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Bevezetés
Altaldnos megfontolasok

Mindennapjainkban a megfeleld tajékozdodast, eligazodast tobb
érzékszerviink segiti, melyek koziil az egyik legfontosabb a hallas,
ami egy rendkiviil bonyolult mechanikai és elektrofiziologiai
folyamatok sorozataként 1étrejovd érzékelés. Eletiink sordn
szamtalan kiils6é és belsé behatas éri hallészerviinket, amelyek a
rendkiviil finoman szabalyozott rendszerben karosodasokhoz
vezethetnek. Ezek a behatasok az egyre hosszabb varhatd
¢élettartam miatt 6sszeadodnak, egyre hosszabb ideig hatnak rank.
Ezen folyamatok - agymint pl. a zajterhelés, a fokozddo perfuzios
zavarok, a killonboz0 Dbetegségek gyogyitasara Kkifejlesztett
gyogyszerek és kezelési eljarasok hatasaként, ill. mellékhatasaként
kialakulé kolcsonhatasok, valamint tobb, kozvetleniil a hallas
szenzorineuralis részét karositdo korokozo altal kivaltott betegség -
hatterében a  legtobb  esetben  hasonld  patofiziliologiai
mechanizmusok talalhatok. Ezen folyamatok alapvet6 részét képezi
a kiillonb6zé noxak kovetkeztében kialakuld glutamat medialta
excitotoxicitds és a redox folyamatok egyensulydnak felborulasa,
ami reaktiv szabad gyokok képzodéséhez és ezeken keresztiil
sulyos sejtkarosodasokhoz vezethet. (Bondy and Lee 1993;
Reynolds and Hastings 1995).

Az excitotoxicitas elleni endogén védekez6 mechanizmusok koziil
jelentds szerepet jatszik a lateralis olivocochlearis efferens koteg
(LOC) neuronjaibol felszabaduld és az elsédleges halloneuronok
koéros talaktivalodasat gatlo, ezaltal protektiv hatast kifejtd
dopamin (DA). Mind a DA felszabadulas fokozasan, mind a
raktarakba torténd visszavétel, valamint a DA lebomldsanak
gatlasan  keresztiil eldsegithetjik az excitotoxicitds karos
hatésainak a kivédését.

Tekintettel arra, hogy igazoltan hatasos kezelési eljarassal nem
rendelkeziink az akutan, ill. kronikusan kialakulé szenzorineuralis
hallaskarosodasok (SNHL) esetére, adodik a lehetéség, hogy az



excitotoxicitassal szemben  protektiv  hatdssal bir6 DA
anyagcseréjének  kedvezd  befolydsolasdval  eldsegitsik a
hallaskarosodasok mérséklését, esetlegesen kivédését.

Rasagilin

A rasagilin a klinikai gyakorlatban a Parkinson betegség kezelésére
alkalmazott, szelektiv. MAO-B gatld gyogyszer. A DA
lebomlasanak megakadalyozasaval emeli a DA szintet, am ezen tal
direkt neuroprotektiv tulajdonsagokkal is rendelkezik. Védelmet
nyajt a glutamat indukalta excitotoxicitassal szemben, gatolja a
neurondegeneraciot és véd az apoptotikus folyamatokkal szemben
is szamos mechanizmuson keresztiil.

Az LOC-b4l felszabadulo DA protektiv szerepe

A Dbelsofiilet karosito behatisok egy jelentds része a belsod
szOrsejtekbdl  (IHC) nagy mennyiségli glutamat (Glu)
felszabadulasat idézi el6, ami a primer halldideg neuronjainak
excitotoxikus karosoddsat okozza. Az LOC efferensek, az
elsddleges  halloneuronok  periférias  terminalisain  képzett
axodendritikus szinapszisokon keresztiil az elsddleges halléneuron
- nucleus cochlearis - oliva superior lateralis - cochlea short loop
feed-back kor effektor részét alkotjak és a DA felszabaditasan
keresztiil gatoljak a halloneuronok tulaktivalodasat, azaz védelmet
nyujtanak azok excitotoxikus karosodasaval szemben. A DA
gatolja a Glu posztszinaptikus hatasat és védi az IHC-afferens
halléneuron szinapszist.

Aminoglikozid antibiotikumok ototoxikus mellékhatasai

Az aminoglikozid antibiotikumok szamos, Gram negativ aerob
baktériumok altal okozott fertézés esetén nélkiillozhetetlen
gyogyszerek. Ezen hatdanyagcsoport tagjai kiilonbozé mértékben
bels6fiil  karosodast  idézhetnek  eld, amik  rendszerint



irreverzibilisek, kétoldaliak és eleinte a magasabb frekvencidkon
fejtik ki karositd hatasukat. Az aminoglikozidok okozta
sejtkarosodas folyamataban mind az apoptozis, mind a nekrozis
szerepet jatszik. A patomechanizmusban a normal redox allapot
zavarainak, fokozott ROS képzddésnek és a halldideg neuronok
excitotoxikus karosodasanak a sarkalatos szerepét is szamos
tanulmany igazolta (Basile et al., 1996; Sha and Schacht, 1999;
Duan et al., 2000; Poirrier et al., 2010; Huth et al., 2011).

Allatkisérleti  modell — aminoglikozid — okozta  halldskdrosodds
vizsgalatdra

Egereken hosszabb ideig nem sikeriilt érdemben kisérleteket
végezni, mivel Ugy tlnt, a felndtt allatok rezisztensek az
aminoglikozidok ototoxikus mellékhatasaira. A Wu €s munkatarsai
altal kialakitott allatmodell lehet6vé tette a megfeleld vizsgalatok
elvégzését (Wu et al., 2001). Agytorzsi kivaltott potencial
vizsgalatok (BERA) segitségével végzett mérések alapjan az
allatoknal fellépo hallaskarosodds a magasabb frekvencidknal
kezd6dik, majd progredial a mélyebb hangok felé. Az egerekben
igy kivaltott hallaskarosoddas nagymértékben hasonlit az
emberekben is megfigyelt folyamatokhoz, igy a modell alkalmas
otoprotektiv  hatdéanyagok  tesztelésére is. A  kiilonbozo
szenzorineuralis hallaskarosodasok patologiai hatterében megfigyelt
nagymértékii hasonlosag felveti, hogy az aminoglikozid modellben
otoprotekciot mutatd anyagok mas szenzorineuralis hallaskarosodas
formakban is hatasosak lehetnek.

Célkitizések

A kiilonb6z6 eredetii szenzorineuralis halldskarosodasok kezelésére
mindezidaig sikertelen gyogyszerfejlesztés egyik fontos oka a
patomechanizmus és a lehetséges gyodgyszercélpontok alapos

ismeretének hianya. Masik fontos ok, nagy valosziniiséggel, a
sokkomponensii, komplex, hal6zatszeri  patomechanizmus,



amelynek folyamata nem tartoztathato fel a haldzat egy pontjanak
gatlasaval.

Célunk olyan farmakologiai megkozelités, ill. gyogyszermolekula
keresése volt, amely tobb tamadasponton hatva hatékonyan
mérsékli a szenzorineuralis hallaskarosodast. Vizsgalni kivantuk a
kiilonb6z6 SNHL-ek hatterében egyarant legfontosabb okként
szamon tartott excitotoxicitas / oxidativ stressz / kéros ROS szint
emelkedés gatlasanak otoprotektiv hatékonysagat, ill. az endogén
védekez6 mechanizus (LOC-DA) moduldlasanak eziranyu
kihasznalhatosagat.

Ennek érdekében kivantuk megvizsgélni a DA neurotranszmisszidt
fokozo, ill. antioxidans és neuroprotektiv tulajdonsaggal egyarant
rendelkez6 rasagilin SNHL elleni véd6 hatéasat, valamint elemezni
a LOC efferensekb6l torténd protektiv. DA felszabadulas
rasagilinnel torténd fokozasanak lehetdségét és mechanizmusat.

Kisérletes munkam fo célkitiizései a kovetkezok voltak:

1.) Egy olyan, egereken alkalmazhatdo objektiv audiometrias
modszer és aminoglikozid antibiotikum kivaltotta hallasvesztés
egérmodelljének magyarorszagi beallitasa, melynek segitségével
rutinszeriien végezhetd, feltételezhetéen otoprotektiv hatassal
rendelkez6 molekulak szenzorineuralis hallaskarosodas elleni védd
hatasanak vizsgalata.

2.) Annak meghatarozasa, hogy a rasagilin befolyasolja-e az ép
hallast, ill. rendelkezik-e, és ha igen milyen dozisban ¢és
frekvencidkon, otoprotektiv hatassal a SNHL-ek egy
aminoglikozid antibiotikum altal kivaltott forméajaban.

3.) A LOC efferensekbdl felszabaduld6 DA mérésének beallitasa
egér preparatumon. Az irodalomban ezt megel6zéen csak
tengerimalac cochleaban mértek DA felszabadulast.



4.) Annak in vitro vizsgalata, hogy az otoprotektiv hatdst mutatod
rasagilin fokozza-e a LOC efferensek DA felszabaditasat egér
cochledjaban, és ha igen, milyen dozis-hatas Gsszefliggéssel, ill. mi
a fesziiltségfiiggd natrium- és kalciumcsatornak (VGSC,ill VGCC)
és a DA visszavétel szerepe az élettani és a rasagilin okozta
cochlearis DA felszabadulasban.

Modszerek

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

s

kivalasztasa az irodalomban fellelheté adatokbdl indult ki (Wu et
al., 2001). Sajat eldkisérleteink, mind az egértdrzset, mind az
aminoglikozid  antibiotikum tipusat ¢és dozisat illetden,
megerdsitették, hogy a legegyértelmiibben ¢és legmegbizhatébban
kivalthatdo aminoglikozid indukalta hallasvesztés, ami alkalmas az
otoprotektiv hatas vizsgalatara, BALB/c egereken, 800 mg/kg
subcutan (s.c.) dozisban adagolt kanamycinnel érhetd el.

Els6 lépésként egy kisérletsorozatot végeztink el, amivel a
kanamycin €s a rasagilin hatds dinamikajat vizsgaltuk.

Az egereket a kovetkezd négy kisérleti csoport egyikébe osztottuk:
1. kontroll csoport (fiziologids s6oldat),

2. Kanamycin 800 mg/kg,

3. Rasagilin 3 mg/kg,

4. Kanamycin 800 mg/kg + rasagiline 3 mg/kg.

A hallaskiisz6b meghatarozasat mindkét fiilben BERA vizsgalattal
végeztik. Minden allatnal meghataroztuk a hallaskiiszobot a
gyogyszeres kezelés megkezdése elott az elsd héten (kiindulo
hallaskiiszob), 2 héttel a gyogyszeres kezelést kovetden, majd ezt
kovetden hetente az 5. hét végeig (6sszesen 5 vizsgalat).



A kiiszobvaltozast az aktualis kiiszobérték és az adott allatnal, a
kezelések megkezdése eldtt mért hallaskiiszob értékének (kiindulo
hallaskiiszob) kiillonbsége adja meg.

Az els6 kisérletsorozat eredményeinek idoéfiiggése alapjan egy
masodik, 3 hétig tartd kisérletsorozatot inditottunk, aminek soran 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.

BERA vizsgalatokat ez esetben csak a bal fiilon végeztiink,
jelentésen megemelt elemszam mellett.

Az agytorzsi kivaltott valasz potencial (BERA) in vivo mérése

Az egereket intraperitonealisan (i.p.) adott ketamin (100 mg/kg) és
xylazin (10 mg/kg) injekcioval altattuk.

Click és tone burst stimulusokat generaltunk egy zart akusztikus
rendszerben, amelyben az elektrosztatikus hangszorot egy miianyag
csovon keresztiil csatlakoztattuk az allatok kiilsé halldjaratba. A
BERA hullamokat subcutan tlielektrodakkal vezettiik el.

A kivaltott valaszokat felerdsitettiik, és 800 mérést atlagoltunk
valds idében. A hangintenzitast 10 dB-es 1épésenként emeltiik 0
dB-r61 80 dB-re click-stimulus iizemmaodban.

Ahhoz, hogy kiillonboz6 frekvencidkon is megallapithassuk a
hallaskiiszobot, a tone burst stimulusok hangintenzitasat 10 dB-es
lépésenként csokkentettiik 90 dB-rél indulva.

A hallaskiiszobot a legkisebb intenzitast,, még felismerhet6 BERA
hulldm intenzitas szintjében allapitottuk meg.

Statisztikai analizis

Mindkét vizsgalat kiiszobadatait egy linearis kevert statisztikai
modellben elemeztiikk (figyelembe véve azt, hogy minden allatot



minden frekvencian megmértiink, az R statisztikai program “nlme”
csomagjat  haszndltuk). Minden tényez6t és lehetséges
kolesonhatast a P < 0,05 minimalis szignifikancikiiszob alapjan
értékeltiink.
A Tukey-Kramer p-érték korrekciét és konfidencia hatarokat
alkalmaztuk.

A LOC veégkesziilekekbdl felszabadulo DA in vitro mérése

Az egerek dekapitacidjat kovetéen a csontos bulla tympanit
kiemeltilk. A cochlea csontos tokjat sztereomikroszképos
ellendrzés mellett eltavolitottuk, ezt kdvetden eltavolitottuk a stria
vascularist, majd a cochleat a modiolus bazisanal eltortiik.

A preparatum tartalmazta a ganglion spiralét, az afferens
hallérostokat, az efferens kotegek axonjait és axon végzddéseit,
valamint a belsé ¢és kiils6é szorsejteket.

Minden kisérletet egy 37°C-0s, perilympha-szerii oldatban
végeztiik €és az oldatot folyamatosan 100% O»-vel dramoltattuk at.
A cochledkat 0.2 uM [®H]dopamine-nal 35 percen keresztiil
inkubaltuk, majd athelyeztilk ezeket egy mikrotérfogata plexi
kamraba (3 cochlea tartalyonként) és perilympha-szerti oldattal (0,3
ml/min) szuperfundaltuk. Egy oranyi el6perfaziot kovetéen a
kifolyé mennyiséget 3 perces frakcionként gyiijtottik.

A LOC efferensekbdl akcios potencialt kivaltod elektromos ingerlést
egy gyljtési frakcionak megfeleld ideig (3 min) alkalmaztuk a 3.
(S1) és 13. (S») frakciok id6tartama alatt.

A DA felszabadulast a gytlijtési periodusok alatt lefolyo
radioaktivitdssal jellemeztiik, amit az aktualis 0ssz szdveti
radioaktivitds aranyaban fejeztiink ki (frakcionalt felszabadulas,
FR). A rasagilint a 8. frakcid elejétdl (21. perc) a kisérlet
végéig adtuk a perfuziés oldathoz. A CdCl; és a TTX
perfundalasat 6 perccel korabban (a 15. perctdl) kezdtik. A



nomifensin alkalmazasat és a homérséklet 17 °C-ra csokkentését az
eldperfuzid 45. percében kezdtiik és a kisérlet végéig fenntartottuk.

Az adatok elemzeése és statisztikai analizise

A DA felszabadulast a gyijtési periodusok alatt lefolyd
radioaktivitassal jellemeztiikk, amit az aktualis 0ssz szoveti
radioaktivitds aranyaban fejeztiink ki (frakcionalt felszabadulds,
FR). Az elektromos ingerlés (S1 és S») kovetkeztében kialakuld FR
emelkedést a gorbe alatti teriiletbol (AUC) szamoltuk: az ingerlés
elotti és utani nyugalmi felszabadulas 4atlagat kivontuk az
elektromos  stimulalds ideje  alatti  teljes  felszabadulas
mennyiségébol.

Az elektromos ingerléssel kivaltott [PH]DA felszabadulasra
gyakorolt gyogyszerhatast az FRS,/FRS; hanyadossal jellemeztiik,
ami a drog jelenlétében ill. hidnyaban 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 Osszehasonlitast hasznaltuk a kiilonb6zo kezelési
csoportok Osszehasonlitasara (R 14.1 program). Alkalmazott
szignifikanciaszintek: *p < 0,05; **p < 0,01 és ***p < 0,001.

Eredmények

A rasagilin in vivo hatdsa az aminoglikozid adltal kivaltott
hallasvesztésre

A rasagilin SNHL-re gyakorolt hatasat a kanamycin altal okozott
hallasvesztés modell segitségével vizsgaltuk egereken (Wu et al.,
2001). A hallaskiiszoboket négy kiilonb6z6 frekvencian hataroztuk
meg (4kHz, 8kHz, 16kHz, 24kHz). A hallaskiiszob valtozas sokkal
kifejezettebb volt a magasabb frekvencidkon (16 és 24 kHz; p <
0,001), mig alacsonyabb frekvenciadkon kisebb mértéki



hallasromlast mértiink (8kHz-en nem is volt statisztikailag
szignifikans a valtozas).

A rasagilin dozisfiiggé modon (0,5 mg/kg dézisban 0,5 — 8 dB-lel,
ill. 6 mg/kg dozisban 8 — 19 dB-lel) csokkentette a kanamycin altal
kivaltott hallasvesztés mértékét a kiillonb6z6 hangmagassagokon. A
leger6teljesebb védo hatas 16 kHz-en jelentkezett.

A LOC efferensek DA felszabaditisanak mérése egér prepardatumon. A
Ca?* és Na* csatorndk, valamint a DA-visszavétel szerepének
igazolasa

A kontroll koriilmények kozott alkalmazott elektromos ingerlés
konstans és reprodukalhato DA felszabadulast okozott az izolalt
cochleaban. A 24. perctdl a kisérlet végéig tartd Ca?*-mentes kozeg
60%-kal csokkentette a kivaltott felszabadulds mértékét.
Meglepetésiinkre a Ca?*-mentes oldattal torténd perfzio ideje alatt
megemelkedett a DA nyugalmi felszabadulas, ami feltételezésiink
szerint a csontbdl torténd Ca?* felszabadulasnak tudhato be.

A nem szelektiv, fesziiltségfiiggd Ca®*-csatorna blokkolo Cd?* (100
uM) 41 %-kal, mig a fesziiltség-fiiggd Na*-csatorna blokkoldé TTX
(1 puM) 88%-kal csokkentette a masodik elektromos ingerlés
hatésara kialakulé DA felszabadulast.

A DA felvételt gatld nomifensin a 10-100 pM koncentracio
tartomanyban dozisfiiggden megemelte az elektromos stimulus
altal felszabaditott DA mennyiségét, a nyugalmi DA felszabadulast
azonban nem befolyasolta.

A rasagilin cochlearis DA felszabadulasra gyakorolt hatisa és
annak mechanizmusa

A rasagilin megemelte az elektromos ingerlés hatasara kivaltott
DA-felszabadulast az egér cochlea preparatumban. A hatas
koncentracio fiiggd volt és 100 uM-nal elérte a platdt. A nyugalmi
DA felszabadulds nem valtozott egyik koncentracié esetén sem.



A rasagilin elektromos stimulus kivaltotta DA felszabadulést
fokozo6 hatasa lehetséges molekularis mechanizmuséanak tisztazasa
céljabol megvizsgaltuk a rasagilin (100 uM) hatasat a VGCC-k és
VGSC-k gatlasa mellett. Cd?* (100 puM) és TTX (1 uM)
jelenlétében a stimulus altal kivaltott felszabadulas teljesen
elmaradt, ami arra szolgaltatott bizonyitékot, hogy a DA
felszabadulas axonalis aktivitas és Ca?* bearamlas kovetkezménye.
Ezen korilmények mellett a rasagilin nem tudta fokozni a DA
felszabadulast.

Hogy kideritsiik, vajon a visszavétel gatlasa szerepet jatszik-e a
rasagilin DA felszabadulasra gyakorolt hatdsaban, megvizsgaltuk a
rasagilin hatasat a szelektiv DA wuptake gatldé nomifensin
jelenlétében, ill. alacsony hémérsékleti koriilmények kdzott.
Kisérleteinkben mind a nomifensin (10 uM), mind az alacsony
homérséklet (17 °C) szignifikansan gatolta a rasagilin elektromos
ingerléssel kivaltott DA felszabadulast potencirozo hatasat, amely
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.

Kovetkeztetések

Doktori dolgozatommal &sszefiiggé munkam soran a Parkinson kor
antibiotikumok okozta szenzorineuralis hallaskarosodas elleni
otoprotektiv hatasat és ebben a hatasban lehetséges szerepet jatszo
endogén  DA-erg véd6  mechanizmus  rasagilin  altali
befolyasolhatésdgat és annak mechanizmusat vizsgaltam. Ezzel
kapcsolatos eredményeink alapjdn az aldbbi kovetkeztetések
vonhatok le:

1.) Munkénk soran beallitottuk, magyarorszagi hianyt potolva:



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

- a szenzorineuralis hallaskarosodasok egy fajtdjanak, az
aminoglikozid antibiotikumok okozta hallaskarosodasnak az
egérmodelljét (kanamycin modell).

A modell, kombinalva az objektiv audiometrias modszerrel,
alkalmas  kiilonb6zé anyagok, gyogyszerjelolt molekuldk
hallasvédo hatdsanak frekvenciafiiggd tesztelésére.

2.) Megallapitottuk, hogy a rasagilin dézisfiiggé modon (0,5 - 6
mg/kg, s.c.) csokkentette a kanamycin altal egerekben kivaltott
szenzorineuralis hallaskarosodast (hallaskiiszob eltolodast). Ez a
hatas az egerek hallasérzékenységi optimum tartomanyaba esé 16
kHz-en volt a legkifejezettebb. Az ép hallast a rasagilin 6nmagéaban
a legmagasabb dozisban sem befolyasolta.

3.) Beallitottuk és az irodalomban elészor alkalmaztuk a LOC
efferensekbdl torténd DA mérést egérprepardtumon. Ez lehetdvé
tette, hogy in vivo és in vitro kisérleteinket azonos faju kisérleti
allatokon végezziik.

4.) Kimutattuk, hogy a rasagilin dozisfiiggéd modon (10-300 uM)
fokozza az elektromos ingerléssel kivaltott DA felszabadulast egér
cochlea preparatumban. A fesziiltségfiiggé Ca?*- és Na*-csatornak,
valamint a DA visszavétel gatlasaval igazoltuk, hogy a rasagilin az
akcios potencial kivaltotta DA felszabadulds potencirozasat a
transzmitter visszavételének gatlasaval valtotta ki. A LOC
efferensekbdl felszabadulo DA-nak szenzorineuralis
hallaskarosodasok elleni védd szerepet tulajdonitanak. A rasagilin
akcidés potencial fiiggé DA felszabadulast fokozé hatasa



hozzajarulhat az aminoglikozid antibiotikum kanamycin okozta
hallaskarosodas elleni protektiv hatdsahoz.
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