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STRESZCZENIE

Uszkodzenie stuchu spowodowane hatasem (noise-induced hearing loss, NIHL) jest jedna
z najczestszych choréb zawodowych, a sam hatas powaznym zanieczyszczeniem S$rodowiska.
Z opublikowanych przez WHO raportéw wynika, ze ponad 466 milionéw ludzi na $wiecie ma
uszkodzenie stuchu, z czego ponad 40% 0s6b jest dotknietych niedostuchem w stopniu umiarkowanym
i gtebokim, znaczaco obnizajgcym jako$é zycia. Mimo wielu dziatar prowadzacych do obnizenia
poziomu hatasu, jest to czynnik niemozliwy do wyeliminowania ze wzgledu na wystepowanie w kazdym
obszarze dziatalnosci cztowieka, w tym zwtaszcza w $rodowisku pracy.

Stres oksydacyjny uwazany jest za gtéwny mechanizm prowadzacy do rozwoju NIHL. Zaobserwowano,
ze juz w okresie 1 — 2 godzin po ekspozycji na nadmierne poziomy diwiekow nastepuje wzmozona
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) w uchu wewnetrznym i poziom ten utrzymuje sie nawet do
10 dni. Istotnym wydaje sie by¢ takze fakt, ze podwyiszony poziom tych molekut stwierdzono
w komérkach stuchowych zanim zaobserwowane zostaty jakiekolwiek uszkodzenia.

Coraz lepsze zrozumienie mechanizméw oddzialywania hatasu na narzad stuchu umozliwia
podejmowanie coraz skuteczniejszych krokéw w opracowaniu terapii uszkodzeri stuchu wywotanych
tym czynnikiem. Ze wzgledu na istotny udziat stresu oksydacyjnegow patogenezie NIHL, najwiecej
uwagi poswigca sie zwigzkom zwiekszajgcym endogenna obrone antyoksydacyjng, tzw.
antyoksydantom. W kregu potencjalnych zwigzkéw terapeutycznych w tej grupie jest metionina,
naturalny aminokwas wystepujgcy w diecie cztowieka. Badania na zwierzetach wykazaty, ze izomer p
metioniny (p-Met) podawany doustnie, w iniekcji dootrzewnowej czy bezposrednio na okienko okragte
ucha wewnetrznego zmniejsza glebokos$¢ uszkodzen stuchu powodowanych przez substancje
ototoksyczne (cisplatyna, gentamycyna) i hatas. Obiecujgce wyniki prac prowadzonych na modelach
zwierzecych doprowadzity do rozpoczecia w 2013 roku badan klinicznych nad suplementacjg p-Met
u 0s6b narazonych na hatas. Nieznane do korica molekularne mechanizmy dziatania o-Met, w tym
w szczegoOlnosci brak, jak dotad, badan nad wptywem p-Met na ekspresje gendw stresu oksydacyjnego
w urazie akustycznym byly przestankg do podjecia tej tematyki w pracy doktorskiej.

Cele pracy

Gtéwnym celem pracy byta ocena mechanizméw ochronnego wptywu p-metioniny (p-Met) na narzad
stuchu myszy w urazie akustycznym.



Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Pordwnanie zmian progow stuchu po narazeniu na hatas u myszy, ktore otrzymywaty
p-Met i ktdorym nie podawano b-Met, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych,
nienarazonych na hatas.

2. Pordownanie aktywnosci wybranych biochemicznych markeréw stresu oksydacyjnego po
narazeniu na hatas u myszy, ktére otrzymywaty b-Met i ktorym nie podawano
p-Met, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych, nienarazonych na hatas.

3. Pordwnanie ekspresji gendw kodujacych synteze wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego po narazeniu na hatas u myszy, ktore otrzymywaty p-Met i ktorym nie
podawano p-Met, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych, nienarazonych na hatas.

4. Wyznaczenie skutecznej dawki b-Met dziatajgcej ochronnie w urazie akustycznym u myszy.

Materiat i metody

Badania prowadzono na szesciotygodniowych samcach myszy szczepu C57BL/6, obarczonych
recesywng mutacjg genu na chromosomie 10 locus ahl 1 (age-related hearing loss locus 1),
charakteryzujacych sie przy$pieszong utratg stuchu zwigzang z procesem starzenia sie i narazeniem na
hatas.

W celu przeprowadzenia badan czynnosciowych, biochemicznych i genetycznych zwierzeta podzielono
na 5 grup:

| — Kontrola — bez ekspozycji na hatas i bez podawania p-Met

I — Hatas — ekspozycja na hatas, bez podawania p-Met
Il - b-Met100 - ekspozycja na hatas z podawaniem p-Met w dawce 100 mg/kg masy ciata
V- bp-Met200 - ekspozycja na hatas z podawaniem p-Met w dawce 200 mg/kg masy ciata
V= p-Met 400 - ekspozycja na hatas z podawaniem p-Met w dawce 400 mg/kg masy ciata

Badania przeprowadzono w 3 punktach czasowych tj. w 1, 7 i 14 dniu po narazeniu na hatas.

Zwierzeta eksponowano na hatas waskopasmowy o czestotliwosci 4 kHz i poziomie 110 dB SPL
przez 8 godzin.

p-Metionine (p-Met) po rozpuszczeniu w roztworze soli fizjologicznej, wstrzykiwano
zwierzetom dootrzewnowo w dawce 100, 200 lub 400 mg / kg masy ciata godzine przed i 1 godzine po
ekspozycji na hatas. Kolejne takie same dawki b-Met podawane byty 2 razy dziennie w tych samych
odstepach czasowych 1, 2 i 3 dni po narazeniu.

Ocene zmian progéw stuchu przeprowadzono za pomoca badania stuchowych potencjatow
wywotanych pnia mézgu (auditory brainstem response, ABR) dla czestotliwosci 8 kHz. Poréwnywano
wartosci progéw stuchu uzyskane przed i po ekspozycji na hatas, uzyskujac w ten sposéb wartosci
przesunie¢ progéw stuchu wywotanych hatasem dla kazdego badanego osobnika.

Do oceny proceséw oksydaéyjnych zostaty zastosowane pomiary poziomu aktywnosci
enzymow bedacych markerami stresu oksydacyjnego — dysmutaz ponadtlenkowych (SOD) i katalazy
(CAT) w tkankach ucha wewnetrznego. Oznaczanie catkowitej aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej



przeprowadzano za pomocg testu SOD Assay Kit (Cayman Chemical Company), a katalazy - za pomocy
testu Catalase Assay Kit (Cayman Chemical Company).

Oceng ekspresji gendw kodujacych wybrane markery stresu oksydacyjnego (Sod1, Sod2, Cat)
w tkankach ucha wewnetrznego przeprowadzono za pomocg taricuchowej reakgji polimerazy z analizg
przyrostu iloéci produktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR), poprzedzonej odwrotng transkrypcja
(RT-PCR). Jako matryce do syntezy cDNA wykorzystano RNA wyizolowane ze é¢limaka myszy
zmodyfikowang metodg Chomczynskiego. W celu okreélenia ekspresji badanych genéw proby
normalizowano wobec genu referencyjnego Hprti.

Wyniki

Wyniki badan stuchu wskazuja, ze p-Met podawana bezposrednio przed i w trakcie pierwszych
dni po narazeniu na hatas powoduje, zalezne od dawki, istotne statystycznie, zmniejszenie wielkoéci
przesunigcia progow stuchu. Ochronny efekt na narzad stuchu widoczny byt w 7 i 14 dniu po narazeniu,
dla p-Met w dawkach 200 i 400 mg/kg masy ciafa.

Badania dotyczace wybranych markerdw stresu oksydacyjnego wskazuja, ze podawanie p-Met
powoduje istotny statystycznie wzrost aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych (SOD) w tkankach ucha
wewngtrznego w 7 i 14 dniu po ekspozycji. Efekt ten widoczny byt jedynie dla najwyiszej ze
stosowanych dawek p-Met (400 mg/kg/dawke). W odniesieniu do katalazy (CAT) stwierdzono
natomiast zahamowanie, obserwowanego u myszy narazonych na hatas i nie otrzymujacych p-Met,
wzrostu aktywnosci tego enzymu w 7 dniu po ekspozycji. Efekt ten widoczny byt dla -Met w dawkach
200 i 400 mg/kg masy ciata.

Badania dotyczace ekspresji genéw kodujacych synteze wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego wykazaly istotny spadek ekspresji Sod1 — genu kodujacego synteze cytoplazmatycznej
SOD, w 1 dniu po ekspozycji oraz jej istotny wzrost w 7 dniu po ekspozycji, utrzymujacy sie do 14 dnia
po ekspozycji. Efekt ten widoczny byt jedynie dla najwyiszej ze stosowanych dawek b-Met
(400 mg/kg/dawke). Pozostaje to w zgodzie z obserwowanym w analogicznych dniach wzrostem
poziomu aktywnosci SOD w tkankach ucha wewnetrznego. Réwnolegle, w 7 i 14 dniu po ekspozycji
obserwowano istotny statystycznie spadek ekspresji Sod2 —genu kodujgcego synteze mitochondrialnej
SOD; efekt ten byt réowniez widoczny jedynie dla najwyiszej ze stosowanych dawek bp-Met
(400 mg/kg/dawke). Ocena ekspresji genu Cat w wybranych punktach czasowych nie wykazata
istotnych zmian dla zadnej z grup myszy. Jakkolwiek obserwowano, réwnolegta do zmian
enzymatycznych, tendencjg do zahamowania ekspresji tego genu u zwierzat narazanych na hatas
i otrzymujacych p-Met w stosunku do zwierzat narazanych na hatas i nieotrzymujacych o-Met.

Whioski

1. b-Met dziata ochronnie na narzad stuchu w urazie akustycznym u myszy szczepu C57BL/6,
a efekt protekcyjny obserwowany jest juz dla dawki 200 mg/kg.

2. Efekt dziatania ochronnego p-Met w urazie akustycznym u myszy szczepu C57BL/6 zalezy od
regulacji przez p-Met proceséw stresu oksydacyjnego, w tym modulowania aktywnoéci
dysmutaz ponadtlenkowych i katalazy w tkankach ucha wewnetrznego.

3. Wzrost aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych (SOD) w tkankach ucha wewnetrznego myszy
po suplementowaniu p-Met zwigzany jest ze wzrostem ekspresji genu Sod1 — kodujacego
synteze cytoplazmatycznej SOD.



4. Zahamowanie wzrostu aktywnosci katalazy w tkankach ucha wewnetrznego myszy po
suplementowaniu p-Met zwigzane jest najprawdopodobniej z zahamowaniem ekspresji genu

Cat, jakkolwiek wobec braku zmian istotnych statystycznie, wniosek ten wymaga weryfikacji w
kolejnych badaniach.

5. Uzyskane wyniki mogg by¢ pomocne w dalszych badaniach klinicznych z zastosowaniem p-Met
w profilaktyce uszkodzen stuchu spowodowanych hatasem
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