth, E J. Improved patch-clamp techniques for high-reso-
lution current recording from cells and cell-free membrane
patches. Pfliigers Arch., 391, 85-100, 1981.

Jiménez, C., Giréldez, E, Represka, J., Garcig-Diaz, ]. E: Cal-
cium currents in dissociated cochlear neurons from the
chick embryo and their modification by neurotrophin-3.
Neurosci, 77, 673-682, 1997.

Luo, M. and Perkel, DJ. A GABAergic, strongly inhibitory
projection to a thalamic nucleus in the zebra finch song sys-
tem. | Neurosci, 19, 6700-6711, 1999.

Lin, X., Chen, S. and Tee, D.: Effects of quinine on the
excitability and voltage-dependent currents of isolated spi-
ral ganglion neurons in culture. ] Neurophysiol, 79, 2503~
2512, 1998.

Maccaferri, G., Mangoni, M., Lazzari, A and DiFrancesco, D.:
Properties of the hyperpolarization-activated current in rat
hippocampal CA1l pyramidal cells. J Newrophysiol, 69,
2129-2136, 1993.

McCormick, D.A. and Pape, H.C.: Properties of a hyperpo-
larization-activated cation current and its role in rhychmic
oscillation in thalamic relay neurones. J Physiol (Lond), 431,
291-318, 1990.

Mo, Z-L., Davis, R.L.: Endogenous firing patterns of murine
spiral ganglion neurons. ] Neurophysiol, 77, 1294-1305,
1997.

Mo, Z-L., and Davis, R.L. Heterogeneous voltage depen-
dence of inward rectifier currents in spiral ganglion neu-
rons. ] Neurophysiol, 78, 3019-3027, 1997.

Moore, E.J., Hall, D.B. Narahashi, T: Sodium and potassium
currents of type I spiral ganglion cells from rat. Acta Oto-
laryngol (Stockh), 116, 552-560, 1996.

Ouwens, S., Cuttle, M.E, Ruszndk, Z.,Forsythe, .D.: Pre- and
postsynaptic inward rectifier current I, in consecutive
nuclei of the rat auditory brainstem. Bristish Newroscience
Association Abstracts, 15, P110, 1999,

Patuzzi, R., Robertson, D.: Tuning in the mammalian
cochlea. Physiol Rev, 68, 1009-1082, 1988.

Rathouz, M., Trussell, L.: Characterization of outward cur-
rents in neurons of the avian nucleus magnocellularis. ]

Neurophysiol, 80, 2824-2835, 1998.

. Ruszndk, Z., Harasztosi, Cs., Stanfield, PR., Forsythe, 1.D.,

Szifes, G.: Depolarization-activated K* currents determin-
ing the firing pattern of bushy neurones in ventral cochlear
nucleus of the rat. J Physiol (Lond), 5268, 55, 2000.
Santos-Sacchi, J.: Voltage-dependent ionic conductances of
type I spiral ganglion cells from the guinea pig inner ear. J
Neurosci, 13, 3599-3611, 1993.

Sheppard, D.N., Valverde, M.A., Represa, I, Giraldez, E:
Transient outward currents in cochlear ganglion neurons of

the chick embryo. Neurosci, 51, 631-639, 1992.

. Spoendlin, H.: Neural anatomy of the inner ear. In: Physiol-

ogy of the ear (Jahn, A, Santos-Sacchi, J., eds.), Raven Press,
New York, 201-219, 1988,

. Valverde, M.A., Sheppard, D.N., Represa, J., Giraldez, E:

Development of Na'- and K'-currents in the cochlear gan-
glion of the chick embryo. Neurosci, 51, 621-630, 1992,

. Yamaguchi, K., Ohmori, H.: Suppression of the slow K* cur-

rents by cholinergic agonists in cultured chick cochlear
ganglion neurones. ] Physiol (Lond), 464, 213-228, 1993.

28. Zhou, X., Baier, C., Hossain, WA., Goldenson, M., Morest, D.
K.: Expression of a voltage-dependent potassium channel
protein {(Kv3.1) in the embryonic development of the audi-
tory system. ] Neurosci Res, 65, 24-37, 2001.

ZUSAMMENFASSUNG: Unser Team untersuchte in
den vergangenen Jahren das erste Komponent des
Hérapparates im ZNS, den Nucleus cochlearis.
Angesichts dessen, daB die in diesem Kern befind-
lichen Neuronen die Fasern des Nervus acusticus
mit den Rezeptorzellen des Innenohres verbinden,
erscheint es logisch, nun zu untersuchen, welche
elektrophysiologischen Eigenschaften die Neurone
im Ganglion spirale haben. Die Experimente wurden
an 3-5 Monate alten Meerschweinchen durchge-
fiihrt. Die Tiere wurden in Narkose dekapitiert.
Nach Offnung des Schadels und Entfernung des
Gehirns wurde die Kochlea freigelegt und der Mo-
diolus sichtbar gemacht. Die weichen Gewebe wur-
den abgetragen, der Modiolus herausgenommen und
an mehreren Stellen mit einer feinen Pinzette zer-
trimmert. Das so gewonnene Gewebe wurde 10
Minuten lang bei 31°C in einer Lésung von 0,3 mg/l
Kollagenase und 0,12 mg/l Pronase getaucht, und
danach die Enzymwirkung mit einem Trypsininhibi-
tor der Konzentration 1 g/l gestoppt. Die Separation
der Zellen geschah mihilfe sehr vorsichtiger mecha-
nischer Trituralation. Nach der Ubertragung auf Ob-
jekttrager und dem Anhaften der Zellen wurde ein
Teil von ihnen mit der Ganzzellen-Konfiguration der
patch-clamp-Technik untersucht. Es konnte fest-
gestellt werden, da} das mittler Ruhe-Membranpo-
tential der Zellen 62 mV und die mittlere Zellenka-
pazitat 9 pF betragen. Auf Wirkung eines langzeitig,
tberschwellig depolarisierenden Rechteckimpulses
feuerten die Zellen ein einziges Aktionspotential zu
Beginn des Impulses ab. Die genauer untersuchten
Zellen des LTyps produzierten auf Wirkung der
depolarisierenden Rechteckimpulse eine Art von
langsam aktivierendem,nach auBen gerichtetem
Strom, der bei Anwendung sowohl von 1 mM Tetra-
aethyl-ammonium als auch von 100 uM 4-Amino-
pyridin und 200 nM Dentroxin gehemmt werden
konnte. Auf Hyperpolarisation reagierten die Zellen
mit einer langsam aktivierenden, nach innen
gerichteten Stromkomponente, die mit 1 mM Cisi-
um und 1 mM Bariumchlorid gehemmt werden kon-
nte. Die Wirkung ist reversibel.

SCHLUSSELWORTER: Aktionspotential, 4-Aminopy-
ridin, Dentrotoxin-I, Ganglion spirale, patch-clamp
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