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1. Bevezetés

1.1. Az eml6sok hallasanak élettani folyamatai

Az ember érzékszervei révén ismeri meg a kiilvilagot. A hallérendszer olyan komlex
érzékszerv, mely az akusztikus ingereket elektrofizioldgiai ingerekké alakitja at, és ezeket az
elektromos jeleket érzetté dolgozza fel. A tidgabb értelemben vett hallo- (és egyenstilyozo)
szerv magédban foglalja a hallds- (és egyensulyozds) periférids felfogd végkésziilékeit
(receptorait), az idegpalyakat és a kozponti idegrendszeri magvakat.

A gerincesekben, beleértve az embert is a hallasérzékelést jelentdsen befolydsoljak a
belsd fiilben taldlhaté mechanoreceptorokat tartalmazo kiilsé szdrsejtek és a veliikk szoros
kapcsolatban all6 Deiters sejtek. A hanginger hatdsidra a membrana basilaris és membrana
tectoria egymdshoz viszonyitott relativ elmozduldsa a szdrsejt sztereociliumdnak elhajlasat
indukdlja, mely ioncsatorndkat nyit meg, vagy ellenkez6 irdnyt elmozdulds esetén, ezeket a
csatorndkat bezdrja. A mechanoszenzitiv csatorndk kinyildsa esetén Ca®™ és K' ionok
dramlanak a sejtbe, ezzel a sejt depolarizicidjat hozzdk létre. A csatorndk zirdsa
kovetkeztében hyperpolarizdcié alakul ki. A sejtek depolarizdcidjdnak hatdsira
fesziiltségfiiggd L-tipust Ca®* csatorndk aktivdlédnak, melyeken keresztiil Ca®* dramlik be a
sejt tovabbi depolarizacidjat okozva. A kiils6 szorsejtek depolarizacidja a hosszanti tengelyiik
mentén torténd rovidiilést, hiperpolariziciéja elongiciét okoz. Az intracelluldrisan
felhalmozott kéliumionok fesziiltségfiiggé K* csatorndkon és Ca™ fiiggé K'csatorndkon
keresztiil jutnak az extracelluléris térbe. Minden olyan esetben, amikor a kiils6 zajok tartésan
érik ezt a rendszert, a kiilsé szorsejtek ezen funkcidja kdrosodik, késObb a sejt elpusztul, és

ennek kovetkeztében idegi tipusu hallaskarosodas alakul ki.

1.2. A belso fiil szerkezete és funkcidja

A hallas és egyensilyozds szerve Osszetett, kettds érzékszerv. A hallds szerve hirom
részbol all: kiilsd, kozépso és belsod fiilbol. A belsd fiil a sziklacsont pars petrosdjaban
elhelyezked6 csontos labyrinthusban foglal helyet, mely a csigat (cochlea) tartalmazza.

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

A Corti szerven belill taldlhatok az érzéksejtek. A Corti alagiittdl befelé a belso, ettol
lateralisan a kiils6 szOrsejtek. A belsd szOrsejtek egy sorban helyezkednek el a cochlea teljes

hosszaban, mig a kiils6 szOrsejtek harmas sorokba rendezettek. A kiils6 szorsejteket a Deiters-
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féle tamasztdsejtek hataroljdk, amelyeket kiviilr6l magas hengerhdm, tn. Hensen-féle

hamsejtek, majd az alacsonyabb Claudius-féle kobhamsejtek hatarolnak.

1.2.1. A Kiilso szorsejtek

A szorsejteknek funkcidjuk alapjdn két tipusukat kiilonboztetjik meg. A belsd
szOrsejtek egy sort alkotnak a cochleaban, szamuk mintegy 3000. A belso szorsejtek a hallés
tulajdonképpeni receptor sejtjei, a sejtek receptor potencidlja az afferens neuronokban akcids
potencidlokat generdl. A kiilsé szorsejtek (KSZ) a hangrezgések erdsitése révén kiemelkedd
fontossaguiak a hallds percepcidjaban, szamuk mintegy 22000, a bazalis csavarulatok teriiletén
négy, az apikdlis csavarulatokban 3 sorban helyezkednek el a cochleaban. A kiilsé
szOrsejteket a Deiters tdmasztosejtek veszik koriil. A kiilsé szOrsejtek mérete mind
apikobazdlisan, mind a sejt sorok kozott kiillonbozo.

A cochlea efferens beidegzésében jelentds kiilonbségeket fedeztek fel az utdbbi
években, az apikdlis csavarulatokban GABA-erg, a bazilis csavarulatokban kolinerg
beidegzés volt kimutathaté. Altaldnosan elfogadott, hogy a cochlea efferens beidegzése a
cochledris adapticid és a tartds zaj elleni védelem fontos eleme. Az acetilkolin és a GABA
egyardnt Ca®* bedramldst eredményez a sejtmembranon, mely egyrészt Ca®* fiiggé K*
csatorndk megnyilasit eredményezi, mely hiperpolarizdlja a sejtmembrint, mdasrészt a
szubszinaptikus ciszternalis rendszerbdl Ca®* indukélta Ca®* felszabaduldst (CICR)
eredményez. Ujabb kutatisok szerint a kiilsé szérsejtek intracellularis Ca™ szintjét
kotranszmitterként befolydsolni képes az ATP. A jelatvitelben szerepet jatsz6 szamos purinerg
receptor volt detektdlhaté a belsd fiil sejtes elemein, igy a kiilso szdrsejteken és Deiters

sejteken is.

1.2.2. A Deiters sejtek

A tdmasztdsejtek koziil a Deiters sejtek szoros kapcsolatban dllnak a kiilsé szdrsejttel,
ahhoz mind az apikélis, mind a bazilis p6lusan csatlakoznak, dgynevezett ,,mikromechanikai
egységet” alkotnak. Feltételezések szerint a kiils6 szdrsejtek erdsitd mechanizmusat segitik. A
cochledban a kiilsd szdrsejthez hasonléan a bazdlis teriilettdl az apikalis teriiletig harom
sorban helyezkednek el. Sejttestbol és ugynevezett falangedlis nydlvanybol allnak. A sejttest
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,vallan” il a kiilsé szOrsejt a bazdlis pélusdaval. A sejttestbdl kiindulé falangedlis nydlvany
ivben a kiils0 szOrsejt apikdlis polusdhoz fut. A Deiters sejtek testének és falangedlis
nyulvanyanak mérete fiigg a sejtek cochledban elfoglalt helyétdl. Kis méreti kiilsé szorsejthez
nagy sejttestll és rovid nyulvanyd, mig hosszu tipusu kiilsé szOrsejthez vékony sejttestii és

hosszi nyidlvanyd Deiters sejt kapcsolddik. A falangedlis nydlvany a végén kiszélesedik,
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ugynevezett falangedlis fejecsben végzddik. A Deiters sejtek mérete mind apiko-bazélisan,
mind a sorok kozott beliilrdl kifelé nd. Ezen kiilonbségek kapcsolatban allhatnak a sejtek
eltérdé miikodésével a kiilonbodzd frekvencidji hangok percepcidja sordn.

A Deiters sejtek szerepe a cochlearis aktiv mitkodésben még nem tisztazott. Egyes
tanulmadnyok szerint ezen sejtek hozzdjarulhatnak a cochlearis mikromechanikdhoz. A
falangedlis nyulvdny merevségének a megvéltozdsa befolydsolhatja a Corti szerv erdsitd
mechanizmusat. Kordbbi kisérletek szerint 100 uM ATP, amely szdmos szervben
neurotranszmitter szerepet tolt be, sejtekhez addsakor a falangealis nydlvany merevségének
megvaltozasat és a nyulvany mozgasat figyelték meg. Mas kisérletekben Ca®* sejtekhez
addsakor figyeltek meg hasonld jelenséget. A Ca®* és az ATP hatdsdra kialakulé vélasz

hatterében hasonlé mechanizmusok allhatnak.

1.3. Purinerg receptorok

A purin- és pirimidinvegyiiletek hatdsaik egy részét sejtfelszini receptorokon keresztiil
fejtik ki. A purinerg receptorok két nagy csoportja a P;-purinerg receptorok vagy adenozin-
receptorok (altipusok: A, Asa, Az, Az, melyek adenildt-cikldzzal kapcsoltak, illetve a P,-
purinerg receptorok, melyek kiilonféle purin és pirimidin nukleotidokkal (ATP, ADP, UTP
stb.) aktivalhatok. A P, receptoroknak két csoportjat kiillonboztetjilk meg: az ionotrop Pyx és a
metabotrop P,y receptorokat).

A Pyx receptorok a Pyx;.; alegységek homo- vagy heteromultimerizacidjaval jonnek
létre, a homomer ionotrop P,x receptoroknak {igy tehdt hét tipusat ismerjiikk. Amikor az
extracellularis oldal megfeleld helyéhez ATP kotddik, kationcsatorna nyilik meg, mely a a
citoszolikus szabad Ca®* koncentraciét ([Ca**]i-t) részben kozvetleniil a kiils§ térbol noveli
meg, részben a belépd Ca™* ionok Ca®* indukélta Ca™ felszabaduldst (CICR) indukalnak.
Emellett a P,x receptorok nyitasa depolarizdlja a sejtet, ami, ha a sejt rendelkezik a megfeleld
fesziiltségfiiggd ioncsatorndkkal, tovabbi Ca2+—belépés és belsd raktarbol torténd felszabadulds
forrdsa. A P,y receptorok 7 transzmembrdn doménnel rendelkezd, 308-377 aminosav
hosszisagl, G-proteinhez kapcsolt metabotrop receptorok. Az emldsdkben eddig nyolcféle
P,y receptort klénoztak (Payi, Payz, Pava, Pave, Pavii, Paviz, Pavis, Payis). UTP-vel vald
aktivalhatésag miatt a P,y, €s Pyys receptorokat egyiittesen P,y receptorként is szoktdk
emliteni.

Az ionotrop purinerg receptorok megnyildsa egyrészt membrindepolarizicid
kivéltasaval kozvetve, masrészt Ca2+—permeabilitésa miatt kozvetleniil is képes megemelni a

[Ca™]i-t. A P, purinerg receptorok (a Px; receptor kivételével) az agonista ismételt vagy
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tartés adagoldsdra egyre kisebb sejtbe befelé foly6 dramot és/vagy [Ca**]i-ndvekedést hoznak
1étre, azaz deszenzitizdlédnak. Ez egyrészt a receptor internalizacidjaval és degradacidjaval,
masrészt foszforildciés dllapotdnak megvéltozasdval és funkciondlis inaktivacidjdval,
harmadrészt pedig (a P,y receptorok esetében) a PIP, készletes kimeriilésével és a bels6 Ca**-

raktdrak kitiriilésével magyarazhato.

1.3.1. A purinerg receptorok szerepe

A purinerg receptorok az €16 szovetekben, sejtekben igen elterjedtek, részt vesznek az
egészséges €s a koros sejtmiikodésben. A legtobb esetben egy sejten egynél tobb purinerg
receptor-tipus is megtaldlhatd, azonban az egyes altipusok kozotti kolcsonhatds jellege és
jelentosége, illetve a purinerg receptor-mintidzat megvaltozdsanak szerepe a sejt életében
egyeldre nem pontosan ismert.

A P, receptorok dltal kozvetitett cellularis hatdsok rovid és hosszud tdviak lehetnek. A
gyors hatdsok kozé az ATP legkorabban felismert kotranszmitter és neuromodulator funkcidi
mellett a neuroendocrin és exocrin szekrécid széles korli szabdlyozdsdban, a
thrombocytaaggregicidoban, a nociceptiv ingerek mechanoelektromos transzdukcidjidban
betoltott szerep, valamint az endothel sejtek éltal medidltan vascularis vasodilatatiét kivalté
képesség sorolhatd. A lassii (trofikus) purinerg hatdsok, még szertedgazobbak. A receptorok
sejtproliferacioban, differencidcioban és apoptosisban betdltott szerepe r1évén az
extracellularis purin- és pirimidinnukleotidok a bor €s a parenchymads szervek sejtjeinek
normal turnoverében, a kozponti idegrendszer, a gasztrointesztindlis rendszer és a
vizeletelvalaszt6 rendszer mitkodésében, a malignus daganatok kialakuldsaban, a gyulladdsok
1étrejottében és fennmaraddsdban, a sebgyogyuldsban €s a csontreszorpcidban toltenek be
fontos funkciét, tovabbad részesei az atherosclerosisnak, az immunsejtek miikddését

befolyasolva pedig immunmodulétorok.

1.4. A K* csatornak

1.4.1. A K" csatornak szerepe a hallas folyamatiaban

A hértyds labyrinthus hdromszog keresztmetszetli csatorndja, a ductus cochlearis, K*-
ban gazdag (140-160 mM/1), Na'-ban szegény (2-6 mM/I) endolymphat tartalmaz. Ezt a K'-
ban gazdag endolymphat a stria vascularis termeli. A szérsejtek kutikuldris lemeze, a
pillérsejtek és a Deiters sejtek falangedlis nydlvanyanak felszinei zonula occludensszel
kapcsolodnak egymdshoz, igy egy résmentes lemezt alkotnak (lamina reticularis). Az

endolymphatér €s a perilymphatér kozotti hatdr a lamina reticularis, igy a kiilsé szorsejtek
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kutikuldris lemezébdl kiemelkedd sztereociliumok a magas K* tartalmi endolymphatérbe
nytlnak, mig sejttestiik az alacsony K* koncentraci6ju perilymphatérben (Na* 130-150 mM/I,
K" 4-5mM/l) helyezkedik el. A hanginger hatdsdra létrejové m. basilaris és m. tectoria
egymashoz viszonyitott relativ elmozduldsa sztereocilium elhajlast indukdl. A sztereocilium
elmozduldsa mechanoszenzitiv csatorndkat nyit meg. A mechanikai inger hatdsara az ionok
mozgdsa az endolympha és a szdrsejtek kozott fenndllo elektromos gradiens mentén torténik.
Ezt az elektromos gradienst a sejtek nyugalmi membranpotencidlja (-70mV), valamint a
pozitiv endocochledris potencidl (80 mV) alakitjdk ki. A csatorndk kinyildsa esetén a
bedramlé K* és Ca®* ionok depolarizdljak a sejtet, csatorna zarodds esetén pedig
hyperpolarizici6 jon létre. Tehdt a m. basilaris kitérése felfelé a sejt depolarizaciojét, lefelé
pedig hyperpolarizici6jat okozza. Depolarizdcié hatdsira fesziiltségfiiggd Ca®* csatornak
aktivalodnak, amelyeken keresztiil Ca®* 4ramlik be tovabbi depolarizaciot és intracelluldris
Ca® novekedést okozva. Az intracelluldris Ca** koncentricié novekedés hatdsira a sejt
bazolaterdlis membranjan Ca®* szenzitiv K* csatornak nyilnak meg amelyeken K* kidramlds
indul meg. Emellett megnyilnak a membrén fesziiltségfiiged K csatorndi is, melyek a
legtijabb kutatdsok szerint KCNQ4 csatorndk. A K a kordbban emlitett csatorndkon torténd
kidramldsa helyredllitja a KSZ-ek nyugalmi membranpotencidljat. A sejtben felhalmozddott
Ca® egyrészt intracelluldris raktirakba dramlik, mdsrészt Ca®* pumpék segitségével
elimindlodik a sejtbdl. A Deiters sejtek feltételezett szerepe a belsé fiilben a K recirkulécié
reguldcidjdnak biztositdsa. A perilymphaba jutott K* ion bejutdsat a Deiters sejtbe egy K'-CI
ko-transzporter, a Kcc4 szabalyozza. A Deiters sejtekbe jutott K* diffizié utjdn jut a hozzd
gap junction Osszekottetéseken keresztiil kapcsolodd epithelialis sejtekbe. Ezen sejtekbdl a

stria vascularison keresztiil jut ismételten a K* az endolymphéba.

1.5. A zaj hatasa

A kornyezeti artalmak, mint példdul a zaj karos hatdssal van a belsd fiil sejtjeire.
Tartés zajkezelés a receptorsejtek, és foként a kiilsé szOrsejtek kdrositdsa révén idegi tipusi
halldscsokkenést okoz, melyet audioldgiai vizsgdlatokkal (disztorziés kombindcids
hangemisszi6) lehet kimutatni. Zaj hatdsdra a kiilsé szOrsejtek sztereociliumai sériilnek,
karosodnak a sejtek mitokondriumai, melyek végiil a sejtek duzzadasdhaz, funkcidjuk
elvesztéséhez és a sejtek pusztuldsdhoz. Felvetették azt, hogy ezen karosité mechanizmusok
hatterében a reaktiv oxigén gyokok valtozdsa, a sejtek ionhdztartdsdnak felboruldsa és
kiilondsen az intracelluldris Ca®* szint valtozdsa ll. Az intracellularis Ca™ szint emelkedés

sejtfalmerevség véltozast hoz 1étre a kiils6 szdrsejt oldalfalan.
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2. Célok és a kitiizésiiket indoklé el6zmények

Az ATP-dltal kivdltott Ca**-tranziensek morfologiai, farmakologiai vizsgdlata a tengeri-
malacok belsd fiilének kiilsé szorsejtjeiben. Az irodalombdl ismert, hogy az ATP
adagoldsa depolarizal6 kationdramot idéz el6 a tengeri malacok belsd fiilébdl izolalt kiilsd
szOrsejteken. Azt is tudjuk, hogy ez az dram nagymértékben gatolhat6 purinerg receptor
antagonistdkkal, suraminnal és cibacron-kékkel. ATP adagolds hatdsira a Ca®*-dramok
igen érdekesen véltoznak meg. Nagy koncentriciéban (100 uM) alkalmazott ATP
csokkenti a Ca**-dramok amplitiddjat 0 mV-on, de fokozza +10 mV-on, mindemellett a
sejtek kis hdnyaddban teljesen hatastalan. Ez a heterogén kép utalhat funkciondlis
diverzitisra, ezdltal a purinerg receptor altipusok expresszidjanak sejt-sejt kozotti
kiilonbségeire is. Mockett €s mtsai 1995-ben farmakolédgiai dton kimutattdk, hogy a Corti
szervben, mind a P,x, mind pedig a P,y receptorok kimutathatéak. A purinerg receptor
ellenes antitestek széleskorli megjelenése lehetové tette ezen receptorok
immunfluoreszcens jelolését, ezdltal az altipusok expresszidjanak és a sejtfelszini
lokalizaciojanak a vizsgalatat. Ezaltal kimutathatéva valt a kiilonbozo altipusok kozotti
kiilonbség mind a membrdanon beliili elhelyezkedés, mind pedig az expresszid
tekintetében. Azonban annak a megfigyelésnek a részletes vizsgdlata, miszerint az ATP-
altal kivéltott Ca**-tranziensek is jelentds kiilonbségeket mutatnak az izoldlt kiilsd
szérsejtekben, egyenlére még vérat magdra. Eppen ezért els6dleges célunk a Ca®*-
tranziensek inhomogenitasanak hatterében 1lévé, valésziniileg Kiilonbozo, P
receptormintazatok farmakolégiai vizsgalata volt.

A zajterhelés hatdsa a purinerg receptorok expressziojdra, valamint az ATP-dltal kivdltott
Ca**-tranziensek morfologidjdara a tengerimalacok belso fiilének kiilsé szorsejtjeiben.
Ismert, hogy a tart6s zajterhelés megvaltoztatja a belso fiil receptorainak érzékenységét. A
nagyfoku zajterhelés halldsvesztéshez vezet, aminek hatterében a belso fiil sejtjeinek
sériilése, illetve pusztuldsa 4ll. Ebben a folyamatban leginkabb a kiilsd szorsejtek
érintettek, amelyekben morfoldgiai elvéltozasok, ugymint a sztereocilumok sériilése, a
mitokondriumok  struktirdjdnak megvéltozdsa, valamint a sejtvolumen jelentds
novekedése egyarant kimutathat6. Kimutattak, hogy a jelentds és tartos (250 Hz, 125 dB)
zajnak kitett 4llatokban megvaltozik a kiils6 szorsejtek életképessége és motilitdsa, aminek
hatterében a sejtmembrin Ca® permeabilitdsdnak novekedése és a kovetkezményes
intracellularis Ca®* szint emelkedés 4ll. Feltételezések szerint a megemelkedett

intracelluldris Ca® szint hatdsira a sejtmembrdn purinerg receptorok expresszidja
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csokken, igy csokken az ATP hatdsdra kialakul6 intracelluldris Ca®* szint novekedés
mértéke. Néhdny év 6ta azt is tudjuk, hogy a megnovekedett Ca®* szint a sejtfal
rugalmassdganak csokkenéséhez, ezaltal a Corti szerv adapticidjanak megvaltozasihoz
vezet. Mindezen folyamatok kiegésziilnek a zaj hatdsara kialakulé neurotranszmissziéban
bekovetkezd viéltozdsokkal is, ami az ATP-hez kotott jelatviteli utvonalakat is érinti.
Munkédnkban megvizsgdltuk a tartésan zajterhelésnek Kkitett allatok Kkiilsé
szbrsejtjeinek Ca’>* homeosztazisaban és a purinerg receptor mintizataban kialakulé
elvaltozasokat.

A K" dramok vizsgdlata a tengerimalacok belsd fiilének Deiters sejtjeiben. A kiilsd
szOrsejtek szerepe a cochledris erdsitd mechanizmusban részletesen tanulmdnyozott,
ismert folyamat. Feltételezések szerint a kiils6 szdrsejtekhez szorosan kapcsolddd Deiters
sejtek is fontos szerepet jatszhatnak ebben az er6sité folyamatban, bar a pontos feladatuk
jelenleg ismeretlen. A Deiters sejtekben az ATP adagolds hatdsira kialakul Ca®*
tranziensekbdl tobb purinerg receptor altipus jelenlétét valdszinisitették. Fontos az, hogy
a P,x receptorokon bedramlé Ca®* mennyiségét egyrészt az extracelluldris és
intracelluldris tér Ca”* koncentricié kiilonbsége, valamint az aktudlis membranpotencial
Mindezek miatt célunk a Deiters sejteken mérheté K™ aram karakterizalasa volt,
valamint annak vizsgalata, hogy van-e Osszefiiggés a  Kkiilonboz6 cochlearis

lokalizacigja Deiters sejtek morfologiaja és K™ aram osszetétele kozott.



Ph.D. értekezés tézisei, Dr. Szlcs Attila, 2007

3. Eszkozok és modszerek

3.1. Kiilso szorsejt és Deiters sejt izolalas

Kisérleteinket pigmentalt tengerimalacokbdl (150-300 g) izolalt sejteken végeztiik. A
sziklacsontbdl eltavolitott cochleat Hank extracellularis oldatba helyeztiik. A prepardlds utdn a
sejteket IV-es tipusi collagendz oldatban emésztettik (5 perc, 1 mg/ml; Sigma).
Kisérleteinkhez két preparatumot készitettiink. Az els6 prepardtumhoz a cochlea apikalis két
csavarulatan elhelyezkedd, mig a masodik preparditumhoz a bazilis csavarulaton levo sejteket

hasznaltuk fel.

3.2. Intracellularis Ca** koncentricié mérés

Az intracellularis Ca®" koncentracié méréshez Ca®* szenzitiv fluoreszcens festéket, a
fura-2 acetoximetil észterét (Fura-2 AM, Molecular probes, Eugene, OR, USA) hasznaltuk. A
sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm hulldmhosszisagok kozott valtakozé gerjesztését
DeltaScan ™ kettés monochromdtor berendezése (Photon Technology International, USA)
biztositotta, a Fura-2 4ltal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en, interferenciasziird
kozbeiktatdsdval detektaltuk. Az intracellularis Ca**-koncentracié valtozésait a fluoreszcenci-
ahanyadosbdl (R) szamitottuk az aldbbiak szerint: [Ca2+] = Kp*B*(R-Rpin) / (Rmax-R), ahol
[Ca2+]i az intracellularis Ca2+—k0ncentréci(’), Kp a disszociacids allando, R=F340/F350, Rumin €S
Riax @ minimélis és maximadlis fluoreszcencia-hanyados. A szdmitasokhoz in vivo kalibracios
adatokat hasznaltunk fel, ahol Kp=76 nM, R;in=0,42, R.x=8,6, p=15,3. A vizsgalt anyagokat
perfuzids rendszer segitségével juttattuk a sejtek kozvetlen kozelébe. A méréséket normal

Hank oldatban végeztiik.

3.3. A Ca** fluxus szamitisa

A sejt intracellularis terébe belépd Ca® jonok szdrmazhatnak egyrészt az
extracellularis térbdl, masrészt a belsd raktarakbdl. Az intracellulris térbe jutd Ca’* ionokat a
Ca® pumpédk és a Ca™ kotd fehérjék tavolitjdk el. A megemelkedett intracellularis Ca®*
koncentraci6t Ca** érzékeny fluoreszcens festék segitségével kozvetleniil mérni tudjuk. Az
anyagmegmaradds torvénye értelmében a belépd és az eltivolitott Ca®* mennyisége kozotti
kiilonbség ardnyos a mért intracellularis Ca®* koncentracié viltozdssal. A Ca® kotd fehérjék
koncentracidjat, és Ca®* kotd képességét korabbi mérési adatok alapjan ismertnek tételeztiik
fel. A Ca®* pumpa transzportsebességét a depolarizacidval kivaltott Ca®* tranziensek leszall6

szarabol, matematikai modell segitségével hatdroztuk meg.
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3.4. Immuncitokémia és immunhisztokémia

A kiprepardlt kiils6 szorsejtek kalcium- és magnéziummentes (CMF) PBS-sel (136,75
mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO4, 1,47 mM KH,PO,, 300 mosm, pH: 7,2) torténd
lemosdsa utdn Gtperces acetonos fixdlds kovetkezett, majd PBS-ben higitott 0,1%-os Triton-
X-100-zal permeabilizéltuk a sejtmembrant 10 percen keresztiill. Ezt kovetien 30 perces
blokkolds tortént 1%-os BSA-val, majd a megfeleld elsddleges és fluoreszcencidsan konjugalt
madsodlagos antitesttel torténd inkubécié kovetkezett. A magokat DAPI-val vagy propidium-
jodiddal tettiikk lathatova. A megfestett sejtek vizsgdlatat vagy a Zeiss LSM 510 META
konfokalis 1ézer pdsztazé mikroszképpal, vagy a Nikon Eclipse E600 fluoreszcens
mikroszkdéppal végeztiik. Az Osszehasonlitisra szdnt felvételek minden esetben azonos

kamerabeillitdsok mellett €s expozicids idivel késziiltek.

3.4. Az oldalfal merevségének vizsgalata

Az oldalfal merevségét a kordbban leirt, aspirdciés mikrodeforméacids technika
adaptalt véltozataval vizsgéltuk. Az ehhez sziikséges mikropipettakat 2,8 um-s bels6é dtmérvel
Készitettiik. A vizsgalatokhoz 4-10 H,O cm (0,39 nN/um?® -0,98 nN/um?) kozotti negativ
nyomadstartomdnyt a pipetta belsejében: A méréseket kiilsd oldattal t61tott folyadékkamraban
végeztiik, faziskontraszt mikroszkép alatt, oly médon, hogy a kiils6é szorsejt oldalfaldhoz
illesztett pipettara kapcsolt negativ nyomads hatdsara a mikropipettdba behiz6dé oldalfalrészlet
faziskontraszt képeit CCD kamera segitségével PC-hez csatolt kiilsé digitalizalé kartyan

keresztiil rogzitettik 18 képpont/um képfelbontdssal. A sejtfal merevségi mutatét (Sp-
stiffness parameter) az aldbbi 6sszefiiggést haszndlva hatdroztuk meg: Sp=—AP-r2-Tt/AL

ahol AP (nN/pmz) a pipettdn keresztiil applikélt negativ nyomds; r (um) a mikropipetta belsd

atmérdje; AL (um) a pipettdba behiz6dé oldalfalrészlet hossza.

3.5. Ionaramok mérése

Meéréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfigurdcidjaban
végeztilk. A mérések a teljes-sejt konfiguracié elérése utdn 5-10 perc mulva kezdddtek. A
kisérleteket minden esetben szobahdémérsékleten (22-24 °C) végeztiik. A pipettdkat GC 150 F-
15 boroszilikat (Clark) iivegkapillarisokbdl készitettiik, majd hd alkalmazéasdval poliroztuk a
pipettdk hegyét. A pipettik ellendllasa normal extra- €s intracelluldris oldat esetén 4-6 MQ
volt. Méréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp erdsitdket hasznéltunk fesziiltség-zar
tizemmoédban. Az ingerld fesziiltségimpulzusokat és az adatgyijtést IBM kompatibilis
személyi szamitogép vezérelte Labmaster TL-1 illetve Digidata 1200 illesztéegységen

keresztiil a pCLAMP programcsomag segitségével (6.0 és 8.0 verzidk). Nagy dramamplitidé
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illetve soros ellendllds esetén soros ellendllds kompenzaciét (40-50%) alkalmaztunk. Az
aramgorbéket 4 polusi Bessel sziirdvel sziirdztilkk. A mintavételezés frekvencidja a sziirok

sarokfrekvencidjdnak legaldbb kétszerese volt, a Nyquist tedria értelmében.

3.6. A patch-clamp vizsgalatok soran alkalmazott oldatok

Az extracelluldris oldat 6sszetétele (mM-ban): 142 NaCl, 4 KCI, 2 CaCl, és 1 MgCl,
(Sigma, St. Louis, Mo). Az oldat pH-jat 7.4-re, mig ozmolaritasat 320 mOsm-ra allitottuk be.

A kiilonboz6 tetratetil-ammonium-Cl (TEA) oldatokat dgy készitettiik, hogy a NaCl-ot
azonos koncentraciéban TEA-val helyettesitettiik. A magas K" koncentracidju kiilsé oldatban
a NaCl-ot KCl-dal helyettesitettiik.

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

A kiils6 oldat folyamatos perfizidjaval cseréltiik a sejtet éré oldat Osszetételét. A

folyadéktobbletet folyamatos szivassal tavolitottuk el.

3.7. Az adatok kiértékelése

A mérések sordn nyert dramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigaltuk
ohmikus szivargasi dramra, amennyiben ennek nagysdga nem volt elhanyagolhat6. A gorbéket
digitdlisan sziiréztiik hdrom pontos boxcar moddszerrel. A mért pontokhoz az egyes
fliggvények illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus segitségével végeztik. Az
illesztéseket a mért és szamitott adatpontok kozotti kiillonbségek négyzetének Osszegével
jellemeztiik. A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai Osszehasonlitdsidt onkontrollos
illetve kétmintas t-prébaval végeztiikk el, p = 0,05 szignifikanciaszint mellett. A mérési

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

4.1. Az ATP-altal kivaltott Ca**-tranziensek karakterisztikdja, farmakologiai

vizsgalata a tengerimalacok belsé fiilének kiilso szérsejtjeiben

4.1.1. A tengerimalacok belsé fiilének Kkiils6 szorsejtjeiben ATP-altal kivaltott
Ca®*-tranziensek

A kiils6 szdrsejtekben mért nyugalmi citoszolikus Ca®* koncentracié 12044 nM-nak
adodott (atlag+SE, n=35). Mig a nyugalmi Ca®* koncentraci6 tekintetében a kiilsé szOrsejtek
homogén csoportot alkottak, addig 180 uM ATP-vel (30s) 1étrehozott Ca®* tranziensek alapjin
a kiils6 szdrsejteket két csoporba sorolhattuk. A sejtek egyik csoportjdban (n=14) az ATP
adagoléds hatdséara kialakult intracellularis Ca®* szint emelkedés 186+36 nM (atlagtSE), a
vélasz kialkuldsahoz sziikséges id0 pedig 5,9+£1,0 s volt. Ezekben a sejtekben miutdn az
intracellularis Ca®* szint visszatért a nyugalmi értékre, az ATP valasz ismételhetd volt. A
sejtek masik csoportja esetén (n=15) a Ca®* szint emelkedés 74+10 nM, mig a vélasz
kialkuldsahoz sziikséges id6 12,3+1,9 s-nak adédott. Ezen sejtekben a megemelkedett Ca*
szint nem tért vissza a nyugalmi értékre és az ATP-re adott valasz sem volt megismételhetd.

A kapott eredmények alapjan tobb receptor altipus jelenléte volt feltételezheté a KSZ
sejtmembrdnjdban. Ennek igazoldsdra 180 uM UTP-t (P,, agonista; 30s) adtunk a sejtekhez,
minek hatdsdra az atlagos Ca™* szint emelkedés 48+11 nM volt (n=5). Az UTP-re kialakult
vélasz nagysdga kisebb volt, mint ATP addsakor, és azon sejtek koziil, melyek reagiltak ATP
addsdra 58 %-uk nem reagilt UTP alkalnazdsakor. Suramin, mely P,x receptor antagonista,

nagymértékben blokkolta az ATP-vel létrehozott Ca®* szint emelkedést (2610 nM, n=9).

4.1.2. A tengerimalacok kiils6 szérsejtjeinek purinerg receptor mintazata

A receptor altipusok koziil intenziv festddést taldltunk a Poxi, Paxa, Poxa, Povi, Payo,
Pyys esetén. A P,x; receptor altipus esetén a festddés gyenge volt. A sejtmembranban
egyenletes receptor eloszlast taldltunk a Pyx;, Poxa, Poyi esetén, mig Pyx; és a Poys fOként a
bazdlis pdluson, a Pyx» és a Py, pedig foként az apikdlis harmadban, kozel a kutikularis

lemezhez fordult leginkdbb eld.

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

Tovabbi kisérleteink sordn a zaj expozicié hatdsat vizsgaltuk ezen sejtek purinerg
receptor eloszldsdra, sejtfelszini expresszidjara és a sejtek nyugalmi Ca® szintjére, valamint

az ATP adésakor kialakult Ca** tranziensekre.
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4.2.1. A zajkezelt tengerimalacok belsé fiilének kiilsé szérsejtjeiben ATP-altal
kivaltott Ca’**-tranziensek

Kisérleteink sordn 14 napig tartd, napi 24 6rdn keresztiil adott 80 dB zaj expozicié
hatdsit vizsgaltuk tengerimalac (n=30) izolalt kiils6 sz6rsejtek nyugalmi Ca”* szintjére, ATP
hatdsdra kialakulé intracellularis Ca®* szint emelkedésre, illetve sejt membranjiban
elhelyezked6 purinerg receptorok expreszidjara €s eloszlasidra. Kezeletlen dllatokban a
nyugalmi intracelluldris Ca®* koncentracié a kiilsé szOrsejtekben 133+12 nM volt (n=14), 180
puM ATP alkalmazdsa utin (30s) a sejtek nyugalmi Ca® koncentriciéja 266+65 nM-re
emelkedett 5.9£1.0 s latencidval. Zaj expozicié utdn a cochlea apikalis csavarulatain
elhelyezked6 sejtek nyugalmi Ca®* koncentriciéja 181+24 nM (n=11), mig a bazilis
csavarulat sejtjeiben a [Ca®*]; 219+29 nM (n=8) volt. A 180 uM ATP (30 s) addsa utdn
kialakulé Ca®* szint emelkedés az apikalis sejtekben 60+£22 nM volt 8,4+2.2 s latencidval

(n=11), mig a bazdlis sejtekben 44+10 nM volt 9,942.2 s latencidval (n=8).

4.2.2. A zajkezelt tengerimalacok belsé fiilébdl izolalt kiilsé szorsejtek purinerg
receptor mintazata

Az ATP adagolésra adott kisebb Ca’* vilasz felvetette annak a lehetdségét, hogy a sejt
membranjaban elhelyezked0 purinerg receptorok kisebb mértékben expresszalédnak
zajkezelés utdn. Ezen receptor altipusok koziil a Pixi, Paxz, Poxa, Pax7 and Poyy, Payy
receptorok intenzitdsa az immunfestés sordn csokkent, mig a Py, altipus intenzitdsa nem
véltozott. A kordbban megfigyelt egyenl6tlen sejtfelszini purinerg receptor eloszlds a
zajkezelés utan eltlint, a receptorok eloszlasa homogén volt. Nem taldltunk kiilonbséget a
receptorok mennyiségével ardnyos fluoreszcencia intenzitisban a sejt apikdlis és bazalis

teriiletei kozott.

4.2.3. A zajterhelés hatasa a cochlea Kiilonb6z6 teriileteirél szarmazé Kiilsé
szorsejtek oldalfalanak merevségére

Kordbbi tanulmanyokban mar elemezték a mechanikai hatds 4altal kivaltott
membranmerevség valaszt, mely a KSZ belsé vékezd rendszerének része. Ezen mechanizmus
noveli a KSZ falmerevségét, mely védekezd szerepet jatszik tartds zajterhelés esetén.

Az 1. tdblazatban 0sszegeztilk a membranfesziilési paramétereket (Sp) a zajjal kezelt
és a kontroll allatok esetén. Kiilon csoportként vizsgdltuk a cochleoapikalis és a
cochleobazdlis sejteket. Kisérleteink sordn a KSZ-ek falfesziilése novekedett, de nem

taldltunk kiilonbséget az Sp értékben a cochleoapikalis és a cochleobazilis sejtek kdzott.
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Kezelés apikalis KSZ bazalis KSZ
kontroll (n=10) 1.27+0.11 1.28+0.11
zaj expozicio (n=10) 1.49+0.14 1.51+£0.24

1. tablazat: A zaj expozici6 hatédsa a sejtfal merevség (Sp) paramétereinek véltozasara

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

A patch clamp mérések teljes sejt konfigurdcidban torténtek. A sejt
membranpotencidljat -70 mV-os tartéfesziiltségrol +70 mV-ig 10 mV-os 1épésenként
kiilonbozd tesztpotencidlokra moédositottuk. Az egyes depolarizdld impulzusok kozott 60
masodperc telt el. -30 mV-ndl pozitivabb tesztfesziiltségek esetén kifelé irdnyulé aram
aktivalodott, melynek aktivicios kinetikdja gyorsabbd vilt, és az dram amplitid6ja
fokozatosan novekedett egyre pozitivabb depolarizacié esetén. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy az dramok kialakuldsaért fesziiltségfiiggé ioncsatorndk felelések. Osszesen 77
Deiters sejt kdlium dramét vizsgaltuk meg, melyek +50 mV-os tesztimpulzusok sordn mért
amplitiddi sejtrol sejtre igen jelentOs variabilitast mutattak. A csicsaramok medidnja 3,66 nA

volt, de megfigyeltiink 0,7 és 13,2 nA sz€Iso értékeket is.

4.3.1. A K" daramok elkiilonitése a kiilonb6zé inaktivaciés kinetika alapjan Deiters
sejtekben

Hosszan tarté depolarizdcid esetén az iondram csokkenése figyelhet6 meg, ami a
csatorndk inaktivacidjara utal. A mért iondram csokkenése igen lassu, €s 0 mV-ndl pozitivabb
tesztfesziiltségek esetén kétfazisu; tartalmaz egy gyorsabb és egy lassabb komponenst. Az
aramcsokkenés lassi é€s gyors komponsét rendre a T, és T, inaktivacids idéallandokkal
jellemeztiik. Az inaktivicios iddallandék meghatarozdsdhoz az dramgorbék csokkend
tartomanyat egy, két exponencidlis tag Osszegeként elddllitott fiiggvénnyel illesztettiik 1 =
Ax(Ee™)+ Ax(eV™) + C, ahol A, és A, rendre a lasst és a gyors komponensek amplitiddi,
C pedig a nem inaktival6dé daramkomponens.

Az inaktivacids id6allandok sejtrol sejtre kis szordst mutattak, 1, és 1, értékei 2735+90
ms (n=77), és 160+14 ms (n=72) voltak. Ezzel szemben a lassi komponens relativ sulya nagy
szOrast mutatott. Az A/(A; + Ay) értéke 0,4 és 0,9 kozott mozgott. Ot sejt esetén egy
komponensii inaktivicids kinetikat figyeltink meg. Ezekben a sejtekben az aramgorbe

csokkend része egy exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvénnyel jol illeszthetd volt. Az igy
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meghatarozott inaktivaciés id6éallandé (t=3008+188ms) hasonlé volt a kétfazisu inaktivacios
kinetikat mutat6 sejtek lassu inaktivacios idéallandéjahoz.

A két dramkomponensre kiilon-kiilon vonatkozd, az dram steady-state aktivacidjanak
fesziiltségfiiggését jellemzo értékek meghatarozdsahoz a G-V fiiggvényeket két Boltzmann
fliggvény Osszegével illesztettiik kényszerfeltétel mellett. A kényszerfeltétel a két
dramkomponens relativ silya volt, melyet a +50 mV-on regisztrilt dramgorbék inaktivaciods
kinetikdjanak analizisébdl hatdroztunk meg. A G-V filiggvények illesztéséhez hasznalt

A /(A +A,) Ay /(A+A
fliggvény az alabbi volt: G, = 1/ vy 2) , Al v 2),

1/2,1
l+e K l+e K2

ahol Vyp, €s k; a lassii komponens G-V fiiggvényének kozéppontja és meredeksége, mig a
kettes index ugyanezen paramétereket jelenti a gyors komponensre nézve. A kapott értékek
Vipi=-142£2.68 mV, k;=11.93 £ 1.15 mV, Vo= 12.48 £3.85 mV, k,=15.2 £ 3.6 (n=12)
voltak, melyek a G-V fiiggvények ~14 mV-os szétvalasat mutattak.

Szintén az d4ramgorbék inaktiviciés kinetikdjdnak illesztésébdl meghatdrozott
amplitidokat (A;, A,) hasznaltuk fel a két daramkomponens steady-state inaktivicidjanak
fesziiltségfiiggését leird fiiggvények elkészitéséhez. A tartd fesziiltséget -70 mV-nak
vélasztottuk, és két +70 mV amplitiddji 10 s hosszi depolarizdlé impulzust alkalmaztunk,
melyek kozott a tartd fesziiltséget 150 s idotartamra -65 mV és 0 mV kozotti értékekre
allitottuk be 5 mV-os Iépésekben. Az dramgorbék inaktivacids kinetikdjat két exponencidlis
tag Osszegét tartalmazd fiiggvénnyel illesztettik, és a -70 mV-os tartéfesziiltség és a
pozitivabb tartéfesziiltség (k) esetén meghatirozott dramkomponensek ardnyat kiszdmoltuk.
Tehat az A /A1 70 €s a Ay /Ay_70 ardnyok a nem inaktivalédott csatorndk aranyét jelentik a
lassu illetve a gyors dramkomponensre h tartd fesziiltség esetén. Mivel ez a fesziiltség
protokoll nagyon hosszu id6étartamd, atlagosan 3-4 adatpontot tudtunk meghatirozni egy-egy
sejten, ezért a kiilonbozé sejtekre kapott adatokat 4tlagoltuk az egyes tesztfesziiltségekre. Igy
elkészithettilk a steady- state inaktivdacié fesziiltségfiiggését leird fiiggvényt. A gorbéket
Boltzmann fiiggvénnyel illesztettiikk és az aldbbi értékeket kaptuk: Vip;1= =33.7 mV, ki =
=5.7 mV, Vipir= —28.3 mV, ki»= —4.2 mV, melyek a steady-state inaktivacio fesziiltség
fliggésének kismértékii, kb. 5 mV-os kiilonbségét mutatjak. Ezek az eredmények a steady-
state aktivacié fesziiltségfiiggésére kapott eredményekkel egyiitt arra utalnak, hogy a két

dramkomponens fesziiltségfiiggd kapuzédsa nagyon hasonld.
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4.3.2. Az aramkomponensek farmakologiai szeparalasa

Megvizsgaltuk egy nem peptid gitloszer, a TEA és egy peptid gatloszer, a
Charybdotoxin hatdsdt a két dramkomponens amplitiddjra és az dram lecsengésének
kinetikdjara. Az aramgorbék lecsengd szakaszat két exponencidlis tag Osszegét tartalmazd
fliggvénnyel illesztettiik és meghatdroztuk a megmaradé dramhdnyadot a két komponensre a
MAH(Al):Al/ALO and MAH(AZ):Az/Az,O képletek alapjan, ahol Ay and A,y a megfeleld
komponensek dramamplitidoi a gatloszer jelenlétében illetve kontroll koriilmények kozott. 1
mM TEA sejtekhez addsakor a gatolt dram fOként a lassan inaktivdlédé komponenst
tartalmazza (t=2430 ms), amit jol lehetett illeszteni egy exponencidlis tagot tartalmazé
fliggvénnyel. A teljes dramra nézve a megmaradé dramhanyad 1 mM TEA jelenlétében 0,81 *
0,03 (n=3) —nak adédott. A megmaradé hanyad a lassi komponensre MAH(A)=0,740 +
0,045, (n=3), mig a gyors komponensre MAH(A2)=O,95 + 0,03 (n=3) volt. A lassu illetve
gyors komponensre meghatirozott disszocidciés allandék rendre 2,63 mM és 6,70 mM-nak
adddtak.

Charybdotoxin (ChTx) kiilénb6z6 hatékonysaggal gatolta a két aramkomponenst. 10
nM ChTx alkalmazasa jelentds mértékben lecsokkentette az dram gyors komponensét. Az
egyes dramkomponensek megmarad6 hanyada 10 nM ChTx jelenlétében a lassi komponens

esetén 0,72 £ 0,06 mig a gyors komponens esetén 0,29 + 0,06 volt (n=5).

4.3.3. A K" aramok karakterisztikaja morfologiailag kiilonbozé Deiters sejtekben

Morfolégiai kiilonbségeket sikeriilt kimutatni a preparalt Deiters sejtek kozott. Azon
sejtek, amelyek rovidebb KSZ-hez kapcsolddtak nagyobb sejttesttel és rovidebb falangedlis
nydlvannyal rendelkeztek, mig azok, amelyek hoszabb KSZ-hez kapcsolédtak vékonyabb
sejttestiik és hosszabb falangedlis nydlvanyuk volt. Az elézdket vastag, az utdbbiakat vékony
tipusi sejteknek neveztik el. Ezen morfol6giai tulajdonsigok alapjdn a sejteket két
morfoldgiai tipusba soroltuk. Tekintettel arra, hogy a KSZ-ek mérete apikobazilisan és a
sorok kozott is eltérd, az ezekhez kapcsolédd kiilonbozé morfolégidja Deiters sejtek
elhelyezkedése is eltérd a cochledban.

A vastag tipusu sejtekre +70 mV-on meghatdrozott csicsaramok 3,7+0.5 nA (n=29),
mig a vékony tipusu sejtekre 5,2+0,6 (n=36) nA —nak adédtak. Nem talaltunk kiilonbséget a
két sejttipus membran kapacitdsdban [vékony tipusd sejtek: 37,3612,64 pF (n=19); vastag
tipusu sejtek: 33.13+2.11 (n=25), p=0.136], de a sejtkapacitdsra normalt dramamplitidék
statisztikailag kiillonboztek egymadstol. Az dramstirGiség szignifikdnsan magasabb volt a

vékony sejttestli Deiters sejtekben [188,11+23,14 pA/pF (n=19)], mint a vastag tipusu
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sejtekben [114,23£17.23 pA/pF (n=25)] (p=0.012). A 10 s-ig tarté +50 mV-os depolarizald
impulzusok alatt mért dramgorbék alakja is eltérd volt a két morfoldgiai tipus kozott. Az
inaktivacié sebessége kisebb volt a vastag sejtek esetében, ami azonban nem tiikroz6dott az
inaktivacids idéallandokban. Az inaktivacids idéallandok a kovetkezOk voltak: t; = 2718+117
ms (n=27), 1,= 190£28 ms (n=25) a vastag tipusu sejt esetén , és 1; = 2669+120 ms (n=36),
T,= 136+17 ms (n=35) a vékony tipusu sejteknél. Nem taldltuk szignifikdnsnak a kiillonbséget
sem t; ért€kek (p=0,78), sem a 1, ért€kek (p=0,09) esetén. A vastag sejttestel rendelkezo
sejteknek a vékony sejtekénél lassabb inaktivacids kinetikaja a lassi komponens nagyobb
silyardnyanak volt koszonhetd. A lassi komponens stlyardnya [A/(A; + Ay)] 0,736 + 0,033
volt a vastag sejteknél (n=27) és 0,522 + 0.023 a vékony sejteknél (n=36). Ezzel
megegyezden a két aramkomponens sejtkapacitisra normalt dramamplitiddja azt mutatta,
hogy a lassi komponens esetén ez megegyezett a két sejttipus esetén [vékony: 85,65 + 11,98
pA/pF (n=19);vastag: 69,88 £ 10,05 pA/pF (n=23), p=0,316], mig a gyors komponens esetén
szignifikans kiilonbséget taldltunk a vastag €s vékony sejtek esetén. [vékony: 74,61 £ 10,07
pA/pF (n=19); vastag: 25,83 * 6,20 pA/pF (n=23) (p=0,0002)].

5. Megbeszélés

5.1. Az ATP-iltal kivaltott Ca**-tranziensek karakterisztikija, farmakologiai
vizsgalata a tengerimalacok belsé fiilének kiilso szdrsejtjeiben

Az ATP, mely a purinerg receptorokon keresztiil noveli az intracellularis Ca®* szintet,
befolydsolhatja a kiils6 szdrsejt elektromotilitdsit, és ezen keresztiil a cochledris erdsitd
mechanizmust. Az ATP 13.0+2.4 nM koncentraciéban taldlhaté az endolymphdban, valamint
10.5£3.9 nM koncentriciéban a perilymphdban. A bels6 fiillben ATP tartalmud vezikuldkat
taldltak a stria vascularis margindlis sejtjeiben és zajterhelésre az ATP endolymphaba torténd
aktiv szekrécigjat figyelték meg. Mivel feltételezhetd, hogy az ATP, mint neurotraszmitter,
szerepet jatszik a cochledris erdsitd mechanizmusban, ezért megvizsgiltuk a szer
adagolasakor kialakul6 intracellularis Ca®* valaszt, valamint a purinerg neurotranszmisszidéban
szerepet jatszo sejtfelszini receptorok expresszidjat.

Korébbi tanulméanyok a belso fiillben kimutatott tobb P, receptor koziil csak a Pyx», és
Pyx; altipusokat detektdltdk a KSZ membranjaban. Azonban a receptorok eloszlasit a
sejtfelszini membranban még nem vizsgéltdk meg. Kisérleteinkben a sejtek purinerg receptor
expresszidjanak vizsgdlata soran intenziv jelolddést taldltunk a Prxi, Paxa, Paxa, Payi, Pava,

Pyy4 altipusok, mig kisfoku jelolddést a Pox7 altipus esetén. A sejtfelszini megoszlasa a Pyxi,
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Pyx4, Payi, altipusoknak homogén volt. A Pyx, €s a Py, receptor altipusok foként a sejtek
apikalis teriiletein, a Px7, és P,y4 altipusok a sejtek bazalis teriiletein voltak kimutathatdk.

180 uM ATP alkalmazdsakor (30s) a sejtek egyik csoportjdban egy gyorsan kialakul6
nagy amplitidéji Ca** vilasz volt detektalhaté. Ez f6ként a Pox, receptor altipusra jellemz6. A
P,x receptorok koziil ezen altipus a leginkabb szenzitiv ATP-re (ECsg 1 uM esetén). Az ATP-
re kialakult Ca** vélasz vizsgélata alapjan tobb receptor egyiittes mitkodése feltételezhetd.

A sejtek egy madsik csoportja esetén a valasz lassabban alakult ki és kisebb volt,
mindezek mellett a sejten beliili Ca®* szint nem tért vissza a nyugalmi értékre. Ez a vélasz
tipus jellemzo6 a Pyxo, Paxa, Pax7 receptor altipusokra, amelyeknek ECsg értéke ATP-re 10-100
uM. A Prx7 receptor aktivicidja sordn a sejtek nyugalmi Ca® szintje nem tér vissza a

nyugalmi értékre és ez a sejt pusztulasahoz is vezethet.

5.2. A zajterhelés hatasa a purinerg receptorok expressziojara, valamint az ATP-
altal kivaltott Ca**-tranziensek karakterisztikdjara a tengerimalacok belsé fiilének kiilsé
szorsejtjeiben.

Tartds zajkezelés a receptorsejtek karositdsa révén idegi tipusud halldscsokkenést okoz.
Zaj hatdsdra a kiils6 szorsejtek sztereociliumai sériilnek, kdrosodnak a sejtek mitokondriumai.
Ezen folyamatok végiil a sejtek duzzaddsdhdz, funkcidjuk elvesztéséhez és a sejtek
pusztuldsdhoz vezetnek. Felvetették azt, hogy ezen kéarositdé mechanizmusok hatterében a
reaktiv oxigén gyokok véltozdsa, a sejtek ionhdztartisdnak felboruldsa és kiilonosen a Ca*
szint véltozdsa all.

Kisérleteink soran tartds, kozepes intenzitasu zajkezelés hatasat (80 dB SPL, 14 napig)
vizsgaltuk a kiils6é szdrsejt Ca’* homeosztizisanak véltozdsdra. A zajterhelés hatdsdra a kiilso
szOrsejtek nyugalmi intracelluldris Ca* szintje megemelkedett.

A korabbi morfologiai és funkciondlis megfigyelések arra utalnak, hogy a cochlea
bazdlis kanyarulatin elhelyezkedd sejtek érzékenyebbek zajterhelésre, ezért két kiilon
preparatumot készitettiink. A zajjal kezelt allatok kiilsé szorsetjeinek nyugalmi Ca®* szintje a
cochledban elfoglalt helyiiktdl fiiggden eltér6 mértékben novekedett, a bazdlis csavarulaton
elhelyezkedd sejtekben nagyobb (219 nM) volt a nyugalmi Ca® szint, mint az apikalis
csavarulat sejtjeiben (181 nM).

A zajterhelés képes megvaltoztani a KSZ-ek kiilonbdz0 neurotranszmitterekre adott
vélaszat. Kisérleteinkben 180 pM ATP hatdsdara (30s) a zajkezelt éllatok Ca®* tranziensei
jelentésen megvaltoztak a kontrollhoz képest. A zajkezelt allatokban kisebb és hosszabb

latencidju volt az ATP hatdsdra kialakul6 intracelluléris Ca®* szint novekedés. Ezen mérések
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soran szintén taldltunk eltérést a cochlea bazilis €s apikalis csavarulatarl szdrmazé sejtek
kozott. Az apikélis csavarulathoz tartozé sejtekben a Ca™ szint 60 nM-al, mig a bazdlis
sejtekben 44 nM-al emelkedett 180 uM ATP alkalmazdsat kdvetden. A kontroll csoportban a
véalasz mértéke 266 nM volt, mely eltérés szignifikdnsnak adodott.

A folyamatos KSZ stimuldcié és az ennek kovetkeztében kialakulé magasabb
nyugalmi intracelluldris Ca®™ szint a sejtfelszini purinerg receptorok expresszidjit
feltételezésiink szerint csokkenti, és ez allhat a kisérleteink soran megfigyelt kisebb
amplitiddju és hoszabb latencidval kialkulé ATP-re adott Ca®* valasz hatterében.

Purinerg receptor altipusok ellen termeltetett poliklonalis antitesteket haszndlva
csokkent intenzitdst taldltunk Poxi, Paxo, Poxa, Paxy és Payi, Pays altipusok esetén. A Poys
altipus intenzitdsa nem valtozott a kontroll csoporthoz képest. A technikai nehézségek miatt
nem tudtunk kimutatni eltérést az apikalis és a bazilis sejtek k6zott ebben a tekintetben.

A nemrégiben leirt regulacios falmerevségi valasz képes novelni a sejtfal merevséget.
A folyamat lényege a KSZ sejtmembrdn alatti citoszkeletdlis hdlézat Ca®*-fiiggd stretch
indukalta szabdlyozdsa, mely a sejtfal merevséget noveli. A megnovekedett sejtfalmerevség
masik lehetséges magyardzata a sejtmembrdn és a szubkortikdlis citoszkeletdlis héalézat
metabolikus hatdsokra kialakul6 valtozasa.

Osszefoglaldsképp a zajterhelés hatdsdra kialakul6 véltozas az intracellulris nyugalmi
Ca®* homeosztdzisban és az ennek kovetkeztében kialakulg Ca™ fliggd regulacios
mechanizmusban a sejtfal merevség megvéltozasdhoz vezet. A KSZ mikromechanikai
tulajdonsagainak megvaltozdsa hatdsdra csOkken a cochlea erdsit6 mechanizmusdnak

hatékonysaga.

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

A Deiters sejtek szerepe a cochledris mikromechanikdban és a belso fiil elektrolit
homeosztdzisaban még nem tisztdzott. Célunk a kifelé irdnyuld fesziiltségfiiggd K" dram
karakterizdldsa, valamint a sejtek morfologidja és dramkarakterisztikdja kozotti esetleges
kapcsolat vizsgalata volt.

A Deiters sejtek 10 masodpercig tartd depolarizdcidja soran kialakuld kifelé irdnyuld
dram inaktivaciéja két fazisu volt. Ez a két fazisi inaktivicio két fesziiltségfiiggd, eltérd
inaktivdcios kinetikaval rendelkezé K* csatorna meglétét feltételezi. A mdsik lehetdség szerint
egy csatorna felelds az dram kialakuldséért, ennek tobb allapotd inaktivicidja bifdzisos
inaktivdciés kinetikat hoz létre, mely szdmos fesziiltségfiiggd K' csatorndra jellemzd. Az

elektrofizioldgiai eredmények két, kiillonboz6 csatorna meglétére utalnak az alabbiak szerint:
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- Ot sejt inaktiviciés kinetikdja monofdzisi volt, az inaktivdciés idddlland6
megegyezett a tobbi sejten mért bifazisu inaktivacié lassi komponensének inaktivacios
idééllanddjdval. A gyors dgramkomponens hidnya egy fajta K csatorna jelenlétét bizonyitja
ezen sejteken.

- ChTx és TEA eltér6 mértékben blokkolta a gyors és a lassi komponenst. 10 nM
ChTx sejtekhez addsakor a blokkolt dramban f6ként a gyorsan inaktivdlddé komponens volt
jelen, mig 1 mM TEA esetén a blokkolt dram fOként a lassan inaktivdl6dé komponenst
tartalmazta

- A gyorsan inaktival6dé aramkomponens nagy depolarizacidknal valt jelent6ssé, ami
arra utalt, hogy az dram kialakuldsaért felelds két csatorna populicié fesziiltség fiiggd
kapuzasat jellemz0 paraméterek kiilonbozoek lehetnek.

-A G-V fiiggvények két Boltzmann fiiggvénnyel torténd, kényszerfeltételeket is
figyelembe vevo illesztése sordan a két komponensre eltérd V,, értéket kaptunk. A Vy,, értéke
a gyorsabban aktividlodé komponensnek a pozitivabb potencidlok felé tolédott el ~14 mV-al.
Hasonlé eltol6dast lehetett megfigyelni a Vi, értékben amikor az egyes dramkomponensek
(A és A;) amplitidéibol meghatarozott steady-state aktivacid fesziiltségfiiggését elemeztiik.
Az aramkomponensek amplitidéit a két fazisu dramgorbe két exponencidlis tagot tartalmazd
fliggvénnyel torténd illesztésébdl nyertiik. Ezeken tdl a steady-state inaktivacio fesziiltség
fliggése is kiilonbozd volt a két dramkomponens esetén, a gyorsan inaktivalédé
dramkomponens V. ; értéke 5 mV-al a pozitivabb potencidlok felé tolddott el.

Az elektrofizioldgiai és a farmakoldgiai eredmények nem tették lehetové a sejten mért
K" dramot létrehozé csatorndk pontos molekuldris karakterizaldsit. A TEA és ChTx
érzékenység alapjan a kordbban feltételezett Kv1.5 csatorna kizdrhaté volt. A ChTx
szenzitivitds, a TEA esetén szamolt Kd érték (6.7 mM) valamint az inaktivacids kinetika
alapjan (t~160 ms) a gyorsan inaktivalodé dramkomponenst létrehoz6 csatorna tartozhat a
Kv1.3 tipusba. Mas ChTx szenzitiv csatornat ki lehetett zarni a lehetdségek koziil, mert vagy
mas a TEA érzékenysége (Kv1.2) és/vagy mas kapuzasi mechanizmusa van (BK csatorna). A
lassan inaktival6dé daramkomponensért felelds csatorna molekularis azonositdsa még a tovabbi
kisérletek feladata.

Kordbbi tanulmanyok szerint a Deiters sejtek morfologidja és a sejt alakja fiigg a
sejtekhez kapcsolt KSZ méretétdl és ezen keresztiil a Corti szervben elfoglalt helyétol. A
Deiters sejtek mérete apiko-bazdlisan és a sorok kozott is eltér egymdstdl. A
tanulmanyunkban a sejteket két csoportra osztottuk: vastag sejttestii Deiters sejtek, melyek

rovid KSZ-hez kapcsolddnak és vékony tipusu sejtek, melyek hosszi KSZ-hez kapcsolddnak.
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Az dram mérési adatok alapjén a vékony és a vastag tipusu sejtek felszinén ugyanazok a K*
csatorndk taldlhatok. A két csoport k6zott nem volt kiilonbség a mért két fazisi dramgorbe
inaktivaciés idééllanddi kozott. A vékony sejteken nagyobb dramamplitidét mértiink, mely a
gyorsan inaktival6dé dramkomponens nagyobb ardnydval magyardzhat6. Ezen kiilonbség az
dramkomponensek ardnydban eltérd volt a két morfoldgiai csoport kozott, de ennek
funciondlis jelentségét még nem ismerjiik.

Kordbban szdmos tanulmdnyban felvetették a Deiters sejtek szerepét a cochlearis
mikromechanikaban. A sejtek afferens innervacidval rendelkeznek, fesziiltségfiiggd K* dram
mérhetd a membranjukon, és aktiv mozgds figyelhetd meg a sejtek nydlvanyan.

Az esetleges kapcsolat jellemzése a sejteken mért K* dram és a cochlearis
mikromechanika kozott még tovabbi kisérleteket igényel. A tanulmanyunkban vizsgalt
fesziiltség kapuzott K" csatorndk szerepe foként a depolarizélé hatdsok, példdul P,x csatorna
aktivacioja sordn kialakult membrin potencidl valtozds helyredllitisaban van. A
tdmasztosejtek és ezek koziil a Deiters sejtek egyik legfontosabb szerepe a belsd fiil K
recirkuldcié szabdlyozdsdban van. Mechanikai stimuldcié (hang) hatdsira a KSZ-bsl K*
dramlik ki, mely ion K*-CI kotranszporter KCC4 segitségével bekeriil a Deiters sejtbe. A gap
juntion csatorndk fesziiltség-fliggd kapuzdsa Deiters €és mds tdmaszté sejtekben
asszimmetrikus K" fluxusokat hozhat létre. Ezen membréanpotencidl fiiggé mehanizmust a
tanulmdnyunkban vizsgélt kiilonboz6 morfoldgidji Deiters sejteken mért kiilonbozé K*

konduktancidk eltéré mértékben befolyisolhatjak.
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