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1. Roviditések jegyzéke

atm. — atmoszféra

AMPA-receptor - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionsav receptor

AUC — area under the curve (gorbe alatti tertilet)

BERA - brainstem evoked response audiometry (agytorzsi kivaltott valasz
audiometria)

Cd — kadmium

CF — cisztikus fibrézis

CYP 450 — cytochrom P 450 enzim

DA — dopamin

DOPAC - dihydroxi-fenilacetilsav

DPOAE - distorsion product otoacoustic emission (disztorzios otoakusztikus

emisszio)

FDA — Food and Drug Administration (amerikai gyogyszer- és ¢lelmiszerellendrzo

hatosag)

GAPDH — gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

Glu - glutamat

HBOT — hiperbarikus oxigénterapia

[*H]DA — triciummal jellt DA

HPLC - High-performance liquid chromatography (nagy teljesitményii
folyadékkromatografia)

HVA - homovanilinsav

IHC — Inner Hair Cell (bels6 szorsejt)
i.p. - intraperitonealis

i.t. — intratimpanalis

I.V. - intrvénas

LOC - lateralis olivocochlearis koteg
MAO - monoamino-oxidaz

mg/d - milligramm/nap

MGIUR — metabotrop glutamat receptor

MPP+ - 1-methyl-4-phenylpyridinium ion



MPTP - 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

NMDA-receptor — N-metil-D-aszpartat receptor

OHC — Outer Hair Cell (kiils6 szorsejt)

ROS - reaktiv oigén szarmazék

S.C. — subcutan (bor ala)

S.E.M. — standard error of the mean (atlag szorasa)

SG — spirdlis ganglion

SOD - superoxid dizmutéaz

SNHL — sensorineural hearing loss (idegi eredetii hallascsokkenés)

TBC — tuberkulézis

TTX — tetrodotoxin

VGCC - Voltage-Gated Calcium Channel (fesziiltségfiiggd kalcium csatorna)
VGSC - Voltage-Gated Sodium Channel (fesziiltségfiiggd natrium csatorna)



2. Bevezetés — Irodalmi hattér

Mindennapjainkban a megfelel6 tajékozodast, eligazodast tobb érzékszerviink
segiti, melyek koziil az egyik legfontosabb a hallas, ami egy rendkiviil bonyolult
mechanikai és elektrofiziologiai folyamatok sorozataként 1étrejovo érzékelés.

E folyamat részeként a kiilvilagban 1étrejové hangrezgések a hallojaratba
jutva - ép hangvezetd rendszer esetén - mozgasba hozzak a dobhartyat, ill. ezen
keresztiil a hallocsontokat. A rezgésbe hozott hallocsontok a hangenergiat az ovalis
ablakon keresztiil atadjdk a belsofiil folyadékterének, amiben frekvenciaspecifikus
hullamok altal ingeriiletbe jonnek a Corti szervben talalhatd szenzoroS sejtek, a
kiils6 és belsd szoérsejtek (1. abra). A szoérsejtekben az extra- és intracellularis tér
kozott fennalld jelentds potencidlkiilonbség megvaltozasa kovetkeztében kialakuld
elektromos jeleket a VIlI-as agyideg (nervus vestibulocochlearis) hallasért felelds

rostjai vezetik el a kiilonb6z6 hallomagvak ¢€s a hallokéreg felé.

1. abra: Corti szerv sematikus rajza (forras: Felten, Netter’s Atlas of Neuroscience, 2nd Edition,
2010, Elsevier, modositva).

A Corti szervet alkotd sejtek és idegi struktirdk egymashoz viszonyitott helyzete. Lathatdé a
szOrsejtek afferens (kék) és efferens (piros) beidegzése. A kiils6 szérsejtek (OHC) talalhatok a Corti
szerv lateralis, mig a bels6 szérsejtek (IHC) a Corti szerv medialis részén. A fekete nyilak a Corti

szerv, hangingerek keltette 16késhullamok hatasara kialakulé elmozduldsanak az iranyat jelzik.
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Mig ezen folyamat mechanikai részét részletesen ismerjik, az
elektrofiziologiai mechanizmusok pontos részleteit illetben hianyosak az
ismereteink. A bels6fiill alapveté miikodésével kapcsolatos mechanizmusok
kutatasaért és a haladd hullam elmélet kidolgozasaért Békésy Gyorgy 1961-ben
elnyerte az élettani és orvosi Nobel-dijat. Az altala kidolgozott teoria mind a mai
napig bizonyos kiegészitésekkel érvényben van és alapjat képezi a cochlea
mikddésérdl alkotott ismereteinknek.

Eletiink soran szamtalan kiils6 és bels behatas éri halloszerviinket, amelyek
a rendkiviil finoman szabalyozott rendszerben karosodasokhoz vezethetnek. Ezen
behatasok az egyre hosszabb varhato élettartam miatt 6sszeadodnak, egyre hosszabb
ideig hatnak rank.

Legfontosabbak ezek koéziil a civilizacidos kdrnyezetiink részeként egész életiinkben
fennalloé zajterhelés (hangos zenchallgatas, 90-100 dB-t meghaladd munkahelyi
zajterhelés  hatékony  véddfelszerelés  hidnyaban, forgalmas  kozlekedési
csomoépontokban jelentkez6 tartos zaj, stb.), az életkor elérehaladtaval fokozatosan
karosodo vérellatas okozta perfuzids zavarok, a kiilonbozo betegségek gyogyitasara
kifejlesztett gyogyszerek és kezelési eljarasok hatisaként, ill. mellékhatasaként
kialakul6 kolcsonhatasok, valamint tobb, kozvetleniil a hallas szenzorineuralis részét
karosito korokozo altal kivaltott betegség.

Ezeken feliil szamtalan olyan tényezd6 is befolyasolhatja hosszu tdvon a hallasunkat,
melyeket egyel6re nem ismeriink, és igy az ismeretlen eredetii, idiopatias csoportba
sorolunk.

Mivel az egyre fejlddé orvostudomany hatdsanak kovetkezményeként a varhatd
¢lettartam mind a fejlett, mind a fejl6dé orszagokban fokozatosan emelkedik,
feltételezhetd, hogy az Osszeadddod hatasok miatt az idésebb generaciokat egyre
fokozottabban érintik a hallaskarosito tényezok (Schultz-Coulon, 1985; Boettcher et
al, 1987).

Ennek az additiv hatasnak az életmindségre gyakorolt kedvezdtlen kovetkezményei
az élet szamos teriiletén jelentkezhetnek.

Jelenlegi ismereteink alapjan nyilvanvalo, hogy a kiilonb6z0 karosito

tényezOk tobb patomechanizmuson keresztiil fejtik ki hatasukat. Elsésorban ennek a



multifaktoridlis jellegnek koszonhetd, hogy mindeziddig nem rendelkeziink igazén
hatasos kezeléssel a szenzorineuralis hallascsokkenések (SNHL) esetében.

Egyre elfogadottabbnak latszik azonban az a nézet is, miszerint a kiilonb6z6 karositd
tényez6k komplex hatasmechanizmusai nagymértékben hasonlitanak egymasra.
Ezen folyamatok alapvetd részét képezi a kiillonb6z6 noxak kdvetkeztében kialakuld
glutamét medialta excitotoxicitds, mely reaktiv szabad gyokok képzddéséhez és
ezeken keresztiil sulyos sejtkarosodasokhoz vezethet. (Bondy és Lee 1993; Reynolds
¢és Hastings 1995; Lipton, 1999).

Az excitotoxicitas elleni endogén védekezé mechanizmusok koziil jelentds
szerepet jatszik a laterdlis olivocochlearis neuronokbdl felszabadulo, és az
elsédleges halloneuronok koros talaktivalodasat gatlo, ezaltal protektiv hatast kifejtd
dopamin (DA) (Ohmori, 1992; Puel, 1995; Gaborjan et al., 1999; Halmos et al.
2000; 2005). Mind a DA felszabadulas fokozasan, mind a raktarakba torténd
visszavétel és a DA lebomlasdnak gatlasdn keresztiil eldsegithetjiik az
excitotoxicitds karos hatdsainak a kivédését.

A karosito tényezOk tobbes tdmadaspontjabol kovetkezik, hogy a lehetséges hatasos
cochleoprotektiv szereknek is multiplex védémechanizmuson keresztiil kell kifejteni
védo hatasukat.

Ezen elgondoldsbol kiindulva vizsgaltuk meg in vitro €s in vivo koriilmények
kozott az anti-Parkinson kezelés részeként torzskonyvezett, szamos igazolt
tamadasponton keresztiil neuroprotektiv hatassal rendelkezé rasagilin hatasat egy
SNHL forma, az aminoglikozid antibiotikum okozta hallaskarosodas

egérmodelljében.

2.1. A szenzorineuralis hallascsokkenés és a hatékony gyogyszeres kezelés
hianya

2.1.1. A szenzorineuralis hallascsokkenés etiologidja, patologiaja €s klinikai
diagnozisanak kritériumai

A hallascsokkenés az embereknél tapasztalt leggyakoribb érzékvesztés. A
modern, iparosodott orszagokban a hirtelen fellépé hallascsokkenés kialakulasanak

gyakorisaga tag hatarok kozoétt mozog. Bizonyos tanulmanyok éves szinten 5-
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20/100000 lakost emlitenek, mig mashol a 160/100000 aranyt is eléri az
el6fordulasuk (Mattox et al., 1977, Klemm et al. 2009).

Szamos folyamat vezethet fokozatosan progredialé szenzorineuralis

hallasvesztéshez, mint pl. a természetes Oregedés (presbyacusis), szamos
genetikailag meghatarozott, ill. idiopathias betegség, tovabba a mindennapos
civilizacids zajterhelés is ezek kozé tartozik.
A hirtelen kialakult halldsvesztések hatterében bizonyos patogenetikai tényezdk
szerepe ismert (fertdzés, vaszkularis okok, emelkedett fibrinogén szintek, trauma,
genetikai betegségek, am a legnagyobb csoportot — akar az esetek 90%-at - tovabbra
is az idiopatias eredetii hallasvesztések alkotjak (Suckfiill, et al., 2002., Rauch,
2008., Chau et al., 2012., Weiss et al. 2014.).

A szenzorineuradlis halldscsokkenés diagndzisanak felallitasat jelenleg
nemzetkozileg széles korben elfogadott kritériumok hatarozzak meg (National
Institute of Deafness and Communication Disorders. Sudden Deafness. 2000.):
Legalabb 30dB-t elérd, minimum 3, egymast kdveté mért frekvencian tapasztalt,
percepcios  jellegi  hallaskiiszob  emelkedést neveziink  szenzorineuralis
hallascsokkenésnek. Mivel szdmos esetben nem 4all rendelkezésre a hallascsokkenés
kialakulasat megel6z6 hallasvizsgalati eredmény, ezért leggyakrabban az ellenoldali
fiilon mért hallashoz viszonyitjuk a mérési eredményt.

Idiopatiasnak neveziink egy hallascsokkenést, amennyiben a megfeleld
kivizsgalasok ellenére sem igazolhat6 a fellépett hallaskarosodas eredete.

Az orvosi gyakorlatban tobb gydgyszer ismert, melyek alkalmazasara
hasonldan hatékony, esetleg hatasosabb hatéanyagok hidnyaban az ismert ototoxikus
mellékhatasok mellett is rakényszeriilink. Ilyenek a szamos, pl. a fej-nyaki
daganatok kemoterdpias kezelésére hasznalt platina alapt szerek - azokon beliil is
leginkabb a ciszplatin -, valamint az aerob, Gram negativ baktériumok altal okozott
fertozések kezelésére bevalt, és bizonyos esetekben nem helyettesithetd
antibiotikumok, az aminoglikozidok.

A hallascsokkenések vezetéses formajaval ellentétben a percepcids
hallaskarosodas kezelésére nem all rendelkezésiinkre hatékony terapia (Kaya H. et
al. 2014; Salonen, J. et al. 2013). Leginkabb az ép és karosodott hallas alapvetd

molekularis folyamataival és ezek endogén védé mechanizmusaival kapcsolatos
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hidnyos ismereteink miatt nem rendelkeziink megfeleld eszkozokkel a SNHL
megeldzésére €s kezelésére.

Szamtalan patologiai tényezét ¢és mechanizmust tartanak felelésnek a
szenzorineuralis hallascsokkenések kialakulasaban (Hinshaw és Feldman, 1945,
Boettcher et al, 1987).

Egyetértés latszik kialakulni a tekintetben, hogy a redox haztartasban
1étrejovo egyensulyvesztés €és az ennek kovetkeztében kialakuld reaktiv nitrogén és
oxigén gyokok (RNS és ROS) intracellularisan megemelkedett szintje alapvet6 a
SNHL-ek minden szerzett (Mukherjea et al., 2011), valamint szamos Oroklott
formajanak (Noben-Trauth és Johnson, 2009) patologiai folyamataiban.

A szOrsejteket ér6 karosoddson kivill a szenzorineuralis hallascsokkenések
kialakuladsahoz, ill. fokozdddsahoz hozzéajarulhatnak a stria vascularist és a spiralis
Hawkins, 1976, Johnsson et al., 1981; Harris et al., 2011).

Az ischaemia, hypoglycaemia, ill. kiilonb6z6 hallaskéarositd gyogyszerek
hatasara a szoOrsejtekbdl excessziv mértékben felszabaduld glutamat, elsdsorban
ionotrép receptorainak tulaktivalodasan keresztiil fokozza az intracellularis Ca®* és
ROS szintet. Az emelkedd sejten beliili Ca®-szint tobb, a sejteket karositd
folyamatot indit be:

- karosodik a mitochondriumok energiatermeld funkcidja, ezzel karosodik a

Ca?*-felvétel az endoplazmas retikulumba és a Ca?* eliminald transzportja

- megemelkedik a Ca? -fiiggd proteazok, lipazokés endonukledzok aktivitdsa,
karositva a fehérjéket, lipideket €s nukleinsavakat
- aktivalodik az NO-szintézis, ami magas koncentraci6 elérése esetén
neurodegenerativ foyamatok elinditasdhoz vezet
Az excitotoxicitas részeként megemelkedett ROS-ok szerepe tObbszords: nem csak
potencirozzak a koros folyamatokat, de be is inditanak ilyen folyamatokat, ill.
kozvetleniil is karositjdk a sejt alkotorészeket. Végeredményben a fenti
folyamatokon keresztiil apoptozishoz és nekrozishoz vezetnek (Lipton, 1999).
Ezen ismeretanyag alapjan indultak el a SNHL kialakuldsaban dont6 szerepet

jatsz6 Corti-szerv sejtjeinek ¢és a halloidegek védelmét szolgald, kiilonb6zo
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antioxidans és ROS-fogd vegyiiletekkel kapcsolatos vizsgalatok (Tabuchi et al.,
2010; Mukherjea et al., 2011).

A hirtelen kialakult hallascsokkenések jelentds hanyadanal (32%-65%)
spontan javulas, akar teljes gyogyulas varhaté (Conlin és Parnes, 2007a), bar ennek
klinikai tapasztalataink sokszor ellentmondani latszanak. A prognozist szamos
tényez0 befolydsolhatja, Ggymint a beteg kora, szédiilés egyiittes fennélldsa a
tinetek kialakuldsakor, a hallascsokkenés mértéke, illetve a hallaspanaszok
kialakulasa és a kezelés megkezdése kozott eltelt id6 (Conlin és Parnes, 2007Db,
Fetterman et al. 1996, Haynes et al. 2007).

Jelenleg nem rendelkeziink olyan kezelési protokollal, ami a hirtelen
hallascsokkent betegek jelentds részénél a spontan hallasjavulas esélyénél
szignifikansan nagyobb gyogyulasi esélyt biztositana (Stachler et al., 2012).

Az alkalmazott, de kell6 és egyértelmiien igazolt hatékonysaggal nem rendelkezd
kezelési probalkozasok sora végtelennek tiinik. Ezek kozott talalhatok tobbek kozott
a szisztémas és topikus szteroidok, antiviralis készitmények, reoldgiai szerek,
diuretikumok, hiperbarikus oxigén kezelés, értagitok, véralvadasgatlok, ozmotikus
szerek, plazmaexpanderek, nootrop szerek, asvanyi anyagok, valamint kozépfiil-
sebészeti beavatkozas soran torténd fisztulazards, valamint a szoros obszervacid
onmagaban.

A SNHL egyéb formaiban a fent felsorolt kezelések hatékonysagara még ennyi pozitiv
klinikai eredményiink sincs. Ezzel egyiitt a nem megfelelden tisztazott patologiai hattér
miatt bizonyos, nem hirtelen kialakult percepcids hallascsokkenések esetében is
megprobalkozunk a terapiakkal, nem megfeledkezve ezen kezelések pszichologiai

(placebo) hatésairol.

2.1.2. Kortikoszteroid kezelés

Laboratériumi tesztek igazoltdk a hirtelen kialakult, szenzorineuralis
hallascsokkenések esetén fellépd gyulladasos sejthalal kaszkadfolyamatanak létét,
amit a szteroid terapia befolyasolni képes (Stachler et al., 2012).

Jelen esetben a kortikoszteroidok alatt olyan szintetikus glukokortikoidokat értiink,

amiket szajon at, intravénasan (i.v.) vagy intratimpanalisan (i.t.) adagolunk. Ide
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soroljuk a prednizolont, a metilprednizolont és a dexametazont. A kortikoszteroidok
rendelkeznek tamadésponttal a belséfiilben, melyeken keresztiil ki tudjak fejteni
hatasukat virusos, vaszkularis, autoimmun, Meniére-betegséghez tarsuld és egyéb
etiologiaju hallasvesztések esetén (Norris, 1988, McCall et al., 2010).

Szamos vizsgalat és 0sszefoglalo elemzés foglalkozott a szisztémasan adagolt

szteroidok hatdsossagéaval szenzorineuralis hallascsokkenések esetén.
Egy attekint6 vizsgalat eredménye alapjan egyes szerzOk szerint a kortikoszteroid
kezelés nem jar elonydkkel a placebo csoporthoz képest, mig masok jelentOs
hallasjavulast igazoltak (Wei et al., 2006). Egy késObbi meta-analizis enyhe, de nem
szignifikans hallasjavulést igazolt (Labus et al., 2010).

Ezen adatok alapjan az Amerikai Fil-orr-gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti
Akadémia Alapitvany (American Academy of Otolaryngology — Head and Neck
Surgery Foundation) érvényben 1év0, 2012-es, bizonyitékokon alapuld szakmai
iranyelve szerint ajanlhatd a betegek részére a hirtelen kialakuld, szenzorineuralis
hallascsokkenés esetén a szisztémas szteroid kezelés alkalmazasa (Stachler et al.,
2012).

Az akut szenzorineuralis hallascsokkenésben szenvedd betegeknél — a

meggy6z0 bizonyitékok hidnyaban - erdsen mérlegelni kell a kezelés megkezdése
eldtt a szisztémasan adagolt kortikoszteroidok kockazat/elény aranyat.
A spontan javul6 hallascsokkenések esetén az a tapasztalat, hogy a legerdteljesebb
javulas az els6 2 hétben varhato (Mattox et al.,, 1977). Hasonldé eredményre
szamithatunk szteroid kezelés mellett is, mig a 4.-6. hét kozott alkalmazott kezelés
kevés javulassal kecsegtet (Rauch, 2008., Cvorovic et al., 2008).

A szisztémésan adagolt kortikoszetroid kezelésnek szdmos szervet érintd
mellékhatasai ismertek. A leggyakrabban alkalmazott szteroidok, mint a
prednizolon, minimalis mineralokortikoid hatassal rendelkeznek, igy mellékhatas-
spektruma leginkabb a kozvetlen glukokortikoid hatasokbol, ill. a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvesekéreg rendszer szupressziojabol adodik. Szamolhatunk
alvaszavarokkal, felboruld cukorhdztartassal, gasztritisszel, ill. gyomorvérzéssel,
valamint stlygyarapodassal.

Az alkalmazand¢ szteroid dozisokat illetéen szamos bevett gyakorlat 1étezik.

Jelentdsen eltérd gyakorlatok tapasztalhatok a rendkiviil magas, akar 250-500 mg
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mg/d dozistdl a napi 1 mg/kg dozisig (max. dozis: 60 mg/d), minden esetben a
terapia eldrehaladtaval folyamatosan csokkend adagok alkalmazéasa mellett (Stennert
et al., 1979, Rauch, 2008).

A jelentds mellékhatasok miatt az inzulin-dependens, vagy nehezen
beallithatd cukorbetegek, nehezen kontrollalhaté hipertonias, TBC-ben, illetve
egyéb, komoly fertdzésben szenvedd betegek, a gasztrointesztinalis fekélyben
szenveddk, valamint a sulyosan oszteoporotikus betegek nem vagy csak kiilonds
odafigyelés mellett részesiilhetnek szisztémas kortikoszteroid kezelésben.

Fontos tényez0 azonban, hogy a szteroid kezelés mellet jelentkezd mellékhatasok
jelentds része kronikus adagolds mellett jelentkezik. A kiillonbozd kezelési
gyakorlatok mellett a 10-14 napig tarté6 adagolas mellékhatasai mérsékeltek és jol
toleralhatoak. Tartdés szedés mellett is a legjelentésebb mellékhatasként
sulygyarapodas ¢s emelkedett vércukorszintek jelentkeztek (Alexander et al., 2009).

Az egyre gyakrabban intratimpanalis uton alkalmazott szteroidok akar
onmagukban, akar szisztémas adagolas mellett kiegészité kezelésként, akar salvage
terapiaként adagolva (a kezdeti, szisztémasan kezdett szteroid kezeléssel szemben
mutatott hatastalansag esetén) nagyobb aranyban biztositanak hallasjavulast hirtelen
hallasvesztés esetén a placebo csoportokkal, ill. a szisztémasan adagolt
szteroidokkal kezelt betegekkel szemben. (Battaglia et al. 2008, Filipo et al. 2013).

Tekintettel a lokalis alkalmazasra, szisztémas mellékhatasok jelentésen
kisebb valdszinliséggel 1épnek fel. Ennek koszonhetd, hogy alkalmazasuk érdemi

alternativat jelenthet pl. diabéteszes betegek kezelésénél (Han et al., 2009).

2.1.3. Egyéb gyogyszeres kezelések

A hirtelen hallascsokkenések sokszinli etiologiai hatterébdl kiindulva nagy
szamban kezdddtek terapids probalkozasok a tiinetek csokkentésére. Ilyenek a viralis
hatteret feltételezé antiviralis készitmények, a Cochlearis ischaemiat feltételez6
karbogén (0sszetétel: 30 % CO; - 70 % O2), a fokozott alvadaskészség miatt
kiprobalt alvadasgatlok, a vér megndvekedett viszkozitasat feltételezd reoldgiai

készitmények, az emelkedett fibrinogén szintek miatt alkalmazott defibrogenizacio,
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crer

érsziikiiletet feltételez6 vazoaktiv anyagok.

Fenti hatdoanyagokkal kapcsolatosan erdésen megoszlanak a vizsgalati
eredmények. Egy résziik igazolja, mas résziik cafolja a hatéanyagok hatdsossagat
(Fish et al., 1984, Suzuki et al., 2003, Garcia et al. 2006, Psillas et al., 2008,
Agarwal ¢s Pothier, 2009, Labus et al., 2010, Sha et al., 2012, Yildrim et al., 2013).

Részben a vizsgalt hatdanyagok hatdstalansaga, 1ill. bizonytalan
hatékonysaga, részben a vizsgalatok nem megfelel6 mindsége miatt a korabban mar
hivatkozott Amerikai Fiil-orr-gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Akadémia Alapitvany
(American Academy of Otolaryngology — Head and Neck Surgery Foundation)
érvényben 1évo, 2012-es szakmai irdnyelve nem javasolja a kiilonb6z6 antiviralis,
trombolitikus, értagitd, vazoaktiv anyagok €s antioxiddnsok alkalmazasat hirtelen

hallascsokkenésben szenvedé betegeknél (Stachler et al., 2012).

2.1.4. Hiperbarikus oxigénterapia

A hiperbarikus oxigén terapia (HBOT) bizonyos orszagokban egy gyakran
alkalmazott, altalaban kiegészitd kezelési eljaras hirtelen kialakult szenzorineuralis
hallascsokkenések esetén, amely soran a betegeket egy specialis tilnyomasos
kamraba helyezik, ahol lehetdség van kiilonb6z6, a normal 1égkori, 1 atm.
nyomasnal nagyobb értékii, akar 100%-os oxigén tartds belélegeztetésére. Ennek
kovetkeztében elérhetd az intracochlearis szovetek magasabb oxigén szaturacidja,
ami az elgondolasok szerint a megemelkedd vér oxigenizaltsagi szinteken keresztiil
eldsegitheti az esetlegesen karosodott szorsejtek és a halloneuronok talélését.

A magas nyomas miatt a mellékhatdsai kozott elsésorban a barotrauma kiilénbozo
forméi emlitenddk.

Elso sikeres alkalmazasara hirtelen hallascsokkent betegek esetében az 1960-as évek
végén Németorszagban és Franciaorszagban keriilt sor.

Az aktudlis vizsgalatok szerint szteroid kezelés mellett kiegészitdként
alkalmazhat6. A javasolt kezelések iddtartama alkalmanként 1-2 6ra, 10-20X

ismételve.
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A hirtelen hallascsokkenések esetén kiilonosen akkor varhatéd szignifikans hatas, ha
minél elébb sikeriil megkezdeni a kezelést a tiinetek kialakuldsahoz képest és minél
jelentésebb volt a kezdeti hallasvesztés mértéke. Az eredmények messzemendkig
nem egybehangzdak, szamos vizsgdlat nem tudott kimutatni semmilyen kedvezd
hatast a HBOT nélkiili kezelési csoportokhoz képest. Ennek kovetkeztében ezt a
rendkiviill koltséges, sok helyen nehezen elérheté kezelési metodust (600-
700%/kezelés) csak kiilonés megfontolast kovetden javasolt alkalmazni. (Ohno et
al., 2010., Korpinar et al., 2011, Stachler et al., 2012, van der Veen EL et al., 2014).
A SNHL jelenlegi, magyarorszagi kezelési gyakorlata részét nem képezi a HBOT
alkalmazasa. Magyarorszagon néhany helyen elérhetd a HBOT kezelés. A kezeld
helyek honlapjain elérhetd tajékoztatas alapjan elsdsorban dekompresszids betegség,
elhuzodo, elégtelen sebgydgyulds, anaerob korokozok altal eldidézett, sulyos

szovodményekkel fenyegetd korképek, ill. STROKE esetén javasoljak alkalmazasat.

A szamtalan terapias probalkozas a betegeknél bizonytalansagérzést alakithat
ki és jelentésen megemeli a kezeléssel kapcsolatosan felmeriild koltségeket.
Sikertelen gyogyszeres kezelés esetén szamos esetben sziikség lehet pszichoterapia
alkalmazasara is, kiilonosen esetleges tinnitus egyiittes fennallasa esetén.

A kezelések ellenére fennmaradd, szocidlis kiiszobot elérd, ill. azt meghaladd
hallascsokkenések esetén jelenleg kizarodlag a koltséges halldsjavitd eszkozok
jelenthetnek megoldast. A hallokésziilékek fejlddésével (legyen az kiilsé, vagy
implantalhato) az elért ¢letmindség jelentdsen javithatd, am az ezzel jard koltségeket
¢s esetleges kellemetlenségeket nem mindenki tudja/akarja vallalni.

A mindennapi kommunikaciobol valo kiesés magaval hozza a tarsadalomtol vald
egyre komolyabb elzarkozast.

Egy hatékony, a kiilonboz6 eredetii hallascsokkenések mértékét esetlegesen
csokkentd, a hallasromlds kialakuldsanak késleltetését elGsegitd gyogyszeres
kezelésnek mind tarsadalmilag, mind kozgazdasagilag nagyon jelentds hatasa
lehetne.

Az  érintett emberek  életmindségének  javitasa  révén  csokkenne a
kiszolgaltatottsaguk, aktiv részesei maradhatndnak a tirsadalomnak és kevésbé

szorulnanak a kornyezetiik segitségére.
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2.2. Rasagilin

2.2.1. A Monoamin-oxidazokrél (MAO) altalaban

A monoamin oxiddzok a szervezetben szdmos helyen eléfordulé enzimek
(kiilondsen a majban, a vesében, a gyomorban, a bélfalban és az agyban taldlhatok
nagyobb mennyiségben), amelyek a monoamin neurotranszmitterek lebontasat
végzik. Két fajtajat kiillonboztetjilk meg, a MAO-A és a MAO-B izoenzimeket.

A MAO-A enzim dontéen a szerotonin, melatonin, adrenalin és noradrenalin
lebontasat végzi, mig a MAO-B enzim els6sorban a feniletilamin lebontasaért
felelds. Mindkét enzimforma részt vesz a dopamin lebontasanak folyamataban.

Az enzimek elégtelen mukodésének, illetve  mesterséges — gatlasanak
kovetkezményeként felszaporodnak a szubsztratjaik, igy azok hatasa fokozodik. Ezt
a hatast hasznaljuk ki tobbek kozott a Parkinson-kor kezelésében, amikor a
szelektiven a MAO-B enzimet gatlo gyogyszereket (pl. selegilin, rasagilin)

crcr

2011).

2.2.2. Farmakolégia, farmakokinetika, gyogyszerbiztonsag

A rasagilin (N-propargyl-1R(+)-aminoindan) a klinikai gyakorlatban a
Parkinson betegség kezelésére alkalmazott, szelektiven a monoamin-oxidazok B
tipusat irreverzibilisen gatld, masodik generacios propargylamin szarmazék
(Finberg, 2010).

A rasagilin a Parkinson-koérban alkalmazott elsé szelektiv MAO-B inhibitor
selegilin (Deprenil) analdgja, azonban alapvetden kiilonbozik a metabolizaciojuk.
Mig a selegilin, tobbek kozott amfetaminra és metamfetaminra bomlik le, a rasagilin
lebomlédsa soran aminoindan keletkezik, aminek kdvetkeztében nem jelentkeznek az
amfetaminra jellemz6 szimpatomimetikus mellékhatasok.

Az R-izoforma rendelkezik aktiv MAO-gatlo hatasokkal, az S-izoforma

hataserdssége ebbdl a szempontbol harom nagysagrenddel kisebb.
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A klinikumban alkalmazott formaja a rasagilin mesylat, amely a szamos megvizsgalt
szerkezeti analog koziil a legkedvezobb farmakologiai, farmakokinetikai és
stabilitasi tulajdonsagokkal rendelkezik.

A rasagilin MAO-B gatlo hatasa nagyjabol 2 nagysagrenddel erésebb a MAO-A
enzimet blokkoloé hatasanal (Youdim et al. 2001).

A selegilin és rasagilin hataserdsségét Osszehasonlitva, a human szoveteken mért
MAO-A-t, ill. MAO-B-t gatl6 hatasaikban érdemi kiilonbséget nem talaltak. In vivo,
patkanyokon elvégzett vizsgalatok alapjan a rasagilin 3-15x bizonyult erésebb
MAO-B gatlonak a selegilinnel szemben (Youdim et al. 2001).

Kiilonbozd per os dozisokkal ellendrizték a rasagilin biztonsdgossagat 1 mg
¢s 20 mg kozott, huzamosabb ideig alkalmazott, napi egyszeri adagolas mellett.
Minden vizsgalt dozist jol toleraltak a betegek. Valamennyi alkalmazott dézissal
sikeriilt elérni a maximalis MAO-B gatlast, a magasabb adagok mellett korabban
alakult ki a teljes hatas (Thebault et al. 2004).

A farmakokinetikai vizsgalatok alapjan a rasagilin gyorsan felszivodik a
gyomor-bél rendszerb6l és konnyedén atjut a vér-agy gaton (Gotz et al. 1998,
Youdim et al. 2001). Per os adagolas mellett a maximalis vérkoncentraciot 30-40
perc elteltével éri el (Stern et al. 2004).

A rasagilin metabolizmusa a majban torténik, CYP450 1A2 izoenzim
hatasara egy dealkilalasi 1épéssel 1-aminoindan képzdédik, ami nem rendelkezik sem
vazoaktiv, sem MAO-bénit6 hatdssal. Bizonyos CYP 450 gatlo gyodgyszerek,
ugymint a cimetidin, a ciprofloxacin, vagy a fluvoxamin alkalmazasa soran
jelentésen megnovekedhet, mig egyéb, a CYP 450 1A2-t stimulalé gyogyszerek
hatasara, mint az omeprazol, jelentésen csokkenhet a rasagilin szérumszintje

, ezért az alkalmazott d6zisok modositasara lehet sziikség ezen gyodgyszerek

egylttes adagolasa mellett (Chen and Swope 2005).

2.2.3. Neuroprotektiv hatés

Tal azon, hogy a rasagilin szelektiven gatolja a DA metabolizmusaban
szerepet jatszoO MAO-B-t, rendelkezik neuroprotektiv hatassal is. (Tabakman et al.,
2004; Siderowf and Stern, 2006). A rasagilin sejtvédé hatasaban részben a MAO-B
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blokkolasa, am részben ettdl teljesen fliggetlen folyamatok is szerepet jatszhatnak; a
molekula N-propargyl lanca tiinik feleldsnek. Az MPTP-bél (1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine) a MAO-B enzim hatasara MPP*™  (1-methyl-4-
phenylpyridinium ion) képzdédik, ami egy ismert neurotoxin. Ennek megfeleléen a
rasagilin ezen metabolikus folyamat gatlasaval neuroprotektiv hatassal rendelkezik
(Heikkila et al., 1985).

A rasagilin hatékony neuroprotektiv tulajdonsagait alatamaszté adat, hogy a
rasagilin S-enantiomerje (TV1022), ami 1000x kevésbé hatasos MAO-B blokkolo,
mint a rasagilin, azzal azonos neuroprotektiv hatdssal bir, rdadasul ezen hatas
elérés¢hez a MAO-B gatlo hatasnal alacsonyabb koncentraciok is elegenddek.
(Youdim et al., 1999, 2001, Maruyama and Naoi 1999, Maruyama et al., 2000).

Kimutattak, hogy a rasagilin védelmet nyOjt a glutamat indukalta

excitotoxicitas eseteiben is, mely védémechanizmus pontos 1épései jelenleg még
nem ismertek. Feltételezések szerint egyéb folyamatok befolyasolasa mellett (pl.
ROS-képzés, Ca®'-haztartds befolyasolasa) a metabotrép glutamat-1 receptor
antagonistaival mutatott szerkezeti hasonlosag is szerepelhet a hattérben (Pellegrini-
Gianpietro et al., 1985).
Védoé hatasat igazoltak a neurondegeneracioval szemben is (Huang et al., 1999;
Speiser et al., 1999; Youdim et al., 2006). Antioxidans enzimek, mint a szuperoxid
dizmutaz (SOD) és kataldz, expresszidjanak fokozasa révén protektiv hatassal bir az
oxidativ karosodassal szemben (Carillo et al., 2000; Maruyama et al., 2002).
Védelmet nyujt az apoptozissal szemben proapoptotikus enzimek (pl. kaszpaz 3 és a
GAPDH) aktivitalodasanak gatlasa, a citokrom c protein blokkolasa, ill. a Bcl-2
csalad proapoptotikus tagjainak (Bad, Bax) aktivitds-csokkentése, valamint az
antiapoptotikus tagok (pl. Bcl-xL) serkentése révén (Weinreb et al., 2004;
Maruyama et al. 2001a, 2001b).

2.3. A lateralis olivocochlearis (LOC) efferensekbdl felszabaduldo DA
cochleoprotektiv szerepe

Kimutattak, hogy a zajkarosodas, presbyacusis, cochlearis ischaemia, vagy

aminoglikozid okozta ototoxicitas esetén a belsé szérsejtekbdl (IHC) felszabadulo
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nagy mennyiségli glutamat (Glu) a primer halléideg neuronjainak excitotoxikus
karosodasat okozza (Duan et al., 2000; Ruel et al., 2007; Tabuchi et al., 2010;
Bernarding et al., 2013).

A LOC efferensek, az elsddleges halloneuronok periférias terminalisain
képzett axodendritikus szinapszisokon keresztiil az elsddleges halloneuron - nucleus
cochlearis — oliva superior lateralis — cochlea short loop feed-back kor effektor
részét alkotjdk ¢és a DA felszabaditdsan keresztiil gatoljdk a halléneuronok
talaktivalodasat, azaz védelmet nyuajtanak azok excitotoxikus karosodasaval
szemben (2. abra). A DA gatolja a Glu posztszinaptikus hatasat ¢s védi az IHC-
afferens idegi szinapszist (Gaborjan et al., 1999; Halmos et al., 2005, 2008; Ruel et
al., 2007; Lendvai et al., 2011).

Feed-back
hurok

halléideg

LOC

Spiralis
ganglion

Ultra révid
Feed-back
hurok

2. abra: Dopaminerg feed-back hurkok a cochleaban. (forras: : Lendvai B, Halmos GB, Polony, G.,
Kapocsi J, Horvath T, Aller M, Vizi ES, Zelles T, Neurochem Int 59:150-158, 2011.)

A cochlearis sejteket éro kiilonbdzé karositd hatasokkal szembeni védo feed-back mechanizmusokrél
készitett sematikus abra. Az ultra rovid feed-back hurok kizarélag a cochleara korlatozodik, mig a
hosszabb feed-back kor megfeleld mitkodéséhez feltétel az ép LOC és halldideg. A két feed-back

mechanizmusban k6zos, hogy a DA-t mobilizaljak a cochleaban.
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A D2/D3 dopaminreceptor-antagonista piribedil intracochlearis alkalmazasa
csokkentette a zajkarosodas és az ischaemia altal kivaltott koros elektrofiziologiai és
strukturalis valtozasok mértékét (Pujol et al., 1993; d’Aldin et al., 1995a, 1995b;
Gil-Loyzaga, 1995), és a D1/D2 receptor agonistak kimutatottan gatoltak a primer
afferens neuronok NMDA ¢és AMPA altal kivaltott elektromos  aktivitast
(Oestreicher et al., 1997).

Bar a DA-erg rendszeren hatd szereket eddig nem tesztelték
szisztematikusan, elméletileg minden hatéanyag, ami stimuldlni tudja ezt a
rendszert, preventiv vagy kurativ potencidllal rendelkezhet percepcids
hallascsokkenések esetén (Gaborjan et al., 1999; Halmos et al., 2005; Lendvai et al.,
2011).

Kutatocsoportunk korabbi kisérleteivel szamos ponton igazolta a cochlea
dopaminerg rendszerének befolyasolhatosagat.

Els6ként igazoltuk a DA neurotranszmitter szerepét neurokémiai modszerrel
tengerimalac halloszervben a LOC efferensek és a primer halléneuron kozott
(Géaborjan et al., 1999).

Felvetettiik a neomycin ototoxicitasanak egyik lehetséges mechanizmusat, miszerint
feltehetoleg a VGCC-k gatlasan keresztill megakadalyozza a protektiv DA
felszabadulasat (Géborjan et al., 2001).

Megallapitottuk, hogy a cochlea dopaminerg protektiv rendszerének modulalasaban
fontos szerepet jatszanak a ll-es tipust metabotrdép glutamat receptorok (mGIuR),
melyek aktivalodasa a fokozott DA felszabadulas altal hatékony védelmet nyujt a
talzott mértékii glutamat felszabadulds kovetkeztében kialakult excitotoxicitassal
szemben (Doleviczényi et al., 2005).

Igazoltuk tovabba a serotonin receptorok (5-HT 6/7) fontos befolydsold szerepét.
Gatlasuk, GABA-erg diszinhibicion keresztiil, fokozza a DA felszabadulast a LOC
efferens végkésziilékekbdl (Doleviczényi et al., 2008).

Rémutattunk arra, hogy az NMDA receptorok jelentds szerepet jatszanak az

ingeriilet altal kivaltott DA felszabadulasban a cochlean beliil (Halmos et al., 2008).

20



3. abra: A belsé szorsejt — afferens dendrit — lateralis olivo cochlearis efferens végkésziilék
komplex kémiai anatomiaja a cochlean beliil. (forras: Lendvai B, Halmos GB, Polony, G., Kapocsi
J, Horvath T, Aller M, Vizi ES, Zelles T, Neurochem Int 59:150-158, 2011.)

A bels6 szérsejt (IHC) - afferens dendrit (SG — spiralis ganglion) — lateralis olivo cochlearis efferens
(LOC) anatémiai triasz neurokémiai kolcsonhatasai. Az LOC-bol torténd acetilkolin  és
neuropeptidek felszabaduldsa nem szerepel az abran. A szinaptikus jelatvitel (folytonos nyil) és a
nem-szinaptikus informacios csatornak (szaggatott nyil) fontos szerepet jatszanak a tridszon beliili

informacidaramlas kozvetitésében.

A rasagilin, mint a kdzponti idegrendszeri dopaminerg neurotranszmisszio
fokozoja (Weinreb et al., 2010), elésegitheti a lateralis olivo cochlearis
efferensekbdl torténé DA felszabadulast (Pujol et al., 1993; Pujol, 1994; Lendvai et
al., 2011; Maison et al., 2013).

Ugy gondoltuk, a rasagilin neuroprotektiv, antioxidans és antiapoptotikus

hatdsa, egyiitt az endogén védé rendszer (LOC efferensek) aktivitdsat fokozo
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hatasaval hatékony védelmet biztosithat a SNHL kiilonb6z6 formaival szemben.
Kisérleteinket ezen lehetdség feltérképezése érdekében  végeztiik.,, igy
megalapozottnak lattuk kiprobalni a rasagilin hatékonysagat a percepcios

hallasvesztés kiillonboz6 formaiban.

2.4. Aminoglikozid ototoxicitas és alkalmazasa egy SNHL modellben

2.4.1. Az aminoglikozid antibiotikumok

Az aminoglikozid antibiotikumok alkalmazasa a streptomycin 1944-es
feltalalasa ota folyamatos. A széles hatasspektrumuk ¢és olcséd eldallitasi koltségeik
miatt kordbban rendkiviil széles korben elterjedt antibiotikumoknak szamitottak
vilagszerte. A penicillin szarmazékokkal szemben nagyon hatasosak a Gram negativ,
aerob baktériumok (pl. Enterobacter és Pseudomonas torzsek, Klebsiellak, vagy az
E. coli) ellen, raadasul szamos mas antimikrobas hatéanyaggal szemben baktericid
(baktériumokat elpusztitd), nem pedig bakteriosztatikus (a baktériumok szaporodasat
gatlo) hatdstak. Kedvezd tulajdonsaguk tovabba a hipoallergenitasuk.

Tekintettel a gyomor-bél rendszerb6él torténé gyenge felszivodasukra,
leggyakrabban szisztémds adagolasra szorulunk. A legmagasabb szérum
plazmaszintet 30-90 perccel a beadasat kovetden érik el, fél életidejiik 2-6 ora kozott
van. Antibakteridlis hatdsuk koncentraciofiiggd. A borfelszint érinté bizonyos
fertdzések esetén (pl. kiilsé hallojarat gyulladas) lokalis alkalmazas is szoba johet. A
szervezetbdl dontden a vesén keresztiil lirlilnek, az eliminacidt dontéen befolyasolja
a glomerularis filtracids rata.

A késobb targyaland6 sulyos mellékhatasaik miatt a fejlett orszagokban
felhasznalasuk jelentésen visszaszorult, a korlatozottabb anyagi lehetéségekkel
rendelkezé orszagokban tovabbra is széles korben alkalmazzak éket.

Tobb olyan teriilet van azonban, ahol az antibakteridlis kezelésben tovabbra is
elengedhetetlenek vilagszerte. Ilyenek az autoszomalis recessziv modon 6roklodo
cisztikus fibrozisok esetén gyakran, visszatéréen jelentkezd, Pseudomonas torzsek
okozta pneumoniak, sulyos, Gram negativ, aerob baktériumok (pl. rezisztens E. coli)

altal okozott hugyuti, haslri fertézések, endocarditisek, kora- ¢és 1jsziilottek
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szepszisei, valamint az egyre jobban terjedd, multirezisztens tuberkul6zisos esetek.
Nemzetkozileg bevett gyakorlat a korasziilott és veszélyeztetett 0jsziilotteket ellatd
perinatélis intenziv centrumokban (PIC) az aminoglikozidok rutinszeri alkalmazasa
sulyos fertdzések prevencidjara. Szamos probalkozas ellenére, az ismételten fellépd
sulyos intenziv osztalyos fert6z6 megbetegedések miatt mindeziddig nem sikeriilt
elhagyni, ill. egyéb antibiotikummal helyettesiteni az alkalmazott protokollokban.
Jelenleg az FDA 9 kiilonb6zé aminoglikozid alkalmazasat engedélyezte:
gentamicin, tobramycin, amikacin, streptomycin, neomycin, kanamycin,

paromomycin, netilmicin és a spectinomycin.

2.4.2. Az aminoglikozid antibiotikumok mellékhatédsai

Az ismert mellékhatasok kozé tartozik a vesét (nefrotoxicitas), a periférias
egyensulyszervet és a csigat karositd (ototoxicitas), valamint a neuromuszkularis
ingeriiletatvitelt gatlo hatdsa. A nefro- és ototoxicitasat kozvetleniil a streptomycin
els6 alkalmazasai kapcsan észlelték (Hinshaw és Feldman, 1945), mig a
neuromuszkularis kapcsolatot érinté mellékhatasat késobb irtak le (Brazil és
Corrado, 1957).

Amellett, hogy antibakterialis hatasuk koncentraciofiiggd, allatkisérletek
adataibol kovetkeztetve az ismert toxikus hatasok el6fordulasa is fokozodik a
tartosan magas koncentracio  fennalldsanak iddétartamaval, az adagolas
gyakorisagaval és a kezelés hosszaval parhuzamosan (Wu et al., 2001).

A leggyakrabban eléforduldé mellékhatdsok koziil a nefrotoxicitas az esetek
nagy részében reverzibilis karosodast jelent. A vese kdrosodasa elsGsorban a
proximalis tubulusokat érinti, és aminoglikozid kezelések esetén a betegek 5-15%-at
érintheti (Streetman, et al., 2001), mas szerzOk szerint akar a 20%-ot is elérheti
(Swan, 1997). Megfeleld kezelés mellett a vesefunkcid teljes rendez6dése varhatod
(Heller, 1984).

Az aminoglikozidok szérumszintje a normdl vesemiikodés karos
befolyasolasa kovetkeztében megemelkedik, ami tovabb fokozza az antibiotikum

toxikus mellékhatasait.
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Ototoxikus mellékhatasdra jellemzd, hogy irreverzibilis, rendszerint
kétoldali, eleinte a magas frekvencidkat érintd szenzorineurdlis halldskdrosodast
okoz (cochleotoxicitas), illetve szédiiléssel, hanyingerrel, hanyassal jard
egyensulyszervi karosodast (vestibulotoxicitas) idéz eld.

Sokszor a hallaskarosodasra utald elsé tiinetek a kezelés megkezdését
kovetéen napokkal, esetleg hetekkel késObb jelentkeznek, és az antibiotikum
adagolasanak befejezését kovetden még tovabb progrediadlhatnak.

Az egyes aminoglikozid antibiotikumok hallaskarositd hatasa eltéro:
legerésebb toxikus mellékhatas a neomycintdl, majd a gentamicintdl, kanamycintdl
¢s a tobramycintdl varhato, legkévésbé a netilmicin és amikacin kérosit.
Kiilonboznek a csigara €és a vesztibuldris rendszerre kifejtett karositdé hatasuk
mértékében is. Az amikacin, a neomycin és a dihydrostreptomycin elsésorban
cochleotoxikus, mig a gentamicin és a streptomycin alapvetéen az egyensulyszervet
karositja (Gyires és Fiirst, 2011; Brunton, 2011; Xie et al., 2011). A vestibulotoxikus
mellékhatast bizonyos esetekben terapids céllal is alkalmazzuk. Nehezen uralhato
M¢éniére-betegség escteiben szoros audioldgiai  kontroll mellett célzottan
karosithatjuk intratimpanalis adagolas mellett a periférias egyensulyszervet a
szédiiléses panaszok csokkentése érdekében.

Kroénikusan visszatérd fertézések, ugymint a cisztikus fibrozis (CF) eseteiben
alkalmazott tartdés kezelési id6tartam esetén a betegek mintegy 20%-nal volt
észlelhet6 Klinikailag relevans bels6fiil karosodas kiiszobaudiometriai vizsgalatokkal
(Fee, 1980; Moore et al., 1984; Lerner et al., 1986), de részletes, magas
frekvenciakat is tesztel6 DPOAE hallasvizsgélatokkal akar 50-75%-ot is elérhette a
detektalhatd ototoxicitas mértéke (Fausti et al., 1992, Md Daud et al., 2014, Al-
Malky et al., 2014).

Tartés aminoglikozid expozicid6 mellett - amire leginkabb tuberkul6zisos (TBC)
esetekben lehet sziikség - minden betegnél mérhetové valt az ototoxicitas valamilyen
mértéke (Duggal és Sarkar, 2007).

Varandossag alatt fellépd hugyuti fertézések esetén a gesztdcid masodik felében
alkalmazott, viszonylag rovid antibiotikus kezelés mellett nem Iépett fel az

ujszilottnél belsofiil karosodas (Kirkwood et al., 2007).
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Bizonyos genetikai prediszpoziciok fokozhatjdk az aminoglikozid kezelések esetén
jelentkez6 ototoxikus mellékhatasok eléfordulasat. Legismertebb koziilik a
mitochondrialis DNS A1555G pontmutacidja, ami felvetheti az esetleges genetikai
szlirés lehetdségét az aminoglikozidok okozta ototoxicitds elkeriilése érdekében
antibiotikus terapia megkezdése el6tt (Prezant, et al., 1993).

Az ototoxicitas soran karosodott belsdfiilek mikroszkdpos vizsgalata alapjan
egyértelmli, hogy elsdsorban a kiilsd szdrsejtek, késdbb, az i1d6 ¢és a kezelés
elérehaladtaval a bels6 szorsejtek, ill. a belsé szOrsejt ribbon szinapszisai, valamint a
halléideg neuronjai karosodnak aminoglikozid kezelés kovetkeztében. A
szorsejtkarosodas eleinte a cochlea bazalis kanyarulatanal kezdédik, majd halad
fokozatosan a csiga csucsa felé. Ez a megfigyelés 6sszhangban van azzal a klinikai
tapasztalattal, hogy a hallaskarosodas minden esetben a magas frekvencidkon
kezd6dik, majd a késébbiekben érintheti a mélyebb hangmagassagokat is (Ylikoski
et al., 1974; Huizing és de Groot, 1987; Dodson, 1997; Duan et al., 2000; Maruyama
et al., 2008; Fransson et al., 2010; Liu et al., 2013).

2.4.3. Allatkisérleti modell aminoglikozid okozta hallaskarosodas vizsgalatara

Korabban szamos allatfajon vizsgaltdk az aminoglikozidok okozta
hallaskarosodast, elsdsorban tengerimalacokon, ritkdbban egyéb ragcsalokon.
Egereken hosszabb ideig nem sikeriilt érdemben kisérleteket végezni, mivel gy
tint, a felndtt allatok rezisztensek az aminoglikozidok mellékhatasaira. A Wu és
munkatarsai altal kialakitott allatmodell lehetové tette a megfeleld vizsgalatok
elvégzését (Wu et al., 2001). Ezen a modellen végzett vizsgalatok igazoltak az
embereken szerzett tapasztalatokat, miszerint a sejtkarosodas a kiilsé szdrsejtektdl
halad a bels6 szdrsejtek felé, illetve a csiga bazalis kanyarulatatdl a csucsaig.
Agytorzsi kivaltott potencial vizsgalatok (BERA) segitségével végzett mérések
alapjan az allatoknal fellépd hallaskarosodas a magasabb frekvencidknal kezdddik,
majd progredial a mélyebb hangok felé.

s

halloideg degeneracioja megfigyelheté (Schacht et al., 2012).
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Allatkisérletek alapjan, az egyensilyszervben elsdsorban az l-es tipusu, majd a Il-es
tipusu szdrsejtek sériilnek, és csak ezeket kovetik a kiilonbozé tdmasztosejtek
karosodasa (Wersill et al., 1969).

A rendelkezésre allé bizonyitékok alapjan a szenzoros sejtek karosoddsa nem
indirekt karosodds kovetkezménye, hanem direkt gydgyszerhatds eredménye

(Schacht et al., 2012).

2.4.4. A kialakulo ototoxicitas lehetséges mechanizmusai

A kérosodas hatterében talalhatéd lehetséges mechanizmusként felmertil, hogy
a kiilonbozo sejtek kiilonbozd szintli kdrosoddsanak hatterében a sejtekbe torténd
gyogyszerfelvétel valtozo mértéke keresendd. Vizsgalatok tdmasztjdk ala, hogy a
belséfiil csaknem minden sejtje azonos mértékben képes felvenni az aminoglikozid
antibiotikumokat, beleértve azokat is, amiket nem karositanak (de Groot et al., 1990;
Imamura és Adams 2003), ¢s nem taldlhatd direkt Osszefiiggés a hatdéanyag sejtbe
torténd felvétele és a sejthalal kialakulasa kozott. Az aminoglikozid antibiotikumok
percekkel a véraramba jutast kdvetden belépnek a belsofiilbe, ahol 30-180 percen
beliil stabil koncentraciot érnek el (Tran Ba Huy et al., 1986). A bels6fiilben mért
koncentraci6 mintegy 10%-a a plazmaban mért legmagasabb szinteknek, de a
bels6fiilbdl torténd eliminédcid jelentdsen elhtizédhat. Akar 11 honappal a kezelés
befejeztét kovetéen is kimutathaté volt nyomokban a gentamicin (Dulon et al.,
1993).

Az aminoglikozidok okozta sejtkarosodas folyamataban mind az apoptozis,
mind a nekrozis szerepet jatszik (Nakagawa et al., 1998).

A patomechanizmusban a normal redox allapot zavarainak, fokozott ROS
képzddésnek €s a halldideg neuronok excitotoxikus karosodasanak alapvetd szerepét
szamos tanulmany igazolta (Basile et al., 1996; Sha and Schacht, 1999; Duan et al.,
2000; Poirrier et al., 2010; Huth et al., 2011). A karosodas szempontjabol
érzékenyebb sejtekben magasabb ROS koncentracié mérhetd. (Choung et al., 2009).
Az aminoglikozidok 4altal kivaltott halldsvesztés folyamataban szerepet jatszo

oxidativ stressz, ROS képzdés és excitotoxikus neuron-karosodas kiemelt

26



jelentésége tovabb erdsitette azt az elképzelésiinket, hogy érdemes megvizsgalni a

rasagilin hatasat aminoglikozid-okozta hallasvesztés modellben.

2.4.5. Az aminoglikozidok okozta karosoddsok mérséklése, esetleges megeldzése

A terapias lehetéségekkel kapcsolatos jelen kutatasok leginkdbb a ROS
képzddéssel kapesolatos protektiv mechanizmusokat célozzak.
A ROS képzddés okozta ototoxicitds patomechanizmusdnak elképzeléseivel
Osszhangban, mind in vitro, mind in vivo vizsgalatok az antioxidans hatast
vegyliletek egyiittes alkalmazdsanak protektiv hatasat igazoltak (Rybak ¢és
Whitworth, 2005).
Mind a kiilonb6z6 vas-kelator hatéanyagok, mint a desferoxamin és a
dihidroxibenzoat (Song et al., 1996; 1998), mind szamos antioxidans, mint a
liponsav, a-tokoferol, ebselen, D-methionin és a szalicilatok (Rybak és Whitworth,
2005) hatasosnak bizonyultak.

Az allatkisérletekben hatdsosnak bizonyult vegyiiletek alkalmazésa a human
medicindban szamos kérdést és problémat vet fel.
A vas-kelatorok, ill. bizonyos antioxidansok tobb olyan mellékhatassal
rendelkeznek, amik bizonyos betegcsoportoknal kizarjak az alkalmazasukat
(szalicilatok nem, vagy csak komoly mérlegelés esetén adhatok gasztrointesztinalis
fekélyes betegek esetén, a desferoxamin Onmagaban is rendelkezik neuro- és
ototoxicitassal) (Ryals et al., 1997). A kiilonbozd, sejthaldlhoz vezetd
mechanizmusok blokkol4dsa altalaban csak a folyamat lelassuldsat eredményezi,
tekintettel arra, hogy szamos folyamat vezethet a sejtek apoptozisahoz, ill.
nekrozisahoz (Jiang et al., 2006).

Kiilondsen igéretesek lehetnek azok a vegyliletek, amiket egyéb teriileten mar
engedélyeztek a human gydgyaszatban.

A fentiekben targyaltak alapjan a rasagilin - tobbes tamadaspontjan keresztiil
— alkalmas szer lehet a SNHL-ek hatterében feltételezett karositd hatasok

kivédésére, ill. ezen folyamatok esetleges blokkoldsara.

27



2.4.6. Egyéb ototoxikus hatdanyagok

Szamos egyéb vegyiilet mellékhatas-spektrumaban szerepel az oto-, ill.
vestibulotoxicitas. Szadmtalanszor nem, vagy csak késOén keriil felismerésre a
hallaskarosodas, mivel eleinte a hallasvesztés kizardlag a magas frekvencidkat érinti,
ami a mindennapi kommunikécidban kis jelentdséggel bir.

Gyakorisaguk miatt kiemelkednek a kiilonb6z6 kacs diuretikumok, mint pl. a
furoszemid, etakrinsav, vagy a bumetanid, amik O6nmagukban is rendelkeznek
ototoxikus hatdssal. Az aminoglikozid antibiotikumokkal torténd egyiittes
adagolasuk bizonyos esetekben az addiciondlis toxikus hatis miatt fokozottan stlyos
kovetkezményekkel jarhat (Mathog és Klein, 1969).

Fokozott figyelmet érdemelnek a platina alapu kemoterapeutikumok, ezen
csoporton beliil is els6sorban a ciszplatin. Alkalmazhatok O©nalléan, vagy
kombinacios kezelés részeként tobbek kozott fej-nyaki-, tiidé-, holyag-, méhnyak-,
petefészek-, here-, vagy gasztrointesztinalis malignomak esetén (Boulikas és
Vougiouka, 2004).

A ciszplatin legsulyosabb mellékhatasai kozé tartozik a nefrotoxicitas. A betegek
akar egy harmadandl is észlelhetd valamilyen foku vesekarosodas (Taguchi et al.,
2005).

Az aminoglikozid antibiotikumokkal szemben, a ciszplatin esetén szinte kizarolag
cochleotoxicitassal kell szamolnunk, vesztibulotoxicitassal nem, viszont bizonyos
adatok szerint a ciszplatinnal kezelt betegek akar 90-100%-ban is el6fordul
hallaskarosodas (Benedetti Panici et al., 1993).

A késObb szintetizalt platina alapu szerek, mint a carboplatin és az oxaliplatin
alkalmazasa mellett jelentésen kisebb aranyban kell szamolnunk ototoxikus
mellékhatasokkal. Alternativ szerként vald alkalmazasukat jelentdsen behatarolja
azonban, hogy bizonyos daganatokkal szemben a ciszplatin sokszorosan hatasosabb

lehet, mint a carboplatin, vagy az oxiloplatin (Boulikas és Vougiouka, 2004).
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3. Célkituzések

A hallaskarosodés a leggyakoribb emberi szenzoros deficit. Szenzorineuralis
forméinak kezelésére azonban, ennek ellenére nem rendelkeziink hatékony,
specifikus gyogyszerrel.

Az eddig sikertelen gyogyszerfejlesztés egyik fontos oka a patomechanizmus
¢és a lehetséges gyogyszercélpontok ismeretének hianya. Masik fontos 0k, nagy
valoszintiséggel, a sokkomponensii, komplex, halozatszerli patomechanizmus,
amelynek folyamata nem tartdztathato fel a haldzat egy pontjanak gatlasaval.

Célunk olyan farmakoldgiai megkozelités, ill. gydgyszermolekula keresése volt,
amely tobb tdmadasponton hatva hatékonyan mérsékli a szenzorineurdlis
hallaskarosodast. Vizsgalni kivantuk a kiilonbozé SNHL-ek hatterében egyarant
legfontosabb okként szdmon tartott excitotoxicitds/oxidativ stressz/koros ROS szint
emelkedés gatlasanak otoprotektiv hatékonysagat, ill. az endogén védekezo
mechanizmus (LOC-DA) modulélasanak eziranyt kihasznalhatosagat.

Ennek érdekében kivantuk megvizsgalni a DA neurotranszmissziot fokozo, ill.
antioxiddns és neuroprotektiv tulajdonsaggal egyarant rendelkezd rasagilin SNHL
elleni védé hatasat, valamint elemezni a LOC efferensekbdl torténd protektiv DA

felszabadulas rasagilinnel torténd fokozasadnak lehetdségét és mechanizmusat.

Kisérletes munkam f6 célkitiizései a kovetkezdk voltak:

1.) Egy olyan, egercken alkalmazhatdo objektiv audiometrias modszer és
aminoglikozid antibiotikum kivaltotta hallasvesztés egérmodelljének magyarorszagi
beallitasa, amelynek segitségével rutinszerlien végezhetd, feltételezhetden
otoprotektiv hatdssal rendelkez6 molekuldk szenzorineuralis halldskarosodas elleni

védo hatasanak vizsgalata.
2.) Annak meghatarozasa, hogy a rasagilin befolyasolja-e az ¢ép hallast, ill.

rendelkezik-e, és ha igen milyen dozisban és frekvenciakon, otoprotektiv hatassal a

SNHL-ek egy aminoglikozid antibiotikum altal kivaltott formajaban.
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3.) A LOC efferensekbdl felszabadulo DA mérésének bedllitdsa egér preparatumon.
Az irodalomban ezt megel6zéen csak tengerimalac cochleaban mértek DA

felszabadulast.

4.) Annak in vitro vizsgalata, hogy az otoprotektiv hatast mutaté rasagilin fokozza-e
a LOC efferensek DA felszabaditasat egér cochledjaban, és ha igen, milyen dézis
hatas Osszefliggéssel ill. mi a fesziiltségfliggd natrium- és kalciumcsatorndk és a DA

visszavétel szerepe az €lettani és a rasagilin okozta cochlearis DA felszabaduldsban.
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4. Modszerek

Az  allatkisérleteket az  illetékes  Elelmiszerlanc-Biztonsagi  és
Allategészségiigyi Igazgatosag engedélyével és az MTA Kisérleti Orvostudomanyi

Kutatéintézet Munkahelyi Allatetikai Bizottsaganak kontrollja mellett végeztiik.

4.1. A rasagilin hatdas mérése aminoglikozid antibiotikum altal kivaltott
ototoxicitas modellben in vivo

4.1.1. A kanamycin okozta ototoxicitas modell kisérleti elrendezése és a rasagilin
kezelés modja.

crer

az irodalomban fellelhet6 adatokbdl indult ki (Wu et al., 2001). Sajat elokisérleteink,
mind az egértérzset, mind az aminoglikozid antibiotikum tipusat és dozisat illetden,
megerositették, hogy a legegyértelmiibben és legmegbizhatobban kivalthaté
aminoglikozid indukalta hallasvesztés, ami alkalmas az otoprotektiv hatas
vizsgalatara, BALB/c egereken, 800 mg/kg subcutan (s.c.) doézisban adagolt
kanamycinnel érheté el. (Neomycin €s gentamicin az egerek sulygyarapoddsdnak
megallasaval ill. allatpusztuldssal is jart. Alacsonyabb dozisok, valamint CDI,
C57/B1 egerek alkalmazasakor fellépé hallaskarosodas mértéket a céljaink
szempontjabol elégtelennek itéltiik.)
A négy hetes, him, BALB/c egereket a Charles River cégt6l, Németorszagbol
szereztiik be.

Els6 1épésként egy kisérletsorozatot végeztiink el, amivel a kanamycin és a
rasagilin hatdsanak a dinamikajat vizsgaltuk (Humli Viktdéria munkaja).
Az egereket a kovetkezd négy kisérleti csoport egyikébe osztottuk:

1. kontroll csoport (fiziologias s6oldat),

2. Kanamycin 800 mg/kag,

3. Rasagilin 3 mg/kg s.c.,

4. Kanamycin 800 mg/kg + rasagilin 3 mg/kg s.c.
A kezelési csoportok egyenként 8 allatot tartalmaztak. (Egy allat a 4. csoportbol a
BERA vizsgalat alatt, altatas kdzben elpusztult.)
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A Kanamycin szulfatot (USB Corporation, Cleveland, OH) naponta kétszer (reggel
8-9 ora kozott és délutan 6-7 ora kozott), két héten keresztiil, s.c. injektaltuk az
allatoknak.

Az els6é antibiotikum doézist az els6 BERA vizsgalat napjan, annak elvégzését
kovetden, délutan 6-7 ora kozott adtuk. A rasagilin mesylat-ot (3 mg/kg, s.c.;
TEVA) naponta egyszer, a reggeli kanamycin do6zissal egyiitt, de kiilon injekcidban
adagoltuk. Ily médon a rasagilin elsé adagjat a kanamycin els6 adagjanak beadasat
kovetden 14 oraval alkalmaztuk.

A rasagilin kezelést 5 hétig folytattuk.

A Kontroll-csoportba sorolt egereket azonos mennyiségii fiziologias sdoldattal s.c.
injektaltuk.

A kanamycinnel kezelt csoportndl a masodik hét utdn a kanamycin injekciokat
fiziologias sooldatot tartalmazé injekciokkal valtottuk fel az 6todik hét végéig.

A hallaskiiszob meghatarozasat mindkét fiilon BERA vizsgalattal végeztiik.
Minden 4llatndl meghataroztuk a hallaskiiszobot a gyogyszeres kezelés megkezdése
elott az elsd héten (kiindulo hallaskiiszob), 2 héttel a gyogyszeres kezelést kdovetden,
majd ezt kdvetden hetente az 5. hét végéig (0sszesen 5 vizsgalat).

A hallaskiiszob valtozast az adott allat aktudlis és a kezelések megkezdése eldtt mért
hallaskiiszob értékének (kiindulo hallaskiiszob) kiilonbsége adja meg.

Az els6 kisérletsorozat eredményeinek iddfiiggése alapjan egy masodik, 3
hétig tartd kisérletsorozatot inditottunk, aminek sordan 2 tovabbi rasagilin dozist
vizsgaltunk meg.

1. Kontroll,

2. Kanamycin, 800 mg/kg,

3. Kanamycin, 800 mg/kg + Rasagilin, 0.5 mg/kg,

4. Kanamycin, 800 mg/kg + Rasagilin, 6 mg/kg.

Ezen kisérleteket nagyobb egyedszam mellett végeztiik (n=20, minden kezelési
csoportban), amit a korabbi kisérleti eredmények alapjan hataroztunk meg. A BERA
vizsgalatokat ez esetben csak a bal fiilon végeztiink. Az altatds kézben a Kontroll
csoportbol kettd, a Kanamycin csoportbdl egy, a Kanamycin + Rasagilin 6 mg/kg
kezelési csoportbdl szintén két allat pusztult el. A kanamycin dozisa és a kezelési

protokoll megegyezett a korabbiakkal.
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4.1.2. Az agytorzsi kivaltott valasz potencial (BERA) in vivo mérése

Az egereket intraperitonealisan (i.p.) adott ketamin (100 mg/kg) és xylazin
(10 mg/kg) injekcidval altattuk.
A megfeleld testhOmérsékletiiket egy homérséklet szabdlyozott melegitélappal
biztositottuk.
A hallaskiiszobot, a Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL altal gyartott BERA
késziilékkel hataroztuk meg (4/A. abra).
Click (0,4 ms idétartam) és tone burst (3 ms id6tartam, 0,2 ms rise/decay)
stimulusokat generaltunk (SigGen szoftver csomag) egy zart akusztikus rendszerben,

amelyben az EC1 -elektrosztatikus hangszorot egy miianyag csovon keresztiil

csatlakoztattuk az allatok kiils6 hallojarataba.
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4. abra: BERA vizsgalat altatott egéren.

(A) Elektromos zaj- és hangszigetelt kamraban (Audio Computer Studio Kft.,, Budapest,
Magyarorszag), a Tucker-Davis Technologies (Alachua, FL) altal gyartott BERA késziilékkel
végeztiik a méréseket.

(B) A SigGen szoftver csomag segitségével generalt hangimpulzusokat egy EC1 elektrosztatikus
hangszord segitségével milanyag csovon keresztiil vezettik az allatok kiilsé hallojarataba (zart
akusztikus rendszer). A kivaltott valasz hullamai subcutan tiielektrodakkal vezettik el. A

testhdmérsékletet szabalyozott hdmérsékletli melegitélappal biztositottuk.

A BERA hullamokat subcutan tielektrodakkal vezettik el, amiket a
koponyatetdn ¢és a fiilkagylo mogott szartunk a bor ala. A f6ld elektrodat a hatso 1ab
bére ala helyeztiik (4/B. abra).

A kivaltott valaszokat felerdsitettiik, és 800 mérést atlagoltunk valdés idében. A
hangintenzitast 10dB-es Iépésenként emeltiik 0 dB-r6l 80 dB-re click-stimulus

uzemmodban.
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Ahhoz, hogy kiilonb6z6 frekvenciakon (4, 8, 16, 24 kHz) is megallapithassuk a
hallaskiiszobot, a tone burst stimulusok hangintenzitasat 10 dB-es 1épésenként
csokkentettitk 90dB-rél indulva.

A hallaskiiszobot a legkisebb intenzitdsu, még felismerhetd6 BERA hullam intenzités

szintjében allapitottuk meg.

4.1.3. Statisztikai analizis

Mindkét vizsgalat kiiszobadatait egy linearis kevert statisztikai modellben
elemeztiik (figyelembe véve azt, hogy minden allatot minden frekvencian
megmértiink, az R statisztikai program “nlme” csomagjat hasznaltuk) (Jose Pinheiro,
Douglas Bates, Saikat DebRoy, 2013; R Core Team, 2013), amit a kezelések
paronkénti elemzése kovetett (Warnes, 2011). Az elsé kisérlet sorozatban a bal és
jobb fiil adatait atlagoltuk. A modell hatasokat egyiittesen értékeltiik az F értékeik
alapjan. Minden tényezdt és lehetséges kolcsonhatdst a P < 0,05 minimalis
szignifikanciakiiszob alapjan értékeltiink.

A Tukey-Kramer p-érték korrekciot és konfidencia hatarokat alkalmaztuk.

4.2. A LOC efferens végkésziilékekbdl felszabaduld DA in vitro mérése

4.2.1. DA felszabadulas mérése egér cochleaban

A kisérleteket 20-35 g testtomegii, CD-1 him egerek cochledin végeztiik a
korabban mar leirt mddszeriinket kovetve (Gaborjan et al., 1999; Halmos et al.,

2005, 2008) (5. abra).
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5. abra: Izolalt cochlea prepariatumon végzett szuperfuziés DA-mérés modszerének sémas

bemutatasa.
(A) Az in vitro szuperfizié modszer bemutatasa sematikus rajzon. 1. perilympha szer(i oldat, 2.

folyamatos aramoltatas, 3. 37 °C-os melegités, 4. a cochlea preparatumokat tartalmazd kamra, 5.

elektromos mezdingerlés, 6. a 3 perces frakciok gyiijtése kémcsdvekben.

(B) A szuperfaziés DA mérés elvégzését kovetden a preparatumrdl készitett elektromikroszkopos

kép.
(B) A DA frakcionalt felszabadulasanak (FR) az id6 fiiggvényében abrazolt sematikus gorbéje az

elektromos mezdingerlések és a drogadas idejének jelolésével.

Az egerek fejét izoflurdn boditas alatt levagtuk, a sziklacsontot kivettiik,
majd a bulla tympanit megnyitottuk. A cochlea csontos tokjat és a stria vascularist

sztereomikroszkopos ellenérzés mellett eltavolitottuk, majd a cochleat a modiolus

bazisanal eltorve eltavolitottuk.
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A preparatum tartalmazta a ganglion spiralét, az afferens hallorostokat, az
efferens kotegek axonjait és axon végzdodéseit, valamint a belsé és a Kkiilsd
szbrsejteket is.

Minden kisérletet egy 37 °C-o0s, perilympha-szerii oldatban végeztiikk (Ikeda et al.,
1991), ami 150 mM NaCl-ot, 3.5 mM KClI-ot, 1 mM CacCl-ot, 1 mM MgCl-ot, 2.75
mM HEPES-t és 2.25 mM Tris-t tartalmazott. A pH-t 7.4-re titraltuk. Az
ozmolaritast D-gliikozzal allitottuk be és az oldatot folyamatosan 100 % O»-vel
aramoltattuk at.

A cochleakat 0.2 pM [*H]dopaminnal (specifikus aktivitas: 31.0 — 59.3 Ci/mmol;
[7,8-*H]DA, Amersham, UK) 35 percen keresztiil inkubéltuk, majd athelyeztiik egy
mikrotérfogatu plexi kamraba (3 cochlea szervkamranként) ahol a perilympha-szeri
oldattal (0,3 ml/min) szuperfundaltuk. Egy oranyi eléperfuziot kovetéen a kifolyd
oldatot 3 perces frakciokban gytjtottiik (5. abra).

A mintak radioaktivitasat, ami a LOC efferens terminalisokbol felszabadulé DA-t
jelzi, az egyes mintabol kivett 500 pl-es frakciok aktivitasanak folyadék
szcintillacios mérésével hataroztuk meg (Packard Tri-Carb 1900TR). A mintdk 57
percen at tartd gyijtését kovetdéen (19 frakcid), a cochleakat 500 ul 10%-0s
triklorecetsavba helyeztiik egy teljes napra, majd ebb6l 100 pl-t hasznaltunk fel a
szovetek radioaktivitasinak meghatarozasara. Megel6zéen HPLC mérésekkel
kimutattak, hogy a felszabaditott radioaktivitds 91-95 %-aért a [PH]DA és ennck
metabolitjai, a DOPAC ¢s a HVA feleldsek (Gaborjan és Vizi, 1999).

A LOC efferensekben akcios potencialt kivalto elektromos mezdingerlést (30
V, 5 Hz és 0,5 ms impulzusszélesség, 3 perc idotartam) a 3. (S1) és a 13. (S2)
frakciok alatt alkalmaztuk egy Grass 888 stimulator segitségével (West Warwick,
USA). A platina elektrodak a szovetkamra tetején és aljan helyezkedtek el. A
rasagilint a 8. frakcio elejétdl (21. perc) a kisérlet végéig adtuk a perftzids oldathoz.

A CdCl; és a TTX perfundalasat 6 perccel korabban (a 15. perctdl) kezdtik.
A nomifensin alkalmazisat és a hdmérséklet 17 °C-ra csokkentését az eldperfuzid
45. percében kezdtiik és a kisérlet végéig fenntartottuk.

A DA felszabadulds reverzibilitasa ¢és  reprodukalhatésaga, ill.
fesziiltségfliggd natrium- (VGSC), és kalciumcsatorna (VGCC) blokkolokkal torténd

gatolhatésaga mellett (az exocitotikus neurotranszmitter felszabadulds bizonyitéka;
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lasd Gaborjan & Vizi 1999; Gaborjan et al. 1999; Halmos et al. 2008), a cochlea
preparatumok életképességét kozvetleniil a kisérletek eldtt €s utan elvégzett fény- és
elektronmikroszkopos (EM) vizsgalatokkal is igazoltuk (Halmos et al., 2008) (5.
abra).

4.2.2. Az adatok elemzése és statisztikai analizise.

A DA felszabadulast a gytijtési periddusok alatt lefolyd radioaktivitassal
jellemeztiik, amit az aktualis Ossz-szoveti radioaktivitds aranyaban fejeztiink ki
(frakcionalt felszabadulas, FR).

Az elektromos ingerlés (S1 és S2) kovetkeztében kialakuld FR emelkedést a gorbe
alatti teriiletbol (AUC) szamoltuk: az ingerlés el6tti és utani nyugalmi felszabadulas
atlagat kivontuk az elektromos stimuldlas ideje alatti teljes felszabadulas
mennyiségébdl (Halmos et al., 2000, 2005).

Az elektromos ingerléssel kivaltott [*H]DA felszabadulasra  gyakorolt
gyogyszerhatast az FRS2/FRS; hanyadossal jellemeztiik, ami a drog jelenlétében ill.
hianyaban kivaltott valasz aranyat mutatja. Az adatokat az atlag + S.E.M.-ben adtuk
meg. Variancia analizist (ANOVA), és a Tukey’s Honest Significant Difference
tobbszords  Osszehasonlitdst hasznaltuk a  kilonb6zd kezelési  csoportok
Osszehasonlitasara (R 14.1 program). Alkalmazott szignifikanciaszintek: *p < 0,05;

**p < 0,01 és ***p < 0,001.
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5. Eredmeények
5.1. Arasagilin in vivo hatasa az aminoglikozid altal kivaltott hallasvesztésre

A rasagilin  SNHL-re gyakorolt hatdsat a kanamycin altal okozott
hallasvesztés modell segitségével vizsgaltuk egereken (Wu et al., 2001). A
hallaskiiszoboket négy kiillonbozé frekvencian hataroztuk meg (4kHz, 8kHz, 16kHz,
24kHz).

Eldszor egy 5 hetes kisérletet végeztiink, ahol minden vizsgalati csoportba 8
allatot osztottunk (6. abra; ez a kisérlet Humli Viktéria munkaja). A két héten at,
napi kétszer adagolt Kanamycin (800 mg/kg, s.c.) karositotta a BALB/c egerek
hallasat. A hallaskiisz6b valtozas sokkal kifejezettebb volt a magasabb
frekvenciakon (16 és 24 kHz; p < 0,001), mig alacsonyabb frekvenciakon kisebb
mértékl hallasromlast mértiink (8 kHz-en nem is volt statisztikailag szignifikans a
valtozas, 1. 6. abra).

Harom hét elteltével a hallasromlas nem fokozddott tovabb (platod fazis; 6. abra).

A rasagilin alkalmazasa egyértelmi tendenciaval csokkentette a kanamycin
okozta hallaskiiszob emelkedés mértékét. Ez egyértelmiien leolvashaté mind a négy
frekvencian, minden mérési idépont esetén, bar az értékek nem bizonyultak
statisztikailag szignifikansak (6. abra).

Ezzel szemben a rasagilin adas (3 mg/kg) gorbéje mind a négy frekvencian a
kontroll csoport (fiziologias sodoldat) gorbéjével hasonld lefutast mutatott, ami
egyértelmiien jelzi: a rasagilin 6nmagidban nem gyakorol szignifikans hatast a
hallaskiiszobre (6. abra).

A kanamycin okozta hallasvesztés a 3. hétre teljesen kialakult és a rasagilin

kanamycin toxicitasra gyakorolt hatasa nem valtozott az 5 hét alatt.
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6. abra: Az in vivo rasagilin hatis 5 hetes kovetése aminoglikozid okozta SNHL

egérmodelljében (Humli Viktoria munkaja alapjan)

Kanamycint (800 mg/kg, s.c., naponta kétszer) alkalmaztunk két héten at, ami a hallaskiiszob
emelkedését eredményezte, kiilonosen a magasabb frekvencidkon (a Kontrollhoz hasonlitva; a p
értéke 0,017; 0,066; < 0,001 és < 0,001 volt a megfelels 4, 8, 16 és 24 kHz-es frekvencidkon). A
rasagilin kezeléseket (3 mg/kg, s.c., napi egyszer) 14 oraval a kanamycin elsé adagja utan inditottuk
és 5 héten at folytattuk. Annak ellenére, hogy a rasagilin tendenci6zusan mérsékelte a kanamycin
indukalta kiiszobemelkedést minden vizsgalt idépontban és frekvencidn, ezek a hatasok nem
bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak. A Kontroll csoportban 1évé egerek napi kétszer
fiziologias sooldatot kaptak s.c., 5 héten at. Az Onmagaban alkalmazott rasagilin hatdsa nem
kiilonbozott a Kontrolltol. A BERA-t BALB/c egerekben, négy kiilonb6z6 frekvencian mértiik,
amint a Modszerekben leirtuk. Az adatokat atlag + S.E.M.-ben adtuk meg; n = 8, kivéve a
Kanamycin + rasagilin csoportban. Egy linearis kevert modellt, majd ezt kovetéen egy paronkénti

Osszehasonlitast hasznaltunk a statisztikai elemzéshez (1. a Modszereket).

Ezért a masodik kisérletsorozatban a 0,5 és 6 mg/kg dozisa (s.c.) rasagilin
hallaskiiszob eltolodasra gyakorolt hatdsat mar csak a 3. héten vizsgaltuk. A

kanamycin alkalmazasa mind click (p < 0,01), mind tone burst stimulus (4 kHz, p <
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0,05; 8 kHz, p < 0,001; 16 kHz, p < 0,001, 24 kHz, p < 0,001) hasznalata mellett
szignifikdns hallaskiiszob eltolddast okozott. A hatas erdteljesebb volt a magasabb
frekvenciakon (7. abra). A rasagilin 0,5 mg/kg dozisban 0,5 — 8 dB-lel, ill. 6 mg/kg
dozisban 8 — 19 dB-lel csokkentette a kanamycin altal kivaltott hallasvesztés
mértékét. A rasagilin hatas dozisfiiggése még egyértelmiibben abrazolodott, amikor
a 3 mg/kg rasagilin hatasat is berajzoltuk az abraba. A legerételjesebb védo hatas 16
kHz-en jelentkezett (7. abra).

90
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7. abra: A rasagilin mérsékelte a kanamycin indukalta hallasvesztést BALB/c egerekben.

A BERA méréseket kozvetleniil a gyogyszeradagolas eldtt (kiindulasi kiiszob), ill. 3 héttel késébb
végeztiik, ahogy a Mddszerekben leirtuk. A kiiszobeltolodast a két mérés kiilonbségeként adtuk meg.
A kanamycint (800 mg/kg, s.c., napi kétszer) 2 héten keresztiil alkalmaztuk, ami szignifikins
hallasvesztést eredményezett mind a click, mind a frekvencia szelektiv tone burst stimulusok
esetében. A rasagilin kezeléseket (0,5 és 6 mg/kg, s.c., napi egyszer) az elsé adag kanamycin
beadasat kovetden 14 oraval inditottuk, és a harmadik hét végén elvégzett masodik kiiszobmérésig
folytattuk. A Kontroll csoportban 1év6 egerek fiziologids sdoldatot kaptak s.c. A Kanamycin +
rasagilin 3 mg/kg kezelésre vonatkozo adatokat (n=7, click mérések nélkiil) beillesztettiik az abraba
(tires oszlopok), hogy jobban tudjuk szemléltetni a rasagilin hatas egyértelmii dozisfiiggését. A betét
abra mutatja a 16 kHz-en tapasztalt dozisfiiggést, amely frekvencia az egerek hallasanak
legérzékenyebb frekvencia-tartomanyaba illeszkedik. Az adatokat atlag += S.E.M.-ben adtuk meg; a
kisérleti esetszamot a zarojelekben jeleztiik. A statisztikai elemzéshez linearis kevert modellt, majd

ezt kovetd paronkénti §sszehasonlitast hasznaltunk (lasd a Modszereket; **p < 0,01).
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Egy kiilon kisérletben igazoltuk, hogy a rasagilin 6nmagaban még a
legmagasabb, 6 mg/kg dozisban sem befolyasolta szignifikansan a hallaskiiszobot a
3 hetes kisérlet soran. A teljes becsiilt valtozas 0,24 + 0,928 dB volt (p = 0,798, n =
7) (8. abra).
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8. abra: A rasagilin 6nmagaban a legmagasabb alkalmazott dézisban sem befolyasolta a
hallaskiiszobot.

Mind click, mind tone burst stimulusok alkalmazasa mellett megvizsgaltuk befolyasolja-e a 3 hetes
rasagilin kezelés 6nmagaban, az altalunk alkalmazott legmagasabb dézisban (6 mg/kg; n = 7), a
hallaskiiszobot. Azt tapasztaltuk, hogy egyik vizsgalt frekvencian sem, ahogy a kontroll allatok (n =
20) hallaskiiszob valtozdsa sem szignifikans. A Moddszerekben korabban leirtaknak megfeleléen
adagoltuk a rasagilint napi egyszeri dozisban s.c., mig a kontroll csoport allatai fiziologias sdoldatot

kaptak. A statisztikai elemzéshez linearis kevert modellt hasznaltunk (l. a Modszereket).
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5.2. A LOC efferensek DA felszabaditdsanak mérése egér preparatumon. A
Ca?* és Na* csatornak, valamint a DA-visszavétel szerepének igazolasa

A kontroll koriilmények kozott alkalmazott elektromos ingerlés konstans és
reprodukalhaté DA felszabadulast okozott az izolalt cochleaban (9/B abra); a 3
perces atlagos felszabadulas mértéke nyugalmi dallapotban a radioaktiv DA
mennyiség 1,44 + 0,02 %-a volt (n = 72). Az elektromos ingerlés alatt a DA
felszabadulas mértéke elérte a teljes DA tartalom 3,15 + 0,08 %-at (n=72). Az
FRS2/FRS: hanyados megkdzelitéen 1 volt (0.96 + 0,1, n = 12), igazolva a hatas
stabilitasat.

A két stimulus kozotti idoben mért DA felszabaduldas (nyugalmi DA
felszabadulas) is stabilnak bizonyult a kontroll kisérletekben (FRR2/FRR1 = 0,92 +
0,03, n=12).

A 24. perctél a kisérlet végéig tartd Ca®*-mentes kdzeg 60 %-kal csokkentette

a kivaltott felszabadulas mértékét (FRS2/FRS: = 0,39 +£0,11; P <0,01).
Meglepetésiinkre a Ca®*-mentes oldattal torténd perfuzié ideje alatt megemelkedett a
DA nyugalmi felszabadulds (9/B é4bra), ami elképzeléseink szerint részben a csont
kompenzatorikus Ca?* felszabaditasanak tudhato be. A magas koncentracioban jelen
1évé EGTA nagy valoszintiséggel felerdsitette ezt a folyamatot.
A nem szelektiv, fesziiltségfiiggd Ca?*-csatorna blokkoldo Cd?* (100 pM) 41 %-kal
gatolta a maésodik elektromos ingerlés hatdsdra kialakul6 DA felszabadulast
(FRS2/FRS: = 0,57 + 0,06; P < 0,05) (9/B-C 4bra). A fesziiltség-fiiggé Na*-csatorna
blokkolo TTX (1 uM) 88 %-kal csokkentette a kivaltott DA felszabadulast
(FRS2/FRS:1=0,11 + 0,12; P < 0,001) (9/B-C abra). Sem a Cd?*, sem a TTX nem
befolyasolta a nyugalmi DA-szintet (Cd?*: FRRz/FRR: = 0,92 + 0,06; TTX:
FRR2/FRR1 = 1,01 £ 0,04) (9/B-C abra).

43



o CTRL
TTX
® Cd?

Il
($2]
J

-
(&)
1

-
o
L

N
-
-
DA felszabadulas (%) o
N

3 9 15 21 27 33 39 45 51 &7

id6 (perc)
0 — | —
d | |
>
& 1.0- I <
<
| Ul

CTRL noCa Cd?* TTX CTRLnoCa Cd?* TTX

Kivaltott Nyugalmi
(FFRS,/FRS1) (FRR,/FRR¢)

9. abra: Idegi eredetii DA felszabadulas izolalt egér cochleaban.

(A) Kozvetleniil a kisérlet utan fixaloba helyezett cochlea preparatum intakt idegi képleteirdl késziilt
elektronmikroszkdpos kép. t, idegvégzddés; nyil, szinapszis; méretvonal: 1 pm.

(B) Kontroll (KTRL) koriilmények kozott az elektromos stimulus reverzibilis és reprodukalhaté DA
felszabadulas valtott ki a cochleaban. TTX (1 uM) és Cd?* (100 uM) szignifikansan csokkentette a
kivaltott DA felszabaduldst. Az elektromos stimulusokat (FRS; és FRS;) vizszintes, fekete vonallal
jeloltiik. A kontroll nyugalmi periddust (FRR1) és a nyugalmi felszabadulasra hatd gyogyszerhatas
fazisat (FRR2, a mintagyQijtés 21-27. perce) szaggatott négyszogekkel jeloltiikk. A hatdéanyagokat a
vizszintes vonal altal jelzett idében adagoltuk a perfuziés oldathoz.

(C) Az oszlopdiagram a nyugalmi (FRR2/FRR;1) és az elektromos stimulusok (FRS2/FRS;) altal
kivaltott DA felszabadulasra gyakorolt gyogyszerhatdsokat mutatja. Mindhdrom vizsgalt kezelés
(Ca?*-mentes, Cd** és TTX) szignifikansan csokkentette a kivéltott DA felszabadulast. Erdekes
moédon, a Ca?*-mentes oldat hatasira jelentésen emelkedett a nyugalmi DA felszabadulds, amit a
prepardtum csontos strukturaibol szarmazd kompenzatorikus Ca?* felszabadulassal tudunk
magyarazni. A Cd?* és TTX nem modositotta a nyugalmi DA felszabadulast. Az adatokat atlag +
S.E.M.-ben adtuk meg. **P < 0,01; *P < 0,05 (n = 5-8).
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A DA visszavételét gatldé nomifensin a 10-100 pM koncentracio
tartomanyban dozisfiiggden megemelte az elektromos stimulus altal felszabaditott
DA mennyiségét (10 uM: FRS2/FRS: = 1,99 + 0,07; P<0,001; 30 uM: FRS2/FRS; =
3,28 £0,42; P <0,001; 100 uM: FRS,/FRS:1= 4,45 + 0,74; P < 0,001).

A nyugalmi DA felszabadulast azonban nem befolyasolta (10/A-B abra).

Mindezek mutatjdk, hogy az irodalomban eldszor sikeresen bedllitottuk és
alkalmaztuk a LOC efferensekbdl torténd DA felszabadulds mérésének modszerét
egérben. Ezt megel6zéen ezeket a méréseket csak tengerimalac cochledaban
végezték.
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10. 4bra: Az uptake gatlas DA felszabaduldsara gyakorolt hatdsa egér cochlea preparatumban.

(A) DA felszabadulas kontroll koriilmények kozott és nomifensin kezelés mellett (nomifensin 10-
100 uM). A nomifensint a vizszintes sziirke vonal altal jelolt id6ben, a 21. perct6l kezdve adagoltuk.
Az elektromos stimulusokat (FRS; és FRS») vizszintes fekete vonalakkal jeloltiik.

(B) A 10-100 puM doézisban alkalmazott (n = 9-9) nomifensin nyugalmi (FRR; és FRR;) és kivaltott
(FRS; és FRS;) DA felszabadulasra gyakorolt hatasanak Osszefoglalé oszlopdiagramja. A
nomifensin dozisfiiggé modon fokozta az elektromos stimulus hatasara kivaltott DA felszabadulast,
viszont nem befolyasolta a nyugalmit. Az adatokat atlag £ S.E.M.-ben adtuk meg. A csillagok a
kontrollhoz képest mért szignifikans kiilonbséget jelolik (n =9 ***P < 0,001; **P < 0,01).
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5.3. A rasagilin cochlearis DA felszabadulasra gyakorolt hatasa ¢és annak
mechanizmusa

A rasagilin megemelte az elektromos ingerlés hatasara kivaltott DA-
felszabadulast az egér cochlea preparatumban.
A hatéds koncentracio fiiggd volt és 100 uM-nal elérte a platot. A nyugalmi DA

felszabadulas nem valtozott egyik koncentraci6 esetén sem (11. bra).
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11. 4bra. A rasagilin dézisfiiggé moédon fokozta az elektromos stimulalas altal kivaltott DA

felszabadulast az egér cochleaban.

A 21. perctdl kezdve adagoltuk a rasagilint a perfuzios oldathoz, és adasat fenntartottuk a kisérlet
végéig (vizszintes vonal). A 10-300 uM koncentracié tartomanyban teszteltiik a hatasat (Ras 10, Ras
30, Ras 100 ¢és Ras 300). Az S1 és S2 vonalak az elektromos stimulalast jelzik (5 Hz, 0,5 ms, 900
impulzus). A betét abra a rasagilin elektromos stimuldlas altal kivaltott frakcionalt DA
felszabadulasra (FR) gyakorolt dozisfliiggé hatasat mutatja, amit az FRS,/FRS: hanyadossal
jellemeztiink (az ingerlés rasagilin jelenlétében és annak hidnyaban mért hatasainak a hanyadosa).

Az adatokat az atlag + S.E.M.-et mutatjak; zarojelben a kisérleti elemszamok .

A rasagilin elektromos stimulus kivaltotta DA felszabadulast fokoz6 hatasa
lehetséges molekularis mechanizmusanak tisztazasa céljabol megvizsgaltuk a
rasagilin (100 uM) hatasat a VGCC-k és VGSC-k gatlasa mellett. Cd?* (100 pM) és
TTX (1 uM) jelenlétében a stimulus altal kivaltott felszabadulas teljesen elmaradt,
ami arra szolgaltatott bizonyitékot, hogy a DA felszabadulds axonalis aktivitds és
Ca?" bearamlas kovetkezménye. Ezen koriilmények mellett a rasagilin nem tudta

fokozni a DA felszabadulast (12. abra).
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12. abra. A VGSC-k és VGCC-k gitlasa esetén a rasagilinnek (100 nM) semmilyen hatasa nem

volt az elektromos ingerléssel kivaltott DA felszabadulasra.

A) A VGCC-k (Cd?*, 100 uM) és a VGSC-k (TTX, 1 uM) blokkolasa gatolta az elektromos ingerlés
DA felszabadit6, és a rasagilin potenciroz6 hatasat is. A hatdanyagok adagolasat a megfeleld
vizszintes vonal jelzi. B) A Cd?* (100 uM), TTX (1 pM), rasagilin (100 uM; Ras 100), valamint
ezek kombinacidinak hatdsai az elektromos ingerlés hatasara jelentkez6 DA felszabadulasra
(FRS2/FRS:); Osszefoglalas és staitisztikai analizis: A csillagok azt jelzik, hogy minden kezelés
szignifikans hatést eredményezett a Kontrollhoz viszonyitva. A rasagilin elveszitette a potencirozd
hatasat a VGSC-k és VGCC-k blokkolasa esetén (n.s., nem szignifikans). Az adatokat atlag +
S.E.M.-ben adtuk meg. A kisérleti elemszam kezelési csoportonként 6-6 darab volt, kivéve a
Kontrollnal, ahol n = 20. ANOVA, majd Tukey’s tobbszords 6sszehasonlitd teszt; ***p < 0,001.



Az idegvégzddésekbe torténd DA visszavétel gatlasa a DA-erg

neurotranszmisszié potencirozasanak ismert modja. Hogy kideritsiik, vajon a
visszavétel gatlasa szerepet jatszik-e a rasagilin DA felszabadulasra gyakorolt
hatasaban, megvizsgaltuk a rasagilin hatasat a szelektiv DA uptake gatlo nomifensin
jelenlétében, ill. alacsony homérsékleti koriilmények kozott.
A hémérséklet S elétti, de Sy utani, lecsokkentése 17 °C-ra nagyjabol megduplazta
az FRS,/FRS; aranyt (2,52 + 0,4, n = 4), igazolva a visszavétel gatlasra gyakorolt
hatasat, hasonldoan ahhoz, amit mar agyszeleteken is igazoltak (Vizi, 1998; Vizi et
al., 2004). A nomifensin (10 uM) egér cochleaban tapasztalt DA visszavétel gatlo
hatasat is kimutattuk mar korabban (Halmos et al., 2008). Kisérleteinkben mind a
nomifensin (10 uM), mind az alacsony hémérséklet (17 °C) szignifikansan gatolta a
rasagilin elektromos ingerléssel kivaltott DA felszabadulast potencirozo hatasat (13.
abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a rasagilin gatolja a DA visszavételt
izolalt cochlea preparatumokon, és ezen keresztiil potencirozza az LOC efferens
axonok aktivalasaval kivaltott cochlearis DA-erg neurotranszmissziot.
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13. abra. A DA visszavétel blokkolasa nomifensinnel vagy alacsony hémérséklettel gatolta a
rasagilin elektromos ingerlésre jelentkez6 DA felszabadulast potencirozé hatasat egér
cochleaban.

A nomifensin adagolasat (10 uM), ill. a perfuzidés oldat 17°C-ra hiitését a DA felszabadulas
mérésének megkezdése elétt 15 perccel kezdtik (az eloperfizid soran), és a kisérlet végéig
folytattuk. A rasagilin adasat az S2 el6tt kezdtik, csakiugy, mint a korabbi kisérleteinkben. A
csillagok a 10 pM nomifensinnel, ill. a 17 °C-kal torténé Osszevetés szignifikancidjat mutatjak. Az
adatokat atlag = S.E.M.-ben adtuk meg; n = 6 minden kezelési csoportban. ANOV A, majd Tukey’s

tobbsz61ds 0sszehasonlitd teszt; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001.
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6. Megbeszelés

6.1. A szenzorineurdlis hallasvesztések diagnosztikdjanak néhany lehetséges
modszere

A barmilyen okbdl és dinamikéaval fellépd halldskarosodéas diagnozisa a
megfeleld vizsgalatok elvégzéséig csupan a betegek szubjektiv érzetére és jelzésére
alapozhato.

A kérosodas tényének ¢és mértekének megallapitasira a legegyszeriibben
kivitelezhetd vizsgalat a tisztahang kiiszobaudiometria. A vizsgélat a szubjektiv
hallasvizsgéalatok kozé tartozik, ami a beteg aktiv egyiittmiikodését igényli, ezért az
igy kapott eredmények nem minden esetben fogadhatok el megfelelonek, raadasul a
sziikséges egyiittmikodésre képtelen betegeknél (kis gyerekek, eszméletlen, altatott
betegek) kivitelezhetetlen.

A BERA vizsgélat nem igényli a beteg kooperacigjat, megbizhato képet ad a beteg
hallaskiiszobér6l, am a vizsgélat komplex volta miatt a mindennapokban nem
alkalmas a betegek rutinszeri sziirvizsgalatara.

A belsofiil mikodésének megitélésére jelenleg legalkalmasabbnak tiinG vizsgalati
eljards az otoakusztikus emisszi6. Ezen vizsgalat a beteg 4ltal észlelhetd
hallasromlast megel6zden is mar jelezheti a szdrsejtek karosodasat, bar nem minden
esetben alkalmas hallaskiiszob meghatarozasara.

Ismerten ototoxikus, vagy az ototoxicitas lehetdségét magukban rejté hatéanyagok
alkalmazasa esetén, lehet0ség szerint a kezelés megkezdése eldtt, valamint a
kezelések alatt megfeleld idokozonként feltétleniil sziikséges a szoros audioldgiai
kontroll. A fenti vizsgalatokkal kapott vizsgalati eredmények Iehetévé tehetik

szamunkra az esetleges terapiavaltast, ill. esetleges kezelés mdodositasat.

6.2. A szenzorineuralis hallascsokkenések esetén jelenleg alkalmazott kezelési
lehetdségek és lehetséges 1) gyogyszerek

Ellentétben a vezetéses hallasvesztéssel, a hallascsokkenés szenzorineuralis
formainak esetén nem rendelkeziink a hallasdeficit rendezésére alkalmas specifikus
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terapiaval. Kiilonb6zo konvencionalis és beiiltetett hallokésziilékek (pl. cochlearis
implantatumok) hasznosnak bizonyultak szamos esetben, de specifikus gyogyszeres
terapiaval nem rendelkeziink. A jelen Kklinikai gyakorlatban szteroidokat,
trombolitikumokat, értagitokat és nootrop szereket alkalmazunk, amelyek terapias
hatékonysagat illetéen ellentmondasos vizsgalatok sziilettek.

Allatkisérletes eredmények a szenzorineuralis halldskarosodasok szamos,
potencidlisan 1) gyodgyszeres kezelési lehetdségét vetették fel, ugymint az
antioxidansok, a ROS/RNS-fogok, apoptozis-gatlok, neuroprotektiv —szerek,
gyulladascsokkentd gyogyszerek (pl. szteroidok, aspirin vagy TNF-a-blokkoldk),
neurotrop faktorok vagy kiilonb6z6 génterapias megkozelitések (Atar and Avraham,
2005; Rybak and Whitworth, 2005; Maruyama et al., 2008; Fransson et al., 2010;
Mukherjea et al., 2011; Rudnicki and Avraham, 2012; Kohrman and Raphael, 2013),
de ezek egyeldre még nem valtottak be a hozzajuk fliz6tt reményeket.

Annak ellenére példaul, hogy szamos allatkisérlet igazolta az antioxiddns
terapia szignifikdns hatasait, a klinikai kiprobalasok még nem vezettek meggy6z6
eredményre (Tabuchi et al., 2010; Mukherjea et al., 2011).

A fentiek alapjan relevansnak gondoltuk kiprobalni, vajon a rasagilin, egy
torzskonyvezett szer komplex neuroprotektiv, antiapoptotikus és antioxidans

hatassal, rendelkezik-e otoprotektiv hatasspektrummal.

6.3. A rasagilin potencialis otoprotektiv hatasanak in vivo vizsgalata a SNHL-
ek aminoglikozid altal kivaltott formajaban

A hallasromlasok megelézésében vagy gyogyitasaban in vitro kisérletekben
potencialisan hatdsosnak mutatkoz6 hatéanyagokat minden részletre kiterjedden meg
kell vizsgalni in vivo korilmények kozott is, vajon alkalmasak lehetnek-e a human
gyogyaszatban.

Egy hatbéanyag otoprotektiv hatdsat in vivo korilmények kozott ugy
vizsgalhatjuk, hogy lemérjik egy koros inzultus 4ltal kivaltott hallaskiiszob
eltolodasra kifejtett védé hatasat.

Az orvosi gyakorlatban jol ismert ototoxikus mellékhatassal rendelkezd
aminoglikozid antibiotikumok alkalmazasa széles korben elfogadott modszer
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allatkisérletes hallaskarosodas kivaltasara és potencialisan otoprotektiv hatdssal bird
szerek kiprobalasara (Basile et al., 1996; Song et al., 1997; Duan et al., 2000;
Nekrassov and Sitges, 2000; Wu et al., 2001).

Az aminoglikozidok altal kivaltott ototoxicitds mechanizmusa tobbek kozott
az excitotoxicitasnak (Basile et al., 1996; Duan et al., 2000), ill. az oxidativ stressz
és ROS kiemelt szerepének (Basile et al., 1996; Sha and Schacht, 1999; Poirrier et
al., 2010; Huth et al., 2011) tulajdonithato.

A hallaskiiszob objektiv meghatarozasanak elsoként valasztanddo modszere a
BERA.

Az egér igazoltan megfeleld kisérleti allat az emberi hallds és hallaskarosodas
modellezésére, koszonhetéen a hasonld cochlearis anatomianak, élettannak és
ototoxicitassal 0sszefiiggd hallasvesztés-mintazatnak (Wu et al., 2001; Fernandez et
al., 2010).

Irodalmi adatokra (Wu et al., 2001) és a korabbi eredményeinkre alapozva a
rasagilin potencialisan otoprotektiv hatdsanak in vivo vizsgalatara 800 mg/kg
kanamycint (s.c.) alkalmaztunk 2 héten 4t az aminoglikozid altal kivaltott SNHL-
modelliinkben. A kanamycin altal kivaltott hallaskiiszob-emelkedés a magasabb
frekvenciaknal volt kifejezettebb, ami tokéletes Osszhangban van mind a humén
klinikai gyakorlatban, mind a laboratériumi allatok esetében tett megfigyelésekkel.

Az aminoglikozid ototoxicitds alapvetden a magas frekvencidkat érintd
SNHL (Wu et al., 2001; Guthrie, 2008). A tobb frekvencian mért hallaskiiszob id6
fliggvényében torténd abrazoldsa azt mutatta, hogy a kanamycin hatasdban a
platofazist harom hét elteltével értiik el. Ez az eredmény 6sszhangban volt azokkal a
korabbi, klinikai megfigyelésekkel, miszerint az aminoglikozidok ototoxikus hatasa
gyakran a kezelés befejezését kovetden kezdbdik, lassan fejlodik ki, mig végiil
irreverzibilissé valik (Xie et al., 2011).

Kisérleteinkben a kanamycin-okozta hallasvesztést mérsékld tendencia volt
lathatd az azonos idében, napi egyszer adott rasagilin (3 mg/kg) hatasara. Ez a
kedvez6 hatas megfigyelhetd volt a kisérlet teljes 5 hete alatt, mindegyik mért

frekvencian. A rasagilin hallaskiiszobre gyakorolt hatdsa dozisfiiggést mutatott.
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Szignifikdns hatdst 16 kHz-en mértik. Ez a frekvencia éppen az egerek
hallasérzékenységi optimum tartomanyaba (15-20 kHz) esik (Ehret, 1976) és
megfelel az emberi 1-4 kHz-es optimumtartomanynak.

Ezen eredmények alapjan felmeriil a csabito feltételezés miszerint a rasagilin
ototprotektiv hatasat leginkabb a beszédértés szempontjabol legfontosabb
frekvenciatartomanyban fejti ki.

Felmeriil a kérdés, mi a rasagilin otoprotektiv hatasanak mechanizmusa.

Az FDA altal az idiopathids Parkinson betegség kezelésére jovahagyott
rasagilin egyszerre rendelkezik neuroprotektiv, antiapoptotikus ¢és antioxidans
tulajdonsagokkal is. Fokozza a Bcl-2 csalad anti-apoptotikus tagjainak és a BDNF és
GDNF neurotrop faktorok szintézisét, mikdzben csokkenti a pro-apoptotikus
tulajdonsagu Bad és Bax fehérjék mennyiségét (Bar-Am et al., 2005; Weinreb et al.,
2005; Youdim et al., 2006).

A rasagilin tovabba fokozza az antioxidans enzimek (glutation peroxidaz és
katalaz) aktivitasat (Kitani et al., 2000) és gatolja az mPTP (mitochondrial
Permeability Transition Pore) Kkinyilasat, akadalyozva ezzel a mitokondrium
duzzadast, a citokrom c felszabadulast (Youdim et al., n.d.; Maruyama et al., 2001;
Akao et al., 2002), ill. a kaszpaz 3 aktivalodast (Bar-Am et al., 2005).

Az excitotoxicitas kivaltasaért feleloss NMDA- és AMPA-receptorok
szinaptikus denzitasanak csokkenését is leirtdk mar rasagilin kezelés kovetkeztében
(Gardoni et al., 2011).

Ezeket a sejtekben lejatszodd folyamatokat tartjuk felelésnek a rasagilin
pozitiv in vivo hatasaiért.

A rasagilin tovabba protektiv hatdssal rendelkezik zart koponyasériilés
(Huang et al., 1999), ill. kisérletesen el6allitott fokalis ischaemia esetén (Speiser et
al., 1999), valamint felvetették, hogy lassithatja a Parkinson koér progresszidjat is
(Hoy and Keating, 2012). Szintén kimutattak neuroprotektiv hatasat a periférias
idegrendszerben, pontosabban egy masik érzékszervben, a retinaban (Eigeldinger-
Berthou et al., 2012).

A rasagilin ezen hatésai ellensulyozhatjdk azokat a hatasokat, amelyeket az
aminoglikozidok a redox haztartds megzavarasan, a ROS képzésen (Basile et al.,

1996; Sha ¢és Schacht, 1999; Poirrier et al.,, 2010; Huth et al., 2011), az
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excitotoxicitas altal 1étrehozott halléidegi karosodason (Ruel et al., 2007; Tabuchi et
al., 2010) és az alapvetd neurotrop faktorok szintjének csokkentésén keresztiil
okoznak (Poirrier et al., 2010).

Ezeken a jol jellemzett hatasokon tul a rasagilin eldsegiti a DA-erg
neurotranszmissziot is (Weinreb et al., 2010), a DA-nak pedig fontos szerepe van
abban a feed-back korben, ami endogén védelmet biztosit az SNHL-ekkel szemben
(Lendvai et al., 2011).

Emellett egy friss tanulmany szerint, ami az FDA 4ltal jovadhagyott 640
hatoanyagot tartalmazé gyodgyszeradatbézist vizsgalt meg, a DA neurotranszmissziot
befolyasold szerek védohatassal rendelkeznek ototoxikus aminoglikozidokkal és

ciszplatinnal szemben (Vlasits et al., 2012).

6.4. Endogén protektiv mechanizmus a Cochledban — a rasagilin DA
felszabadulast fokozo6 hatasa az LOC terminalisokon

Az in vitro kisérleteinkben megvizsgaltuk a rasagilin LOC terminalisokbo6l
torténd DA felszabadulast fokozo képességét.

DA-t tartalmazo LOC rostok talalhatok a cochlea — agytorzs - cochlea short-
loop feed-back kor efferens szaraban (2. abra), ami fontos szerepet tolt be a
halldideg neuronjai karos tulaktivalodasanak gatlasaban (Pujol, 1994; Ruel et al.,
2007; Lendvai et al., 2011).

A Glu receptorok tulaktivaloddsa a szdrsejtekbdl talzott mennyiségben
felszabaduld Glu kovetkezménye, ami szamos SNHL tipusban el6fordul (Lendvai et
al., 2011), és ez az excitotoxicitas neuronalis karosodashoz vezet ugyanugy, mint az
ischaemias agykarosodasban (Vizi et al., 2013).

Figyelembe véve a cochlearis DA protektiv hatasat, szamos célpont keriilt
latotérbe, amelyekre hatva az endogén DA-erg védémechanizmus fokozhat6 lenne.
Koréabban kutatocsoportunk mar kimutatta, hogy a 5-HTe/7 agonistak (Doleviczényi
et al., 2008), a Il-es tipust mGluR ligandok (Doleviczényi et al., 2005), a szelektiv
NMDA receptor agonistak (Halmos et al., 2008) és a D, DA receptor antagonistak
(Gaborjan et al., 1999; Halmos et al., 2005) Gj lehetéségeket biztositanak a LOC
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terminalisokon torténd DA felszabadulas fokozasara a cochleaban (3. abra; Lendvai
etal., 2011).

Ugy tiinik, az endogen, akciés potencial ltal kivaltott DA felszabadulas
potencirozasa, azaz a protektiv LOC feed-back erdsitése elénydsebb hatdst, mint az
LOC efferensek DA felszabaditasanak axonalis aktivitastol fiiggetlen kivaltasa, vagy
mint a megfeleld receptor ligandok alkalmazésa altal kozvetleniil aktivalt, elsédleges
halloneuronokon talalhaté posztszinaptikus DA receptorokon keresztiil kivaltott
hatés.

Feltételezhetd, hogy a Parkinson-ellenes szerként torzskonyvezett, szelektiv
MAO-B gatl6 rasagilin teljesiti ezeket a feltételeket a DA metabolizmusdnak gatlasa
¢s a LOC efferens terminalisokon 1év6 raktarainak kovetkezményes feltoltése altal
(Harsing and Vizi, 1984). Ezt tamasztja ala, hogy a rasagilin dozisfiiggd modon
fokozta az akcios potencial altal kivaltott DA felszabadulast a cochleaban, a
nyugalmi felszabadulas befolyasolasa nélkiil. A hatas kialakulasahoz sziikséges
relative magasabb koncentracio feltehetdleg az egerekben dontéen MAO-A fiiggd
DA deaminaci6 kovetkezménye lehet (Garrick and Murphy, 1980; Fornai et al.,
1999). Magasabb koncentraciok esetén a rasagilin elvesziti a MAO-B szelektivitasat
¢és gatolja a MAO-A-t is (Youdim et al., 2006).

A megfeleléen mikodé VGSC-k és VGCC-k a klasszikus exocitotikus
neurotranszmitter felszabadulds szilikséges elofeltételei. A rasagilin potencirozé
hatasanak VGSC-ktol és VGCC-ktdl valo fiiggése igazolta, hogy hatiasa a LOC
efferensek axonalis aktivitasdhoz kotott, szemben az indirekt modon hatd
szimpatomimetikumokkal, mint pl. az amfetamin, amelyek az akcids potencial fliggd
vezikularis felszabadulastél fliggetleniil indukdljdk a DA  felszabadulést
(Fleckenstein et al., 2007).

Koréabbi publikaciokban rasagilin okozta DA visszavétel gatlast igazoltak a
kozponti idegrendszerben (Lamensdorf et al., 1996; Jankovic and Stacy, 2007). A
DA visszavétel gatlasanak cochledris rasagilin hatdsban jatszott szerepét tdmasztja
ala, hogy a DA visszavétel eldzetes akadalyozdsa a szelektiv DA visszavételt gatlod
nomifensinnel vagy alacsony homérséklettel a potencirozo hatas elvesztésével jart.
A rasagilin nem emelte meg a nyugalmi felszabaduléast, ami 6sszhangban van azzal a

terapias céllal, hogy kizarolag az akcids potencialhoz kapcsolédé LOC feed-back
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valaszt fokozzuk anélkiil, hogy folyamatos és az endogén védelemtdl fiiggetlen DA
szint emelkedést okoznank. A folyamatosan megemelkedett DA szint a DA
receptorok deszenzitizaciojat okoznd ¢és ezzel csokkenne az aktivalodo LOC

terminalisok protektiv hatésa.

6.5. Altalanos megfontolasok a rasagilin esetleges otoprotektiv alkalmazasat
illetéen

Felmeriil a kérdés, hogyan viszonyulnak egymashoz az in vivo és in vitro
kisérletekben alkalmazott ddézisok ¢és a rasagilin otoprotektiv koncentracidja
elérhet6-e emberi viszonylatban.

Egy egyszerti szamitas szerint, alapul véve a test 60 %-os viztartalmat, ill. a

rasagilin teljes felszivodasaval, valamint a test viztérfogatdban vald tokéletes
eloszlasaval szamolva, az altalunk hasznalt in vivo doézisok és az in vitro
koncentraciok nagyjabol azonos nagysagrendben voltak.
Figyelembe véve azt az altalanos megfigyelést, miszerint az emberben hatasos
dozisok altaldban egy nagysagrenddel alacsonyabbak az egerekben alkalmazottaknal
¢s hogy a rasagilin toleralhatésaga nagyon jo (Thebault et al. 2004), az SNHL-ben
torténd potencidlis alkalmazhatosaga redlis lehetdség.

Az emberekben dontéen MAO-B fiiggd DA deaminacié - szemben az
egerekkel, ahol a MAO-A szerepe a dont6 (Garrick and Murphy, 1980; Fornai et al.,
1999) — tovabbi érv a MAO-B gatld rasagilin alacsonyabb dézisi human
otoprotektiv alkalmazhatosaga mellett.

Otoprotektiv terapidt alkalmazhatunk megel6zésként, kezelésként, vagy
regeneralasként. Elméletileg a megel6z0 kezelés rejti magaban a legnagyobb eséllyel
a hatékony gyogyitd hatas lehetdségét.

Esetlinkben a rasagilint az elsé kanamycin injekcié adasat kovetden 14 oraval
kezdtiik adagolni és még igy is szignifikdnsan mérsékelte a hallaskiiszob
emelkedését 6 mg/kg dozisban.

Eredményeink klinikai gyakorlatba torténd kozvetlen atiiltetése esetén a
rasagilin akut aminoglikozid antibiotikum okozta hallaskarosodas kezelésére és

megeldzésére lenne alkalmas. Azonban a lehetséges terdpids indikéciok kore joval

55



szélesebb ennél a kiilonbz6 SNHL-ek patomechanizmusainak hasonloésaga miatt
(Hawkins, 1973; Poirrier et al., 2010; Mukherjea et al., 2011).

Az oxidativ stressz és a kovetkezményesen kialakulé emelkedett ROS szintek
kulcstényezOk a presbyacusis kialakulasaban (Yamasoba et al., 2013), a platina
alapti daganatellenes szerek (Kopke et al., 1997; Schacht et al., 2012), valamint a
zajkarosodas altal kivaltott SNHL-ben (Henderson et al., 2006). A halldidegek
degeneracidja szintén fontos szerepet jatszik ezen SNHL-ek mindegyikében
(Ylikoski et al., 1974; van Ruijven et al., 2005; Makary et al., 2011; Maison et al.,
2013; Yamasoba et al., 2013).

Ennélfogva a rasagilin antioxidans, neuroprotektiv, anti-apoptotikus és DA
felszabadulast fokozo hatdsanak koszonhetden igéretes terapids lehetdséget nyujthat
a nem aminoglikozid okozta SNHL-ek kezelésében is.

A ciszplatin és azzal rokon daganatellenes szerek alkalmazasa esetén, a
mellékhatasok megelézése vagy mérséklése céljabol egyidejlileg adagolt rasagilin,
csakiigy, mint az aminoglikozid kezelés esetén torténd egylittes adagolas egyike
lehet a lehetséges terapias utaknak. Masrészrél a rasagilin tartdos alkalmazasa
kézenfekvl lehet presbyacusis és perzisztaldo kozepes foku zajkarosodds okozta
szenzorineuralis halldscsokkenések esetén.

Az SNHL-ek komplex patomechanizmusa - ami sokkal inkabb egy halozat
strukturajaval rendelkezik, mintsem egy linearis kaszkaddéval — és a gydgyszeres
otoprotektiv kezeléssel kapcsolatos attérés elmaradasa egyiittesen felvetik, hogy az
egy tamadaspontu terapias probalkozasok kevesebb sikerrel kecsegtetnek a SNHL-
alapjan a rasagilin, tobb tdmadaspontii hatdsmechanizmusaval, nem csak az
aminoglikozid-indukalta hallaskarosodasok esetén, hanem egyéb eredetii
hallasvesztések esetén is hatékony terdpids lehetdséget nyajthat. J6 toleralhatosaga,
ami a 2006-os human klinikai gyakorlatba tortént bevezetése ota igazolast nyert,

szintén eldsegiti ezen 0j terdpids indikacio bevezetését.

crer

lenne, - bar érdemi mellékhatasok nem ismertek - hogy az IT adagolt rasagilin

kisebb, célzottan adagolt dozisaival azonos otoprotektiv hatas elérhetd-e.
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Terveink kozott szerepel az egerekkel végzett in vitro és in vivo eredmények
ellendrzése human gyogyaszatban klinikai koriillmények kozott is.

Tekintettel arra, hogy a rasagilin egy széleskorlien tesztelt és a klinikai
gyakorlatban mar bevalt, jovahagyott gyogyszer a Parkinson-kor kezelésére, az
otoprotektiv hatas kimutatasara irdnyul6 klinikai kivizsgalas feltételei adottak.

A kialakitott vizsgalati modszerek lehetdvé teszik egyéb, a DA-szintet

kedvezden befolyasolo hatdéanyagok tovabbi tesztelését.

Ez az eredmény a jelen kisérletsorozat sikerességén messze tulmutat.

Tekintettel arra, hogy a civilizacios tdrsadalmakban az id6s6d6 korosztalyokat a kor
elérehaladtaval egyre fokozottabban érinti a magasabb frekvencidkon jelentkezd
hallaskarosodas, illetve a fiatalabb generdciokat, tobbnyire szorakozds, vagy
munkavégzeés kozben az erds hanghatasok kovetkeztében zajkarosodasok érhetik,
barmilyen megoldéds, ami ezen érzékvesztés mérséklésének esélyével kecsegtet,
hatalmas jelentdséggel birhat.
Amennyiben a rasagilin bevaltja az in vitro és in vivo kisérletek alapjan hozza flizott
komoly reményeket, jelentds szocialis és anyagi elonyokkel jarhat az alkalmazéasa. A
magasabb frekvencidk hallasdnak elvesztésével jaré komoly életmindség-romlas (a
mindennapi ~ kommunikacid,  bevasarlds,  kapcsolattartds  csaladtagokkal,
ismerdsokkel, informacidszerzés ellehetetlenedése) (14. abra) kivédésével egy
teljesebb élet lehetdsége adodna ezeknek az embereknek.

Végiil, de messze nem utols6é sorban az egyik legfontosabb tényezd, ami a
rasagilin széleskorli alkalmazasat eldsegitheti akut vagy kronikus halldsvesztések
kezelésében az, hogy ezen hatdanyag esetében egy évek 6ta a human gyodgyaszatban
alkalmazott, a sziikkséges teszteken, kiprobalasokon sikeresen  atesett,

torzskonyvezett gydgyszerrdl van sz0.
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14. Abra: Kornyezetiink hangjelenségeinek és egy tipikus idéskori hallasvesztésnek az
abrazolasa egy hangerdsség-hangmagassag tablazaton.

Egy kiiszob audiometria mérésére hasznalt hangmagassag-hangerdsség tabla lathato, amin bejeldltiik
a kiilonb6z6 hangokat atlagos hangmagassaguknak és hangerdsségiiknek megfelelden, tovabba a
kornyezetiinkben rank haté néhany jellemz6 hanghatas elhelyezkedését. A 0 dB jelzi a tokéletesen ép
hallast. Az ezen szintt6l a piros nyillal jelzett 20dB-es szintig terjedd tartomanyt ép hallasnak
fogadjuk el.

A lila nyillal jelzett 30dB-es szintet nevezziik szocialis kiiszobnek, ami azt jelzi, hogy az ezt
meghalado hallasvesztés a betegeknél a mindennapokban tartdos kommunikacios zavarokhoz vezet.

A kék x-ekkel és narancssarga 0sszekotd vonallal jelzett gorbe egy tipikus, jelentds foku, idéskori
hallasvesztés lefutasat mutatja. A narancssarga vonaltol jobbra és elfelé talalhato frekvencia és dB

tartomanyban a betegek nem hallanak.
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7. Kovetkeztetések

crer

bevezetett gyogyszer, a rasagilin aminoglikozid antibiotikumok okozta
szenzorineuralis halldskarosodas elleni otoprotektiv hatasat és ebben a hatasban
lehetséges szerepet jatszd endogén DA-erg védé mechanizmus rasagilin altali
befolyasolhatosdgat ¢és annak mechanizmusat vizsgaltam. Ezzel kapcsolatos

eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1.) Munkank soran beallitottuk, magyarorszagi hianyt potolva:

- az agytorzsi kivaltott valasz potencial (BERA) in vivo, egereken, kiilonb6z6
frekvencidkon végzett mérésének modszerét (objektiv audiometria)

- a szenzorineuralis halldskarosodasok egy fajtajanak, az aminoglikozid
antibiotikumok okozta hallaskarosodasnak az egérmodelljét (kanamycin modell).
A modell, kombindlva az objektiv audiometrias modszerrel, alkalmas kiilonb6zo
anyagok, gyogyszerjelolt molekulak hallasvédé hatasanak frekvenciafiiggd

tesztelésére.

2.) Megallapitottuk, hogy a rasagilin dozisfiiggdé modon (0,5 - 6 mg/kg, s.c.)
csokkentette a kanamycin altal egerekben kivaltott szenzorineuralis halldskarosodast
(hallaskiiszob eltolodast). Ez a hatds az egerek hallasérzékenységi optimum
tartoméanyaba es6é 16 kHz-en volt a legkifejezettebb. Az ép hallast a rasagilin

onmagaban a legmagasabb alkalmazott d6zisban sem befolyasolta.

3.) Beallitottuk és az irodalomban eldszor alkalmaztuk a LOC efferensekbdl torténd
DA mérést egérpreparatumon. Ez lehetdvé tette, hogy in vivo és in vitro

kisérleteinket azonos faju kisérleti allatokon végezziik.

4.) Kimutattuk, hogy a rasagilin dozisfiiggé moddon (10-300 uM) fokozza az
elektromos ingerléssel kivaltott DA felszabadulast egér cochlea preparatumban. A
fesziiltségfiiggd Ca®*- és Na'-csatornak, valamint a DA visszavétel gatlasaval
igazoltuk, hogy a rasagilin az akcids potencial kivaltotta szinaptikus DA szint

emelkedést okozo hatdsat részben a transzmitter visszavételének gatlasaval valtotta
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ki. A LOC efferensekbdl felszabaduld6 DA-nak szenzorineuralis halldskarosodasok
elleni védé szerepet tulajdonitanak. A rasagilin akcids potencidl fiiggd DA
felszabadulast fokozo hatdsa hozzajarulhat az aminoglikozid antibiotikum

kanamycin okozta hallaskarosodas elleni protektiv hatasdhoz.
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8. Osszefoglalas

Bar a szenzorineuralis hallaskarosodasok a leggyakoribb szenzoros deficitek kozé
tartoznak, érdemi gyogyszeres kezeléssel nem rendelkeziink. Kiilonb6z6 formainak
hatterében legfontosabb okként az excitotoxicitas/oxidativ stressz/koros ROS szint
emelkedését feltételezziik. A legujabb terapias kisérletek tobbsége az antioxidansok
¢s a ROS-fogok kiprobalasat célozta. Az antioxidansok allatkisérletekben
igéretesnek tiintek, am a klinikai vizsgalatok nem igazoltak a varakozasokat.
Kisérleteinkben a Parkinson kor kezelésére torzskonyvezett MAO-B gatld rasagilin
otoprotektiv hatasat vizsgaltuk. A hallaskiiszob6t BERA vizsgalattal mérve,
ototoxikus aminoglikozid antibiotikum okozta egér hallaskarosodas modellben
kimutattuk a kanamycin altal okozott hallaskiiszob romlas dozisfliggd mérséklését.
A hatas a rasagilin 6 mg/kg (s.c.) dozisanal szignifikansnak bizonyult. A
legkifejezettebb hatas az egerek hallasoptimumaba es6é 16 kHz-nél jelentkezett. A
rasagilin allatkisérletekben tapasztalt neuroprotektiv, antiapoptotikus és antioxidans
hat4sai, az aminoglikozid karosodas egy-egy specifikus mechanizmusat célozva,
magyarazhatjak az otoprotektiv hatast.

A rasagilin dopaminerg neurotranszmissziot erdsité hatasa is hozzajarulhat a
protekciohoz. Ennek vizsgalatara, el@szor az irodalomban, beallitottuk a cochlearis
dopamin (DA) mérés modszerét egerekben. A lateralis olivocochlearis efferensekbdl
felszabadulé6 DA protektiv hatast fejtett ki az excitotoxicitassal szemben, ami
meghataroz6 tényezdje a szenzorineurdlis halldskarosoddsoknak, igy az
aminoglikozid antibiotikumok okozta hallascsokkenésnek is. Kimutattuk, hogy a
rasagilin do6zisfliggé modon megemelte az elektromos stimulus altal kivaltott DA
szintjét akut egér cochlea preparatumban. Fesziiltségfiiggé Na*-, Ca®*-csatorna- és
DA transzporter gatlok alkalmazasaval igazoltuk, hogy a rasagilin a DA visszavétel
gatlasa révén fokozza ezt az akcios potencial fiiggd hatast.

Az aminoglikozidok okozta hallaskarosodas ¢és altalaban a szenzorineuralis
hallascsokkenések hatékony gydgyszeres terapidja olyan gyogyszerek alkalmazasat
teheti sziikségessé, melyek tobb ponton befolyasoljak a patomechanizmust. A
rasagilin, tobb tdmadaspontu hatasaval ¢és kedvezd mellékhatds spektrumaval,

alkalmas lehet erre a célra. Klinikai kiprobalasra érdemesnek gondoljuk.
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9. Summary

Sensorineural hearing losses are among the most frequent sensory deficits, but they
lack effective drug therapies. The pathology of the different forms shows significant
overlaps, i.e., excitotoxicity/oxidative stress/excessive elevation of ROS are
considered to be the main causes. The majority of recent therapeutic approaches
therefore focused on the trials of antioxidants and ROS scavengers in SNHLs.
Although the antioxidant therapies in several animal studies seemed to be promising,
clinical trials have failed to fulfil expectations.

We investigated the potential of rasagiline, an FDA-approved MAO-B inhibitor
antiparkinsonian drug, as an otoprotectant. We showed a dose-dependent alleviation
of the kanamycin-induced threshold shifts measured by ABR in an ototoxicant
aminoglycoside antibiotic-based hearing loss model in mice.

This effect proved to be statistically significant at a 6 mg/kg (s.c.) dose. The most
prominent effect appeared at 16 kHz, which is in the hearing sensitivity optimum for
mice. The neuroprotective, antiapoptotic and antioxidant effects of rasagiline in
animal models, all targeting a specific mechanism of aminoglycoside injury, may
explain this otoprotection.

The dopaminergic neurotransmission enhancer effect of rasagiline might also
contribute to the protection. We have set up, first in the literature, the method of
measuring the release of dopamine (DA) in the mouse cochlea. DA, released from
lateral olivocochlear fibres, was shown to exert a protective action against
excitotoxicity, a pathological factor in SNHLs, including the aminoglycoside-
induced one. We have shown that rasagiline enhanced the electric stimulation-
evoked release of DA from an acute mouse cochlea preparation in a dose-dependent
manner. Using inhibitors of voltage-gated Na*-, Ca** channels and DA transporters,
we revealed that rasagiline potentiated the action potential evoked-release of DA by
inhibiting the reuptake.

The complex pathomechanism of aminoglycoside -induced hearing impairments and
in general, SNHLs, most likely requires drugs acting on multiple targets for effective
therapy. Rasagiline, with its multi-target action and favourable adverse effects
profile, might be a good candidate for a clinical trial testing the otoprotective

indication.
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