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1. A nem szindromas nagyothallas tobb génes 6roklddésének vizsgalata

Eurdpaban ill. Magyarorszagon az un. gap junction proteint kédolé GJB2 gén (Connexin 26) mutacioi

felelosek leggyakrabban a velesziiletett, nem szindromdas nagyothalldsért. A kiilonb6zé connexin gének
recessziv 6roklodést heterozigdta mutacidinak hatasa 6sszegzddhet és egyiitt mar nagyothallast eredményezhet.
Korabban kimutattuk, hogy a magyarorszagi populacioban a velesziiletett nagyothallasért leggyakrabban felelds
genetikai hiba a GJB2 (Connexin 26) génben van. A leggyakoribb genetikai eltérés a 35delG delécid, valamint
a RI27H (c.380G>A) és W24X (c.71G>A) mutéaciok voltak. A kontroll csoportban a 35delG hordozasi
gyakorisaga 4,8%-t mutatott.
Az esetek kb. 20%-ban csak 1 heterozigdta recessziv genetikai eltérés volt detektalhatdé a GJB2 génben. Mivel a
kiilonb6zd connexin gének recessziv oroklddeésii heterozigota mutaciodinak hatasa 0sszegzodhet €és egyiitt mar
tobbgénes nagyothallast eredményezhetnek, ezért tovabbi két connexin gént (GJB3 és GJBO6) ill. a GJB2 gén 5’
nem kodolo szakasz splice site régidjat is megvizsgaltuk 47 nagyothalld esetében, akiknél a GJB2 gén kodold
exonjaban csak egy mutacié volt kimutathat6. Tizenegy DNS mintaban volt detektalhatdo a GJB2 gén 5° nem
genetikai eltérést homozigéta formaban identifikaltuk. A GJB6 génben egy delécidt [A(GIB6-D13S1830)] (2
16), mig a GJB3 génben 3 féle nukleotid cserét (2 1) és 1 ismert) [c.357C>T, ¢.798C>T és ¢.94C>T (p.R32W)]
talaltunk. Eredményeink a -3170>A mutacid rutin vizsgalatdnak fontossagara hivja fel a figyelmet kiilonosen a
GJB2 heterozig6ta nagyothallo esetekben. A GJB3 és a GJB6 gének vizsgalata — a benniik eléfordulé mutaciok
alacsony el6fordulési gyakorisaga miatt - nem érdemes, hogy a rutin diagnosztika részét képezze.

A nagyothallds génvizsgélatit a pres gén vizsgélatira is kiterjesztettiik. Tanulmanyunk sordn 50
ismeretlen eredetii, 30-60 dB kozotti nem szindromas nagyothalld beteg és 50 normal hallasu egyén (kontroll
csoport) DNS mintdjaban a pres gén molekularis genetikai analizisét végeztiik el. A prestin fehérjét kodolo gén
— pres — a hetes (7q22.1) human kromoszéman helyezkedik el és 21 kddolo exonbdl 4ll. Elektromos impulzus
hatasara intracellularisan klor iont kot meg, és a membranfesziiltség hatisara azt az extracellularis tér irdnyaba
mozgatja ugy, hogy az ion nem keriil ki az extracellularis térbe (inkomplett transzporter). Az anion vandorlasa a
fehérjén beliil konformaci6 valtozast idéz eld, amely a sejt alakvaltozadsdhoz vezet és a kiilsd szOrsejt hosszat
akar 3-5% novelni tudja, igy a hallasunkat 40-50 dB-lel javitja, valamint a frekvencia szelektivitasat is
nagymértékben emeli. Egy nagyothalld fia gyermek és teljes hallasi apa esetében a 6. kodold exonban
p-R150Q misszensz mutacid volt kimutathatdé heterozigota forméban. Erre a mutdciora nézve a kontroll
csoportban nem volt hordozo személy. Az p.R150Q mutéciot tartalmazd DNS-rdl - emberi vese sejtvonalban-
szintetizalodott fehérjén végeztiik el a funciondlis analizisit, un. teljes sejt patch-clamp electrofiziologiai
madszerrel. A kiilsd szOrsejt elektromotilitasat jelzé non-linearis kapacitas funkcio (NLC) hasonl6 volt a vad és
a mutans sejtvonalban, bar az R150Q mutans in vitro 25%-os erdsitésbeni csokkenést mutatott. A kapott
eredményt Gsszevetve a fenotipussal megallapithato, hogy a 75% -os csokkent funkcio is elég a megfeleld
erdsitéshez. Ez volt az elsd olyan genetikai és elektrofizioldgiai vizsgalat, amely a pres gén kodold exonjaban
genetikai hibat mutatott ki.

2. A vezetéses hallascsokkenést okozo stapes fixaciok etiopathogenezisének vizsgalata

Az otosclerosis kanyardvirus altal okozott gyulladdsos betegség. Az otosclerosis kapcsan az oticus
capsula és a stapes talp koros csontatépiilése zajlik, melyet gyulladdsos- és a csontanyagcserében szerepet
jatszo cytokinek megvaltozott expresszidja, valamint a kanyardvirus altal aktivalt celluldris immunvéalasz
egyiittesen okoz. Az otosclerosisos stapes fixacid jelentdsen fokozott TNF-alfa expresszioval jellemezhetd,
melynek mértéke fiigg az otosclerosis szovettani aktivitasatol, valamint a tiinetek fennallasi idejétl. A TNF-
alfa expresszid6 mértéke Osszefiigg az otosclerosis altal okozott szenzorineuralis halldscsokkenés fokaval.
Feltételezziik, hogy az otosclerosist kiséré szenzorineuralis hallascsokkenést gyulladdsos cytokinek okozzak.
Otosclerosis esetén a TNF-alfa antagonistaként mitk6dé osteoprotegerin szintje jelentdsen csokkent, kiilonosen
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a kezdeti-, igen aktiv stadiumokban. Feltehetden ez a fenomén is hozzajarul a fokozott csontremodellaciohoz és
az Ujabb otosclerosisos gocok megjelenéséhez. A nem otosclerosisos stapes ankylosis nem eredményez
valtozast a TNF-alfa illetve egyéb gyulladdsos cytokinek expresszidjaban. Az osteoprotegerin szintek sem
korosak. Az otosclerosis szovettani aktivitasa, a tiinetek els6 megjelenésétdl eltelt id6, a TNF-alfa expresszio
valamint az audiologiai mddszerekkel kifejezett aktivitas kozott igen szoros parhuzam figyelheté meg. A stapes
fixacio eredményeképpen létrejott vezetéses hallascsokkenés nem egységes korkép, két f6 csoportra oszthato:
otosclerosis és nem-otosclerosisos stapes ankylosis (pseudo-otosclerosis). Ez utdbbi heterogén korfolyamatok
gyljtécsoportja, melyek patologiai alapjat nem gyulladdsos, degenerativ folyamatok képzik. Az otosclerosis a
folyamat aktivitasatol fiiggetleniil igen alacsony, néha kimutathatatlan kanyarévirus ellenes szérum IgG szinttel
jar, amely alkalmas lehet a betegség preoperativ diagndzisara is.

3. Percepcios nagyothallas modellezése izolalt kiils6 szorsejt elektromodilitas modellen

A cochlearis kiilsé szorsejtek hallasélettani szerepe igen sokrétii, ezért az utobbi idoben a hallasélettani
kutatasok kozéppontjaba keriiltek. Ezek a sejtek nem csak az alacsony intenzitasi hangok érzékelésében
vesznek részt, hanem a cochlea Osszetett szabalyzé rendszerének kulcsfontossagu elemei is. Korabbi kutatasi
eredményeink ravildgitottak arra, hogy ezek a sejtek rendelkeznek egy intrinzik szabalyoz6 rendszerrel, melyen
keresztiil kozvetleniil valtoztathato a cochleaban zajlé hangerdsités hatékonysaga és a cochlea erds
hanghatdsokkal szembeni adaptacidja. A cochlearis kiilsé szOrsejtek emlitett intrinzik szabalyozd rendszere
képes megndvelni a sejtek mechanikai ellenallasat (stiffness) és csokkenteni a sejt nyugalmi hosszat. Jelen
kutatdsaink eredményeként eldszor sikertilt bizonyitanunk, hogy a kiils6 szdrsejtek mechanikai ellenéllasa tobb
szinten szabalyozott és els6ként sikeriilt kisérletes bizonyitékot adnunk arra, hogy a kiilsé szorsejtek
mechanikai ellenallasdnak valtoztatisa szamottevoen képes megvaltoztatni a kiilsé szdrsejtek hangerdsitd
funkciojat. Az eredményeink felhasznaldsaval nem csak pontositottuk és kiegészitettiik azt a hallaselméleti
modellt, mely alapjan feltételezheté volt egy ilyen jelenség megléte, hanem kisérletesen igazoltuk és
matematikailag leirtuk a kiilsd szdrsejtek mechanikai ellenallasanak megvaltozasa altal okozott hangerdsitd
funkciovaltozast. Ezek az eredmények kozelebb visznek minket szdmos klinikai tiinet megértéséhez,
ravilagitanak a klinikumban evidenciaként kezelt, de tisztazatlan eredetli jelenségek sejtszintli okaira (pl.: a
cochlea hangterheléssel szembeni faradasi jelensége, Meniere betegség akut rohamai kapcsan kialakuld
atmeneti hallasvesztés, impulzus zajok altal keltett kellemetlen hangélmény jelensége). Mindemellett ezek a
kutatasi eredmények tovabbi kutatdsi lehetdségeket nyitnak, melyek eredményei akar kozvetleniil is
felhasznalhatok lesznek a klinikumban.

4. a) Deiter’s sejtek kdliumaramainak elektrofiziologiai jellemzése

A Corti szerven beliil talalhatok a szdrsejtek, melyek a hallas tulajdonképpeni receptor sejtjei. A Corti
alaguttol befelé a belsd, ettdl lateralisan a kiilsd szOrsejtek. A kiilsé szdrsejteket a Deiters-féle tamasztosejtek
hataroljak. A Deiters sejtek szoros kapcsolatban allnak a kiilsé szdrsejttel, ahhoz mind az apikalis, mind a
bazalis polusan csatlakoznak, Gigynevezett ,,mikromechanikai egységet” alkotnak (Laffon). A Deiters sejtek
szerepe a cochlearis mikromechanikéban és a belsd fiil elektrolit homeosztazisaban igy a hallas percepcidjanak
folyamatdban még nem tisztazott. Feltételezések szerint a Deiters sejtek a kiilsé szorsejtek erdsitd
mechanizmusat segitik, (Nenov, Slepecky). Masok a Deiters sejteknek a belsd fiil elektrolit homeosztazisdban
jatszott regulator szerepét vetik fel (Laffon). A korabbi kisérletekben csak morfologiai eltéréseket sikertilt
kimutatni a Deiters sejtek kozott, funkcionalis kiilonbségeket nem sikeriilt detektalni (Laffon).

Kiséréleteink célja a sejtek funkcionalis vizsgalata soran a sejtek kifelé iranyuld fesziiltségfiiggé K™ dramanak
karakterizalasa, a sejtek morfologidja és aramkarakterisztikdja kozotti esetleges kapcsolat, valamint a Deiters
sejtek cochleaban betoltott szerepének vizsgalata.

Az elektrofizioldgiai és farmakologiai vizsgéalatok soran megallapitottuk, hogy a Deiters sejtek kifelé iranyulo
fesziiltségfiiggd K™ aramaért két kiilonalld csatorna populacio felelds.



A sejtek depolarizacidja soran kialakuld kifel¢ iranyuld aram inaktivacidja két fazisa volt. Ez a két fazisu
inaktivacio két fesziiltségfiiggd, eltérd inaktivacids kinetikaval rendelkezd K’ csatorna meglétét feltételezi.
Azonban talatunk 6t sejtet, amelyek inaktivacios kinetikaja monofazisu volt, ezeken a sejteken egy K csatorna
volt jelen. ChTx és TEA eltéré mértékben blokkolta a gyors és a lassi komponenst. 10 nM ChTx sejtekhez
adasakor a blokkolt aramban foként a gyorsan inaktivalédd komponens volt jelen, mig 1 mM TEA esetén a
blokkolt &ram féként a lassan inaktivalddé komponenst tartalmazta

Nenov és mtsai azt feltételezték, hogy az egyik kifelé kapuzé fesziiltségfiiggd K csatorna valoszintileg Kv1.5
tipusu. A mi farmakoldgiai eredményeink ezt nem igazoltdk. A ChTx és TEA szenzitivitds, valamint az
inaktivacids kinetika alapjan a gyorsan inaktivaloédé aramkomponenst l1étrehozd csatorna tartozhat a Kv 1.3
tipusba (Grissmer, Somodi). A lassan inaktivalo dramkomponensért felelds csatorna molekularis azonositasa
még a tovabbi kisérletek feladata.

A vizsgélt Deiters sejtek nem képeztek homogén populacidt. A sejteket két csoportra osztottuk: vastag sejttestii
Deiters sejtek, melyek rovid KSZ-hez kapcsoldédnak és vékony tipusu sejtek, melyek hosszii KSZ-hez
kapcsolodnak. Az dram mérési adatok alapjan a vékony és a vastag tipust sejtek felszinén ugyanazok a K"
csatornak talalhatok. A két csoport kozott nem volt kiilonbség a mért két fazisi aramgorbe inaktivacios
idéallandoi kozott, ugyanakkor a vékony sejteken nagyobb aramamplitidot mértiink, mely a gyorsan
inaktival6dé aramkomponens nagyobb abszolut expresszidjdnak kovetkezménye. Ennek megfelelden az
aramkomponensek aranya eltérd volt a két morfoldgiai csoport kozott. A kiilonbozé K konduktanciaval
rendelkezd Deiters sejtek, melyek a cochledban eltérd helyen talalhatok, eltéré mértékben befolyasoljak a belsd
fiil K" recirkulaciés mechanizmusat, melynek zavara percepcios hallascsokkenéshez vezet.

4.b) Zajkezelt tengeri malacok kiilsé szdrsejtjeinek purinoceptor megoszlasa és intracellularis kdlciumszintje

A kornyezeti artalmak, mint példaul a tartos zajhatas a belsé fiil sejtes elemeinek karositasa révén idegi
tipusu hallascsokkenéshez vezetnek(Décori, Subramaniam). A belsé fiil sejtek koziil a legérzékenyebb sejtek a
kiilsé szorsejtek, ezek koziil is a magas hangok percepcidjaban szerepet jatszd, bazalis csavarulaton
elhelyezkedd sejtek. Zaj hatasara a kiilsé szOrsejtek sztereociliumai sériilnek, kéarosodnak a sejtek
mitokondriumai. Ezen folyamatok végiil a sejtek duzzadasahdz, funkciojuk elvesztéséhez és végiil a sejtek
pusztulasahoz vezetnek (Saunders, Berridge). Feltételezések szerint ezen karositd mechanizmusok hatterében a
sejtek ionhaztartasanak felborulasa és kiilondsen a Ca®* szint véltozasa all, mely sejtfalmerevség valtozast hoz
1étre a kiils6 szOrsejt oldalfalan (Batta, 2003; Batta, 2004).
Kisérleteinkben megmértiik a tartds, kozepes intenzitasti zajterhelés (80 dB SPL, 14 napig) hatdsara
bekovetkezé nyugalmi Ca”" szint valtozast. Tartds zajterhelés hatisara a sejtek intracellularis nyugalmi Ca**
szintje megemelkedett, mely eltérés kifejezettebb volt a bazélis csavarulatokrol preparalt sejtekben, melyek a
magas frekvencidju hangok percepciojaért felelések. A zajterhelés képes megvaltoztani a kiilsé szdrsejtek
kiilonboz6 neurotranszmitterekre adott valaszat is. 180 uM ATP hatasara a kezelt sejtekben kisebb volt a Ca*"
szint emelkedés. Ezen mérések soran szintén talaltunk eltérést a cochlea bazalis és apikalis csavarulatarol
szdrmazo sejtek kozott. A folyamatos KSZ stimuldcid, és az ennek kovetkeztében kialakuld magasabb
nyugalmi intracellularis Ca®" szint a sejtfelszini purinerg receptorok expresszidjat csokkentette,mely allhat a
kisérleteink soran megfigyelt kisebb amplitaddjii és hoszabb latenciaval kialkulo ATP-re adott Ca®" vélasz
hatterében.
A kezelt sejtek ATP adas utan 1étrejové kisebb mértékli valaszkészsége a sejtek funkcidjdnak csokkenését
jelenti, a tartosan magas nyugalmi Ca®" szint a sejtek pusztulasihoz, irreverzibilis idegi tipusti
hallascsokkenéshez vezet.



