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OssZEFOGLALAS: Az emldsok a kiilss sz6rsejtek (KSZ) ak-
tiv miikodése kovetkeztében képesek a hangok minél szé-
lesebb spektruménak percepcidjara. A KSZ-ek f8ként ef-
ferens beidegzéssel rendelkeznek, melyek neurotranszmit-
terei a GABA és az acetilkolin. Mindkét neurotranszmit-
ter egyardnt a sejtek Ca’™ homeosztazisanak megvalcozta-
tasa révén fejti ki hatdsat. A kiilsd sz8rsejeek intracellula-
ris Ca’™ szintjét kotranszmitterként az ATP is befolyasol-
ni képes.

Kisérleteinkben megméreiik az izolalt kiils§ sz8rsejrek
nyugalmi kalcium koncentraciéjat, 180 uM ATP sejtek-
hez adésakor létrejovs intracellularis Ca?™ szint emelke-
dést, immunhisztokémiai médszerrel kimurtattuk a sejrek
membrénjdban elhelyezkedd purinerg receptorok hét alti-
pusét. Intenziv jelélédést taldltunk a Pyvis Paxas Poxar Poyps
Pyyvp Poy,y altipusok, mig kisfokd jelolgdést a P,y altipus
esetén. Az ATP-re adott valaszokban két kiilonbz6 tipu-
st vélaszt tudtunk elkiiloniteni, melyek kozil az egyik
gyors és ismételhets volt, mig a masik lassabban alakult ki,
és ATP ismételt addsakor nem lehetett kivéltani.

Az intracelluldris Ca?* homeosztazist befolyésolé neuro-
transzmitterek (GABA, acetilkolin) mellett kotranszmit-
terként jelentSs szerepet jatszhat az ATE mely ezen me-
chanizmus révén jarulhat hozza a cochleéris er&sits me-
chanizmushoz.

KuLcsszavak: kiilss sz8rsejt, kalcium, cochlea, ATP

SUMMARY: Mammals are capable of perceiving all fre-
quencies due to an active mechanism in the outer hair
cells (OHCs). The main efferent neurotransmitters at the
OHGs are acetylcholine (ACh) and GABA. ACh can
change the electromortile activity of OHCs via an increase
in the intracellular calcium concentration ([Ca?*]i). Sim-
ilarly, ATP as a co-transmitter can increase the intracel-
lular calcium level.

Here we report the expression pattern of several puri-
noreceptor subtypes on outer hair cells together with the
effects of purinergic agonists on the [Ca2*]i of these cells.
We found intensive labeling with P,y , P,y,, Povss Popis
P,y; and Py, but only weak labeling was detected with
P,y; Two kinetically distinct responses to ATP could be
characterized, a fast and repeatable and a slow which was
not.

Beside the two main efferent neurotransmitters (ACh and
GABA), which can change the intracellular calcium
homeostasis of the outer hair cells, ATP can play an im-
portant role as a co-transmitter in the inner ear. Via this
mechanism ATP may contribute to the amplifier mecha-
nism of the cochlea.

KEYWORDS: outer hair cell, calcium, cochlea, ATP

Bevezetés

A Corti szerv fontos sejtes elemei a sz6rsejtek, me-
lyek funkcidjuk alapjan két tipusba sorolhatsk. A
bels§ sz8rsejtek (BSZ) a hallas tulajdonképpeni re-
ceptor sejtjei, egy sorban helyezkednek el a cochlea-
ban, szimuk mintegy 3000. A kiilss szérsejtek (KSZ)
a hangrezgések erGsitése révén kiemelkeds fontossé-
glak a hallds percepci6jaban, szamuk mintegy
22 000. A bazilis csavarulatok teriiletén négy, az api-
kalis csavarulatokban harom sorban helyezkednek el.
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Emberben a kiils§ sz6rsejtek mérete mind apikobaz-
lisan, mind a sejtsorok kozote kilonbo:zs.

A cochlea efferens beidegzésében jelentds szere-
pet jatszé neurotranszmitterek, a GABA és az acetil-
kolin egyarédnt a sejtek Ca’* homeosztazisinak meg-
véltoztatdsa révén fejtik ki hatasukat. A GABA és az
acetilkolin egyarént Ca’~ bedramlast eredményeznek
a sejtmembranon (8), mely egyrészt Ca?* fiiggs K+
csatorndk megnyildsdt eredményezi, igy hiperpolari-
zélja a sejtmembrant (6, 1), masrészt a szubszinapti-
kus ciszterndlis rendszerbsl Ca?* indukale Ca?* fel-
szabaduldst (CICR) eredményez (19). Ujabb kutata-
sok szerint a kiils6 szSrsejtek intracelluldris Ca?*
szintjét kotranszmitterként az ATP is befolydsolni
képes (16). A jeldtvitelben szerepet jatsz6 szimos pu-
rinerg receptor volt detektdlhatd a belss fil sejtes
elemein, gy a kiils§ sz8rsejteken és Deiters sejteken

is (14).
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A purinerg receptorok két nagy csoportja a P -pu-
rinerg receptorok vagy adenozin-receptorok (altipu-
sok: A AL, AZB, Ag; 1), illetve a P,-purinerg re-
ceptorok, melyek kiilénféle purin és pirimidin nukle-
otidokkal (ATPE, ADB UTP stb.) aktivalhaték. A P,
receptoroknak két csoportjat kiilonboztetjiik meg: az
ionotrop P,y és a metabotrop P, receptorokat (3).

Az ionotrop P, receptoroknak hét tipusat ismer-
jik (15). Az eml6sokben eddig nyolcféle P, recep-
tort klénoztak (P P P,.,, P P P
Pyvis Payigs 3)-

YD T 2Y2 Y4 T 2ve T2YIl T2yl

Eszkozok és moédszerek

Kiilsg szbrsejt izoldlds

Kisérleteinket pigmentilt tengerimalacokon
(150-300 g) végeztiik. Nembutallal térténd tdlalta-
tés utdn a tengerimalacokat dekapitaltuk. A tempo-
ralis csontot — mely tartalmazta a bulldt — eltavoli-
tottuk. A bulldt csontesipgvel felnyitottuk, a cochlea
koriili csontrészeket eltavolitottuk. A cochleat Hank
extracellularis oldatba helyeztiikk. A Hank-oldat tar-
talma mM-ban: 142 NaCl, 4 KCl, 2 CaCl, és 1
MgCl, (Sigma, St. Louis, Mo). Az oldat pH-jat 7,4-
re, mig ozmolaritasit 320 mOsm-ra 4llitottuk be. A
Corti szerv preparaldsit és a sejtek emésztését ezen
oldatban végeztiik el. A preparilds utén a sejteket
[V-es tipusi collagendz oldatban emésztettitk (5
perc, I mg/ml; Sigma). Azon kiils§ sz8rsejteket hasz-
néltuk kisérleteink sordn, melyek megfeleltek Zajic és
Schacht (22) 4ltal felallitott kritériumoknak. Ezek az
L: cilindrikus sejtalak, 2: a sejtek ne legyenek meg-
duzzadva, 3: a sejtmag a sejt bazisahoz kizel helyez-
kedjen el, 4: a sejtalkoték ne mutassanak Brown-fé-
le mozgast.

Intracelluldris Ca’* koncentrdcié mérés

Az intracellularis Ca** koncentrdcié méréshez
Ca’* szenzitiv fluoreszcens festéket, a fura-2 acetoxi-
metil észterét (Fura-2 AM, Molecular probes, Euge-
ne, OR, USA) haszniltuk. A sejteket 5 uM Fura-
2AM jelenlétében 20 percig inkubaltuk. A festékkel
felesltsdoee sejteket tartalmazé targylemezt egy in-
vertilt mikroszkép (Diaphot, Nikon, Japan) tar-
gyasztaldra helyeztiik. A sejtekbe juttatott festék
megfelels, 340 és 380 nm hullimhosszisagok kozote
viltakoz¢ gerjesztését DeltaScan™ kettés monochro-
mator berendezése (Photon Technology Internatio-
nal, USA) biztositotta. A Fura-2 altal kibocsatott
fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasz(irs
kézbeiktatasaval, egy fotoelektron sokszorozé (PMT)
segitségével, 10 Hz mintavételi gyakorisaggal detek-
taleuk.

Immuncitokémia és immunhisztokémia

A kipreparélt kiilss sz6rsejtek kalcium- és magné-
ziummentes (CMF) PBS-sel torténd lemosdsa utin
Otperces acetonos fixalas kdvetkezetr, majd fos=fac
pufferben (PBS) higitott 0,1%-0s Triton-X-100-zal
permeabilizéltuk a sejtmembrant 10 percen keres:-
tiil. PBS-ben tértént haromszori mosas utan 30 per-
ces blokkolas tortént 1%-0s BSA-val. Ezt kévetden
1%-o0s bovine szérum albumin (BSA) oldatban higi-
tott nydlban termelt elsédleges antitesttel, majd ha-
rom PBS-ben tértént mosast kdvetSen a fluoreszcens
festékkel konjugalt kecskében termelt anti nydl ma-
sodlagos antitesttel inkubaltuk a sejteket. Végiil ha-
romszori PBS-es mosés utdn a magokat 4'-6-diamidi-
no-2-fenilindollal (DAPI), vagy propidium-jodiddal
tettiik ldthatéva. Az elsédleges antitestek a megfele-
16 purino receptorokhoz specifikusan kotsdnek,
majd az ezekhez kapcsolt masodlagos antitestekkel
konjugalt fluoreszcens festék jelezte a sejteken a re-
ceptorok jelenlétét. A megfestett sejtek vizsgalatit
vagy Zeiss LSM 510 META konfokalis LASER pész-
tdzé mikroszképpal, vagy Nikon Eclipse E600 fluo-
reszcens mikroszkdppal végeztitk. Az Gsszehasonli-
tasra szant felvételek minden esetben azonos kame-
rabedllitdsok mellett és expoziciés idGvel késziiltek.
UtderSsités csak a vizsgalatok bizonyos aspektusai-
nak kiemelése céljabdl tortént (példaul a sejtek mor-
folégidjanak jobb lathatésiga érdekében), minden
esetben legfeljebb az egész kép intenzitdsinak és éles-
ségének homogén javitisaval.

Eredmények

A kiils§ sz8rsejtekben mért nyugalmi citoszolikus
Ca’ koncentracié 120+4 nM-nak adédott (dt-
lag=SE, n=35). Mig a nyugalmi Ca’* koncentricié
tekintetében a kiils§ sz8rsejtek homogén csoportot
alkottak, addig 180 uM ATP-vel létrehozott Ca?*
tranziensek alapjdn a kiils§ szGrsejreket két csoporba
sorolhattuk (1. tabldzat). A sejtek egyik csoportjaban
(n=14) az ATP adagolas hatdsaira kialakult intracel-
lularis Ca,, szint-emelkedés 186+36 nM (itlag=
SD), a vilasz kialkuldsdhoz sziikséges idS pedig
59%1,0 s volt (I. dbra, 1. tdbldzat). Ezekben a sej-
tekben miutdn az intracellularis Ca’* szint visszatért
a nyugalmi értékre, az ATP valasz ismételhetd volt.
A sejtek mésik csoportja esetén (n=15) a Ca’* szint-
emelkedés 74+10 nM, mig a vilasz kialkuldsahoz
szitkséges id6 12,3+1,9 s-nak adédott (2. dbra, 1.
tdbldzat). Az ATP hatisira megemelkedett Ca’* szint
nem tért vissza a nyugalmi értékre és az ATP-re adott
vélasz sem volt megismételhetd.

A kapott eredmények alapjan tobb receptor alti-
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1. tabldzat
180 uM ATP hatisara kialakulé Ca** valasz
a kiils§ szérsejtekben

gyors valasz lasst vilasz
n=14 n=15
nyugalmi [Ca*], (nM) | 132,7+12,3 111,5£8,1
amplitdds (nM) 185,5+35,7 74,1+9,6
latencia(s) 59+1 12,3+1,9
ismételhetsség + -

A kiilsS sz8rsejrekben mért nyugalmi citoszolikus Ca®*
koncentracié 120+4 nM-nak adédore (4tlag=SE, n=35).
A sejtek egyik csoportjaban (n=14) az ATP adagolas ha-
tdsdra kialakult intracellularis Ca®* szint emelkedés
186+36 nM (4tlag=SE), a valasz kialkulasihoz sziikséges
id6 pedig 5,9+1,0 s volt. Ezekben a sejtekben miutdn az
intracellularis Ca’* szint visszatért a nyugalmi értékre, az
ATP vilasz ismételhetd volt. A sejtek masik csoportja ese-
én (n=15) a Ca®* szint emelkedés 74+ 10 nM, mig a va-
lasz kialkuldsahoz szitkséges id6 12,3+1,9 s-nak adédortt.
Az ATP hatésara megemelkedett Ca?* szint nem tért visz-
sza a nyugalmi értékre és az ATP-re adott vilasz sem volt
megismételhetd.

pus jelenléte volt feltételezhetd a KSZ-ek sejtmemb-
ranjaban. Ennek igazol4sara 180 uM UTP-t (sz ago-
nista) adtunk a sejtekhez, minek hatasara az atlagos
Ca’ szint-emelkedés 48+11 nM volt (n=5). Az
UTP-re kialakult vélasz nagységa kisebb volt, mint
ATP adésakor, és azon sejtek koziil, melyek reagaltak
ATP adésara 58%-uk nem reagalt UTP adésara (3.
dbra). Suramin, mely P, receptor antagonista, nagy-
mértékben blokkolta az ATP-vel létrehozott Cal*
szint-emelkedést (26+10 nM, n=9) (3.dbra).

A tengerimalacok kiilsg sz6rsejtjeinek purinerg
receptor mintdzata

A receptor altipusok kéziil intenziv festddést ta-
l}altunk a Pyyys Poysyy Pro Poyps Pyyy Py, esetén (4.
dbra). A P,y receptor altipus esetén a fest&dés gyen-
ge volt. A sejtmembranban egyenletes receptor el-
oszlast talaltunk a Pz_xv P,ys Pyy, esetén, mig - é
a P,y f6ként a bazilis psluson, a P,y, ésa P,y, pedig
f6ként az apikélis harmadban, kézel a kutikuléris le-
mezhez fordult leginkabb el§ (4. dbra).

Megbeszélés

A kiilst sz8rsejrek elektromotilitasuk révén fontos
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L. dbra: Extracelluldris ATP dltal kivdltott gyors Ca’*
tranziensek.

(a) 180 uM ATP 30 mdsodpercig torténd alkal-
mazdsdval kivdltott, gyorsan kialakulé Ca?*
tranziens izoldlt kiils§ szérsejten (1=60 um). Az
ATP addsa utdn gyors intracelluldris Ca** szint
emelkedést mértiink, mely révid latencia idg
utdn alakult ki. (b) 180 uM ATP ismételt add-
sa utdn kialakulé Ca** vdlasz. Az intracelluldris
Ca’* szint emelkedés ATP addsa utdn ismételten
kialakult, majd visszatért a nyugalmi szintre, és
14jbdl kivdlthats volt

szerepet jatszanak a cochledris er8sit6 mechanizmus-
ban (5). Sziklai és mtsai (17) megfigyelése alapjan az
ACh, mely a kiils§ sz8rsejt {5 efferens neurotransz-
mittere, a sejt intracellulris Ca’* koncentréciéjanak
novekedését okozza. A megemelkedett intracellul4-
ris Ca’ szint a szubszinaptikus ciszternalis rendszer-
b8l Ca’* indukilt Ca?* felszabadulist hoz létre, mely
a sejtmembrén és a citoszkeletélis halézat proteinjei-
nek foszforilicioja révén befolyésolja a sejtek sejtfal
merevségét (5) és elektromotilitdsat (18). Az ATP a
purinerg receptorokon keresztiil néveli az intracellu-
laris Ca’” szintet, szintén befolyasolhatja a kiilss sz&r-
sejt elektromotilitasat, és ezen keresztiil a cochledris
er8sitd mechanizmust. Az ATP 13,0+2,4 nM kon-
centrécidban talalhat6 az endolymphéban, valamint
10,5%£3,9 nM koncentriaciéban a perilymphaban
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2. dbra: Extracelluldris ATP dltal kivdltott lassii Ca®*
tranziensek.
180 uM ATP addsdval kivdltott, lassan kiala-

2

kulg intracelluldris Ca** szint emelkedés a kiilsé
sz0rsejtben (1=60 um). A sejt Ca** szint emel-
kedése kisebb mértékii volt, nagyobb latencia idé
utdn alakult ki és nem tért vissza a nyugalmi ér-
tékre. ATP ismételt addsa utdn nem lehetett ki-
vdltani a Ca** wdlaszt

(11). A két folyadéktér kozott ebben a tekintetben
nincs szignifikdns kiilénbség. Fontos megemliteni,
hogy a P, receptorok a transzmitter felszabadulés he-
lyén talalhatok, igy lényegesen nagyobb koncentraci-
6t érzékelnek, mint ami a folyadékterekben mérhetd.
Hypoxia hatdsdra megvaltozik ezen folyadékterek
ATP koncentraciéja, valamint az endolympha ATP
koncentréiciéjaban létrejovs valtozas megvaltoztatja
az endocochledris potencialt és cochlearis mikrofon
potencialt (12). A belss fillben ATP tartalma vezi-
kuldkat talaltak a stria vasculdris marginélis sejtjei-
ben és zajterhelésre az ATP endolymphaba térténd
aktiv szekrécidjat figyelték meg (20, 13). Wilkstrom és
mtsai (21) az ACh és az ATP egyiittes hatdsat vizs-
géltdk a KSZ-ek intracellularis Ca** szintjére. Mivel
feltételezhets, hogy az ATP mint neurotraszmitter,
szerepet jatszik a cochledris er8sité mechanizmus-
ban, ezért megvizsgaltuk az ATP adagolasakor kiala-
kulé intracellularis Ca** valaszt, és mivel a vélasz
sejtcsoportonként eltérd volt, feltételeziik, hogy ez a
hatés eltérd receptor-mintazaton keresztiil jon létre.
Ennek bizonyitdsdra megvizsgaltuk a purinerg neu-
rotranszmissziéban szerepet jatszé sejtmembran-re-
ceptorok expressziéjat.

Kordbbi tanulminyok a belss fiilben kimutatott
t6bb P, receptor koziil csak a P,y, és P,y altipusokat
detektaltak a KSZ-ek membranjaban (2, 8). Az em-
litett szerz8k azonban a receptorok eloszlasat a sejt-
membrinban még nem vizsgaltdk meg. Mammano és
mtsai (10) az ATP hatésara kialakulé intracelluléris
Ca’" szint emelkedést el&szor a sejt apikalis teriiletén
észlelték, amit a sejt bazilis teriiletén egy lassabban
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3. dbra: Extracelluldris UTP és ATP dltal kivdltott Ca**
tranziensek és gdtolhatésdaguk.
(a) 180 uM UTP addsa utdn kialakult Ca**
tranziens. A kiilsé szérsejthez (1=60 um) el&szér
60 mdsodpercig 180 uM UTP-t, majd 120 s
utdn 180 uM ATP adtunk. A 180 uM UTP-re
kialakulé intracelluldris Ca** szint emelkedés 20
nM-nak, 180 uM ATP adds hatdsdara 240 nM-
nak adédott. 180 uM ATP addsdra reagdlé sej-
tek 58%-a nem reagalt 180 uM UTP-re.
(b) Suraminnal részlegesen gatolni lehetett az
ATP-re kialakulé Ca’* tranzienst

kialakulé emelkedés kovetett. Ez a megfigyelés tobb
receptor altipus jelenlétét feltételezi a kiils6 sz8rsejt-
ben.

Kisérleteinkben a sejtek purinerg receptor exp-
resszidjanak vizsgalata sordn intenziv jelolgdést talal-
tunk a Pyy;, Poyoy Poves Poyys Poyys Pyy, altipusok, mig
kisfok jelolédést a P, altipus esetén. A sejtfelszini
megoszlasa a P,y,, sz4’ P, altipusoknak homogén
volt. A P,, ésa P,, receptor altipusok f6ként a sej-
tek apikdlis tertiletein, a P,, és P,,, altipusok a sej-
tek bazalis teriiletein voltak kimutathaték (4. dbra).

Az ATP-re kialakult Ca’* valasz vizsgalata sordn
kapott eredményeink alapjan is tobb receptor egyiit-
tes m{ikodése feltételezhets. 180 uM ATP alkalma-
zasakor (30 's) a sejtek egyik csoportjaban egy gyorsan
kialakul6 nagy amplitid6ja Ca** vélasz volt detekral-
hat6 (1. dbra). Ez f6ként a P,y receptor altipusra jel-
lemz8. A P,, receptorok koziil ezen altipus a legin-
kabb érzékeny ATP-re, hisz a fél-hatdsos dozis,
(EC,,) ezen receptorok esetén 1 pM-nak adédott(9).
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4. dbra: A purinerg receptor altipusok expresszidja a kiil-
50 sz0rsejtek felszinén.
Az dbrdn a P, receptor altipusok megjelenése és
eloszldsa ldthaté a sejtmembrdnban. Intenziv je-
l6l6dés volt megfigyelhets Powrr Passs Poxe
P,ys P,y és P,y esetén, mig a jelolodés gyenge
volt a P, . esetén. A receptorok eloszldsa a
membrdn%an nem volt minden tipusndl egyenle-
tes. Homogénnek taldltuk a megoszldst a P,y
P,y és P,y esetén. A P,y, és a P, féként a
sejt apikdlis teriiletén, mig a P,y,ésaP,, a
sejt bazdlis teriiletén expresszdléc[ott

A sejtek egy mésik csoportja esetén a valasz las-
sabban alakult ki és kisebb volt, mindezek mellett a
sejten beliili Ca®* szint nem tére vissza a nyugalmi ér-
tékre (2. dbra). Ez a valasz tipus jellemz& a Poxar Poxa
P)y; receptor altipusokra, amelyeknek EC,, értéke
ATP-re 10-100 uM. A P, receptor aktivécidja so-
ran a sejtek nyugalmi Ca’* szintje nem tér vissza a
nyugalmi értékre és a sejt puszeulasahoz is vezethet.

Ezeken feliil az UTP hatasara kialakulé Ca** vi-
lasz, a pozitiv receptor festési eredményekkel egyiitt
egy metabotrop szignaliziciéra, P, receptor altipus
szerepére utal. Néhany sejt esetén, mely reagélt

ATP-re, nem jote létre Ca’* valasz UTP addsakor (3.

dbra). A sejtek masik csoportja mind UTP-re, mind
ATP-re reagalt. Ebben a tekintetben is killonbséget
lehetett lefrni a KSZ-ek kozote, melyek szerepe még
nem tisztazott.

Az ATE mint kotranszmitter, befolyasolja a kiilsé
sz8rsejtek kalcium homeosztazisat, {gy hatassal lehet
a kiils6 sz8rsejt két efferens neurotranszmitterének
sejtekre kifejtett hatdsara, ezen keresztiil a sejtek
elektromotilitaséra, és a cochlearis erésitd mechaniz-
musra.
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ZUSAMMENFASSUNG: Das Corti'sche Organ im Innenoht
ist das Rezeptororgan des Horens. Seine wichtigsten Sin-
neszellen sind die duBeren Haarzellen, die tiber die Ver-
starkung der Tonwellen an der kochlearen Mikromecha-
nik teilnehmen. Die Innervation der suBeren Haarzellen
ist hauptsichlich efferent, ihre Neurotransmitter sind
GABA und Acethylcholin, die beide in gleicher Weise
thre Wirkung durch die Verinderung der Ca**-Homeo-
stase entfalten (8,19). Der intrazellullare Ca’*-Spiegel
kann durch ATP beeinfluBt werden (16). In unseren Ver-
suchen mit isolierten #uBeren Haarzellen haben wir die
Kalziumkonzentration in Ruhe, nach Gabe von 180 uM
ATP zu den Zellen die ansteigende Ca**-Konzentration,
gemessen und mit immunhistochemischem Verfahren die
in den Zellmambranen befindlichen sieben Untertypen
von purinergen Rezeptoren nachgewiesen. Neben den
Neurotransmittern GABA und Acetylcholin spielt ATP
eine bedeutende Rolle als Kotransmitter, denn durch die-
sen Mechanismus kann es zum kochlearen Verstirkungs-
mechanismus beitragen.

SCHLUSSELWORTER: #uBere Haarzellen, Kalzium, Koch-
lea, ATP
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