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1 Bevezetés

Az eml&s cochlea széles frekvencia-tartomanyban képes mind az igen alacsony, mind
a kifejezetten magas intenzitast hangok érzékelésére. A cochlea sajatos felépitése ko-
vetkeztében egy Osszetett mechanikai rendszert alkot, mely passziv mechanikai sajatsé-
gai onmagukban is alkalmassa teszik a hang frekvencia-specifikus érzékelésére. A lon-
gitudinalis hangrezgések &ltal kialakitott hallécsontlancolati mozgésok a perilymphéan
keresztiil mozgasba hozzak a membrana basilaris-Corti-szerv-membrana tectoria altal
alkotott cochleéaris hangfelfogé rendszert, mely eredményeként az alaphartyan transz-
verzalis haladohullamok jonnek 1étre. Ezen haladéhullamok amplitudémaximuma azok
frekvenciaspecifikus helyén alakul ki a cochlean beliil (1.A &bra ). A cochlea ilyen for-
méan létrejove passziv miikddése, melynek modelljét Békéssy dolgozta ki 1960-ban, azon-
ban nem elegends a hangérzékelés tényleges frekvenciafelbontasdnak és intenzitasszé-
lességének eléréséhez. A cochlea specialis, mechanikailag aktiv sejtjei, az un. Kkiilsg
szérsejtek (OHC) a cochleat egy pontosan szabélyozott, aktiv hangérzékel$ rendszerré
alakitjak, mely igy képessé valik élettani feladatanak a betoltésére (1.B,C abra) (Lim és
Kalinec, 1998).

1.1. A kiils6 sz6rsejtek felépitése, miikodése

A kiils§ szérsejtek jellegzetes, hengeres alaki, excentrikus magvi sejtek, melyek az em-
beri cochleaban 3-4 sorban helyezkednek el a kiilsé pillérsejtek és a Hensen-sejtek kézotti
térben, szinaptikus polusukkal a Deiters sejtekre tamaszkodva, cilidris polusukkal a
membrana tectoriahoz illeszkedve. A kiils6 szdrsejtek oldalfalanak sajatos harom rétegii
felépitése van, mely a sejtmembranbol, a hozza un. pillér fehérjékkel kapcsolédéd korti-
kalis racsozatbol és az ehhez szorosan kot6ds ciszternalis rendszerbdl all. A ciszternalis
rendszer a sejtcsucs és mag kozott elhelyezkedd sejtalkotod, mely a mag alatti régioban

az un. szubszinaptikus ciszterndlis rendszerben folytatodik. A kortikalis récsozat a
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1. abra

A: A hanghullamok longitudinalis nyomashullamai a hallécsontlancon keresztiil attevédnek a perilym-
phéra, mozgasba hozva a cochlearis hangfelfogd rendszert. A kialakul6 transzverzalis haladohullamok
amplitudémaximuma azok frekvenciaspecifikus helyén alakul ki a cochlean beliil. B: A membrana basi-
laris és a membrana tectoria egymashoz képest torténd elmozdulésa nyird erét hoz létre, mely a kiilsg
szorsejtek sztereociliumainak elmozdulasat okozza. A stereociliumok elmozdulasa ioncsatornak aktiva-
ciojat és deaktivaciojat eredményezi, mely kovetkeztében membranpotencialvéaltozas jon létre (receptor-
potencial). C: A membranpotencialvaltozas (6V) sejthosszvaltozast (0L) okoz, mely hyperpolarizaciora
aktiv megnyulast, depolarizaciora aktiv rovidiilést jelent.
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citoszkeletalis rendszer részét képezd, spektrin szalakkal Gsszekotott, parhuzamos le-
futasa aktin szalakbol felépiils vaz, mely biztositja a kiils6 szérsejtek hengeres alakjanak
megtartasat és a sejt mechanikai stabilitasat (Arima és mtsai. 1991; Forge 1991; Holley
és mtsai. 1992; Lim és Kalinec 1998) (2. abra). A felszin alatti racsozat pillérfehér-
jéi kozotti ivesen fesziilg plazmamembran, a kapcsolodo aktin és spektrin filamentumok
specidlis szerkezeti egységeket alkotnak, melyek az oldalfal elektronmikroszképos képén
finom egyenetlenség, rancoltsag forméajaban jelennek meg (Forge, 1991; Raphael és mtsai.
2000). Ezek a mikromechanikai egységek felépitésiikbdl adodoan egyrészt képesek a ru-
galmas energia tarolasara ill. pufferelésére, masrészt képesek a membranpotencial val-
tozasat kovets alakvéltozasra is (un. membrane bending model, Raphael et al. 2000).
A kiils6 szdrsejtek mechanikailag aktiv sejtek, melyek un. gyors és lassit mozgasra képe-
sek a sejt hossztengelyének megfelelGen. A lassu szérsejtmozgas kiilonbozé ingerekkel
kivalthato, 20-60 masodperces id§ intervallumba esé sejtkontrakcio (Schacht és mtsai.
1995), mely feltételezett élettani szerepe a cochlea védelmében és az adaptacioban lehet
(Zenner 1986; Dallos 1992; Dulon és Schacht 1992; Friedberger és mtsai. 1998; Lim és
Kalinec 1998). A lassu szdrsejtmozgas molekularis alapjai még nem tisztazottak, de a
korabban emlitett mikromechanikai egységek feltehet&en fontos szerpet jatszanak benne
(Batta és mtsai. 2003).

A gyors szérsejtmozgas ATP és calcium fiiggetlen, a sejtmembran fesziiltségvaltoza-
sait kovetd sejthosszvaltozéas, mely elég gyors ahhoz, hogy kévetni tudja a hanghullamok
altal létrehozott alaphartya kitéréseket. A gyors szorsejtmozgast (elektromotilitas) a
sejtmembranban talalhato, stirtin elhelyezkedd specialis molekulamotor, az un. presztin
alakvaltozasa hozza létre (Zheng és mtsai 2000). Ez a transzmembran fehérje egy modo-
sult anion cseréls molekula (Oliver és mtsai 2001), mely a membranpotencial valtozasa-
ra konformaciovaltozéssal reagal, s igy a presztin molekulak membranpotenciél valtozas
altal szinkronizalt kumulativ alakvaltozasa sejthosszvéltozasban jelenik meg (Ashmore
1987; Kalinec és mtsai. 1992; Wada és mtsai. 2001; Dallos és Fakler 2002; Zheng és mtsai.
2002). A molekulamotor alakvaltozasanak sejtszinti mozgassa alakitasat a citoszkele-
ton és a sejtmembran altal alkotott funkcionélis ,erdkifejts egységek” un. mikrodoménok
biztositjak (Lim és Kalinec 1998; Zhang és Kalinec 2002). A gyors szérsejtmozgést a szor-
sejtek sztereociliumainak elhajlasa nyoméan kialakulé membranpotencial valtozas vezérli,
mely a hanghullamok alaphartyan kialakitott kitérésével aranyos (Lim és Kalinec 1998).
Ez az un. elektromechanikus transzdukcié, mely a kiils§ szérsejtek membranpoten-
cidlja, mint ,nullpont” koriil, a valtéarami receptorpotencial altal kivaltott rovidiilési és

megnytlasi valaszoknak felel meg, oly médon, hogy hiperpolarizaciora aktiv megnytlas,
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2. abra A kiilss szdrsejtek felépitése.

A kiils6 szérsejtek hengeres, excentrikus magvu sejtek, melyek csucsi részén V alakban sztereociliumok
helyezkednek el. A sejt mechanikai stabilitasit egy specialis citoszkeletélis rendszer, a szubcortikalis
racsozat biztositja. A sejten az alabbi régiok kiilonithetdk el: A: szubkutikularis, B: sejtkozépi, C: mag

folotti D: sejtmagi, E:szinaptikus régio.

depolarizaciora aktiv révidiilés jon létre (Santos-Sacchi 1993). Igy a kiilsé szérsejtek
fesziiltségfiiggd sejtmozgasat a hangrezgések altal 1étrehozott alaphartya kitérések vezér-
lik, mely élettani szerepe a membrana basilarisra torténé megfelel§ {itemben valo aktiv
mechanikai energia-visszacsatolas (Oghalai és mtsai., 1998; Dallos és He 2000; Li és
mtsai., 2002) (1. abra). A hanghullam altal létrehozott alaphartya kitérések fazisaval
egyezd iitemben roténG mechanikai energiavisszacsatolas az alaphartya rezgések ampli-
tudomaximumat kiemelve biztositja a hallaskiiszob kornyéki hangérzékelést (cochlearis
erésits, Ashmore 1987), mig az amplitud6 maximum koérnyezetében ellenkezé fazishan
torténd mechanikai energiavisszacsatolas révén kialakult aktiv hulldmhossz csokkentés
(,5z¢li vagas”) lehet6veé teszi a cochlea finom frekvencia felbontasat. Igy a kiilss szérsejtek
a cochlearis mechaika aktiv sejtjeiként biztositjak az emlds halloszerv nagyfoku szenzi-
tivitasat és nagy felbontéasu frekvenciahangolasat (Zenner 1986; Dallos 1992; Dulon és
Schacht 1992; Gummer és mtsai 2002).



1 Bevezetés

130
120
110 1
100
90
80

70

Relativ erékifejtdé képesség (%)

60 T T T T T )
60 80 100 120 140 160 180

Relativ stiffness (%)

3. abra A sejtfalmerevség véltozésa megvaltoztatja a motor molekuldk eréatviteli hatékonysagat.
A sejtfalmerevség novekedése az elektromotilitas amplitiddjanak és erdkifejts képességének csokkenését,
a sejtfalmerevség csokkenése pedig annak fokozddasat eredményezi. (Dallos és munkatéarsai (2000) altal

alkotott modell alapjan szamitott teoretikus gorbe.)

1.2. A sejtfalmerevség és szerepe

A kiilsé sz6rsejtek oldalfalanak ultrastrukturalodasa nyoman létrejovs sajatos, mar em-
litett mikromechanikai egységek (Raphael et al. 2000, membrane bending model) meg-
teremtik egy, a motor molekulaktol fiiggetlen, az oldalfal merevségét szabalyozo rend-
szer miikodésének szerkezeti alapjat. A sejtfal merevségének megvéltozasaval megval-
tozik a motorfehérjék erGatviteli hatékonysaga is, mivel a motor fehérjék a sejtfal altal
kozvetitett mechanikai ellenallassal szemben dolgoznak (Dallos és He, 2000)" (3. &bra).
Ily moédon egy presztin-fiiggetlen sejtfalmerevség szabalyoz6 rendszer lehetGvé tenné a
kiils§ sz6rsejtek membrana basilarisra torténd, aktiv energia visszacsatolasanak onsza-
béalyozasat (Dallos és mtsai., 1997; Adachi és mtsai., 2000; Dallos és He, 2000).

A kiilsG szérsejtek merevségi viszonyait tobben vizsgaltak kiilonb6zé mikrodeforma-
cios technikakkal (Hallworth, 1995; Tolomeo és mtsai., 1996; Chan és Ulfendahl 1997; Sit
és mtsai., 1997; Oghalai és mtsai., 1998; Ulfendhal és mtsai., 1998; Wada és mtsai., 2001).
Ezek koziil néhany kisérlet az oldalfal merevségének vizsgalatara sziiletett (Tolomeo és
mtsai., 1996; Ulfendahl és mtsai., 1998 Oghalai és mtsai. 1998; Wada és mtasi., 2001),

kiilonb6z6 sejtrégiokban torténd részletes 0sszehasonlitd merevségvizsgalat azonban ed-

Lelektromechanikus ,kuplung”
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dig még nem késziilt. Korabbi irodalmi adatok arra utalnak, hogy a kiils6 szdrsejtek
oldalfala mind hiz6, mind nyomo erd hatasara egyszeri rugalmas alakvaltozéassal reagél
(Oghalai és mtsai., 1998 Ulfendahl és mtsai., 1998), jollehet ezek a kozlemények csupéan
az adott er6behatasra létrejott maximalis alakvaltozas mértékét vizsgaltak, 2dinamikus
mikrodeformécios vizsgalatok nem torténtek. Az oldalfal komplex felépitése azonban
komplex mechanikai viselkedést feltételez, ezért fontos az oldalfal huzoerével szembeni
viselkedésének id6fiiggs (dinamikus) karakterizalasa, mely lehetévé teszi egy esetleges
aktiv viselkedési komponens feltdrasat. Egy ilyen, motor fehérje fiiggetlen aktivités
megléte ugyanis a Corti-szerv dinamikus intrinsic adaptacios mechanizmusat bizonyi-

tand, melynek lehetGségét Fridberger és mtsai (1998) korabban felvetették.

1.3. A kiils6 sz6rsejtek efferens beidegzése

A kiilsé szérsejtek efferens rostjaikat a kontralateralis oliva superiorbdl kapjak, a rostok
a sejttesteken az un. szinaptikus regioban végzédnek (2. abra). Altalanosan elfogatott,
hogy a cochlea efferens beidegzése a cochleéris adaptacid és a tartos zaj elleni védelem
fontos eleme (Zenner 1986; Dallos 1992; Dulon és Schacht 1992; Lim és Kalinec 1998).
Ennek megfelelGen az efferens rostok ingerlésének hatasara csdkken az otoacusticus emis-
szi6 nagysaga (Siegel és Kim 1982; Puel 1995). A kiils6 szérsejteken egyarant végzédnek
olyan efferens neuronok melyek neurotranszmitter anyaga az ACh és olyanok, melyeké
a GABA. A kiils6 sz6rsejteken talalhaté ACh receptor a nikotinerg receptorcsalaba tar-
tozd és un. «a9/al0 ACh receptor, mig a y-amino-vajsav receptor az un. GABA,
receptor (Klinke 1986; Plinkert és mtsai 1993; Rothlin és mtsai 1999; Vetter és mtsai
1999). A cochlean beliil ezek a receptorok tonotopikus elrendezddést mutatnak: az ACh
receptorok a cochlea bazélis kanyarulataban helyezkednek el a legnagyobb szamban, a
cochlea cstcsa felé szdmuk folyamatosan csokken, mig a GABA receptorok szama a
cochlea cstcsi kanyarulatdban mutatja a legnagyobb stiriiséget, folyamatosan csokkenve
a cochlea bazisa felé (Spoendlin, 1967; Stopp és Comis, 1978; Eybalin és mtsai., 1988;
Fex és mtsai., 1986, Liberman és mtsai., 1990; Plinkert és mtsai 1993; Plinkert, 1995;
Raphael és Altschuler 2003).

Az ACh megkotsdése az a9/a10 ACh receptoron gyors Ca?" bedramlast eredményez
(Housley és Ashmore 1991). A bearamlo Ca’" egyrészt Ca’"-fiiggs K csatornak meg-
nyilasat eredményezi, mely kovetkezménye a K'kidramlas hatasara kialakulé hiperpo-

larizacio lesz (Dulon és mtsai 1998; Blanchet és mtsai 2000), masrészt a szubszinaptikus

2un. statikus merevség vizsgalat

10
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ciszterndlis rendszerbsl Ca®"-indukalt Ca?" felszabadulast idéz el (Shridhar és mtsai
1997; Sziklai 2004). Az igy létrejott Ca?"felszabadulas kiilonbozs foszforilacios folyama-
tokat indit el, mely a citoszkeletélis elemek foszforilaciojahoz vezet (Sznyi és mtsai 1999;
Sziklai 2004), mely képes lehet megvaltoztatni a kiils6 szérsejtek mechanikai sajatsagait.
Dallos és mtsai (1997) a cochlea bazalis kanyarulataibol izolalt szérsejteket vizsgalva azt
talaltak, hogy ACh hatasara a sejtek axialis merevsége jelentGsen csokkent mikézben a
gyors sejtmozgéas amplitidoja jelentGsen novekedett. Az ACh altal 1étrehozott valtozasok
strichninnel és Ca?" megvonéassal felfiiggesztheték voltak. Az ACh cochleobazalis sejtek
elektromotilitdsara és tengely iranyt merevségére gyakorolt hatasanak vizsgalata soran
nyert eredmények arra utalnak, hogy Ca?"fiiggs foszforilacios folyamatok fontos szerepet
jatszhatnak a kiils6 szérsejtek merevségszabalyozasaban (Dallos és mtsai 1997; Kalinec és
mtsai., 2000; Sziklai és mtsai., 2001). Az ACh alatal létrehozott hiperpolarizaciohoz ha-
sonld dozisfiiggd reverzibilis membranpotencial valtozas GABA esetén is megfigyelhetd
(Gitter és Zenner 1991), ugyanakkor semmilyen vizsgalat nem tortént a GABA sejt-
merevségre gyakorolt hatasat tekintve, ennek megfelelGen 6sszehasonlit6 irodalmi adatok
sem allnak rendelkezésre a két jelatvivs sejtmerevségre gyakorolt hatasarol. Mivel a kiilsg
szorsejtek miikodési hatékonysaga a sejt merevségi tulajdonsagaitol fiigg (3. abra), az
oldalfalmerevség szabalyozésanak vizsgalata kozelebb vihet az elektromechanikus transz-
dukcié szabalyozasanak és a cochlearis er6sité automatikus beallité mechanizmusainak
megértéséhez. Ezért tartjuk sziikségesnek az ACh és a GABA sejtfalmerevségre gyako-
rolt hatasanak cochleobazalis és cochleoapikalis localizaciobol izolalt sejteken torténd

Osszehasonlito vizsgalatat.

1.4. A mikrodeformaciés technika

A kiils§ szérsejtek merevségvizsgalata un. mikrodeformacios technikakkal lehetséges,
melyek sorén a kiils6 szdérsejtek valamely mechanikai hatasra adott alakvaltozasat vizs-
galjak (Oghalai és mtsai. 1998; Ulfendahl és mtsai. 1998; Lue és Brownel 1999). Az
igy kialakult alakvaltozas mértékébsl meghatarozhato a sejt hosszanti (Ulfendahl és
mtsai. 1998) ill. oldalfal merevsége (Oghalai és mtsai. 1998; részletesen lasd 16.0.). A
mikrodeformacios technikdk két csoportba sorolhatok, aszerint, hogy a kiils6 szérsejtek
deformaci6jat milyen modszerrel érik el. Ennek megfelelGen vizsgalhatjuk a sejt nyomo
erére kialakult alakvaltozasat, mely soran egy speciélis mikro-er6méréhéz kapcsolt iiveg-
riaddal a sejtre gyakorolt nyomoers altal 1étrehozott alakvaltozas mértékébsl hatéroz-

zuk meg a sejt merevségét. Ez a technika alkalmas a sejtek hosszanti és keresztirdnyt

11
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merevségének meghatarozasara is, a tényleges oldalfalmerevség mérésére azonban csak
nagyon kis kitérések mellett alkalmas (Ulfendahl és mtsai 1998). A masik mikrodefor-
macios technika a sejtfal huzoéerdvel szembeni deformaldédasat méri, mely soran a sejt
oldalfalara mikropipettan keresztiil ismert negativ nyomaést csatolunk (Oghalai és mtsai
1998; Lue és Brownel 1999). Ebben az esetben a sejtfal merevségét a sejtfal pipettaba
valo behuzdédasanak mértékébsl hatarozhatjuk meg. Ezzel a technikaval kézvetlen mo-
don csak az oldalfal merevségét tudjuk mérni, de a keresztirdnyt és hosszanti merevség
kozotti Osszefiiggés alapjan (Ulfendahl és mtsai 1998) a hosszanti merevség szamol-
hat6. A mikrodeformacié meghatarozasara mindkét technika a kiilsg szérsejtekrsl késziilt
felvételek vizualis elemzését hasznalja. MegfelelGen pontos mérések csak megfelel6 nagyi-
tés és megfelels feloldoképesség mellett lehetségesek. Ugyanakkor a sejtekrdl készitett
nativ képeken a sejthatar nem kiiloniil el elég élesen a hattértGl, ami a mérési ered-
mények nagy szorasat és magas mérési hibat eredményez (Lue és Brownel 1999). Kiilon
nehézséget jelent, hogy az iivegpipettaba behiizott sejtfalrészlet kontrasztja tovabb rom-
lik a pipetta falan torténd fényszorédas miatt. A sejtmembran fluorescens jeltlése jol
elkiilonithets sejthatart eredményez, de hasznélata technikailag igen nehéz (Oghalai és
mtsai. 1998). A mikropipettan keresztiil alkalmazott szivoerd altal létrehozott mikrode-
formaciot vizsgalo eljaras legnagyobb elénye az, hogy alkalmas kis oldalfal szakaszok

(patch-ek) elkiilonitett vizsgalatara.

1.5. Célkitiizések

1. A szakirodalomban korabban mar leirt, a mikropipettan alkalmazott szivoers al-
tal 1étrehozott mikrodeformécié mérésén alapulé oldalfalmerevség meghatarozo
modszer mérési pontossdganak javitasa egy digitalis képfeldolgozo eljards kidol-
gozasaval, mely lehetévé teszi a sejthatar megfelel6 identifikidlasat a mikroszkopos

felvételeken.

2. A kiilsg sz6rsejtek oldalfalmerevségének Gsszehasonlito vizsgalata a cochlea bazélis

és csicsi kanyarulataibdl elkiilonitve izolalt sejteken.

3. A cochlea bazalis és cstcsi kanyarulataibol elkiilonitve izolalt kiils6 szérsejteken kis
léptékii sejtfalmerevség térképezés elvégzése a sejt hossztengelye mentén, valamint

ennek Gsszehasonlito vizsgalata a kiilénb6z6 cochlearis lokalizacioju sejteken.

4. A kiils6 szérsejtek oldalfalmerevségének dinamikus id6fliges vizsgalata, idGkarak-

terisztikdjanak felvétele, az oldalfal mechanikai behatésra adott valaszanak jellem-
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1 Bevezetés

zése.

5. Az efferens neurotranszmitterek hatasanak osszehasonlité vizsgalata a sejtfalme-

revségre.

6. Az efferens neurotranszmitterek hatasinak vizsgalata a sejtfalmerevség idGkarak-

terisztikajara.
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2.1. Sejtel6készités

A kisérletekhez pigmentéalt, fiatal, ép Preyer-reflexti, pentobarbitallal tilaltatott tengeri
malacokat hasznaltunk. A Corti-szerv kivétele utan szobah&mérsékleten kollagenaz-
emésztést alkalmaztunk (IV tipus, Sigma, 1 mg/ml), mely utan a kiils6 szérsejtek finom
mechanikai behatassal levalaszthatova valtak. A kiils§ szérsejteket a cochlea cstacsarol
és alapjarol elkiilonitve izolaltuk, mely eredményeként cochleobazalis és cochleoapikalis
lokalizaciobol szarmazé sejtpopulécidkat kaptunk, 28,5 £5um ill. 75+3um atlagos sejt-
hosszal (n—87). A vizsgalatokhoz szabélyos, hengeres alaki, nem granulalt citoplazmaja
sejteket valasztottunk melyek sejtmagja bazalis helyzetii volt. Extracellularis oldatnak
a szabvanyos Hank féle kiils§ oldalot hasznaltuk, mely Osszetétele (mM-ban): 136,75
NaCl, 5,36 KCI, 0,34 Na,HPO,, 0,44 KH,PO,, 0,81 MgSOy, 1,26 CaCl,, 5,56 gliikoz,
4,17 NaHCOg3, 10 HEPES (pH 7,4, 300 mOsm/1). A kalciummentes kiils6 oldatot a Hank
oldat dsszetételének felhasznalasaval készitettiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a kalciumot

ekvimolaris magnéziummal helyettesitettiik és az oldatot kiegészitettiilk 5mM EGTA-val.

2.2. A kiils6 sz6rsejtek mikroszképos vizsgalata és a

mikrodeformacié mérése

A méréseket kiilsG oldattal toltott folyadékkamraban (200 ul) végeztiik, inverz, faziskont-
raszt mikroszkop alatt, 400x nagyitas mellet. A sejtek faziskontraszt képeit digitalisan
rogzitettiik. A rogzitett képek digitalis tisztitasa, zajmentesitése utan a jobb lathatésag
elérésére pszeudokolor atalakitast végeztiink: a kiilénb6z6 optikai stirtiségi sejtpartiku-
lumok kiilonb676 sziirkearnyalatos képpontként valo leképezése utan a sziirkearnyalatos

képpontokat meghatérozott algoritmus szerint megfelel6 -nem valésaghti- szinnel jeldlve
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pszeudokolor képet nyertiink.

2.2.1. Az alkalmazott technikai eszkozok

A sejtek Nikon TMS-F mikroszkoppal nyert faziskontraszt képeinek digitélis régzitése
Sony DXC-107P CCD-kamera segitségével IBM kompatibilis PC-hez csatolt kiilsg digi-
talizalo kartyan keresztiil (Pinnacle Systems, Inc. USA, California) tortént, 24 bit-es
szinmélységet hasznalva. (Az ehhez a folyamathoz hasznalhat6 szamitogép minimum
kovetelménye: 200MHz Pentium II MMX processzor, 32MB RAM, 4MB video RAM,
2GB IDE HDD.) Az adatelemzéshez hasznalt szamitogép 1.8 GHz Pentium IV pro-
cesszort, 256 MB RAM-ot, NVIDIA GeForce-2 videokartyat és 20GB IDE HDD-t tar-

talmazott.

2.2.2. Az alkalmazott programok és a képanalizalé eljaras

A képdigitalizalashoz a Pinnacle digitalizalo kartya sajat szoftverét hasznaltuk (Stu-
dio PCTV 1.00.2). A képfeldolgozashoz és a pszeudokolor eljarashoz sajat fejlesztést
szoftvereket hasznaltunk, melyek Turbo Pascal programnyelven irédtak. A képfeldolgo-
zas elsd 1épése az eredeti sziirkedrnyalatos képek olvasasa és egyedi fajlformatumba valéd
konverzioja. Ezt koveti a képek kiilonhoz6 algoritmusok szerint vald szinkddolasa.

A kozvetlen szinatalakitasi eljaras soran az algoritmus a képpontok sziirkearnyalatos
skdlan 1év6 kodjahoz kozvetleniil hozzérendeli az ennek megfelel6 VGA szinkodot, ily
modon kozvetleniil dsszekapcsolja a sziirkearnyalatos kodrendszert a VGA szinskélaval.
Ennek az egyszeri algoritmusnak programkornyezetbe valo beiiltetése konnyen megold-
hato, hatranya, hogy az egyes sziirkedrnyalatokhoz rendelt szint csak a VGA szinskala
standard felosztasa hatarozza meg, igy nem minden esetben kiiloniilnek el megfelelGen
az egymashoz kozel es6 sziirketonust hatarvonalak.

A kis tonuskiilonbségek kiemelésére alkalmas a képkivonésos eljaras, mely soran
az eredménykép két kiillonboz6 kisérleti helyzetrsl digitalizalt kép identikus pontjainak
kivonasaval jon létre, amit az eredménykép szinkddolédsa kévet. Ennek az eljarasnak
az eredményeként a kiilonboz6 kisérleti allapotok kozotti kiilonbségek kiemelheték, ill.
megjelenithet6k. Az eljaras specialis forméaja a hattérkivonasos modszer, mely soran in-
formaciot nem, csupén ,yvizualis zajt” tartalmazo6 hattérfelvétel képpontonkénti kivonasa
torténik az informaciot tartalmazo képbdl. Az igy végzett optikai zajmentesitést kovetGen
torténik a szinkodolas.

Az arnyalatkiemeléses eljarassal tovabb javithaté a kontirkimelés. Az eljaras modot
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’ A mikroszkopos kép digitalizalasa ‘

!

’ Bittérképes adatrogzités ‘

!

’ Matrix forméaba valé konverzio ‘

7 ! \

’ Kontrasztkiemelés ‘ ’ Digitalis képkivonas ‘ ’ Kozvetlen szinatalakitas ‘

N\ l /

’ A sziirkeadrnyalatos képpontok szinkodolasa a VGA paletta felhasznalasaval ‘

4. abra A digitalis képfeldolgozas folyamata

A mikroszkop képét a hozza kapcsolt CCD kamera szabvanyos videojellé alakitja, mely egy specidlis
digitalizalo eszkoz segitségével digitalis formaba hozhato. Az igy digitalizalt képet bittérképes (bmp)
forméban tarolni lehet. A fajlban tarolt képpont informéciok olvasdsa, matrix forméaba rendezése utan
alkalmasséa valik szamitogépes feldolgozasra, kiilonb6z§ algoritmusok szerint. Az individuélisan kivélasz-
tott és testreszabott algoritmus altal atalakitott képpont informaciokhoz a standard VGA paletta szineit

hozzarendelve pszeudokolor képeket, nyeriink.
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ad egy arnyalat tartomény elére meghatarozott, a kornyezetbdl jol kiemelked szinkoddal
valo ellatasara ill. az adott arnyalattartomany szinkiegyenlitésére. Sziikebb tartomanyt
valasztva, lehetGség nyilik az azonos, vagy kozel azonos optikai siirtiségi sejtpartiku-
lumok kornyezetiikbél vagy a hattérbsl vald kiemelésére.

megfelels lathatosag érhetd el. Az eljarasok kivalasztasa individuélisan tortént, a prog-
ramparaméterek kozvetlen beallitasaval. Az egyedi fejlesztésii programokat a Red Hat
8.0 linux-disztribcié xdosemu futtatasi kornyezetében hasznaltuk. (A Turbo Pascal
nyelven irt programok legnagyobb el6nye a platformfiiggetlenség, mivel pascal forditok
egyarant elérhetGek DOS, Windows, MacOS, Linux, Unix, SunOS, OS2 operacids rend-

szerek alatt.)

2.2.3. A képanalizal6 eljaras tesztelése

A képanalizalo eljaras tesztelésére és kalibralasara a Farkas és Sziklai (2003) altal leirt,
mikrodramlas altal kivaltott lassd szérsejtkontrakcié detektalasat hasznaltuk.

A sejtkontrakcio kivéaltasara kalibréalt, kézzel vezérelt gravitaciés mikroaramlasos
rendszert hasznaltunk, mely kikiiszoboli az elektromechanikus pumpaval miikodé rend-
szerek inditasi lokéshullama altal keltett nem kivanatos hatasokat.

A perfaziés pipettakat Clark EC 15TF tivegkapillarisbol készitettiik, 75+6 pm belsd
Atmérével. A pipettat polietilén cs6 segitségével mifanyag csapon keresztiil egy 2 cm?
drtartalmi nyitott miianyag tartilyhoz csatoltuk, mely folyadékszintjét a mérésekhez
hasznalt, ismert térfogatiit medence folyadékszintjére egyenlitettiik ki, agy, hogy a per-
fazios pipettaban sem kifelé, sem befelé iranyulé dramlés ne legyen. Az egyensilyi folya-
dékszint beallitasa a duplex folyadékkamra masodik medencéjében tortént, az aramlés
lathatovatételéhez fenol-voros indikatort hasznaltunk.

Az dramlési rendszer kalibralasakor a folyadék rezervoir-ba ismert térfogata folyadékot
(20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 wul) adagoltunk és megmeértiik a folyadékkamraban 1évé
folyadék térfogatat az aramlas megindulasat kovetd 1., 2., 3., 4. és 5. perc végén (7.
abra).

A sejtkontrakci6 kivaltdsahoz hasznalt pipetta a sejtektdl 50um tavolsagra keriilt
elhelyezére, ugy, hogy szdjadékanak also széle a folyadékkamra aljahoz tamaszkodjék, a
sejttest kbzepére merdlegesen mutatva. A mikroperfizios rendszer kalibraciés gorbéinek
felhasznalasaval (7. abra) beallitott kiilonboz6 aramlasi sebességek mellett megmértiik
a sejtek nyugalmi, majd 1 perc aramoltatas utani hosszat a nativ faziskontraszt ill.

pszeudokolor eljarassal nyert képeken kontroll kériilmények kozott és Gd**jelenlétében,
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2.2.4. Az oldalfal merevségének vizsgalata

Az oldalfal merevségét az Oghalai és mtsa-i (1998) altal kordbban leirt, aspiracios mikro-
deformacios technika adaptalt valtozataval vizsgaltuk. Az ehher sziikséges mikropipet-
tdkat 2,8 pum-s bels§ atmérdvel Clark EC 15 TF iivegkapillarisbol készitettiik 5 1ép-
csGs formalasi programmal (Flaming/Brown Model P-87). Az extracellularis oldattal
feltoltott pipettakat a megfelels, szabalyozhatd negativ nyomas biztositasara egy vizosz-
lopos manométerhez csatlakoztattuk. Megel6z6 beméré kisérletek utan a vizsgalatokhoz
4-10 H,O cm (0,39 nN/pum? -0,98 nN/um?) kdzotti negativ nyomastartomanyt valasztot-
tunk, mely tartoményban az oldalfal harom rétegd struktiraja a szakirodalom szerint is
intakt maradt (Oghalai és mtsai 1998). A méréseket kiils6 oldattal toltott folyadékkam-
raban végeztiik, faziskontraszt mikroszkop alatt, oly modon, hogy a kiils6 szérsejt oldal-
faldhoz illesztett pipettara kapcsolt negativ nyomas hatasara a mikropipettaba behtzodo
oldalfalrészlet faziskontraszt képeit CCD kamera segitségével PC-hez csatolt kiilsg digita-
lizalo kartyan keresztiil rogzitettiik. A rogzitett képek digitélis tisztitasa, zajmentesitése
utan a jobb lathatosag elérésére pszeudokolor atalakitast végeztiink (lésd fent), mely
utéan 18 képpont/um képfelbontas alakult ki. A sejfalrészlet behtizodasanak meértékét
az b. abran lathaté médon hataroztuk meg: az 1 szdmi vonal, melyet a mikropipetta
szajadékanak vetiiletére fektettiink, szolgalt a viszonyitasi pontnak. Az ezzel parhuza-
mos, az oldalfalrészlet gorbiiletére merélegesen fektetett 2 szamiu vonal és a viszonyitési
vonal kozotti tavolsagot tekintettiik a pipettaba betiiremkedé oldalfalrészlet hosszanak,
melybdl a merevségi mutatot (S,-stiffness parameter) az alabbi sszefiiggést hasznalva

hataroztuk meg;:

S, = —AP 1.7 AL (1)

ahol AP (nN/um?2 ) a pipettan keresztiil applikalt negativ nyomés; r (um) a mikro-
pipetta belsé atmérgje; AL (um) a pipettaba behiizodo oldalfalrészlet hossza (Oghalai
és mtsai. 1998; Batta és mtsai. 2003).

Az alkalmazott negativ nyomas(AP) hatasara kialakulé oldalfal behtuzodas (AL)
mértékének jellemzésére 30 méasodperces, 4-10 HoO cm-s negativ nyoméspulzusokat al-
kalmaztunk a mikropipettdn keresztiil az oldalfalra 30 méasodperces megszakitasokkal.

A pipettaba torténd oldalfal behtuzodast (AL) a negativ nyoméspulzus végén hatéroztuk
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5. abra A mikropipettaba behuzodott oldalfal részletrdl késziilt kép (400x) optikai zajsziirés és kon-
tardetektalas utan.

Az oldalfalbehiizddéas mértékét a pipettavégre és a behuzodott oldalfal-részlet gorbiiletére illeszett, par-

huzamos egyenesek kozotti tavolsag adja meg.

meg (Oghalai és mtsai. 1998). Az oldalfal behuzodéas karakterisztikdjanak jellemzésére
allando, 6 HoO cm-es negativ nyomast alkalmaztunk 2 perces idGintervallumban, az
oldalfal behiizodast 10 masodperces gyakorisdggal hataroztuk meg.

A vizsgalatokhoz a kiils§ szérsejteket hossztengelyilik mentén az alabbi régidokra osz-
tottuk: infrakutikularis vagy apikalis régio, sejtkozépi régio (az infrakutikularis régiotol
a sejtmag fels6 vonalaig), -mely magaban foglalja a kozvetleniil a sejtmag f6lott elhe-
lyezkedd szupranuklearis régiot-, valamint az infranukleéris régio, a sejtmag alsd élétél
a szinaptikus polusig terjedGen (2. abra). Ezeket a régiokat ugyanazon sejten, ugyanazt

a pipettat hasznalva vizsgaltuk.

2.3. Farmakolégiai vizsgalatok

Az oldalfalmerevség szabalyozasanak vizsgalatahoz a presztinmiikddést gatlo natrium-
szalicilatot és az ismert aspecifikus kationcsatorna blokkolo GdCls-ot (Sigma) hasznal-
tuk. Mindkét anyagot bmM-os toménységben (ph 7,4, 300mOsm/1) az extracellularis
oldatban alkalmaztuk, gy, hogy a kiils6 szérsejteket 10 percen keresztiil tettiik ki a
hatasuknak (Chan és Ulfendahl 1999). Az efferens jelatvivsk oldalfalmerevségre gyako-
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rolt hatasanak vizsgalatdhoz ACh-t és GABA-t, ill. ezek specifikus gatloszereit (strichnin
és bicuculin) hasznaltuk, mindegyik anyagot 50 uM koncentraciéban, 4 percen keresztiil.
A bicuculint oldékonységi tulajdonsagai miatt elsé 1épésben DMSO-ban oldottuk, majd
ebbdl az 1mM-os torzsoldathol tovabbhigitas soran kaptuk a felhasznalt oldatot. A
DMSO végkoncentracidja a kiils6 oldatban kevesebb mint 0,1% volt, mely a megel6z6 be-
mér6 kisérletek soran nem befolyasolta kimutathato mértékben az oldalfal viselkedését.
Az oldalfal merevségét allando, 6 HoO cm-es negativ nyomaéssal vizsgaltuk 2 perces idGin-
tervallumban a behatas el6tt és 2 perces idGintervallumban a behatéasi id6 végén. Egy

sejtet csak egy tesztoldattal vizsgaltunk.

2.4. Adatfeldolgozas, statisztikai analizis

A kisérleti adatokra illesztett modellgorbéket és modell paramétereket a Gnuplot nevti,
programozhato illesztGprogram segitségével nyertiik, a statisztikai szdmitasokat a SalStat
ill. SigmaStat nevi statisztikai programmal végeztiik. A Gnuplot és a SalStat program
GNU GPL liszenc alatt all. Annak ellenorzésére, hogy a kiilonho6z6 allatokbdl nyert sej-
tek azonos modon viselkednek-e, a merevségi mutatot (1. egyenlet) és a feszesség beallitd
sejtvalaszt (regulatory stiffness response, lasd kés6bb) jellemzs modell paramétereket
meghatéaroztuk (5. egynelet) 5 kiilonboz6 allatbol izolalt, Gsszesen 27 sejten és ANOVA
variancia analizisnek vetettiik ala, mely alapjan a kiilonb6z6 allatokbol nyert sejtek
viselkedése gyakorlatilag nem kiilonbozik (p=>0,5), igy a kiilonb6z6 allatokbol izolalt sej-
teken végzett mérések egymassal Osszevetheték. A statisztikai szempontbol fliggetlen
csoportok statisztikai vizsgalata kétmintés t-probéaval, a kiilonb6z6 kezelések hatasanak
statisztikai vizsgalata ANOVA és Dunnett szerinti kontrollcsoporthoz térténd t6bbszoros
viszonyitasi eljarassal tortént (szignifikanciaszint p—=0,05). Az ACh és GABA jelen-
letében a modell paraméterekben észlelt valtozasok szazalékban (%) keriiltek megadasra
a jobb attekinthetGség érdekében. Az 5. egyenlet felhasznalasaval egyenként keriiltek
illesztésre a kisérletben résztvevd sejtek mérési eredményei, (vizsgalati csoportonként
10 sejt) az igy szamolt modell paraméterek atlagabol keriilt meghatarozasra a széza-
lekos valtozas: [(atlag-atlagiontron)/atlagkontron) X 100]. A megadott szorasokat a Gauss
féle hibaterjedési fiiggvény felhasznalasaval hataroztuk meg. Hasonloképpen jartunk el

a fesziilés indukalta lassu sejtésszehtzddas esetében is.

20



3 Eredmények

3.1. A képanalizalé és pszeudokolor eljaras
hatékonysaga

Az optikai rendszer magas kontrasztot ado, ismert méreti probatesten végzett kalibra-
lasa soran 18 képpont/um felbontas adodott, ami azt jelenti, hogy az elemzésre keriils
képeken 1 képpont 0,055 pum tavolsagnak felel meg. A pszeudokolor eljaras lehetévé teszi,
hogy az €16 sejtek gyenge kontrasztot ado sejthatarai pontosan elkiilonithet&ek legyenek
(6. abra A-C). A mikropipettaba behtizodott oldalfalrészlet hatarai a pipetta anyaganak
optikai aktivitasa kovetkeztében lényegesen halvinyabban, elmosodottan abrazolodnak
a faziskontraszt képeken. A pszeudokolor eljards alkalmazésa utdn a behuzbédott oldal-
falrészlet hatarai is jol azonosithatova valnak (6. dbra D, E).

Az eljaras alkalmazhazosiagat mikroaramlas altal kivaltott lassu szdérsejtkontrakeid
detektéalasaval ellendriztiik (Farkas és Sziklai 2003), melyhez elsg 1épésben a mikroper-
fazids rendszer kalibracidja tortént. Ennek soran azt taldltuk, hogy a mikroperfiizios
rendszer a 0-5 perces idGintervallumban linearis kidramlast, ill. idében allandé aram-
lasi sebességet biztosit, fiiggetleniil a gravitacios tartalyra terhelt folyadéktérfoggattol
(7. abra A). Az aramlési sebesség és a gravitacios tartélyra terhelt folyadékmennyi-
ség exponencialis Gsszefiiggésben all (7. abra B). A kalibracios gorbék felhasznéalasaval
0,6-2,1 ul/perc aramlasi sebességi tartoméanyban jol kontrollalhat6, alacsony aramlasa
mikroperfiziés rendszer jon létre.

A mikroaramlas altal kivaltott reverzibilis lasst szérsejtkontrakeié pszeudokolor kép-
elemzési eljarassal valo detektaldsa soran a kordbbi irodalmi adatoknak megfelelgen
lineéris Osszefiiggést talaltunk az dramlasi sebesség és a sejtosszehtzodas kozott (Farkas
és Sziklai 2003). A nativ faziskontraszt képeken végzett mérésekhez képest a pszeu-
dokolor képelemzéssel nyert eredmények szorasa jelentésen alacsonyabb (~20%), az

eljaras nem novelte meg jelentGsen a feldolgozashoz sziikséges idét. A nem-szelektiv kat-
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6. abra A kiils6 szdrsejtekrol késziilt nativ faziskontraszt képeken a sejthatar elmosodottan abrazolodik
(A, D), mely nagymértékben neheziti a sejt alakvaltozasainak étékelését. A megfelel§ pszeudokolor

eljaras utan a sejthatar (nyilak) egy jol elkiilonithets szines vonalként jelenik meg (B, C, E).
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7. &bra A mikroperfiziés rendszer kalibracids gorbéi.

Kiindulasi helyzetben a gravitacios tartaly folyadékszintje ugy keriilt beéllitasra, hogy a mikroperfa-
zios pipettan keresztiil sem ki- sem bedramlas nem torténik. Ezt kovetGen a tartalyba ismert tér-
fogata folyadékmennyiséget adagoltunk, majd megmértiik a mérGkamra térfogatvaltozasat egy perces
idskozonként. Igy a gravitacios tartaly kiindulési térfogataval beallithatjuk az dramléasi sebességet (B),
mely a vizsgalathoz sziikséges idGintervalumban alland6 marad (A). A: a gravitacios tartalyba adagolt
kiilonb6zs (20-40-60-80-100-150pu1) térfogatu folyadék mellett a mikropipettén keresztiil valo kidramlas
(ul) (kitoltott kor: 20, kitoltott négyzet: 40 kitoltott egyenes allast haromszog 60, kitoltott rombusz
80, kitoltott hatszog 100, kitoltott forditott allast haromszog 150ul ) B: a gravitacios tartalyba adagolt
kiilénb6z6 folyadékmennyiségek (20-40-60-80-100-150-200 pl) mellett a mikropipetta szajadékanal kia-

lakulé dramlasi sebesség. (A szorasértékekeket a jobb attekinthetGség kedvéért nem abrazoltuk)
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8. abra A pszeudokolor eljaras néveli az aramlas keltette sejtosszehuzodas detektaldsanak hatasfokat.
A kiils6 sz6rsejtek hosszat az dramlas fiiggvényében abréazolva pszeudokolor képelemzéssel (A) és ha-
gyomanyos eljarassal (B). A folytonos vonallal huzott egyeneseket linearis regresszioval nyertiik. A
Gd?Tkezelés jelentSsen csdkkenti az Aramlasfiiggs sejtosszehtzodast (alsé egyenesek) a kontrollhoz

képest (fels6 egyenesek).

ion csatorna blokkolo Gd*" (5 mM) alkalmazasa jelentGsen a csokkentette a mikroaram-
las indukalta sejtkontrakciot (8. abra), fiiggetleniil attol, hogy nativ faziskontraszt, vagy
pszeudokolor eljarassal atalakitott képek elemzésével végeztiik a méréseket. Az atalaki-
tott képeken végzett mérések azt mutatjak, hogy a Gd3" jelenlétében a mikrodramlas
indukalta sejtkontrakcié linearis karakterisztikdja megmarad, csak az illeszthets egyenes
meredeksége valtozott a kontroll koriilmények kozott észlelhets 1,98-rol 0,51-re (reg-
resszios koefficiens rionion=0,98; rggs+=0,65) (8A. abra). Ezzel szemben a nativ képek
elemzésével nyert adatok viszont nem mutatnak statisztikailag kimutathato osszefiiggést.
Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy a pszeudokolor eljaras amellett, hogy hatékonyan
csokkenti a mikrodeforméacio vizsgalatanak mérési hibajat, lehetévé teszi nagyon kicsi

valtozasok megfelel§ detektalasat is.

3.2. A kiils6 sz6rsejtek oldalfal merevségének

jellemzése a kiilonboz6 sejtrégidokban

A negativ nyomaspulzus végén meghatarozott pipettaba torténs oldalfal behuzodast

(AL) abrazolva az alkalmazott negativ nyomas fiiggvényében -més szerz6khoz hasonloan
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9. abra Az oldalfal behuz6dés mértéke az alkalmazott negativ nyomas fliggvényében cochleoapicalis

hazédasat jeloli, a folyamatos vonal a mérések atlagara illesztett egyenes (r=0,91; y=0,46; n=10).

(Oghalai és mtsai. 1998; Ulfendahl és mtsai. 1998)- jol illeszkedd linearis Osszefiiggést
talaltunk (r=0,91; p<0,001) a negativ nyomés meértéke és az ennek hatasara kialakuld
sejtfalbehuzodas kozott (AL-AP), fliggetleniil a sejtrégiotol (9. abra). A kiilonb6zs sejt-
régiokban végzett mérések soran azt talaltuk, hogy az oldalfal merevsége (S;) 1,83+0,13
nN/pm és 1,1440,16 nN/um, (atlag+=SD) (1. téblazat) kozotti tartoméanyban valtozik
az apikalis és szinaptikus polus kozott. Az oldalfal merevsége az infrakutikularis régioban
a legnagyobb, a sejtkozépi régioban csokken és az infranukleéris régioban a legkisebb (1.
tablazat, 10. &bra).

3.3. A cochlea kiilonb6z6 régiéibdl izolalt kiilsé

szOrsejtek oldalfal-merevsége

A kiils6 szorsejtek oldalfala merevségének feltérképezése soran a 6 HoO cm-s negativ
nyomas mellett kialakult oldalfalbehuzodast vizsgaltuk. A 10. abra cochleoapikélis és
cochleobasalis sejtek ily moédon felvett oldalfalbehizhatésagi térképét mutatja a ciliaris
polustol szamitott elsG 25 um-en. A cochleoapikalis sejtek esetében az oldalfal-behiizodas
az els6 ~12 pm-n kozel allando, majd folyamatos emelkedést kovetGen ismét allando
végig a sejtkozépi régidban a sejtmagig, végiil a mag alatti szinaptikus régioban ismét
megnovekszik (a ciliaris polustol szamitott 25 pum-es szakaszon tili, a mag felé es6 és a

szinaptikus régio adatait nem &brazoltuk) (10. A abra ).

A sejtmagnak megfeleld oldalfalszakasz merevségi mutatojat nem tudtuk meghatérozni

25



3 Eredmények

’ Sejtrégio ‘ Merevségi mutatd (nN/pum) ‘
Infrakutikularis 1,83+0,13"
Sejtkozépi 1,354+0,23
Szupranuklearis 1,2840,16
Infranuklearis 1,1440,16°

1. tablazat Cochleoapikalis kiils6 szdrsejtek merevségi mutatdja a kiilonb6z6 sejtrégiokban (atlag+SD,
n=10). *p<0,05 a t&bbi lokalizaciohoz képest, § p<0,05 a sejtkozépi lokalizaciohoz képest.

az altalunk alkalmazott mddszerrel, mivel ezen teriilet fokozott merevsége miatt a ki-
alakulo oldalfalbehtizodas til kicsi ahhoz, hogy az a képelemzések soran megfelelGen
azonosithato legyen. A 6 HyO cm-s negativ nyomas mellett kialakult oldalfalbehtizddas
allandonak bizonyult a szinaptikus régio teljes teriiletén (nem ébrazolt adatok), a szami-
tott merevségi mutaté ebben a régioban volt a legkisebb a vizsgalt régiok koziil (1.
tablazat). A szivoerd hatasara kialakulo oldalfal behtzodas hasonlé hosszanti elren-
dez6dést mutat mind a cochleoapikalis mind a cochleobazilis régiobdl izolalt sejtek
esetében (10. B abra), beleértve a nem &abrazolt részeket is, azzal a kiilonbséggel,
hogy a révidebb cochleobazélis sejtek esetében az azonos merevségi szakaszok hossza
is aranyosan révidebb. Mindez jol érzékelhets a 10. C és D abran, ahol az oldalfal be-
hizodas a ciliaris polustol szamitott, a sejthossz %-aban megadott pozicio fiiggvényében
keriilt aAbrazolasra. Ez az dbrazolasmod lehet6vé teszi az eltér6 hosszusagu sejtek oldal-
falmerevségének lokalizicio fiiggs, Osszehasonlito viszgalatat. Ennek megfelelen a 10.
E &bran az oldalfal behtizodas mértékébdl szamitott oldalfal merevség lathato a ciliaris
polustol szamitott relativ tavolsag fliggvényében, mely mutatja, hogy a cochleobazélis
és cochleoapikalis helyzeti kiils6 sz6rsejtek oldalfaldnak identikus pozicibiban mérhetd

merevségi egyilitthatok jo egyezést mutatnak.

3.4. Az oldalfal merevség hiizéerével szembeni

id6fiigg6d karakterisztikaja

Az oldalfal behuzodas idsfiiggvénye (AL-AT) a szupranukleéris régiokban azonos karak-
terisztikat mutat, a kiilonbo6z6 oldalfal merevségi poziciokban a gérbék kdzott csak kvan-
titativ eltérés észlelhets (11. abra A-C). Ugyanakkor a szinaptikus régioban felvett Al-
AT gorbe kvalitativ kiilonbséget mutat a szupranuklearis régiok gorbéihez képest (11.
abra D). A szinaptikus régioban a AL-AT gorbe egy egyszerti exponencialis fiiggvénnyel

leirhatd, mig a szupranuklearis régiokbol nyert gérbék tartalmaznak egy szigmoid kom-
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10. abra Kiilonb6z6 cochlearis régiokbol nyert kiils§ szérsejtek olalfalmerevségének valtozasa a sejt
hossztengelye mentén.

Az A és C cochleoapikalis, a B és D cochleobazalis sejtek oldalfalanak helyfiiggs behuzodasat mutatja.
Az E a merevségi mutatd (Sp) valtozasat mutatja a sejt hossztengelye mentén a cilidris polustol a
teljes sejthossz %-aban mért tavolsag fiiggvényében (lires korok: cochleoapikalis sejtek, kitoltott korok:

cochleobazélis sejtek). Az identikus oldalfalrégiok merevsége kozott nincs szignifikans kiilonbség.
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11. abra Az oldalfalbehuzodés (AL) idofiiggése (AT) a kiils6 szérsejtek kiilonbozé sejtrégidiban vizs-
galva.

(n=10, sejthossz: 72-80 ym). A-D panel a AL-AT &sszefliggést mutatjak a sejtek apikalis (A), sejtkozépi
(B), sejtmag f6lotti (C) és sejtmag alatti régiviban (D). A folyamatos vonalak a 4. szamu egyenlettel
(A-C) és a 3. szamu egyenlettel (D) végzett matematikai illesztések eredményei. Az illesztett gérbék
korrelacios egyiitthatéi (r): 0,98 (A); 0,98 (B), 0,97 (C), 0,99 (D).

28



3 Eredmények

m)

A sejtosszehuzodas mértéke (u

0 20 40 60 80 100 120
1d6 (s)

12. abra A sejtkozépi régioban alkalmazott konstans negativ nyomés (6 HoOcm) hatésara kialakult
sejtosszehtizodas idofiiggése (n—10, sejthossz: 26+5 pm).

ponenst a negativ nyomés applikdlasa utani 30 és 60 méasodperc kozotti idGinterval-
lumban (feszesség beallito sejtvalasz-regulatory stiffness response). A negativ nyomas
oldalfalra val6 applikalasa ezen kiviil indukal egy, a szigmoid komponens megjelenésével
szimultan zajlo, Boltzmann fiiggvénnyel jol leirhat6 lassi szérsejtmozgést is, melynek
legnagyobb sebessége ~0,03 yms™' (12. 4bra ). Mindkét jelenségre igaz, hogy nem

mutathato ki szignifikins kapcsolat az intenzitasuk és a sejthossz kozott.

A lasst sejtvalasz kalcium mentes kiilsG oldatban valo inkubélas soran elttinik (n=10),
mikozben a nyugalmi oldalfal merevség (1,35 nN/um) szignifikinsan megemelkedik (1,99
nN/um) (p<0,003). Ugyanakkor a AL-AT gérbén megfigyelhets egy jelzett toréspont az
50 masodperces mérési pontnak megfelel§en, mely a normaélis kalciumtartalmi kézegben
észlelhet6 aktiv oldalfal-vdlasz megjelenési pontja ( 13. abra A ). Az infranuklearis
régioban a AL-AT gorbe kalcium elvonas mellett is megtartja az eredeti viselkedését.
(13. abra B és 11 abra D).

Mivel a kalcium mentes kiils6 oldatban a kalciumot magnéziummal helyettesitettiik,
kontroll kisérleteket végeztiink a Mg?"oldalfalmerevségre gyakorolt hatasat tekintve,
okozott kimutathato valtozast a kiilsé szérsejtek oldalfalanak merevségében. A merevségi
mutat6 1,35+0,23 nN/um volt a normal kiilsé oldatban (0,81 mM Mg?") és 1,27+0,2
nN/um volt a 2mM koncentracioji Mgt tartalmazé oldatban (n=10).
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13. abra A sejtfalbehtizodas idéfiiggése Ca?"-mentes kizegben.

A: sejtkozépi régio, B: sejtmag alatti régio (n—10). Az oldalfalbehtizodas mértékét konstans 6 HoO
cm-es negativ nyoméas mellett, cochleoapikalis sejteken mértiik (n—10) a sejtkozépi (A) és a szinaptikus
(B) régioban.

3.5. A kiils6 sz6rsejtek oldalfalanak hazéerére adott

passziv valaszat leir6 modell

A szivoerd hatasara mikropipettaba behiizodé oldalfalrészlet hosszanak idéfiiggése (L,
11. abra) az alabbi modell segitségével irhato le: A kortikalis racsozat két pillérfehérjéje
kozé es6 plazmamembran és a hozza kapcsolo citoszkeletalis elemek specialis rugalmas
egysegeket alkotnak (Raphael et al. 2000), mely rugalmas egységnek két allapota van,
egy nyugalmi és egy, az adott er6behatasra kialakulé megnyulasi allapota. A két allapot
kozotti atalakulas egyiranyt, elsérendii kinetikat kdvet. Amennyiben a negativ nyomas
oldalfalra valo applikdlasa el6tt (t=0) a rugalmas egységek nyugalmi allapotban vannak,

a pipettaba behuzodott oldalfalrészlet hosszanak valtozésa az id6 fiiggvényében (L) :
Li=a-(1—e"" (2)

ahol a az oldalfal maximalis megnyujthatosiga |a rugalmas egységek szamanak (Ny)
és az adott negativ nyoméasértékhez tartozo egyensilyi hosszanak (I) szorzatal, b a ru-
galmas egységek megnytlasi sebességi allandoja és e az un. természetes szam.

Figyelembe véve, hogy az oldalfal a pipetta szajadékahoz nem tapad tokéletesen,
szamolnunk kell azzal, hogy a szivo eré hatésara az oldalfal nagyon lassan becstiszhat
a pipettaba (sliding), magaval vonva a felszin alatti ciszternalis rendszert és a citoszol

egy részét. Igy a pipettdba behtz6do oldalfal részlet hosszanak idéfiiggése csak passziv
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mechanikai valaszt feltételezve:

Li=a-(1—e™ +m-t+k (3)

ahol m: az un. csuszamlasi tényezd (sliding modulus), k: viszkozitési egytitthato |
t: az idG, a, e, b, mint fent.

A 11D abran lathato illesztett gorbe a 3. egyenlet felhasznalasaval késziilt. A kisér-
leti adatok ezen modellel valo matematikai illesztésével meghatarozhato a csuszamlési
tényezd mely atlagosan 0,00022um/s, ami a vizsgalt 120 masodperces idgintervallum-
ban az oldalfal 0,026um-es becstszasat eredményezi a mikropipettaba 6 HoOcm negativ

nyomas mellett.

3.6. A kiils6 szé6rsejtek oldalfalanak hazéerére adott

aktiv viselkedésének modellezése

A kortikéis racsozat két pillérfehérjéje kozé esé plazmamembran és a hozza kapcsold
citoszkeletalis elemek alkotta egységek nemcsak rugalmas egysegekként, hanem elemi
motoros egységekként is képesek miikodni (elaszto-motoros egység, Raphael és mtsai.
2000). Ennek megfelelen a AL-AT gérbén megjelend szigmoid komponenst a pipettaba
beszivott oldalfal elaszto-motoros egységeinek aktiv 6sszehuzddasaként modelleztiik. A
modelliink azon a feltevésen alapul, hogy a pipettaba valo beszivas kovetkeztében a
sejtfalban kialakult mikrodeformacio altal létrehozott fizikai fesziilés (o) un. fesziilés-
kapuzott (stretch-gated) ioncsatornakat aktival, és a kovetkezményes Ca’"bedramlas
vezet az elaszto-motoros egységek 6sszehtuzodasahoz.

Az oldalfal fesziilésének idéfiiggése [o(t)], mely szabalyozhatja a fesziilés kapuzott

csatornak aktivitasat, az alabbiak szerint irhato le:

bt
P, Fp— M lalze T )dmethk] t2>+m't+k]

o(t)=%= i (4)

ahol F a fesziilést 1étrehozo feszits erd, F, a negativ nyomas altal kozvetitett hiazoerd,
M a behiizott oldalfal részlet tehetlenségi momentuma, A pedig a behiizott oldalfal rész-
let feliilete.

Tekintve a htizoers (F}, ) és az behizott oldalfal részlet hosszanak nagysiagat (~3x10°N
ill. ~2x10°%m) a fesziilés idofiiggése egy alacsony emelkedésii exponencidlis gorbével

irhato le, mely jol kozelithets egy egyenessel a mikropipetta-aspiracd 0-120 masodperces
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idGétartama alatt. Figyelembe véve a fizikai fesziilés id6fiiggését, és az ioncsatornak igen
rovid aktivalodasi idejét, az aktivalodott elaszto-motoros egységek szamanak idéfiiggését
egy Boltzman fliggvénnyel irhatjuk le. Ennek megfelelGen a szupranukleéris régiok AL-

AT gorbéi az alabbiak szerint irhato le:

L () =a- (1) — g tmet (5)
l4+e 4

ahol ¢: a behuzott oldalfal-szegmens maximaélis aktiv retrakcidja; d: az oldalfal-

szegmens retrakciojanak sebességi allandodja; typ: a folyamat féléletideje. A kisérleti

adatok 5. egyenlettel valo illesztésével nyert gorbék a 11. és 14. &bran lathatok. Az

illesztésbdl nyert oldalfal viselkedést jellemz6 mutatok kiilonbozé kisérleti koriilmények
kozott a 2. tdblazatban lathatok.

3.7. A szalicilat és a Gd®™ hatasa a kiils6é sz6rsejt

oldalfalanak aktiv és passziv viselkedésére

A szalicilat kozismerten gatolja a kiils6 szdérsejtek presztinhez kotott (gyors) motilitasat
(Kakehata és Santos-Sacci 1996; Zheng és mtsai 2002). Annak ellenorzésére, hogy az
oldalfal fent leirt aktiv valasza fiiggetlen-e a presztin miikodésétsl dsszehasonlitottuk az
oldalfal huzoergvel szembeni id6fiiggs karakterisztikajat (AL/At gorbék) kontroll koriil-
mények és szalicilat jelenlétében. Ennek soran azt talaltuk, hogy szalicilat jelenlétében
(bmM n=10) sem a AL/At gorbék aktiv, sem a AL/At gorbék passziv karakterisztikaja
nem valtozott meg szignifikinsan. Kationcsatornak oldafalmerevség szabalyozasban
betoltott szerepének vizsgalatara egy nem specifikus kation csatorna blokkold anyagot,
Gd3"-t (5mM, n=10) adtunk az inkubal6 oldathoz (Chan és Ulfendahl 1999). Mikozben
a Gd" gatolta a negativ nyomaés kivaltotta sejtrovidiilést (a maximalis sejtdsszehtizodas
mértéke 0,8540,23-r61 0,5+0,18-re valtozott; n—=10) lathato, hogy Gd*>T hatasara tob-
brétd valtozas jott létre a AL/At gorbén is. A legfontosabb véltozas az aktiv merevség
szabalyozas jelentGs csokkenése, melyet a 30-60 masodperc kozotti szigmoid goérbekom-
ponens (lasd fent) ,elsimulésa” jelez. Az oldalfal passziv viselkese is megvaltozott, ami a
gorbe y-tengely mentén valo lefelé tolodasaban nyilvanul meg. A korabban részletezett
matematikai modelliink lehetGséget ad arra, hogy egyrészt kiilonvalasszuk a Gd®"hatésat
az aktiv és a passziv oldalfalviselkedésre, mésrészt meghatarozzuk ill. elemezziik ezeket a
valtozasokat. Az igy meghatarozott, oldalfalviselkedésre vonatkozd mutatok mindegyike

szignifikdnsan kiilonbozik a kontroll koriilmények kozott meghatarozott mutatoktol. A
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14. abra A Gd3Tbefolyasolja a pipettaba behtizott oldalfalszegmens hoszzanak idsfiiggését.

A méréseket a sejtkozépi régioban, 6 HoO cm negativ nyomés applikilasa mellett végeztiik, cochleo-
apikalis sejteken (n—10), kontroll koriilmények kozott (kitoltott korok), és 5mM GdCls jelenlétében
(iires korok). A folytonos és szaggatott vonallal rajzolt gorbék a mérési adatok 5. egyenlettel tortént
matematikai illesztése nyoman jottek létre (korrelacios koefficiens r= 0,98). Az illesztett gérbék mo-

dellparaméterei a 2. tablazatban lathatok.

mutatok valtozasanak irAnya megegyezik a mutatok Ca?" megvonas hatasara kialakult

valtozdsanak iranyaval, a Gd*That4sa azonban elmarad a Ca?" megvonas hatésatol.

3.8. Az ACh és GABA hatasa a cochlea kiilonb6z6
helyeirdl izolalt kiils6 sz6rsejtek

oldalfalmerevségére

A 3. tablazatban keriiltek Osszesitésre a cochlea alapjarol és bazisardl izolalt kiilsg
szorsejteken mért merevségi mutatd értékei kiillonbo6z6 kisérleti koriilmények kozott.
Kontroll koriilmények kozott nincs szignifikins kiilonbség a cochleobézisrol és a coch-
leacsticsrol izoléalt sejtek oldalfalmerevsége kozott (kétmintés t-proba, p=0,7). Az ACh
(50uM) és GABA (50uM) oldalfalmerevségre gyakorolt hatasa fiigg a kiils§ szérsej-
tek cochlean beliili elhelyezkedésétsl. Az oldalfal merevsége szignifikinsan lecsokkent
amikor ACh-t adtunk a cochlea bazisarol izolalt sejtekhez, ugyanakkor a GABA hatasta-
lan volt ugyanezen sejtcsoporton (ANOVA és Dunnett eljaras p<0,05; 3. tablazat).
Hasonl6 statisztikai 6sszehasonlitast végezve a cochlea csiicsarol nyert sejtek esetében

lathato, hogy a GABA szignifikdnsan csokkentette a sejtfalmerevséget, mig az ACh
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’ Modell paraméter ‘ Kontroll ‘ Gd**t ‘ Ca?Thidnyos kizeg
a (um) 4,0910,72 | 2,32+0,4 1,1840,25
d (um)/s 0,03+0,002 | 0,0340,003 0,02+0,002
¢ (pm) 1,04402 | 0,4840,12 0244005
k 0,35+0,07 | 0,81+0,16 1,5240,35

2. Tablazat Kiilonbozd kisérleti koriilmények kozott nyert adatokra illesztett modell gérbékbsl nyert
mutatok.

kozott (lasd 11B dbra), 5 mM GdCls jelenlétében (lasd 14. abra) és Ca’'hidnyos kozegben (lasd 13A
abra) torténtek (£SD, n—10). Ahol a: az oldalfal maximalis megnytjthatosaga d: az oldalfal szegmens
retrakcidjanak sebességi allanddja; c¢: a behuzott oldalfal szegmens maximalis aktiv retrakcidja; k:
viskozitasi egyiitthato

hatésa statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak 3. tablazat). Az ACh cochleobazalis
sejteken észlelt oldalfalmerevségre gyakorolt hatasa és a GABA cochleoapikalis sejteken
észlelt oldalfalmerevségre gyakorolt hatasa kozott nem észlelhets szignifikins kiilénb-
ség (Dunnett eljaras, p>0,05). Nem volt szignifikins oldalfalmerevség valtozas amikor
50uM szrtichnint, a kiils6 sz6rsejteken taldlhatdo a9 ACh receptor specifikus gatloszerét
adtunk az ACh mellé cochleobazélis sejtek esetén vagy amikor 50uM bikukullint, az
ismert GABA sreceptor blokkolot hasznaltunk a GABA mellett cochleoapikalis sejtek
esetén (Dunnett eljaras, p>0,05; 3. tablazat)

3.9. Az ACh és a GABA hatasa az oldalfal
merevségének aktiv és passziv id6fiiggd

valtozasaira

A kiils§ szérsejtek oldalfalmerevségének mikropipettan keresztiil haté huzoéers hatasa
alatt kialakult valtozas a mikropipettaba behtuzodott oldalfal szegmens hosszanak id6fiig-
gésével jellemezhets (AL-AT; 1. egyenlet). A mikropipettiba behtuzodé oldalfalszeg-
mens AL-AT fiiggvényén lathato jellegzetes, a 30 és 60 masodperc kozotti idGinterval-
lumban megjelend valtozas, a feszesség beallito sejtvalasz megemeli az oldalfal merevségét
(Batta et al. 2003; 11. dbra A-C; 15. dbra A-C). Az ACh és GABA AL-AT fiiggvényre
gyakorolt hatésa szoros Osszefiiggést mutat a kiilsg szérsejtek cochlearis helyzetével (15.
abra, 3. tablazat).

Az ACh és GABA oldalfalmerevség szabalyozasra gyakorolt hatasa a AL-AT fiigg-
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15. dbra A mikropipettaba behtizott oldalfalszegmens hosszéanak (AL) idétiiggese (AT) ACh és GABA
jelenlétében.

A meéréseket a sejtkozép régioban végeztiik, cochleobazélis sejteken ACh (50uM; A), cochleoapikalis
sejteken GABA (50uM; B) jelenlétében és kontroll (cochleobazalis) sejteken (n=10). (Megel6zs be-
mérd kisérletek soran azt talaltuk, hogy a cochleobazilis és cochleoapikalis sejtek altal adott sejtvalasz
azonos.) Az alkalmazott negativ nyoméas 6 HoO cm volt, a szérasoszlopok a standard deviaciot jelentik.
A folytonos vonallal rajzolt gérbéket az 5. egyenlettel végzett matematikai illesztéssel nyertiik. Az aktiv
oldalfalmerevség szabalyozas idSkarakterisztikdjanak (feszesség beallito sejtvalasz; D) valtozasat ACh és
GABA jelenlétében az 5. egyenlet matematikai illesztésével nyert modellparaméterek felhasznéaldsaval
jellemeztiik. A szaggatott vonallal rajzolt gorbe kontroll koriilmények kozott 1évs sejtek, a pontozott
vonallal rajzolt gorbe GABA jelenlétében vizsgalt cochleoapikilis sejtek, a folytonos vonallal rajzolt

gbérbe ACh jelenlétében cochleobazalis sejtek teoretikus feszesség bedllitd sejtvalaszt mutatja.
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Kezelés ‘ Cochleoapikalis ksz. ‘ Cochleobazalis ksz.
Kontroll 1,3+0,07 1,2740,08
ACh (50uM) 1,2740,12 1,0340,117
GABA (50uM) 1,140,09" 1,3340,12
ACh-+sztichnin (504M) 1,3+0,2 1,2940,13
GABA+bicucullin (50puM) 1,334+0,15 1,27+0,16
Kontroll Ca?"megvonas mellett 1,9140,15 1,854+0,14
ACh-+Ca®" megvonas 1,8740,18 1,3140,16
GABA+Ca’?"megvonas 1,3+0,15 1,940,24
ACh-+sztichnin+Ca?" megvonéas 1,89+0,2 1,86+0,17
GABA +bicucullin+Ca?" megvonés 1,884+0,2 1,8640,17

3. Tablazat Cochleoapikalis és cochleobazélis lokalizacidju kiils6 szdrsejtek oldalfalmerevsége.

A merevségi mutatd (Sp) a sejtkdzépi régioban keriilt meghatarozéasra, a mikropipettaba behtuzodott
oldalfalszegmens hosszabdl az 1. egyenlet felhasznéalasaval (atlag+SD, n=10 minden csoportban). Az
ACh és a GABA 50uM koncentracioban keriilt alkalmazasra. A csillagok a statisztikailag szignifikans
eltéréseket jelolik (ANOVA, Dunnet eljaras p<0,05).

vényt leir6 modell felhasznalasaval (5. egyenlet) nyert modell paraméterek elemzésével
lehetséges. A modell paraméterek meghatarozasa a mérési pontok modell fiiggvénnyel
valo sejtenkénti illesztése utédni atlagolassal tortént, 10 sejtet hasznalva minden csoport-
ban. Az ACh hatasara az oldalfal maximalis megnytjthatosaga (a) 50+12%-al (n=10),
a mikropipettaba behuzott oldalfal szegmens maximalis aktiv retrakcioja (¢) 85,5+17%-
al (n—10) mig a mikropipettdba behtuzott oldalfal szegmens retrakciojanak sebességi
allandoja (d) 59,3+20%-al (n=10) megndtt, mikozben az ACh szignifikinsan cstkken-
tette az oldalfal merevségét (18,9%-al, lasd 3. téblazat) a cochlea bazalis kanyarulatabol
izolalt sejteken (atlagos sejthossz 31+5 um). A GABA, hasonl6an az ACh-hoz fokozta
az oldalfal maximalis megnytjthatosagat (a) (33+13%, n=10), a mikropipettaba be-
hiizott oldalfal szegmens maximaélis aktiv retrakciojat (¢) (47,6+£12%, n=10), valamint
a mikropipettaba behuzott oldalfal szegmens retrakciojanak sebességi allandojat (d)
(24,54+16%, n—=10) mig az oldalfal merevséget csokkentette 15,4%-al (lasd 3. tablazat),
a cochlea cstcsi kanyarulatabol izolalt kiilsG szérsejteken (atlagos sejthossz 76+4um).
A ¢ és d paraméterek valtozasait szemlélteti a 15D. abra, ahol a mérési pontokbdl az
5. egyenlettel valo illesztéssel nyert aktiv merevségnovekedési valaszt leird gorbék keriil-
tek abrézolasra. A 15 A-D. abran lathat6, hogy a mikropipettan keresztiil alkalmazott
negativ nyomés hatasara kialakult feszesség beallito sejtvalaszok nagysaga megvaltozik
ACh és GABA jelenlétében. Mind az ACh, mind a GABA oldalfalmerevség szabalyo-

zasra gyakorolt hatésa felfiiggeszthetSk specifikus gatloszereikkel, sztrichninnel és bicu-
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cullinnal.

3.10. ACh és GABA hatasa a kiils6 sz6rsejtek
oldalfalanak mikrodeformacidja altal kivaltott

lasst sejtrovidiilés karakterisztikajara

A kiils6 szérsejtek oldalfalara mikropipettan keresztiil adott negativ nyomas altal 1étre-
hozott mikrodeformacié lassi szérsejt rovidiilést hoz létre (lasd fent). A 16. &bra a
mikrodeformacio keltette sejtrovidiilést mutatja az id6 fiiggvényében a cochlea bazisarél
izolalt kiils§ szdrsejteken ACh jelenlétében (16A), a cochlea csiicsarol izolalt sejteken
GABA jelenlétében (16B) valamint a cochlea bazisarol nyert sejteken kontroll koriilmeé-
nyek kozott (16C). Kontroll koriilmények kézott nincs kimutathato kiillonbség a cochle-
oapikalis és cochleobazalis sejtek mikrodeformacio hatasara adott sejtrovidiilési valasza
kozott 6 HoO cm negativ nyomas alkalmazéasa mellett. A mikrodeformécio keltette sejt-
rovidiilés a cochlea bazisarol izolalt sejtek esetében 87.7+£19%-al nstt ACh jelenlétében,
mig GABA jelenletében 64,64+18%-o0s novekedés (n=10) volt lathat6 a cochlea cstcsarol
izolalt sejtek esetén (az ACh és a GABA Onmagaban nem okozott sejtrovidiilést). A
sejtosszehtizodés sebességi allanddja nem valtozott GABA hatésara, szemben az ACh
hatéaséara kialakult 42 8+12%-o0s sebességi alland6 novekedéssel (n=10), (16. abra).

3.11. Az ACh és a GABA hatasanak valtozasa kiilsé

Ca?"™ megvonas mellett

Mint korabban lathattuk, a kiilsé Ca?"™ megvonas jelentGsen novelte a kiilsG szérsejtek
oldalfalanak merevségét (3. tablazat), emellett drasztikusan csokkent a feszesség beal-
lit6 sejtvalasz (13. abra). Mivel Ca®" tartalmi kontroll kozegben mind az ACh mind
a GABA hatasa a feszsesség bedllito sejtvalasz fokozasa volt, megvizsgaltuk, hogy az
extracellularis Ca?"megvonasa milyen hatdssal van a jelenségre. A 17. &bra gorbéin
lathato, hogy ACh és GABA jelenléte mellett Ca?" mentes kdrnyezetben a feszesség
beallitd sejtvilasz megtartott, mindazonaltal a folyamat nagysaga jelentGsen csokkent
a Ca?" tartalmu kontroll kozegben észlelhet6hoz képest (17. abra). A mikropipettaba
behizott oldalfal-szegmens maximalis aktiv retrakcidja (¢ paraméter, lasd 5. egyenlet)
ACh ill. GABA jelenlétében Ca’'t mentes kdrnyezetben 52,2417%-os ill. 53,1+£17%-
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16.4bra Az ACh és GABA hatésa a mikropipettan keresztiil alkalmazott szivoerd altal kivaltott lassa
sejtosszehuzodasra.

A cochleobazalis kiils§ sz6rsejteket 50 puM ACh-al (A), a cochleoapikalis sejteket 50 uM GABA-val
kezeltiik, kontrollként cochleobazélis sejteket hasznaltunk (C; n=10). (Megel6z6 bemérd kisérletek
soran azt talaltuk, hogy a cochleobazélis és cochleoapikalis sejtek altal mutatott sejtrovidiilési valasz
azonos.) A szérasoszlopok a standard deviaciot jelzik, a pontokra hizott gérbéket Boltzmann fiiggvény

matematikai illesztésével nyertiik.
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17. 4bra A CaZ2"megvonas hatésa a AL-AT gorbékre ACh és GABA jelenlétében.

A a AL-AT gorbék felvételéhez a méréseket a sejtkozépi régioban végeztiik, allando, 6 HoO cm-es
negativ nyomadst applikilva a sejtek oldalfaldra. A cochleobazalis sejteket 50 pM ACh jelenlétében
(A), a cochleoapikalis sejteket 50 uM GABA jelenlétében vizsgaltuk (B) Ca®" jelenlétében (kitoltott
korck) és Ca?™ megvonés mellett (kitoltott haromszogek). A kitoltott négyzetek Ca?™ jelenlétében
ACh ill. GABA jelenléte nélkiil felvett AL-AT gorbéket jelolik (n—10 minden vizsgélati csoportban).
A pontokra huzott gorbék az 5. egyenlettel tortént matematikai illesztés eredményeiként jottek létre.
A szérasokat az abra attekinthet&sége érdekében nem abrazoltuk (a Ca2' jelenlétében végzett mérések
szorasai a 15. dbran lathatok, a Ca?t megvonas mellett végzett kisérletek soran a szorasok gyakorlatilag

nem valtoztak).

os csokkenést mutatott a normal Ca?" tartalmi kornyezetben kapott értékekhez képest
(n=10).
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A kiilsG szérsejtek oldalfalanak Osszetett felépitése specidlis mechanikai tulajdonsagok
megjelenését eredményezi és lehet6vé teszi, hogy mechanikai szabalyozéas alatt tartsa a
kiils6 szdrsejt aktivitast (Arima és mtsai., 1991). Mivel a motor fehérjék a sejtfal altal
kozvetitett mechanikai ellenallassal szemben dolgoznak (Dallos és He 2000), az oldalfal
merevség altalunk leirt regulécidja képes szabélyozni a kiils§ szérsejtek elektromotili-
tasat. Ebben felthetGen a szubkortikalis racsozat jatssza a legfontosabb szerepet, mely
a plazmamembran citoplazmatikus felszinéhez és a citoplazma felszin alatti ciszternalis
rendszeréhez szorosan kotdds, korkoros keresztkotésekkel dsszefogott hosszanti parhu-
zamos aktin szalakbol felépiilg szerkezetébsl adodoan specidlis mikrodoméneket alkot
(Forge, 1991; Holley és mtsai., 1992). Ezen mikrodomének specialis szerkezete teszi
lehet6vé a sejtmembranban elhelyezkedd, egyméstol fiiggetleniil aktivalodo elemi, fesziilt-
ség fiiggs motor fehérjék alakvaltozasanak kumulaciojat és atalakitasat hosszirdnyu sejt-
mozgassa (Kalinec és mtsai., 1992; Lim és Kalinec, 1998). Az igy felépiilt citoszkeletalis
rendszer rugalmas elGfeszitett allapotot tart fenn, mely a sejtek nyugalmi mechanikai

ellenallasat adja.

A kiilsé szérsejtek oldalfalanak mikropipettan kersztiil alkalmazott negativ nyoméasra
adott megnyulas-er§ valasza az oldalfal szerkezetének megfelel6en rugalmas alakval-
tozaskeént jellemezhetd (9. abra), fiiggetleniil attol, hogy melyik sejtrégioban vizsgaljuk.'
Mindazonaltal az oldalfal merevsége a sejt hossztengelye mentén valtozo (10. abra, 1.
tablazat). A kisérletek soran mind a cochlea alapjarol, mind a csicséarol izolalt kiilss
szorsejtek esetében hasonlo, a sejt alapjatol a sejt csticsa felé iranyuld oldalfalmerevség
gradiens volt észlelheté (10C 4bra). Igy merevségazonos régiok alakulnak ki, melyeknek
a sejt hosszédhoz viszonyitott relativ helyzete azonos a sejttest mentén (10C &bra). En-

nek megfelelGen a kiilonb67z6 hosszisagi sejtek megfelel pozicidju oldalfalszegmenseinek

Istatikus vizsgélattal, mely soran az adott erébehatésra kialakult maximalis megnytlast mérjiik, a
huzéerd applikilasat kovets, egy adott pillanatban
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azonos Young modulusa lesz, és ezek az azonos rugalmassagi tulajdonsaggal rendelkezé
oldalfalszegmensek a sejtek azonos hanyadat teszik ki mind a cochlea alapjarol izolalt
igen rovid, mind a cochlea cstcsardl izolalt igan hossza sejtek esetében is (10. &bra).
Mivel a sejthossz a cochlea cstiicsa felé haladva novekszik, az merevségazonos sejtfalszeg-
mensek abszolut hosszai is névekednek a sejthosszvaltozassal egyiitt. Igy a hosszabb
(cochleoapikalis) kiils6 szérsejtek aranyosan hosszabb merevségazonos hengerszeletek-
bél épiilnek fel, mint a révidebb (cochleobasalis) kiils§ szdrsejtek, mikozben a megfelels
hengerszeletek Young modulusa azonos, vagyis a kiilonb6z6 cochlearis lokalizacioban
elhelyezkedd kiilsG szorsejtek sejthosszanak kiilonbozGsége nem jar a sejt mechanikai
strukturajanak torzuldsaval. Az Euler féle radelmélet, mely szerint egy rugalmas henger-
rid tengely szerinti merevsége és a hossza forditottan aranyos, magyarazatot ad arra,
hogy hogvan teszi lehet6vé a kiils6 szérsejtek fent leirt felépitése a korabbi vizsgalatok
soran (Hallworth 1995; Ulfendahl és mtsai 1998) észlelt hosszabb kiilsG szérsejtekhez
tartozo kissebb, ill. rovidebb sejtekhez tartozo nagyobb (kumulativ) axialis merevség
kialakulasat. 2

A sejtfalmerevség vizsgalatahoz hasznélt, mikropipettan keresztiil alkalmazott negativ
nyomassal végzett mikrodeforméacios vizsgalat soran azonban a kiils6 szérsejtek oldalfala-
nak aktiv viselkedése figyelheté meg, melyhez szorosan kotGdik egy ezzel a jelenséggel
szinkron lezajlo lassu sejtrovidiilés (11. és 12. abra). Az alkalmazott negativ nyo-
més kovetkeztében létrejott aktiv sejtvalasz kivaltoja feltehetGen az oldalfal megnytlasa,
mely hasonl6 hatéssal lehet, mint egy hossztengely iranyt excessziv sejtmegnytlas, ami
kialakulhat egy er6s akusztikus behatis nyoman megjelend intenziv alaphértya kilengés
kapcsan is. Ez, a mikrodeformacios kisérletek soran megjelens aktiv sejtrovidiilés és az
oldalfal aktiv viselkedése nem magyarazhaté a kiils6 szérsejteken korabban leirt egy-
szerii, un. mechanoelektromos jelenséggel, mely soran a sejtfal megnytlasa hyperpola-
rizaciot, Osszenyomésa pedig depolarizaciot okoz (Spector, 2000). Mivel a kiils§ sz6r-
sejtek membranpotencidljanak megvaltozéasa sejthosszvaltozasként jelenik meg (Raphael
és mtsai. 2000) és a mikropipettaba behtizodott oldalfal megnyilasa hiperpolarizaciot
okoz, ennek kévetkezménye a motilis egységek mechanicai relaxacidja lenne, ami a sejt
megnyulasat kellene, hogy okozza, az oldalfal aktiv retrakcioja nélkiil. A presztinhez,
mint motorfehérjéhez kotott membranpotenical fiiggs sejthosszvaltozast elsGdelegesen
a hang &ltal rezgésbe hozott membrana basilaris kitérései ill. a kitérés frekvencija

vezérli (Dallos és He 2000; Fakler 2002), de sziikségszert, hogy tisztazzuk ennek a

2A sejteket alkoto identikus, azonos Young modulust hengerszeletek hossza a hosszabb sejtek eseté-
ben megnd, igy axidlis merevségiik kissebb lesz, ennek megfelelGen az Gsszegzddésiikbél kialakult
tengelyiranyud sejt merevség is lecstkken a révidebb sejtekhez képest.
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folyamatnak a mikropipettan keresztiili aspiracio altal létrehozott mikrodeformacio kel-
tette sejtvalaszban betoltott szerepét. A presztinhez k6tott sejtvalasz szalicilat szenzitiv
folyamat (Kakehata és Santos-Sacci 1996; Zheng és mtsai 2002), ellenben a mikrode-
formacio indukalta lasst sejtrovidiilés és oldalfalmerevség fokozodas Gd®T szenzitivitast
mutatott és nem mutatott szalicilat szenzitivitast (14. abra). Ugyanakkor a presztin-
mediélt sejtrovidiilés mikro- ill. milliszekundumos idGtartomanyba es6 folyamat, mig az
altalunk leirt sejtvilasz 30-60 masodperces idGtartoméanyba esik. Emellett a mikrodefor-
maciohoz kotott sejtvalasz Ca?"fiiggs, szemben a presztin Ca?"fiiggetlen miikodésével.
Ezek alapjan egyértelmiien kizarhatjuk a presztinhez kotott sejtvalasz szerepét a folya-

matban.

A mechanizmus, mely magyarazhatja az eredményeinket, az un. membran gorbiilet
valtozasi modellel egyeztethetd Gssze (membran bending model, Raphael et al., 2000)
melyben a kortikalis racsozat két pillérfehérjéje kozott iveld sejtmembran és kozottiik
fesziil6 aktin filamentumok alkotjak az elemi motoros és rugalmas egységeket, s ahol a

membrandepolarizacio sejtosszehtizodast, a hyperpolarizacié megnytlast okoz.

Mint tudjuk, a kiils6 szérsejtek membranjaban vannak olyan nem-szelektiv kation
csatornak, melyek képesek depolarizaciot 1étrehozni kvetkezményes lasst szérsejtossze-
hiizodassal (Dulon és mtsai 1990; Iwasa és mtsai. 1991; Schacht és mtsai. 1995; Chan és
Ulfendahl 1999). Kisérleti elrendezésiinkben az oldalfal fesziilése hasonld csatornak meg-
nyflasat idézheti el6. Ezt tdmasztja ald, hogy a lanthanoida csoportba tartoz6 gadolin-
ium, mely kozismerten gatolja a fesziilés-aktivalt csatornakat (Schumann és mtsai., 1994;
Beedle és mtsai. 2002), gatolta a mikropipettan alkalmazott negativ nyomas altal kival-
tott lassu szérsejtmozgést és az oldalfal aktiv viselkedését (14. abra). Takahashi és
Santos-Sacchi. (2001) mikromechanikai stressz indukalt, lanthanoidakkal részlegesen
gatolhaté iondramokat irt le kiilsG sz6rsejthen. Ezek az aramok a sejtkozépi régioban a
legnagyobbak, a sejt két polusa felé pedig csdkkennek, mely jol illeszkedik azon meg-
figyelésiinkhoz, miszerint a AL-AT gorbéken lathato aktiv komponens a sejtkozépi
régioban nagyobb, mint a sejtpolusok kornyékén (11. abra), és a gadolinium kezelés
csOkkenti az aktivitast, de nem oltja ki teljesen azt (14. abra).

Tovabbi magyarazat lehet az altalunk leirt jelenségre a sejtmembran vagy a kortikalis
racsozat fehérjéinek kalcium fiiggs metabolikus modosulasa (foszforilacio-defoszforilacio),
mely képes megvaltoztatni a sejtfal merevségét (Sziklai és Dallos, 1997; Szdnyi és mtsai.,
1999; Sziklai és mtsai., 2001). Minamino és mtsai. (1998) a kiils§ szdrsejtek elek-
tromos térerével indukalt tetanizdlasa utan megjelend lassit mozgasat vizsgalva azt

talaltak, hogy a sejtosszehiizodas 20-30 méasodperccel a stimulécidé utan jelentkezett és

42



4 Megbeszélés

ezt kovetGen 1-2 percig tartott, hasonléan a mikropipettan keresztiil torténé negativ
nyomés alkalmazasat kovetGen kialakult valaszhoz (12. abra). A Ca?"-calmodulin-CAM
kinaz atvonal blokkolasa, a lassii mozgés gatlasat eredményezte, hasonléan az altalunk
kalcium megvonas utan észlelt sejtaktvitas csokkenéshez (13. 4bra). Mindez egy Ca®"-
calmodulin-CAM kinéaz fliggs sejtdsszehtizodasi mechanizmus jelenlétére utal. Kisér-
leteink azt mutatjak, hogy mind a kalcium megvonéas, mind a Gd*" extracellularis jelen-
léte altal 1étrehozott szelektiv kationcsatorna gatlas jelentds oldalfal-merevség névekedést
okoz. Igy mindamellett, hogy feltételeziink egy Ca®'-fiiggs sejtosszehtizodasi mecha-
nizmust nem szabad megfeledkezniink arrol, hogy az oldalfal merevségének fokozddasa
is jelentGsen hozzajarulhat a sejtvalasz csokkenéshez ezekben az esetekben. Az oldal-
fal merevségének Ca?"-fiiggéséert felelgs folyamat még nem tisztazott, de felmeriil egy
Ca?"-calmodulin-protein foszfatéz tvonal szerepe a szabalyozasban (Batta és mtsai nem
kozolt adatok).

Munkank soran sikeriilt modellezni a kiils6 sz6rsejtek oldalfalanak mikropipettan
keresztiil kdzvetitett negativ nyomésra adott valaszat, mely egy passziv és egy aktiv
komponest tart fel. A kisérleti adatok azt mutatjék, hogy a pipettaba behtizodo sejtfal-
részlet hosszanak idéfiiggvénye exponencialis Gsszefiiggést kovet (11. D abra), mely az
oldalfalat alkoto strukturelemek altal létrehozott két allapota rugalmas egység eloszlas-
fiiggvényével modellezhet§. Ennek megfelelGen elmondhatjuk, hogy a kiils§ szérsejtek
oldalfaldnak rugalmas alakvaltozésai nem irhatok le a korabban hasznalt egyszerd ru-
galmas alakvaltozasként, a sejtfal komplex felépitése egyben annak komplex mechanikai
viselkedését is jelenti. A fenti két allapotd modell kiterjeszthets a sejtek szupranuk-
learis régiviban észlelt aktiv sejtfal valaszara is (11. A-C &bra), mindazonéltal még nem
tekinthetjiik ismertnek a kontraktilis egységek strukturalis alapjait. A kisérleti ered-
ményeknek a modellre vald jo illeszkedése azonban elGre vetiti ilyen, fesziilés-receptor
kiillonbségek miatt nincsenek a sejtmag folotti sejtrégiokban (2. abra) megtalalhatod
mikromechanikai egységekhez hasonlo struktiarak (Arima és mtsai. 1991; Forge 1991;
Holley és mtsai. 1992; Lim és Kalinec 1998), mindazonaltal a sejtfal passziv viselkedése
mind a mag f6lotti, mind a szinaptikus régioban hasonl6. Elgondolasunk szerint a kiils6
szorsejtek plazmamebranjaban megtalalhato alkotok (koleszterin, fehérjék) nem csak
merevebbé teszik azt (Forge 1991; Li és mtsai 2002), hanem képesek kvézi-elasztikus
egységeket létrehozni, melyek kialakitdsdban a szubszinaptikus ciszternalis rendszer is
részt vesz. Ezek a kvazi-elasztikus egységek lehetnek felelGsek a szinaptikus régio oldal-

falanak az emlitett, Gsszetett modellel leirhato viselkedéséért.

43



4 Megbeszélés

Osszegezve, a kiilsG szérsejtek oldalfalanak merevsége aktiv szabalyozas alatt all,
mely szoros kapcsolatban van a sejtfal-fesziilés indukalta lasst sejtmozgassal. Ez a folya-
mat megvaltoztatva a kiils6 szérsejtek oldalfalmerevségét és sejhosszat, olyan szabalyo-
zasi lehetGséget biztosit, mely a szérsejtek mechanikai sajatsagainak a megvaltoztatasa-
val képes szabalyozni mind az elektromotilitdst mind az elektromotilitas effektivitasat
a membrana basillarisra torténd energiavisszacsatolasban. A szabélyozo folyamatban
Ca?"és fesziilés kapuzott ioncsatornak szerepét sikeriilt bizonyitani, mely mogott Ca?™-
dependens foszforilacios-defoszforilacios utvonalak allhatnak, ami elSre vetiti ennek az
elektromitilitas-fiiggetlen intrinzik szabalyoz6 rendszernek az efferens neurotranszmit-
terek altali szabélyozhatosagat (Szényi et al., 1999; Sziklai et al., 2001).

A kiils6 szérsejtek efferens beidegzése szabalyozza a cochlearis ergsités hatékonysagat,
fontos részét képezve a az eml@s cochlea adaptaciojanak és a tartos zaj elleni védelmének
(Zenner 1986; Dallos 1992; Dulon és Schacht 1992; Lim és Kalinec 1998). Az efferens
idegvégzddésekbdl felszabaduld ACh és GABA receptorai tonotopikus eloszlast mutat-
nak a cochlean beliil (Spoendlin, 1967; Stopp és Comis, 1978; Eybalin és mtsai., 1988;
Fex és mtsai., 1986, Liberman és mtsai., 1990; Plinkert, 1995; Raphael és Altschuler
2003). Ezzel 6sszhangban a cochlea csiicsi kanyarulatbdl izolalt sejtkhez kot6d6 GABA
és a cochlea bazalis kanyarulatabol izolalt sejtekhez kot6dé ACh hatast észleltiink az
oldalfalmerevségben és annak szabélyozasaban. Mindkét neurotranszmitter jellegzetes
hatasa az oldalfal merevségének csokkentése és a feszesség beallito sejtvalasz serkentése,

valamint a mikrodeformacio keltette lassi sejtrovidiilés fokozasa volt.

Dallos és mtsai (1997) felvetették, hogy a kiilsG szérsejtek elektromotilitasanak ACh
hatasara bekdvetkez6 amplitudo novekedése a kiils6 szérsejtek tengelyiranyt merevség-
csokkenésének kovetkeztében jon létre. Hasonld Osszefiiggés meriil fel a kiilsG szérsejtek
oldalfalmerevsége, a feszesség beallito sejtvalasz és mikrodeformécié keltette lassi sejt-
rovidiilés kozott: az efferens neurotranszmitter-medialt oldalfalmerevség csokkenés (3.
tablazat) fokozza az aktiv sejtvalaszokat (fesziilés beallito sejtvalasz és mikrodeforméacio
keltette lasst sejtrovidiilés) (16. és 17. &bra).

Az ACh sejtmerevségre és elektromotilitdsra gyakorolt hatédsanak kialakitasidban a
kalcium masodlagos hirvivéként betoltott szerepe mar kordbban is ismert volt (Dal-
los és mtsai. 1997; He és mtsai. 2003). Az ACh nagy ateresztGképességi kation-
szelektiv csatorndkat (un. ag/a19 ACh-receptor) nyit a kiilsG szérsejtek szinaptikus
régiojaban (Housley és Ashmore 1991; Doi és Ohmori 1993; He és mtsai. 2001) (16.
dbra). Az fgy kialakult Ca*"-influx a szubszinaptikus ill. a felszin alatti ciszternélis

rendszerbdl (ryadonin receptor és inositol triszfoszfat vezérelt csatornék) masodlagos
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Ca?"felszabadulast hoz létre (Ca?" indukélta Ca®" felszabdulas). Az igy kialakult Ca?*
jel nyoméan Ca?"-kalmodulin fiiggé protein kindz (CaMKII, CaMKIV), protein kinaz C,
cGMP ill. cAMP fiigg6 protein kindz utvonalak aktivilédnak, mely eredményeként a
citoszkeleton ill. a presztin foszforilaciojahoz vezet (Ueda és mtsai 1996; Minamino és
mtsai 1998; Szényi és mtsai 1999; He és mtsai 2003; Sziklai 2004). Ezt bizonyitja a kiils
Ca®"koncentracio és az oldalfalmerevség valamint a feszesség beallito sejtvalasz kozotti

szoros kapcsolat is (17. &bra, 3. tablazat).

A GABA vonatkozasaban bicuculline szenzitiv GABA-medialt Ca?"-szignalizaciot
irtak le Purkinje sejtken (Eilers és mtsai. 2001), ahol a GABA receptorokhoz két6dé
fesziiltségfiiges Ca®"csatornak megnyilasa vezet a Ca?"-jel kialakitasahoz. A fesziilt-
ségfiiggs ioncsatornak megnyildsdhoz sziikséges membranpotencial valtozas ebben az
esetben a GABA receptor csatornan torténd HCOj kidramlés kovetkeztében jon létre.
Hasonl6 folyamat eredményeként johet létre az altalunk észlelt GABA hatas a cochle-
oapikalis kiils6 szorsejteken (18. &bra): egy GABA-medialt Ca*"-influx azonos folya-
matokat hozhat létre a cochleoapikalis sejtekben, mint egy ACh-medialt Ca?"-influx a
cochleobasalis sejtekben. Ez magyarazhatja a kiilonb6z6 lokalizacioju sejtekhez kapcso-
16d6 ACh és GABA hatas egyez@ségét. Mindazonéltal kiilonbségek is lathatok a két
neurotranszmitter hatasa kozott: az ACh hatésa erdsebb a cochleobasalis lokalizacidju
sejteken mint a GABA hatasa a cochleoapikalis sejteken minden vizsgalt paraméter te-
kintetében, és a GABA eltéré modon befolyasolja az oldalfal merevségfiiggs viselkedését
(az oldalfal maximalis megnyujthatosaga, az oldalfal szegmens retrakciojanak sebességi
allandoja) és a kapcsolodo lasst sejtrovidiilest mint az ACh. A Purkinje sejteken leirt
mechanizmushoz hasonl6 folyamat ezeket a kiilonbségeket is segithet megmagyarazni
(Eilers és mtsai. 2001). Az ACh receptorokhoz kot6d6 jelatvivs hatasara kozvetlen mo-
don alakul ki Ca?"-influx, mig a GABA esetében ez indirekt moédon, a receptorhoz két6ds
jelatviv6 hatasara létrejovée membranpotencial valtozas altal szabalyozott modon alakul
ki. Ennek eredményeként a GABA-medialt Ca?"-influx ill. Ca®"-szignalizicié nagysaga
elmarad az ACh-medialthoz képest. Ugyanakkor Kalinec és munkatérsai (2000) a kiilsg
szorsejtek motilitasanak (gyors és lassti motilitdas) ACh altal valo szabalyozasaban GTP-
azok szerepét irtak le. Az ACh receptor aktivalodasa eddig pontosan nem ismert modon
kiillonboz6 GTP-az utvonlakat (Rho, Cdc42, Racl) aktival, mely lehetdséget teremt al-
ternativ ill. parhuzamos szabélyozasi folyamatok elindulasara is. Fzt latszik erGsiteni az
ACh és a GABA kiils6 Ca?"megvonasa mellett észlelt effektivitdsa. Mint kordbban lat-
tuk, a kiils6 szorsejtek Ca?"-mentes kornyezetben valo tartasa az oldalfal merevségének

jelentds emelkedését eredményezte (46%), mely mellett az aktiv feszesség beallito sejtva-
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citoszkeletilis és Cochleobazalis citoszkfletéli’s .é,s Cochleoapikéli S
membranfehérjék OHC membranfehérjék
foszforildcigja foszforildcigja OHC

———GABA
GABA

ACh

C a2+

18. abra Az ACh és a GABA hatésara kiils6 szorsejteken létrejovs Ca2' szignalizacio.
Az ACh nagy ateresztSképességii kation-szelektiv csatornakat (ag /a9 ACh-receptor) nyit a kiilsg szér-

tivalodo fesziiltségfiiggs Ca?T csatorndk megnyildsa vezet a Ca?'-jel kialakitdasdhoz. Az ACh recep-
tor aktivalodasa Rho GTP-az utvonal aktivalodéasat idézi els; hasonlé folyamat a GABA esetében is

feltételezhetd.
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lasz lényegében eltiint. A cochlea bazélis kanyarulatabol izolalt, Ca?"-mentes kornyezetbe
helyezett kiilsG szérsejtek ACh jelenlétében kissebb mértékid oldalfalmerevség névekedés-
sel reagaltak, mely mellett a feszesség bedllito sejtvalasz megtartott maradt, jollehet
kisebb amplitidoval. Hasonld eredmény adodott a cochlea csticsarol izolalt sejtek eseté-
ben, GABA jelenléte mellett (17. abra, 3. tablazat).

Az intracellularis Ca®" szint emelkedésének ill. alternativ szignalizdcios tutvonalak
aktivacidjanak egyik lehetséges kovetkezménye a citoszkeletalis fehérjék és a presztin
foszforilacioja (Minamino és mtsai 1997; He és mtsai 2003; Sziklai 2004). Ezt erdsiti
meg a mérési adatokbol kalkulalt viszkozitéasi egyiitthato emelkedése is Ca®"-mentes
kornyezetben ill. Gd3"jelenlétében (2. tablazat), valamint az is, hogy nincs szignifikdns

kiilonhség az ACh és GABA passziv merevségi mutatokra gyakorolt hatasaban.

Az eddigi eredményeink alapjan tgy tiinik, hogy az efferens beidegzés magas inten-
zitdst hanghatéssal szembeni védShatasa és a cochlea adaptaciojanak segitése nem a
sejtfalmerevség kozvetlen szabélyozésa utjan, hanem indirekt tton, a mikrodeforméa-
ci6 hatéasara létrejovs sejtfalfesziilés (stretch) altal keltett sejtosszehtizodas és oldal-
falmerevség fokozodas felerGsitése utjan valosul meg. Egy erds hanghatas kovetkez-
tében a membrana basilarison nagyobb amplitudoja kilengések alakulnak ki, melyek
nagyobb fizikai fesziilést (stretch) hoznak létre a kiils§ szérsejtek oldalfalaban, lasst
-kvazi statikus- sejtrovidiilést eredményezve. Az efferens neurotranszmitterek jelen-
letében kialakult csokkent oldalfalmerevség (3. tablazat) és a kiils6 szorsejtek kovet-
kezményes motilis képesség fokozodasa képes potencidlni az oldalfalfesziilés indukalta
sejtrovidiilést, mint ahogy a 16. Aabran lathato. A sejtrovidiilés fokozza az oldalfal
merevségét és az igy létrejott sejthossz és sejtfalmerevség véaltozas mértéke elegendd
lehet, hogy megvéltoztassa a cochlea mikromechanikai tulajdonsagait és ellenstlyozza a

magas intenzitast hanghatas nyoman a Corti szervben kialakulé disztorziot.

Osszegzésként elmondhajtuk, hogy az efferens neurotranszmitterek fokozzak a kiilss
szOrsejtek mechanikai behatésra adott valaszkészségét, mely egy erételjes, presztin-fiiggetlen
sejtrévidiilésben nyilvanul meg, fokozva a sejt merevségét. Ezek a véltozasok elegendGek
lehetnek arra, hogy megvaltoztassak a Corti szerv mechanikai tulajdonségait, csillapitva
ezzel a membrana basilaris kitéréseit, igy védve ezzel a cochledt a magas intenzitasi
hanghatasok ellen. Mindez jol illeszkedik Friedberger és mtsai (1998) 4ltal tengerimala-
con leirt jelenséghez, miszerint zajhatasra dinamikus Corti-szerv kontrakcié alkult ki,

melyet a kiils6 szérsejtek intracellularis Ca?*koncentraciojanak emelkedése kisért.

Az eredményeink lehetGséget nyitnak arra, hogy pontosabban megértsiik a kiilss sz6r-

sejtek membrana basilarisra torténd energiavisszacsatolasanak szabélyozésat, a belsdfiil
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adaptacios, automatikus hangerd szabalyozo és protektiv folyamatait.
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5 Osszefoglalas

A kiilsé szérsejtek gyors és lassi sejthosszvaltozasa kulcsfontossagi a hangérzékelés folya-
mataban és mint a cochlearis er6sités alapjat képezd jelenség, intenziv kutatés alatt
all. A cochleéris erésités szabalyozasdban a kiilsG szérsejtek oldalfalanak merevsége
feltehetGen fontos szerepet jatszik, ezért kidolgoztunk egy pszeudokolor elven alapuld
eljarast a kiilsg szérsejtek mechanikai valaszanak detektalasara. A kiilsé szérsejtek oldal-
falanak mikropipetta aspiracios technikaval valo vizsgalata azt mutatja, hogy az oldal-
falmerevség nem linearis csOkkenést mutat sejtek csiicsatol az alapjuk felé. Ez a jelenség
nem fiigg a sejtek cochlean beliil elfoglalt helyzetétsl. A sejtek szinaptikus régiojaban
a mikropipettaba behtzott oldalfalszegmens hosszanak idéfiiggése exponencidlis fiigg-
vénnyel irhato le, mig a mag folotti sejtrégioban ez a fiiggvény tartalmaz egy szigmoid
lefutast mutatd aktiv komponenst 30-60 masodperc kozott (feszesség bedllito sejtva-
lasz). Ca®"megvonas mellett az oldalfal merevsége szignifikinsan névekszik mikézben
az aktiv komponens nagysiga a detektalhatosag hataraig csékken. A jelenség mate-
matikai modellezése ramutat, hogy az oldalfalmerevség szabalyozisaban a {6 szerepet a
citoszkeleton valamint a citoszkeletalis és membranfehérjék calcium fiiggs foszforilalasa
ill. defoszforilalasa jatssza. Az acetilkolin (ACh) és a y-amino-vajsav (GABA), a kiils6
szorsejtek efferens idegvégziédéseinek 6 jelatvivoi szamos tton képesek szabalyozni a
cochlearis erdsité hatékonysagat. Az oldalfal merevségének mar emlitett, fizikai fesziilés
indukalt valtozéasa (feszesség beallito sejtvalasz) és a fizikai fesziilés indukalta lassu sejt-
rovidiilés feltehetGen fontos része ennek a szabalyozo rendszernek. Kisérleteink soran
azt talaltuk, hogy az ACh a cochlea alapjarél izolalt sejteken szignifikdnsan csokkenti
az oldalfal merevségét, mikozben fokozza a feszesség beallito sejtvalasz és fizikai feszii-
lés indukélta sejtrovidiilést. Hasonlé sejtvalaszt mutatnak a cochlea csticsarél nyert
kiils6 szérsejtek GABA jelenlétében. Az ACh hatéas felfiiggeszthets sztrichinnel a kiilsé
szorsejteken expresszlodd ACh receptorok specifikus gatloszerével, mig a GABA hatésa

a specifikus GABA preceptor blokkolé bikukulinnal fiiggeszthets fel. A Ca?Tmegvonas
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5  Osszefoglalas

hatasara csokkend ACh és GABA hatéas a Ca®Tszerepét bizonyitja a folyamatban. Az
eredményeink alapjan ugy tinik, hogy az efferens beidegzés cochleara gyakorolt véds
hatasa és az adaptéacios folyamat tdmogatasa a kiils6 szérsejtek mikromechanikai sajat-
sagainak megvaltoztatasa ttjan jon létre. Ezek a mikromechanikai valtozasok nem a
sejtmerevség direkt szabalyozésa titjan alakulnak ki, hanem indirekt modon, a fizikai fe-
sziilés indukalta sejtrovidiilés és a feszesség bedllito sejtvalasz felerdsitése utjan, melyben

a Catfontos szerepet jatszik.
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Summary

Slow and fast shape changes of the outer hair cells are key variables in the processing
of the auditory signal at the periphery. As these shape changes represent the effector
arm of the cochlear amplifier these are intensively examined experimentally. The stiff-
ness of the OHCs’ lateral wall presumably has an important role in the regulation of the
cochlear amplifier. Here we report a pseudocolor image analysis method, which increases
the accuracy of the determination of slow mechanical responses of isolated OHCs. OHC
lateral wall stiffness measured by micropipette aspiration technique shows a nonlinear
gradient decreasing from the ciliary pole to the base irrespective of the cochleoapical
or cohleobasal origin of the cells. In the synaptic region of the OHCs the length of the
aspirated lateral wall segment has an exponential relation to time whereas it containes
an active sigmoid component between 30-60 seconds in the supranuclear regions (regu-
latory stiffness response). A significant increase of lateral wall stiffness in calcium free
medium is observed, however, the complex behaviour of the lateral wall is still probably
be preserved altough the active component becomes negligible. The role of the corti-
cal cytoskeleton in the regulation of stiffness seems reasonable by the model presented
here. The mechanism may incende by a calcium dependent metabolic modification of
cytoskeletal proteins or membrane proteins. Acetylcholine (ACh) and ~y-amino-butyric
acid (GABA), the main neurotransmitters of the efferent innervation of the outer hair
cells, are assumed to regulate the efficacy of the cochlear amplifier through a variety
of mechanisms. The described stretch-induced changes of the lateral wall stiffness (re-
gulatory stiffness response) and the stretch-induced slow cell motility of OHCs may be
important regulatory mechanisms in this process. We found that ACh in cochleobasal
OHCs significantly reduces the stiffness of the lateral wall whereas increases the regu-
latory stiffness response and stretch-induced slow cell motility. Qualitatively similar
cellular responses were evoked by GABA in cochleoapical OHCs. The effects of ACh
could be inhibited by strychnine, the specific inhibitor of the ACh receptors expressed in
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OHCs whereas the effects of GABA could be blocked by bicuculline, a specific GABA
receptor antagonist. In the absence of extracellular Ca?" the effects of ACh and GABA
on the regulatory stiffness response were reduced indicating the involvement Ca%" in
the control of this process. Based on our results we suggest that efferent innervation
protects the organ of Corti against high sound intensities and support adaptation by
modification of the micromechanical properties of OHCs. This could be regulated by
ACh and GABA indirectly, via the potentiation of stretch induced cell shortening in a

Ca?"-dependent manner, rather than by a direct stiffness regulation-related mechanism.
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