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I. BEVEZETES

A hallaskarosodas a leggyakoribb emberi szenzoros deficit. Az Eurdpai Unidban a
népesség tobb mint 10%-at érinti. Gyerekkorban gatolja a beszéd kialakulasat, a kognitiv
fejlodést €s a tanulast. Idésebb korban izolaciohoz, depressziohoz vezethet [I].

A kiils6- vagy kozépfiilet érintd vezetéses hallaskarosodasokkal szemben a belsdfiil
(cochlea) érzéksejtjeinek, illetve az idegi vezetés és jelfeldolgozas idegsejtjeinek karosodasa
kovetkeztében kialakuld szenzorineuralis hallaskarosodasok (SNHL-ek) gyogyszeres terapiaja
megoldatlan. Ennek f0 oka, hogy nem ismerjiik elég behatoan a koroktant €s az endogén
védekezési mechanizmusokat. Ezek megismerését neheziti, hogy a hallaskarosodassal
foglalkozé kutatécsoportok a Corti-szerv kifejezett sériilékenysége valamint az anatomiai
struktira bonyolultsiga ¢és nehéz hozzaférhetésége miatt dontéen organotipikus
preparatumokat, illetve embrionalis kort allatbol nyert sejtkulttrdkat hasznalnak. Mivel a
hallaskarosodasok dontd tobbsége a halloszerv és a hallas kifejlddése utan alakul ki a még
nem halld egerekbdl nyert preparatumokon végzett kisérletek elsddlegesen fejlddésbiologiai
kérdések vizsgalatara és kevésbé a hallaskarosodasok modellezésére alkalmasak. A Dallos
Péter és munkatarsai altal kifejlesztett hemicochlea preparatum lehetévé tette a mar kifejlett
hallasu egerek Corti-szervén végzett kisérletezést [1]. Ezek a munkdk azonban eddig a
cochlearis mikromechanika ¢és az elektrofiziologia teriiletére szoritkoztak, a sejtek
intracellularis  hirvivéinek vizsgalatdra kifejezetten alkalmas funkcionalis imaging
vizsgélatokat nem foglaltak magukba.

Az ATP, mint jelatvive, fontos szerepet jatszik a Corti-szerv fejloddésében €s sejtjeinek
¢lettani szabalyozasaban is. Ezen tilmenden, a Corti-szerv minden sejttipusan megtalalhato
purinerg receptorain keresztiil, részese a belsOflil zaj- ¢és egyéb halldskarosodas elleni
védekezd rendszerének is [2]. A védelemben jatszott, egyedi sejttipusokra lebontott pontos
szerepe azonban meég ismeretlen. Az ATP jellemzd hatdsa, hogy membranreceptoraihoz
kotddve valtozast idéz elé az intracellularis Ca® koncentracioban.

Kutatocsoportunk halld egerek akut hemicochlea prepardtuman kivant beallitani egy
elektroporacios festési modszert, amely fluoreszcens jelzéfestékek egyedi sejtekbe juttatdsara
alkalmas. A moddszer lehet6vé teszi a nagy tér- €s iddbeli felbontast, funkcionalis kalcium
imaging vizsgalatokat, melyeket a Corti-szerv sejtjeiben végbemend purinerg jelatvitel
megfigyeléséhez kivanunk felhasznédlni. Didkkori munkdm sordn ennek a modszernek a
beallitasdban és alkalmazéasanak elsd kisérleteiben vettem részt. A modszer segitségével a
SNHL-ok sejtszintli patomechanizmusat emberi hallaskarosodasok modelljeként szolgalod

genetikailag modositott egerekben is vizsgalhatjuk.



II. HATTER
1. A BELSO FUL ANATOMIAJA

Az emlos fiil szerkezete

Az eml6sok halloszerve harom, funkcionalisan eltérd részre tagolodik. A kiilso fiil
feladata a hanghulldimok felfogdsa a fiilkagylo porcos képletének segitségével, ¢és
dobhartydhoz vezetése a halldjaraton at. A hatart a kiilsO- €s a kozépfiil kozott a dobhartya,
egy rugalmas, rostos hartya képezi, amely a mechanikai hullimok hatasara rezgésbe jon. A
dobhartya tuloldalan helyezkedik el a dobiireg, amelyben a harom hallécsontocska talalhato.
Tovabba innen nyilik a garattal Osszekottetést teremtd fiil- avagy Eustach-kiirt, melynek
nyomaskiegyenlitd szerepe van. Az egymdashoz iziiletekkel kapcsolodd hallocsontocskak
koziil az els6 a kalapacs (mallus), amely nyelével a dobhartydhoz rogziil. A kalapacs a
dobhartyatol atvett rezgéseket az iillohéz (incus), ez utobbi pedig a kengyelhez (stapes)
tovabbitja. A stapes a rezgéseket mar felerdsitve adja at a belso fiilnek, ami a sziklacsont pars
petrosajaban elhelyezkedd csontos labirintusban talalhat6. Az ebben talalhato csiga (cochlea)
két nyildson keresztiil is kapcsolatban all a kozépfiillel: az ovalis ablak (foramen ovale) a
kengyel talpahoz kapcsolodik, a kerek ablak (foramen rotundum) pedig a csiga bazisanal
nyilik a dobiiregbe. A belsd fiil csontos labirintusa nem csak a halloszervet, de az

egyensulyozo szervet is magaban foglalja a harom félkoros ivjarattal [3].

A belsé fiil anatomiaja

A belss fil feladata a Scala P,
i ptin . .. . Mmedia g -
kozépfiiltdl atvett mechanikai Scala L. Halléideg
vestibuli 2

rezgések  atalakitdsa  elektromos
ingeriiletté. Ebben specialis
anatobmidja segiti. A cochlea egy
folyadékkal telt, csigaformat oltott
csOszerd képlet, amely sajat tengelye
(a modiolus) koriil tekeredett fel [3].
A cs6é belsejét harom részre osztja
két membran. A foramen ovale a
1. abra. A cochlea egyik kanyarulatanak keresztmetszete

scala vestibuliban folytatoédik, ami a

csiga csucsan (a helicotreman) atfordul a scala tympaniba. E két tér kozott talalhatd a scala
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media, amit a scala vestibuli felé a Reissner-féle membran, a scala tympani felé pedig a
bazalis membran (membrana basilaris) hatarol (1. abra). Itt talalhato a hallas tulajdonképpeni
szerve a Corti-féle szerv. A két hatarold teret perilympha tolti ki, ami egy extracellularis
folyadék, a scala mediaban viszont endolympha kering, egy magas K, alacsony Ca”" tartalmt
folyadék, amelyben a Corti-szerv szenzoros sejtjeinek stereociliumai is flirdenek. Az
endolympha és perilympha kozotti ionkoncentracé kiilonbségek hozzak Iétre az
endocochledris potencialt, melynek értéke +90 mV koriili [3, 4].

A Corti-szervet kiilonbozo érzék- és tamasztosejtek alkotjak. E sejtek folé hajol a

membrana tectoria (2. abra).
A Corti-szerv érzéksejtjei

A Corti-szervben a mechanikai rezgések felfogasaért ¢és ingeriiletté¢ alakitasaért
kiilonleges, szenzoros sejtek felelnek, amelyeknek két tipusa ismert. A belsé szorsejtek egy
sorban helyezkednek el a Corti-alagit modiolushoz kozelebbi oldalan. A kiilsé szorsejtek
harom-négy sort alkotnak a Corti-alagut taloldalan. Mindkét érzéksejtféle apikalis felszinérdl
Iépcsdzetesen hosszabbodo stereociliumok indulnak, amelyek a scala media endolymphaval
teli tiregébe nyulnak és érintkeznek a membrana tectoriaval (kiilsé szorsejtek) ill. kdzvetleniil
alatta végzodnek (belsd szoOrsejtek) [3]. A membrana basilaris kilengésekor a membrana

tectoria alatt 1évé stereociliumok elhajlanak. A stereociliumok oldals6- ¢€s cstcsi

kiilsd szdrsejt membrana tectoria
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2. abra. A Corti-szerv anatomidja



kapcsolatokkal (lateralis- és tip-link-ek) egymashoz vannak horgonyozva [4]. A magasabb
stereociliumok irdnyaba torténd elhajlaskor a tip linkek kozvetitésével a stereociliumok
csticsan elhelyezkedd mechanoelektrikus transzdukcidos (MET) csatorndk nyitnak. A bearamlo
K" és Ca®" ionok depolarizaljak a sejtet. A depolarizacid hatasara L-tipust fesziiltség fiiggd
Ca’" csatornak is megnyilnak és kivaltjak a sejtek halloneuronokkal szinaptizald bazisan a
Glu tartalmu transzmitter vezikulak exocitdzisat [3, 4].

A belsé szorsejtek a tulajdonképpeni receptorsejtek, amelyek a halloneuronokat
ingeriiletbe hozva tovabbitjak az auditoros informaciot. A kiils6 szdrsejtek elsddleges feladata
a cochledris erdsités. A jelerdsitést €s a frekvencia szelektivitas fokozasat membranpotencial
fliggd szomatikus elektromotilitaisuknak és a MET csatorna kapcsolt stereocilium koteg

motilitasnak koszonhetik [3, 4].
A Corti-szerv tamasztosejtjei

A Corti-szerv tamasztdo sejtjei a szerv alakjanak fenntartasdban, az érzéksejtek
miitkodésében, ¢és tartasaban (a szorsejtek egyike sem érintkezik a bazalis membrannal)
jatszanak szerepet [3]. A bels6 szOrsejtre borul a belsd hatarold sejt (inner border cell, a
modiolus fel6l) és a belsd phalangedlis sejt (inner phalangeal cell, a Corti-alagut felol). Ezek a
boritd sejtek finom phalangeélis nytlvanyukkal teljesen beboritjak a szOrsejtet és az afferens
neuronok veégét [5]. A belsd szorsejt mellett talalhato a pillérsejtek két sora (belsd és kiilsd
pillérsejtek). A két pillér forditott V alakzatot alkotva zarja kdzre a Corti-alagutat. Alakjuk
jellegzetesen a paronként Osszeérd fejbdl, egy palcika alaku torzsbol és egy kiszélesedd, a
bazalis membranon rogziild talpi részbdl 4ll. Jellemzden nagyon ellenalloak a kornyezeti
hatasoknak. Rengeteg parhuzamos lefutdsu mikrotubulust tartalmaznak, aktinnal 6sszekotve,
ami rugalmassd teszi Oket, igy inkabb hajlanak, mint

szakadnak [6]. A kiils6 pillérsejtek mellett talalhaté a

Deiters sejtek harom sora, amelyek a kiilsé szOrsejteket

tartjak (3. 4bra). Apikdlis homorulatukban {ilnek a . V4 Phalangeilis
l'//-""'/ nyulvany

szOrsejtek bazalis polusukkal, mig apikalis polusuk érinti
a  tamasztosejt magasan  felnyulo,  kiszélesedd

phalangedlis nyulvanyat [7]. Ez a szoros kapcsolat a Citoszkeletdlis

. . ST T g , , elemek
Deiters €s a szOrsejt kozott valdszinisiti, hogy a tamaszto

sejt segiti a szlrsejt erdsitd mechanizmusat: a ) )
. o o o . 3. abra. Eqy Deiters sejt &s egy
phalangealis nyalvany merevségének valtozasa (ami ijjsg sz6rsejt (OHC) viszonya



korabbi kisérletek szerint adenozin-trifoszfat és Ca>" hataséra is létrejon) befolyasolja a kiilsd
szOrsejt erdsitd mechanizmusat. A Deiters sejtek ezenkiviil egymadssal is szoros, gap junction
kapcsolatokat tartanak fenn, amely lehetdséget ad sejtek kozotti ionaramok kialakuldsara [4].
Tovabb haladva s Corti-szerv kiilsé fala felé a Hensen sejtek taldlhatok. Ezek kiilonbozo
nagysagu sejtek, amelyek vagy a bazalis membranrol erednek és viszonylag nagyméretiiek,
vagy két sorban egymas folé helyezkedd kisebb méreti sejtek. Erdekességiik, hogy
citoplazmajukban kevés sejtorganellum talalhatd, am az apikalis kanyarulatok felé haladva
egyre nagyobb méretii lipid cseppeket tartalmaznak [5]. A Hensen sejtek mellett elhelyezkedd
Claudius sejtek kobhamsejtek. A cochlea bazalis kanyarulataban a Claudius sejtek alatt és
mellett megjelennek a Boettcher sejtek is. Ezek specidlis strukturaval rendelkeznek:
sejtmembranjuk ujjszert kitiiremkedéseket képez, melyek zipzar-szeriien egymasba fiizOdnek.
Ezen tilmenden mikrovillusokat is bocsatanak az intercellularis térbe. Sok proteint €s enzimet
tartalmaznak, koztiik calmodulint, egy Ca>" kotd fehérjét is [8].

A Corti-szerv egyéb sejtjei koziil emlitést érdemelnek a stria vascularis sejtjei, amelyek
a kiils6 falat hataroljadk és szereplik az endolympha termelése, ezzel az endocochlearis

potencial fenntartésa [4].
2. AHALLAS ELETTANA

A cochlea frekvenciaelemzd tulajdonsaggal rendelkezik, amely a tonotopian alapszik
[3]. Ez a jelenség segit megkiilonbdztetniink a kiilonb6zd frekvenciaji hangokat. A foramen
ovalén keresztlil a scala vestibuliba jutd €s a perilymphat megrezegtetd hanghulldmok a
frekvenciajuknak megfelelden csak egy bizonyos helyen téritik ki maximalisan a bazalis
membrant. Az alacsonyabb frekvenciaja, mély hangok eljutnak a cochlea cstcsaig, mig a
magasak a bazalis részen hozzak létre a legnagyobb amplituddju kitérést, aztan elnyelddnek.
Ennek egyik oka a bazalis membran feszességének ¢€s szélességének folyamatos valtozéasa a
cochlean beliil [3, 9]. A membrana basilaris a csiga bazisan feszes és keskeny (nagyjabol 100
um), az apikdlis részen azonban laza ¢és széles (500 pum). A kitérés a hanghullam
intenzitasaval ardnyos. Ezek a tulajdonsagok szabjak meg, hogy hol a legnagyobb a vandorlo
hullam keltette kitérés, ami egyuttal azt jelenti, hogy a bazalis membran a hangok passziv
frekvencia analizisét végzi [3]. Tovabbi frekvencia szelektivitds ndvekedést és erdsitést a
kiils6 szorsejtek végeznek két reverz transzdukcids mechanizmuson keresztiil (cochlearis
erdsités). Az egyikért a stereocilium koteg felelds és kozvetleniil a MET csatorndkhoz kotott,
a masikat maga a sejttest végzi ¢s a MET csatorndk altal 1étrehozott receptor potencial
vezérelt prestin motorra ¢épiill [4]. Ez direkt fesziiltség-eré konverterként miikodik, a
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piezoelektromossaghoz hasonlatosan [31]. Az intracellularis Ca*"-nak szerepe van mindkett6
szabalyozasaban. A kiils6 szorsejtek ezen aktiv folyamataikkal modulaljadk a Corti-szerv
merevségeét €s a bazalis membran vibraciojat, igy befolydsolva a belsd szdrsejtek auditoros
informaciofeldolgozd funkciojat. A Deiters sejtek aktivan is hozzajarulnak a kiilsé szdrsejtek
mikodéséhez. Intracellularis Ca®" emelkedésre képesek GOsszehtzodni, ami - szoros
kapcsolatuk miatt - feltehetden kihat a szdérsejtekre 1s [10].

A belso szdrsejtekben is depolarizaciot okozdo MET csatornak nyitasat fesziiltség-fliggd
Ca’" csatorna nyitds és Ca’" bedramlds koveti, ami transzmitter felszabadulast valt ki a
bazisukon [3]. A transzmitter a glutamat, amit az afferens rostokon AMPA-receptorokat
aktival. Kotranszmitterként a glutamat mellett ATP is felszabadul. A nervus cochlearis
afferens rostjainak tobb mint 90%-a a belsd szdrsejtekhez fut (egy szorsejt, ~10 afferens rost,
minden rost csak egy belsé szOrsejthez kapcsolodik), a kiilsd szdrsejteken az efferens
beidegzés domindl [3]. A kiils0 szdrsejtek bazisan szinaptizdld medialis olivocochlearis
efferens rostok a szorsejteket hyperpolarizaljak és az elektromotilitast gatoljak. Szerepiik a
figyelemre szdmot tartd hangok zajos kornyezetben valo detektalasdban és diszkrimindlasaban
valamint a tdl er6s hangoktdl vald védelemben van. A belsd szdrsejteken szinaptizalo
elsddleges halloneuronok beidegzését a lateralis olivocochlearis efferensek adjak. Szerepiik
feltehetden a hang lokalizdlasdnak pontositasaban és az afferensek zajkarosodéasa elleni
védekezésben van. Az egy belsé szorsejt ingeriiletét szallito afferensek a cochlearis magokban
egymas mellett végz0do izofrekvencids laminakat hoznak 1étre [3]. Ez a tonotop szervezddés
végig jellemzi a hallopalyat (4. abra). A colliculus inferiorba befutd rostok koziil néhany nem
auditiv teriilet felé halad tovabb, amelyek kiilonbozd érzd funkcidkat iranyitanak auditiv
bemenettel. A palya végiil a corpus geniculatum medialébol keriil a temporalis lebeny Silvius
arka (fissura Silvii) mélyén talalhatdé primer hallokéregbe (Brodmann 41 és 42), ami szintén
tobb, tonotop areabdl all: a magas frekvencidk a fissura mélyén, az alacsonyak a gyrus

felsziné¢hez kozel adnak jelet [3].

MNucleus cochlesaris anterovantralis lzofrekvencids lamindk
s Py

4. abra. A tonotdpias szervezddes a hallopalya 8
egészére jellemzd



3. HALLASKAROSODAS TIPUSOK

Az emlds halloszervben az érzéksejtek az id6 eldrehaladtaval folyamatos pusztulasnak
vannak kitéve, ugyanakkor velesziiletett rendellenességként is felléphet a hallészerv valamely
részének diszfunkcidja. A hallaskarosodas a leggyakoribb emberi szenzoros deficit. Az
Eur6pai Uniod a népességének tobb mint 10%-at érinti. Gyerekkorban hatdssal van a beszéd
kialakulasara, befolyasolja a kognitiv fejlédést és a tanulast. Hatranyosan érinti a mindennapi
¢letet, a munkavégzést. Stlyosabb esetben izolacidhoz, depresszidhoz is vezethet [I].
Térsadalmi kihatasuk igy igen jelentos.

A hallaskarosodésokat két csoportba osztjuk, aszerint, hogy a hallorendszer mely részét
érintik az elvaltozasok. Ha a kiils6- vagy kozépfill kérosodik, azt vezetéses
hallaskarosodasnak nevezziik. Ezek ma mar gydgyszeresen, vagy mitétileg kezelhetéek. Ha a
belsdfiilben, vagy a neurdlis vezetésben kovetkezik be a kdrosodas, akkor szenzorineurdlis
hallaskarosodasrél (SNHL) beszéliink. Kezelésiikre jelenleg nincs hatékony gyogyszeres
terapia, amelynek f0 oka, hogy nem ismerjiik eléggé a patofiziologidjukat. A cochlea
kiilonleges strukturaja és nagyfoku érzékenysége nagyban neheziti a vizsgéalatokat.

A szenzorineuralis hallaskarosodasok kozé tartozik az idoskori hallasromlas, a
megnovekedett szintje jatszik fontos szerepet. Kivalthatjak a hallasvesztést egyes ototoxikus
mellékhatast gyogyszerek is. Irreverzibilis hallaskdrosodast okozhatnak az aminogliikozid
antibiotikumok (pl. kanamicin, gentamicin, sztreptomicin, amikacin, tobramicin), melyek
alkalmazasa ugyanakkor egyes bakterialis fertdzésekben (meningitis, szepszis, tuberkuldzis)
elkeriilhetetlen. Az aminogliikozidok egy tobblépcsds folyamat soran keriilnek be a Corti-
szerv szOrsejtjeibe. Itt a fémionokkal kelat komplexet képeznek, amelyek redox-aktivak,
reaktiv oxigénszarmazékokat generdlnak. A ROS-ok oxidaci6 utjdn karositjak a
biomolekulédkat. Gatoljak az ion- és MET csatorndkat és ndvelik az intracellularis Ca®”
koncentraciét is. Mindezek eredményeként a sejtek apoptotikusan kéarosodnak. Az
aminogliikozidok ototoxikus mellékhatasai dozisfiiggdk, ugyanakkor hosszabb, magas d6zisu
kezelés abbahagyésa utan is folytatodhat a szorsejtkarositd hatds [11].

Kozismert, hogy a nagy intenzitasu zaj is hallascsokkenéshez, siiketséghez vezethet. A
szOrsejtek stereociliumai fizikailag elpusztulhatnak egy hirtelen, nagy erejii hanghatas
kovetkeztében (pl. egy robbanas soran). Egy tartosabban fennall6 inger esetén a sejtekben

megndé a ROS szint, aminek karositdé hatasat a stria vascularis ereinek erds zajban



megfigyelhetd besziikiilése miatt fellépd ischémia tovabb fokoz. A sejtek apoptotikus és
nekrotikus sejthaléallal elpusztulnak [12].

A hallaskarosodéasok genetikailag is 6roklédhetnek. Eléfordulnak mind dominéns, mind
recessziv formaban, esetleg X-kromoszomahoz kapcsoltan. Eddig tobb mint 100 génrdl
deritették ki, hogy szerepet jatszhatnak a halldskdrosodasok kiilonbozé fajtainak
kialakuldsaban [13].

Sziiletés kozbeni oxigénhidny, vagy az anya terhesség alatti rubeola vagy szifilisz
fertdzése, esetleg az Ujsziilotteknél jelentkezd sargasdg hosszabb idejii fennalldsa szintén

noveli a hallaskarosodas vagy teljes siiketség kialakulasanak veszélyét.
4. A PURINERG RECEPTOROK

Az ¢€l6 szervezetekben a nukleotid-vegyiiletek, melyek altalanosan egy purin- vagy
pirimidin-vazas szerves bazisbol, egy Ottagu cukormolekulabol, illetve foszfatcsoportbdl,
csoportokbol épiilnek fel, szertedgazd szerepkorrel rendelkeznek. Részt vesznek a
nukleinsavak felépitésében (DNS, RNS), s eziltal a genetikai informaci6 taroldsdban, az
elektrontranszportban (pl.: nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD"), nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat (NADP")), kiilonféle enzimek, receptorok aktivalasaban, de
nélkiilozhetetlenek a sejtek energiahdztartasdban (adenozin-5’-trifoszfat (ATP)), illetve a
tobbsejtliek szignalizacios folyamataiban is (pl.: ATP, mint transzmitter).

A tovabbiakban ez utobbi, szignalizacids szerepiiket targyaljuk részletesebben. Ez a
funkcié elsddlegesen a purin-nukleotidokhoz kapcsolodik, megnevezésére ezért a purinerg
rendszer kifejezést hasznaljadk. Megjegyzendd azonban, hogy az un. purinreceptorok, eltérd
affinitassal bar, de pirimidin-nukleotidokra is érzékenyek lehetnek.

A nukleotid-vegyiiletek extracellularis jelenlétét és szerepét eldszor — kutyak, macskak
¢s tengeri malacok kardiovaszkuléaris rendszerét tanulmanyozva — Drury és Szent-Gyorgyi
Albert irta le 1929-ben [22]; a purinerg transzmisszid elmélete pedig 1972-ben latott
napvilagot [23]. A késébbi kutatdsok bebizonyitottdk, hogy a sejtmembranokon jelen vannak
az intracellularis nukleotidokra specifikusan érzékeny receptorok. Ezek egyardnt
megtalalhatok a gasztrointesztinalis rendszerben, az izmokban, az epithelidlis sejtekben, a
hugyholyagban, a kdzponti- és a periférias-idegrendszerben, ugyanakkor szerepet jatszanak az
immunrendszer milkodésében is. A periférids-idegrendszerben serkentd vagy gatlo
neurotranszmitterként is szerepelhetnek, egyarant szabalyozva a sima- és harantcsikolt izmok
Ca’ -fliggd osszehuzodasat, elernyedését. A kozponti-idegrendszerben kotranszmitterként,
neuromodulatorként szabadulhatnak fel, mas neurotranszmitterek kiséretében, ¢és
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befolydsolhatjak az altaluk kivaltott fiziologids vagy patofiziologids valaszokat [24].
Kiilonosen fontos szerepet jatszanak a gliasejtek miikodésében. Az asztrocitdk kozott terjedd
Ca*"-hullamok 3 iranyit6 molekulai; egyéb faktorok mellett a neuron-gliasejt kozotti reciprok
jelatvitel hirvivéi, de nélkiilozhetetlenek a mikroglia proliferacié és migracio szabalyozasaban
is [24].

Az ATP és mas nukleotidok szekrécios és szinaptikus vezikulumokban tarolodnak,
Osszegytjtésiiket a Cl-fliggd vezikularis nukleotid transzporter végzi, amely egyarant
felismeri az ATP-t, a GTP-t (guanozin-5’-trifoszfat) és az ADP-t (adenozin-5’-difoszfat) [24].
Az ATP-rdl feltételezik, hogy, bar eltérd koncentracidban, de jelen van minden szinaptikus-,
szekrécios-vezikulumban. A vezikulumok {iriilése utdn a purin-vegyiiletek igen gyorsan
enzimatikus degradacion esnek at, melyet az ektonukleotiddzok végeznek [24, 26, 27]. A
bontds kovetkeztében eldalldo metabolikus termékek azonban tovabbra is a purinerg
receptorok ligandjaiként viselkedhetnek (pl. az ATP-bdl keletkez6 ADP, a GTP-bdl szarmazo
GDP). Az ATP végs6 bomlasterméke, az adenozin, a P1-tipusti purinerg receptorok legfobb
endogén aktivatora. Megjegyzendd, hogy a jelatvitelben szerepet jatszd adenozin nemcsak
bomlasbdl szdrmazhat, hanem egyes sejtek (neuronok, asztrocitdk) direkt szintetizalhatjak

[24].
Purinerg membranreceptorok

A purinerg membranreceptorok népes csaladjat két csoportra szokés osztani, a P1 és P2

receptorokra (5. abra).
P1 receptorok

A PI receptorok az adenozin G-protein kapcsolt receptorai. Négy tipusuk ismert: Aj,
Aza, Ao, Asz. Az A; és Aj receptorok Gi, — tipusu G-proteinekkel kapcsoltak, ezért
aktivalasuk gatolja a sejtben a ciklikus-adenozin-monofoszfat (cAMP) képzddését [24]. Az
Aza €s App receptorok aktivalasa ezzel €épp ellentétes eredményre vezet: a ligandkotés G

tipusu proteinek kozbeiktatasaval a cAMP szint emelkedését okozza [24].
P2X receptorok

A P2X receptorok ionotrop membranreceptorok, melyek nem-szelektiv kation-
csatornaként funkciondlnak (extracellularis purin nukleotid (pl. ATP) megkétésekor Ca®’,

Na', és K’ - ionokkal szemben egyarant ateresztévé valnak). A P2X receptorok trimerek,
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harom alegység alkotja 6ket. Hat altipus képes homotrimereket alkotni. Az igy képzddott
receptorok allhatnak ugyanolyan alegységekbdl, ezzel homotrimer csatorndkat alkotva.
Ilyenek a P2X,, P2X3, P2X4, P2Xs, P2Xe és a P2X7 receptorok. A heterotrimerek alkotasban
tobbféle alegység vesz részt, igy alakulhatnak ki a P2X;,, P2Xy4, P2X/s5, P2X53, P2Xys,
P2X46 €s P2X4/7 receptorok [24, 25]. A homomer P2X; receptort csak 100-1000 uM ATP
képes aktivalni, f§ feladata az apoptozis indukalisa a megnovelt intracellularis Ca*™ szint
eloidézésével. A tobbi tipus mar 1-10 uM ATP hatasara is ateresztoveé valik [25]. A
kiilonb6zd altipusok sejt- €s szovetfliggden mas-mas mennyiségben expresszaldédnak a
sejtmembranban. A posztszinaptikusan elhelyezkedé P2X receptorok tobb mas ionotrop
receptorral is kapcsolatban lehetnek. Ca®" -permeabilitasuk révén fontos szerepet jatszanak a

fiziologias és patofiziologids folyamatokban [25].
P2Y receptorok

A P2Y receptorok a G-protein-kapcsolt, hét transzmembran doménnel rendelkezd,
metabotrop receptorok kozé tartoznak. A kapcsolodd G-proteinek tipusa alapjan két
alcsoportba osztjak Oket [24]. Az elsd alcsoportba a P2Y;, P2Y,, P2Y4, P2Ys és P2Yy;
receptorok tartoznak. Ezekhez G¢/Gy; tipusit G-proteinek kotddnek, melyek a foszfolipaz C
aktivalasaval az inozitol-1,4,5-trifoszfat — diacil-glicerol (IP3/DAG) jelatviteli utvonalon at az
(IP3-receptor) az endoplazmatikus retikulumban tarolt, nagy mennyiségli Ca*"-ot [4, 24]. A
masodik alcsoportba a P2Y 5, P2Y 3 és P2Y 4 receptorok tartoznak. Ezekre a Gj, kotddés a
jellemzd, minek kovetkeztében aktivalodasukkor gatoljak az adenilat-ciklaz enzimet (a cAMP
szint csokken), illetve negativan befolydsoljdk mas receptorok mikodését. A P2Y
receptorokra jellemzd tovabbd, hogy mas G-proteinekkel is képesek kapcsolodni, valamint az,
hogy mar az embriondlis ¢€let sordn megjelennek a kdzponti idegrendszer neuronjaiban és

gliasejtjeiben [24]. Agonistai nemcsak adenozin-, hanem uracil-nukleotidok is lehetnek.

Purinoreceptorok

P2 nukleotid P1 adenozin
receptorok receptorok
|P2\t‘1;j-1h1'|121211-1-. II!"'I ij.ﬂui'F_l.'I.
A
v K
5. abra. Purinerg receptorok és szerkezetlk IR N e
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El6fordulnak homo- ¢és heterodimer formaban, valamint mas receptorokkal is

kapcsolodhatnak.
Purin receptorok szerepe a hallasban

Mind a hallo-, mind az egyenstlyozo szervben megtalalhaté a P2X és P2Y receptorok
minden tipusa [4, 26]. A bels6 fiilben f6 agonistijuk az ATP, melynek szerepe van a
mechanotranszdukci6, a kémiai ingeriiletatvitel €s az alakvaltozassal egyiitt jar6 mechanikai
valtozasok szabalyozéasaban, valamint védelmi feladata is jelentds. Akusztikus tulingerl€s, zaj,
ischeamia, ototoxikus drogok hatasa esetén az endolympha atlagos nanomolaris ATP szintje
mikromolaris koncentracot ér el. Az ATP tobb helyrél szabadulhat fel. A stria vascularis
margindlis sejtjeiben elektronmikroszkoppal megfigyelhetd, a felszint6l 2-4 pm-re talalhato
vezikuldk adenin nukleotidokkal, részben ATP-vel, ,pottyozottek” [26]. ATP forrasként
szolgalnak a Corti-szerv tdmasztd- és szorsejtjei is. A tamasztosejtekbdl connexin €s pannexin
tipusi hemicsatorndkon keresztiilaramolhat ki az ATP. Ezek a csatorndk vesznek részt a
tamasztosejtek kozti gap junctionok kialakitasaban is, melyek lehetévé teszik az ionok [4, 28],
¢s mas kisebb (1 kDa alatti) molekuldk aramlésat, igy a nukleotidokét is. Tovabba ATP a
kornyez6 epithel sejtekbdl is keriilhet az endolymphéaba exocitdzissal, anioncsatornan at, és
mas, még nem definialt médon, novekvd ozmotikus vagy mechanikus stressz hatasara [26].

Az endolymphatikus ATP szint novekedés a scala mediat béleld sejtek (Reissner-
membran), a kiilsé szorsejtek €s a kiilsé sulcus sejtek apikalis felszinén levé P2X; és P2X,
receptorokat aktivalja, amelyek az endolymphatikus K" koncentracié szabalyozasaban
jatszanak szerepet. A scala media ATP szintjének novekedése gyors, reverzibilis potencial
esést okoz, ahogy a receptorok permeabilissa valnak a kationokra. A csokkend K' szint
meggatolja az érzéksejtek tulingerlddését, azaz — mintegy védekezésként - csokken a hallas
érzékenysége. Folyamatos zaj hatdsara megnd a P2X, receptorok expresszidja is [26].

A kiilsé sulcus sejtek egy ATP-érzéketlen csatorna segitségével is abszorbedlnak
kationokat. Az ATP-érzéketlen csatorna fenntartja az alacsony Na® és Ca’” szintet az
endolymphaban, igy még jobban csokkenti a sejtek tilingerlésének esélyét [26].

A kiils6 és belsd szorsejteken is foként P2X, receptorokat irtak le eddig, amelyek a
sejtek depolaritacidjaban vesznek részt [26, 27]. Megnovekedett extracellularis ATP szint
hatasara a Kkiils6 szorsejtekben a befelé irdnyuld iondramok megvaltoztatjdk az
elektromotilitast, ami eldsegiti erdsitd hatasukat (Isd. fentebb). Az érzéksejteken tovabba jelen
vannak P2Y;, P2Y, ¢és P2Y, receptorok is. A tdmasztd sejtekben a P2X alcsalad tagjai
domindlnak, amelyek a gyors mechanikai struktira valtozast teszik lehetdvé. Ugyanakkor a
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pillér, Deiters és Hensen sejteken expresszalodd P2Ys receptorok tovabb ndvelik az
intracellularis Ca®" szintet egy-egy stimulus alkalmaval [4, 27].

Az ATP ezenkiviil hatdssal van a kémiai ingeriiletatvitelre is. Az endolymphabdl
atdiffundalva a perilymphéba, a P2X receptorokon keresztiil hatva erdsitik vagy gyengitik a
szOrsejtek transzmisszidjat. A spiral ganglion sejtek szOrsejtekhez futd dendritjein
elsddlegesen P2X, és P2X; receptorok talalhatoak. Ezek agonistdi direkt médon aktivaljak az
afferens rostokat, igy a hangolas kevésbé lesz finom, szélesedik az ingeriiletbe j6v6 neuronok
kore. A P2Y receptorok a spiral ganglion sejtek szomajan talalhatok, és segitik a neuronok

depolarizaciojat [27].
5. AZ ELEKTROPORACIO

Az elektroporacié napjainkban széleskoriien hasznalt technika. Altalanossagban a
géntechnoldgidhoz kotik, mint idegen DNS egyik lehetséges beviteli modjat egy prokariota
vektorba. Ugyanakkor izolalt eukaryota sejteket is gyakran elektroporalnak, hogy bizonyos
enzimeket, antitesteket, biologiai reagenseket, makromolekuldkat, virusokat vagy egyéb
részecskéket vétessenek fel veliik €s intracelluldris vizsgalatokat végezhessenek rajtuk.
Ujabban nem csak a sejtek, de a szovetek elektroporacios lehetéségeit is elkezdték vizsgalni,
amely olyan potencidlis lehetdségeket rejt magaban, mint a daganatok kemoterapidja, a gén
terapia, a transzdermalis (b6ron at adhatd) gyogyszeradagolas vagy esetleg egy nem invaziv

mintavételi eljaras biokémiai mérésekhez.
Torténeti attekintés

Az elektromos mez6 befolyasa a sejtmembran konduktivitasara mar az 1940-es évek ota
ismert. 1943-ban Goldman Chara australia-val folytatott kisérletei soran a hiperpolarizalt
membranon egy gyorsan lezajldo vezetdképesség novekedést figyelt meg [14], mely jelenség
igen hasonl6 volt ahhoz, amit membranok dielektromos bontasa kdzben korabban mar leirtak.
A jelenség visszafordithato volt. A sokszor ismétlddd potencidlvaltasok nem valtoztattak meg
a membran karakterisztikdjat. 1967-ben és 1968-ban Sale és Hamilton két cikke [15, 16] arrol
szamolt be, hogy ¢lesztok, baktériumok €s vOrdsvérsejtek membranja intenziv elektromos
pulzusok hataséara kiszakadhat. A kutatok felvetették, hogy az elektromos mezd a membran-
komponensek konformécidjanak megvaltoztatasa 4altal lokalis lizist okoz, egyuttal
megbecsiilték azt a transzmembran potencialt, ahol ez bekovetkezhet. Neumann €s Rosenheck

ugy taldlta, hogy a nyugalmi transzmembran fesziiltség szint felett a chromaffin granulomok
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szivarogtatni  kezdik ATP ¢és katekolamin tartalmukat [17]. Ezt a jelenséget
elektropermeabilitasnak nevezték el, utalva az ateresztOképesség valtozasara elektromos
pulzusok hatasara. Ezek utdn intenziven kezdték tanulméanyozni az elektromos mezd hatédsat
emberi vOrosvérsejteken. Bizonyitottak, hogy az elektromos mezd elsdédlegesen porusokat
alakit ki a membrén felszinén. Kinosita és Tsong munkassaga mutatott ra, hogy a porusok
képesek visszazarni, €s a bekeriilt molekuldkat benntartani a citoplazmaban [18]. Ezutan a
figyelem a porusképzddés (még ma sem megfejtett) mechanizmusara terelddott, ugyankkor
megkezdddott az elektroporacid gyakorlati alkalmazasa. 1982-ben Neumann irta le azt a

moddszert, melyben elektroporacidval vitt be transzformalt gént eukariota sejtbe [19].

Elméleti hattér

Normalis ¢lettani koriilmények kozott a plazmamembran barrier szerepet tolt be,
elszigetelve a sejtet a kiilvilagtol. A membranok kettds lipid rétegbdl allnak, amelyben a lipid
molekuldk hidrofob részei egymas fel€, hidrofil részei pedig az extra- vagy intracellularis tér
felé néznek. Ebbe a lipid membrénba fehérje molekuldk ¢kelddnek, vagy teljesen atérve
(transzmembran fehérjék) vagy csak részlegesen belemeriilve a kettds lipid rétegbe. A
membran atjarhatatlansdganak kovetkeztében az anyagforgalom jelentds része kiilonbozd
transzportereken, carrier-eken keresztiilzajlik.

Elektroporacié soran rovid elektromos pulzus (us-ms) éri a sejtet. Tapasztalati
eredmények szerint ennek hatasara bizonyos tipusu, toltéssel rendelkez6 membréanalkotok
szerkezeti atrendezddésen mennek at, a feliileti potencidlok megvaltozasaval nd a membran
két oldala kozotti potencialkiilonbség (eléri a 0,5-1,5 Voltot), ami egyes helyeken képes
porusok nyitdsara. Ezzel megnd a sejt ateresztd képessége, igy akar olyan nagy méretli
molekuldk felvételére is képes lesz, mint egy DNS molekula [19]. A poérusok nyitdsakor az
anyagok kémiai gradiensiiknek megfelelden, diffizioval aramolnak be a sejtbe, illetve ki a
sejtbdl, ugyanakkor az aramimpulzus toltés fiiggd iranyban viszi a toltéssel rendelkezo
anyagokat. A pulzus és a membran tulajdonsagai egylittesen hatarozzak meg a beavatkozas
végkifejletét: a porusok visszazarodhatnak, ekkor a sejtmembranban nem keletkezik
maradandd, ¢életképességet csokkentd elvaltozas (reverzibilis elektroporacio), de megtorténhet
az is, hogy a porusok zarodasa nem tokéletes, maradandd atrendezddések mennek végbe a
sejtmembran komponensei kozott, esetleg azonnali lizis is bekdvetkezhet (irreverzibilis
elektroporacio) [20].

Az elektroporaciot magyarazé teoretikus modellek koziil napjainkban a porus képzddés
sztohasztikus modelljei képesek értelmezni a kisérleti tapasztalatokat vagyis, hogy a
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mesterségesen eldallitott kétrétegli, csak lipid molekulakbol 4ll6 membranban egy kritikus
transzmembran fesziiltség f616tt a lizis valosziniisége kiilondsen nagy lesz.

Az elektromos tér a membran minden pontjaban lateralis erdket eredményez, amelyek a
membrant Osszetartd erdkkel szemben dolgoznak, és porus keletkezéshez vezethetnek
elegendden erds tér esetén.

A szimulacidk segitségével atomi szinten is kutatjak az elektroporaci6 dinamikajat. A
szimulaciok visszaadjak a kisérleti eredmények jelent0s részét, ami azok megbizhatosagat
tamasztja ala. Ilyen szimuldciokbdl tudjuk, hogy a kritikus elektromos mez6 (0.36-0.7V/nm)
felett kor alak porusok keletkeznek a membranban [21]. A pérusok néhdny nanoszekundum
alatt kialakulnak. El6szor, a membran mindkét rétegében 1évo, polaris fejcsoportok kissé
elfordulnak. Ezutdn eldporusok formalodnak, amelyek 3-4 lipid fejcsoportot €s szamos
vizmolekulat tartalmaznak. Végiil kialakulnak a pérusok, amelyek falat polaris fejcsoportok
boritjak. Vagyis a kezdeti atrendezddések hidrofob podrusokat hoznak létre, amelyek szinte
azonnal stabilabb hidrofil pérusokka alakulnak 4t [20, 21] (6. abra). A nagyobb molekulakat
atenged0 masodlagos porusok valdsziniileg az elsddleges porusok boviilésével, a nyomas-
aramlas valtozas miatt alakulnak ki, mert a pulzus rdaddsa utan viszonylag tobb id6 telik el
megjelenésiikig. A porus kialakulds soran lipid molekuldk szabadulnak ki a lipid matrixbdl az

extra- ¢és intracellularis térbe [21].
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6. abra. Elektroporacio soran elészér instabil hidrofob pérusok (a)) keletkeznek a kettds lipid
membranban, melyek szinte azonnal energetikailag stabilabb hidrofil porusokka (b)) alakulnak

Bar a szimulaciok ¢és modellek segitségével sok kérdésre fény deriilt a membran
atrendezOdésekkel kapcsolatban, ugyanakkor az elektroporacidé sordn a poOrusok
kialakuldsanak menete valamint a membran helyreallitasi folyamatainak mikéntje még koran

sem tekintheto tisztazottnak.
6. OPTIKAI INDIKATOROK

A sejtszinti funkciondlis imaging vizsgéalatok soran alapvetd, hogy a vizsgalando
valtozadsokat nagy ¢érzékenységgel tudjuk detektadlni. Ehhez megfeleld molekularis

indikatorokat, mikroszkopokat, optikai filtereket, fotodetektorokat kell kivalasztanunk.
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Az optikai indikatoroknak tobb fajtaja is ismert. Altaldnossigban a sejt egyes
paramétereinek valtozasaval valtoztatjak optikai tulajdonsagaikat (emisszidjuk, abszorpciojuk
mértékét). Az elérhetd indikatorok kozott taldlhatunk membranpotencial érzékeny festékeket,
amelyek a sejt membran potencial valtozasait érzékelik. Két csoportra oszthatok: a lassan
reagalok sejt permedbilisak, a gyorsan reagalok viszont amfipatikus molekulaikkal
beé¢kelddnek a sejtmembranba. Fényemissziojuk intenzitasa linedrisan koveti a membran
potencial valtozésait [29].

Mas indikatorok bizonyos ionokra érzékenyek. Amikor a megfeleldé kémiai
csoportjukkal megkdtik az adott iont megvaltozik optikai tulajdonsaguk. Tipikusan ilyen
festékeket hasznalnak a H', Na', Mg”, CI' és a Ca’™ koncentrici6 valtozasainak
megfigyeléséhez [29, IIT]. Jelenleg a Ca>" indikatorok hasznélata a legjobban kidolgozott és a
legszélesebb korben elterjedt.

Ca’" érzékeny indikatorok

A Ca®" érzékeny festékek, olyan Ca®” kelatorok, amelyek optikai tulajdonsagaikat
valtoztatjgk Ca’" kotése soran. A legmodernebbek kelatorként BAPTA-t [1,2-bi(o-
aminoi)etan-N,N,N',N'-tetraacetil savat] hasznalnak kiilonb6zé fluorofor molekulakkal
konjugalva. A BAPTA alapi kelatoroknak nagyon j6 a Ca’" specifitasuk, fiziologias
kériilmények kozott nem szelektivek Mg®-ra, sem H'-re és Ca®" affinitasuk kevéssé érzékeny
a pH valtozéasokra [29, III]. Jellemz6 rajuk az a hullamhossz tartomdny amelyen abszorbealjak
ill. emittaljak a fényt [29, III]. Ca>" kotd képességiiket jellemzi a disszociacids allandojuk
(K,), mely az a Ca®" koncentracio, ahol a festék molekulak 50%-a ionkdtott forméban van.
Fluoreszcencidjuk megkdzelitdleg linedrisan valtozik az [Ca®']; fiiggvényében, amennyiben
annak értéke a K, érték 0.1-€s 10-szerese kozti tartomanyban van. Nem-linedris a valasz az e
tartomany feletti ¢és alatti [Ca®']; esetében. Ennek kovetkeztében a festék kivéalasztasanal
szempont, hogy a mérendd [Ca”"]; tartomanyhoz igazodjon az adott festék Ky -je. A nyugalmi
[Ca®)i-hoz koézeli K, -jii festékekkel a kisebb Ca®” emelkedéseket, a magasabb K, -vel
rendelkezd, azaz kisebb affinitasu, festékekkel a nagyobb és gyorsabb Ca’* valaszokat
tudjunk mérni. Az emittalt fény intenzitésa fiigg az adott idépillanatban Ca®" -ot k6té és nem
koto indikatorok szamatdl és a festék fluorofor részének fizikokémiai tulajdonsagaitol.

Az egy hullamhosszon gerjeszthetd illetve emittald indikatorok mellett ismeriink két
hulldmhosszu, Gigynevezett ratio festékeket is. Ezek a kettds excitacioji ill. a kettds emisszioju
festékek. A legismertebb kettés gerjesztésti Ca®” indikator a Fura-2. Ca®" kotott formaja 340,
szabad formdja 380 nm hullamhossza fénnyel gerjesztheté optimalisan [III]. A két gerjesztési
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hulldmhosszon kiilon-kiilon mért emittalt fényintenzitds hanyadosat képezve a gerjesztd fény
valtakozasaitol, a festékkoncentraciotol, az esetleges fimon mozgasoktol relative fliggetleniil
jellemezhetjiik az intracellularis Ca** valtozasat. Megfeleld kalibracié utan az abszolit [Ca®'];
értéket is kiszamolhatjuk.

A fluoreszcens indikdtorok alkalmazasanak egyik sarkalatos pontja a festékek sejtbe
juttatasa. Alkalmazhatjuk a legegyszeriibb mddszert, amikor a polaros festékmolekulakat
apolarossa tessziik egy acetoximetil (AM) csoport hozzakapcsolasaval [111]. Az ilyen festéket
tartalmazo pufferban fiirdetett sejtek felveszik a festéket (tomeges toltési eljards) majd
aspecifikus észterazaikkal lehasitjak az észterkotéssel odakapcsolt AM csoportot, mialtal a
festék molekula csapdaba esik a sejtben. Az eljaras hatranya, hogy valogatas nélkiil festi a
sejteket és alapos atmosas ellenére is relative sok festék marad a sejtk6zotti térben. Ennek
kovetkezménye a rosszabb jel-zaj arany €s a szomszédos sejtekbdl atszorodo fény, ami kisebb
térbeli felbontdst ¢€s alacsonyabb érzékenységet eredményez. Ezek a hatranyok
kikiiszobolhetdek a vizsgalni kivant sejt indikéator festéket is tartalmazd mikropipettaval
torténd megszurasaval (patch clamp). A modszer hatranya, hogy nehezebben kivitelezhetd és
hosszabb 1d6t igényel a festék bediffundaldsa. Emiatt kevés sejt feltoltésére ad modot és a
pipettaban 1évd puffer a sejt belsejét, tobbek kozott az ott 1évé hirvivé molekuldkat is
kimossa. A két moddszer eldnyeit Otvozi bizonyos tekintetben az elektroporacids
indikatortoltés. Alkalmazasaval gyorsan és szelektiven tolthetd egy preparatumban tobb sejt
modszert eredményesen haszndljadk akut agyszelet preparatumon [30], de kifejlett hallasu
egerek hemicochlea preparatuman torténd alkalmazasat még senki sem irta le. Munkankban

ennek a modszertani beallitasara vallalkoztunk.
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II1. CELKITUZESEK

A Corti-szerv egyes sejtjeinek ¢élettani €s korélettani miikodését dontéen még nem halld
— ¢s ezért elsddlegesen fejlodésbiologiai kérdések vizsgalatira alkalmas — egerekbdl nyert
preparatumokon tanulmanyozzak, holott a hallaskarosodasok legtobbje a hallas kifejlodése
utan kovetkezik be [1].

Az akut hemicochlea prepardtum lehetdséget ad ra, hogy — a szoveti struktira
megdrzése mellett — hallo egerek cochledjan végezziink kisérleteket [1]. Ezt a preparatumot
funkcionalis imaging vizsgdlatokhoz azonban eddig még nem alkalmaztak.

Célunk volt, hogy az agyszeleteken mar sikerrel alkalmazott elektroporaciods indikator
toltés [30] modszerét bedllitsuk kifejlett hallast egerek Corti-szerv sejtjeinek festésére is.

Ennek érdekében meg kivantuk vizsgalni, hogy:

1. kifejlett hallasu egerek hemicochlea preparatuman (> P15) alkalmazhato-e a
modszer,

2. tobbféle kalcium indikator bevitelére i1s alkalmas-e,

3. a Corti-szerv minden sejttipusa feltolthetd-e vele,

4. a modszer a kisérleteink elvégzéséhez sziikséges ideig biztositja-e a megfeleld

indikator toltottségi allapotot,
5. az elektroporacioval festett sejtek megdrzik-e funkcidjukat és reagdlnak-e
¢lettani ingerekre (esetiinkben ATP adésara).
Amennyiben a moddszerrel hatékonyan, kiilondsebb sejtkéarositas nélkiil, szelektiven
juttathatunk megfeleld mennyiségli indikéatort a Corti-szerv kiilonb6zd tipusu sejtjeibe, egy
olyan eszkoz lesz a keziinkben, amellyel a purinerg jelatvitel cochlearis miikddésben jatszott

crer

emberi hallaskarosodasok modelljeként szolgald egerekben is.
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IV. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteink az Intézeti Etikai Kodex szabdlyai szerint késziiltek, amelyek figyelembe
veszik az allatkisérletekre vonatkozd hatdlyos torvényt [243/1998. (XII. 31.)

Kormanyrendelet].
A hemicochlea preparatum elkészitése

A kisérletekhez mar kifejlett hallasu, 15-27 napos, CDI1-es torzshoz tartozd egereket
hasznaltunk. Az allatokat eldszor 2 ml izoflurannal elboditottuk, majd dekapitaltuk,
eltavolitottuk a fejbort és a foramen magnumon keresztiil torténd midsagittalis metszéssel
kettészeltiik a koponyat. Az agyféltekék eltavolitasa utan a lathatova valt cochledkat
levalasztottuk a sziklacsontokrol. A lathato idegektdl, kotdszoveti feleslegtdl valdo megtisztitas
utan vibratommal (Vibratome 3000, Ted Pella Inc.) kettévagtuk a csigat, mégpedig ugy, hogy
a félkoros ivjaratokat egy vékony kartonlappal megemeltiik, igy a modiolus parhuzamossa
valt a talca sikjaval.

A prepardlas és a kisérlet alatt a cochledt és hemicochledt natrium-gliikonatos
szOrsejtoldatban (NaCl 22,5 mM, KCl 3,5 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10mM,
gliikoz 5,5 mM, Na-gliikonat 120mM) tartottuk, amelyet 100% O,-vel buborékoltattunk. A

preparatum készitése soran az oldatot jeges kozegben tartottuk.
Az elektroporacios technikaval torténé festés

Az elkésziilt preparatumot Olympus BXS0WI epifluoreszcens mikroszkopba helyeztiik.
A Corti-szerv érz6- €s tamasztosejtjeinek vizualizalasa ferde megvilagitast alkalmazva, 40x-
es, viz immerzios objektivvel tortént. A sejtek membranjahoz mikromanipulatorral (Burleigh)
boroszilikat liveg pipettat (4-6 MQ) érintetiink, mely Oregon Green BAPTA-1 (OGB-1) vagy
Fura2/K" Ca*" érzékeny fluoreszcens festéket tartalmazott. A festékeket desztillalt vizben
oldottuk fel; végkoncentraciojuk 1 mM volt. 10 ms-os elektromos pulzussal nyitottunk
porusokat a sejten, amelyekbe igy bearamolhatott a festék. Az elektromos erétér
létrehozasahoz a pipettdban hizodo differens és a kamraban levd indifferens elektrodnak a
folyadéktereken at kapcsolatban kellett allnia egymadassal. Az impulzus optimalis
aramerdsségét 10pnA-nek talaltuk. A sejt feltoltddésének menetét, és ez utani alakuldsat

fluoreszcens mikroszkdp tizemmddban kovettiik.
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2 r e r r r .z 7
Az Ca”" koncentracié valtozasanak megfigyelése

A kisérletek szobahOmérsékleten folytak, a preparatum mindvégig O,-vel
buborékoltatott natrium-gliikonatos szdérsejtoldatban fiirdott. A perfuzio sebessége 3 ml/ perc
volt.

A megfestett sejt(ek) allapotanak rogzitése céljabol a kisérlet elott €s utan is ferde
megvilagitasi képsorozat késziilt vertikalis irdnyban a prepardtumrol. A fluoreszcens
vizsgalatokban a sejtekbe juttatott OGB-1 és Fura2/K' festékeket 494 ill., 340/380 nm-en
gerjesztettiik (TILL Polychrome I monokromator). A detektalas 523 ill. 510 nm-en tortént.
Legalabb 3 perces alapvonal felvétel utdn (10 s-onkénti exponalas) adtuk az ATP-t 30 s-on
keresztiil, 25-100 uM koncentracioban. Az ATP-stimulus alatt a felvételek 2 s-onként
késziiltek. Ismételt ingerlés esetén legalabb 10-15 percet vartunk az ATP okozta

deszenzitizacio elkeriilésére.
A Kkisérletek értékelése

Az online rogzitett adatokat offline értékeltiik Axon Imaging Workbench 4.0
programmal. Ennek soran visszajatszottuk a kisérlet alkalmaval rogzitett képeket, és felvettiik
az egyes sejtek iddben valtozo intenzitdsanak gorbéjet.

Az egy hullamhosszon gerjesztett OGB-1 indikatorral festett sejtek esetében a nyers
fluoreszcencia  értékekbdl az intracellularis Ca®" valtozasokat jellemzé normalizalt
fluoreszcencia valtozast a AF/F = (F-Fy)/F, értékkel adtuk meg (ahol Fy a stimulus el6tti, az F
pedig a stimulus utani aktualis fluoreszcencia)

A Fura2/K' ratiometrikus festékkel jelolt sejteken, a 340 és 380 nm-es gerjesztések
mellett detektalt fényintenzitisok hanyadosaval, az un. ratio értékkel jellemeztiik a [Ca®'];

valtozasokat.
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V. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Munkank soran funkcionalis imaging vizsgalatokat végeztiink kifejlett hallasu egerekbdl
készitett hemicochlea preparatum Corti-szerv sejtjein, melyeket az altalunk bedllitott

elektroporacios modszerrel festettiink meg Ca®" indikatorokkal.
Megkozelités és pipetta paraméterek

A kivalasztott sejteket mikromanipulator segitségével kozelitettilk meg. A megkdzelités
modjat tapasztalati uton hataroztuk meg. A specialis anatomiai struktira miatt ugyanis a

pipetta elakadas nélkiili utjat befolyasoljak a Corti-szerv egyes strukturai (membran elemek,

N4

lamina reticularis). A legmegfelelobb megkdzelités a fliggbleges irdnybol torténd

Aad?

Lraereszkedés” a sejtre, majd a sejtmembran benyomasa diagonalis iranybol. A tal magasrol

7. abra. Belsd szérsejt elektroporacios toltése Ca2* érzékeny festékkel kifejlett hallasu egér hemicochleaban. A
kepsorozat mutatja, hogy a megfeleléen pozicionalt pipettabdl aramimpulzusra (10 pA, 10 ms) a festék (1mM
OGB-1) szelektiven a célsejtbe diffundal. Az extracellularis tér hatterfestédése elhanyagolhato és a folyamatos
puffer perfuzié ezt is kimossa. (IHC, belsé szdrsejt; PC, pillérsejt; MB, membrana basilaris, MT, membrana
tectoria)
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kezdett diagonalis iranybol valdo megkozelités elakadast eredményezhet a membran
strukturakban, a lamina reticularisban, és a mikrotubulus gazdag pillérsejtekben. A pipettanak
egyértelmiien hozza kell érnie a sejthez, enyhén be kell nyomnia a membranjat, kiilonben a
festék nem a sejtbe, hanem a kornyezd teriiletre 1ovell ki; id6legesen ellepi a sejt felszinét azt
az illuziot keltve, hogy a megfestés sikeres volt. Ekkor viszont a festék 2-3 percen beliil
lemosddik a sejtfelszinérdl, ellentétben a ténylegesen sikeres festéssel, amikor is a festék akar
40-60 percig lathatova teszi a sejtet.

A pipetta elvételekor a fliggdleges irdnyu lassu felemelkedés az, ami a legkevésbé
karositja a sejtet, nem szakitja ki a membrant és nem mozditja el az eredeti helyérdl (a pipetta,
diagonalis irdnyu eltavolitasakor, hajlamos maga utan ,,huzni” a sejtet).

A festéshez 4-6 MQ ellenallasu, boroszilikat tivegpipettakat hasznaltunk. Munkank
soran azt tapasztaltuk, hogy a pipettaba bekeriild kisebb szennyezddés, buborék, vagy a

széjara tapadt kevés sejtmembran nem gatolta a kovetkezo sejt megfestését.

Az aramimpulzus paramétereinek beallitasa és a festékkoncentracio

A pipetta megfeleld pozicionalasa utdn dramimpulzust adtunk, melynek hatasira a
sejtmembranon porusok nyiltak €s a pipettdban levo festek diffuzidval ill. — toltott molekula
lévén — a ra hatd elektromos térerd hatasara bejutott a sejt belsejébe (7. abra). Az impulzus
paramétereinek beallitdsanal els6dleges szempontunk a sejt minimalis kdrositasa volt. A
talzottan nagy aramerdsség, vagy hossz ideig tartdé stimulus irreverzibilisen
megvaltoztathatja a sejtmembran szerkezetét, ami végsd esetben a sejt 1d6 eldtti halalahoz
vezet. Ugyanakkor nem csokkenthettiilk az id6t valamint az erdsséget talsagosan, hogy a
porusok nagysaga, illetve nyitési ideje lehetdvé tegye elegenddé mennyiségii festék bejutasat a
sejtbe. Ezen okok folytan a festékkoncentracio €s az aram impulzus paramétereinek beallitasa
szorosan 0sszefligg egymassal.

Az impulzus idejét, szakirodalombodl szerzett adatokat is figyelembe véve, 10 ms-ban
hataroztuk meg, amely tokéletesen bevalt a késdbbi tapasztalataink alapjan is.

A festékkoncentraciot kezdetben 1mM-ban hataroztuk meg, €és ehhez 10 mA erdsségi
impulzust rendeltiink. Ezekben a kisérletekben sikeres festés sordn nagyon erdsen festddo
sejtekhez jutottunk. A festddés erdsségének csokkentése végett a koncentracid 500 pM-ra
csOkkentettiik. Azonban mind az 500 pM-lal, mind az 1 mM koncentracioval festett sejtek
gyorsan vesztettek intenzitdsukbol, megduzzadtak. Eme jelenségekbdl arra kovetkeztettiink,
hogy az impulzus aramerdsségének nagysaga karositotta a membrant, tartésan ateresztoveé
tette, a sejtek pedig ozmotikus hatds miatt elpusztultak.
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A sejtek életben tartdsa céljabol lecsokkentettiik az aramerdsséget 100 pA-re, €s
visszatértilk az 1 mM festékkoncentracidhoz. Az igy festett sejtek jo allapotban ¢élték tul a
festési eljarast, és hasonldéan gyorsan és erdteljesen festodtek. A validalasi kisérletek soran
azonban meredeken csOkkent az intenzitasuk, amit a photobleaching jelenségével
magyaraztunk (8. abra).

A fluoreszcens festék molekulak tobbszori gerjesztési €s emisszids ciklus utan elvesztik
gerjeszthetdségi képességliket. Ezt a jelenséget nevezziik photobleaching-nek. Minden
indikator molekula kiilonb6z6 szdmu foton emisszidja utan ég ki, de Osszességében
exponencialis fliggvénnyel irhatd le a molekuldk szamanak és a bleaching eldtt emittalt
fotonok szaménak Gsszefliggése. (Vagyis, minél tobb festék molekula taldlhaté a megfigyelt
sejtben, a molekuldk annal kevesebb fotont emittdlnak egyenként, gyorsan kiégnek. Kisebb
indikator molekula szamnél az egyes molekulak, akar 2,5%10° fotont is képesek emittalni.)

Ezutan, hogy a sejtet még kevésbé karositsuk a festés soran, nem a festékkoncentraciot
csOkkentettiik, hanem a toltési dramerdsséget vittiik le 10 pA-re. Az igy festédott sejtek
lathatoan kevesebb indikator molekulat vesznek fel egy impulzus hatasara, ugyanakkor a
fluoreszcencidjukat képesek hosszitdvon megtartani, ami a kisérletek elvégzése

szempontjabol az egyik legfontosabb tényezd.
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8. abra. A photobleaching jelensége egy pillérsejten. Tl erfs megvilagitas esetén a sejt
5 perc alatt szinte teljesen lathatatlanna valik (elveszti floureszcenciajat) az indikator
molekulak kiégése miatt. Az abra a pillersejt félétt mért, hattérlevonas utani intenzitas
értékeket mutatja (ROI-BGD, dnkényes értékek) az idd figgvényében.
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A megvilagitas mértéke

A photobleaching jelenségének minimalizalasahoz a sejtek kezdeti intenzitdsanak 250-
160 egységnek (a mi mérdrendszeriink esetében érvényes onkényes egységek, arbitrary units)
kell lennie (a hattér levondsa utan 130-50 egység). Ekkor — mivel a ,bleachelddés” nem
jelentds — az intenzitas gyorsan bedll egy alland6 szintre. Kissé nagyobb intenzitas értékeknél
gyors intenzitds esés torténik (az indikator egy részének kiégése soran), majd bedll egy igen
lassan csokkend, kvazi allando intenzitas szint.

A bleaching nemcsak a felvett indikator molekulak szamatol, hanem a megvilagitd fény
intenzitasatdl és a megvilagitas idejétdl is fiigg. Attol fliggden, hogy a festés soran milyen
mennyiségli indikator molekulat sikeriilt a sejtbe juttatni (az allanddan tartott ingerlési
paraméterek és festékkoncentracio ellenére némi eltérés sejtrdl-sejtre tapasztalhatd) finoman
utanallitottuk a megvilagitas idejét, és — manualisan allithato rekesz segitségével — a sejtre esd

fény intenzitasat is, gy, hogy az emittalt intenzitas csak minimalis mértékben valtozzon.
A sejtek festodésének sikeressége

Osszességében elmondhatjuk, hogy az elektroporicios technika tdltési paramétereit
sikerlilt ugy optimalizalni, hogy a Corti-szerv minden sejttipusat (9. abra) a funkcionalis

imaging vizsgalatok igényeinek megfelelden tudjuk festeni mind OGB-1, mind Fura2/K"
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9. abra. Elektroporacioval a Corti-szerv szenzoros és tamaszto sejtjei is feltdlthetéek egér
hemicochlea preparatumban (10 pA, 10 ms, 1 miM OGB-1). DC, Deiters sejt; HC, Hensen
sejt: OPC, kilsd pillersejt; IPhC, belsd phalangealis sejt; IHC, belsd szirsejt; OHC, kilsd
szirsejt



fluoreszcens Ca®” indikatorokkal.

A szelektiv festésnek koszonhetden olyan struktirdk valtak lathatova a sejteken,
melyeket eddig nem tudtunk megfigyelni. Ilyen a példaul a Deiters sejtek phalangealis
nyulvanya (12. és 13. abra Deiters sejtet abrazold képe). Ez lehetdséget ad a polarizalt sejtek
elkiiloniilo részeinek kiilon vizsgalatara.

A sejtek vizsgalhatdsaganak ideje a photobleahing csokkentésével megnétt. Az egyes
sejteken akar 40-50 perces funkcionalis kalcium imaging vizsgalatokat is végezhettiink.

Ugyanakkor egy sejt megfestése elektroporacioval igen gyors miivelet. Egyetlen
pipettaval egy Corti-szervben akar 4-6 sejtet is képesek voltunk tolteni, ami lehetdvé tette

kiilonbozo sejtek parhuzamos vizsgalatat (10. abra).

10. abra. Tobb sejt parhuzamos toltése elektroporacioval egy Corti-szerven beldl.
A modszer gyorsasaga és ismételhetbsége lehetbve teszi, hogy egy preparatumon
belll tdbb sejtet is feltdltsiink és igy alkalmassa tegyunk a funkcionalis imaging
vizsgalatra. A megfestett sejtek ebben az esetben is kiemelkednek a hattérbdl es
jol elkulénithetdk egymastol. DC, Deiters sejt; HC, Hensen sejt; OPC, kilsé
pillérsejt; IHC, belsd szbrsejt; OHC, kulsé szbrsejt
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Funkcionalis kalcium imaging vizsgalatok — az ATP Kivaltotta intracellularis Ca**

valaszok mérése

Igazolnunk kellet a sejtek toltést kovetd ¢€let- és valaszképességének fennmaradasat is.
Ehhez ATP-t, mint élettani stimulust hasznaltunk, mely a purinerg receptorokon keresztiil
Ca®" szint valtozast idéz elé a sejtekben. A Corti-szerv sejtjein megtalalhatok mind az
ionotrop P2X, mind a metabotrop P2Y receptorok, hiszen a halloszervben az ATP
transzmitterként €s otoprotektiv faktorként is szerepet jatszik [26]. Az ATP-t 25 — 100 uM-os
koncentracidban, 30 masodpercre adtuk hozza a perfizidhoz.

Az ATP stimulus hatasara az ¢letben 1évo sejteken aktivalédnak a P2X receptorok,
melyek az extracellularis térb6l Ca®"-ot engednek be, valamint a P2Y receptorok, melyek G-
proteinek segitségével aktivaljak a foszfolipaz C — mositol-trifoszfat (IP3) kaszkadot [24, 25,
26]. Az IP3 a sejtben levé endoplazmatikus retikulumon levd receptoraihoz kapcsolodik,
melynek kovetkezménye a belsé Ca®' raktarak citoplazméba iiriilése. A Ca>” koncentraci6
valtozasat elektroporacioval a sejtbe juttatott Ca>™ érzékeny fluoreszcens festékekkel tudtuk
detektalni.

OGB-1 fluoreszcens indikatorral sikeriilt intracelluldris Ca®" szint emelkedést
megfigyelniink mindkét érzéksejt tipuson (kiils6- és belsd szOrsejtek), valamint Deiterses
phalangealis sejteken. Fura2/K' indikatorral pedig Deiters, Hensen és pillérsejteken
detektaltunk ezidaig Ca®" tranzienseket. OGB-1 esetében a (F-Fo)/Fo, Fura-nal pedig a ratio
(R) értékekkel jellemeztitk a Ca> valtozasokat.
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11. abra. Az ATP a jelzifestékkel feltdltdtt sejtekben jol mérhetd
intracellularis Ca®* valaszokat valt ki. A valaszok ismételhetdek. Az
abran OGB-1 (a)) és Fura2/K* (b))festékekkel toltétt Deiters sejtek
valaszai lathatoak 30 masodpercig a perfazioban adott ATP-re (100
HM). A deszenzitizacid elkerllése érdekében két ingerlés kazott
legalabb 10 percet vartunk. A piros pontok az ATF adas idejét
mutatjak.

27



02R 100 uM 0,1R 100 pM
50 UM 50 uM

500s

12. dbra. Az ATP altal kivaltott Ca?* valaszok dézis és sejttipus fliggéek. Lathatd, hogy 100 uM ATP
mindkét sejttipusban nagyobb Ca®* emelkedést okoz mint az 50 pM. Eddigi kisérleteink alapjan a
pillérsejtek konzekvensen kisebb valaszokat mutattak mint a Deiters sejtek. DC, Deiters sejt; PC,
pillérseijt

Az ATP stimulusokat minden sejtipusban meg tudtuk ismételni, mindkét indikator
hasznalatakor (11. 4bra).

Az egymds utan kovetkezd ingerléseket novekvd ATP koncentracioval is elvégeztiik.
Elmondhatjuk, hogy magasabb dozisa ATP nagyobb Ca”" valaszt valt ki (12. abra).

Az elektroporacios festési technika nagy szelektivitasa és kifejezetten jo jel-zaj aranya
lehetové tette szamunkra az egyes sejteken beliili strukturdk vizsgalatat is. Ezek koziil
kiemelkednek a Deiters sejtek phalangealis nyulvanyan végzett megfigyelések. Az esetek
tobbségében a nyulvany maga nem volt lathaté csupan a végén levd, kioblosodo, ,tappancs-
szerll’” vége. Mérni tudtuk e ,tappancs” intenzitas valtozasait is. Megtigyeltiik, hogy kisebb
koncentracidra a nyalvany az érzékenyebb. A fluoreszcens tranziens felfutdsa a nytlvanyban
ugyanolyan meredek volt, mint a szomaban, de a ,tappancs” valasza id6ben konzekvensen

hamarabb jelentkezett €s lecsengése hosszabban elnytlt.

0,5 AF/F 100 uM ATP

{, 100 uM ATP

50 uM ATP

25 uM ATP

nyulvany

13. abra. Az elektroporacios toltés lehetévé teszi, hogy egy sejt eltéré kompartmentjeiben kilén
vizsgaljuk az intracellularis Ca?* valtozasokat és dinamikajukat. Deiters sejt nyllvanya és szémaja
eltéré nagysagu és lefutast ATP valaszt mutat. Raadasul a nytlvany Ca?* valasza mindig megelézi a
sejttest valaszat.
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VI. KOVETKEZTETESEK

Az enyhe vagy sulyosabb hallaskarosodasoktol szazmilliok szenvednek vildgszerte. A
hallérendszer sériilése hatranyosan befolydsolja az egyén ¢Eletvitelét, ¢és tarsadalmi
elszigetelodéshez vezethet [I]. Komoly tarsadalmi jelentdségiik ellenére keveset tudunk a
karosodasok kialakulasahoz vezetd folyamatokrol. A fizioldgiai, patofiziologiai ismereteink
bovitése eléfeltétele a sikeres terapia kifejlesztésének. Ennek képezi fontos részét a sejt- és
molekularis szintli ismeretek szerzése, melynek nélkiilozhetetlen megkozelitési médja a nagy
tér- és 1dobeli felbontasti funkcionalis imaging vizsgalatok végzése. Ezeknek viszont
elofeltétele az indikator festékek szelektiv, kiméletes €s gyors sejtekbe juttatdsa. Kifejlett
hallasi  egér Corti-szervén végzett funkcionalis kalcium imaging vizsgalataink
tovabbfejlesztése érdekében allitottuk be az elektroporacids indikator toltés modszerét egér
hemicochlea preparatumon. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy:

1. hallé egerek hemicochlea prepardtumaban a Corti-szerv sejtjeinek indikator

toltésére is alkalmas az elektroporacio

2. a modszerrel egyhullamhosszi OGB-1, és két hullimhosszii Fura2/K* Ca®*
érzé¢keny fluoreszcens indikatorok is szelektiven ¢és gyorsan sejtekbe
juttathatok,

3. az altalunk beéllitott elektromos impulzus (10 ms, 10 pA) és pipetta

paraméterek (4-6 MQ), valamint festékkoncentracid (1mM) alkalmasak a
Corti-szervben taldlhatd érzék- €s tdmasztdsejtek minden tipusdnak OGB-1 és
Fura2/K" fluoreszcens indikatorokkal torténd megfestésére; a szelektiv
festésnek koszonhetden sikeriilt lathatova tenniink olyan sejtstruktirékat is,
melyek mas festési eljarassal nem vizualizlhatoak,

4. a photobleaching jelenségének kikiiszobolése utan a megfestett sejtek akar 40-
50 percen keresztiil is vizsgalhatoak voltak, ami mar elegendd az altalunk
tervezett kisérletek elvégzéséhez,

5. a Corti-szerv ¢lettani és korélettani miikodésében is meghatarozd szerepet
jatszo6 ATP adasara a megtoltott sejtek a vart [Ca®']; emelkedéssel valaszoltak;
a valaszok ismételhetdek voltak és nagysdguk az ATP koncentracidjatol
fliggdtt (dozis-hatds Osszefiiggés); a megorzott sejtmiikodés €s a moddszer

alkalmazhatdsaganak tovabbi bizonyitékaként foghatjuk fel, hogy tobb sejt
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parhuzamos vizsgalata mellett, egy sejt kiilonb6zé kompartmentjeinek eltérd
dinamikaju Ca** valaszai is nyomon kévethetSk.

A fenti eredményeink igazoljak, hogy az elektroporacios technika megfeleld indikator
toltést biztosit halld egerek hemicochlea prepardtumaban végzett nagy tér- és iddbeli
felbontasu, funkcionalis kalcium imaging vizsgalatokhoz. A szelektiv festésbol eredd jobb jel-
zaj arany segiti a Corti-szerv fiziologiai és patofiziologiai folyamatainak feltérképezését.
Mivel a mddszert egereken allitottuk be, alkalmas az egyre nagyobb szamban rendelkezésre
allo emberi hallaskarosodas modellként szolgald, genetikailag modositott egerek Corti-

szervének vizsgalatara is.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A leggyakoribb emberi szenzoros deficit a halloszervet érinté karosodas. Ennek
irreverzibilis, jelenleg gyodgyszeresen nem gyogyithatd formdjat adjak a szenzorineurdlis
hallaskarosodasok (SNHL). Ebben az esetben a belsdfiilben (a cochledban), vagy az idegi
vezetésben, feldolgozasban kovetkezik be az elvaltozas [I]. Patofiziologiai ismereteink
boviilese elofeltétele a hatékony terapia kifejlesztésének. Ennek érdekében foglalkoztunk egy,
a Corti-szerv sejtszintli mechanizmusainak funkcionalis imaging vizsgalatat megkonnyitd,
elekroporacios festési modszer beallitasaval.

Az altalunk hasznalt hemicochlea preparatum alkalmazasaval a lehetdséglink nyilik ra,
hogy az eddigi vizsgalatokban szerepld, még nem hallé egerekbdl nyert €s ezért elsddlegesen
fejlodésbiologiai  kérdések vizsgalatira alkalmas preparatumok adta lehetdségeket
meghaladva, mar kifejlett Corti-szervvel rendelkezd egerekkel dolgozzunk [1]. A
hemicochlea prepardtumokat 15-27 napos egerek cochledjanak kettévagasaval készitettiik. A
Corti-szerv  epifluoreszcens mikroszkdpban kivalasztott €és  beazonositott — sejtjeit
mikromanipulator vezette, fluoreszcens jelzdfestékkel toltott tivegpipettaval megérintettiik,
majd a festéket araminjekcioval a sejtbe lottikk. Az elektroporacid6 porusokat nyit a
sejtmembranon, és a sejt képessé valik a festék (estetiinkben a Ca®" érzékeny Oregon Green
BAPTA-1 ¢és Fura2) felvételére [20]. A kisérletek sordan meghataroztuk az optimalis
fetékkoncentraciot (ImM), aramerdsséget (10nA), aramimpulzus szélességet (10ms),
pipettaparamétereket (4-6MQ). Modszerlinkkel a Corti-szerv érzék- €s tamasztosejtjeit is
tolteni tudjuk, egy preparatumban akar 4-6 db sejtet is. A szelektiv toltésnek koszonhetden (a
hattér nem festddik) a jel-zaj arany sokkal jobb, mint a laborunkban eddig alkalmazott toltési
moédszer esetében. Validalasaként a megtoltott sejtekben 50 - 100 uM ATP altal kivaltott Ca*"
tranzienseket mértiink funciondlis imaging modszerrel. A Corti-szerv sejtjei, kiillonbozo
eloszlasban, de mind rendelkeznek purinerg receptorokkal (P2X és P2Y), amelyek masodik
hirvivéként Ca®"-ot is hasznalnak [26].

Kisérleteink soran eldszor alkalmaztuk elektroporaciés modszert kifejlett Corti-szerv
sejtjeinek megtoltésére, €s ezen modszer alkalmazasaval késobb lehetdségiink lesz a SNHL-
ok sejtszintli patomechanizmusat vizsgalni vad €s emberi halldskdrosodas modelljelként

szolgalo genetikailag modositott egerekben is.
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VIII. SUMMARY

Impairment of hearing is the most common sensory deficit in the human population.
Sensorineural hearing losses (SNHLs) are the incurable forms of this impairment at present.
In this case the lesion affects the inner ear (cochlea) or the neural conductivity or processing.
Invention of effective drug therapy needs deepening of our patophysiological knowlege at the
cellular level. Our aim was to set up and optimize the method of loading of Ca®” indicators by
electroporation, which makes easier and more reliable the funtional imaging of cells in the
organ of Corti.

Majority of SNHLs are developed after the oneset of hearing, but investigations at the
cellular level in mice are usually performed before that in the literature. The hemicochlea
preparation, we use is suitable for investigations in mice with mature hearing (> P15), i.e.,
developmental changes do not disturb drawing conclusions. The preparation was made by
cutting in half the cochlea of 15-27 days old mice. Cells of interest were identified in an
epiflourescent microscope. The fluorescent indicator was injected by a current impulse after
touching the cell with the dye loaded micropipette driven by a micromanipulator. The
electoporation opens poruses in the cell membrane and the indicator is forced to enter the cell.
We used the two Ca’" indicators, Oregon Green BAPTA-1 and Fura2. By testing them, we
have defined their optimal concentration in the pipette (1mM), the intensity (10pA) and the
duration (10ms) of the electroporation current and the parameters of the pipette (4-6MQ).
With this method we can load both the sensory- and the suppurting cells of the organ of Corti
(4-6 cell per preparation). Due to the selective filling the background staining remains low
and the signal-to-noise ratio is much better than in the case of bulk loading we used before.
To validate this new method, we stimulated the loaded cells with 50 and 100 uM ATP and
measured intracellular Ca®" transient with functional imaging techique. All cells of the organ
of Corti have purinerg receptors (P2X and P2Y) using Ca*" as a second messenger.

We have set up the method of Ca®" indicator loading by electroporation of cells of the
mature organ of Corti. Using this technique we will have the opportunity to investigate the
patomechanism of SNHLs at cellular level in both wild type and genetically modified mice

serving as a model of inhereted human deafnesses.
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