AZ OTKA K-72812 KUTATASI TAMOGATAS ZAROJELENTESE

I. A KUTATASI TERV INDOKLASA

A DOTE Elettani Intézetében 1995 ota végzett halldsélettani kutats folytatasat
képezd projekt a cochlearis magban talalhatd ioncsatorndk, valamint az itt érvényesiild
modulaciés mechanizmusok tanulméanyozasira fokuszalt; kiilonds tekintettel a magban
talalhato szinaptikus kapcsolatok sajatsagainak és befolyasolhatdésaganak megismerésére. A
hangérzékelés soran a Corti-szerv szorsejtjei €s a ganglion spirale neuronjai a hanghullamokat
akciospotencial- (AP) sorozatokkd alakitjadk, melyek a VIII. agyideg révén érik el a nucleus
cochlearist (CN). A magban a hallasi informacié dekodolasanak els6é 1épése zajlik, aminek
eredményeként a hangingerek érzékelhetd tulajdonsagaira vonatkozé informaciok egymastol
részben elkiiloniilnek, és parhuzamos felszallo csatornak révén tovabbitddnak a hallérendszer
centralisabb teriileteire. A most zarult munka f6 célja a CN ezen komplex tevékenységét

lehetdve tévo egyes 1épések elemzése volt.

II. A KUTATAS EREDMENYEI
A zardjelentésben Osszefoglalt eredmények részét képezik a projekt kidolgozasa soran
publikalt 11 in extenso dolgozatnak, igy a jelen Osszefoglaloban csak a legfontosabb

megallapitdsokat emeljiik ki.

1. A HCN-csatornak megoszlasa és funkcionalis jelentsége

Vizsgaltuk, hogy biocitines jelolés segitségével azonositott dridssejtekrodl elvezethetod-
e a hyperpolarizdcio-aktivalt nem-specifikus kationaram (In). Igazoltuk egy olyan
aramkomponens jelenlétét, amelynek biofizikai sajatsagai megfeleltek az I, ismert
tulajdonsdgainak. Az aramkomponens egyértelmii azonositdsat az biztositotta, hogy az
csaknem teljesen blokkolhatonak bizonyult ZD7288-cal, az I, ismert gatlészerével.

A Kkisérletek kovetkezd fazisdban meghataroztuk az egyes HCN-csatornaalegységek
expressziojadt — mRNS szinten a CN egészére vonatkozoan, fehérjeszinten pedig az
oriassejtekre koncentralva. A kisérletekhez fiatal (10—14 nap) és feln6tt patkanyokat (30 nap)
egyarant alkalmaztunk. A magbol szarmazé mintédkban, életkortdl fiiggetleniil, legnagyobb
mennyiségben a HCN2-specifikus, valamivel kisebb mennyiségben pedig a HCN1- és HCN4-
specifikus mRNS fordult el6. A HCN3-specifikus mRNS mennyisége elhanyagolhat6 volt. Az
immunhisztokémiai vizsgéalatok eredménye teljes 6sszhangban allt az mRNS szintli adatokkal.
Az immunjel6l6dés intenzitasa az életkor eldrehaladtaval csokkent.

Az I, oriassejtekben jatszott szerepét elektrofizioldgiai mérésekben vizsgéltuk. A h-

aram gatlasa mintegy 6 mV-os hiperpolarizaciot okozott, és a spontan aktivitdst mutatd



neuronokban jelent6sen csokkentette az AP-tiizelés frekvencidjat. A tiizelési frekvencia
depolarizdlé6 aram alkalmazasaval visszadllithato volt. A spontan kialakulé gétld
posztszinaptikus aramok (sIPSC) frekvencidgja ZD7288 hatdsara jelent6sen csokkent,
amplitaddjuk valtozatlan maradt, a leszalld szar iddallanddja pedig jelentésen megndtt. A
gatlészer jelenlétében a spontan kialakuld serkentd posztszinaptikus aramok (sEPSC)
frekvencidja csokkent, amplitudojuk és kinetikajuk pedig valtozatlan maradt. A mag feliiletes
és mély rétegében végzett elektromos ingerléssel kivalthaté IPSC-k leszallo szara ZD7288
jelenlétében lassult, de amplitiddjuk nem valtozott; a kivaltott EPSC-k amplitiddja nem-
szignifikans csokkenést mutatott. Az eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az Iy,
szerepet jatszik az oOridsneuronok membran- €s tiizelési sajatsagainak meghatarozasaban, és
egyedekben, ami arra utal, hogy a h-aram hozzajarul a hallorendszer postnatalis érésével
Osszefliggd valtozasok kialakitasahoz [11].

A munkaterv keretében elvégeztik a HCN-alegységek megoszlasdnak vizsgalatat
tengerimalac ganglion spirale neuronjaiban. A Western-blottal és az immunjeldléssel kapott
adatok azt jelzik, hogy valamennyi HCN-csatornaalegység jelen van a ganglion spirale
neuronok mindkét tipusaban, am az egyes sejtek kozott jelentds kiilonbség van az expresszio
mértékében. Ez a megallapitas magyarazatul szolgalhat az I;, ganglion spirale neuronokon

korabban megfigyelt valtozékonysagara [2].

2. A cochlearis mag projekciés neuronjainak azonositasa, fesziiltségfiiggé K'-csatornaik
szerepének vizsgalata

A munka elsd Iépéseként a nucleus cochlearis dorsalis részében (DCN) talalhato
pyramis-neuronok és Oriassejtek kvantitativ morfoldgiai dsszehasonlitasat végeztiik el. Az
elektrofiziologiai mérések soran biocitinnel feltoltott sejtekrél konfokalis mikroszlop
segitségével rétegfelvételeket készitettiink, amik alapjan lehetévé valt a neuronok
haromdimenzids rekonstrukcioja. A sejtek morfoldgiai jellemzését a szomat és a dendritfakat
leiré 17 paraméter meghatarozasa alapjan végeztiik el. Megallapitottuk, hogy a tobbvaltozos
analizis kelléen megbizhatd moddszer az oOridssejtek €és a  pyramis-neuronok
megkiilonboztetésére, valamint azok mas sejtféleségektdl vald elkiilonitésére. Bizonyitottuk,
hogy olyan esetekben is lehetdség van a sejtek megbizhaté morfoldgiai azonositasara, amikor
azok nem a szokasos megjelenésiiket mutatjadk — pl. nem teljes jel6lodés vagy szokatlan

metszésis sik okan [8].



Jelen pélyazatot megelzden elvégeztiik a fesziiltségfiiggd K'-csatorna alegységek
nucleus cochlearison beliili feltérképezését is [1], de a kapott eredmények nem elegenddek

egyértelmii kovetkeztetések levonasahoz.

3. Kolinerg modulacio hatasa a nucleus cochlearis egyes sejtjeinek miikodésére

A rendelkezésre all6 méréhely bovitése lehetdvé tette a cochlearis neuronok
bemeneteinek elektromos ingerlését, ezaltal a bemend axonok és a cohlearis mag neuronjai
kozotti  szinaptikus attevodés tanulméanyozasat. Ezen technika alkalmazasaval kezdtik
vizsgalni a kolinerg modulacié hatdsat az oridssejtek posztszinaptikus dramaira. A kisérletek
soran vékonyszelet prepardtumban talalhaté oOridssejteken mértiik a karbakol hatdsat a
kivaltott posztszinaptikus aramokra és a rovid tavu szinaptikus plaszticitasra. Megallapitottuk,
hogy a DCN felszines és mély rétegébe helyezett stimulalo elektrodaval egyarant kivalthatok
IPSC-k. A molekularis réteg feldl alkalmazott sorozatingerlés hatasara az IPSC-k erds
depresszigjat figyeltik meg, ugyanakkor a mély réteg feldl stimuldlva vagy minimalis
depresszidt, vagy enyhe facilitacidt tapasztaltunk. A kolinerg stimuldcié a molekularis réteg
felol kivaltott IPSC-ket nem befolyasolta, a mély réteg feldl kivaltottakat pedig erdsen
blokkolta. Megallapitottuk, hogy a DCN felszines és mély rétegének ingerlésével EPSCk is
kivalthatok.

Vizsgaltuk a kolinerg ingerlés oridssejtekre kifejtett kozvetlen hatdsat is. Karbakol
alkalmazésa csOkkentette a sejtfelszini membran kaliumkonduktancidjat, aminek
kovetkeztében a sejtek depolarizalodtak. Valamennyi megfigyelt kolinerg hatds kivédhetd
volt atropinnal, jelezve a muszkarinerg receptorok szerepét a hatas kialakuldsaban. Specifikus
receptorblokkoldk hatasai elemezve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a posztszinaptikus
kolinerg hatas zommel M4-es, kisebb részben M3-as receptorok részvételével alakul ki,
ugyanakkor a preszinaptikus hatasokért M2-, M3- és M4-receptorok egyarant felelosek [4].

A mérohely bdvitésének befejezése lehetové tette fluoreszcens festékek alkalmazasat,
megengedve a DCN agyszelet-preparumban elhelyezkedd sejtek aktivitdsanak vizsgalatat. A
sejteket az  daltaluk  produkélt citoplazmatikus  kalciumkoncentracio-valtozasok
(kalciumtranziensek) alapjan azonositottuk, tovabba tanulmanyoztuk a kolinerg ingerlés
hat4sat a neuronok aktivitasara. Jollehet ezen technika alkalmazasa nem szerepelt az eredeti
munkatervben, alkalmazdsa jelentdsen megkonnyitette a  neuronalis  aktivitas
nyomonkovetését — egyidejlileg akar nagyszamu sejten is (multicelluléris leképezés).

Bizonyitottuk, hogy a gyors kalciumtranziensek tilnyomo tobbségét AP elézi meg,
tehat azok neurondlis eredetliek. A lasst kalciumtranziensek esetében AP-ok nem voltak

kimutathatok, igy ezen jelek nem-neuronalis (feltehetéen glia) eredetiick. Ezen adatok



birtokaban a gyors kalciumtranzienseket hasznaltuk fel a neuronok aktivitdsanak
tanulmanyozasara.

A fluoreszcenciatranziensek feldolgozasa érdekében egy olyan szamitogépes
programot fejlesztettiink, amelyik képes volt a regisztralt fluoreszcenciaemisszids-jelek
zajszlrésére, a neuronalis és nem-neurondlis kalciumtranziensek elkiilonitésére, és kinetikai
jellemzdik meghatarozasara. A modszert a DCN-ban talalhatd szemcsesejteket befolyasolo
kolinerg modulacié hatdsainak vizsgdlatara alkalmaztuk. Megallapitottuk, hogy karbakol
extracellularis alkalmazidsira a szemcsesejtek egy része aktivitasdnak novelésével reagal.
Agonistak és antagonistak segitségével bizonyitottuk, hogy a hatds dontden M3-tipusa
muszkarinerg receptorok kozvetitésével valosul meg. Eredményeink alapjan kijelenthetd,
hogy a szemcsesejtek aktivitasat a kolinerg stimulacio fokozza [9].

A szelet-preparatumokban kapott adatok arra utaltak, hogy a CN gliasejtjein (vagy
azok egy részén) ugyancsak érvényesiil kolinerg befolyas. Mivel egyre tobb kisérleti adat
mutat a gliasejtek, azon beliil az astrocytdk, interneuronalis szinaptikus miikddéseket
befolyasold szerepére, a tovabbi kisérleteinket astrocytakra is kiterjesztettiik. A méréseket 7—
9 napos patkanyok cochlearis magjaibol készitett primer astrocytatenyészeteken végeztiik.
Kimutattuk, hogy karbakol csak az astrocytdk egy részében valt ki kalciumkoncentracio-
novekedést, jollehet ATP adasara, kevés kivételtdl eltekintve, a karbakolra nem reagéld
astrocytak is produkaltak kalciumkoncentracio-novekedést. A reagald sejtek egy része egy
gyors kalciumtranzienst kdvetden elnyujtott valaszt produkalt, mig mas sejteken csak az
atmeneti  komponens volt megfigyelhetd. Astrocyta sejtcsoportokon  kialakuld
kalciumkoncentracié-valtozasok iddbeliségét elemezve arra kovetkeztettiink, hogy egyes
esetekben a tranziensek egyik sejtr6l a masikra torténd terjedésével is szdmolni kell
(,,kalcium-hullam”). Megallapitottuk, hogy a kalciumtranziensek létrehozésaban az M1- és az
M3-tipusu receptorok egyarant jelentdsek. Az eredmények alapjan nyilvanvald, hogy amikor
a kolinerg modulacionak a CN miikddésére gyakorolt hatasat kivanjuk értelmezni, a

mechanizmusban az astrocytak részvételét is szamitasba kell venni [5].

4. A cochlearis magban talalhato Purkinje-szeri neuronok vizsgalata.

Korédbbi (részben sajat) tanulmanyok felhivtak a figyelmet arra, hogy a CN-ban,
elsésorban a DCN felszines rétegében, kimutathatok olyan neuronok, amelyek megjelenése
emlékeztet a kisagyi Purkinje-sejtekére. Mivel ezen sejtek tulajdonsagairdl és szerepérol igen
hidnyosak a rendelkezésre allo informécidk, célul thztiik ki ezen neurontipus behatobb
vizsgalatat. Megallapitottuk, hogy a Purkinje-szerli neuronok morfologidjuk alapjan harom

csoportba oszthatok. Morfologiai hovatartozasuktol fiiggetleniil, tartdos depolarizaciora



valamennyi sejt AP-tlizeléssel valaszolt, mig hyperpolarizacié hatasara rajtuk I, kialakuldsa
figyelhetdé meg. A Purkinje-szerli neuronokrdél mind EPSC-k, mind IPSC-k elvezethetdk;
utobbiak létrehozasdban mind glycinerg, mind GABAerg szinapszisok részt vesznek.
Korabbrol ismert erds calbindin-pozitivitdsuk mellett — a cerebelldris Purkinje-sejtekhez
hasonl6éan — a sejtek cerebellint is tartalmaznak, &m a cerebellin sejten beliili eloszlasa mas,
mint a Purkinje-sejtek esetében. GAD-pozititdsuk alapjan valoszinii, hogy a Purkinje-szer(i
sejtek GABAerg neuronok. Eredményeink arra utalnak, hogy a CN ezen sejttipusa nem
tekinthetd funkcio nélkiili, ,.eltévedt” Purkinje-sejtnek, hanem integrans részét képezi a DCN

neuronhaldzatanak [3].

5. A munkatervben nem szereplé kutatasi tevékenység

A munkaterv kidolgozasa soran eldére nem tervezett kisérletsorozatokra is sor keriilt.
Ezen vizsgalatok kollabordcio keretében torténtek, és szervesen illeszkedtek a projekt
gerincét képezé munkdhoz. Ezek soran elemeztilk az immunszupressziv hatast tacrolimus
alkalmazdsdnak hatasat a parallel-rostok ¢és a piramissejtek kozotti szinapszisokra.
Megallapitottuk, hogy a vegylilet neuroprotektiv jellegli, kombinalt pre- és posztszinaptikus
hatast fejt ki. Ezen eredmények nem magyardzzak a tacrolimus kezelés soran jelentkezd, a
hallasfunkciot érinté mellékhatasokat [7].

A halldidegrostok és a CN eliils6 részében talalhatdé bushy-sejtek kozotti
oridsszinapszist modellként alkalmaztuk  foszforildcios-defoszforilacidos  folyamatok
neurotranszmissziora gyakorolt hatdsanak elemzéséhez. Megallapitottuk, hogy mind a
miozin-foszfataz, mind a RhoA-aktivalt kindz mddositja a neurotranszmisszidt. A két fehérje
hatdsa részben ellentétes, azok kialakuldsaban pre- és posztszinaptikus mechanizmusok
egyarant részt vesznek [10].

A palyazat kifolgozdsa soran felkérésre egy attekintd cikkben foglaltuk Ossze a
ganglion spirale neuronok fobb sajatsagaira vonatkozo ismereteket [6].

A beszdmoloban felsorolt kozlemények kozott van harom, amelyek kollaboracios
munka gyiimoleseként sziilettek. Két esetben [9,11] olyan munkar6él van szo, melyek
befejezésében a kiilfoldon tartozkodd kordbbi témavezetdé fontos kiegészitd méréseket
végzett. A harmadik esetben [8] az egylittmiikddés intézményen beliili; a cikk kisérletes
anyaga azonban teljes egészében laboratoriumunkbol szarmazik, mig a kapcsolodd analizist
az egyiittmiikodd kollégak végezték. Laboratoriumunk részvétele mindhdrom munkaban

meghatarozo, ami indokolja az adatok sajat eredmények kozott torténd szerepeltetését.

6. A munkaterv nem teljesitett vallalasai



A palyazat munkaterve 4 évre elosztva 17 pontban fogalmazta meg az elvégzendd
feladatokat, ebbdl 4 pont teljesitése elmaradt. Az érintett teriilet a fesziiltségfiiggd K'-
csatornak cochlearis neuronok miikddését befolyasolo szerepének funkciondlis vizsgalata. A
biztato eldkisérletek ellenére a személyi és targyi feltételek modosuldsa nem tette lehetdvé a

szlikséges mérések elvégzését.

I11. PROBLEMAK, AKADALYOK
A munkaterv végrehajtdsa soran varatlan mértékli akadalyt jelentett az Intézet
felgjitasa, ami miatt a mérdrendszert tObbszor at kellett telepiteni, és a kisérletek végzését

mintegy 12 honapra fel kellett fiiggeszteni.

IV. SZEMELYI VALTOZASOK

A kutatasban eredetileg részt vevé munkatarsak koziil harom (koztik a korabbi
témavezetd) véglegesen tavozott, egy munkatars kétéves tanulmanyuton vett részt, egy
kolléga pedig az utolsod két évben masik intézetbe keriilt, és gyakorlatilag nem vett részt a
munkaban. A fenti valtozasok okozta nehézségeket Uj résztvevok csatlakozasaval és j
témavezetd megbizasdval hidaltuk 4at. A pélydzat kidolgozédsa mindamellett jelentdsen
lelassult, ¢s a személyi valtozasok a tervezett kutatds sulypontjainak modosulasat is
eldidézték. A személyi és targyi feltételek alakulasa miatt keriilt sor a futamidé egy évvel valo

meghosszabbitasara is.

V. A KOLTSEGTERV ELTERESEI
A tamogatas felhasznalasa soran a futamidé meghosszabbitasa miatti attervezésen tul

Iényeges valtozas nem tortént, a kutatdi idoraforditas mértéke érdemlegesen nem valtozott.
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