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1 Bevezetés

Az emlds cochlea egy kiilonlegesen érzékeny hidromechanikai frekvencia
analizdtor, melynek feladata az id6ben véltozé hangok intenzitdsdnak és frekvencia
tartomanydnak val6s idejli érzékelése és feldolgozadsa akcids potencidl tevékenységgé a
halléidegben. Mind a nagyon alacsony, mind a kifejezetten nagy intenzitdsi hangok
érzékelésére igen széles frekvencia-tartomdnyban alkalmas, tovabba bizonyos
speciesekben (cetek, denevér) képes ~10 psec iddintervallummal egymadst kdvetd
(100 000 Hz-es) hangingereket egymdstél megkiilonboztetni. Osszetett mechanikai
rendszert képez sajatos felépitésének koszonhetden. Passziv mechanikai sajatsagai is
bizonyos mértékig alkalmassa teszik a hangok frekvencia analizisére, a Békésy éltal
leirt halad6hullam révén. A hang altal létrehozott hall6csont-lancolati mozgasok,
attevédve a perilympha folyadékterére, mozgasba hozzdk a cochleaban a membrana
basilaris — Corti-szerv — membrana tectoria egységet (cochlearis hangfelfogé rendszert),
melynek kovetkeztében a basilaris membranon haladéhullimok jonnek létre. Ma mar
tudjuk, hogy a Békésy adltal leirt haladohullim a ,passziv” (élettelen) cochleara
jellemzd, csak nagy inger erdsség valtja ki, frekvencia felbontdsa pedig meglehetdsen
durva. Mindez azonban nem elégséges a cochlearis hangérzékelés tényleges dinamika
tartomdnydnak és frekvencia hangoldsdnak eléréséhez. Az ,aktiv’ cochleaban a
membrana basilaris hullimmozgasa ugyan a haladéhulldmhoz hasonlé megjelenésti, de
mind mennyiségileg, mind mindségileg kiilonbozik attdl: hangoldsa élesebb és
egyértelmilen nonlinedris. A cochlea mindezen tulajdonsdgait egyedi felépitésil,
mechanikailag aktiv sejtjeinek, a kiils6 szOrsejtek miikodésének koszonheti. A kiilsd
szOrsejtek a cochleat egy finoman szabdlyozott, aktiv hangnyomads érzékeld rendszerré

teszik.
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1.1. Az eml6és hallbham és mikromechanikai

tulajdonsagai

A csontos cochlean beliill elhelyezkedd, haromszog keresztmetszetii hartyds
labirintus hdrom iiregrendszerre osztja a csontos csatornit: a csontos €s hdrtyds
labirintus kozott elhelyezkedd scala vestibulira és scala tympanira, valamint a hartyas
labirintuson beliil 1évé ductus cochlearisra. A ductus cochlearist a Reissner-membran
hatdrolja a scala vestibuli felé, lateralis faldt a stria vascularis képezi, mig a scala
tympanitdl a membrana basilaris vélasztja el (1. dbra). Mindharom csatorna folyadékkal
van kitdltve: a ductus cochlearist endolympha, mig a scala vestibulit és tympanit
részben plazma ultrafiltratum, részben liquor cerebrospinalis eredetli perilympha tolti ki

(Sterkers és mtsai., 1988).

Endo-
lympha

1. dbra A cochlea egy csavarulatinak sémas keresztmetszete, a folyadékterekkel. (CSz: Corti-szerv;
DC: ductus cochlearis; LS: lamina spiralis; MB: membrana basilaris; RM: Reissner membran; ST: scala
tympani; StV: stria vascularis; SV: scala vestibuli;

A perilympha meghatdrozé kationja a Na* (Na* ~154 mM; K" ~3 mM), mig az
endolympha elsédleges kationja a K* (K* ~161 mM; Na* ~1 mM; Ca®* ~30 uM). A stria
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vascularis a cochlea lateralis faldn 1évé haromrétegli hdm. Aktiv ion-transzport révén
termeli az endolymphat, ennek eredményeként toltése pozitiv, +80 és +100mV kozotti,
a perilymphdhoz képest. A hartyas labirintust alkot6 membranok koziil a membrana
basilarisnak van Kkitiintetett szerepe a hallds szempontjabdl, mivel ennek a mechanikai
tulajdonsagai  hatdrozzdk meg a rajta 1étrejové passziv  haladéhullamok
karakterisztikdjat. A Reissner membrannal ellentétben, a membrana basilaris ionokkal

szemben permedbilis.

A spirdlis lefutdsi Corti-szerv (a hallovégkésziilék) egy sejt-matrix, mely a
membrana basilaris ductus cochlearis felé eso felszinén fekszik (2. dbra). A Corti-szerv
receptorsejtjei az un. szorsejtek, melyek két tipusat kiilonboztetjiik meg a cochleaban: a
kiils6 és belso szorsejteket. A Corti-alagut kétoldalan, a kiilso pillérsejtek és a Hensen-
sejtek kozotti térben, szinaptikus polusukkal a Deiters-sejtekre tdmaszkodva, ciliaris
polusukkal a membrana tectoriaba illeszkedve, 3-4 sorban helyezkednek el a kiilsd
szOrsejtek. A belso pillérsejtek mellet, a tdmasztosejtekkel koriilvéve, egy sort képeznek
a belsd szorsejtek. Megkozelitden 3500 belsé szOrsejt egységet tartalmaz a cochlea,

bazisatol a csucsdig.

2.abra A Corti-szerv. (1) bels6 szdrsejt; (2) kiils6 szorsejtek; (3) kiils6 és belso pillérsejtek éltal hatarolt
Corti-alagit; (4) membrana basilaris; (5) a szdrsejtek beidegzését ellaté afferens és efferens idegrostok;
(6) membrana tectoria; (7) Deiters sejtek; (8) Hensen sejtek.
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Mivel a membrana basilaris ionok szdmdra szabadon dtjarhatd, ezért maga a Corti-szerv

végso soron a scala tympanit kitoltd perilymphaban mintegy ,,fiirdik”.

A Corti-szerv cytoarchitectirdjat a tdmaszté sejtek sajitos elrendezOdése és
felépitése hatarozza meg. A Deiters-sejteken elhelyezkedd kiilsé szorsejtek lateralis
membranja kdzvetleniil érintkezik a Corti-alagutat kitdltd perilymphdval. A szorsejtek
cuticularis felszine a pillérsejtek tetejével, a Deiters-sejtek és egyéb tamasztosejtek
apikdlis membranjdval az endolymphaticus tér felé zonula occludens-szel zar6 lemezt,
halészerli ricsozatot (lamina reticularis) képez. A sejtmentes, kollagén tartalmu
membrana tectoria €s a lamina reticularis kozti tér pedig szabadon kozlekedik a ductus
cochlearist kitolté endolymphdval. A lamina reticularis és a szOrsejtek apikdlis felszine,

a sztereociliumokkal egyiitt endolymphdaban inkubalédik.

1.1.1. A kulsé szbrsejtek szerkezete

A kiils6 és bels6 szorsejtek kiilonbozo alakdak. Kozos benniik, hogy apikalis
membranjukbdl aktin filamentumokbdl 4116, plasma membrdnnal boritott, bazist6l a
csics felé haladva csokkend szamu és elvékonyodd, egyenes vonalban (bels6
szorsejtek) illetve ,,W”-, ,'V”- ill. ,,U”-alakban (kiilsé szoOrsejtek) csoportot képezd
sejtnydlvanyok, un. sztereociliumok nyudlnak ki. Ezek hossza kiviilrél befelé rovidiil
(3. dbra). A sztereociliumok kozott kereszt-kotések taldlhatok, melyek az egész
csokornak nagyfoki merevséget biztositanak, lehetové téve ezdltal, hogy a leghosszabb
sztereocilium elmozduldsa esetén az egész csokor, mint egy egység, egyiitt mozogjon. A
leghosszabb sztereociliumok a membrana tectoria alsé felszinéhez kapcsolédnak
(Lim, 1986). Szintén van 0sszekottetés az egyazon szdrsejten 1évo sztereociliumok sorai
kozott is. A rovidebb sztereociliumok csucsatol a hosszabbak oldaldhoz rogziilnek ezek
az un. csucsi kotések (,.tip-links”) (Pickles, 1984), melyek végzddése a rovidebb

sztereociliumon a tulajdonképpeni mechano-szenzitiv transzdukcios csatorndk (4. dbra).

Mivel a sztereociliumok morfoldgiailag kapcsolédnak a membrana tectoriahoz,
ezért a membrana tectoria scala tympani irdnyd elmozduldsa hatdsara egyszerre hajlanak

el a kiilsO szdrsejtek sztereociliumai a stria vascularis irdnydba. A sztereocilium-csokor
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Belsé
€—— szérsejtek

sztereociliumai

Kiilsé

«—— szorsejtek
sztereociliumai

3. dbra A Corti-szerv felszinének scanning elektronmikroszképos képe. A belsé és kiilsé szorsejtek
apikalis végét kiillonbozd alakban rendez6dd, kiviilrdl befelé rovidiilé sztereociliumok csoportjai boritjak
(Wright, 1983).

elhajlasa a leghosszabb sztereocilium irdnydba a cstcsi Osszekottetések megfesziilését
okozza, amely kivalt6 ingere a transzdukcids csatorndk megnyildsanak (Hudspeth és
Corey, 1977; Hudspeth, 1989; Kachar és mtsai., 2000). Az elmozduldssal szinkron a
sztereociliumok csdcsdn 1€v6 kation csatorndk megnyilnak és a magas K' tartalmud

endolymphabol K™ dramlik a sejt belsejébe, depolariziciét okozva a sejtmembranon.

A kiilsé szoérsejtek oldalfala kiilonleges, harom hosszanti koncentrikus hengert
képezd rétegbdl all, vastagsdga ~100 nm (5. dbra). Kiils6 rétege a plasma membran,
melynek Osszetétele az oldalfal és az apikalis p6lus teriiletén kiilonbozik. Az oldalfal
plasma membranja tobbek ko6zott modosult anion cserélot (Kalinec és mtsai., 1997),
cukor transzportert (Belyantseva és mtsai., 2000) és a kiilsd szOrsejtek
elektromotilitasanak alapjat képezd fehérjét, un. prestint (Zheng és mtsai., 2000)

tartalmaz.
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| .tip-links”

4. abra A beliillrdl kifelé novekvo hossziisdagban, harom sorban rendezddott sztereociliumok abrajan (A)
és transzmisszids elektronmikroszképos képén (B) a nyilak mutatjdk a rovidebb sztereociliumok cstcsa
és a hosszabb sztereociliumok oldala kozott megléve Osszekottetéseket, a mechano-elektrikus
transzdukcids csatorndkat (,.tip-links”). A sztereociliumok oldalirdnytd keresztkotésekkel is rogziilnek
egymashoz.

plasma membran

Korkoros filamentumok

/ aktin / (~6 nm ) Y 3 Fz:;";rﬂ:"'
Radialis pillérek
(~4-6nm) Keresztkotések

/ spektrin / (~3 nm)

5. dbra A kiils6 szérsejtek oldalfaldnak rajza (A) és elektronmikroszképos képe (B): plasma membrén,
radidlis pillér fehérjék, kortikdlis rdcsozat és ciszterndlis rendszer. A kortikdlis rdcsozat parhuzamos
lefutdsd, ~6 nm atmérdjii aktin szdlakbol és az ezeket keresztkotésekkel egymdshoz rogzitd, ~3 nm

atmérdju spektrin szalakbol felépiilé vaz, mely a kiilso szorsejtek mechanikai stabilitdsat, valamint a sejt
hengeres alakjanak megtartasat biztositja (Forge, 1991; Holley és mtsai., 1992; Lim és Kalinec, 1998).

10
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Az oldalfal belsd rétege a hartyds fald felszin alatti ciszterna, melynek membrénjai
az apikdlis p6lusndl a canalicularis reticulum membranjaiban folytatédnak (Spicer és
mtsai., 1998). A felszin alatti ciszterna szerkezete az endoplasmaticus reticulumhoz
hasonlit. A szdrsejtben 1évé mitochondriumok tobbsége a felszin alatti ciszterna mellett
talalhat6 és folytonossag latszik a mitochondriumok kiils6 membrénja és a felszin alatti

ciszterna membranjai k6zott (Forge és mtsai., 1993).

plasma membran

Radialis pillérek

/ &
Korkoros filamentumok

Keresztkotések "
/ spektrin / ( ~3 nm)) / aktin/ (~6 nm)

oD
OOrnD o

6. dbra A kiils6é szdrsejtek oldalfaldban a felszin alatti racsozat radidlis pillérei kozotti ivben fesziild
plasma membran, a korkoros aktin és keresztben fesziil6 spektrin filamentumok altal alkotott szerkezeti
egység rajza. Ezek a szorsejt oldalfalanak elektronmikroszképos képén finom egyenetlenség, rancoltsdg
formdjaban jelennek meg. Depolarizacié (+) a plasma membran gorbiileti sugardnak csokkenéséhez és
ezaltal a sejt rovidiiléséhez, mig hiperpolarizicié a gorbiileti sugar megnodvekedése révén a sejt
megnyuldsdhoz vezet (Raphael és mtsai., 2000).

A két réteg kozott van az un. kortikdlis ricsozat. Felépitésében két olyan
citoszkeletdlis fehérje (F-aktin és spektrin) szerepel, melyek a cuticularis lemezben is
megtaldlhatok. Az F-aktin és spektrin cuticularis lemezbeli meréleges elrendezddése az
oldalfal teljes hosszdban a kortikdlis rdcsozatban folytatdédik. Az egymdstol ~40 nm-re

1évo korkoros lefutasu F-aktin filamentumok kozott keresztben hosszanti lefutasa

11



1. Bevezetés

spektrin filamentumok fesziilnek. A plasma membrint sugirirdnyd radidlis pillérek
panyva-szertien rogzitik a parhuzamosan futé F-aktin kotegekhez és a szomszédos
felszin alatti ciszterndkhoz. A parhuzamos F-aktin filamentumok altal hatarolt specialis
szerkezetli egységek olyan ,,mikrodoménok” (Holley és mtsai., 1992), melyek
felépitésiiknek koszonhetden képesek egyrészt a membranpotencidl viltozas hatdsara
alakjukat megvaltoztatni, masrészt rugalmas energiit tarolni (6. dbra) (Raphael és

mtsai., 2000).

1.1.2. A KUIs6 szérsejtek mikddése

Az eml6s kiils6é szorsejtek mechanikailag aktiv, ,,szenzo-motoros” sejtek, melyek a
Corti-szerv hangingerre adott vdlaszdnak karakterisztikdjat szabalyozzdk és feleldsek a
kiiszob koriili er6sségli hangok cochlearis erdsitéséért (Dallos., 1992). A halléaskiiszob
koriili hangerdsségnél a halad6 hullam a kiilsé szorsejt révén aktivan erdsitve hozza
létre a belsd szOrsejt receptor dramdnak kivaltdsdhoz sziikséges inger erdsséget. Ez az
un ,,cochlearis er6sitd” mitkodés (Davis, 1983). A jelenség nonlinearis €s jelentoségét a
kiiszob feletti, SO dB erdsségii hangok esetében mar elvesziti (Ruggero és mtsai., 2000).

A kiilso szorsejtek kétféle motoros aktivitdsa ismert ebben a folyamatban, a sejt
hossztengelyének megfelelden: a lassu (masodpercek-percek alatt végbemend) motilis
sejtvdlasz (rovidiilés-elernyedés) (Zenner, 1986) és a gyors vagy elektromotilitds (usec,
ill. msec alatt lejatsz6do) (Brownell és mtsai., 1985; Zenner és mtsai., 1985; Ashmore,
1987).

A bels6 szorsejtek szinte kizarélag afferens, a kiilsé szorsejtek pedig dontéen
efferens beidegzésiiek (Spoendlin, 1970). A belsé szOrsejteket ellatd afferens idegrostok
az 1. tipusd bipoldris ganglion spirale sejtektl szdrmazé myelin hiivellyel boritott
rostok. 20 idegrost eldgazas nélkiil fut a legkozelebbi bels6 szorsejthez, centrilis
axonjuk az ipsilateralis nucleus cochlearisban szinaptizdl. A kiilsd szdrsejtek afferens
beidegzését a Il. tipusti pszeudo-unipoldris ganglion spirale sejtek adjdk, de ellentétben
az 1. tipusi rostokkal, ezek kilépésiik utdn eldgaznak. A cochlea bazisian ~10, mig a
csdcsdn ~50 kiilso szdrsejtet latnak el. Centrdlis axonjuk szintén az ipszilateralis nucleus

cochlearisban végzodik.

12
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A belsé szorsejtek efferenticidja az ipszilateralis oliva superior laterdlis
magcsoportjabdl érkezik és a belsd szdrsejtekhez futd afferens idegrostok dendritjén
végzodik. A kiilsd szorsejtek efferens beidegzése szintén az ipszilateralis oliva
superiorbdl, de annak medidlis magcsoportjabdl szdrmazik és magukon a sejttesteken,
az un. szinaptikus regioban végzodik. A kiils6 szorsejteken végz6do efferens neuronok
neurotransmitter anyaga az ACh és a GABA. Az ACh receptorok dontden a cochlea
bazisan, mig a GABA receptorok féleg a csicséan taldlhatok, a cochlea ellentétes vége
felé haladva mindkét tipusd receptor szdma lecsokken (Spoendlin, 1967; Plinkert és

mtsai., 1993; Raphael és Altschuler, 2003).

A cholinerg neurotranszmisszié befelé irdnyul6 Ca®* -dramldst eredményez, ami
Ca”* -indukdlta Ca** -felszabaduldst hoz létre (Housley és Ashmore, 1991). A Ca** -
szigndl kiilonbozo citoszkeletdlis elemek foszforildcids folyamatait is elinditja (Szényi
és mtsai., 1999; Sziklai, 2004), mely a kiils6 szdrsejtek mechanikai tulajdonsédgait képes
megvaltoztatni (Dallos és mtsai., 1997). GABA esetén is megfigyelhetd az ACh
hatdsdra  kialakul6  hiperpolarizdciéhoz  hasonlé  ddzisfiiggd  reverzibilis
membranpotencidl vdltozds (Gitter és Zenner, 1992). A citoszkeletdlis fehérjék
foszforildcidja megvdltoztatja a sejtfal merevségi allapotit és ezen keresztiil a kiilsd
szOrsejt aktiv energia visszacsatold képességét, vagyis a cochlearis erdsité mitkodést

(Dallos és mtsai., 1997, Dallos és He, 2000; Batta és mtsai., 2003).

A mechanikailag aktiv kiilsé szorsejtek lassu motilitdsa 20-60 méasodperces id6
intervallumban kialakul6 sejtrovidiilés (Zenner, 1986; Dulon és mtsai., 1988, 1990;
Schacht és mtsai.,, 1995). A kiils6 szOrsejtek lassi motilis alakvéltozasanak
eredményeként bekovetkezd rovidiilés kivédlthatd mechanikai (folyadék &ramlds),
kémiai (K") hatdssal, depolarizdciéval, elektromos térerével, ozmotikus hatédssal, vagy
az intracellularis Ca**-szint emelésével (Dulon és mtsai., 1988; Dulon és Schacht, 1992;

Minamino és mtsai., 1997; Batta és mtsai., 2003, Farkas és Sziklai, 2003).

A lassu motilis sejtvdlasz ATP jelenlétét igényld, Ca2+—jel indukélta foszforilacios
ill. defoszforildciés utvonalak aktivdloddsdnak az eredménye, mely a citoszkeletdlis

elemek (beleértve az aktint és a spektrint is) foszforildcidja v. defoszforilacidja dtjan

13
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hozza 1étre a mozgast (Zenner és mtsai., 1985; Slepecky, 1989; Zenner, 1986, 1988;
Dulon és mtsai., 1988; Batta és mtsai, 2003). A lassi motilis sejtvilasz feltételezett
élettani szerepe a cochlea védelmében és a cochlearis adaptaciéban lehet (Zenner, 1986,

Dallos, 1992; Lim és Kalinec, 1998). Pontos molekulédris mechanizmusa nem ismert.

Az elektromotilitds a szinuszoid hanghullim okozta AC receptor dram keltette
sejtmembran fesziiltség valtozasokat valds idoben kovetd sejthossz véltozas (rovidiilés-
megnyulas), mely frekvencia kovetd (7. dbra), és fazisaban is kapcsolt (5000 Hz-ig).
A transzdukciés aram (mechano-elektrikus transzdukcié) a nyugalmi membran
potencidl frekvencia kovetd oszcilldldsa révén gyors elektro-kinetikus sejtalakvaltozast
idéz eld, amely a nyugalmi sejthosszhoz képest nanométeres nagysagrendil rovidiilés és
megnyulds (depolariziciéra aktiv rovidiilés, hiperpolarizaciora aktiv megnytilds jon
1étre) (Hudspeth és Corey, 1977, Weiss, 1982; Brownell és mtsai., 1985; Kachar és
mtsai., 1986; Ashmore, 1987; Ashmore, 1990). Ez a ferekvencia kovetd kiils6 szOrsejt

hosszvaltozas az elektromotilitas.

A kiilsé szorsejtek hang hatdsdra 1étrejové membrana basilaris kitérések 4ltal
vezérelt, fesziiltségfiiggd sejtmozgdsinak fizioldgiai szerepe az, hogy a membrana
basilarisra megfeleld fazisi aktiv energia-visszacsatoldst valdsit meg. A hanghulldim
keltette membrana basilaris rezgések amplitudé maximumdnak helyén a membrana
basilaris kitérések fazisdval megegyezd iitemli mechanikai energia-visszacsatolds jon
Iétre, mely megnoveli és jelentdsen kiemeli a membrana basilaris kitérések amplitudé
maximumdt, ezéltal biztositja a kiiszob koriili hangok érzékelését (Ashmore, 1987). Az
amplitudé maximum mindkét oldalan létrehozott eltéré fazisi mechanikai energia-
visszacsatolds hatdsdra a membrana basilaris kitérése jelentdsen csokken (un. ,,szEli
vagas”), ezaltal biztositva a cochlea rendkiviil érzékeny frekvencia felbont6 képességét

(8. dbra).

Kiiszob koriili erdsségli hangokndl a gyors (elektro-) motilitds képezi a cochlearis
erOsités alapjat. A kiils6 szdrsejtek gyors, a hanginger frekvencidjat kovetd, ciklusos
rovidiilését és megnyuldsit, a sejtmembranban siirin elhelyezkedd (~2500/um2)

(Kalinec és mtsai., 1992), fesziiltség fliggd konformécio valtozasra képes, prestin-nek
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1. Bevezetés

nevezett, mdédosult anion cseréld fehérje molekula idézi el (Zheng és mtsai., 2000;

Oliver és mtsai., 2001; Dallos és Fakler, 2002).

Hang

Membrana
basilaris mozgdsa

- —
Kiilso és belsé
G = S_— szorsejtek —
sztereociliumok elhajldsa

I

Kiilso és belsd

szorsejtek -
receptor potencidl
G
'1 T Kiils6 szdrsejtek —
I |j |j G elektromotilis vdlasz

1 90 0, 1 1 U 5 I g i
—» 1. cochlearis
| I I | akcids potencidl

SK [5G I771G SK |
[ Stimulus —>

0 1d6

7. abra A szinuszoid hang a membrana basilaris frekvencia specifikus helyén szinuszoid elmozdulast hoz
létre, melynek hatdsdra a szdrsejtek sztereociliumai elhajlanak. A hosszabb sztereociliumok irdnyiba
(jobbra) torténd elhajlds ingerld (I), mig az ellenkezd irdnyba (balra) val6 elhajlas gétlé (G) hatésa.
Ingerlésre a szorsejtek receptor potencidlja emelkedik (depolarizdcid), gétldsra pedig csokken
(hiperpolarizacid). Receptor potencidl valtozdsra a kiilsd szorsejtek elektromotilitassal valaszolnak, mig a
belsd szdrsejtekben neurotranszmitterek szabadulnak fel, idegi kisiiléseket okozva. (SK = spontdn idegi
kistilés).

A prestin 744 aminosavbdl 4ll6 polipeptid ldnc, melynek 12 domén-je a
sejtmembranban helyezkedik el (Zheng és mtsai., 2001). Elektromos impulzus hatdsdra
intracelluldrisan klorid-iont kot meg €s azt az extracellularis tér irdnydba szallitja, de

nem transzportélja oda (inkomplett transzporter) (9. dbra).
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Apex

Magas frekvencia ‘Alacsony frekvencia tapotar Hypar _Dag o Magas firekvencia Alacsony frekvencia

o bazistol valé tavolsag
bazis 4 3 12 16  apex

~50dB I| _ aktivmechanizmus
(kiils6 szérseijt)

passziv mechanizmus

8. dbra A kiils§ szdrsejtek a haladé hullim burkol6 gorbéjének amplitudé maximumdndl fokozzdk a
membrana basilaris kitérések nagysdgat, igy biztositva a kiiszob koriili hangok érzékelését, mig az
amplitudé maximum mindkét oldalan létrehozott eltérd fazisi mechanikai energia-visszacsatoldssal
csokkenti a membrana basilaris kitérését, ezaltal biztositva a cochlea kiiszob érzékenységét és frekvencia
felbont6 képességét.

A membranpotencidl véltozdsra, azzal szinkron, az anion vandorldsa a fehérjén beliil
konformécié valtozast idéz el6. Az egyidejiileg bekovetkezd alakvaltozasok
Osszegzddnek és a sejt hosszdnak megvaltozdsat okozzdk. A prestin molekula
konformaécié véltozdsa kizardlag fesziiltség vezérelt, intracelluldris energiahordozo6tdl
(ATP) fiiggetlen folyamat. A konformdcié véltozdsok sejtszinten Osszeadddd és sejt
alakvaltozdst okoz6 mértéke azonban a citoszkeleton dllapotitdl fiigg (Ashmore, 1987;

Holley és Ashmore, 1988), mellyel szemben a prestin molekuldk er6 kifejtése miikodik.

A prestin alapid elektromotilitds Osszerendezésének, sejtmozgissa alakitdsanak
alapjat a ,,mikrodoménokba” rendez6d6 plasma membran és citoszkeleton 4ltal alkotott
funkcionalis egységek alkotjak (Lim és Kalinec, 1998; Zhang és Kalinec, 2002). Ezek
az alkotdéelemek és aktudlis allapotuk hatdrozzdk meg a kiilso szOrsejtek merevségét. A
prestin molekuldk a sejt merevsége ellen fejtenek ki er6t. A plasma membranban 1évo
prestin konformdacié valtozdsanak kovetkeztében kialakuld elektromotilis amplitudé
nagysaga a sejtfal merevség fokdnak fiiggvénye. Ez a citoszkeleton geometridjatol fiigg

és metabolikus szabalyozasi folyamatok hatdrozzak meg (pl. foszforilacid).
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A kiilsé szorsejtek motilis mitkddése kiilonbozd dtvonalakon végbemend anyag-
csere folyamatok szabdlyozdsa alatt 4ll. Ebben Kkitiintetett szerepe van a kiils6 szor-
sejtekben kiilondsen magas szinten szabalyozott Ca2+-szignalizéciés utaknak (Dulon és

mtsai., 1990; Shridhar és mtsai., 1997; Dulon és mtsai., 1998; Sziklai, 2004).

(@)

Extracellularis

oo

Intracellularis
& )
: = o
)3 SRR ——— { COOH -
(b)
Rovid dllapot Rovid dllapot Megny ult allapot
(CI~ nélkiil) (depolarizalt) (hiperpolarizalt)
Extracellaris [ o - .
BO0OC050 BOCC00
Intracellularis

CI- k56 hely

Prestin molekula CI- kot6 hely

9. dbra (a) A prestin masodlagos szerkezeti felépitése. A sejtmembranba dgyazdédva ~12 extra- és
intracellularis hurkot képez, a két vége (NH,” és COOH" ) intracellularisan talalhat6.

(b) Sematikus modell a prestin miikodésérdl. Elektromos inger hatdsara a prestin klorid-iont mozgat a
sejtmembranban, tényleges transzport funkcié nélkiil. Attdl fiiggden, hogy a Cl - az intracellularis
(depolarizacid), vagy extracellularis (hiperpolarizacié) kotShelyre rogziil, a prestin molekula a rovid,
vagy megnyult dllapotba keriil (Dallos és Fakler, 2002).

Az intracelluldris Ca**-koncentricié kialakitdsaban szerepe van az efferens neuro-
transzmisszionak (ACh) (Housley és Ashmore, 1991; Doi és Ohmori, 1993; Sziklai és
Dallos, 1993; Sziklai és mtsai., 1996; Dallos és mtsai., 1997; Szényi és mtsai., 1999),

17
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a cGMP-nek (Szonyi és mtsai., 1999) és a Rho-kindzoknak (Racl, RhoA, Cdc42) is
(Kimura és mtsai., 1998; Inada és mtsai., 1999; Kalinec és mtsai., 2000; Zhang és
mtsai., 2003).

Egyediil az otoakusztikus emisszi6, mint ma mar klinikailag alkalmazott audioldgiai
mérési modszer, bizonyitja az emlds cochlea mechanikai aktivitdsat (Kemp, 1978). A
kiilsé szorsejtek elektromotilitdsa sordn fellépd sejtosszehizodas/-megnyudlds ugyanis
vibraciét okoz a belsdfiil folyadékterében, mely a kozépfiil hangvezeté rendszerén
keresztiil attevodik a kiilsé hallgjaratot kitoltd levegdbe és az igy keletkezett emisszid

mikrofonnal regisztralhato.

A kiils6 szorsejtek oldalfalanak sajatos felépitése, a kordbban mar emlitett specidlis
szerkezeti egységek (Raphael és mtsai., 2000), kiilonleges mechanikai tulajdonsidgok
megjelenését eredményezik, megteremtik egy, a motor molekuldtdl (prestin) fiiggetlen,
az oldalfal merevségét befolydsol6 rendszer miikodésének szerkezeti alapjat és lehetdvé
teszik, hogy mechanikai szabdlyozds alatt tartsa a kiilsé szdrsejtek cochlearis erdsitd

miikodését (Arima és mtsai., 1991).

A sejtfal merevségének megvaltozasdval mddosul a motor fehérjék erdatviteli
hatékonysdga. Mivel a motor fehérjék a sejtfal altal kdzvetitett mechanikai ellendlldssal
szemben dolgoznak (Dallos és He, 2000), az oldalfal merevség szabdlyozdsa (Batta és
mtsai., 2003; Batta és mtsai.,, 2004) képes befolydsolni a kiils6 szorsejtek
elektromotilitdsat. Ebben feltehet6en a plasma membran citoplasmatikus felszinéhez és
a felszin alatti cisternalis rendszerhez szorosan kotddd subcorticalis rdcsozat
alkotéelemeibdl felépiillé microdoménok jatsszdk a legfontosabb szerepet. A
sejtmembranban 1€v0 ezen egységek sajatos szerkezete teremti meg annak a lehetdségét,
hogy az egymastdl fiiggetleniil aktivalédd elemi, fesziiltség fiiggd motor fehérjék
alakvaltozdsa 0sszegzddhessen és hosszirdnyu sejtmozgassa alakulhasson at (Kalinec és
mtsai., 1992; Lim és Kalinec, 1998). A fenti felépitésii citoszkeletalis rendszer teszi
lehet6vé a rugalmas el6feszitett dllapot fenntartdsat, mely a szdrsejtek nyugalmi,
mechanikai ellendlldsat biztositja és cilindrikus alakjit fenntartja. A kiilsé szOrsejtek

motoros aktivitdsdnak hatékonysédga és ezaltal a cochlearis erdsités mértéke tehat a
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kiils6 szorsejtek hosszanti és korkords irdnyd merevségével, ill. az egész sejt
merevségét elsdsorban befolydsold oldalfal merevséggel all szoros Osszefiiggésben
(Tolomeo és Steele, 1995; Dallos és mtsai., 1997; Dallos és He, 2000; He és mtsai.,
2003; Batta és mtsai., 2003).

A lassu motilis sejtvadlasz megvaltoztatja a Corti szerv geometridjat, ill. a cochlea
mikromechanikai sajatsagait (Dallos, 2003), ami az er0sitési folyamat hatékonysaganak
modosulasahoz vezet (Holley és Ashmore, 1990; Holley és mitsai., 1992). Tal er0s
hangok esetén feltehetéen ez védi a Corti-szervet a karosodastdl (Zenner, 1986). A
reverzibilis lassi motilis sejtvdlasz és kovetkezményes oldalfal merevség valtozas
sejtszintli mechanizmusdnak alapjai még kevéssé ismertek. Mindeddig nincs kisérletes
bizonyiték a lassu motilis sejtvalasz mértéke, az oldalfal merevsége és a gyors motilis

védlasz nagysdga kozott.

1.2. Célkitlzések

1. Eml0s cochleabdl szarmazé izolalt kiils6 szorsejtek mechanikai (tdlzott hangerd
modellezése) és kémiai (K" intoxik4cié: Meniére-betegség) hatdsra bekovetkezd

lasst motilis vadlaszdnak dsszehasonlité vizsgélata.

2. A kiils6 szOrsejt lassi motilitds sejtoldalfal merevségre gyakorolt hatdsanak

vizsgélata.

3. A Kkiils6é szérsejtek lassu motilis vdlasza sordn bekovetkezd sejthossz véltozds

hatdsdnak vizsgdlata az elektromotilis valasz karakterisztikdjara.

4. A foszforilaci6 szerepének vizsgdlata a kiilsd szOrsejtek oldalfal merevség

szabdlyozasdban.

5. Osszefiiggés vizsgalata a kiils6 szorsejtek mechanikai és kémiai hatdsra
bekovetkezo reverzibilis lassu motilis vdlasz mértéke, az oldalfal merevsége és

az elektromotilis vélasz nagysaga kozott.
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2.1. Sejtelbkészités

A kisérletekhez 3-5 hetes, pigmentélt, ép Preyer-reflexii, i.p. penthobarbitallal
tulaltatott tengeri malacokat hasznaltunk. Decapitélds és a bulla ossea eltavolitidsa utan
mikroszkép alatt, folyadékfiirddben a Corti-szerv kanyarulatait eltavolitottuk.
Kollagendz-emésztést (IV. tipus, 1 mg/ml, Sigma) alkalmaztunk, szobahdmérsékleten.
A Corti-szerv darabjait 400 pul Hank oldatot tartalmazé kisérleti kamraba helyeztiik,
majd ezt kovetden a kiilsd szOrsejtek finom mechanikai behatdssal levdlaszthatéva,
izolalhatova véltak. A sejtek 74 +4 pm éatlagos sejthosszal (n = 92) rendelkeztek,
inkubdlé oldatnak Hank oldatot hasznaltuk (mM-ban): 136,75 NaCl, 5,36 KClI,
0,44 KH,PO,, 0,34 Na,HPO4, 1,26 CaCl,, 0,81 MgSOs, 5,56 gliikéz, 4,17 NaHCOs,
10 HEPES (300 mOsm/1, pH 7,4).

A sejtek életképességére felvildgositast nyujt élettani valaszuk, de dltaldban a
kovetkezd kritériumok alapjéan tekintettiink egy sejtet vizsgdlatra alkalmasnak:
1.) a sejtmag normalis pozicidja (basalis);
2.) feszes, elongdlt sejtalak (j6 turgor);
3.) fénymikroszkdposan intakt sztereocilium csokor;
4.) citoplasmatikus Brown-mozgés hidnya.

A sejtek 4ltalaban 2 6ra hosszat képesek tartani ezeket a feltételeket (/0. dbra).
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10. dbra Egy, a mérésekhez haszndlt, vizsgdlatra alkalmas kritériumokkal rendelkezd kiilsé szorsejt fény-
mikroszkdpos képe (200x).

2.2. A KkUls6 szérsejtek mikroszkdpos vizsgalata,
a kétféle motilis tevékenység és az oldalfal

merevseg mérése

A méréseket Hank oldattal t6ltott, az izolalt kiils6 szdrsejteket tartalmazo kisérleti
kamraban (400 pl) végeztiik, Zeiss Axiovert 100 inverz, faziskontraszt mikroszkop
alatt, 400x nagyitdst alkalmazva. A teljes mérérendszer egy vibracid-izolalt asztalra volt
erdsitve (Newport VH 3660W-OPT) és Faraday ketreccel volt koriilvéve. A sejtek
motilis vdlaszait oszcilloszképon rogzitettilk, a rogzitett képeket digitalizaltuk. Az
oldalfal merevség méréséhez a sejtek faziskontraszt képeit digitlisan rogzitettiik, majd

a jobb lathat6sag elérése érdekében pszeudokolor atalakitast végeztiink.

21



2. Anyagok és modszerek

2.2.1. Az alkalmazott technikai eszkdz6k és programok

Az

A kisérleteknél alkalmazott technikai eszk6zok blokk sémadjat a /1. dbra mutatja.

izolalt kiils6 szOrsejtek lassui és elektromotilitisdnak méréséhez mikrokamriban

rogzitett sejt cilidris p6lusdnak nagyitott képét egy keskeny résen keresztiil PIN-10D

fotodiodara vetitettiik és az elmozdulas altal keltett fotoaram valtozast erdsités, szurés

fény
O é
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1 1 1 1
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11. dbra A kiils6 szérsejtek oldalfal merevségének méréséhez, lassu és elektromotilitdsuk vizsgdlatdhoz
alkalmazott berendezések blokk sémdja. KK: kisérleti kamra; KSZ: kiilsd szérsejt; P: perfiizids rendszer
a lassu motilis vdlasz kivaltdsdhoz; PC;: szamitégép vezérelt aram (I) — fesziiltség (V) konverter
biztositotta elektromos négyszog impulzusok az elektromotilitds kivaltdsdhoz;  AM: aspirdcids
mikrodeformdaciés rendszer az oldalfal merevség méréséhez; K: 1éptetdémotoros optikai kalibracid;
R: keskeny, téglalap alakid rés; VK: CCD-kamera; MO: monitor; PC,: oldalfal merevség mérése soran
nyert faziskontraszt képek digitdlis rogzitéséhez hasznalt szamitégép; FD: fotodidda; SZ-E: szlr6-
er6sité berendezés; OSZ: oszcilloszkép; PC;: lassu és elektromotilitds keltette fotodram vélaszok
oszcilloszképon rogzitett képeinek digitalizdlasdhoz hasznalt szamitogép.
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utdn Tectronix TDS 220 oszcilloszképpal rogzitettiik. Az oszcilloszképon rogzitett
fotodram vélaszok PC-n torténd digitalizaldsahoz a Tectronix sajt szoftverét hasznaltuk
(WaveStar for Oscilloscopes, 2.6. verzid). A fotodiéda detektor €s erdsitd egyiittes un

»cut-off” (torési pont) feliilvago frekvencidja 1 kHz, csokkenése 6 dB / oktayv.

A lassd motilis sejtvdlasz eldidézésére a Farkas és Sziklai (2003) altal leirt mikro-

aramlasi modszert alkalmaztuk (1asd 2.2.2.).

A sejtek elektromotilitisahoz az ingerl6 fesziiltséget szamitogép vezérelt elektromos
négyszog impulzus sorozatokkal keltettik (IBM AT clone) (Evans és mtsai., 1990;
Sziklai és mtsai., 1996). A négyszdg impulzusok, egymast kévetden ellenkezd polari-

tasdak voltak (hyperpolarizal6 és depolarizald) és 7 impulzus parbél dlltak (/2.a dbra).

A kiils6 szorsejtek oldalfal merevségét aspirdciés mikrodeformécids technikaval
vizsgéltuk (Oghalai és mtsai., 1998; Batta és mtsai., 2003). A sejtek mikroszképpal
nagyitott, faziskontraszt képeit Sony DXC-107P videokameran keresztiil PC-hez csatolt
kiils6 digitalizdl6 kartya (Pinnacle Systems, INC. USA, California) segitségével
rogzitettiik, majd digitalis tisztitds, zajmentesités utdn egyedi fejlesztésii programokkal

(Batta) pszeudokolor atalakitast végeztiink.

A digitalizélashoz és adatelemzéshez haszndlt szdmitégép 2,6 GHz Intel Celeron
processzort, 256 MB RAM-ot, ATI Mobility Radeon 9600 videokartyat és 30GB IDE
HDD-t tartalmazott.
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12. dabra (A) a kiils6 szorsejtek elektromotilitdsdnak kivéltdsdhoz alkalmazott négyszog impulzus
stimulusok. A hiperpolarizdl6 (pozitiv) és depolarizdlé (negativ) fesziiltség ingerek 7 1épésben, £35mV-
tél +240mV-ig, 35mV [épésekben, véltakozd polaritdssal emelkednek. A négyszég impulzusok id6-
tartama 0,024 s, két impulzus kozti sziinet 0,06 s; (B) a stimulus altal egy kiilsé szérsejten (L = 76 pm)
kivaltott tipusos elektromotilis sejt vdlasz okozta fotodram vdltozds (mV-ban mért) oszcilloszképon
rogzitett, digitalizalt gorbéje; (C) a +400 nm-es skdla mutatja az elektromotilis védlasz nagysdgdnak
kalibralt, nm-ben kifejezett, szamitogéppel szerkesztet gorbéjét. Kal: a forgatdmotoros optikai rendszer
minden sejt stimuldci6 eldtt felvett, szamitott hitelesitési értéke (segitségével hatdrozhaté meg nm-ben a
mV-ban mért elmozdulés tényleges értéke).

24



2. Anyagok és modszerek

Az ingerl6 impulzus sorozat megtervezésekor figyelembe vettiik, hogy élettani koriilmények kozott a
szOrsejtek receptor potencidlja ImV — 30 mV depolarizécids tartomdnyba esik. Figyelemmel arra, hogy a
kisérleteink sordn a szdrsejt 1/10 része volt a mikrokamran beliil és a mikrokamra fesziiltség osztéként
mikodik, ezért az ingerld potencidl a négyszog impulzus 1/10-e. Tehat a legkisebb inger (£35mV) esetén
3,5 mV, amely a kiiszob kortili erdsségii hangok 4ltal kivaltott receptor potencidl nagysdgdhoz kozel allo
érték. A maximdlisan alkalmazott +240mV négyszog impulzus erdsség effektive 24 mV a sejt-
membrdnon, amely mir az elektromotilis valasznagysdg szaturdciés tartomdnyba esé mértékének felel
meg. A depolariziciés és hyperpolarizicids ingerekre adott szaturdl6dé elektromotilis vadlasznagysag
moédot ad a sejt dllapotdnak becslésére: a motilis valasz kontrakcids asszimetridja a sejtmembran jé
allapotara utal.

2.2.2. A Kkulsé szérsejt lassu motilis valaszanak mérése

Az izoldlt kiilsé szdrsejteket tartalmazd, Hank oldattal toltott kisérleti kamrat
mikroszkép dllvanyra helyeztiik. A vizsgdlandé kiilsé szorsejtet a szinaptikus polusanal
fogva ~9 um belsd atmérdjt iiveg mikrokapilldrisba szivtuk (Sziklai és mtsai., 1996)
ugy, hogy a sejtmag még éppen a kapillarison beliil helyezkedett el (a sejthossz kb.
10%-a, mintegy 6-8 um) (/0. dbra). A mérésekhez hasznalt mikrokapilldrisokat Clark
EC 15 TF iiveg kapilldrisbol készitettiik, 2 1épcsds forméldsi programmal. Hokezeléssel
lesimitottuk és tgy képeztiikk ki a hegyét, hogy csak a legvégének a belsdé dtmérdje
egyezzen meg a szorsejtek kiilsé atmérdjével, belseje hirtelen kiszélesedjen. A beszivott
sejt ezdltal csak vékony keresztmetszeten, mégis mechanikailag stabilan rogziilt a
mikrokapillarisban, ugyanakkor mind a kapilldrison beliili, mind azon kiviili része

szabadon mozoghatott (Sziklai és mtsai., 1996).

A kiils6 szorsejtek motilis vdlaszanak (rovidiilés, megnyilds) mérése a
kovetkezOképpen tortént: a mikrokapillarisban rogzitett sejt cilidris pdlusdnak nagyitott
képét egy keskeny, téglalap alaki résen keresztiil PIN-10D fotodiddara vetitettiik és az
elmozdulds 4ltal keltett fotodram valtozdst mértiik. A sejt hosszirdnyd kis mozgdasai
(nm nagysdgrend) a rés elsotétitett részét megvaltoztattdk és {gy moduldltdk a
fotodiédabol szdrmazé fotodramot. A sejt képe a mikrokamrdba vald beszivds és a
mérési folyamatok alatt monitorra volt vetitve, a sejt pozicidjit a résben szintén

monitorizéltuk (2 videokameras sejt monitorizalas).

A hosszvaltozas soran bekovetkez6 fotodram valaszt minden mérés elOtt manualisan

miukodtethetd 1éptetdmotorral forgatott optikai eszkozzel kalibraltuk (1,8°/ 1épés, mely a
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szamitds alapjan ~200 nm elmozduldsnak felelt meg) (Clark és mtsai., 1990), erdsités,
szlirés utdn a fotodram véltozdsokat oszcilloszképpal rogzitettiik. A fotodram védlaszokat

PC-n digitalizaltuk.

A kiils6 szorsejtek mikrokapillarison kiviil eso részének motilis valaszait mértiik. A
lassu motilis sejtvalasz eldidézésére a Farkas és Sziklai (2003) 4ltal leirt mikro-dramlasi
modszert alkalmaztuk. A perfiziés pipettdkat Clark EC 15TF iiveg-kapillarisbol
készitettiik 2 1épcsOs formaldsi programmal, ~50 um belsé atmérdvel. A pipettat
miianyag cs6 segitségével polietilén csapon keresztiil egy 2 cm’ térfogatd nyitott
muanyag tartalyhoz csatoltuk, melynek folyadékszintjét a mérésekhez hasznalt 400 pl
térfogatd kisérleti kamra folyadékszintjére egyenlitettiik ki dgy, hogy a perfizids
pipettdban sem befelé, sem kifelé irdnyulé aramlds ne legyen. Az egyensulyi
folyadékszint bedllitdsa a duplatartdlyos kisérleti kamra mdsodik medencéjében tortént.
A perfuzids pipetta szdjadéka a sejttdl ~150 pm-re helyezkedett el, szdjadékdnak alsé
széle a folyadékkamra aljdhoz tdmaszkodott, a sejt hossztengelyével parhuzamosan,

annak mintegy folytatdsaként (/3. dbra).

A lasst motilis sejtvdlaszt 0,6 ul/perc sebességgel aramlé extracellularis folyadékkal
(Hank oldat) (n = 9) (mechanikai ingerlés), vagy 12,5 mM KCI oldattal (n = 9)
(mechanikai + kémiai ingerlés) véltottuk ki. Az eldzetes vizsgdlatokbdl kideriilt, hogy a
motilis vdlasz mértéke egyenesen ardnyos a perflizié gyorsasdgival. Azért valasztottuk
ezt az dramlasi sebességet, mert az eldzetes vizsgalatok sordn az altala kivaltott lassd
motilis sejvalasz mértéke (< 1,5 pm) a fizioldgiai tartomdnyon beliil maradt. Mindkét
folyadék aramoltatdsa 90 masodpercig tartott, a nem szelektiv serin/threonin protein
foszfataz-gatlé okadainsav jelenlétében (0,6 uM/I) és jelenléte nélkiil (n = 9, minden
kisérletnél). A kiilsé szorsejtek okadainsavval valo kezeléséhez 30 perces inkubaciét
alkalmaztunk, a kisérletek megkezdése elott (Amberg és mtsai., 2001; Fernandez és
mtsai., 2002; Kohler és Blatt, 2002). A lassi motilis sejtvalaszt 225 masodpercen
keresztiil folyamatosan rogzitettitk. A kisérlet inditdsat kovetéen 45 madsodperccel
kezdddott a folyadék dramldsa, ami 90 mdsodpercig tartott. Ezt dramlds nélkiili 90

madsodperces nyugalmi (megnyulasi) periddus kovette (/4. dbra).
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13. dbra A vizsgdlando kiils6 szorsejtet szinaptikus polusa feldl vékony tiveg mikrokapilldrisba szivtuk.
A lassd motilis sejtvalasz kivaltdsa, a mechanikai hatdst szimuldld, 0,6 pl/perc sebességii folyadék (norm.
Hank) dramlassal és 12,5 mM KCl tartalmi oldat (kémiai hatds) dramldsaval tortént. A perfiziés pipetta
atmérdje ~ 50 um, tavolsdga a sejtt6l ~150 pm.

2.2.3. A Kkuls6 sz6rsejt elektromotilitas merése

Az izolalt kiils6 szorsejtek elektromotilitisat az elektromos négyszog impulzusokkal
keltett ingerld fesziiltségre adott motilis vadlaszok mérésével végeztiikk (Evans és mtsai.,
1990; Sziklai és mtsai., 1996). Az elektromotilis vdlaszok nagysdgdt a mechanikai
(kiils6 oldat dramlds) és kémiai ingerlés (12,5 mM KCI oldat perfizid) hatdsra, a nem
szelektiv serin/threonin protein foszfatdz-gitlé okadainsav jelenlétében (0,6 uM/l) és
jelenléte nélkiill (n = 9, minden kisérletnél) bekovetkezd lassi motilis sejtvélasz
(rovidiilés) és visszatérési periddus (megnyulds) sordn egyardnt mértiikk. Minden kisérlet
sordn az aramlas megkezdése elott (20 s), a perfizié okozta lassi motilis sejtvalasz
(rovidiilés) alatt (60-120 s) és a visszatérési fazisban (megnyulds) (150-170 s), az alabbi

id6pontokban torténtek a mérések: 20, 60, 80, 120, 150 és 170 masodperc (/4. dbra).
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Az izolalt kiils6 szOrsejteket tartalmazd, extracellularis oldattal toltott kisérleti
kamrat mikroszkép allvdnyra helyeztiikk, majd elkezdtik a lassi motilis sejtvélasz
mérésénél alkalmazott kisérleti protokollt. Az elektromotilitds mérését, a lassu motilitasi
folyamat kozben, a fentebb megadott idépontokban végeztiik. Az ingerld fesziiltséget
+35 mV-tdl £240 mV-ig, 7 lépésben egyenletesen emelkedd, valtakozd polaritasi,
szamitogép vezérelt elektromos négyszog impulzusokkal keltettiik (Evans és mtsai.,

1990), az egyes impulzusok idétartama 24 msec, két impulzus kozti sziinet 60 msec.

A transzcelluléris elektromos ingerlés a pipettan beliili, valamint a pipettan kiviili
inkubdld oldat kozott 1étesiilt. Az ingerld fesziiltséget egy aram-fesziiltség konverter

biztositotta, hullimformajat, szinkronizalasat és intenzitdsat szamit6gép kontrollalta.

A kiils6 szorsejtek mikrokapilldrison kiviil esd részének motilis valaszait mértiik.
Minden stimulus sorozat inditdsa elott elvégeztiik a fotodram vdlasz mdar kordbban

ismertetett kalibralasat.

A kiils6 szérsejtek, elektromotilitdsuk révén, a kulcselemei a cochlearis erdsitonek.
Funkci6jukat, érzékenységiiket és motoros teljesitd képességiiket hilen mutatjak
elektromotilis tulajdonsdgaik. Ezért az elektromotilis vdlaszok nagysdgdnak
valtozasabol a cochlearis erdsités mértékére lehet kovetkeztetni: /.) a motilis valasz
nagysdginak csokkenése megfeleltethetd in vivo percepcids nagyothalldsnak, vagy
protektiv automatizmusnak; 2.) a motilis vdlasz nagysdgdnak novekedése a hallds
kiiszobérzékenységének fiziologids finom bedllitdsdért felelés mechanizmus részét

képezheti.

2.2.4. AKkulsé szbrsejt oldalfal merevség vizsgalata

Az oldalfal merevségét aspirdciés mikrodeformaciés technikdval vizsgéltuk
(Oghalai és mtsai., 1998; Batta és mtsai., 2003). Ezzel az eljarassal a sejtfal hizéerdvel
szembeni deformalédasat mérjiik. A sejt oldalfalara mikropipettdn keresztiil ismert (az
oldalfal harom rétegii struktirajanak intaktsagat megtarté 4-10 HyO cm kozotti) negativ

nyomadst alkalmaztunk. A sejtfal merevségét a sejtfal pipettaba vald behtizéddsanak
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mértékébdl allapitjuk meg. A mikrodeformacié meghatdrozasat a kiilsé szdrsejtekrdl
késziilt felvételek vizudlis elemzése teszi lehetové. Megfeleléen pontos mérésekhez
kell6 nagyitas, megfeleld felbontds és a hattértdl jol elkiiloniilé kontrasztos sejthatar

sziikséges.

A Kkiilsé szdrsejtek oldalfal merevségét a lassi motilis sejtvédlasz (rovidiilés) és
visszatérési periddus (megnyulds) soran vizsgaltuk, melyet mechanikai (kiils6 oldat
aramlas) és kémiai (12,5 mM KCI oldat perfiizio) hatdssal valtottunk ki. Nem szelektiv
serin/threonin protein foszfatdz-gatlé okadainsav jelenlétében (0,6 uM/I) (n = 5, minden

kisérletnél) is elvégeztiik a kisérleteket (/4. dbra).

EM EM EM EM
oM oM oM oM
EM EM
oM oM
20s 60 s 80s 120s 150s 170s
} + — ' — ! | 146 ()
0s 45s 135s 225s
1 ]l lL |
r 1r 1r 1
ny ugalmi dllapot mechanikai / k¢ miai inger nyugalmi dllapot
— —> Sejthossz mérés /lassu motilis sejtvalasz/

14.4bra A kisérleti protokoll grafikus dbrdzoldsa. A lasst motilis sejtvdlasz mérésekor a kiilsd szérsejtek
hosszvaltozasat 225 méasodpercig folyamatosan rogzitettiik. A kisérlet inditdsa 45 mésodperces nyugalmi
allapottal kezdddott, ezt kovette a 0,6pl/perc sebességgel dramlé extracelluldris oldattal (mechanikai)
vagy 12,5 mM KCI oldattal (kémiai) 90 mdsodpercig torténd ingerlés a nem szelektiv serin/threonin
protein foszfatdz-gitlé okadainsav jelenlétében (0,6 pM/1) és jelenléte nélkiil, végiil 90 mdsodperces
dramlds mentes nyugalmi dllapot kovetkezett. Az elektromotilitds (EM) és az oldalfal merevség (OM)
mérése az dramlds megkezdése el6tt (20 s), a mechanikai és kémiai ingerlés alatt (60, 80, 120 s) és az
dramlads mentes periddus sordn (150, 170 s) a megadott idopontokban tortént, minden kisérlet sordn.
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Az aspiracids iivegpipetta Clarc EC 15 TF iivegkapillarisbdl késziilt, 5 1€pcsos
programmal. Bels6é atmérdje 2,8 £0,2 um volt. A mikropipettdt Hank oldattal toltottiik
fel. A megfeleld negativ nyomads bedllitisdhoz a pipettat egy vékony miianyag csOvel
folyadékoszlopos manométerhez csatlakoztattuk és 6 HyO cm-s negativ nyomds mellett
mértiik az oldalfal behuzdodast. A méréseket 400 pl fiziol6gids extracellularis folyadékot
tartalmazé milanyag kisérleti kamrdban, faziskontraszt mikroszkop alatt, 400x-os
nagyitast alkalmazva végeztilk. A mechanikai és kémiai hatdsra bekovetkezd lassu
motilis sejtvdlasz meghatdrozott idépontjaiban a kiilsé szorsejtek oldalfalahoz illesztett
mikropipettara kapcsolt negativ nyomas kovetkeztében a pipettdba 30 masodperc alatt
behiz6dé oldalfal részlet hosszisagat mértilk. A kiilsé szorsejtek mikroszképpal
nagyitott, faziskontraszt képeit CCD videokamerdn keresztiil PC-hez csatolt kiilsd
digitalizalé kartya segitségével rogzitettiik, majd digitalis tisztitds, zajmentesités utan

pszeudokolor atalakitdssal tettiik jobban lathatova (15. dbra).

15. dbra Az oldalfal merevség mérése aspirdcios mikrodeformaciés médszerrel. A CCD videokamerdval
rogzitett kép digitdlis tisztitds, zajmentesités, pszeudokolor atalakitds utdn. A mikropipettan beliili nyil a
negativ nyomadsra behtizédott oldalfal-részletre mutat (képfelbontds: 18 képpont / pm).
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A pszeudokolor atalakitdshoz egyedi fejlesztésli, Turbo Pascal programnyelven {irt
programokat hasznaltunk (Batta). A mikroszképos kép digitalizdldsa utdn a kiilonb6z6
optikai  strliségli  sejtpartikulumok  kiilonboz6  sziirkearnyalatos — képpontként
abrazolddtak. Az igy digitalizélt képek bittérképes (bmp) képpont informéciéi matrix
formaba val6 rendezése utdn alkalmassd véltak kiillonb6zé algoritmusok szerinti
szamitogépes feldolgozasra. A kivalasztott algoritmusok 4ltal &talakitott képpont
informaciokhoz a standard VGA szinskdla szineit hozzarendelve, valamint
kontrasztkiemelést és digitdlis képkivondst is alkalmazva nyertiikk a pszeudokolor
képeket. Az igy nyert kontrasztos képeken 18 képpont / um képfelbontast jott 1étre. Ezt
kovetden az oldalfal merevségi mutatdjat (S,) az aldbbi Osszefiiggés alapjdn hatdroztuk

meg:

Sp=/ (1)

ahol AP (nN / pm?) a pipettan keresztiil applikalt negativ nyomds, r (um) a mikropipetta
belso atméréje, AL (um) a pipettdba behtizodo oldalfalrészlet hossza (Oghalai és mtsai.,

1998; Batta és mtsai., 2003).

2.3. Matematikai moédszerek, statisztikai analizis

A kiilso szorsejtek oldalfal merevségének szamitisdhoz a kordbban sokak altal
hasznélt un. kupolamodell helyett az Euler modellt hasznaltuk. A kupolamodell azon
alapszik, hogy a sejtfal a mikropipettan keresztiil alkalmazott szivoerd hatdséara a pipetta
szajadékanak megfeleld atméréju kupolat formalva tiremkedik be. Ez a modell a kis
alakvéltozassal jar6 esetekben tokéletes leirast ad az alakvdltozasra, azonban
vizsgélataink sordn a kiilsé szdrsejtek oldalfala alakvaltozasanak mértéke indokolttd
tette az ettdl a modelltd]l vald eltérést. Méréseink sordn a mikropipettidba behiiz6édd
oldalfalrészlet hossza a kupolaképz6dés nagysdgit lényegesen meghaladta (~10x),

ennek megfelelden az oldalfal behiizédas mértékének meghatdrozdsa sordn olyan mérési
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eljarast alkalmaztunk, mely alkalmas volt a kupolaképzddés jelenségének korrigdldsara
(Batta és mtsai., 2003). Mivel a mikropipettdba behiz6dé oldalfalrészlet az alkalmazott
negativ nyomdsérték mellett a mikrodeformaciéon kiviil mas véltozast nem szenved
(pl.: az oldalfal alkotéelemeinek szétvildsa vagy vakuolum képzddés; Oghalai és
mtsai., 1998; Batta és mtsai., 2003), az alakvéltozas alapjan meghatarozhaté merevségi
mutaté a teljes, mikropipettiba behuzodo sejtrészlet kumulativ, atlagos merevségi
mutatdja lesz. Ennek megfelelden a mikropipettiban létrejové alakvaltozds jo
kozelitéssel modellezhetd egy homogén, hengeres rid rugalmas alakvéltozasaként

(1. egyenlet).

A kiils6 szorsejtek merevségfiiggd elektromotilitds valtozdsdnak leirdsdhoz egy
modositott taldlatelméleti modellt alkalmaztunk. Ennek sordn feltételeztiik, hogy a kiilsé
szOrsejtek elektromotilitdsa két részbdl tevddik Ossze: egy oldalfal merevség altal
szabdlyozott és egy, az oldalfal merevség szabdlyozdsa alatt nem 4all6 részbdl. Az
oldalfal merevség szabdlyozd hatdsa az elektromotilitdsra modelliinkben dgy valdsul
meg, hogy az oldalfal merevség fokozdddsa az elektromotilis egységek elsdrendl
kinetika szerinti egyirdnyd, latszélagos inaktivacidjat hozza létre. A latszélagos
inaktivicié6 modelliinkben nem az elektromotilis egységek struktirélis destrukcidjabodl
ered6 funkcidkiesést, hanem az oldalfal merevség fokozodds éltal 1étrehozott

funkcionalis inaktivalédast jelenti (2. egyenlet).

A kisérletek sordn észlelt eltérések szignifikancia vizsgdlata a Student-féle

kétmintés t-prébdval tortént. A megadott szords értékek SD-t jelentenek.
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3.1. A kuls6é szérsejtek mechanikai és kémiai
ingerlésre bekdvetkezd lassu motilis valasza

A kiils6 szorsejtek lassu motilis valaszat mind mechanikai, mind kémiai ingerléssel
egyarant vizsgdltuk. Mechanikai ingerlés hatdsdra (extracelluldris folyadék alacsony,
0,6 pl/perc sebességli dramoltatdsa a kisérleti kamraba) jol mérhetd, reverzibilis, lassu
motilis sejtvalasz (rovidiilés) 1épett fel. A sejtrovidiilés a maximumat ~75 masodperccel
az aramlds megkezdését kovetden érte el (774 £ 87 nm) (n = 9), tovabbi
sejtosszehuzodast nem észleltiink. Az dramlés felfiiggesztése utdn a sejtek megnytltak,

hosszuk megkozelitéen visszatért a kiindulasi értékre (16. és 19. dbra; I tdbldzat ).
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1dé (s)

16 dbra Extracelluldris folyadék (Hank oldat) dramoltatdsa sordn egy kiilsé szérsejt (L = 76 um) lassi
motilis vdlaszdnak grafikus regisztratuma. A vastag vonal jeloli az dramlds iddtartamét. A kalibracids
1épés (KL) 200 nm.
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Kémiai ingerlés sordn (12,5 mM KCIl oldat azonos sebességli dramoltatdsira)
gyorsabb lefolydsu és nagyobb mértékii, kozel kétszer akkora lassi motilis sejtvilasz
alakult ki (1465 £ 159 nm) (n = 9), mint mechanikai ingerlés hatdsidra. A maximalis
lasst motilis sejtvédlasz ebben az esetben is ~75 masodperccel az dramlds megkezdését
kovetden alakult ki, mely a folyadékaramlds befejezéséig mar nem fokozodott. Az
aramlas felfiiggesztése utdn a sejthossz megkozeliten visszatért a kiindulasi értékre

(17. és 19. dbra; 1. tabldzat).
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17. abra 12,5 mM KClI oldat 0,6 pl/perc sebességii dramoltatds hatdsa (L = 72 pm) egy kiils6 szdrsejtre.
A lassu motilis sejtvalasz dinamikdja gyorsabb, mértéke kozel 2x-e a mechanikai ingerlés sordn fellépd
sejtvdlasznak. A vastag vonal jeloli az dramlds id6tartamat. A kalibracids 1€pés (KL) 200 nm.

A kiils6 szOrsejtek nem specifikus serin/threonin protein foszfatdz-gitld
okadainsavban torténé 30 perces eldinkubdci6jat kovetden sem mechanikai, sem
mechanikai + kémiai ingerléssel nem volt kivélthaté lassi motilis sejtvalasz. A nyu-

galmi sejthossz az dramlas soran végig valtozatlan maradt (/8. és 19. dbra; I. tdbldzat).
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18. dbra Okadainsav (OA) 30 perces eldinkubécidjat kovetden, 0,6 pl/perc sebességii 12,5 mM KCI oldat
dramoltatdsa sordn rogzitett lassi motilis sejtvdlasz regisztraituma (L = 75 pm). A szérsejt nyugalmi
hossza az dramlds alatt nem véltozott. A vastag vonal jeloli az dramlds id6tartamdt. A kalibracids 1épés
(KL) 200 nm.

L tdbldazat

Lassu motilis sejtvalasz (nm) (n=9, minden kisérletben) ( x = SD )

1d6 (s) M K OA+M OA+K*
20 16 £51 18 £ 47 10+ 97 4+ 88
60 144 76 547 £103 14 £124 8+ 59
80 534+ 98 1172 £141 17+ 42 17+ 91
120 774 + 87 -1465 +159 47+ 85 61 £126
150 -594 + 64 781 + 89 77+ 58 57 £131
170 -165 + 83 -177 £116 25 £117 19+ 78

A kiils6 szdrsejtek lassi motilis sejtvédlasza, az id6 fliggvényében, a sejtek mechanikai (M), mechanikai +
kémiai (K*), okadainsav + mechanikai (OA+M) és okadainsav és mechanikai + kémiai (OA+K") ingerlés
hatdsdra. A lassi motilis sejtvdlasz folyamatosan rogzitésre keriilt a 225 mdsodperces protokoll
idGtartama alatt. A folyadékdramlds 45 mdsodperccel a kisérlet megkezdése utdn indult és 90
masodpercig tartott. Az ezt kovetd dramlds nélkiili 90 mésodperc képviseli a relaxdciés (megnyuldsi)
fazist. A lassi motilis sejtvdlasz aldbbi id6pontokban mért értékeit mutatja a tabldzat: a folyadékaramlas
megkezdése eldtt (20 s), a lasst motilis sejtvdlasz (rovidiilés) alatt (60, 80, 120 s) és a nyugalmi periddus
(megnyulas) sordn (150, 170 s), minden kisérletnél azonos idépontban.
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19. dbra Kiilsé szorsejtek lassi motilis sejtvdlaszdnak 4tlaggorbéi extracelluldris folyadék (n = 9),
12,5 mM KCI (n = 9) és okadainsav + 12,5 mM KCl oldat (n = 9) perfizidjdnak hatdsara (itlag + SD).
Megkozelitéen kétszer akkora lassi motilis sejtvdlaszt okoz a mechanikai + kémiai ingerlés, mint a
mechanikai ingerlés 6nmagdban. Okadainsav jelenlétében sem mechanikai, sem mechanikai + kémiai
ingerlésre nem valthat6 ki lassd motilis sejtvdlasz ( x = SD ).

3.2. A kilsé szbrsejtek oldalfal merevségének

valtozasa a lassu motilis valasz soran

A Kkiils6 szorsejtek oldalfal merevségét a lassi motilis sejtvédlasz kiilonbdzd
szakaszaiban, a fent ismertetett idépontokban mértiikk (/1. rtdbldzat). Az oldalfal
merevség nyugalmi értéke 1,25 0,03 nN/um volt. Extracelluldris folyadék
perfuzidjaval kivaltott mechanikai ingerlés kisebb oldalfal merevség fokozddast
eredményezett (1,39 +0,03 nN/um), mint a 12,5 mM KCI oldat dramoltatdsa (1,52

+0,03 nN/um). Mindkét ingerlés soran, az dramlés felfiiggesztése utan 35 masodperccel
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(a kisérlet 170. masodpercében), az oldalfal merevség gyakorlatilag visszatért a
kiindulasi értékre. Ugy tiinik, hogy az oldalfal merevség fokozédasanak mértéke a lassi
motilis sejtvalasz nagysdgdval ardnyos és fiiggetlen a motilis sejtvalaszt kivalté ingerlés
— mechanikai vagy kémiai — modjatdl (20. dbra). Okadainsavval tortént 30 perces
eldinkubdaciot kovetden az oldalfal merevség kiinduldsi értéke jelentdsen emelkedett
anélkiil, hogy a sejt hossza megvaltozott volna. Sem mechanikai, sem mechanikai +

kémiai ingerlés nem fokozta tovabb az oldalfal merevséget.

—_— extracelluldris oldat dramldsa

1,6 1
---0--- 125mMKCl

1,5 - {

Oldalfal-merevség (nN/um)

1,1 T T T |
0 500 1000 1500 2000
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20. dbra Osszefiiggés a kiilsé szérsejtek oldalfal-merevsége és a mechanikai (extracelluldris folyadék
dramldsa), valamint a mechanikai + kémiai (12,5 mM KCI oldat dramlésa) ingerlésre bekovetkezo lassu
motilis valasza kozott. Az I. tdbldzat a meghatdrozott idépontokban mért sejthosszakat, a II. tdblazat
ugyanezen idépontokban mért oldalfal merevség értékeket mutatja. Az oldalfal merevség fokozoddsa

linedrisan n6 a lasst motilis sejtvalasz fliggvényében ( x+SD).
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1. tablazat

Oldalfal-merevség valtozas (nN/pm) (n=5, minden kisérletben) ( x = SD )

1d6 (s) M K OA+M OA+K"
20 1.25 £0.02 1.25+0.03 1.5 +£0.02 1.5 £0.02
60 1.27 £0.05 1.34 +£0.06 1.51 £0.02 1.52 £0.04
80 1.34 £0.04 1.43 £0.02 1.48 £0.06 1.49 £0.05
120 1.39£0.03 1.52 £0.03 1.49 +£0.02 1.52£0.03
150 1.37 £0.04 1.37 £0.02 1.51 £0.07 1.48 £0.06
170 1.28 £0.05 1.3 £0.05 1.5 +0.03 1.5 +0.03

Az oldalfal-merevség valtozdsa a mechanikai (M), a mechanikai + kémiai (K"), az okadainsav +
mechanikai (OA+M) és az okadainsav és mechanikai + kémiai (OA+K") ingerlés hatdsdra bekovetkez
lasst motilis sejtvdlasz sordn. Az id6 masodpercekben mutatja a kisérlet megkezdése 6ta eltelt id6t. A
folyadékdramlds 45 mdsodperccel a kisérletek megkezdése utdn indult és 90 mdsodpercig tartott.
Extracelluldris folyadék dramldsdval kivaltott mechanikai hatds folyamatosan emelte az oldalfal
merevséget, de kisebb mértékben, mint a 12,5 mM KCl oldat dramldsa. Az dramlds felfiiggesztése utan 35
masodperccel (a kisérletek 170. mdsodpercében) az oldalfal merevsége, mindkét ingerlés sordn,
megkozelitleg visszatért a kiinduldsi értékre. Az okadainsav, 30 perces eldinkubdciét kovetden,
(folyadékaramlds nélkiil) fokozta az oldalfal merevség nyugalmi értékét anélkiil, hogy a sejthossz
valtozott volna. Okadainsav el6inkubdcié utdn sem mechanikai, sem kémiai ingerlés nem okozott tovabbi
véltozast az oldalfal merevség nagysdgaban.

3.3. A klls6 szérsejtek lassu motilis valaszanak
hatasa az elektromotilitasra

Az elektromotilis aktivitds nagysaganak mérése a lassu motilis sejtvalasz kiillonb6z6
stddiumaiban, szintén a kordbban mar ismertetett meghatirozott idopontokban tortént
(21-24. dbra; I11. és 1V. tdabldzat). Fiiggetleniil a lassi motilis sejtvdlaszt kivalté ingerlés
formdjatél - mechanikai vagy mechanikai + kémiai - az elektromotilis vdlasz
nagysaga kizarélag a lassi motilis sejtvalasz okozta oldalfal merevség valtozastdl fiigg
(25. dbra). Minél kifejezettebb a lassi motilis sejtvdlasz hatdsara fellépd oldalfal
merevség fokozddas, anndl kisebb az elektromotilis valasz nagysdga, mind az alacsony
(£35 mV), mind a maximadlis (£240 mV) ingerld fesziiltség esetén. Az elektromotilis
védlasz nagysdga €s a kiils6 szOrsejtek hossza kozotti dsszefiiggés fiiggetlen attdl, hogy a
sejt a rovidiilés, vagy a visszatérés (megnyulds) fazisaban van-e (I11. és 1V. tdbldzat). Az
alacsony ¢és maximdlis ingerlé fesziiltségre kapott elektromotilis vélaszok

karakterisztikdja hasonl6 (24. dbra).
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21. abra Extracelluldris folyadék (Hank oldat) dramoltatdsa sordn fellépd kiilsé szérsejt (L = 76 um)
lasst motilis vdlasz és ehhez kapcsolédéan az elektromotilis valaszok. A megadott idépontokban tortént
az elektromotilis valaszok rogzitése. Az inzert képek a lassi motilis sejtvalasz kiilonbozd stddiumaiban
mért elektromotilis vdlaszok nagysdgat dbrdzoljadk és a lassi motilis sejtvalasz gorbéjén lathatd
elektromotilitds csticsok szélesebb idéskdldn valé dbrazoldsat mutatjak. A kalibraciés 1épés (KL) 200 nm.
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22, dbra Kiilsé szérsejten (L = 72 pm) 12,5 mM KCl oldat dramldsa sordn bekovetkezd lassu és elektro-
motilis valasz regisztratuma. Az elektromotilis valaszok rogzitése a megadott idépontokban tortént. Az
inzert képek a lassui motilis sejtvdlasz kiillonbozd stddiumaiban mért elektromotilis vdlaszok nagysagat
abrazoljak. A kalibrécios 1épés (KL) 200 nm.
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23. abra Egy kiils6 szorsejt (L = 75 pm) 12,5 mM KCI oldat dramoltatdsa sordn nyert motilitds gorbéje,
okadainsav 30 perces eldinkubdcigjat kovetéen. Az inzert képek a lassi motilis sejtvdlasz kiilonbozd
stddiumaiban, adott idépontokban rogzitett elektromotilis vdlaszok nagysdgit dbrazoljadk nagyobb
idéablakban. A kalibréciés 1épés (KL) 200 nm.

111 tabldazat

Kiils6 sz6rsejtek elektromotilis valasz nagysaga (cstcstol csticsig) (nm),
+ 35 mV négyszog inger hatdsira (n=9, minden kisérletben) ( x £ SD )

1d6 (s) M K" OA+M OA+K*
20 201 =17 198 + 16 106 + 9 108+ 6
60 146+ 7 83+ 8 111+ 8 110+ 11
80 8911 65+ 5 101 + 10 104+ 8
120 67+ 6 64+ 6 105+ 9 99 +12
150 76 +10 68+ 9 103 + 11 101+ 7
170 141 + 14 127 £13 107+ 7 105+ 9

Az elektromotilitds nagysdgdnak véltozdsa alacsony (35 mV) ingerlé fesziiltségnél, az id6
fiiggvényében, a kiilsd szdrsejtek mechanikai (M), mechanikai + kémiai (K"), okadainsav + mechanikai
(OA+M) és okadainsav és mechanikai + kémiai (OA+K") ingerlés hatdsdra bekovetkezd lassi motilis
vélasza sordn. A lasst motilis sejtvalasz rogzitésre keriilt a 225 masodperces protokoll idétartama alatt. A
folyadékdramlds 45 masodperccel a kisérlet megkezdése utan indult €s 90 mdsodpercig tartott. Az ezt
kovetd aramlds nélkiili 90 masodperc képviseli a visszatérési (megnyuldsi) fazist. Az elektromotilitds
mérése a folyadékaramlds megkezdése el6tt (20 s), a lassi motilis sejtvédlasz alatt (60, 80, 120 s) és a
nyugalmi periédus (megnyulds) sordn (150, 170 s), minden kisérletnél azonos idOpontban tortént. Az
alacsony fesziiltség ingerre adott vdlasz nagysdga a sejthossz ~1%-kal val6 rovidiilésénél telitddést mutat.
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24, dbra Kiilsé szorsejtek elektromotilis vdlaszai extacelluldris folyadék (n = 9), 12,5 mM KCl (n=9)
és okadainsav + 12,5 mM KClI oldat (n = 9) dramldsdnak hatdsara kialakul6 lassi motilis sejtvdlasz
kiilonbozd stddiumaiban ( x £ SD ). A sejtrovidiilés folyaman az elektromotilis vdlaszok nagysdga a +35
mV (a) és £240 mV (c) ingerld fesziiltségre egyardnt csokken és a megnyulds sordn csaknem visszatér a
nyugalmi dllapotban mért értékre (b; d). Egy aktudlis sejthossz véltozdsndl meghatdrozott nagysagi
elektromotilis védlasz mérhetd, fliggetleniil att6l, hogy extracelluldris, vagy emelt kdlium tartalmu oldattal
tortént az ingerlés és attdl is fuggetleniil, hogy a sejt a rovidiilés (a; ), vagy a megnyulas (b; d) fazisaban
van. Okadainsav gdtolja a lassd motilis sejtvdlaszt, ennek megfeleléen sem extracelluldris, sem emelt
kalium tartalmu oldat &ramldsakor nem véltozik az elektromotilitds nagysaga.
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25. dbra  Osszefiiggés a kiilsé szérsejt mechanikai (extracelluldris folyadék 4ramldsa), valamint
mechanikai + kémiai (12,5 mM KCI oldat dramldsa) ingerlésére bekovetkezd lassu motilis sejtvalasz
soran, meghatdrozott iddpontokban mért oldalfal merevsége és a £35 mV (a), valamint a +240 mV (b)
ingerl6 fesziiltségre adott elektromotilis vdlaszdnak nagysaga kozott. Minél kifejezettebb a lassi motilis
sejtvdlasz hatdsdra fellépd oldalfal merevség emelkedés, anndl kisebb az elektromotilis valasz nagysdga,
mind az alacsony (£35 mV), mind a maximadlis (£240 mV) ingerld fesziiltség esetén (a kiinduldsi érték
~1/3-4ra csokken; alacsony ingerld fesziiltség esetén hamarabb szaturdldédik), fiiggetleniil az ingerlés
formdjatdl (mechanikai vagy mechanikai + kémiai) ( X +SD ).
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1V. tabldzat

Kiilsd szdrsejtek elektromotilis vélasz nagysdga (csucstol csicsig) (nm),
+ 240 mV négyszog inger hatdsara (n=9, minden kisérletben) ( x = SD )

1dé (s) M K* OA+M OA+K*
20 741 + 28 736 £ 31 426 £ 15 428 £ 18
60 640 =25 409 £ 23 415 £27 426 £ 21
80 420 £ 17 278 £ 15 421 +£13 417 £20
120 32819 246 = 14 420+ 19 425 + 17
150 403 £24 349 £ 21 416 +£23 424 £ 24
170 608 + 27 587 +29 427 £25 426 £ 16

Az izoldlt kiils6 szorsejtek elektromotilitdsa £240 mV ingerl6 fesziiltségnél, extracellularis folyadék (M),
vagy 12,5 mM KCI oldat (K*) dramldsa kovetkeztében okadainsav jelenléte nélkiil, illetve jelenlétében
(OA+M; OA+KY) fellépd lassd motilis valasz sordn. A kisérleti protokoll lefrdsa a III. tdbldzatban van.

3.4. Okadainsav hatasa a kilsé sz6rsejtek motilis

muikddésére, oldalfal merevségére

A nem specifikus serin/threonin protein foszfataz-gatlé okadainsav jelenlétében sem
mechanikai, sem mechanikai + kémiai ingerléssel nem vélthaté ki lassi motilis
sejtvalasz. Az okadainsavval tortént elokezelést kovetden, az ingerlések megkezdése
eldtt, az oldalfal merevség fokozddasat (I1. tdbldzat) és az elektromotilitds nagysagdnak
csokkenését észleltik (/II. és IV. tdbldzat). Az okadainsav felfiiggeszti a mechanikai
vagy kémiai ingerlés hatdséra a kiils6 szOrsejtek lassi motilitdsaban (I8. és 19. dbra),
oldalfal merevségében (II. tdbldzat) és elektromotilitisidban (23. és 24. dbra)

bekovetkez6 valtozasokat.
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Kiiszob koriili erdsségti hangok érzékelésében kulcsszerepet jatszik a kiilsd
szOrsejtek altal 1étrehozott elektromotilis energia-visszacsatoldsi mechanizmus, az un.
cochlearis erdsités, amely az eml6s fiil sajatja. Kisérleteinkben a kiilsé szdrsejtekre
jellemz6 hiarom, egymadssal 0sszefiiggd sejtvdlaszt vizsgdltunk, hogy jobban megértsiik
azokat a hatdsokat és mechanizmusokat, melyek a cochlearis erdsités (kiils6 szorsejt
elektromotilitas) hatékonysagat szabalyozzdk fizioldgias €s patoldgias koriilmények ko-
zott. Az izoldlt kiils6 szorsejtek motoros aktivitdsdval 6sszefiiggo jellemz6 valaszoknak
a kovetkezOk bizonyultak: (i) kivalthaté lassu motilis sejtrovidiilés, (ii) ezzel aranyos
oldalfal merevség fokozddas (iii) és kovetkezményes elektromotilis valasz nagysag

csokkenés.

Lassi motilis sejtvdlasz mechanikai és kémiai hatdssal is kivélthat6. Az emlds
cochleabdl szdrmazé kiilsd szérsejtekben ez a sejtrovidiilés elérheti az 1,5 pm-t
(a sejthossz ~2%-a). Ez jelentdés mddosuldst okozhat a Corti-szerv geometridjaban, mely
megvaltoztatja a hangingerre adott mikromechanikai vélaszkészségét. A 0,6 ul/perc
(10 nl/s) mértékti extracellularis oldat aramldsa hasonlé ahhoz, mint amekkora
nyomaskiilonbség véltozds a halad6 hullim (Békésy, 1960) révén a membrana
basilarison kialakul (Gummer, 2003). Ez a perfizié 5 £0,8 um/s sebességli dramlést
okoz a perflizids pipettaval szemben 1év0 sejtfelszinen és 2,8 +0,22 um/s sebességlit a
sejt ellentétes oldalan (az dramlési sebesség mérése az dramldsban tovasodr6dé aprd

részecskék mikroszkdp alatti kovetésével tortént). A Bernoulli torvényt alapul véve:
AP =Y2p (vi*- V),

ahol AP az a nyomds, ami a perfiziés pipettaval szemben 1év0 sejtfelszinen fellép, p a

striiség, v; és v, a sejt két ellentétes polusan mért folyadék aramlési sebesség.
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Kisérletiinkben a sejtfelszinen kialakulé nyomds (AP) 8,4 x 10 N/m? volt. Ez az érték
hasonl6 nagysdgrendi, mint amekkora nyomdskiilonbség egyetlen kiilsd szdrsejt
atmérdjének tavolsdgan a halad6 hullaim révén kialakul (AP = 2,46 x 10° N/m?)

(Gummer, 2003, Zwislocki, 2002).

Enyhe mechanikai ingerlésre a kiilsd szdrsejtek lasst motilis vdlasza valdsziniileg a
fesziilés-aktivalt (,,strech-gated”) receptorok megnyilasatol (Ding és mtsai., 1991) és a
sztereocilium-csokor mozgdsatol jon létre. A sejtizoldldsi technika sordn a
preparatumunkban feltehetéen szabadd4 valik a sztereocilium-csokor tektoridlis vége €s
karosodnak a csucsi Osszekottetések (,,tip-links”), vagyis a transzdukcids csatornak. Az
izolalt kiils6 szdrsejtek szabadon 4ll6 sztereociliumain a perfiizié okozta mechanikai
ingerlés hatdsara kialakul6 mozgds mechano-szenzitiv csatorndkat nyit meg és kation-
bedramlds jon 1étre (Meyer és mtsai., 1998). Mind a lateralis plasma membrdnban 1évo
fesziilés-aktivalt receptorok, mind a sztereociliumok mechano-receptorai Ca™*-
ateresztoek (Fettiplace és mtsai., 2001; Sziklai, 2004). Az intracellularis kalcium
koncentrdcié [Ca™]; emelkedése foszforildcids és defoszforildcids jelpalyakat aktival
(Sziklai és mtsai., 2001). A fentick kovetkeztében a kortikdlis citoszkeleton aktin-
spektrin racsrendszerben 1€trejové valtozdsok vezethetneknek a kiilsd szorsejtek

0sszehuzodasahoz.

A mechanikai ingerlésre bekovetkezd lassi motilis sejtvalasz mértéke tovabb emel-
kedett a perfiiziés oldat K* koncentraciéjanak 12,5 mM-ra tortént ndvelésekor (17. és
19. dbra; I. tabldzat). Mind a mechanikai, mind a kémiai ingerlésre fellépd lasst motilis
sejtvalasz megakadalyozhat6 a kiils6 szoérsejtek okadainsavval tortént elokezelésével. A
mechanikai ingerlés okozta lassi motilis sejtvdlasz nagysdgat megduplazé K' hatdsa
csak részben magyardzhaté az intracelluléris Ca®* emelkedésével, ugyanis kalcium-
mentes kiilsé oldatban is képesek a sejtek lassi Osszehuzddésra (Farkas és Sziklai,
2003). Ezek a bizonyitékok kétféle mechanizmust valészintsitenek a lassi motilis
sejtvalasz kialakuldsdban. Az egyik kalcium-fiiggd, a masik, amely protein foszfatiz-

gatléval megakaddlyozhatd, foszforilacid/defoszforilacio-fiiggd.

A kiilsé szorsejtekben kivaltott reverzibilis lassu motilis vdlasz az oldalfal merevség
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fokozdédasat eredményezi. A kisérleteink sordn mért 1,25 nN /um oldalfal merevség
érték nagysagrendje megegyezik méas kutatdk altal mért értékekkel (0,8 és 3,3 nN/um)
(Oghalai és mtsai., 1998; Ulfendahl és mtsai., 1998). Az oldalfal merevség fokozddasa
fiiggetlen az ingerlés (mechanikai vagy kémiai) m6djatdl (20. dbra). Minél kifejezettebb
a lassd motilis sejtvdlasz, anndl jobban fokozddik az oldalfal merevsége. Megkozelitéen
kétszer akkora lassi motilis sejtvalaszt okoz a mechanikai + kémiai ingerlés, mint a
mechanikai ingerlés 6nmagaban. Ezzel egyidejlileg az oldalfal merevség fokozddasa
linedris. A K*-indukdlta (mechanikai + kémiai ingerlés) oldalfal merevség fokozddas
kétszer akkora, mint a perfizié (mechanikai ingerlés) altal kivaltott oldalfal merevség

fokozédas (20. dbra).

Az elektromotilis vélasz nagysdga inverz Osszefiiggésben van az oldalfal merevség
fokozoédasaval (Dallos és He, 2000). Tekintve, hogy a Kkiilsé szorsejt fesziiltség
osztoként miikodik, az elektromos impulzus nagysagét és az extruzids faktort' (q=0,9
figyelembe véve az ingerld potencidl a négyszdg impulzus 1/10-e. A legkisebb inger
(£#35mV) esetén ez 3,5 mV, amely a kiiszob koriili erésségli hangok 4ltal kivaltott
receptor potencidl nagysdgdhoz kozel all6 érték. A maximdlisan alkalmazott £240mV
négyszog impulzus erdsség (24 mV a sejt-membranon) mar az elektromotilis valasz-
nagysag szaturacids tartomdnyba esé mértékének felel meg. Ezek az értékek a receptor

aram keltette membran fesziiltség valtozas fizioldgiai tartomanyaban vannak.

Az oldalfal merevség emelkedése kovetkeztében a prestin molekuldk konformacié
valtozdsa ellen hat6 mechanikai terhelés megnovekszik, ezltal az elektromotilis vilasz
nagysaga csokken. Mivel nem talaltunk kiilonbséget a mechanikai, vagy mechanikai +
kémiai ingerlés hatdsdra kialakul6 oldalfal merevség fokozddds okozta elektromotilis
vdlasz nagysaganak csokkenését dbrazold gorbék karakterisztikdja kozott, ezért feltéte-
lezhet6, hogy a kiilsé szorsejtek rovidiiléséért felelés molekularis mechanizmusok alap-
jat vagy egymads mellett miikodo, vagy egymads hatdsat fokozo (egyik mechanikai, mésik
kémiai ingerlésre bekovetkezd) folyamatsor képezi. A kiiszob erdsségii hangot repre-

zentdld legalacsonyabb (£35 mV) ingerl6 fesziiltségnél, egy meghatdrozott mértékii

' Kifejezi, hogy a kiilsé szérsejt mekkora szegmense van behiizva a mikrokamréba: q=0.9 azt jelenti,
hogy a sejtnek 10%-a van a mikrokamran beliil.
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(a sejthossz ~1%-a) sejtrovidiilés és oldalfal merevség fokozddas (~10%-os) utdn, az
elktromotilitds nagysdgénak csokkenése nem folytatddik tovébb, telitddést mutat, ami
mar mechanikai ingerlésre is kialakul (24(a). és 25(a). dbra). Az elektromotilis valasz
és ezdltal a cochlearis erdsités nagysaga, a lassi motilis sejtvdlasz mértékével ardnyos
oldalfal merevségtél fiigg. Ez a szabdlyozdsi mechanizmus befolydsolni tudja a
cochlearis erdsités mértékét az energia visszacsatolds megfelelden alacsony szintre
torténd csokkentésével, ami kb. 1/3-a a kontroll érték nagysaganak (IIl. tdbldzat). Az
elektromotilitds nagysaganak egyik szabalyozé tényezdje (Dallos és He, 2000) a sejtfal
merevségének valtozadsa. Ha a kiils6 szorsejtek falanak merevsége egy bizonyos szintre
nd, akkor nem tud kialakulni a prestin molekuldk fesziiltség-fiiggd konformacié
véaltozdsdnak sejtszintli 6sszegzddése, ill. jelen méréstechnikdval nem is detektdlhatéan
kicsiny (25. dbra). A sejtfal merevség-fiiggd elektromotilitis csokkenés egy mddositott
taldlat elméleti modellel irhat6 le. A lassi motilis sejtvdlasz a kiils6 szdrsejt
hossztengelye mentén meglévd sejtfal merevség kiilonbségek miatt kiillonbozo
merevség viltozdsokat hoz 1étre a kiilonbozd sejt szegmenseknek megfeleléen. A
prestin molekuldk folyamatos ,,kvézi inaktivdléddsa” ennek a lassi motilis sejtvélasz
nyomdn kialakulé inhomogén merevség fokozdddsnak a kovetkezménye. A ,kvazi

Z 9

inaktivdl6dds” nem azt jelenti, hogy a prestin molekuldk ténylegesen inaktivalédnak,
csak nagyobb mechanikai terhelés ellen dolgoznak, ill. az is lehet, hogy a prestin

mukdodik, csak a sejtszintii 9sszehangolds nem jon 1étre.

A modell a kovetkezo:

y=yo+a-e X—c-x )

ahol y az elektromotilitids nagysaga, y, az elektromotilitis nem szabalyozott nagysaga,
a az elektromotilitds szabalyozott, alap nagysaga, b a kvazi inaktivalddasi egyiitthato,
¢ az elektromotilitds merevség-fiiggd dllanddja, x a kiilsé szorsejtek oldalfal merevsége,

e pedig a természetes szam.

Lassi motilis sejtvdlasz nélkiil is kialakulhat az oldalfal merevség fokozdddsa
(Il tdbldzat), ami az elektromotilis vdlasz nagysdginak csokkenését okozza, hasonl6an

a lassd motilis sejtvalasz altal kivaltott sejtfal merevség fokozddashoz. Ez a jelenség
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volt megfigyelhetd a kiils6 szdrsejtek okadainsavval tortént elfkezelését kovetden

(23. és 24. dbra) (Zhang és mtsai., 2003).

Az okadainsav, az alkalmazott koncentraciéban (0,6 uM/l), mind a serin/threonin
protein foszfatdz 1 (PP1), mind a serin/threonin protein foszfatiz 2A (PP2A) miikodését
gatolja (Davare és mtsai., 2000). A tyrosin foszforildlt fehérjékre kifejtett foszfatdz-
gatld hatdsa azonban elhanyagolhaté (Inada és mtsai., 1999). Ebbdl kovetkezden ugy
tiinik, hogy a serin/threonin foszforilélt fehérjék jatsszdk a fészerepet a kiilso szorsejtek

lasst motilis valaszat el6idéz6 folyamatokban.

Kalcium-fiiggd foszforilacid tételezhetd fel az acetilcholin (ACh) hatdsara fellépd
elektromotilis védlasz nagysdganak emelkedését kivalté folyamatban (Sziklai és mtsai.,
1996, Sziklai és mtsai., 2001; Batta és mtsai., 2004). Mig a lassi motilis sejtvalasz
oldalfal merevség fokozddassal jar, addig az ACh oldalfal merevség csokkenést okoz
(Dallos és mtsai., 1997; Batta és mtsai., 2004). Az altalunk észlelt jelenség, miszerint az
okadainsav blokkolja a lassi motilis sejtvdlasz folyamatdt, fokozza az oldalfal
merevségét és ennek kovetkeztében csokkenti az elektromotilitds nagysagat, bizonyos
fehérjék foszforilacids fokanak novelése révén, latszdlag ellentétben 4ll azzal, hogy az
ACh oldalfal merevség csokkenést okoz és 4ttételesen - Ca* jelpélydk aktivalédasa

révén - esetleg ugyanazon citoszkeletélis fehérjemolekuldk foszforildciéjaval.

Egy elképzelhet6 magyardzat a foszforilicié éltal indukalt oldalfal merevség
fokozdddsara vagy csokkenésére, hogy feltételezhetden 1éteznek kiilonbozo jelpalydkon
végbemend protein kindz és foszfatdz aktivalasi reguldcids folyamatok (26. dbra). Az
okadainsav, a fenti koncentricioban, nem blokkolja a PPl révén a RhoA
defoszforilacidjat (Inada és mtsai., 1999). A foszforildlt RhoA nem gétolja a Rac-1
mukodését (Zhang és mtsai., 2003), ami kovetkezésképpen csokkenti az elektromotilis
védlasz nagysdgat, sejtrovidiilést okoz (Zhang és mtsai., 2003) és valoszinilileg fokozza
az oldalfal-merevséget. Az ilyenkor mért elektromotilitas-csokkenés mintegy 40%
koriilli (Zhang és mtsai., 2003), ami nagyon hasonlé ahhoz az értékhez, amit
okadainsavval tortént el6kezelés utan mértiink (I11. és IV. tdbldzat). Ezzel ellentétben,

ACh hatdsdra az 6sszehtizédott sejt visszanyeri eredeti hosszat, csokken az oldalfal me-
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revsége és nd az elektromotilis védlasz nagysdga. A protein foszforildcié képes
meghatdrozni a kortikdlis citoszkeletonban 1év6 aktin-spektrin rdcsozat rovidiilésének
mértékét, ami egy adott ardnyd oldalfal merevség novekedés/csokkenés kialakuldsat

eredményezi.

Elektromotilitas cs dkkenés

Y

KSZ - hosszvaltozas KSZ - hosszvaltozas
csokkenés \ izome trias
Merevség fokoz 6das \
Cp1P Cp2
Pase 1T kinase 1 Pase 2 T{ kinase 2
Cp1 \ Cp2P
Merev ség cs dkkenés
KSZ - hosszv altozas KSZ - hosszv altozas
izometrias

/ névekedés

Elektromotilitas fokoz 6das

'

26. dbra A kiils6é szérsejtek (KSZ) motilis mikodésében meghatarozd szerepet jatszo citoszkeletdlis
fehérjék kiilonbozo titvonalakon végbemend foszforildciés/defoszforilaciés folyamatainak egyszertisitett
modellje. CP1 és CP2 citoszkeletdlis fehérjék, CP1 P és CP2 P ezen fehérjék foszforildlt formdi. Kinase
1, 2 és Pase 1, 2 foszforildz és foszfatdz enzimek. Szamtalan protein kindz és foszfatdz metabolikus tton
szabdlyozza egymads és a kiilonboz0 citoszkeletdlis fehérjék miikodését. A sejt aktudlis allapotat, motilis
mikodését a kiilonbozo citoszkeletdlis fehérjék eltérd utvonalakon torténd foszforilacidés folyamatai
hatdrozzdk meg, melyben nagyszamu kindz (Ser/Thr kindz: PKA, PKG, CAMK II, Rho kindzok, stb.) és
foszfatdz (Ser/Thr foszfoprotein foszfatiz: PP1, PP2A, PP2B, stb.) jdtszik meghatdrozé szerepet.
A Kkiils6 szorsejtek oldalfal-merevségének fokozddasaval vagy csokkenésével Osszefiiggd elektromotilis
valasz nagysdganak mérséklodését vagy emelkedését a citoszkeletdlis fehérjék aktudlis
foszforilacids/defoszforilaciés allapotdnak eltéréd mértékii megvaltozasa hozza létre. Néhany lehetséges
kiilonbozd tdtvonal: (1) A kiils6 szdrsejtek rovidiilése nélkiil fokozddik az oldalfal merevsége, amikor
azon citoszkeletdlis proteinek foszforilaciéja kovetkezik be, melyek nem okoznak olyan médosuldst a
citoszkeleton geometridjdban, ami hosszvaltozast eredményezne, mivel az oldalfal merevség fokozodasa
a citoszkeletonban 1év6 keresztirdnyi kotegek (,,crosslinks”) merevebbé véldsatdl jon létre. Az
elektromotilitds nagysdga csokken, a lassi motilitds blokkolédik (pl. okadainsav). (2) Mds fehérjék
foszforildciéja a citoszkeleton ,ellazuldsat” eredményezhetik, kovetkezményes oldalfal-merevség
csokkenéssel és az elektromotilitds nagysdgdnak emelkedésével (pl. ACh). (3) Néhdny mds fehérje
foszforildlt 4llapota a kiilsé szdrsejtek rovidiilése révén az oldalfal-merevség emelkedését, eziltal az
elektromotilitds nagysaganak csokkenését hozza 1étre (pl. folyadék dramlasa).
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Ez 0Osszhangban van azzal a feltételezéssel, hogy meghatirozott citoszkeletélis
proteinek foszforildcidja oldalfal merevség csokkenést okoz sejtrovidiilés nélkiil, ezzel
ellentétben a Rac-1 1utjan aktivalt Rho-kindzok (foszforilacid) hatdsara oldalfal

merevség fokozddds jon 1étre (26. dbra).

Meglehetdsen magas a Kkiilsé szOrsejtek mechanikus ingerekkel szembeni
érzékenysége, ami fontos lokdlis visszacsatoldsi szabalyozdsra utal, mind a
hangérzékelésben, mind a Corti-szerv hangartalommal szembeni védelmében. Ez az
érzékenység teszi lehetévé, hogy mechanikai (pl. tilzott hangerd) és kémiai (K-
intoxikacié; pl. Meniére-betegség) ingerlésre, a toénusos sejthossz valtozas révén,
mikromechanikai valtozdsok lépjenek fel a Corti-szervben. Az ingerlésre fellépd lassu
motilis sejtvdlasz, fokozva az oldalfal merevséget, kevésbé hatékony elektromotilis
energia-visszacsatoldst eredményez a membrana basilarisra, aminek kovetkeztében
csokken a periférids hangerdsités mértéke. Tul erds hangok esetén feltehetden a fenti

folyamatok védik a Corti-szervet a kdrosodastol.
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6 Osszefoglalas

A kiils6 szdrsejtek motoros mitkodésének (lasst- és gyors-, vagy elektromotilitds) az
emlosok éles halldsa szempontjdbol meghatiroz6 a jelentOsége. Mig az
elektromotilitdsrdl tudjuk, hogy szinusz ciklusrél szinusz ciklusra erdsiti a kiiszob koriili
erosségli hangokat, addig a lassi motilis sejtvalasz jellegzetességei €s a cochlearis
erOsitésben jatszott szerepe kevéssé ismert. A tézisekben leirt kisérletek arra keresnek
valaszt, hogy az elektromotilitdis és a lassi motilis vélasz sejtszinten hogyan

integralodik és milyen hatdssal van egymasra.

Izolalt kiils6 szorsejtek lassu motilis valaszat (n = 36) 0,6 ul/min sebességgel, 90
masodpercig aramld, extracelluldris folyadékkal (mechanikai hatds) és 12,5 mM KCl
oldattal (mechanikai és kémiai hatds) valtottuk ki, a szerin/threonin protein foszfataz-
gatld okadainsav jelenlétében (n = 9-9) és jelenléte nélkiil (n = 9-9). Az dramlés okozta
lassi motilis sejtvalasz sordn az elektromotilis vdlaszokat, +35 mV-tél £240 mV-ig,
7 1épésben egyenletesen emelkedd elektromos fesziiltség négyszog impulzusokkal
keltettiik (n = 36). Az oldalfal merevségét aspirdcids mikro-deformdaciés technikaval

vizsgaltuk (n = 5-5).

Reverzibilis sejtrovidiilést okozott az extracelluldris folyadék és az emelt kalium
tartalmd oldat dramldsa (KCl szignifikdnsan nagyobbat), mikoézben az oldalfal
merevsége szignifikdnsan fokozddott, ugyanakkor az elektromotilis védlasz nagysiga
csokkent. Az okadainsav blokkolta a lassu motilis sejtvdlaszt, fokozta az oldalfal
merevségét, csokkentette az elektromotilis valasz nagysiagat és ezen értékek mindkét

ingerlés soran véltozatlanok maradtak.
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6. Osszefoglalds

A kiils6 szérsejt mechanikai hatdsra lassd motilis sejtrovidiiléssel és egyidejii
oldalfal merevség fokozdddssal vidlaszolt. A jelenséget valdsziniileg a citoszkeletalis
fehérjék metabolikus médositasat irdnyité kalcium- és foszforilacié-fiiggd folyamatok
mukdodtetik. A kovetkezményes elektromotilis vélasz nagysdg csokkenés egy lassu
motilis sejtosszehizodas altal vezérelt (cochlearis erdsitdt szabdlyozd) mechanizmust
valészinlisit, ami védi a belsdfiilet til erds ingerek esetén a karosodastol.
Megfigyeléseink fizioldgiai jelentésége, hogy mechanikai (tilzott hangerd) és kémiai
(K*-intoxikdcié: Meniére-betegség) ingerlésre a Corti-szerv képes lehet olyan
mikromechanikai véltozdsokkal reagdlni (sejtrovidiilés), amelyek a periférids

hangérzékelés folyamatat és érzékenységét szabalyozzak.
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Summary

Motor activity of the outer hair cells (slow-, and fast motility or electromotility) is a
significant mechanism which determines the sharp frequency selectivity and low
threshold in mammals. Electromotility provides with amplification on a cyle-by-cyle
basis. The exact role of slow motility in the peripheral processing, however, is much
less known. The Theoris aims to examine the integration of slow and fast motility in

cellular level and their influence on each other.

Slow motile length changes of isolated outer hair cells (OHCs) (n = 36) were
induced by perfusion of saline (flow rate: 0,6 pul/min) as a mechanical challenge or by
perfusion of 12,5 mM KCI solution for 90 s as a chemical and mechanical challenge
with and without ocadaic acid (OA), a serine/threonine protein phosphatase inhibitor
(n =9, in each experiment). Electromotility was evoked by square pulses from +35mV
to £240mV at different stages of cell shortening (n = 36). Stiffness of the lateral wall

was measured by the micropipette aspiration technique (n = 5, in each experiment).

Both forms of stimulation (saline and 12,5 mM KCI solution) caused a reversible
shortening (KCl evoked greater). Slow shortening increased lateral wall stiffness,
simultaneously, electromotility magnitude decreased. Ocadaic acid blocked slow
shortening, increased lateral wall stiffness, and decreased the magnitude of
electromotility. Applied stimulations of ocadaic acid treated OHCs do not further

change stiffness or electromotility.

Isolated OHCs respond with slow shortening and consecutive cell stiffness increase
to mechanical insult. This phenomenon seems operating with calcium-, and

phosphorylation-dependent modifications of the cytoskeletal proteins. The subsequent
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6. Osszefoglalds

electromotility gain decrease suggests a slow OHC shortening driven regulation of the
cochlear amplifier with simultaneous safety control of the auditory periphery against
overstimulation. Physiological relevance of these observations are, that a mechanically
(loud sound) or chemically (K intoxication, e.g. Méniére’s disease) stimulated organ of

Corti is capable of changing its micromechanical response properties.
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