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Az értekezésben gyakrabban előforduló rövidítések
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Acethilcolin
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Anterior inferior cerebellar artery 

a. cerebelli ant. inf
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viszonyított egység

BL

Baseline




alapvonal

BP

Blood pressure 



szisztémás vérnyomás

CBF

Cochlear blood flow 



cochlearis vérátáramlás

CGRP

Calcitonin gene-related peptide

CM

Cochlearis mikrofonpotential

ECoG

Electrocochleogramm

EDCF

Endothelium derived vasoconstrictor factor

EDRF

Endothelium derived relaxing factor

EP

Endocochlearis potential

HR

Heart rate 




szív frekvencia

NA

Noradrenalin

NKA, B
Neurokinin A és B

NO

Nitric oxide




nitrogén monoxid

NPY
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C

CBF/BP 




cochlearis konduktancia

SHL

Sudden sensorineural hearing loss 

hirtelen halláscsökkenés

SP

Substance P

VIP

Vasoactiv intestinal polypeptide

VIP-IR

VIP-immunreactiv rostok

Formai megjegyzések

A disszertáció helyesírási szabályainál a Magyar Tudományos Akadémia 1987. június 16-i ülésén és az Anyanyelvi Bizottság 1987. november 9-i együttes ülésén elfogadott akadémiai állásfoglalást követtem, az 1992-ben az Akadémiai Kiadó által kiadott orvosi helyesírási szótár fölhasználásával. Ahol a szótár magyaros és latinos írásmódot is fölajánlott, ott a magyaros írásmódot alkalmaztam. A szövegben, a nemzetközi irodalomban használatos rövidítéseket alkalmaztam.


Az értekezést többesszám első személyben írtam annak ellenére, hogy a disszertációmban szereplő munkát önállóan, magam végeztem. Ezt azért éreztem fontosnak, mivel kísérleteket több intézet laboratóriumainak együttműködésével, s kollégáim konzultációs segítségével végezhettem el.

Az irodalom összeállításánál nemzetközi normákat vettem figyelembe, ezért több szerző esetén az "et. al.", két szerző esetén pedig "and" kötőszót használtam. 
Bevezetés

A hirtelen halláscsökkenés (angolszász elnevezés szerint sudden sensorineural hearing loss, a továbbiakban SHL) tünetcsoporton enyhébb vagy súlyosabb formában jelentkező, rövid idő alatt kialakuló, percepciós típusú halláscsökkenést értünk, melyet gyakran dugulásérzés, fülzúgás és szédülésérzés kísér (Byl, 1984; Cole and Jahrdoerfer, 1988; Schuknecht and Donovan, 1986; Szolnoki and Götze, 1974).

A SHL tünetcsoport számos okra vezethető vissza, de igen gyakran nincsenek olyan vizsgálati eredmények, amelyek egyértelműen bizonyítanák valamelyik etiológiai tényező szerepét. Az un. idiopátiás SHL feltételezett leggyakoribb okai a vírusfertőzés, a membrán ruptúra és a vasculáris károsodás (Veltri, Wilson and Sprinkle, 1981; Polus, 1972; Schuknecht and Donovan, 1986; Tonndorf, 1957). 

Gyakori a SHL és a felső légúti infekció asszociációja, amit a vírus hipotézissel magyaráznak (Veltri, Wilson and Sprinkle, 1981; Beg, 1981). Értékes bizonyítékot szolgáltatnak e feltételezés alátámasztására a szerológiai adatok, amelyek szerint e betegek vérében specifikus ellenanyag titer emelkedést észleltek, ill. egyes esetekben a vírusokat is ki tudtak mutatni (Craft and Hinding, 1968; Nomura, Harada and Hara, 1988; Beal, Hemenway and Lindsay, 1967).


A membrán ruptúrájának hipotézise szerint a Reissner-membrán, a membrana tectoria és a sacculus átszakadása okozza a SHL-t az ionegyensúly, a rezgési energia, ill. a belsőfül kompliance megváltozása miatt (Byl, 1984). A Reissner membrán ruptura előfordulása és a spontán gyógyulás mechanizmusának igazolására számos állatkísérletes vizsgálat történt. Ez az elméletet leginkább a Meniere betegség kapcsán kialakult, hirtelen hallásvesztések eseteiben állhatja meg a helyét (Spoendlin et al. 1992; Lawrence and Yantis, 1957; Gussen, 1981).


A vasculáris hipotézis szerint a SHL kialakulásának jellege hasonlít a központi idegrendszeri, vasculáris történések tünet kifejlődésének kialakulására (Bevan and Owman, 1988). Különböző vaszkuláris rendszerbetegség talaján több szerző írt le SHL-t (Gussen, 1976; Sziklai et al. 1990), így Buerger-kór (Kirikae, Nomura and Shitara, 1962), makroglobulinémia (Ruben, Distenfeld and Berg, 1969), sarlósejtes anémia (Urban, 1973), zsírembólia (Alford, Shavet and Rosenberg, 1965; Spencer, 1975) és hiperkoaguláció eseteiben (Jaffe, 1975; Byl, 1984). Fowler szerint a fő tényező a hallásvesztés etiológiájában az intravasculáris koaguláció, amit elősegít az ösztrogén-, az adrenalin- ill. emocionális túlsúly (Fowler, 1957). A vazospazmus kialakulásában az autonom diszreguláció szerepét is feltételezik (Shaia and Sheehy, 1976). Alford és munkatársai állatkísérleteikben mikroembolizációt hoztak létre, s a vizsgálatok során korrelációt találtak az élettani és szövettani változások között (Alford, Shavet and Rosenberg, 1965). A hemorragián kívül létrehozhatja a keringési zavart embólia, trombózis, arteriosclerózis, vasospazmus, külső kompresszió, vagy az erek toxikus károsodása, ill. vaszkulitis is (Byl, 1984). A SHL és vaszkuláris okok kapcsolatát saját klinikai vizsgálatainkkal is ki tudtuk mutatni, amely szerint az emelkedett vérsüllyedés, a nyaki spondilózis, hipertónia és a szérum lipoid szint emelkedése szignifikánsan gyakrabban fordult elő e betegségcsoportnál (Vass and Radnóti, 1994).


Ezek az adatok, s az irodalmi megfigyelések azt sugallják, hogy a vaszkuláris eltérések igen komoly befolyásoló tényezők lehetnek a SHL kialakulásában, s talán a szisztémás és lokális keringésszabályozásban keresendő az a közös láncszem, ami a különböző elméleteket összeköti (Polus, 1972; Tange and Bernhard, 1981; Hansen, 1968; Gussen, 1976; Drettner et al. 1975). A cochlearis keringés változásai azért is igen komoly jelentőségűek, mert a SHL, ill. egyéb képességcsökkenéssel járó patológiás kórképek kezelésének jelentős része a cochlearis keringés javításán alapszik (Nadol and Wilson, 1980; Meyerhoff and Paparella, 1980; Lumio and Aho, 1967; Szolnoki and Götze, 1974; Révész et al. 1970). Az "egyéb gyógymódok" is, mint például az antivirális-, vitamin és szteroid kezelések stb. is a cochlea keringésén keresztül jutnak el a károsodott hallószervhez (Saunders, 1972; Meyerhoff and Paparella, 1980).

A cochlea keringésszabályozásáról, az igen nagy számban megjelent irodalmi adat ellenére is elég keveset tudunk (Lorenzo, 1972; Snow and Suga, 1972; Miller et al. 1991; Ribári and Duray, 1970). Nem tisztázott, hogy a cochlea keringése az agyi keringésre-, vagy a perifériás keringésre jellemző vaszkuláris szabályozással rendelkezik-e (Johnson, 1972; Granger et al. 1988). A cochlea autoregulációja, szimpatikus, paraszimpatikus, a humorális szabályozása szintén sok nyitott kérdést hordoz magában (Miller and Dengerink, 1988; Miller, 1989). A cochlea keringési folyamataiban egyáltalán nem ismert a szenzoros neuronok, és a neuropeptidek a szabályozó szerepe sem. Kérdéses továbbá, hogy milyen keringést befolyásoló mechanizmusok károsodása révén jönnek létre az egyes patológiás állapotok. A klinikum számára, az adeqvált kezelési módok megválasztásához is elengedhetetlennek tartjuk a cochlea vazoregulációs folyamatainak tisztázását fiziológiás és patológiás körülmények között. 


Ezért tartottam fontosnak e terület vizsgálatát és ez vezérelt arra, hogy tudományos munkám témájául a belsőfül, s ezen belül is a cochlea keringésének állatkísérletes vizsgálatát válasszam. Disszertációmban, a csak utalásként szereplő klinikai vizsgálatokat a Szent-Györgyi Albert Orvostudományi Egyetem (SZOTE) Fül-Orr-Gégeklinikáján, az értekezésem alapját képező kísérletes részét pedig a Szent-Györgyi Albert Orvostudományi Egyetem Élettani Intézetében, ill. a University of Michigan Kresge Hearing Research Institute-ban végeztem.
1
A cochlea keringésszabályozásának irodalmi áttekintése
2
A belsőfül vérellátása
3
A cochlea arteriás érellátása. 

A cochlea vérellátását a vertebrobasilaris rendszerből kapja (Hornstrand, Axelsson and Vertes, 1980; Axelsson, 1968; Johnsson et al. 1972). A kétoldali a. vertebralis az agyalapon egyesül s az a. basilarist alkotja. A belsőfül fő vérellátásáért az a. basilaris elsô mellékága az a. cerebelli ant inferior, az angol nyelvű irodalomban használt nevén az ant. inferior cerebellar artery (továbbiakban AICA) felelôs (Seidman and Quirk, 1992; Angelborg, Larsen and Slepechy, 1985) (1.ábra).
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2. abra Az AICA-bdl eredd a.cochlearis communis az a.spiralis modioli-ra és az a.
vestibulocochlearisra oszlik. Az a.spiralis modiolibél eredd a.radiolarisok egy medialis és
egy lateralis érkotegben rendezOdnek s igy latjék el a cochleat vérrel. A vénas vér a v.spiralis
modioli és a v.modiolaris communis kozvetitésével jut el a v.aqueductus cochlearisba.



  
Mazzoni megfigyelései szerint az AICA emberben nagy variációkat mutató hurkot ír le a porus acusticus internus bemeneténél (Mazzoni, 1990). Ez az artéria patkányban kifejezetten az a. basilaris törzsén, tengerimalacban viszont a két a. vertebralis oszlásánál, s sok esetben magából az a. vertebralisból ered (Axelsson, 1968; Hultcrantz, 1988). Kansaki az AICA ezen lefutását négy típusra osztotta aszerint, hogy az milyen mélyen terjed be a belső hallójáratba (I, II, III, IV típus) (Kanzaki and Ogawa, 1988). Beosztása szerint az I. tipus a legfelületesebb, a IV típus pedig a legmélyebben a belső hallójáratba terjedő variáció. Az AICA ezen hurkából először az a. subarcuata ered, ami a foramen subarcuatan keresztül hagyja el a koponya üregét. Ezt követően ered az a. auditiva interna, amelyet egyes szerzők a. labyrinticanak neveznek (Wersall, Densert and Lundquist, 1972). Mazzoni további megfigyelései szerint az a.auditiva lehet egyedüli artéria (IAa), de több esetben páros (IAa1, IAa2) vagy többszörösen is eredhetnek az AICA-ból (Mazzoni, 1990). Ha az a. auditiva egyszeres, az a n. otoacusticus superior-anterior felszínén fut a belső hallójáratban s átmegy az a. cochlearis communisba. Ha ez az artéria két ágra oszlik, akkor az első ág hasonlóan fut s végződik az a. cochlearis communisban. A második ág ettől előrefelé ered, s az a. cochlearist kikerülve közvetlenül az a. vestibulocochlearisban végződik. A többszörös eredés esetén a további artériák is ezzel a típussal párhuzamosan futnak az a. cohlearis communist kikerülve s szintén az a. vestibulocohlearisban végződnek (Sugita et al. 1991). A fő törzs az a. cochlearis communis a cochlea bázisát elérve két fő ágra oszlik. Az egyik ág az a. spiralis modiolaris (a. cochleae propriae) a cochlea bazális kanyarulatánál disztális felének kivételével a cochlea teljes vérellátásáért felelős. A másik fő ág az a. vestibulocochlearis, amely a cochlea bazális kanyarulatánál további két ágra oszlik. Az egyik a cochlearis ág a cochlea bazális kanyarulatának felét, a másik vestibularis ág pedig a sacculust, utriculust és a félkörös ívjáratokat látja el vérrel. Az a. spiralis modiolaris, spiralisan halad a modiolus körül a bázistól az apexig. Ebből az érből aztán egy mediális és egy laterális csoportba rendeződően erednek a radiolaris arteriák (Axelsson, 1968; Bauer and Rejtő, 1977; Axelsson, 1988) (2.ábra). 
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35. abra Az eldzetesen a kerekablakon alkalmazott, lokalis L-NAME kezelést kovetd capsaicin
hatdsa a cochlea keringésére és a vérnyomasra. A capsaicin azonnali 10 %-os CBF
fokozodast eredményezett, ami csak igen lassan tért vissza a kiindulasi szintre. A capsaicin
maximalis, CBF fokozo6 hatasat 9sszehasonlitva a normalis allatokon kapott, 34 %-os CBF
fokozo hatasaval, a kulonbséget szignifikansnak talaltuk.





Medialis csoporton belül egyes radialis artériák egyenesen futnak laterális irányban, majd két párhuzamos érre oszlanak (Rhodin, 1972). A centralisabb ág a limbus spiralishoz, a másik, laterális ág a membrana basilarishoz fut. Mindkét ér azután T alakban két-két marginális érre oszlik. A mediálisabb limbus spiralisnál lévő marginális erek a belső szőrsejtektől centrálisan, a habenula perforata alatt futnak. A basilarmebranoz futó ágak pedig a külső szőrsejtektől centralisan, a Corti-alagút alatt haladnak. Ezen marginalis erek később beleömlenek a hasonló T alakú elrendeződésben összegyűlő, majd radiális lefutásban a modiolus felé futó gyűjtő vénákba. Ily módon épül föl a radiolaris arteriákból ill. a gyűjtő vénákból álló medialis, szegmentális vérellátási rendszer (Wersall, Densert and Lundquist, 1972). A radiolaris erek mellet, egy másik értörzs is, az un. limbus erek is kiindul az a. spiralis modiolarisból (Franz et al. 1993). Ezek a radiális erekkel ellentétben nem egyenesen haladnak, hanem hurkokat képezve spirálisan futnak a limbushoz és egy kifejezett spirális hálózatot képeznek a membrana vestibularis eredésétől mediálisan. Ily módon ezek képezik a scala media mediális falának érhálózatát. Ezek az erek a lamina spiralist s magukat a marginális ereket látják el vérrel, viszont vérük nem kerül közvetlen kapcsolatba a marginális erek keringésével. Axelsson megállapítása szerint ez a terület a cochlea legérdúsabb része (Axelsson, 1968; Axelsson, Ryan and Woolf, 1986). Ezek a limbus erek egy hasonló spiralitást mutató vénás rendszeren keresztül szedődnek össze, s ömlenek a spiralis modiolaris vénába (Axelsson and Vertes, 1978; Axelsson, 1988). 

Carlisle immunfluorescein technikával kirajzolta az a. spiralis modiolarist, s azt találta, hogy az artéria átmérője a bazális kanyarulattól a csúcsig haladva nem változik (Carlisle et al. 1990). Az a. modiolaris hossza átlagosan 8 mm s a főtörzs átmérője 60-80 mm, míg az elsődleges ágak 40-50 mm, a másodlagos mellékágak pedig 10-12 mm átmérőjűek (Moriguchi et al. 1991).

Lateralis csoport radiális erei a scala vestibuli tetején futnak laterál fele. Lefutás szerint a radiális artériáknak több fajtája van. Egyes erek a scala vestibuli érhálózatát biztosítják, mások a scala media vérellátásáért felelősek, míg vannak olyan radiális erek is, amelyek közvetlen összeköttetést biztosítanak az artériás és a vénás rendszer között. Matsunaga és Watanabe szövettani vizsgálatokkal megállapították, hogy ezek a laterális csoportba tartozó radiális erek kb. 20 mm átmérőjűek (Matsunaga et al. 1985; Watanabe, Sugimoto and Tsunoda, 1990). 

Az első ágcsoport, amely az a. radialis értörzséből ered a scala vestibulihoz tartozó saját erek. Ez ideig ezeket az ereket csak tengerimalacon és patkányban tudták kimutatni, s úgy tűnik, hogy emberben hiányoznak. A főtörzs, a membrana vestibuli fölött, azzal párhuzamosan halad. Ezek valójában nem folyamatos erek, hanem jól meghatározható szakaszokra osztható szegmentekből fölépülő egységek (Axelsson, 1968; Angelborg, Axelsson and Larsen, 1984).

A második ágat, a magához membrana vestibularishoz tartozó erek alkotják, amelyek közvetlenül a membrana vestibuli felett, azzal párhuzamosan futnak. Ezeknek az ereknek gazdag kapcsolata van az előző, scala vestibuli érhálózatához tartozó erekkel, viszont nincs kapcsolata a stria vascularisszal (Yamane et al. 1991). Ezen artériák gyűjtő venulákban szedődnek össze s a cochlea lateralis falán bazális irányba futnak. Ezek a vénák szintén csak a scala vestibuli rendszerével állnak összefüggésben s nincs kapcsolatuk a stria vascularis vénás hálózatával. A gyűjtő vénák száma emberben igen magas, viszont tengerimalacban és patkányban a számuk elhanyagolható. A scala vestibuli artériás hálózatát ellátó radiális artériáknak van egy közvetlen levezető vénás hálózata is. Ez anélkül, hogy ágat kapna, átjut a scala media szintjén, majd elérve a membrana basilaris szintjét egy W alakú hurkot képez apico-basalis irányba fordulva. A hurok átjutva a membrana basilarison újból visszafordul s a v. spiralis modiolarisban végződő gyűjtő vénákban szedődik össze. Ez az érlefutás ily módon olyan képet mutat, mintha az ér harapófogóval ölelné át a basal membránt. Az itt visszatérő eret külön névvel jelölik, mint a membrana basilariszhoz tartozó külön gyűjtőér.

A scala media laterális falán lévő érhálózat szintén a scala vestibuli tetején futó radiális artériákból ered (Rybak, Weberg and Whitworth, 1991). Ezek az erek azonban a scala vestibuli legapicalisabb részén jutnak ide, s szövettanilag vizsgálva hematoxilin eozinnal sötétebb festődést mutatnak. Ezek az erek ágleadás nélkül, de még a scala vestibuli szintjén, többszörösen elágazódva jutnak a scala vestibuli laterális falán keresztül a scala mediahoz. Itt két fő értörzset különböztethettünk meg. Az egyik a memrana vestibularis alatt, azzal párhuzamosan futó apicalis-marginalis ér, a másik a membrana basilaris szintjén, azzal szintén párhuzamosan futó basalis-marginalis ér. Ezeknek az ereknek az átmérője Watanabe mérései szerint kb. 6-8 mm, ami megegyezik a vvt. átmérőjével (Matsunaga et al. 1985). Ezen két párhuzamosan futó ér között jön létre a stria vascularis hálózata, ami poligonalis hurkokból tevődik össze. Magát a stria vascularis hálózatát viszonylag kevés radialis artéria látja el, s viszonylag kevés gyűjtő véna szállítja el a vért (Yamane et al. 1991; Miles and Nuttall, 1988; Sjöbáck et al. 1987). 


A cochlea bazális kanyarulatának disztális felén hasonló artériás és vénás megoszlást találunk. Itt viszont a radialis artériák nem az a. spiralis modiolarisból, hanem az a. vestibulocochlearisból erednek. A cohlearis ág a bazális kanyarulat disztális felének proximalis negyedét, a vestibularis ág pedig a basalis kanyarulat disztális felének disztális negyedét látja el vérrel. Emberben a vestibularis ág nagyobb területet lát el, mint tengerimalacban (Hornstrand, Axelsson and Vertes, 1980). A vestibularis ágrendszer és az a. spiralis modiolaris ágrenszere között csak egy igen ritka terminális ramifikáció van, ami miatt a cochlea ezen basális kanyarulatának disztális szakasza teljesen végártériának tekinthető, szemben a cochlea többi szakaszával, ami két irányból is kap vért az a. spiralis modiolarison keresztül, ill. az a. vestibulocohlearis cochlearis szakaszán keresztül. Ez az anatómiai felépítés az egyik oka lehet a bazális kanyarulat (magasabb frekvenciák) fokozottabb érzékenységének.

A medialis és laterális keringés között egy un. avaszkuláris zóna is kialakul, ahol szövettanilag nem lehet kimutatni ereket. Ilyen avaszkuláris terület a membrana vestibularis, a membrana tectoria, a Corti-alagút lateralis része, ill. a külső szőrsejtek s azokat környező sejtek. Ezen a területen az oxigén és anyagcsere folyamatok transzportja diffúzióval történik.

A cochleakeringés mennyiségi viszonyairól Nakasima számol be tengerimalacon (Nakashima et al. 1991). Mikrogyöngy módszert alkalmazva a cochlea keringését 1,8 ± 0.82 ml/min-nak mérte. Összehasonlításképpen említjük a vestibulum keringését 0,43 ± 0,16 ml/min és a n. facialis keringését 0.19±1,17ml.

4
A cochlea vénás elvezetése

A cochlea vénás elvezetése az artériás rendszerhez hasonló szegmentális elrendeződést mutat (Hornstrand, Axelsson and Vertes, 1980; Axelsson, 1968). A mediális rész gyűjtő vénái T alakban elredeződött membrana basilarishoz tartozó és limbus spiralishoz tartozó marginalis vénákban szedődnek össze. Ezek a gyűjtő vénák egyenesen, egymással párhuzamosan futnak lateral felől modiolaris irányba s a szintén spirálisan az apextől a basis felé futó vena spiralis modiolarisban szedődnek össze. A vena spiralis laminaris gyűjti össze a vért a limbus spiralisból, amely az artériákhoz hasonlóan spirális lefutást mutatnak. A laterális oldal gyűjtő vénái a vena scalae vestibuliba, ill. a vena scalae tympaniba ömlenek. Ezen vénák és a vena spiralis modiolaris egyesül a vena modiolaris communisban. Ehhez kapcsolódik a vena fenestrae rotundae és a vena vestibularis s együttesen jutnak a vena aqueductus cochlearisba. 

5
Az erek tónusa

A cochlea vérellátását biztosító erek tónusa, a tónus szabályozása, s ezen erek állapota alapvetően meghatározza a szerv működését (Granger et al. 1988; Larouere et al. 1988; Miller, 1989). Az ebben a finom szabályozó mechanizmusban bekövetkezett bármilyenfajta károsodás alapja lehet a belsőfület érintő patológiás folyamatok kialakulásának. Az előző fejezetben taglalt anatómiai elrendeződés mellett alapvetően fontos a cochlea vérellátását biztosító AICA élettani jellemzőinek megvizsgálása (Reisser and Schuknecht, 1991; Graser and Vedernikov, 1991; Fujii, Heistad and Faraci, 1991; Edvinsson and Jansen, 1987). E területen az irodalom elég hiányos, így több helyen csak következtetésekre hagyatkozhatunk (Harper and Bohlen, 1981).


Mivel a cochleát ellátó érrendszer anatómia elhelyezkedése következtében az agyi keringéshez tartozó circulus arteriosus Willisii és a perifériás keringéshez sorolható vertebralis keringés közötti szakaszon ered (Sugita et al. 1991; Murray, Faraci and Heistad, 1992; Nielsen and Owman, 1967), ezért feltételezhető, hogy ez az érszakasz részben az agyi, részben a perifériás erek tulajdonságait hordozza magában. 


Az egyes erek normális tónusát egyrészt az intrinsic, myogén eredetű bazális tónus és az extrinsic beidegzésekből adódó konstriktor tónus határozza meg. Az erek konstriktor tónusa denerválásra, a bazális tónus simaizom görcsoldószerek hatására oldható (Granger et al. 1988; Watanabe, Sugimoto and Tsunoda, 1990).

A szervezet különböző ereinek bazális és a konstriktor tónusa különböző, ami a vér szükséglet szerinti megoszlását teszi lehetővé.

A cochlea ereinek tónusa ez ideig nem ismert. Az irodalmi megállapítások, ill. az anatómiai ismeretek alapján felvetődik a kérdés, hogy a cochlea, az agyi erekre jellemző magas bazális tónussal és alacsony konstriktor tónussal, vagy a vázizom ereire jellemző bazális és konstriktor tónussal rendelkezik-e (Yamane et al. 1991; Johnson, 1972). Ezek megválaszolásához, meg kell vizsgálni a cochlea beidegzését, humorális és egyéb szabályozó mechanizmusait.
 6
Autonóm beidegzés

7
Szimpatikus beidegzés

A szimpatikus vazokonstriktor rostok ingerülete érszűkítő hatását kétféle hormon, a noradrenalin (NA) és/vagy adrenalin közvetítésével fejti ki (Cazals et al. 1988; Nielsen and Owman, 1967). A szimpatikus vazokonstriktor idegek postganglionaris rostjainak összessége az un. adrenerg idegekhez tartoznak, melyeknek idegvégződésein noradrenalin szabadul fel (Suga and Snow, 1969). Az erek falában lévő simaizomelemek kontrakcióját is a felszabadult noradrenalin hozza létre (Hozava and Kimura, 1990; Miller and Dengerink, 1988). Az esetek nagy részében az érfalban lévő simaizmokban un. a-receptorok vannak, amelyek noradrenalinra érzékenyek és ingerületük az érizomzat kontrakciójának közvetlen oka (Kissen and Weiss, 1991). A NA felszabadítást gátolva (bretylium) vagy az alfa-recepotorokat specifikusan bénítjuk (pl. phenoxibenzaminnal) a vazokonstriktor válasz is elmarad. A szervezetben a fiziológiás és patológiás ingerekre reflektórikusan felszabaduló maximális katekolamin mennyiség 0,6-0,7 µg/kg/min. A klinikumban terápiásan alkalmazott, ill. kísérletes, vérnyomásemelő adagok farmakológiai hatásnak tekintendők.


Lorente de No és Schmidt hisztológiai eredményeik alapján számoltak be először a cochlea szimpatikus beidegzéséről (Lorente de No, 1937; Smith, 1951). Spoendlin (Spoendlin and Lichtensteiger, 1966), hisztokémiai vizsgálatok során azt feltételezte, hogy a cochleának két, egymástól független adrenerg beidegzése van. Az egyik a ganglion stellatumból ered, s ez a cochlea ereinél perivaszkulárisan végződik. Ezek a terminális ágak vizsgálatuk szerint a modioláris erekhez futnak. Ezeket a megállapításokat később Densert és Flock elekronmikroszkópos (Densert and Flock, 1974; Densert, 1974), Ylikoski ill. Hozava immunhisztokémiai megfigyelései tengerimalacon, ill. majmon is igazolták (Ylikoski et al. 1989; Hozava and Kimura, 1990). A másik rendszer a ganglion cervicale superiusból ered, s ezek a cohlea laterális részén futnak, az erektől függetlenül szabadon végződve (Spoendlin, 1981). Ezt a második megállapítást később Terayama cáfolta, s kimutatta, hogy az ipsilaterálisan eredő szimpatikus rostok először a carotis internához, majd az a. auditiva internához kapcsolódnak s ellátják adrenerg rostokkal mind a cochlearis ereket, mind a vestibularis ereket (Terayama, Holz and Beck, 1966). Így tehát ez a másik rendszer is szigorúan kapcsolódik az erek lefutásához. Denser a radiális artériák mellett egészen a limbus spiralisig követni tudta a ganglion cervicale superiusból eredő szimpatikus rostokat (Densert and Flock, 1974). Brechtelsbauer tyrosin hydroxilase immunhisztokémiai módszerrel követni tudta a szimpatikus rostokat a radialis artériák mellett a gyűjtő vénák körül is. Emellett felvetette, hogy esetleg a cochlea beidegzése és keringésszabályozása szegmentális (Brechtelsbauer et al. 1990).


A szimpatikus idegek funkcionális hatásáról először Suga és Snow számolnak be (Suga and Snow, 1969). Szisztémásan adott szimpatomimetikumok a cochlea keringését erősen befolyásolják. Az intravénásan adott adrenalin és noradrenalin a cochlea keringésének fokozódását eredményezte. Ezt az eredményt több szerző munkája is alátámasztja (Yokoyama et al. 1988; Hasegawa et al. 1989; Larouere et al. 1989; Miller and Dengerink, 1988). Az így létrejött hatás elemzésénél azonban figyelembe kell venni az igen jelentős szisztémás vérnyomás emelkedést is. Ohlsen a kerekablakra cseppentett adrenalin és noradrenalin helyi hatását vizsgálta a cochlea keringésére. Az adrenalint helyileg alkalmazva a szisztémás vérnyomás változatlansága mellett a cochlea keringést csökkenti (Ohlsen et al. 1991; Ohlsen et al. 1992). Ezt követően a cochlea ereinek receptor érzékenység vizsgálata került a középpontba (Miller and Dengerink, 1988).  Eszerint kiderült, hogy sem a b1 ill. b2-receptorizgatás, sem a gátlás nem eredményez cochleakeringés változást (Ohlsen et al. 1991; Suga and Snow, 1969; Miller and Dengerink, 1988; Ohlsen et al. 1992). Az alfa-receptorok esetén viszont csak alfa1-hatás volt kimutatható az alfa2-receptor izgatás és gátlás a cochlea keringésére rezisztens volt (Miller and Dengerink, 1988; Ohlsen et al. 1989). A szimpatikus idegek funkcionális hatásának további vizsgálata Hultcranz nevéhez fűződik (Hultcrantz et al. 1982; Hultcrantz, Linder and Angelborg, 1977). Mikrogyöngy módszerrel 25 %-os cochlearis vérátáramlás (CBF) csökkenést tudott kimutatni a szimpatikus idegek stimulációjával (Lassen and Hoedt-Rasmussen, 1966). A ganglion stellatum feletti rostok átvágása viszont nem mutatott változást a CBF-ban. Perlman megfigyelése szerint a hasonlóképpen átvágott ideg proximális végének elektromos ingerlése a cochlea keringésének csökkenését hozta létre (Perlman and Kimura, 1955; Hultcrantz, Hillerdal and Angelborg, 1982). A cochlea keringésének ingerlést követő csökkenése feltételezésük szerint az ingerlés hatására lokálisan felszabaduló noradrenalin vazokonstriktor hatásával magyarázható (Ohlsen et al. 1991; Perlman and Kimura, 1955). A ganglion cervicale superior és a ganglion stellatum cochleakeringésben betöltött szerepének további vizsgálata Ren nevéhez fűződik (Ren et al. 1993; Ren et al. 1993) (3.ábra). A ganglion stellatum törzsének bipoláris ingerlését követően a szisztémás vérnyomás emelkedés mellett, mind az ipsilaterális, mind a kontralaterális oldalon a CBF csökkent. Ezzel párhuzamosan csökkent az C (CBF/BP) értéke is, amely a vaszkuláris konduktancia csökkenését jelzi. Ez a hatás nem változott akkor sem, amikor az ipsi-, és a kontralaterális oldalon a ganglion cervicale superiust átvágták (Ren et al. 1993). A nyaki szimpatikus törzsének ingerlése viszont csak az ipsilaterális oldalon hozott létre CBF csökkenést, míg a kontralaterális oldal [image: image13.jpg]Kiilsofiil Kozépfiil Belsofiil
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keringése változatlan maradt. A ganglion cervicale superior elektromos ingerlésével, s az egyes rostok szelektív átvágásával igazolni tudta, hogy csak ezen ganglion lateralis-superior kötegének ingerlése eredményezett CBF változást az ipsilateralis oldalon. A medialis-superior s a medialis inferior kötegnek nincs cochlea keringést befolyásoló hatása. Ren tehát a kétoldali ganglion stellatumot, és az ipsilateralis nyaki szimpatikus lateralis-superior kötegét tartja a cochlea fő szimpatikus beidegzésének (Ren et al. 1993). Ezt megerősítik Laurikainen vizsgálatai is (Laurikainen et al. 1993). Ezen idegek cochlea ereken történő megoszlása, elrendeződése, s funkcionális szerepük a cochlea keringésének finomabb szabályozásában még sok kérdést rejtegetnek.

Összefoglalásként megállapíthatjuk, hogy a cochlea keringését a szimpatikus idegrendszer két rendszeren keresztül fejti ki. Az egyik a ganglion cervicale inferior ipsi- ill. contralateralis beidegzése, a másik az ipsilateralis ganglion cervicale superior lateralis superior kötege. A szimpatikus adrenerg rendszer noradrenalin fölszabadításával az alfa2-receptorok izgatásán keresztül fejtik ki vazokonstriktor hatását. A cochlea szimpatikus keringésszabályozásában nem ismert még a Neuropeptid Y (NPY) hatásmechanizmusa és együttműködése az adrenerg rendszerrel. 

8
Paraszimpatikus beidegzés

A cochlea paraszimpatikus beidegzéséről csak igen kevés, az irodalomban megjelent adatra támaszkodhatunk (Spoendlin, 1972). Anatómia vizsgálatokkal a paraszimpatikus (cholinerg ) rostok eredetét jól ismerjük az agyi erek körül (Edvinsson, 1991; Uddman et al. 1993). Ezek az erek paraszimpatikus rostjaikat a ganglion oticumon, ill. a ganglion sphenopalatinumon keresztül kapják. A ganglion oticum praeganglionaris rostjait az ggl. salivatorius inf-ból, a ganglion sphenopalatinum rostjait a ggl. salivatorous sup.-ból kapja. A postganglionáris cholinerg rostok végződésein Ach és vasoactiv intestinal polypeptid (VIP) szabadul fel (Rorstad, Shirahase and Huang, 1993). Immunohistochemiai vizsgálatokkal kimutatták a perivasculárisan elhelyezkedő immunoreaktív VIP rostok (VIP-IR) megoszlását az agyi erek területén (Bevan and Bevan, 1993; Edvinsson et al. 1987). Ezek a rostok a legsűrűbb megoszlást az a. maxillaris interna, ill. az a. lingualis területén mutatják (Edvinsson, 1985). Denzitásban ezt követi az a. maxillaris externa ill. az a. basilaris területe. A carotis externa, ill. az a. vertebralis területén ilyen rostokat nem mutattak ki (Edvinsson, 1991). A cochlea paraszimpatikus beidegzésével kapcsolatosan tehát ezek a vizsgálatok azt mutatják, hogy a paraszimpatikus beidegzés az a. basilaris területén fokozatosan csökken, ill. az a. vertebralisnál meg is szűnik (Edvinsson, McCulloch and Uddman, 1981). A cochlea vérellátását biztosító AICA ezen átmenetnél ered így kérdéses a paraszimpatikus rostok vazoregulációs szerepe a cochlea keringésszabályozásában. Ebben a témakörben csak egyetlen tudományos munka foglalkozik a paraszimpatomimetikumok ill. paraszimpatolitikumok cochlea keringésen kifejtett hatásaival. Suga munkájában Ach hatásait vizsgálta a cochlea keringésére elektromos impedancia-pletizmográfiás módszerrel (Suga and Snow, 1969). Az egyes anyagokat a v. jugularis externán keresztül adagolta. Eredményei szerint a cholinomimeticumok közül az Ach kis dózisban azonnali vérnyomáscsökkenés mellett CBF emelkedést eredményezett. A dózist emelve azonnali vérnyomás és CBF esést kapott, s mindkét érték igen lassan tért csak vissza a kiindulási szintre. A bethanechollal végzett kísérletei hasonló eredményt mutattak, mint az alacsony dózisú Ach-nal kapott eredmények. A paraszimpatholyticumokkal végzett méréseiben, mind az atropin, mind a scopolamin kisfokú CBF csökkenést mutatott, az ezzel a hatással párhuzamosan kialakuló kisfokú BP emelkedéssel. Az Ach-eszteráz blokkolókkal is elvégezve a kísérleteket azt találta, hogy mind neostigminre, mind edrophoniumra kisfokú CBF emelkedést, ill. kisfokú vérnyomáscsökkenést kapott. A CBF mérés mellett elektrofiziológiai mérésekkel nyomon követte a cochlearis nyugalmi potenciál, ill. electrocochleogramm (ECoG) változásait is. Azt tapasztalta, hogy ezek párhuzamosan együtt mozogtak a CBF változásaival.

Suga eredményei azonban csak azt igazolják, hogy mind a paraszimpathomimetikumok, mind a cholinomimetikumok alkalmazása hatással van a cochlea keringésére, de a cochlea ilyen irányú beidegzéséről s pontos szerepéről nem adnak információt. Ezek a hatások ugyanis farmakológiai hatások így nem általánosíthatók, a cochlea saját paraszimpatikus beidegzésére (Rorstad, Shirahase and Huang, 1993). A paraszimpatikus idegek cochlea regulációban betöltött szerepének tisztázásához tehát további hisztológiai és funkcionális bizonyítékok szükségesek. Carlisle immunofluoreszcein technikával igazolta ugyan a cochlea erei körül a VIP-rostok meglétét. Azonban ezek funkciója eredete és kapcsolatai ismeretlenek (Carlisle et al. 1990). A VIP-tartalmú- és az esetlegesen meglévő paraszimpatikus rostok kapcsolata is tisztázatlan. Ez a terület sok megoldatlan kérdést hordoz még magában. 

9
Humorális szabályozás

A szisztémás keringésben történt változásokat, ill. hatásokat nem lehet figyelmen kívül hagyni a cochlea keringésszabályozásának vizsgálatakor. A keringésben keringő humorális anyagok közvetett, ill. közvetlen hatással vannak a cochlea keringésére is.


Az adrenalin és a noradrenalin cochlea keringésre gyakorolt hatásaival az előző fejezetben foglalkoztunk. 


Az angiotenzin cochlea keringésre kifejtett hatását, először Write és mtsai. vizsgálták. A carotis internán keresztül szisztémásan, majd az AICA-n keresztül helyileg angiotensin II.-t infundáltak a cochlea keringésébe (Wright et al. 1985; Wright, 1985). Az így a szisztémás keringésen keresztül alkalmazott angiotensin II. hatására a cochlea keringésében nem tapasztaltak lényeges változás. Az angiotensin II. AICA-n keresztüli hatását Quirk vizsgálta, s 50 %-os BP emelkedést mellett 15 %-os CBF csökkenést észlelt, aminek hátterében a cochlearis erek vasoconstrictióját feltételezik (Quirk et al. 1988). A belsőfül ereiben az angiotensin receptorokról, s azok pontos cochlearis vasoregulációban betöltött szerepéről azonban ez ideig nem sokat tudunk, így ezek szerepe még elég kérdéses (Wright, 1985).


Az intravénásan alkalmazott vasopressint az összes érterület ereit szűkíti (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). Az így létrehozott vazokonstriktor effektust farmakológiai hatásnak kell tekinteni. A vasopressin cochlea keringésben betöltött szerepéről McLaren számolt be (McLaren et al. 1991). A vasopressin, AICA infúziót követően a cochlea ereinek konstrikcióját eredményezte, ami CBF csökkenésében nyilvánult meg. Ezzel párhuzamosan a vérnyomás emelkedését is észlelték, ami a szisztémás keringéshatás következménye. A vasopressin cochlea keringésszabályozásban betöltött szerepéről, ill. azok funkcionális jelentőségükről a cochleában azonban nem tesznek említést. 


A nemi hormonokkal külön vizsgálatok ez ideig nem történtek, viszont Miller munkájában vizsgálta ovarectomizált állatokon a phenilefrin hatását. Kísérletükben azt találták, hogy a lokálisan a kerekablakon keresztül alkalmazott phenilefrin vazokonstriktor hatása és az így okozott CBF csökkenés elmarad ovarectomizált állatokon (Miller and Dengerink, 1988). Egyéb nemi hormonok közül a progreszteron (Laugel, Dengerink and Wright, 1988) és az androgének hatásait csak az angiotensinnel kombinálva vizsgálták (Flynn, Dengerink and Wright, 1990) Ezen megfigyelés azt sugallják, hogy a nemi hormonoknak potencírózó hatása lenne a cochlea ereire. A hím állatokon mérések nem történtek, így a nemi hormonok cochlea keringést befolyásoló hatásainak tisztázása közel sem tekinthető lezártnak. 


A hisztamin a leghatásosabb kapilláris tágítók közé tartozik. Az arteriolákon nagyfokú dilatációt okoz, aminek artériás vérnyomáscsökkenés a következménye (Audibert et al. 1991). Nagyobb adagban fokozza a capillarisok permeabilitását (Lembeck, 1983). A hisztaminnak igen kifejezett cochlea keringést fokozó hatása is van, ami együtt jár a szisztémás vérnyomás emelkedésével (Ernster and Meyers, 1986; Ohlsen et al. 1992). A szédülésben és Meniere betegség kezelésében is alkalmazott szintetikus hisztamin analóg, a betahistin cochleakeringésre kifejtett hatásának vizsgálata Laurikainen nevéhez fűződik (Laurikainen et al. 1993). Munkjában igazolta továbbá a H-1, ill. a H-3 receptorok cochleakeringést fokozó hatásait is. A cochleaban fölszabadult hisztaminokról, s azok szerepéről azonban nem tesz említést. Tisztázatlan még a hisztaminok fölszabadulásának oka is a cochleában. Ezen kérdést pedig nagyon fontosnak ítélem a cochleaban lejátszódó gyulladásos folyamatok szempontjából is. Megválaszolatlan hisztaminok permeabilitást fokozó hatása, ill. az egyéb gyulladásos mediátorok megléte is a cochlea vazoregulációjában. 


A cochlea keringésével foglalkozó irodalom nem említi ugyan, de a teljesség kedvéért megemlítem az egyéb biológiailag aktív peptidek feltételezhető szerepét a cochlea keringésszabályozásában. Ide tartoznak a kininek (pl. bradykinin), prostaglandinok, leukotrienek, PAF, neurotensin, somatostatin, galanin, atrial natriuretik peptid, cholecystokinin, dynorphyn és opoid peptidek stb (Wallengren and Hakanson, 1992; Bleeker, Wit and Segenhout, 1980; Mione, Ralevic and Burnstock, 1990; Lembeck, Donnerer and Bartho, 1982; Tamaki, Saku and Ogata, 1992). Ezen anyagok cochlearis hatásának és funkciójuknak megválaszolása a jövő feladatai közé tartozik. 
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Vérgázok

A vérgázok (oxigén, széndioxid) szöveti tenziójának változása a nagy vérkör ereit azonos irányba, de érterületenként különböző mértékben befolyásolja (Graser and Vedernikov, 1991). A pO2 csökkenése (hypoxia), ill. a pCO2 emelkedése (hypercapnia) vasodilatátióra vezet (Revich, 1964). A pO2 emelkedés (hyperoxia, hiperoxia) ill. a pCO2 csökkenése (hypocapnia, hipokapnia) vazokonstriktor hatású (Granger et al. 1988). A jelenség biológiai fontossága kézenfekvő: a fokozott aktivitással szükségképpen együtt járó pO2-csökkenés ill. a CO2 emelkedés vazodilatációs hatása az aktív szövet vérellátásának fokozását, tehát a pO2 emelkedését és a pO2 csökkenését eredményezi (Sohmer, Freeman and Schmuel, 1989). A vérgázok tenziójának változására elsősorban azok az érterületek érzékenyek, amelyekben a vasoconstrictor tónus elhanyagolható és a basális tónus kifejezett. A coronariákban a hypoxia, (hipoxia), az agyi erekben a hypercapnia (hiperkapnia) a legerélyesebb vazodilatátor (Granger et al. 1988).


A vér CO2 tartalma komoly befolyásoló tényezőként szerepel a belsőfül keringésszabályozásában is. Polloch kísérletes munkájában több szerv, köztük az agy-, ill. a temporális csont keringését hasonlította össze 5 %-os és 10 %-os CO2 belélegzését követően (Pollock et al. 1974). Mind a temporális csonton, mind az agyban kifejezett vérátáramlás fokozódást észlelt a különböző koncentrációjú CO2 belélegzését követően. Az alacsony, 5 %-os koncentrációnál inkább a temporalis csont, a magasabb 10 %-os CO2 koncentrációnál pedig az agyi vérátáramlás fokozódott kifejezettebben. Prazma munkájában a 10 %-os CO2 belélegzést követő egyéb cochlearis hatásokat is vizsgált (Prazma et al. 1979). A belélegzést követően a perilympha pCO2 szintje azonnal emelkedett s ezzel párhuzamosan a cochlearis microfonpotenciál (CM) azonnal csökkent. Ezen jelenségek mellett az endocochleáris potencial (EP) is emelkedett a perilympha pCO2 változását követve. Ez a kísérlet egyik bizonyítéka a cochlea CO2 érzékenységének. 
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Rheológiai hatások

A vér viszkozitása, sejtes elemeinek összetétele, ill. koncentrációja nagymértékben hatással van a cochlea vérellátására, és következésképpen annak működésére is. Ennek közvetlen klinikai vonatkozásai is vannak. A cochlearis eredetű halláscsökkenések egy részénél fülzúgásban, tinitusban, presbyacusisban (presbiakuzis) az egyik kezelési eljárásként a vér viszkozitásának, ill. ozmolaritásának csökkentését alkalmazzák (Browning, Gatehouse and Lowe, 1986; Szolnoki and Götze, 1974; Csarkó, Tóth and Papp, 1983; Révész et al. 1970). Ezen gyógyszeres behatáson keresztül próbálnak therápiás hatást elérni. Quirk (Quirk et al. 1990) és Goodwin a (Goodwin et al. 1984) Mannitol 20 keringést befolyásoló hatásáról állapítja meg, hogy intravénásan adagolva a vérnyomás emelkedése mellett CBF emelkedés is mérhető. A Dextrán 70-nek hasonló vérnyomás és CBF emelő hatása van (Hultcrantz and Nuttall, 1987; Nuttall et al. 1988). A Dextrán 70-nek az ozmolaritás változáson túli egyéb hatása, hogy bevonja vvt. és az endothel felületét, s ily módon is csökkenti a vér viszkozitását (Baldwin et al. 1992). Ugyancsak megemlítik a Dextrán 70 praecapilláris shpinctereken kifejtett érzékenységfokozó hatását is, ami a rezervoár erek könnyebb megnyílásában mutatkozik meg. Baldwin vizsgálataiban a hematokrit (Htk) változásainak hatását mérte a cochlea keringésére (Baldwin et al. 1992). Vizsgálataiban a vért Dextrán 70-el folyamatosan hígította, s mérte a Htk. csökkenését követő CBF és BP változásokat. Eredményei szerint a CBF, viszonylag állandó BP értékek mellett fokozatosan emelkedett a 70 %-os szintig, amíg a Htk-tot a 40 %-ról 20 %-ig csökkentette. Ekkor a hirtelen, s rohamos vérnyomásesés mellett a CBF 15 %-os Htk. mellett meredeken 120 %-ig emelkedett, majd a 15 %-os Htk. értéknél visszazuhant 50 %-ig. Ezt követően az állat elpusztult. Ezek az eredmények az mutatják, hogy a 20 %-os Htk-szintnél már igen erélyesen jelentkező hypoxia (hipoxia) vazodilatációs hatása látszólagosan még emeli a cochlea keringését, azonban ez már a keringés összeomlásának részjelensége. A 40-ill 20 %-os Htk. szint között viszont, a fokozódó CBF a vér viszkozitásával, ill. a már fokozatosan jelentkező hypoxiára, fölszabadult metabolitok okozta vasodilatátióval magyarázhatók (Dullin and Desjardins, 1987; Sarelius and Duling, 1982). A vér alakos elemeinek flexibilitása, rigiditása és plaszticitása is igen komoly hatással van a cochlea keringésére. Az cochlea legkisebb kapillárisainak átmérője 6-8 mikron (Watanabe et al. 1988; Matsunaga et al. 1985), ezért ez igen nagy jelentőséggel bír a 7-8 micron átmérőjű vvt. és egyéb vér alakos elemek cochlearis transzportja szempontjából. Quirk a pentoxifillin (Trental) cochlea keringésre kifejtett hatásáról állapítja meg, hogy a dózisfüggő vérnyomáscsökkentő hatása mellett dózisfüggő CBF emelkedés is kimutatható (Quirk et al. 1988). A pentoxifillin hatását a vér viszkozitásának csökkentésével, a sejtes elemek plaszticitásának fokozódásával, ill. a rigiditásuk csökkenésével érik el (Maass and Ludwig, 1984). Ezt a gyógyszert a mindennapos klinikai rutinban is alkalmazzák a cochlearis hallásromlások kezelésére (Coleman et al. 1990). Granger összefoglaló munkájában ad áttekintést a microcapillárisok ozmotikus viszonyairól, ill. azok patológiás eltéréseiről (Granger et al. 1988). 
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Az endothélium vazoregulációs szerepe

Az elmúlt évtizedben a lokális vazoregulációs szabályozáskutatások, az endothélium közvetítette vazodilatációs ill. vazokonstrikciós hatások vizsgálata került a kutatások középpontjába (Masaki, 1993; Rubanyi, 1993). Ezen témakör részletekbe menő, s teljességre törekvő taglalására disszertációmban nincs mód, ezért ezen témakörnél csak egy rövid általános áttekintésre szorítkozunk, amit a cochlea keringésszabályozása szempontjából s a további kutatási irányvonalak körülrajzolása szempontjából tartunk fontosnak.


A capillárisok helyi vazoregulációs szabályozása egyik igen jelentős felfedezése volt Furchgott és Zawadzki azon megfigyelése, hogy egyes anyagok, köztük az ACh-nak, vazoaktív hatásuk kifejtéséhez az ép endothélium jelenlétére is szükség van (Furchgott and Zawadzki, 1980). Ekkor még nem ismert komponensek együttesét összefoglaló névvel "endothelium derived relaxing factor" (EDRF) névvel jellemezték. A későbbi megfigyelések szerint az EDRF fölszabadulását az endothelium felületén megtalálható specifikus receptorok ingerlése okozza, ami az erek körüli simaizmok relaxációját hozza létre (Edvinsson et al. 1985; Ignarro et al. 1981). Ezen fölszabadulás indometacinnel blokkolható. Az EDRF okozta vazodilatációs hatást összehasonlítva a vénák falán bekövetkezett vazoaktív hatással, azt tapasztalták, hogy a vénák fala sokkal kevésbé érzékeny EDRF-ra mint az arterioláké, amiből azt a következtetést vonták le, hogy a vénák endothelim rendszere különbözik az artériákétól (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). Később egyértelműen igazolódott, hogy az EDRF elnevezés csak, mint összefoglaló név használható, mert egyre több anyagról igazolódott be hasonló tulajdonság. A legvalószínűbb, szóba jövő molekulák ebben a csoportban a nitrogén monoxid (NO), az oxigén szabad gyökök, az arachidonsav egyes metabolit termékei (Moncada, Palmer and Higgs, 1991; Bredt and Snyder, 1992; Kozniewska, Oseka and Stys, 1992). Ezek mellett azonban feltételezhetők még egyéb, eddig nem azonosított anyagok is. Az EDRF az endotheliumban az arachidonsavból szintetizálódik (Gardiner and Bennett, 1993; Hecker et al. 1991). Ehhez a folyamathoz, ill. az EDRF fölszabadulásához O2 és Ca++-ra van szükség (Hecker et al. 1991). Ezzel szemben a megemelkedett Mg++ gátolja az EDRF fölszabadulását. Ezek a tulajdonságok, s további vizsgálati eredmények egyre inkább arra hívták föl a figyelmet, hogy az EDRF és az NO egy és ugyanaz (Vass, Bari and Jancsó, 1994).


A másik szintén az ép endothelim működéséhez kötött faktor az "endotelium derived vasoconstrictor factor" (EDCF) (Moncada, Palmer and Higgs, 1991). Az EDCF különböző kémiai szerek, mint noradrenalin, trombin, emelkedett K+ szint, hypoxia, s különböző endotheliumot ért feszítés hatására szabadul föl. Ezt a faktort sem tartják egységesnek, hanem az arachidonsav vazokonstriktor hatással rendelkező egyik metabolitjának és egyéb polypeptidek közös összefoglaló nevének. 


Az irodalom szerint ezek az endotheliumhoz kapcsolt vazoaktív ágensek szorosan kapcsolódnak egyes neuropeptidek hatásának kifejtéséhez, mint végleges messzenger molekulák (Said, 1992; Moncada, Palmer and Higgs, 1991). 
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Neuropeptidek

A neuropeptidek olyan, peptidkötéssel létrejött több aminosavból álló molekulák, melyeket idegsejtek szintetizálnak, tárolnak, transzportálnak, és szabadítanak fel az idegvégződésekben. Röviden neuropeptideknek nevezzük az idegsejtek által termelt peptideket (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990; Ren et al. 1993; Uddman et al. 1993).

A neuropeptid szintézis helye az idegsejtekben az endoplazmás retikulum (Palkovits, 1986). Itt rendszerint a még nagyobb molekulájú peptid - prohormon - keletkezik. A perikarionból a peptid a lassú axonális áramlás révén az idegvégződésekbe jut, ahol raktározódik, és megfelelő inger hatására onnan felszabadul (Holzer, 1993; Juul and Edvinsson, 1993). Egyes peptidek esetében a peptidhormon a transzport folyamán aktiválódik. A neuropeptideknek kétféle élettani szerepe ismert. Lehetnek neurotranszmitterek és neurohormonok (Harper, 1988; Rubanyi, 1993). A két hatás nemcsak a peptid kémiai természetéből, nem csak az őt termelő idegsejtből, hanem a hatás helyétől is függ. Ha a neuropeptid az axonális transzport végén bejut a keringésbe és hatását a neurontól távol fejti ki, akkor hatása hormonális, és - mivel idegsejt termeli - az így ható peptidet neurohormonnak nevezzük. Ha a neuropeptid az idegvégződésből a szinaptikus membránon át szabadul föl és hatását egy másik idegsejtre fejti ki, akkor az adott peptid neurotranszmitternek tekinthet. A neurohormonális és neurotranszmitter hatás nem különíthető el élesen. Lehetséges ugyanis, hogy ugyanazon sejtben termelődő neuropeptid lehet hormon is és neurotranszmitter is (Palkovits, 1986). A neuropetidek számos szempontból különböznek a klasszikus neurotranszmitterektől, anélkül azonban, hogy ez, transzmiter szerepük alacsonyabb értékét jelentené. A neuropeptidek csak az idegsejtek szómájában szintetizálódnak, az idegvégződésekben nem. Az idegvégződésekből kiürült neuropeptidek - ellentétben a klasszikus neurotranszmitterekkel - nem jutnak vissza még egyszer a preszinaptikus idegvégződésekbe. Ebből a tényből adódik, hogy az idegvégződésekből kiürült neuropetidek pótlása csupán egyetlen módon, a perikarionból történő axonális transzport útján mehet végbe (Uddman et al. 1985). Kezdetben egyetlen neuronnak egyetlen neuropeptid szintézisét tulajdonították, de ma már bizonyos, hogy egy neuron több transzmittert is képes szintetizálni (Gibbins and Morris, 1988). Ezek a neuropeptidek egymás működését segíthetik, ill. gátolhatják, amely szinergista ill. antagonista hatás ugyanazon neuropeptid páros esetében is különböző lehet (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). Ezen tulajdonság a célsejttől, a koncentrációtól, a felszabadulás mértékétől, ill. a két peptid egymáshoz viszonyított arányától is függhet. Csak példaként említem meg a paraszimpatikus idegeken az Ach és a VIP (Rorstad, Shirahase and Huang, 1993), a szimpatikus idegeken a NA , ATP, és NPY (Nagy, 1989), a szenzoros neuronokon a SP és CGRP együttműködését (Flynn, Dengerink and Wright, 1988; Jiang, X and Ito, 1991; Uddman et al. 1986; Jansen, Nilsson and Edvinsson, 1993). Ezek mellett számos neuropeptid kapcsolat létezik még, azonban ezek részletekbe menő tárgyalása meghaladja a disszertációm tárgyát. 


A neuropeptidek élettani hatásuk, ill., legnagyobb koncentrációban való előfordulásuk alapján hipotalamikus neuropeptidekre, agyi eredetű hipofizis peptidekre, opoid peptidekre, agyi eredetű gasztrointesztinalis peptidekre ill. egyéb peptidekre oszthatjuk (Palkovits, 1986). A neuropetidek egy részének - az erek simaizmán való támadáspontjuk miatt - jelentős regulációs szerepük van a lokális keringésszabályozásban is. Ezek közül a legjelentősebbek a neuropepttid Y (NPY) (Dahlof and Dahlof, 1993), vasoaktív intestinális polipeptid (VIP) (Edvinsson et al. 1987), substance P (SP) (Duckles and Buck, 1982; Pernow, 1983), calcitonin gén-relációs peptid (CGRP) (Goodman and Iversen, 1986; Franco-Cereceda et al. 1987), neurokinin A és B (NKA, B) (Regoli, Rouissi and D'Orleans-Juste, 1993). Ezen vazoaktív neuropeptidek lokális, cochlea keringésszabályozásban betöltött szerepe ismeretlen, viszont feltételezhetően, az agyi keringésszabályozáshoz hasonlóan itt is jelentős hatása van mind a normális tónus kialakításában, mind a patológiás történések létrejöttében.
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Neuropeptidek és szenzoros idegek

Az érző, szenzoros neuronok sejttestjei a gerincvelő hátsó szarvában és az érző agyidegek ganglionjaiban helyezkednek el (Lewis, 1927). Ezen idegek afferens szára a periférián speciális receptorokban vagy speciális érző struktúrákban végződnek s reflexesen részt vesznek az effektor válasz létrejöttében (4. ábra). Embriológiai, morfológiai és elektrofiziológiai sajátságaik alapján az érző neuronok két nagy csoportja különíthető el: a kis, sötét vagy B-típusú neuronok, amelyek főként lassú vezetésű velőtlen "C" rostokkal rendelkeznek és a nagy, világos vagy A-típusú, gyors vezetésű velős axonnal rendelkező ganglionsejtek (Andres, 1961). Már több mint száz éve megfigyelték, hogy a szenzoros afferens idegek centrális átvágása után a disztális csonk antidromos ingerlését követően a perifériás végződésnél vazodilatáció és egyéb gyulladásos jelenségek figyelhetők meg (Gaertner, 1889; Stricker, 1876). Az elmúlt húsz éveben a kutatási eredmények egyértelműen igazolják a szenzoros idegek lokális hatását a helyi vérkeringésre, az erek falának permeabilitás változására, [image: image14.jpg]ggl.cervicale sup.
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3.4bra. A cochlea erei sympathicus beidegzésiket a gglcervicale sup. ipsilateralis, lateralis
superior kotegébol ill. a gel.cervicale inf. ipsilateralis és contralateralis rostjaibol kapjak.
Ezeknek a sympathicus idegeknek vasodilatatios hatdsuk van a cochlea erein, amit a
ganglionok elektromos ingerlését kovetd CBF valtozas regisztralasaval igazoltak



trofikus és immunológiai folyamatokra (Lembeck and Holzbauer, 1988; Granger et al. 1988).  Ezen eredmények fölismeréséhez az egyik legjelentősebb mérföldkő Jancsó nevéhez fűződik, aki fölismerte a capsaicin szelektív neurotoxikus ill. stimulációs hatását a B típusú neuronokra (Jancsó, Jancsó-Gábor and Szolcsányi, 1967; Jancsó, Király and Jancsó-Gábor, 1977) (5. ábra). Kimutatták, hogy a capsaicin a kémiai fájdalomérző idegvégződések működését előzetes izgatás után szelektíven és tartósan blokkolja. Ez utóbbi jelenség capsaicin deszenzibilizáció néven vált ismertté az irodalomban (Jancsó, 1968; Jancsó, Király and Jancsó-Gábor, 1977). Rámutattak arra is, hogy a capsaicin szenzoros izgató hatása mellett jellegzetes lokális szöveti reakciót is kivált. A capsaicinnek tehát egy koncentrációtól függő hatása van a szenzoros neuronokra. Alacsony dózisban (mg/kg-os sávban), vagy alacsony koncetrációban (nM-mM-os sávban) a capsaicinnak kifejezett izgató hatása van a szenzoros neuronokon belül is a mielin hüvely nélküli C-rostokra. A szisztémásan alkalmazott magas dózisú capsaicin (mg/kg-os sávban) végleges, szelektív neurotoxikus hatással rendelkezik szenzoros neuronokon (Jancsó et al. 1987). A másik igen jelentős fölismerés a lokális keringésszabályozás vizsgálatában, az volt, hogy fölismerték azt a jelenséget, hogy a szenzoros neuronok végtermináljain neuropeptidek szabadulnak föl (Holzer, 1988; Fitzgerald, 1983). Lewis igazolta az antidromos ingerlést követően fölszabaduló hisztamin jelenlétét és szerepét a dilatációs folyamatokban (Lewis, 1927). Az ezt követő kutatások igazolták a SP (Leeman and Carraway, 1977; Vass et al. 1994), CGRP (Goodman and Iversen, 1986), a neurokininek szoros kapcsolatát a szenzoros neuronokkal. Azt is igazolni tudták, hogy ezen neuropeptidek capsaicinnel fölszabadíthatók és e hatás jellegzetesen csak a szenzoros neuronokon érvényesül (Fitzgerald, 1983; Holzer, 1988). A primer szenzoros neuronok végtermináljain fölszabadult neuropeptideknek több biológiahatásuk is van. Az egyik, a vazodilatációs hatás az arteriolák simaizmának relaxációjával magyarázható (Lynn, 1990; Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). A másik hatás az erek permeabilitásának fokozódása, ami mellett a simaizomsejtek, fibroblasztok, lymphociták proliferációjának serkentése is megfigyelhető. Ezt a folyamat eredményezi, a patológiás esetben az un. neurogén gyulladások kialakulását, aminek egyik megnyilvánulása a lokáli keringési zavar (Jancsó, Jancsó-Gábor and Szolcsányi, 1967). 
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4. abra Az agyi erek vascularis tonusanak létrehozasaban a sympathicus, parasympathicus és a
szenzoros idegeknek van szerepiik. A sympathicus idegek a NA és NPY, a szenzoros idegek a
SP, CGRP ¢és a NKA-n keresztill fejtik ki vasodilatatios hatasukat. A parasympathicus idegek
az Ach és a VIP-n keresztiil fejtik ki vasoconstrictor hatasukat.




A szenzoros neuronok, neuropeptideken keresztül kifejtett szerepét igazolták a bőrben, ízületekben, fog pulpában, nyálmirigyekben, szívben, felső légutakban, a vesében, és a tápcsatornában (Bittner and Lahann, 1984; Franco-Cereceda et al. 1987; Lembeck and Holzbauer, 1988; Duckles and Buck, 1982).


Az agyi erek körül is leírták a SP, CGRP, cholecystokinin, VIP, enkephalin, dynorphin, gastrin-release peptid tartalmú rostrendszerek meglétét (Bevan and Owman, 1988; Edvinsson, 1985) (4. ábra). Ezen rostok közül egyes idegekről itt is igazolódott, hogy azok vasoaktív hatással, és permeabilitás fokozó hatással rendelkező szenzoros idegek (Edvinsson et al. 1985; Edvinsson, 1991). Az agyi erek körül az érző idegek eredetét immunhistochemiai és immonfluorescence technikákkal igazolták (Chen, Mayberg and Moskowitz, 1983; Bill, Stjernschantz and Mandahl, 1979).
A carotis érrendszeréből származó cerebrális érrendszer a ganglion trigemini ágrendszeréhez tartozik, míg a vertebrobasilaris rendszer a hátsó gerincvelői ganglionokból ered (Uddman et al. 1985; Mayberg, Zervas and Moskowitz, 1984). Ezen szenzoros neuronok elektromos, vagy capsaicines ingerlést követően lokális, keringésváltozásban megnyilvánuló SP, CGRP fölszabadulást írnak le mind in vitro, mind in vivo (Edvinsson et al. 1990). Azt feltételezik, hogy ennek a szenzoros rendszernek az agyi keringésszabályozásában a normális vazoregulációs szerepen túl pathológiás vonatkozásai is vannak. A migrénes fájdalmak, ill. a subarachnoideális vérzések kialakulása esetén több irodalmi adat is alátámasztja a szenzoros neuronok végtermináljain fölszabadult neuropeptidek szerepét (Goadsby, 1993).


Az eddig megjelent munkákban az AICA, a cochleát ill. a labyrinth-ot ellátó erek szenzoros beidegzésről ez ideig semmilyen irodalmi adat, ill. utalás nem jelent meg (5. ábra). Feltételezhető viszont, hogy a szenzoros neuronok a cochlea lokális vazoregulációjában is részt vesznek. Erre utalnak Uddman és Carlisle megfigyelései is, akik leírják a SP, CGRP., NPY jelenlétét a cochlea erei körül (Uddman, Kitajiri and Sundler, 1983; Carlisle et al. 1990). Ezért egyik kutatási célomul azt tűztem ki, hogy igazoljam a szenzoros neuronok meglétét, s azok funkcionális szerepét a cochlea vazoregulációjában. 
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FŐ célkitűzések
1,
A szisztémás keringésben bekövetkezett változások hatása a cochlea 
működésére.

Részcélkitűzés
1,
A kísérletesen létrehozott hypercapnia és hypoxia hatásainak vizsgálata a cochlea funkcióját jelző cochlearis mikrofonpotenciál (CM) mérésével.

2,
A cochlea gyors autoregulációs mechanizmusának vizsgálata a szisztémás vérnyomásváltozások cochlea keringésre gyakorolt hatásának vizsgálatán keresztül. 

2,
A szenzoros neuronok szerepének vizsgálata a cochlea keringésszabályozásában. 

Rész célkitűzések
1,
A capsaicin szenzitív primer szenzoros neuronok vazoregulációs szerepének igazolása a cochlea keringésszabályozásában.

2,
A primer szenzoros neuronok polymodalis nociceptorokon keresztül kifejtett hatásainak vizsgálata a cochlea keringésére. 

3,
A szenzoros neuronok végtermináljain felszabadult SP vazoregulácios szerepének igazolása a cochlea keringésében.

4,
A capsaicin-szenzitív neuronok vazoregulációs szerepének mérése sebészi úton létrehozott hydropszos állatokon.

5,
A nitrogén monoxid primer szenzoros neuronokon keresztül kifejtett szerepének vizsgálata a cochlearis vazoregulációban.
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Anyag és módszer (Általános rész)
17
Kísérletekhez választott állatok

Az általunk választott kísérleti módszer a belsőfül kutatásában egy rutinszerű föltárás (Miller and Dengerink, 1988; Ohlsen et al. 1991). Fiatal, normális Preyer reflexszel rendelkező, pigmentált tengerimalacokat (Cavia porcellus) használtunk kísérleteinkben. A tengerimalac igen alkalmas a belsőfül funkcióinak vizsgálataira, mivel a cochleája viszonylag tág és vékony csontos bullában helyezkedik el (Nuttall, 1987; Nuttall, 1988). A bulla tympanica megnyitása után igen jó föltárás nyílik a teljes cochleára, ill. a kerekablakra. A tengerimalac ezen anatómiai elhelyezkedése lehetővé teszi mind a hallás-élettani, mind a cochlea keringés élettani vizsgálatait. A tengerimalac normális testhőmérséklete 38,5°C. Nuttall chronikus termométer implantációs kísérletekkel igazolta, hogy a bulla tympanica hőmérséklete megegyezik a rectalis testhőmérséklettel (Nuttall and Rouere, 1980), ami az állat altatásakor 33°C-ra csökken. A cochlea ventralis föltárását követően a cochlea hőmérséklet 31°C-ra csökken az eltávolított mediális szövetrészek miatt. Az így kialakult hőmérsékletváltozásnak hatása van a szummációs akciós potenciálra. A kísérletesen létrehozott hűtés hatására a szummációs akciós potenciál küszöbe emelkedik (Brown, Smith and Nuttall, 1983). Ez a hőmérsékletesés csökkenthető melegítő párna, ill. melegíthető fejbefogó használatával. Brown a méréseket a műtéti terület test meleg fiziológiás vattával való fedése után javasolja, amivel a nagymérvű hőveszteség elkerülhető.

A tengerimalac-modell használatakor figyelembe kell venni, hogy az állat vérnyomása és a szív frekvenciája különbözik az egyéb vizsgálati állatokétól, ill. az emberétől. (Altatott tengerimalac: BP 46.9 ± 4.2 Hgmm; szív frekvencia: 280-300/min Patkány: BP: 95-110 Hgmm;  szív frekvencia: 330-380/min) (Brown, Thorne and Nuttall, 1989). Az irodalom szerint főként a tengerimalacot alkalmazzák a belsőfül keringésének vizsgálatára, ezért a módszertani ajánlások figyelembevételével mi is ezt az állatmodellt választottuk (McCormick and Nuttall, 1976; Nuttall, 1988). 
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Állatetikai vonatkozások

A kísérleteket a SZOTE Élettani Intézete mikrócirkulációs laboratóriumában és a University of Michigan, Department of Otolarynglogy, Kresge Hearing Research Institute Mikrocirkulációs laboratóriumában végezzük Prof. Benedek György egyetemi tanár, Dr. Bari Ferenc, Josef M. Miller PhD. professzor és direktor és Alfred L. Nuttall Ph.D professzor vezetésével, betartva a Magyar állatetikai és az American Veterinary Medical Association állat euthanasiára vonatkozó etikai törvényeit (Guide for the Care and use of laboratory animals 1985). Állat preparáció: Az állatokat az általános részben részletezett módon érzéstelenítettük, s szükség szerint az anesztéziát óránként kiegészítettük. A kísérlet befejeztével az állatokat az "American Veterinary Medical Association" által elfogadott 0.5 ml koncentrált pentobarbitol (Uthol, euthanasia agent) vaszkuláris kanülőn keresztül, szív punkcióval vagy i.p. injekción keresztüli adásával túlaltattuk. Az állatok műtét előtti, ill. krónikus kísérletek esetén a műtétek közötti gondozása szabályszerű, külön helységben történt erre a célra fizetett ápoló személyzettel.
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Sebészi föltárás

Kísérleteinkben 200-400 grammos, ép középfülű, normális Preyer reflexszel rendelkező állatokat használtunk Az állatokat pentobarbital (15 mg/kg i.v) és fentalnyl/droperideol (Innovar-Vet, 0,4 ml/kg i.m., Pitman-Moor, No: 50002) általános érzéstelenítésben operáltuk (Brown, Horton and MacRae, 1963). Tekintettel arra, hogy a fentanyl az állatokat hangra fokozottabban érzékennyé teszi, ezért a kísérleteket csendes kamrában végeztük (McCormick and Nuttall, 1976; Flynn, Dengerink and Wright, 1988). Az állat fejét melegíthető sztereótaxis készülékbe fogtuk, miközben az állat állandó testhőmérsékletét (38 ± 1°C) melegítő párnával biztosítottuk. A műtétet az altatást követően egy órával kezdtük. Procain helyi érzéstelenítés után tracheotómizáltuk az állatokat és üveg kanült helyeztünk a tracheába. 0,5 ml Flaxedyl im. adását követően a spontán légzés megszűnésekor az állatot respirátorra tettük. A kilégzett levegő CO2 tartalmát Datex Normocop CO2 monitorral regisztráltuk. A tengerimalac normális, 3,5-4,75 %-os (PaCO2 ± 35-2 Hgmm) kilégzett levegő CO2 koncentrációját 18/min-os és 25 ml/löket respirációval tudtuk biztosítani. A bal oldali mandibula felkeresése után azt rezekáltuk s felkerestük a m. styloglossust, majd a proc. styloideusszal együtt eltávolítottuk. Az izom alatt eltűnt a bulla tympanica. Ezt megnyitva látótérbe került a cochlea (6.ábra). Ezt követően a jobb oldali carotis internat kanüláltuk (Intradermic polyethylen tubing, PE 50, Becton Dickinson) a vérnyomás és a szív frekvencia nyomon követésére. Irodalmi adatok szerint az ellenoldani carotis communisba vezetett kanül nem befolyásolja a cochlea keringését (Short et al. 1985). Ezt igazolják Short azon kisérletei, amelyekben a fej-nyak tájék ereinek kompresszióját követően vizsgálta a cochela keringésének változásait. Ezen a kanülön keresztül a kísérletek végén vérmintát vettünk (0,2 ml) a vér sav-bázis adatainak ellenőrzésere. A kapott vérgáz értékeket Brown által megadott, az adott altatási módra vonatkozó, normális tengerimalacokra érvényes adataival hasonlítottuk össze (Pentobarbital/fentanyl-droperidol esetén: Ph: 7,453 ± 0,073;  pCO2: 31,6 ± 1,6;  pO2 98,2 ± 13,5).
[image: image2.jpg]6.4bra A medio-lateralis foltarasi mod lehetdséget biztosit a belsofiil élettani koriilmények
kozotti vizsgalatara. A bulla tympanica megnyitasa utdn latotérbe keriil a cochlea négy
kanyarulata.
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Műtéti módszerek, általános kísérleti elrendezés
21
A cochlea és a kerekablak föltárása

A bal oldali tympanic bullat medio-lateralis föltárásból megnyitottuk, s látótérbe hoztuk a cochleát és a kerekablakot. A jobb rálátás miatt a pars squamosa-t eltávolítottuk. s az állat fejét oldalra s előrefelé buktattuk. Így a kerekablak vízszintes helyzetbe került, s így a kerekablak membránra cseppentett anyagok nem folytak el. Juhn vizsgálatai szerint a kerekeblakon keresztül a 2000Da-nál kisebb molekulasúlyú anyagok passzív diffúzióval, a 2000-10.000Da közötti tartományban pedig facilitált diffúzióval jutnak át az anyagok (Juhn, Hamaguchi and Goycoolea, 1988). Ezt követően a cochlea bazális kanyarulatáról a mucosát finom vattával eltávolítottuk, mivel ennek keringése a carotis externából ered. A mérésekhez a laser-Doppler készülék érzékelő fejét petroleum zselébe helyezése után a basális kanyarulat felszínére helyeztük. A cochlea keringésre vonatkozó perfúziós egységet-, a vérnyomás- és a szívfrekvencia változásait folyamatosan, számítógépesen rögzítettük. 
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A cochleát ellátó AICA föltárása

Ezeken az állatokon, a nyakon ejtett mediális metszésből parapharyngeális föltárásból szabaddá tettük az agyalapot. A carotis communist és a v. jugulárist megkímélve az os occipitale pars basilarisát és a bal oldali condylus occipitalist átfúrtuk. A csontvelőből származó vérzést csontviasz alkalmazásával előztük meg. A durát finom mikrosebészeti műszerekkel, mikroszkópos kontroll mellett megnyitottuk s látótérbe hoztuk az a. basilarist ill. az ebből eredő AICA-t (Seidman and Quirk, 1992) (7.ábra). 
[image: image3.jpg]1.abra Az agyalap atfirasa és a dura megnyitasa utin latotérbe keriil az a.basilaris és a beldle
eredd AICA. A tobbszor egymassal parhuzamosan eredd erek koziil az ér elszoritasat kovetd
CBF valtozasok regisztralasaval gydzodiink meg.



Az a. basilarist proximális irányból a disztális irányban műanyag kanüllel kanüláltuk, addig a magasságig, hogy a kanül vége az AICA eredéséig érjen. A kanülálást követő átmeneti vérnyomás és szív frekvenica változást után, az a. basilarisba bevezetett kanülön keresztül, infúziós pumpa segítségével különböző koncentrációban capsaicin oldatot infundáltunk. Így az a. vertebralis felől jövő vérátáramlás bemosta a capsaicint az AICA-ba. 
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Hydropszos modell

Ebben a kísérletsorozatban 200 ± 15 g-os pigmentált tengerimalacokat használtunk. A hydropszos modellt a saccus endolymphaticus roncsolásával hoztuk létre Kimura és Shuknecht módszerét követve (Kimura and Schuknecht, 1965; Kimura, 1967; Kimura, 1982; Lindsay, 1947). 


Az állatok általános anesztéziájához ketamin (40 mg/kg) és xylacain (8 mg/kg) 1:1 arányú keverékét alkalmaztunk (Green, 1975; Brown, Horton and MacRae, 1963). Ez az altatási módszer biztonságos, mély, légzés depressziómentes anesztéziát biztosít az állatnak 60-90 percen keresztül. Steril előkészület után az altatott állat fejét hason fekvő helyzetben rögzítettük. Helyi érzéstelenítésként 0,5 % bupivacain hydrochloridot, vérzéscsillapításként pedig 1:20000 epinefrint injiciáltunk a bőr alá a műtéti föltárást megelőzően. A bőrt és a bal oldali occipitalis régió izomrétegeit steril műszerekkel átvágtuk s a koponyát szabaddá tettük. Az os occipitalén kézi fúróval steril fiziológiás sóoldatos hűtés mellett lyukat fúrtunk s szabaddá tettük a durát. A saccus endolymphaticius műtéti roncsolásához occipitalis föltárást használunk, ami jó rálátást biztosít a saccus endolymphaticusra anélkül, hogy megsértenénk a durát, a sinus sigmoideust, ill. a cerebellumot (Andrews and Bohmer, 1989). A saccus endolymphaticust a föltárás után fúróval eltávolítottuk, majd a ductus endolympaticust finom tűvel roncsoltuk. A koponyán fúrt lyukat csontviasszal zártuk, s a bőrt öltésekkel egyesítettük. A postoperatív időszakban az állatokat különös gondossággal kezeltük. A műtétet követően 12 hétig vártunk az endolymphaticus hydrops kialakulásáig (Kimura, 1982). A hydropszos állatokon az előző részben részben leírt műtéti feltárással a kerekablak és a cochlea föltárását követően kísérleteket végeztünk. A kísérlet végén az állatokat foszfát pufferes átmosás után 4 %-os paraformaldehiddel intracardialisan perfundáltuk. Ezt követően mindkét oldalon a cochlea csúcsán készített lyukon és a kerekablakon keresztül helyileg is lassú infúzióval átmosást végeztünk. EDTA-val a cochleat decalcifikáltuk, majd beágyazást követően "mid-modiolar", 5 mikronos sorozatmetszeteket készítettünk. Ezzel szövettanilag igazoltuk az endolymphaticus hydrops meglétét összehasonlítva a kontralaterális oldallal (Schuknecht and Kimura, 1953). 
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A vérátáramlás változásának mérése Lézer-Dopplerrel

A cochlea keringésének megjelenítéséhez használt Periflux PF3.tip. lézer-Doppler készülék feje a szövetekről visszavert lézer fényt érzékeli (Miller, Marks and Goodwin, 1983; Miller and Nuttall, 1990; Goodwin et al. 1984). A száloptika feje által kibocsátott 2 mW teljesítményű Hélium-neon lézer fény hullámhossza 632,8 nm. Ez a monokromatikus fény az egyes szövetekről, különösen a vvt. felületéről reflektálódik és interferálva módosítja a fény hullámhosszát. E két paraméter kölcsönösen meghatározza egymást s eltolódásuk arányos a vvt-k mozgékonyságával, az intenzitásuk pedig a vvt-k mennyiségével. Emiatt jól alkalmazható a mikrócirkulációs keringés noninvaziv mérésére (Goodwin et al. 1984). A mérőberendezés a perfúzióval egyenes arányos értékeket mutat, tehát skálája lineáris. A mérés során nem egy diszkrét eret figyelünk, hanem egy adott terület mikrocirkulációs, vörösvérsejt-transzportját. A monitorozható térfogatot a mérőfej keresztmetszete és a szöveti behatolás mélysége határozza meg. Scheibe és Nilsson megfigyelései bizonyítják, hogy kb. 1,5 mm-es csont mélységig a lézer fény lejut, s a visszavert fény még értékelhet keringésváltozás regisztrálásra alkalmas (Scheibe et al. 1990; Nilsson, Tenland and Öberg, 1980). Esetünkben a monitorozott corticális térfogat kb. 1mm3, azonban a lézer fény a corticalis rész alatt lévő, fény számára transzparens endolymphán és perilymphán is átjut, így mind a laterális, mind a modiolaris keringésről információt ad (Miller, Marks and Goodwin, 1983; Goodwin et al. 1984). A visszavert fény abszolút intenzitás-változásából, azaz az abszorbeált részből, következtetni lehet a vizsgált szövet vértartalmára, mivel a 632.8nm-es hullámhosszú lézer-fény döntő részét a hemoglobin nyeli el. A növekvő erythrocitaszámhoz tehát kisebb visszavert-intenzitás tartozik. Ez segítséget jelent a pangás megítélésében is. A vvt-k mozgékonyságáról az alapján nyerhetünk információt, ha a perfúziós fluxust a visszavert intenzitással vetjük össze. Mivel a mért paraméterek jelentősen változhatnak az anatómiailag különböző szöveti struktúrákban, ezért a módszer nem alkalmas az abszolút szöveti perfúzió meghatározására (Nilsson, Tenland and Öberg, 1980).
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Adatok földolgozása, eredmények értékelése

A szisztémás vérnyomást (BP), CBF-t, szív frekvenciát (HR) számítógépesen, folyamatosan regisztráltuk, mely során 2 Hz-es frekvenciával rögzítettük az adatokat. Az adatrögzítés érzékenységéből adódó zaj kiszűrése érdekében az adatelemzés során minden 25. másodpercben kezdődő 10 adatpontot átlagoltuk s ezt az egy pontot tekintettük az új hasznosítható adatpontnak. Így minden percben 4 átlagolt ponthoz jutottunk. Ezen értékeket a vizsgálandó anyagok beadása előtt, ill. az ingerlést megelőző nyugalmi szakaszán rögzített alapvonalhoz (baseline, BL) viszonyítottuk százalékosan (%BL), s a változásokat ezen alapvonal százalékában adtuk meg. Minden egyes adatpontnál kiszámítottuk a standard deviációt, s a standard errort. Az eredményeket grafikusan ábrázoltuk. A változások mértékét Student féle T teszttel vizsgáltuk. Azoknál az eredményeknél, ahol a cochlea keringésváltozása mellett a vérnyomás is változott ott kiszámítottuk a konduktanciát (C=CBF/BP), ami a cochlea vaszkuláris áteresztőképességének felelt meg. Így a szisztémás hatások kiküszöbölése mellett közvetlen adatot kaptunk a cochlea vérátáramlására vonatkozólag. 
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Eredmények
27
A szisztémás keringésben bekövetkezett változások hatása a cochlea működésére
28
A kísérletesen létrehozott hiperkapnia és hipoxia hatásainak vizsgálata a cochlea funkcióját jelző cochlearis mikrofonpotenciál (CM) mérésével.
29
Háttér

Az irodalmi adatok szerint a különböző idegi jellegű halláscsökkenések hátterében gyakran vaszkuláris eredet áll fenn (Bauer and Rejtő, 1977; Hultcrantz, 1988; Keidel, Kaller and Korth, 1983; Zádori, 1988). Sok esetben az ok-okozati összefüggés bizonyítható, azonban az esetek nagyobbik részében csak feltételezésekre hagyatkozhatunk. A tisztázatlan etiológia felkutatására nagy mennyiségű külföldi és hazai klinikai tapasztalatra támaszkodhatunk. Nagy előrelépést jelentett a kutatásokban a hallószerv objektív vizsgáló módszereinek kidolgozása (Keidel, Kaller and Korth, 1983; Bauer, Pytel and Kellényi, 1982; Pytel et al. 1985; Miriszlay et al. 1979). Ezen módszerek segítségével nagyon sokat bővültek az ismeretek a belsőfül működése és keringése közötti kapcsolat vonatkozásában. Hogyan lenne bizonyítható a különböző, a bevezetésben említett hipotéziske közül, hogy melyik a valódi ok? Ennek objektív elemzéséhez elengedhetetlenül szükségesek állatkísérletes vizsgálatok is, melyek standard körülmények között hűen tükrözik a cochlea finomabb funkcióváltózásait. Ilyen, fiziológiás körülmények között működő modellt szerettünk volna beállítani.


Mint közismert, a hallás egyik objektív vizsgálati módszere az akusztikusan kiváltott potenciál audiometria, az un. ERA (Electric Evoked Response Audiometry) vizsgálat (Pytel and Bauer, 1986; Bauer, Pytel and Kellényi, 1982; Eggermont et al. 1974). A kiváltott potenciálok népes családja közül kellett választanunk olyat, amelynek válasza a cochlea funkcionális állapotáról nyújt felvilágosítást, és ami nagy érzékenységet mutat a keringésváltozásokra. Választásunk a cochlearis mikrofon potenciálra (CM) esett (Adrian, 1931). A CM az inger adásától függő, tartós elektromos jelenség, aminek időtartama és frekvenciája megegyezik a hanginger időtartamával és frekvenciájával (Dallos, 1973). A CM az electrocochleogram változó polaritású komponense. A CM létrejöttében a külső szőrsejteket teszik felelőssé. Jelentősége, hogy nincs adaptáció és nagy érzékenységet mutat hypoxiára (Keidel, Kaller and Korth, 1983; Dallos, 1973; Dallos, 1981). A CM-et részben regisztrálhatjuk külső hallójárati elektródákkal, melyek nem tesznek lehetővé finomabb megkülönböztetést (Pytel1986), illetve regisztrálhatjuk intracochlearis mikroelektródákkal a scala tympaniból, ami több szőrsejt együttes működésére vonatkozik (Pytel, 1986).

30
Módszer (Részletes rész)

A kísérleti modellünk beállítása során 26 egészséges 270-450 g-os tengerimalacot használtunk, melyeket 37 °C -os 70 mg/kg a-chloraloseval ill. 400 mg/kg urethannal altattunk intraperitoneálisan. Az általános részben elírt módon a cochleát föltártuk. A cochlea basális kanyarulatára kézi fúróval kb. 1mm-es lyukat fúrtunk, amibe mikromanipulator segítségével mikroszkóp kontroll alatt bevezettük a 10m átmérőjű szénszálas üveg elektródát (10.ábra). Az üvegelektróda ellenállása 0,5-3 MOhm között mozgott. A semleges elektródát a nyaki izmok közé szúrtuk, s az állatot, elektromos izolálásként fémketreccel fedtük. A stimuláláshoz 1000 Hz-es ill. 2000 Hz-es szinuszos 70 dB-es hangot használtunk. A kísérleti mérést 4 %-os kilégzett CO2 szint mellett kezdtük és mértük az 1000 Hz-re ill. 2000 Hz-re kapott CM-et. Ezt követően az állatnak csökkentettük a belégzett levegő mennyiségét s a kilégzett levegő CO2 szintjét 7%-ra állítottuk be. Ekkor ismételten mértük a két frekvencián a CM-t, s ezek nagyságát hasonlítottuk össze. Ezt követően kiszámoltuk a kapott válaszhullám frekvenciaspektrumát és a frekvencia spektrumban meghatároztuk a domináns frekvenciához tartozó teljesítményt. Ezeket a maximális teljesítményértékeket hasonlítjuk össze. Az eredményeket Student-t teszttel értékeltük, és grafikusan ábrázoltuk.

31
Eredmények

Az állatok a műtétet és a kísérleti beavatkozást jól viselték. A két csoportban vizsgált állatok eredményei nagy hasonlóságot mutattak. Az 1000 Hz-es szinuszos hangra kiváltott CM domináns frekvenciához tartozó maximális teljesítmény értéke a normális, 4% -os CO2 szintről emelve 7%-os CO2 szintre, nagyfokú teljesítményérték csökkenést eredményezett (9.ábra, 10.ábra). A 2000 Hz-en történt mérés hasonlóképpen a CM amplitúdójának drasztikus csökkenését mutatta (11. ábra). A mért értékek változása szignifikáns volt, mind 1000 Hz-nél (p < 0,0001), mind 2000 Hz-nél (p < 0,0001). Ez a változás pedig azt jelzi, hogy a CM nagyfokú érzékenységet mutat a szisztémás keringés CO2 koncentrációjának változására (12. ábra) (Vass, Benedek and Czigner, 1991).

32
Megbeszélés

A vaszkuláris eredetű belsőfül betegségek okai csak részben tekinthetők lokálisnak, nagyobb részük szisztémás okokra vezethető vissza. A generalizált okok között hematológiai, autoimmun, endokrin, arteriosclerotikus, infekciózás, drog intoxikációs és funkcionális rendellenességek, veserendellenességek szerepelhetnek (Hultcrantz, 1988). Ezen aspektus szükségszerűvé teszi a szisztémás keringés és a belsőfül működés korrelációjának részletekbe menő vizsgálatát. Munkánkban ennek egy kísérletes modelljét állítottuk be. A cochlea működését jelző CM domináns frekvenciájának maximális amplitúdó értékét regisztráltuk standard körülmények között, csupán a légzést befolyásolva. A CO2 retencióra következetesen jelentkező amplitúdó csökkenés jól mutatta a szisztémás keringésváltozás cochlea funkcióra gyakorolt hatását. Ezek a változások igen hamar, közvetlenül a hiperkapnia létrejöttét követően megfigyelhetők voltak. Ez azt jelzi, hogy a vér CO2 változásaival szemben egy igen érzékeny rendszerrel állunk szemben. A normális légzés újrabiztosítása után a normális CM teljesítménysűrűség, csak 10 perc után állt vissza az eredeti értékre. Tehát igen gyorsan kialakuló változás és viszonylag lassú regenerálódás játszódott le a cochlea funkciójában a keringés ilyen mérvű megváltoztatását követően. Kísérletünknek nem az volt a célja, hogy a pontos cochlearis elektrofiziológiai változásokat föltérképezzük, hanem csak az, hogy keringésváltozások okozta cochleáris funkcióváltozások közötti igen érzékeny kapcsolatot igazoljuk. A cochleában lezajló, pontosabb elektrofiziológiai történések további elemzésére, az elmúlt években kifejlesztett otoakusztikus emmissziós eljárások a legalkalmasabbak, azonban erre a kísérleteink idejében még nem volt mód (Kemp, Ryan and Bray, 1990; Clark, Tremann and Sennewald, 1981; Pytel and Bauer, 1992). A mesterségesen létrehozott hypoxia során a hypercapnia mellett számolnunk kell a sav-bázis egyensúly megbomlásával, és a cochlea folyadéktereinek pH változásaival. Feltételezhetően a szérum cálcium-ion s egyéb ion szintjei is megváltoztak, ami a szőrsejtek érzékenységváltozásában nyilvánulhatott meg. Ezen kérdések részletekbe menő megválaszolása azonban nem volt célunk, ezért ezeket a változásokat és hatásokat nem vizsgáltuk.

Összefoglalásként megállapíthatjuk, hogy a légzés fölfüggesztését követő hypoxia és hypercapnia igen drasztikus funkcionális változásokat hoznak létre a cochlea működésében. Eredményeink azonban a cochlearis károsodás mértékéről és mikéntjéről nem adnak információt, viszont jelzik a szisztémás keringés és a cochlearis funkció szoros kapcsolatát. Ezért további kísérletünkben a szisztémás keringés és a cochleáris keringésszabályozás kapcsolatának részletesebb vizsgálatát tűztük ki célul. 
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A cochlea gyors autoregulációs mechanizmusának vizsgálata a szisztémás vérnyomásváltozások cochlea keringésre gyakorolt hatásának vizsgálatán keresztül
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Háttér

A hirtelen halláscsökkenések, a zaj okozta halláscsökkenések egyes eseteiben a kezelés alapját a különböző értágító gyógyszerek alkalmazása képezi (Meyerhoff and Paparella, 1980; Saunders, 1972; Szolnoki and Götze, 1974; Nadol and Wilson, 1980). Ezen gyógyszereknek a cochlea keringésére gyakorolt hatása azonban nem választható el az adott szervnek a szisztémás keringésre gyakorolt hatásától, ezért a cochlea mikrocirkulációs zavarainak kezelésénél használt értágító gyógyszerek csak részben váltották be a hozzájuk fűzött reményeket (Saunders, 1972). Az egyes szervek szisztémás keringéshez kapcsolódó viszonyát az autoregulációs jelenségek szabályozzák. 


Az autoreguláció jelensége: Az erek izomzata a nagyobb feszítésre (transmuralis nyomásra) fokozott feszüléssel (kontrakcióval) reagál (Johnson, 1986). Ez az un. Bayliss-effektus (Bayliss, 1902). Az autoreguláció a denervált, sőt a szervezetből izolált, perfundált szervekben is kimutatható és úgy tekintendő, mint a keringési rendszer első védelmi vonala, amely az artériás nyomás bármely okból bekövetkezett emelkedése esetén a kapillaritásokat védi a fokozott vérnyomás károsodásoktól (Bayliss, 1902). Az autoreguláció a nagyvérkör valamennyi érrendszerében kimutatható, de szervenként különböző mértékben (Johnson, 1964). A legkifejezettebben a vesében észlelhető ez a jelenség, hiszen 90 és 180 Hgmm artériás vérnyomáshatárok között a vese véráramlása alig változik. Az autoreguláció létrejöttének myogen, humorális és neurális faktorai vannak (Johnson, 1986).


Az agy vérellátása, az agyi erek kifejezett autoregulaciós képessége miatt, a szisztémás vérnyomástól függetlenül állandó. Az agyi autoreguláció alsó határa 50-60 Hgmm-es artériás középnyomás (Pasternak and Groothius, 1985; Forbes and Cobb, 1938). Ha a vérnyomás ez alá csökken, akkor csökken az agy vérellátása is. A felső határ l50-200 Hgmm között van. Az intracranialis képletek térfogatának változatlanságát Monro-Kellie-elvnek nevezzük. Az artériás vérnyomás viszonylag kisebb ingadozásainak kompenzációjában az agyi erek jelentős bazális tónusa is részt vesz (Strangaard et al. 1975; Barzó et al. 1993).


Az autoreguláció a szöveti pH-n keresztül is érvényesülhet. Ez az un. metabolikus autoreguláció jelensége. Az agyi keringés fokozásának legerősebb ingere a szöveti CO2 növekedése. A szabályozás a praecapilláris pH-n keresztül történik (Johnson, 1964). A vérnyomás csökkenésekor csökken az áramlás, nő a szöveti pCO2, csökken a pH, ez értágulatot vált ki, mely fokozza az áramlást és megfordítva (Revich, 1964). Cerebrovasculáris elégtelenségben az erek CO2-reaktivitása csökken, a metabolikus autoreguláció zavart szenved. Ha a kóros terület maximálisan tág vagy alkalmazkodásra képtelen erei nem tágulnak a CO2 emelkedésének hatására, de a környékbeli régiók erei igen, akkor az érintett terület áramlása csökkenhet (un. intracerebralis "steal"-jelenség) (Flohr, Poll and Brock, 1970). Ez a jelenség kérdésessé teheti az értágítók alkalmazását cerebrovasculáris elégtelenségekben. A jelenség fordítottja az un. inverse-reverse vagy "counter steal". Ez azt jelenti, hogy a csökkent áramlású régió vérellátása nő, míg a normális áramlású területeké nem változik vagy csökken (Tuor, 1991; Baumbach and Heistad, 1985).


Az idegi szabályozás az intracranialis ereknél valószínűleg a fent említetteknél lényegesen kisebb szerepet játszik (Harper, 1988). A n. facialis és a n. vagus, ill. a nyaki szimpatikus láncolat izgatásával és kiirtásával bizonyították, hogy a paraszimpatikus idegeknek értágító, a szimpatikus idegeknek érösszehúzó befolyása lehet (Nakai et al. 1993). A nyaki szimpatikus ganglionok, ill. idegek átmetszése az agyi keringést lényegesen nem befolyásolják (Meyer, Yoshida and Sakamoto, 1967). A n. faciálissal hagyják el a nyúltvelőt azok az idegek, amelyek ggl. geniculin keresztül érik el a plexus caroticust és az agyi erekhez paraszimpatikus cholinerg dilatátor rostokat juttat. A konstriktor és vasodilatator idegeknek csak normál esetben van befolyásoló szerepe az agyi keringés szabályozásában (Ibayashi et al. 1991). Az agyi erek koponyán kívüli szakaszán viszont a vegetatív idegrendszer szabályozása a legfontosabb. Így például a piális ereken a kifejezett szimpatikus tónus a jellemző. Az agyi erek regulációjában a n. trigeminibôl eredő szenzoros idegeknek is komoly keringést befolyásoló szerepük van (Mayberg, Zervas and Moskowitz, 1984).

Az agyi autoregulációról az utóbbi években derült ki, hogy ez a védelmi vonal csak a lassú változásokkal szemben ad védelmet. A gyors vérnyomásváltozásokat az agy erei csak kisebb mértékben képesek kivédeni (Barzó et al. 1993). 


A cochlea normális működése szempontjából igen fontos kérdés, hogy a cochlea keringése rendelkezik-e hasonló regulációs képességekkel, mint az agyi keringés. A két keringés szabályozása között ugyanis több hasonlóság és több különbség is van.


A cochlea működése az agyhoz hasonlóan, érzékenyen reagál a vér CO2 változásaira, melyet előző elektorfiziológia vizsgálatainkkal igazoltunk (Vass, Benedek and Czigner, 1991; Sohmer, Freeman and Schmuel, 1989). A cochlea is zárt csontos tokban helyezkedik el, ami miatt egy összenyomhatatlan rendszer jön létre (Monro Kellie elv). Ezen belül kell az ereknek a szabályozáshoz ellazulni, ill. kitágulni. Mindkét rendszerben megfigyelhetők az arteriovenosus söntök, ami az arteriolák és a venulák között létesítenek kapcsolatot (Verdouw et al. 1985; Axelsson, 1968). 


A két szerv keringése és anatómiai felépítése között azonban alapvető és lényeges különbség is van. A cochlea erei ugyanis az agyi erekkel szemben szimpatikus beidegzés alatt állnak (Ren et al. 1993; Laurikainen et al. 1993). Emiatt a bazális tónusuk alacsonyabb, mint az agyi ereknek. Az agyi erekkel szemben viszont a cochlea ereken a paraszimpatikus rostok szabályozó szerepe lényegesen kisebb feladatot tölt be (Suga and Snow, 1969). 


A cochlea autoregulációjával kapcsolatosan csak néhány irodalmi adatra hivatkozhatunk (Lawrence, Nuttall and Burgio, 1977; Quirk et al. 1989; Yamamoto, Kubo and Matsunaga, 1991). Ezek az adatok is csak a lassú autoregulációról adnak információt. A gyors, 1 percen belül jelentkező un. gyors autoregulációs folyamatokról viszont a cochleában semmit nem tudunk. Ezért kísérletünkben ennek megválaszolására kerestük a választ.
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Módszer (Részletes rész)

Kísérleteinkben 8 egészséges, ép középfülű tengerimalacot használtunk, amelyek súlya 480-670g között változott. Az általános részben leírt föltárás után a bal vena femoralisba bevezetett katéteren keresztül különböző vizsgálandó anyagokat injektáltunk a szisztémás keringésbe. 
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Kísérleti elrendezés

A kísérletünk során a szisztémás keringésbe, a v. femoralison keresztül noradrenalint és adrenalint infundáltunk infúziós pumpa segítségével különböző koncentrációkban 1 ill. 100 nmol/min között. Az infúzió időtartamát 10 sec és 5 min. között változtattuk. Ezt követően mértük az állat vérnyomásváltozását a többi élettani paraméterrel együtt, amíg az vissza nem tért a kiindulási szintre. 10 perces várakozási idő után kezdtük az újabb mérést. A vizsgálatok zömét 65 Hgmm-es és 120 sec-os időintervallumban végeztük, de ezen túl méréseket végeztünk lényegesen megemelt vérnyomásszint mellett, ill. időben elnyújtott noradrenalin és adrenalin hatás mellett is. Erre a kiterjesztésre a pontosabb biológiai hatás elemzése miatt volt szükség. A kísérlet végén a vérnyomáscsökkenés okozta cochlearis vazoreguláció vizsgálata céljából az állatokat, kiegészített anesztézia mellett az a. femoralisba vezetett kanülön keresztül elvéreztettük. Ezzel párhuzamosan folyamatosan rögzítettük a vérnyomás és a CBF viszonyát.

Következő kísérletként a fentiekkel azonos feltételek és monitorizálás mellett az állat légzését időlegesen felfüggesztettük. Ezzel hiperkapniát hoztunk létre. Ezt követően a légzést újra biztosítottuk. A hipoxia létrehozása és a légzés újra biztosítása mellett folyamatosan rögzítettük a cochlea keringésének és a szisztémás vérnyomásnak a változását.
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Eredmények
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5.abra A cochlea sympathicus beidegzésérol tudjuk, hogy cochleakeringést fokozo
vasodilatatios hatasuk van. Parasympathicus és a szenzoros idegeket a cochlea erei koril nem

tudtak kimutatni.



Az intravénásan alkalmazott noradrenalin és adrenalin dózistól függő vérnyomás emelkedést eredményezett, amely hatás a koncentráció függvényében 10-300 sec múlva következett be. Az infúziót megszüntetve a vérnyomás 3-4 percen belül állt vissza az alapállapotra. 71 vérnyomás emelkedést vizsgálva, megfigyelésünk szerint a minimális vérnyomás emelkedést kiváltó dózis mellett, azonnali cochlearis keringésemelkedést kaptunk (8. ábra). A dózist emelve illetve csökkentve azt tapasztaltuk, hogy a vérnyomás emelkedés párhuzamosan és azonos irányban befolyásolja a cochlea keringését. A hatás mindkét változásnál azonos időtartamú volt, majd az infúziót megszüntetve mindkét érték párhuzamosan visszatért a kiindulási szintre. A cochlearis perfúziós változás a kiindulási értékhez viszonyítottan 7 és 188% között mozgott a koncentrációemelés, ill. az idő függvényében. 
Ez azt jelentheti, hogy a szisztémás keringésben a hirtelen nyomásváltozások úgy szólván passzívan áttevődnek a cochlea keringésére.
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9. abra Rovid ideig tarto 1égzésleallas hatasa a belsofiil vérataramlasara (alsé gorbe). Nyil: 1égzés
leallitas 1 percre. A légzésledllitast kovetd hypercapnia a cochlearis erek dilatatiojat és
kovetkezményes CBF fokozodast eredményezett. A 1égzést Gjra biztositva a CBF lassan
visszatért a kiindulasi szintre.



Az állat légzésének fölfüggesztését követően kialakult hipoxia azonnali általános vérnyomás emelkedést, ill. fokozott cochlearis vérátáramlást eredményezett (9. ábra). A légzést újra biztosítva, a szisztémás vérnyomás visszatért a kiindulási szintre, míg a cochlea vérátáramlása tartósan magasabb szinten maradt. Megfigyelésünk magyarázatául szolgál Polloch és Hultcrantz azon megfigyelése, mely szerint a hiperkapnia erélyes vazodilatátiót hoz létre a cochleaban (Pollock et al. 1974; Hultcrantz, Larsen and Angelborg, 1980).

A kísérlet végén az állat elvéreztetésekor a vérnyomás rohamosan csökkent, amivel kezdetben együtt változott a CBF értéke is. A 15 %-os CBF csökkenést követően azonban a továbbra is zuhanó BP mellett a CBF csökkenése megállt, sőt, kismértékben ismét emelkedett s kb. 6 percen keresztül kompenzálni tudta a szisztémás vérnyomás esését (17. ábra). Ez a cochlea keringésben bekövetkezett emelkedés azonban az elvéreztetés miatt csak átmenti jellegű volt. A később tovább csökkenő vérnyomás a keringés összeomlását eredményezte, ami miatt a CBF ismét zuhanni kezdett, s az állat hamarosan elpusztult.
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Megbeszélés

Vizsgálataink során Hultcrantz megállapításaival egybeesően azt tapasztaltuk, hogy a CO2 szintemelkedésre a cochlea érrendszere is, hasonlóan az agyéhoz, nagyon érzékenyen, vagyis hiperkapniára erélyes vazodilatációval válaszol (Hultcrantz, Larsen and Angelborg, 1980; Colton and Frankel, 1972). Másrészről a vizsgálataink azt tanúsítják, hogy a cochlea keringése hirtelen vérnyomás emelkedéssel szemben nem mutat autoregulációs képességet. A perifériás nyomás lökéshullám akadálytalanul ráterjed a cochleara ott "vértolulást" okozva. Ezen jelenség további megerősítésére szolgálnak Ren azon mérései is, melyek során a CBF szív-pulzus hullámaival szinkron módon egy pulzáló emelkedést, ill. csökkenést mutat (Ren et al. 1994). 

Az elvéreztetés során a hirtelen csökkenő vérnyomáseséssel szemben viszont a cochlea keringése kismértékben ugyan, de ellenállt, ami a CBF esésének megállásával, ill. a kisfokú emelkedésével magyarázható. Ezen autoregulácós készség nagyságára azonban nem következtethetünk, mivel az elvéreztetés során nem csak a vérnyomás csökkent, hanem hipoxia, és hiperkapnia is kialakul, aminek ellentétes irányban szintén jelentős hatása van a cochlea keringésére. Ezek mellett a fölszaporodott szöveti metabolitok vazoaktív szerepével is számolnunk kell. Feltételezhetően ebben a folyamatban az AICA és a cochlea saját erei között lévő rezervoár ereknek a kinyílásával is számolnunk kell. Így a megemelkedett őszkeresztmetszeten keresztül relatíve nagyobb vérátáramlást regisztrálhatunk a lézer-Dopoppler vérátáramlás mérővel. Ez valójában nem biztos, hogy valós vérátáramlást jelent, ami a lézer-Doppleres vizsgálati módszer egyik hiba lehetőségére is fölhívja a figyelmet (Short et al. 1985; Miller, Marks and Goodwin, 1983; Goodwin et al. 1984).


Megállapíthatjuk tehát, hogy a cochlearis keringés rövid időtartamokon belüli hirtelen nyomásemelkedésekkel szemben nem mutat autoregulációt, s csak kis regulációs készséggel rendelkezik a vérnyomás csökkenésének kivédésére is (Vass et al. 1992; Vass et al. 1992). Ezzel szemben viszont a cochlea erei, az agyi erekhez hasonlóan, a hiperkapniára jól reagálnak. A cochlea gyors autoregulációjának hiánya a szervet vulnerábilissá teszi a szisztémás keringésben bekövetkezett hirtelen nyomásváltozásokkal szemben. 
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A szenzoros neuronok szerepének vizsgálata a cochlea keringésszabályozásában

40
A capsaicin szenzitív primer szenzoros neuronok vazoregulácios szerepének igazolása a cochlea keringésszabályozásában.
41
Háttér

Morfológiai vizsgálatokból ismert, hogy a cochleát ellátó erek beidegzésében főként a szimpatikus rostok vesznek részt (Ren et al. 1993; Laurikainen et al. 1993). A szimpatikus rostok mellett feltételezhetően a szenzoros neuronoknak is jelentősége lehet a vaszkuláris tónus létrehozásában (Gibbins and Morris, 1988; Belai et al. 1985; Crowe and Burnstock, 1988). Ezen idegek a cochlearis regulációs mechanizmusokban betöltött pontos szerepe ez ideig még ismeretlen.


Számos bizonyíték szolgál arra, hogy a primer szenzoros neuronok jelentős szabályozó, illetve moduláló funkciót látnak el a perifériás és a viszcerális keringés helyi szabályozásában, s számos betegség összefüggésbe hozható e rendszer funkcionális károsodásával (Belai and Burnstock, 1987; Belai et al. 1985; Crowe and Burnstock, 1988). A cerebrovasculáris keringéskutatásban jelentős előrelépést jelentett a kemoszenzitív primer szenzoros neuronok jelenlétének igazolása (Edvinsson, 1985). Edvinsson és mtsai. kísérletes munkájukban a capsaicin agyi ereken kifejtett vazoaktív hatását vizsgálta mind in vitro, mind in vivo (Edvinsson et al. 1990). Eredményeik szerint a capsaicin dózisfüggő vazoaktív hatást mutatott ezen ereken. Az alacsony capsaicin koncentráció vazodilatációs hatást, a magas koncentrációjú capsaicin pedig azonnali (egy percen belül jelentkező) vazokonstrikciót eredményezett, ami az érátmérő növekedésében, ill. csökkenésben nyilvánult meg. Ezt a hatást a n. trigeminus rostjaiból fölszabadult neuropeptidek hatásának tulajdonították (Uddman et al. 1985). További megállapításuk szerint a capsaicin okozta piális érátmérő növekedés a neuropetidek fölszabadulásán keresztül Ca2+-függő. A capsaicin okozta cerebrális erek vazodilatációjáért is a SP-t, CGRP-t, NKA és B-t teszik felelőssé, viszont a méréseik szerint a cholecistokininek és dynorfin B nem vesz részt ebben a folyamatban (Brodin et al. 1981; Bill, Stjernschantz and Mandahl, 1979; Chen, Mayberg and Moskowitz, 1983). Az ismételt capsaicin alkalmazásra a vazoaktív hatás csökkent, amit a neuroptidek szintjének csökkenésével magyaráztak.


A vertebrobasiláris keringéskutatásban is a capsaicin-szenzitív neuronok által mediált lokális vazoreguláció és a vér-agy gát permeábilitásának vizsgálata áll a középpontban (Reid and McCulloch, 1987). A baziláris erek szenzoros beidegzésének eredete azonban nem teljesen tisztázott. Az a. vertebralis és az a. basilaris szenzoros beidegzésénél felvetődik a n. trigeminus beidegzés mellett a vertebralis ganglionokból eredő szenzoros beidegzés lehetősége is. Továbbá szóba jön még a n. vagus eredet is (Jansen, 1992) 

A cochlea is a vertebrobasilaris keringésből kapja vérellátását, ezért vetődött föl a kérdés, hogy ez a keringési rendszer is részben a capsaicin érzékeny szenzoros neuronok beidegzése és szabályozása alatt áll. Kísérletes munkánkkal ezért arra kerestük a választ, hogy a cochlea erei, ill. a cochlea keringése befolyásolhatók-e capsaicinnel, s igazolható-e ily módon a primer szenzoros neuronok jelenléte. 
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Módszer (Részletes rész)

A kísérleteinkben 18 egészséges, ép középfülű, normális Preyer reflexszel rendelkező tengerimalacokat használtunk. Az általános részben leírt módon az állatokat altattuk, tracheotómizáltuk, s a bulla tympanicát megnyitva látótérbe hoztuk a cochleat. CBF változásait lézer-Doppler módszerrel követtük. 

A kísérlet során az a. femoralisba bevezetett katéteren keresztül, folyamatosan mértük az állat szisztémás vérnyomását (Statham P23DB). 
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Kísérleti elrendezés
Kísérleteinket három állatcsoporton végeztük. 
1. csoport (n=6): Ebben a kísérletben az általános részben leírt módon föltártuk és kanüláltuk az AICA-t, majd capsaicin infundáltun különböző sebességgel és koncentrációban (10 pmol/min, 20 pmol/min és 50 pmol/min capsaicin). A kísérlet során a capsaicin infúziót a legalacsonyabb koncentrációval kezdtük, majd a hatást követően megvártuk, hogy a különböző paraméterek visszatérjenek a stabil kiindulási szintre. Ezt követően, 8-10 perces további várakozás után adtuk a következő infúziót a koncentrációt változtatva. 
2. csoport (n=6): Hasonló feltárás után vékony, sodort, különböző koncentrációjú ((10-4-10-6M) capsaicinnel átitatott vattacsíkokkal érintettük az AICA külső felszínét, s egyidejűleg mértük a cochlea keringésváltozását. A többször, egymással párhuzamosan futó erek közül az AICA kiválasztását az ér 1 perces elszorítását követő CBF változás észlelésével igazoltuk (n=4). Az AICA elszorítást követő CBF változás elemzésével több, a cochlea vérellátására vonatkozó közvetlen regulációs funkcióra is következtetéseket tehettünk.
3. csoport (n=6): A cochlea bazális kanyarulatának csontos falán finom kézi fúróval kb. 1 mm-es lyukat fúrtuk oly módon, hogy a corticális csont belső endosteumát érintetlenül hagytuk. Így a stria vasculáris érrendszere ép marad, s csak egy igen vékony periosteum-membrán választott el bennünket a cochlea folyadékterétől. Ezt az irodalmilag elfogadott föltárási módszert alkalmazzák az intravitális mikroszkópos vizsgálatok un. ablak módszerénél (Perlman and Kimura, 1955; Nuttall, 1987). Ezt követően e lyuk felületére vékony kanült helyeztünk, melyen keresztül 2-3 µl capsaicines oldatot cseppentettünk. A capsaicin, ezen a vékony membránon könnyen át tud diffundálni, mivel molekulanagysága (mvt: 305.4) jóval alatta marad a Juhn által meghatározott passzív diffúziós értékhatárnak (mvt < 2000) (Juhn, Hamaguchi and Goycoolea, 1988). Ezt a kísérletet 2-3-szor ismételtük meg 10 perces várakozás után, miután a mért paraméterek visszatértek a kiindulási szintre.

A capsaicint (8-methyl-N-vanillyl 6-nonenamide, Fluka, FW: 305,4) 1%-os [32.7mmol] törzsoldatának elkészítéséhez ethanolt [10%] és Tween 80 [80%] (Aldrich 27,436-4) használtunk. Ezen törzsoldatból a további hígításokat a kísérletek előtt frissen készítettük el.

Kontrollként mindhárom csoportnál azonos feltételek mellett a capsaicin oldószerét használtuk. 
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10. abra Az AICA egy perces elszoritasat kovetd valtozasok a cochlea keringésében (felsd-),
vernyomasban (alsé- ) és szivfrekvenciaban (kozépsd gorbe). Az elszoritast azonnali, igen
kifejezett CBF zuhanas kovette, de a keringés nem sziint meg teljesen. Ez a jelenség azt
igazolja, hogy az AICA a cochleat ellat6 £0 ér, de nem az egyetlen taplalo artéria. Az elszoritas
alatt a CBF kisfokban emelkedett, ami a szoveti hypercapnia s egyéb vasoactiv anyagok
folszabadulasaval magyarazhat. Ezt az AICA folengedését kovetd dilatatiot igazolja, az
alapvonalat joval meghalad6 CBF emelkedés is.
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Eredmények

Az állatok a kísérleteket jól tolerálták s a szisztémás vérnyomás értékei az altatott tengerimalacon irodalmilag elfogadott normális 42 ± 7 Hgmm-es vérnyomásszint között mozgott. A vérgáz értékek szintén a normális szinten mozogtak (pH 7.39 ± 0.27; pCO2 37.3 ± 2.5 Hgmm; pO2 88.5 ± 4.8 Hgmm) (Brown et al., 1989).

Az AICA pontos azonosítása céljából az ér elszorítását követően 45%-os, azonnali CBF csökkenést észleltünk (n=4) (10.ábra). Az 1 perces elszorítás alatt a CBF egy 5-8%-os kisfokú, lassú emelkedést mutatott. Az AICA fölengedése után, a CBF azonnal emelkedett s egy 25%-os alapvonal feletti túlkompenzációt is észleltünk. Az ily módon megemelkedett CBF aztán exponenciálisan csökkenve 4 perc után tért vissza a kiindulási értékre (10.ábra). 
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. abra Capsaicin (20 pmol/min) intraarterialis inflziojat
kovetden kialakult cochlearis vasodilatatios valasz.
Az tires nyil az olddszer, a fekete nyil a capsaicin infuzio
kezdetét jelzi.
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1. Csoport (n=6): Az a. basilaris kanülálásakor az állat vérnyomásában, szív frekvenciájában, s következményesen a cochlea keringésében igen nagy ingadozást észleltünk. A szívfrekvencia és a vérnyomás azonban 15 ± 5 percen belül fokozatosan kompenzálódott s 20 perc múlva már mind a vérnyomás, mind a szív frekvencia értékei visszatértek a beavatkozás előtti normálállapotra. Az ezt követő 10 perces nyugalmi szakasz kivárása után már normál körülmények között kezdhettük a capsaicin infúzióját.


Az a. basilarison keresztül az AICA-ba infundált capsaicin hatása az alkalmazott dózistól függően változott. A 10 pmol/min 12 ± 5%-os, a 20 pmol/min 29 ± 10%-os az 50 pmol/min capsaicin 35 ± 11%-os (p < 0.001) alapvonalhoz viszonyított CBF emelkedést eredményezett. A kis dózisban (100 pmol/min-os koncentrációig) a capsaicin a cochlea perfúziójának emelkedését eredményezte, ami az erek vazodilatációjával magyarázható. 11.ábra a 20 pmol/min koncentrációban adott capsaicin hatását mutatja. Az üres nyilak az infúzió kezdetét, a fekete nyilak, az infúzió abbahagyását jelzik. Az eredeti regisztrátum ezen állatnál egyenletes emelkedés mellet 20%-os CBF növekedést mutat.


A nagyobb koncentrációban 150 pmol/min (10-6M-10-5M) infundált capsaicin a szisztémás vérnyomásban enyhe 10%-os emelkedése mellett a cochlea keringésében egy hirtelen 32%-os keringéscsökkenés mutatkozott (12. ábra). Ezen változások mellett a szív frekvenciájában lényeges változást nem észleltünk.

2. csoport. (n=6): Az AICA külső felszínére juttatott capsaicin a cochlea keringésére szintén dózisfüggő hatást fejtett ki. A capsaicin magasabb koncentrációban (10-4-10-6M) vazokonstrikciót (13. ábra), azaz cochleakeringés csökkenést, míg a kisebb koncentrációban vazodilatációt, illetve ezzel egyidejűleg jelentkező cochleakeringés emelkedést váltott ki. Mind a vasoconstrictiós, mind a vazodilatációs válasz 1 percen belül jelentkezett. [image: image20.jpg]———
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12. abra Nagy koncentracioju 150 pmol/min capsaicin

intraarterialis infuzidja hatasara bekovetkezett vasoconstrictio.

Az inf0zi6 kezdetét és végét nyilak jelzik.



A válasz nagyságában az egyes mérések során voltak eltérések, de az irány minden esetben megegyezett. Az azonos helyen alkalmazott capsaicin ingerlést 10-12 percenként ismételve a vazodilatációs hatás fokozatosan csökkent, ami a cochlea keringésváltozásának csökkenésében nyilvánult meg. 
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13. abra A perivascularisan alkalmazott capsaicin hatasara bekovetkezett cochlearis vérataramlas
fokozodas. Az infuzié kezdetét és végét nyilak jelzik. A cochlea keringésének fokozodasa
mellett a vérnyomas és a szivirekvencia nem véltozott.



3. csoport. (n=6): A 2 ml, kis dózisú (10 ml oldat koncentrációja 6.4 mmol) capsaicin közvetlenül a cochleán fúrt lyukon keresztül a cochleakeringésére egy mérsékelt CBF emelkedést eredményezett (14. ábra). Ezen hatás nagy időbeli szórásban (30-100 sec) jelentkezett, s kb. 8-10 percig tartott. A 6,4 nmol capsaicin az alapvonalhoz képest 20-50 %-os (132 ± 12%, n=6, p < 0.001%) cochleakeringés emelkedést váltott ki, amely során a szisztémás vérnyomás szignifikánsan nem változott.
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Megbeszélés

Anatómiai, hisztokémiai és immunológiai módszerekkel jelentős számban mutattak ki peptid tartalmú idegvégződéseket a cochleáris erek közvetlen környezetében s bebizonyították, hogy ezen peptidek részt vesznek a keringés helyi szabályozásában (Hultcrantz, Linder and Angelborg, 1977; Uddman, Kitajiri and Sundler, 1983; Carlisle et al. 1990). A peptid tartalmú idegvégződések egy jól körülhatárolható csoportja szelektíven ingerelhető, ill. károsítható capsaicinel. Így, a capsaicin segítségével hatásosan lehet vizsgálni e primer szenzoros neuronok szerepét a lokális, vasculáris mechanizmusokban (Jancsó, Jancsó-Gábor and Szolcsányi, 1967; Fitzgerald, 1983).
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14. abra Intracochlearisan alkalmazott capsaicin hatasara bekovetkezett cochlearis vérétéramlélls
fokozodas. Az ures nyil az oldoszer, a fekete nyil a capsaicin intracochlearis injectalasat jelzi.
A capsaicin cochleakeringésre kifejtett hatasa lényegesen kisebb volt mint az AICA koril
perivascularisan alkalmazott capsaicin esetén.




Bár az agyi keringésben már kimutatták, hogy a capsaicin-szenzitív szenzoros neuronok szerepet játszhatnak a szabályozó mechanizmusokban, a cochleára vonatkozó hasonló vizsgálatokról eddig nem számoltak be.


Kísérletünk többszörös bizonyítékot szolgálnak arra, hogy a szenzoros neuronok részt vesznek a cochlea keringésszabályozásában (Edvinsson et al. 1990). Kísérletsorozatunk során azt tapasztaltuk, hogy cochlea vérellátását elsődlegesen biztosító AICA-ba infundált, ill. a basális kanyarulaton fúrt lyukon keresztül a cochleába juttatott capsaicin kis dózisban alkalmazva vazodilatációt idéz elő. Hasonló vazodilatációs, de lényegesen erősebb hatást tudtunk kiváltani a perivaszkulárisan alkalmazott, azonos koncentrációjú capsaicinnel. Ennek a luminaris, ill. perivaszkuláris különbségnek az lehet az oka, hogy az ér környékére cseppentett capsaicin könnyebben elérte az adventitia-media határon lévő szenzoros neuronokat (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). Emiatt a perivaszkuláris alkalmazásnál a hatás is erősebb volt. A capsaicin vazodilatációs képessége az ismétlések során fokozatosan csökken, ami a deszenzibilizáció jelenségével magyarázható. A vazodilatációt vazoaktív peptidek (SP, CGRP) felszabadulásával, míg a deszenzibilizációt a neuropeptid raktárak kimerülésével magyarázhatjuk. 


A nagy dózisban alkalmazott capsaicin, mindhárom alkalmazási módnál vazokonstrikciót hozott létre, ami a cochlea keringésének csökkenésében nyilvánult meg. Ez a mechanizmus a capsaicin simaizomra gyakorolt közvetlen hatásával magyarázható.

Ezen megfigyeléseink igazolni látszanak a cochlea ereiben is a primer kemoszenzitív neuronok jelenlétét, ami a külső szimpatikus és az esetleges paraszimpatikus beidegzés mellett helyi szabályozó mechanizmust is biztosít.


Az AICA elszorítást követően a CBF 45%-kal csökkent, azonban az elvártakkal szemben a cochlea keringéscsökkenése nem volt 100%-os. Ezt azzal magyarázhatjuk, hogy a cochlea keringését elsődlegesen biztosító AICA mellett, azzal párhuzamosan egyéb kisebb artériák összessége is részt vesz a cochlea vérellátásában. Ezt humán anatómiai vizsgálatok is igazolják, miszerint az a. auditiva interna gyakran párosan, ill. több ágra oszolva jut el a cochleáig (Mazzoni, 1990; Kanzaki and Ogawa, 1988). Ezt alátámasztják azon megfigyelések is, melyek szerint az 1 perces AICA elszorítás alatt a CBF mintegy 8 %-kal emelkedik. Ezen magyarázat szerint a hirtelen fellépő hipoxia, ill. hiperkapnia a párhuzamosan futó egyéb ereket, ill. a feltételezhetően meglévő rezervoár ereket tágítja, ill. megnyitja. Ebben a folyamatban valószínűleg az általunk igazolt szenzoros neuronok axon reflexei is részt vesznek s az ily módon fölszabadult, s helyi szabályozó funkciót betöltő neuropeptideknek is szerepe lehet. Az elszorítás mögötti terület nagymérvű vazodilatációját, a fő ér fölengedését követő alapvonal szintjét 25%-kal meghaladó túlkompenzációt is igazolja. A normális keringési viszonyok helyreállításához eredményeink szerint 4-5 percre van szükség.


Összefoglalva, vizsgálataink elsőként szolgáltatnak funkcionális adatokat a cochlea ereinek primer szenzoros beidegzéséről, ami új irányzatokat adhat a cochlea keringésszabályozásának megismeréséhez. Ez a szenzoros beidegzés neuropeptideken, ill. axon reflexeken keresztül részt vehet a normális, lokális vazoregulációban. Feltételezhetően ez a rostrendszer a neurogén gyulladásos mechanizmusok alapját is képezheti, ami a cochleában kialakuló patológiás folyamatok egyik patomechanizmusa lehet (Vass, Bari and Jancsó, 1994; Vass, Bari and Jancsó, 1994). 


Ezért további vizsgálatainkkal arra kerestük a választ, hogy a szenzoros neuronok, milyen neuropeptideken keresztül fejtik ki hatásukat. Az irodalom szerint az egyik legesélyesebb jelöltnek a SP-t tartjuk. Ezért kísérleteinkben a szenzoros neuronok és a SP kapcsolatának vizsgálatát tűztük ki célul.
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A primer szenzoros neuronok polymodalis nociceptorokon keresztül kifejtett 
hatásainak vizsgálata a cochlea keringésére
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Háttér

A fül-orr-gégészeti klinikai gyakorlatban a „fül eredetű fájdalom” az egyik leggyakrabban jelentkező tünet. Ezen fájdalmakat eredetük szerint külsőfül-, középfül eredetű és kisugárzó fájdalmakra oszthatjuk (Al-Sheikhli, 1980). Az első két esetben a fájdalmat kiváltó ok magában a fülben van, míg a harmadik esetben egy távoli szervben lévő károsodás az ok, és ez idegeken keresztül, kisugárzás révén okoz fájdalom érzetet.


A külsőfülben a leggyakoribb fájdalmat okozó betegség az otitits externa, perichondritis, sérülések és a fagyás. A középfül eredetű fájdalmak leggyakoribb oka az akut otitis media különböző típusai, akut mastoiditis, és egyes fülkürt eredetű funkciózavarok. A kisugárzó fájdalom eredete leggyakrabban a nyaki spondylózis, temoporo-mandibuláris ízület diszfunkciója, gége eredetű károsodások (pl. supraglotticus carcinoma), pharyngeális léziók (pharyngitis, tumorok). Ritkán előforduló betegségek is állhatnak a háttérben, mint amilyenek a sinus sphenoidealis izolált gyulladása, ethmoiditis posterior, Ramsay Hunt szindróma stb. 

A kisugárzó fájdalom érzete a n. trigeminus, n. faciális, n. glossopharyngeus, n. vagus, n. auricularis magnus, és a n. occipitalison keresztül sugározhat a fülbe. Kísérletesen a polymodalis nociceptorokat és rostokat mechanikai, hő behatásokkal és kémiai ingerekkel provokálhatjuk.(Simone et al. 1987). 


Jancsó 1967-es munkájában igazolta a capsaicin azon irritáló hatását, mellyel a fájdalomért is felelős, polymodalis nociceptorokat képes ingerelni (Jancsó, Jancsó-Gábor and Szolcsányi, 1967). A capsaicin egy potenciális fájdalomkeltő anyag, amelyet például a bőr alá fecskendezve koncentrációtól függően fájdalmat, hiperalgéziát, ill. analgéziát hoz létre (Levine et al. 1991; Donofrio, 1991; Jancsó and Lynn, 1987). A capsaicin hatása az alkalmazás módjától, ill. a már említett koncentrációtól függ (LaMotte, Lundberg and Torebjork, 1992). A capsaicinnek igen specifikus hatása van a perifériás területen a C-rostokra (Holzer, 1988; Nagy, 1989). A capsaicinre érzékeny C-rostok a klasszikus fájdalom reflexben betöltött szerepén túl, a belőlük leágazó axon reflexeken keresztül egy lokális neuropeptid regulációért is felelôsek (LaMotte, Lundberg and Torebjork, 1992; Lynn, 1990; Clarke, 1993). Ugyanezen capsaicin szenzitív, a nervus trigeminus ágrendszeréhez tartozó rostokat tarják felelősnek az un. migraines fájdalmakért (Prazma et al. 1989). A migrain, fejfájás közvetlen kiváltó egyik okaként az e fájdalmakat közvetítő rostok végződésein fölszabadult SP s más egyéb neuropeptidek fölszabadulását tartják felelősnek (Lembeck, Folkers and Donnerer, 1981). A fájdalom taglalásakor meg kell említenünk azt a tényt is, hogy maga a fájdalom (fejfájás) önmagában csak egy szubjektív érzet, s sok esetben teljesen független a perifériás történésektől, ill. fordítva, több esetben a periférián lokálisan lejátszódó folyamatok nem tudatosulnak fájdalomként. Ennek hátterében a gerincvelői un. "kapu" mechanizmusok állnak. 


A capsaicin-szenzitív rostok cochlea keringés regulációban betöltött szerepét az előző kísérleteinkben igazoltuk, így felvetődik a kérdés, hogy a belsőfül regulációját az egyes fájdalmat is okozó ágensek, hogyan befolyásolják ezeken a polymodalis nociceptorokon keresztül. Ennek modellezésére a capsaicin hatását használjuk föl.


A klinikumban az ún. fül eredetű fájdalomként leírt tünet együttesre, mint egy szubjektív érzetére, a beteg visszajelzéseiből következtetünk. A külső-, ill. középfül eredetű fájdalmak esetén azonban, nehéz megmondani, hogy a belsőfül érrendszere körül lévő szenzoros neuronok, részt vesznek-e ill. milyen mértékben vesznek részt ebben a folyamatban. Azt állítani, hogy a belsőfül is "fájhat", első megközelítésben abszurdnak tűnik. Azonban nem zárhatjuk ki, hogy a középfülben leírt, fájdalmat is okozó nociceptor ágensek, átjutva a kerekablakon hasonló lokális, vaszkuláris permeábilitás, ill. tónusváltozást hoznak létre a cochlea erein, mint ami egyéb szervekben közismert. Ennek a folyamatnak nem természetes velejárója a fájdalomként való tudatosulás. Ezt a feltevést több indirekt bizonyíték is igazolja. Tos klinikai megfigyeléseiben összefüggést írt le a középfül akut és krónikus betegségei és a hirtelen halláscsökkenések egyes esetei között (Tos, 1988). A klasszikus migrain-es fájdalmak mellett leírják az a. basilaris migraines fájdalmait is, amit a beteg "csak" fejfájásként él meg (Leel-şssy, 1989). Mivel a cochlea keringése is ebből a rendszerből származik, így az analógia lehetősége fönnáll. További bizonyíték az audiometriában un. Kellemetlenségi, ill. fájdalom küszöbnek nevezett jelenség. A hang intenzitását egy küszöb fölé emelve, az a betegnek kezdetben díszkomfort, majd fájdalom érzetet okoz. Ebben a fájdalomban, ill. érzetben a dobhártya, a m. stapedius, ill a m. tensor tympani feszülése a domináns komponens, de ezek mellett nem zárható ki, hogy a belsőfül szenzoros beidegzése is részt vesz ebben a folyamatban. 


A belsőfül és a középfül embriológiai fejlődése során két különböző telepből fejődik ki, s azok csak később találkoznak. Ennek egyik funkcionális bizonyítéka a két egység teljesen különálló vérellátási rendszere. A belsőfül vérét a vertebrobasiláris rendszerből kapja, a középfül pedig a carotis externa ereivel áll kapcsolatban. A belsőfül és a középfül csak két ponton nyitott egymás fele. Az egyik a stapes talpával jól elzárt ovális ablak, a másik a kerek ablak, ahol csak egy semipermeábilis membrán helyezkedik el. Ez a membrán a 2000 Da molekulasúly alatt lévő anyagok számára passzív diffúzióval, az e fölött lévő anyagok számára pedig a 10.000-es molekulasúlyig diffúzióval, ill. pinocitózissal járható át (Juhn, Hamaguchi and Goycoolea, 1988). A capsaicin, szelektíven képes a fájdalom mechanizmusában is résztvevő C-rostokat stimulálni, s helyi axon reflexeken keresztül vaszkuláris permeabilitás fokozódást, ill. vazodilatációs hatást kifejteni. A capsaicin stimuláció tehát alacsony koncentrációban ingerli, nagy dózisban pedig pusztítja azon specifikus rostokat, amelyek a fájdalom neurális mechanizmusában részt vesznek. Ily módon modellezhetjük, azon folyamatokat, amelyek középfül eredetű fájdalommal járnak együtt, s amelyek során olyan nociceptor anyagok szabadulnak föl, amelyek képesek stimulálni a szenzoros neuronokat. 
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Módszer (Részletes rész)

Ebben a kísérletünkben 34 állatot vizsgálunk. Kísérletünkben különböző koncentrációban (0,01% = 64,8 nmol n= 12; 0,001% = 6,48 nmol n= 6; 0,0001% = 0,648 nmol, n= 6, capsaicin) mikropipetta segítségével 2 ml capsaicint cseppentünk a kerekablakra, s ezzel párhuzamosan mértük az altatott tengerimalacokon a cochlea keringésváltozásait lézer-Doppleres vérátáramlásmérővel. Ezzel párhuzamosan az ellen oldali carotis internába vezetett kanülőn keresztül mértük az állat vérnyomás és szív frekvencia változásait. Két kontroll csoportban ugyanezen koncentrációkban (64,8 nmol n= 5, 6,48 nmol n=5) a középfül nyálkahártyájára is capsaicint cseppentettünk, távol a kerekablaktól. 
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15, dbra 6,48 nmol capsaicin hatésa a cochlea keringdsére, Bredeti regisziritum. A capsaicin
véltozatlan véryomds mellett azonnali cochlea keringésfokozodast eredményezett.
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Eredmények
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Eredményeink szerint a kerekablakra cseppentett capsaicin dózisfüggő CBF emelkedést eredményezett (15, 16. ábra). Kis koncentrációt (0,648 nmol capsaicin, n= 6) alkalmazva a capsaicin azonnali 9 ± 1,5%-os (p < 0,05) CBF emelkedést eredményezett, ami 1-1,5 percen belül visszatért a kiindulási szintre. A magasabb koncentráció (6,48 nmol capsaicin, n= 6) szintén szignifikáns, azonnali, 28 ± 2,3%-os (T= 28, p < 0.0001) CBF emelkedést eredményezett.  Ez az emelkedés a maximumát 1 percen belül elérte, s ezt követően azonnal, fokozatosan kb. 3-4 perc után tért vissza a cochlea keringése a kiindulási szintre. Az igen magas koncentráció esetében (64,8 nmol capsaicin, n= 12) azonnali, 34 ± 2,8%-os (T= 28, p < 0.001) CBF emelkedést kaptunk. Ennél a koncentrációnál viszont a cochlea keringése tartósabban, kb. 2 percig ezen a szinten maradt, s csak sokkal lassabban jutott vissza a kiindulási szintre (4-5 min). Ezekkel a változásokkal párhuzamosan egyik koncentrációban sem tapasztaltunk számottevő vérnyomás-, ill. szív frekvenciaemelkedést. 

Kontrollként, hasonló volumenben és koncentrációban, távol a kerekablaktól capsaicint cseppentettünk a középfülbe az epitympanon nyálkahártyájára. Ekkor semmilyen szignifikáns változást nem tapasztaltunk a cochlea keringésében. A szisztémás keringésben viszont a 64,8nmol-os capsaicin oldat esetén kisfokú vérnyomás emelkedés mutatkozott szintén változatlan CBF értékek mellett. 
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Megbeszélés

A capsaicin diffúzióval képes átjutni a kerekablakon, mivel molekulasúlya 305,4 Da, ami alatta van a Juhn által meghatározott 2000-es diffúziós határnak. A capsaicin azonnali, dózisfüggő cochlea keringésfokozódást eredményezett, ami 0,648 nmol-nál 1 percen belül, 6,48 nmol-nál 4 percen belül,64,8 nmol capsaicinnél pedig 5 percen belül visszatért a kiindulási szintre. Ez azt igazolja, hogy a capsaicin a kerekablakon átjutva képes a belsőfül erei körüli szenzoros neuronokat ingerelni, amelyre azok azonnali, igen erélyes 30%-os CBF emelkedéssel válaszolnak. A kerekablaktól távol, az epitympanonban alkalmazott capsaicin nem okozott CBF változást. Ez azt igazolja, hogy a középfül és a belsőfül szenzoros beidegzése között nincsen kapcsolat. Ezzel kizárhatjuk azt a hibalehetőséget, hogy a kerekablakon keresztül alkalmazott capsaicinre, a kapott CBF emelkedés a kerakablak körüli, tehát a középfül eredetű axon reflexek következménye lenne. A kapott eredményekből mennyiségi következtetéseket ugyan nem vonhatunk le, viszont az a megfigyelés, hogy a 648 nmol capsaicin a középfülbe cseppentve egy 10%-os vérnyomás emelkedést okozott. Ez azt jelzi, hogy ez már erélyes fájdalomnak megfelelő ingert hozott létre (fájdalomról nem beszélhetünk, mivel a kísérleteket altatott állatokon végeztük). A cochleáris hatásnál azonban azt is figyelembe kell venni, hogy capsaicin tovább hígult a cochlea folyadékterében, így a végleges koncentráció nem azonos. A capsaicin okozta CBF emelkedés mellett feltételezzük a vasculáris permeábilitás fokozódását is, erre azonban kísérletünkben nem tértünk ki. 
Következtetéseink szerint a középfülben a különböző gyulladásos folyamatok során fölszabadult fájdalomkeltő ágensek, mint például hisztaminok, bradikininek, prostaglandinok leukotrienek stb., átjuthatnak a kerekablakon s ott befolyásolhatják a polymodalis nociceptorokon keresztül a belsőfül keringését, s egyik lehetséges okaként szerepelhetnek a középfül akut, fájdalommal járó, középfülgyulladásokhoz társuló, következményes, percepciós típusú halláscsökkenések kialakulásában.
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A szenzoros neuronok végtermináljain fölszabadult SP vazoregulációs szerepének 
igazolása a cochlea keringésére
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Háttér
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Substance P és a szenzoros neuronok

A SP-nek a leghosszabb a neuorpeptidek közül a története. 1931-ben van Euler és Gadden fedezte föl az állatok agyából, beléből kivont porszerű anyagról (Powder (P), hogy erős vazodilatációs hatással rendelkezik. Ez a hatás a már akkor ismert neuropeptid antagonistákkal gátolható volt. A SP a tachikininek családjába tartozó undecapeptid s több homológjával együtt C-terminal aminosav sequenciához tartozik (Leeman and Carraway, 1977). Így azonos családba sorolható a neurokinin-A, neurokinin B, és neurokinin K-val (Edvinsson and Jansen, 1987; Regoli, Rouissi and D'Orleans-Juste, 1993). 

A SP a perikarion riboszóma frakciójában szintetizálódik, majd axonális transzporttal jut a neuronok termináljaihoz (Edvinsson, Rosendal-Helgesen and Uddman, 1983; Escher et al. 1982). Lembeck 1953-ban igazolta a SP és a CGRP funkcionális kapcsolatát a primer szenzoros neuronokkal, ezen belül is a C-rostokkal (Lembeck, 1953). A primer szenzoros neuronokra jellemző azon tulajdonság, hogy capsacinnel stimulálhatók, s ilyen ingerlésre többek között SP, ill. CGRP szabadul föl a neuronok végtermináljain (Bittner and Lahann, 1984). Immunhisztokémiai vizsgálatokkal igazolták, hogy a SP immunreaktiv idegrostok (SP-LI) megtalálhatók a spinalis ganglionokban, a jugularis ganglionokban a ggl. nodosumban ill. a ggl. trigeminiben is (Bill, Stjernschantz and Mandahl, 1979; Franco-Cereceda et al. 1987; Brodin et al. 1981; Chen, Mayberg and Moskowitz, 1983). Elektorfiziológiai vizsgálatok szerint ezek a SP-LI rostok a hátsógyökér C-típusú ill. A delta rostjaihoz tartoznak. A SP a szenzoros neuronok termináljain ingerlés hatására Ca2+-tól függően szabadul föl, s a SP fölszabadulását követően a postsynaptikus membránon potenciálváltozást hoz létre (Edvinsson, McCulloch and Uddman, 1981).


A SP-LI-idegrostok a bőr- és az agyi artériák, mind a vénák falának adventitiájában az adventitia-media határhoz közel helyezkednek el, amit tengerimalac kísérletekben igazoltak (Gamse, Holzer and Lembeck, 1980; Furness et al. 1982). A SP, hatásában együttműködik a CGRP hatásával, mely vazodilatációs együttműködés tengerimalac cardiovaszkuláris rendszerében igazolt. A CGRP eznimatikusan lebomlott metabolitjai gátló hatást is kifejthetnek a SP működésére. A két neuropeptid hatásban az az egyik lényeges különbség, hogy míg a SP tachikinin és NKA-receptorokon keresztül hat, addig a CGRP nem (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990).
 54
A SP hatásai


Autoradiográfias módszerekkel sikerült kimutatni a SP receptorokat az erek simaizomzatának membránjain és az endothelium membránjain (Stephenson 1986). Ezeket az ún. neurokinin receptorokat az a. basilarison is kimutatták, melyeknek kifejezett affinitása van SP-re, NKA-ra, NKB-re (Edvinsson, Rosendal-Helgesen and Uddman, 1983; Edvinsson and Jansen, 1987). A SP-ről bebizonyosodott, hogy potens vazodilatátor hatással rendelkezik mind in vivo, mind in vitro (Pernow, 1983). Ehhez a hatáshoz viszont elengedhetetlen az ép endothelium jelenléte, s a folyamat valószínűleg EDRF jelenlétéhez kötött. A vénák fala szintén rendelkezik a SP által kiváltott dilatációs hatással, viszont ez független az endothelium jelenlététől. A vazodilatációs hatások jól nyomon követhetők a szenzoros neuronok antidromos ingerlését követően. Kísérletesen összehasonlítva a perivaszkuláris, azaz adventitián keresztül alkalmazott SP hatását a luminárisan alkalmazott SP relaxációs hatásával, azt tapasztalták, hogy a perivaszkuláris SP alkalmazásra az erek 50-100-szor kevésbé érzékenyek, mint az intraarteriális alkalmazásra (Pernow, 1983).
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SP a cochleaban

A cochlea keringésének, lokális helyi szabályozásának lehetőségét először Hawkins vetette föl, aki azt feltételezte, hogy a különböző frekvencia specifikus zajokra különböző metabolitok szabadulnak föl, s ezek hatással vannak a cochlea keringésére (Hawkins, 1971). Ezt követően számos munka foglalkozik a cochlea esetleges, lokális vazoreguláció kérdésével, de ezek a munkák csak a szisztémás keringésen keresztül alkalmazott anyagok hatásait vizsgálták. (Suga and Snow, 1969; Miller et al. 1986; Nuttall et al. 1988; Baldwin et al. 1992).


A cochleában először Uddman írt le neuropeptideket. Immuncytokémiai, és hisztofluoreszcein vizsgálatokkal igazolta a SP, VIP, pancreatic peptide, gastrin release peptide, CGRP, NPY jelenlétét a cochleában (Uddman, Ninoyu and Sundler, 1982). Későbbi munkájában a neuropetidek meglétét a labyrint és cochlearis artériák körül is megerôsíti (Lawrence and Clapper, 1972). A neuropeptidek pontos lokalizációja Carlisle nevéhez fűződik (Carlisle et al. 1990). A noradrenalin jelenlétét glyoxilsav histofluorescence technikával, a vazoaktív neuropeptidek közül a SP, CGRP, NPY, és VIP immunofluorescein technikákkal mutatta ki az artéria modiolaris körül. Kettős jelölési módszerrel igazolni tudta, hogy a CGRP és a SP azonos rostokban helyezkednek el. Emellett egy az előzőtől független rostpopuláció tartalmazza a VIP-t ill. SP-t. Az ily módon jelölt rosthálózatról megállapítja, hogy azok egy elsődleges, másodlagos, ill. harmadlagos rostrendszert alkotnak a szintén többszörösen elágazódó a. modiolaris körül. A SP-nek mint neurotranszmitternek a jelenlétét is leírták a Corti szervben, fölvetve a neuromodulációban játszott szerepét (Ulfendahl, Lundeberg and Scarfone, 1993).


A SP cochlea keringésre gyakorolt hatását McLaren vizsgálta (McLaren et al. 1993). Kisérletükben a carotis internán keresztül infundált SP vérnyomáscsökkenést, ill. cochleáris keringésfokozódást eredményezett. A SP-t az AICA-n keresztül infundálva a szisztémás hatás, a vérnyomáscsökkenés elmaradt, viszont a dózisfüggő cochleakerigés emelkedést így is ki tudták váltani. A keringési vizsgálatok mellett a hallóidegről elvezetett szummációs akciós potenciálban, ill. CM potenciálban nem történt változás. A SP ezen cochlea keringést fokozó hatását a SP specifikus receptor antagonistájával, a [D-Pro2,D-Trp7,9]SP-vel ki tudták védeni. 


Az eddigi szövettani, ill. funkcionális vizsgálatok igazolják a SP szerepét a cochlea keringésének regulációjában, viszont nem adnak választ a SP pontos eredetéről. 

Feltételezésünk szerint Carlisle által leírt SP ill. CGRP tartalmú perivaszkuláris rostok egy szenzoros beidegzés részei, s ily módon capsaicinnel stimulálhatók, ill. belőlük a SP fölszabadítható. 


Ezért kísérletünkben arra kerestük a választ, hogy a capsaicin okozta vazodilatáció és a SP között van e funkcionális kapcsolat, s specifikus SP antagonistával a capsaicin vazodilatációs hatása fölfüggeszthető-e. 
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SP antagonistat (10 nmol) kévetden. A capsaicin nem befolyasolja a cochlea keringését. Ezt
osszehasonlitva a capsaicin 6nallo, 34 %-os CBF fokozo6 hatasaval azt mondhatjuk, hogy a SP
antagonistaval folfiggeszthetjik a capsaicin vasodilatatios hatasat.




A SP szerkezetének és hatásmechanizmusának pontos vizsgálatával párhuzamosan (Fournier et al. 1979) rohamosan fejlődött a SP receptor antagonisták keresése és hatásuknak vizsgálata is (Chipkin et al. 1979; Escher et al. 1982; Engberg et al. 1981). Végül is négy SP antagonista használata vált a gyakorivá (Bjorkroth et al. 1982). Ezek a (D-Pr2, DPhe7, D-YTrp9)-SP (I) (D-Pro2, D-Trp7,9)-SP (II) (D-Arg1, D-Pro2, D-Phe7,D-Trp9)-SP (III) és a (D-Arg1, D Pro2, D-Trp7,9)-SP (IV). Ezek közül in vivo a [D-Pro2, D-Trp7,9]-SP volt a legpotensebb, s a legkevesebb szisztémás mellékhatással rendelkező SP antagonista. Ezért kísérletünkben ezt az anyagot választottuk. Az így kapott eredményeket így összevethetjük McLaren eredményeivel, aki szintén ezt az antagonistát alkalmazta (McLaren et al. 1993). 


Az általános részben leírt módon az állatokat elaltattuk, tracheotómizáltuk, kanüláltunk s föltártuk a kerekablakot. Két kísérleti elrendezést állítottunk össze (1.táblázat).
1) Capsaicin hatásának vizsgálata SP blokkolását követően. 

A SP hatásának blokkolásához választott [D-Pro2,D-Trp7,9]-SP (Sigma chemical, St.Louis Product) 0,9 %-os sóoldattal 10 nmol koncentrációjú törzsoldatot készítettünk. 5 perces, várakozási idő után 2ml (10 nmol/2ml) SP antagonistát csöppentettünk mikropipetta segítségével a kerekablakra (n=13). A SP antagonistát 10 percig a kerekablakon hagytuk, kellő időt hagyva a membránon való átjutásra. Ezután finom vattával letisztítottuk a kerekablakot és az első csoportban (n=6) 2ml 64,8 nmol capsaicint, a második csoportban (n=7) 2ml 6,48 nmol capsaicint cseppentettünk a kerekablakra. A cochlea keringésváltozásait, a vérnyomásváltozásokat és a szív frekvenciát folyamatosan regisztráltuk. Az eredményeket a normális állatokon kapott hasonló koncentrációjú capsaicinre kiváltott CBF változásokkal hasonlítottuk össze.
2) A SP cochlea keringésére kifejtett direkt hatásának vizsgálata.

Szintetikus SP-t (Sigma chemical St. Louis) 0,9 %-os sóoldatban föloldottuk, s 1 nmol-os törzsoldatot készítettünk. Az első csoportban (n=4) 100 pmol/2ml, a második csoportban (n=6) 10 nmol/2ml a harmadik csoportban (n=5), 50 nmol/2ml SP csöppentettünk mikropipetta segítségével, 5 perces nyugalmi időszak után a kerekablakra. Itt is folyamatosan mértük a cochleakeringés- vérnyomás- ill. szívfrekvencia változásokat.
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18. abra A kerekablakon keresztil alkalmazott 10 nmol SP semmilyen cochleakeringést
befolyasol6 hatasa nem volt.



, [D-Pro2,D-Trp7,9]-SP a kerekablakra cseppentve átmenetileg egy 2-3 %-os cochlea kerigés és 5 %-os vérnyomás emelkedést eredményezett. Kiszámítva az C értéket az lényeges változást a cochea keringésében nem mutatott. Ez azt jelenti, hogy a SP antagonista szisztémás hatása okozta vérnyomás emelkedés hozta létre a cochlea keringés 2 %-os emelkedését. A szisztémás keringésben történt változás is csak átmeneti volt (4-5 perc) és a capsaicin alkalmazásakor már mind a cochlea keringése, mind a szisztémás vérnyomás a kiindulási szinten volt. A SP antagonistát követô capsaicin sem az első csoportban (64,8 nmol-os capsaicin) (17. ábra), sem a második csoportban (6,48 nmol-os capsaicin) nem eredményezett cochleakeringés változást (p= 0.443). Ezt összevetve a capsaicin normál körülmények közötti 30 %-os keringésfokozó hatásával, azt mondhatjuk, hogy a SP antagonistával blokkolni tudtuk a capsaicin hatását. Ezt a változást szignifikánsnak találtuk.
2) A kerekablakon keresztül alkalmazott SP-oldat sem a 100 pmol/2ml-os koncentrációban, sem a 10 nmol/2ml koncetrációban nem okozott cochlea keringés-, ill. szisztémás vérnyomásváltozásokat (18. ábra). Az 50 nmol/2ml-os koncentráció viszont egy 10 %-os vérnyomáscsökkenést eredményezett a SP szisztémás keringésbe jutása miatt (19.ábra). Ezt a hirtelen vérnyomáscsökkenést a cochlea keringése nem követte. Az C értéket kiszámolva az 10 %-os cochlea keringésemelkedést mutatott. Az C görbe lefutása hasonló a capsaicin lefutásához. Az alkalmazást követő gyors keringésfokozódás, aránylag rövid időn belül (7-8 perc) a keringés visszatért a kiindulási szintre, ami a capsaicin okozta hatásgörbére emlékeztet.

58
Megbeszélés
[image: image25.jpg]Substance P hatds
a kerekablakon keresztul

Py T 50 nmol substance P
= |
o 120 b = 5
S %%gf
0 T 2 4 6.8, 10 12 14 16 18
120
=
L T e
80 )
o
60 | | | I B | | | | J
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
120 -
3 it i [
8\0/100 —}j&% |
O
80 | | | | A | | | | |
0 2 - 4 &' f"s 10 12 1SS g
ldo (perc)

_4bra Az 50 nmol SP a kerekablakon keresztiil alkalmazva a szisztémas vérnyomas csokkenése

mellett a CBF valtozatlan maradt. A cochlearis conductantia viszont a cochlearis vérataramlas
fokozddasat mutatta.




A normál állatokon kapott capsaicin válaszokat összehasonlítva a SP antagonistát követően azt mondhatjuk, hogy a két érték között szignifikáns különbség van. Kísérleti eredményeink azt mutatják, hogy a capsaicin hatását föl tudtuk függeszteni a SP specifikus gátlásával. Ez azt igazolja, hogy a cochlea erei körül lévő primer szenzoros neuronok szabályozó funkcióját neuropetideken, köztük is a SP-n keresztül fejti ki. Azt ezekkel a kísérletekkel nem zárhajuk ki, hogy egyéb neuropeptidek is fölszabadulnak-e vagy sem, s azok milyen mértékben vesznek részt a szenzoros neuronok szabályozó mechanizmusában. Feltételezhetően a CGRP-nek is regulációs szerepe van, de ebben a munkánkban erre nem tértünk ki. Ezzel a megfigyeléssel, hogy SP antagonistával teljesen föl tudtuk függeszteni a capsaicin vazodilatációs hatását még nem mondhatjuk, hogy csak ez az egyedüli mechanizmus játszódhatott le. Elképzelhető ugyanis hogy a receptorok, azok érzékenysége, az egyéb neuroptidek szinergista, ill. antagonista hatásának a szerepe is megváltozott. A SP jelenlétét és regulációs szerepét a SP lokális alkalmazásával nyert cochleakeringés fokozódása is igazolja. Eredményeinkben ugyan, csak az igen magas koncentráción (50 nmol/2ml) kaptunk CBF emelkedést, de a kapott hatásgörbe lefutásában, a hatás jelentkezésének idejében és a regresszió idejében nagy hasonlóságot mutat a capsaicin okozta CBF változással. A kísérletünkben a hatásos dózis 50 nmol/2ml eltér McLaren által alkalmazott 100 pmol-os dózistól (McLaren et al. 1993). Ez a különbség az erek intraarteriális ill. perivasculáris SP érzékenységkülönbségével magyarázható. A különbség további lehetséges magyarázata, hogy az intraarteriálisan alkalmazott SP az endotheliumokon keresztül közvetlenül fölszabadíthatja a végleges messzengereket, mint például az EDRF, NO, ill. egyéb nukleotidokat. Ezzel szemben a kerekablakon ugyan átjutó SP eleve hígul a prilymphába ill. endolymphába kerülésekor, és az így létrejött kisebb koncentrációnak még át kell jutni a cochlea szövetein. 


Összefoglalásként megállapíthatjuk, hogy eredményeink szerint magának a SP antagonistának nincs közvetlen, cochlea keringést befolyásoló hatása, viszont képes fölfüggeszteni mindhárom koncentrációban a capsaicin vazodilatációs hatását (20. ábra). Ezzel igazoltuk azt, hogy a primer szenzitív neuronok a capsaicin ingerlésére a SP-n keresztül fejtik ki a hatásukat, amely hatás specifikus SP antagonistával fölfüggeszthető. Ez tovább erősíti azon feltételezésünket, hogy a cochlea ereinek szenzoros beidegzése igen fontos szerepet tölt be a cochlea vazoregulációjában. 
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20. abra A capsaicin szenzitiv szenzoros neuronok SP keresztiil kifejtett vasoactiv hatdsanak
sémas abrazolasa.
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A capsaicin-szenzitív neuronok vazoregulációs szerepének mérése sebészi úton 
létrehozott hydropszos állatokon.
60
Háttér

1861-ben Prosper Meniere leírása szerint egy betegen, aki 5 nappal súlyos szédüléssel járó hirtelen halláscsökkenése után meghalt, a boncolás során a félkörös ívjáratokban képlékeny vörös anyagot talált (Meniere, 1861). Ezt a tünetcsoportot később róla elnevezve Meniere betegségnek nevezték el. 1867-ben Politzer Ádám szintén közölt egy esetet, amit már Meniere szimptómának említ (Politzer, 1994). Először Politzer fogalmazza meg a Meniere betegség tüneteit, s különválasztja a Meniere betegséget az egyéb szédülésektől, illetve a Meniere szindrómától (Politzer, 1894; Politzer, 1902), jelezve azt, hogy nem csak egy körülírt betegséggel állunk szemben. A betegség pontos definícióját 1972-es Subcommity on Equlibrium and Its measurement of the American Academy of Ophtalmology and Otolaryngology (AAOO) fogalmazta meg, miszerint a Meniere betegség egy klinikai és nozológiai entitás, amire jellemző a beteg anamnézisében szereplő, fluktuáló hallásromlás, szédülés, ill. fülzúgás.


A klinikai tünetek hátterében a cochlearis folyadékháztartás, az endolympha, ill. perilympha termelése és fölszívódása közti egyensúly megbomlását tekintik az egyik főtényezőnek (Schuknecht and Kimura, 1953; Schuknecht and Gulya, 1983). A Meniere betegség patológiai hátterének az endolymphaticus hydrops kialakulását tekintik, amit humán kórszövettani leleteken, igazolták (Kimura and Schuknecht, 1965; Kitahara, 1990; Schuknecht and Gulya, 1983). A morfológiai, biokémiai és funkcionális, kísérletes vizsgálatok megkezdéséhez igen nagy jelentőséggel bír, hogy Kimura és Shuknecht kísérletes állatmodellt hoztak létre (Kimura, 1967). Tengeri malackísérletük során a saccus endolymphaticus műtéti roncsolását követően 6, ill. 12 hét után endolymphaticus hydrops jön létre az állat cochleájában. A Menieres cochleaban létrejött kórszövettani változások hasonlóak a kísérletesen létrehozott hydropszos állatok cochleájában létrejött változásokkal (Lindsay, 1947; Kimura, 1967; Kimura and Schuknecht, 1965; Kimura, 1986). Az így létrehozott hydropszos állatról nem állíthatjuk, hogy azonos a Meniere betegséggel. A morfológiai eltérések, az endolymhaticus hydrops, a stria vascularis atrofiája, ill. az audiológiai eltérések változásainak azonossága (alacsony frekvenciájú küszöbemelkedés (Horner, 1993), emelkedett a szummációs akciós potenciál (SA) és az akciós potenciál küszöbének hányadosa (Cohen and Morizono, 1984; Orchic, Shea and Ge, 1993) alkalmassá teszi a Meniere betegség modellezésére. A hazai irodalomban először Sziklai számol be kísérletesen létrehozott hydropszos állatok folyadéktereiben bekövetkezett biokémiai változásokról (Sziklai et al. 1990).


A Meniere betegség, ill. a hydropszos állatokon is igazolt stria vascularis károsodás (Nakai et al. 1991) ellenére a CBF regulációjáról, annak esetleges változásairól igen keveset tudunk.


Az első ilyen irányú tanulmány Larsen nevéhez fűződik, aki mikrogyöngy módszert alkalmazva hasonlította össze a normális ill. a hydropszos állatok nyugalmi keringését (Larsen et al. 1988).


Megállapítása szerint a CBF-ban semmilyen szignifikáns különbség nincs. Baldwin és mks. LDF módszerrel hasonlították össze a hydropszos ill. a normális állatok keringését különböző ozmotikus ágensekre intravénás alkalmazást követően. Kísérleteikben ők sem találtak lényeges különbséget a patológiás, ill. a normális állatcsoportok között (Baldwin et al. 1992).


Ez a vélemény Yamamoto munkáját követően kezdett megváltozni, aki három vizsgálati módszerrel (LDF, hydrogen clearance, oxigen nyomásmérés) hasonlította össze a normális és hydropszos állatok keringését (Yamamoto, Kubo and Matsunaga, 1991). Kísérletük során az elvéreztetésre, ill. lassú norepinefrin infúzióra kiváltott vérnyomásváltozást követő lassú autoregulációs hatásokat mérte a cochlearis vérátáramlásra. Ezen vizsgálataik során megállapították, hogy a hydropszos cochleában az autoregulációs készség kisebb, mint a normális cochleákon. Miller és mts-i közvetlenül, a cochlea elektromos ingerlését követően hasonlították össze a normális, ill. a hydropszos állatok keringésváltozásait LDF-módszerrel (Miller et al. 1994). A cochlea elektromos ingerlését követően 30 %-kal kisebb CBF emelkedést találtak a hydropszos állatok keringésében, mint a normális állatokon. Ugyancsak kimutatták a ggl. cervicale superior elektromos ingerlését követően, hogy az ingerléssel kiváltható CBF fokozódás a hydropszos állatokon kb. 1/3-al kisebb emelkedést mutat, mint normális állatokon. Brechselbauer és mkts. az AICA elszorítását követő cochlea erein megfigyelt autoregulációs hatást vizsgálták hydropszos állatokon (személyes közlés). Az elszorítást követő kompenzációs hatás jóval kisebb hydropszos állatokon, mint normál állatokon. Az eddigi vizsgálatok, tehát azt mutatják, hogy a hydropszos állatokon a vaszkuláris tónusban, ill. annak regulációs funkciójában valamilyen károsodás van. Ezért kísérletünkben arra kerestük a választ, a hogy primer szenzoros neuronok által befolyásolt vaszkuláris tónus hogyan változik hydropszos állatokon. Emellett megvizsgáltuk a hydropszos állatokban megváltozott vaszkuláris tónus NO érzékenységét.
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Ebben a kísérletsorozatban 13, az általános részben leírt módon operált 12 hetes hydropszos tengerimalacokat vizsgáltunk a kerekablak föltárását követően. Különböző koncentrációjú capsaicin oldatot cseppentettünk a kerekablakra (64,8 nmol, 6,48 nmol, 0,648 nmol-os capsaicin) 2ml mennyiségben s LDF-rel mérjük a CBF változását. A kísérlet második lépéseként ugyanezeket a méréseket elvégeztük a nem hydropszos, normál, kontroll oldalon is. [image: image8.jpg]Tengerimalac vérnyomas- (RR), szivfrekvencia- (P), pH, pCO2, pO2 értékei a

kontroll és hydropszos allatokon

Kontroll 3+42 282+32 7,4+0.17 31,9+4.6 97.4+2]7

Hydrops 1,6+35  293+29 74+087 373+25 885+48

2. Tablazat



A méréseket randomizáltan hol a hydropszos, hol a normál kontroll oldallal kezdtük, a műtéti terhelés okozta hibalehetőség kizárása miatt. Tekintettel arra, hogy ezek az idős állatok már 1000-1200 gramm súlyúak voltak kontrollként hasonló korú, ill. súlyú, nem kezelt állatokat is használtunk. Mindkét oldalon a capsaicin oldószerével kontrollméréseket is végeztünk. A hydropszos állatokon kapott eredményeket a normális, nem hydropszos állatokon kapott capsaicin válaszokkal hasonlítottuk össze. 
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29. abra A 3 %-os nitroprusszid natrium a cochleakeringésre egy 54 %-os CBF fokoz6 és egy 23
%-o0s vérnyomast csokkenttd hatast fejtett ki. A capsaicin kezelést megel6zd, és az azt kovetd
nitroprusszid hatas k6zo6tt nem volt szignifikans kiilonbség.





A tengerimalacok mindkét sebészi beavatkozást jól viselték. A hydropszos műtétet követően az állatoknak pár napig nystagmusuk volt, félredőltek, ill. félrejártak. Ezek a tünetek később (átlagosan 1 hét), kompenzálódtak, majd megszűntek, s a kontroll állatokhoz hasonlóan fejlődtek. 12 hét után a tengeri malacok 1900 ± 200 g-osak voltak. A második kísérlet során a mért élettani paraméterek, a BP HR, pO2, pCO2 értékei az irodalomban elfogadott, normális szinten mozogtak (Brown, Thorne and Nuttall, 1989). Lásd 2. táblázat.

A capsaicin, a normális állatokon, mint korábbi kísérletünkben kimutattuk dózisfüggő CBF emelkedést eredményezett változatlan vérnyomás és szívfrekvencia mellett. A hydropszos oldalon a 64,8 nmol capsaicin (n=7) szintén azonnali CBF emelkedést eredményezett, de ez az alapvonalhoz viszonyítottan csak 13 ± 2.9%-os emelkedés mutatott (Median: 113%; t= 30; p= 0.002) (21. ábra). Ez az emelkedés kb. 8 perc után tért vissza az alapvonalra. Ezen CBF emelkedés mellett a BP (t= 0.647; p= 0.52) és a szívfrekvencia lényegesen nem változott. [image: image27.jpg](Hgmm) (AU)
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8.4bra Noradrenalin vérnyomasemeld hatasa (l-es alap-, 2-es kozepes, 3-as magas
koncentracidban) a szivfrekvenciara (felsd-), vérnyomasra (kozépsd-), és a cochlearis
vérataramlasra (als6 gorbék). Az adrenalin dozis-figgd vérnyomasemeld hatasat a CBF
azonnal kovette, mindenféle kompenzacid nélkal.



Hydropszos állatokon a kontralaterális, normál, kontroll oldalon végzett kísérlet a 64,8 nmol capsaicinre (n= 7) az alapvonalhoz képest 38 ± 3,2 -os emelkedést eredményezett (Median: 138%;  t = 45; p < 0.001). A hydropszos oldal és a kontralaterális, oldalt összehasonlítva a két oldal között szignifikáns különbséget találtunk (paired t test = 6,09; p < 0.001). A 6,48 nmol capsaicinnel elvégezve a kísérletet a hydropszos oldalon megint jóval kisebb CBF emelkedést kaptunk, mint a normál fülön (22.ábra). A CBF csak 8 ± 1,6%-kal emelkedett az alapvonalhoz képest (t = 3,97; p = 0.002). Itt is megfigyeltük azt a különbséget, hogy a hydropszos fülön az emelkedett CBF sokkal lassabban, mintegy 8-10 perc után tért csak vissza az alapvonalra. A vérnyomás itt sem változott szignifikánsan (t = 0.914; p=0.373). Ezen hydropszos állat CBF emelkedését összehasonlítva a normális fülön végzett hasonló koncentrációjú kísérletével a különbséget itt is szignifikánsnak találtuk (t = 4.597; p < 0.001). 

63
Szövettani földolgozás: 

A kísérleteket követő szövettani vizsgálatokkal igazolni tudtuk a hydrops meglétét. A Reissner membrán minden esetben, a kialakult endolymphaticus hydrops miatt ballonszerűen deformálódott. (23., 24. ábra)

64
Megbeszélés
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21. abra A hydropszos tengerimalacon a kerekablakon alkalmazott 64,8 nmol capsaicin hatésa a
cochlea keringésére €s a vérnyomasra. A capsaicinnek csak 13 %-os CBF fokozd hatasa volt
az egészséges allatokon kapott 38 %-os CBF emel6 hatassal szemben.

+
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22 abra A kerekablakon keresztiil alkalmazott capsaicin hatasa hydropszos tengerimalacon. A

' contralateralis oldalon megfigyelt, kifejezett, cochleakeringés fokozodassal szemben a
hydropszos oldalon a 64,8 nmol-os ill. a 6,48 nmol-os capsaicinre szignifikansan kisebb
cochleakerigés valtozas jelentkezett. A vérnyomasok kozott nem volt szignifikans kulonbség.



Eredményeink azt mutatják, hogy a capsaicin a nem operált ("normális") állatokon kapott dózisfüggő vazodilatációs hatása a hydropszos állatokon is kiváltható volt (34. ábra). A patológiás állatcsoportban viszont ez a CBF emelkedés lényegesen kisebb mértéket mutatott, 13% ill. 8%-ot, összehasonlítva a normális 34%-os ill. 30%-os emelkedéssel. A vazodilatációs hatást követően a CBF-nak a normális alapszintre való visszajutásának idejében is különbséget találtunk. A normális állatokon a CBF értékek gyorsan, 4-5 percen belül visszatértek az alapszintre, míg a hydropszos állatokon ez sokkal hosszabb ideig, 8-9 percig tartott. Ezen jelenségek hátterében a megváltozott vaszkuláris tónus csökkenését feltételezhetjük. A capsaicin okozta vazodilatációs hatáskülönbség hátterében a szenzoros neuronok által befolyásolt regulációs zavar áll. A vaszkuláris tónuszavar létrejötte így több szinten is elképzelhető.

A hydropszos állatokon a cochlea erei körül a szenzoros beidegzés károsodik az endolympahticus nyomásfokozódás következtében kialakult trofikus zavar miatt. Emellett elképzelhető a szenzoros neuronok érzékenységének a capsaicinnel szembeni csökkenése is. A vaszkuláris tónuscsökkenésnek további magyarázata lehet a SP receptorok károsodása is, ami a szenzoros neuronok végtermináljairól a capsaicin stimulációra fölszabadult SP érzékenységcsökkenésben nyilvánul meg.  Ezt az elképzelést az is igazolja, hogy a stria vascularis körül leírt atrófia az adventitia-media határon a legkifejezettebb (Albers, 1988). További lehetséges magyarázat lehet [image: image30.jpg]L

24. abra A saccus endolymphaticus és a ductus endolymphaticus miitéti roncsolasat kovetden 12
héttel készitett szovettani metszet a cochlearél. A Reissner-membran ballonszer( tagulata az
endolympaticus hydrops meglétét igazolja.



még, hogy a hydropszban kialakult nyomásfokozódás miatt a károsodott a neuronok axonális neuropeptid transzportja. Így kvantitatíve is kevesebb neuropeptid vesz részt a regulációs zavarban. Az erek falának sima izomzata is feltételezhetően károsodik, vagy érzékenységük is csökkenhet a neuropeptidekkel szemben. Az egyes neuropeptidek arányának megbomlása az antagonista ill. a szinergista folyamatok megváltozásán keresztül is hatással lehetnek. Ezekkel a hipotézisekkel magyarázhatjuk a capsaicin okozta vazodilatáció csökkenését, viszont az ezt követő regenerációs idő megnyúlásának okát egyéb vazokonstriktor ágensek károsodásában kell keresnünk. Ezen kérdés, tehát több komplex pathológiás elváltozásra világít rá. Ebben a folyamatban a capsaicin szenzitív neuronokon keresztül kifejtett vazoregulációs károsodás csak egy komponensnek tekinthető.

65
A nitrogén monoxid primer szenzoros neuronokon keresztül kifejtett szerepének 
vizsgálata a cochlearis vazoregulácioban
66
Háttér

A nitrogén monoxid (NO) az L-argininbből szintetizálódik a nitrogén monoxid szintetáz segítségével (Kimura, 1986). Az utóbbi évek vizsgálatai nyilvánvalóvá tették, hogy kétfajta NO-szintetáz létezik, s emiatt az NO kétféle módon jöhet létre (Vallance, Collier and Moncada, 1989; Bredt and Snyder, 1992) (26.ábra). 
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26. abra A nitrogén monoxid (NO) két szintézismodjanak sematikus abraja.
a, NO syntetaze calmodulin és Ca™™ jelenlétében szintetizélja az NO-t az L-argininbél. b, Az
NO szintézis masik modja Catt-tol fliggetleniil cytokin segitségével jon létre.




Az egyik nitric oxid szintetáz enzim a calmodulin, ami a Ca2+ közreműködésével fejti ki hatását (Katusic and Cosentino, 1994). Ezen enzim segítségével az NO nagyon gyorsan szabadul föl L-argininből. Ez a folyamat csak akkor indulhat be, ha a Ca2+ bejut a sejtbe. Ily módon szabadul föl az NO az agyban, ill. az erek falában. A másik enzimatikus út a makrofágokban, endothel sejtekben s más egyéb sejtekben tálható meg: mint például a máj Kuppfer sejtjeiben (Katusic and Cosentino, 1994). Itt a NO-szintetáz cytokine hatására aktiválódik. Az ily módon beinduló biokémiai folyamat lassabban, s Ca2+-tól függetlenül jön létre. A cytokin NO-szintetáz indukáló hatása szteroidokkal gátolható. Az ezeken a módokon fölszabadult NO-ról bebizonyosodott, hogy elsődleges szerepe a szervezet védelmi funkciójában van és a szervezetbe betört mikroorganizmusokkal és tumor sejtekkel szemben védelmet biztosít. Az NO másik igen nagy biológiai jelentősége a fiziológiás és patofiziológiás vazodilatáció létrehozásában van. Az elmúlt évek kísérletsorozatait követően felvetődött, hogy az NO, a keringéskutatás ma egyik központi kutatási irányzatát képező "endothelium derived relaxin factor" (EDRF) egyik fő alkotó eleme (Vallance, Collier and Moncada, 1989; Hecker et al. 1991). Az NO harmadik szerepe, hogy sejtszinten végleges Messenger feladatot lát el (Lancaster, 1992; Raszkiewicz et al. 1992).


Az EDRF jelentőségére Fursgot kísérletei hívták föl a figyelmet, aki megfigyelte, hogy az Ach-nal kiváltott vaszkuláris relaxáció ép endotéliumtól függ (Furchgott and Zawadzki, 1980). Később hasonlóan az Ach-hoz, egyéb anyagok hatásához is igazolni tudták az ép endothelium szükségességét, mint például a trombin, SP, bradikinin, és egyes adenin nukleotidok hatásához is (Moncada, Palmer and Higgs, 1991). Ezzel szemben találtak olyan anyagokat is, mint egyes nitrovasodilatátorok, bovin retraktor penis inhibitor faktor, b-adrenerg agonisták és egyes prostaciklinek, amelyek az endotheliumtól függetlenül is ki tudják fejteni a hatásukat (Gardiner and Bennett, 1993). Ezt követôen a EDRF-ral és az NO-val történt vizsgálatok igazolták, hogy ezek ugyanazok. Mindkét anyag létrejöttéhez és működéséhez az arachidonsav lipoxigenáz jelenléte szükséges (Katusic and Cosentino, 1994). Mindkét anyagnak a hatását ugyanazokkal az inhibitorkokkal gátolhatjuk, biológiai hatásuk azonos, azaz az ereken vasodilatátiót hoznak létre. Mindkettőre jellemző továbbá, hogy hasonlóképpen gátolják a vérlemezkék aggregációját. A biológiai féléletidejük is azonos, azaz kb. 1-2 percen belül elbomlanak. Az endothelium szuszpenzióhoz való viszonya mindkettőnek azonos, amit kísérletek sorozata bizonyít. (Moncada, Palmer and Higgs, 1991).


Az NO szintézisnek több inhibitora is ismeretes (Rees et al. 1990). A folyamat legrégebben alkalmazott antagonistája az L-NMMA, amely kompetitíven gátolja az NO-szintetáz működését. Ez az antagonista blokkolja mind az endothéliumban, mind az erek falában az NO szintézisét. Az L-NMMA intraarteriálisan adva endotheliumtól függő vazokonstrikciót hoz létre, ami a vérnyomás emelkedésében és a vasculáris konduktancia csökkenésében nyilvánul meg. Ez azt is bizonyítja, hogy az NO az artériák falában folyamatosan termelődik, s folyamatosan az un. dilatátiós tónust hozza létre. Ez a folyamat L-argininnel, az NO szintézis prekurzorával reverzibilisen visszafordítható. Az L-NMMA gátolja az endothelium függő Ach és SP által létrehozott vaszkuláris relaxációt is. Ez a folyamat szintén visszafordítható az L-arginin hozzáadásával. Ez az egyik bizonyítéka annak, hogy az Ach és a SP nem közvetlenül, hanem az NO-n keresztül fejtik ki hatásukat (Lancaster, 1992). Az L-NMMA gátló képességét mind in vitro, mind in vivo kifejti, sőt humán alkalmazása is ismert, például az a. radialiszon keresztül alkalmazva. (Vallance, Collier and Moncada, 1989). Az L-NMMA, ilyen antagonista hatását azonban csak az artériák falában tudták kimutatni, a vénák falában nem (Vallance, Collier and Moncada, 1989). Ezt egyik igazolásaként fogadják el annak, hogy az NO csak az artériák regulációs folyamataiban vesz részt. Az L-NMMA mellett az utóbbi években megismert L-NAME-ról is kiderült, hogy hasonló hatása van az NO szintézisre, s a biológiai hatásuk is megegyezik. Az L-NAME egyik előnye viszont, hogy oralisan is adható. 
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27. abra A nitrogén monoxid (NO) egyik feltételezett hatismechanizmusanak sémas abrazolasa.




Kísérletesen is ez az anyag terjedt el (Gardiner et al. 1990). 

Az NO pontos fiziológiás szerepe még véglegesen nem tisztázott, de az bizonyosnak tűnik, hogy az NO fölszabadulásának a pulzáló vérnyomásváltozás és az erek simaizmainak feszítése látszik a két fő meghatározó tényezőnek (Mione, Ralevic and Burnstock, 1990). A nagyobb erekben az NO felszabadulás nagyobb, mivel ezekben az erekben a nyomásváltozás okozta feszültségváltozások is nagyobbak. A bradikinin által stimulált, NO fölszabadulás független a perfúziós nyomás változásától. A szimpatikus és paraszimpatikus idegeknek is jelentős szerepe lehet az endothelen keresztül fülszabaduló NO képzésben, de ennek pontos mechanizmusa még nem ismert (Moncada, Palmer and Higgs, 1991). 


Az NO-nak komoly farmakológiai jelentősége is van. Már több mint 100 éve alkalmaznak nitrovasodilatátorokat a klinikai gyakorlatban, s széles körben elterjedt az angina pectoris, hypertenzív krízis, pulmonáris hypertenzió, fibrinolízis, perkután coronaria angioplasztikák, cardiális katéter komplikációk kezelésében (Moncada, Palmer and Higgs, 1991). Azt is kimutatták, hogy az organikus nitrátok dózisfüggően emelik a cGMP szintjét az erek körüli simaizomban. Klinikai vizsgálatok igazolták, hogy a nitrovasodilatátorok és az NO aktiválja a szolubilis guanilát cikláz működését (27.ábra). Ez az enzim konzekvensen emeli a cGMP szintjét, ami elengedhetetlenül szükséges azon fehérjék foszforilálásához, amelyek szükségesek a simaizom relaxációjához (Lancaster, 1992). Azt feltételezik, hogy a NO közvetlenül aktiválja a guanilát cikláz működését. Az is valószínű, hogy a többi szabadgyök is az NO-n keresztül fejti ki a hatását, tehát az NO mint egy közös, végső effektor molekula működik az összes nitrovasodilatátor között. Ez a mediátor funkció a szolubilis guanilát cikláz molekulán keresztül érvényesül. Ha ezt a nyugalmi, NO-dependens vazodilatációs tónust megszüntetjük, akkor a szolubilis guanilat cikláz enzim megemeli az erek falának érzékenységét, ami abban nyilvánul meg, hogy a guanilát cikláz enzim működését elősegítő tényezőkre fokozottabban reagál s kifejezettebb vazodilatáció jön létre. Ez az érzékenységfokozódás létrehozható az endothélium elpusztításával, ill. létrehozható a NO szintézis gátlásával is. Ez a hyperszenzitivitás az NO-ra kimutatható mind in vivo, mind in vitro. Ezt a szenzitivitás változást párhuzamosan követi a cGMP szintjének változása is (Ignarro et al. 1981).


Az NO-nak, fiziológiás szerepe mellett, jelentős patológiai vonatkozásai is vannak. Az endogén NO-dependens dilatációs tónus és az NO szintjének csökkenését követő nitrovasodilatátorokra kialakult érzékenységfokozódás számos patológiás jelenség ill. betegség magyarázatául szolgál. Az ereken így kialakult "szuperérzékenység" jelenségével, ami az NO termelődésének vagy felszabadulásának csökkenéséből adódik. Az is valószínűsíthető, hogy az esszenciális hipertónia és a vazospazmussal járó kórképek kialakulásában szerepet játszik. Ezen betegségek hátterében, a NO mediálta vazodilatációs tónus hiánya vagy csökkenése áll. Ezzel magyarázható ezen betegségekben az ereken belüli nyomás változása a fiziológiás szinten belüli Ca2+ változására is. Ezt az elképzelést az is alátámasztja, hogy az a. bradialisba infundált Ach csökkenti az esszenciális hypertenzióban szenvedő betegek vérnyomását. Endothélium függő fokozott relaxációt megfigyeltek öröklődő diabetesben szenvedő patkányokon is ill. drogok által kiváltott diabetesben is (Crowe and Burnstock, 1988). Ezeken az állatokon a csökkenő endothélium függő vaszkuláris válasz mellett, csökken a cGMP szintje is. Ha viszont a vérnyomást rendezték, akkor acGMP értéke visszatért a normális szintre.


Egyes megfigyelések szerint az EDRF-nak kapcsolata van az arterioszklerózissal is (Liao et al. 1991). Nyúlban, a kísérletesen létrehozott arterioszklerózisban ugyanis a vaszkuláris endothelből az EDRF fölszabadulása csökken és következményesen csökkent az endothelium-függő relaxáció is. Ezeket a megfigyeléseket humán vizsgálatok is megerősítették (Moncada, Palmer and Higgs, 1991). A subarachnoideális vérzés kísérletes vizsgálata kapcsán állapították meg, hogy a vvt-ből lízis során fölszabadult Hgb gátolja az NO-t s ez vasospazmusban nyilvánul meg. Kísérletesen intratekálisan befecskendezett Hgb az NO gátlásán keresztül vasoconstrictiót hozott létre az intratechalis arteriákban (Katusic and Cosentino, 1994). A NO-nak tehát, mintegy központi szerepe van, a mint egy végleges messzengernek az erek vazoregulációjában.


A cochlea keringésszabályozásában a NO szerepét nem ismerjük. Az előbb említett irodalmi adatokra támaszkodva föltételezhetjük, hogy az NO-nak a normális és a patológiás cochlearis vazoregulációban is igen komoly szabályozó szerepe lehet. Ezért kísérletes munkánkkal arra kerestük a választ, hogy a külsőleg bevitt nitroprusszid nátriumból fölszabadult nitrogén gyökök milyen hatást váltanak ki a cochlea keringésében. További elképzelésünk szerint megvizsgáljuk az endogén NO regulációs szerepét az erek falában szintetizálódó NO blokkolásával. Ezt követően az NO prekurzorának újraadásával megvizsgáljuk az ismételten szintetizálódó NO hatását a cochlea keringésére. További elképzelésünk, hogy a szenzoros neuronok végtermináljain fölszabadult SP az NO-n keresztül fejti ki a hatását. Ezért megvizsgáljuk a capsaicin okozta vazodilatációs hatást az NO szintézis blokkolását követően. 

67
A nitroprusszid nátrium vazodilatációs hatásainak vizsgálata a cochlea keringésére
68
Módszer

Az általános részben leírt műtéti elrendezés mellett mértük az állat vérnyomását, CBF-t és a szív frekvencia változásait. A nitroprusszid nátriumot (Sodium Nitroferricyanide, S-0501, Sigma Chemical, St. Louis) fiziológiás sóoldatban oldottuk, s 1%-os ill. 3%-os oldatot készítettünk (Tuzel, 1974). Az oldatot csak közvetlenül az adagolás előtt oldottuk föl, mivel a nitroprusszid nátrium fényre igen érzékeny s könnyen elbomlik. A mikropipettával adagolt (Drummand Micro Dispenzer, Model 203, DNA-P3) 2ml mennyiségű oldatot mikroszkópos kontroll mellett juttattuk a kerekablakra.

69
Kísérleti elrendezés

Első csoportban 1%-os (n= 6), a második csoportban 3%-os (n= 6) nitroprusszid nátriumot cseppentünk a kerekablakra. A harmadik csoportban 10 perccel a 64,8 nmol-os capsaicin alkalmazását követően alkalmaztuk a 3%-os nitroprusszid nátriumot. 
Ezen elrendezésnél a nitroprusszid nátrium adagolása előtt a kerekablakot fiziológiás oldattal lemostuk, majd puha vattával szárítottuk (n= 6). 
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28. abra Eredeti regisztratum az 1 %-os nitroprusszid natrium kerekablakon keresztiil a cochlea
keringésére és a vérnyomasra kifejtett hatasarol. Az 1 %-os nitroprusszid natrium 12 %-os
CBF emelkedést eredményezett a kisfokban jelentkez6 vérnyomas csokkenés mellett.
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Eredmények
[image: image31.jpg]23. abra Az ép cochlea histologiai metszete, amin jol 1athat6 a Corti-szerv és az ép
Reissner-membran.




Eredményeink szerint az 1%-os nitroprusszid nátrium 2-3 percen belül jelentkező vazodilatációt eredményezett, ami a CBF emelkedésében nyilvánult meg (28. ábra). Ez az emelkedés az alapvonalhoz viszonyított 12 ± 0,6%-os maximumát 15 perc után érte el s tartósan ezen a szinten maradt (t-test, medián: 112,3; T= 55; p < 0,002). A cochlea keringésfokozódása mellett a szisztémás vérnyomásban kisfokú vérnyomáscsökkenést észleltünk, ami szintén szignifikáns volt az alapvonalhoz viszonyítottan (t= 1,2; p < 0,001). A 3%-os nitroprusszid nátrium az 1%-os koncentrációhoz hasonlóan 2-3 percen belül kezdődő CBF emelkedésben nyilvánult meg és dózisfüggően sokkal magasabb, 54%-os vérátáramlás fokozódást eredményezett (T= 21; p <0,002) (29. ábra). A vérnyomás szintén fokozottabban 23%-kal csökkent, jelezve a szisztémás hatás meglétét (T= 21; p <0,002). A harmadik csoportban 10 perccel a 0,01%-os capsaicin követôen a 3%-os nitroprusszid nátrium 47%-kal emelte a cochlea keringését (medián: 147,46; t= 1,21; p <0,001), míg a szisztémás vérnyomás 7%-kal csökkent a kiindulási értékhez viszonyítva (p <0,004). A capsaicin kezelés előtti és a capsaicin kezelést követő nitroprusszid nátrium okozta CBF emelkedés között nem találtunk szignifikáns különbséget (t= 1,005; p= 0,341). A két csoport vérnyomásváltozásait is összehasonlítva szintén azt mondhatjuk, hogy a capsaicin előtti és a capsaicin utáni vérnyomáscsökkenések között szignifikáns különbség nincsen.
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Megbeszélés

Eredményeink azt mutatják, hogy a nitroprusszid nátrium a kerekablakra cseppentve dózisfüggő vazodilatációs hatást eredményezett. Ez a nitroprusszid nátriumból igen gyorsan fölszabadult nitrogén gyökök erélyes vazoaktív hatásával magyarázható. A cochlea keringésváltozása mellett az 1%-os koncentrációnál kis fokban, a 3%-os koncentrációnál nagyobb mértékben jelentkező szisztémás hatást is észleltünk. Az eredményeinket és következtetéseinket azonban ez csak kismértékben befolyásolta, mert a cochlea keringése a csökkenő vérnyomással szemben is fokozódott, ami a lokálisan igen erélyes vazodilatációval jól magyarázható. A szisztémás hatások létrejöttének egyik magyarázata lehet a keringésbe juthatott nátrium nitroprusszid erélyes, általános vazodilatációs hatása. Nem zárható azonban ki az sem hogy a liquor keringésén keresztül a nátrium nitroprusszis bejutott a nyúltvelői magvakhoz, s ezek közvetlen ingerlése okozott centrális hatásként szisztémás változásokat. Kísérleteink a pontos válaszra nem adnak magyarázatot. 


A capsaicin hatását követően látszólagosan kis különbséget észleltünk a nitroprusszid nátrium okozta vazodilatációs válaszban, azonban statisztikailag a különbség nem volt szignifikáns. Így az a feltételezésünk, hogy capsaicinnel fölszabadított neuropeptidek kimerülése csökkentené a nátrium nitroprusszid vazodilatációs hatását nem igazolódott. Tehát az exogén módon fölszabadított nitrogén gyökök nem a capsaicin szenzitív neuronokon, vagy neuropeptidkeken keresztül fejtik ki a hatásukat. Ez a megfigyelés azt nem zárja ki viszont, hogy a neuropetidek, köztük is a SP nitrogén monoxidon keresztül fejtik-e ki a hatását.  
72
A nitroprusszid nátrium okozta vazodilatációs hatás vizsgálata hydropszos 
tengerimalacokon.
73
Módszer 

A hydropszos fejezetben leírt módon hydropszos állatokat hoztunk létre (n= 5) a ductus és saccus endolymphaticus műtéti roncsolásával. 12 hét után az általános részben leírt föltárásból a kerekablakra 2 ml, 3%-os nitroprusszid nátriumot cseppentettünk, s mértük a CBF, BP és HR értékek változásait. A kapott eredményeket a nitroprusszid nátrium oldószerével és a normál állatokon kapott eredményekkel hasonlítottuk össze.
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Eredmények
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75 abra A kiilonbozd koncentracioju capsaicin hatasainak Osszehasonlité oszlopdiagrammja az
egészséges tengerimalacon, hydropszos allat egészséges fllén és hydropszos fllén. Az
egészséges allatokhoz keépest a capsaicinnek szignifikdnsan kisebb hatdsa volt a cochlea
keringésére mind az alacsony, mind a magas koncentraci6 esetében.




A hydropszos állatokon a nitroprusszid nátriumnak szintén kifejezett vazodilatációs hatása volt a cochlea ereire, ami a keringés fokozódásában nyilvánult meg (30. ábra).  A kerekablakra cseppentett 2 ml volumenű drog 4 perc után erélyes 88 ± 8,8%-os (t= 3,88; p <0,005) CBF emelkedésben nyilvánult meg, ami maximumát 12 perc után érte el. Ezzel párhuzamosan a szív frekvenciája is hasonló mértékben emelkedett (90 ± 13%) a kisebb mértékben jelentkező 7 ± 2,5%-os (T= 15; p <0,004) szisztémás keringéscsökkenés mellett. Összehasonlítva a 3%-os nitroprusszid nátriumra kapott CBF változásokat a normál (54%-os) és hydropszos állatokon a két hatás között szignifikáns különbséget kaptunk (t= 3,82; p < 0,005).
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Megbeszélés

A hydropszos állatokon a nitroprusszid nátrium 34%-kal erélyesebb vazodilatációs hatást eredményezett a cochlea keringésében, mind a normál állatokon. A különbség oka a két állat vaszkuláris tónusának megváltozásában keresendő. Ez a vaszkuláris tónusváltozás azt eredményezheti, hogy az erek fala a nitroprusszid nátriumból fölszabadult nitrogén gyökökre fokozottabban érzékeny, s erre erélyesebb dilatációval válaszol. A másik lehetséges magyarázat, hogy a hydropszos állatokban a konstriktor tónus csökken, emiatt a dilatációval szembeni konstrikciós hatások nem jutnak érvényre. Ez a tónusváltozás feltételezésünk szerint sérülékenyebbé teszi a már a hydropszos nyomásfokozódás által is komprimálódott, ill. biokémiai folyamataiban is károsodott Corti-szervet. Így a szisztémás keringésben történt bárminemű változás, ill. ingadozás sokkal erélyesebben érvényesül a cochlea keringésén, s következményesen a cochlea funkciójában, mint normál állatokon. A nitroprusszid nátrium lokális cochlea keringésre kifejtett hatása mellett szintén tapasztaltunk szisztémás hatásokat is észleltünk, azonban az itt észlelt folyamat ellentétes irányú volt, azaz a vérnyomás csökkenése mellett jelentkezett a CBF emelkedés, ami a lokális hatás meglétét bizonyítja.
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Az L-NAME-nek, az NO specifikus antagonistályának ill. az L-Argininnek, az 
NO prekurzorának a cochleakeringésre kifejtett hatásának a vizsgálata
77
Módszer

A jobb oldali véna jugularis externát kanüláltuk a kontralaterális oldalon, egy a perifériás részén három ágra oszló kanüllel. Az első csatornát test meleg heparinizált fiziológiás sóoldattal (20 unit/ml, Elkins-Shin, Inc) töltöttünk föl, amit az érben lévő közös szakasz átmosására használtunk. A második csatornát L-NAME oldattal (Nw-Nitro-L-Arginine Methyl Ester, Sigma, St. Louis, No: N-5751), a harmadik csatornát pedig L-Arginin (Sigma, St. Louis, No: A-3784) oldatával töltöttük föl. Ez a metódus lehetőséget biztosított arra, hogy egymást követően különböző anyagokat adagoljunk anélkül, hogy a vizsgálandó anyagok keverednének, ill. az állatokat újra kellene kanülálni. A kanül perifériás végét infúziós pumpához (Syringe pump, Model 351, Sage instruments) csatlakoztattuk, mellyel kontrolláltan tudunk ml-es volumenben anyagokat infundálni a szisztémás keringésbe.

78
Kísérleti elrendezés

Az első csoportban az állatokat, a műtétet követően egy 5 perces nyugalmi szakaszt követően 120 ml/min infúziós sebességgel, l percen keresztül 10 mg/kg L-NAME bolus infúziót juttattunk a szisztémás keringésbe. 10 mg/kg L-NAME-t 0,3 ml fiziológiás sóoldatban oldottuk és ennek többszörösét elkészítve töltöttük föl a második kanült. Az infúzióval párhuzamosan mértük a CBF, BP HR változásait. Az L-NAME infúziót követően 20 perces regisztrálás után, a harmadik kanülön keresztül 100 mg/kg L-Arginint infundáltunk a szisztémás keringésbe 120 ml/min sebességgel. A 100 mg/kg L-Arginint 0,3 ml fiziológiás sóoldatban oldottuk s szintén ennek többszörösével töltöttük föl a harmadik kanült. 


A második csoportban hasonló koncentrációban oldottuk az L-NAME-t, ill. L-Arginint. Mikropipetta segítségével először 2 ml L-NAME oldatot, majd 20 perces várokozás, ill. a kerekablak fiziológiás sóoldatos megtisztítása és letörlése után 2 ml L-Arginin oldatot cseppentettünk a kerekablakra. 
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Eredmények
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30. 4bra A 3 %-os nitroprusszid natrium a hydropszos allaton kifejezett, 88 %-os cochlearis
vérataramlas fokozodast eredményezett az ezzel parhuzamosan jelentkezd, kisfoku, 7 %-
os vérnyomascsokkenéssel egylitt.





Első csoport: A szisztémás keringésbe juttatott L-NAME bolus injekció azonnali, igen erélyes vérnyomás emelkedésben nyilvánult meg (31.ábra). A vérnyomás emelkedés az alapvonalhoz viszonyított 62%-os (T= 45; p < 0,001%) maximumát az infúziót követő 3. percben érte el, s ezt követően lassú regressziót mutatott. A vérnyomás 20 perccel az L-NAME infúzió után is 40%-kal a kiindulási alapérték fölött marad. Ezzel párhuzamosan, az infúziót követően egy hirtelen, 2 percen belül jelentkező 15%-os CBF emelkedést tapasztaltunk. Ezt követően viszont a CBF fokozatosan csökkent s 4 perc után már a kiindulási értéket is elérte, majd fokozatosan tovább csökkent. A CBF 20 perc után érte el a maximális, alapvonalhoz viszonyított 27%-os (T= 45, p< 0,001) csökkenését. A szív frekvenciája a cochlea keringéscsökkenésével párhuzamosan együtt csökkent, s a kiindulási 300/min szív frekvencia 10 percet követően 270/min-re csökkent.
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31. abra A szisztémasan, a v. jugularison keresztiil 120 pil/min sebességgel infundalt 10 mg/kg
L-NAME-nek a cochleakeringésre és a vérnyomasra kifejtett hatasanak eredeti
regisztratuma. Az L-NAME a cochlea keringését erélyesen csokkentette, a szisztémas
vérnyomast pedig kifejezetten fokozta.




Az L-NAME infúziót követően 20 perc múlva alkalmazott L-Argininnek 1 percen belül jelentkező, igen kifejezett vérnyomás csökkentő hatását tapasztaltuk (32. ábra). A maximális 31%-os BP csökkenés 1,5-2 percen belül jelentkezett, ami csak lassan kezdett emelkedni, s még 20 perc után is a kiindulási érték alatt maradt. Ezzel szemben a szisztémásan alkalmazott L-Arginin a cochlea keringésének kifejezett keringésfokozódását eredményezte. A maximális, alapvonalhoz viszonyított, átlagos 57%-os (T= 45; p < 0,001) CBF emelkedés 3-4 perc után jelentkezett s csak lassan, 20 perc után tért vissza a kiindulási értékre.

Második csoport: A kerekablakra cseppentett L-NAME nem okozott szignifikáns BP változást a kiindulási értékhez viszonyítottan (t= 1,32; p= 0.211) (33.ábra). A CBF értéke viszont fokozatosan csökkent az aplikációt követően. A cochlea keringésében bekövetkezett maximális, 9%-os (T= 15; p < 0,001) csökkenés 18-20 perc után jelentkezett. Az L-Arginin alkalmazását követően szintén nem tapasztaltunk a szisztémás keringésre kifejtett hatást, viszont a CBF értéke kismértékben ugyan, de szintén egy 8%-os értékkel emelkedett az alapvonalhoz viszonyítottan.

80
Megbeszélés

A szisztémásan alkalmazott L-NAME-nek az NO szintézis specifikus blokkerének, kifejezett vazoaktív hatása volt mind a szisztémás keringésre, mind a cochlea keringésére. A NO vazodilatációs hatását fölfüggesztve ugyanis a szisztémás keringésben azonnal jelentkező vazokonstrikció a vérnyomás azonnali emelkedésében nyilvánult meg. Ezzel párhuzamosan a cochlea ereiben is megfigyelhető volt a vazokonstrikciós hatás.  A kezdeti CBF emelkedés a szisztémás hatásnak tulajdonítható, mivel a cochea keringésszabályozása nem rendelkezik autoregulacióval. Így ebben az esetben is a szisztémás hatás ráterjedt a cochlea keringésére. A CBF azonban később, a tartósan is meglévő magas vérnyomás ellenére fokozatosan csökkent s a kiindulási szintet is meghaladta. A szisztémás és a cochlearis keringés ellentétes irányban való mozdulása egyértelműen bizonyítja, hogy a vazokonstriktor hatás a cochlea ereiben is jelentkezik. [image: image35.jpg]Szisztémdas L—arginin hatdsa
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32. 4bra A szisztémasan a v. jugularison keresztiil infundalt L-arginin hatasa a cochleakeringésre
és a vérmnyomasra. Az L-arginin a felszabadul6 NO dilatatios hatasa miatt a cochlea
keringésének fokozodasat eredményezte. Ezzel egyidejiileg a vérnyomas is kifejezetten
csokkent.



 Ez a vazokonstrikció az NO szintézis prekurzorával, az L-Argininnel az általunk használt koncentrációban megfordítható volt, sőt a hatás meghaladta a kiindulási értékeket is. A vérnyomás a fölszabadult, NO okozta vazodilatáció miatt rohamosan csökkent, a cochleaban az NO okozta vazodilatáció pedig a cochlea keringésének fokozódásában nyilvánult meg.

Az L-NAME és L-Arginin okozta cochlearis vazoaktív hatásnak további bizonyítéka a kerekablakon, helyileg alkalmazott drogapplikációt követő eredmények. Az alkalmazott koncentrációban, és volumenben a helyileg adott L-NAME-nek nem észleltünk szisztémás hatását. Emellett viszont mind az L-NAME, (Mw: 2689,7), mind a L-Arginin (Mw: 174,2) a kerekablakon képes átjutni, s vazoaktív hatást kifejteni. Ez az L-NAME applikációt követő CBF csökkenésben, ill. az L-Arginint követő CBF emelkedésében nyilvánult meg. Ezek az eredmények egyértelműen igazolják az NO cochlea keringésben betöltött igen komoly vazoregulációs szerepét.
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Az NO végleges messzenger szerepének igazolása a capsaicin által felszabadított 
SP cochleakeringésre kifejtett hatásán keresztül
82
Módszer

Az első csoportban az előző kísérleti elrendezéshez hasonlóan 10 perccel az L-NAME, v. jugularison keresztüli bolus infúzióját követően a fiziológiás sóoldattal lemosott, majd puha vattával megtisztított kerekablakra 2 ml 64,8 nmol-os (n= 5) ill. 6,48 nmol-os (n= 7) capsaicin oldatot cseppentettünk. A kapott CBF és BP értékeket az L-NAME-el nem kezelt, normális állatcsoportokon kapott capsaicin okozta CBF ill. BP értékekkel hasonlítottuk össze. 


A második csoportban szintén a korábbiakban leírt módon, a kerekablakon alkalmazott L-NAME applikáció után mértük a 64,8 nmol capsaicin, cochlea keringésre kifejtett hatásait. Az így kapott eredményeket a normál, nem kezelt állatokon kapott eredményekkel hasonlítottuk össze.
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34. abra 10 perccel a szisztémas keringésen keresztiil infundalt L-NAME elokezelést kovetden a

kerekablakon alkalmazott capsaicin hatasa a cochlea keringésére és a vérnyomasra. A
capsaicin hatasa szignifikdnsan alacsonyabb volt L-NAME eldkezelést kovetden, mint a nem
kezelt allatokon. '
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Eredmények

Az első csoportban, a szisztémás keringésen keresztül adagolt L-NAME kezelést követően az alkalmazott 0,01% capsaicinre a cochlea keringése azonnali 10 ± 2,5%-kal emelkedett, s csak igen lassú regressziót mutatott (34. ábra). Az így megemelkedett CBF 8-9 percig ezen a magasabb 8%-os szinten maradt, s csak a 10. perc után kezdett visszatérni a kiindulási szintre. A szisztémás vérnyomásban a kiindulási értékhez viszonyítottan szignifikáns változást nem történt. Az L-NAME kezelést követően 64,8 nmol-os capsaicin hatását összehasonlítva a normális, nem kezelt állatokon kapott, hasonló koncentrációra kiváltott CBF emelkedéssel (34 ± 2,8%; T= 28; p < 0,001), az L-NAME kezelést követő capsaicin hatás szignifikánsan kisebb volt, mint a normál állatokon kapott értékek. [image: image36.jpg]L —NAME hatés
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33. abra A kerekablakra cseppentett 10 mg/kg/2pl L-NAME hatasara a cochlea keringése, az NO
blokkolasat kovetd vasoconstrictor hatisok miatt a cochlea keringésének csokkenésében

nyilvanult meg. Ezzel parhuzamosan szisztémas hatast nem észleltiink: a vérnyomas €s a sziv-
frekvencia valtozatlan maradt.



A 6,48 nmol capsaicin a szisztémásan alkalmazott L-NAME kezelést követően 7,8%-os CBF emelkedést eredményezett (T= 29; p <0,002), ami a normális állatokon kapott 28 ± 2,3%-os (T= 28, p <0,001) értékkel összehasonlítva szignifikáns (T= 29; p <0,002) csökkenést mutatott. A szisztémás vérnyomásban nem történt számottevő változás.


A másik csoportban, a kerekablakon keresztül alkalmazott L-NAME kezelést követő 64,8 nmol capsaicin 6,9 ± 1,5%-os emelkedést mutatott (35. ábra). Ezt a hatást összehasonlítva a normális fülön kapott 34%-os CBF emelkedésessel a különbséget szignifikánsnak találtuk (T= 29, P < 0,001).
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Megbeszélés

A szisztémás L-NAME kezelést követően, mind a 6,48 nmol-os, mind a 64,8 nmol-os capsaicin kiváltotta CBF emelkedés szignifikánsan alacsonyabb volt a normális állatokon kapott értékekhez viszonyítva. Az eredmények értékelésénél figyelembe kell vennünk, hogy a v. jugularison keresztül adagolt L-NAME-nak kifejezett vérnyomásemelő hatása is volt. A kerekablakon elvégzett kísérletek azt bizonyítják, hogy az L-NAME a változatlan szisztémás vérnyomás mellett is, a szisztémás alkalmazáshoz hasonlóan csökkenti a capsaicin okozta vazodilatációs készséget. A CBF csökkenés azzal magyarázható, hogy az L-NAME-mel megkötött, NO a capsaicin által fölszabadított neuropeptidek, köztük a SP-nek is egyik végleges messzengere lehet, és ily módon, a capsaicin okozta dilatációs hatás csökkenthető.

Ennek egyik további bizonyítékának tartjuk azt a megfigyelésünket, miszerint abban az esetben, amikor a műtéti föltárás során vér került a kerekablakra, akkor a vér eltávolítása ellenére a capsaicin hatása nagymértékben csökkent, s az esetek többségében el is maradt. Ez a megfigyelés valószínűleg a Hgb, s más véralkotó elemek NO-kifejtette vazodilatációs hatásának gátlásán keresztül érvényesült.

Eredményeink azonban csak indirekt bizonyítékul szolgálnak, ezen kapcsolatok lehetséges meglétéről, ami mellett lehet feltételezni, hogy más mediátorok, s egyéb folyamatok is részt vesznek a capsaicin és a SP cochlearis messzenger funkcióiban. Ezt bizonyítja az a tény is, hogy az NO blokkolását követően csak csökken a capsaicin okozta vazodilatációs hatás, de teljesen nem szűnik meg. Eredményeink nem adnak választ arra sem, hogy az NO-blokkolását követően miért tartósabb a capsaicin okozta dilatációs hatás.


Ezekből az eredményekből, tehát csak azt a végleges következtetést vonhatjuk le, hogy az NO részt vesz a capsaicin okozta cochlearis vazodilatáció létrehozásában, de nem az egyetlen neurotranszmitter molekula.
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Megbeszélés

Az irodalmi adatok s saját klinikai megfigyeléseink alapján megállapíthatjuk, hogy a hirtelen halláscsökkenések patomechanizmusának kialakulásában a vaszkuláris eltéréseknek komoly szerepe van. Az egyértelműen vaszkuláris okokkal kapcsolatba hozható anamnesztikus adatok mellett fölmerül a gyulladásos (vírus, bakteriális, autoimmun) folyamatok szerepe is. Mi lehet a közös ezekben a patomechanizmusokban, s milyen változások jönnek létre a cochlearis keringésben? Milyen kezelési stratégiát alkalmazzunk a következményesen kialakult, hirtelen halláscsökkenések, fülzúgások, szédülések enyhítésére, ill. megszüntetésére?


A klinikai gyakorlat abból a szemléletből indul ki, hogy a hirtelen halláscsökkenés folyamatában a kialakult cochlearis károsodást a lokális keringés értágító, ill. plazma expander kezelésekkel próbálják fokozni. Az állatkísérletes munkák zöme is azt vizsgálja, hogy hogyan lehetne emelni a cochlea keringését. Ezen kérdés megválaszolásához elengedhetetlen a pontos cochlearis vazoreguláció tisztázása.


A cochlea keringése és a szisztémás keringés között nagyon szoros kapcsolat van. Ezt igazolják a klinikai megfigyeléseink mellett azon állatkísérletes eredményeink is, amelyekben a szisztémás keringésben létrehozott hypoxia s ennek következtében létrejövő hypercapnia azonnali, a cochlea funkcióváltozásait jelző CM változásban nyilvánult meg. Ezen hypercapniára való érzékenység nagyon hasonlít az agyi keringésnél is meglévő CO2-érzékenységhez. A cochlea érrendszere viszont az agyi keringéssel ellentétében a hirtelen nyomásváltozásokkal szemben nem áll ellen, mivel a gyors autoregulációs mechanizmusok hiányoznak. Emiatt a cochlea fokozottabb érzékenységnek van kitéve a szisztémás nyomásváltozásokkal szemben. Az elvéreztetés során ugyan tapasztalható egy kisfokú kompenzációs hajlam, azonban ez jóval a fiziológiás nyomásérték alatt jelentkezett, így ezt a normális vazoreguláció szempontjából nem tekinthetjük jelentősnek. A cochlea és az agyi keringés autoregulációs különbségének okát a két érrendszer beidegzésének és vaszkuláris tónusának különbségében kell keresni. Az agyi keringés magas bazális tónusa a jelentős paraszimpatikus és az elhanyagolható szimpatikus beidegzés miatt jön létre. A cochlea érrendszerérről csak a szimpatikus beidegzés igazolt, így feltételezhetően az alacsony bazális tónus mellett magas vazokonstriktor tónussal rendelkezik. 


Az erek tónusának létrehozásában nem csak kontsriktor tényezők játszanak szerepet. Az erek normális vaszkuláris homeosztázisának és normális vaszkuláris tónusának létrehozásában az idegi konstriktor tényezők mellett humorális és idegi vazodilatáticós mechanizmusok is jelen vannak. Kísérletes munkánkkal elsőként igazoltuk a szenzoros neuronok cochlearis vazoregulációban betöltött szerepét. Ezen neuronok un. axon reflexeinek végtermináljain lokális ingerekre vazoaktív neuropeptidek, köztük SP szabadul föl. Ezen neuropeptidek, lokálisan a cochlea ereinek erélyes vazodilatációját hozzák létre. Kísérleteinkben nem vizsgáltuk ugyan, de feltételezhetően a szenzoros neuronok permeabilitást fokozó hatása is érvényesül. Kísérletünkkel indirekt módon igazoltuk a szenzoros neuronok és a SP lokális, cochlearis vazoregucióban betöltött szerepét. A másik igen jelentős, a vazodilatációs tónus létrehozásában résztvevő anyag az NO. Igazolni tudtuk, hogy mind a kívülről nitroprusszid nátriummal bevitt, mind az endogén úton fölszabadult NO-nak igen kifejezett vazodilatációs hatása van a cochlea keringésére. Az NO specifikus antagonistájával az L-NAME-mel a folyamatot gátolni tudtuk. L-Argininnel az NO prekurzorával igazolni tudtuk, hogy ez a folyamat reverzibilis. További vizsgálataink azt is igazolják, hogy a cochlea keringésszabályozásában résztvevő SP egyik végleges messzenger molekulája az NO. 

A szenzoros, neurogén és vazoaktív neuropeptid regulációs mechanizmusoknak ezen megfigyelések szerint jelentős szerepe van a normális cochlearis vaszkuláris tónus létrehozásában. 


Feltételezésünk szerint ebben a lokális vazoregulációs zavarban jön létre károsodás az egyes vaszkuláris, vírus- bakteriális-, immunfolyamatokban, ami hirtelen halláscsökkenés tünetéiben nyilvánul meg. Az egyes, nem specifikus ingerekre (vírus titer emelkedés, baktérium toxinok, stb.) az un. neurogén gyulladás folyamata indul el a cochlea erei körül. A szenzoros neuronok axon-reflexeinek végtermináljain azonnali válaszként vazoaktív neuropeptidek szabadulnak föl, ami vaszkuláris dilatációt és/vagy az erek permeabilitásának fokozódását hozzák létre ill. megnyílnak a collaterális erek. Ezen lokális dilatáció és permeabilitás fokozódás a kapillárisok összkeresztmetszetének fokozódását s következményesen a keringés lelassulását eredményezik. A folyamattal együtt járó szöveti hipoxia ill. a fölszaporodó, el nem szállított metabolitok, - mint ahogy a CM is jelzi, - azonnali, kezdetben reverzibilis, majd később irreverzíbilis károsodást hoznak létre a Corti-szervben. Ezen folyamatban az értágítók alkalmazása nem hogy nem tűnik célszerűnek, hanem ellenkezőleg a folyamatot súlyosbíthatják. Elképzelésünk szerint a terápiás megoldást a lokális mikrocirkulációs zavar helyreállításával kell elérni. Valószínűleg az eddig alkalmazott értágító, infúziós kezeléseknél sem az értágítás, hanem maga a folyadék volumen növelése az ami a javulásokat eredményezi. A folyamat megállításához, ill. megfordításához a folyadék volumenkezeléssel a kitágult érrendszer föltöltését, a membrán stabilizátorokkal, Ca2+ csatorna blokkolókkal és szteroid, ill. nem szteroid gyulladáscsökkentő szerekkel a neurogén gyulladást okozta permeabilitás változást állíthatnánk le. Eredményeink a cochlea keringésszabályozásának további, finomabb részleteinek felismerésén túl szemléletbeli váltást jelentenek a cochlea vaszkuláris szabályozásának, a patológiás folyamatok kialakulásának, ill. a kezelési módok megválasztásának a megítélésében.
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Az értekezésben tárgyalt új eredmények összefoglalása
1.)
Megállapítottuk, hogy a szisztémás keringésben bekövetkezett hypercapnia és hypoxia azonnali funkcionális változásokat eredményez a cochlea működésében. A szőrsejtek funkcióját jelző CM teljesítmény spektruma szignifikánsan csökken a kísérletesen létrehozott hypercapnia hatására. Az CM érzékenység fokát jelzi, hogy a változás azonnal jelentkezik.
2.)
Kimutattuk, hogy a cochlearis keringési rendszer nem rendelkezik gyors atoregulációs mechanizmusokkal. Emiatt a cochlea keringése fokozott érzékenységnek van kitéve a szisztémás nyomásváltozásokkal szemben. 
3.)
Megállapítottuk, hogy a cochlea keringésszabályozása az agyi és a perifériás keringés átmeneti területén helyezkedik el. Az agyi keringésszabályozáshoz hasonlóan a cochlearis vazoreguláció CO2-érzékenységet mutat, ill. a szenzoros neuronoknak vazoregulációs szerepük van. Az agyi keringéssel ellentétben a gyors autoregulációs folyamatok hiányoznak, aminek lehetséges oka a két érrendszer autonom beidegzésének különbsége.
4.)
Elsőként mutattuk ki a szenzoros neuronok vazoregulációs szerepét a cochlea keringésszabályozásában. Ezen szenzoros neuronok axon reflexeken keresztül egy lokális vazoregulációs szerepet töltenek be. Ezen a neuronokon keresztül jönnek létre a neurogén gyulladásos folyamatok.
5.)
Indirekt módon igazoltuk, a középfül eredetű noxa cochlea keringésre gyakorolt hatását. 
6.)
Igazoltuk a szenzoros neuronok és a SP kapcsolatát a cochlearis vazoregulációban. Eredményeink szerint a capsaicin érzékeny szenzoros neuronok a vazodilatációs hatásukat a SP-n keresztül fejtik ki. Ez a hatás specifikus SP antagonistákkal fölfüggeszthetők. 
7.)
A Meniere betegséget modellező hydropszos tengerimalacokon igazoltuk a szenzoros neuronok vazoregulációs funkcióinak csökkenését a cochlearis vazoregulációban.
8.)
A NO-nak erélyes vazodilatációs hatását igazoltuk a cochlea keringésére. Az NO cochlearis vérátáramlást fokozó hatását mérni tudtuk mind az extrinsic, mind az intrinsic NO hatását követően. 
9.)
Kimutattuk, hogy az NO okozta cochlearis vazodilatációs hatás L-NAME-mel, az NO specifikus antagonistájával fölfüggeszthető, ill. az NO szintézis prekurzorával az L-Argininnel visszafordítható.
10.
Igazolni tudtuk, hogy az NO messzenger molekulaként szerepel a cochlea erei körül a capsaicin érzékeny szenzoros neuronok hatásmechanizmusában.
11.
Kimutattuk, hogy a nitroprusszid nátrium okozta cochlearis, vazodilatációs hatás megváltozik hydropszos tengerimalacokon.

12.
Eredményeink összegzéseként fölvetettük, hogy a hirtelen halláscsökkenések hátterében feltételezhetően nem vazokonstrikció, hanem a rezervoár ereket is érintő vazodilatáció jön létre. Ez a folyamat egy neurogén gyulladás részeként jelentkezik, aminek végeredménye egy mikrocirkulációs stasis kialakulása. Az így kialakult stasis az anyagcsere és transzport folyamatok lelassulása miatt okoz reverzíbilis, ill. irreverzíbilis károsodásokat a Corti-szervben.
13.
Megállapítottuk, hogy eredményeink megkérdőjelezik a vazodilatátorok terápiás alkalmazását a hirtelen halláscsökkenések kezelésében. Ezek helyett a neurogén gyulladás és a kialakult lokális sztázis kezelését tarjuk elsődlegesnek. Ilyenek a folyadék terápia, membrán stabilizátorok, gyulladáscsökkentők és a Ca2+ antagonisták.
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