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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAO-HNFS American Academy of Otolaryngology — Head and Neck Surgery

ABR
AHL
ANXA1
ATP
BDNF
BERA

BM
CCL2
CCL4
CTLA4

CXCL12

DA
DAPI
DC
DIHL
DNS
EDTA
FDA

HBOT
HC
IBC
IHC
IBAl

Foundation (Amerikai Fiil-orr-gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Akadémia
Alapitvéany)

Auditory Brainstem Response (auditoros agytorzsi kivaltott valasz)
Age-related Hearing Loss (id0skori hallaskarosodas)

Annexin Al

Adenosine Triphosphate (adenozin-5'-trifoszfat)

Brain-Derived Neurotrophic Factor (agyi eredetii neurotr6f faktor)
Brainstem Evoked Response Audiometry (agytorzsi kivaltott potencial
audiometria)

Basilar Membrane (bazilaris membran)

Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (kemokin (C-C motivum) ligand 2)
Chemokine (C-C motif) Ligand 4 (kemokin (C-C motivum) ligand 4)
Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (citotoxikus T-limfocita
antigén 4)

Chemokine (C-X-C motif) Ligand 12 (kemokin (C-X-C motivum)
ligandum 12)

Dopamine (dopamin)

4’ 6-diamidino-2-phenylindole (4',6-diamidino-2-fenilindol)

Deiters’ Cell (Deiters sejt)

Drug-Induced Hearing Loss (gyogyszer okozta hallaskarosodas)
Dezoxiribonukleinsav

Ethylenediaminetetraacetic Acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

Food and Drug Administration (Amerikai Gyogyszer- ¢és
Elelmiszerellenérz6 Hatosag)

Hyperbaric Oxygen Therapy (hiperbarikus oxigénterapia)

Hensen’s Cell (Hensen sejt)

Inner Border Cell (belsé hatarsejt)

Inner Hair Cell (belsd szdrsejt)

lonized Calcium-Binding Adapter molecule 1 (ionizalt kalcium-kotd

adaptor molekula 1)



ICI
IGF1
IL-1p
IL-6
IL-10
IPC
IPhC
LOC
MAO-B
MOC
NAC
NF-xB
NIHL
NOX
OHC
OPC
PCD
PBS
PD-1
PFA
PTS
ROS
SEM
SGN
SNHL
SSNHL

STAT-1

TGF-B

™
TNFa
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Immune Checkpoint Inhibitor (immunellen6rzépont-gatlo)
Insulin-like Growth Factor 1 (inzulinszerii novekedési faktor)
Interleukin-1p

Interleukin-6

Interleukin-10

Inner Pillar Cell (bels6 pillérsejt)

Inner Phalangeal Cell (bels6 phalangealis sejt)

Lateral Olivocochlear (lateralis olivocochlearis)

Monoamine oxidase B (monoamin-oxidaz B)

Medial Olivocochlear (medialis olivocochlearis)

N-acetyl-cysteine (N-acetil-cisztein)

Nuclear factor kappa B (nuklearis faktor-kappa B)

Noise-Induced Hearing Loss (zajartalom okozta hallaskarosodas)
NADPH Oxidase (NADPH oxidaz)

Outer Hair Cell (kiils6 sz6rsejt)

Outer Pillar Cell (kiils6 pillérsejt)

Programmed Cell Death (programozott sejthalal)
Phosphate-Buffered Saline (foszfattal pufferolt sooldat)
Programmed Cell Death protein 1 (programozott sejthalal fehérje 1)
Paraformaldehyde (paraformaldehid)

Permanent Threshold Shift (tartos hallaskarosodas)

Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigén szarmazékok)

Standard Error of the Mean (atlag szérésa)

Spiral Ganglion Neuron (spiralis ganglionsejt)

Sensorineural Hearing Loss (szenzorineuralis hallaskarosodas)
Sudden  Sensorineural = Hearing Loss (akut szenzorineuralis
hallaskéarosodas)

Signal transducer and activator of transcription 1 (jelatvivd ¢és
transzkripcid aktivalo 1)

Transforming Growth factor B (transzformald névekedési faktor )
Tectorial Membrane (tektorilis membran)

Tumor Necrosis Factor-a (tumor nekrozis faktor o)
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TTS Temporary Threshold Shift (atmeneti hallaskarosodas)
WHO World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)
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3. BEVEZETES - IRODALMI HATTER

3.1. A hallas és jelentésége

A beszéd elsajatitasanak, a kommunikacionak, a kiilvilagb6l  valo
informacioszerzésnek nélkiilozhetetlen eszkoze a hallas képessége. Segiti a tarsadalmi
beilleszkedést, a vilagban vald tajékozodast, emellett hozzajarul személyiségiink
fejlédéséhez.

hall6¢csontocskak félkoros ivjaratok
=% egyensulyozé ideg

~ '~ hallbideg

~ csiga

\ \ova'lis ablak
kerek ablak

\ N
kulsé hallojarat falkart

Kiilséful I Koézépfiil  Belséfil

1. abra. A fiil és a hallas folyamata

A halléas egy rendkiviil 6sszetett folyamat, amely magdba foglalja a hangfrekvencidju
levegdrezgések, vagyis a hangok észlelését és feldolgozéasat. Ennek sordn a kornyezetbdl
dobhartyahoz vezeti, megrezgetve annak membranjat (1. abra; Répassy Gabor, Fiil-Orr-
Gégészet, Fej-Nyak-Sebészet Egyetemi Tankonyv (2011) 1.1 (1) abraja alapjan sajat
készités). A dobhartya a rezgéseket a kozépfiil dobiiregében talalhatd halldcsontocskak
lancolatanak tovéabbitja. A hallocsontocskak (kalapacs, 1ill6, kengyel) elsddleges feladata
annak biztositasa, hogy a hangrezgés minél kisebb veszteséggel jusson az alacsony
akusztikus impedanciaju levegOkozegbdl a belséfiil magas akusztikus impedancidja

folyadékterébe (impedancia illesztés). A mechanikai rezgéseket a kengyel vezeti a
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belsofiilbe, talplemezével a belséfiil ovalis ablakanak nyilasaba illeszkedve. Ez a rezgés
mozgasba hozza a bels6fiil cochleajaban (csiga) 1évo folyadékkompartmentet, amely
folyamat végezetiil az ott talalhaté els6dleges halléneuronokban akcids potencial
kialakulasahoz vezet. Az elektromos jeleket a VI11. agyideg (nervus vestibulocochlearis)

hallasért felelds rostjai kozvetitik az agy hallokézpontjaba, a primer hallokéregbe (1).

3.2. A cochlea felépitése és miikodése

A hallas szempontjabol Kiemelt struktara a bels6fiilben talalhato cochlea. A cochlea
spiralis felépitésii, emberben 2 és 3/4 csavarulattal rendelkez6 iireges szerv. Tengelyét
(modiolus) koriiloleld iiregrendszere a csontos labirintusbol és az abban halado, hasonlo
alaku hartyas labirintusbo6l all. A cochleaban harom jarat (scalae) kiilontil el (2. abra). A
cochlea fels6 részén talalhato a scala vestibuli, amelynek folyadéktere a cochlea csticsan,
a helicotreman keresztiil kozlekedik a cochlea also részén futd scala tympanival. A
kozépfiiltdl a scala vestibulit az ovalis ablak, a scala tympanit a kerek ablak valasztja el.
Mindkét jarat belsejét az extracellularis folyadékhoz hasonlo iondsszetételii (magas Na*
- és alacsony K*-koncentracio) perilimfa tolti ki. A két jarat kozott helyezkedik el a vakon
végzddo scala media vagy ductus cochlearis, amelyet a scala vestibuli felé¢ a Reissner-
féle membran, a scala tympani felé pedig a bazilaris membran (BM) hatarol. A scala
mediat kitoltd endolimfa iondsszetételében az intracellularis tér folyadékahoz hasonlit
(magas K* - és alacsony Na* koncentracio), termelésében a scala media lateralis hatarat
jelentd stria vascularis sejtjei jatszanak szerepet. A cochleat ellato erek tovabba a nervus

cochlearis rostjai a modiolusban futnak (1).

10
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2. abra. A Corti-féle szerv felépitésének sematikus abraja (2). A cochleat a bazilaris
membran (BM) és a Reissner-féle membran (RM) harom jaratra (scalae) osztja. A scala
mediaban talalhato a Corti-féle szerv. A harom sorban elhelyezked6 kiilsé szérsejteket
(OHC) és az egyetlen sejtsort alkotdo belsé szodrsejteket (IHC) kiilonbozo tipust
tamasztosejtek veszik koriil (IBC, IPhC, IPC, OPC, DC, HC, CC, BC). ISC — bels6 arok
sejtek; IBC — bels6 hatarsejtek; IPhC — bels6 phalangealis sejtek; IPC és OPC — bels6 és
kiils6 pillér sejtek; DC — Deiters sejtek; HC — Hensen sejtek; CC — Claudius sejtek, BC —

Boettcher sejtek, SV — stria vascularis

A scala media BM-jan helyezkedik el a hallas receptor szerve, a Corti-féle szerv. A
Corti-féle szerv kiillonb6zo tipusti tamasztosejtekbdl, a halloszerv érzéksejtjeibol
(szorsejtek), a spiralis ganglionsejtek (spiral ganglion neuron, SGN) periférias
nyulvanyaibol, a medidlis illetve laterdlis olivocochledris efferensek végzddéseibol
(medial, lateral olivocochlear efferents, MOC, LOC) tovabba egy kocsonyaszerii
képletbdl, a tektoridlis membranbol (TM) épiil fel (2. abra). A BM-on helyet foglalo
tdmasztosejtek szoros kapcsolatban vannak a felettiik elhelyezkedd szdrsejtekkel. A belsdé
hatarsejtek (inner border cells, IBC) és a belsé phalangealis sejtek (inner phalangeal cells,

IPhC) az egy sorban elhelyezkedd belsé szbrsejteket (inner hair cells, IHC), a Deiters

11
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sejtek (Deiters’ cells, DC) a 3-4 sort alkotd kiilsé szorsejteket (outer hair cells, OHC)
veszik koriil. A szlrsejtek apikalis felszinén mechanoszenzitiv kationcsatornakat
tartalmazd sztereociliumok taldlhatoak, amelyek vékony fehérjekotegek révén
kapcsolodnak a mellettiik 1év6 sztereociliumokhoz. A szérsejtek felett hizodo TM és az
IHC-k sztereociliumai kozott vékony rés talalhatd, ezzel szemben az OHC-K
sztereociliumai érintik a TM-et. Az IHC-k illetve OHC-k kozott talalhato a Corti-alagut,
amelyet két oldalrdl a bels6 és kiilsé pillérsejtek hatarolnak (inner-, outer pillar cells, IPC,
OPC). A Corti-féle szervet az OHC-ktél lateralis iranyban a Hensen sejtek, a Boettcher
sejtek és a Claudius sejtek csoportjai hataroljak, az IHC-kt6l medialisan pedig a bels6

sulcus sejtek zarjak le (1).

Hanginger hatasara a kengyel talpa benyomédik az ovalis ablak nyilasaba; a kerek
ablak membranja ezzel szinkron kidomborodik. A kialakult nyomaskiilonbség a scala
vestibuli és scala tympani kozott a perilimfa elmozdulasahoz és vandorld hullam
form4jaban a BM kilengéséhez vezet. A vandorl6 hulldm elméletének leirasaért, a csigdn
beliili stimulacio fizikai mechanizmusanak felfedezéséért Békésy Gyorgy 1961-ben
Nobel-dijat kapott. A BM a cochlea bazisan keskeny és feszes, a cochlea csucsa (apex)
felé haladva szélesedik, szerkezete lazabb. Ennek kovetkeztében a magas hangok (nagy
frekvenciaji rezgések) a cochlea bazisan, a mély hangok (alacsony frekvenciaju
rezgések) a cochlea csticsan hoznak 1étre maximalis kitérést. Ez a jelenség a cochlea
frekvenciaanalizal6 miikodésének egyik alapja. A membran kilengésekor a szdrsejtek
sztereociliumai a TM alatt kialakuld 6rvénylés (IHC) illetve a TM huzoereje (OHC)
kovetkeztében elhajlanak. A ndvekvd nagysagl sztereociliumok iranyaba vald elhajlés
mechanoszenzitiv kationcsatornak megnyilasahoz, a magas K* tartalma endolimfabol K*-
ok bearamlasahoz €s a sejtek depolarizacidjahoz vezet. Ennek hatasara megnyilnak a
sejteken talalhatd fesziiltségfiiggd Ca®-csatornak és az IHC-k bazisan glutamat
neurotranszmitter szabadul fel, ami atviszi az ingeriiletet az elsédleges halloneuronokra.
Az OHC-k membranpotencialjanak valtozasa a sejtek hosszanak (elektromotilitas) és
feszességének valtozasahoz vezet, ami befolyasolja a BM rezgését (elektro-mechanikus
transzdukcid). Az IHC-k a hangérzékelés tulajdonképpeni receptorsejtjei, amelyek a
hangrezgéseket idegi impulzussa alakitjak az SGN-ek afferens végzddéseiben. Az OHC-

k szerepe, a BM rezgéseinek modulalasan keresztiil, az akusztikus jel erdsitése és a
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frekvenciaszelektivitas fokozasa. Karosodasuk esetén hallasunk mintegy 50-60 decibellel
(dB) romlik (1).

A hallas rendkiviil komplex és finoman szabalyozott folyamatabdl tovabba a cochlea
finom strukturdjabol adoddan a halldrendszer kiilonlegesen érzékeny a belsé és kiilsd
behatdsokkal szemben. Ezen hatdsok kovetkezményeként a halloészerv strukturdlis és

funkcionalis karosodasa illetve kiilonb6z6 tipust és mértékii hallascsokkenés 1éphet fel.

3.3. A hallascsokkenés

A hallasvesztés napjaink egyik vezetd egészségiigyi problémaja. A viladgon tobb mint
400 millio ember kiizd legalabb 35 dB-t meghalad6 hallascsokkenéssel, akik koziil 34
milli6é gyermek (3). Gyerekek esetében hatraltatja az értelmi fejlédést és rontja az iskolai
teljesitményt. Felndttkorban szintén komoly hatranyt jelent mind az érintett egyén mind
kornyezete szamara. Becslések szerint a kezeletlen hallaskarosodasok évente tobb mint
90 milliard Euro koltségterhet jelentenek az Eurdpai Unioban. 2030-ra a tarsadalomra az
elsd tiz legjelentdsebb terhet rakd betegség kozé prognosztizaljdk a magas- és kdzepes
jovedelmii orszagokban (4).

A hallascsokkenések okai harom f6 tipusra oszthatok aszerint, hogy a hangvezetd
rendszerben, vagy a hangfelfogo-, hangfeldolgoz6 apparatusban van eltérés: vezetéses-,
szenzorineuralis-, valamint e kettd eredményeként kialakuld kevert tipusokra. Ezen
tipusu hallascsokkenések légvezetéses illetve csontvezetéses hallaskiiszobre kifejtett
jellegzetes hatasat a 3. abra mutatja be sematikusan, 6sszehasonlitva egy, a normal hallas
esetén megfigyelheté audiogrammal (3/A abra; a 3. abra Gregg R. et al. (2004)
kozleményének 2. abraja (5) tovabba a Handbook of Otolaryngology, Head and Neck
Surgery (2011) cim@ kdnyv 2.7. abraja (6) alapjan sajat készités). A kiilsofiil vagy
kozépfiil betegsége okozza a vezetéses tipusu hallascsokkenést. Kialakulasaban
elsésorban a fiilzsir felhalmozddasa, a kozépfiil fertézése, a dobhartya sériilése illetve a
¢és légvezetéses kiiszob kiilon fut, a kozottiik 1évo eltérés (csontlégkoz) legalabb 10, de
maximum 60 dB (3/B abra). Ez a jellemzéen minden frekvenciara kiterjedd

hallascsokkenés sulyossagi foktol fiiggetleniil ma mar j6 eredménnyel rehabilitalhatd a
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modern flilsebészeti beavatkozasok segitségével, sikertelenség esetén hallasjavito
késziilék alkalmazéasaval.

A belséfiilet illetve a halldideget/hallopalyat érint6 idegi eredetli vagy szenzorineuralis
hallaskarosodas (sensorineural hearing loss, SNHL) eleinte a magasabb frekvenciakat
érinti, késébb azonban raterjed a beszédfrekvencidkra is. A 1égvezetéses ¢és
hallasvesztés mértéke hatarozza meg. A kis-, kozepes-, és nagyfoku idegi hallascsokkenés
ma mar eredményesen kezelhetd a korszerti hallasjavitd eszk6zok segitségével. A sulyos
foku-, siketséggel hataros halldscsokkenés valamint a siketség azonban nem kezelhetd
nagy teljesitményti hallasjavito késziilékekkel sem.

A kozép-¢és belsofiil egylittes karosoddsakor fellépd kevert tipust halldsvesztés soran
mind a légvezetéses, mind a csonvezetéses kiiszob emlkedik. A koztiik 1€év6 eltérés

mértéke 10-60 dB (3/D abra).
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A) Normal hallas B) Vezetéses hallaskarosodas
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3. abra. Szubjektiv kiiszobaudiometriai vizsgalatok soran kapott jellegzetes
tisztahangkiiszob-audiogramok. Az audiogramok a jobb fiil l1égvezetéses illetve
csontvezetéses értékeit szemléltetik. A) Normal hallas B) Vezetéses hallaskarosodas C)

Szenzorineuralis hallaskarosodas D) Kevert tipust hallaskarosodas.

3.4. A szenzorineuralis hallascsokkenés leggyakoribb formai

A szenzorineuralis hallaskdrosodasok soran a belsdfiil illetve a halldidegpalya
valamely eleme sériil vagy — herediter hallaskarosodéasok esetén — hibasan fejlodik. Az
érintett struktirak illetve a hallaskarosodas mértéke etiologianként eltérd. Kialakulasanak
leggyakoribb okai kozott szerepel egyes gyogyszerek (pl. aminoglikozidok,
platinaszarmazékok) mellékhatdsa, a zaj, az Oregedés soran kialakulé degenerativ

folyamatok, egyes genetikai mutaciok jelenléte, valamint szamos autoimmun jelenség. A
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legnagyobb human jelentéségii SNHL-ek kozé az iddskori hallascsokkenés (presbycusis;
age-related hearing loss, AHL), a zajartalom okozta hallascsokkenés (noise-induced
hearing loss, NIHL) tovabba a gydgyszerek mellékhatasaként fellépd hallascsokkenés
(drug-induced hearing loss, DIHL) tartoznak.

3.4.1. Idoskori hallascsokkenés

Az AHL a SNHL-ek leggyakoribb formaja (7). Eldfordulasa az atlagéletkor
novekedésével folyamatosan nd. Gondoljunk id6sd6dd tarsadalmainkra, ahol
elkertilhetetlentil egyre tobben szenvednek iddskori hallasvesztésben. Az Egészségligyi
Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) tanulmanyai szerint a 60 év felettick
tobb mint 25%-a kiizd kiilonb6z6 mértékii hallasvesztéssel (3). Az életkorral 6sszefiiggd
hallascsokkenés rendszerint fiatal felnéttkorban manifesztalodik (a 30-as évek végén), az
¢letkor elérehaladtaval fokozatos romlast mutatva (8). Eleinte csak a magas frekvenciakat
érinti, kés6bb azonban raterjed a mélyebb hangokra — koztiik a beszédfrekvenciakra — is.
A hallascsokkenés illetve a zajos kornyezetben vald beszédértési nehézség fellépése (9)
akadalyozza a mindennapi kommunikéciot, ami akar szocialis izolacidhoz, depresszidhoz
is vezethet (10). A betegség multifaktorialis jellegii, kialakulasaban szerepet jatszik a
cochlea oregedése, kiilonbozé kornyezeti hatasok (pl. zajartalom), genetikai tényezok,
immunologiai  elvaltozasok, bizonyos otologiai rendellenességek ¢és  egyéb
komorbiditasok kumulativ hatasa (8, 11, 12). A progredialé folyamat soran elsésorban a

cochleaban 1évé szérsejtek, SGN-ek valamint a stria vascularis sejtjei karosodnak (13).

3.4.2. Zajartalom okozta hallascsékkenés

Az SNHL-ek masik gyakori formaja a NIHL. A munkahelyi zajterhelés a felnéttek
hallaskarosodasanak megkozelitéleg 16%-aért felelés, prevalenciaja — részben a zenei
szokasok megvaltozasa miatt — folyamatosan né (8). A fiilhallgatoval valo hangos
zenehallgatas altalanos elterjedése, elsdsorban a 12-35 éves korosztaly korében, a
probléma gyakorisagdnak és jelentdségének novekedését vetiti elére. A WHO 1
milliardra becsiili az ezen okbdl kockazatnak Kkitett fiatalok szamat (3). A NIHL sok
esetben atmenetinek (TTS, temporary threshold shift) bizonyul és a hallas visszatér a
normalis szintre, azonban a hallaskiiszob eltolédas gyakran maradandova valik (PTS,

permanent threshold shift). Hallascsokkenést okozhat egyszeri zajbehatas (egyszeri nagy

16



DOI:10.14753/SE.2022.2737

intenzitasu, 125 dB feletti zaj) (14), de tartos hallaskarosodas kialakulasahoz altalaban
tobbszori vagy kronikus (85 dB-t meghalado, tartés, évekig vagy évtizedekig tartd
zajterhelés) zajexpozicid vezet (15). A kockazati tényezOk kozott szerepelnek nem zaj
eredetii bels6fiil megbetegedések, keringési zavarok, oxigénhianyos allapotok, ototoxikus
anyagok (16). Akut zajartalomnal karosodhat a hangvezet6 rendszer, mely tobbek kozott
a dobhartya szakadasaban, az ovalis ablak rupturajaban nyilvanulhat meg. A belséfiilben
talalhat6 szenzoros szoOrsejtek sztereociliumai fizikailag eltorhetnek, akar fizionalhatnak
(17). Kronikus zaj hatasara els6sorban a Corti-féle szervben talalhatd szérsejtek,

tamasztosejtek, tovabba az SV illetve a ligamentum spirale képletei érintettek (18-22).

3.4.3. Gyogyszerek mellékhatasaként fellepo halldascsokkenés

Bizonyos gyogyszerek, elsésorban az aminoglikozid antibiotikumok mellékhatasként
visszafordithatatlan hallaskarosodast okozhatnak. Bar az aminoglikozidok okozta
hallaskarosodés ritkdbb mint példaul a zaj indukalta, de a jelentdségét tekintve nagy. A
toxikus hallaskarosodasra valé fogékonysag fiigg az adasmodtol, a genotipustol és a
fennallo betegségektol (23). Egyes betegeknél a hallascsokkenés mar a kezelést kdvetd
napon jelentkezhet, mig masok tobb honapos kura utdn sem tapasztalnak hallasromlast
(24). A cochlea karosodasa eleinte a magasabb frekvenciakat érinti (25), majd kiterjed az
alacsonyabb frekvencitartomanyokra is. Néhany napos kezelés utan a betegek kortilbeliil
20%-anal 1ép fel hallasromlas (26-28). Egy akar 6-12 honapig tartd hosszabb kezelés
hatasara mar minden egyes betegnél hallasvesztés figyelheté meg (29). Ototoxikus
mellékhatas jelentkezhet tobbek kozott a platinavegyiiletek, kacsdiuretikumok illetve
szalicilatok alkalmazasakor is, amelynek eredménye a cochlea bilateralis karosodasa. Az
aminoglikozidok a cochlea valamennyi sejttipusaba penetralnak (30, 31). Az ototoxicitas
okozta karosodas leginkabb az OHC-ket érinti (23), az IHC-k csak ezt kdvetden sériilnek
(32). A szorsejtek mellett karosodnak az SV sejtjei, a tamasztosejtek tovabba az SGN-ek
is (32).

3.5. A szenzorineuralis hallascsokkenés fobb patologiai jellemz6i
A kiilonb6z6 SNHL-ek hatterében szamos azonos eredetii ok all. Az excitotoxicitas,
az oxidativ stressz illetve a programozott sejthalal valamennyi SNHL forma

kialakulasdnak meghatarozo patologiai tényezoje.
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3.5.1. Excitotoxicitds

A Corti-féle szerv és a hallopalya neuronjainak karosodasaban jelentds szerepet jatszik
az excitotoxicitas. Ennek folyaman talzott mennyiségli glutamat szabadul fel az IHC-
kbol, ami talaktivalja és karositja az elsddleges halloneuronokat (33-36).

Az IHC-k a hallas valodi receptorsejtjei. Az ingeriiletek 95%-at ezen sejtek ¢és a
hozzajuk kapcsolodo afferens idegrostok (n. cochlearis) tovabbitjak a hallokézpont felé
(37-40). Hanginger hatasara fesziiltségfiiggd kalcium csatornakon at Ca?*-ok aramlanak
a sejtbe. Az intracellularis Ca?* ([Ca?*]i) novekedés hatasira az IHC-kbél felszabaduld
neurotranszmitter aktivalja a n. cochlearis rostjait (41, 42). Az IHC-k ¢és az afferens
halldidegek kozotti ingeriiletatvivé anyag a glutamat (38). Abnormalis ([Ca?'li)
novekedés hatasara excessziv mennyiségli glutamat szabadul fel, ami az idegsejtek
degeneraciojat illetve pusztulasat eredményezheti. Ez a folyamat presbycusisban (11, 43),
zajkarosodasban (35), aminoglikozid okozta hallascsokkenésben (34) és hirtelen
hallasvesztésben (44) is koroki tényez6. Rovid ideig tartd noxa (pl. akut zajexpozicid) az
afferensek termindlisainak duzzadasdhoz vezet, a hallasfunkci6 romlasat eredményezve.
Ezek a duzzadt terminalisok képesek regeneralddni, igy a hallaskiiszob emelkedése
rendszerint atmenti. A nagy intenzitasu vagy kronikusan fennall6 zajartalom proteazokat,
endonukleazokat ¢és lipazokat aktivaldo folyamatokat indukal, amely az SGN-ek

pusztulasahoz vezet (44, 45).

3.5.2. Oxidativ stressz

A sejtkarosodas fontos iniciator tényezdje a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
szintjének novekedése, ami a ROS képzddés és eliminacio egyenstlydnak megsziinésével
kovetkezik be. Az oxidativ stressznek fontos szerepet tulajdonitanak a cochlea
betegségeiben, az SNHL kiilonb6z6 formainak kialakulasaban (46-49). A ROS
homeosztazis felborulasa metabolikus elégtelenséget valt ki a sejtekben, ami végiil a
sejtek, els6sorban az OHC-k halalahoz vezet (50, 51). Az oxidativ stressz kozvetleniil is
képes kérositani a kiilonboz6 sejtalkotokat (52, 53), tovabba a koros Ca?* szint
novekedéshez hasonloan (54, 55) részt vesz az excitotoxicitas okozta sejtkarosodasban is
(56, 57).

A ROS szint novekedése Karositja a mitokondrium DNS-ét, zavart okozva a bels6fiil

kiilonboz6  sejtjeinek milkodésében (58). Ezek pusztuldsa okozza a szenzoros
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presbycusist. A ROS szerepét ebben a presbycusis tipusban olyan kisérletes modellekben
bizonyitottak be, amelyekben sériilt az endogén antioxidans rendszer (59-61).

A 100 dB-nél nagyobb erdsségii zaj hatasara a ROS szintje megemelkedik a
cochleaban (62). A ROS képes karositani a DNS-t, a lipideket, a fehérjéket, és sejthalalt
(nekroézist és apoptozist) indukalni.

Az aminoglikozidok fokozzdk a ROS és a szabadgyok képzodést.
Dekompartmentalizaljak ¢s megkotik a biomolekuldkban taldlhatdo fémionokat kelat
komplexet képezve (63). Ezek a komplexek redox aktivak és ROS képzOdést generalnak
(23, 61, 64). Az aminoglikozidok kozvetleniil képesek szabalyozni a ROS
metabolizmusban szerepet jatszé enzimek aktivitdsat. Gatoljak az antioxidans hatasu
katalazokat, illetve aktivaljak az indukalhat6 nitrogén monoxid szintetazt (INOS) (65).
Fokozzak a NADPH-oxidaz (NOX) aktivaciot, ami szuperoxid termeléshez vezet. A
képz6dott ROS aktivalja mind a sejt nekrozisat, mind az apoptozist (66).

3.5.3. Programozott sejthalal

A programozott sejthalal (PCD, programmed cell death) valamennyi SNHL forma
patomechanizmusanak meghatarozoé tényezoje (61).

A PCD kiilonbozd formadi, az apoptdzis, az autofdgia valamint a nekroptozis, a
szervezet megfeleld miikodésének, az egyedfejlodésnek elengedhetetlen elemei. Az
apoptozis egy adenozin-5'-trifoszfat (ATP)-fliggd, enzimek altal medialt folyamat, amely
soran a szervezet szamara felesleges vagy veszélyt jelentd sejtek elhalasa megy végbe. A
kivalto tényezdk kozott kiillonbozo intrinzik (pl. virusok, DNS-t kérositd sugarzas) és
extrinzik (stressz) faktorok szerepelnek. A nekroptozis a sejtek mikrokdrnyezetében
megjelend rendellenességek esetén indukalodo folyamat. Az autofagia a sejtek
intracellularis illetve extracellularis stresszre illetve éhezésre adott valaszaban jatszik
kulcsfontossagl szerepet. Tobbek kozott az oxidativ stressz csokkentésével védelmet
nytjthat a NIHL és DIHL kialakuldsaval szemben. Fontos szerepe van a szdrsejtek
nekroptézis mindig sejthalalhoz vezet, mig az autofagia a sejtek talélését vagy pusztulasat
egyarant eredményezheti. Fiziologias koriilmények kozott a PCD-t kivalto illetve gatlo
faktorok kozott finom egyenstly all fenn a szervezet egészében, igy a hallérendszerben

is. Ennek felborulasa valamely SNHL forma kialakulasahoz vezethet (61).
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Az oregedés, a zajexpozicod tovabba az ototoxikus hatassal rendelkezé gyodgyszerek
kiilonbdz6 biokémiai utvonalakon keresztiil mind-mind képesek a hallorendszer
sejtjeiben PCD indukalasara, amely folyamat a sejtek pusztulasdhoz vezet. A normalis
mértékli neuron degeneraciod az dregedés természetes velejaroja. A neuralis AHL format
nagyon gyors afferens neuron degeneracio jellemzi, amely folyamat az IHC-k pusztulasat
kovetden kovetkezik be (67). Zajterhelést kovetéen fokozott kromatin kondenzacio és az
apoptozis kiillonbozé markereinek — tobbek kozott a kaszpaz 3, 8 és 9 illetve Bad protein
- emelkedett szintje figyelhet6 meg. Az aminoglikozidok els6sorban a belso,
mitokondrialis utvonal aktivalasaval okozzak a szérsejtek illetve az SGN-ek apoptozisat,

azonban az SV sejtjeinek pusztulasat is megfigyelték (61).

Az excitotoxicitas, az oxidativ stressz és a PCD mint k6zos koroki tényezOk mellett
szamos mas patologiai faktor is szerepet jatszik az egyes SNHL formak megjelenésében.
Az AHL kialakulasahoz kothetd diszfunkciok kozé tartozik a hdsokk fehérjék és az
akvaporinok abnormalitasa (68, 69), az immunrendszer rendellenes miikkodése (70), az
SV vaszkularizaltsaganak csokkenése. Utobbi a metabolikus/stridlis presbycusis forma
kialakulasaért felelds (71). Az aminoglikozidok okozta ototoxicitas az aminoglikozidok-
indukalta foszfoinozitidek deplécidja okozta kalium csatorna inhibici6 kdvetkezménye is
lehet (72). Az ioneloszlas egyensulya krucidlis a megfelelé szenzoros mitkodéshez. A K*
korforgasaban résztvevd struktirak kimondottan érzékenyek a zajexpoziciora. Tovabba
megfigyeltek a K* homeosztazisanak fenntartasaval és a HSP70-nel kapcsolatos géneket,
melyek befolyasolhatjak a NIHL kialakulasat (73, 74). Mindemellett a nagyon erds zaj
képes csokkenteni a cochlea véraramlasat, a vérellatds zavara pedig a hallaskiiszob

eltolodasahoz vezet (75).

3.6. A szenzorineuralis hallascsokkenés jelenlegi terapias megkozelitése, hatékony
gyogyszeres kezelésének hianya

A vezetéses tipusu hallaskarosodasokkal szemben az SNHL-ek komoly kihivast

jelentenek a farmakoldgiai kutatdsok szdmdra. Az SNHL-ek patomechanizmusanak

komplex, multifaktoridlis jellege, a normal illetve kéarosodott hallérendszerben zajlo

molekularis mechanizmusok illetve endogén védé mechanizmusok hianyos ismerete

nehézséget jelent a gyodgyszerfejlesztok szamara. Egyelére a szupportiv kezelésen kiviil
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nem létezik igazan hatékony gyogyszeres terapia, ami ezen karosodasokat mérsékelné,
illetve megeldzné.

Jelenleg a kortikoszteroid kezelés, kiilonb6z6 keringésjavitok adasa, a hiperbarikus
oxigénterapia (HBOT) tovabba hallokésziilék vagy cochlearis implantatum alkalmazasa
elterjedt gyakorlat a klinikumban.

Az akut idegi hallascsokkenés (sudden sensorineural hearing loss; SSNHL) hatterében
rendszerint gyulladasos sejthalal kaszkadfolyamatok allnak (76). Ebbdl kifolyolag a
klinikumban a betegség megjelenése esetén kortikoszteroid adas javallott. Az Amerikai
Fiil-orr-gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Akadémia Alapitvany (American Academy of
Otolaryngology — Head and Neck Surgery Foundation, AAO-HNFS) érvényben 1évo,
2019-es szakmai iranyelve a kortikoszteroid kezelést onmagaban vagy HBOT-tal
kombinalva javasolja, a tiinetek megjelenésétél szamitott 2 héten beliil (77). A
kortikoszteroidok (prednizolon, metilprednizolon, dexametazon) adagoldsa altalaban
szisztémasan torténik, ezaltal szamos szervet érintd mellékhatas kialakulasahoz
vezethetnek (pl. gastritis, gyomorvérzés, a cukorhdztartds zavara). A lehetséges
mellékhatasok tovabba a kezelés hatasossaganak bizonytalansaga (78, 79) kovetkeztében
a kezelés megkezdése elott a kortikoszteroidok kockézat/elény aranya mérlegelendo.
Alternativat a lokalis Gton torténé alkalmazasuk elterjedése jelent (pl. intratympanalis
adasmod). Ennek soran a mellékhatasok kisebb valosziniiséggel jelentkeznek,
mindemellett ez az addsmdd nagyobb hatékonysagot mutatott a szisztémas adagolassal
szemben (80-82). Az AAO-HNFS 2019-es szakmai iranyelvében az intratympanalis
szteroid terdpia a tlinetek tartos fennallasa esetén javallt, azok megjelenésétdl szamitott
2-6 hétben (77).

Habar az AAO-HNFS 2019-es szakmai iranyelve mar nem javasolja a keringésjavitok
rutinszerd adasat (77), a klinikumban mégis gyakran alkalmazzak ezen készitményeket.
A leggyakrabban alkalmazott keringésjavitok k6zé a pentoxifyllin, a dextran, a papaverin,
a vinpocetin és a piracetam tartoznak (83). Ezen vegyiiletek hatékonysaga még nem
kell6en aldtdmasztott, bizonyos esetekben azonban jelentds hallasjavulés érhetd el
alkalmazasukkal. Az eddigi eredmények megitélésében nehézséget okoz az a tapasztalat,
miszerint a SSNHL sok esetben spontan javulast mutat.

A cochlea oxigénigénye rendkiviil magas, amelynek biztositdsa nélkiilozhetetlen a

megfeleld a hallasfunkciohoz. Cochlearis hypoxia esetén tobbek kdzott neuronpusztulas,
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a belsofiil endolimfajanak rendellenessége, ennek eredményeként pedig hallaskarosodas
1éphet fel. Az SSNHL kezelésére, els6sorban kiegészitd terapiakant, szamos orszagban
alkalmazzak a HBOT-t. A moddszernek szédmos prospektiv, randomizalt kisérlet
bizonyitotta hatékonysagat. A terdpia soran a betegeknek lehetdségiik van egy specialis
tulnyomdsos kamraban a normal 1égkori nyomésndl nagyobb értéki, akar 100%-0S
oxigén tartds belélegzésére. Ezaltal megnd a cochledris szovetek oxigén telitettsége,
amely megakadalyozhatja a szOrsejtek illetve SGN-ek pusztulasat. A kezelések javasolt
id6tartama naponta 90 perc, 10-20x ismételve, kezelésenként 2-2,5 atmoszféra nyomast
alkalmazva (84). Az AAO-HNFS iranyelve a HBOT-t kizarolag kortikoszteroid
kezeléssel kombindlva javasolja a tiinetek megjelenésétdl szamitott 2 héten (kezdeti
terapia) vagy 1 honapon belill (dgynevezett mentSterapia) (77). Mellékhatasként
leggyakrabban a kozépfiil barotraumadja Iéphet fel. A kezelés koltségessége (2000-5000
$/10 kezelés) valamint a lehetséges kontraindikaciok (példaul pangasos szivelégtelenség,
reaktiv 1éguti betegségek, szorongas) miatt a HBOT alkalmazasa megfontolando (84).
Magyarorszagon a HBOT-hoz valo hozzaférés erésen korlatozott, jelenlegi terapias
megoldast a szisztémas kortikoszteroid kezelés jelent.

A SSNHL sikertelen gyogyszeres kezelése valamint az SNHL-ek kronikus fennallasa
esetén hallasjavito eszkozok alkalmazasa valik sziikségessé. Ide tartoznak a
hallokésziilékek, amelyek a felerdsitett hangot a hallgjaratba tovabbitdo elektromos
hanger6sitok. Alkalmazasuk fliggetlen az életkortél. Mind a légvezetéses, mind a
csontvezetéses tipusnak szamos fajtaja elterjedt a gyakorlatban. Manapsag a digitalis
jelfeldolgozasu, halldjarati illetve nyitott illesztést, kis méretti fiill mogotti késziilékek a
legkeresettebbek (85). Kétoldali belsofiil-eredetli  siketség vagy stlyos mértéki
hallasvesztés esetén, amely nagyteljesitményli hallokésziilékekkel sem javithato, a
cochledris implantatum alkalmazasa jelenthet megoldést. A cochleéris implantditum a
kiilvilagbol szarmazd hangok és a kozponti idegrendszer kozott 1étesit kapcsolatot,
mintegy helyettesitve a belsofiilet. A kiilonb6zd frekvencidju hangok akusztikai
energidjat elektromos jellé alakitja és egy elektroda segitségével kozvetlenil a
halloneuronokhoz juttatja. A késziilék miikodésének nélkiilozhetetlen eleme a
halloneuronok épsége. Ennek hianyaban az agytorzsi implantacio johet szoba, amely a
cochlearis implantdtummal szemben joval szerényebb eredményekhez vezethet.

Cochlearis implantacié mind prelingualis siketek (halldsvesztés a beszéd elsajatitasa
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elétt), mind postlingualis siketek (hallasvesztés a beszéd elsajatitasa utdn) esetében
lehetséges. Az implantaciotdl igazan jo eredmény akkor vérhatd, ha a beiiltetés a
prelingualis siketek esetében legfeljebb 1-2 éves korban, postlingualis siketek esetében
pedig a hallasvesztést kovetden minél korabbi idOpontban megtorténik. A késébb
implantalt betegek esetében az eszkoz hatékonysdga kevésbé kielégitd a frekvencia
diszkriminacio, a zajos kornyezetben vald beszédértés tovabba a mindennapi feladatok
(pl. telefonbeszélgetés) segitése tekintetében (86).

Az igen koltséges és ¢életmddbeli valtozasokat is igényld hallasjavitd eszkozok
alkalmazasa gyakran sikeres, azonban sem a hallokésziilék, sem az implantacié nem

képes potolni a természetes hallast.

e rer

leggyakoribb terapias célpontok

Az SNHL elleni hatékony gyogyszeres terapia hianya, a jelentés piaci igény miatt a
gyogyszeripar figyelme kezd az ezen a teriileten folyo kutatasok felé fordulni (87). A
valamilyen szintli rezidualis halldssal rendelkezd, hallokésziiléket vagy cochlearis
implantatumot kapott betegek beszédértése, zeneélvezete vagy hattérzajban mért hallasa
kifejezetten jobb mint a semmilyen maradvanyhallassal nem rendelkez6ké, éppen ezért
igen nagy érdeklédés mutatkozik olyan gyogyszerek irant is, amelyek a rezidualis hallés
védelmét tudnak biztositani (88). Az SNHL-ek patomechanizmusanak sejt- és
molekularis szinti vizsgalata soran eddig szamtalan potencialisan protektiv hatast
tamadaspontot jeldltek meg. A patomechanizmus ismeretében otoprotektiv hatés
feltételezhetd azon vegyiiletektdl, amelyeknek szerepiik lehet a redox rendszer megbillent
egyensulyanak helyredllitisaban, az elsddleges halloneuronok talaktivalodasanak
gatldsadban, az apoptotikus folyamatok szabalyozasidban valamint az endogén protektiv
hatasti LOC efferens rendszer hatasanak fokozasaban a dopaminerg neurotranszmisszio

serkentése révén (89-94).

3.7.1. Az egér, mint modellallat a szenzorineuralis hallaskarosodasok kutatasaban
Egy potencidlisan hallasvédd vegylilet klinikumban valdé kiprobalasahoz

elengedhetetlenek az allatmodelleken végzett preklinikai vizsgalatok. Napjainkban a

crer

laboratoriumi egér. Az egerek jol alkalmazhatéak az emberi hallaskarosodas
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modellezésére, mert nagyon hasonld a cochledjuk neuroanatomidja, élettana és a
hallaskarosodasuk patofiziologiaja (95-97). Az egerek genetikai manipulalhatosaga, a
rendelkezésre 4116, a hallas szempontjabol jelentds géneket illetve génhibakat hordozo
egértorzsek sokfélesége szintén hozzajarul az egér hallaskutatasban valo alkalmazasahoz.
Egerekben bizonyos gének jelenléte - amelyeknek ortologja emberben is megtalalhato —
fokozza az AHL valamint a NIHL kialakulasanak kockazatat (98, 99). Ezek alapjan az
egyes egérmodellek jo prediktiv értékkel birnak, vagyis a hallasvédonek bizonyult
vegyliletek nagyobb eséllyel lesznek védohatastiak emberben 1is, ndvelve a
gyogyszerfejlesztés hatékonysagat és sikerratjat.

egérmodellek koz¢é tobbek kozott a BALB/c, a C57BL/6 illetve a DBA/2 beltenyésztett
egértorzsek tartoznak (100). Ezen torzsek kiilonb6z6 mértéki, az életkorral fokozodo,
eleinte az emberhez hasonloan csak a magasabb frekvencidkat érintd hallasvesztést
valamint eltéré6 mértékli zajérzékenységet mutatnak (96). Az ototoxikus gyogyszerek
iranti érzékenység szintén megfigyelhetdé az egyes altorzsekben (101-103). Ezaltal
mindharom torzs alkalmas az AHL valamely tipusanak, a NIHL-nek illetve a DIHL-nek
a modellezésére, patomechanizmusanak vizsgalatara, lehetséges hallasvédd vegyiiletek

tesztelésére.

3.7.2. Neuroprotektiv vegyiiletek

A hallaskéarosodasok kutatasanak hatterében évtizedekig a szdrsejtek alltak, azonban
az utobbi idokben kezdik felismerni az SGN-ek karosodasanak jelentGségét (104).
Szamos neuroprotektiv hatassal bird vegyliilet védOhatasat figyelték meg kiilonb6zo
allatmodellekben illetve bizonyos klinikai vizsgalatok soran. Allatkisérletekben valamint
keresztmetszeti és kohorszvizsgalatokban az aldeszteron, az inzulinszerii névekedési
faktor (IGF1) és az agyi eredetii neurotrof faktor (BDNF) AHL elleni védéhatasat
mutattak ki, amelynek hatterében feltehetdleg az SGN-ek védelme allt. Ugyanakkor egy
1d6sebb korosztalyon végzett, populacio alapu longitudindlis kohorsz vizsgalat nem
tamasztotta ala ezen vegyliletek otoprotektiv hatasat (105). Tengerimalacban a riluzol
zajexpozicid-indukalta cochlearis excitotoxicitassal szembeni védOhatasat irtak le,

amelyet a vegylilet a glutamat excitotoxicitds gatlasa révén fejtett ki (106). A
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neuroprotektiv tulajdonsagokkal bird eritropoetin adasa szintén mérsékelte az SGN-ek

pusztulasat - ezaltal az AHL kialakulasat - C57BL/6 egerekben (107).

3.7.3. Dopaminerg neurotranszmisszio moduldlasa — a lateralis olivocochlearis (LOC)
efferens rendszer szerepe

A LOC efferens rendszer mitkédésének befolyasolasa egy masik fontos terapias
célpont az SNHL-ek megeldzésének kutatdsaban. A LOC efferensek az elsédleges
halloneuronok belsé szorsejtek alatti terminalisan képeznek szinapszist az emlds
hallorendszerben (108). Szomajuk az oliva superiorban van, tiizelésiiket - a cochledris
magokon keresztiil — az elsddleges halloneuron aktivacidja valtja ki. A LOC efferensek
szerepe, tobbek kozott, az elsddleges halloneuron koros talaktivalodasa elleni védelem.
Ebben a védelemben fontos szerepet jatszik a dopamin (DA), amely gatolja a
halloneuronok zaj okozta tulaktivalodasat és kimutatottan védi azokat a karosodassal
szemben (89, 90, 109). Kutatocsoportunk elséként szolgaltatott neurokémiai bizonyitékot
(111-114). Szamos meggy6z0 kisérletben igazoltak, hogy DA receptor agonistak gatoljak
az elsddleges afferens halloneuronok tlizelését €s megakadalyozzak ezen neuronok
strukturalis karosodasat (89, 90, 94). D1/5 agonista alkalmazasa tengerimalac cochlean
markansan elnyomta a halldideg akcios potencialjanak amplitudojat (115). A MAO-B
gatlo rasagilin tobbek kozott a LOC efferensekbdl torténd DA felszabaditas fokozasa
révén bizonyult otoprotektiv hatasinak a kanamycin okozta hallaskdrosodas
egérmodelljében (102). Ezen ismeretek alapjan minden olyan vegyiilet, ami fokozza a

dopaminerg neurotranszmissziot, potencialisan otoprotektiv (91).

3.7.4. Antioxidansok

Mindharom SNHL tipus esetén a kutatasok gyakran a ROS képzddéssel kapcsolatos
protektiv mechanizmusokat célozzak. Az oxidativ stressz ellen a legkézenfekvObb
védekezés az antioxidansok alkalmazasa. AHL esetén L-carnitin, N-acetil-cisztein
(NAC), kiilonb6z6 vitaminok (C és E), melatonin, lazaroid és lecitin adasaval is
probalkoztak allatkisérletes modellekben (116, 117). A glutation (118), a D-metionin
(119), az ebselen (120), a rezveratrol (121), az aszkorbinsav (122), vagy a Q10 koenzim

(123) a kiilonbozo allatmodellekben, a zaj elétt alkalmazva, mind csokkentették a
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karosodas mértékét. A NAC-ot széles korben alkalmazzak a kiilonb6zd tipust
zajterhelésnek Kitett allatmodellekben, Szamos tanulmany azonban cafolja a NAC
védohatasat (124, 125). Az aminoglikozidok okozta hallaskarosodas mérséklésére eddig
vizsgalt vegyiiletek k6zé tobbek kozott kiilonb6zé vas-kelator hatéanyagok, mint a
deferoxamin és a dihidroxibenzoat (126, 127), a liponsav, a-tokoferol, ebselen, D-
metionin és a szalicilatok tartoznak (128). Annak ellenére, hogy a vas-kelatorok
preklinikai vizsgalata sikeres volt, human adatokbol szarmazoé pozitiv eredmények még

nem allnak rendelkezésiinkre (129).

3.7.5. Antiapoptotikus vegyiiletek

Az antiapoptotikus agensek alkalmazasa egy masik potencialis lehetdség a terapiara.
c-Jun N-terminalis kinaz (JNK)-inhibitor illetve retinsav adasanak védohatasat figyelték
meg a zaj okozta hallaskiiszob eltolodéassal szemben, amely hatds a mitogén aktivalt
protein kinaz (MAPK)-JNK apoptotikus kaszkad gatlasan keresztiil érvényesiilt (130,
131). A pan-kaszpaz gatld Z-VAD-FMK vegyiilet DBA/2J illetve A/J egerekben
mérsékelte a hallas romlasat a kaszpaz-medialta apoptdzis gatlasan keresztiil (132). Az
autofagia serkentd rapamycin csokkentette a zaj kovetkeztében bekdvetkezd sejtpusztulas
mértékét és a hallaskiiszobeltolodast, ezaltal a NIHL kialakulasat in vivo egérmodellben
(133).

Az allatkisérletekben eddig hatasosnak bizonyult vegyiiletek alkalmazasa a human
medicindban szdmos kérdést és problémat vet fel. Tumorterapidban részesiilok esetén a
tiolvegyiiletek, koztik a NAC szisztémas alkalmazasat korlatozza ezen vegyiiletek
ciszplatin hatékonysagat csokkentd hatasa (129). Az allatmodellekben szisztémasan
alkalmazott E vitamin dézisa human szempontbdl rendkiviil magas. A subarachnoidalis
vérzés kockazatanak novelésével alkalmazasa fokozott mortalitashoz vezethet (129). Az
mTOR kinazt gatl6 rapamycin az autofagia serkentése mellett szamos jelatviteli itvonalat
befolydsol és igy nagyszamu mellékhatassal rendelkezik (pl. hiperglikémia,
inzulinrezisztencia, hiperlipidémia) (134).

A szamos igéretes preklinikai eredmény ellenére jelenleg sincs forgalomban az
Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal (U.S. Food and Drug

Administration; FDA) illetve az Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi
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Intézet (OGYEI) altal elfogadott specifikus hallasvéds vegyiilet. Bizonyos forgalomban
1év6 gyogyszerek indikacioi kozott ugyan szerepel a belséfiil illetve kiillonbozo flilészeti
korképek mint terapias célpontok (pl. Chinotal és Trental, hatéanyag: pentoxifyllin;
Cavinton és Vinpocetin-Covex, hatéanyag: vinpocetin), azonban ezen indikaciokat
alatamaszto Kiterjedt klinikai vizsgalatokat még nem végeztek. A Clinical Trials.gov és az
EudraCT adatbazisok szerint a jelenlegi gyogyszerfejlesztési kisérletek vegyiiletei koziil
még egy gyogyszert sem tesztelnek széleskort klinikai vizsgalatban, ezaltal az 0j terapias

lehetdségek feltarasa tovabbra is sziikséges.

3.8. Lehetséges ototoxikus vegyiiletek és kutatasuk jelentosége
jelentdséggel bir a betegség kialakuldsanak megel6zése, a halldskarosodast kivalto
tényezok (pl. kiilonbozo vegyiiletek) ismerete is.

Egy-egy 1) gyogyszer engedélyeztetésekor kritikus fontossagu a mellékhatasprofil
feltérképezése, a biztonsdgossag megitélése. Egyes ritka mellékhatasokra csak a IV. fazis
vizsgélatai soran deriil fény, ugyanis ekkor alkalmazzak a gyogyszert elég nagy
populacion ahhoz, hogy ezek a nem kivant hatasok észlelhetévé valjanak (135). A
klinikumban alkalmazott gyogyszerek koziil, mint a tumorellenes platina vegyiiletek, az
aminoglikozid antibiotikumok illetve a nem-szteroid gyulladascsokkent gyogyszerek,
tobb mint 150 vegyiilet ismerten ototoxikus hatasu (136, 137). A vegyiiletek egy része
altal kivaltott kéarosodas reverzibilis, azonban jelentds hényaduk alkalmazasa
irreverzibilis  hallaskarosodds  kialakulasdhoz  vezethet. Ezen — gyogyszerek
mellékhatasaként fellépd hallasvesztésnek - a tobbi SNHL-hez hasonloan - jelenleg nincs
hatékony és célzott gyogyszeres terapidja. Ebbdl kifolyolag kiemelkedden fontos a
karosodas megeldzése, a prevencid. Az ototoxikus gyogyszerek okozta halldskarosodas
kialakulasat nagymértékben befolydsolja az alkalmazott gyogyszer tipusa, dozisa és
adasmoédja, a kezelések szama illetve gyakorisaga, a beteg életkora és egyéni
érzékenysége (136). Az ismert hallaskarosito vegyiilet koriiltekintd alkalmazasaval, a
kezelés iddtartama alatt a hallds gyakori monitorozasaval mérsékelhetd annak ototoxikus
hatasa (138). Ehhez nélkiilozhetetlenck a megfeleld preklinikai vizsgalatok, amelyek
informéciot  szolgaltatnak a lehetséges hallaskarositdé  hatasrol ill.  annak

mechanizmusardl. A problémat felismerve egyre nd azon kisérletek szdma, amelyek a
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feltételezhetden hallaskarositd vegyiiletek vizsgalatara irdnyulnak. A HEI-OC1
sejtvonalat tovabba a zebradanio (Danio rerio) larvajanak oldalvonal szervét — amely a
huméanhoz hasonld szdrsejteket tartalmaz - mar szamos alkalommal hasznaltak
modellként potencialis ototoxikus anyagok in vitro illetve in vivo sziirésére (139). Coffin
¢s munkatarsai egy szerkezeti hasonlosag 6sszehasonlitasan alapuld szamitdgépes modell
segitségével vizsgalta egyes vegyiiletek ototoxikus potencialjat (139). Ezzel szemben Lee
¢s munkatarsai egy szamitogépes algoritmus alkalmazasaval mar longitudinalis kohorsz
vizsgalatokbdl szarmaz6 adatok elemzését végezte egyes, a klinikumban mar alkalmazott

gyogyszerek esetleges ototoxikus hatasanak kimutatasara (140).

3.9. A szenzorineuralis hallascsokkenés preklinikai vizsgalatanak leggyakoribb
modszerei

Az SNHL-ek patomechanizmusanak tanulmanyozasara, kiilonb6zé vegyiiletek
hallasra kifejtett hatasanak vizsgalatara szamos in vitro illetve in vivo modszer all a
kutatok rendelkezésére. A hallasfunkcio legszélesebb korben elterjedt in vivo vizsgalati
modszere az auditoros agytorzsi kivaltott valasz mérése. Az in vitro kisérletek soran
leggyakrabban a kiilsé és belsé szorsejtek, valamint az SGN-ek strukturalis épségét,
esetleges modosulasait vizsgaljak. Ennek oka ezen sejtek meghatarozo szerepe az érkezo
akusztikus jelek erOsitésében, detektalasaban és tovabbitdsdban. A kiilonbozo tipusu
SNHL-ek kialakulasa sordn ezen sejtek morfologiai valtozésa, degeneracioja vagy hianya

a hallasvesztés egyértelmii jele.

3.9.1. Auditoros agytérzsi kivaltott valasz

Az auditoros agytorzsi kivaltott valasz (auditory brainstem response — ABR) az egyik
leggyakrabban alkalmazott in vivo eljaras a hallaskiiszob meghatarozasara. A modszer
objektivitasa mellett minimalis invazivitasa és ismételhetosége miatt valt széles kdrben
elterjedtté (141). Egy vegyiilet hallasra gyakorolt hatdsanak nyomon kovetéséhez (hatas
kezdete, hatds valtozadsanak mértéke, stb.) elengedhetetlenek az ismételt mérések.
Tovébbi eldnye, hogy a klinikumban hallaskiiszob vizsgélatara alkalmazott rutinmodszer,
az agytorzsi kivaltott potencidl audiometria (Brainstem Evoked Response Audiometry,
BERA) megfeleldje (142), ezaltal noveli az in vivo preklinikai kisérletek transzlacios

értékét. A hallaskiiszob értékek rogzitését elektromosan szigetelt kornyezetben, altatott
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allatokon végzik. Altatas soran az izommozgas illetve az agyi aktivitas lecsokken, javitva
a jel-zaj aranyt, ezaltal a méréskor regisztralt kivaltott valaszgorbe értékelhetdségét. Az
akusztikai ingerlés specialis hangszordkkal, az elvezetés subcutan elhelyezett
tielektrodakkal torténik. A hanginger tovabba az adatgyiijtés kiilonbozé paraméterei
szabadon allithatok (frekvencia, intenzitas, idGtartam, stb.). Az akusztikus stimulusok
tervezésére, a valaszok rogzitésére, az ingerlés és adatgylijtés idébeli 6sszehangolasara
specialisan erre a célra tervezett miiszerek allnak rendelkezésiinkre. A hallaskiiszob
megallapitdsa mellett a hallopalya, igy az agytorzs 1ézidinak vizsgalatara is alkalmas ez a

modszer, igy a human diagnosztikaban is nagy szerepe van (143-145).

3.9.2. Cochleogram

A Corti-féle szervben elhelyezkedd szorsejtek morfologiai tanulmanyozasanak egyik
alapvetd modszere a cochleogram készitése. A moddszerrel frekvenciaspecifikusan
nyerhetiink informéciot az egyes cochledris régiok (apikalis, kozépsd illetve bazalis)
szorsejtjeinek allapotardl (146). Ennek alapja, hogy a Corti-féle szerv tonotopikus
elrendez6dést mutat, apikalis részén az alacsony, bazalis részén a magas frekvenciakat
koédolva. Egy adott pontja egy adott frekvencianak feleltetheté meg, amelynek
meghatdrozasa kiilonbozd kisérletes eredmények alapjan készitett egyenletekkel torténik.
Azonban fontos megemliteni, hogy ezek kozelitd értékek, egyes tavolsagokat illetden az
egyenletek eredménye kozott akar egy oktavnyi kiilonbség is lehet. Laborunkban a Miiller
¢s munkatarsai altal készitett egyenletet alkalmazzuk, akik direkt elektrofiziologiai
méréseket alkalmaztak szamitasaik soran (147). Ugy gondoljuk, hogy a direkt modszer
pontosabb képet ad az adott frekvenciakat ért torténésekrol.

A szorsejtek vizsgalatdhoz eldszor az eltavolitott majd dekalcifikalt cochleabol
mikrodisszekcios eszkdzokkel kipreparaljuk a Corti-féle szervet a cochlea teljes
hosszaban. Ezt kovetden a fluoreszcensen megfestett Corti-féle szerv kiilsd és belsd
szOrsejtjeinek allapota, az ép sejtek aranya epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgalhato. A
fluoreszcens jelolés jellemzbéen phalloidinnel torténik. A phalloidin  az aktin
filamentumokhoz kotodik, amely a szorsejtek esetében a sztereociliumok és a reticularis
lamina intenziv festédését okozza. EQy szOrsejt pusztulasa soran eldszor a sztereociliumai
dezorganizalodnak, majd az apoptozissal parhuzamosan a szdrsejteket 6lelé Deiters’

sejtek heget képeznek a szérsejtek helyén (21, 148, 149). A képz6dott heg jol
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megkiilonboztethetdvé teszi az €p és karosodott szorsejteket, illetve felismerhetové valik
hianyuk. Ha a karosodas csak részben érintette a sejtet, illetve az apoptotikus folyamatok
még nem mentek végbe teljesen, a szorsejtek allapota egyértelmiien nem megitélhetd.
Ehhez nytjt segitséget a sejtmagok parhuzamos megfestése 4’,6-diamidino-2-
phenylindollal (DAPI). A sejtmag piknotikussa valasa, hianya a szOrsejt
leszamolassal keriil meghatarozasra. Az adatokbol készitett cochleogram nem mas, mint
egy diagram, amelyen az elpusztult szérsejtek szazalékos aranyat abrazoljuk a frekvencia,
tehat a tonotopia fiiggvényében.

A kiils6 és belso szOrsejtek anatdmiai vizsgalatanak modszerét (cochlea disszekcid, a
Corti-féle szerv festése, szOrsejtszamolas, cochleogram készités) 2018. augusztusaban
egy egy hétig tarté amerikai tanulmanyuaton sajatitottam el (Kresge Hearing Research
Institute, Raphael Laboratory; Medical Science Unit II, Ann Arbor, MI 4605, Egyesiilt
Allamok).

3.9.3. Spiralis ganglionsejtek vizsgalata

Az SGN-ek karosodasa valamennyi SNHL tipusban felelds a hallascsokkenés
kialakulasaért, sériilésiik kiemelt koroki tényezé. Ezen neuronok morfologiai épsége
illetve szama informaciot nyajt az SGN-ek patologias folyamatok altal vald
érintettségérdl (150). A sejtek allapota a modiolussal parhuzamosan (midmodiolarisan)
metszett, majd hematoxylin—eozinnal festett preparatumokon jol vizsgalhato a Corti-féle

szerv apikalis, kozépsd illetve bazalis kanyarulataiban.

3.10. Az immunrendszer hallasban betoltott szerepe

Az elmult két évtizedben szamos, a hallo- és immunrendszer kapcsolatat targyald
kozlemény jelent meg az irodalomban. A belséfiilet sokaig, mint immunprivilegizalt
szervet irtak le. A cochlearis immunitas hianyat a nyirokelvezetés hianyaval, a cochlearis
szisztémas immunrendszert6l elvalaszto vér-labirintus gat felépitésével magyaraztak
(151). Az utobbi években azonban vilagossa valt, hogy a bels6fil nem

immunprivilegizalt: noha a keringd antigéneket hatasosan kizarja a vér-labirintus gat,
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szamos csontveldi eredetli szoveti makrofag talalhatdé a belsofiil kiilonbozé régidiban

(152, 153).

3.10.1. Immunfolyamatok a belsdfiilben

A hallészervben mar szamos, az immunvalasz kivaltasahoz szilikséges sejttipust leirtak
(154, 155). Ezen sejtek koziil a rezidens makrofagok azok, amelyek a cochleaban allando
jelleggel megtalalhatoak. ElsGsorban a stria vascularis, a ligamentum spirale, a spiralis
limbus és az SGN-ek teriiletén helyezkednek el (151, 156-162). Aktivalodasuk kiilonb6zo
karos behatasok (pl. zajexpozicid, iszkémia, citotoxikus vegyiiletek) eredménye (156,
162, 163). A cochlea karosodasa esetén, a makrofagok aktivalodasa mellett, monocitak
bearamlasat ¢€s monocita eredeti makrofagokka torténd differencidlodasat is
megfigyelték (153). Az aktivalt makrofagok kiilonbdz6 proinflammatorikus mediatorokat
(pl. tumor nekrézis faktor-a, TNF-a; interleukin-1p, IL-1p; interleukin-6, IL-6;
leukotriének; tromboxanok; prosztaglandin) és kemokineket (kemokin ligand 2, CCL2;
kemokin ligand 4, CCL4; kemokin (C-X-C motivum) ligandum 12, CXCL12)
expresszalnak (155, 164-169), amelyek koziil a gyulladasos reakcio inicialasnak,
erGsitésének és fenntartdsanak egyik legfontosabb faktora a TNF-a (170-172). A
gyulladds cslicspontjdn a proinflammatorikus mediatorok csokkent termelédése
figyelhetd meg, parhuzamosan az antiinflammatorikus medidtorok (transzformalo
novekedési faktor béta, TGF-f; interleukin-10, IL-10) novekvé expressziojaval.

Idékozben a gyulladast ,.felold6” pro-rezoliciés mediatorok (lipoxinok; rezolvinok;
protektinek; marezinek; annexin Al, ANXAI1) szintézise ¢és felszabaduldsa is
megkezdddik, amelyek szerepet jatszanak a proinflammatorikus mediatorok
expresszidjanak leallitasaban és a sériilt szovetek eltavolitasaban (164). Az ANXA1
mediator, amelynek G protein kapcsolt ALX/FPR2 receptorai a Corti-féle szerv
valamennyi sejttipusaban (IHC, OHC, DC, pillér sejtek) kifejezddnek (173), jelentds
szerepet tolt be a cochledris immunfolyamatok szabalyozasaban (164, 173-175). Gatolja
a proinflammatorikus citokinek felszabadulast, fokozza més pro-rezolicidés mediatorok
expressziojat €s serkenti a Corti-féle szerv tamasztosejtjeinek nem professzionalis
fagocitakka torténé transzformacidjat (173, 176). Meghatarozd szerepét a

gliikokortikoidok SNHL-ekkel szemben mutatott védéhatasa is alatimasztja. Az ANXALI
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szintézise ¢és felszabaduldsa kulcsszerepet jatszik a kortikoszteroidok gyulladasgatld
hatasanak kifejez6désében (173, 177-179).

A Corti-féle szervben nem talalhatok professzionalis fagocitasejtek. Az elhalt sejtek
és szovettormelékek eltakaritasdit a tamasztosejtekbdl differencialédott nem
professzionalis fagocitak végzik, mikdzben szamos, a gyulladas szempontjabol fontos
molekulat termelnek (157, 180, 181). A spiralis limbusban, a ligamentum spiraleban
illetve a stria vascularisban talalhato fibrocitak szerepe hasonlo6 (155, 156, 166, 182-185).
A cochleat ért stressz soran proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1p és IL-6) (155,
166, 181, 182) illetve adhézids molekulak (155, 166, 186) felszabaditasaval részt vesznek
az immunvalasz aktivalasaban (156, 183-185), ugyanakkor stressz okozta karosodasuk
CDA45 (+) csontveldbdl szarmazo fehérvérsejtek —Iényegében monocitak - megjelenését
indukalja (156).

Habar a cochlea f6 immunsejtjei a makrofagok, alacsony szamban a granulocitak, a T-
¢s a B-limfocitak valamint a természetes 616sejtek jelenléte is kimutathat6 posztnatalisan
(187).

3.10.2. Az immunrendszer szerepe a szenzorineuralis halldaskarosodasokban

Az immunrendszer amellett, hogy védelmi szerepet tolt be a bels6fiil miikodésében, a
kiilonb6z6 SNHL-ek kialakulasanak is fontos koroki tényezdje. Azon felvetés, miszerint
a hallasvesztés hatterében immunfolyamatok 1is dallnak, az immunszupresszans
tulajdonsagu glukokortikoidok otoprotektiv hatasanak megfigyelésébdl szarmazik (188).
Az immunrendszer nélkiilozhetetlen a cochlea normal szerkezetének és funkcidjanak
fenntartasaban, azonban az immunfolyamatokat aktivalo és gatlo faktorok egyenstlyanak
felborulasa a belsdfiil karosodasahoz, ezaltal kiilonboz6 tipusu SNHL-ek kialakulasdhoz
vezet (43, 159, 164, 189).

Az oregedés soran kialakulo, alacsony szintii kronikus gyulladassal jaro6 allapot, az Gn.
»inflammaging”, az életkorral Osszefiiggd hallaskéarosodas egyik patoldgiai tényezdje
(190, 191), amelynek hatterében a szorsejtek és az SGN-ek fokozatosan progrediald
degeneracioja all (157, 190, 192). A szérsejtek pusztulasaban aktiv szerepet jatszanak a
rezidens makrofadgok, a szdrsejtek mikrokornyezetének megvaltoztatasaval. Az életkor

elérehaladtaval a BM scala tympani fel6li oldalan taldlhaté makrofagok szamanak illetve

crer

crer
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»hely elv” az AHL kialakulasahoz vezeté immunreakciok soran is érvényesiil. Az apikalis
¢s bazalis kanyarulatokban elhelyezkedé makrofdgok mind fenotipusukat, mind a
Intenziv zajexpozicié hatasara a cochleaban gyulladasos folyamatok indulnak el,
amelynek soran rezidens makrofagok aktivaciojat (163), proinflammatorikus mediatorok
bearamlasat figyelték meg (156, 163, 167, 182, 193, 194). A gyulladasos sejtek
infiltracioja rendkiviil gyors. A zajartalmat kovetéen néhany oran beliil jelentds szamu
leukocita jelenik meg a Corti-féle szerv szamos régidjaban (156, 167, 193, 195, 196). A
proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6), a kemokinek (pl. MCP-1/CCL2)
(193), a ROS (186, 197) és a karos hatast adhézios molekulak (184, 186) szekréciojat az
akusztikus artalom altal upregulalt nuklearis faktor-kappa B (NF-xB) aktivacio fokozza
(166, 184, 186, 197). Az intenziv zajartalom mellett az immunrendszer fokozott
aktivitasat a kronikus, Kisebb intenzitasa zajbehatas soran is kimutattak (155).

Az immunrendszer az AHL és a NIHL mellett az ototoxikus vegyiiletek hallaskarosito
hatasanak kialakulasaban is szerepet jatszik. Az aminoglikozidok illetve a ciszplatin
aktivaljak a gyulladasos sejteket és fokozzak a gyulladdsos mediatorok expresszidjat.
Ezen hatasuk kozvetleniil vagy kozvetve ROS generalasan keresztiil érvényesiil (198,
199). Hasonldan a zajkarosodashoz kapcsolodd immunvalaszhoz, az aminoglikozidok
beadasat kovetden emelkedik a makrofagok szama az SGN-ek és a cochlea lateralis
révén a szdrsejtek pusztulasat eredményezik (189). Ciszplatin kezelés szintén fokozza a
szOrsejtek pusztuldsat proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1p, IL-6) felszabaditasa
(172), tovabba a NOX3 enzim aktivalasa révén. A NOX3 aktivaciojanak eredménye -
ROS szintézisén valamint a jelatvivd és transzkripciods aktivator 1 (Signal transducer and

activator of transcription 1, STAT-1) aktivalasan keresztiil - az OHC-k apoptozisa (198).

3.10.3. Autoimmun eredetii halldscsokkenés
Az esetek 30%-aban valamilyen szisztémas autoimmun betegség részeként (pl.
rheumatoid arthritis, Sjogren szindroma) hirtelen fellépd hallaskarosodas jelenik meg. Az

immunszuppressziv terapiara és a szteroid kezelésre adott j6 valaszkészség arra utal, hogy
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ezekben az esetekben immun-medialt folyamatok jatszodnak le. A pacienseken végzett
MR ¢és PET vizsgalatok szintén a bels6fiil gyulladasos aktivitasat tamasztjak ala (204).

Az autoimmun eredeti SNHL-ekben a II-IV. tipust talérzékenységi reakcioknak
tulajdonitanak szerepet. A II. tipusu, IgG és IgM izotipusu antitestek altal eldidézett
reakciok szerepét a betegség hatterében Harris és munkatarsai tengerimalacokon végzett
vizsgalata mellett a betegek szérumanak belsofiil-antigénekre mutatott reaktivitasa is
bizonyitja (152, 205). A IIL. tipusu, immunkomplexek medialta reakcid szerepét
allatmodellekben igazoltak. Az IgG, IgM ¢és anti-DNS immunkomplexek lerakdédnak a
stria vascularisban és karositjak az endothelsejteket, aminek hatdsara zavart szenved a
vér-labirintus gat és hallasvesztés 1ép fel (205, 206). A IV., kés6i tipust tulérzékenységi
reakcio jelenlétét szintén allatmodelleken figyelték meg (205, 207).

3.11. Immunmodulatorok és lehetséges szerepiik— az immunrendszer Janus arca
Az immunrendszer jelentds szerepet tolt be a belsofiil normal mitkddésében, de a
hallasvesztés kialakuldsdnak hatterében is fontos tényezd. Az 6sszes SNHL forma
hatterében felvetették illetve igazoltak mar szerepét. Az immunfolyamatok finom
szabalyozasa hallasvédo hatést fejthet ki, tlzott mértékii aktivalasa illetve miikodésének
elnyomadsa viszont hallascsokkenés kialakulasat eredményezheti. Ezen ismeretek alapjan
az immunrendszer miikkodését is befolyasold gyogyszerek alkalmazasakor akar
otoprotektiv, akéar ototoxikus hatds is véarhatd, az immunrendszerre gyakorolt hatas

mértékétdl valamint a targetek immunfolyamatokban betoltott szerepétol fiiggden.

3.11.1. 4 tobb tamadaspontu selegilin mint lehetséges hallasvedo vegyiilet a

crer

Az FDA Aaltal is torzskonyvezett selegilin [(-)deprenyl] egy irreverzibilis, relative
szelektiv MAO-B gatlo vegyiilet (208), amelyet évtizedek ota sikeresen alkalmaznak a
Parkinson-kor és kiilonbozé depresszios korképek kezelésére (209). Katekolamin, DA
felszabaditd hatdsa mellett jelentds antioxidans, antiapoptotikus és neuroprotektiv
hatassal is rendelkezik (210, 211). A szuperoxid-diszmutaz valamint a katalaz enzimek
mitkodésének serkentésével csokkenti az oxidativ stressz okozta karosodast. A selegilin
okozta enzimindukcié lassabb folyamat, kronikus kezelést kovetden valik jelentdssé

(212). A selegilin neuroprotektiv tulajdonsaganak hatterében tobbek kozott az NMDA
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receptor altal kozvetitett excitotoxicitas megeldzése/mérséklése, kiilonbdzé neurotrofikus
faktorok felszabadulasanak fokozasa all (212). Polony és munkatarsai a selegilin
rokonvegyiiletének, a rasagilinnek otoprotektiv hatasat irtdk le a kanamycin okozta
hallaskarosodas egérmodelljében. A rasagilin véddhatasat részben a LOC efferensekbdl
torténd DA felszabaditas serkentése, ezaltal az SGN-ek védelme révén fejthette ki (102).
A selegilin szabalyozza az apoptozissal kapcsolatos fehérjék expresszidjat is. Adasat
csokkenését, ezzel szemben csOkkentette a kaszpaz-3, a c-JUN és a GAPDH aktivitast
(212). Antioxidans, antiapoptotikus és neuroprotektiv tulajdonsagai mellett kdzvetleniil
vagy kozvetve részt vesz az immunfolyamatok szabalyozéasaban is. A selegilin szamos
kisérletben novelte az IL-2, az IL-1, az IL-6, neutrofinek, proinflammatorikus citokinek
illetve a természetes Olosejtek termel6dését (213). Miiller és munkatarsai szerint a
selegilin neuroprotektiv hatasanak hatterében a vegyiilet citokin bioszintézisre Kifejtett
hatésa is szerepet jatszik (214). Kisérleteikben a protektiv hatast mutato selegilin fokozta
az IL-1B, IL-6 és TNF szintézisét. Mindemellett a selegilin a MAO enzimaktivitas
gatlasaval hozzajarul a DA szintjének novekedéséhez, amely neurotranszmitter jelentds
szerepet tolt be a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban (215-217). Egy nemrég
megjelent dsszefoglald kozleményben felvetették a MAO-gatlok kronikus gyulladasos
betegségek kezelésére valo alkalmazasanak lehetéségét is (216). Két, korabban beadott
szabadalom targya a selegilin, mint az immunrendszer életkorral §sszefiiggd hanyatlasat
mérséklo illetve az immunrendszer diszfunkcidjanak kezelésére szolgald vegyiilet
alkalmazasa (218, 219) (EP0732101B1, US5387615A). A fent leirt hatasok - az SNHL-
ek patomechanizmusanak ismeretében - tovabba korabbi kisérletek soran kapott
eredmények alapjan a selegilin valamennyi SNHL forma, koztiik a kronikus gyulladasos
allapottal jar6 AHL farmakoterapidjanak igéretes jeloltje.

Habar a selegilin, mint potencialis hallasvédé vegyiilet, szabadalmi oltalom alatt all
(220, 221) (US5561163, EP0831798B1), a beadott szabadalom egy nem jol kontrollalt,
nem kellden alapos, id6s kutydkon végzett kisérlet eredményein alapul. A vizsgalatbol
hianyzott a kontroll csoport, az allatok hallasat pedig vezényszavakra adott
valaszreakciojuk és a gazdak véleménye alapjan itélték meg (222). A vegyiilet

hallaskarosodasra kifejtett hatasanak részletes, objektiv vizsgalata még mindig hianyzik.
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3.11.2. Az immunellendrzopont-gatlo PDI1 inhibitor mint lehetséges hallaskarosito
vegylilet

A citotoxikus T-limfocita antigén 4-et (CTLA-4) és a programozott sejthalal fehérje
1-et (PD-1) megcélzé immunellenérzépont-gatlok (ICI) forradalmasitottdk a daganat
farmakoterapiat, példatlan hatékonysagot érve el tobb rosszindulatu daganat kezelésében
(metasztatikus melanoma, nem kissejtes tiidorak). A gyogyszercsoport elsé tagjat, az
ipilimumabot (CTLA-4 gatld) 2011-ben engedélyezte az FDA. Mind a CTLA-4, mind a
PD-1 a T-sejtek gatlasaért felelds ellendrzési pontként szolgald receptor, amelynek célja
a periférias tolerancia kialakitasa és az autoimmunitas megakadalyozasa. A daganatsejtek
az immunrendszer ellen6rz6 pontjain hato ligandumok (PD-L1, CTLA-4) expresszidjaval
képesek elrejtzni a citotoxikus T-sejtek eldl, elnyomva a tumorellenes immunvalaszt. A
CTLA-4 valamint a PD-1 receptorok blokkolasaval ez az antitumor immunvalasz mar
kivalthat6 (223).

Az ICl-ket egyre inkdbb alkalmazzdk a korai elvaltozasok kezelésében
monoterapidban vagy kombinacidban egymassal és mas kezelésekkel, beleértve a célzott
terapiat, a sugarterapiat és a kemoterapiat. Az ICI kivalo terapids hatésa ellenére ezek a
gyogyszerek tipikusan széles spektrumu toxicitasi reakcidkat eredményeznek, melyek
legféképp az immunrendszer tilzott aktivaldsa kovetkeztében jonnek létre (irAE —
immune-related adverse events). Mivel miikddésiik alapja, hogy az immunrendszer
fiziologiasan is jelen 1év0, toleranciat indukalé mechanizmusait akadalyozzak, sok
szervben immun-medialt gyulladast okoznak. Ezek elsGsorban a kardiovaszkularis és a
pulmondris rendszert érintd illetve hematologiai elvaltozasokat okoz6 mellékhatasok
(224-226), amelyek megjelenése kombinacios terapidban még kifejezettebb, azonban
el6fordulnak sporadikusan megjelend, ICI gatlo alkalmazasaval osszefiiggésbe hozhato
ritka nem kivant hatasok is (227). Az eddigi megfigyelések mellett egyre tobb
esettanulmany szamol be ICI gatlo kezelést kovetéen fellépd hallasvesztésrol (228),
melynek hétterében szintén az immunrendszer tulzott aktivaldsa all. Az autoimmun
mechanizmusok altal medialt halldskarosodas ismert elvaltozas. Korabbi vizsgalatok
soran az adoptiv cellularis terdpia (adoptive cell immunotherapy) kovetkeztében kialakult
hallascsokkenést a kezelt betegek kozel 50%-aban figyelték meg (229, 230). Az ICI
kezeléshez kapcsolodo ototoxicitas elsd egyedi esetét 2016-ban irtak le (231), amelyet
fokozatosan egyre tobb eset kovetett. Az esettanulmanyokban bemutatott SNHL-ek
ipilimumabot (CTLA-4 inhibitor) kdvetd pembrolizumab (PD-1 gatld) terapia, tovabba
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ipilimumab vagy nivolumab (PD-1 gatld) monoterapia kovetkeztében léptek fel (232-
234). Harom esettanulmanyt talaltunk, ahol a magas frekvencidkat érint6 hirtelen
kétoldali hallasromlas Osszefiiggésbe hozhaté a PD-1 gatldo immunterapiaval, egy
paciensnél ez rovid vertigo epizoédokkal tarsulva jelentkezett (231, 233, 235). PD-1 gatlo
alkalmazasat kdvetéen mind az FDA mellékhatasbejelentd rendszerében (FDA Adverse
Event Reporting System Public Dashboard), mind a European Medicines Agency (EMA)
EudraVigilance adatbazisaban tobb, a halld- és egyensulyozoszervet érintd mellékhatas
keriilt jelentésre.

Az audiovesztibularis mellékhatasokra iranyul6d klinikai vizsgalatok eddig nem
torténtek. Tekintve, hogy a magas frekvencidkat érinté hallaskarosodéas idés korban
valtozd sulyossaggal ugyan, de egyébként is jelen van, igy a betegnek nem feltiind az
allapotromlds, illetve a szédiilés tulajdonithatd a tumor 4ltal kivaltott tiinetek egyikének,
ezek a mellékhatasok szamos esetben felfedezetlenek maradhatnak. Ugyanakkor
vizsgalatuk fontossaga vitathatatlan a hallds védelme érdekében, az ICI molekulak
miikodésmodjanak és szervezetre gyakorolt hatdsdnak megértésében, ezenfeliil a belsofiil

immunrendszerének tulajdonsagairdl is informacidval szolgalhat.

3.12. A cochlearis makrofagok vizsgalata

A Dbelséfiilben zajlo immuntorténések vizsgalata soran gyakran a cochlea
makrofagjainak szamaban illetve morfologidjaban  bekdvetkez6  valtozasokat
tanulmanyozzak (236, 237). Az igy kapott eredményekbil kovetkeztetni lehet a belsofiil
immunrendszerének aktivitasara (237, 238).

A makrofagok vizsgalatanak egyik gyakran alkalmazott in vitro modszere az ionizalt
kalciumkdoté adapter molekula 1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1, azaz Ibal),
mas néven allograft gyulladdsos faktor 1 (allograft inflammatory factor 1, AIF1)
immunhisztokémia. Az Ibal egy erdsen konzervalt citoplazmatikus kalciumkotd fehérje,
amely szerepet jatszik a sejtmozgasban és a fagocitdzisban. Késobb azt is leirtak, hogy
egy ,pan-makrofdg marker” és a monicitdk/makrofagok valamennyi altipusaban
expresszalodik. Széles korben alkalmazzak mikrogliasejtek illetve makrofagok
kimutatasara normal és patologias koriilmények kozott, kiillonbozo fajokban, beleértve az

embert is (239). Kimutatasa Ibal-ellenes monoklonalis antitestek alkalmazasaval

torténik.
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4. CELKITUZESEK

A hallascsokkenés illetve hallasvesztés a leggyakoribb emberi szenzoros deficit,
amelyet modern korunk népbetegségeként tartanak szamon. A vezetéses tipusu
formajaval szemben a szenzorineuralis hallaskarosodasok farmakoterapidja nem
megoldott. A hatékony gyogyszeres terapia hianya sziikségessé teszi potencialis
hallasvédd vegyliletek keresését, tovabba az esetlegesen hallaskarosito hatédssal
rendelkez0 vegyiiletek ismeretét.

Kisérleteink fokuszaban potencialisan hallasvédd vagy ototoxikus tulajdonsaggal
rendelkezd vegyiiletek vizsgalata allt. Célunk egyrészt olyan, tobb tamadasponttal
rendelkez6 gyogyszermolekula keresése volt, amely képes lehet a leggyakoribb SNHL
forma, az AHL kialakuldsanak megeldzésére/kivédésére. A betegség hatterében allo,
eddig feltart patomechanizmusok ismeretében a neuroprotektiv, antiapoptotikus,
antioxidans és immunmodulator tulajdonsagokkal rendelkezd selegilint igéretes jeloltnek
gondoltuk. Ezen tulmenden jol kontrollalt kisérleti koriilmények kozott kivantuk
megvizsgalni a korabbi vigilancia jelentések ¢&s egy-két esettanulmany alapjan
mellékhatasként halldsromlast is mutatdé PD-1 gatldé immunterapia hallasra kifejtett
hatasat. A PD-1 gatlasan alapuld immunellendrzOpont-gatlo terdpia hatékonysaganak
koszonhetden egyre nagyobb teret hodit az onkoldgidban. A vegyiilet potencilis
hallaskarositdo hatdsanak és mechanizmuséanak feltérképezése kiemelkedden fontos az

esetleges hallasvesztés megeldzése érdekében.

Konkrét célkitiizések:

4.1. A selegilin idéskori hallaskarosodasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

1) Annak in vivo vizsgalata, hogy a selegilin a human szempontbol legrelevansabb
frekvenciakon, alacsonyabb (0,15 és 1,5 mg/kg) dozisokban alkalmazva, rendelkezik-
e otoprotektiv hatdssal az AHL-re mérsékelten (BALB/c) és fokozottan (DBA/2J)

érzékeny egértorzsekben.

2) Annak in vivo vizsgalata, hogy a selegilin a human szempontbdl legrelevansabb

frekvencidkon, magasabb (15 és 45 mg/kg) dozisokban alkalmazva, rendelkezik-€e
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otoprotektiv hatdssal az AHL-re mérsékelten (BALB/c) és fokozottan (DBA/2J)

érzékeny egértorzsekben.
3) A selegilinnel kapcsolatos korabbi, élethossz novelé eredmények alapjan annak

vizsgalata, hogy a kronikus selegilin kezelés, kiilonb6z6 doézisokban alkalmazva,

noveli-e az allatok talélési valosziniiségét.

4.2. A PD-1 gatl6o immunterapia hallasra kifejtett hatasanak vizsgalata
1) Annak in vivo vizsgalata, hogy a PD-1 gatld terapia befolyasolja-e a hallasfunkciot a
PD-1 gatlas egyéb szerveket érintd mellékhatésaira kordbban érzékenynek bizonyult

C57BL/6 egerekben.

2) Annak in vitro meghatarozasa, hogy a PD-1 gatld terapia hatassal van-e a cochlea

kiils6 és belsd szdrsejtjeinek allapotara, épségére.

3) Annak in vitro meghatarozasa, hogy a PD-1 gatld terapia befolyasolja-e a cochlea

sprilas ganglionsejtjeinek szamat illetve morfologidjat.

4) Annak meghatarozasa immunhisztokémiai modszerekkel, hogy a PD-1 gatlo terapia

befolyasolja-e a cochlearis makrofagok szdmat.
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5. MODSZEREK

5.1. Etikai vonatkozasok

Kisérleteinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak tovabba
a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztosnagi és Allategészségiigyi
Igazgatosaganak jovahagyasaval végeztiik (Allatkisérleti engedély: PE/EA/1912-
7/2017). Az allatok tartasa, kezelése, a kisérletek végrehajtasa a National Institute of
Health (NIH) iranyelveinek kovetése alapjan tortént (National Research Council (2011),
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals: Eighth Edition).

5.2. Kisérleti allatok

A selegilin AHL-re kifejtett hatasanak vizsgalata him BALB/cAnNCrl (#028) és him
DBA/2J (#625) egereken tortént (tovabbiakban BALB/c illetve DBA/2J). Az allatok a
Charles River Laboratories tenyésztd németorszagi és franciaorszagi telephelyérol
szarmaztak (Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts).

A PD-1 gatlo immunterapia hallorendszerre gyakorolt hatdsat him CS57BL/6J
egerekben vizsgaltuk (Onkologiai Kutatokozpont, Kisérletes Farmakologiai Osztaly 1122
Budapest, Magyarorszag).

Az allatokat mindkét kisérlet soran 12:12 oras fény-sotét ciklusban, ad libitum etetés
¢s itatas mellett, kontrollalt koriilmények kozott tartottuk (20-24 °C és 35-75% relativ
paratartalom). Ketrecenként 10 (BALB/c illetve DBA/2J) illetve 2-3 (C57BL/6J) allatot
helyeztiink el.

5.3. Kisérleti elrendezés

5.3.1. A selegilin idéskori hallaskarosoddsra gyakorolt hatdsanak vizsgdlatdira
felallitott kisérleti elrendezés és kezelési protokoll

A magas kiindulasi elemszam (n=19-23/csoport) biztositasa valamint a selegilin

sz¢lesebb dozistartomanyanak tesztelése érdekében a kisérleteket két kisérleti alrészben

végeztik (Kisérlet 1 és II). A kisérleti allatok kronikus per os kezelése selegilin

hidrokloriddal (Chinoin Private Co. Ltd., Budapest) tortént, az allatok ivovizében oldva

a vegyiiletet.
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Kisérlet I.

BALB/c Kezelés
@ 12 16 20 24 28 Eletkor (hetek)
\
g i A R
Kezelési csoportok
~>__ Kontroll (n =20-18)
DBA2) Kezelés . 0,15 mg/kg selegilin (n = 20-17)
7 8 9 1011 13 15 17 22 Eletkor (hetek) " 1,5 mg/kg selegilin (n = 21-19)
] ] ] 1
6 @ “ a'U/wu'U/w'uf» 'U» ,“! ro e A A A p Kontroll (n = 20-20)
0,15 mg/kg selegilin (n = 20-19)
7 1,5 mg/kg selegilin (n = 23-22)

Kisérlet Il.

BALB/c Kezeles
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1 1 1 1 ll | 1 Il

|

U TR T W A

Kezelési csoportok

DBA2)  Kezelés ‘/@Kontroll(n=20-16)
" 45 6789 11 13 15 19 Eletkor (hetek) :x¢ 4 mg/kg selegilin(n = 20-18)

A A -

A

Bl ‘Illv S

"A'W\

Kontroll (n = 20-18)

'V‘u’“ (i e
15 mgrkg selegilin (n = 19-17)
45 mg/kg selegilin (n = 20-14)

ﬂf[p/\ Hallaskiiszob mérés ﬁfw Kiindulasi hallaskiiszob mérés
4. abra. Kisérleti beosztas a selegilin idéskori hallaskarosodasra gyakorolt
hatasanak vizsgalatara BALB/c és DBA/2J egértorzsekben (240). A selegilin adott
doézisait (0,15; 1,5; 4; 15 és 45 mg/kg) az allatok per os kaptdk, az ivovizben oldva. A
vegyiilet a kisérlet teljes id6tartama alatt ad libitum hozzaférhetd volt az dllatok szdmara.
A kontroll csoportok csapvizet, a selegilin olddszerét kaptak. A hallaskiiszob
meghatarozasara alkalmas auditoros agytorzsi kivaltott valasz (ABR) mérések id6pontjait
ABR hullamok jeldlik. Az els6 ABR mérés (kiinduldsi hallaskiiszob mérés) a kezelés
megkezdése eldtti napon tortént. A DBA/2J torzs progressziv hallaskdrosodasa
kovetkeztében az 4llatok ABR méréseinek gyakorisdga meghaladta a BALB/c
csoportokét. A teljes kisérlet két kisérleti alrészbdl allt. Az egyes alrészek kezelési
csoportjait kiilon abrak (kék hattér) jelolik, zardjelben feltiintetve a kiindulo illetve végso
elemszamokat. Kisérlet I. Mindkét egértorzs a selegilin 0,15 illetve 1,5 mg/kg dozisait
kapta. Kisérlet II. A BALB/c allatok esetében a selegilin 4 mg/kg dozisat, a DBA/2J torzs
esetében pedig a vegyllet 15 illetve 45 mg/kg dozisait alkalmaztuk. A BALB/c egerek

doziscsokkentésére €s a 4. kezelési csoport kihagyasara azért volt sziikség, mert az allatok

folyadékfogyasztasa csokkent a magasabb selegilin koncentraciok alkalmazésa soran.
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Kisérlet I. Az els6 kisérleti alrészben him BALB/c és DBA/2J egerek 3-3 kezelési
csoportjat vizsgaltuk. A BALB/c torzs kontroll (n=20-18), 0,15 mg/kg (n=20-17) és 1,5
mg/kg (n=21-19) dozist selegilinnel kezelt csoportjainak vizsgalata a DBA/2J torzs
kontroll (n=20-20), 0,15 mg/kg (n=20-19) és 1,5 mg/kg (n=23-22) dozisu selegilinnel
kezelt csoportjaival parhuzamosan tortént (4. abra). A csoportonkénti kiindulasi és végs6
elemszamok zardjelesen szerepelnek az egyes csoportokat kovetden. A selegilinnel valo
kezelést az allatok 6 hetes koraban kezdtiik, kozvetleniil a kiindulasi hallaskiiszobiik
rogzitése utan, €s a kisérlet teljes idOtartama alatt folytattuk. A BALB/c torzs kezelése az
allatok 28 hetes koraig tartott, amely id6 alatt rendszeresen monitoroztuk az allatok
hallaskiiszob valtozasat. A DBA/2J torzs kezelése tovabba a hallaskiiszob valtozasanak
nyomonkdvetése az allatok 22 hetes koraig tartott, tekintettel a kezelési csoportokban
kialakult igen progressziv AHL-re. A DBA/2J egerek hallaskiiszob értékei az allatok 22
hetes korara elérték a 90 dB-t (4.1 kHz<), az altalunk generalt maximalis
hangnyomadsszint értéket. A selegilin kronikus adasat per os formaban végeztik, az
allatok ivovizében oldva a vegyiiletet. A kontroll allatok csapvizet ittak. Az allatok
teststilyat, folyadékfogyasztdsat a teljes kisérlet alatt folyamatosan monitoroztuk,
meghatarozva a selegilin napi bejutott dozisat (mg/kg). A testsulyt individualisan, a
folyadékfogyasztast ketrecenként rogzitettiik. A napi bejutott dozis értékét a selegilin
ivovizben 1évd koncentracidjabol, az egerek testtomegébdl tovabba a ketrecenként
szamolt atlagos folyadékfogyasztasbol (ml/egér) kalkulaltuk. A koncentraciokat sziikség
esetén modositottuk a kivant dozisok (0,15 és 1,5 mg/kg) elérése érdekében. Szamitasaink
alapjan a napi bejutott dozisok a kovetkezok voltak: BALB/c (atlag+SD): 0,14+0,05
mg/kg és 1,32+0,41 mg/kg; DBA/2J (atlag=SD): 0,19+0,08 mg/kg és 1,91+0,75 mg/kg
(a tovabbiakban 0,15 és 1,5 mg/kg). Habar a bejutott dézisban vald ingadozas
elkeriilhetetlen velejardja egy vegyiilet ivovizben torténd adagoldsénak, a parenteralis
illetve per os gavage kezeléssel jaro stressz és fert6zés elkeriilésével mégis eldnyds modja
a vegyiiletek kronikus adasanak.

Kisérlet II. A selegilin magasabb dozisainak vizsgélatara a masodik kisérleti alrészben
keriilt sor. Az elsd alrészhez hasonldéan a BALB/c torzs kontroll (n=20-16) és 4 mg/kg
dozisu selegilin (n=20-18) csoportjait a DBA/2J torzs kontroll (n=20-18), 15 mg/kg
(n=19-17) és 45 mg/kg (n=20-14) dozisu selegilin csoportjaival parhuzamosan vizsgaltuk

(4. abra). A csoportonkénti kiindulasi illetve végsé elemszamokat az egyes csoportokat
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kovetden zarojelesen tiintettiik fel. A kiindulasi hallaskiiszob rogzitésére az allatok 4
hetes koraban keriilt sor. A BALB/C torzs esetében a kezelés illetve a hallaskiiszob
valtozasanak monitorozasa egy hosszabb periodust dlelt fel (4-49 hetes életkor). A
DBA/2J torzs csoportjainak kezelése és hallaskiiszob valtozasanak nyomonkovetése
szlikebb id6tartamra korlatozodott (4-19 hetes életkor) a kezelési csoportokban
megjelend igen progressziv  AHL kovetkeztében (8/B abra). Az allatok tartasanak
koriilményei, a selegilin addsmodja, a napi bejutott dozis kiszamitdsahoz alkalmazott
mérések és modszerek (testsuly illetve folyadékfogyasztas mérése) megegyeztek az elsé
kisérleti alrészben leirtakkal. A kontroll allatok csapvizet kaptak. A DBA/2J torzzsel
szemben a BALB/c allatok kevésbé toleraltak a selegilint magasabb koncentracioban
tartalmazo ivovizet, jelentésen csokkentve napi folyadékbeviteliiket. A legmagasabb,
BALBI/c egerek altal még toleralt koncentracio alkalmazasaval elért dozis 4 mg/kg volt.
Ennek kovetkeztében a tervezett 15 illetve 45 mg/kg dozisu selegilinnel kezelt csoportok
helyett a BALB/c allatok esetében egy, 4 mg/kg dozisu selegilint kapd csoportot
vizsgaltunk. A kalkulalt napi bejutott dozisok a kovetkez6k voltak: BALB/c (atlag+SD):
3,84+0,55 mg/kg; DBA/2J (atlag=SD): 14,93+2,81 mg/kg és 46,82+1,35 mg/kg (a
tovabbiakban 4, 15 és 45 mg/kg).

5.3.2. A PD-I gatlo immunterapia és hallds kapcsolatanak vizsgalatara felallitott
kisérleti elrendezés és kezelési protokoll

Kisérletiink soran a hallérendszert érinté funkcionalis és morfologiai vizsgélatokat

végeztiink kontroll és PD-1 gatlo kezelésnek kitett him C57BL/6J egereken.
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5. abra. Kisérleti beosztas a PD-1 gatlé immunterapia hallasra kifejtett hatasanak
vizsgalatara C57BL/6J egerekben (241). C57BL/6J egereket 8-10 hetes koruktol
kezdddden 4 hétig tartd kezelésnek tettiik ki, hetente haromszor, intraperitonealis (i.p.)
injekcioban adva a vegylileteket. Egy-egy injekcid alkalméaval minden egyes vegytiletet
200 pg/egér dozisban alkalmaztunk. A kisérlet soran parhuzamosan 2 kezelési csoportot
vizsgéltunk: 1) Izotipus kontroll (PD-1 gatlo izotipus kontrollja) 2) PD-1 gatld
(monoklonalis egér anti-PD-1 antitest). A 4 hetes kezelési periddust kovetden a
hallaskiiszob meghatarozasara alkalmas ABR méréséket végeztiink, majd az allatok
termindldsat kovetden eltavolitottuk az allatok mindkét cochleajat a belsdfiilet érintd

morfologiai elvaltozasok valamint az immunaktivitas késobbi vizsgalatanak céljabol.

Az izotipus kontroll (n=10-10) és az egér anti-PD-1 antitesttel kezelt csoport (n=10-9)
vizsgalata egymadssal parhuzamosan tortént (5. abra). A csoportonkénti kiindulasi illetve
végsd elemszamokat zarojelesen tiintettiik fel. A kezelés dozisat, beviteli modjat és a
kezelés idOtartamat kordbban megjelent, az altalunk alkalmazott ellenanyag tumorellenes
hatékonysagat és mellékhatasprofiljat vizsgald kozleményekre alapozva valasztottuk ki
(242-245). Az allatok 8-10 hetes koruktol kezdddGen 4 hétig tarto kezelésben részesiiltek,
hetente hdromszor, intraperitonedlis injekcid formdjaban. A vegylileteket kezelésenként
200 pg/egér dozisban alkalmaztuk. Az PD-1 gatld antitestet (INVivoOMADb monoklonalis
egér anti-PD-1 antitest - RMP1-14 klon) és a gatlo antitestnek megfeleld izotipus kontroll
ellenanyagot (tisztitott InVivoMAD patkany IgG2a izotipus kontroll antitestet - 2A3 klon)
egy Kkifejezetten a Kkisérleti allatokban torténé in vivo felhasznalasra fejlesztett

monoklonalis antitesteket gyarto cégtdl vasaroltuk (Bioxcell, USA).
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5.4. Auditoros agytorzsi kivaltott valasz (ABR)

In vivo kisérleteink soran a hallas allapotat, a hallaskiiszobot és annak valtozasat
objektiv audiometriaval, az ABR modszerrel hataroztuk meg, amely a hanginger hatasara
kivaltott agyi elektromos aktivitas mérésére alkalmas objektiv vizsgalat. A modszer a
klinikumban a hallaskiiszob vizsgalatara alkalmazott rutinmodszer, a BERA megfeleldje.
Az ABR objektivitasa mellett minimalis invazivitasa és ismételhetdsége miatt valt széles
korben elterjedté.

In vivo kisérleteinket ketamin-xylazinnal altatott allatokon végeztiik (100 mg/kg
ketamin és 10 mg/kg xylazin; intraperitonealisan). A ketamin alkalmazasahoz sziikséges
engedélyiink szama: 57128/2016/KAB. Altatas soran az izommozgas illetve az agyi
aktivitds lecsokken, javitva a jel-zaj ardnyt, ezaltal a méréskor regisztralt kivaltott
valaszgorbe értékelhetdségét. Az allatok testhomérsékletét (36-38 °C) az anesztézia alatt

kontrollalt hémérsékletii melegitdpaddal (Supertech Instruments, Pécs) tartottuk fenn.
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6. abra. In vivo funkcionalis hallasvizsgalat. A) Az agytorzsi kivaltott valasz (ABR)

mérésére alkalmas berendezés. Az allatok hallasvizsgalata elektromos zaj-€s
hangszigetelt kamraban tortént. Az akusztikus stimulusok generaldsat, a valaszként
kapott hallasgorbék analizisét a Tucker Davis Technologies altal gyartott ABR
késziiléekkel végeztik. B) A hangimpulzusokat zart rendszerben, ECI1 tipusu
elektrosztatikus hangszord segitségével juttattuk az allatok fiilébe. Az agyhulldmok
elvezetése subcutan beszurt tlelektroddk segitségével tortént. Az altatas soran a
testhdmeérséklet optimalis szinten tartasat regulalt homérsékletii fiitépad biztositotta. C)
Egy fiatal (4 hetes), normal hallasu és egy id6s (49 hetes), hallaskarosodott BALB/c egér
audiogramja. A reprezentativ hallasgorbék egy kontroll allat 16.4 kHz-es frekvencian

rogzitett hallaskiiszob valtozasat mutatjak.
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A hallasvizsgalatokat egy elektromosan arnyékolt, hangszigetelt kamraban végeztiik a
Tucker Davis Technologies (TDT) cég altal kifejlesztett mérérendszer segitségével (TDT
system 3; RX6 signal processor és RA16 Medusa Base Station; TDT, Alachua, FL, USA)
(6/A abra). A kivaltott potencialok elvezetése a koponyatetdbe (aktiv), a jobb fiilkagylo
mogé (referencia) illetve a jobb hatso labba (fold) subcutan elhelyezett tiielektrodak
segitségével tortént (6/B abra). A mérések soran az allatok jobb fiilének hallaskiiszob
értékeit rogzitettik a SigGen program (TDT, Alachua, FL, USA) altal generalt
frekvencia-fiiggetlen click (hossz: 0,4 ms) illetve frekvencia-fiiggé tone burst (hossz: 3
ms, emelkedés/esés: 0,2 ms) hangstimulusokat alkalmazva. Click inger esetén a
hangnyomadsszintet 10 dB-es 1épésekkel ndveltiik 0-80 dB tartomanyban. Tone burst
inger esetén a hangnyomasszint 10 dB-es 1épésekkel torténd csokkentését 90-10 dB-es
tartomédnyban végeztiik, a TDT altal gyartott programozhatd attenuator segitségével (PAS
Programmable Attenuator; TDT, Alachua, FL, USA). A hangstimulusokat a BioSigRP
program (TDT, Alachua, FL, USA) altal vezérelt EC-1 tipusu -elektrosztatikus
hangszorohoz (TDT, Alachua, FL, USA) rogzitett mianyag csé segitségével juttattuk az
allat kiilsé hallojarataba (zart rendszer). A RA4LI Low Impedance Headstage (TDT,
Alachua, FL, USA) digitalis jeleinek erdsitése RA4PA Medusa PreAmplifier segitségével
tortént (TDT, Alachua, FL, USA). Az akusztikai rendszer kalibralasat a SigCalRP (TDT,
Alachua, FL, USA) kalibracios szoftver tovabba az ACO Pacific altal gyartott mikrofon
(ACO Pacific Inc., Belmont, CA 94002, USA; Model 7017) alkalmazasaval végeztiik. Az
ABR gorbék vizualis értékelése a kivaltott potencidlok erdsitését, sziirését majd
atlagolasat (800 mintavételezés atlaga) kovetden tortént. Hallaskiiszobnek azt a legkisebb
hangnyomasszintet tekintettiik, ahol az egerekre jellemzd 5-7 jol elkiilonithetd hullam
koziil legalabb egy egyértelmiien felismerhetd volt a regisztratumon (6/C é&bra). Az
ismételt méréseket tartalmazé AHL kisérlet soran a csoportok atlagos hallaskiiszob
eltolodasanak értékét hasonlitottuk 6ssze, adott életkorokban. A hallaskiiszob eltolodas
mértekét ugy szamitottuk ki, hogy a kisérlet elején regisztralt hallaskiiszob érteket
(kiindulasi hallaskiiszob) kivontuk a kiilonb6zé életkorokban regisztralt hallaskiiszob
értekekbol. A PD-1 gatld antitest hatasat vizsgalo kisérletiinkben hallaskiiszobok
Osszehasonlitasat végeztiik.

A két egértorzs kezelési csoportjainak parhuzamos vizsgélata, a magas csoportonkénti

elemszam, a mérések iddigénye és gyakorisaga kovetkeztében az AHL kisérletiinkben
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egy sziikebb frekvenciatartomanyt (4-16 kHz) vizsgaltunk, amely a 4,1; 8,2 és 16,4 kHz-
es frekvencidkat tartalmazta. Az alkalmazott tartomany magaban foglalja az egerek
hallasérzékenységi optimumat (~ 15-20 kHz), amelynek emberi megfelel6je (1 — 4 kHz)
(246) a beszédértés szempontjabol kiemelt jelentdségii (247). Az alkalmazott frekvenciak
jelentéségét tovabb ndveli, hogy az audioldgiai vizsgalatok is ebben a tartomanyban
torténnek (248-251) tovabba a hallokésziilék elrendelésének egyik kritériuma az 500-
4000 Hz-en a 30-40 dB-t elér6 vagy azt meghaladd mértékii hallascsokkenés fennallasa
(252). A PD-1 gatlo immunterapia hallasra gyakorolt hatasanak vizsgalatat kiterjesztett
frekvenciatartomanyban végeztiik (4-32 kHz).

5.5. Tulélési analizis

Az i1ddskori hallaskarosodés kisérletiinkben megvizsgéltuk a selegilin kiilonb6zd
dozisainak BALB/c és DBA/2J egerek élettartamara gyakorolt hatdsat. Az allatok
allapotat ketrecenként naponta ellendriztiik. A tGlélési analizist Kaplan-Meier modszerrel
végeztiik. A gorbéket log rank (Mantel-Cox) és Breslow-Wilcoxon teszttel hasonlitottuk

Ossze. A talélési aranyt a tulélés szazalékaban abrazoltuk.

5.6. A szovettani analizisekhez sziikséges szovetek elokészitése

A PD-1 gatlé immunterapia kiils6 és belsé szorsejtekre, SGN-ekre tovabba a belsofiil
makrofagjainak szamara gyakorolt hatasat kiillonb6z6  szovettani  technikak
alkalmazéséaval a 4 hetes kezelési periodust kovetden vizsgaltuk.

Ehhez a 10 darab izotipus kontroll és a 9 darab anti-PD-1 antitesttel kezelt allat
izoflurannal torténd boditasdt majd termindlasat kovetden mindkét oldali belsofiilet
kipreparaltuk a sziklacsontbol. A mintakat foszfat pufferes sooldatba (PBS, pH=7,4)
helyeztiik. Sztereomikroszkop alatt eltavolitottuk a kengyelt, majd egy-egy lyukat furtunk
a kerek ablakon és a csontos cochlea csucsan. Az igy kialakitott nyilasokon keresztiil
perfundaltunk 0,2 ml 4%-os paraformaldehid-oldatot (PFA, PBS-ben oldva). Ezt kovette
az Eppendorf csdvekbe, majd razokésziilékre helyezett mintak fixalasa 4%-0s PFA-ban
(2 ora, szobahdmérséklet). A csontos cochledkat dekalcifikalas céljabol 5%-os etilén-
diamin-tetraecetsav (EDTA) oldatban (PBS-ben oldva 0,4 % -os PFA-val, pH=7,4)

taroltuk 6 napig, szobahémérsékleten, szintén razokésziiléken. Az EDTA oldatot naponta
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cseréltik. A szorsejtek, SGN-ek illetve makrofagok vizsgalatat a dekalcifikalt

cochleakban végeztiik.

5.7. A cochlea Kiils6 és belso szorsejtjeinek kvantifikalasa

5.7.1. A cochledk disszekcidja és Phalloidin/DAPI festése

A dekalcifikalt cochleak Corti-féle szervének teljes tonotopias tengely mentén vald
kipreparalasa 6 darab izotipus kontroll és 6 darab anti-PD-1 antitesttel kezelt allat jobb
oldali cochledjabol tortént. A disszekciot sztereomikroszkop alatt, mikrosebészeti
eszkozokkel végeztik (INOX#5 és INOX#5SF csipeszek, Vannas Spring Scissors
mikroolld; Fine Science Tools, Dumont, Switzerland). A cochlea falat, a vesztibularis
végkésziiléket, a ligamentum spiralét, a Reissner-féle membrant, a modiolust és a TM-et
ovatosan eltavolitottuk, majd a Corti-féle szervet hosszaban 3-6 részre vagtuk. A mintakat
3x5 percig tarto PBS mosast kovetden 0,3%-0s Triton X-100 detergensbe (Sigma #X-
100) helyeztiik. Ezt a mintak Alexa Fluor 594 Phalloidinnel (1:200 higitas, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA; #A12381) val6 festése kovette. Az aktin
filamentumokhoz ko6t6d6é phalloidin a szérsejtek aktinban gazdag sztereociliumait (253)
teszi lathatova, ezaltal igen elterjedt festési eljaras a szdrsejtek szamanak/épségének
meghatarozasahoz. A 40 percig tartd festést fényt6l elzarva, szobahOmérsékleten
végeztiik. Ezt ujabb 3, egyenként 5 percig tarté PBS-ben torténd mosas kovette. A
sejtmagok lathatova tétele 2,4 diamidino-2-fenilindol (DAPI) festéssel tortént (1 pmol/I,
5 percen keresztiil, Cell Signaling Technology, Leiden, Hollandia; #4083S). A mintak
végsd mosasat kovetéen (3x5 perc, PBS-ben) a kipreparalt Corti-féle szerveket
targylemezre helyeztik. A lemezek fedéséhez ProLong Gold antifade reagenst (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; #P36930) hasznaltunk.

5.7.2. A kiilsé és belso szorsejtek mikroszkopos vizsgalata

A szorsejtek vizsgalata CCD kameraval felszerelt Leica LMD6 mikroszkoppal tortént,
epifluoroszcens tizemmodban (DFC7000T; Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag). A
sejtek szamanak illetve épségének meghatarozasat 40x HC PL Fluotar objektivvel
végeztik (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag). Az elpusztult OHC-k és IHC-k

szamat a teljes Corti-féle szerv mentén, 190-250 um hosszu szakaszonként hataroztuk
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meg. Az adatok elemzésére a Kresge Hearing Research Institute CytoGram Program
3.0.6-0s verzidjanak (Ann Arbor, MI, USA) atalakitott valtozatat alkalmaztuk. A BM
teljes hosszanak atlagosan 95%-at értékeltiik, a Corti-féle szerv csucsi régiojatol (apex)
a) a szorsejtsorok szorosabb elhelyezkedése, nehezebb azonosithatosaga illetve a szakasz
fokozott sériilékenységébdl adodo gyakori hidnya miatt nem értékeltiik. Az eredmények
alapjan mind az izotipus kontroll (n=6), mind az anti-PD-1 antitesttel kezelt (n=6) allatok
adataibol cochleogramot készitettiink. A frekvencia — apextdl vald tavolsag relaciot
Miiller és munkatarsai (147) egyenlete alapjan szamoltuk. A statisztikai analizishez a

BM-t harom egyenl6 részre osztottuk: apikalis, kozépso és bazalis régiokra.

5.8. Beagyazas és metszetkészités

Az SGN-ek illetve a makrofagok vizsgalatat a cochlea kozépsé tengelyével, a
modiolussal parhuzamosan késziilt metszeteken végeztik (midmodioldris metszetek).
Ehhez els6 1épésként a dekalcifikalt szovetekbdl felszalld alkoholsorral eltavolitottuk a
mintakban 1évo felesleges vizet. A dehidralast 35, 50 és 70%-0s etil-alkoholban 2x15
percig torténd aztatassal kezdtiik. A viztelenési eljaras tovabbi 1épéseit (70, 80, 95%-0s
¢s abszolut alkoholban 2x1 6réig torténd aztatas) €s a beagyazas eldkészitéseét egy Leica
TP 1020 tipust szovetfeldolgozo automataval végeztiik (Leica Biosystems, Wetzlar,
Németorszag). Intermedierként xylolt alkalmaztunk (2x1 oOra) a bedgyazoszer
szovetmintaba valo bevitelére. Mind a dehidralast, mind a xylollal valé kezelést
szobahOmérsékleten végeztiik. A viztelenitett cochleakat 60 °C-os paraffinba agyaztuk,
majd Leica HistoCore MULTICUT mikrotommal (Leica Biosystems, Wetzlar,
Németorszag) 4 um vastag metszeteket készitettiink. A metszetek targylemezre vald

szaritasa melegitd lapon tortént (60 °C, 10 perc).

5.9. Hematoxylin-eozin festés és a spiralis ganglionsejtek vizsgalata

Az SGN-ek sejttestjeinek lathatova tételére hematoxylin—eozinnal térténd un. mag—
plazma festést alkalmaztunk (Harris Hematoxylin: Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA,;
Eozin: Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag). A hematoxylin a sejtek magjat
kékeslilara festi. Az eozin a citoplazmat és a sejtk6zotti allomanyt rdzsaszin-piros

arnyalatban tiinteti fel. Annak érdekében, hogy elkeriiljik ugyanazon ganglionsejt
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ismételt szamolasat, minden negyedik metszetet festettiink meg. A metszeteket
deparaffinaltuk (2x10 perc xylolban val6 aztatas) majd leszall6 alkoholsorban rehidraltuk
(aztatas abszolut, 95, 80, 70%-0s alkoholban 5-5 percig). A felesleges alkoholt elészor 1,
majd azt kovetden 5 percig tartd desztillalt vizes aztatassal tavolitottuk el. Ezt kovetden
végeztiik a mintak hematoxylin festését (5 perc). A kékitési folyamat csapvizben tortént
(10 perc). A felesleges festéket az alkohol 0,5%-os savas oldataval (30 masodperc)
eliminaltuk. A differencialast ismételt csapvizes kékitési folyamat kovetette (10 perc). Az
eozinos festés (1 perc) 95%-o0s alkoholban valo 4ztatast (10 masodperc) kovetden tortént.
A felesleges eozint 95%-os alkohollal mostuk ki (1 perc). A mintakat felszallo
alkoholsorban (95%-o0s és kétszer abszolit alkoholban 1-1 percig torténd aztatas)
viztelenitettiik, majd 2x5 percig xylolban &4ztattuk. A mintdk fedésére CV mount
beagyazoszert (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) hasznaltunk. Az SGN-ekrél
egy Leica LMD6 mikroszkoppal (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag)
készitettiink felvételeket. A képek atmendfényes lizemmodban, 40x HC PL Fluotar
objektivvel (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) késziiltek 4 darab anti-PD-1
antitesttel kezelt (2 jobb és 2 baloldali belséfiil) és 4 darab izotipus kontroll (2 jobb és 2
baloldali belsdfiil) allat cochleajanak apikalis, k6zépsé és bazélis kanyarulatdban
talalhaté ganglionsejtekrdl. Az egyes régiokban meghataroztuk a sejtszamokat illetve az
adott teriilet nagysagat (atlagosan 16,785 um?, de legalabb 6000 pm?). Minden allat
esetében kanyarulatonként 5-5-5 darab metszetet értékeltiink. A kapott adatok atlagat

darab ganglionsejt/10 000 um? teriiletegységre vonatkozéan abrazoltuk.

5.10. Ibal immunhisztokémia

A makrofagok szamat Ibal festéssel vizsgaltuk 2 izotipus kontroll és 3 anti-PD-1
antitesttel kezelt allat cochledjabdl készitett metszeteken. A folyamat elsd 1épéseként a
két kezelési csoport 6-6 midmodiolaris metszetét deparaffinaltuk (2x10 perc xylolban
valo aztatas), majd leszallo alkoholsorban rehidraltuk (aztatas abszolut, 95, 80, 70%-0s
alkoholban 5-5 percig). A felesleges vizet elészor 1, majd azt kdvetden 5 percig tartd
desztillalt vizes oOblitéssel eltavolitottuk. A hd indukalta antigén feltarast eldmelegitett
citrat pufferben (pH = 6,5), 6sszesen 10 percig tarté mikrohullami melegitéssel végeztiik
(4 x 1,5 perc és 2 x 2 perc melegités, koztiik azonos hosszusagu sziinetek). A mintak

hiilését kovetden a lemezeket 3x5 percig PBS-ben mostuk. Az endogén peroxidaz
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aktivitas gatlasara PBS-sel készitett 3%-os hidrogén-peroxid oldatot alkalmaztunk (10
perc). PBS-ben valé haromszori mosas utan (3x5 perc) szobahdmérsékleten, 1 doran
keresztiil, 2,5% zsirszegény tejport tartalmazé PBS-ben oldott 2,5%-0s normal
kecskeszérummal (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA 94010, USA) blokkoltuk
az aspecifikus antigénkotodést. Az Ibal-ellenes elsédleges antitestben (1:2000, nyul,
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Neuss, Németorszdg) egy ¢éjszakan
keresztiil 4°C-on inkubaltuk a mintakat. A mintdkra 3x10 perc PBS mosast kdvetden
ramértiik a masodlagos antitestként hasznalt SignalStain® Boost IHC Detection Reagent-
et (HRP, nyul; Cell Signaling Technology, Leiden, Hollandia), amit Gjabb 3x10 perc
PBS-ben vald mosas kovetett. A reakciot InmPACT DAB EqV Substrate Kit (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA 94010, USA) segitségével tettiik lathatova. A
specifikus jelek barnds elszinezddés formajaban voltak detektalhatéak. A 10 percig tartd
csapvizes mosast kovetdéen a mintakat felszallo alkoholsorban viztelenitettiik (egyszer
95%-os és kétszer abszolut alkoholban 1-1 percig) majd 2x5 percig xylolban aztattuk. A
mintak fedése CV mount beagyazoszerrel tortént. A metszetekrdl egy Leica LMD6
mikroszkdppal, atmendfényes tizemmoddban, 40x HC PL Fluotar objektivvel készitettiink

felvételeket. A mintdk fiiggetlen, vak kiértékelését két személy végezte.

5.11. Statisztikai analizis

A szérsejtpusztulas mértékének és az SGN-ek stirliségének meghatarozésa, valamint a
hallaskiiszob illetve a hallaskiiszob eltolodas mérése soran kapott adatok statisztikai
kiértékelése kétszempontos ANOVA-val és azt kovetd Bonferroni post-hoc teszttel
tortént. A szamitdsokat minden vizsgalt frekvencian és a click hangstimuluson kiilon-
kiilon végeztik. A kontroll illetve a selegilin kiilonbdz6 dozisaival kezelt allatok
teststilydnak 0sszehasonlitasara egyszempontos ANOVA-t és azt kovetd Bonferroni post-
hoc tesztet alkalmaztunk. A talélési gorbék meghatarozasat Kaplan-Meier modszerrel, a
gorbék osszehasonlitasat Mantel-Cox és Gehan-Breslow-Wilcoxon probakkal végeztiik.
A csoportonkénti atlagos hallaskiiszob eltolodas, a teststlyvaltozas illetve a talélési arany
Osszehasonlitasanal a GraphPad Prism szoftver 6.01-es verzigjat hasznaltuk. A
hallaskiiszoboknek, a szérsejtpusztulas mértékének tovabba az SGN-ek sitriiségének

Osszehasonlitsa a szoftver 8.4.3-as verzidjaval tortént. Az eredményeket atlag + SEM
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értékek  formajaban  abrazoltuk. A statisztikai  elemzésekkor  alkalmazott

szignifikanciaszintek a kdvetkezok: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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6. EREDMENYEK

6.1. A kronikus selegilin kezelés hatasa a BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsek
hallasfunkciéjara

A selegilin iddskori hallaskarosodas elleni védOhatasat az AHL-re mérsékelten
érzékeny BALB/c és fokozottan érzékeny DBA/2J egértorzsekben vizsgaltuk, két
kisérleti alrészben (Kisérlet 1. és II.) A selegilin kiilonb6z6 dozisainak az allatok
hallasfunkcidjara gyakorolt hatasat rendszeres ABR mérésekkel kovettiik nyomon. A
kisérleti protokollt a 4. dbra mutatja be. A kisérlet részletes leirdsat (alkalmazott
akusztikus stimulusok, mérési idépontok, gyogyszeradagolas, vizsgalt dozisok)
részletesen lasd a 5.3.1 és 5.4 fejezetekben.

Meg kell emliteni, hogy a BALB/c egerek a selegilint nagyobb toménységben
tartalmazd vizbdl jelentdsen kevesebbet ittak (0,58 ml/egér/nap), igy csokkenteniink
kellett az ivoviziik selegilin tartalmat. Kiilonb6z6 koncentraciok tesztelésével és ezzel
parhuzamosan az allatok folyadékfogyasztasanak mérésével valasztasunk a 0,05 mg/ml
koncentracioju oldatra esett. Ennek alkalmazasaval az allatok napi atlagos
folyadékbevitele mar kielégitonek bizonyult (2 ml/nap/egér), azonban a tervezett 15
illetve 45 mg/kg dozisok helyett a megivott dozis csak 4 mg/kg volt. A DBA/2J egerek
vizfogyasztasat nem befolyasolta az ivoviz selegilin  koncentracidja. Ennek
kovetkeztében a kisérlet masodik részében a BALB/c torzs esetén Kett6 (kontroll; 4 mg/kg
selegilin), a DBA/2J torzs esetén pedig harom (kontroll; 15 ill. 45 mg/kg selegilin) csoport

vizsgalatat végeztiik.

6.1.1. Kisérlet I. A kronikus selegilin kezelés (1,5 mglkg) enyhe védéhatast mutatott a
BALB/c allatok idoskori hallaskarosodasanak kialakulasaval szemben

A kontroll BALB/c allatok az életkorral fokozatosan progredialé hallaskiiszob
emelkedést mutattak. A hallaskiiszob eltolddas az allatok 28 hetes korara 15,29 + 3,11
dB, 15,88 +£2,11 dB és 33,53 + 2,96 dB volt az altalunk vizsgalt 4,1; 8,2 és 16,4 kHz-es
frekvenciakon. A frekvenciafiiggetlen click hangstimulus tekintetében nem tapasztaltunk
hallasromlast (7/A abra). A 0,15 mg/kg-os dozisban alkalmazott selegilinnek a click inger
esetén és a 16,4 kHz-es frekvencian lathatd atmeneti, csupan 1-1 adott életkort érintd

hatasa. A selegilin 1,5 mg/kg-os dozisa a 8,2 kHz-es frekvencian enyhén, de tartosan
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csokkentette a hallaskiiszob eltolddasanak mértékét az allatok 12, 16 és 28 hetes koraban.
Hasonl6 mértéki csokkenést tapasztaltunk 16,4 kHz-en, az utols6 mérési iddpontban (7/A

abra).
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7. abra. A kronikus per os selegilin kezelés hatasa az idéskori hallasvesztésre
BALB/c és DBA/2J egerekben (240). A selegilint per os, ivovizben kapték az allatok . A
kisérlet soran a hallaskiiszob valtozasat ABR modszerrel kovettiik nyomon mind click,
mind tone burst (4,1; 8,2 és 16,4 kHz) hangstimulusokat alkalmazva. A BALB/c (A) és a
DBA/2J (B) torzs allatainak kezelése 0,15 illetve 1,5 mg/kg selegilin dézisokkal tortént.
Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk. A # és * a kontrollhoz képest mért szignifikans
kiilonbséget mutatja. 0,15 mg/kg (# p < 0,01), 1,5 mg/kg (kétvaltozos ANOVA,
Bonferroni post-hoc teszt, * p <0,05; ** p <0,01).

A DBA/2]J egértorzs mar fiatal korban kifejez6dd, progressziv halladsromlast mutatott
(7/B ébra). A hallaskiiszob eltolodasanak mértéke, idobeli valtozasa mind a click
hangstimulus, mind a vizsgélt frekvencidk tekintetében hasonld volt a kontroll és a 0,15
mg/kg selegilinnel kezelt csoportokban. Habar a 1,5 mg/kg dézisban alkalmazott selegilin
click inger esetén illetve a 4,1 és 8,2 kHz-es frekvencidkon kiiszobemelkedést okozott, a

hatas atmenetinek illetve csak bizonyos életkorokban jelentkezének bizonyult.

Az adatok alapjan elmondhat6, hogy a selegilin 1,5 mg/kg dozisa enyhe mértékii
védOhatast fejtett ki a BALB/c allatok életkorral Oszefiiggd hallascsokkenésére. Ezzel
szemben ez a dozis inkabb felerdsitette a DBA/2J egerek életkorfiiggd kiiszobeltolodasat.

6.1.2. Kisérlet II. A kronikus selegilin kezelés (4 mglkg) jelentds mértékii védéhatast
mutatott a BALB/c allatok iddskori hallaskdarosodasdanak progressziojaval
szemben

A 1L kisérleti alrészben a BALB/c egerek hallaskiiszob valtozasat az allatok 49 hetes
koraig kovettiik. A kontroll csoport hallaskiiszob értékei a kor elérehaladtaval fokozatos
emelkedést mutattak az altalunk vizsgalt akusztikus stimulusokon (8/A abra). A
legnagyobb mértékii hallasromlast a 16,4 kHz-es frekvencian detektaltuk. A kontroll és a
selegilinnel kezelt (4 mg/kg) csoport hallaskiiszob eltolodasanak mértéke a click és a 4,1
kHz-es frekvencian kozel azonos volt. Ezzel szemben a vegyiilet szignifikdnsan
csokkentette a hallasvesztés kialakulasat a 8,2 illetve 16,4 kHz-es frekvenciakon. A
jelentdés mértékll hallasvédelem az allatok 27 hetes kordban jelentkezett és a kisérlet

tovabbi szakaszaban (22 héten keresztiil) mindvégig megmaradt.
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8. abra. A nagy dozisu, kronikus per os selegilin kezelés mérsékelte a BALB/c
egértorzs életkorral 6sszefiiggd hallasromlasat (240). A DBA/2J egerekben a vegyiilet
nem mutatott védOhatast. A selegilint per os, ivovizben kaptak az allatok, BALB/c torzs
esetén 4 mg/kg (A), DBA/2J torzs esetén pedig 15 illetve 45 mg/kg dozisokban (B)
alkalmazva. A hallaskiiszob valtozdsdit ABR modszerrel kovettik nyomon. ABR
méréseket a BALB/c egértorzson 4-49 hetes életkorban, a DBA/2J torzson pedig 4-19
hetes ¢letkor kozott végeztiink. Az abran a kontrollhoz képest mért szignifikans
kiilonbségeket tiintettiik fel (kétvaltozos ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt). (A) 4
mg/kg (** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001), (B) 45 mg/kg (* p <0,05; ** p <
0,01).

A torzsre jellemzo, fiatal életkorban kezdddd, igen progressziv halldsvesztés
kialakuldsa kovetkeztében a DBA/2J torzs hallaskiiszob valtozasat az allatok 19 hetes
koraig kovettiik, gyakoribb ABR méréseket végezve. A kontroll és a selegilinnel kezelt
(15 illetve 45 mg/kg) csoportok halldsvesztésének mértéke ¢€s iddbeli valtozasa kozel
azonos volt (8/B abra). A 45 mg/kg selegilinnel kezelt csoport esetén szignifikans, de
atmeneti hallasromlas mutatkozott harom vizsgalt idépontban (13 és 19 hetes ¢életkorban

4,1 KHz-en; 5 hetes életkorban 16,4 kHz-en).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kronikus, oralis formaban alkalmazott selegilin
kezelés 4 mg/kg dozisban a magas frekvencidkon jelentdsen csokkentette a BALB/c
egértérzs hallasromlasanak mértékét, az allatok 27 hetes koratol kezdédden. Ezzel
szemben a selegilin magasabb dozisai (15 és 45 mg/kg) a DBA/2J egértorzs

hallascsokkenésének progresszidjat nem befolyasoltak.

6.2. A kronikus selegilin kezelés hatasa a BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsek
folyadékfogyasztasara, testsulyara és élettartamara

A hosszu kezelési id6 miatt a selegilint per 0s, az ivovizzel adagoltuk. A kezelés

teljes id6tartama soran folyamatosan monitoroztuk az allatok folyadékfogyasztasat illetve

testsulyat, meghatarozva a selegilin napi bejutott dozisat (mg/kg). Emellett a kisérlet

hosszan tart6, kronikus jellegébdl adodoan, tovabba a selegilinnel kapcsolatos korabbi,

¢élethossz noveld eredmények (254) alapjan megvizsgaltuk, hogy a selegilin kezelés

befolyasolja-e a vizsgalt egértdrzsek €lettartamat.
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6.2.1. A kronikus selegilin kezelés (4 mg/kg) csokkentette a BALB/c egértorzs
folyadékfogyasztasat

Az 1. kisérleti alrészben, a kezelési iddszak utols6 harmadaban a kis dozisu selegilin

kezelés csokkentette a BALB/c allatok folyadékfogyasztasat (9/A abra). A 0,15 és 1,5

mg/kg selegilinnel kezelt, 28 hetes kort BALB/c egerek atlagos folyadékfogyasztasa 4,44

¢és 3,72 ml/egér/nap volt, szemben a kontroll allatok 5,40 ml/egér/nap vizbevitelével. A

selegilin 0,15 illetve 1,5 mg/kg dozisokban alkalmazva nem befolyasolta a DBA/2J

egerek vizfogyasztasat (9/A abra). Az adatok statisztikai elemzésére nem volt lehetdség

az egerek csoportos elhelyezése miatt (10 egér/ketrec).
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9. abra. A kiilonb6z6 doézisokban alkalmazott krénikus per os selegilin kezelés
folyadékfogyasztasra gyakorolt hatasa BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsekben
(240). A Modszerek fejezetben korabban leirtaknak megfelelen a selegilin adasa per os,
ivovizben oldva tortént. A kisérlet soran allatketrecenként folyamatosan kovettiik az
allatok folyadékfogyasztasat (ml/egér/nap), hogy kiszamolhassuk a selegilin bejutott
dozisat. (A) 0,15 és 1,5 mg/kg (Kisérlet I) tovabba (B) 4, 15 és 45 mg/kg (Kisérlet II)
doézist selegilin kezelés hatasa a BALB/c és DBA/2J egértorzsek folyadékfogyasztasara.
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A 1L kisérleti alrészben, a BALB/c egerek 4-49 hetes életkoraban végzett kisérleti
periédus soran a kontroll allatok folyadékfogyasztisa az atlagos napi 2,74-3,31 ml/egér
bevitelrol 8,12-8,85 ml/egér-re nétt. Ezzel szemben a 4 mg/kg dozisu selegilinnel kezelt
csoport allatainak folyadékfogyasztisa a teljes kisérlet soran atlagosan 1,61-2,14
ml/egér/nap kozott ingadozott (9/B abra). A folyadékfogyasztasban mutatkozott jelentds
kiilonbség ellenére mindkeét kezelési csoport allatai a kisérlet teljes ideje alatt jo egészségi
allapotban voltak. A DBA/2J torzs kezelési csoportjainak napi atlagos folyadékbevitele a
kisérlet 9. kezelési hetéig kozel azonos volt. Ezt kdvetden a 45 mg/kg dozisa selegilin

csoport folyadékfogyasztasa kismértékben meghaladta a masik két csoportét (9/B abra).

6.2.2. A kronikus selegilin kezelés (4 mg/kg) csokkentette a BALB/c egértorzs
sulygyarapoddsanak mértéket

A kisérlet soran rendszeresen mértiik az allatok testsulyat a selegilin napi bejutott
dozisanak (mg/kg) kiszamitdsahoz.

Az |. kisérleti alrészben a BALB/c torzs kontroll allatainak teststlya az allatok 6-28
hetes kora kozott 16,40+0,18 g-rol 30,11+0,34 g-ra nétt. A selegilin alkalmazott
legkisebb dozisa (0,15 mg/kg) nem volt hatassal az allatok sulygyarapodasara, 1,5 mg/kg
dozisban azonban harom idépontban csokkentette annak mértékét (p < 0,01 12 és 16 hetes
korban; p < 0,001 28 hetes korban) (10/A abra). A kontroll DBA/2J egerek atlagos stlya
15,7+0,26 g-rol 27,7 0,51 g-ra nétt (6-22 hetes korig), szemben a 0,15 mg/kg doézisu
selegilinnel kezelt csoporttal, amely csoport sulygyarapodasa az allatok 7-17 hetes kora
kozott ennél kisebbnek bizonyult (p < 0,05 — p < 0,001; 7-17 hetes életkorban) (10/A
abra). A szignifikans kiilonbségek ellenére minden csoport atlagos teststilya illetve
sulygyarapodasa illeszkedik az adott altdrzsre jellemzd normal stlygyarapodas

tartomanyaba (255, 256).
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10. abra. A Kkiilonb6z6é dézisokban alkalmazott kronikus per os selegilin kezelés
testsulyvaltozasra kifejtett hatasa BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsekben (240).
A folyadékfogyasztashoz hasonldan a kisérlet soran folyamatosan kovettiik az allatok
teststulyanak valtozasat, a selegilin bejutott dozisanak kiszamitasahoz. (A) Alacsonyabb
(0,15 és 1,5 mg/kg; Kisérlet I) és (B) magasabb (4 mg/kg illetve 15 és 45 mg/kg; Kisérlet
1) dozisu selegilin kezelés testsulyvaltozasra kifejtett hatdsa BALB/c és DBA/2J
egerekben. A testsulyra vonatkozo adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk (egyszempontos
ANOVA-t, Bonferroni post-hoc teszt, **** p < 0,0001).

A 1L kisérleti alrészben a kontroll BALB/c allatok testsulya 16,70+0,30 g-rol
31,37+0,51 g-ra nétt a 45 hétig tartd kisérleti periodus soran. A 4 mg/kg dézisu selegilin
kezelés szignifikans mértékben csokkentette az allatok stilygyarapodasat (17,53+0,32 g —
26,35+0,49 Q) a kisérlet teljes idétartama alatt (10/B abra). Ez a 10-18 % sulybéli eltérés
azonban 6sszhangban all az allatkisérletek etikai iranyelveivel (257-259) és illeszkedik a
tenyészt6 altal kozzétett, 3-15 hetes, BALB/cAnNCrl altérzsre vonatkozé normal
stlygyarapodas tartomanyaba (256). Ezen tulmenden a selegilinnel kezelt allatok a
kontroll csoportokhoz hasonléan nem mutattak sem fajdalom, sem szorongas jeleit. Mind
megjelenésiik, mind viselkedésiik a kisérlet teljes idOtartama alatt normalis volt. A

sulygyarapodas mértékének csokkenése feltehetéen a BALB/c torzs izpreferencidja miatt
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fellépett csokkent folyadékbevitel kovetkezménye (260). A DBA/2J kontroll allatok
testsulya 14,40+0,54 g-rol 29,1140,43 g-ra valtozott az allatok 4-19 hetes koraban. A 15
mg/kg dozist selegilinnel kezelt csoport ehhez hasonlé mértékii sulygyarapodast
(14,00+0,63 g — 28,12+0,55 g) mutatott. Ezzel szemben a 45 mg/kg selegilin kezelés az
allatok 13 és 19 hetes kora kozott csokkentette a stlygyarapodas mértékét (16,50+0,52 g
— 26,86+0,65 g) (10/B abra).

6.2.3. A kronikus selegilin kezelés nem befolyasolta az allatok élettartamat

Ahogy a 11/A abran lathato, az 1. kisérleti alrészben a BALB/c allatok talélési aranya
mindharom kezelési csoport esetén kozel azonos volt. A Kaplan-Meier-moédszerrel
végzett, log-rank (Mantel-Cox) és Gehan-Breslow-Wilcoxon teszteken alapuld analizis
nem mutatott statisztikai kiilonbséget. Az allatok 28 hetes kordban a kontroll csoport
tulélési aranya 90%, a 0,15 és 1,5 mg/kg selegilinnel kezelt csoportoké pedig 85 illetve
90,5% volt. A 0,15 és 1,5 mg/kg selegilinnel kezelt DBA/2J egerek 22 hetes korukban
95% illetve 95,7% -os talélési aranyt mutattak, ezzel szemben a kontroll csoport
valamennyi allata tulélte a kisérleti iddszakot (11/A &bra). Ezen eredmények alapjan a
kronikus selegilin kezelés 0,15 és 1,5 mg/kg dézisokban alkalmazva nem befolyésolta a

BALB/c illetve DBA/2J egértorzsek tulélési valoszinliségét.
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11. abra. A krénikus per os selegiline kezelés egyik alkalmazott dézisban sem
befolyasolta szignifikainsan a BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsek tulélési
valésziniiségét (240). A Kaplan-Meier-féle diagramok a per os selegilin kezelés
kiilonbozé dozisainak hatasat mutatjak a talélési aranyra vonatkozéan BALB/c és
DBA/2] egerek kezelési csoportjaiban. A talélési elemzésekhez Mantel-Cox és Gehan-
Breslow-Wilcoxon teszteket alkalmaztunk.

A II. kisérleti alrészben a 4 mg/kg dozisu selegilinnel kezelt BALB/c éllatok a 45
hetes kezelési periddust kovetden 90%-os tilélési aranyt mutattak, amely érték nem tért
el szignifikansan a 80%-os tulélést mutatd kontroll csoportétol (11/B abra). A 45 mg/kg
dozisu selegilinnel kezelt DBA/2J egerek a kisérlet végén csak 70%-os talélést mutattak,
azonban ez nem kiilonbozott szignifikansan sem a kontroll (90%), sem a 0,15 mg/kg
selegilint kapo (89,5%) kezelési csoportok tulélési aranyatol (11/B abra). Bar a selegilin
statisztikailag nem befolyasolta az allatok tulélését, a selegilin nagyobb doézisainak
alkalmazasakor a BALB/c egértdrzs esetében a talélési arany kismértékii ndvelésére, a
DBA/2J egerekben pedig annak mérsékelt csokkentésére iranyuld hatast figyelhetiink
meg.
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6.3. A PD-1 gatlo kezelés nem befolyasolta a C57BL/6 allatok hallasfunkcidjat
Annak érdekében, hogy meghatirozzuk, a PD-1 gatlé kezelésnek van-e hatdsa a
hallasfunkciodra, kiilonb6z6 akusztikus stimulusokat alkalmazva (4, 8, 16, 24, 32 kHz ¢és
click hangstimulus), PD-1 gatl6 és izotipus kontroll antitesttel kezelt C57BL/6J egerek
hallaskiiszob értékeit hasonlitottuk 0ssze. A halldsfunkci6 vizsgalatat a négy hétig tartd
kezelési periodust kovetden végeztiik. A mért hallaskiiszob értékek mindkét csoport
esetén megfeleltek a C57BL/6J egértorzs hasonlod kora allataira jellemzd értékeknek.
Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget sem a frekvenciafiiggetlen click

hangstimulus, sem a vizsgalt frekvenciak (4-32 kHz) esetén (12. abra).
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12. abra. A PD-1 gatlo terapia nem befolyasolta a CS7TBL/6J allatok hallaskiiszob
értékét (241). A funkciondlis halldsvizsgalatra alkalmas ABR méréseket a 4 hetes
kezelési periodust kovetden végeztiik. A hallaskiiszob értékekben nem mutatkozott
kiilonbség sem a frekvenciafiiggetlen click, sem a burst hangstimulusok (4, 8, 16, 24 ¢és
32 kHz) esetén az izotipus kontroll (n=10) és az egér anti-PD-1 antitesttel (n=9) kezelt
allatok kozott. Az adatokat atlag + SEM-ben adtuk meg (kétvaltozos ANOVA,
Bonferroni post-hoc teszt *p < 0,05).
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6.4. A PD-1 gatlo kezelés hatasanak vizsgalata a belséfiil morfologiajara
Megvizsgaltuk a PD-1 gatlo immunterapia bels6fiilre kifejtett hatasat az SNHL-ek

soran elsddlegesen érintett receptor sejtekben €s elsddleges halloneuronokban.

6.4.1. A PD-1 gatlas az apikalis és kozépsé kanyarulatokban nem befolyasolta a
szorsejtek szamat, a bazalis kanyarulatban azonban mérsékelte a kiilsé szdrsejt
veszteséget

A Corti-féle szerv szérsejtjeinek épségét az Alexa Fluor 594 Phalloidinnel jel6lt aktin
filamentumok és a DAPI-val megfestett sejtmagok vizsgalataval hataroztuk meg. A 32
kHz-nél alacsonyabb frekvenciakon egyik kisérleti csoportban sem tapasztaltunk
szbrsejtpusztulast. A 32 kHz feletti frekvenciakon viszont a PD-1 gatld terapiaban
részesiild allatok mérsékeltebb OHC pusztulast mutattak (13/B abra), 6sszehasonlitva a
kontroll allatokban megfigyelt OHC veszteséggel (13/A abra). A bazalis régiod
legmagasabb frekvenciaihoz kozeledve a kontroll allatoknal csaknem 100%-0s volt az
OHC pusztulas mértéke. Az OHC-k szamaban bekovetkezd veszteség PD-1 gatlo kezelés
hatasara kortlbeliil 60-70%-ra mérséklodott ebben a régidban. Az apikalis, kozépso és
bazalis kanyarulatok mm-re szamitott szérsejtstirliségeinek statisztikai analizisekor
(kétvaltozos ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt) a bazalis részen megfigyelt eltérés az
OHC-k szamaban szignifikansnak bizonyult (13/D abra). Az IHC-k tekintetében egyik
régidban sem volt kiilonbség a két csoport kozott (13/C abra).

A PD-1 gatlo antitest kezelés nem befolydsolta az ép szorsejtek szamat sem az
apikalis, sem a kozépsé kanyarulatokban, azonban védohatast fejtett ki a bazalis
szegmensben. A szorsejtek illetve sejtmagok allapotat az izotipus kontroll (13/E ébra)
illetve az anti-PD-1 antitesttel kezelt csoportok (13/F abra) Corti-féle szervének apikalis,

koz€épso tovabba bazalis szakaszardl késziilt reprezentativ felvételek szemléltetik.
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13. abra A PD-1 gatlo immunterapia nem befolyasolta a szérsejtek szamat a cochlea
apikalis és kozépso kanyarulataiban, ezzel szemben a bazalis kanyarulatban a kiilsé

szorsejtekre iranyulé védéhatiast mutatott (241). A kontroll (A) és az anti-PD-1
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antitesttel kezelt (B) allatok (n = 6 egér/csoport) szOrsejtpusztulasdnak mértéke a cochlea
csticsatol (apex) mért tavolsag illetve a frekvencia fliggvényében (cochleogram). A 32
kHz-et meghalad6 frekvenciakon a C57BL/6J egértorzsre jellemzé OHC pusztulds
figyelhetd meg, amelynek mértéke kisebb a PD-1 gatl6 antitesttel kezelt csoportban. Az
oszlopdiagramok az IHC-k (C) és OHC-k (D) atlagos stirtiségét abrazoljak a Corti-szerv
szenvedtek az anti-PD-1 antitesttel kezelt csoport esetében (D). (E,F): A Corti-féle szerv
régioirdl készitett reprezentativ felvételek. A szdrsejtek lathatova tétele Alexa Fluor 594
Phalloidin (piros) és DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindo) (kék) festéssel tortént. Az
adatok az atlag + SEM értékeket mutatjak (kétvaltozos ANOVA, Bonferroni post-hoc
teszt, *p < 0.05). IHC: bels6 szdrsejtsor; OHC1/2/3: 1., 2. és 3. kiilsd szdrsejtsorok.

crer

egyik kanyarulataban sem valtoztatta meg

A hematoxylin-eozinnal festett metszeteken (14/A abra) egyik cochlearis

cres

(14/C abra) illetéen. A neuronok mindkét kezelési csoportban épnek mutatkoztak,

degeneracio jelei nem voltak felfedezhetdek.
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14. abra. A belséfiil spiralis ganglion neuronjainak hematoxilin-eozin festése (241).
(A) 6,3x objektivvel késziilt reprezentativ felvétel a cochlea keresztmetszetérol. A
metszést a modiolus tengelyével parhuzamosan végeztiik. A négyzetek a cochlea apikalis

(a), kozépso (k) és bazalis (b) régiojaban elhelyezkedé SGN-eket jelolik. (B) A cochlea 3

o

régidjaban mért SGN sliriség oszlopdiagramja. Az adatok az atlag £+ SEM értékeket
abrazoljak. A statisztikai analizis (kétvaltozos ANOVA, Bonferroni post-hoc teszt, *p <

0,05) nem mutatott szignifikans kiilonbséget az izotipus kontroll és az egér anti-PD-1
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antitesttel kezelt csoport kozott (n=4 egér/csoport, cochleanként 5 metszet atlaga). (C)
40x nagyitassal késziilt reprezentativ felvételek cochlea 3 kanyarulatdban elhelyezkedd
SGN-ekrdl. A két kezelési csoport neuronjai sem szambeli, sem morfoldgiai kiillonbséget
nem mutattak. A diagramokon az atlag + standard hiba értékeit abrazoltuk. SGN: spiralis

ganglionsejt.

6.5. APD-1 gatlo kezelés az Ibal-pozitiv makrofagok szamat az apikalis és kozépso
kanyarulatokban nem befolyésolta, a bazalis kanyarulatban megemelte
mentén, a stria vascularisban €s a ligamentum spirale tertiletén detektaltunk. Az izotipus
kontroll és a PD-1 gatloval kezelt csoportok Ibal-pozitiv makrofagjainak szama a cochlea
apikalis és kdzépso kanyarulataiban nem kiilonb6zott egymastol. A bazalis kanyarulatban
azonban az Ibal-pozitiv makrofagok szamaban egy megkdzelitbleg 1,56-szoros

novekedést tapasztaltunk a PD-1 gatld csoport esetén (15. abra).
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15. abra. Reprezentativ felvételek a cochlea bazalis kanyarulatéban kimutatott
(B) erdteljesebb DAB reakcidt, azaz emelkedett makrofagszamot mutatott az izotipus
kontroll csoporthoz (A) képest. Az anti-PD-1 antitesttel kezelt csoport (n=3) anti-egér-
Ibal immunhisztokémiaval detektalt Ibal-pozitiv sejtjeinek szdma 1,56-szorosa az
izotipus kontroll csoportban (n=2) kapott értéknek. A romai szamok az SGN-eknek (1.),

a bipoléris neuronok periférids nyﬁlvényainak (II.), a stria vascularisnak (III.) tovabba a

crer
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7. MEGBESZELES

Annak ellenére, hogy a hallaskarosodas a leggyakoribb idegrendszert érintd
betegség, szenzorineuralis formainak gyogyszeres terapiaja nem megoldott. Az elmult
évek soran szamos vegyiilet esetén végeztek preklinikai vizsgalatokat, azonban eddig
egyik szer sem bizonyult igazan hatékonynak. Egyediili megoldast jelenleg a kiilonféle
hallasjavito késziilékek (hallokésziilék, cochlearis implantatum) alkalmazasa jelenthet,
azonban a természetes hallast ezen eszkdzok sem képesek potolni, hatékonysagukat pedig
szdmos tényezd befolyédsolja. Ennek kovetkeztében kiemelt jelentdséggel bir mind a
hallaskarosodéas mérséklése/gatlasa, mind a hallascsokkenés megeldzése.

Jelen kutatasok fokuszaban egyrészt potencialis hallasvédd vegyiiletek keresése,
masrészt a hallaskarosodast kivaltod tényezok (pl. kiilonbozd vegyliletek) feltérképezése
all (139, 140). Figyelembe véve a leggyakoribb SNHL formak (AHL, NIHL, DIHL)
hatterében allo, eddig ismert patoldgiai folyamatokat (oxidativ stressz, neuronkarosodas,
apoptozis), a preklinikai kisérletek elsdsorban a redox rendszert befolyasolo, az
elsddleges halloneuronok aktivitasara hatdé valamint az apoptotikus folyamatok
szabalyozasaban résztvevé vegyliletek vizsgalatdra irdnyulnak. Az emlitett
mechanizmusok mellett az elmult években az immunrendszer hallasban illetve a
hallaskarosodasok kialakuldsdban betoltott szerepével kapcsolatos vizsgalatok a
hallaskutatas teriiletének fokuszaba (,,hot topic”) keriltek. Kimutattak, hogy az
immunrendszer amellett, hogy védelmi szerepet tolt be a belséfiil miikodésében, a
kiilonb6z6 SNHL-ek kialakuldsanak hatterében is jelentds koroki tényezd. Ezaltal az
immunmodulatorok mint 0j potencialis hallasvédé/hallaskarositdo vegyiiletek jelentek
meg a hallaskutatasban (261, 262).

Kisérleteink  kozéppontjaban olyan vegyiiletek vizsgalata allt, amelyek
hatdsmechanizmusuk alapjan potencialis otoprotektiv illetve ototoxikus hatassal
rendelkezhetnek. A fent leirtak alapjan relevansnak gondoltuk megvizsgalni a
neuroprotektiv, antiapoptotikus, antioxidans tulajdonsdgokkal rendelkezd, tovabba az
immunfolyamatokat is befolyasolo selegilin Iehetséges hallasvédé hatasat a leggyakoribb
SNHL forma, az AHL egérmodelljében. Masrészt kontrollalt, objektiv vizsgalatokkal
szerettilk volna megvizsgalni, hogy az eldzetes vigilancia jelentésekben és harom
esettanulmanyban megjelend hallasromlas valoban a daganatellenes

immunellendrzépont-gatld terdpidnak a mellékhatasa-e. A PD-1 gatld terdpia az
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immunrendszer talaktivaldédasahoz és autoimmun szervkarosodasokhoz vezethet, ami

involvalhatja a hallorendszert is, hallaskdrosodést okozva.

7.1. A selegilin, mint potencialis otoprotektiv vegyiilet és vizsgalata az AHL
egérmodelljeiben

Az AHL az id6s6do lakossag egyik leggyakrabban eléforduld neurodegenerativ
betegsége. A hatékony kezelés igénye ellenére az AHL farmakoterapiaja maig nem
megoldott, elsdsorban a betegség kialakulasanak hatterében allo6 patomechanizmusok
Osszetettsége miatt. Az X-kromoszoma kapcsolt apoptozis-gatlo fehérje és mas apoptodzist
gatld molekulak hasznalata (263), tovabba antioxidansok (264, 265) vagy neuroprotektiv
vegyiiletek (129) alkalmazasa mar szamos allatkisérletben véd6 hatasunak bizonyult,
azonban ezen vegyiiletek egyike sem valtotta még be a hozza fiz6tt human terapias
reményeket. Az FDA altal jovahagyott, Parkinson-kor elleni gyogyszer, a selegilin
komplex neuroprotektiv, antioxidans €s antiapoptotikus hatasu, emellett immunmodulalé
tulajdonsagokkal is rendelkezik. Tovabbi elénye, hogy a selegilint a klinikumban mar
évtizedek oOta alkalmazzak, ezaltal szdmos eredmény 4ll rendelkezésiinkre a szervezetre
gyakorolt hatdsaval kapcsolatban €s nem kell tartanunk stlyos, nem vart toxicitsi
reakcioktol. Ezen ismeretek birtokaban — gondolva a repositioning lehetdségére —
érdemesnek tartottuk megvizsgalni, hogy a selegilin pozitiv hatast gyakorol-e a
presbycusisra €s csokkenti-e a betegség progressziojat.

A selegilin kiilonb6z6 dozisainak AHL-re gyakorolt hatasat két AHL egérmodellben
vizsgaltuk. A két egértdrzs jelentds kiilonbséget mutat a hallaskarosodas iddbeli
alakulasat tekintve, amelynek hatterében genetikai tényezok allnak. A BALB/c egértorzs
fokozatosan progredidld hallascsokkenése az allatok 4 hetes kordban kezdddik,
els6sorban a magasabb frekvencidkat érintve. Szamottevd hallaskiiszob emelkedés az
allatok 24-28 hetes koraban figyelhetd meg, amely 10 honapos korukra valik jelentéssé
(100, 266). A DBA/2J egerekben az életkorral Gsszefiiggd hallasvesztés korabban, az
elvélasztas utan elkezdddik €s a torzsre jellemzd igen progressziv halldsvesztés mar az
allatok 3 honapos korara kialakul (100, 266, 267). Mivel az AHL idébeli lefolyasaban a
human populacioban is eléfordulnak egyéni kiilonbségek, az AHL elleni potencialis

hallasvédd vegyiiletek vizsgalata eltérd progresszidju halladsvesztést mutatod
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egértorzsekben noveli a kisérlet transzlacios értékét. Ezenkiviil két kiilonbozo egértorzs

bevonasa javitja a eredmények altalanosithatésagat is.

7.1.1. A kronikus selegilin kezelés hallasfunkciora gyakorolt hatdsa és annak hatterében

allo lehetséges mechanizmusok

Tekintettel a két torzsben fellépd AHL progresszidjara, ugy gondoltuk, hogy a
selegilin fiatal kortol torténd kronikus alkalmazasa elénydsebb lehet. A kezelést az 1.
kisérleti alrészben az éllatok 6 hetes, a II. alrészben pedig az allatok 4 hetes koraban
kezdtik és a teljes kisérleti periodus alatt folytattuk. A selegilin 4 mg/kg dozisban
alkalmazva mérsékelte az AHL kialakulasanak progressziojat BALB/c egerekben. Ez a
dozis 20 mg/nap human doézisnak felel meg (268), amely a klinikumban a Parkinson-kor
kezelésére alkalmazott 5-10 mg napi dozis 2-4-szerese (240). A hallasvédelem az allatok
27 hetes koraban valt jelent6ssé €s a kisérlet soran mindvégig megmaradt. A szignifikans
védbhatas kiterjedt az egerek hallasérzékenységi optimum tartomanyara (~15-20 kHz),
ami megfeleltethetd az emberi hallasoptimum ill. beszédértés ~2-4 kHz-es
tartomanyanak. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a selegilin otoprotektiv hatasat a
beszédértés szempontjabol legfontosabb frekvenciatartomanyban is kifejti.

A  BALB/c egértorzzsel szemben a selegilin a DBA/2] egértorzs
hallascsokkenésének progresszidjat nem befolyasolta. Feltételezésiink szerint ennek oka
az eltérd genetikai hattérben keresendd. Kiilonbozo tipusu Ahl gének jelenléte fokozza az
AHL kialakulaséanak lehetdségét. A BALB/c torzs homozigdta az Ahll allélra, amig a
DBA/2J torzs nagyobb érzékenysége az Ahll, AhI8 és Ahl9 gének jelenlétének
koszonheté (269-271). A selegilin hatékonysagaban mutatkozd kiilonbségek oka
feltehetéen a DBA/2J torzsben jelenlévd tobb, AHL-re hajlamosité gén egyidejii
jelenléte, amelynek eredménye egy progresszivebb, sulyosabb fok és valosziniileg
Osszetettebb patologiai hatteret mutatdé AHL forma kialakulasa.

A selegilin DBA/2J torzsben mutatott hatdstalansdga nem csokkenti a BALB/c
egerekben tapasztalt hallasvédelem jelent6ségét. Az eltér6 genetikai hatterti
egértorzsekhez hasonldan az életkorral Osszefiiggd hallascsokkenéshez vezetd egyéni
hajlam emberekben is megfigyelhetd, amelynek hatterében szintén genetikai tényezdk
allnak (272-275). Ennek eredményeként terapiarezisztens és kezelésre reagald betegek

csoportjait kiilonithetjiik el (129). Feltételezésiink szerint a selegilin otoprotektiv hatasat
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a betegek egy adott alcsoportjaban, az egyéni genetikai hattért6l fiiggden fejtheti ki

(személyre szabott orvoslas).

Felmeriil a kérdés, hogy milyen mechanizmusok allhatnak a selegilin otoprotektiv
hatasanak hatterében. A selegilin neuroprotektiv, antiapoptotikus, antioxidans valamint
dopamin lebomlast és visszavételt gatld hatasai az altalunk alkalmazott 4 mg/kg dozisban
érvényesiilnek (276, 277). Feltételezésiink szerint ezen hatasai, kiilonb6zé mértékben
egyarant hozzajarultak a hallasvédo hatas kialakulasahoz.

Ismeretes, hogy az OHC-k és az SGN-ek degeneracidja az AHL egyik meghatarozo
patologiai tényezdje (100). A DBA/2J) torzs esetén ezen sejtek stlyos mértékd,
¢letkorfiiggd elvesztése mar fiatal egerekben is megfigyelhet6 (100). Irodalmi adatok
alapjan az allatok hallasfunkcidjanak korai elvesztése nagy valosziniiséggel az OHC-k
progredidlo pusztulasa jellemzd. Az SGN-ek elvesztése az allatok ~4 honapos kordban
kezdddik és fokozatosan halad elére (100, 278, 279). Néhany hét elteltével a sejtek
pusztulasa a hallaskiiszob emelkedésében is manifesztalodik. Az OHC-k elvesztése a
cochlea kdzépso régiojaban a degradacioé megjelenése csak az allatok 10 honapos koraban
figyelheté meg, a bazalis régional kisebb mértékben (100). Kisérleteinkben a selegilin 4
mg/kg-os dozisaval kezelt csoportban a hallasvesztés mértékének csokkenését 27 hetes
kortol figyeltiik meg a 8,2 illetve 16,4 kHz-es frekvencidkon. A védéhatas megjelenési
ideje jol korreldl a BALB/c egértorzs SGN elvesztésének idobeli megjelenésével,
pusztulasa és nem az OHC-k karosodasa a jellemzd koroki folyamat. Ennek alapjan
feltételezziik, hogy a selegilin altal kivaltott neuroprotekcié az AHL elleni otoprotektiv
hatas egyik 6 tényezdje.

A selegilin antioxidans hatdsa szintén hozzdjarulhatott a hallasvédelem
kialakulasahoz, amelynek hatterében tobbféle mechanizmus is allhat. A MAO enzimek
altal katalizalt aminoxidécio egyik végterméke a H202, amely tovabbi ROS-ok képzddése
révén Is citotoxikus reakciokat indukal (280). A selegilina MAO enzim gatlasan keresztiil
mérsékelheti az oxidativ stresszt, ezaltal a citotoxikus folyamatokat. A nuklearis faktor-

eritroid 2 kapcsolt faktor 2 (Nrf2) kiemelt szerepet jatszik a sejtek redox
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homeosztazisanak fenntartasaban (281). Ezen transzkripcios faktor csokkent expresszioja
szerepet jatszik az AHL kialakulasaban (281). A selegilin fokozza a Nrf2 nuklearis

crer

ARE) val6 kapcsolodasat, ezaltal kozvetve képes csokkenteni az oxidativ stressz mértékét
(282).

A selegilin otoprotektiv hatdsaban szerepet jatszo tovabbi mechanizmus a DA
felszabadulast fokozo hatasa lehet. A glutamat tulzott mértéki felszabadulasa az IHC-
kbol az SGN-ek IHC-kel képzett szinapszisanak karosodasahoz, sulyosabb esetben a
teljes ganglionsejt halalahoz vezet (34-36). Ezt az excitotoxikus tulaktivaciot gatolja a
LOC efferensekbdl felszabadulo DA. A LOC efferensek axodendritikus szinapszisokat
képeznek az SGN-eken ¢és a glutamat posztszinaptikus hatasat csokkenté DA
felszabaditasa révén védik az IHC-SGN szinapszist (35, 91, 102, 113, 283). 1d6s6d6
allatokban korabban megfigyelték a cochledris dopaminerg rendszer életkorral
Osszefliggd valtozasat. Vicente-Torres és munkatarsai a DA ¢és az abbdl képzodott
amely mint kompenzacidés mechanizmus jatszhat szerepet az l-es tipusi neuronok
életkorral 0sszefliggd elvesztésével szemben (284). Ezen ismeretek alapjan elméletileg
minden olyan gyogyszer, amely fokozza a LOC-DA rendszer miikodését, potencidlisan
otoprotektiv (102, 112, 285). A selegilin a MAO enzim gatlasan keresztiil befolyasolja a
dopaminerg neuronalis transzmissziot és fokozza a DA felszabadulasat (286, 287).
Polony és munkatarsai kimutattak, hogy a rasagilin - a selegilin rokon vegyiilete (212) -
a DA metabolizmus és felvétel gatlasaval fokozta a DA felszabadulasat a LOC
terminalisokbol egér cochlearis preparatumban és mérsékelte az aminoglikozid
antibiotikum altal kivaltott hallaskarosodast (102). Ezen tulmenéen a DA-receptorok
érzékenysége selegilin kezelés hatasara nem valtozik (288), amely magyarazatként
szolgalhat a hosszu tava selegilin kezelés mellett is fennmaradt hallasvédelemre.

A selegilin jol ismert hatasai mellett a vegyiilet immunrendszerre kifejtett hatasa
szintén hozzdjarulhatott az AHL-lel szemben mutatott véddhatdsdéhoz. Az AHL
kialakuldsanak hatterében 4llo, eddig kevésbé feltdrt mechanizmus az életkorral
Osszefliggd kronikus, alacsony szintii steril gyulladas (,,inflammaging”) (289). Ennek

soran a szervezet egyre kevésbé képes a proinflammatorikus proteinek termelédésének

crer
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eliminacigjara. A folyamat végsé soron a proinflammatorikus fehérjék illetve
sejttormelékek felhalmozodasahoz vezet (290, 291). Feltételezésiink szerint a selegilin
tobbek kozott a citokin termelddés befolyasolasa, az oxidativ stressz mérséklése, a MAO-
B gatlasa illetve a DA szint emelése révén szerepet jatszhat a belsofiil
immundiszfunkcioja kovetkeztében fellépd karosodas mérséklésében. A selegilin
fokozza a természetes 0losejtek termelddését, befolydsolja a citokinek bioszintézisét
(213, 214). Ennek révén segitheti a kronikus gyulladas soran felhalmozddott
sejttortemelék eltavolitasat. A gyulladdsos reakciok moduldlasanak egyik fontos
tényezOje az oxidativ stressz. Redox-egyensulyban az immunvalasz mint védekezési
mechanizmus 1ép fel. A redox-egyensuly felborulasa soran az immunrendszert modulald
jelatviteli utak megvaltoznak, ami az immunvélasz szabélyozédsi zavarahoz, a
proinflammatorikus valaszok tilstulyahoz vezet (292). Ezek alapjan a selegilin az oxidativ
stressz csokkentése révén képes mérsékelni a fokozott ROS képzddés okozta gyulladast
(293). Az aminok MAO enzim altal kozvetitett lebontasakor H.O> (280), aldehidek és
ammonium képzddnek. Ezen metabolikus végtermékek mindegyike képes gyulladasos
folyamatok indukalasara (216). A selegilin a MAO-B enzim gatlasaval csokkentheti ezen
metabolitok képzddését, ezaltal mérsékelheti az altaluk kivaltott gyulladast. A DA mint
neurotranszmitter szerepet jatszik az immunfolyamatok szabalyozasaban. Receptorai
valamennyi immunsejt alpopulacion megtalalhatok, amelyek révén részt vesz ezen sejtek
Képes a nyugvo T-sejtek aktivalasara, a stimulalt T-sejtek mitkodésének gatlasara (295)
valamint a D1 receptoron keresztiil gatolja az NLRP3 inflammaszoma aktivaciot (217).
Az NLRP3 expresszidja az ¢letkor elérehaladtaval fokozodik a cochleaban, amely
folyamat szerepet jatszik az AHL kialakulasaban (296). Ezen irodalmi adatok alapjan a
selegilin a DA szint emelésén keresztiil csokkentheti az NLRP3 inflammaszoma altal
okozott IL-1B és IL-18 proinflammatorikus citokinek termelodését (289), ezaltal az

altaluk kivaltott gyulladdsos folyamatokat.
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7.1.2. A kronikus selegilin kezelés hatiasa a BALB/c illetve a DBA/2J egértorzsek
folyadékfogyasztasara, testsulyara és élettartamara

A selegilin amellett, hogy mérsékelte a BALB/c egértorzs életkorral kialakuld
hallasvesztését, nem vart hatdsként befolyasolta ezen torzs folyadékfogyasztasat illetve
sulygyarapodasat.

A kronikus kisérlet soran a selegilint per os formaban, az ivovizben oldva adagoltuk.
Egy gyogyszer alkalmazasanak ezen moddja szamos elénnyel jar. Amellett, hogy
kikiiszoboli a napi parenteralis injekciok illetve gavage okozta stresszt, csokkenti a
fertozések kockazatat. Ezen tilmenden ez a leggyakoribb humdan adagolasi méd a
Klinikumban (297, 298). Szamos korabbi tanulmanyban a selegilint ilyen moddon
alkalmazva nem tapasztaltak valtozast az allatok folyadékfogyasztasaban (299-301) és
megfeleld addsmodnak bizonyult. Kisérleteinkben, az irodalommal ellentétben, a
selegilin ivévizben torténd adagoldsa a BALB/c egereknél koncentraciofiiggd modon
csokkentette a folyadékfogyasztas mértékét. Ennek kovetkeztében jelentdsen
csOkkentenilink kellett az ivoviziik selegilin tartalmét, amelynek eredményeként a
tervezett 15 illetve 45 mg/kg dozisok helyett a megivott dozis csak 4 mg/kg volt. A
BALBY/c torzzsel szemben a DBA/2J egerek vizfogyasztasat nem befolyasolta az ivoviz
selegilin tartalma. Felmeriilt benniink a kérdés, vajon mi allhat a selegilin ezen torzsfiiggd
hatasanak hatterében. Kachele és munkatarsai egy izpreferencia kisérlet eredményeként
citromsav valamint kinin HCI oldatok irant cs6kkent preferenciat mutat (260). Boughter
¢s munkatarsai megfigyelttk a BALB/cBy egerek keserli izzel szemben mutatott
érzékenységét, amelynek hatterében elsésorban genetikai tényez6k allnak (302). A
National Toxicology Program jelentésében a BALB/c egerek csokkent
folyadékfogyasztasat a folyadék izéhez tarsitottak (303). Ezen eredmények alapjan azt
feltételezziik, hogy a BALB/c egerek csokkent folyadékfogyasztasa a torzs specidlis
izpreferenciajaval fliggott 6ssze, vagyis ez a tdrzs nem szereti a selegilin-HCI izét.

A selegilinnel kezelt BALB/c csoportokban a folyadékfogyasztas mellett az allatok
testtomege is elmaradt a kontroll csoporttol, de igy is az altdrzsre jellemz6 normal
stlytartomanyon beliill maradt, annak alsé hataran mozgott (256). A sulygyarapodas
Feltételezésiink szerint a sulygyarapodas csokkenésének hatterében a csokkent vizfelvétel

allt és nem egy, a selegilin altal okozott sulycsokkenté mechanizmus érvényesiilt.
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Kisérletinkben a 4 mgkg dozisa selegilinnel kezelt BALB/c csoportok
folyadékfogyasztasanak csokkenése mar a sulygyarapodas csokkenésének megkezdése
elétt jelentkezett. Ez alatamaszthatja azt a hipotézist, miszerint a sulygyarapodas
csOkkenése a csokkent vizfelvételt kompenzald csokkent taplalékfogyasztas
kovetkezménye lehet. A csokkentett taplalékbevitel a szervezet védekezd valasza a
szervezet folyadékegyensulyanak védelmére (304).

A folyadékfogyasztasra illetve testulyra gyakorolt hatasaival szemben a selegilinnek
az allatok élettartamara kifejtett hatasa 0sszecsengett az irodalommal. Kisérletiink soran
a selegilin egyik egértorzsben sem befolydsolta jelentésen az allatok talélési
valdszinliségét. Habar a kronikus selegilin kezelés élettartam-hosszabbité hatasat
patkdnyokon, horcs6gokon illetve kutydkon végzett kisérletekben mar leirtdk, egerek

esetében a vegyiilet ezen hatasa szamos esetben nem volt kimutathato (300, 305).

7.1.3. A csokkent kaloriabevitel mint limitdlo tényezo

A BALB/c egértorzs 4 mg/kg dozist selegilinnel kezelt csoportjanak csokkent
stlygyarapodasa egy, a selegilint6l fliggetlen otoprotektiv faktor lehetséges szerepét veti
fel. A csokkentett kaloriabevitelt mint az AHL kialakulasat befolyasolo tényez6t mar tobb
kisérletben vizsgaltdk. Habar korabban beszamoltak arrdl, hogy a kaloriakorlatozas
(caloric restriction, CR) csokkentheti az AHL sulyossagat (306, 307), szamos
ellentmondasos kutatisi eredmény sziiletett ebben a témaban. Sweet és munkatarsai
kisérleteiben a CR enyhitette az AHL progresszidjat CBA/J egerekben, de csak abban az
esetben, mikor a CR a hallérendszer degeneracidjanak kezdeti fazisaban tortént (308).
Kenneth R. Henry a diétas megszoritas (dietary restriction, DR) AHL-re kifejtett hatasat
vizsgalta kiilonb6z6é beltenyésztett egértorzsekben (309). Az AKR egértorzsben a DR
nem befolyésolta sem az allatok élettartamat, sem az AHL progressziojat. Ezzel szemben
a diétan tartott AU/Ss egerek tovabb éltek és kevésbé sulyos foku AHL-t mutattak, mint
a kontroll csoport allatai. Eredményei alapjan Henry arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a
cochlearis funkcio és a DR kozotti kapesolat genotipusfiiggd. A Willott és munkatarsai
altal végzett kisérletekben a CR-nek az életkorral 6sszefliggd cochlearis degeneraciora
kifejtett kedvezd hatasa, ha egyaltalan megfigyelheté volt, szintén genotipusfiiggést
mutatott (310). Vizsgalataik soran a CR a BALB/c egértérzs BALB/cBylJ altorzsében

nem bizonyult véd6hatasunak.
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Habar nem zarhatjuk ki teljesen a CR szerepét a kisérletiink soran megfigyelt
hallasvédelemben, a szakirodalomban taldlhat6 ellentmondasos eredmények, tovabba a
kisérletiinkben megfigyelhetd hallasvédelem megjelenésének ¢és sulygyarapodas
csokkenésének id6belisége (a sulygyarapodas mérseklddése joval megeldzte a protektiv
hatast) nem tdmasztja ald a CR lehetséges otoprotektiv szerepét. Ezenkiviil szamos
tanulmany kimutatta, hogy a selegilinnel kezelt allatok testtomegének valtozasa,

esetenként csokkenése, nem jarult hozza a vegylilet pozitiv hatasahoz (300, 311-313).

7.2. A PD-1 gatl6 immunterapia potencialis ototoxikus hatiasanak vizsgalata

Az immunsejtek (pl. rezidens makrofagok, infiltraldé monocitak) (162, 164, 192)
cochlearis jelenléte alapvetéen hozzdjarul a belséfiil egészséges miikodésének
fenntartasidhoz, talzott aktivalddasuk azonban a cochlearis szovetek karosodahoz és
hallaskarosodas kialakulasahoz vezethet (156, 157, 162, 163, 314-316). A klinikumban
alkalmazott bizonyos gyogyszerek (pl. daganatellenes platinavegyiiletek, aminoglikozid
antibiotikumok) — hasonl6an a cochlearis oregedéshez és a zajexpozicidhoz — gyulladast
indukalnak (103, 155, 166, 172, 191, 198, 200-203), amely folyamat hozzajarul az altaluk
okozott SNHL kialakulasahoz. A daganatellenes immunellenérzépont-gatlo PD1
inhibitorok immunstimulalé hatasa, tovabba az alkalmazasukkal Osszefliggésben
kialakult hallaskarosodast leird6 néhany esettanulmény és vigilancia jelentések alapjan
feltételeztiik, hogy ezen vegyliletek az immunrendszer tlzott aktivalasan keresztiil
potencialis hallaskarosito mellékhatassal is rendelkezhetnek (231, 233, 235).

A PD-1 gatlo immunterapia lehetséges ototoxikus hatdsanak vizsgalatahoz a
C57BL/6J egértorzset valasztottuk. A torzs hajlamos a DIHL kialakulasara, ennek
kovetkeztében az ototoxikus kisérletek gyakori modellallata (101, 317-320). Ezen
tulmenden az ICI-k kiilonboz6 szervekre gyakorolt hatasmechanizmusat illetve
lehetséges toxikus hatasat sok esetben szintén C57BL/6J egereken vizsgaltak (244, 321-
323).

7.2.1. A PD-1I gatlo immunterapia hallasra gyakorolt hatasa és annak hatterében allo
lehetséges mechanizmusok

Kisérletiinkben a 4 hétig tarto PD-1 gatldo kezelés nem befolyéasolta az allatok

hallasfunkciojat az altalunk vizsgalt 4-32 kHz-es frekvenciatartomanyban. Ezen
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eredményliinket, amely szerint a daganatellenes PD-1 gatldé immunterapia — a vart
hallaskarositassal ellentétben — nem befolyasolta a hallaskiiszobot, az SGN-ek
vizsgalataval kapcsolatban nyert adataink is alatamasztjak. A bels6fiilben zajlo fokozott
immunaktivitas Osszefiiggésben allhat a SGN-ek karosodasaval, amely neuronok
pusztulasa rendszerint hallaskiiszob emelkedéshez vezet (2, 150, 158, 324).
Kisérletiinkben az immunstimulalo PD-1 gatlé terapia egyik vizsgalt cochlea régiéban
sem befolyasolta a SGN-ek szamat illetve strukturajat. Ezen, ellendrzott koriilmények
kozott, izotipus kontrollal és objektiv audiometridval végzett kisérleteink arra utalnak,
hogy az onkoldgiai gyakorlatban egyre kiterjedtebben alkalmazott daganatellenes PD-1
gatld kezelés esetében — szemben a gydgyszer bor, tapcsatorna, maj, tiido, endokrin
szervek elleni autoimmun reakcidival — hallaskarositd mellékhatastol a beszédértés
frekvenciatartomanyaban nem kell tartani.

A Corti-féle szerv apikalis illetve kozépsé szakaszain (<32 kHz) a szlrsejtek
szamanak tekintetében szintén nem talaltunk eltérést a kezelési csoportok kozott. Ezzel
szemben a cochlea bazisan a PD-1 gatlo antitesttel kezelt csoport OHC szama meghaladta
az izotipus kontroll csoportét. A C57BL/6J torzs, hasonloan a BALB/c illetve a DBA/2J
egértorzsekhez, az AHL egyik egérmodellje és az életkorral dsszefliggd hallaskarosodast
mutat. Az OHC-k pusztulésa illetve a hallasfunkcié romlasa a cochlea bazalis részén
kezdddik — a magas frekvencidkat érintve — és fokozatosan terjed az apikalis régio felé
(267, 325). A bazalis szakaszon az allatok 3 honapos korara az OHC pusztulas mértéke
kozel 100% (325). Az IHC-k elvesztése késobb kezdddik és lassabb progressziot mutat
(60). Ezen ismeretek alapjan a PD-1 inhibici6 az életkorral 6sszefiiggé OHC veszteség
rendszerint megmutatkozik a hallaskiiszob értékekben is, azonban az altalunk tapasztalt
védohatas funkcionalisan nem nyilvanulhatott meg. Ennek oka, hogy a vizsgélt egértorzs
ebben az ¢€letkorban mar fokozott hallaskiiszob emelkedést mutat a magas frekvencidkon
(<32 kHz) (116, 326, 327), megnehezitve a kezelési csoportok kozotti kiilonbségek
kimutatédsat, ezért a funkcionalis méréséket ezen érintett frekvencidk alatti tartomanyban
végeztiik (4-32 kHz).

A bazalis régioban az OHC-k szama mellett az Ibal-pozitiv makrofagok szama is
meghaladta az izotipus kontroll csoportét. Frye és munkatarsai C57BL/6J egerekben

megfigyelték, hogy a BM makrofagjainak szama illetve morfologidja az életkor
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elérehaladtaval valtozik és ez kapcsolatban 4ll a cochledban taldlhatd szorsejtek
¢letkor elorehaladtaval csokken. Ez a csokkenés mar az allatok 3-5 honapos koraban is
megfigyelheté (192). Ezen ismeretek alapjan elképzelhetd, hogy a PD-1 gatld kezelés a
bazalis kanyarulatban nem fokozta a makrofagok szamat, hanem mérsékelte azok
¢letkorral jar6 csokkenését.

Feltételezésiink szerint a  progresszivn. OHC  pusztuldas mérséklése a
fokozott/megtartott makrofagaktivitds eredménye, amelynek hatterében hasonld
mechanizmusok 4llhatnak, mint amelyek az Alzheimer-kér egérmodelljében is
csokkentették a patologias folyamatokat és javitottak a memoriat PD-1 gatld terapiat
kovetéen. Az AHL kialakuldsdnak hatterében all6 kronikus, alacsony szintli steril
szabalyozasa valamint az elpusztult sejtek hatékony eliminacioja, amely folyamat a
sejttormelékek felhalmozodasahoz vezet (290, 291). Alzheimer-korban az amiloid-B (AR)
ordogi kort: egyes citokinek, mint az IL1-B, IL-6 és TNF-o fokozzak a [-amyloid
prekurzor fehérje ¢és AP peptidek szintézisét, amelyek tovabb serkentik az
immunaktivaciot (328). A PD-1 jelatviteli utvonal gatlasaval szisztémasan fokozodik az
IFN-y-fliggé immunvalasz, amely segiti a monocita eredetli makrofagok bejutasat az
agyba, ezaltal fokozza az AP plakkok eliminaciojat (329-331). Az altalunk megfigyelt, a
PD-1 gatl6 kezelés hatasara a cochlea bazisan kialakult OHC védelem, tekintettel az itt
megfigyelt emelkedett/megtartott makrofagszamra, egy hasonldé mechanizmus
kovetkezménye lehet. A stimulalt immunvélasz segitheti a felgyiilemlett sejttérmelék
eliminaciojat, ezaltal csokkentve a kronikus gyulladast, amelynek eredménye a Corti-féle

szerv sejtjeinek védelme.

7.22. A PD-1 gatlo immunterapia hallasra gyakorolt hatasaval kapcsolatos
eredményeink osszehasonlitasa az irodalommal

Kisérletiinkben a 4 hétig tarté PD-1 gatlo kezelés nem befolyasolta sem az allatok
hallasfunkciodjat az altalunk vizsgalt 4-32 kHz-es frekvenciatartomanyban, sem az IHC-k
illetve OHC-k szamat az apikalis és kdzépso cochlearis kanyarulatokban (<32 kHz). Ezen

eredményeink 6sszhangban allnak a Spielbauer és munkatarsai altal korabban leirtakkal.
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Az altaluk vizsgalt frekvenciatartomanyokban (hallasfunkcio: 8-40 kHz; szérsejtszam: 8-
32 kHz) a PD-1 gatl6 monoterapia nem befolyasolta sem a hallaskiiszobot, sem a
szorsejtek szamat (332). Munkacsoportunkkal ellentétben azonban 6k egyaltalan nem
vizsgaltak a PD-1-gatlo kezelés hatasat az SGN-ekre és a cochlearis immunvalaszra (pl.
makrofag-aktivacio), ill. a bazalis régio szorsejtjeire (>32 kHz). Ezenfeliil nem hasznaltak
izotipus antitestettel kezelt kontroll csoportot sem. Kuzucu és munkatasai enyhe, atmeneti
hallaskiiszob emelkedést tovabba az OHC-k mérsékelt pusztulasat figyelték meg PD-1
gatlo kezelést kovetden (333). Azonban fontos figyelembe venniink, hogy a szérsejtszam
meghatarozasara alkalmazott vizsgalati mdodszeriik eredménye egyszerti megtekintésen
¢és nem kvantitativ adatokon vagy a cochleogram modszeréhez hasonld standard
metodikakon alapul (146, 149, 334), mindemellett figyelmen kiviil hagytak a Corti-féle
szerv tonotopikus elrendez0dését is.

Az emlitett publikaciokkal szemben munkacsoportunk a PD-1 inhibitor monoterapia
¢és hallas kapcsolatanak atfogobb vizsgalatat végezte. Kisérletiink magaba foglalta a
Corti-féle szerv teljes hosszanak, a SGN-eknek tovabba a cochlea makrofagjainak
vizsgalatat is az irodalomban széles korben elterjedt kvantitativ. modszerek
alkalmazasaval. Tudomasunk szerint az ICIl terapia SGN-ekre illetve cochlearis
makrofagokra gyakorolt hatasat még nem vizsgaltak. Mindemellett az irodalomban nem
talaltunk adatot az ICI-k bazalis szérsejtekre (>32 kHz) kifejtett hatasar6l sem,
amelyekkel eredményeinket 0sszevethetnénk.

A Kklinikai adatokat tekintve funkcionalis hallaskiiszobmérésiink eredménye
ellentétben 4ll a PD-1 gatl6 immunterapia lehetséges ototoxikus hatasat leird
esettanulmanyokkal (231, 233, 235), tovabba az FDA ¢és az EudraVigilance
adatbazisokban szerepld, a PD-1 gatlokkal 6sszefliggésbe hozhatd hallaskarosodasokrol
sz6l6 bejelentésekkel. Ezek a jelentések azonban nem dallapitanak meg tényleges ok-
okozati Osszefliggést a kezelés és a tiinetek kialakulasa kozott. A PD-1 gatlok
audiovesztibularis rendszerre gyakorolt hatdsat vizsgdlo atfogd klinikai vizsgalatokat

még nem végeztek.
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7.3. Kutatasi eredményeink jelentosége

Kutatasunk kozéppontjaban két olyan vegyiilet allt, amelyek hatdsmechanizmusuk —
kiilonds tekintettel az immunrendszerre kifejtett hatasuk — alapjan befolyasolhatjak a
kiilonboz6 tipusu SNHL-0k kialakulasat.

Munkacsoportunkkal kimutattuk, hogy a kronikus, oralis forméaban alkalmazott
selegilin kezelés nem befolyasolta a DBA/2J egerek hallasfunkcidjat, a BALB/c egértorzs
esetén azonban mérsékelte az AHL progresszidjat. A BALB/c toérzsben mutatott
hallasvédelem a selegilin neuroprotektiv, antiapoptotikus, antioxidans, DA
neurotranszmissziot fokozd (LOC) tovabba immunrendszert befolyasolé hatasaval
egyarant magyarazhat6, azonban teljes biztonsaggal nem zarhatjuk ki a kezelt allatoknal
tapasztalt — azonban az altorzsre jellemz6 normal sulygyarapodas tartomanyaba
illeszkedé — mérsékelt testsulygyarapodas/csokkent kaloribevitel esetleges otoprotektiv
hatasat. A két egértorzs vizsgalatakor kapott hataskiilonbség azt mutatja, hogy a selegilin
védOhatdsa a genetikai hattér fiiggvénye. Eredményeink klinikai alkalmazhatdsagat
tekintve azt mondhatjuk, hogy a kronikus selegilin kezelés alkalmas terapia lehet a human
AHL bizonyos formaiban, figyelembe véve az egyéni genetikai hajlamot (személyre
szabott orvoslas).

Annak ellenére, hogy az immunrendszer tlzott aktivacioja szerepet jatszik az SNHL
feltételezett audiovesztibularis mellékhatasait. A PD-1 gatlo terapia kisérletiinkben nem
befolyasolta a belséfiil strukturalis €s funkciondlis integritdsat a legrelevansabb
frekvenciatartomanyban (4-32 kHz). Meglep6é modon a cochlea bazalis kanyarulataban
(>32 kHz) az oregedéssel Osszefliggd szoOrsejtpusztulas mérséklédését tapasztaltuk,
emelkedett/megtartott makrofagszam mellett. Kontrollalt koriilmények kozott, objektiv
modszerekkel végzett vizsgalatunk hasznos informdaciot szolgaltat a klinikai gyakorlat
szamara iS: a szamos szervben autoimmun reakcion alapulé mellékhatasokat kivaltd
daganatellenes PD-1 terapia alkalmazasakor hallaskarosodasra nem kell szamitanunk. A
bazélis régioban tapasztalt emelkedett/megtartott magrofagszam ¢és az ezzel
parhuzamosan megjelend védelem az idéskori OHC pusztulassal szemben pedig tovabbi
kutatasok alapjaul szolgalhat: izgalmas kérdés ugyanis, hogy az immunrendszer
aktivitdsanak enyhe ndvelése valdban mérsékelheti-e az iddskori halldsvesztést,

amelynek hatterében gyulladasos folymatok is szerepet jatszanak.
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Kisérleti eredményeink egyuttal ramutatnak az immunvalasz és az
immunfarmakoterapia Janus arcdara is: habar tulaktivalodasa esetén az immunvalasz
karosodasokat okozhat, kontrollalt formaban, mérsékelt aktivitas esetén védelmi szerepet

tolthet be.
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8. KOVETKEZTETESEK

Doktori értekezésemmel kapcsolatos munkam soran egyrészt megvizsgaltuk, hogy a
neuroprotektiv, antiapoptotikus, antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezd, tovabba az
immunfolyamatokat is befolyasold selegilin rendelkezik-e hallasvédé hatassal a
leggyakoribb SNHL forma, az AHL egérmodelljében. Masrészt feltérképeztiik, hogy a
korabbi vigilancia jelentések és harom esettanulmany alapjan mellékhatasként
hallasromlast is mutatdo, az immunrendszer fokozott aktivitdsat eredményezo
daganatellenes PD-1 gatlo immunterapia befolyasolja-e a hallasfunkciot illetve a belsofiil

sejtjeinek integritasat.

A selegilin hallasra kifejtett hatasanak vizsgalataval kapcsolatos eredményeink

alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1) Akronikus selegilin kezelés a human szempontbol legrelevansabb frekvenciakon (8-
16 kHz), alacsonyabb dozisokban (0,15 és 1,5 mg/kg) alkalmazva, nem befolyasolta

az AHL kialakulasat egyik altalunk vizsgalt egértdrzsben sem.

2) Kimutattuk, hogy a kronikus selegilin kezelés a human szempontbol legrelevansabb
frekvencidkon (8-16 kHz), 4 mg/kg dozisban alkalmazva, csokkentette az AHL
kialakulasat az AHL-re mérsékelten érzékeny BALB/c egértorzsben. Ezzel szemben
az AHL-re fokozottan érzékeny DBA/2J egértorzsben a selegilin magasabb (15 és 45
mg/kg) dozisokban alkalmazva sem mutatott hallasvédd hatast. Ennek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a selegilin presbycusis progressziot meérsékld hatisat a

genetikai hattér is befolyasolja.

3) A selegilin egyik dozisban alkalmazva sem befolyasolta jelentésen az allatok

¢lettartamat.

A daganatellenes PD-1 gatlé immunterapia hallasra kifejtett hatasanak vizsgalataval

kapcsolatos eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:
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A PD-1 gatl6 kezelés — a feltételezett ototoxikus hatassal szemben - nem befolyasolta
a hallasfunkciot a PD-1 gatlds egyéb szerveket érinté mellékhatdsaira kordbban

érzékenynek bizonyult C57BL/6J egerekben.
A PD-1 gatlo kezelés nem befolyasolta a szdrsejtek szamat a cochlea apikalis és
kozEépso kanyarulataiban, ezzel szemben a bazalis kanyarulatban (magas hangok) a

kiilso szOrsejtekre iranyuld véddhatast mutatott.

A PD-1 gatlo kezelés nem befolyasolta a cochlea sprilas ganglionsejtjeinek szamat

crer

A PD-1 gatlo kezelés a cochlea bazalis kanyarulatdban fokozta a makrofagok

szamat/gatolta azok életkorral jard csokkenését.
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9. OSSZEFOGLALAS

A szenzorineuralis hallaskarosodas (SNHL) korunk népbetegsége, hatékony
gyogyszeres terapiaja azonban nem megoldott. Ennek kovetkeztében kiemelkedd
jelentdséggel bir mind a hallasvédo vegyiiletek keresése, mind az esetlegesen ototoxikus
faktorok ismerete. Amig a neuroprotektiv, antioxidans vagy antiapoptotikus vegyiiletek
feltételezhetden otoprotektivek, az immunrendszer mitkddését befolyasold gydgyszerek
alkalmazasakor akar hallasvédo, akar ototoxikus hatas is varhato.

Célunk olyan vegyiiletek vizsgalata volt, amelyek hatdasmechanizmusuk — kiilonos
tekintettel az immunrendszerre kifejtett hatasuk — alapjan befolyasolhatjak az SNHL-ek
kialakulasat. Egyrészt megvizsgaltuk a tobb tamadaspontu selegilin  kiilonb6z6
dozisainak (0,15; 1,5; 4; 15 és 45 mg/kg) lehetséges hallasvédo hatasat a leggyakoribb
SNHL forma, a presbycusis (AHL) két egérmodelljében. Masrészt feltérképeztik a
potencialisan ototoxikus PD-1 gatlé immunterapia hallasra kifejtett hatasat.

In vivo vizsgalataink soran a hallasfunkcié meghatarozasat az auditoros agytorzsi
kivaltott valasz modszerrel végeztik. A PD-1 gatldo immunterapia hallasra kifejtett
hatasanak feltérképezését tovabbi in vitro modszerekkel egészitettiik ki, amelyek soran a
kiilsO €s belsd szOrsejtek valamint a spiralis ganglionsejtek épségét, tovabba a cochledris
makrofagok szamat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a kronikus, egy évig tart6 selegilin kezelés 4 mg/kg dozisban
csokkentette az AHL progressziojat a BALB/c egértorzsben, a DBA/2J torzs
hallasfunkcidjara azonban nem volt hatassal. A PD-1 gatl6 terapia nem befolyasolta a
belso6fiil struktaralis és funkcionalis integritasat a 4-32 kHz frekvenciatartoméanyban.
Meglep6 modon a cochlea bazisan (>32 kHz) az Oregedéssel Osszefiiggd kiilsd
szOrsejtpusztulas mérséklodott, magasabb makrofagszam mellett.

A selegilinnel kapcsolatos eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a kronikus
selegilin kezelés alkalmas terdpia lehet a human AHL bizonyos genetikai hatteri
formaiban. A daganatellenes PD-1 gatldo kezelés vizsgalatakor kapott eredményeink
hozzajarulnak az immunellendrzépont gatlokkal kapcsolatos otologiai ismeretek
bdvités€éhez, a bazalis régioban megjelend szorsejt védelem pedig tovabbi kutatdsok
alapjaul szolgélhat. Kisérleti eredményeink egyuttal ramutattak az immunrendszer Janus
arcara is: tulaktivalodasa karosodasokat okozhat, kontrollalt formaban azonban védelmi

szerepet tolthet be, a halloszervben is.
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10. SUMMARY

Sensorineural hearing losses (SNHLs) are among the most frequent sensory deficits
but they lack effective pharmacotherapy. Screening of potentially otoprotective drug
candidates and the knowledge of potentially ototoxic factors are of paramount
importance. While neuroprotective, antioxidant or antiapoptotic compounds are
presumed to be otoprotective, drugs that affect the immune system could contribute to
either hearing loss or protection.

Our aim was to perform an investigation of compounds which may influence the
development of SNHLs based on their mechanism of action — especially on the immune
system. We have investigated the otoprotective potential of different doses of selegiline
(0,15; 1,5; 4; 15 és 45 mg/kg) against age-related hearing loss (AHL) on ageing BALB/c
and DBA/2J mice. On the other hand, we have examined the ototoxic (side) effect of anti-
PD-1 antibody treatment on hearing in C57BL/6J mice.

In our in vivo studies, auditory brainstem response measurements were performed to
test auditory function. After anti-PD-1 antibody treatment, additional in vitro methods
were used to examine the integrity of outer and inner hair cells (OHCs and IHCs), spiral
ganglion neurons, as well as the number of cochlear macrophages.

In BALB/c mice, chronic 4 mg/kg selegiline treatment (1 year) significantly
mitigated the progression of AHL. In contrast, the protective effect of selegiline could not
be observed in DBA/2J mice. Anti-PD-1 antibody therapy did not affect the functional
and morphological integrity of the inner ear at 4-32 kHz (apical-middle turns), but a
noticeable preservation of OHCs and an increase in the number of macrophages appeared
in the basal part of the cochlea (>32 kHz).

We conclude that chronic selegiline treatment seems to be a reasonable therapy in
certain types of human AHL, taking into account individual genetic predisposition. Our
results related to anti-PD-1 antibody treatment have contributed to our knowledge of the
effect of immune checkpoint inhibitors on hearing. Furthermore, the preservation of
OHCs in the basal part of the cochlea might induce further investigations in this research

field. Our findings also demonstrate the Janus face of immuno-pharmacotherapy.
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