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A gyakran eléfordulé roviditések jegyzéke:

ADA adenozin-deamindz

ADP adenozin difoszfat

AMP adenozin monofoszfat

ATP adenozin trifoszfit

BSA bovin szérum albumin

[Ca*); citoszolikus szabad Ca’* koncentracié
ChTx charybdotoxin

CICR Ca* indukalta Ca® felszabadulds

dB decibel

DPOAE disztorziés kombinaciés hangemisszi6
GABA gamma-amino-vajsav

1P; inozitol trifoszfat

KCC4 K*-CI" ko-transzporter

KCNQ4 gap juntion csatorndk

KSZ kiils6 szorsejt

MgTx Margatoxin

NAD" nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADP* nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NANC non-kolinerg idegeket

PI1Tx Pandius Imperétor toxin

PLC foszfolipaz C

PMT fotoelektron sokszorozo

SE atlagérték kozepes hibdja

Sp sejtfal merevség

SPL sound pressure level, hangnyomads szint
TEA tetraetil ammonium

UTP uracil trifoszfat
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1. Bevezetés

1.1. Az emlésok hallasanak elemi folyamatai

Az ember érzékszervei révén ismeri meg a kiilvilagot. Ezek segitségével tartja a
kapcsolatot kornyezetével és alkalmazkodik hozza. A hallérendszer olyan komlex érzékszerv,
mely az akusztikus ingereket elektromos ingerekké alakitja at, €s ezeket az elektromos jeleket
érzetté dolgozza fel. A tdgabb értelemben vett hall- (és egyensilyozd) szerv magdban
foglalja a hallds- (és egyensilyozds) periférids felfogd végkésziilékeit (receptorait), az
idegpélydkat és a kdzponti idegrendszeri magvakat.

A gerincesekben, beleértve az embert is a halldsérzékelést jelentdsen befolydsoljdk a
belsd fiilben taldlhaté mechanoreceptorokat tartalmazo kiilsé szérsejtek és a veliik szoros
kapcsolatban 4ll6 Deiters sejtek. A hanginger hatdsdra a membrana basilaris és membrana
tectoria egymashoz viszonyitott relativ elmozduldsa a szdrsejt sztereociliumanak elhajlasat
indukélja, mely ioncsatorndkat nyit meg, vagy ellenkezd irdnyu elmozdulas esetén, ezeket a
csatorndkat bezarja (Corey ¢és Hudspeth, 1979). A kutikuldris lemezben taldlhaté
mechanoszenzitiv csatornak kinyildsa esetén Ca** és K* ionok dramlanak a sejtbe, ezzel a sejt
depolarizécidjat hozzdk létre. A csatorndk zardsa kovetkeztében hyperpolarizicié alakul ki. A
sejtek depolarizdcidjdnak hatdsara fesziiltségfiiggd L-tipusi Ca®* csatorndk aktivalédnak,
melyeken keresztiil Ca’* 4ramlik be a sejt tovabbi depolarizicidjat okozva. A kiilsd szdrsejtek
depolariziciéja a hosszanti tengelyilk mentén torténd rovidiilést, hiperpolarizicidja
elongaciét okoz. Az intracelluldrisan felhalmozott kéliumionok fesziiltségfiiggd K*
csatorndkon és Ca®* fiiggd K'csatornakon keresztiil jut az extracelluldris térbe (Ashmore és
Meech, 1986). A kiils6 szdrsejtek aktiv hosszvaltozdsa a hanginger frekvencidjanak iitemében
kovetkezik be, ami fokozza a bazildris membrdn mozgdsit azdltal, hogy mindig azonos

fazisban energidt kolcsonoz neki. Ez a felerdsitett rezgés mar elegendd ahhoz, hogy a bels6
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szOrsejtek is ingeriiletbe jojjenek. A bels6é szdrsejtek receptor potencidlja az afferens
neuronokban akcids potencidlokat general. A kiilsé szOrsejtek ezen erdsité mechanizmus csak
kb. 40 dB-ig miikodik. Minden olyan esetben, amikor a kiilsd zajok tartésan érik ezt a
rendszert, a kiilsd szoérsejtek ezen funkcidja karosodik, késébb a sejt elpusztul, és ennek

kovetkeztében idegi tipusu hallaskarosodas alakul ki.

1.2. A belsé fiil szerkezete és funkcidja

A hallds és egyensulyozds szerve Osszetett, kettOs érzékszerv, ami a haldntékcsont
kiils6 feliiletén és a sziklacsontban helyezkedik el. A hallds szerve harom részbdl all: kiilsd,
kozépsd és belso fiilbol. A belso fiil a sziklacsont pars petrosdjidban elhelyezkedd csontos
labyrinthusban foglal helyet, mely a csigét (cochlea) tartalmazza.

A csiga (cochlea) a tengelye koriil spirdlisan csavarodo, a vége felé elvékonyodo cso.
A csiga tengelyét a modiolus képezi, mely széles alappal a bazison ered. A cochlea csontos
tokjan beliil helyezkedik el a hartyas csiga. A csiga tartalmazza a Corti-féle szervet, mely a
hallas tulajdonképpeni receptor szerve.

A Corti szerven beliil taldlhatok az érzéksejtek. A Corti alagittdl befelé a belso, ettol
lateralisan a kiils6 szdrsejtek (1. dbra). A belsé szérsejtek egy sorban helyezkednek el a
cochlea teljes hosszdban, szdmuk Osszesen kb. 3000. A kiilsé szorsejtek hdrmas sorokba
rendezettek, szamuk kb. 22000. A kiils6 szorsejteket a Deiters-féle tdmasztosejtek hataroljak,
amelyeket kiviilr6l magas hengerhdm, tn. Hensen-féle hamsejtek, majd az alacsonyabb

Claudius-féle kobhamsejtek hatdrolnak (1. abra).

1.2.1. A Kiils6 szorsejtek
A szOrsejteknek funkcidjuk alapjan két tipusukat kiilonboztetjik meg. A belsd

szOrsejtek egy sort alkotnak a cochleaban, szimuk mintegy 3000. A bels6 szOrsejtek a hallds
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: Kiilsé szorsejtek
Membrana tectoria : !

e ,‘ _— Deiters sejtek
— ortl fele A spiral
e« | T e Corti féle kiilsé pillérsejt
pillérsej
Raddialis loeg Tslak Membrana basilaris

1. abra A belsb fiil szerkezete.

A Corti alaguttdl befelé a belso, ettdl lateralisan a kiilsé szorsejtek helyezkednek el. A
kiils6 szorsejteket a Deiters-féle tamasztosejtek hatdroljdk, amelyeket kiviilrdl magas
hengerham, tin. Hensen-féle hamsejtek, majd az alacsonyabb Claudius-féle kobhamsejtek
hatarolnak.

tulajdonképpeni receptor sejtjei, a sejtek receptor potencidlja az afferens neuronokban akcids
potencidlokat generdl. A kiils6 szdérsejtek (KSZ) a hangrezgések erdsitése révén kiemelkedd
fontossdgiak a hallds percepcidjdban, szdmuk mintegy 22000, a bazdlis csavarulatok
teriiletén négy, az apikdlis csavarulatokban 3 sorban helyezkednek el a cochleaban. A kiilsé
szOrsejteket a Deiters tdmasztdsejtek veszik koriil, mégpedig dgy, hogy a kiils6 szdrsejt a
Deiters sejt sejttestén helyezkedik el, a Deiters sejt nyulvdnya pedig koriilveszi a kiilsd
szOrsejtet, és a nydlvany csticsa a kiilsé szorsejt kutikularis lemezéhez kapcsolddik (1. dbra).
A kiils6 szorsejtek mérete mind apikobazalisan, mind a sejt sorok kozott kiilonbozo, igy a
Deiters sejtek nyidlvanyanak és sejttestjének a mérete is kiillonboz6. Tekintettel arra, hogy a

cochlea kiilonbozd teriiletein mas-mds frekvencidju hangok percepcidja torténik,



Dr. Sziics Attila — egyetemi doktori értekezés

feltételezhetd az, hogy ezen sejteknél megfigyelheté morfoldgiai kiillonbségek funkciondlis
eltérésekben is megnyilvanulnak.

A cochlea efferens beidegzésében jelentds kiilonbségeket fedeztek fel az utdbbi
években, az apikalis csavarulatokban GABA-erg, a bazilis csavarulatokban kolinerg
beidegzés volt kimutathaté. Altalanosan elfogadott, hogy a cochlea efferens beidegzése a
cochledris adaptacid és a tartés zaj elleni védelem fontos eleme (Dallos és mtsai, 1997). Az
acetilkolin és a GABA egyarant Ca® bedramlést eredményez a sejtmembranon (Housley és
Ashmore 1992), mely egyrészt Ca® fiiggd K" csatornak megnyildsdt eredményezi, mely
hiperpolarizalja a sejtmembrant (Dulon és mtsai., 1998; Blanchet és mtsai., 2000), masrészt a
szubszinaptikus ciszterndlis rendszerbdl Ca®* indukdlta Ca** felszabaduldst (CICR)
eredményez (Sziklai 2004). Ujabb kutatdsok szerint a kiilsé szérsejtek intracellularis Ca®
szintjét kotranszmitterként befolydsolni képes az ATP (Skellet, 1997). A jelatvitelben
szerepet jatszé szamos purinerg receptor volt detektalhat6 a belso fiil sejtes elemein, igy a

kiils6 szorsejteken és Deiters sejteken is (Nikolic, 2003; Parker, 1998; Brindle,1999).

1.2.2. A Deiters sejtek

A tdmasztosejtek koziil a Deiters sejtek szoros kapcsolatban dllnak a kiils6 szdrsejttel,
ahhoz mind az apikdlis, mind a bazdlis pdlusdn csatlakoznak, udgynevezett
,mikromechanikai” egységet alkotnak (Laffon, 1996). Feltételezések szerint a kiilsd
szOrsejtek erdsitd mechanizmusat segitik. A cochledban a kiils§ szOrsejthez hasonléan a
bazalis teriilettdl az apikdlis teriiletig hdrom sorban helyezkednek el. Sejttestbdl és

£ 9

ugynevezett falangedlis nydlvanybdl allnak. A sejttest ,,vallan” il a kiilsé szOrsejt a bazlis
poluséval (1. dbra). A sejttestbdl kiinduld falangedlis nydlvany {vben a kiilsé szorsejt apikalis

polusdhoz fut. Az elsé sejtsor falangedlis nydlvdnya a mdsodik sor KSZ sejtek apikalis

polusait, a mdsodik sejtsor a harmadik KSZ sor sejtjeit valasztja el, a harmadik sejtsor
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nyulvdnya a harmadik KSZ sort zérja le kiviilrdl a tobbi tdmasztosejt felé. A Deiters sejtek
testének és falangedlis nydlvanydnak mérete fiigg a sejtek cochledban elfoglalt helyétol
(Pujol, 1992). Kis méretii kiils6 szorsejthez nagy sejttestii és rovid nyudlvanyd, mig hosszu
tipusu kiilsé szorsejthez vékony sejttestii és hosszi nytlvanyu Deiters sejt kapcsolodik. A
falangedlis nytlvany a végén kiszélesedik, ugynevezett falangedlis fejecsben végzddik
(Laffon, 1996). A Deiters sejtek mérete mind apiko-bazdlisan, mind a sorok kozott beliilrdl
kifelé n6. Ezen felill a kiilonb6z0 méretii sejtek mitokondrium és mikrotubulus szaméban is
taldltak eltérést. Ezen kiilonbségek hozzdjarulhatnak a sejtek eltérd mitkddéséhez a
cochledban (Slepecky, 1996).

Immunhisztokémiai eljarasokkal Burgess és mtsai (1997) idegvégzédéseket mutattak
ki tengerimalacban a Deiters és Hensen sejt koriil. Ezen idegvégzddések nagyobb szdmban
fordultak el az apikalis sejtek koriil és szamuk a bazdlis teriiletek felé haladva csokkent.
Fechner és mtsai (2001) ezekrdl az idegvégzodésekrol kimutattak, hogy Il-es tipust afferens
rostok. Mas kiilonbségek is fellelhetok a Deiters sejtek kozott. A bazélis csavarulat sejtjeiben
pl. aktint és vimentint sem sikeriilt kimutatni szemben az apikélis sejtekkel (Nakazawa,
1995). Ezen kordbbi tanulmanyok csak morfoldgiai eltéréseket tudtak kimutatni a sejtek
kozott, funkciondlis eltéréseket nem sikeriilt detektdlni. A Deiters sejtek szerepe a cochlearis
aktiv milkodésben még nem tisztizott. Egyes tanulmdnyok szerint ezen sejtek
hozzéjarulhatnak a cochlearis mikromechanikdhoz (Bohnke, 1998). A falangedlis nyulvany
merevségének a megvdltozdsa befolydsolhatja a kiilsé szOrsejtek aktiv hosszvaltozdsat, igy
jarulhat hozzda a sejt a Corti szerv mikodéséhez (Laffon, 1996). Kiilonbozo
neurotraszmitterek, mint az ATP, képesek a falangealis nytlvany merevségét megvaltoztatni.
Bobbin (2001) és mtsai megfigyelése szerint 100 uM ATP sejtekhez addsakor a sejtek
falangedlis nytlvdnydnak a mozgdsat lehetett megfigyelni, mig normal kiilsé oldat addsakor

ez nem jott létre. Mds kisérletekben Ca®* adédsakor figyeltek meg hasonlé jelenséget (Dulon,
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1994). A Ca’* és az ATP hatdsara kialakulé valasz hatterében hasonlé mechanizmusok

allhatnak (Dulon, 1993).

1.3. Purinerg receptorok

Az adenozinvegyiiletek az evolicié sordn négy fontos feladat betoltésére
»szakosodtak” az €l0 szervezetben: az ATP makroerg kotése révén energiaraktirként
funkciondl, az adenin a nukleinsavak felépitésében is nélkiilozhetetlen, és az
adenozinvegyiiletek jelatviteli molekuldkként, valamin koenzimként [nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NAD+) és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfait (NADP+)] is fontos
szerepet jatszanak. Az extracelluldris adenozinvegyiiletek hatdsairdl elészor 1929-ben Drury
és Szent-Gyorgyi Albert szamolt be (Drury és Szent-Gyorgyi, 1929), majd hdrom évtizeddel
késobb, 1959-ben Holton vetette fel, hogy az ATP neurotranszmitter lehet, miutdn nyilban
szenzoros idegek stimuldciéjat kovetden ATP-felszabaduldst mutatott ki (Holton, 1959). Az
1960-as években utaltak eldszor arra, hogy a gastrointestinalis €s urogenitalis rendszereket
ellat6 idegek kozott olyan non-adrenerg, non-kolinerg (NANC) idegeket is taldlunk,
melyeknek neurotranszmittere az ATP (Burnstock és mtsai., 1970). A tovabbi vizsgilatok
soran igazolddott, hogy az ATP kotranszmitter szerepe sokrétli. Kimutattdk szimpatikus,
paraszimpatikus  idegvégz6désben, a  neuromuszkuldris  junkciéban és  egyéb
idegvégzddésekben is. Az ATP vagy kotranszmitterként exocitézissal, vagy sejtlézié sordn
jut az extracelluléris térbe. Ott vagy receptorhoz val6 kotddés elott, vagy az utdn ectoATPaz
bontja ADP-n, majd AMP-n keresztiil adenozinra. Ezek a vegyiiletek is hathatnak kiilonféle
receptorokra. Az adenozin vagy inozinra bomlik le az adenozin-deamindz (ADA) enzim
mikodése révén, vagy egy transzporter segitségével visszavételre keriill az

idegvégkésziilékbe, ahol djra ATP-be épiil be.
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A purin- és pirimidinvegyiiletek hatdsaikat sejtfelszini receptorokra hatva fejtik ki. A
purinerg receptorok két nagy csoportja a Pj-purinerg receptorok vagy adenozin-receptorok
(altipusok: Aj, Aza, Azp, Asz; Fredholm €s mtsai., 2001), melyek adenilat-ciklazzal kapcsoltak
és kompetitiv antagonistdiik a methylxanthinok, illetve a P,-purinerg receptorok, melyek
kiilonféle purin és pirimidin nukleotidokkal (ATP, ADP, UTP stb.) aktivdlhaték. A P,
receptoroknak két csoportjat kiilonboztetjik meg: az ionotrop P,x és a metabotrop P,y
receptorokat (Burnstock és Kennedy, 1985).

A Pyx receptorok a Psx;7 alegységek homo- vagy heteromultimerizdcidjaval jonnek
1étre (North, 2002), a homomer ionotrop P»x receptoroknak igy tehat hét tipusat ismerjiik. Az
alegységek 384-595 aminosavbdl dllnak, melyek két transzmembran domaint, intracelluléris
C- és N-termindlist és egy nagy extracelluldris hurkot képeznek. Az ioncsatorna képzésében
3-6 alegység vesz részt. Amikor az extracelluldris oldal megfeleld helyéhez ATP kotodik,
kationcsatorna nyilik meg, mely a citoszolikus szabad Ca’" koncentraciét ([Ca**];) részben
kozvetleniil a kiilsé térbél noveli meg, részben a belépé Ca™ ionok Ca®* indukdlta Ca®*
felszabadulast (CICR) indukdlnak. Emellett a P,x receptorok nyitdsa depolarizdlja a sejtet,
ami, ha a sejt rendelkezik a megfeleld fesziiltségfiiggd ioncsatornakkal, tovabbi Ca**-belépés
és (belsd raktarbdl torténd) -felszabadulds forrasa. Jelentdsen kiillonbozd sajatsdgai és
jelatviteli modja miatt a P,x7 receptort kezdetben kiilon alcsoportba soroltdk és P,z névvel
illették, am ez az elnevezés ma mar nem hasznalatos.

A P,y receptorok 7 transzmembran doménnel rendelkezd, 308-377 aminosav
hossztsagu, G-proteinhez kapcsolt metabotrop receptorok (Ralevic és Burnstock, 1998). Az
emlésokben eddig nyolcféle P,y receptort klénoztak (Payi, Pava, Pava, Payve, Pavii, Pavio,
Pavi3, Payis; Burnstock, 2006). Ezek koziil a thrombocytdkon kordn felismert jelentds
szereplik miatt a Pyy; és a Poyip receptort Ppr receptor néven (tovibbd ADP-vel vald

aktivalhatésdguk miatt mint P2Y sopp receptorokat; Hechler és mtsai., 2005), mig az UTP-vel
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val6 aktivalhat6sdg miatt a Py, és Poy4 receptorokat egyiittesen P,y receptorként is szoktak
emliteni. A P,y receptorok legkordbban megismert négy tipusa (Payi, Pay2, Pava, Paye) Gg-
proteinen keresztill a foszfolipdz C-t (PLC) aktivdlja és igy inozitol trifoszfat (IP3)
felszabaditds révén hozza létre a citoplazma [Ca®*]-janak novekedését, az Gjabban megismert
négy altipus esetében pedig az adenil-ciklaz aktivdldsa Gs-protein (Ppyj;; Ralevic és
Burnstock, 1998) vagy gitlasa Gj-protein (P,yi2; Hollopeter és mtsai., 2001; Payi3, Pavia;
Marteau és mtsai., 2003) kozvetitésével is szerepel a jeltovabbitds mechanizmusaként. A P,y
receptorok kozott egyre elfogadottabb kiilon csoportként kezelni a ,,pirimidinoceptorok”-at,
melyek affinitdsa az uracilszarmazékok irdnt nagyobb, mint az adeninszarmazékok irdnt. Az
ide tartoz6 négy receptor az UTP-vel hatékonyan aktivalhaté Py, és Pyys, a nagy UDP-
affinitasd P,ye, valamint az UDP-gliik6zra érzékeny P,y4 (Brunschweiger és Muller, 2006).
Az ionotrop purinerg receptorok megnyildsa egyrészt membrandepolarizacié
kivéltisaval kozvetve, mdsrészt Ca**-permeabilitdsa miatt kozvetleniil is képes megemelni a
[Ca®™]i-t. A Pyx receptorok Na'-ra vonatkoztatott relativ Ca**-permeabilitisa (Pco/Pn,) a
receptor tipusatdl, a sejttipustol és a fajtdl fiiggden 1 és 10 kozott mozog, , dtlagosan 2-4, de
extrém esetekben ennél jéval nagyobb is lehet (pl. patkdny peritonedlis makrofagok P,x;
receptoraindl 71-es értéket mértek) (Egan és mtsai.,, 2006). Mindazondltal a
receptoraktiviciot kovetd ion bedramldsnak csak mintegy 5-10%-a Ca**-4ram (Egan és
mtsai., 2006), nyilvanvaléan az ionok elektrokémiai gradienseinek ¢&s abszolut
koncentricidinak kiilonbozGsége miatt. Erdekes megfigyelés, hogy a kationszelektivnek
tartott P,x receptorok egyike, a P,xs receptor Cl ionra is permeabilis (Thomas és Hume,
1990). A humaén receptor esetében P¢)/Pn,=0,52, és ezért az igen nagy permeabilitasért a
porus kozelében elhelyezkedd 52-es lizin aminocsoportjdnak pozitiv toltését gondoljak

felel6snek (Bo és mtsai., 2003).
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A P, purinerg receptorok (a P,x7 receptor kivételével) az agonista ismételt vagy tartds
adagolasara egyre kisebb inward dramot és/vagy [Ca®*]i-ndvekedést hoznak létre, azaz
deszenzitizdlodnak. Ez egyrészt a receptor internalizacidjaval és degradicidjaval, masrészt
foszforilaciés allapotdnak megvaltozasaval és funkciondlis inaktivacidjaval, harmadrészt
pedig (a P,y receptorok esetében) a PIP, készletes kimeriilésével és a belso Ca’*-raktarak
kitiriilésével magyarazhatd. Deszenzitizacidjuk alapjan a purinerg receptorok négy csoportba
oszthatdk. Az elsé csoportba a metabotrop P,y receptorok tartoznak, melyek igen lassan
deszenzitizdlodnak, az agonistdnak ehhez 10 percig kell folyamatosan jelen lenni. A mdsodik
csoport a lassan deszenzitizal6do ionotrop purinerg receptorok csoportja, melyek kézé a Paxa,
Paxa, Paxs és a Poxe receptor tartozik. Az agonista 60 s-ig tarté adagoldsa sordn a rajuk atfoly6
dram fokozatosan 0O-ra, vagy kozel O-ra csokken le. A harmadik csoportba a gyorsan
deszenzitizalodé P,x; €s Pyx3 receptorok tartoznak, melyek teljes deszenzitizalédasa
kevesebb, mint 1 s alatt teljessé valik, az aram csokkenésének iddallanddja mintagy 300 ms.
Végiil a negyedik csoportot a Pyx; receptor alkotja, mely deszenzitizaciét nem mutat, sot, a
receptor azonositds egyik megbizhaté jelének tartjak, hogy ismételt agonista adagoldsokra a
receptoron keresztiill folyd dram nagysdga akar igen jelent0s mértékben (t6bbszorosére)

novekedhet, azaz a receptor szenzitizal6dik (North, 2002; Ralevic és Burnstock, 1998).

1.3.1. A purinerg receptorok szerepe

A purinerg receptorok az €16 szovetekben, sejtekben igen elterjedtek, részt vesznek az
egészséges €s a koros sejtmiikodésben. A legtobb esetben egy sejten egynél tobb purinerg
receptor-tipus is megtaldlhatd, azonban az egyes altipusok kozotti kolcsonhatas jellege €s
jelentdsége, illetve a purinerg receptor-mintdzat megvéltozasdnak szerepe a sejt életében

egyeldre nem pontosan ismert.



Dr. Sziics Attila — egyetemi doktori értekezés

A P, receptorok 4ltal kozvetitett celluldris hatdsok révid és hosszud tdvdak lehetnek. A
gyors hatdsok kozé az ATP legkordbban felismert kotranszmitter és neuromodulator funkcidi
mellett a neuroendocrin és exocrin szekrécid széles korii szabdlyozdsaban, a mar fentebb
emlitett  thrombocytaaggregicioban, a  nociceptiv  ingerek = mechanoelektromos
transzdukcidjaban betoltott szerep, valamint az endothel sejtek altal medidltan vascularis
vazodilataciét kivalté képesség sorolhatdé. A lassii (trofikus) purinerg hatdsok, még
szertedgazobbak. A receptorok sejtproliferdcioban, differencidcioban és apoptdzisban
betoltott szerepe révén az extracelluldris purin- és pirimidinnukleotidok a bér és a
parenchymds szervek sejtjeinek normdal turnoverében, a kozponti idegrendszer, a
gasztrointesztindlis rendszer és a vizeletelvdlasztd rendszer miikodésében, a malignus
daganatok kialakuldsdban, a gyulladdsok 1étrejottében és fennmaraddsiaban, a
sebgydgyulasban és a csontreszorpcioban toltenek be fontos funkcidt, tovabba részesei az
atherosclerosisnak, az immunsejtek miikodését befolyasolva pedig immunmodulatorok (Friel,
1988; Edwards és mtsai., 1992; Evans és mtsai.,, 1992; Abbracchio és mtsai., 1993;

Burnstock, 1993).

1.4. A K* csatornak

1.4.1. A K" csatornak szerepe a hallas folyamatiaban

A hartyds labyrinthus hdromszog keresztmetszetli csatornaja, a ductus cochlearis, K*-
ban gazdag (140-160 mM/1), Na*-ban szegény (2-6 mM/I) endolymphat tartalmaz. Ezt a K*-
ban gazdag endolymphdt a stria vascularis termeli. A szorsejtek kutikularis lemeze, a
pillérsejtek és a Deiters sejtek phalangedlis nydlvdnydnak felszinei zonula occludensszel
kapcsolédnak egymadshoz, igy egy résmentes lemezt alkotnak (lamina reticularis). Az

endolymphatér és a perilymphatér kozotti hatdr a lamina reticularis, igy a kiilsé szorsejtek
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kutikularis lemezébdl kiemelkedd sztereociliumok a magas K' tartalmd endolymphatérbe
nytlnak, mig sejttestiik az alacsony K* koncentraciju perilymphatérben (Na* 130-150 mM/I,
K" 4-5mM/1) helyezkedik el. A hanginger hatdsira 1étrejové m. basilaris és m. tectoria
egymashoz viszonyitott relativ elmozduldsa sztereocilium elhajlast indukal. A stereocilium
elmozduldsa mechanoszenzitiv csatorndkat nyit meg. A sztereociliumok elhajlasakor
megnyild csatornakrol kimutattidk, hogy ionszelektivitasuk alacsony, igy aktivaléddsuk esetén
nemcsak K*, hanem Ca®* is dramlik a sejtekbe (Corey és Hudspeth, 1979; Hudspeth, 1986;
Pickles és Corey, 1992), bar ennek mértéke az endolympha minimalis Ca®* tartalma miatt
csekély. A mechanikai inger hatdsdra az ionok mozgdsa az endolympha és a sz0rsejtek kdzott
fennall6 elektromos gradiens mentén torténik. Ezt az elektromos gradienst a sejtek nyugalmi
membranpotencidlja (-70mV), valamint a pozitiv endocochledris potencidl (80 mV) alakitjak
ki. A csatorndk kinyildsa esetén a bedramlé K* és Ca®* jonok depolariziljak a sejtet, csatorna
zarédas esetén pedig hyperpolarizacio jon létre. Tehat a m. basilaris kitérése felfelé a sejt
depolarizaciojat, lefelé pedig hyperpolarizacidjat okozza. Depolarizicié hatdsara
fesziiltségfiiggd Ca™* csatorndk aktivdlédnak, amelyeken keresztiil Ca®* dramlik be tovdbbi
depolarizaciét és intracelluldris Ca** ndvekedést okozva (Hudspeth, 1986; Nakagawa és
mtsai., 1991). Az intracellularis Ca’* koncentracié ndvekedés hatdsira a sejt bazolateralis
membrénjan Ca** szenzitiv K* csatornak nyilnak meg amelyeken K* kidramlds indul meg
(Ashmore és Meech, 1986; Hudspeth, 1986; Nakagawa és mtsai., 1991). Emellett megnyilnak
a membrin fesziiltségfiiggd K™ csatorndi is (Nakagawa és mtsai., 1994). A legtijabb kutatdsok
szerint ezek KCNQ4 csatorndk (Boettger és mtsai.,, 2002). A K" a kordbban emlitett
csatorndkon torténd kidramldsa helyredllitja a KSZ-ek nyugalmi membranpotencialjat. A
sejtben felhalmozddott Ca®* egyrészt intracelluldris raktirakba dramlik, mdsrészt Ca®
pumpdk segitségével elimindlodik a sejtbol (Nakagawa és mtsai., 1994). A Deiters sejtek

feltételezett szerepe a belsd fiilben a K* recirkuldcié reguldcidjanak biztositdsa (Boettger és
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mtsai., 2002). A perilymphdba jutott K* ion bejutdsit a Deiters sejtbe egy K'-CI” ko-
transzporter, a Kcc4 szabalyozza. A Deiters sejtekbe jutott K* difftizié dtjdn jut a hozzéa gap
junction Osszekottetéseken keresztiil kapcsolodd epithelialis sejtekbe (Boettger és mitsai.,

2002). Ezen sejtekbdl a stria vascularison keresztiil jut ismételten a K™ az endolymphdba.

1.5. A zaj hatasa

A kornyezeti artalmak, mint példdul a zaj kdros hatdssal van a belsd fiil sejtjeire.
Tartos zajkezelés a receptorsejtek kdrositdsa révén idegi tipusu halldscsokkenést okoz (Décori
és mtsai., 1991; Subramaniam €s mtsai., 1994; Henderson és mtsai., 1994; Canlon és mtsai.,
1995). Ezt f6ként morfoldgiai és funkciondlis/audoldgiai vizsgélatokkal igazoltdk (Canlon és
mtsai., 1995). Tartds zajkezelés foként a kiils6 szdrsejtek pusztuldsdhoz (Ou és mtsai., 2000)
és ezen sejtek funkcidkiesése révén DPOAE (disztorzids kombindcidés hangemisszid)
csokkenéshez vezet (Canlon és mtsai., 1995). Zaj hataséra a kiils6 szorsejtek sztereociliumai
sériilnek, kdrosodnak a sejtek mitokondriumai. Ezen folyamatok végiil a sejtek duzzaddsahaz,
funkcidjuk elvesztéséhez €s a sejtek pusztuldsidhoz vezetnek (Saunders és mtsai., 1985;
Berridge és mtsai., 1994). Felvetették azt, hogy ezen karosité mechanizmusok hétterében a
reaktiv oxigén gyokok véltozdsa (Kopke és mtsai.,, 2005), a sejtek ionhdztartdsdnak
felboruldsa és kiilsndsen a Ca”* szint valtozdsa 4ll. Az intracellularis Ca™ szint emelkedés
sejtfalmerevség valtozast hoz 1étre a kiils6 szOrsejt oldalfalan (Batta és mtsai., 2003; Batta és
mtsai., 2004). Az intracelluldris Ca’* szintet a cochlea 6 efferens neurotranszmitterei, mint
pl. az acetilkolin és a GABA, valamint az Gjabb kutatdsok alapjan kotranszmitterként szerepet
jatsz6 ATP is befolyasolni képesek (Housley és Ashmore 1992). A zaj expozicié hatdsara
megvéaltozhat szdmos neurotranszmitter és neuromodulétor hatdsa. Példaul 10-11 napig tart6

folyamatos, 24 o6rdn 4t tartd6 65 dB-es zajkezlés hatdsira megvéltozik az ATP hatdsara
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kialakulé kation aram (Chen és mtsai., 1995a). Ezen kisérletekben kiilonbséget taldltak a

zajkezelés utan a révid €s hosszu tipusi KSZ-ek kozott.
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2. Célok és a Kkitiizésiiket indoklé el6zmények

1.

2.

Az ATP-dltal kivdltott Ca’*-tranziensek morfologiai, farmakolégiai vizsgdlata a tengeri-
malacok belso fiilének kiilsé szorsejtjeiben. Az irodalombdl ismert, hogy az ATP
adagolésa depolarizal6 kationdramot idéz eld a tengeri malacok belso fiilébdl izolalt kiilsé
szorsejteken (Housley és mtsai., 1992). Azt is tudjuk, hogy ez az dram nagymértékben
gatolhaté purinerg receptor antagonistdkkal, suraminnal és cibacron-kékkel (Skellet és
mtsai., 1997). ATP adagolas hatdséra a Ca**-dramok igen érdekesen valtoznak meg. Nagy
koncentraciéban (100 pM) alkalmazott ATP csokkenti a Ca**-dramok amplitidgjat O mV-
on, de fokozza +10 mV-on, mindemellett a sejtek kis hdnyaddban teljesen hatdstalan
(Chen és mtsai., 1995). Ez a heterogén kép utalhat funkciondlis diverzitdsra, ezdltal a
purinerg receptor altipusok expresszidjanak sejt-sejt kozotti kiilonbségeire is. Mockett és
mtsai 1995-ben farmakoldgiai uton kimutattdk, hogy a Corti szervben, mind a P,x, mind
pedig a P,y receptorok kimutathatéak. A purinerg receptor ellenes antitestek széleskorii
megjelenése lehetdvé tette ezen receptorok immunfluoreszcens jelolését, ezdltal az
altipusok expresszidjanak és a sejtfelszini lokalizacidjanak a vizsgélatat. Ezaltal
kimutathatéva valt a kiillonboz6 altipusok kozotti kiilonbség mind a membranon beliili
elhelyezkedés, mind pedig az expresszid tekintetében. Azonban annak a megfigyelésnek a
részletes vizsgdlata, miszerint az ATP-dltal kivaltott Ca®*-tranziensek is jelentds
kiilonbségeket mutatnak az izoldlt kiilsé szdrsejtekben, egyenldre még virat magéra.
Eppen ezért elsédleges célunk a Ca®*-tranziensek inhomogenitasanak hatterében
1évé, valosziniileg kiillonbozo, P, receptormintazatok farmakolégiai vizsgalata volt.

A zajterhelés hatdsa a purinerg receptorok expressziojdra, valamint az ATP-dltal
kivdltott Ca’*-tranziensek morfologidjdra a tengerimalacok belsé fiilének kiilso
szorsejtjeiben. Ismert, hogy a tartds zajterhelés megvéltoztatja a belso fiil receptorainak

érzékenységét. A nagyfoku zajterhelés halldsvesztéshez vezet, aminek hatterében a belsd

14



Dr. Sziics Attila — egyetemi doktori értekezés

fil sejtjeinek sériilése, illetve pusztuldsa all. Ebben a folyamatban leginkdbb a kiilsd
szOrsejtek érintettek, amelyekben morfoldgiai elvaltozasok, ugymint a sztereocilumok
sériilése, a mitokondriumok struktirdjanak megvaltozasa, valamint a sejtvolumen jelentds
novekedése egyardnt kimutathaté (Saunders és mtsai., 1985; Décory €s mitsai., 1991;
Subramaniam és mtsai., 1994; Henderson és mtsai.,, 1994; Canlon és mtsai., 1995).
Kimutattdk, hogy a jelentds és tartdos (250 Hz, 125 dB) zajnak kitett allatokban
megvaltozik a kiilsd szorsejtek életképessége és motilitdsa, aminek hatterében a
sejtmembran Ca** permeabilitisdnak novekedése és a kvetkezményes intracellularis Ca**
szint emelkedés all (Fridberger és mtsai., 1998). Feltételezések szerint a megemelkedett
intracelluldris Ca®* szint hatdsdra a sejtmembrdn purinerg receptorok expresszidja
csokken, igy csokken az ATP hatdsara kialakuld intracelluldris Ca® szint ndvekedés
mértéke (Maynard és mtsai., 1992). Néhany év 6ta azt is tudjuk, hogy a megnovekedett
Ca® szint a sejtfal rugalmassagdnak csokkenéséhez, ezdltal a Corti szerv adapticiGjanak
megvaltozasdhoz vezet. Mindezen folyamatok kiegésziilnek a zaj hatdsara kialakul6
neurotranszmisszioban bekovetkezd valtozasokkal is, ami az ATP-hez kotott jelatviteli
utvonalakat is érinti (Chen €s mtsai., 1995b). Munkankban megvizsgéltuk a tartésan
zajterhelésnek Kkitett allatok Kkiilsé szérsejtjeinek Ca?* homeosztazisiaban és a
purinerg receptor mintazataban kialakulé elvaltozasokat.

A K' dramok vizsgdlata a tengerimalacok belsé fiilének Deiters sejtjeiben. A kiilsd
szOrsejtek szerepe a cochledris erdsitd mechanizmusban részletesen tanulmanyozott,
ismert folyamat. Feltételezések szerint a kiils6 szdrsejtekhez szorosan kapcsol6dé Deiters
sejtek is fontos szerepet jatszhatnak ebben az erdsito folyamatban, bar a pontos feladatuk
jelenleg ismeretlen. A Deiters sejtekben az ATP adagolds hatdsdra kialakul6 Ca*
tranziensekbdl tobb purinerg receptor altipus jelenlétét valdszintsitették (Chen és mtsai.,

1998). Fontos az, hogy a Px receptorokon bedramlé Ca®* mennyiségét egyrészt az
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extracelluldris és intracelluldris tér Ca®* koncentraci6 kiilonbsége, valamint az aktudlis
membranpotencidl nagysidga hatirozza meg. Ez utébbi fiigg a sejtmembrin
aram karakterizalasa volt, valamint annak vizsgalata, hogy van-e Osszefiiggés a
kiilonb6z6 cochlearis lokalizacioji Deiters sejtek morfolégiaja és K* aram

osszetétele kozott.

3. Eszkozok és modszerek

3.1. Kiils6 szorsejt és Deiters sejt izolalas

Kisérleteinket pigmentélt tengerimalacokon (150-300 g) végeztiik. Nembutallal
torténd tulaltatds utdn a tengerimalacokat dekapitdltuk. A tempordlis csontot -mely
tartalmazta a bullat- eltavolitottuk. A bullat csontcsipdvel felnyitottuk, a cochlea koriili
csontrészeket eltavolitottuk. A cochleat Hank extracellularis oldatba helyeztiik. A Hank oldat
tartalma mM-ban: 142 NaCl, 4 KCl, 2 Ca Cl, és 1 MgCl, (Sigma, St. Louis, Mo). Az oldat
pH-jat 7.4-re, mig ozmolaritdsat 320 mOsm-ra allitottuk be. A Corti szerv prepardldsat és a
sejtek emésztését ezen oldatban végeztiikk el. A prepardlds utdn a sejteket IV-es tipusd
collagendz oldatban emésztettik (5 perc, 1 mg/ml; Sigma). Azon kiilsé szdrsejteket
hasznéltuk kisérleteink sordn, melyek megfeleltek Zajic és Schacht (1987) 4ltal feldllitott
kritériumoknak. Ezek a 1: cilindrikus sejtalak, 2: ne legyenek a sejtek megduzzadva, 3: a
sejtmag a sejt bazisdhoz kozel helyezkedik el, 4: a sejtalkotok nem mutatnak Brown-féle
mozgast. A Deiters sejtek kivalasztiasanal szintén a sejt €s a sejtnytlvany alakja, valamint a
sejtmag elhelyezkedése jatszott szerepet. A mérések sordn kiilonallo és Osszekapcsolddott

kiils6 szOrsejteket €s Deiters sejteket is felhasznéltunk.
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Kisérleteinkhez két prepardtumot készitettiink. Az elsd prepardtumhoz a cochlea
apikalis két csavarulatan elhelyezkedd, mig a masodik preparditumhoz a bazélis csavarulaton

levo sejteket hasznaltuk fel.

3.2. Intracellularis Ca** koncentracié mérés

Az intracelluldris Ca>" koncentrécié méréshez Ca’* szenzitiv fluoreszcens festéket, a
fura-2 acetoximetil észterét (Fura-2 AM, Molecular probes, Eugene, OR, USA) hasznéltuk. A
sejteket SpM Fura-2AM jelenlétében 20 percig inkubaltuk. A festékkel feltdltddott sejteket
tartalmazd targylemezt egy invertidlt mokroszkép (Diaphot, Nikon, Japan) tdrgyasztaldra
helyeztiik. A sejtekbe juttatott festék megfeleld, 340 és 380 nm hulldmhosszisagok kozott
viltakozé gerjesztését DeltaScan ' kettés monochromator berendezése (Photon Technology
International, USA) biztositotta. A Fura-2 4ltal kibocsétott fluoreszcens fényt 510 nm-en,
interferenciasziird kozbeiktatasaval, egy fotoelektron sokszorozé (PMT) segitségével, 10 Hz
mintavételi gyakorisdggal detektaltuk. Az intracellularis Ca**-koncentracié valtozasait, mint
a fluoreszcenciahdnyadosbl (R) szamithaté kozvetlen Ca’*-koncentrcié véltozdsokat
tiintettiik fel (Grynkiewicz és mtsai., 1985).

[Ca™] = Kp*B*(R-Runin) / (Runax-R),

ahol [Ca2+]i az intracellularis Ca2+—k0ncentréci(’), Kp a disszociacios allandd, R=F340/F350, Ruin
€s Ry a minimdlis és maximdlis fluoreszcencia-hdnyados. A szdmitidsokhoz in vivo
kalibracios adatokat haszndltunk fel, ahol Kp=76 nM, R;;=0,42, Ry.x=8,6, p=153. A
hattérfluoreszcencidt a fedélemezek sejtmentes helyein mértiik, amit a program levont a mért
fluoreszcencia értékekbol.

A vizsgélt anyagokat perfizids rendszer segitségével juttattuk a sejtek kozvetlen

kozelébe. A méréséket normal Hank oldatban végeztiik.
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3.3. A Ca* fluxus szamitisa

A sejt intracellularis terébe belépd Ca® ionok szdrmazhatnak egyrészt az
extracellularis térbol, masrészt a belso raktarakbol. Az intracellulris térbe jutd Ca’" ionokat a
Ca® pumpik és a Ca® kotd fehérjék tavolitjdk el. A megemelkedett intracellularis Ca**
koncentraciét Ca™ érzékeny fluoreszcens festék segitségével kozvetleniil mérni tudjuk. Az
anyagmegmaradds térvénye értelmében a belépd és az eltdvolitott Ca™ mennyisége kozotti
kiilonbség ardnyos a mért intracellularis Ca®* koncentraci6 véltozassal. A Ca™ kotd fehérjék
koncentricidjét, és Ca®™ kot6 képességét kordbban mar megmérték (Schuhmeier és mitsai.,
2003) igy azt ismertnek tételeztiik fel. A Ca® pumpa transzportsebességét a depolarizacioval

kivaltott Ca®* tranziensek leszall6 szardbol, matematikai modell segitségével hataroztuk meg.

3.4 Immuncitokémia és immunhisztokémia

A kipreparalt kiils6 szorsejtek kalcium- és magnéziummentes (CMF) PBS-sel (136,75
mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 300 mOsm, pH: 7,2)
torténd lemosdsa utdn Otperces acetonos fixdlas kovetkezett, majd PBS-ben higitott 0,1%-os
Triton-X-100-zal permeabilizdltuk a sejtmembrant 10 percen keresztiil. Ezt kvetéen PBS-
ben tortént hdromszori mosds utdn 30 perces blokkolés tortént 1%-os BSA-val. A kovetkezd
Iépésben a kimutatandé fehérjének megfeleld, 1%-os BSA oldatban higitott elsddleges
antitesttel egy 6rdn 4t szobahdn, majd harom PBS-ben tortént mosast kovetden a fluoreszcens
festékkel konjugdlt masodlagos antitesttel szintén egy Ordn keresztiil sotétben, szobahdn
inkubdltuk a sejteket. Végiill haromszori PBS-es mosds utin a magokat DAPI-val
(Vectashield Mounting Medium with DAPI) vagy propidium-jodiddal tettiik lathatova. Kettos
festések esetén a kétféle primer antitestet egyszerre tettiik a sejtekre, csakigy, mint a kétféle
szekunder antitestet. Ezen kisérletekben az alkalmazott négyféle antitest mindegyike mas-

mads allatbdl szdrmazott. Az dltalunk hasznalt mdsodlagos antitestek mindegyike 1:1 ardnyban
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jeloli a primer antitesteket. A negativ kontrollok készitésekor kihagytuk az elsddleges
antitesteket és csak a masodlagos antitesteket adtuk a sejtekhez.

A megfestett sejtek vizsgalatat vagy a Zeiss LSM 510 META konfokalis 1ézer
pasztaz6 mikroszkoppal, vagy a Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszképpal végeztiik. A
fotékat a SPOT RT digitalis kameraval a SPOT Advanced v. 3.5 szoftver felhasznalasaval
készitettiikk. Az Osszehasonlitdsra szdnt felvételek minden esetben azonos kamerabedllitdsok
mellett és expozicids idOvel késziiltek. Utderdsités csak a vizsgdlatok bizonyos aspektusainak
kiemelése céljabol tortént (példdul a sejtek morfoldgidjanak jobb ldthatésidga érdekében),

minden esetben legfeljebb az egész kép intenzitdsdnak és élességének homogén javitdsaval.

3.5 Zajterhelés
14 napig tartd, napi 24 d6ran keresztiil adott 80 dB intenzitasu zajterhelést végeztiink.
A zaj minden frekvenciit egyarant tartalmazott 50 Hz és 35 kHz tartomany kozott. A

ketrecen beliil a zaj intenzitas kiilonbség maximum 2 dB volt.

3.6. Az oldalfal merevségének vizsgalata

A kiils6 szorsejtekben mikromechanikai egységek (Raphael és mtsai, 2000) teremtik
meg az oldalfal merevségét szabdlyoz6 rendszer miikodésének alapjat. Ezzel egy presztin
fiiggetlen sejtfalmerevség szabdlyozé rendszer lehet6vé tenné az aktiv energia
visszacsatoldsanak lehetdségét (Dallos és mtsai., 1997; Adachi és mtsai., 2000; Dallos és He,
2000).

Az oldalfal merevségét az Oghalai és mtsa-i (1998) altal kordbban leirt, aspiracids
mikrodeformdacids technika adaptdlt valtozatdval vizsgaltuk (2. dbra). Az ehhez sziikséges
mikropipettidkat 2,8 um-s belsé dtmérdvel Clark EC 15 TF iivegkapillarisbdl készitettiik 5

1épcsds formalasi programmal (Flaming/Brown Model P-87). Az extracelluléris oldattal
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feltoltott pipettdkat a megfeleld, szabdlyozhaté negativ nyomds biztositdsara egy vizoszlopos
manométerhez csatlakoztattuk. A vizsgalatokhoz 4-10 H,O cm (0,39 nN/um2 -0,98 nN/plmz)
kozotti negativ nyomastartomanyt valasztottunk, mely tartomanyban az oldalfal harom rétegii
struktirdja a szakirodalom szerint is intakt maradt. A méréseket kiilsé oldattal toltott
folyadékkamraban végeztiik, faziskontraszt mikroszkép alatt, oly mddon, hogy a kiilsé
szOrsejt oldalfaldahoz illesztett pipettdra kapcsolt negativ nyomds hatdsara a mikropipettaba
behizddé oldalfalrészlet faziskontraszt képeit CCD kamera segitségével PC-hez csatolt kiilsd
digitalizal6 kartyan keresztiil rogzitettiik. A rogzitett képek digitélis tisztitdsa, zajmentesitése
utdn a jobb lathat6sdg elérésére pszeudokolor atalakitast végeztiink (lasd fent), mely utdn 18
képpont/um képfelbontds alakult ki. A sejfalrészlet behizédasdnak mértékét az aldbbi médon
hatdroztuk meg. A mikropipetta szdjadékdnak vetiiletére fektetett vonal szolgdlt viszonyitasi
vonalként. Az ezzel parhuzamos, az oldalfalrészlet gorbiiletének érintéjébe fektetett masodik
vonal és a viszonyitdsi vonal kozotti tdvolsdgot tekintettik a pipettdba betiiremkedd
oldalfalrészlet hosszanak, melybdl a merevségi mutatdt (Sp-stiffness parameter) az alabbi

Osszefiiggést hasznalva hataroztuk meg:
Sp=-AP-r2-/AL

ahol AP (nN/pmz) a pipettdn keresztiill applikdlt negativ nyomds; r (um) a
mikropipetta belsé atmérdje; AL (um) a pipettdba behtizodé oldalfalrészlet hossza.

Az alkalmazott negativ nyomads (AP) hatdsara kialakulé oldalfal behizddas (AL)
mértékének jellemzésére 30 madasodperces, 4-10 H,O cm-s negativ nyomadspulzusokat
alkalmaztunk a mikropipettin keresztiil az oldalfalra 30 méasodperces megszakitasokkal. A

pipettdba torténd oldalfal behiizddast (AL) a negativ nyomdaspulzus végén hatdroztuk meg.
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2. abra A kiils6 szorsejtek falmerevségének vizsgélata

A Kkiilsé szorsejtek merevség vizsgdlata mikrodeformécids technikdkkal lehetséges,
melyek sordn a Kkiilsé szOrsejtek mechanikai hatdsra adott alakvéltozdsit vizsgéljdk
(Oghalai és mtsai., 1998; Ulfendahl és mitsai., 1998). Az igy kialakult alakvéltozas
mértékébol meghatarozhaté a sejt hosszanti- (Ulfendahl, 1998) ill. oldalfal merevsége
(Oghalai és mtsai., 1998). A mikrodeformaciés technikak két csoportba sorolhatdk,
aszerint, hogy a kiils6 szorsejtek deformacidjat milyen médszerrel érik el. Vizsgalhatjuk a
sejt nyomderd hatdsara kialakuld alakvaltozasat, ennek mértékébol hatarozzuk meg a sejt
merevségét. A masik mikrodeformacids technika a sejtfal hidzderével szembeni
deformalodasat méri, mely sordn a sejt oldalfalara mikropipettan keresztiil ismert negativ
nyomast csatolunk (Oghalai és mtsai., 1998; Lue és Brownel 1999). Ebben az esetben a
sejtfal merevségét a sejtfal pipettdba vald behiizéddsanak mértékébdl hatdrozhatjuk meg.
A mikrodeformacié meghatdrozdsara mindkét technika a kiilsd szdrsejtekrol késziilt
felvételek vizudlis elemzését haszndlja

3.7. Ionaramok mérése

Meéréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfigurdcidjdban
végeztiik (3. dbra). A mérések a teljes-sejt konfigurdcié elérése utin 5-10 perc mdilva
kezddédtek. A kisérleteket minden esetben szobahOmérsékleten (22-24 °C) végeztik. A
pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark) iivegkapillarisokbdl készitettiikk, majd ho
alkalmazasaval poliroztuk a pipettdk hegyét. A pipettdk ellendllisa normdl extra- és

intracellularis oldat esetén 4-6 MQ volt. Méréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp
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3. abra Teljes sejt patch-clamp vazlata
Meéréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfiguraciéjaban végeztiik. A
mérések a teljes-sejt konfiguracid elérése utan 5-10 perc mulva kezddédtek. A kisérleteket
minden esetben szobahOmérsékleten (22-24 °C) végeztiik. A mérékadba helyezett sejt
teljes membranjan atfolyé iondramokat mérjiik alland6 feziiltség mellett (voltage-clamp,
fesziiltség-zar). Az oladok cseréjéhez graviticié hajtott perfizids rendszert hasznaltunk, a
felesleges folyadékot folyamatosan elszivtuk.
erdsitoket hasznaltunk fesziiltség-zar iizemmodban. Az ingerl6 fesziiltségimpulzusokat és az
adatgyiijtést IBM kompatibilis személyi szamitégép vezérelte Labmaster TL-1 illetve
Digidata 1200 illesztéegységen keresztiil a pCLAMP programcsomag segitségével (6.0 és 8.0
verziok). Nagy dramamplitidd illetve soros ellendllds esetén soros ellendllds kompenzacidt
(40-50%) alkalmaztunk. Az aramgorbéket 4 polusi Bessel szilirével szlrdztik. A

mintavételezés frekvencidja a szlrék sarokfrekvencidjanak legalabb kétszerese volt, a

Nyquist tedria értelmében.

3.8. A patch-clamp vizsgalatok soran alkalmazott oldatok
Az extracelluldris oldat dsszetétele (mM-ban): 142 NaCl, 4 KCl, 2 CaCl, és 1 MgCl,
(Sigma, St. Louis, Mo). Az oldat pH-jat 7.4-re, mig ozmolaritasat 320 mOsm-ra allitottuk be.
A kiilonbo6z6 tetratetil-ammonium-Cl (TEA) oldatokat ugy készitettiik, hogy a NaCl-
ot azonos koncentracioban TEA-val helyettesitettiik. A magas K* koncentraciéji kiilsé

oldatban a NaCl-ot KCI-dal helyettesitettiik.
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Az ATP-t kozvetleniil a kiilsé oldatban oldottuk fel. A peptid tipusi K csatorna
blokkol6 szerekkel - Margatoxin, Charybdotoxin, Pandius Imperator toxin, (MgTx, ChTx,
PI1Tx) - tortén6 mérések esetén az extracellularis oldat tartalmazott még 0,1 mg/ml BSA-t is,
hogy csokkentsiik a toxin milanyag feliiletekhez torténd adszorpcidjat.

Az egyes csatornagatld szereket a kovetkezd modon adtuk a sejtekhez: a kiilsé oldat
folyamatos perfizidjaval cseréltiik a sejtet érd oldat Osszetételét. A folyadékaramlast a
graviticié hajtotta, az irdnyitdst manudlisan csapokkal illetve elektromdgneses szelepekkel

végeztiik. A folyadéktobbletet folyamatos szivassal tavolitottuk el (3. dbra).

3.9. Az adatok kiértékelése

A mérések sordn nyert aramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigdltuk
ohmikus szivargdsi aramra, amennyiben ennek nagysiga nem volt elhanyagolhat6. A
gorbéket digitalisan szlirdztilk hdrom pontos boxcar mddszerrel. A mért pontokhoz az egyes
fliggvények illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus segitségével végeztik. Az
illesztéseket a mért és szamitott adatpontok kozotti kiilonbségek négyzetének Osszegével
jellemeztiik. A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai Osszehasonlitdsat onkontrollos
illetve kétmintds t-prébdval végeztiik el, p = 0,05 szignifikanciaszint mellett. A mérési

adatokndl az 4tlagértéket és annak kozepes hibdjat (SE) adtam meg.
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4. Eredmények

4.1. Az ATP-iltal Kivaltott Ca®*-tranziensek karakterisztikija és farmakolégiai

vizsgalata a tengerimalacok belso fiilének kiils6 szorsejtjeiben

4.1.1. A tengerimalacok belsé fiilének Kkiilsé szérsejtjeiben ATP-altal kivaltott Ca>*-
tranziensek

A kiils6 szdrsejtekben mért nyugalmi citoszolikus Ca®* koncentricié 120+4 nM-nak
adodott (atlag+SE, n=35). Mig a nyugalmi Ca®* koncentrici6 tekintetében a kiilsé szOrsejtek
homogén csoportot alkottak, addig 180 uM ATP-vel 1étrehozott Ca®* tranziensek alapjin a
kiils6 szdrsejteket két csoporba sorolhattuk (1. tdbldzat). A sejtek egyik csoportjdban (n=14)
az ATP adagolds hatdsara kialakult intracellularis Ca® szint emelkedés 18636 nM
(atlag+SE), a valasz kialkuldsahoz sziikséges id6 pedig 5,9+1,0 s volt (4. dbra, 1. tablazat).
Ezekben a sejtekben miutén az intracellularis Ca®* szint visszatért a nyugalmi értékre, az ATP
vilasz ismételhetd volt. A sejtek masik csoportja esetén (n=15) a Ca®* szint emelkedés 74+10
nM, mig a vélasz kialkuldsdhoz sziikséges id6 12,3+1,9 s-nak adddott (5. dbra, 1. tablazat).
Az ATP hatdsdra megemelkedett Ca** szint nem tért vissza a nyugalmi értékre és az ATP-re

adott vdlasz sem volt megismételhetd.

gyors vélasz lassu valasz
n=14 n=15
nyugalmi[Ca2+]i (nM) 132.7+£12.3 111.5+8.1
amplitidé (nM) 185.5+35.7 74.1£9.6
latencia(s) 5.9+1 12.3£1.9
ismételhetdség + -

1. tablazat: 180uM ATP hatdsdra kialakulé Ca®* vélasz a kiilsé szérsejtekben
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4. abra Extracelluldris ATP 4ltal kivaltott gyors Ca®* tranziensek

(a) 180uM ATP 30 mdsodpercig torténd alkalmazdsaval kivéltott, gyorsan kialakuld Ca®*
tranziens izolalt kiilsé szorsejten (I=60 um). Az ATP adasa utdn gyors intracelluldris Ca®
szint emelkedést mértiink, mely rovid latencia idé utan alakult ki. (b) 180uM ATP
ismételt addsa utdn kialakulé Ca®* vélasz. Az intracelluldris Ca™* szint emelkedés ATP
adasa utdn ismételten kialakult, majd visszatért a nyugalmi szintre, és Ujbol kivélthato

volt.
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5. abra Extracelluldris ATP 4ltal kivaltott lassd Ca’* tranziensek

180 uM ATP addasdaval kivaltott, lassan kialakulé intracelluldris Ca’* szint emelkedés a
kiils6 szdrsejtben (1=60 um). A sejt Ca®* szint emelkedése kisebb mértékii volt, nagyobb
latencia 1d6 utdn alakult ki és nem tért vissza a nyugalmi értékre. ATP ismételt addsa utin

nem lehetett kivaltani a Ca®* valaszt.

A kapott eredmények alapjén tobb receptor altipus jelenléte volt feltételezhetd a KSZ
sejtmembrdnjdban. Ennek igazoldsdra 180 uM UTP-t (P, agonista) adtunk a sejtekhez,
minek hatdsara az atlagos Ca®* szint emelkedés 48+11 nM volt (n=5). Az UTP-re kialakult
vélasz nagysédga kisebb volt, mint ATP addsakor, és azon sejtek koziil, melyek reagaltak ATP
addsara 58 %-uk nem reagdlt UTP adésdra (6. dbra). Suramin, mely P,x receptor antagonista,

nagymértékben blokkolta az ATP-vel 1étrehozott Ca’" szint emelkedést (2610 nM, n=9;

6.4bra).
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6. abra Extracellularis UTP és ATP 4ltal kivaltott Ca** tranziensek és gatolhatésaguk

(a) 180uM UTP addsa utdn kialakult Ca®* tranziens. A kiilsé szérsejthez (1=60 pm)
eldszor 60 masodpercig 180uM UTP-t, majd 120 mp utan 180uM ATP adtunk. A 180uM
UTP-re kialakul6 intracelluldris Ca®* szint emelkedés 20 nM-nak, 180uM ATP adis
hatdsdra 240 nM-nak adddott. 180uM ATP addséra reagdld sejtek 58%-a nem reagdlt
180uM UTP-re. (b) Suraminnal részlegesen gitolni lehetett az ATP-re kialakul6 Ca**

tranzienst.
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4.1.2. A tengerimalacok Kiils6 szorsejtjeinek purinerg receptor mintazata

A receptor altipusok koziil intenziv festodést talaltunk a Poxj, Paxo, Paxa, Payi, Payo,
Poys esetén (7. édbra). A Pyx; receptor altipus esetén a festddés gyenge volt. A
sejtmembranban egyenletes receptor eloszlast taldltunk a Pox;, Paxa, Pay; esetén, mig Pyx; és
a Pyys fOként a bazdlis péluson, a Pox, €s a Poy; pedig foként az apikalis harmadban, kozel a
kutikularis lemezhez fordult leginkabb eld (7. dbra). Az eredményink alapjan készitett, a

purinerg receptorok eloszldsiat mutatd rajz a 8. dbran lathato.

4.2. A zajterhelés hatasa a purinerg receptorok expresszigjara, valamint az ATP-altal
kivaltott Ca”*-tranziensek Kkarakterisztikdjara a tengerimalacok belsé fiilének Kkiilsé
szorsejtjeiben.
Tovabbi kisérleteink sordn a zaj expozicié hatdsat vizsgaltuk ezen sejtek purinerg
, o, . e « L 0, , . . 2+ . ., .
receptor eloszldsara, sejtfelszini expresszidjara és a sejtek nyugalmi Ca™ szintjére, valamint

az ATP adésakor kialakult Ca** tranziensekre.

4.2.1. A zajkezelt tengerimalacok belsé fiilének Kkiilsé szorsejtjeiben ATP-altal kivaltott
Ca®*-tranziensek

Kisérleteink sordn 14 napig tartd, napi 24 6rdn keresztiil adott 80 dB zaj expozicid
hatdsat vizsgaltuk tengerimalac (n=30) izolalt kiils6 szdrsejtek nyugalmi Ca® szintjére, ATP
hatdsdra kialakul6 intracellularis Ca** szint emelkedésre, illetve sejt membrinjadban
elhelyezkedd purinerg receptorok expreszidjara és eloszldsara. Kezeletlen éllatokban a
nyugalmi intracellularis Ca®* koncentréci6 a kiils6 szOrsejtekben 133+£12 nM volt (n=14). 180
uM ATP alkalmazdsa utdn (30s) a sejtek nyugalmi Ca® koncentricidja 266+65 nM-re
emelkedett 5.9+1.0 s latencidval. Zajkezelés utdn a sejtek egy csoportja degenerativ jeleket

mutatott, sériilékenyebb volt a kiilsd hatdsokra, illetve ATP addsakor nem jott 1étre a sejtben
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P2X1

P2X7

P2¥1

7. abra A purinerg receptor altipusok expresszidja a kiilso szorsejtek felszinén.

P2Y¥4

Az abran a P, receptor altipusok megjelenése és eloszlasa l4thaté a sejtmembranban.
Intenziv jelolédés volt megfigyelhetd Pixi, Paxz, Paxa, Payi, Poya, €s Pays esetén, mig a
jelolddés gyenge volt a Pyx; esetén. A receptorok eloszldsa a membrdnban nem volt
minden tipusndl egyenletes. Homogénnek taldltuk a megoszlast a Pyxi, Paxs, és Poy;
esetén. A Pyxo, és a Poy, fOként a sejt apikalis teriiletén, mig a Pox7, és a Ppyasa sejt bazalis
teriiletén expresszalodott.

Ca®* szint emelkedés. Méréseinket azon sejteken végeztiik, melyek megfeleltek az ép sejt
morfoldgiai kritériumainak, mint példaul a cilindrikus sejtalak, ép sztereocilium, a sejtmag a
sejt bazilis teriiletén helyezkedett el. Ezen sejtekben a nyugalmi Ca®* szint magasabbnak
adddott a kontroll sejtekhez képest (2. tdblazat). Kiilonbséget taldltunk az apikélis és a bazalis
sejtek kozott (9. dbra). Zaj expozicidé utdn a cochlea apikdlis csavarulatain elhelyezkedd

sejtek nyugalmi Ca* koncentricidja 181+24 nM (n=11), mig a bazdlis csavarulat sejtjei
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8. abra A purinerg receptor altipusok expresszidja a kiils§ szorsejtek felszinén az
immunfluoreszcens vizsgalatok alapjén.

A kiilsé szOrsejt membranjaban egyenletes receptor eloszlast talaltunk a Pyxj, Pax4, Payi
esetén, mig Pyx; €s a Poys fOként a bazdlis pdluson, a Prx, és a Py, pedig foként az
apikélis harmadban, kozel a kutikularis lemezhez fordult leginkdbb eld.

kozott 219429 nM (n=8) volt (2. tablazat). A 180 uM ATP (30 s) addsa utan kialakuld Ca*t
szint emelkedés az apikilis sejtekben 60+22 nM volt 8,4+2.2 s latencidval (n=11), mig a

bazalis sejtekben 44+10 nM volt 9,9+2,2 s latencidval (n=8; 2. tdbldzat).
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9. abra Zaj expozici6 hatdsa az ATP dltal kivaltott Ca®* tranziensekre

(a) A nyugalmi intracelluldris Ca®* koncentraci6 a vizsgélt kiils6 szOrsejtben 133 nM-nak
adddott. 180 uM ATP alkalmazdsa utdn (30 s) a sejt nyugalmi Ca® koncentraciéja 300
nM-al emelkedett. Zaj expozicié utdn a cochlea apikélis csavarulatain elhelyezkedd sejt
nyugalmi Ca* koncentriciéja 203 nM, mig a bazdlis csavarulat sejtjei kozott 219 nM volt.
(b) A 180 uM ATP (30 s) addsa utdn kialakulo Ca”* szint emelkedés az apikalis sejtben
127 nM (1=60 pum), mig (c) a bazdlis sejtben (I=40 um) 44 nM volt. A vizszintes vonalak
az ATP alkalmazasanak id6zitését és hosszat mutatjak.

zaj expozicid
kontroll )P
n=14 apikalis bazalis
n:1 1 n:8
nyugalmi [Ca™); (nM) 133+12 1814+24% 2194+29%
amplitidé (nM) 26665 60+22% 44410%*
latencia (s) 5.9+1.0 8.4+2.2 9.9+1.1

2. tablazat: Zaj expozicié utdn kialakult nyugalmi intracelluldris [Ca*]; szint és ATP

hatdsdra kialakulé Ca* vilasz kiils6 szérsejtekben.
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4.2.2. A zajkezelt tengerimalacok belsé fiilébdl izolalt kiilsé szérsejtek purinerg receptor
mintazata

Az ATP adagolasra adott alacsonyabb Ca’* vilasz felvetette annak a lehetdségét, hogy
a sejt membranjaban elhelyezkedd purinerg receptorok kisebb mértékben expresszalddnak
zajkezelés utdn. Ezen receptor altipusok koziill a Pyxi, Paxz, Paxa, Pax7 and Payi, Poyg
receptorok intenzitdsa az immunfestés sordn csokkent, mig a P,y; altipus intenzitdsa nem
véltozott. A koribban megfigyelt egyenldtlen sejtfelszini purinerg receptor eloszlds a
zajkezelés utdn eltlint, a receptorok eloszldsa homogén volt. Nem taldltunk kiilonbséget a
receptorok mennyiségével ardnyos fluoreszcencia intenzitdsban sem a sejt apikdlis és bazdlis

teriiletei kozott (10. abra).

4.2.3. A zajterhelés hatasa a cochlea kiilonbo6zé teriileteirdl szarmazo Kkiilsé szérsejtek
oldalfalanak merevségére

Batta és mtsai (2003; 2004) kordbbi tanulmdnyaikban elemezték a mechanikai hatas
altal kivéltott membrdnmerevség valaszt, mely a KSZ bels6 vékezd rendszerének része. Ezen
mechanizmus noveli a KSZ falmerevségét, mely védekezd szerepet jétszik tartds zajterhelés
esetén (Batta és mtsai., 2003; 2004).

A harmadik tidbldzatban 6sszegeztiik a membranfesziilési paramétereket (Sp) a zajjal
kezelt és a kontroll éllatok esetén. Kiilon csoportként vizsgaltuk a cochleoapikdlis és a
cochleobazilis sejteket.

Kisérleteink soran a KSZ-ek falfesziilése novekedett, de nem taldltunk kiilonbséget az

Sp értékben a cochleoapikalis és a cochleobazailis sejtek kozott.

kezelés apikalis KSZ bazalis KSZ
kontroll (n=10) 1.27+0.11 1.28+0.11
zaj expozicio (n=10) 1.49+0.14 1.51+£0.24

3. tablazat: A zaj expozicio hatdsa a sejtfal merevség (Sp) paramétereinek valtozasara
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10. abra Zaj expozici6 hatdsa a purinerg receptor expresszidra
A purinerg receptorok expresszidja zajterhelés eldtt (A), és utdn az apikdlis (B) és a
bazilis (C) csavarulatokon. Zaj expozicié utin a Pixi, Paxa, Paxa, Pox7, Payi €s Pava
receptor altipusok expresszdja csokkent a kiilsé szoérsejtekben, mig a P,y, receptor
altipusé nem véltozott. A kezelés utdn a receptorok eloszldsa a sejtmembranban
egyenletes volt. A receptor eloszlasban nem taldltunk kiilonbséget az apikdlis és a bazilis
csavarulaton elhelyezked?6 sejtek kozott.
43. A K" aramok Karakterisztikdjanak vizsgilata a tengerimalacok belsé fiilének
Deiters sejtjeiben
A 11.a. dbran egy Deiters sejten teljes sejt konfigurdcidban mért dramgorbe lathaté. A
sejt membranpotencidljat -70 mV-os tartéfesziiltségrol +70 mV-ig 10 mV-os 1épésenként
kiilonbozd tesztpotencidlokra modositottuk. Az egyes depolarizdld impulzusok kozott 60

masodperc telt el. -30 mV-ndl pozitivabb tesztfesziiltségek esetén kifelé iranyulé aram

aktivalodott, melynek aktivaciés kinetikdja gyorsabbd valt, és az daram amplitiddja
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11. 4bra Deiters sejtek fesziiltségfiiggd, kifelé irdnyuld kdliumaramai.

(a) Deiters sejteken mért iondramok. A sejtet -70 mV-os tartéfesziiltségrol -70 mV-tdl +70
mV-ig 10 mV-os lépésenként kiilonbozd tesztpotencidlokra depolarizéltuk, az egyes
depolarizélé impulzusok kézott 60 mésodperc telt el. Az dbran az dttekinthetdség kedvéért
csak minden mdésodik dramgorbét tiintettiik fel. Az dramgorbék leszallé szdra az dram
inaktivaciojat reprezentdlja. Az inaktivaci6 jol lathatéan kétfazisu, egy gyors és egy lassan
inaktivdlod6é komponens l4that6 (az dbrdn az dramgorbe kezdeti 5 mésodperces szakaszat
tiintettiik fel a gyorsan inaktivdlddé komponens kiemelése érdekében). (b) A +50 mV-os
tesztimpulzusok sordn mért dramamplitidok az egyes sejtek esetén nagy variabilitast
mutatnak, a csicsdramok medidnja 2626.7 pA. A dobozok als6 és felsd hatarai a 25 és a
75 percentilist, a hibajelek a 10 és a 90 percentilist, a pontok pedig a kiugré értékeket
jelentik. (c) Egy Deiters sejt ,,farokaramai”. A sejtet -70 mV-os tartéfesziiltségrol S0 ms
id6tartamra +70 mV-ra depolarizaltuk, majd -120 mV és -20 mV tartomanyban 10 mV-
onként kiilonbozo fesziiltségekre 1éptiink. Az egymast kovetd +70 mV-os depolarizald
impulzusok kozott 30 masodperc telt el. Ezen sejt esetében a megforditsi potencidl -73.8
mV.
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fokozatosan novekedett egyre pozitivabb depolarizicié esetén. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy az dramok kialakulasaért fesziiltségfiiggd ioncsatorndk feleldsek. Az aram
egyenstlyi potencialjanak meghatarozasara ,,farokdram” méréseket végeztiink. A sejteket -70
mV-on tartottuk €s 30 masodpercenként 50 ms idStartamig + 70 mV-ra depolarizaltuk (11.
abra c panele). Ez utan kiillonb6z6 tesztfesziiltségekre 1éptiink vissza -120 mV-t6l -20 mV-ig
10 mV-os Iépésekben. Az aram egyensilyi potencidljara -69,312,4 mV (n=5) adddott, ami jé
egyezést mutat a K" ionokra a Nernst egyenlet és az intra-, €s extracelluldris oldatok
Osszetétele alapjan szamitott értékkel (-83,5mV). A szdmitott és a mért értékek kozotti
eltérést a szivargdsi dram és az oldatcsere kapcsdn jelentkezd difftizids potencidl okozhatja.
Ezen adatok alapjén kijelenthetjiik, hogy a vizsgalt dram kéliumra szelektiv. Osszesen 77
Deiters sejt kdlium dramat vizsgaltuk meg, melyek +50 mV-os tesztimpulzusok sordn mért
amplitiddi sejtrl sejtre igen jelentds variabilitast mutattak (11.b dbra) A csticsaramok

medidnja 3,66 nA volt, de megfigyeltiink 0,7 és 13,2 nA széls6 értékeket is.

4.3.1. A K' dramok elkiilonitése a Kiilonboz6é inaktivaciés kinetika alapjan Deiters
sejtekben

Hosszan tart6 depolarizicié esetén az iondram csokkenése figyelhetdé meg, ami a
csatorndk inaktivacidjara utal. A 11.a dbrdn lathatd, hogy az iondram csokkenése igen lasst,
és 0 mV-ndl pozitivabb tesztfesziiltségek esetén kétfazisu; tartalmaz egy gyorsabb és egy
lassabb komponenst. Nenov és mtsai (1998) kordbban beszamoltak arrdl, hogy a Deiters
sejteken mért dramért tobb K* szelektiv csatorna aktivacidja felel®s.

A 12.a dbra egy Deiters sejten regisztralt aramgorbét mutatja +50 mV tesztfesziiltség
alkalmazdsa soran. Az aramcsokkenés lassu €s gyors komponsét rendre a t; és 1, inaktivacios
idéallandokkal jellemeztiik. Az inaktivaciés id6dllandok meghatarozdsdhoz az dramgorbék

csokkend tartomdnyat egy, két exponencidlis tag Osszegeként eldallitott fiiggvénnyel
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12. abra Deiters sejtek kdliumaramainak biofizikai karakterizdlasa

A vonatkozé dbramagyardzatot 1d. a kdvetkezd oldalon.
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12. abra Deiters sejtek kdliumaramainak biofizikai karakterizaldsa

(a és b) Két kiilonbozd Deiters sejten teljes sejt konfiguracioban mért kdliumaramok. A
sejtet -70 mV-os tartofesziiltségrol 10 masodperc idotartamra +50 mV-ra depolarizéltuk.
Az egymast kovetd tesztimpulzusok kozott 60 méasodperc telt el. Az a panelen bemutatott
dramgorbe leszallo szara két exponencidlis tagot tartalmaz6, mig a b panelen lathatd
dramgorbe egy exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény (részleteket lasd a szovegben)
segitségével illeszthetd. A szaggatott vonalak a legjobban illeszkedd fiiggvényeket
mutatjak. (c) Deiters sejteken mért dram-fesziiltség (I-V) gorbék. A teljes-sejt aramokat
100 ms hosszu depolarizal6é impulzusok alatt mértiik. A sejtet -70 mV-r6l -70 €s +50 mV
kozott 10 mV-os lépésekben  kiilonbozé  feszilltségekre  depolarizdltuk, és
dramamplitdddkat a tesztpotencidl fiiggvényében dbrazoltuk. (d) A c panelen bemutatott I-
V gorbébdl szdmolt vezetOképesség-fesziiltség (G-V) gorbe. A vezetképességet a mért
csicsdramokbodl a kovetkezd képlet segitségével szamoltuk: Gg=Ix/(En-Ex), ahol Gk a
teljes-sejt  K'-specifikus vezetoképessége, Ix az dramamplitidé, E, az aktudlis
membranpotencidl, Ex a K* dram megforditdsi potencidja. A Gk értékeket a legnagyobb
értékre normalizdltuk, és az igy kapott Guom értékeket a tesztpotencidl fiiggvényében
abrazoltuk. A G-V gorbéket két Boltzmann-fiiggvény silyozott 6sszegével illesztettiik. Az
alkalmazott sulyfaktorok a gyorsan és lassan inaktival6d6é komponensek relativ ardnyanak
feletek meg, amelyeket a +50 mV-on mért inaktivacids kinetika illesztése sordn nyertiink.
A G-V gorbék illesztése soran kapott eredmények az dbran lathatok. (e és f) A gyorsan és
lassan inaktivalodé aramkomponensek egyenstlyi inaktiviciéjanak fesziiltségfiiggése. Az
adatpontokat egykomponensii Boltzmann-fiiggvény segitségével illesztettiik, melynek
eredménye az 4dbran lathat6. Az adott membranpotencidlon nem-inaktivalédott
dramkomponens kiszdmitdsdnak moédszerét 1dsd a szovegben.

illesztettik I = A;x(e"™)+ Ax(eV™®)+ C, ahol A; és A, rendre a lassi és a gyors
komponensek amplitidéi, C pedig a nem inaktival6dé aramkomponens.

Az inaktivacids idéallandok sejtrdl sejtre kis szorast mutattak, t; és 1, érté€kei 2735+90
ms (n=77), és 160+14 ms (n=72) voltak. Ezzel szemben a lassti komponens relativ silya nagy
szorast mutatott. Az Aj/(A; + A) értéke 0,4 és 0,9 kozott mozgott. Ot sejt esetén egy
komponensii inaktivdcids kinetikdt figyeltink meg (12.b édbra). Ezekben a sejtekben az
dramgorbe csokkend része egy exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvénnyel jol illeszthetd
volt. Az igy meghatarozott inaktivacids idéallandé (1=3008+188ms) hasonld volt a kétfazisi
inaktivaciés kinetikat mutat6 sejtek lassu inaktivacios idéalland6jahoz.

A nagy depolarizacios fesziiltségek esetén tapasztalt kétfazisu inaktivaciés kinetika
arra utalt, hogy a két aramkomponens steady-state aktivacidjanak fesziiltségfiiggése

valészintileg kiilonbozd, ezért ezt a feltevést részletesen megvizsgdltuk. A K* dram
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dramamplitidd-fesziiltség fiiggvényét (I-V) a kovetkezd protokollal hatdroztuk meg: -70 mV-
os tartd fesziiltségrol 100 ms hosszd depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk -120 mV-tdl
+100 mV-ig terjedd tartomanyban 10 mV-os 1épésekben és meghataroztuk a csicsaramok
értékeit (12.c dbra). A csucsaramok ért€keibol minden tesztfesziiltségnél meghataroztuk a
teljes sejt konduktancidt a kovetkezd egyenlet alapjan: Gg=Ik/(En,-Ek), ahol Gk a teljes sejt
K" konduktancia, Iy dramamplitidd, E, az alkalmazott tesztfesziiltség, Ey pedig a K*
egyenstlyi potencidlja. Ez utdn a Gg értékeket normaltuk az adott sejten mért maximalis Gg
értékre, hogy megkaphassuk a Gyom értékeket, melyeket az alkalmazott tesztfesziiltség
fliggvényében abrazoltunk. Egy ily mddon elkészitett G-V fiiggvényt mutat be a 12.d dbra.
Az abréan lathatd, hogy a két dramkomponens fesziiltségfiiggd kapuzasanak vart szétvalasa
nem egyértelmd.

A két dramkomponensre kiilon-kiilon vonatkoz6 steady-state aktiviciéjanak
fesziiltségfiiggését jellemzo értékek meghatidrozdsahoz a G-V fiiggvényeket két Boltzmann
fliggvény Osszegével illesztettik kényszerfeltétel mellett. A kényszerfeltétel a két
aramkomponens relativ sulya volt, melyet a +50 mV-on regisztralt aramgorbék inaktivacids

kinetikdjanak analizisébdl hataroztunk meg. A G-V fiiggvények illesztéséhez hasznalt

A A +A,) Ay /(A +A,)
norm — Vv, T Vv,

1/2,1 1/2,2

fliggvény az aldbbi volt: G

I+e K I+e k2
ahol Vi és k; a lassti komponens G-V fiiggvényének kézéppontja és meredeksége, mig a
kettes index ugyanezen paramétereket jelenti a gyors komponensre nézve. A kapott értékek
Vipi=—-142+2.68 mV, k;=11.93 £ 1.15mV, Vp,=12.48 £ 3.85 mV, k,=15.2 + 3.6 (n=12)
voltak, melyek a G-V fiiggvények ~14 mV-os szétvalasat mutattdk. A Vy,, és k értékeket ugy
is meghataroztuk, hogy az aramgorbék leszallé szarat illesztettilk két exponencidlis tag
Osszegével és meghataroztuk a komponensek amplitidéit (A; és A;) kiilonbozo

tesztfesziiltségek esetén. Az A; és A, ismeretében az dramkomponensekre kiilon-kiilon, a
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fentebb ismertetett eljarassal I-V és G-V Osszefiiggéseket készitettiink. A G-V Osszefiiggések
egy tagot tartalmaz6 Boltzmann fiiggvénnyel torténd illesztése a kovetkezd eredményeket
adta: Vy,=-3.38 £2.84 mV, k;=12.24 + 1.81 mV és Vy;,=9.1 £ 1.06 mV, k;=9.68 £ 2.73
(n=3). Ezek az értékek nagyon hasonldak a kényszerfeltétel mellett, két Boltzmann fiiggvény
Osszegével torténd illesztéskor kapott értékekhez, ami az eredmények megbizhatdsagat jelzi.

Szintén az dramgorbék inaktivacids kinetikdjdnak illesztésébdl meghatirozott amplitiddkat
(A1, A2) haszndltuk fel a két &ramkomponens steady-state inaktivicidjanak fesziiltségfiiggését
leiré fiiggvények elkészitéséhez. A tartd fesziiltséget -70 mV-nak valasztottuk, és két +70 mV
amplitidéji 10 s hosszd depolarizdlé impulzust alkalmaztunk, melyek kozott a tartd
fesziiltséget 150 s idStartamra -65 mV és 0 mV kozotti értékekre allitottuk be 5 mV-os
1épésekben. Az aramgorbék inaktivacios kinetikajat két exponencidlis tag Osszegét tartalmazo
fliggvénnyel illesztettiik, és a -70 mV-os tartéfesziiltség és a pozitivabb tartéfesziiltség (k)
esetén meghatdrozott dramkomponensek ardnyat kiszamoltuk. Tehdt az A;/A;_70 és a
Asn/Ay_70 aranyok a nem inaktivalodott csatorndk aranyat jelentik a lassu illetve a gyors
aramkomponensre £ tart6 fesziiltség esetén. Mivel ez a fesziiltség protokoll nagyon hosszu
id6tartamd, atlagosan 3-4 adatpontot tudtunk meghatarozni egy-egy sejten, ezért a kiilonb6z6
sejtekre kapott adatokat atlagoltuk az egyes tesztfesziiltségekre. Igy elkészithettiik a steady-
state inaktivacié fesziiltségfiiggését leird filiggvényt kiilon-kiilon a lassan és a gyorsan
inaktivdlod6 4ramkomponensekre (12.e,f 4bra). A gorbéket Boltzmann fiiggvénnyel
illesztettiik és az alabbi értékeket kaptuk: V1= —33.7 mV, k;;= =5.7 mV, Vpir,= —28.3
mV, ki,=—4.2 mV, melyek a steady-state inaktivaci6 fesziiltség fiiggésének kismértéki, kb. 5
mV-os kiillonbségét mutatjadk. Ezek az eredmények a steady-state aktivacié
fesziiltségfiiggésére kapott eredményekkel egyiitt arra utalnak, hogy a két dramkomponens

fesziiltségfiiggd kapuzdsa nagyon hasonlé.
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4.3.2. Az aramkomponensek farmakologiai szeparalasa

Bé4r az dramok inaktivdciés kinetikdjdnak analizise mar két K csatorna jelenlétét
mutatta Deiters sejtekben, kisérletet tettiink ennek bizonyitasara farmakologiai médszerekkel,
K" csatorna gatl szerek alkalmazdsdval. Vdrakozdsunk az volt, hogy egy gatlészer
alkalmazasa, mely kiilonboz6 hatékonysaggal gatolja a két csatornatipust, az dramamplitidé
csOkkenését és a teljes sejt dram inaktivicids kinetikdjanak véltozasat kell hogy
eredményezze. Megvizsgiltuk egy nem peptid gitlészer, a TEA és peptid gatldszerek
(Margatoxin, Charybdotoxin, Pandius Imperator skorpi6 toxin) hatdsat a két &ramkomponens
amplitiddjara és az dram lecsengésének kinetikdjara. Ezekben a kisérletekben a sejteket -70
mV-os tartd fesziiltségrol +50 mV-ra depolarizaltuk 10 s id6tartamra. Az dramgorbék
lecsengd szakaszdt két exponencidlis tag Osszegét tartalmazd fiiggvénnyel illesztettiik és
meghatiroztuk a megmaradé dramhdnyadot a két komponensre a MAH(A1)=A1/A1,0 and
MAH(A2)=A2/A2,0 képletek alapjan, ahol Ay and Ay rendre a megfelelé6 komponensek
dramamplitiddi a gétlészer jelenlétében illetve kontroll koriilmények kozott. A 13.a dbran
kontroll koriilmények kozott és 1 mM TEA jelenlétében mért aramgorbék lathatdk, valamint
a blokkolt dram, melyet a kontroll gorbe és a TEA jelenlétében mért gorbe kiillonbségeként
hatdroztunk meg. Az édbrdn jol lithato, hogy a gétolt dram fOként a lassan inaktivdlédo
komponenst tartalmazza (t=2430 ms), amit jol lehetett illeszteni egy exponencidlis tagot
tartalmazé fiiggvénnyel. A teljes dramra nézve a megmaradé dramhdnyad 1 mM TEA
jelenlétében 0,81 £ 0,03 (n=3) —nak addédott. A megmaradé hdnyad a lassi komponensre
MAH(A)=0,74 + 0,05, (n=3), mig a gyors komponensre MAH(A,)=0,95 + 0,03 (n=3) volt.
Magasabb TEA koncentracidk esetén mindkét komponens jelentds gatlasat lehetett kimutatni.
A dozis-hatds gorbék a 13.b dbran lathatéak. A lassu illetve gyors komponensre

meghatarozott disszocidciés dllandok rendre 2,63 mM és 6,70 mM-nak adddtak.
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13. abra Deiters sejtek kdliumaramainak farmakoldgiai karakterizalasa.

Az iondramokat teljes sejt konfigurdcioban mértiik, a sejtet -70 mV-os tartdfesziiltségrol
10 maésodperc idotartamra +70 mV-ra depolarizdltuk. Az egymdst kovetd
tesztimpulzusokat 60 masodpercenként alkalmaztuk. Az dramgorbéket két exponencidlis
tagot tartalmazé fiiggvény segitségével illesztettiik, a megmaradé dramhanyadot (MAH) a
kovetkezd képlettel szamoltuk: MAH(Al):Al/Al,O és MAH(AZ):AZ/ALO, ahol A és Axp
rendre a toxin jelenlétében és kontroll koriilmények kozott mért dramamplitiddkat
jelentik. (a) Kontroll koriilmények kozott és 1 mM TEA jelenlétében mért kdliumaramok.
A harmadik dramgorbe (blokkolt dram) a kontroll koriilmények kozott és az 1 mM TEA
jelenlétében mért &ramgorbe kiillonbségét mutatja. (b) A TEA dozis-hatds gorbéje a lassan
(korok) €s a gyorsan (négyzetek) inaktivdlddé daramkomponensek esetén. Az adatpontokat
3 paraméteres Hill-egyenlettel illesztettiik (részleteket 1asd a szovegben). A Ky érték 2.63
mM a lassan és 6.7 mM a gyorsan inaktivilodé komponens esetén. (c) Kontroll
koriilmények kozott és 10 nM ChTx jelenlétében mért kaliumdramok. A harmadik
aramgorbe (blokkolt dram) a kontroll koriilmények kozott és a 10 nM ChTx jelenlétében
mért aramgorbe kiilonbségét mutatja. (d) A 10 nM ChTx jelenlétében mért megmaradé
dramhanyad az egyes dramkomponensek esetén. A hibajelek a kozépérték kozepes hibdjat
(SEM) mutatjak.
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Margatoxin (MgTx) és Pandius Imperator skorpié toxin (Pil) csaknem egyenld
mértékben gatolta, mig a Charybdotoxin (ChTx) kiillonb6zé hatékonysdggal gatolta a két
dramkomponenst. A 13. ¢ 4dbran lathatd, hogy 10 nM ChTx alkalmazésa jelentos mértékben
lecsokkentette az dram gyors komponensét. A blokkolt aramkomponenst Ggy kaptuk meg,
hogy a kontroll gorbébdl kivontuk a 10 nM ChTx jelenlétében regisztralt gorbét. A

megmarad6 aramhinyad 10 nM ChTx jelenlétében a lassi kompoens esetén 0,72 + 0,06 mig

a gyors komponens esetén 0,29 + 0,06 volt (n=5; 13.d dbra).

4.3.3. A K" aramok karakterisztikaja morfolégiailag kiilonbozé Deiters sejtekben

A sejt izoldldsa sordn kiilondllé és kiilsd szOrsejthez (KSZ) kapcsolédé Deiters
sejteket kaptunk. Az +50 mV-os depolarizicié sordn mért aramamplitidok lényegesen
magasabbak voltak a kiilsé szorsejtekhez kapcsolédd Deiters sejtek esetén, mint a kiilonallé
sejteknél (az atlagos csicsaramok 5,4 + 0,5 nA (n=40) illetve 3,5 + 0,4 nA (n=37) voltak;
p=0,0068). Mivel gap junction Osszekottetések kapcsolhatjadk Ossze a Deiters és a kiilsd
szOrsejteket, lehetséges, hogy a mért teljes sejt &ramok a két sejt &ramédnak Osszegét jelentik.
Ebben az esetben a KSZ-hez kapcsolt Deiters sejt membranjinak kapacitisa magasabb lenne,
mint az izoldlt Deiters sejté. A kisérletesen meghatarozott Deiters sejt kapacitds 35,91+£2,02
pF (n=29) volt KSZ-hez kapcsolt, és 35,25+2,35 pF (n=25) volt izolalt Deiters sejtek esetén,
amely értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastdl (p=0,83).

Morfolégiai kiilonbségeket sikeriilt kimutatni a preparalt Deiters sejtek kozott. Azon
sejtek, amelyek rovidebb KSZ-hez kapcsolédtak nagyobb sejttesttel és rovidebb falangedlis
nyulvannyal rendelkeztek, mig azok, amelyek hoszabb KSZ-hez kapcsolédtak vékonyabb
sejttestiik és hosszabb falangedlis nydlvanyuk volt. Az el6zOket vastag, az utobbiakat vékony
tipusu sejteknek neveztiik el (14. dbra a és b). Ezen morfoldgiai tulajdonsidgok alapjan a

sejteket két morfoldgiai tipusba soroltuk. Tekintettel arra, hogy a KSZ-ek mérete
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14. abra A Deiters sejtek morfologidja és a kaliumcsatorna-expresszio kozotti
Osszefiiggés. (a és b) Kiilonb6zé morfoldgiai tipusu Deiters sejtek. Az a panel egy révid
nyulvannyal rendelkezd vastag sejtet mutat, mig a b panelen egy hosszi nytlvannyal
rendelkezd vékony sejt lathatd. (c és d) A vastag (c) és vékony (d) sejttipusra jellemzd
teljes-sejt dramok. A sejteket -70 mV-os tartéfesziiltségrél 10 masodperc idétartamra +50
mV-ra depolarizaltuk. Az egymast kdvetd tesztimpulzusok k6zott 60 masodperc telt el. Az
dramgorbék leszdlld szardt két exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvénnyel illesztve a
kapott eredményeket az dbrdn lathatjuk. A lassan inaktivdl6dé komponens silyfaktora
0.844 a vastag, mig 0.539 a vékony sejt esetén.

apikobazalisan és a sorok kozott is eltérd, az ezekhez kapcsolddé kiilonbozé morfoldgidji
Deiters sejtek elhelyezkedése is eltérd a cochledban.
A vastag tipusud sejtekre+70 mV-on meghatirozott csiicsiramok 3,7 +0,5 nA (n=29),

mig a vékony tipusi sejtekre 5,2+0,6 (n=36) nA—nak adédtak. Nem taldltunk kiilonbséget a

két sejttipus membran kapacitdsiban [vékony tipusi sejtek: 37,3612,64 pF (n=19); vastag
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tipusu sejtek: 33.13+2.11 (n=25), p=0.136], de a sejtkapacitdsra normdlt dramamplitidék
statisztikailag kiilonboztek egymadstdl. Az adramsirliség szignifikdnsan magasabb volt a
vékony sejttestli Deiters sejtekben [188,11+23,14 pA/pF (n=19)], mint a vastag tipusui
sejtekben [114,23117.23 pA/pF (n=25)] (p=0.012). A 10 s-ig tarté6 +50 mV-os depolarizalé
impulzusok alatt mért &ramgorbék alakja is eltérd volt a két morfoldgiai tipus kozott (14. dbra
c és d). Az inaktivicié sebessége kisebb volt a vastag sejtek esetében, ami azonban nem
titkroz6dott az inaktivicids idéallanddkban. Az inaktivacids idédllandok a kovetkezok voltak:
11 = 2718+117 ms (n=27), 1,= 190+£28 ms (n=25) a vastag tipusd sejt esetén , és 1, =
2669+120 ms (n=36), 1= 136x17 ms (n=35) a vékony tipusi sejteknél. Nem taldltuk
szignifikdnsnak a kiilonbséget sem t; értékek (p=0,78), sem a 1, értékek (p=0,09) esetén. A
vastag sejttestel rendelkezd sejteknek a vékony sejtekénél lassabb inaktivacids kinetikdja a
lassi komponens nagyobb silyaranydnak volt kdszonhetd. A lassi komponens silyardnya
[AI/(A; + Ap)] 0,736 £ 0,033 volt a vastag sejteknél (n=27) és 0,522 + 0.023 a vékony
sejteknél (n=36). Ezzel megegyezden a két aramkomponens sejtkapacitisra normalt
dramamplitiddja azt mutatta, hogy a lassi komponens esetén ez megegyezett a két sejttipus
esetén [vékony: 85,65 = 11,98 pA/pF (n=19);vastag: 69,88 + 10,05 pA/pF (n=23), p=0,316],
mig a gyors komponens esetén szignifikdns kiilonbséget taldltunk a vastag és vékony sejtek
kozott. [vékony: 74,61 = 10,07 pA/pF (n=19); vastag: 25,83 = 6,20 pA/pF (n=23)

(p=0,0002)].
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5. Megbeszélés
5.1. Az ATP-iltal kivaltott Ca’'-tranziensek karakterisztikija és farmakoldgiai
vizsgalata a tengerimalacok belso fiilének kiilsé szorsejtjeiben

A kiils6 szorsejtek elektromotilitdsuk révén fontos szerepet jatszanak a cochledris
er6sitd mechanizmusban (Dallos és mtsai., 1997). Sziklai és mtsai (1996) megfigyelése
alapjan az ACh, mely a kiilsé szorsejt f6 efferens neurotranszmittere, a sejt intracellularis
Ca® koncentricié novekedését okozza. A megemelkedett intracellularis Ca®* szint a
szubszinaptikus ciszterndlis rendszerbol Ca’* indukélta Ca’* felszabaduldst hoz létre, mely a
sejtmembrdn €s a citoszkeletdlis hal6zat proteinjeinek foszforildciéja révén befolyésolja a
sejtek sejtfal merevségét (Dallos és mtsai., 1997) és elektromotilitdsat (Sziklai és mtsai.,
2001). Az ATP, mely a purinerg receptorokon keresztiil ndveli az intracellularis Ca®* szintet,
szintén befolydsolhatja a kiilsé szorsejt elektromotilitasat, és ezen keresztiil a cochledris
er6sitd mechanizmust. Az ATP 13.0+2.4 nM koncentriciéban taldlhaté az endolymphéban,
valamint 10.5£3.9 nM koncentracidéban a perilymphdban (Munoz és mtsai., 1995a). A két
folyadéktér kozott ebben a tekintetben nincs szignifikdns kiillonbség. Hypoxia hatdsara
megvaltozik ezen folyadékterek ATP koncentricidja, valamint az endolympha ATP
koncentriciéjdban 1étrejové valtozds megviéltoztatja az endocochledris potencidlt és
cochledris mikrofon potencidlt (Munoz és mtsai., 1995b). A belsé fiilben ATP tartalmu
vezikuldkat taldltak a stria vasculdris margindlis sejtjeiben és zajterhelésre az ATP
endolymphaba torténd aktiv szekrécigjat figyelték meg (White és mtsai., 1995; Munoz és
mtsai., 2001). Wilkstrom és mtsai (1998) az ACh és az ATP egyiittes hatdsat vizsgéltdk a
KSZ-ek intracellularis Ca®* szintjére. Mivel feltételezhetd, hogy az ATP, mint
neurotraszmitter, szerepet jitszik a cochledris erdsité mechanizmusban, ezért megvizsgaltuk
az ATP adagoldsakor kialakulé intracellularis Ca®* vélaszt, valamint a purinerg

neurotranszmisszidban szerepet jatsz6 sejtmembrin receptorok expressziojat.
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Korébbi tanulményok a belsd fiilben kimutatott tobb P, receptor koziil csak a Pyx,, és
P,x7 altipusokat detektdltak a KSZ membranjaban (Brindle és mtsai., 1999; Nikolic és mtsai.,
2003). Az emlitett szerz6k azonban a receptorok eloszlasit a sejtmembranban még nem
vizsgaltdk meg. Mammano és mtsai (1999) az ATP hatdsdra kialakul6 intracelluldris Ca**
szint emelkedést el6szor a sejt apikélis teriiletén észlelték, amit a sejt bazalis teriiletén egy
lassabban kialakulé emelkedés kovetett. Ez a megfigyelés tobb receptor altipus jelenlétét
feltételezi a kiils6 szOrsejtben.

Kisérleteinkben a sejtek purinerg receptor expresszidjanak vizsgdlata sordn intenziv
jelolédéstést taldltunk a Poxi, Pox2, Paxa, Payi, Payo, Pava altipusok, mig kisfoku jelolddést a
P,x7 altipus esetén. A sejtfelszini megoszlasa a Pyxj, Paxa, Poyi, altipusoknak homogén volt.
A Pyx». és a Py, receptor altipusok fOként a sejtek apikalis teriiletein, a Px7, és Poys altipusok
a sejtek bazalis teriiletein voltak kimutathatok (7. abra).

Az ATP-re kialakult Ca®* vilasz vizsgélata sordn kapott eredményeink alapjan is t5bb
receptor egyiittes miikodése feltételezhetd. 180 pM ATP alkalmazéasakor (30 s) a sejtek egyik
csoportjaban egy gyorsan kialakulé nagy amplitid6ji Ca* vilasz volt detektalhat (4. dbra).
Ez foként a P,xjreceptor altipusra jellemzd. A P,x receptorok koziil ezen altipus a leginkabb
szenzitiv ATP-re (ECsp 1 pM esetén; Khakh és mtsai., 2001).

A sejtek egy mdsik csoportja esetén a valasz lassabban alakult ki és kisebb volt,
mindezek mellett a sejten beliili Ca®* szint nem tért vissza a nyugalmi értékre (5. dbra). Ez a
vélasz tipus jellemz06 a Paxo, Paxa, Pax7 receptor altipusokra, amelyeknek ECsg értéke ATP-re
10-100 uM. A P,x7 receptor aktivacidja sordn a sejtek nyugalmi Ca* szintje nem tér vissza a
nyugalmi értékre és a sejt pusztuldsdhoz is vezethet.

Ezeken feliil az UTP hatdsdra kilakul6 Ca®* vélasz a pozitiv receptor festési
eredményekkel egyiitt egy metabotrop szignaliziciéra, P,y receptor altipus szerepére utalnak.

Néhany sejt esetén, mely reagalt ATP-re, nem jott létre Ca** vilasz UTP adédsakor (6. dbra).
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A sejtek masik csoportja mind UTP-re, mind ATP-re reagdlt. Ebben a tekintetben is

kiilonbséget lehetett leirni a KSZ-ek kozott, melyek szerepe még nem tisztazott.

5.2. A zajterhelés hatasa a purinerg receptorok expresszidjara, valamint az ATP-altal
kivaltott Ca**-tranziensek karakterisztikajara a tengerimalacok belsé fiilének Kkiilsé
szorsejtjeiben.

Tartds zajkezelés a receptorsejtek karositdsa révén idegi tipusd halldscsokkenést okoz
(Décori és mtsai., 1991; Subramaniam és mtsai., 1994; Henderson és mtsai., 1994; Canlon és
mtsai., 1995). Zaj hatdsara a kiils6 szOrsejtek sztereociliumai sériilnek, kdrosodnak a sejtek
mitokondriumai. Ezen folyamatok végiil a sejtek duzzaddsahdz, funkcidjuk elvesztéséhez és
a sejtek pusztuldsidhoz vezetnek (Saunders és mtsai., 1985; Berridge és mtsai.,, 1994).
Felvetették azt, hogy ezen kérosit6 mechanizmusok hatterében a reaktiv oxigén gyokok
véltozasa (Kopke és mtsai., 2005), a sejtek ionhaztartasdnak felborulasa és kiilonosen a Ca**
szint valtozasa all (Fridberger és mtsai., 1998).

A zajterhelés allatkisérletes vizsgalatainak eredményei ellentmondédsosak. A korabbi
tanulmanyokban alkalmazott kozepes intenzitasu (1 kHz, 81 dB SPL, 24 napig) zajkezelés a
tengerimalacokban nem okozott kirosoddst a Corti szervben és nem vezetett a kiilsd
szOrsejtek pusztuldsdhoz az alkalmazott morfoldgiai és funkciondlis/audioldgiai vizsgdlatok
alapjan (Canlon és mtsai., 1995). Ezzel ellentétesek Skellett és mtsai. Megfigyelései (1996),
akik mdr alacsony intenzitdsd zaj hatdsdra (65 dB SPL, 10-11 napig) is leirtak valtozést a
belsd fiil miikodésében (Skellet és mtsai., 1996).

Kisérleteink soran tartds, kozepes intenzitdsi zajkezelés hatisat (80 dB SPL, 14
napig) vizsgéltuk a kiils6 szorsejt Ca”* homeosztdzisanak valtozdsdra. A zajterhelés hatdsara

a kiils6 szorsejtek nyugalmi intracelluldris Ca® szintje megemelkedett. Ez a megfigyelésiink
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megegyezett Fridberger és mtsai altal kozoltekkel, bar 6k az elvaltozdst nagy intenzitdsd (130
dB SPL) zaj esetén észlelték (Fridberger és mtsai., 1998).

A korabbi morfolégiai és funkciondlis megfigyelések arra utalnak, hogy a cochlea
bazalis kanyarulatan elhelyezkedd sejtek érzékenyebbek zajterhelésre (Nordmann és mtsai.,
2000; Ou és mtsai., 2000). A zajjal kezelt allatok kiils6 szérsetjeinek nyugalmi Ca** szintje a
cochledban elfoglalt helytdl fiiggden eltéré mértékben novekedett, a bazdlis csavarulaton
elhelyezkedd sejtekben nagyobb (219 nM) volt a nyugalmi Ca®™ szint, mint az apikalis
csavarulat sejtjeiben (181 nM). Ez a magasabb nyugalmi Ca® szint okozhatja a cochlea
bazalis 20%-éban jelentdsebb mértékben megfigyelhetd KSZ morfoldgiai valtozdst és
szovetpusztuldst (Ou és mtsai., 2000).

A zajterhelés képes megvaltoztani a KSZ-ek kiilonbdzd neurotranszmitterekre adott
vélaszat is. Chen és mtsai (1995b) patch-clamp kisérleteik soran mértek ilyen valtozast ATP
sejtekhez addsakor. Kisérleteinkben 180 pM ATP hatdsdra (30 s) a zajkezelt allatok Ca**
tranziensei jelentdsen megvaltoztak a kontrollhoz képest. A zajkezelt allatokban kisebb és
hosszabb latencidji volt az ATP hatdséra kialakul$ intracelluldris Ca®* szint novekedés (2.
tdblazat). Ezen mérések sordn szintén taldltunk eltérést a cochlea bazilis és apikalis
csavarulatdrdl szarmazé sejtek kozott. Az apikdlis csavarulathoz tartozd sejtekben a Ca®*
szint 60 nM-al, mig a bazdlis sejtekben 44 nM-al emelkedett 180 uM ATP alkalmazdsat
kovetden. A kontroll csoportban a vdlasz mértéke 266 nM volt, mely eltérés szignifikdnsnak
adddott.

A folyamatos KSZ stimuldcid, és az ennek kovetkeztében kialakulé magasabb
nyugalmi intracelluldris Ca®™ szint a sejtfelszini purinerg receptorok expresszidjat
feltételezésiink szerint csokkenti, és ez d4llhat a kisérleteink sordn megfigyelt kisebb

amplitiddju és hoszabb latencidval kialkulé ATP-re adott Ca®* vilasz hatterében.
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Purinerg receptor altipusok ellen termeltetett poliklondlis antitesteket haszndlva csokkent
intenzitast talaltunk Pyxi, Paxs, Paxa, Pax7 €s Payi, Paya altipusok esetén. A Py, altipus
intenzitasa nem valtozott a kontroll csoporthoz képest (10. dbra). Technikai nehézségek miatt
nem tudtunk kimutatni eltérést az apikalis és a bazilis sejtek kozott ebben a tekintetben.

Megfigyeléseinkkel ellentétben Wang és mtsai (2003) a P,x, receptor altipus fokozott
expresszidjat frtdk le nagy intenzitdsu zaj (90-120 dB, 6 ordig) alkalmazdsa esetén.
Kiséréleteikben valdszinlileg a rovid ideig tartd ingerlés miatt nem érvényesiilt a
megemelkedett nyugalmi Ca®* szint membrdn receptorokra kifejtett hosszitavi csokkentd
hatésa.

A nyugalmi Ca®* szint emelkedése a KSZ membrdn sejtfal merevségének csokkenését
feltételezi (Dallos és mtsai., 1997; Frolenkov és mtsai., 2003; Batta és mtsai., 2004). A
csokkent sejtfal merevség sériillékenyebbé teszi a KSZ-et a mechanikai hatdsokra. A
nemrégiben leirt reguldcios falmerevségi valasz nemcsak kompenzalni képes az emelkedett
Ca®* szint hatdsdra csokkené sejtfal merevséget, hanem a nyugalmi szint felé képes ndvelni
azt (Batta és mtsai., 2004). Ezzel a reguliciés mechanizmussal magyardazhaté a
kisérleteinkben mért nagyobb KSZ sejtfal merevség (3. tdblazat). A folyamat Iényege a KSZ
sejtmembrdn alatti citoszkeletdlis haldzat Ca2+—fﬁgg6 stretch indukdlta szabdlyozdsa, mely a
sejtfal merevséget noveli (Batta és mtsai., 2004). Tartds, intenziv zajterhelés nagyobb
amplitidéval rezegteti meg a bazildris membrant. Ezen folyamatos mechanikai hatis
kivédésére szolgdl a megnovekedett sejtfalmerevség. A megnodvekedett sejtfalmerevség
madsik lehetséges magyardzata a sejtmembrian és a szubkortikdlis citoszkeletdlis hal6zat
metabolikus hatdsokra kialakulé valtozasa (Sziklai és Dallos, 1997; Szonyi €s mitsai.,1999;
Sziklai és mtsai., 2001; He és mtsai 2003; Batta és mtsai., 2003, 2004).

A reguldciés merevség szabdlyozdsban a kivalté tényezdt az intracelluldris nyugalmi

Ca®* szint novekedése jelenti. A nyugalmi Ca®* szint tartés emelkedése kovetekeztében a
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kialakul6 Ca®* szigndlok kisebb amplitiddjiak. Ezen mechanizmus kdvetkeztében lehetséges
az, hogy nem taldltunk eltérést a sejtfal merevségben az apikalis és a bazilis sejtek kozott.
Osszefoglaldsképp a zajterhelés hatdsdra kialakul6 véltozds az intracelluldris nyugalmi
Ca® homeosztizisban és az ennek kovetkeztében kialakulé Ca®* fiiggd reguldcids
mechanizmusban a sejtfal merevség megvaltozasahoz vezet. A KSZ mikromechanikai
tulajdonsdgainak megvaltozdsa hatdsara csokken a cochlea er6sité mechanizmusdnak

hatékonysaga.

5.3. A K" aramok vizsgalata a tengerimalacok belsé fiilének Deiters sejtjeiben

A Deiters sejtek szerepe a cochledris mikromechanikdban és a belsd fiil elektrolit
homeosztdzisdban még nem tisztdzott. Célunk a kifelé irdnyuld fesziiltségfiiggd K™ dram
karakterizalasa, valamint a sejtek morfolégidja és aramkarakterisztikdja kozotti esetleges
kapcsolat vizsgdlata. Nenov és mtsai feltételezése szerint a Deiters sejteken mért K™ dram két
komponensii (Nenov és mtsai.,1998).

A sejt 10 masodpercig tarté depolarizaciéja soran kialakul6 kifelé iranyulé aram
inaktivacija két fazisi volt. Ez a két fazisu inaktivacié két fesziiltségfiiggd, eltérd
inaktivédcios kinetikdval rendelkezd K' csatorna meglétét feltételezi. A masik lehetéség
szerint egy csatorna felelés az dram kialakuldsdért, ennek tobb dllapotd inaktivéacidja
bifazisos inaktivaciés kinetikdt hoz létre, mely szdmos fesziiltségfiiggd K* csatorndra
jellemz6 (Somodi, 2004). Az elektrofiziol6giai eredmények  két kiilonbdzd csatorna
meglétére utalnak az aldbbiak szerint:

- Ot sejt inaktivéciés kinetikdja monofazist volt, az inaktivaciés idoallandé megegyezett a
tobbi sejten mért bifdzisi inaktivicié lassi komponensének inaktivéacids idédllanddjaval
(12.b dbra). A gyors aramkomponens hidnya egy K" csatorna jelenlétét bizonyitja ezen

sejteken.
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- ChTx és TEA eltéré mértékben blokkolta a gyors és a lassti komponenst. 10 nM ChTx
sejtekhez addsakor a blokkolt aramban foként a gyorsan inaktival6dé komponens volt jelen,
mig 1 mM TEA esetén a blokkolt dram foként a lassan inaktival6dé komponenst tartalmazta
(13. abra).

- A gyorsan inaktivalédé aramkomponens nagy depolarizacidkndl valt jelentdssé, ami arra
utalt, hogy az dram kialakuldsaért felelos két csatorna populdcio fesziiltség fiiggd kapuzasat
jellemzd paraméterek kiilonbozdek lehetnek (11. dbra).

-A G-V fiiggvények két Boltzmann fiiggvénnyel torténd, kényszerfeltételeket is figyelembe
vevO illesztése sordn a két komponensre eltérd Vi, értéket kaptunk. A V,, értéke a
gyorsabban aktivdlédé komponensnek a pozitivabb potencidlok felé tolédott el ~14 mV-al
(12.d 4bra). Hasonl6é eltolédéast lehetett megfigyelni a Vi, értékben amikor az egyes
dramkomponensek (A; és A;) amplitidéibdl meghatdrozott steady-state aktivacid
fesziiltségfiiggését elemeztilk. Az dramkomponensek amplitidéit a két fazisu inaktivaciot
mutaté dramgorbe leszdllé szaranak két exponencidlis tagot tartalmazo fiiggvénnyel torténd
illesztésébdl nyertiik. Ezeken til a steady-state inaktivacio fesziiltség fiiggése is kiilonbozo
volt a két aramkomponens esetén (12.e,f dbra), a gyorsan inaktivalédé dramkomponens Vi, ;
értéke 5 mV-al a pozitivabb potencidlok felé tolddott el.

A tanulmanyunkban taldlt Vi, és Vi, értékek kiillonboznek a Nenov és mtsai altal
leirtaktdl (Nenov és mtsai., 1998). Az értékek kiilonbozdsége szarmazhat abbdl a ténybdl,
hogy a jelen tanulmédnyban minden egyes Deiters sejt esetén kiilon-kiilon figyelembe vettiik a
két K dramkomponens expresszidjanak relativ ardnyat. Az dtlag Vi, értékeket a két
aramkomponens relativ ardnya alapjan szamoltuk ki, melyeket kifejezett depolarizacidkor
mért dram inaktivacios kinetikdjanak analizise sordn nyertiink.

Az elektrofizioldgiai és a farmakoldgiai eredmények nem tették lehetdvé a K+ dramot

1étrehoz6 csatorndk pontos molekuldris karakterizdldsat. Nimodipin és 4-aminopiridin hatdsa
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alapjan Nenov és mtsai (1998) azt feltételezték, hogy az egyik kifelé¢ kapuzé fesziiltségfiiggd
K" csatorna valésziniileg Kv1.5 tipusd. A mi farmakoldgiai eredményeink ezt nem igazoljak
(13. abra). A Kvl.5 tipusi csatorna tipusra jellemz0 dram lassu inaktivacids kinetikdval
rendelkezik és TEA-ra és ChTx-re is érzékeny. A ChTx szenzitivitas, a TEA esetén szamolt
Kd érték (6.7 mM) valamint az inaktivaciés kinetika alapjan (t~160 ms) a gyorsan
inaktivdl6d6 aramkomponenst 1étrehozé csatorna tartozhat a Kv 1.3 tipusba (Somodi és
mtsai., 2004; Grissmer és mtsai.,1994). Mas ChTx szenzitiv csatornat ki lehetett zarni a
lehetdségek koziil, mert vagy mds a TEA érzékenysége (Kv1.2) és/vagy mds kapuzdsi
mehanizmusa van (BK csatorna). Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a paraméterek, melyek
meghatdrozzak a gyors komponens fesziiltség fliggd kapuzasat a Kv1l.3-ra jellemzd irodalmi
adatokhoz képest a pozitivabb potencidlok felé tolodott el (Varga és mtsai., 2001).  alegység
expresszidja a sejten hatdssal lehet a Vi, és Vi értékre a Kvl1.3 csatorna tipusnal (Vicente
és mtsai., 2005), mely magyardzhatja a kapott eltéréseket. A lassan inaktivald
dramkomponensért felelds csatorna molekuldris azonositisa még a tovabbi kisérletek
feladata.

A vizsgalt Deiters sejtek nem képeztek homogén populaciét. A sejtek egyik csoportja
kiilondlld volt, a mésik csoport kiilsé szdrsejthez kapcsolddott. A két csoporthoz tartozd
sejtek dram amplitddoi kozott kiillonbséget taldltunk. A kapott eredményeknek két lehetséges
magyardzata van. Az els6 magyarazat szerint a kapcsolt sejtek esetén mind a két sejt (Deiters
sejt és kiilsO szdrsejt) dramat egyiitt mértilk. Ez a lehetdség az alapjan zarhaté ki, hogy a
kisérletesen meghatdrozott sejt kapacitds azonos volt a kiilondllé és a kapcsolt sejtekre. A
KSZ-hez kapcsolt sejteken tehdt vagy nagyobb K" csatorna stiriiség, vagy az egyedi
csatorndk vezetOképességének novekedése okozza a nagyobb dramamplitidét. A Deiters

sejtek a KSZ-el szoros kapcsolatban dllnak a belsd fiilben, a sejtek kozott intercellularis
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jelatvitel révén (pl glutamat) (Kataoka és mtsai., 1996 ) novekedhet a K™ konduktancia. Ez a
feltevés tovabbi kisérletes igazolast igényel.

Korébbi tanulmanyok szerint a Deiters sejtek morfoldgidja és a sejt alakja fiigg a
sejtekhez kapcsolt KSZ méretétol és ezen keresztiill a Corti szervben elfoglalt helyétdl
(Laffon és mtsai., 1996; Nakazawa és mtsai., 1995; Spicer €s mtsai., 1994). A Deiters sejtek
mérete apiko-bazdlisan és a sorok kozott is eltér egymastdl (Slepecky és mtsai., 1996). A
tanulmdnyunkban a sejteket két csoportra osztottuk: vastag sejttestli Deiters sejtek, melyek
rovid KSZ-hez kapcsolddnak és vékony tipusu sejtek, melyek hosszi KSZ-hez kapcsolddnak.
Az dram mérési adatok alapjan a vékony és a vastag tipusu sejtek felszinén ugyanazok a K*
csatorndk taldlhatok. A két csoport kozott nem volt kiilonbség a mért két fazisi dramgorbe
inaktivaciés iddalland6i kozott (14. &dbra), ugyanakkor a vékony sejteken nagyobb
dramamplitidét mértiink, mely a gyorsan inaktival6dé aramkomponens nagyobb abszolit
expresszidjanak kovetkezménye. Ennek megfelelden az dramkomponensek ardnya eltérd volt
a két morfologiai csoport kozott, ennek funciondlis jelentdségét azonban még nem ismerjiik.

Mais tanulméanyokban is taldltak eltéréseket a kiilonb6z6 helyzetii Deiters sejtek
fehérje expresszidja kozott. Nakazawa és mtsai (1995) az ugréegér cochlea bazilis
kanyarulatarél nyert Deiters sejtekben nem tudtak kimutatni aktint é€s vimentint. Masok a
glutamat/aszpartat transzporter vizsgdlata sordn a tengerimalac apikdlis csavarulatain
elhelyezkedd sejtekben nagyobb expresszidt taldltak, mint a bazdlis sejtekben (Furness és
mtsai., 2002). Mads szerkezetbeli kiilonbségekben, mint példul a mikrotubulusok és
mitokondriumok szdmdban is taldltak eltéréseket (Spicer és mtsai., 1994). Kordbban szdmos
tanulmanyban felvetették a Deiters sejtek szerepét a cochlearis mikromechanikdban. A sejtek
afferens innervicioval rendelkeznek (Burgess és mtsai., 1997; Fechner és mtsai., 2001),
fesziiltségfiiggd K™ dram mérhetd a membranjukon (Nenov és mtsai., 1998), és aktiv mozgas

figyelhetd meg a sejtek nytlvanyan (Bobbin és mtsai., 2001).
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15. 4bra A K" recirkuldcié mechanizmusa
Az 4bran szerpldé roviditések a kovetkezdk: Kcc4: KF-CI™ kotranszporter, KCNQ4: gap
juntion csatorndk.. Az egyéb részleteket illetden lasd a szoveget.

Az esetleges kapcsolat a sejteken mért K™ dram és a cochlearis mikromechanika
kozott még tovabbi kisérleteket igényel. A tanulmanyunkban vizsgalt fesziiltség kapuzott K*
csatorndk szerepe foként a depolarizdlé hatasok, példaul P,x csatorna aktivacidja (Bobbin és
mtsai., 2001) sordn kialakul6 membranpotencidl véltozds helyredllitisiban van. A
tdmasztosejtek és ezek koziil a Deiters sejtek egyik legfontosabb szerepe a belsd fiil K*
recirkulacié szabdlyozasdban van (15. dbra). Mechanikai stimuldcié (hang) hatdsara a KSZ-
b6l K" aramlik ki, mely ion a K*-CI" kotranszporter KCC4 segitségével bekeriil a Deiters
sejtbe (Bohnke és mtsai., 1998). Ezen csatorndkat k6dolé GIB2 gén 35 delG pontmuticidja
idegi tipusu halldscsokkenést okoz (Téth és mtsai., 2003). A gap juntion csatorndk fesziiltség-
fiiggd kapuzasa Deiters és m4s tdmaszt6 sejtekben asszimmetrikus K* fluxusokat hozhat 1étre

(Zhao és mtsai., 2000). Ezen membranpotencial fiiggd mehanizmust a tanulmanyunkban
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vizsgdlt kiilonbozé morfoldgidju Deiters sejteken mért kiilonbozé K* konduktancidk eltérd

mértékben befolyasolhatjak.
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6. Osszefoglalas

A belso fiil hagyomédnyosan ismert neurotranszmitterei mellett komoly szerepe lehet a
purinerg jeltvitelnek is a cochledris adaptdcié Ca**-fiiggé folyamataiban. A disszerticiéban
osszefoglalt kisérletek egy része a kiilsd szdrsejtek purinerg receptorainak expresszidja €s a
receptor stimuldciét kovetd Ca® jel kozotti Osszefiiggést, valamint ezen tényezok zajterhelés
hatdsara torténd valtozasat vizsgalta. ATP hatdsara a kiilso szorsejtek egy részében gyors és
ismételheté mig mds sejteken lassu és deszenzitzal6do [Ca®™]; emelkedést mértiink. Az ATP-
emelkedés UTP sejtekhez adasakor.

emelkedés tobb P, receptor altipus

re reagdlé sejtek egy részében nem alakult ki [Ca™];

Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy a létrejott [Ca™];
mikddésének a kovetkezménye. Immuncitokémiai mddszerrel intenziv jelolédést taldltunk a
Pax1, Paxa, Poxa, Payi, Pava, Paya altipusok, mig kisfokd jelolést a Pox7 altipus esetén. A Poxj,
Paxa, Payi, altipusoknak sejtfelszini megoszldsa homogén volt, mig a Pyx», és a P,y, receptor
altipusok foként a sejtek apikalis teriiletein, a Pyx; és Pyy4 altipusok pedig a sejtek bazilis
teriiletein voltak kimutathatdk. Tartés zajterhelés hatdsdra a kiils6 szOrsejtjeinek nyugalmi
[Ca2+]i—ja mind a bazdlis mind pedig az apikélis csavarulat sejtjeiben a kontrollhoz képest
emelkedett, a nyugalmi [Ca®*]; emelkedése kifejezettebb volt a bazalis csavarulat
zajterhelésre érzékenyebb sejtjeiben. A zajkezelt allatokbdl izolalt kiilsé szorsejtekben kisebb
€s hosszabb latencidju volt az ATP hatdsara kialakul6 [Ca2+]i novekedés, a Ca’" tranziensek
amplitidé csokkenése a bazilis csavarulatbol izolalt sejtjeiben volt jelentdsebb. A zajkezelés
csokkentette a Pyxi, Paxo, Paxa, Pax7 €s Payy, Paya purinerg receptor altipusok expresszidjat,
mig a Py, altipus expresszids szintje nem véltozott a kontroll csoporthoz képest. A purinerg
jelatvitel médosuldsa szerepet jatszhat a zajterhelés hatdsdra kialakuld kiils6 szorsejt funkcid
karosoddsban mely idegi tipusu halldscsokkenéshez vezet.

A Deiters sejtek anatémiai elhelyezkedésiikbol ad6déan mikromechanikai egységet
alkotnak a kiilsé szorsejtekkel. A Deiters sejtek membranpotencidl-fiiggd folyamatai a
sejtek K" csatorndinak biofizikai és farmakoldgiai jellemzésével, valamint a K* csatorndk
Deiters sejt morfoldgia-fiiggd expresszidjaval kapcsolatos eredményeket mutatja be. Teljes-
sejt aramok kétfazisu inaktivacids kinetikdja valamint az egyensulyi aktivacio €s inaktivacid
fesziiltség-fuiggésének analizise alapjan megallapitottuk, hogy két kiilonb6zé K* csatorna
populacié fejezédik ki a Deiters sejtek citoplazma membranjaban, amit a csatorndk
kiilonbozd gatldszer érzékenysége alapjan is igazoltunk. Farmakolodgiai és elekrtofizioldgiai
vizsgalatok alapjan a gyorsan inaktivalod6é aramkomponenst létrehozé csatorna feltehetdleg a
Kv 1.3 tipusba tartozik. A teljes sejt d&ramok kinetikai analizise alapjan megéllapitottuk hogy
a vékony és a vastag tipusi Deiters sejtek felszinén ugyanazok a K™ csatorndk eltérd
aranyban taldlhatok, vékony tipusi sejteken a gyorsan inaktivalodé dramkomponens
jelent6ssé valik, ami a teljes sejt dramamplitidok novekedéséhez is vezet. A kiillonbozo
elhelyezkedésti €s morfoldgidju Deiters sejtek K* csatorna expresszidés mintdzata kiilonb6zo
mértékben befolydsolhatja a belsd fiil mikromechanikai tulajdonsédgait, valamint e sejtek
részvételét a K* recirkuldciéban.
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Summary

Besides conventional neurotransmitters purinergic signal transduction may play a
significant role in the Ca**-dependent cochlear adaptation processes. The first part of the
dissertation examines the expression of purinergic receptors in outer hair cells (OHCs) of
guinea pig and the relationship between receptor expression and the characteristics of the
Ca* signal along with the characterization of changes in the above mentioned parameters
upon noise exposure. We found that extracellular ATP triggers a fast and non-desensitizing
rise in the cytosolic free Ca>* concentration ([Ca®*];) in some cells whereas other cells display
slow and desensitizing [Ca**]; response to ATP exposure. Some cells responding to ATP did
not show a characteristic rise in [Ca®*]; upon exposure to UTP. Based on these data we
hypothesized that the rise in the [Ca®™]; is mediated by the activation of multiple P, receptor
types. Immunocytochemical staining of OHCs showed marked signal upon labeling with
fluorescence-conjugated antibodies against Pox;, Paxa, Paxa, Payi, Paya, Pays receptors whereas
only a weak signal was detected with the antibody directed to the P,x; receptor. The
distribution of the receptor subtypes along the outer hair cell was also different. Whereas the
distribution of P,x; P>x4 and P,y receptors was homogenous, the P,x7; and P,y4 receptors
could only be observed weakly at the basal pole whereas the P.x» and Pay; localized mostly at
the apical part of the OHCs, close to the cuticular plate. Moderate chronic noise exposure of
the animals (80 dB, 14 days) resulted in elevated resting [Ca2+]i in OHCs isolated from both
the basal and the apical turns of the cochlea. The rise in the resting [Ca®]; was more
prominent in OHCs isolated from the basal turns where OHCs are more susceptible to noise-
induced damage. The ATP-induced [Ca®™]; transients had smaller amplitude and longer
duration in OHCs isolated form noise-exposed animals with a more prominent decrease in the
amplitude of the [Ca™]; transients in OHCs isolated from the basal turns. Noise exposure also
decreased the expression of Pyx1, Paxo, Paxa, Pox7 és Payy, Pay4 purinoceptor subtypes whereas
that of the Py, subtype did not change as compared to the control. The alterations in the
purinergic signal transduction pathways described in this study may contribute to the noise
exposure-induced changes in the function of outer hair cells which leads to sensoryneural
hearing loss.

Due to their anatomical location Deiters cells and OHCs constitute a micromechanical
unit of the inner ear. Membrane-potential driven processes of Deiters are determined by the
activity of K" channels located in the cytoplasm membrane. The second part of the
dissertation addresses the biophysical and pharmacological characterization of the voltage-
gated K* channels of Deiters cells along with the cell-shape dependent expression of the K*
channels. Based on the biphasic inactivation kinetics and the analysis of the voltage-
dependence of steady-state activation and inactivation of the whole cell currents we
concluded that two different K* channels types are expressed in Deiters cells. This conclusion
was justified by pharmacological separation of the currents using TEA and charybdotoxin.
Based on the pharmacological and biophysical properties, Kv1.3 channels may be responsible
for the more rapidly inactivating current component. The kinetic analysis of whole-cell
currents showed that morphologically different Deiters cells (corpulent and lanky cells)
express the same K" channel types although cells having lanky cell body express more
channels with faster inactivation kinetics, which also leads to larger overall peak currents in
these cells. The difference in the K* channel expression of Deiters cells of different cochlear
locations and morphology might allow differential regulation of the micromechanical
properties of the inner ear as well as the contribution of these cells to K* recirculation.
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