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1. Roviditések jegyzéke

AMPA — 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propansav
AN — Afferens idegrostok

AP-5 - (2R)-amino-5-phosphonopentanoate
APDC - Aminopyrrolidine-2,4-dicarboxylat
ATP — Adenozin-trifoszfat

Ca?* - Kalcium

[Ca?*]i — Intracellularis kalcium koncentracio
CAMP — Cyclic adenosine monophosphate
CCD - Charge-coupled device

cGMP - Cyclic guanosine monophosphate
CICR - Ca?* indukalta Ca®* felszabadulas
CPA - Cyclopiazonic acid

DA — Dopamin

DC — Deiters sejt

DEA NONOate - Diethylamine NONOate
EGTA - Ethylene glycol tetraacetic acid

EN — Efferens idegrostok

Fura-2 AM - Acetoxy-methyl-ester Fura-2
FR - Fractional release (frakcionalt felszabadulas)
GABA - Gamma-amino-vajsav

GJB2 - Gap Junction Beta 2

HC — Hensen sejt

IHC — Bels6 szérsejt

IP3 - Inositol 1,4,5-trisphosphate

K* - Kalium

L-DOPA - 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine
L-NAME - N-nitro-L-arginine methyl ester
LOC — Lateralis olivocochlearis (efferens)
LSO - Lateralis oliva superior

MET — Mechano-elektronikus-transzdukcio

Mg?* - Magnézium
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MOC - Medialis olivocochlearis (efferens)

Na* - Natrium

NMDA — N-metil-D-aszpartat

NO - Nitric oxide

NOS - Nitric oxide synthase

OC - Olivocochlearis rendszer

OHC — Kiils6 szérsejt

PC — Pillérsejt

PCR - Polymerase chain reaction

PPADS - Pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonsav
RM — Reissner membran

ROS — Reaktiv oxigén szarmazékok

RyR — Ryanodin receptor

SERCA - Sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase
SV — Stria vascularis

TH - Tirozin-hidroxilaz

TM — Membrana tectoria
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2. Bevezetés

2.1. A Corti szerv anatomiaja és élettana

A Corti szerv a szérsejtek és az 6ket koriilvevd tamasztosejtek altal alkotott szenzoros
epithelium, ami a csigdban (cochlea) a mechanikai hanghullamok felerdsitésért és
elektromos jellé torténd atalakitasaért felelds. A szorsejteket két csoportba lehet sorolni:
az ugynevezett belsd szoérsejtek (inner hair cell — IHC) a tényleges szenzoros sejtek, és a
Corti szerv medialis részén talalhatok, mig a kiilsé szérsejtek (outer hair cell — OHC) a
Corti szerv lateralis felén helyezkednek el, ¢és egyfajta erdsité ¢és frekvencia
diszkriminator szerepet toltenek be azzal, hogy a karakterisztikus frekvenciajuknak
megfeleld hanghullamok amplitidojat felerésitik (Dallos 1992). A szdrsejteket
koriilvevd, gap junction haldzattal Gsszekotott tdmasztdsejtek glia-szerli funkcidval
birnak, mind élettani, mind patologids koriilmények kozott eldsegitik a szorsejtek
optimalis mutkdodését (1. dbra). A csupor alaku belsd szorsejtek egy sorban
helyezkednek el, beldliikk mintegy 3500 talalhatd egy felndtt ember fiilében. A tetejiikon
1évd, aktintartalmti sztereociliumok a hanghulldmok hatasara meghajolnak, ami
megnyitja a sztereociliumokban taldlhatd, nem szelektiv kationcsatorndkat, a mechano-
elektromos transzdukciés csatornakat (MET), melyeken keresztiil K* és Ca?* dramlik a
sejtbe (Hudspeth 1982, Fettiplace and Hackney 2006). Ez receptor-potencial
kialakulasdhoz vezet, mely a belsé szOrsejt basalis, szinaptikus oldalan exocitotikus
transzmitter felszabadulast valt ki (Sewell 1996). A belsé szérsejtek miikodéséhez
nélkiilozhetetlen az endocochleédris potencial, ami a belséfiil csigdjanak specialis
Osszetételll folyadéktereibdl adodo elektrokémiai gradiens. A bels6é szorsejtek ugyanis
két kiilonboz6 folyadéktér hataran helyezkednek el. A sztereociliumok és az apicalis
felsziniik az endolymphaval érintkezik, mely 150 mM K*-ot, 2 mM Na*-ot, és 20 uM
Ca%*-ot tartalmaz (Bosher and Warren 1978), mig a sejttest nagy része az alatta
talalhato, a scala tympanit kitoltd perilymphaval érintkezik, melynek iondsszetétele
megegyezik a liquoréval. Az endolympha és a perilympha kozotti +80 mV
elektrokémiai potencial (v. Békésy 1952, v. Békésy 1952) is eldsegiti, hogy a szdrsejtek

érzékenyek legyenek a legkisebb mechanikai hatasra, hanghullamra is.
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1. dbra: A Corti szerv sematikus anatomidja:

Roviditések: RM — Reissner membran, TM — membrana tectoria, SV — stria vascularis,
IHC — belsé szérsejt, OHC — kiilsé szorsejt, HC — Hensen sejt, DC — Deiters sejt, PC —
pillérsejt, BM — membrana basilaris, AN — afferens ideg, EN — efferens ideg

A szOrsejtek specidlis, ugynevezett ribbon-szinapszis révén kapcsolodnak az also
p6lusuknal az afferens halldideggel. A ribbon-szinapszis a receptorsejtek jellemzdje
(Smith and Sjostrand 1961), ami lehetévé teszi, hogy a valtozé mértékii receptor-
potencidlnak megfeleléen, multivezikularis exocytozis révén, rovid idé alatt nagy
mennyiségli neurotranszmiter — glutamat — tirliljon a szinaptikus résbe. A glutamat az
adott IHC-hez kapcsolddo, jellemzéen 10-30 afferens halldidegrost dendritjein talalhatod
AMPA receptorokat aktivalja (Glowatzki and Fuchs 2002). Az AMPA szerepére
bizonyitékként szolgalt, hogy mig az intracochlearisan adott AMPA (Puel, Ladrech et
al. 1991), és kainat is (Bledsoe, Bobbin et al. 1981) fokoztak, addig az AMPA receptor
antagonistak (Littman, Bobbin et al. 1989) csokkentették a szummacios akciods

potencialt, mikdzben a szérsejtek potencialjai érdemben nem valtoztak.
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A tomzsi bels6 szorsejtekkel szemben inkabb nyujtott henger alaku kiilsé szérsejtek 3-4
sorban helyezkednek el a Corti szerv lateralis részén. A kiils6 szérsejtek nem passziv
szenzorok, hanem aktiv mozgasukkal frekvenciaspecifikusan felerdsitik a
hanghullamokat (Brownell, Bader et al. 1985). Ezt az er6sit6 hatast a kiilsé szérsejtek
els6sorban szomatikus mozgassal érik el (Dallos, Zheng et al. 2006), azonban ehhez
hozzaadodik a sztereociliumaik aktiv mozgasa is (Martin and Hudspeth 1999), bar a két
mechanizmus pontos aranya nem tisztazott. A kiilsé szérsejtek motorja a baktériumok
flagellumaval szerkezeti rokonsagot mutatd prestin (Zheng, Shen et al. 2000), melyet a
membranpotencial valtozasa aktival, és a konformaciovaltozasahoz nem igényel ATP-t,
ezért képes rendkiviil gyors Osszehuzodasra és elernyedésre. Az erdsité hatas
aktivacioja — ezzel a frekvencia-szelektiv amplifikacio - még nem teljesen tisztazott, de
vélhetden a receptorpotencidl megvaltozasa inditja a folyamatot, ami a kiilsé szorsejtek

MET csatornainak kinyilasa valt ki (Fettiplace and Hackney 2006).

crer

tamasztosejtek. A tadmasztosejtek egymdssal gap junction-ok segitségével szoros
Osszekottetésben allo, glia-jellegli szovetet alkotnak, melyek a szoérsejtek miikodését
segitik nutritiv, szabalyozasi, és protektiv szempontbo6l is. Habar altalanossagban szokas
tamasztosejtekrdl beszélni, az elhelyezkedésiiktdl &s az alakjuktol fliggden kiilonbség
mutatkozik az egyes tamasztosejtek miikodésében (Raphael and Altschuler 2003). A
tamasztosejtek kozil a kiilsé szorsejtek kornyekét alkotd sejtek morfologiailag
jelentdsen kiilonboznek egymastol, ezek a Corti alaguttdl lateralisan, sorrendben a
pillér, a Deiters, és a Hensen sejtek. A fenti sejtekbdl felépiild, bonyolult miikodésii

Corti szerv, valamint beidegzésének megfeleld funkcioja feltétele a jo hallasnak.

A felsd polusuknal fogva Osszeboruld pillérsejtek hataroljdk a Corti alagutat, benntik
mikrotubulusok ¢és aktin mikrofilamentumok taldlhatok. A pillérsejtek ultrastruktardja
¢s a mikrotubulusok izoformai alapjan vélhetden alapvetden csak statikus szerepiik van
(Raphael and Altschuler 2003). A pillérsejtek szomszédai a Deiters sejtek, melyek a
processus phalangealisaikkal és a sejttestiik felsO részével egyfajta fészket alkotnak a
kiils6 szorsejteknek. Az ultrastruktirdjuk hasonld a pillérsejtekhez, viszont veliik
szemben ugy tlinik, hogy a Deiters sejteknek aktiv funkcidi is vannak. Példaul
modulaljak a cochlea mikromechanikajat (Dulon, Blanchet et al. 1994, Bobbin 2001),

illetve szerepet jatszanak a karos zajterhelés okozta hallaskarosodas elleni védekezésben

8
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(Flock, Flock et al. 1999). S6t, a Deiters sejtek képesek fagocitalni az elhalt kiilsd
szbrsejteket (Bird, Daudet et al. 2010), valamint madarakban bel6liik uj szorsejtek is
kialakulhatnak (Cotanche and Kaiser 2010). A Deiters sejtektol lateralisan elhelyezkedd
Hensen sejtekben nem talalni mikrofilamentumokat, viszont lipidcseppeket tartalmaz a
cytoplazmdjuk, amelyek vélhetéen a gap junction-6k mikodésének szabélyozasaban
jatszanak szerepet (Bruzzone, White et al. 1996, Lagostena, Ashmore et al. 2001).
Kiilon érdekesség, hogy a Deiters és a Hensen sejteknek efferens beidegzésiik van, mig

a pillérsejteknek nincs (Burgess, Adams et al. 1997).

2.2. A szenzorineuralis hallaskdrosodasok

A szenzorineuralis (percepcios) hallaskarosodasok (SNHL) a belsofiilet €s a hallopalyat
érinté karosodasok. Leggyakoribb formai a presbyacusis, a zaj- vagy toxikus anyag

okozta ill. a genetikai alapa hallasvesztések.

2.2.1 Presbyacusis

A presbyacusis, vagy iddskori hallascsokkenés életkorral jard degenerativ folyamat,
mely soran a hallas percepcios komponense fokozatosan romlik. Ahogy az emberi
atlagéletkor fokozatosan nd, gy a presbyacusis is egyre nagyobb egészségligyi
problémat jelent. Példaul sziik harminc év alatt, 1965 és 1994 kozott 150%-kal nétt az
iddskori hallascsokkenés incidenciaja (Adams and Marano 1999), napjainkban pedig a
65 évesnél iddsebbek korében 40%-ban fordul el (Gates and Mills 2005). A
presbyacusis alapvetden genetikailag determinalt, de kornyezeti faktorok is szerepet
jatszanak a kialakulasaban (Fetoni, Picciotti et al. 2011), a fiatalabb életkorban
elszenvedett zaj-expozicid, illetve szisztémas betegségek, koros allapotok — példaul
cukorbetegség, arteriosclerosis, veseelégtelenség — felgyorsithatjdk az iddskori

hallascsokkenés megjelenésének idejét (Gates, Schmid et al. 2000).

A presbyacusis degenerativ folyamatai kialakulhatnak a periféridn a hallészervben és a
kozponti idegrendszerben is (Howarth and Shone 2006), de ugy tlinik, hogy elsésorban
periférias folyamatok dominalnak a centralis valtozasokkal szemben (Jennings and
Jones 2001). A periférian alapvetéen négy kiilonb6z6 manifesztacioja ismert az

¢letkorral jaré degenerativ folyamatoknak: szdrsejt-elhalés, az afferens ideg pusztulasa,



DOI:10.14753/SE.2017.1943

a stria vascularis miikodési zavara, és a membrana basilaris megvastagodasa (Gacek and
Schuknecht 1969), bar jellemzden a kiilonb6z6 mechanizmusok egyszerre, legfeljebb
nem azonos mértékben jelentkeznek. Korabban ugy tiint, hogy az afferens neuronok
kizarolag szérsejt karosodas esetén degeneralodnak (Takeno, Wake et al. 1998),
azonban az utobbi idében ez a tedria megddlni latszik, mivel kimutattak, hogy a két
folyamat egymastol fiiggetleniil is bekdvetkezhet (Linthicum and Fayad 2009). A
kozponti idegrendszerben az €letkorral csokken a halldshoz kapcsolodd neuronok szama
(Arnesen 1982), és a maradék sejtek alakja és neurokémiai profilja is megvaltozik
(Chisolm, Willott et al. 2003).

A presbyacusis molekuldris patomechanizmusa is multifaktorialis. Felmeriilt, hogy a
reaktiv oxigén szarmazékokat (ROS) elimindld intracellularis rendszerek iddskori
kapacitascsokkenése is elindithatja a degeneraciot (Cui, Kong et al. 2012), amit
alatamaszt az a megfigyelés is, hogy a ROS eliminéciojdhoz sziikséges egyes fehérjék
genetikailag determindlt expresszidja befolydsolja az iddskori hallascsokkenés
megjelenésének idejét (Ates, Unal et al. 2005). Presbyacusis soran a szabadgyokok f6
tamadaspontja a cochledban a mitokondriumok, melyek a halldoszervben a tobbi
szervekhez képest mag érzékenyebbek az oxidativ stresszre (Someya and Prolla 2010).
A ROS mellett apoptosis, programozott sejthaldl is kozrejatszik az iddskori
hallascsokkenésben, melynek lehetdsége tobbek kozott az apoptosisért felelds gének
cochlearis expresszidjanak megvaltozasa miatt meriilt fel (Tadros, D'Souza et al. 2008).
vizsgalatok is erre mutatnak (Wang, Menchenton et al. 2010), valamint a bels6fiil

sejtjeinek korral jaro DNS fragmentalédasanak megfigyelése is ezt erésiti (Jokay, S00s
et al. 1998).

2.2.2 Zajartalom

A zajartalom a presbyacusishoz hasonldan, a modern kor egyre jobban elétérbe kertiild
problémdja. Manapsdg a vildgon koriilbeliill 500 milli6 ember van kitéve ennek a
kornyezeti artalomnak (Alberti 1998). Korabbi kutatasi eredmények alapjan hosszu
ideig azt feltételezték, hogy a zajartalom hatterében elsdsorban a szdrsejtek és a
kornyez6 struktirak mechanikai karosodasa all (Spoendlin 1971, Hunter-Duvar and

Elliott 1972), melyen tovabb ront a bels6fiil romld vérkeringése (Perlman and Kimura

10
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1962, Miller, Brown et al. 2003). Ugyanakkor Lim és Melnick mar 1971-ben felvetette
annak a lehet6ségét, hogy — hasonléan az idéskori hallascsdkkenéshez — a szabad
gyokoknek is fontos szerepe lehet a zaj okozta hallaskarosodas 1étrejottében (Lim and
Melnick 1971), melyet kés6bb még szamos kutatas is alatamasztott (Yamane, Nakai et
al. 1995, Ohlemiller, Wright et al. 1999). Emellett a zajterhelés a szdrsejtekben tartosan
emeli a Ca®" szintet, ami karositja a sejteket (Fridberger, Flock et al. 1998), amit
kisérletes kornyezetben, Ca®* csatorna blokkolokkal ki lehet védeni (Heinrich, Maurer
et al. 1999). Fontos szerepe van a zajkarosodasban az IHC-k altal talzott mértékben
kibocsatott glutamat okozta afferens ideg excitotoxicitdsnak. A nagy mennyiségii
glutamat az extraszinaptikus NMDA receptorokat aktivalja, amelyeken keresztiil Na* és
Ca?* 4ramlik a neuronokba, igy azok megduzzadnak (Gil-Loyzaga and Pujol 1990,
Pujol, Puel et al. 1993, Pujol and Puel 1999, Jager, Goiny et al. 2000), illetve a Ca®* a
sejtet irreverzibilisen karositd proteaz és lipaz enzimeket is aktival (Choi, Tenneti et al.
2000). Zajartalom soran az afferens neuronok degeneracioja a szOrsejtek karosodasa

nélkiil is bekovetkezhet (Kujawa and Liberman 2009).

2.2.3 Ototoxicitas

Szamos gyogyszer mellékhatdsa lehet az ototixicitas, mely a Corti szerv szintjén is
jelentkezhet, szerencsére ezeket a gyodgyszereket pont a mellékhatasok miatt a fejlett
vilagban egyre kevesebbet haszndljadk. Ugyanakkor példdul az aminoglikozidok
manapsag is a legtobbszor felirt antibiotikumok a fejlédé vildgban, mivel a tobbi
antibiotikumhoz képest joval olcsobbak, és a mai napig meglehetdsen effektiv
antimikrobas szerek (Price 1986). Az aminoglikozid antibiotikumok voltak az elsd
gyogyszerek, melyekrél kordn, mar az 1940-es évek végén kideriilt, hogy elsddleges
célpontjuk a szdrsejtek, igy okoznak hallascsokkenést (Caussé, Gondet et al. 1949).
Tovabbi kutatdsok kimutattak, hogy a szdrsejtek koziil is eldszor a kiilsé szdrsejteket
karositjak, a belsd szdrsejtek csak tartds expozicid soran sériilnek. Ehhez késdbb
nagyon hasonlonak taldltdk a platinaszarmazékok ototoxicitasdnak petogenezisét is
(Hawkins 1973). Az aminoglikozid okozta ototoxicitasra prediszponald tényezé a
genetikailag fokozott érzékenység erre a mellékhatasra, ami a mitokondriumok szintjén
manifesztalodik (Hu, Qui et al. 1991), melyet a hallaskarosodast elszenvedett betegek
17-33%-aban kimutattak (Fischel-Ghodsian 2005), és akar egyetlen adag, terapias

dozist antibiotikumtdl kialakulhat (Pandya 2004). Ezt a jelenséget az endoszimbiozis

11
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teoridval magyarazzak, feltételezve, hogy az antibiotikumok a prokaridtdkéra jobban
emlékeztetd mitokondrium DNS-t konnyen karosithatjak (Ruiz-Pesini and Wallace
2006).

Az aminoglikozidok nagy valosziniséggel a sztereociliumokon taldlhaté MET
csatornakon keresztiil jutnak be a szdrsejtekbe (Marcotti, van Netten et al. 2005), bar az
endocytozist sem zarhato kiteljesen (Hashino and Shero 1995). A sejtbe jutott
aminoglikozid molekulak a ROS szint emelkedését okozzak (Priuska and Schacht
1995), amely elGszor a sztereociliumokat karositja, majd kés6ébb apoptotikus
folyamatokat indit el a sejtben, megolve ezzel (Lenoir and Puel 1987). A Corti szervben
az aminoglikozidok a szdrsejtek mellett a tdmasztosejteket is karositjak, elsdsorban a
sejtek kozotti gap junction kapcsolatot blokkoljak (Todt, Ngezahayo et al. 1999), amit a

platinaszarmazékok esetében is sikeriilt kimutatni (Zhao, Lin et al. 2004).

2.2.4 Genetikai hallascsokkenés

Percepcids hallascsokkenés vagy siiketség kizarolag genetikai okok miatt is kialakulhat.
Ezeknek 70-80%-a tugynevezett nem szindromas hallascsokkenés, azaz a
hallasproblémahoz nem tarsul mas megbetegedés (Angeli, Lin et al. 2012), mig
szindromés  hallascsokkenésr6l a  genetikai  hallaskarosodasok  20-30%-aban
beszélhetiink, mely esetekben a hallascsokkenés mellett mas szervi betegségek is
manifesztalodnak. A leggyakoribb szindromas hallascsokkenés az Usher, a Pendred, a
Jervell, és a Lange-Nielson szindroma. A nem szindromas hallascsokkenés 60-75%-ban
autoszomalis recessziv, 20-30%-ban dominans O6roklédést mutat, és nagysagrendileg
2% koriil mozog az X kromoszoémahoz vagy a mitokondriumokhoz kotott forma
(Morton 1991). Genetikai hallascsokkenés esetén a hallaskarosodas mértéke nagyon
valtoz6 lehet, enyhétdl a teljes siiketségig széles skalan mozog, azonban a recessziv és
az X kromoszomahoz kotott forma jellemzdéen stlyosabb problémat okoz (Liu and Xu
1994). Genetikai hallascsokkenés nem okvetlen jelent velesziiletett hallaskarosodast,
hanem progressziv hallasromlasként is megmutatkozhat, ami meglepden gyakran fordul
elé (Davis, Elfenbein et al. 1986). Jellemzéen az autoszomalis recessziv forma
prelingualisan, mig a domindns forma postlingualisan jelentkezik. A nem szindromas
hallascsokkenés szinte kizardlag cochlearis problémat jelent (Smith, Bale et al. 2005),

leggyakrabban a Gap Junction Beta 2 (GJB2) gén mutéicioja all a hattérben, ami a

12



DOI:10.14753/SE.2017.1943

connexin 26 kodolasaért felelés (Estivill, Fortina et al. 1998, Kelley, Harris et al. 1998).
Ezzel a GJIB2 mutéci6é az autoszomalis recessziv hallascsokkenések kozel 50, mig az

Osszes genetikai halldscsokkenés koriilbeliil 20%-aért felelds.

2.3. Protektiv folyamatok a Corti szervben

A belsoéfiilben eddig tobb hallasvédé mechanizmust azonositottak. Ilyen endogén
védekezd mechanizmus a cochledris erdsités mérséklése vagy a belsé szérsejt (IHC)-
halloneuron ingeriiletatvitel hatékonysaganak lateralis olivocochlearis (LOC) efferensek
altali csokkentése. Ezeknek a mechanizmusoknak hallasélettani szerepe van, de ezen
feliil fontosak a hallaskarosodas megelézésében, illetve a karosodas mértékének

csOkkentésében.

2.3.1 Az ATP regulacids szerepe a cochlea védekezé mechanizmusaiban

A belsofiil egyik endogén protektiv mechanizmusa a kiilsd szoérsejtek és az ket
gliaszerlien koriilvevd tamasztosejtek miikodésének szabalyozasa révén az aktiv
hallaserdsitést befolyasolja, és a f6 regulatora az ATP (adenozin-trifoszfat). 1954-ben
Holton és Holton kutatasi eredményei vetették fel eldszor annak a lehetdségét, hogy az
ATP a sejtek energiaforrasan tal, ingeriiletatvivoé szerepet is jatszhat az él6lényekben
(Holton and Holton 1954). Ezt késobb szamos megfigyelés tamasztotta ala, melyek
soran minden olyan tulajdonsagot bizonyitottak, ami az ATP neurotranszmitter szerepét
igazolja, példaul ATP termelést €és vezikularis tarolast idegtermindlisokban, mely
ingerlésre az extracellularis térbe iriil, idegsejtek ingerelhetéségét ATP-vel,
ectoenzimekkel torténd ATP bontést, illetve kiilonb6z6 kémiai anyagok ATP-kivaltotta
idegsejtaktivacid potencirozo és gatld hatasat (Burnstock 2006). Az elmult évtizedekben
kideriilt, hogy szinte minden szervrendszerben jelen van az ATP, mint ingeriiletatvivod

anyag (Burnstock 1999), kotranszmitterként is, de neuromodulator szerepet is betolt.

Az ATP a purinerg receptorcsaladon beliil az igynevezett P2 receptorokon hat. A P2
receptorok alapvetéen két nagy alcsoportba, a ligand vezérelt ioncsatorna P2X és a
metabotrop, G-fehérjéhez kotott P2Y receptorok kozé sorolhatok (Burnstock 2007).
Mind az ionotrop P2X, mind a metabotrop P2Y receptorcsaladbol szamos altipus vesz

részt kiilonbozo fiziologias és patologias audiologiai folyamatokban (Abbracchio,
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Burnstock et al. 2009, Housley, Bringmann et al. 2009), szamos lokalizaciéban
azonositva a belséfiilben (Housley, Bringmann et al. 2009). ATP tonusosan szabadul fel
a stria vascularisbol az endolymphaba, mely zajterhelés esetén fokozodik (White,
Thorne et al. 1995, Munoz, Kendrick et al. 2001). A =zajhatasra megemelkedd
endolymphaticus ATP lecsokkenti a stria vascularis marginalis sejtjeinek endolymphaba
eleve koros intenzitasu hangok tovabbi erdsitését (Lee and Marcus 2008). Ezt a hatast
az ATP a P2Y4 receptorok segitségével, [Ca®*]i szignalok révén fejti ki (Shen and
Marcus 1998). Emellett az ATP parakrin médon az endolymphat hatarolo sejtek apicalis
felszinén nagy denzitasban talalhatok P2X2 receptorok aktivaciojaval képes shuntdlni a
K*-ot a perilymphaba (Xiang, Bo et al. 1999), ezzel szintén lecsokkentve az
endocochlearis potencialt (Thorne, Munoz et al. 2004). Tartés zajhatasra fokozodik a
P2X2 receptorok expresszidja, és a kiilsé szérsejtek ATP érzékenysége is (Wang,
Raybould et al. 2003). A tdmasztosejtek altal shuntolt KT a perilymphaba, illetve a
sejteket halozatba kapcsold gap junction rendszeren keresztiil lateralis iranyba tavozik,
¢és a ligamentum spirale sejtjeibdl az extracellularis térbe keriil. Onnan az epithelialis
sejtek alatt talalhato fibrocytak veszik fel, és visszajuttatjak a stria vascularisba (Zhao,

Kikuchi et al. 2006, Housley, Bringmann et al. 2009, Zhu and Zhao 2010).

Az ATP helyi parakrin mediatorként a Corti szerv sejtjei kozti jelatvitelnek is fontos
eleme (Wangemann 1996, Zhao, Yu et al. 2005). Mind a sejthartyaban talalhato
connexin hemichanneleken keresztiil (Zhao, Yu et al. 2005), mind Ca?*-fiiggd
vesicularis release révén (Wangemann 1996) keriilhet ATP a Corti szerv sejtjeib6l az
extracellularis térbe. SOt, szoveti sériilés esetén ATP a sériilt sejtekbdl is kikeriilhet a
szovetkdzi térbe, és a tamasztosejtek halozataban szintén Ca?* szignalokra épiild
riasztasi rendszert aktival (Gale, Piazza et al. 2004, Lahne and Gale 2010) (2. dbra). Ez
a lokalis parakrin szabalyozas a kiils6 szorsejtek elektromotilitasat is befolyasolja (Zhu
and Zhao 2010). A kiils6 szérsejtek kornyéki tamasztosejtek kozotti gap junction
kapcsolat gatlasaval a kiilsd szorsejtek hyperpolarizalt allapotba keriilnek, ezaltal

kevésbé tudjak felerésiteni a hanghullamokat (Rajagopalan, Greeson et al. 2007).

A K* szint befolyasolasan tdl, a purinerg Ca®" szignalizicid a tdmasztosejtek révén a
Corti szerv direkt mikromechanikdjat is modulalja, protektiv modon. Flock és

munkatarsai vizsgalataik soran észlelték, hogy intenziv zajhatasra a Deiters és a Hensen
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sejtek relativ elhelyezkedése reverzibilisen megvaltozik a Corti szervben, a modiolustol
valo tavolsaguk csokken, ezzel egyidében pedig a cochledris mikrofonpotencial
redukcidjat is detektaltak (Flock, Flock et al. 1999). Ez lehetne akar egy
kovetkezményes, passziv folyamat is, de Dulon és munkatarsai mar 1994 leirtdk, hogy
intracellularis Ca?" felszabaditdsanak hatdsara az izolalt Deiters sejtek processus

phalangealisai elmozdultak (Dulon, Blanchet et al. 1994).
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1. dbra: Az ATP lehetséges forrdsai a tamasztosejtek kornyékén.

ATP szarmazhat a stria vascularisbol az endolymphaba szecerndlva, sériilt
szorsejtekbol, valamint a tamasztosejtekbol connexin hemichanneleken keresztiil. Az
ATP a tamasztosejtek feliileti P2 receptoraihoz kapcsolodva az extracellularis térbol
szdrmazo, vagy a belsé raktarakbol felszabaditott Ca**-ra épiils, intra- és/vagy
intercellularis Ca?* jeleket indukalhat. A Ca?* és az IP3 a gap junction-6kon keresztiil
jut at egyik sejtbol a masikba.
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Késobb, 2001-ben egy Bobbin laborjaban elvégzett kisérletsorozatban hasonlo
jelenséget figyeltek meg a Deiters sejtek mellé adott ATP esetén is (Bobbin 2001), majd
2009-ben Yu leirta, hogy a Deiters sejtek citoszkeletonjanak megvaltozasa, vagy a
Deiters sejtek és a kiils6 szorsejtek kozotti kapesolat megbontasa is csokkenti az OHC-K
elektromotilitasat (Yu and Zhao 2009). Tehat vélhetéen mind az OHC-k
elektromotilitasdnak reguldldsa a tdmasztésejtek altal, mind a tamasztosejtek

mikromechanikaja parakrin purinerg szabalyozas alatt 4116 Ca?" jelatvitellel is torténik.

Habar az ATP kivéltotta Ca®* jelzéseket mér tobbfajta tamasztosejtben is vizsgaltak,
ezek a kisérletek jellemzden izolalt sejteken torténtek (Ashmore and Ohmori 1990,
Dulon, Moataz et al. 1993, Dulon, Blanchet et al. 1994, Matsunobu and Schacht 2000,
Chung and Schacht 2001), vagy embrionalis illetve ujsziilott allatok Corti szervében
(Gale, Piazza et al. 2004, Piazza, Ciubotaru et al. 2007, Anselmi, Hernandez et al.
2008). A nagyon kevés funkcionalis Ca?* imaging vizsgalat pedig vagy nem tért ki az
ATP okozta Ca?* valaszokra (Lin, Webster et al. 2003), vagy pedig kizarolag egy
sejttipusra koncentralt (Lagostena, Ashmore et al. 2001, Lagostena and Mammano
2001).

2.3.2 Az olivocochlearis rendszer és szerepe

Hallasvédo szerepet tulajdonitanak a belséfiilben az olivocochleéris (OC) rendszernek
is. A cochlea az afferens beidegzésen kiviil ugyanis efferens beidegzést is kap, aminek a
hallas ¢lettanaban jatszott szerepén tul a halloszerv karosodasa (pl. zajkarosodas) elleni
védelemben is van szerepe. A nagyobb méretli sejtekbdl allo, myelinizalt axonnal biro
medialis olivocochlearis (MOC) efferensek az olivatél medialisan elhelyezkedd
magokbol indulnak ki (medialis oliva superior, MSO), mig a lateralis olivocochlearis
(LOC) efferensek neuronjai kisebb sejttestiiek, amelyek a lateralis oliva superiorban
(LSO) valamint kéregszerlien koriilotte helyezkednek el, és axonjaikat nem boritja
myelinhiively (Warr 1975, Warr and Guinan 1979). A MOC efferensek féleg a
kontralateralis cochleat idegzik be, és a kiilsé szdrsejteken szinaptizalnak (Liberman
and Brown 1986, Brown 1989). A LOC efferensek szamos varikozitassal biro rostjai
dontden az azonos oldali cochleaba vetitenek, és az elsddleges halloneuronok periféris

dendritjére adnak szinapszist, az IHC-k alatt (Spoendlin 1979, Bodian and Gucer 1980,
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Liberman 1980, Aschoff and Ostwald 1988, Liberman, Dodds et al. 1990, Satake and
Liberman 1996, Safieddine, Prior et al. 1997, Warr, Boche et al. 1997, Szucs and
Rusznak 2002).

2.3.2.1 A MOC efferensek protektiv szerepe

A MOC efferensek ingerlésének hatasara (Gifford and Guinan 1987) csokken a
halldideg Osszetett akcios potencial (compound akcids potencial;, (Galambos 1956), a
membrana basilaris hanginger hatasara 1étrejovo kitérése (Murugasu and Russell 1996)
és a disztorzids otoakusztikus emisszio amplitidoja (Mountain 1980). A hatas alapja az
OHC-k elektromechanikus mozgasa (szomatikus elektromotilitas és sztereocilium koteg
motor) altal biztositott cochledris amplifikacid szabalyozasa. A MOC efferensekbol
felszabaduldé ACh nagy Ca®" permeabilitisi a9 és 10 alegység tartalmi nikotinos
acetilkolin receptorokat (NAChR) nyit és a Ca?*-érzékeny K* csatorndk aktivalasan
keresztiil hyperpolarizalja az OHC-ket, csokkenti a receptor potencialt és ezaltal gatolja
a cochlearis amplifikaciot (Blanchet, Erostegui et al. 2000). A MOC efferensek egy
olyan gyors szabalyozd rendszert biztositanak, ami amellett, hogy hozzajarul a
biologiailag fontos hanginformacié szimultdn hattérzajbol torténd kiemeléséhez és a
zajos kornyezetben is fontos beszédértéshez, védelmet is biztosit a zajkérosodéssal
szemben is (Murugasu and Russell 1996, Guinan 2010, Rabbitt and Brownell 2011). Az
NAChR a9 alegység KO egereken végzett vizsgalatok is megerdsitették ezt az
elképzelést (Vetter, Liberman et al. 1999).

2.3.2.2 A LOC efferensek protektiv szerepe ¢és DA felszabaditasuk preszinaptikus
regulacioja

A LOC efferens terminalisokbol szdmos kiillonb6zé neurotranszmitter anyag {iriil,
tobbek kozott ACh, gamma-amino-vajsav (GABA), dopamin (DA), enkefalinok,
dinorfinok, calcitonin-gene-related-peptid, és szerotonin is (Eybalin 1993, Gil-Loyzaga
1995, Puel 1995, Safieddine, Prior et al. 1997), melyek koziil a legtobb molekula pontos
szabalyozd szerepe €s hatdsmechanizmusa egyelére nem ismert teljes mélységében. A
transzmitter- tartalom alapjan a LOC rendszeren belil meg lehet kiilonboztetni két
kiilonb6z6 neuroncsoportot. Az egyik elsddlegesen kolinerg, de ezekben a sejtekben
GABA is termel6édik (Maison, Emeson et al. 2003). A masik idegsejtcsoport
els6dlegesen DA-erg (Darrow, Simons et al. 2006). A LOC efferenseknek feltehetéen
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szerepe van a hangforras térbeli lokalizaciojaban (Groff and Liberman 2003, Darrow,
Simons et al. 2006), masrészt — a DA-erg neuronok révén — védelmet biztositanak az
elsddleges halloneuronok excitotoxikus karosodasa ellen, ami pl. a karos zajterhelés
hatasara az IHC-kbdl torténd korosan fokozott Glu felszabadulas kovetkeztében
alakulhat ki (Eybalin, Charachon et al. 1993, Pujol 1994, Oestreicher, Arnold et al.
1997, Darrow, Maison et al. 2007).

Az afferens neuronok dendritjein mar az 0sszes ionotrop glutamat receptor jelenlétét
kimutattak (Matsubara, Laake et al. 1996, Knipper, Kopschall et al. 1997, Furness and
Lawton 2003, Hakuba, Matsubara et al. 2003, Eybalin, Caicedo et al. 2004). Az NMDA
¢s az AMPA receptoroknak fontos szerepe van a szenzorineuralis hallaskarosodasokban
(Puel, Ruel et al. 1998, Duan and Cooke 2000, Ohinata, Miller et al. 2003), de az
NMDA receptoroknak szerepet tulajdonitanak a tinnitus kialakulasaban is (Guitton,
Caston et al. 2003). A glutamat kérosan magas koncentracidja excessziv Na® és Ca?*
aramléast okoz az afferens dendritek AMPA ¢és NMDA csatorndin keresztiil, amely
megndvekedett vizbedramlashoz és kovetkezményes duzzanathoz vezet (Pujol,
Lavigne-Rebillard et al. 1990). Az NMDA receptorokon keresztiil bedramlé Ca?* a
sejten beliil proteaz és lipaz enzimeket aktival, ami sejtpusztulashoz vezet (Choi,
Tenneti et al. 2000, Ohinata, Miller et al. 2003). A LOC efferensek az IHC-halléneuron
jelatvitel hatékonysagat szabalyozzak azaltal, hogy a feszabaduldé DA csokkenti a
halloneuronok excitabilitasat és akcids potencial tiizelését (Mulders and Robertson
2004, Le Prell, Halsey et al. 2005, Darrow, Simons et al. 2006, Niu and Canlon 2006,
Lendvai, Halmos et al. 2011) . Kisérletesen igazolt, hogy a LOC efferensek aktivalasa
ill. DA agonistak adasa csokkenti a compound akcios potencialt, valamint véd a
halloneuronok zaj okozta strukturalis- és a funkcionalis karosodasa ellen (Pujol, Puel et
al. 1993, d'Aldin, Eybalin et al. 1995, Gil-Loyzaga 1995, Oestreicher, Arnold et al.
1997, Ruel, Nouvian et al. 2001). Az OC rendszer de-efferentacioja fokozza a mérsékelt
zaj okozta halloneuron pusztulast (Maison, Usubuchi et al. 2013). A halléneuronok
excitotoxikus sériilése megfigyelhetd a zajkarosodason kiviil egyéb szenzorineuralis
hallaskarosodasokban 1is, igy a bels6éfiil ischemids karosoddsa, az aminoglikozid
antibiotikumok vagy az idOskor okozta halldsvesztésben is. A LOC efferensekbdl
felszabadulé DA-nak feltehetdleg védo hatasa van ezekben az esetekben is (Lendvai,
Halmos et al. 2011).
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A LOC idegsejtek 5-35%-at soroljak a DAerg csoportba, melyek sejttestjei tartalmazzak
az L-DOPA szintézishez sziikséges tirozin-hidroxilaz (TH) enzimet (Campbell and
Henson 1988, Mulders and Robertson 2004, Niu, Bogdanovic et al. 2004). Az egyéb
katekolaminok jelenléte ellen szol, hogy a TH mellett DA beta-hydroxilaz (a DA
noradrenalinna alakitasaért felelds enzim) pozitiv neuronok rostjai nem Iépnek be a
Corti szervbe (Darrow, Simons et al. 2006). A DAerg beidegzés targetspecificitasat
igazolta, hogy immunhisztokémiai vizsgalattal az OHC-k kérnyékén nem talalhatok TH
pozitiv sejtek (Eybalin 1993). A DA neurotranszmitter szerepét a DA szintézishez
szlikséges enzimek jelenléte mellett (Usami, Hozawa et al. 1988, Eybalin 1993, d'Aldin,
Eybalin et al. 1995) igazolja, hogy elektromos ingerlésre DA szabadul fel a cochledban,
melynek idegi eredetét mutatja a hatds felfiiggeszthetdsége az axonidlis vezetés vagy a
fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak gatlasaval (Gaborjan and Vizi 1999). Szintén a DA
neurotranszmitter szerepét tdmasztja ald, hogy transzporterfehérjék visszaveszik
(Gaborjan, Lendvai et al. 1999, Halmos, Doleviczenyi et al. 2005, Ruel, Wang et al.
2006), illetve, hogy a DA receptorok megtalalhatok posztszinaptikusan (Karadaghy,
Lasak et al. 1997, Inoue, Matsubara et al. 2006, Niu and Canlon 2006). A DA
felszabadulas preszinaptikus regulacidja is megfigyelhetd. Kutatdcsoportunk mutatta ki,
hogy a D1 receptorok aktivacidja fokozza a bazalis DA felszabadulast, és az elektromos
ingerlés soran {iriil6 DA mennyiségét a LOC rostokbol, mig D1 antagonistak gatoljak
ezt a hatast (Gaborjan, Lendvai et al. 1999). Szintén kutatécsoportunk igazolta, hogy a
szelektiv D2 receptor antagonista sulpirid illetve L-741,626 szignifikansan emelte az
elektromos stimulus soran felszabadulo DA mennyiségét (Halmos, Lendvai et al. 2002,
Halmos, Doleviczenyi et al. 2005), ami a preszinaptikus D2 receptorok feedback gatld
hatasat igazolja. Serkentd és gétld tipusti DA autoreceptorok egylittes expresszidja nem
példa nélkiili (Ciruela, Casado et al. 2006), a két receptortipus aktivaciojanak sulya
egylittesen determindlja a DA aktudlis felszabadulasat. Vélhetéen a bazélis DA
szekrécio €s a szinaptikus térben talalhatd DA mennyisége a neuroprotekcio szinten
tartasaért felelGs, ill. az aktualis fokozott DA felszabadulas terminalasat igy szabalyozza
a szervezet. A LOC efferensek DA neurotranszmissziojat 5-HT6/7 receptorok
(Doleviczenyi, Vizi et al. 2008), ll-es csoporti metabotréop Glu receptorok
(Doleviczenyi, Halmos et al. 2005) szintén modulaljak, és mi irtuk le a az NMDA
receptorok preszinaptikus regulalo szerepét is (Halmos, Horvath et al. 2008, Lendvai,
Halmos et al. 2011). Ez utobbi, melyben szerepe van a NO-nak, és egyben parakrin

szabalyozas is, disszertaciom részét is képezi. A nitrogén-monoxidot (NO) képzé
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nitrogén-monoxid szintdz (NOS) neurdlis izoformédjanak milkddése az NMDA
receptorokhoz kotott, amelyeken keresztiil bearamlik az aktivacidjukat kivaltd Ca®*
(Brenman and Bredt 1997). A striatumban a NO befolyasolja a neuronokbol valo DA
felszabadulast (Hanbauer and Grilli 1992). Kis és munkatarsai kimutattak, hogy a DA
felszabadulast fokozo hatasat az NO nem-szinaptikusan, a DA visszavétel molekulak
gatlasan keresztiil fejti ki a striatumban (Kiss, Zsilla et al. 2004). A NOS kiilonb6z6
izoformait kimutatni a cochleaban (Michel, Hess et al. 1999), és egyértelmii NO
aktivitast talaltak a csigaban, amit N-nitro-L-arginine methyl ester-rel (L-NAME)
sikeriilt gatolni (Shi, Dai et al. 2003). Human kisérleti eredmények alapjan is felmertilt
az NO neurotranszmitter/neuromodulator szerepe a cochleaban (Popa, Anniko et al.
2001). Habar a NO jelatvitel szamos aspektusat kimutattak mar a csigaban (Takumida

and Anniko 2002), feltaratlan az NO lokalis neurotranszmissziot modulalé hatasa.
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3. Ceélkituzések

Szamos endogén €s exogén noxa vezet szenzorineuralis hallaskdrosoddshoz, melyek
megeldzésére ¢és kezelésére nincs hatékony gyogyszeres terdpia. Ugyanakkor a
belséfiilben vannak endogén védelmi mechanizmusok, melyek segitenek megel6zni
és/vagy mérsékelni a hallaskarosodast. Ezen mechanizmusok alaposabb megismerése a
szenzorineuralis hallaskarosodasok elleni kiizdelemben is segitséget nyujthatna.

Ilyen ,beépitett” védelmi mechanizmus a Corti szervben a kiilsd szorsejtek erdsitd
funkcidjat, a cochlearis amplifikaciot ill. az endolympha K* szintjét is szabalyozo
tamasztosejtek parakrin regulacidja, melynek alapja a tdmasztosejtek ATP medialta
Ca?" szignalizacioja. Az elsédleges halléneuronokat védik a periférias denritjeiken
szinaptizal6 LOC efferensek, amelyek DA felszabaditasan keresztiil fékezik
tulaktivalodasukat és excitotoxikus karosodéasukat.

Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a hallas ezen védelmi mechanizmusaiban milyen
modon vesz részt az ATP ill. az NMDA receptor/NO medialta parakrin szabalyozas.

Munkank soran célunk volt:

A Corti szerv tamasztésejtjei purinerg Ca®* szignalizaciojanak vizsgalata kapesan:

1.) Olyan funkcionalis imaging moddszer beallitasa, amelynek segitségével jo tér- és
idobeli felbontassal tudjuk vizsgalni a Corti szerv kiilonbozé tamasztosejtjeinek
Ca?" szignalizaciojat hallo egerek in situ hemicochlea preparatuméban.

2.)) A Corti szerv harom kiilonb6z6 tamasztosejtje (pillér-, Deiters- és Hensen-)
nyugalmi [Ca?']i-janak Osszevetése és az ATP adasra kivaltott Ca?" vélaszaik
reverzibilitdsanak, ismételhetdségének €és dozis fiiggésének vizsgalata.

3.) Meghatarozni az extracellularis Ca®* fiiggé ionotrop P2X és az intracellularis Ca?*
fliggd metabotrop P2Y receptorok részvételét az ATP kivaltotta Ca®" valasz
kialakitasaban.

4.) A harom tamasztosejt tipus purinerg Ca®* jelatvitelének dsszehasonlitasa.
A LOC efferensek DA felszabaditisanak NMDA receptor és NO medialta reguldacioja

kapcsan:

5.) Az NMDA és az NO cochlearis DA felszabadulasra gyakorolt hatasanak vizsgalata.
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6.) A LOC efferensekbdl torténd DA felszabadulas NMDA receptor és NO medialta

regulacios mechanizmusanak feltarasa.

22



DOI:10.14753/SE.2017.1943

4. Modszerek

4.1. Felhasznalt allatok

A hemicochlea kisérletekhez p15-21 korti, mindkét nemtii, a [*H]dopamin ([°*H]DA)
felszabadulas méréshez 15-25 g-0s (~3-4 hetes) him CD1 egereket (MTA KOKI, OGR)
hasznaltunk. A kisérleteket a National Institute of Health eldirasai és a Magyar
Tudoményos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetének Allatetikai
Kodexében foglaltak betartasaval végeztiik, folyamatosan torekedve a felhasznalt

allatszam ¢és az allatok szenvedésének minimalizalasara. Az allatkisérleti engedélyek

szama: 3259/002/2003; 22.1/3669/003/2008; XIV-1-001/1028-4/2012.

4.2. Egér hemicochlea Ca?* imaging
4.2.1. Egér hemicochlea preparatum

A hemicochlea preparatum elkészitését Edge és Dallos altal leirt médon végeztiik
(Edge, Evans et al. 1998). A P15-21 kori CD-1 egereket dekapitaltuk, a
koponyabazistdl disztalisan megmaradt csigolyadarabokat eltavolitottuk. A lagyrészeket
levélasztottuk, majd a koponyat a sagittalis sikban kettévagtuk. Feltartuk és kiemeltiik a
bulla tympanit, majd folyamatosan O-vel szaturalt szérsejtoldatba helyeztik. A
szOrsejtoldat (mesterséges perilympha; lkeda, Saito et al. 1991) a kovetkezd
OsszetevOket tartalmazta: 150 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 1 mM CaClz, 1 mM MgCly, 2.75
mM HEPES, 2.25 mM Tris, 5.55 mM gliikéz; pH 7.4; 320 mOsm/l. Sztereomikroszkop
(Olympus SZ2-ST, Olympus Corporation, Philippines) alatt a bullat fedé csontlemezt
eltavolitottuk, ¢s feltartuk a cochleat. A csigat a félkords ivjaratokkal egytitt
disszekaltuk a kornyez0 maradvany csontos struktiraktol €s lagyrészektdl két csipesz
segitségével. A cochlea medialis felszinét egy papirvatta darabbal megszaritottuk, majd
egy eldzetesen a vibratomba (Vibratome Series1000, Technical Products International
Inc., St. Louis, Mo, USA) helyezett, 7 mm atmér6ji atlatszo mtianyag lapocskara
ragasztottuk (Loctite 404, Hartford, CT, USA). Az igy rogzitett cochledra ismét
szOrsejtoldatot ontdttiink, majd azt kovetéen a modiolus mentén kettévagtuk. Minden

vagashoz 0j pengét hasznaltunk (Wilkinson Sword GmbH, Germany).
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4.2.2. Ca?* imaging

A Kkisérleteket szobahOmérsékleten végeztik (22-24 °C). A kipreparalt hemicochledkat
pluronic F-127-et (0.05%, w/v) és 10 uM membran permedbilis fura-2 AM Ca?
indikator festéket tartalmazo oxigenalt szoOrsejt oldatban inkubaltuk 30 percig, majd
szOrsejt oldattal haromszor atmostuk. A fura-2-vel megfestett preparatumot a
mikroszkdp objektiv ala (vizimmerziés LUMPlanF1 40x/0.80w), 3.5 ml/perc sebességili
szOrsejt oldattal atdramoltatott perfuzids rendszerbe helyeztiik, és alternalva, 340 + 5 nm
¢s 380 = 5 nm excitacios fénnyel vildgitottuk meg (Polychrome II monochromator,
TILL Photonics, Germany). Az emittalt fényt 510 = 10 nm-es filterrel szurtiik. A
fluoreszcens felvételeket az Olympus BX50WI epifluoreszcens mikroszkophoz
(Olympus, Japan) csatlakoztatott hiitott Photometrics Quantix CCD kameraval
készitettiik (Photometrics, USA; 3. dbra).

- £

CCD kamera

Cochlea
Mikroszkop

Excitacios fény
380 nm 1 (] Filter (510 nm)
A

(Cazy) 1
340nm | .
(Caz‘/t\)v I
[ 9O — 4 - W <— L{_U Hemicochlea
Perfizi6 -
Bulk loading
(Fura-2 AM)

2. dbra: Hemicochlea Ca?* imaging kisérleti elrendezése.

A P15-21 CD-1 egerekbdl szarmazo hemicochlea prepardtumot szorsejt oldatban, fura-
2 AM Ca?* festékkel toltottiik meg, majd egy vizimmerziés epifluoreszcens mikroszkop
alatt feldllitott perfizios rendszerbe helyezve, alterndlva 340 és 380 nm-es fénnyel
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megvilagitottuk. Az emittalt fenyt egy 510 nm-es sziiron keresztiil detektaltuk CCD
kameraval.

A rendszert az Imaging Workbench 4.0 szoftver vezérelte INDEC BioSystems, USA).
A képeket 1-2 kép/s sebességgel készitettiikk az ATP- és a CPA-kivaltotta valaszok ideje
alatt, a koztes idében10-30 masodpercenként késziilt kép, hogy csokkentsiik a festék és
a preparatum UV karosodasat. A sejtek nem egyforma mértékben festédtek, ahogy az
mas szovetpreparatumok fura-2 AM-mel torténd festése esetén is rendre megfigyelhet6
(pl. Zelles et al., 2001; Fekete et al., 2009). Az Osszes kisérletet a cochlea basalis

kanyarulatan végeztiik.

4.2.3. Az alkalmazott vegyiiletek adasanak méodja

Az ATP-t 30 masodpercig perfundaltuk. A vizsgalt vegyiileteket az els6 ATP ingerlést
kovetben 5 perccel kezdtiik hozzaadni a szérsejt oldathoz, majd 15 perces folyamatos
perfiziot kovetden végeztiik el a masodik ATP ingerlést. Hasonloan jartunk el a Ca?*
mentes szOrsejt oldat vizsgalatakor is, csak ebben az esetben a Ca?*-ot tartalmazé
standard oldatot cseréltiik le Ca?* mentes és + 1 mM EGTA-t tartalmazo oldatra az elsé

ATP ingerlés utan 5 perccel.

4.2.4. Ca®* valaszok értékelése, statisztikai analizis

Az emittalt fluoreszcens fény ardnybol (F340 / F380) abszolut értékii, sejten beliili
[Ca?*] koncentraciot szamoltunk. A sejtek fluoreszcencia intenzitisat a kornyékbeli
sejtmentes teriiletet hattérként hasznalva korrigaltuk. A sejtek [Ca®*]i-janak kiszamitasat
off-line végeztiik a kdvetkezd egyenlet segitségével (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985):
[Ca?*]i = Kd X Fmaxaso / Fmin3so X (R - Rmin) / (Rmax - R), amelyben az R a 340 nm és a
380 nm excitaciohoz tartozo emittalt intenzitas aktualis aranya, mig Rmax €s Rmin 0 MM
és teljes [Ca®'] szaturdcid esetén mért arany, Fmaxaso és Fminsso pedig a 380 nm
excitaciohoz tartozé fluoreszcencia intenzitds 0 mM és teljes [Ca?*] szaturacio esetén. A
rendszerre jellemz6 Kd, Fmaxsso / Fminaso, Rmin, és Rmax értékeket empirikusan hataroztuk
meg a Calcium Calibration Buffer Kit with Magnesium #2 (Molecular Probes, USA)
segitségével. A Ca?" valaszokat az ATP-kivaltotta [Ca®']i cstics amplitadojaval
jellemeztiik (A[Ca?*]i nM-ban; csucs - alap). A vegyiiletek, valamint a Ca?* mentes oldat

ATP valaszra valé hatdsat a vegyiiletet tartalmazé (A [Ca?*]i2), illetve a vegyiiletmentes
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oldatban (A [Ca®*]i1) mért valasz aranyaval fejeztiik ki (A [Ca®*]iz / A [Ca?*]i1). A
deszenzitizaciot hasonloképpen vizsgaltuk, azaz a masodik ATP valaszt viszonyitottuk
az els6 valaszhoz. Az adatokat atlag + szoras (standard error of the mean - SEM)
formaban adtuk meg. A kisérletek szama (n) az egyes sejtek szamat jeloli, amelyet
minimum négy kiilonboz6 allatbdl nyertiink minden egyes farmakon vizsgalata soran. A
kisérletek statisztikai elemzésére egyszempontos variancia-analizist (ANOVA)
alkalmaztunk Bonferroni post hoc teszttel, kivéve a deszenzitizacio vizsgalatoknal, ahol
kétszempontos ANOVA-t hasznaltunk Bonferroni post hoc teszttel. *p < 0.05, ** p <
0.01 or *** p < 0.001.

4.3. RT-PCR Kkisérletek

20 db P15-19 CD-1 egeret dekapitaltunk, majd a bullakat Kipreparaltuk a koponyabodl. A
cochlea megnyitasat kovetéen a Corti szervet sztereomikroszkop alatt levalasztottuk a
csontos modiolusrol. A stria vasculdrist is eltavolitottuk. A szovetet azonnal szarazjégen
1év6é Eppendorf csdvekben gyiijtottiikk majd az analizisig —80 °C-on taroltuk. A cochlea
mintakban talalhaté teljes RNS tartalom izolacidjat Trizol izolacids reagens
alkalmazasaval végeztiik a gyartd protokolljat kovetve (Invitrogen Life Tehnologies,
Rockville, MD, USA). Az RNS (2ul) reverz ranszkripcigjat RevertAid First Stand
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen Life Technologies) segitségével végeztiik a korabbi
leirasoknak megfeleléen (Sperlagh, Szabo et al. 2003, Papp, Balazsa et al. 2004). A
PCR reakcidban kiilonbozd P2X és P2Y receptor altipusokra specifikus primereket

crcr

amplifikaciora. A kovetkez6 primer szekvencidkat hasznaltuk a reakcioban: P2X1-hez
(Fwd) 5'-CCT TGG CTA TGT GGT GCG AGA GTC, (Rev) 3'-AGG CAG GAT GTG
GAG CAA TAA GAG; P2X2 5-ATG GTG CAG CTG CTC ATT, 3-AAA CGT GCA
GTG CTT CAG,; P2X3 5-ATC AAG AAC AGC ATC CGT TTC CCT, 3-AGT GTT
GTC TCA GTC ACC TCC TCA, P2X4 5-ATC GTC ACC GTG AAC CAG ACA CA,
3'-CCA CGA TTG TGC CAA GAC GGA AT, P2X5 5-TTT CTT CGT GGT CAC
CAA CCT GAT, 3-ATT TGT GGA GCT GAA GTG ACA GGT,; P2X6 5'-CTG TGG
GAT GTG GCT GAC TT, 3-TCA AAG TCC CCT CCA GTC AT, P2X7 5-CCA CAA
CTA CAC CAC GAG AAA C, 3-ACT TCT TGG CCC TTG ACA TCT T, P2Y1 5'-
AAG ACC GGT TTC CAG TTC TAC TAC, 3-CAC ATT TCT GGG GTC TGG AAA
TCC; P2Y2 5-TGC TGG TGC TGG CCT GCC AGG CAC, 3'-GCC CTG CCA GGA
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AGT AGA GTA CCG; P2Y4 5-ATG AGG ATT TCA AGT TCA TCC TGC, 3-TAG
ACC ACG TTG ACA ATG TTC AGT; P2Y6 5'-CTG CGT CTA CCG TGA GGA TT,
3'-GCT ATG AAG GGC AGC AAG AA; P2Y12 5'-CAG GTT CTC TTC CCA TTG
CT, 5'-CAG CAA TGA TGA TGA AAA CC; P2Y13 5'-ATC TTG AAC AAG GAG
GCA A, 5-TCT TTT TAC GAA CCC TGT T, P2Y14 5'-TAG AGG CCA TAA ACT
GTG CTT, 5-AAT TCT TCC TGG ACT TGA GGT; B-actin 5-AGC TGA GAG
GGAAATCGTGC-3", 5-GAT GGA GGG GCC GGA CTC AT-3".

Az amplifikacid jellemzoi a kdvetkezok voltak: 5 perc kezdeti denaturacio 95 °C-on, 5
percig, hot start 80 °C-on, majd 94 °C-on 1 percig, 59 °C-on 1 percig és 72 °C-on 1
percig 40 ciklusig, majd végsé extenzio 72 °C-on, 5 percig. A PCR termékeket agaroz

gélelektroforézissel analizaltuk.

4.4, [*H]DA felszabadulas mérés egér cochleaban
4.4.1. Izolalt egér cochlea preparatum

Az egereket dekapitaltuk, a nyakcsigolya-maradvanyokat kozvetlen a koponyabazison
eltavolitottuk. A lagyrészeket élesen levalasztottuk, majd atvagtuk az occipitalis
koponyacsontot, feltdirva a bulla tympanit. Az eltavolitott bullat szdrsejtoldatba
helyeztiik, a prepardtumon vald tovabbi manipulaciokat ebben végeztiik O szaturalas
mellett. Sztereomikroszkop (Olympus SZ2-ST, Olympus Corporation, Philippines) alatt
a bullat fed6 vékony csontlemezt levettiikk, ezzel feltartuk a belséfiilet, melyben
lathatova valt a csiga. A csiga csontos vazat korkorosen lepattintottuk, a stria vascularist
lefejtettiik, igy a ganglion spiralet, az afferens hallorostokat, az efferens idegek axonjait

¢és axonterminalisait, valamint a teljes Corti-Szervet tartalmazo preparatumhoz jutottunk.

4.4.2. In vitro mikroperfizié

Kisérleteinket a Gaborjan és munkatarsai altal leirtak alapjan végeztiik (Gaborjan and
Vizi 1999). A cochlea preparatumot 1 ml szdrsejt-oldatba helyeztiik, melyhez 0.2 uM
[7,8-H]DA-t (specifikus aktivitas: 45.0 Ci/mmol) adtunk és igy 35 percig inkubaltuk
(O2 szaturalas, 37 °C). Ezt kovetden a cochlea szévetet 100 ul belsé térfogati plexi
kamrakba helyeztiik at (3 preparatum / kamra). A kamrakat 3ml/perc sebességgel, 37
°C-0s szorsejt oldattal perfundaltuk. 60 percen keresztiil tarto eléperfuzidval atmostuk a

preparatumot, majd a kdvetkezd 57 percben 3 perces frakcidokban gytijtottiik az oldatot,
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melyek [*H]DA tartalmét a minték radioaktivitdsanak mérésével hataroztuk meg. Ehhez
folyadék szcintillacios szamlalot hasznaltunk (Packard Tri- Carb 1900TR, Meridien,
CT, USA), amelynek segitségével frakcionként 500 pl perfundalé folyadék
radioaktivitasat mértilk meg (4. dbra). A cochleak szoveti radioaktivitasanak méréséhez
a preparatumokat 4 °C fokon, 24 o6rara, 500 pl 10%-os triklérecetsav oldatba tettiik,

majd ennek 100 pl-ét hasznaltuk fel a mérésre.

Szcintillacios \

meres

Cochlea
preparatum
@ Elekiromos
téringerlés
&’ — A - 2 g

< ~ b
Perfuzio
Inkubélds [*H]dopaminnal

Frakcionalt gyljtés

4. dbra : A [*H]DA felszabadulds mérés Kisérleti elrendezése.

A CD-1 egerekbdl szarmazo cochlea prepardatumokat triciummal jelélt dopaminnal,
szorsejt oldatban inkubaltuk, majd mikrotérfogatu kamrakba tettiik és perfundaltuk. A
kisérletek meghatdrozott idépontjaiban elektromos téringerlést alkalmaztunk. A vizsgalt
vegyiileteket a perfuzioba adagoltuk. A rendszerbol kifolyo oldatot frakcionaltan
felfogtuk, a frakciok radioaktivitasat ([PH]DA tartalmadt) szcintillaciés szamldaloval
meghataroztuk.
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4.4.3. A cochlea preparatum elektromos téringerlése

A kamraban talalhaté cochlea szoveten elektromos téringerlést alkalmaztunk a kamra
also és felsé polusanal elhelyezett platina elektrodok segitségével, a harmadik (S1) és a
tizenharmadik (S2) frakcioban, 30 V fesziiltséggel, 5 Hz frekvenciaval, 0.5 ms-0s
impulzus id6tartammal. Az ingerléshez Grass S88 stimulatort hasznaltunk (West
Warwick, USA). Az elektromos téringerlés a prepardtum idegi elemeiben akcios
potencidlt general és a LOC efferensek terminalisaibol vezikularis exocitozissal DA-t,

ill. PH]DA-t szabadit fel.

4.4.4. Az alkalmazott vegyiiletek adasanak modja

A Kkisérleteink egy részében DA felvételt gatlo nomifensint alkalmaztunk, melyet a
preperfuziot kovetden, a kisérletek kezdetétdl perfundéltunk a rendszerbe. A tobbi
vegyiiletet a gyljtési szakban, két elektromos téringerlés kozott, a huszonegyedik
perctdl kezdve a kisérletek befejezéséig adtuk folyamatosan. Az NMDA-t Mg?" mentes
szérsejtoldatban, 10 uM glicinnel egyiitt tettiik a perfizidhoz.

4.45. A [*H]DA felszabadulas Kiszamitasa, statisztikai analizis

A csokkend szoveti radioaktivitas miatt a kidramlo [PH]DA mennyisége is folyamatosan
csokken. Emiatt egy adott gytijtott frakciora vonatkozé [PH]DA kidramlas mértékét a
szovetben a gyiijtési idészakban mérhetd teljes [PH]DA mennyiség szazalékaban adtuk
meg (fractional release — FR). Az elektromos téringerlésekkel (S1 és S2) kivaltott DA
felszabadulast FRS1 és FRS2-ként jeloltiik: a téringerléssel kivaltott teljes [PH]DA
felszabadulas értékébol levontuk a nyugalmi felszabadulast (az ingerlés eldtti és az
ingerlés hatasanak befejezodését kovetd frakciok atlagat). A vizsgalt vegyliletek hatasat
a jelenlétiikben és a hianyukban alkalmazott elektromos téringerlés soran létrejott
[P’H]DA felszabadulas aranyaval, FRS2/FRS1-ként hatiroztuk meg. A nyugalmi
felszabadulast 3 kiilonb6z6, egyenként 6 perces periodusban mért FR atlagok alapjan
kalkulaltuk, melyek koziil az FRR1 a 15-21 perces, az FRR2 a 21-27 perces, az FRR3
pedig a 30-36 perces 2-2 frakciot jeloli. Ezek koziil az FRR2 és az FRR3 mar a vizsgalt
vegyiiletek jelenlétében, de még a masodik ingerlés elott mért érték, mig az FRR1

érteke a vizsgalando vegyiiletektdl mentes, kontroll értéknek felel meg. A vegyiiletek

29



DOI:10.14753/SE.2017.1943

nyugalmi DA felszabadulasra gyakorolt hatasa a fenticknek megfeleléen az
FRR2/FRR1, vagy az FRR3/FRR1 aranyszammal keriilt meghatdrozasra. Az n a
kisérletek szamat jeloli. Statisztikai analizisre egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk és

Tukey féle post hoc paros 6sszehasonlitast. *p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.5. Alkalmazott vegyiiletek

ATP, pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonsav (PPADS), N-methyl-D-aspartic
acid (NMDA), glicin, N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), diethylamine
NONOate (DEA-NONOate), (2R)-amino-5-phosphonopentanoate (AP-5), ethylene
glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA), nomifensin maleat,
nitroprusszid natrium, szOrsejt oldat elkészitéséhez sziikséges vegyliletek (Sigma-
Aldrich). Fura-2 AM, Pluronic F-127, Calcium Calibration Buffer Kit with Magnesium
#2 (Molecular Probes). Cyclopiazonic acid (CPA; Alamone labs). [7,8-°*H]DA

(Amersham).
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5. Eredmények

5.1. Purinerg Ca?* szignalizacié a Corti szerv tamasztésejtjeiben

5.1.1. Pillér, Deiters és Hensen sejtek Ca®* imaging vizsgalatanak bedllitasa hallo
egerek hemicochlea preparatumaban

Létrehoztunk egy kisérletes modellt 15-21 napos hall6 egerek hemicochlea
preparatumara alapozva (Edge, Evans et al. 1998, Richter, Evans et al. 1998, Keiler and
Richter 2001, Teudt and Richter 2007), hogy megvizsgaljuk az aktiv hallaserdsitésért
felelds kiils6 szorsejtek koriil elhelyezkedd, kiilonboz6 tipusu ¢és funkcidja
tamasztosejtek ATP altal kivaltott Ca?* valaszainak karakterisztikdjat. A sejteket
mikroszkdp segitségével, ferde megvilagitas és 40-szeres nagyitas mellett azonositottuk
az anatomiai elhelyezkedésiik és alakjuk alapjan. Minden sejttipusnak, valamint a
spiralis limbusnak, a membrana tectorianak, és a membrana basilarisnak is
egyértelmiien lathatonak kellett lennie a vizsgdlat kovetkezd fazisdhoz. Ezutin a
hemicochleat megfestettiik a nagy affinitastu fura-2 AM fluoreszcens Ca?* festékkel (5.
abra). Habar a preparatum egyes sejtjei nem egyforma mértékben vették fel a festéket
(lasd. 4.2.2. Ca?* imaging), jellemzden legalabb 2-3 kiilonbdzd tipusii tamasztosejt
megfestddott minden hemicochlea mérésre alkalmas optikai sikjaban, biztositva ezzel a
kisérletek kivitelezhetdségének megfeleld hatékonysagat. Kizardlag olyan megfestodott
sejteken tortént mérés, amelyek nyugalmi [Ca®']i-ja stabil volt, és amelyek a fenti
kritériumok alapjan egészséges hemicochlea preparatumokban helyezkedtek el.

Minden kisérlet elején meghataroztuk a nyugalmi [Ca?*]i-t. A 6. 4bra mutatja a pillér
(61 £4 nM, n=41), a Deiters (58 +£ 5 nM, n = 65), és a Hensen sejtek (98 £ 10 nM, n =
53) atlagos nyugalmi [Ca®*]i-jat. Erdekes modon a Hensen sejtek esetében ez joval
magasabb volt, mint a pillér vagy a Deiters sejteknél, ami utalhat az egyes sejttipusok
[Ca®'i haztartasanak és jelatvitelének kiilonbozoségére, foleg az alacsonyabb [Ca®'];

tartomanyban.

5.1.2. Az ATP reverzibilis, ismételheté, dozisfiiggd és deszenzitizaciot mutato Ca’*
valaszokat valt ki

Az ATP a Ca?* szignalizaci6 fontos regulatora a cochleaban. Megvizsgaltuk, hogy hallé

egerek hemicochlea preparatumban az ATP kivalt-e [Ca?*]i valtozast a Corti szerv
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kiilonb6z6  tamasztosejteiben. 30 masodpercig ATP-t adtunk a perfundalt
szOrsejtoldathoz. Az ATP 1-100 uM tartomanyban mindegyik vizsgalt sejttipusban
reverzibilis és megismételhetd Ca®* valaszt indukalt (7/A. dbra, felsé sor). A pillérsejtek
mutattak a legkisebb érzékenységet: 1 €s 10 uM ATP doézis ebben a sejttipusban kisebb
amplitidéju Ca®* valaszt valtott ki, mint a Deiters vagy Hensen sejtekben (7/A4. dbra,

oszlopdiagramok).

s Ex 380 nm, 40x Ex 340 nm, 40x

5. dbra: Ca®* imaging hallé egerekbdl nyert hemicochlea prepardtumban.

A felsé dabra a bazalis kanyarulatbol szarmazo Corti szervet mutatja ferde megvilagitas
mellett. Az also két fluoreszcens képet ugyanazon a prepardtumon készitettiik 340 és 380
nm-es megvilagitasnal, miutan bulk loading technikaval fura-2 AM festékkel toltottiik.
TM, membrana tectoria, BM, membrana basilaris; IHC, belso szorsejt; PC, pillérsejt;
OHC, kiilso szorsejt; DC, Deiters sejt; HC, Hensen sejt. A skala 20 um tavolsagot
mutat.

A tovabbi vizsgalatok soran 50 uM ATP-t alkalmaztunk, ami gyorsan felfutd, hasonld
alaku Ca®* tranzienseket valtott ki megbizhaté médon mindharom sejttipusban (A[Ca?*];
— pillérsejt: 96 + 14 nM, n=41; Deiters sejt: 104 + 9 nM, n=65; Hensen sejt: 140 + 10
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nM, n=53). Az ATP ismételt adésa az ingerlések kozt eltelt idovel forditottan aranyosan
a [Ca?")i jelekben reverzibilis amplitado-csokkenést okozott, mely tekintetben nem volt

érdemi kiilonbség az egyes sejttipusok kozott (7/B. dbra, oszlopdiagramok).

100

* &

50 1

[Ca®} (nM)

0 -
Pillersejt ~ Deiters sejt Hensen sejt

6. abra: Nyugalmi [Ca?*)i a Corti szerv kiilonbézd tipusu tamasztosejtjeiben.

Az oszlopdiagrammok az egyes tamasztosejt tipusok dtlagos (+ SEM) nyugalmi [Ca?*];-
jat mutatjak; pillér sejt n = 41; Deiters sejt n = 65; Hensen sejt n = 53. **p < 0.01,
***p < 0.001

Az amplitadé csokkenés elhanyagolhatova valt, mikor az ATP ingerlések kozott 20 perc
telt el (pillérsejt: 3 = 16 %, n = 9; Deiters sejt: 6 =4 %, n = 14; Hensen sejt: 13 £4 %, n
= 20), ezzel szemben szignifikdns amplitudd-csokkenés volt megfigyelhetd 5 perces
1ddintervallumu ingerlés esetén a Deiters ¢és a Hensen sejtekben (34 = 8 %, n =20 és 51
+ 12 %, n = 8). A pillér sejtek esetében is tendencidzus valasz amplitddd csokkenés volt
megfigyelhetd (40 £ 9 %, n = 11), de az 5 perc és a 20 perces ingerlés kozott nem volt
szignifikans a kiilonbség. Az ATP harmadszori addsa megerdsitette, hogy mig az 5
perces ingerlés egyértelmiien deszenzitizaciot okoz, addig 20 perc idOkiilonbség esetén
a jelek amplitadoja érdemben nem csokken (7/B. dbra, mintagorbék). A késobbiekben
20 perces iddintervallumu ingerlést alkalmaztunk, ami lehetévé tette azt is, hogy egy
kisérleti beavatkozas ATP valaszra gyakorolt hatasat ugyanazon sejt beavatkozas elotti,

“tiszta” ATP valaszahoz hasonlithassuk (bels6 standard).
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5.1.3. A Ca?* tranziensek Kivaltasaban szerepet jatszanak a P2X (extracellularis
Ca?* fiiggd) és a P2Y (intracellularis Ca?* raktar fiiggd) receptorok is

Az ATP kiviéltotta Ca?* jelek extracelluldris Ca?* bedramlasa révén, és belsd raktarakbol
valé Ca?* felszabadulas utjan is létrejohetnek. Annak eldontésére, hogy a harom Corti
szerv timasztosejt tipus esetében a két lehetséges forras koziil melyiknek van szerepe a
Ca?* valasz kialakitisdban megvontuk a kiils¢ Ca?*-ot ill. kiiiritettik a
Sarco/endoplazmatikus reticulum Ca?*-ATPaz (SERCA)-fiiggd belsd Ca?* raktarakat.

Pillersejtek Deiters sejtek Hensen sejtek
100nM
[ca*)
1 10 50 100 1 10 50 100 1 10 50 100 ATP (uw)
~300 300 300 4
=
=
7200 200 200 1
b
o
T1o0 100 100 | I_:i
0 0 0
1 10 50100 1 10 S0100 1 10 S0100  ATP (M)
B 100 nM
h o= ATP, 50 l
(ca”)
..l _;'L..a, l_J\J. Jl\.J\_

Ll L

20 10 5 2010 5 (min,idéintervallum)

7. abra: Az ATP reverzibilis, ismételhetd, dozisfiiggo és deszenzitizdciot mutato
Ca?* valaszokat valtott ki hallé egerek pillér-, Deiters- és Hensen sejtjeiben.

A) Fels6 gorbék: A mintagorbék emelkeds dozisu ATP-re adott Ca®* vdlaszokat
mutatnak (1, 10, 50 és 100 uM; 30 mdsodperc perfiizio; fekete pontok), 20 perces
id6kozokben végzett ingerlések soran, ugyanazon sejtekben. A skala vonalak a [Ca®'];
ingerekre adott dtlagos (+ SEM) Ca®*' vdlaszokat mutatick a kiilonbozé tipusii
tamasztosejtekben. 1 uM (vilagossziirke oszlop), 10 uM (sziirke oszlop), 50 uM
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(sotétsziirke oszlop) és 100 uM (fekete oszlop) ATP. Pillérsejtek, n = 4, 3, 41, 2; Deiters
sejtek, n =9, 9, 65, 8; Hensen sejtek, n = 2, 2, 53, 3.

B) Felsé gorbék: A mintagorbék 50 uM ATP-vel torténd (fekete pontok) ismételt
ingerlések (30 mdsodperc) sordan kapott Ca®* valaszokat mutatidk. A skala vonalak a
[Ca?™)i vdltozdst és az idét mutatjdk. Alsé oszlopdiagramok: a 2. ATP valasz (50 uM)
amplitudojanak csokkenése az ismétlések kozott eltelt idotol fiiggdtt mindhdarom
sejttipusban (20, 10 és 5 min, fekete, sotétsziirke, és vilagossziirke oszlopok). Az
oszlopok a 2. vdlaszok elsékhéz viszonyitott aranydnak datlagait (+ SEM) mutatjik
(A[Ca?*]i2 | A [Ca®'] iy). Pillérsejtek, n = 9, 6, 11; Deiters sejtek, n = 14, 9, 20;
Hensen sejtek, n = 20, 4, 8. *p < 0.05, **p < 0.01.

Ca?" mentes szorsejt oldat (+1 mM EGTA) szignifikansan csokkentette az ATP
kivaltotta Ca?* valaszok amplitadojat mindharom sejttipusban (8/4. és C. dbra), azaz a
A[Ca®*Ti2 / A [Ca®']ix arany lecsokkent. A gatlas egyértelmiien kifejezettebb volt a
Deiters ¢és a Hensen sejtekben (az elsé ATP tranziens 22 + 8 és 22 + 4 %-a), mint a
pillérsejtben (az elsd ATP tranziens 38 + 14 %-a; 8/C. dbra). A belsé Ca®'raktarakat a
raktar Gjratoltést akadalyozo specifikus SERCA pumpa gatlo CPA-val (10 uM) iiritettiik
ki. A CPA is mindharom sejttipusban szignifikdnsan gatolta az ATP altal kivaltott Ca®*
valaszokat (8/B. és C. abra), ¢s ez a hatds a Deiters, valamint a Hensen sejtben ismét
robusztusabb volt (az els6 ATP tranziens 18 + 4 és 8 = 3 %-a), mint a pillér sejtekben
(az els6 ATP tranziens 33 + 8 %-a; 8/C. dbra). A CPA arra is alkalmas, hogy
jellemezziik a SERCA-fiiggd belsd Ca?* raktarakat azéltal, hogy az Gjratdltés hianyaban
felfedjiik Ca®* szivargasuk mértékét. A CPA 6nmagéaban, a masodik ATP ingerlés elétt,
megemelte a [Ca®']i-t mindegyik sejttipusban (8/B. dbra), és ez a jelenség is
erdteljesebb volt a Hensen és a Deiters sejtben, mint a pillérsejtekben. Ennek a
hatterében megint csak az egyes sejttipusok Ca?* szignalrendszerének kiilonbozdsége

allhat (8/D. dbra).

5.1.4. P2X és P2Y receptor altipus mMRNS-ek is jelen vannak a Corti szervben; a
PPADS megmutatta a pillér- vs. Deiters és Hensen sejtek funkcionalis purinerg
receptor profiljanak kiilonbozoségét

A P2X és a P2Y receptor alegységeket kodol6 mRNS-ek expressziojanak vizsgalataval
arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az ATP altal kivaltott intracellularis Ca?* szint
emelkedésben mely P2 receptor altipusok jatszhatnak szerepet a hall6 CD-1 egerek
Corti szervében. RT-PCR modszerrel a 15-19 napos CD-1 egerek Corti szervében
P2X2, P2X3, P2X4, P2X6, P2X7 valamint P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12, P2Y 14 receptor
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altipusok mRNS-ének jelenlétét mutattuk ki (9/4. dbra). Az RT-PCR eredmények
alatAmasztjdk a Ca?* imaging kisérletek eredményeit: P2X és P2Y receptorok is

szerepet jatszhatnak az ATP valasz kialakitasaban.

A B

o= ATP, 50 uM

S0nM
[Ca™]

500s

(CPATO M CPAI0 P CPA10 P

Ca*-mentes Ca>-mentes Ca™-mentes

Pillérsejt Deiters sejt Hensen sejt PlllerSejl Deiters sejt Hensen SEJT

C ) D CPAKivaltotta A[Ca™],
Pillérsejtek Deiters sejtek Hensen sejtek 150
1
= 100
E‘ ~
1 3
< 05 =
P & 50
S T
Z D
0 i o
$ & & $ S Piller Deiters Hensen
+ «.f &L GEF sejtek sejtek  sejtek
& &

8. dbra: A tamasztosejtekben az ATP dltal kivdltott Ca?* vilaszok az
extracellularis Ca?*-tél és a belsé raktirakbdl felszabadulé Ca®*-tél is fiiggnek.

A-B) Mintagorbék a kiilsé Ca®* megvonds, illetve CPA perfiizio ATP-kivaltotta Ca®*
valaszokra gyakorolt hatdsanak bemutatasdra a kiilonbéozé tamasztosejtekben. A fekete
pontok az ATP (50 uM) ingerlést mutatjik. A Ca** mentes oldat (+ 1 mM EGTA) és a
CPA (10 uM) adésat a vizszintes vonalak jelzi. A skala vonalak a [Ca?*]i vadltozdst és az
idot mutatjak.

C) A Ca?* megvonas, illetve a CPA (10 uM) hatdsa az 50 uM ATP-vel kivaltott Ca®*
tranziensekre. Az oszlopok a Ca?* megvonds/CPA adads jelenlétében (2. ATP vilasz), ill.
hianydban (1. ATP vdlasz) regisztralt tranziens amplitudok aranydnak dtlagait (+ SEM)
mutatjak (A[Ca%*]i2 | A [Ca®*]i1). Pillérsejtek, n = 9, 7, 8; Deiters sejtek, n = 14, 12,
10 és Hensen sejtek, n = 20, 14, 7. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

D) A CPA (10 uM) megemelte a nyugalmi [Ca?*]i-t mindhdrom sejttipusban: enyhébben
a pillér- (n = 8), kifejezettebben a Deiters- (n = 10) és a Hensen sejtekben (n = 7; *p <
0.05 a pillérsejtekkel ésszehasonlitva). Az oszlopok a CPA-ra adott dtlag [Ca®'];
emelkedést mutatjak (nM; + SEM).
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A széles spektrumu, nem szelektiv purinerg receptor antagonista PPADS 30 uM

koncentracioban gatolta a pillérsejtekben az ATP kivaltotta Ca?* vélaszt, ezzel szemben

a Deiters- és a Hensen sejtek Ca?* valaszaban nem okozott szignifikans valtozast (9/B.

dbra). Ez arra utal, hogy funkcionalis kiilonbség van a pillér- vs. Deiters- és Hensen

sejtek funkcionalis purinerg receptor populacioi kozott.
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9. dabra: Az RT-PCR elemzés tobbféle P2X és P2Y receptor altipus

expresszidjat tarta fel a hallo egerek Corti szervében. A PPADS hatdsa kiilonbozo

funkciondlis purinerg receptor populdciot valosziniisit a pillér- vs. Deiters- és

Hensen sejtekben.

A) P2X2, P2X3, P2X4, P2X6, P2X7 és P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12, P2Y14 receptorokat
kodolo mRNS-ek (fekete betiik) voltak kimutathatok a Corti szervben. A P2X és P2Y
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receptorokat kodolo mRNS méretét 100 bp-os létra (st) segitségével azonositottuk. Belso
kontrollnak a béta-aktint (f-act) hasznaltuk.

B) Az oszlopok a PPADS (30 uM) jelenlétében (2. ATP ingerlés), illetve annak
hianydban (1. ATP ingerlés) kivaltott Ca®** vidlaszok ardnyat (+ SEM) mutatja
(A[Ca**]i2 | A [Ca?*)iv). Pillérsejtek, n = 9, 9; Deiters sejtek, n = 14, 14 és Hensen
sejtek, n = 20, 7. ***p < 0.001.

5.2. Az NMDA receptorok és az NO cochlearis DA felszabadulast befolyasolo
hatasa

5.2.1. A NO fokozza a cochlearis DA felszabadulast, amely nem all tonusos NO
szabalyozas alatt

A dopaminerg LOC rostokon végzet kisérleteink sordn el8szor a NO cochlearis
dopamin felszabadulasra kifejtett hatasat vizsgaltuk. A NO donor nitroprusszid natrium
(300 uM) perfuzatumhoz valdé hozzaadasa soran jelentds emelkedést észleltiink a
nyugalmi DA felszabadulasban (FRR2/FRR1 = 1.84 + 0.10; p < 0.001). Azonban a
nitroprusszid stimulalé hatasa csak a nyugalmi DA felszabadulasra terjedt ki, az
elektromos téringerléssel kivaltott DA felszabadulast nem fokozta (FRS2/FRS: = 1.13 +
0.12; p = 0.51; 10/A-B. dbra).

Megerositendd az elézé eredményilink NO specificitast, a szelektiv NO donor DEA-
NONOate (100 uM) hatasat is megvizsgaltuk. A DEA-NONOate szintén novelte a
nyugalmi DA felszabadulast, bar kisebb mértékben (FRR2/FRR: = 1.17 + 0.03; p <
0.01; 10/A-B. dbra). Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a DA felszabadulas
tonusos NO szabalyozas alatt all-e. A nem szelektiv NOS gatlo L-NAME 100 uM
dozisban nem befolyasolta a DA felszabadulast (FRS2/FRS: = 1.05 + 0.11; FRR2/FRRy
=1.02 £ 0.06), ami a tonusos modulacio hianyat jelzi (10/B. dbra).

5.2.2 Az NMDA fokozza a DA felszabadulast a LOC rostokbol, részben NO
kozvetitésével

Az IHC-halléneuron szinapszis neurotranszmittere a Glu. Megvizsgaltuk, hogy a
glutamat ionotrop receptoranak, az NMDA receptornak az aktivacidja befolyasolja-e a
dopamin felszabadulast a LOC rostokbél. 100 uM NMDA Mg?*-mentes oldatban, glicin
jelenlétében a nyugalmi DA felszabadulasban szignifikans emelkedést okozott (n = 12,
11/A., C. és D. dbra). Az NMDA indukalta DA felszabadulas id6ébeli karakterizalasa
céljabol megmértiik a nyugalmi DA felszabadulast az NMDA adasanak kezdetekor (az
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NMDA adéas 0-6. percében, a perfuzio 21-27. perce kozott; FRR2) és egy késobbi
fazisban (az NMDA adas 9-15. percében, a perfuzié 30-36. perce kozott; FRR2; n=12;
11/a. és C. dbra).

-o- CTRL
-+ nitroprusside
-s- DEA NONOate

L L L L) L &, 8
3 9 15 21 27 33 39 45 51 57

Id6 (min)
O CTRL exk
B DEA NONOate —
B 2.5 7 @ nitroprusside Tk
1 L-NAME
I
>
E 1.5 4
< | j )
0.5 1
FRS,/FRS; FRR,/FRR;

10. abra: Az exogén NO fokozza a nyugalmi DA felszabaduldst, endogén NO
ténus nem mutathato ki.

A) DA felszabadulas kontroll koriilmények kozott, valamint nitroprusszid natrium (300
uM), illetve DEA NONOate (100 uM) hozzaaddsa mellett. A vizszintes révid fekete
vonalak az elektromos téringerlést jelzik (FRSI és FRS2). A vizsgalt anyagokat a 21.
perctél adtuk a perfiiziohoz, ezt a vizszintes sziirke vonallal jeloltiik.

B) Az oszlopdiagrammok a nitroprusszid natrium (300 uM), a DEA NONOate (100
uM), és az L-NAME (100 pM) elektromos ingerléssel kivaltott (FRS2/FRSI) és alap
(FRR2/FRRI1) DA felszabadulasra Kifejtett hatasat mutatjak (atlag + SEM). A
nitroprusszid natrium és a DEA NONOate szignifikansan megemelte a nyugalmi DA
felszabadulast (n = 8; ***p < 0.001, **p < 0.01).
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A kontroll kisérletekben a kiilonb6zd fazishoz tartozd frakciok Osszehasonlitdséval
igazoltuk, hogy a nyugalmi felszabadulas meglehet6sen stabil (FRR2/FRR1 = 0.96 +
0.02; FRR3/FRR:1 = 0.92 + 0.03). 100 uM NMDA mindkét fazisban szignifikansan
megemelte a nyugalmi DA felszabadulast (FRR2/FRR: = 1.12 + 0.04; p < 0.01;
FRR3/FRR: = 1.11 + 0.04; p < 0.001), 17 ill. 20%-o0s novekedést okozva. Az FRR3 és
FRR: fazisokban mért DA felszabadulds kozott nem volt szignifikans eltérés. A direkt
felszabadulast fokozé hatasan tal, az NMDA az elektromosan kivaltott DA
felszabadulast is fokozta (FRS2/FRS; = 1.36 + 0.09, n = 10; p < 0.05; 11/B. dbra), bar
10 uM koncentracidoban érdemben sem a nyugalmi, sem az elektromosan stimulalt DA
felszabadulast nem novelte (11/A. dbra).

Eldontend6, hogy az NMDA indukalta DA felszabadulas kothet6-e NO képzddéshez, az
NMDA hatast L-NAME jelenlétében is megvizsgaltuk. L-NAME-t perfundéltunk a
preperfaziotél kezdve a mintagylijtés végéig. Alacsony (10 uM L-NAME)
koncentracioban nem befolyasolta az NMDA kivaltotta DA felszabadulast (p = 0.139;
11/D. dbra). Ezzel szemben 100 uM L-NAME szignifikansan lecsokkentette a DA
felszabadulast, de csak a nyugalmi felszabadulas els6 fazisban (FRR2/FRR; = 0.99 +
0.04, n=7; p < 0.001). A késébbi fazisban mar nem volt kimutathat6 hatasa (FRR3/FRR1
=1.13+0.06, n=7; p = 0.879; 11/C-D. abra).

Az NMDA hatas specificitasanak ellendrzése céljabol szelektiv NMDA antagonista AP-
5-6t perfundaltunk a preperfuziotdl kezdve 50 uM koncentracioban. Az AP-5 teljesen
legatolta a cochleaban az NMDA okozta nyugalmi DA felszabadulast (11/D. dbra) és
megakadalyozta az NMDA téringerléssel kivaltott DA felszabadulast fokozé hatasat is
(FRS2/FRS1 = 1.03 £ 0.07, ami nem szignifikans eltérés a kontrollhoz képest).
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11. abra: Az NMDA receptorok részben NO kozremiikodésével valtjak ki a DA
felszabadulast a cochledban.

A) DA felszabadulas kontroll koriilmények kozott, valamint NMDA (10 és 100 uM), és
D-AP-5 (50 uM) hozzaaddasa mellett. Az elektromos téringerlést (FRS1 és FRS2)
vizszintes rovid fekete vonalakkal jeloltiik. A kontroll nyugalmi felszabadulast (FRR1), a
nyugalmi felszabadulasra gyakorolt droghatas korai fazisat (FRR2, a mintagyiijtés 21-

crer

crer

allo téglalapok jelzik. Az NMDA-t a 21. perctol kezdtiik adni, ezt a vizszintes sziirke
vonal jelzi.

B) Az osszesito oszlopdiagram az NMDA (100 uM) téringerléssel kivaltott DA
felszabadulasra (FRS2/FRS1) valo hatasat mutatja (atlag + SEM; n = 10; **p < 0.01).
C) Nyugalmi DA felszabadulas kontroll kériilmények kozott, valamint NMDA (100 #M)
és NMDA plussz L-NAME egyiittes (100 - 100 M) hozzaaddasa mellett. Az NMDA-t a
21. perctol (vizszintes sziirke vonal), az L-NAME-t a preperfiziotol kezdve
(vilagossziirke vonal) tettiik a perfuzios oldathoz
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D) Az oszlopdiagrammok az L-NAME (10 és 100 uM) és az AP-5 (50 uM) NMDA-
kivaltotta nyugalmi DA felszabaduldsra kifejtett hatasat mutatjak. Az L-NAME kivédte a
felszabadulas elso fazisat (FRR2/FRRI), de nem befolyasolta a masodik fazist
(FR3/FRR1; dtlag + SEM; n =10; **p < 0.01, *p < 0.05).

5.2.3. Az NMDA/NO hatasban a DA visszavétel nem jatszik szerepet

Mivel korabban mar kimutattdk, hogy a NO a kozponti idegrendszerben a DA
visszavétel gatlasa révén fokozza a DA felszabadulast (Kiss, Zsilla et al. 2004),
megvizsgaltuk, hogy a LOC efferens rostok esetében az NMDA kivaltotta DA
felszabadulasban szerepet jatszik-e az NO kozvetitette DA visszavétel gatlas. A kisérlet
teljes ideje alatt jelen 1év6 DA visszavételt gatlo nomifensin (10 uM) nem befolyasolta
L-NAME-nak (100 uM) sem a nyugalmi DA felszabadulast okozo6, sem a stimulalt
felszabadulast fokozo hatasat, igy a visszavétel szerepe az NMDA/NO hatasban nem
igazolodott (FRS2/FRS1=1.04 + 0.11; FRR2/FRR1=0.97 £ 0.05, n = 5; p < 0.01; 12/A-
C dbra).
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12. dabra: A DA visszavétel nem jatszik szerepet az NMDA-indukdlta DA

felszabadulas fokozoddsban.

A) Az NMDA (100 uM) DA felszabadulasra gyakorolt hatdsa nomifensin jelenlétében
(10 uM; dttetszé sziirke hdaromszogek) és hianyaban (fekete pontok). Az NMDA a 21.
perctol (vizszintes sotétsziirke vonal), a nomifensin a preperfiiziotol kezdve (vizszintes
vilagoSsziirke vonal) keriilt a perfuzioba. Az elektromos téringerlést (FRSI és FRS2) a
rovid fekete vonalak jelzik.

B) Az oszlopdiagram az NMDA (100 uM) és az L-NAME (100 M) elektromos
teringerléssel kivaltotta DA felszabadulasra kifejtett hatasat mutatja a nomifensin (10
UM) szimultan applikaciojaval, illetve anélkiil.

C) Az oszlopdiagram az NMDA (100 uM) és az L-NAME (100 ¢M) nyugalmi DA
felszabadulasra kifejtett hatasat mutatia a nomifensin (10 uM) szimultin
applikacidjaval, illetve anélkiil. Lathato, hogy a nomifensin sem az NMDA, sem az L-
NAME hatdsat nem befolydsolta szignifikansan. Atlag + SEM; n = 5-6; ns = nem
szignifikans.
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6. Megbeszélés
6.1. Purinerg Ca?* szignalizici6 hallé egerek tamasztosejtjeiben
6.1.1. ATP és Ca?* jelatvitel a cochleaban — a hemicochlea preparitum jelentdsége

A sejten belilli Ca?* szignalok szamtalan élettani és korélettani folyamatot
szabalyoznak masodlagos hirvivéként (Bootman, Collins et al. 2001), tébbek kozott a
belséfiilben, a csigaban is (Ceriani and Mammano 2012). A cochlea szabalyozasaban
meghatdrozo szerepet jatszo purinerg rendszer is kiemelt méasodik hirvivéként hasznalja
az intracellularis Ca?*-ot. A purinerg Ca?" szignalizacié mar az embriondlis érési
folyamatokban is megfigyelhetd, de a posztembriondlis iddszakban is komoly
koriilmények kozott is (Housley, Jagger et al. 2002, Gale, Piazza et al. 2004, Tritsch, Yi
et al. 2007, Housley, Bringmann et al. 2009, Mammano 2013). A csigaban az ATP
szabalyoz6 hatasa egyrészt “hormonszerii”, toénusos mechanizmus, ami a stria
vascularisbol torténé ATP felszabadulason alapul, és elsdsorban a cochlea aktiv
hangerdsitését szabalyozza zajterhelés esetén (Munoz, Kendrick et al. 2001). Emellett a
Corti-féle szervben helyileg is felszabadul ATP, mely auto- és parakrin regulalo hatassal
bir. Felszabadul ATP sériilt szOrsejtekbdl, mely a kornyezd tamasztosejtek kozott
halado, intercellularis Ca?* hullamot valt ki (Gale, Piazza et al. 2004, Piazza, Ciubotaru
et al. 2007), de a tamasztésejtek maguk is képesek ATP-t felszabaditani connexin
hemicsatornakon keresztiil (Zhao, Yu et al. 2005). Ilyen jellegii parakrin ATP
szabalyozast mar kimutattak glidban és glia jellegii szovetekben (Scemes and Spray
2012, Vardjan and Zorec 2015, Voigt, Grosche et al. 2015), melyhez hasonlo felépitésii
és szerepli a tAmasztosejt-rendszer is. Az ATP-kivaltotta Ca?* jeleket eddig elsésorban
izolalt sejtes kisérletekben (Ashmore and Ohmori 1990, Dulon, Moataz et al. 1993,
Dulon, Blanchet et al. 1994, Matsunobu and Schacht 2000, Chung and Schacht 2001),
illetve embrionalis vagy Ujsziilott ragesalokban (Gale, Piazza et al. 2004, Piazza,
Ciubotaru et al. 2007, Anselmi, Hernandez et al. 2008) vizsgaltak, mikozben az egerek
két hetes életkorukig nem hallanak (Ehret 1976), igy az ujsziilott vagy embrionalis
allatokbol nyert eredmények, bar kétségtelen fejlédésbiologiai jelentdséggel birnak,
nem tiikrozik az érett, hallo allatok cochledjaban zajlo folyamatokat. A hagyomanyos
kisérletes modellek nem 6rzik meg a Corti szerv bonyolult felépitését, illetve

sejttenyészetekben metabolikus atalakulds mehet végbe, mely befolyasolja az
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eredményeket. Modelliink eldnyét az adja, hogy lehetdséget nyujt egyszerre tobb,
kiilonboz6 tdmasztosejt szimultan, kalibralt Ca®* szint vizsgilatira az eredeti, in vivo
anatomiai helyzetet megkozelitd szoveti kornyezetben, akut preparatumként, hallo

egérben.

Az meg6rzott anatémiai struktira azt is jelenti, hogy modelliinkben a tamasztdsejtek
kozotti 6sszekottetés, a gap junction halozat épen marad. A Corti szervben gap junction-
okat kizarolag a tamasztosejtek kozott mutattak ki, mig a szenzoros szOrsejtek kozott,
vagy a szenzoros és a nem szenzoros sejtek kozott nincs ilyen kapesolat (Kikuchi,
Kimura et al. 1995, Zhao and Santos-Sacchi 2000). Habar a szorsejtek és a hozza
kapcsolodo afferens idegek végzik a direkt hangétalakitast, elektromos jelgeneralast, és
annak tovabbitdsat a kozponti idegrendszerbe, a tamasztdsejtek kozotti gap junction
halozat intakt miikodése is 1étfontossagu a halldszerv élettani mitkodéséhez. A gap
junction haldzat hianya, kéros miikodése siiketséget okoz (Beltramello, Piazza et al.
2005, Zhang, Tang et al. 2005). A gap junction-ok elsédlegesen Cx26 és Cx30 connexin
fehérjékbol épiilnek fel a cochleaban (Lautermann, ten Cate et al. 1998, Forge, Becker
et al. 2003), melyek koziil a Cx30 elsésorban kationok szamara atjarhato (Manthey,
Banach et al. 2001), mig a Cx26 az ionok mellett hirvivé molekulak szamara is
(Beltramello, Bicego et al. 2003), aminek koszonhetéen példaul ATP, ciklikus adenozin
monofoszfat (CAMP), ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP) és inozitol 1,4,5-
trisphosphate (IP3) is részt tudnak venni az intercellularis jelatvitelben. A fentieknek
megfelelden a gap junction-ok elsddleges szerepe a jelatvitel és az ion homeosztazis
biztositasa (Santos-Sacchi 1985). Ez utdbbi funkcidjukon belil ki kell emelni az
endolympha K* tartalmanak shuntolését (Boettger, Hubner et al. 2002), mellyel a Corti
szerv érzékenységét tudjak csokkenteni patologias koriilmények kozott, elkeriilve vagy
mérsékelve ezaltal a szerv kdrosodasat. Az érett egyedekben zajlo élettani €s patologias
folyamatok szabalyozasa mellett a tdmasztosejtek a cochlea fejlodésében is fontos
szabalyozd szerepet jatszanak. Még a hallas kialakuldsa el6tt, spontdan ATP
felszabaditasukon keresztiil aktivaljak az IHC-ket és eldsegitik az IHC-halléneuron

szinapszis valamint a hallopalya érését (Tritsch, Yi et al. 2007).
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6.1.2. Az ATP Kkivaltotta Ca?* valaszok karakterisztikaja a timasztésejtekben

a receptorok kornyékén metodikai nehézségek miatt legfeljebb csak becsiilhetjiik, de
pontosan meghatarozni nem tudjuk (Lazarowski, Boucher et al. 2003), és ez a
megallapitas a cochleara is igaz (Housley, Marcotti et al. 2006). Ujsziilétt allatokbol

szarmaz6 tamasztosejt tenyészetben intra- és intercellularis Ca?" oszcillaciot figyeltek

c sy

crer

emelésének hatasara. Erett allatokbol szarmazd, izolalt timasztosejteken igen széles
koncentracié tartomanyban (0.01-1000 uM) tesztelték az ATP Ca?* valaszokat kivalto
hatasat (Ashmore and Ohmori 1990, Dulon, Moataz et al. 1993, Matsunobu and Schacht
2000, Chung and Schacht 2001), leggyakrabban azonban 10 ¢s 100 puM ATP-t
hasznaltak a kisérletek folyaman. Felnétt tengerimalacokbdl szarmazd in  situ
preparatum Deiters- (Lagostena and Mammano 2001) ¢és Hensen sejteiben (Lagostena,
Ashmore et al. 2001) is megfigyeltek ATP indukélta Ca®" valaszokat. A Hensen sejtek
esetében az ECso értéket ~50 uM-nak talaltak, majd a 100 uM (pipettabol torténd
puffantas) és az 1 mM ATP (caged ATP) altal kivaltott tranziensek tulajdonsagait
vizsgaltak tovabb. A tamasztosejtek kiilonbozé koézleményekben meghatarozott ATP
érzékenységének kozvetlen Osszehasonlitdsat megneheziti a kiilonbozd preparatumok
(faj, életkor, preparalas) és kiilonb6z6 ATP applikaciok (pipetta puff, perfizio, caged
ATP) alkalmazasa. A mi in situ hemicochlea preparatumunkban 1 és 100 uM kozotti
Ca?* szignalokat mindharom vizsgalt sejttipusban (pillér-, Deiters- és Hensen sejt).

Figyelembe véve az ATP adasunk modszerét (rovid perfazioban; 1. Modszerek), a sejtek
felszinén 1év6 receptorokat valojaban eléré ATP koncentracio valdsziniileg alacsonyabb
mint a perfuziora keriild oldat ATP koncentracioja. Mas megfogalmazasban, a sejtek
ATP érzékenysége valosziniileg kicsit magasabb. Mindazonaltal, mivel a harom
tamasztosejttipus eredményeit egy preparatumban, azonos kondiciok mellett mértiik,
valosziniileg megbizhatobban mutatjadk a pillér sejtek alacsonyabb érzékenységét,
amelyekben még 10 pM ATP koncentracid sem okozott szignifikins [Ca®'];
emelkedést, szemben a Deiters- és Hensen sejtekben megfigyelt egyértelmii valasszal. A

kivaltott tranziensek amplitadéja és a nyugalmi [Ca?*]i, amit abszolut értékekben (nM)
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mértlink, azonos nagysagrendben volt a felndtt tengerimalacbol izolalt Deiters- ¢€s
Hensen sejtekben mért értékekkel (Lagostena, Ashmore et al. 2001, Lagostena and
Mammano 2001), bar a korrekt 6sszehasonlitast neheziti, hogy ezekben a kisérletekben
csak egy hullamhosszi festéket, vagy nem kalibralt arany- illetve AF/F értékeket
hasznaltak. A fenti, Mammano munkacsoport altal végzett vizsgalatsorozatokban mind
a Deiters, mind a Hensen sejtekben megfigyeltek deszenzitizaciot (Lagostena, Ashmore
et al. 2001, Lagostena and Mammano 2001), melyet mi is tapasztaltunk, ha a két ATP
stimulus kozti id6 intervallum 10 vagy még inkabb ha 5 perc volt. 20 perces
1dokozokben végzett ingerlés esetén nem figyeltink meg szignifikdns amplitiddo
kiilonbséget az egyes Ca®" jelek kozott, ami lehetdséget adott a belsé standardos

kisérleti elrendezés alkalmazasara.

Az ATP vélaszok karakterisztik4jat meghatarozza, hogy mind az ionotrop P2X, mind a
metabotrop P2Y receptorcsaladnak szamos altipusa van. Ezidaig 7 kiilonb6zé P2X
receptor expressziodjat sikeriilt kimutatni, melyek 3 alegységbdl, homo- vagy heteromer
formaban épiilnek fel, azonban a P2X6 receptor csak heteromultimer forméban
funkcional (Burnstock 2007). A P2X receptorok nem szelektiv kationcsatornaként
miikddnek, némileg eltérd Na* és Ca?* 4tereszté képességgel. Ez aldl kivétel a P2X7
molekulak részére is atjarhatova valik. A P2Y receptorcsaladhoz 8 kiilonb6zd human
receptor tartozik, azonban ezeken til még tobb receptor-altipust mutattak ki nem
emldsokben. A P2Y receptorok G-fehérjék kozvetitésével fejtik ki hatasukat. A P2Y1,
Y2, Y4, és Y6 receptorok aktivaciodja inozitol-triszfoszfat (IP3) szintézis fokozodasahoz
vezet, ezen keresztiil pedig intracellularis Ca®* véalaszt valt ki. A tobbi P2Y receptor az
(Burnstock 2007) adenilat-ciklaz rendszeren fejti ki hatasat, vagy esetleg azzal szinkron

az IP3 termelést is befolyasolja.

Kérdés volt, hogy a pillér-, Deiters- és Hensen sejtek ATP kivaltotta Ca?" valaszaban
melyik P2 receptor vesz részt. Az ionotrop P2X receptorok szerepének vizsgalatara
Kivettiik a perfiizios oldatbol a Ca?*-ot, mig a metabotrop P2Y receptorok részvételének
megallapitisara a bels¢ Ca?* raktarakat kiiirit6 SERCA pumpa gatlé CPA-t adtunk a
perfuzios oldathoz. Mindkét beavatkozis soran a Ca®* szignilok amplitadojanak
jelentds csokkenését észleltik, ami alapjan feltételezhetjiik, hogy mindegyik

sejttipusban mind a P2X, mind a P2Y receptorok részt vesznek az ATP indukalta Ca?*
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valaszok kialakulasaban. Habar nem fehérje szinten, és nem sejt-specifikusan, de ezt az
eredményliinket tamogatja RT-PCR analizisiink is, ami P2X2,3,4,6,7 és P2Y1,2,6,12,14
receptorok mMRNS-einek jelenlétét mutatta ki hasonlé egerek Corti szervében.

A széles spektrumu purinerg receptor antagonista PPADS alkalmazasa tovabbi
informaciéval szolgalt a tamasztosejtek purinerg receptorainak funkcionalis
expresszigjat illetéen. A PPADS gatolja szamos P2X ¢és néhany P2Y receptor
miikodését (Gever, Cockayne et al. 2006, von Kugelgen 2006). Gatlo hatasa a pillér
sejtekben ¢és hatastalansaga a Deiters- és a Hensen sejtekben eltéré funkcionalis
purinerg receptor populdciot valoszinisit a pillér- vs. Deiters/Hensen sejteken.

Az extracelluldris Ca?* megvonas ATP indukalta Ca®* valaszra vald gatlé hatasat pillér,
Deiters- és Hensen sejtekben mar tobb kisérleti modellben is vizsgaltak, jellemzéen
izolalt sejteken (Ashmore and Ohmori 1990, Dulon, Moataz et al. 1993, Matsunobu and
Schacht 2000, Chung and Schacht 2001) és/vagy in situ preparatumon (Lagostena,
Ashmore et al. 2001, Lagostena and Mammano 2001), de egyik kozlemény sem
vizsgalta mindhdrom tdmasztosejt tipuson ugyanabban a preparatumban szinkron.
Vélhetden ez az oka annak, hogy a kiilonbozd vizsgalatok a Ca?* mentes kornyezet
intracellularis Ca®" tranzienst gitld hatékonysdgat nagyon kiilonbozé mértékiinek
talaltak, beleértve a valasz teljes eltorlését is Hensen sejtekben (Dulon, Moataz et al.
1993).

Az ER Ca?* raktar kiiiritésének hatasat joval kevesebben vizsgaltdk, és azt is Gjsziilott
P1-3 patkanyokbol késziilt szovetkultaran (Gale, Piazza et al. 2004, Piazza, Ciubotaru et
al. 2007). Legjobb tudomasunk szerint mindkét eljaras (kiilsé Ca?* megvonas, illetve a
belsé raktarak Kkiliritése) hatasat egy modellen, kiilonosen egyszerre mindharom

tamasztosejt tipusban, eddig nem vizsgalta meg senki.

6.1.3. Purinerg Ca?" szignaliziciés kiilonbségek az egyes timasztésejt tipusok
kozott

Kisérleteink soran nem csak azt taldltuk, hogy az ATP kivaltotta Ca* tranziens az
extracellularis Ca?*-on kiviil az intracellularis Ca®" raktaraktol is fiigg, de megfigyelhetd
volt, hogy ez a Deiters és a Hensen sejtekben kifejezettebb volt, mint a pillérsejtekben.
Kiilonb6z6 tipusu sejtekben mar korabban kimutattak, hogy a SERCA pumpa gatld
thapsigargin vagy a CPA felfedi az ER Ca?" szivargast (Hofer, Curci et al. 1996,
Dyachok, Tufveson et al. 2004), beleértve a gliaszovetet is (Beck, Nieden et al. 2004).
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A szivargds mértéke jellemzi az endoplazmés retikulum kapacitasat, illetve
permedbilitisat, valamint befolyasolja toltdttségi allapotat, ami viszont kihat a Ca®*
vélaszok kialakulasara (Camello, Lomax et al. 2002). igy a Deiters, de még inkabb a
Hensen sejtekben észlelt kifejezettebb ER Ca?* szivargas a belsé raktarak Ca?*
szignalizacioban betoltott nagyobb aktivitasara utal, szemben a pillér sejtekkel. Ez
magyarazhatja azt is, hogy a Hensen illetve a Deiters sejtek esetében miért észleltiink a
kiils6 Ca?* megvonas nyugalmi [Ca®]i-ra valo hatasaval szembeni nagyobb
rezisztenciat. Az extracellularis Ca?* megvonasa a pillérsejtekben okozta leggyakrabban
az alap [Ca®*]i lassti csokkenését, mig ezt csak ritkdn figyeltink meg a Deiters
sejtekben, és szinte nem fordult el a Hensen sejtekben.

Mig a pillérsejtekben a kiilsé Ca?" megvonas és a belsé raktarak kiiiritése okozta valasz
amplitado csokkenés Osszege megkozelitdleg megegyezett a kontroll kisérletekben mért
valaszok amplitidéjaval, addig a Deiters és a Hensen sejtekben ez az Osszeg joval
meghaladta a kontroll valaszok amplitidojanak nagysagat. Az utdbbi sejttipusok kiils6-
és belsd Ca?'-tol fiiggd ATP vélaszainak szupralinearis additivitaisa - szemben a
pillérsejteknél tapasztalt linearis additivitasaval - az extra- és az intracellularis Ca®*
fiiggd ATP szignalizacid szinergikus interakcidjara utal. A jelenség hatterében a Ca?*
indukalta Ca?* felszabadulas (CICR) 4llhat, melynek lényege, hogy a belsé Ca?'
raktarak Kkiiiritése nem csupan az eredendden belsé raktarakra épiild Ca®* jelek
kialakulasat, de a kiilsd, extracellularis térbdl szarmazo Ca?* jelek belsé raktarak altali
felerdsitését is gatolja. Jelen esetben nem csak Onmagaban a metabotrop P2Y
receptorok, de az ionotrop P2X receptorok miikddésére is kihat. Ez oda-vissza igaz: a
kiilsé Ca*" megvonasa nem csak a bearamlé Ca®*-bol felépiild szignalokat gétolja,
hanem blokkolja a belsd raktarak erésité funkcidjat is a Ca?* felszabaditasuk
inditasahoz sziikséges primer Ca®" szignal létrejottének gatlasaval. A CICR egyttal
magyardzatot adhat a CPA massziv gatlo hatasara, amely meghaladta az extracellularis

Ca?" megvonasanak hatésat is.

CICR soran az extracellularis térbdl belépé Ca®" a belsd raktarakbol is felszabadit Ca?*-
ot ryanodine (RyR) vagy IPs receptorokon keresztiil. A klasszikus felfogas szerint a
CICR RyR-ok segitségével valosul meg, mert az IP3 receptorokon keresztiili CICR
esetén a folyamat egy masik hirvivotol, konkrétan az IP3 jelenlététdl is fiigg (Endo
2009). RyR-okon alapulé CICR-t mar megfigyeltek a belséfiilben, a szorsejtekben és a
ganglion spirale neuronjaiban (Beurg, Hafidi et al. 2005, Grant, Slapnick et al. 2006,
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Morton-Jones, Cannell et al. 2008), azonban a RyR-ok jelenléte, illetve szerepe
ellentmondasos a tdmasztosejtekben. Piazza és munkatarsai szerint 0jsziilott patkanyok
tamasztosejtjeinek ATP indukalta Ca?" jelatvitelében nincs szerepe a ryanodine
receptoroknak (Piazza, Ciubotaru et al. 2007). Ezzel szemben Morton-Jones és
kutatocsoportja felndtt patkdnyok Deiters sejtjeinek csucsi  régidjaban nagy
mennyiségben talalt RyR-okat (Morton-Jones, Cannell et al. 2006), és a Hensen sejtek
kozotti jelatvitelt is befolyasolja a RyR agonista koffein és raynodin (Sato, Handa et al.
1998), valamint fiatal tengerimalacok cochleajanak mikromechanikajara is kihat ez a
két vegyiilet (Bobbin 2002). Liang és kollégainak kutatasi eredménye segithet feloldani
az ellentmondasokat, mivel Ok kimutattak, hogy a RyR-0k expresszidja az
egyedfejlédés soran valtozik (Liang, Huang et al. 2009). Mig ujsziilott patkanyokban
nem sikeriilt RyR-0k jelenlétét igazolni a tamasztosejtekben, addig 10 napos
ujsziilottekben mar mindegyik tamasztdsejtben ki lehetett mutatni, felnétt allatokban
pedig még az ujsziilotteknél is kifejezettebb expressziot talaltak. Mivel kisérleteink
soran fiatal felnétt allatokkal dolgoztunk, a RyR figgd CICR részvétele az ATP

kivaltott Ca?* vélaszban redlis lehetéség a Deiters és Hensen sejtekben.

Az IP;3 fiiggé CICR figyelheté meg azokban a sejtekben, amelyek intracellularis Ca®*
szignalizacoja nagymértékben IP3 fliggd (Hajnoczky, Hager et al. 1999). Ezekben a
sejtekben a kezdeti [Ca®"]i emelkedés érzékenyiti a belsd raktarakat IPs-ra, és igy jon
1étre egy a klasszikus CICR-nek megfeleld jel felerdsités és az ER-on szomszédos IP3
receptorok érzékenyitésével jel tovaterjedés (Sheppard, Simpson et al. 1997). Az IPs a
cochledban is igen fontos hirvivd molekula. Ha a képzddése zavart szenved, az
hallascsokkenéshez vezet (Rodriguez, Simeonato et al. 2012), illetve az a mutacio, ami
miatt a gap junction-o6k IP3 atjarhatosaga megsziinik, siiketséghez okoz (Beltramello,
Piazza et al. 2005). Az IP3 fiiggd CICR is 0Osszhangban van eredményeinkkel,
megmagyarazza, hogy a Deiters és a Hensen sejtek ATP kivéltotta Ca?* valaszai miért
mutatnak nagymértékli fliggést a belsd raktarak telitettségi allapotatdl. Eredményeink
szerint a Deiters és a Hensen sejtek purinerg Ca®" jelatviteli rendszere nagyfoku
hasonlosagot mutat, szemben Dulon ¢és munkatarsai izolalt sejteken kapott
eredményeivel (Dulon, Moataz et al. 1993), akik ugy talaltak, hogy mig a Deiters
sejtekben az ATP mind a kiilsé, mind a belsé Ca?*-ot mobilizélja, addig a Hensen sejtek
esetében a belsé raktarakbol felszabadulo Ca?* nem jatszik szerepet a Ca?" szignalok

1étrejottében.
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A Deiters és a Hensen sejtekkel szemben a pillérsejtek purinerg Ca®* szignalizaciojdban
a CICR vélhetden nem jatszik szerepet. A Deiters és a Hensen sejtekkel 6sszehasonlitva
kisebb mértékii ER Ca®* szivargast mértiink. A pillérsejtek az ATP-re is kevésbé voltak
érzékenyek. A Deiters ¢és Hensen sejtekkel szemben ATP valaszaik PPADS
érzékenységet mutattak (13. dbra). A purinerg Ca?* szignalizacidban tetten érhetd
kiilonbségek Osszhangban vannak azzal, hogy a kiilonb6z6 morfologidju,
ultrastruktaraju, ¢és elhelyezkedésti tamasztosejteknek nem egyforma funkciot
tulajdonitanak (Raphael and Altschuler 2003). A pillérsejtekkel szemben a Deiters és a
Hensen sejteknek a statikai szerepen tul tovabbi funkcioi lehetnek a hallas élettanaban
pillérsejtek nem (Burgess, Adams et al. 1997, Fechner, Burgess et al. 1998). Az egyes

tamasztosejt tipusok purinerg Ca?* szignalizacidjaban megmutatkozé kiilonbségeknek a

szenzorineuralis hallascsokkenés elleni terapia targetalasanal is jelentdsége lehet.

Deiters sejtek

Pillérsejtek Hensen sejtek

ATP ATP

orymenion || e

l P2X
\

\&PLC Ca+ & \F‘LL Ca2+/C I?!;
’_\:[T |P-3 receplor ’E:[T IP; IF' R receptor

Ca* | Catt <———E12 |

Endoplazmés | | Endoplazméas |
retikulum retikulurm

13. dbra: Kiilénbségek a tamasztosejtek purinerg Ca®* szignalizdcidjdaban.

6.3. Az NMDA receptorok ¢és az NO szerepe a LOC efferensek DA
felszabadulasaban — az ,,ultra-short feedback loop”

A Corti szerv tamasztosejtjei purinerg Ca?* szignalizacidjanak vizsgalata mellett az

afferens halloideg védelmében is szerepet jatszo dopaminerg LOC rendszer
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szabalyozasanak tovabbi karakterizalasat is megkiséreltiik. Munkacsoportunk korabbi
eredményei Osszhangban alltak azzal az elképzeléssel miszerint a dopaminerg LOC
rostok egy feedback rendszer efferens karjaként otoprotektiv szerepet tolthetnek be,
mérsékelve az afferens halldideg rostok glutamaterg talaktivalodasat és igy
excitotoxikus karosodasat (Gaborjan, Lendvai et al. 1999, Lendvai, Halmos et al. 2011).
A korabbi kisérletek alapjan igazolodott, hogy a LOC rostok DA felszabaditasa tonusos
GABAerg gatlas alatt all, mely gatlais GABAa antagonista bicucullinnal, illetve a
metabotrop glutamat receptorok agonistaival felfiiggesztheté (Doleviczenyi, Halmos et
al. 2005), igy az IHC-kbol felszabadulo Glu a GABAerg LOC rostok gatlasan keresztiil
tudja a DA felszabadulas fokozasaval mérsékelni sajat potencialis sejtkarositd hatasat.
Emellett felmeriilt egy masik diszinhibitoros szerotonerg mechanizmus jelenléte is a
DA felszabadulas szabalyozasaban (Doleviczenyi, Vizi et al. 2008).

Az IHC — afferens halldideg— LOC efferens kapcsolat bonyolult szinaptikus rendszer
(Satake and Liberman 1996, Sobkowicz, August et al. 2004). Ugyan a LOC efferensek
kifejlett hallas esetén elsGsorban az afferens neuronon szinaptizalnak, de az afferens
neuronon végz6d6 hagyomanyos, axo-dendritikus szinapszis mellett az idegrostok egy
kisebb része a bels6 szoérsejtekkel is érintkezik a szdrsejt és afferens neuron szinapszisa
kornyékén. Ez a kapcsolat azonban eltér a hagyomanyos szinapszis felépitésétol
(Hashimoto, Kimura et al. 1990, Liberman, Dodds et al. 1990, Satake and Liberman
1996). Emellett megfigyelhetd itt egy specialis sejtkozotti kapcsolat, az ugynevezett
triddikus szinapszis, ahol a LOC efferens egy szinapszis keretében egy belsd szdrsejttel
és a hozzd kapcsolodo afferens neuronnal is szinaptikus kapcsolatot alakit ki
(Sobkowicz, August et al. 2004). A neuronalis kapcsolatok Osszetettsége miatt a
parakrin szabalyozas jelentésége ebben a rendszerben vélhetéen nagy. Ilyen
szempontbol idealis szabalyozo jelolt az NO, amely nemszinaptikusan is képes
jelatvitelre (Kiss, Zsilla et al. 2004). A koézponti idegrendszerben mar kimutattak a DA
felszabadulasra kifejtett hatasat (Hanbauer and Grilli 1992). Jelenléte igazolt a
cochleaban (Michel, Hess et al. 1999, Popa, Anniko et al. 2001, Shi, Ren et al. 2001).
Ugyanakkor az NO valos élettani-korélettani hatasat kettésség kiséri: bar az NO részben
fontos, regulator szerepet betoltd jelatviteli molekula, viszont citotoxikus hatasu lehet,
mely akar sejthalalhoz is vezethet (Moncada and Bolanos 2006, Brown 2010). Ez
utobbi lehetdséget erdsiti, hogy szamos kisérletsorozat eredménye Sszerint a belsofiil

tobb patologids éallapota (ischemia, zajartalom, idéskori hallascsokkenés) részben az NO
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fokozott termelddésére, magas NO szintre vezethetd vissza (Takumida, Anniko et al.
2001, Tabuchi, Nishimura et al. 2010).

Shi és munkacsoportja a NOS gatlo L-NAME segitségével zajhatasra fokozéddo NOS
aktivitast igazolt a cochleaban (Shi, Ren et al. 2002), mely NOS aktivitas hatterében
tobb enzim izoforma mikodése is allhat, mivel tobb altipust is sikeriilt kimutatni a
csigaban (Michel, Hess et al. 1999). Ugyanakkor az excitotoxicitas vonatkozasaban az
NMDA miikédéséhez kotott nNOS enzim a legfontosabb, melynek jelenlétét mar a
bels6fiil tobb sejtjében is igazoltak, példaul a ganglion spirale-ban, az IHC-k és az
OHC-k alatt talalhaté idegvégzddésekben, de magukban a szdrsejtekben, illetve a
Deiter's sejtekben is (Fessenden, Coling et al. 1994, Zdanski, Prazma et al. 1994,
Takumida and Anniko 2002).

Bar kisérleteinkben nem tudtunk a LOC efferensek DA felszabaditasara hatdo endogén
tonusos NO regulaciot kimutatni, és az elektromos téringerlés okozta DA felszabadulas
mértékét sem fokozta a NO, viszont egyértelmiien befolyasolta a nyugalmi DA
felszabadulasat, amit az NO donor nitroprusszid és a DEA NONO-4t hatdsaval
igazoltunk. Az NMDA receptorok aktivacioja is fokozta a nyugalmi DA felszabadulast
és ezt részben, a hatas korai fazisaban, NO kozvetitésével tette. Eredményeink arra
utalnak, hogy a dopaminerg LOC efferensekbdl torténé DA felszabaditason keresztiil az
NO egy lokalis protektiv feedback rendszer része lehet. Nem kizart, hogy a korabban
emlitett lokalis GABAerg diszinhibicion til egy masik helyi protektiv visszacsatolasi
mechanizmus is létezik: az IHC-k altal kibocsatott nagy mennyiségli Glu képes arra,
hogy a sajat toxikus hatasat az NMDA receptorok aktivaciojaval, részben parakrin NO
hatds kozvetitésével mérsékelje gy, hogy a LOC rostokban fokozza a DA
felszabadulast, igy védve az idegvégzddéseket a Glu excitotoxicitastol. Ezt a

feltételezett védelmi folyamatot ultra-short feedback loop-nak neveztiik el (14. dbra).
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14. dabra: Dopaminerg feed-back kiérék a cochledban. (forrds: Lendvai B,
Halmos GB, Polony, G., Kapocsi J, Horvath T, Aller M, Vizi ES, Zelles T, Neurochem
Int 59:150-158, 2011).

A LOC efferensekbol felszabadulo DA nem kizarolag az agytorzsbol érkezo
visszacsatoldsi impuzusok dltal szabdlyozott, hanem helyileg a glutamdt aktivailta
NMDA receptorok aktivaldsa révén is felszabadulhat (ultra-short feed back loop),
részben NO kozvetitésével.

Kisérleteinkben az NMDA indukalta DA felszabadulasban szerepet jatszo6 NO forrasat
nem sikeriilt azonositani. Mivel az NO egy jol diffundalé anyag, szabadon megy at
bioldgiai membranokon (Gally, Montague et al. 1990), valdsziniileg a dopaminerg LOC
efferensek kornyezetében talalhato sejtekben, idegvégzddésekben képzddik a rajtuk
1év6 NMDA receptorok aktivalasat kovetéen. Az NMDA receptorhoz kotott nNOS altal
termelt NO nyugalmi DA felszabadulast fokozo hatdsa érdekes kapocs lehet a
glutamaterg és a monoaminerg transzmisszio kozott, az elébbi esetében valosziniileg
nem szinaptikus modon (Kiss and Vizi 2001, Vizi, Kiss et al. 2004).

Az agyban az NO gatolja a monoamin felvételt (Lonart and Johnson 1994), igy a DA

visszavétel gatlas felmeriilt mint az NO hatas lehetséges mechanizmusa. A visszavétel
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kisérlet alatti, nomifensinnel torténd “kikapcsoldsdnak™ cochledban tapasztalt

hatastalansaga azonban ellene sz6l ennek a lehetdsségnek.
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7. Kovetkeztetések

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Az irodalomban el6szor alkalmaztunk megfeleld tér- és iddbeli felbontasu
funkcionalis imaging modszert a Corti szerv tamasztosejtjei Ca®*
szignalizaciojanak parallel vizsgalatara hallo egerek in situ hemicochlea
preparatumaban. A preparatum unikalis tulajdonsdgai folytan (hallo allat, jol
megorzott szoveti struktira), az irodalomban alkalmazott preparatumokhoz
viszonyitva, megbizhatobb kovetkeztetések vonhatok le a kifejlett hallasa egér
halloszervének miikodésével kapcsolatosan.

Az ATP reverzibilis és ismételheté Ca?* tranzienseket valt ki - dozis fiiggd
moédon - mindharom vizsgalt tamasztosejtben (pillér-, Deiters- és Hensen
sejtek).

Az ATP kivaltotta Ca?* tranziensek kialakitasaban mindharom sejttipusban
szerepe van az ionotrop P2X (extracellularis Ca?* fiiggd) és a metabotrop P2Y
receptoroknak (intracellularis Ca®* fiiggd) is. Mindkét receptor tobb altipusanak
MRNS-e is jelen van a Corti szervben.

A pillérsejtekre az extra- és intracellularis Ca®'-fiiggd valasz komponensek
linearis additivitisa és a purinerg receptor antagonista PPADS-sel szembeni
érzékenység, a Deiters és Hensen sejtekre az extra- és intracellularis Ca?*-fiiggd
valasz komponensek szupralinearis additivitasa (a CICR) és az ER fokozottabb
Ca** csurgisa jellemzé. A purinerg Ca?" szignalizdcié kiilonbozosége
hozzajarulhat a sejtek cochlearis (pato)fizioldgidban jatszott kiilonb6zo
szerepéhez.

Exogén NO hatasara megné a LOC efferensek nyugalmi DA felszabaditasa. A
NOS gatlas hatastalansaga a regulald endogén NO tonus hidnyéara utal. Az
NMDA receptor aktivacid a nyugalmi és az elektromos ingerléssel kivaltott DA
felszabadulast is fokozza.

Az NMDA DA felszabadulést fokoz6 hatasaban szerepe van az NMDA receptor
aktivaciora keletkez0 NO-nak is, de nem vesz benne részt a DA visszavevd
rendszer regulacidoja. Az NMDA receptor/NO/DA felszabadulas feed-back
mechanizmus feltehetéen védd hatast az excessziv Glu felszabadulas okozta

excitotoxikus halldoneuron karosodassal szemben.
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8. Osszefoglalas

A hallasvesztés a leggyakoribb emberi szenzoros karosodas. A cochlea vagy a
halloneuron karosodasa, azaz a szenzorineuralis hallasvesztés (SNHL) gyogyszeresen
nem gyogyithat6. Azonban a cochledban vannak endogén védekezé mechanizmusok: a
cochlearis erdsités mérséklése vagy a belsé szorsejt (IHC)-halloneuron ingeriiletatvitel
hatékonysaganak lateralis olivocochlearis (LOC) efferensek altali csokkentése ilyenek.
A cochledaris erdsitést a Corti szerv tamasztosejtjei és azok parakrin ATP kivaltotta Ca2*
szignalizacioja is szabalyozza. A cochlea specidlis anatomidja nagyban neheziti ennek
vizsgalatat. Az irodalomban el6szor végeztiink funkcionalis képalkoto vizsgalatokat
(fura-2) szimultan harom kiilonb6z6 tipusu tamasztosejten halld egerek hemicochlea
prepardtumaban, hogy vizsgilhassuk a pillér-, Deiters és Hensen sejtek purinerg Ca?*
jelatvitelét. Vizsgalatunkban az ATP doézis fiiggd modon reverzibilis, ismételhetd és
deszenzitizaciot mutatd Ca?* tranzienseket véltott ki mindhrom sejttipusban. Igazoltuk
a P2X és a P2Y szerepét is a valaszban, amit RT-PCR eredményeink megerdsitettek. A
nem szelektiv purinerg antagonista PPADS hatésa eltérd receptor profilt sejtet a pillér-
vs. Deiters- és Hensen sejtek esetében. Utobbi két sejttipusban, de a pillérsejtekben
nem, a Ca?*-fliggd P2X- és a belsd Ca?" raktar fiiggd P2Y kozvetitette ATP valaszok
szupralinearis additivitasat figyeltiik meg. Az interakcié magyarazata a Ca?*-indukalta
Ca?* felszabadulas lehet. Ez 6sszhangban van a Deiters és Hensen sejtekben tapasztalt
nagyobb belsé Ca?" raktar aktivitassal. Az eredmények utalhatnak ezen sejttipusok
cochlearis védelmi funkcioban jatszott eltérd szerepére is. A LOC efferensek, az
agytorzson keresztiili feed-back hurok efferens rostjai, szinapszist adnak a
halléneuronok periférids dendritjére €s ezen keresztiil védik 6ket az IHC-kbdl pl. talzott
zajterhelés hatdsara koros mennyiségben kiomlé Glu okozta excitotoxikus karosodas
ellen. Kimutattuk, hogy az NMDA receptor aktivalasanak hatasara megnd a [CH]DA
elektromos ingerléssel kivaltott és nyugalmi felszabaduldsa is egér cochleaban. A
nyugalmi felszabadulas kezdeti fazisaban az NO volt a kozvetit6 parakrin transzmitter.
Az NO tonusos felszabaduldsara nem talaltunk bizonyitékot, ahogy a DA visszavétel
gatlasat sem tudtuk igazolni a hatasaért felelés mechanizmusként. A Glu kivaltotta
protektiv DA felszabadulas egy lokalis ultra-rovid feed-back mechanizmus alapjat
képezheti. A hallds védelmében szerepet jatszé endogén védelmi mechanizmusok
utat nyithat a SNHL-ok farmakologiai terapiaja felé is.
57



DOI:10.14753/SE.2017.1943

9. Summary

Hearing loss is the most common human sensory deficit. Impairments of the cochlea or
the auditory nerve, i.e., sensorineural hearing losses (SNHLs) are not curable by
pharmacological tools. However, there are endogenous protective mechanisms in the
cochlea. Attenuation of cochlear amplification and decrease in the efficiency of the
inner hair cell (IHC)-auditory nerve transmission by the lateral olivocochlear (LOC)
efferents protect hearing. Cochlear amplification is regulated by the paracrine ATP-
evoked Ca?* signaling in the supporting cells of the organ of Corti, however, the special
anatomy of the cochlea hampers observing these mechanisms. For the first time, we
have performed functional ratiometric Ca?* imaging (fura-2) in three different
supporting cell types in the hemicochlea preparation of hearing mice to measure
purinergic receptor-mediated Ca?* signaling in pillar, Deiters’ and Hensen’s cells. ATP
evoked reversible, repeatable and dose-dependent Ca2* transients and desensitization in
all three cell types. Involvement of both P2X and P2Y receptor types was proved in all
three cell types. RT-PCR results supported this finding. The effect of the non-selective
purinergic antagonist PPADS suggested different functional purinergic receptor
population in pillar vs. Deiters’ and Hensen’s cells. We also found supralinear additivity
of the extracellular Ca?*-dependent P2X-mediated and the internal Ca* store-dependent
P2Y-mediated ATP responses in the latter cell types, but not in the pillar cells, that
might be explained by Ca?*-induced Ca?* release. This is in accordance with the higher
activity of the internal Ca®" stores in Deiters’ and Hensen’s cells. These results might
also reflect the distinct roles these cells play in cochlear protective function. LOC
efferent fibers, efferent arm of a feed-back loop through the brainstem, have axo-
dendritic synapses on auditory nerve dendrites and can protect them from excitotoxic
damage caused by the excess release of Glu from IHCs e.g. in loud noise. We showed
that activation of NMDA receptors increased the electrical-field stimulation-evoked and
the resting release of [*H]DA from the mouse cochlea. The initial phase of the resting
DA release was NO mediated. We found no evidence of tonic endogenous release of
NO and the inhibition of DA uptake was not involved in the paracrine NO effect. The
Glu-evoked release of the protective DA might form the basis of an ultra-short local
feed-back loop in the cochlea. Deciphering the precise function and modulation of
endogenous pathways playing a role in the protection of hearing could open, over its

physiological significance, new ways of pharmacological interventions in SNHLSs.
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