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()SSZEFOGLALAS: A belss fil sejtjei kozil a kilst sz8rsej-
tek (KSZ) a legérzékenyebbek a kiilss behatasokra, igy a
zajterhelésre is.

A tanulmany célja a kozepes intenzitésu ,fehér” zaj (50
Hz—20 kHz, 80 dB SPL, 14 nap) hatdsanak vizsgélata a
sejtek intracelluléris kalcium koncentracidjara, a kiils
sz8rsejtek membréanjaban elhelyezkedd purinerg recepto-
rok expresszojara, és ezen sejtek sejfalmerevségére.

A zajkezelr allatok sejtjeiben a nyugalmi kalcium kon-
centracié megemelkedetr a nem kezelt allatok sejtjeihez
képest, és az emelkedés eltérd volt a cochlea bazalis
(219429 nM), és az apikalis sejtjei (181 =24 nM) kozorte.
180 uM ATP sejtekhez adésakor a sejtek intracellularis
kalcium szintje 60=22 nM- lal emelkedett az apikalis, és
44+10 nM-lal a bazalis sejtekben. A Pon |~ Pogas P,y
and Py, P,y, receptor altipusok expresszidja csokkent,
mig a Py, altipusé nem véltozott. A megnovekedett intra-
cellularis kalcium koncentracié véltozdshoz hasonléan a
kiils6 szérsejtek sejtfalmerevsége is nott.

A zajterhelés hatdséra megnovekedett intracellularis kal-
cium koncentracié és a kalcium-fiigg6 szabalyozo mecha-
nizmusokban ennek kavetkeztében létrejovo valtozasok,
befolyasoljak a kiilss sz8rsejt sejtfalmerevségét, és ezen ke-
reszeiil a cochlea ersit6 mechanizmusat.

KuLcsszAVAK: cohlea, kiils6 sz6rsejt, zaj, kalcium, puri-
nerg receptor, ATP

SUMMARY: Among the cells of the inner ear, the outer hair
cells (OHCs) are the most important targets of noise-in-
duced effects, being the most sensitive cell types.

The aim of this study was to examine the effects of ,white”
noise (50 Hz—20 kHz, 80 dB SPL, 14 days) on the intra-
cellular calcium levels, on the expression pattern of
purinoceptors in the membrane of the OHCs of the
guinea pig, and to measure the stiffness changes of the lat-
eral membrane of these cells.

In noise-exposed animals, the resting intracellular calci-
um concentration increased, as compared to the non-
treated animals and was slightly higher in the cells of the
basal (21929 nM) than in the apical turns (18124
nM) of the cochlea. After the application of 180 uM ATE
the incracellular calcium level rose by 60=22 nM in cells
from the apical, and by 44= 10 nM in cells from the basal
turns, significantly less than in non-treated animals. The
expression of the Py, Poens Poxa Ponin and P,y Pyyy T8
ceptor subtypes was suppressed, while the expression of
the P,, subtype did not decrease in both of the two
preparations. In parallel with the elevation in intracellular
calcium concentration the stiffness of the lateral wall of
the OHCs was increased.

Noise-induced changes in the intracellular calcium home-
ostasis and subsequently in the calcium dependent regula-
tory mechanisms may modify the OHC lateral wall stiff-
ness and may lead to the reduction of the efficacy of the
cochlear amplifier.

Keyworps: OHC, noise, calcium, purinerg receptors,
ATP stiffness

Bevezetés

A zaj hatasa

A koérnyezed artalmak, mint példaul a zaj, karos
hatassal van a belsé fiil sejtjeire. Tartés zajbehatés a
receptorsejtek karositasa révén idegi tipusd hallds-
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csokkenést okoz (5, 10, 14, 24,). Ezt féként morfolé-
giai és funkcionélis/audiolégiai vizsgalatokkal igazol-
tak (5). Tartos zajkezelés f6ként a kiilss szérsejtek
pusztulasdhoz (20) és ezen sejtek funkcidkiesése ré-
vén 2 DPOAE (disztorziés kombindcios hangemisz-
szi6) csdkkenéshez vezet (5). A kiilsg sz8rsejtek
(KSZ) a hangrezgések erGsitése révén kiemelkedd
fontossagdak a hallas percepcidjdban, szamuk min-
tegy 22 000, a bazalis csavarulatok tertiletén negy, az
apikalis csavarulatokban 3 sorban helyezkednek el a
cochleaban. Zaj hatésara a kiils® sz8rsejtek sztereoci-
liumai sériilnek, karosodnak a sejrek mitokondriu-
mai. Ezen folyamatok végiil a sejrek duzzadasdhaz,
funkciéjuk elvesztéséhez és a sejtek pusztuldséhoz

&1



vezetnek (4, 22). Felvetették azt is, hogy ezen karo-
sité mechanizmusok hatterében a reaktiv oxigén
gyokok keletkezése (16), a sejrek ionhéztartdsanak
felboruldsa és kiilonosen a Ca’™ szint valtozasa all.
Az intracellularis Ca?™ szint emelkedés sejtfalmerev-
ség véltozast hoz létre a kilsg sz8rsejt oldalfaldn (2,
3). Az intracellularis Ca’* szintet a cochlea f6 effe-
rens neurotranszmitterei, mint pl. az acetilkolin és a
GABA, valamint az Gjabb kutatdsok alapjén kot-
ranszmitterként szerepet jatszé ATP is befolyasolni
képesek (15). A zaj expozici6 hatésira megvéltozhat
szdmos neurotranszmitter és neuromodulator hatésa.
Mint arrél beszamoltak, 10-11 napig tarté folyama-
tos, 24 6ran at tarté, 65 dB-es zajkezlés hatésara
megvaltozik az ATP hatésdra kialakulé kation aram
(6). Ezen kisérletekben kiilonbséget talalrak a zajke-
zelés utén a rovid és hosszi tipusd KSZ-ek kozott.

Kisérleteink sordn a zaj expozicié hatésat vizsgél-
tuk a kiils8 sz6rsejtek purinerg receptorainak eloszlé-
séra, sejtfelszini expressziéjara és a sejtek nyugalmi
Ca’* szintjére, az ATP adésakor kialakult Ca’* tran-
ziensekre és a sejtek sejtfalmerevségére.

Eszkozok és modszerek

Zajterhelés

14 napig tarté, napi 24 6ran keresztiil adott 80 dB
intenzitast zajterhelést végeztiink. A zaj minden
frekvenciat egyarant tartalmazott 50 Hz és 20 kH:z
rartomény kézott (un. ,fehér zaj”). A ketrecen beliil
2 zaj intenzitas kiilonbség maximum 2 dB volt.

Kiils szbrsejt izoldlds

Kisérleteinket pigmentalt tengerimalacokon (150-
-300g) végeztitk. Nembutallal t6rténd tilaltatds utan
a tengerimalacokat dekapitéltuk. A temporélis cson-
tot — mely tartalmazta a bullat — eltavolitotruk. A
bullar csontesipGvel felnyitottuk, a cochlea koriili
csontrészeket eltavolitottuk. A cochleat Hank extra-
cellularis oldatba helyeztitk. A Hank oldat tartalma
mM-ban: 142 NaCl, 4 KCl, 2 Ca Cl, és 1 MgCl, (Sig-
ma, St. Louis, Mo). Az oldat pH-jat 7,4-re, mig oz-
molaritasat 320 mOsm-ra allitoteuk be. A Corti szerv
preparalasat és a sejtek emésztését ezen oldatban vé-
geztitk el. A preparalds utdn a sejreket [V-es tipust
collagendz oldatban emésztettiik (5 perc, 1 mg/ml;
Sigma). Azon kiils6 sz8rsejteket hasznéltuk kisérlete-
ink soran, melyek megfeleltek Zajic és Schacht (30)
sltal felallitott kritériumoknak. Ezek a 1: cilindrikus
sejralak, 2: a sejtek ne legyenek megduzzadva, 3: a
sejtmag a sejt bazisahoz kozel helyezkedjen el, 4: a

sejtalkoték ne mutassanak Brown-féle mozgast.
Kisérleteinkhez két preparatumot készitettiink.

hasznaltunk fel, ahol KD=76 nM, R

Az els6 prepardtumhoz a cochlea apikalis két csava-
rulatan elhelyezkedd, mig a m asodik prepardtumhoz
o bazalis csavarulaton levs sejteket hasznaltuk fel

Intracelluldris Ca?t koncentrdcié mérés

Az intracellularis Ca’® koncentracié méréshe:z
Cal+ szenzitiv fluoreszcens festéket, a fura-2 aceto-
ximetil észterét (Fura-2 AM, Molecular probes, Eu-
oene, OR, USA) hasznéltuk. A sejteket 5 ;LM Fura-2
AM jelenlétében 20 percig inkubdltuk. A festékkel
feltsltsdote sejteket tartalmazé targylemezt egy in-
vertalt mikroszkép (Diaphot, Nikon, Japan) tér-
oyasztaldra helyeztiik. A sejtekbe juttatott festék
megfelels, 340 és 380 nm hullamhossmsacok kozote
valrakozd gerjesztését DeltaScan™ kett8s monoch-
romator berendezés (Photon Technology Internatio-
nal, USA) biztositotta. A Fura-2 altal kibocsarote
fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasz(irg
kozbeiktatasaval, egy fotoelektron sokszorozé (PMT)
segitségével, 10 Hz mintavéreli gyakorisaggal detek-
taleuk. Az intracellularis Ca?*-koncentracié valtoza-
sait, mint a fluoreszcenciahanyadosbdl (R) szdmitha-
t6 kozvetlen Ca?*-koncentracid Valtoyasokat tiintet-
tiik fel.
(Cat*] = KD*B*(RR,) / (R, R),

ahol [Ca’*}i az intracellularis Ca2+-koncentré-
cié, KD a disszociaciés allandé, R=F340/F380, Rmm
ésR__a minimalis és maximalis fluoreszcencia-hé-
nyados A szamitasokhoz in vivo kalibracios adatokat
mm_O 4"’
R__.=8 6, p=15,3. A harcérfluoreszcenciat a fedsle-
mezek sejtmentes helyein mértiik, amit a program le-
vont a mért fluoreszcencia értékekbal.

A vizsgalt anyagokat perfaziés rendszer segitségé-
vel juttattuk a sejtek kozvetlen kozelébe. A mérésé-
ket normal Hank oldatban végeztiik.

Immuncitokémia és immunhisztokémia

A kipreparale kiils§ sz6rsejrek kalcium- és maonér
ziummentes (CMF) foszfar pufferrel (PBS) (136,75
mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM NaﬁHPOfr, 1,47
mM KH,PO4, 300 mOsm, pH: 7,2) torténd lemosé-
sa utdn otoerces acetonos fixalas kovetkezett, majd
PBS-ben higitott 0,1%-0s Triton-X-100-zal permea-
bilizaltuk a sejtmembrant 10 percen kereszttil. Ezt
kovetSen PBS-ben tortént haromszori mosés utan 30
perces blokkolas tortént 1%-os szarvasmarha szérum

albuminnal (BSA). A kovetkez8 1épésben a kimurta-
tandé fehérjének megfeleld, 1%-os BSA oldatban hi-
gitotc elsédleges antitesttel egy 6ran dt szobahSn, majd
harom PBS-ben tortént mosast kovetSen a fluoresz-
cens festékkel konjugalt masodlagos antitesttel szin-
tén egy 6rén keresztiil sotétben, szobahdn inkubalruk
a sejteket. Végil haromszori PBS-es mosds utan a
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magokat 4'-6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) vagy
propidium-jodiddal tettiik lathat6éva. KettSs festések
esetén a kétféle primer antitestet egyszerre tettik a
sejtekre, csakigy, mint a kétféle szekunder antitestet.
Ezen kisérletekben az alkalmazotr négyféle antitest
mindegyike mas-mas allatbél szdrmazott. Az alralunk
hasznalt mésodlagos antitestek mindegyike 1:1
aranyban jeloli a primer antitesteket. A negativ
kontrollok készitésekor kihagytuk az els6dleges anti-
testeket és csak a masodlagos antitesteket adtuk a
sejtekhez.

A megfestett sejtek vizsgalatat vagy Zeiss LSM
510 META konfokalis 1ézer pasztézé mikroszképpal,
vagy Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszképpal
végeztik. A fotdkat a SPOT RT digitélis kameréval
a SPOT Advanced v. 3.5 szoftver felhasznalasaval
készitettiik. Az dsszehasonlitasra szant felvételek min-
den esetben azonos kamerabesllitdsok mellett és ex-
poziciés idével késziiltek. UtberSsités csak a vizsgala-
tok bizonyos aspektusainak kiemelése céljabé! tortént
(példaul a sejrek morfologisjanak jobb ldthatésaga
érdekében), minden esetben legfeljebb az egész kép
intenzitasanak és élességének homogén javitdsaval.

Az oldalfal merevségének wvizsgdlata

A kiils& szérsejtekben mikromechanikai egységek

(21) teremtik meg az oldalfal merevségét szabdlyozd
rendszer miikodésének alapjat. Ezzel egy presztin-
fiiggetlen sejtfalmerevség szabdlyozé rendszer teheti
lehet6vé az aktiv energia visszacsatolasanak lehetd-
ségét (1, 8, 9).

Az oldalfal merevségét az Oghalai és musai (19) al-
tal korabban lefrt, aspiraciés mikrodeformécids tech-
nika adaptalt valtozatéval vizsgéltuk (I. dbra). Az
ehhez sziikséges mikropipettdkat 2,8 um-s belst 4t-
mér6vel Clark EC 15 TF tivegkapillarisbél készitet-
tiik 5 1épcs6s formélasi programmal (Flaming /Brown
Model P-87). Az extracellularis oldattal feltoleote pi-
pettikat a megfeleld, szabdlyozhaté negativ nyomas
biztositasara egy vizoszlopos manométerhez csatla-
koztattuk. A vizsgalatokhoz 4-10 H,O cm (0,39~
0,98 nN/um?) kozotti negativ nyomastartomanyt va-
lasztottunk, mely tartomanyban az oldalfal harom ré-
teg(i struktirdja a szakirodalom szerint is intakt ma-
radt. A méréseket kils¢ oldatral toleodtr folyadék-
kamraban végeztiik, faziskontraszt mikroszkédp alatt,
oly médon, hogy a kiils§ sz8rsejt oldalfalahoz illesz-
tett pipettéra kapcsolt negativ nyomdés hatésira a
mikropipettaba behtzédé oldalfalrészler féziskont-
raszt képeit CCD kamera segitségével PC-hez csatolt
kiils¢ digitalizalé kartydn keresztiil rogzfrettiik. A
rogzitett képek digitdlis tisztitdsa, zajmentesitése

Negativ nyomas
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1. dbra. A kiilsg szrsejtek falmerevségének vizsgdlata

A kiils§ szbrsejtek merevség vizsgdlata mikrodeformdcids technikdkkal lehetséges, melyek sordn a kiilst szbrsejtek

mechanikai hatdsra adott alakvdltozdsat vizsgdljdk (19, 28). Az igy kialakult

alakvdltozds mértékébsl meghatd-

rozhaté a sejt hosszanti- (28) ill. oldalfal merevsége ( 19). A mikrodeformdcids technikdk két csoportba sorolhatdk,

aszerint, hogy a kiils§ sz0rsejtek deformdcidjat milyen mdédszerrel
kialakuls alakvdltozdsdt, ennek mértékébsl hatdrozzuk meg a sejt merevségét.
a sejtfal hiizderdvel szembeni deformdléddsat méri, mely sordn a sejt oldalfaldra

érik el. Vigsgdlhatjuk a sejt nyomderd hatdsdra
A mdsik mikrodeformdciés technika
mikropipettdn keresztiil ismert ne-

gativ nyomdst csatolunk (17, 19). Ebben az esetben a sejtfal merevségét a sejtfal pipettdba vald behiizéddsdnak
mértékébd] hatdrozhatjuk meg. A mikrodeformdcié meghatdrozdsdra mindkét technika a kiilsg szorsejtekrdl késziilt

felvételek vizudlis elemzését haszndlja




utén a jobb lathatésag elérésére pszeudokolor dtala-
kitast végeztiink (lasd fent), mely utdn 18 kép-
pont/um képfelbontas alakult ki. A sejfalrészlet be-
hazédasanak mértékét az aldbbi médon hatéroztuk
meg. A mikropipetta szajadékanak vetiiletére fekte-
tett vonal szolgalt viszonyftasi vonalként. Az ezzel
parhuzamos, az oldalfalrészlet gorbiiletének érintsjé-
be fektetett masodik vonal és a viszonyitési vonal ko-
26t tavolsagot tekintettik a pipettaba betiiremkedd
oldalfalrészlet hosszdnak, melyb&l a merevségi muta-
t6t (Sp-stiffness parameter) az aldbbi Osszefliggést
hasznalva hataroztuk meg:
Sp=-AP-t>n/AL

ahol AP (nN/um?) a pipettan keresztiil appliklt ne-
gativ nyomas; r (um) a mikropipetta belss dtmérGje;
AL (um) a pipettédba behizédé oldalfalrészlet hossza.

Az alkalmazott negativ nyomés (AP) hataséra ki-
alakulé oldalfal behuzédas (AL) mértékének jellem-
zésére 30 masodperces, 4—10 H,O cm-s negativ nyo-
miéspulzusokat alkalmaztunk a mikropipettén keresz-
tiil az oldalfalra 30 masodperces megszakitésokkal. A
pipettdba torténd oldalfal behiazddast (AL) a negativ
nyomaspulzus végén hatéroztuk meg.

Eredmények

A zajkezelt tengerimalacok belsd fiilének
kiils szorsejtjeiben ATP-dltal kivdltott Ca*
tranziensek ,

Kisérleteink soran 14 napig tarté, napi 24 6ran ke-
reszeiil adott 80 dB zaj expozicié hatasét vizsgalruk
tengerimalac (n=30) izoldlt kiils8 sz&rsejtek nyugal-
mi Ca?* szintjére, ATP hataséra kialakulé intracellu-

ban elhelyezked® purinerg receprorok expreszidjara
és eloszlasara. Kezeletlen éllatokban a nyugalmi intra-
cellularis Ca?* koncentracié a kiils§ sz&rsejtekben
133=12 nM volt (n=14). 180 uM ATP alkalmazésa
utan (30s) a sejtek nyugalmi Ca** koncentraci6ja
266+65 nM-re emelkedett 5.9=1.0 s latencidval.
Zajkezelés utdn a sejtek egy csoportja degenerativ je-
leket mutatott, sériilékenyebb volt a kiils6 hatésokra,
illetve ATP adasakor nem jott létre a sejtben Ca*
szint emelkedés. Méréseinket azon sejteken végez-
tiik, melyek megfeleltek az ép sejt morfolégiai krite-
riumainak, mint példaul a cilindrikus sejralak, ép
sztereocilium, a sejtmag a sejt bazalis teriiletén he-
lyezkedett el. Ezen sejtekben a nyugalmi Ca’* szint
magasabbnak adédott a kontroll sejrekhez képest (1.
tdblazat). Kiilonbséget taldltunk az apikélis és a bazd-
lis sejtek kozott (2. dbra). Zaj expozicib utan a coch-
lea apikélis csavarulatain elhelyezkedd sejtek nyugal-
mi Cal* koncentraciéja 181=24 nM (n=11), mig a
bazélis csavarulat sejtjei kozote 219+29 nM (n=8)
volt (1. tdbldzat). A 180 uM ATP (30 s) adésa utan
kialakulé Ca?* szint emelkedés az apikalis sejrekben
60+22 nM volt 8,4=2,2 s latencidval (n=11), miga
bazalis sejtekben 44=10 nM volt 9,927 s latenci-
=8), (1. tabldzat).

aval (n

A zajkezelt tengerimalacok belsd fiilébsl
izoldlt kiils§ szbrsejtek purinerg receptor
mintdzata

Az ATP adagolasra adott alacsonyabb Ca** vilasz
felvetette annak a lehet@ségét, hogy a sejt membran-
jaban elhelyezkedd purinerg receptorok kisebb mér-
tékben expresszalédnak zajkezelés utdn. Ezen recep-

tor altipusok koziil a Pyyy Poyayr Poxa P, and P 20

laris Ca?™ szint emelkedésre, illetve sejt membl?énjé- P,,, receptorok intenzitisa az 1mmunfestes soran
tdbldzat
Zaj expozicié utan kialakult nyugalmi intracelluléris [Ca?*™]I szint
és ATP hatasara kialakulé Ca?™ vélasz kiilsg sz6rsejtekben.
vontroll zaj expozicid
n=14 apikalis bazélis
n=11 =8
nyugalmi [Ca**], (nM) 133+12 181x£24% 219+20%
amplitadé (nM) 266+65 60x22* 44+10%
latencia (s) 59=+1.0 8.4x2.2 99+1.1

Kezeletlen 4llatokban a nyugalmi intracelluléris Ca**

koncentracié a kiilss szérsejrekben 13312 nM volt (n=14).

180 uM ATP?

alkalmazasa utén (30s) a sejtek nyugalmi Ca?* koncentrécidja 266=65 nM-re emelkedett 5.9+1.0 s latenciaval.
Zaj expozicié utén a cochlea apikélis csavarulatain elhelyezkeds sejrek nyugalmi Ca* 2+ koncentracidja 181224 nM (n=11), mig 2

bazalis csavarulat sejgiei kézott 21929 nM (n=8) volt (1. téblzat).
nM volt 8,4=2,2 s latenciéval (n=11), mig a bazélis sejrekben 44=10 nM volt 9.9 9+2.2s

emelkedés az apikalis sejtekben 60+22
latenciaval (n=8).

T =Ly

A 180 uM ATP (30 5) adésa utén kialakulé Ca** szint

.
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. Zaj expozicié hatdsa az ATP dltal kivdltott Ca?* tranziensekre

(a) A nyugalmi intracelluldris Ca?* koncentrdcié a vizsgdlt kiilsé sz6rsejtben 133 nM-nak adédott. 180 pM
ATP alkalmazdsa utdn (30 s) a sejt nyugalmi Ca?* koncentrdcidja 300 nM-al emelkedett. Zaj expozicid
utén a cochlea apikdlis csavarulatain elhelyezkeds sejt nyugalmi Ca®* koncentrdcidja 203 nM, mig a bazdlis
csavarulat sejtjei kézott 219 nM wolt. (b) A 180 uM ATP (30 s) addsa utdn kialakulé Ca®* szint emelke-
dés az apikdlis sejtben 127 nM (1=60 um), mig (c) a bazdlis sejtben (1=40 um) 44 nM wolt. A vizszintes
vonalak az ATP alkalmazdsanak idézitését és hosszat mutatjdk.

csokkent, mig a Py, altipus intenzitdsa nem vélto-
zott. A kordbban megfigyelt egyenl8tlen sejtfelszini
purinerg receptor eloszlas a zajkezelés utan eltlint, 2
receptorok eloszlasa homogén volt. Nem talaltunk
kiilénbséget a receptorok mennyiségével ardnyos flu-
oreszcencia intenzitasban sem a sejt apikélis és baza-
lis teriiletei kozott (3. dbra).

A zajterhelés hatdsa a cochlea kiilonbozd
teriileteirdl szdrmazé kiilsé szbrsejtek
oldalfalanak merevségére

Batta és mesai (2, 3) korabbi tanulmanyaikban ele-
mezték a mechanikai hatés 4ltal kivaltott membran-
merevség vélaszt, mely a KSZ bels8 vékez8 rendsze-
rének része. Ezen mechanizmus noveli a KSZ falme-
revségét, mely védekezd szerepet jatszik tartds zajter-
helés esetén (2, 3).

A mésodik tablazatban 6sszegeztitk a membrénfe-
sziilési paramétereket (Sp) a zajjal kezelt és a kontroll
allatok esetén. Kiilon csoportként vizsgaltuk a coch-
leoapikalis és a cochleobazalis sejteket.

Kisérleteink sordn a KSZ-ek falfesziilése noveke-
dett, de nem taldltunk kiildnbséget az Sp értékben a
cochleoapikélis és a cochleobazélis sejtek kozott.

Megbeszélés

7

Tartds zajkezelés a receptorsejtek kérositdsa révén
idegi tipust hallascsokkenést okoz (5, 10, 14, 24).
Zaj hataséra a kiils§ sz6rsejrek sztereociliumai séril-
nek, karosodnak a sejtek mitokondriumai. Ezen fo-
lyamatok végiil a sejtek duzzadéasdhoz, funkciojuk el-

vesztéséhez és a sejtek pusztulasdhoz vezetnek (4,
22). Felvetették azt, hogy ezen karosité mechaniz-
musok hatterében a reaktiv oxigén gyokok mennyi-
ségének véltozasa (16), a sejtek ionhéaztartdsanak fel-
borulasa és kiildnosen a Ca?™ szint vélrozésa &ll (11).

A zajterhelés allatkisérletes vizsgélatainak ered-
ményei ellentmondésosak. A kordbbi tanulményok-
ban alkalmazott kdzepes intenzitast (1 kHz, 81 dB
SPL, 24 napig) zajkezelés a tengerimalacokban nem
okozott kérosodast a Corti szervben és nem vezetett
a kiils6 sz8rsejtek pusztuldsadhoz az alkalmazott mor-
fologiai és funkcionalis/audioldgiai vizsgalatok alap-
jan (5). Ezzel ellentétesek Skellett és misal. megfigye-
l¢sei (23), akik mar alacsony intenzitdsa zaj hatdsara
(65 dB SPL, 10-11 napig) is leirtak valtozést a belss
fil miikodésében (23).

Kisérieteink soran tartds, kozepes intenzitdst zaj-
kezelés hatasar (80 dB SPL, 14 napig) vizsgéltuk a
kiils6 sz8rsejt Cal* homeosztazisanak valtozdsara. A
zajterhelés hatdséra a kiilss sz8rsejrek nyugalmi intr-
acellularis Ca’* szintje megemelkedett. Ez a megfi-
gyelésiink megegyezett Fridberger és musai leal kozol-
tekkel, bar 8k az elvéltozast nagy intenzitasa (130 dB
SPL) zaj esetén észlelték (11).

A korabbi morfolégiai és funkcionalis megfigyelé-
sek arra utalnak, hogy a cochlea bazélis kanyarulatdn
elhelyezked sejrek érzékenyebbek zajterhelésre (1€,
20). A zajial kezelt allatok kiils§ sz&rsetjeinek nyu-
galmi Ca®* szintje a cochledban elfoglalt helyt6l fg-
oBen eltérs mértékben novekedett, a bazélis csava-
rulaton elhelyezkedd sejrekben nagyobb (219 nM)
volt a nyugalmi Ca?™ szint, mint az apikalis csavaru-
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. dbra. Zaj expozicié hatdsa a purinerg receptor expresszidra

A purinerg receptorok expresszi6ja zajterhelés eldtt (A), és utdn az apikdlis (B) és a bazdlis (C) csavarulatokon.
Zaj expozicié utdn a P,,, szzj | S P2X7,’ P,y és Pyy, receptor altipusok expresszéj’a cs()'kkfznt a kﬁl/sé’ szorsej-
tekben, mig a P,,, receptor altipusé nem wdltozott. A kezelés utdn a receptorok eloszldsa a sejtmembrdnban egyen-

letes volt. A receptor eloszldsban nem taldltunk kiillonbséget az apikdlis és a bazdlis csavarulaton elhelyezkedd sej-

tek kazétt.

lat sejtjeiben (181 nM). Ez a magasabb nyugalmi
Cal* szint okozhatja a cochlea bazalis 20%-4ban je-
lent&sebb mértékben megfigyelhetd KSZ morfoldgiai
valtozast és szdvetpusztulast (20).

A zajterhelés képes megvaltoztani a KSZ-ek kii-
16nboz8 neurotranszmitterekre adott vélaszat is.
Chen és mtsai (7) patch-clamp kisérleteik sordn mér-
tek ilyen véltozést ATP sejtekhez adasakor. Kisérle-
teinkben 180 uM ATP hatéséra (30's) a zajkezelt al-
latok Cal* tranziensei jelent8sen megvaltoztak a
kontrollhoz képest. A zajkezelt 4llatokban kisebb és
hosszabb latencidjd volt az ATP hatédsara kialakulé
intracellularis Ca’* szint novekedés (I. tdbldzat).
Ezen mérések soran szintén taldltunk eltérést a coch-
lea bazalis és apikalis csavarulatardl szarmazé sejtek
kozott. Az apikélis csavarulathoz tartozé sejrekben a
Cal* szint 60 nM-lal, mig a bazélis sejtekben 44 nM-
lal emelkedett 180 uM ATP alkalmazésat kovetSen.

A kontroll csoportban a valasz mértéke 266 nM volt,
mely eltérés szignifikdnsnak adédott.

A folyamatos KSZ stimulacid, és az ennek kovet-
keztében kialakulé magasabb nyugalmi intracellula-
ris Cal* szint a sejtfelszini purinerg receptorok exp-
ressziéjat feltételezésiink szerint csdkkenti, és ez all-
hat a kisérleteink sordn megfigyelt kisebb amplitGdé-
i és hoszabb latenciaval kialkulé ATP-re adott Ca’~
valasz hatterében.

Purinerg receptor altipusok ellen termeltetett po-
liklonalis antitesteket haszndlva csdkkent intenzitést
talaltunk Poy;, Poyyr Poxer Payo s Poyys Py, altipusok
esetén. A P,, altipus intenzitdsa nem valrozott a
kontroll csoporthoz képest (2. dbra).. Technikai ne-
hézségek miatt nem tudtunk kimutatni eltérést az
apikalis és a bazélis sejtek kozott ebben a tekintetben.

Megfigyeléseinkkel ellentétben Wang és mesai (29)
a P,y, receptor altipus fokozott expressziéjat irték le
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2. tdblazar
A zaj expozicié hatésa a sejtfal merevség (Sp)
paramétereinek valtozdsara

Kezelés apikdlis KSZ bazélis KSZ

kontroll (n=10) 1.27+0.11 1.28+0.11

zaj expozicid

(n=10)

Kisérleteinkben a KSZ-ek falfesziilése novekedett, de nem
taldltunk kiilonbséget az Sp értékben a cochleoapikalis és a
cochleobazilis sejtek kozore,

nagy intenzitasd zaj (90-120 dB, 6 6réig) alkalmazé-
sa esetén. Kiséréleteikben valdszinfileg a rovid ideig
tarté ingerlés miatt nem érvényesiilt a megemelke-
dett nyugalmi Ca®* szint membrén receptorokra ki-
fejtett hosszitdva csdkkentd hatasa.

A nyugalmi Ca’* szint emelkedése a KSZ memb-
ran sejtfal merevségének csokkenését feltételezi (3,
8, 12). A csokkent sejtfal merevség sériilékenyebbé
teszi a KSZ-et a mechanikai hatasokra. A nemrégi-
ben lefrt regulaciés falmerevségi vélasz nemcsak
kompenzélni képes az emelkedett Ca®* szint hatésa-
ra csOkkend sejtfal merevséget, hanem a nyugalmi
szint felé képes novelni azt (3). Ezzel a reguldcids me-
chanizmussal magyarazhaté a kisérleteinkben mért
nagyobb KSZ sejtfal merevség (2. tdbldzat). A folya-
mat lényege a KSZ sejtmembran alatti citoszkeletélis
halézat Ca’*-fiiggs, stretch indukélra szabélyozésa,
mely a sejtfal merevséget noveli (3). Tartds, intenziv
zajterhelés nagyobb amplitdddval rezegteti meg a ba-
zil4ris membrant. Ezen folyamatos mechanikai hatés
kivédésére szolgal a megndvekedett sejtfalmerevség.
A megndvekedett sejtfalmerevség mésik lehetséges
magyarazata a sejtmembrdn és a szubkortikélis ci-
toszkeletalis halézat metabolikus hatdsokra kialakulé
valtozasa (2, 3, 13, 25-27).

A regulaciés merevség szabdlyozasban a kivaled
tényez6t az intracelluldris nyugalmi Ca’* szint nove-
kedése jelenti. A nyugalmi Ca’" szint tartds emelke-
dése kovetekeztében a kialakul Ca®* szignalok ki-
sebb amplitidéjtak. Ezen mechanizmus kovetkezté-
ben lehetséges az, hogy nem taldltunk eltérést a sejt-
fal merevségben az apikélis és a bazalis sejtek kozott.

Osszefoglalasképp a zajterhelés hataséra kialakulé
véaltozas az intracellularis nyugalmi Ca?* homeoszta-
zisban és az ennek kovetkeztében kialakulé Ca®*
fiige® reguléciés mechanizmusban a sejtfal merevség
megvéltozasdhoz vezet. A KSZ mikromechanikai tu-
lajdonsagainak megvaltozasa hatdsara csokken . a
cochlea er8sité mechanizmusanak hatékonysaga.
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