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1 BEVEZETES

Altaldnos bevezetés

A szenzorineuralis hallaskarosodas egy az életmindséget jelentdsen leronto
allapot, mely az eloregedd tarsadalom ¢€s az egyre fokozodo zajterhelés
miatt lassan népbetegségnek tekinthetd, amihez hozzajarul az ototoxicités és
a genetikai hallascsokkenés is. Eziddig nem sikeriilt sem a megeldzésére,
sem a mar kialakult halldscsokkenés kezelésére hatékony farmakologiai
terapiat talalni, ezért kiemelked6en fontos teriilet a hallas élettananak és
korélettananak kutatdsa, melyben Békésy munkéssagaval az élen a magyar
kutatok uttordszerepet jatszottak.

A szenzorineuralis hallascsokkenés kezelése kutatasat elésegitheti, hogy a
belsofiilben, a mechanikai hanghullamokat felerdsité és elektromos jellé
alakito Corti szervben eleve léteznek endogén protektiv folyamatok, melyek
célja, hogy megelézzeék a hallaskarosodast, illetve mérsékeljék a karosodas
mértékékét. Munkam soran a Corti szerv két kiilonboz0, parakrin
szabalyozasu védekez6 mechanizmusat vizsgaltam kisérletes modellekben.

Az aktiv hangerdsités védelmi jellegii szabalyozasa: purinerg Ca?*
szignalizaci6 a tamasztésejtekben

A Corti szerv lateralis részén talalhato kiils6 szdrsejtek aktivan, frekvencia-
specifikusan felerésitik a hanghullimokat, ehhez sziikséges az Oket glia-
szerli szovetagyként koriilvevé tamasztosejtek megfelelé mikodése is. Ezt
az aktiv hangerdsitd rendszert védelmi szempontbdl elsdsorban az ATP
szabalyozza, parakrin modon, P2X ionotrop, és P2Y metabotrop
receptorokon keresztiil, az extracellularis térb6l szarmazo, vagy a belsd
raktarakbol felszabaditott Ca*-ra épiild, intra- és/vagy intercellularis Ca?
szignalok segitségével.

Az ATP toénusosan szabadul fel a stria vascularisbol az endolymphaba.
Zajterhelés esetén a felszabadulas fokozodik, és részben helyben, a stria
vascularis marginalis sejtjeiben leszabalyozza az endolymphaba torténé K*
kivalasztasat, masrészt viszont az endolymphat hatarolod sejtek felszinén
talalhatok P2X receptorok segitségével K* shunt alakul ki az a
perilymphaba, ezzel redukalva az endocochlearis potencialt, igy
lecsokkentve az eleve koros intenzitasi hangok tovabbi felerésitését. Ebben
a folyamatban a glia-szerli halézatot alkotd tamasztdsejtek aktivan részt
vesznek, melyek connexin hemichanneleken keresztiil maguk is képesek
ATP-t bocsatani az endolymphéba, sot, lokalis szoveti sériilés esetén a
sériilt szorsejtekbdl is kerlilhet ATP az endolymphdba, mely a kornyezd



tamasztosejtekben Ca?* szignalokra épiilé riasztdsi rendszert aktival. Az
ATP mindezek mellett a Corti szerv mikromechanikajat is képes
szabalyozni. Habar az ATP indukalta Ca®" valaszokat mar tobbfajta
tdmasztosejtben is vizsgaltak, ezek a kisérletek jellemzden izolalt sejteken,
vagy sejttenyészeten, illetve embriondlis vagy ujszilott allatok Corti
szervébol szarmazo sejtekben torténtek. A cochlea, azon beliil a Corti szerv
bonyolult anatémiaja és mikodése sziikségessé tenné egy az in Vvivo
szituaciohoz kozelebb allo olyan kisérletes modell kialakitasat, melynek
segitségével hallo, érett allatokbol szarmazd tdmasztosejtek purinerg Ca?
szignalizaciojat  parhuzamosan lehessen vizsgalni a  kiilonb6zo
morfologiaju, ultrastrukturajf, elhelyezkedésti, és kiilonboz6 funkcidju
tamasztosejt tipusokban.

A dopaminerg lateralis olivocochlearis (LOC) efferensek szerepe

A hanger6sitd rendszer protektiv szabalyozasa mellett 1étezik egy a belsd
szOrsejtek altal mar elektromos jellé alakitott hangingert a kozponti
idegrendszer felé tovabbitd afferens halldideg védelmét szolgald rendszer
is. A bels6 szOrsejtbdl koros intenzitasti hanginger esetén extrém mértéki
glutamat szabadul fel, mely excitotoxikus hatast a halléidegen. A glutamat
okozta tulstimuldlds excessziv Na* és Ca®" bedramlast okoz az afferens
halldideg AMPA és az NMDA csatornain keresztiil, amely megndvekedett
vizbedramlashoz és kovetkezményes duzzanathoz vezet, a Ca* pedig a
sejten beliil protedz ¢s lipaz enzimeket aktivalhat, ami sejtpusztulast
okozhat. Az agytorzsb6l a belsd szOrsejt — afferens halldideg szinapszis
kornyékére projicialo lateralis olivocochlearis (LOC) efferens dopaminerg
rostjaibol felszabaduld dopamin (DA) csokkenteni képest ezt az
excitotoxikus hatast mérsékelni.

A LOC rostokbdl felszabaduld DA regulacidjanak mar szamos aspektusa
ismert, de a pontos lokalis szabalyozasa még nem teljesen feltart. A
nitrogén monoxid (NO) a kozponti idegrendszerben fokozza a DA
felszabadulast, és mivel egyértelmii NO aktivitast talaltak a csigaban,
melynek termeléséért felelés nitrogén-monoxid szintaz (NOS) kiilonb6z6
izoformait is kimutattdk mar a cochledban, felmeriil a NO regulacids
szerepe a dopaminerg LOC rostok vonatkozasaban. A NOS neuralis
izoformajanak mikodése az NMDA receptorokhoz kotdtt, mely a belsd
szbrsejtek neurotranszmitterének, a glutamatnak egyik ionotrop receptora.
gy nem kizart, hogy az NMDA receptor és a NO részvételével egy az
agytorzsi visszacsatolasnal rovidebb, lokalis visszacsatolasi rendszer is
szabalyozza a DA felszabadulast a LOC efferensekbdl.



2 CELKITUZES

A Corti szerv tamasztosejtjei purinerg Ca?" szignalizaciojanak
vizsgalata kapcsan:

1.) Olyan funkcionalis imaging mddszer beallitasa, amelynek segitségével
jo tér- és idobeli felbontassal, parallel tudjuk vizsgalni a Corti szerv
kiilonb6z6 tipust timasztosejteinek Ca?* szignalizaciojat, hallé egerek in
situ hemicochlea preparatumaban.

2.) A Corti szerv harom kiilonb6z6 tamasztosejtje (pillér-, Deiters- és
Hensen) nyugalmi [Ca?*]i-janak sszevetése és az ATP adasra kivaltott Ca®*
valaszaik reverzibilitasanak, ismételhetdségének ¢és dozis fliggésének
vizsgalata.

3.) Meghatarozni az ionotrop P2X és a metabotrop P2Y receptorok
részvételét az ATP kivaltotta Ca?* valasz kialakitasaban.

4) A harom tidmasztosejt tipus purinerg Ca®* jelatvitelének
Osszehasonlitasa.

A LOC efferensek DA felszabaditasinak NMDA receptor és NO
medialta regulacioja kapcsan:

5.) Az NMDA és az NO cochlearis DA felszabadulasra gyakorolt hatasanak
vizsgalata.

6.) A LOC efferensekbdl torténé DA felszabadulas NMDA receptor és NO
medialta reguldcios mechanizmusanak feltarasa.

3 MODSZEREK

Altalinos kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez folyamatosan oxigenizalt Un. szdrsejtoldatot (mesterséges
perilymphat) alkalmaztunk (150 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1
mM MgCly, 2.75 mM HEPES, 2.25 mM Tris. pH 7,4, 300 mosm/kg, 1g
a,D-gliik6z). A hemicochlea kisérletekhez p15-21 mindkét nemi, a PCR
kisérletekhez p15-19 mindkét nemd, a [*H]dopamin ([*H]DA) felszabadulas
méréshez 15-25¢g, him, CD1 vad tipusu egereket hasznaltunk.



Hemicochlea Ca* imaging

Egér hemicochlea preparatum

Az allatokat dekapitaltunk, a koponyat a sagittalis sikban kettévagtuk,
feltartuk és eltavolitottuk a bulla tympanit, majd sz6rsejtoldatba helyeztiik.
Sztereomikroszkop alatt feltartuk a cochleat. A csigat disszekaltuk, egy Kis
atlatsz6 mianyag lapra ragasztottuk, és kozvetlen a modiolus felett
kettévagtuk.

Ca?" imaging

A kipreparalt hemicochledkat 10 uM fura- 2 AM Ca?* indikétor festékkel
inkubaltuk 30 percig, majd egy perfuziés rendszerbe helyeztik, és
alternalva, 340 = 5 nm ¢és 380 £ 5 nm excitacids fénnyel vilagitottuk meg.
Az emittalt fényt 510 nm + 10 nm-es filterrel szirtiik, a fluoreszcens
felvételeket Olympus BX50WI mikroszkdphoz csatolt, hiitétt CCD
kameraval készitettik. A rendszert Imaging Workbench 4.0 szoftver
vezérelte. Az 0sszes kisérletet a cochlea basalis kanyarulatan végeztiik.

Az alkalmazott vegyiiletek adasanak mdédja

Az ATP-t 30 masodpercig perfundaltuk. A vizsgalt vegyiileteket 5 perccel
az elsé ATP ingerlést kovetden kezdtiik hozzaadni a szérsejt oldathoz, majd
15 perces folyamatos perfuziot kovetden végeztik el a masodik ATP
ingerlést. Hasonloan jartunk el a Ca?* mentes szérsejt oldat vizsgalatakor is,
lecserélve a Ca®*-ot tartalmazé standard oldatot Ca?* mentes + 1 mM
EGTA-t tartalmazo oldatra.

Ca?* valaszok értékelése, statisztikai analizis

Az emittalt fluoreszcens fény ratio-bdl (F340 / F380) abszolut értékii, sejten
beliili [Ca?*] koncentraciot szamoltunk. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat
a kornyékbeli sejtmentes teriiletet hattérként hasznalva korrigaltuk. A sejtek
[Ca?*]i szamitasat off-line végeztik a kovetkezd egyenlet segitségével:
[Ca?*]i = Kd x Fmax380/Fmin380 x (R - Rmin) / (Rmax - R), amelyben az
R a 340 nm és a 380 nm excitacidhoz tartozo emittalt intenzitas aktualis
aranya, mig Rmax és Rmin 0 mM és teljes [Ca®"] szaturacié esetén mért
arany, Fmax380 ¢és Fmin380 pedig a 380 nm excitaciohoz tartozo
fluoreszcencia intenzitdis 0 mM és teljes [Ca?'] szaturacid esetén. A
rendszerre jellemz6 Kd, Fmax380/Fmin380, Rmin, és Rmax értékeket
empirikusan hataroztuk meg. A Ca?" valaszokat az ATP-kivaltotta [Ca?"];



csucs amplitiddjaval jellemeztiik (A[Ca®*]i nM-ban; cstics - alap). A drog,
valamint a Ca?* mentes oldat ATP vélaszra valé hatasat a drogot tartalmazo
(A[Ca?*]i,2), illetve a drogmentes oldatban (A[Ca®']i,1) mért valasz
aranyaval fejeztik ki  (A[Ca?]i2/A[Ca?*]i,1). A deszenzitizaciot
hasonloképpen vizsgaltuk, azaz a masodik ATP valaszt viszonyitottuk az
els6 valaszhoz. Az adatokat atlag + szords (standard error of the mean -
SEM) formédban szamitottuk. A kisérletek statisztikai elemzésére
egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk Bonferroni post
hoc teszttel, kivéve a deszenzitizacidé vizsgalatoknal, ahol kétszempontos
ANOVA- t hasznaltunk Bonferroni post hoc teszttel. *p < 0.05, ** p < 0.01
or ***p < 0.001.

PCR Kisérletek

Az egereket dekapitaltuk, majd a bullakat kipreparaltuk. A cochlea
megnyitasat kovetden a Corti-féle szervet eltavolitottuk a csontos
modiolusrol, a preparatumot azonnal szarazjégen 1év6 Eppendorf csdvekben
gyujtottiik, majd az analizisig —80 °C-on taroltuk.. A cochlea mintakban
talalhato teljes RNS allomanyt Trizol reagens alkalmazasaval izolaltuk. Az
RNS (2ul) reverz ranszkripcidjat RevertAid First Stand cDNA Synthesis
Kit segitségével végeztik. Az amplifikacid jellemzoi a kovetkez6k voltak:
denaturacié 5 percig 95 °C-on, 80 °C-on start, majd 40 cikluson at, 1-1
percig 94-59-72 °C-on meghosszabbitas, végiil 72 °C-on 5 percig a végsd
meghosszabbitas. A PCR termékeket agardz gél elektroforézissel
analizaltuk.

[*H]dopamin ([(H]DA) felszabadulas mérés egér cochleaban

Izolalt egér cochlea preparatum

Az egereket dekapitaltuk, feltartuk a bulla tympanit, majd kipreparaltuk, és
szOrsejtoldatba helyeztiik. Sztereomikroszkop segitségével feltartuk a
belséfiilet, a csiga csontos vazat korkorosen lepattintottuk, a stria vascularist
pedig lefejtjiik, igy a ganglion spiralet, az afferens hallorostokat, az efferens
idegek axonjait és axonterminalisait, valamint a teljes Corti-szervet
tartalmazé prepratumhoz jutottunk.

In vitro mikrotérfogati perfiizio és elektromos téringerlése

A bels6fiil- preparatumot 1 ml szdrsejt-oldatba helyeztiik, melyhez 0,2 uM
[7,8-3H]DA-t (specifikus aktivitas: 45.0 Ci/mmol) adtunk, és igy 35 percig



inkubaltuk. Ezt kovetden 100 pl belso térfogati plexi kamrakba helyeztiik,
és 37 °C-0s szOrsejt oldattal perfundaltuk. 60 percen keresztiil tartd
eléperfuzioval atmostuk a preparatumot, majd a kovetkezd 57 percben 3
perces frakciokban gyijtéttiik az oldatot, melyek [SH]DA tartalmat a mintik
radioaktivitdsanak mérésével hataroztuk meg, folyadék szcintillacios
szamlalo segitségével. A kamraban talalhatd cochlea szoveten elektromos
téringerlést alkalmaztunk platina elektrodok segitségével, a harmadik (S1)
és a tizenharmadik (S2) frakcioban, 30 V fesziiltséggel, 5 Hz frekvenciaval,
0,5 ms-o0s impulzus- id6tartamig.

Az alkalmazott vegyiiletek adasanak modja

A kisérleteink egy részében DA felvételt gatlo nomifensint alkalmaztunk,
melyet a preperfuziot kovetden, a kisérletek kezdetétdl perfundaltunk a
rendszerbe. A tobbi vegyliletet a gylijtési szakban, két elektromos
téringerlés kozott, a huszonegyedik perctdl kezdve a kisérletek befejezéséig
adtuk folyamatosan. Az NMDA-t Mg?* mentes szdrsejtoldatban, 10 uM
glicinnel egyiitt adtuk a perfizidhoz.

A [*H]DA felszabadulas kiszamitasa, statisztikai analizis

Az adott gy(ijtott frakciora vonatkozd [H]DA felszabadulas mértékét a
szovetben a gylijtési idészakban mérhetd teljes [SH]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 [SH]DA felszabadulas értékébdl
levontuk a nyugalmi felszabadulast (az ingerlés el6tti és az ingerlés
hatasanak befejezodését kovetd frakciok atlagat). A vizsgalt vegyiiletek
hatasat a jelenlétiikben €s a hianyukban alkalmazott elektromos téringerlés
sordn 1étrejott [BH]DA felszabadulés aranyaval, FRS2/FRS1-ként hataroztuk
meg. A nyugalmi felszabadulast 3 kiilonb6z0, egyenként 6 perces
periddusban 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
frakciokat jeloli. Ezek koziil az FRR2 és az FRR3 madr a vizsgalt vegyiiletek
jelenlétében, de még a masodik ingerlés el6tt mért érték, mig az FRR1
értéke a vizsgalando vegyiiletektél mentes, kontroll érteknek felel meg. A
vegyiiletek nyugalmi DA felszabadulasra vonatkozé hatasa a fentieknek
megfelelden az FRR2/FRRI1, vagy az FRR3/FRRI1 aranyszammal keriilt
meghatarozasra.  Statisztikai  analizisre  egyszempontos ~ANOVA-t
hasznaltunk, és Tukey-féle post hoc paros Osszehasonlitast. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.



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, szérsejt oldat elkészitéséhez sziikséges vegyiiletek (Sigma-
Aldrich). Fura-2 AM, Pluronic F-127, Calcium Calibration Buffer Kit with
Magnesium #2 (Molecular Probes). Cyclopiazonic acid (CPA; Alamone
labs). [7,8-3H]DA (Amersham).

4 EREDMENYEK

Purinerg jelatvitel a Corti szerv tamasztosejtjeiben

Pillér, Deiters és Hensen sejtek Ca®* imaging vizsgalatanak beallitasa
hallé egerek hemicochlea preparatumaban

A sejteket mikroszkop segitségével, ferde megvilagitas €s 40-szeres
nagyitds mellett azonositottuk az anatomiai elhelyezkedésiik és alakjuk
alapjan (I. dbra). Minden kisérlet elején meghataroztuk a sejtek nyugalmi

A

+ 4 nM, n = 41), a Deiters (58 £ 5 nM, n = 65), és a Hensen sejtek (98 + 10

nM, n = 53) atlagos nyugalmi Ca?* koncentraciojat.

'\Q A

-

| Ferde megvilagitas, 40x

-
— Ex 380 nm, 40x

1. dbra: Ca?* imaging hallé egerekbdl nyert hemicochlea prepardtumban.
Corti szerv ferde nativ fénnyel, valamint fura-2 AM bulk loading utan 340 és 380 nm-
es excitdcios fénnyel megvilagitva. TM, membrana tectoria;, BM, membrana basilaris;
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IHC, belsd szdrsejt; PC, pillérsejt; OHC, kiilsd szorsejt; DC, Deiters sejt; HC, Hensen
sejt. A fehér vizszintes jelélés: 20 um.

Az ATP ismételhetd, reverzibilis, és dozisfiiggé Ca®* valaszokat valt ki

30 masodpercig adott ATP 1-100 uM koncentracidban mindegyik vizsgalt
sejttipusban reverzibilis és megismételhetd Ca?* jelet indukalt (3/4. dbra).
A pillér sejtek mutattak a legkisebb ingerelhetdséget a Deiters és a Hensen
sejtekkel szemben (3/4. d@bra). Mivel 50 uM ATP gyors, hasonl6 alaki Ca?*
jeleket valtott ki mindharom sejttipusban (A[Ca?*]i nM-ban; pillér sejt: 96 +
14 nM, n=41; Deiters sejt: 104 £ 9 nM, n=65; Hensen sejt: 140 + 10 nM,
n=53), ezért ezt a koncentraciot hasznaltuk a késébbi kisérleteink soran.

[Ca*} (M)

ol

Pillirsejt  Dieiters sejt Hensen sejt

2. dbra: Alap [\ Ca®*]i a Corti szerv kiilonbizd tipusi tamasztésejtjeiben.
Atlag + SEM; n = 41, 65, 53; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Pillérsejtek Deiters sejtek Hensen sejtek
A
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3. dbra: Az ATP reverzibilis és megismételhetd intracellularis Ca?* jeleket viltott
ki a pillér-, a Deiters és a Hensen sejtekben.

A) Felsé gorbék: 1, 10, 50 és 100 uM ATP, 30 s, fekete pontok; segédvonalak: A[Ca®*); és id6;

alsé oszlopdiagramok: datlag A[Ca**)i + SEM; 1, 10, 50, 100 uM ATP, 30 s; pillérsejtek n = 4,

3, 41, 2; Deiters sejtek, n = 9, 9, 65, 8; Hensen sejtek, n = 2, 2, 53, 3; B) Felsé gorbék: 50 uM
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ATP, 5, 30 s perfiizio, fekete pontok; segédvonalak: A[Ca®**)i és id6; alsé oszlopdiagramok:
atlag A[Ca?*); + SEM; alsé oszlopdiagramok: dtlag (A[Ca®*]i2 | A [Ca®*]iy) + SEM; 50 uM
ATP, 20, 10, 5 min, Pillérsejtek, n =9, 6, 11; Deiters sejtek, n = 14, 9, 20, Hensen sejtek, n =
20, 4, 8; *p < 0.05; **p < 0.01)

Az ATP ismételt adasa az ingerlések kozt eltelt idével forditottan aranyosan
a [Ca®]i jelekben reverzibilis csokkenést okozott (3/B. dbra). Az
amplitidocsokkenés elhanyagolhatova valt, mikor az ingerlések kozott 20
perc telt el (pillér sejt: 3 + 1,6 %, n = 9; Deiters sejt: 6 £ 4 %, n = 14;
Hensen sejt: 13 £ 4 %, n = 20), ezért a késObbiekben 20 perces
idGintervallumt ingerlést alkalmaztunk kisérleteinkben. Ezzel szemben
szignifikdns amplitadd6 csokkenés volt megfigyelheté 5 perces
iddintervallumu ingerlés esetén a Deiters és a Hensen sejtekben (34 + 8 %,
n =20 ¢s 51 £ 12 %, n = 8), bar a pillér sejtek esetében csak tendencia
szintjén (40 £ 9 %, n=11).

A B
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- - L
4 e
g : H
: | 0
[] = o
& AT F &5 N Pilér Deters Hansen
Fa PV AL S sopo o

4. dbra: A tamasztosejtekben az ATP dltal kivaltott Ca®* vilaszok mind az
extracellularis Ca®*-tél, mind a belsé raktirakbél felszabadulé Ca®*-tél
fiiggnek.

A-B) Mintagérbék: kiilsé Ca®** megvondsa (+ 1 mM EGTA), illetve 10 uM CPA-val valé

perfiizio, 50 uM ATP, 30 s; segédvonalak: A[Ca?*]; és id6; A Ca®" adésdt a vizszintes vonalak

jelzi. C) dtlag (A[Ca?*]i, | A [Ca?*]i1) + SEM; Ca?* megvonds (+ 1 mM EGTA), illetve 10 uM

CPA; Pillérsejtek, n = 9, 7, 8; Deiters sejtek, n = 14, 12, 10; Hensen sejtek, n = 20, 14, 7; *p <

0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001. D) CPA 10 uM perfiizié, atlag A[Ca**]; + SEM; n =8, 10, 7;

*p <0.05.
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A Ca® tranziensek Kkivaltasaban szerepet jatszanak a P2X
(extracellularis Ca?* fiiggé) és a P2Y (intracellularis Ca?* raktar fiiggé)
receptorok is

Ca?* mentes szbrsejt oldat (+1 mM EGTA) szignifikinsan lecsokkentette az
ATP kivaltotta Ca?* jelek amplitidojat mindhdrom sejttipusban (4/4. és C
abra). A gatlas kifejezettebb volt a Deiters és a Hensen sejtben (a kontroll
jel 2248 és 2244 %-a), mint a pillér sejtben (a kontroll jel 38+14 %-a). A
belsé Ca?" raktarakat a SERCA pumpa gatlo CPA-val (10 pM) iiritettiik ki,
mely mindharom sejttipusban gatolta az ATP 4ltal kivaltott Ca?* véalaszokat
(4/B. és C dbra), és ez a hatas a Deiters és a Hensen sejtben ismét
robusztusabb volt (a kontroll jel 18+4 és 8+3 %-a), mint a pillér sejtekben (a
kontroll jel 33+8 %-a; 3/C abra). A CPA Onmagaban, a masodik ATP
ingerlés elétt megemelte a [Ca®*]i -t mindegyik sejttipusban (4/B. dbra), és
ez a jelenség is erbteljesebb volt a Hensen €s a Deiters sejtben, mint a pillér
sejtekben (4/D. dbra).

P2ys P2y P2ye P21z P2ysa B-act st

Pue  Deiters
B sostok softok
S o
3
o
F& & &

5. dbra: Az RT-PCR vizsgdlat mind a P2X, mind a P2Y receptorcsaldd szimos
altipusdanak expressziojdat igazolta a hallo egerek Corti szervében. A PPADS
hatdsa kiilonbozé purinerg receptor populdciot valosziniisit a pillérsejtekben,
osszehasonlitva a Deiters és a Hensen sejtekkel.

A) B-act: p-actin B) PPADS (30 uM); dtlag + SEM; pillérsejtek, n = 9, 9, Deiters sejtek, n =
14, 14; Hensen sejtek, n = 20, 7. ***p < 0.001.
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A P2X és a P2Y receptorok tobb altipusanak mRNS-e is jelen van a
Corti szerv sejtjeiben, eltéré mintazatban

15-19 napos CD-1 egerek Corti szervében RT-PCR-ral P2X2, P2X3, P2X4,
P2X6, P2X7 valamint P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12, P2Y14 receptorok
MRNS-¢ét tudtuk detektalni (5/4. dbra). A nem szelektiv purinerg receptor
antagonista PPADS 30 uM koncentracioban gatolta a pillér sejtekben az
ATP-kivaltotta Ca?* vélaszt, mig a Deiters és a Hensen sejtekben nem (5/B.
dbra).

Az NMDA receptorok és az NO cochlearis DA felszabadulast
befolyasolo hatasa

A NO fokozza a cochlearis DA felszabaduldst, amely nem all tonikus
NO szabalyozas alatt

300 uM-os koncentracioban a NO donor nitroprusszid jelentds emelkedést
okozott a nyugalmi DA felszabadulasban (FRR2/FRR1=1.84+0.10;
P<0.001), bar a stimulalt DA felszabadulasban nem
(FRS2/FRS1=1.13+0.12; P<0.51; 6/A-B. dbra). A szelektiv NO donor
DEA-NONOate  (100uM) szintén megemelte a nyugalmi DA
felszabadulast, (FRR2/FRR1=1.17+0.03; P<0.01; 6/A-B. dbra). A NOS
gatlo L-NAME (100 pM) nem befolyasolta a DA felszabadulast
(FRS2/FRS1=1.05+0.11; (FRR2/FRR1=1.024+0.06), ami nem valdsziniisit
tonusos modulaciot (6/B. dbra).

A < cTRL
[ nitroprusside
= j\ ¥ < DEANONOate

O CTRL
. . M DEANONOa

itroprusside

DAFR (%)

Ardny

FRS,/FRS, FRRA/FRR;

6. dbra: A kiilsé NO hatdsa, és az endogén NO tonus hidnya.

A) Nitroprusszid natrium (300 uM), DEA NONOate (100 pM); vizszintes fekete vonalak:
elektromos téringerlés (FRS1, FRS2); vizszintes sziirke vonal: vizsgalt anyagok addsa; B)
Nitroprusszid natrium (300 £M), DEA NONOate (100 zM), L-NAME (100 zM); FRS2/FRS1:
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elektromos ingerléssel kivaltott, FRR2/FRRI: alap DA felszabadulas; atlag + SEM; n = 8, ***
P0.001; ** P0.01.

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

100 uM NMDA kisebb, de szignifikans nyugalmi DA felszabadulas
fokozodast okozott, mig 10 uM NMDA nem (n=12, 7/A-B. dbra).
Megmértiik a nyugalmi NMDA-kivaltotta DA felszabadulast 0-6 perccel az
NMDA adasatél kezdve (FRR2), illetve 9-15 perccel az NMDA adasatol
kezdve (FRR3; n=12; 7/C. dbra). 100 uM NMDA mindkét fazisban
szignifikdnsan =~ megemelte a nyugalmi DA felszabadulast
(FRR2/FRR1=1.12+0.04 P<0.01; (FRR3/FRR1=1.11£0.04 P<0.001), 17 és
20%-o0s novekedést okozva. 100 uM NMDA az elektromosan indukalt DA
felszabadulast is fokozta (FRS2/FRS1=1.36+0.09 n=10; P<0.05; 7/A-B.
dbra).

Arény

1. abra: Az NMDA receptorok a cochledban NO segitségével indukaljak a DA
felszabaduldst

A) NMDA (10, 100 ¢M). D-AP-5-6¢ (50 uM); vizszintes fekete vonalak: elektromos téringerlés
(FRS1, FRS2); szaggatott vonalii dllé téglalapok: kontroll (FRRI), korai droghatds (FRR2),
késdi droghatdas (FRR3), vizszintes sziirke vonal: NMDA; B) NMDA (100 uM); FRS2/FRS1:
téringerléssel kivaltott DA felszabadulas; atlag + SEM; n = 10, ** P0.01; C) NMDA (100
4#M), L-NAME (100 pM); vizszintes sziirke vonal: NMDA; vildgossziirke vonal: L-NAME; D)
L-NAME (10, 100 zM), D-AP-5 (50 uM); dtlag + SEM; FRR2/FRRI: korai NMDA-kivéltotta,
FRR3/FRRI: késéi NMDA-kivaltotta alap DA felszabadulas; n = 10, ** P0.01; * P0.05.

Az NMDA hatast L-NAME jelenlétében is megvizsgaltuk. 10 pM
koncentracioban az L-NAME nem modulalta az NMDA kivaltotta DA
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felszabadulast (P<0.139; 7/D. dbra), mig 100 uM L-NAME szignifikdnsan
lecsokkentette a DA felszabadulast az els6 fazisban
(FRR2/FRR1=0.99+0.04 n=7; P<0.001), a késObbi fazisban nem
(FRR3/FRR1=1.13%0.06 n=7; P<0.879; 7/C-D. dbra). A szelektiv NMDA
antagonista AP-5 50 puM koncentracioban teljesen legatolta az NMDA
okozta DA felszabadulast (7/D. dbra).

Az NMDA/NO hatasban a DA visszavétel nem jatszik szerepet
perfuzidja kdzben adott 100 uM L-NAME sem a nyugalmi, sem a stimulalt
DA felszabaduldsra nem volt hatassal (FRS2/FRS1=1.04+0.11;
FRR2/FRR1=0.97+0.05, n=5, P<0.01, 8/A-C dbra).

HAL

8. abra: A DA visszavétel nem befolydsolja az NMDA-indukdlta DA kibocsdtdst.

A) NMDA (100 xM), nomifensine (10 M), vizszintes sziirke vonal: NMDA, vilagosziirke
vonal: nomifensine; vizszintes fekete vonalak: elektromos téringerlés (FRS1, FRS2); B) NMDA
(100 zM), L-NAME (100 pM); dtlag + SEM; ns = nem szignifikans. C) NMDA (100 uM), L-
NAME (100 xM), nomifensine (10 M), dtlag + SEM; ns = nem szignifikdans.

RS FRS

f

c

FRRAFRR,

5 MEGBESZELES

Purinerg Ca®* szignalizacio hallo egerek tamasztosejtjeiben

ATP és Ca?' jelatvitel a cochleAban — a hemicochlea preparitum
jelentosége

A tamasztésejtek purinerg Ca?* szignalizacidjat eddig elsésorban izolalt
sejtes kisérletekben vagy sejttenyészetekben, illetve embriondlis vagy
Ujsziilott ragesalokban vizsgaltak. Az egerek két hetes életkorukig nem
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hallanak, tehat az embrionalis vagy ujsziilott allatokbol eredmények nem
tikkrozik az érett, hallé allatok cochledjaban zajlé folyamatokat. A purinerg
Ca?* szignalizacié vizsgilatira hasznalt kisérletes mddszerek pedig nem
orzik meg a Corti szerv bonyolult felépitését, illetve sejttenyészetekben
metabolikus 4talakulds mehet végbe, mely befolydsolja az eredmények
validitdsat. Modelliink eldnyét az adja, hogy lehetOséget nyljt egyszerre
tobb, kiilonbdz6 tdmasztosejt szimultan, kalibralt Ca?* szint vizsgalatira az
eredeti, in vivo anatomiai helyzetiiket megkozelitd szoveti kdrnyezetben,
akut preparatumként, hall6 egérben.

Az ATP kivaltotta Ca?" valaszok karakterisztikaja a timasztésejtekben

Erett allatokbol szarmazo, izolalt timasztosejteken igen széles koncentracid
tartoméanyban (0,01-1000 puM) vizsgaltak az ATP Ca?" valaszokat kivaltd
hatasat, leggyakrabban azonban 10 és 100 uM ATP-t hasznaltak. A mi
perfizidja dozisfiiggd modon valtott ki Ca®* szigndlokat minden vizsgalt
sejttipusban (pillér, Deiters és Hensen sejt). A kiilonb6z6 sejttipusokat
egymassal 6sszehasonlitva, a pillér sejtek egyértelmiien kevésbé érzékenyek
ATP-re, mint a masik két sejttipus (Deiters és Hensen). A Deiters és a
Hensen sejtekben 4ltalunk mért nyugalmi [Ca?*]i és a Ca®* jelek
korabban izolalt sejteken mért értékeknek, bar a korrekt sszehasonlitast
neheziti, hogy ezekben a kutatdsokban csak egy hullamhosszu festéket,
vagy nem kalibralt arany- illetve DF/F értékeket hasznaltak.

Kisérleteink soran deszenzitizaciot tapasztaltunk, ha két ingerlés kozti id6
intervallumot lecsokkentettiik 10, illetve még inkabb, ha 5 percre. 20 perces
idokozokben végzett ingerlés esetén nem figyeltink meg szignifikans
amplitid6 kiilonbséget az egyes Ca®* jelek kozott, ami lehetdséget adott a
bels6 standardos kisérleti elrendezés alkalmazasara.

Megvizsgaltuk, hogy modelliinkben a Ca?* vilaszok kialakuldsaban milyen
mértékben vesznek részt az ionotrop P2X, és a metabotrop P2Y receptorok.
Az eldbbi receptor (P2X) aktivitasanak vizsgalatara kivontuk a perfuzios
oldatb6l a Ca?-ot, mig a masodik (P2Y) receptor részvételének
meghatirozasara a belsé Ca?* raktarakat kiiiritd un. SERCA pumpa gatld
CPA-t adtunk a perfuziés oldathoz. Az irodalom alapjan a két eljarast (kiilsé
Ca?* megvonas, illetve a belsd raktarak kiiiritése) egy modellen eddig nem
alkalmazta senki. Kisérleteinkben mindkét eljards soran a Ca?* szignalok
amplitiddjanak jelentds csokkenését észleltiik, ami alapjan feltételezhetjiik,
hogy mindegyik sejttipusban mind P2X, mind P2Y receptorok részt vesznek
az ATP indukalta Ca?* vélaszok létrejottében. Habar nem fehérje szinten, és
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nem sejt-specifikusan, de ezt az eredményiinket tamogatja RT-PCR
analizistink is, ami P2X2,3,4,6,7 és P2Y1,2,6,12,14 receptorok mRNS-einek
jelenlétét mutatta ki hasonld egerek Corti szervében. A széles spektrumu
purinerg receptor antagonista PPADS gatlo hatasa a pillérsejtekben és
hatastalansaga a Deiters- és a Hensen sejtekben eltérd funkciondlis purinerg
receptor populaciot valdszintisit a pillér- vs. Deiters/Hensen sejteken.

Purinerg Ca?* szignalizaciés kiilonbségek az egyes tamasztosejt tipusok
kozott

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az egyes Ca?* forrasok blokkolasa joval
nagyobb mértékii gatlast okozott a Deiters és a Hensen sejtekben, mint a
pillérsejtekben, valamint a SERCA pumpa gatlo CPA is kifejezettebb Ca®*
szivargast okozott az endoplazmas retikulumbol (ER) az elébbi két
sejttipusban. A szivargas mértéke jellemzi az ER kapacitasat, illetve
permedbilitasat, valamint befolyasolja toltottségi allapotat, ami viszont kihat
a Ca® valaszok kialakulasara. fgy a Deiters, de még inkabb a Hensen
sejtekben észlelt kifejezettebb ER Ca?* szivargds a belsd raktarak Ca?
szignalizacioban beto6ltott nagyobb aktivitasara utal, szemben a pillér
sejtekkel. Ez magyarazhatja azt is, hogy a Hensen illetve a Deiters sejtek
esetében miért észleltiink a kiilsé Ca?* megvonas nyugalmi [Ca®]i-ra vald
hatdsival szembeni nagyobb rezisztenciat. Ugyanis az extracellularis Ca?*
megvonasa a pillérsejtekben okozta leggyakrabban az alap [Ca?']i lassu
csokkenését, mig ezt csak ritkan figyeltiink meg a Deiters sejtekben, és
szinte nem fordult elé a Hensen sejtekben. Végiil a Hensen sejtek esetében
észlelt legnagyobb mértékii Ca?* szivargas magyarazatot adhat a magasabb
nyugalmi [Ca®*]i-ra is.

Mig a pillérsejtekben a kiilsé Ca®* megvonds és a belsd raktirak Kiiiritése
okozta valasz amplitidd csokkenés Gsszege megkdzelitdleg megegyezett a
kontroll kisérletekben mért valaszok amplitadojaval, addig a Deiters és a
Hensen sejtekben ez az Osszeg joval meghaladta a kontroll valaszok
amplitidojanak nagysagat. Az utdbbi sejttipusok kiilsé- és belsé Ca?*-tol
fliggd ATP valaszainak szupralinedris additivitisa - szemben a
pillérsejteknél tapasztalt linearis additivitdsdval - az extra- és az
intracellularis Ca?* fiiggd ATP szignalizaci szinergikus interakcidjara utal.
A jelenség hatterében a Ca?" indukalta Ca?" release (CICR) allhat, melynek
lényege, hogy a belsé Ca?* raktarak kiiiritése nem csupan az eredendden
bels6 raktarakra épiilé Ca?* jelek kialakulasat, de a kiilsd, extracellularis
térb8l szarmazé Ca?* jelek belsd raktarakbol torténd felerdsitését is gatolja.
CICR soran az extracellularis térbdl belépd Ca?* a belsd raktarakbol is
felszabadit Ca?*-ot ryanodine vagy IP3 receptorokon keresztiill. A CICR
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egyuttal magyardzatot adhat a CPA massziv gatld hatasira, amely
meghaladta az extracellularis Ca?* megvondsanak hatését is. A Deiters és a
Hensen sejtekkel szemben a pillérsejtekben vélhetden nem jatszik szerepet
CICR a purinerg Ca?* szigndlok létrejottében. Emellett a pillérsejtek az
ATP-re is kevésbé voltak szenzitivek, ebben a sejttipusban PPADS
érzékenységet is igazoltunk, mig a Deiters és Hensen sejtekben nem,
valamint a Deiters és a Hensen sejtekkel Osszehasonlitva joval kisebb
mérték{i Ca?* szivargast észleltiink CPA hatdsara a bels6 raktarakbol. A
purinerg Ca?" szignalizdcioban tetten érhetd kiilonbségek Osszhangban
vannak azzal, hogy a kiillonb6z0 morfologidju, ultrastruktaraju, és
elhelyezkedésii tamasztosejteknek nem egyforma funkciot tulajdonitanak.
Az egyes tadmasztosejt tipusok purinerg Ca?"  szignalizdcidjaban
megmutatkoz6 kiilonbségeknek a szenzorineuralis hallascsokkenés elleni
terapia targetalasanal is jelentGsége lehet.

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

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 halloideg rostok glutamaterg tulaktivalodasat és igy excitotoxikus
kéarosodasat. Az IHC - afferens halldideg— LOC efferens kapcsolat
Osszetettsége miatt a parakrin szabalyozas jelent0sége ebben a rendszerben
vélhetGen nagy, amihez idealis szabalyozo jel6lt az NO. Bar kisérleteinkben
nem tudtunk a LOC efferensek DA felszabaditasara hatdé endogén téonusos
NO regulaciot kimutatni, ¢€s az elektromos téringerlés okozta DA
felszabaduldas mértékét sem fokozta a NO, viszont egyértelmiien
befolyasolta a nyugalmi DA felszabadulasat, amit az NO donor
nitroprusszid és a DEA NONO-at hatasadval 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 munkacsoportunk altal igazolt
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 aktivacidjaval, részben parakrin NO hatds kozvetitésével
mérsékelje ugy, hogy a LOC rostokban fokozza a DA felszabadulast, igy
védve az idegvégzddéseket a Glu excitotoxicitastol. Ezt a feltételezett
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védelmi folyamatot ultra-short feedback loop-nak neveztik el. A
nomifensine hatdstalansaga az NMDA kivaltotta valaszokra azt
valdsziniisiti, hogy a NO medialta NMDA hatas els6sorban NO diffuzio
utjan jott létre, nem pedig transzporter regulacié utjan.

6 KOVETKEZTETESEK

1. Az irodalomban elészor alkalmaztunk megfeleld tér- és idébeli
felbontast funkcionalis imaging moddszert a Corti szerv kiillonb6zo
tipust tdmasztdsejtjei Ca®* szignalizacidjanak parhuzamos vizsgalatara
hallé6 egerek in situ hemicochlea prepardtumaban. A preparatum
unikalis tulajdonsagai folytan (halléo 4allat, jol meglérzott szoveti
struktara), az irodalomban alkalmazott preparatumokhoz viszonyitva,
megbizhatobb kovetkeztetések vonhatok le a kifejlett hallasu egér
hallészervének miikodésével kapcsolatosan.

2. Az ATP reverzibilis, ismételhetd, és deszenzitizaciét mutatd Ca?*
tranzienseket valt ki - doézis fiiggé modon - mindharom vizsgalt
tamasztosejtben (pillér-, Deiters- és Hensen sejtek).

3. Az ATP kivéltotta Ca?" tranziensek kialakitasdban mindhdrom
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.

4. A pillér sejtekre az extra- és intracellularis Ca?*-fiiggd valasz
komponensek linearis additivitasa és a purinerg receptor antagonista
PPADS-sel szembeni érzékenység, a Deiters és Hensen sejtekre az
extra- és intracellularis Ca?*-fiiggd valasz komponensek szupralinearis
additivitisa (a CICR) és az ER fokozottabb Ca?* csurgisa jellemz8. A
purinerg Ca?* szignalizdcid kiilonbdzésége hozzajarulhat a sejtek
cochlearis (pato)fiziologiaban jatszott kiillonb6zo szerepéhez.

5. Exogén NO hatasara megndé a LOC efferensek nyugalmi DA
felszabaditasa. A NOS gatlas hatastalansaga a regulalé endogén NO
tonus hidnyara utal. Az NMDA receptor aktivacido a nyugalmi és az
elektromos ingerléssel kivaltott DA felszabadulast is fokozza.

6. Az NMDA DA felszabadulast fokozo hatdsaban szerepe van az
NMDA receptor aktivaciora keletkez6 NO-nak is, de nem vesz benne
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részt a DA visszavétel rendszer reguldcidja. Az NMDA
receptor/NO/DA felszabadulas feed back mechanizmus feltehetéen
védo hatast az excessziv Glu felszabadulas okozta excitotoxikus
halléneuron karosodassal szemben.
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8 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Zelles Tibor PhD egyetemi
docensnek, a segitséget, utmutatast, tiirelmet és biztatast, hogy a klinikai
gyogyitd munkdm mellett messzemendkig tamogatta a kutatdomunkamat.

Ko6szonom volt és jelenlegi fondkeimnek, Csokonai Vitéz Lajos PhD
Féorvos Urnak, valamint Liktor Balint Osztalyvezetd Fdorvos Urnak
onzetlen tamogatasukat, hogy a tudomanyos munkamra is id6t szakithattam.
Szintén koszoném Z. Szabd Laszlo Emeritus Professzor Urnak, hogy
felkeltette a tudomany iranti érdeklédésemet és mindvégig 6sztonzott a
kutatdmunkam soran.

Kiilon kdszonetet szeretnék mondani Halmos Gyorgynek PhD, aki segitett
elindulni a kisérletes munkaban és a hemicochlea preparatum beéllitasaban,
valamint Polony Gabornak PhD az aldozatos koz6s munkaért. Szintén
koszonet illeti Gaborjan Anitat PhD, aki megalapozta a kisérleteimben
hasznalt, in vitro mikrotérfogatu perfuzios technikaval végzett dopamin
mérés hasznalatat.

Nagyon koszoéném Vizi E. Szilveszter Professzor Urnak, az MTA rendes
tagjanak, valamint az MTA KOKI ¢és a SE Farmakologiai és
Farmakoterapias Intézet munkatarsainak a segitséget és a tamogatast,
kiemelten Fekete Addm PhD, Szab6 Szilard PhD, Lendvai Balizs DSc,
Aller Maté, Téglas Timea, Humli Viktdria, Berekméri Eszter, és Oszi Judit
laborban velem egyiitt dolgozé munkatarsaimnak. Halds vagyok, hogy
kutatdomunkamat az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetben és a
SE Farmakoldgiai és Farmakoterapias Intézetében végezhettem ahol ehhez
a feltételek a legmagasabb nemzetkozi szinvonalon voltak biztositottak.

Szeretném megkdszonni minden volt és jelenlegi kollégamnak a volt
Orszagos Gyogyintézeti Kozpont (HIETE), és a Bajcsy-Zsilinszky Korhaz
Fiil- Orr- Gégészeti Osztalyan a tiirelmiiket, timogatasukat és segitségiiket.

Végiil, de nem utols6 sorban kdszondom csaladomnak, feleségemnek a

kitartast és tamogatast, gyermekeimnek a tiirelmet, sziileimnek a batoritast
¢s a tanacsokat.
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