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Bevezetés

Az eml6s cochlea egy kiilonlegesen érzékeny hidromechanikai frekvencia analizdtor,
melynek feladata az idoben valtoz6 hangok intenzitasanak €s frekvencia tartomanyanak valds
idejii érzékelése és feldolgozdsa akcids potencidl tevékenységgé a halldidegben. Mind a
nagyon alacsony, mind a kifejezetten nagy intenzitdsi hangok érzékelésére igen széles
frekvencia-tartomdnyban alkalmas, tovdbbd bizonyos speciesekben (cetek, denevér) képes
~10 psec iddintervallummal egymadst kovetd (100 000 Hz-es) hangingereket egymastol
megkiilonboztetni. Osszetett mechanikai rendszert képez sajatos felépitésének koszonhetéen.
Passziv mechanikai sajatsdgai is bizonyos mértékig alkalmassd teszik a hangok frekvencia
analizisére, a Békésy dltal leirt halad6hullim révén. A hang altal 1étrehozott hallécsont-
lancolati mozgasok, attevodve a perilympha folyadékterére, mozgasba hozzdk a cochleaban a
membrana basilaris — Corti-szerv — membrana tectoria egységet (cochlearis hangfelfogd
rendszert), melynek kovetkeztében a basilaris membranon haladéhulldmok jonnek létre. Ma
mdr tudjuk, hogy a Békésy 4ltal leirt haladéhulldm a ,,passziv” (élettelen) cochleara jellemzd,
csak nagy inger er0sség viltja ki, frekvencia felbontdsa pedig meglehetdsen durva. Mindez
azonban nem elégséges a cochlearis hangérzékelés tényleges dinamika tartomdnyédnak és
frekvencia hangoldsdnak eléréséhez. Az ,aktiv’ cochleaban a membrana basilaris
hullimmozgdsa ugyan a haladéhulldimhoz hasonlé megjelenésti, de mind mennyiségileg,
mind mindségileg kiilonbozik attdl: hangoldsa élesebb és egyértelmiien nonlinedris. A cochlea
mindezen tulajdonsédgait egyedi felépitésli, mechanikailag aktiv sejtjeinek, a kiilsé szdrsejtek
mikddésének koszonheti. A kiilsé szOrsejtek a cochleat egy finoman szabdlyozott, aktiv

hangnyomas érzékel6 rendszerré teszik.

Az emlés halloham és mikromechanikai tulajdonsagai

A csontos cochlean beliill elhelyezkedd, haromszog keresztmetszetli hartyds labirintus
harom iiregrendszerre osztja a csontos csatorndt: a csontos €s hartyds labirintus kozott
elhelyezkedd scala vestibulira és scala tympanira, valamint a hartyas labirintuson beliil 1€vd
ductus cochlearisra. A ductus cochlearist a Reissner-membran hatdrolja a scala vestibuli felé,
lateralis falat a stria vascularis képezi, mig a scala tympanit6l a membrana basilaris valasztja
el. Mindhdrom csatorna folyadékkal van kitoltve: a ductus cochlearist endolympha, mig a
scala vestibulit és tympanit részben plazma ultrafiltritum, részben liquor cerebrospinalis

eredetli perilympha tolti ki.
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A perilympha meghatdrozé kationja a Na® (Na* ~154 mM; K" ~3 mM), mig az
endolympha elsédleges kationja a K* (K* ~161 mM; Na* ~1 mM; Ca®* ~30 uM). A stria
vascularis a cochlea lateralis falan 1év6 haromrétegi ham. Aktiv ion-transzport révén termeli
az endolymphdt, ennek eredményeként toltése pozitiv, +80 és +100mV kozotti, a
perilymphdhoz képest. A hartyds labirintust alkoté membrdnok koziil a membrana
basilarisnak van Kkitiintetett szerepe a hallds szempontjabdl, mivel ennek a mechanikai
tulajdonsagai hatdrozzdk meg a rajta 1étrejovo passziv haladéhullimok karakterisztikdjat. A
Reissner membrannal ellentétben, a membrana basilaris ionokkal szemben permedbilis.

A spirdlis lefutdsu Corti-szerv (a hallévégkésziilék) egy sejt-matrix, mely a membrana
basilaris ductus cochlearis felé es¢ felszinén fekszik. A Corti-szerv receptorsejtjei az un.
szorsejtek, melyek két tipusat kiillonboztetjiik meg a cochleaban: a kiils6 és belso szorsejteket.
A Corti-alagtt kétoldalan, a kiilso pillérsejtek és a Hensen-sejtek kozotti térben, szinaptikus
polusukkal a Deiters-sejtekre tdmaszkodva, ciliaris pélusukkal a membrana tectoriaba
illeszkedve, 3-4 sorban helyezkednek el a kiilsé szOrsejtek. A belso pillérsejtek mellet, a
tamasztosejtekkel koriilvéve, egy sort képeznek a belso szorsejtek. Megkozelitéen 3500 belsd
szOrsejt egységet tartalmaz a cochlea, bazisatél a csicsdig. Mivel a membrana basilaris ionok
szdmara szabadon atjarhatd, ezért maga a Corti-szerv végso soron a scala tympanit kitoltd
perilymphdban mintegy ,,flirdik”.

A Corti-szerv cytoarchitectirdjat a tdmasztd sejtek sajatos elrendezédése és felépitése
hatdrozza meg. A Deiters-sejteken elhelyezkedd Kkiilsd szorsejtek laterdlis membranja
kozvetleniil érintkezik a Corti-alagutat kitoltd perilymphéval. A szdrsejtek cuticularis felszine
a pillérsejtek tetejével, a Deiters-sejtek €s egyéb tamasztdsejtek apikalis membranjaval az
endolymphaticus tér felé zonula occludens-szel zar6 lemezt, halészerli racsozatot (lamina
reticularis) képez. A sejtmentes, kollagén tartalmi membrana tectoria és a lamina reticularis
kozti tér pedig szabadon kozlekedik a ductus cochlearist kitolté endolymphaval. A lamina
reticularis és a szorsejtek apikdlis felszine, a sztereociliumokkal egyiitt endolymphdban

inkub4lodik.

A kiilsé szorsejtek szerkezete

A kiils6 és belsd szorsejtek kiilonbozo alakiak. Kozos benniik, hogy apikilis
membranjukbdl aktin filamentumokbdl 4116, plasma membrannal boritott, bazistdl a cstcs felé
haladva csokken6 szami és elvékonyodd, egyenes vonalban (belsé szorsejtek) illetve ,,W”-,
,V7-1ll. ,,U”-alakban (kiilsd szdrsejtek) csoportot képezd sejtnytilvanyok, un. sztereociliumok

nyulnak ki. Ezek hossza kiviilr]l befelé rovidiil. A sztereociliumok kozott kereszt-kotések



talalhatok, melyek az egész csokornak nagyfokd merevséget biztositanak, lehetové téve
ezaltal, hogy a leghosszabb sztereocilium elmozduldsa esetén az egész csokor, mint egy
egység, egyiitt mozogjon. A leghosszabb sztereociliumok a membrana tectoria alsé
felszinéhez kapcsolddnak. Szintén van Osszekottetés az egyazon szlrsejten 1évo
sztereociliumok sorai kozott is. A rovidebb sztereociliumok cstcsétdl a hosszabbak oldaldhoz
rogziilnek ezek az un. cstcsi kotések (,.tip-links”), melyek végzddése a rovidebb
sztereociliumon a tulajdonképpeni mechano-szenzitiv transzdukcids csatorndk.

Mivel a sztereociliumok morfolégiailag kapcsolédnak a membrana tectoriahoz, ezért a
membrana tectoria scala tympani irdnyd elmozduldsa hatdsira egyszerre hajlanak el a kiilsd
szOrsejtek sztereociliumai a stria vascularis irdnydba. A sztereocilium-csokor elhajldsa a
leghosszabb sztereocilium irdnydba a csticsi Osszekottetések megfesziilését okozza, amely
kivalté ingere a transzdukciés csatorndk megnyildsdnak. Az elmozduldssal szinkron a
sztereociliumok cstcsan 1év6 kation csatorndk megnyilnak és a magas K' tartalmd
endolymphabdl K™ dramlik a sejt belsejébe, depolarizéciét okozva a sejtmembrénon.

A kiilsé szorsejtek oldalfala kiilonleges, harom hosszanti koncentrikus hengert képezo
rétegbdl all, vastagsdga ~100 nm. Kiilsé rétege a plasma membran, melynek Osszetétele az
oldalfal és az apikalis pélus teriiletén kiilonbozik. Az oldalfal plasma membrinja tobbek
kozott modosult anion cseréldt, cukor transzportert és a kiilsé szdrsejtek elektromotilitdsdnak
alapjat képez0 fehérjét, un. prestint tartalmaz.

Az oldalfal belsd rétege a hartyds fald felszin alatti ciszterna, melynek membranjai az
apikdlis pOlusndl a canalicularis reticulum membrédnjaiban folytatddnak. A felszin alatti
ciszterna szerkezete az endoplasmaticus reticulumhoz hasonlit. A szoérsejtben 1€vo
mitochondriumok tobbsége a felszin alatti ciszterna mellett taldlhaté és folytonossig latszik a
mitochondriumok kiilsé membrénja és a felszin alatti ciszterna membranjai kozott.

A két réteg kozott van az un. kortikélis racsozat. Felépitésében két olyan citoszkeletdlis
fehérje (F-aktin és spektrin) szerepel, melyek a cuticularis lemezben is megtaldlhaték. Az F-
aktin és spektrin cuticularis lemezbeli merdleges elrendez6dése az oldalfal teljes hosszaban a
kortikdlis racsozatban folytatodik. Az egymastdl ~40 nm-re 1évé korkoros lefutasi F-aktin
filamentumok kozott keresztben hosszanti lefutdsi spektrin filamentumok fesziilnek. A
plasma membrant sugdrirdnyu radidlis pillérek panyva-szertien rogzitik a parhuzamosan futé
F-aktin kotegekhez és a szomszédos felszin alatti ciszterndkhoz. A péarhuzamos F-aktin
filamentumok 4&ltal hatarolt specidlis szerkezetii egységek olyan ,,mikrodoménok”, melyek
felépitésiiknek koszonhetden képesek egyrészt a membrianpotencidl véltozds hatdsara

alakjukat megvaltoztatni, mésrészt rugalmas energiat tarolni.



A Kkiils6 szorsejtek miikodése

Az emlds kiils6 szOrsejtek mechanikailag aktiv, ,,szenzo-motoros” sejtek, melyek a Corti-
szerv hangingerre adott védlaszdnak karakterisztikdjat szabdlyozzdk és felelosek a kiiszob
koriili er6sségli hangok cochlearis erdsitéséért. A halldskiiszob koriili hangerdsségnél a halado
hulldm a kiils6 szdrsejt révén aktivan erdsitve hozza létre a belsd szdrsejt receptor draménak
kivéltasahoz sziikséges inger er0sséget. Ez az un ,,cochlearis erdsitd” mitkodés. A jelenség
nonlinearis és jelentdségét a kiiszob feletti, S0 dB erdsségii hangok esetében mar elvesziti.

A kiils6 szorsejtek kétféle motoros aktivitidsa ismert ebben a folyamatban, a sejt
hossztengelyének megfeleléen: a lassi (mdsodpercek-percek alatt végbemend) motilis
sejtvalasz (rovidiilés-elernyedés) és a gyors vagy elektromotilitds (usec, ill. msec alatt
lejatszodo).

A belso szorsejtek szinte kizardlag afferens, a kiilsé szdrsejtek pedig dontden efferens
beidegzésiiek. A belsd szorsejteket ellatd afferens idegrostok az I. tipusd bipolaris ganglion
spirale sejtektdl szarmazd myelin hiivellyel boritott rostok. 20 idegrost eldgazds nélkiil fut a
legkozelebbi belsd szorsejthez, centrdlis axonjuk az ipsilateralis nucleus cochlearisban
szinaptizal. A kiilsé szOrsejtek afferens beidegzését a II. tipustd pszeudo-unipoldris ganglion
spirale sejtek adjdk, de ellentétben az I. tipusud rostokkal, ezek kilépésiik utdn eldgaznak. A
cochlea bazisdn ~10, mig a csicsdn ~50 kiilsé szorsejtet latnak el. Centrdlis axonjuk szintén
az ipszilateralis nucleus cochlearisban végzodik.

A bels6 szorsejtek efferentdcidja az ipszilateralis oliva superior laterdlis magcsoportjabol
érkezik és a bels® szOrsejtekhez futé afferens idegrostok dendritjén végzddik. A kiilsd
szOrsejtek efferens beidegzése szintén az ipszilateralis oliva superiorbdl, de annak mediélis
magcsoportjabdl szdrmazik és magukon a sejttesteken, az un. szinaptikus regiéban végzodik.
A kiils6 szorsejteken végz6do efferens neuronok neurotransmitter anyaga az ACh és a GABA.
Az ACh receptorok dontéen a cochlea bazisan, mig a GABA receptorok foleg a csicsan
taldlhatok, a cochlea ellentétes vége felé haladva mindkét tipusu receptor szdma lecsokken.

A cholinerg neurotranszmisszi6 befelé irdnyulé Ca®* -aramldst eredményez, ami Ca®* -
indukélta Ca®* -felszabaduldst hoz létre. A Ca®* -szignal kiilonbozo citoszkeletdlis elemek
foszforilacids folyamatait is elinditja, mely a kiils6 szdrsejtek mechanikai tulajdonsagait képes
megvaltoztatni. GABA esetén is megfigyelhetd az ACh hatdsara kialakul6
hiperpolarizdcidhoz hasonlé dodzisfiiggd reverzibilis membranpotencidl véltozds. A
citoszkeletdlis fehérjék foszforilacidja megvéltoztatja a sejtfal merevségi dllapotat és ezen
keresztiil a kiilsé szOrsejt aktiv energia visszacsatolo képességét, vagyis a cochlearis erdsitd

mukodést.



A mechanikailag aktiv kiils6 szdrsejtek lassi motilitisa 20-60 masodperces ido
intervallumban kialakulé sejtrovidiilés. A kiilsé szdrsejtek lassti motilis alakvéltozdsdnak
eredményeként bekovetkezd rovidiilés kivalthaté mechanikai (folyadék dramlas), kémiai (K*)
hatdssal, depolarizicidval, elektromos térerdvel, ozmotikus hatdssal, vagy az intracellularis
Ca’*-szint emelésével.

A lasst motilis sejtvdlasz ATP jelenlétét igényld, Ca2+—jel indukélta foszforilacios ill.
defoszforildcios utvonalak aktivdloddsdnak az eredménye, mely a citoszkeletdlis elemek
(beleértve az aktint és a spektrint is) foszforilacidja v. defoszforilacidja dtjan hozza létre a
mozgdst. A lassi motilis sejtvdlasz feltételezett élettani szerepe a cochlea védelmében és a
cochlearis adaptaciéban lehet. Pontos molekuldris mechanizmusa nem ismert.

Az elektromotilitdis a szinuszoid hanghullim okozta AC receptor dram keltette
sejtmembran fesziiltség valtozdsokat valdés id6ben kovetd sejthossz valtozds (rovidiilés-
megnyulds), mely frekvencia koveto, és fazisaban is kapcsolt (5000 Hz-ig). A transzdukcios
dram (mechano-elektrikus transzdukcié) a nyugalmi membran potencidl frekvencia kovetd
oszcillaldsa révén gyors elektro-kinetikus sejtalakvaltozast idéz eld, amely a nyugalmi
sejthosszhoz képest nanométeres nagysagrendi rovidiilés és megnytlds (depolarizaciéra aktiv
rovidiilés, hiperpolariziciéra aktiv megnyulds jon létre). Ez a ferekvencia kovetd kiilsd
szOrsejt hosszvaltozds az elektromotilitas.

A kiilsé szorsejtek hang hatdsara létrejové membrana basilaris kitérések altal vezérelt,
fesziiltségfiiggd sejtmozgdsdnak fizioldgiai szerepe az, hogy a membrana basilarisra
megfeleld fazisi aktiv energia-visszacsatoldst valdsit meg. A hanghulldm keltette membrana
basilaris rezgések amplitudé6 maximuménak helyén a membrana basilaris kitérések fazisaval
megegyezd litemli mechanikai energia-visszacsatolds jon létre, mely megnoveli és jelentdsen
kiemeli a membrana basilaris kitérések amplitudé maximumat, ezdltal biztositja a kiiszob
koriili hangok érzékelését. Az amplitudé6 maximum mindkét oldalan 1étrehozott eltérd fazisu
mechanikai energia-visszacsatolds hatdsidra a membrana basilaris kitérése jelentdsen csokken
(un. ,,sz€li vagas”), ezaltal biztositva a cochlea rendkiviil érzékeny frekvencia felbontd
képességét.

Kiiszob koriili er6sségti hangokndl a gyors (elektro-) motilitds képezi a cochlearis erdsités
alapjat. A kiils szOrsejtek gyors, a hanginger frekvencidjat kovetd, ciklusos rovidiilését és
megnyildsdt, a sejtmembranban siriin elhelyezkedé (~2500/um®), fesziiltség fiiggd
konforméci6 valtozasra képes, prestin-nek nevezett, médosult anion cseréld fehérje molekula

1dézi eld.



A prestin 744 aminosavboél 4ll6 polipeptid lanc, melynek 12 domén-je a sejtmembranban
helyezkedik el. Elektromos impulzus hatdsdra intracelluldrisan klorid-iont kot meg és azt az
extracelluldris tér irdnyaba szallitja, de nem transzportilja oda (inkomplett transzporter). A
membranpotencidl valtozdsra, azzal szinkron, az anion vandorldsa a fehérjén beliil
konformdécié valtozast idéz eld. Az egyidejiileg bekovetkezd alakvéltozasok 6sszegzddnek és
a sejt hosszdnak megvaltozdsit okozzak. A prestin molekula konformécié valtozdsa kizarélag
fesziiltség vezérelt, intracelluldris energiahordoz6tél (ATP) fiiggetlen folyamat. A
konformécio valtozasok sejtszinten dsszeadddo és sejt alakvaltozast okozé mértéke azonban a
citoszkeleton éllapotatdl fiigg, mellyel szemben a prestin molekuldk erd kifejtése mikodik.

A prestin alapd elektromotilitds Osszerendezésének, sejtmozgassa alakitdsanak alapjat a
,~mikrodoménokba” rendez6dé plasma membran €és citoszkeleton dltal alkotott funkcionalis
egységek alkotjak. Ezek az alkotéelemek és aktudlis allapotuk hatdrozzdk meg a kiilsd
szOrsejtek merevségét. A prestin molekuldk a sejt merevsége ellen fejtenek ki erét. A plasma
membranban 1évo prestin konformacié valtozdsanak kovetkeztében kialakuld elektromotilis
amplitudd nagysiga a sejtfal merevség fokanak fiiggvénye. Ez a citoszkeleton geometridjatol
fligg és metabolikus szabdlyozdsi folyamatok hatdrozzdk meg (pl. foszforilacio).

A kiilsé szorsejtek motilis miikodése kiilonboz6 tdtvonalakon végbemend anyagcsere
folyamatok szabdlyozdsa alatt all. Ebben kitiintetett szerepe van a kiils6 szOrsejtekben
kiilondsen magas szinten szabalyozott Ca2+—szignalizéciés utaknak. Az intracelluldris Ca**-
koncentrici6 kialakitdsdban szerepe van az efferens neuro-transzmissziénak (ACh), a cGMP-
nek és a Rho-kindzoknak (Racl, RhoA, Cdc42) is.

Egyediil az otoakusztikus emisszié, mint ma mar klinikailag alkalmazott audioldgiai
mérési modszer, bizonyitja az emlds cochlea mechanikai aktivitdsit. A kiilsé szdrsejtek
elektromotilitdsa sordn fellépd sejtosszehizodds/-megnytilds ugyanis vibraciét okoz a belsdfiil
folyadékterében, mely a kozépfiill hangvezetd rendszerén keresztiil attevodik a kiilsd
halléjératot kitoltd levegdbe és az igy keletkezett emisszié mikrofonnal regisztralhato.

A kiilsé szorsejtek oldalfalanak sajatos felépitése, a kordbban mar emlitett specidlis
szerkezeti egységek, kiilonleges mechanikai tulajdonsigok megjelenését eredményezik,
megteremtik egy, a motor molekulatdl (prestin) fiiggetlen, az oldalfal merevségét befolyasold
rendszer mikodésének szerkezeti alapjat és lehetové teszik, hogy mechanikai szabélyozas
alatt tartsa a kiils6 szOrsejtek cochlearis erdsitd mikodését.

A sejtfal merevségének megvéltozasival modosul a motor fehérjék erdatviteli
hatékonysdga. Mivel a motor fehérjék a sejtfal altal kozvetitett mechanikai ellendllassal

szemben dolgoznak, az oldalfal merevség szabdlyozasa képes befolydsolni a kiilsd szdrsejtek



elektromotilitdsat. Ebben feltehetéen a plasma membran citoplasmatikus felszinéhez és a
felszin alatti cisternalis rendszerhez szorosan kot6dd subcorticalis racsozat alkotéelemeibdl
felépiild6 microdoménok jatsszak a legfontosabb szerepet. A sejtmembranban 1év6 ezen
egységek sajatos szerkezete teremti meg annak a lehetdségét, hogy az egymadstdl fiiggetleniil
aktivalodo elemi, fesziiltség fliggd motor fehérjék alakvéltozdsa OsszegzOdhessen és
hosszirdnyd sejtmozgdssd alakulhasson at. A fenti felépitésii citoszkeletalis rendszer teszi
lehetdvé a rugalmas eldfeszitett dllapot fenntartdsat, mely a szdrsejtek nyugalmi, mechanikai
ellendllasat biztositja és cilindrikus alakjat fenntartja. A kiilsé szorsejtek motoros
aktivitdsdnak hatékonysdga és ezdltal a cochlearis erdsités mértéke tehat a kiilsé szdrsejtek
hosszanti €s korkoros irdnyd merevségével, ill. az egész sejt merevségét elsdsorban
befolyasol6 oldalfal merevséggel all szoros Osszefiiggésben.

A lassu motilis sejtvdlasz megvaltoztatja a Corti szerv geometridjat, ill. a cochlea
mikromechanikai sajatsagait, ami az er0sitési folyamat hatékonysidganak mddosuldsdhoz
vezet. Tul er6s hangok esetén feltehetden ez védi a Corti-szervet a karosodastdl. A reverzibilis
lassi motilis sejtvdlasz és kovetkezményes oldalfal merevség valtozds sejtszintl
mechanizmusdnak alapjai még kevéssé ismertek. Mindeddig nincs kisérletes bizonyiték a
lasst motilis sejtvalasz mértéke, az oldalfal merevsége €s a gyors motilis vélasz nagysaga

kozott.

Célkitiizések

1. Emlds cochleabdl szdrmazé izolalt kiilsd szOrsejtek mechanikai (tilzott hangerd
modellezése) €s kémiai (K" intoxikécié: Meniére-betegség) hatdsra bekdvetkezd lassi
motilis valaszanak 0sszehasonlit6 vizsgélata.

2. A kiilsd szOrsejt lassu motilitds sejtoldalfal merevségre gyakorolt hatdsdnak vizsgélata.

3. A kiils6 szorsejtek lassi motilis vélasza sordn bekovetkezd sejthossz valtozds
hatdsanak vizsgdlata az elektromotilis valasz karakterisztikajara.

4. A foszforilaci6 szerepének vizsgdlata a kiilso szorsejtek oldalfal merevség
szabalyozasaban.

5. Osszefiiggés vizsgalata a kiilsé szérsejtek mechanikai és kémiai hatdsra bekovetkezd
reverzibilis lassu motilis valasz mértéke, az oldalfal merevsége és az elektromotilis

védlasz nagysdga kozott.
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Anyagok és médszerek

Sejtelokészités

A kisérletekhez 3-5 hetes, pigmentélt, ép Preyer-reflexil, i.p. penthobarbitallal tdlaltatott
tengeri malacokat hasznéltunk. Decapitdlds €s a bulla ossea eltdvolitdsa utdn mikroszkép alatt,
folyadékfiirddben a Corti-szerv kanyarulatait eltdvolitottuk. Kollagendz-emésztést (IV. tipus,
1 mg/ml, Sigma) alkalmaztunk, szobahomérsékleten. A Corti-szerv darabjait 400 pul Hank
oldatot tartalmazo kisérleti kamrdba helyeztiik, majd ezt kdvetden a kiilsé szdrsejtek finom
mechanikai behatdssal levalaszthatéva, izoldlhatova valtak. A sejtek 74 +4 pum atlagos
sejthosszal (n = 92) rendelkeztek, inkubdlé oldatnak Hank oldatot haszniltuk (mM-ban):
136,75 NacCl, 5,36 KCl, 0,44 KH,POy4, 0,34 Na,HPO,, 1,26 CaCl,, 0,81 MgS0Os, 5,56 gliikoz,
4,17 NaHCOs3, 10 HEPES (300 mOsm/1, pH 7,4).

A sejtek életképességére felvildgositast nyujt élettani valaszuk, de dltaldban a kovetkezd
kritériumok alapjan tekintettiink egy sejtet vizsgélatra alkalmasnak:

1.) a sejtmag normdlis pozicidja (basalis);

2.) feszes, elongdlt sejtalak (j6 turgor);

3.) fénymikroszkdposan intakt sztereocilium csokor;
4.) citoplasmatikus Brown-mozgés hidnya.

A sejtek dltaldban 2 6ra hosszat képesek tartani ezeket a feltételeket.

A Kiilsé szorsejtek mikroszkopos vizsgalata, a kétféle motilis tevékenység és az oldalfal

merevség mérése

A méréseket Hank oldattal toltott, az izoldlt kiils6 szérsejteket tartalmazé kisérleti
kamraban (400 pl) végeztiik, Zeiss Axiovert 100 inverz, faziskontraszt mikroszkép alatt, 400x
nagyitast alkalmazva. A teljes mérOrendszer egy vibracid-izolalt asztalra volt erdsitve
(Newport VH 3660W-OPT) és Faraday ketreccel volt koriilvéve. A sejtek motilis valaszait
oszcilloszképon rogzitettilkk, a rogzitett képeket digitalizaltuk. Az oldalfal merevség
méréséhez a sejtek faziskontraszt képeit digitdlisan rogzitettiik, majd a jobb lathatésag elérése

érdekében pszeudokolor dtalakitdst végeztiink.
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Az alkalmazott technikai eszkozok €s programok

Az izoldlt kiils6¢ szOrsejtek lassi és elektromotilitisdnak méréséhez mikrokamraban
rogzitett sejt cilidris pdlusdnak nagyitott képét egy keskeny résen keresztiil PIN-10D
fotodiddédra vetitettiik és az elmozdulds 4dltal keltett fotodram véltozast erdsités, sziirés utdn
Tectronix TDS 220 oszcilloszképpal rogzitettik. Az oszcilloszképon rogzitett fotodram
védlaszok PC-n torténd digitalizdldsdhoz a Tectronix sajit szoftverét haszndltuk (WaveStar for
Oscilloscopes, 2.6. verzid). A fotodidda detektor és erdsitd egyiittes un ,,cut-off” (t6rési pont)
feliilvago frekvencidja 1 kHz, csokkenése 6 dB / oktav.

A lassu motilis sejtvalasz eldidézésére a Farkas és Sziklai (2003) 4ltal leirt mikro-aramlési
modszert alkalmaztuk.

A sejtek elektromotilitdsdhoz az ingerld fesziiltséget szamitégép vezérelt elektromos
négyszog impulzus sorozatokkal keltettiik (IBM AT clone). A négyszog impulzusok, egymast
kovetden ellenkez6 polaritasiak voltak (hyperpolarizal6 és depolarizald) és 7 impulzus parbdl
alltak.

A kiils6é szorsejtek oldalfal merevségét aspirdcidos mikrodeformaciés technikaval
vizsgéltuk. A sejtek mikroszképpal nagyitott, faziskontraszt képeit Sony DXC-107P
videokameran keresztiill PC-hez csatolt kiilsé digitalizdlé kértya (Pinnacle Systems, INC.
USA, California) segitségével rogzitettilkk, majd digitélis tisztitds, zajmentesités utdn egyedi
fejlesztésti programokkal pszeudokolor atalakitdst végeztiink.

A digitalizdldshoz és adatelemzéshez haszndlt szamitégép 2,6 GHz Intel Celeron
processzort, 256 MB RAM-ot, ATI Mobility Radeon 9600 videokartyat és 30GB IDE HDD-t

tartalmazott.

A Kiilsé szorsejt lassti motilis valaszanak mérése

Az izolalt kiils6 szorsejteket tartalmazo, Hank oldattal toltott kisérleti kamrat mikroszkop
allvanyra helyeztiik. A vizsgdlandd kiils6 szOrsejtet a szinaptikus polusandl fogva ~9 um
belsdé atméroji iiveg mikrokapillarisba szivtuk ugy, hogy a sejtmag még éppen a kapillarison
beliil helyezkedett el (a sejthossz kb. 10%-a, mintegy 6-8 um). A mérésekhez hasznalt
mikrokapillarisokat Clark EC 15 TF iiveg kapillarisbol készitettiikk, 2 1épcsés formalasi
programmal. Hokezeléssel lesimitottuk €s ugy képeztiik ki a hegyét, hogy csak a legvégének a
belsd atmérdje egyezzen meg a szdrsejtek kiilsd dtmérdjével, belseje hirtelen kiszélesedjen. A

beszivott sejt ezaltal csak vékony keresztmetszeten, mégis mechanikailag stabilan rogziilt a
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mikrokapillarisban, ugyanakkor mind a kapillarison beliili, mind azon kiviili része szabadon
mozoghatott.

A kiilsé szorsejtek motilis valaszdnak (rovidiilés, megnyulds) mérése a kovetkezoképpen
tortént: a mikrokapilldrisban rogzitett sejt cilidris polusdnak nagyitott képét egy keskeny,
téglalap alakd résen keresztiil PIN-10D fotodiddéara vetitettiik és az elmozdulds éltal keltett
fotodram valtozast mértiik. A sejt hosszirdnyd kis mozgdsai (nm nagysdgrend) a rés
elsotétitett részét megvaltoztattdk és igy modulaltdk a fotodiddabdl szdrmazé fotodramot. A
sejt képe a mikrokamraba vald beszivas és a mérési folyamatok alatt monitorra volt vetitve, a
sejt pozicidjat a résben szintén monitorizaltuk (2 videokamerdas sejt monitorizalas).

A hosszviltozds sordn bekovetkezd fotodram vdlaszt minden mérés el6tt manudlisan
milkodtethetd léptetomotorral forgatott optikai eszkozzel kalibraltuk (1,8%/ 1épés, mely a
szamitds alapjdn ~200 nm elmozduldsnak felelt meg), erdsités, sziirés utin a fotodram
valtozasokat oszcilloszkoppal rogzitettiik. A fotodram valaszokat PC-n digitalizaltuk.

A kiilsd szdrsejtek mikrokapilldrison kiviil esd részének motilis vélaszait mértiik. A lassu
motilis sejtvdlasz eldidézésére a Farkas és Sziklai (2003) altal leirt mikro-dramlasi mddszert
alkalmaztuk. A perfiziés pipettdkat Clark EC 15TF iiveg-kapillarisbdl készitettiik 2 1épcsds
forméldsi programmal, ~50 pm belsé atmérdvel. A pipettit milanyag csO segitségével
polietilén csapon keresztiil egy 2 cm’ térfogatd nyitott miianyag tartlyhoz csatoltuk, melynek
folyadékszintjét a mérésekhez haszndlt 400 ul térfogati kisérleti kamra folyadékszintjére
egyenlitettiik ki dgy, hogy a perfiziés pipettdban sem befelé, sem kifelé irdnyuld dramlas ne
legyen. Az egyensulyi folyadékszint bedllitisa a duplatartdlyos kisérleti kamra mdsodik
medencéjében tortént. A perfuzids pipetta szdjadéka a sejttdl ~150 um-re helyezkedett el,
szdjadékanak alsé széle a folyadékkamra aljahoz tdmaszkodott, a sejt hossztengelyével
parhuzamosan, annak mintegy folytatasaként.

A lassi motilis sejtvalaszt 0,6 ul/perc sebességgel dramlé extracellularis folyadékkal
(Hank oldat) (n = 9) (mechanikai ingerlés), vagy 12,5 mM KCI oldattal (n = 9) (mechanikai +
kémiai ingerlés) valtottuk ki. Az eldzetes vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a motilis vélasz
mértéke egyenesen ardnyos a perflizié gyorsasdgdval. Azért vdlasztottuk ezt az dramldsi
sebességet, mert az elOzetes vizsgdlatok sordn az 4ltala kivaltott lassi motilis sejvalasz
mértéke (< 1,5 um) a fizioldgiai tartomdnyon beliil maradt. Mindkét folyadék dramoltatisa 90
masodpercig tartott, a nem szelektiv serin/threonin protein foszfatdz-gatldé okadainsav
jelenlétében (0,6 uM/1) és jelenléte nélkiil (n = 9, minden kisérletnél). A kiilsé szorsejtek
okadainsavval val6 kezeléséhez 30 perces inkubdciét alkalmaztunk, a kisérletek megkezdése

elott. A lassi motilis sejtvalaszt 225 madasodpercen keresztiil folyamatosan rogzitettiik.
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A kisérlet inditasat kovetéen 45 masodperccel kezdddott a folyadék dramldsa, ami 90
masodpercig tartott. Ezt dramlds nélkiili 90 mdsodperces nyugalmi (megnyuldsi) periddus

kovette.

A Kkiilsé szorsejt elektromotilitas mérése

Az izolalt kiilsé szdrsejtek elektromotilitdsit az elektromos négyszog impulzusokkal
keltett ingerld fesziiltségre adott motilis valaszok mérésével végeztik. Az elektromotilis
valaszok nagysagat a mechanikai (kiils6 oldat dramlds) és kémiai ingerlés (12,5 mM KCl
oldat perftzié) hatdsra, a nem szelektiv serin/threonin protein foszfatiz-gitlé okadainsav
jelenlétében (0,6 uM/l) és jelenléte nélkiil (n = 9, minden kisérletnél) bekovetkezd lassi
motilis sejtvdlasz (rovidiilés) és visszatérési periodus (megnytlds) sordn egyarant mértiik.
Minden kisérlet sordn az dramlds megkezdése el6tt (20 s), a perfuzié okozta lassi motilis
sejtvalasz (rovidiilés) alatt (60-120 s) és a visszatérési fazisban (megnyuilas) (150-170 s), az
alabbi idépontokban torténtek a mérések: 20, 60, 80, 120, 150 és 170 mésodperc.

Az izolalt kiilsé szOrsejteket tartalmazo, extracellularis oldattal toltott kisérleti kamrat
mikroszkép dallvanyra helyeztilk, majd elkezdtiik a lassi motilis sejtvdlasz mérésénél
alkalmazott kisérleti protokollt. Az elektromotilitds mérését, a lassi motilitdsi folyamat
kozben, a fentebb megadott idOpontokban végeztiik. Az ingerld fesziiltséget +35 mV-tdl
+240 mV-ig, 7 1épésben egyenletesen emelkedd, valtakoz6 polaritdsd, szdmitogép vezérelt
elektromos négyszog impulzusokkal keltettiik, az egyes impulzusok id6tartama 24 msec, két
impulzus kozti sziinet 60 msec.

A transzcelluldris elektromos ingerlés a pipettan beliili, valamint a pipettan kiviili
inkubdlé oldat kozott létesiilt. Az ingerld fesziiltséget egy dram-fesziiltség konverter
biztositotta, hullimformdjat, szinkronizaldsat és intenzitdsat szamitogép kontrollalta.

A kiils6 szorsejtek mikrokapillarison kiviil es6 részének motilis vdlaszait mértiik. Minden
stimulus sorozat inditdsa elott elvégeztik a fotodram vdlasz mdar kordbban ismertetett
kalibraldsat.

A kiils6 szorsejtek, elektromotilitisuk révén, a kulcselemei a cochlearis erdsitonek.
Funkciéjukat, érzékenységiiket €s motoros teljesitd képességiiket hlien mutatjak
elektromotilis tulajdonsagaik. Ezért az elektromotilis vdlaszok nagysdgdnak valtozasabol a
cochlearis erdsités mértékére lehet kdvetkeztetni: /.) a motilis valasz nagysdganak csokkenése

megfeleltethetd in vivo percepcids nagyothalldsnak, vagy protektiv automatizmusnak; 2.) a

motilis védlasz nagysdgdnak novekedése a hallds kiiszobérzékenységének fizioldgids finom

beallitasaért felelés mechanizmus részét képezheti.
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A Kiilsé szorsejt oldalfal merevség vizsgalata

Az oldalfal merevségét aspiraciés mikrodeformacids technikdval vizsgaltuk. Ezzel az
eljarassal a sejtfal huzderdvel szembeni deformdlédasit mérjik. A sejt oldalfalara
mikropipettan keresztiil ismert (az oldalfal harom rétegti struktirdjanak intaktsagit megtartd
4-10 H,O cm kozotti) negativ nyomdst alkalmaztunk. A sejtfal merevségét a sejtfal pipettiaba
valé behizddasanak mértékébdl dllapitjuk meg. A mikrodeforméciéo meghatirozasat a kiilsd
szorsejtekrol késziilt felvételek vizudlis elemzése teszi lehetové. Megfelelden pontos
mérésekhez kell6 nagyitds, megfeleld felbontds és a hattértdl jol elkiiloniild kontrasztos
sejthatdr sziikséges.

A kiilsé szorsejtek oldalfal merevségét a lassi motilis sejtvdlasz (rovidiilés) és
visszatérési periddus (megnyulds) sordn vizsgaltuk, melyet mechanikai (kiilsd oldat dramlés)
és kémiai (12,5 mM KClI oldat perfizid) hatdssal valtottunk ki. Nem szelektiv serin/threonin
protein foszfatdz-gatlé okadainsav jelenlétében (0,6 uM/I) (n = 5, minden kisérletnél) is
elvégeztiik a kisérleteket.

Az aspirdciés livegpipetta Clarc EC 15 TF {iivegkapillarisbol késziilt, 5 1€pcsos
programmal. Belso dtmérdje 2,8 +0,2 um volt. A mikropipettat Hank oldattal toltottiik fel. A
megfeleld negativ nyomds bedllitisdhoz a pipettit egy vékony milanyag csOvel
folyadékoszlopos manométerhez csatlakoztattuk és 6 H,O cm-s negativ nyomds mellett
mértilk az oldalfal behidzodast. A méréseket 400 pl fiziologids extracelluldris folyadékot
tartalmazé milanyag kisérleti kamrdban, faziskontraszt mikroszkép alatt, 400x-os nagyitast
alkalmazva végeztiilk. A mechanikai és kémiai hatdsra bekovetkezd lassi motilis sejtvalasz
meghatarozott idépontjaiban a kiilsé szorsejtek oldalfaldhoz illesztett mikropipettara kapcsolt
negativ nyomds kovetkeztében a pipettdba 30 mdasodperc alatt behitizddé oldalfal részlet
hosszisagat mértiik. A kiilsé szorsejtek mikroszkoppal nagyitott, faziskontraszt képeit CCD
videokameran keresztiil PC-hez csatolt kiils6 digitalizal6 kartya segitségével rogzitettiik, majd
digitélis tisztitas, zajmentesités utan pszeudokolor dtalakitdssal tettiik jobban lathatéva.

A pszeudokolor d4talakitishoz egyedi fejlesztésti, Turbo Pascal programnyelven irt
programokat hasznaltunk. A mikroszképos kép digitalizdldsa utan a kiilonboz6 optikai
stirtiségti sejtpartikulumok kiilonb6z6 sziirkedrnyalatos képpontként dbrazolddtak. Az igy
digitalizalt képek bittérképes (bmp) képpont informéciéi matrix formaba val6 rendezése utdn
alkalmassa valtak kiillonb6z6 algoritmusok szerinti szamitégépes feldolgozasra. A kivalasztott
algoritmusok 4ltal 4talakitott képpont informacidkhoz a standard VGA szinskdla szineit

hozzarendelve, valamint kontrasztkiemelést és digitdlis képkivondst is alkalmazva nyertiik a
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pszeudokolor képeket. Az igy nyert kontrasztos képeken 18 képpont / pm képfelbontést jott
létre. Ezt kovetden az oldalfal merevségi mutatdjat (S,) az aldbbi Osszefiiggés alapjin
hataroztuk meg:

AP - -1
Sp=— (D)
AL

ahol 4P (nN / pmz) a pipettdn keresztiil applikalt negativ nyomads, r (um) a mikropipetta belsd

atmérdje, AL (um) a pipettdba behiz6do oldalfalrészlet hossza.

Matematikai médszerek, statisztikai analizis

A kiils6 szorsejtek oldalfal merevségének szamitdsdhoz a kordbban sokak altal hasznalt
un. kupolamodell helyett az Euler modellt hasznaltuk. A kupolamodell azon alapszik, hogy a
sejtfal a mikropipettin keresztiill alkalmazott szivoerd hatdsira a pipetta szdjadékanak
megfeleld atmérdjii kupolat formalva tiiremkedik be. Ez a modell a kis alakvaltozassal jar6
esetekben tokéletes leirast ad az alakvaltozdsra, azonban vizsgdlataink sordn a kiilsé
szOrsejtek oldalfala alakvaltozdsdnak mértéke indokolttd tette az ettdl a modelltél vald
eltérést. Méréseink sordn a mikropipettdba behizodo oldalfalrészlet hossza a kupolaképzodés
nagysdgit lényegesen meghaladta (~10x), ennek megfelelden az oldalfal behidzodas
mértékének meghatdrozdsa sordn olyan mérési eljarast alkalmaztunk, mely alkalmas volt a
kupolaképzddés jelenségének korrigdldsdra. Mivel a mikropipettdba behiizoédé oldalfalrészlet
az alkalmazott negativ nyomdsérték mellett a mikrodeformacién kiviill mds valtozdst nem
szenved (pl.: az oldalfal alkotéelemeinek szétvilasa vagy vakuolum képzddés), az
alakvdltozds alapjdn meghatdrozhaté merevségi mutatdé a teljes, mikropipettdba behiiz6déd
sejtrészlet kumulativ, dtlagos merevségi mutatdja lesz. Ennek megfelelden a mikropipettdban
létrejovo alakvaltozas jo kozelitéssel modellezheté egy homogén, hengeres rid rugalmas
alakvaltozdsaként (1. egyenlet).

A kiilso szorsejtek merevségfiiggo elektromotilits valtozasanak leirdsahoz egy maédositott
talalatelméleti modellt alkalmaztunk. Ennek sordn feltételeztiik, hogy a kiilsé szorsejtek
elektromotilitdsa két részbol tevodik 6ssze: egy oldalfal merevség altal szabdlyozott és egy, az
oldalfal merevség szabdlyozdsa alatt nem 4ll6 részb6l. Az oldalfal merevség szabalyozd
hatdsa az elektromotilitisra modelliinkben dgy valésul meg, hogy az oldalfal merevség
fokozdodéasa az elektromotilis egységek elsorendii kinetika szerinti egyiranyd, latszélagos

inaktivicidjat hozza létre. A latszélagos inaktivicié modelliinkben nem az elektromotilis
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egységek struktirdlis destrukcidjabol eredd funkcidkiesést, hanem az oldalfal merevség
fokozddas éltal 1étrehozott funkciondlis inaktivalédast jelenti (2. egyenlet).
A kisérletek soran észlelt eltérések szignifikancia vizsgilata a Student-féle kétmintés

t-probaval tortént. A megadott szords értékek SD-t jelentenek.

Eredmények

A Kkiilsé szérsejtek mechanikai és kémiai ingerlésre bekovetkezo lassi motilis valasza

A kiilsé szorsejtek lassi motilis valaszat mind mechanikai, mind kémiai ingerléssel
egyarant vizsgaltuk. Mechanikai ingerlés hatdsara (extracellularis folyadék alacsony,
0,6 pl/perc sebességii dramoltatdsa a kisérleti kamraba) jol mérhetd, reverzibilis, lassi motilis
sejtvalasz (rovidiilés) 1épett fel. A sejtrovidiilés a maximumat ~75 masodperccel az dramlés
megkezdését kovetéen érte el (774 £ 87 nm) (n = 9), tovabbi sejtosszehizdédast nem
észleltiink. Az aramlas felfiiggesztése utdn a sejtek megnyultak, hosszuk megkdzelitden
visszatért a kiinduldsi értékre.

Kémiai ingerlés sordn (12,5 mM KCI oldat azonos sebességli dramoltatdsdra) gyorsabb
lefolydsu és nagyobb mértékii, kozel kétszer akkora lassi motilis sejtvdlasz alakult ki
(1465 £ 159 nm) (n = 9), mint mechanikai ingerlés hatdsiara. A maximadlis lassi motilis
sejtvdlasz ebben az esetben is ~75 masodperccel az dramlds megkezdését kovetden alakult ki,
mely a folyadékdramlds befejezéséig mar nem fokozodott. Az dramlés felfiiggesztése utdn a
sejthossz megkozelitden visszatért a kiindulasi értékre.

A kiils6 szorsejtek nem specifikus serin/threonin protein foszfatdz-gitlé okadainsavban
torténd 30 perces eldinkubdcidjat kovetéen sem mechanikai, sem mechanikai + kémiai
ingerléssel nem volt kivalthato lasst motilis sejtvalasz. A nyugalmi sejthossz az dramlés sordn

végig valtozatlan maradt.

A Kiilsé szorsejtek oldalfal merevségének valtozasa a lassi motilis valasz soran

A kiils6 szorsejtek oldalfal merevségét a lassi motilis sejtvalasz kiilonbozo szakaszaiban,
a fent ismertetett idépontokban mértiik. Az oldalfal merevség nyugalmi értéke 1,25 +0,03
nN/um volt. Extracelluldris folyadék perfizidjaval kivéltott mechanikai ingerlés kisebb

oldalfal merevség fokozodast eredményezett (1,39 +0,03 nN/um), mint a 12,5 mM KCI oldat
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aramoltatdsa (1,52 £0,03 nN/um). Mindkét ingerlés soran, az aramlas felfiiggesztése utan 35
madsodperccel (a kisérlet 170. masodpercében), az oldalfal merevség gyakorlatilag visszatért a
kiindulasi értékre. Ugy tinik, hogy az oldalfal merevség fokozédasanak mértéke a lassu
motilis sejtvdlasz nagysdgdval ardnyos és fiiggetlen a motilis sejtvdlaszt kivaltd ingerlés —
mechanikai vagy kémiai — mddjatdl. Okadainsavval tortént 30 perces eldinkubaciot kovetden
az oldalfal merevség kiinduldsi értéke jelentdsen emelkedett anélkiil, hogy a sejt hossza
megvdaltozott volna (1.52 0,04 nN/um). Sem mechanikai, sem mechanikai + kémiai ingerlés

nem fokozta tovabb az oldalfal merevséget.

A Kkiilsé szorsejtek lassi motilis valaszanak hatasa az elektromotilitasra

Az elektromotilis aktivitds nagysdgianak mérése a lassi motilis sejtvalasz kiilonb6zo
stddiumaiban, szintén a kordbban mar ismertetett meghatdrozott id6pontokban tortént.
Fiiggetleniil a lassi motilis sejtvalaszt kivaltd ingerlés formédjatol - mechanikai vagy
mechanikai + kémiai - az elektromotilis védlasz nagysdga kizdrdlag a lassi motilis sejtvélasz
okozta oldalfal merevség véltozastdl fiigg. Minél kifejezettebb a lassi motilis sejtvalasz
hatdsara fellépd oldalfal merevség fokozddds, anndl kisebb az elektromotilis valasz nagysaga,
mind az alacsony (£35 mV), mind a maximdlis (240 mV) ingerld fesziiltség esetén. Az
elektromotilis vélasz nagysdga és a kiils szdrsejtek hossza kozotti Osszefiiggés fliggetlen
attol, hogy a sejt a rovidiilés vagy a visszatérés (megnyulds) fazisdban van-e. Az alacsony és

maximadlis ingerl6 fesziiltségre kapott elektromotilis valaszok karakterisztikaja hasonld.

Okadainsav hatasa a kiilsé szérsejtek motilis miikodésére, oldalfal merevségére

A nem specifikus serin/threonin protein foszfatidz-gatlo okadainsav jelenlétében sem
mechanikai, sem mechanikai + kémiai ingerléssel nem vélthato ki lasst motilis sejtvdlasz. Az
okadainsavval tortént elOkezelést kovetden, az ingerlések megkezdése elott, az oldalfal
merevség fokozodasat é€s az elektromotilitdis nagysdganak csokkenését észleltiikk. Az
okadainsav felfiiggeszti a mechanikai vagy kémiai ingerlés hatdséara a kiilsé szOrsejtek lassu

motilitdsaban, oldalfal merevségében és elektromotilitisiban bekdvetkezd valtozasokat.
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Megbeszélés

Kiiszob koriili er0sségli hangok érzékelésében kulcsszerepet jatszik a kiilsd szOrsejtek
altal 1étrehozott elektromotilis energia-visszacsatoldsi mechanizmus, az un. cochlearis
erOsités, amely az emlds fiil sajatja. Kisérleteinkben a kiils6 szdrsejtekre jellemzd harom,
egymdssal Osszefiiggd sejtvalaszt vizsgiltunk, hogy jobban megértsiik azokat a hatdsokat és
mechanizmusokat, melyek a cochlearis erdsités (kiilsé szOrsejt elektromotilitds)
hatékonysagit szabalyozzdk fiziologids és patoldgids koriilmények kozott. Az izoldlt kiilsd
szOrsejtek motoros aktivitdsaval Osszefiiggd jellemzo valaszoknak a kovetkezok bizonyultak:
(1) kivalthat6 lassu motilis sejtrovidiilés, (ii) ezzel ardnyos oldalfal merevség fokozddas (iii) és
kovetkezményes elektromotilis védlasz nagysag csokkenés.

Lassd motilis sejtvalasz mechanikai és kémiai hatassal is kivalthaté. Az emlds cochleabdl
szarmaz6 kiilsé szorsejtekben ez a sejtrovidiilés elérheti az 1,5 um-t (a sejthossz ~2%-a). Ez
jelentés mddosulast okozhat a Corti-szerv geometridjdban, mely megvaltoztatja a hangingerre
adott mikromechanikai vélaszkészségét. A 0,6 ul/perc (10 nl/s) mértékii extracelluléris oldat
aramldsa hasonl6 ahhoz, mint amekkora nyomaskiilonbség valtozas a halad6 hullam révén a
membrana basilarison kialakul. Ez a perfizié6 5 0,8 pm/s sebességii dramldst okoz a
perfizids pipettdval szemben 1év6 sejtfelszinen és 2,8 +0,22 pm/s sebességlit a sejt ellentétes
oldaldn (az dramlési sebesség mérése az dramldsban tovasodrodo apré részecskék mikroszkép

alatti kovetésével tortént). A Bernoulli térvényt alapul véve:

AP =Y p (vi? - v29),

ahol 4P az a nyomds, ami a perflzids pipettdval szemben 1év0 sejtfelszinen fellép, p a
stirliség, v; és v, a sejt két ellentétes pdlusan mért folyadék dramldsi sebesség. Kisérletiinkben
a sejtfelszinen kialakulé nyomds (AP) 8,4 x 10” N/m” volt. Ez az érték hasonl6 nagysdgrendii,
mint amekkora nyomdskiilonbség egyetlen kiils6 szOrsejt atmérdjének tdvolsdgdn a haladd
hulldm révén kialakul (AP = 2,46 x 10” N/m?).

Enyhe mechanikai ingerlésre a kiilsd szorsejtek lassi motilis valasza valdszintileg a
fesziilés-aktivalt (,,strech-gated”) receptorok megnyildsatél €s a sztereocilium-csokor
mozgasatol jon létre. A sejtizolalasi technika sordn a preparatumunkban feltehetdéen szabadda
vilik a sztereocilium-csokor tektoridlis vége és kdrosodnak a csidcsi 0Osszekottetések
(,,tip-links”), vagyis a transzdukciés csatorndk. Az izolalt kiilsé szoérsejtek szabadon 4ll6
sztereociliumain a perftzié okozta mechanikai ingerlés hatdsara kialakulé6 mozgds mechano-

szenzitiv csatorndkat nyit meg és kation-bedramlds jon létre. Mind a lateralis plasma
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membranban 1évo fesziilés-aktivalt receptorok, mind a sztereociliumok mechano-receptorai
Ca’*-dteresztéek. Az intracelluldris kalcium koncentracié [Ca2+]i emelkedése foszforilacids és
defoszforilacios jelpalydkat aktival. A fentiek kovetkeztében a kortikélis citoszkeleton aktin-
spektrin rdcsrendszerben 1étrejoveé valtozdsok vezethetneknek a kiilsé szOrsejtek
0sszehtizodasahoz.

A mechanikai ingerlésre bekovetkezo lassu motilis sejtvalasz mértéke tovabb emelkedett a
perfuziés oldat K koncentracidjdnak 12,5 mM-ra tortént novelésekor. Mind a mechanikai,
mind a kémiai ingerlésre fellépo lassu motilis sejtvalasz megakadalyozhato a kiilso szorsejtek
okadainsavval tortént el6kezelésével. A mechanikai ingerlés okozta lassu motilis sejtvalasz
nagysadgat megdupldz6 K* hatdsa csak részben magyardzhaté az intracelluléris Ca®*
emelkedésével, ugyanis kalcium-mentes kiilsé oldatban is képesek a sejtek lassi
Osszehuzodasra. Ezek a bizonyitékok kétféle mechanizmust valdszintisitenek a lassi motilis
sejtvalasz kialakuldsaban. Az egyik kalcium-fiiggd, a masik, amely protein foszfatdz-gatloval
megakadalyozhatd, foszforilacié/defoszforilacio-fiiggd.

A kiils6 szorsejtekben kivaltott reverzibilis lassi motilis védlasz az oldalfal merevség
fokozddasat eredményezi. A kisérleteink sordn mért 1,25 nN /um oldalfal merevség érték
nagysagrendje megegyezik mds kutatok dltal mért értékekkel (0,8 és 3,3 nN/um). Az oldalfal
merevség fokozdddsa fiiggetlen az ingerlés (mechanikai vagy kémiai) moédjatol. Minél
kifejezettebb a lassti motilis sejtvélasz, anndl jobban fokozddik az oldalfal merevsége.
Megkozelitéen kétszer akkora lassu motilis sejtvalaszt okoz a mechanikai + kémiai ingerlés,
mint a mechanikai ingerlés dnmagdban. Ezzel egyidejlileg az oldalfal merevség fokozddasa
linedris. A K'-indukalta (mechanikai + kémiai ingerlés) oldalfal merevség fokozddés kétszer
akkora, mint a perfizié (mechanikai ingerlés) altal kivaltott oldalfal merevség fokozddas.

Az elektromotilis valasz nagysidga inverz Osszefiiggésben van az oldalfal merevség
fokozddasaval. Tekintve, hogy a kiils6 szOrsejt fesziiltség osztoként mitkodik, az elektromos
impulzus nagysdgit és az extruzids faktort' (q = 0,9) figyelembe véve az ingerld potencidl a
négyszog impulzus 1/10-e. A legkisebb inger (x35mV) esetén ez 3,5 mV, amely a kiiszob
koriili erésségli hangok dltal kivdltott receptor potencidl nagysdgihoz kozel 4llo érték. A
maximadlisan alkalmazott £240mV négyszdg impulzus erdsség (24 mV a sejt-membranon)
mdr az elektromotilis vdlasz-nagysag szaturdcids tartomanyba esé mértékének felel meg. Ezek
az értékek a receptor dram keltette membréan fesziiltség valtozas fizioldgiai tartomédnydban

vannak.

! Kifejezi, hogy a kiils§ szérsejt mekkora szegmense van behtzva a mikrokamréba: q=0.9 azt jelenti, hogy a
sejtnek 10%-a van a mikrokamrén beliil.
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Az oldalfal merevség emelkedése kovetkeztében a prestin molekuldk konformacid
védltozdsa ellen haté6 mechanikai terhelés megnovekszik, ezdltal az elektromotilis vélasz
nagysaga csokken. Mivel nem talaltunk kiilonbséget a mechanikai vagy mechanikai + kémiai
ingerlés hatdsdra kialakulé oldalfal merevség fokozddds okozta elektromotilis vialasz
nagysdganak csokkenését dbrazold gorbék karakterisztikdja kozott, ezért feltételezhetd, hogy
a kiils6 szorsejtek rovidiiléséért felelds molekuldris mechanizmusok alapjat vagy egymads
mellett miikddd, vagy egymds hatdsat fokoz6 (egyik mechanikai, masik kémiai ingerlésre
bekovetkezd) folyamatsor képezi. A kiiszob erdsségli hangot reprezentilé legalacsonyabb
(£35 mV) ingerld fesziiltségnél, egy meghatarozott mértéki (a sejthossz ~1%-a) sejtrovidiilés
és oldalfal merevség fokozddas (~10%-os) utdn, az elktromotilitds nagysdganak csokkenése
nem folytatédik tovabb, telitddést mutat, ami mar mechanikai ingerlésre is kialakul. Az
elektromotilis valasz és ezdltal a cochlearis erdsités nagysaga, a lassi motilis sejtvélasz
mértékével ardnyos oldalfal merevségtdl fiigg. Ez a szabalyozdsi mechanizmus befolyasolni
tudja a cochlearis erdsités mértékét az energia visszacsatolds megfeleléen alacsony szintre
torténd csokkentésével, ami kb. 1/3-a a kontroll érték nagysdginak. Az elektromotilitds
nagysdganak egyik szabdlyozé tényezdje, a sejtfal merevségének vdltozdsa. Ha a kiils
szOrsejtek falanak merevsége egy bizonyos szintre nd, akkor nem tud kialakulni a prestin
molekuldk fesziiltség-fliggd konformdacié véltozdsanak sejtszintli Osszegzddése, ill. jelen
méréstechnikdval nem is detektdlhatéan kicsiny. A sejtfal merevség-fiiggd elektromotilitds
csokkenés egy modositott taldlat elméleti modellel irhaté le. A lassu motilis sejtvélasz a kiilsd
szOrsejt hossztengelye mentén meglévd sejtfal merevség kiilonbségek miatt kiilonbozd
merevség valtozasokat hoz 1étre a kiilonbozd sejt szegmenseknek megfeleléen. A prestin
molekuldk folyamatos ,kvdzi inaktivdléddsa” ennek a lassi motilis sejtvdlasz nyomdn
kialakul6 inhomogén merevség fokozdddsnak a kovetkezménye. A , kvdzi inaktividlodds” nem
azt jelenti, hogy a prestin molekuldk ténylegesen inaktival6dnak, csak nagyobb mechanikai
terhelés ellen dolgoznak, ill. az is lehet, hogy a prestin mukodik, csak a sejtszintl

Osszehangolds nem jon létre.
A modell a kovetkezd:
y=yo+a-e X—c-x ()
ahol y az elektromotilitds nagysdga, yo az elektromotilitds nem szabdlyozott nagysiga, a az
elektromotilitds szabdlyozott, alap nagysdga, b a kvdzi inaktivdlodasi egyiitthaté, ¢ az

elektromotilitds merevség-fiiggd dllanddja, x a kiils6 szdrsejtek oldalfal merevsége, e pedig a

természetes szam.
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Lassd motilis sejtvalasz nélkiil is kialakulhat az oldalfal merevség fokozdddsa, ami az
elektromotilis vdlasz nagysdginak csokkenését okozza, hasonléan a lassi motilis sejtvélasz
altal kivaltott sejtfal merevség fokozdodashoz. Ez a jelenség volt megfigyelheté a kiilsd
szOrsejtek okadainsavval tortént elokezelését kovetden.

Az okadainsav, az alkalmazott koncentraciéban (0,6 uM/l), mind a serin/threonin protein
foszfatdz 1 (PP1), mind a serin/threonin protein foszfatdz 2A (PP2A) mukodését gitolja. A
tyrosin foszforildlt fehérjékre kifejtett foszfatdz-gatlo hatdsa azonban elhanyagolhaté. Ebbdl
kovetkezden ugy tlinik, hogy a serin/threonin foszforilalt fehérjék jatsszak a fOszerepet a
kiils6 szOrsejtek lasst motilis valaszat el6idéz6 folyamatokban.

Kalcium-fiiggé foszforilacié tételezhetd fel az acetilcholin (ACh) hatdsara fellépo
elektromotilis valasz nagysdginak emelkedését kivalté folyamatban. Mig a lassi motilis
sejtvalasz oldalfal merevség fokozddassal jar, addig az ACh oldalfal merevség csokkenést
okoz. Az altalunk észlelt jelenség, miszerint az okadainsav blokkolja a lassu motilis sejtvalasz
folyamatat, fokozza az oldalfal merevségét és ennek kovetkeztében csokkenti az
elektromotilitds nagysagat, bizonyos fehérjék foszforilacids fokanak novelése révén, latszdlag
ellentétben all azzal, hogy az ACh oldalfal merevség csokkenést okoz és attételesen - Ca®*
jelpalyak aktivdléddsa révén - esetleg ugyanazon citoszkeletdlis fehérjemolekulak
foszforilacigjaval.

Egy elképzelhetd magyardzat a foszforilacié altal indukalt oldalfal merevség fokozddasara
vagy csokkenésére, hogy feltételezhetéen 1éteznek kiilonbozo jelpalydkon végbemend protein
kindz és foszfataz aktivaldsi regulaciés folyamatok. Az okadainsav, a fenti koncentracioban,
nem blokkolja a PP1 révén a RhoA defoszforilacigjat. A foszforildlt RhoA nem gatolja a
Rac-1 miikodését, ami kovetkezésképpen csokkenti az elektromotilis valasz nagysagat,
sejtrovidiilést okoz és valdsziniileg fokozza az oldalfal-merevséget. Az ilyenkor mért
elektromotilitds-csokkenés mintegy 40% koriili, ami nagyon hasonl6 ahhoz az értékhez, amit
okadainsavval tortént elokezelés utdn mértiink. Ezzel ellentétben, ACh hatdsira az
Osszehuzodott sejt visszanyeri eredeti hosszat, csokken az oldalfal merevsége és nd az
elektromotilis vdlasz nagysdga. A protein foszforildcié képes meghatirozni a kortikalis
citoszkeletonban 1évo aktin-spektrin racsozat rovidiilésének mértékét, ami egy adott aranyud
oldalfal merevség novekedés/csokkenés kialakulasat eredményezi. Ez 6sszhangban van azzal
a feltételezéssel, hogy meghatirozott citoszkeletdlis proteinek foszforilidciéja oldalfal
merevség csokkenést okoz sejtrovidiilés nélkiil, ezzel ellentétben a Rac-1 ttjan aktivalt Rho-

kindzok (foszforil4cid) hatdsara oldalfal merevség fokozddas jon létre.
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Meglehetdsen magas a kiils6 szérsejtek mechanikus ingerekkel szembeni érzékenysége,
ami fontos lokdlis visszacsatoldsi szabélyozdsra utal, mind a hangérzékelésben, mind a Corti-
szerv hangartalommal szembeni védelmében. Ez az érzékenység teszi lehetové, hogy
mechanikai (pl. tilzott hangerd) és kémiai (K'-intoxikécid; pl. Meniére-betegség) ingerlésre,
a tonusos sejthossz valtozas révén, mikromechanikai véltozasok 1épjenek fel a Corti-szervben.
Az ingerlésre fellépd lassi motilis sejtvdlasz, fokozva az oldalfal merevséget, kevésbé
hatékony elektromotilis energia-visszacsatoldst eredményez a membrana basilarisra, aminek
kovetkeztében csokken a periférids hangerdsités mértéke. Tul erds hangok esetén feltehetéen

a fenti folyamatok védik a Corti-szervet a kdrosodastol.
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