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Osnova prednasky

1. Struktura a funkce vnitrniho ucha

2. Vzestupna sluchova draha, tonotopie

3. Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakustické

emise, behavioralni testy

4. Sestupna sluchova draha - struktura a funkce

. Patofyziologie sluchového systému — presbykuze,
tinnitus



Sluch

Nastroj lidské komunikace
Lokalizace zdroje zvuku v prostoru

Koordinace postoje a pohybu téla vzhledem ke zdroji zvuku v
prostoru
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Struktura a funkce vnitfniho ucha

. Vzestupna sluchova draha, tonotopie

Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakustické emise,
behavioralni testy

Sestupna sluchova draha - struktura a funkce
Patofyziologie sluchového systému — presbykuze, tinnitus
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Prurez hlemyzdém, Cortiho organ

Cross section of cochlea
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Prurez Cortiho organem, elektrické potencialy
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Prurez hlemyzdém, Cortiho organ

Cross section of cochlea
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Schematicky model Cortiho organu



Hyperpolarizace a depolarizace vlaskové bunky
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“Unrolling” of cochlea

Tonotopie
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Struktura a funkce vnitfrniho ucha

. Vzestupna sluchova draha, tonotopie

Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakustické emise,
behavioralni testy

Sestupna sluchova draha - struktura a funkce
Patofyziologie sluchového systemu — presbykuze, tinnitus



Aferentni sluchova draha
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Inervace vlaskovych bunék

Vnégjsi viaskové bunky = 10 000-12 000
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Tonotopie v CNS

prahové frekvencni kfivky jednotlivych neuronu
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Tonotopie kochlearniho jadra
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Tonotopie jadra colliculus inferior
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Tonotopie sluchoveé kury
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Struktura a funkce vnitfrniho ucha

. Vzestupna sluchova draha, tonotopie

Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakustické emise,
behavioralni testy

Sestupna sluchova draha - struktura a funkce
Patofyziologie sluchového systemu — presbykuze, tinnitus



Testovani sluchu

Audiometrie: tonovy audiogram
snimani otoakustickych emisi

Testovani sluchu u zvirat:
behavioralni testy
snimani otoakustickych emisi
zaznam vyvolanych odpovedi



Meéreni zvuku

Zvuk: vznika mechanickym chvenim molekul vzduchu a
projevuje se jako malé zmeny atmosférickeho tlaku, které
se podeélneé siri prostredim

Intensita zvuku: zména atmosférického tlaku, méri se v Pa
atmosfericky tlak 100 000 Pa
silny zvuk 1 Pa

sluchovy prah 0,00002 Pa

Logaritmicka jednotka dB: [dB] = 20 log,, pﬁ
O

Pokud je p, = 0,00002 Pammp dB SPL (sound
pressure level)
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Sluchovy prah cloveka

ISO 389-7

X frequency, Hz

Y sound pressure level, dB
free-field

¢ -4 ---- difuse-field




Tonovy audiogram I —
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* An example presbyacusis (sloping high-frequency hearing loss) synonymous with the
ageing process.
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Testovani sluchu u zvirat

Behavioralni testy:
- zalozené na podminenych reflexech
- zalozené na nepodminénych reflexech



Operantni podminovani
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COMPARISON OF FDLs IN DIFFERENT SPECIES

—<o— GERBIL
16000 PO (H2)
—®— PIGMENTED
VANE
JIOOO | —0O0— ALBINO RAT
—<¢— GUINEA PIG
100 —+— CAT
—A— DOG
10 1
—O0— MONKEY
1 | ! ! T TR T T W W ! ! ||||||I_A_MAN

1 10 100

FREQUENCY (kHZz)

Syka et al., Hear. Res., 1996



10

MEAN VALUES of +IDLs and - IDLs

dB

[ 1+DL

l
. 8

Bl oL

kHZ

MEAN VALUES of + FDLs and - FDLs

1000 F

100§

10§

.1

Hz

-
L] +FDL

3 32
B hHz

Syka et al., Hear. Res., 1996



/ R R R —————————

Ir

LEVER 1

| EVER 2 @
§/
Gap detection threshold

O TR 1 P 1 1 |
LEVER1 1 N N

N N
correct prgﬁﬂon no reaction premature reaction




Behavioralni systém IntelliCage (TSE)




Mereni nepodminené reakce — ulekova reakce
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Otoakustické emise

(velmi slabé zvuky mérené citlivym mikrofonem v zevnim zvukovodu)

* Tranzientni vyvolané otoakustické emise TEOAE
* Distorzni produkty otoakustickych emisi DPOAE
e Spontanni otoakustické emise SOAE
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Tranzientni otoakustické emise TEOAE
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Distorzni produkty otoakustickych emisi DPOAE

| e | ILO92C(F)-0toacoustic Distortion Product Analyser-1/19/798-070dynanics

Data Analysis
Fi1=3204Hz F1=70.2dBspl 2F1-F2= 19.0dBspl S/N=30.3dB(86%), =27.4dB(974)
F2=4009Hz F2=71.1dBspl 2F2-Fl= 10.2dBspl S$/N=26.7dB(86X), =24.0d48(97%)
F2/F1=1.22 Sun No.= 32 Test tine=33s DP phase(#)z= -34.8°

Recalled -> ME6_012.0P0

scale Down
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Frequéncy Analysis
F1 Help

Frequéncy Analys'is
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Struktura a funkce vnitrniho ucha

Vzestupna sluchova draha, tonotopie

Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakusticke emise,
behavioralni testy

Sestupna sluchova draha - struktura a funkce
Patofyziologie sluchového systému — presbykuze,
tinnitus



Eferentni sluchové drahy
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olivokochlearni svazek
Rasmussen 1946, 1953
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Prurez hlemyzdém, Cortiho organ

Cross section of cochlea
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Olivo-kochlearni neurony

Brainstim_/

Ventral
Cochlear

WA Olivocochlear
) o Neurons
Olivocochlear ¢
Neurons N7

g ‘\\ ’/_/'
kontralateralni ipsilateralni
kochlea kochlea

MOC = myelinizovana vlakna

LOC = nemyelinizovana vlakna

Quter Hair Cells

Medial Eﬁerer;t

Type 1l Afferent

Mediatory:
MOC i LOC acetylcholin (ACh)

Ostatni mediatory:
dekarboxylaza kyseliny glutamové (GAD)
calcitotnin gene-related peptide (CGRP)

dopamin
serotonin
GABA
Celkovy
Subjekt pocet OC LOC% MOC%
neuronu
krecek 350
mys 470 65 35
kocka 1400 65 35
morce 2350 50 50
netopyr 100 0
Clovék 1400 70 30

Aferentni vlana typu | = 10 000 — 50 000



Kontralateralni suprese
metoda pro testovani funkce olivo-kochlearniho systému

WWMMMMMMW wide-band noise

| | | | | | | | electrical pulses

ear
TEOAE
ear DPOAE
CAP
Otoakustické emise: Stimulace:
transientni otoakustické emise TEOAE Sirokopasmovym Sumem
distorzni produkty otoakustickych emisi DPOAE elektrické drazdéni kochley (implantovana
Vyvolana odpoved : elektroda u okrouhlého okénka)

sumarni akcni potencial sluchového nervu CAP



Kontralateralni suprese

TEOAE DPOAE CAP
Kontrola
l,=1,=60dB SPL VE 3

40 &

357

307

& 2571
Béhem prezentace BBN S 50l
(56 dB SPL) do kontra ucha 15l — .
0 1 2 3 4 5ms

1001 1587 2515 4004 6348

P lar et al.: Hear. Res. 152, 128-138, 2001
2 (H2) opelar

Popelar et al.: Hear. Res. 135, 61-70, 1999

Kontrola 2 Stimulace kontralateralniho ucha

Sirokopasmovym sumem (BBN) nebo
elektrickym drazdenim potlaCi aktivitu
registrovanou v ipsilateralnim uchu (TEOAE,
DPOAE, CAP)

Popelar et al., Hear. Res. 1999



Funkce MOC a LOC

-zvySeny prunik Ca?* do OHC, rychlejsi vyplavovéniﬂ
hyperpolarizace OHC )
‘ snizeni citlivosti OHC

- snizeni endokochlearniho potencialu (EP) snizeni kochlearniho zesileni

-

Ochrana sluchoveho systému pred poskozenim pri

vysokych iIntenzitach zvuku
(efekty malo znamée):
— poruseni inhibi¢niho vlivu dopaminu na LOC synap‘ vznik

excitotoxicity na OHC po

akustickém traumatu

‘ (Ruel et al., 2001)
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Elektricka stimulace colliculus inferior (IC)

(DPOAE : F1/F2 = 2002/2417 Hz, 60/60 dB SPL)
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Popelar et al., Hear. Res. 2002

Elektricka stimulace colliculus inferior (IC), zvlasté jeho ventralni ¢asti, potlaci DPOAE v
kontralateralnim uchu.

Podobny inhibicni efekt jako pfi stimulaci kontralateralniho ucha.
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before TTX injection

Postinjection:

S min W-_’-

4 hours w—

24 hours

Funkéni vyrazeni sluchové kury potkana Funkéni vyrazeni sluchové kury aplikaci

bylo provedeno aplikaci tetrodoxinu (TTX). tetrodoxinu (TTX) bylo potvrzeno snimanim
vyvolanych odpovédi (MLR).

Nwabueze-Ogbo et al., Physiol. Res. 2002



IC-ER amplitude
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= ECIC

Amplitude-intensity functions

fr 183-2

U vétSiny potkanu se amplituda
vyvolané odpovédi z Cl zvétSila
(48%), u Casti zvirat se zmenSila
(32%), u 20% potkanu aplikace TTX
na sluchovou kuru neméla vliv na
amplitudu vyvolané odpovédi z CI.

Injekce TTX do sluchové kury zménila
amplitudu MLR.

Nwabueze-Ogbo et al., Physiol. Res. 2002



Funkce kortiko-tektalni drahy:

Vysledky naznacuiji, ze sluchova kura ma tonicky inhibicni vliv
na neurony v podkorovych jadrech. Pri funkcni inaktivaci
sluchove drahy se tato inhibice oslabi, coz ma za nasledek
zvySeni amplitudy vyvolanych odpovedi z jadra colliculus
Inferior.



Uloha sluchové kiiry v eferentnim systému:

Funkéni stav sluchové kury ovliviuje aktivitu viaskovych bunék vnitfniho ucha

-soustredeni pozornosti na jiny podnét
(zrakovy podnét, zvukovy podnét) ovliviiuje
amplitudu CAP a DPOAE (Delano et al.,
2007; Srinivasan et al., 2012).

- inaktivace sluchové kury ovlivhuje
kochlearni aktivitu (CinCila CM a CAP - Leon
et al. 2012; clovék DPOAE — Perrot et al.,
2006; Khalfa et al., 2001)

DPOAE level (dB)
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Funkce eferentniho systému:

- pusobi protektivné proti u€inkim hluku

- zlepSuje detekci komplexnich zvuku v Sumu, feci, biologicky
dulezitych zvuku v Sumu, potlaceni maskovani (Kawase a
Liberman, 1993; Micheyl et al., 1995; Kirk a Smith, 2003)

- upravuje citlivost sluchu behem pozornosti na jine podnety
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Struktura a funkce vnitfniho ucha

Vzestupna sluchova draha, tonotopie

Testovani sluchu — sluchovy prah, otoakusticke emise,
behavioralni testy

Sestupna sluchova draha - struktura a funkce
Patofyziologie sluchového systému — presbykuze, tinnitus



Spontanni postupné zhorSovani sluchové funkce béhem
starnuti — presbykuze

- pusobeni vnitfnich (genetickych) faktoru
- pusobeni vneéjsich vlivu



Primeérné audiogramy u ruznych vékovych skupin muzu a Zen

Age groups
15-24
25-34
35-44
45 -54
55 -64
65-74

Age groups
15-24
25-34
35-44
45 - 54
55 -64
65-74
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TEOAE levels (dB SPL)
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Speech scores
percentage of correct responses
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Mazelova et al., 2003
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Sluchova ztrata u presbyakuze je ve vétsiné pripadu zpisobena
ubytkem vlaskovych bun¢k (sensorineuralni porucha)

normalni stav IHC a OHC velky ubytek IHC a OHC
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Ztrata sluchu v disledku mutace GJB2 genu pro connexin 26
Ptiblizné 1-2 déti z 1000 se narodi jako neslySici

Celkem je dnes znamo 35 gent zpusobujicich ztratu sluchu
Témeér v 50 % pripadu vrozene ztraty sluchu se jedna o mutaci
genu GJB2, ktery koduje syntézu proteinu mezeroveho spoje
(gap Junctlon) connexinu 26.

Connexin 26 je pfitomen ve vnitinim uchu v podpirnych burkach
Cortiho organu,ve fibrocytech ligamenta spirale a ve stria vascularis

Connexin 26 je zapojen do recyklace draslikovych ionth z vlaskovych
bunck zpét do endolymfty



Primérné audiogramy u heterozygotnich nosi¢u mutace GJB2 a kontrol

Average audiograms

controls males controls females

1

heterozygotes males heterozygotes females

Average normalized audiograms

males B females
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frequency (kHz) frequency (kHz)
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Spontanni postupné zhorSovani sluchové funkce béhem
starnuti — presbykuze

- pusobeni vnitfnich (genetickych) faktoru
- pusobeni vnéjSich vlivl



Moznosti prevence proti sluchové ztraté behem starnuti
a po hlukové zatezi

Antioxidanty — odstranéni ROS/RNS

- reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) jsou
nestabilni, s kratkou dobou trvani. Jsou dllezité pro normalni funkci bunék, ale
v nadbytku poskozuji bunécné tuky, proteiny, DNA a aktivuji apoptozu.

- Endogenni antioxidanty — glutathione (GSH), nejvétsi vyskyt ve stria vascularis,
spiralni ligamentum a vestibularni organ.

Zvyseni GSH aplikaci N-acetylcysteinu (NAC) (prekursor GSH) nebo D-methioninu
(prekursor NAC) — snizil se PTS u morcat a Cincily, ale neovlivnil TTS u ¢lovéka a
hlodavcl. Nejvyssi zvySeni ROS/RNS 7-10 dni po hluku — mozno pUsobit i se
zpozdénim (pred a 1-3 dny efektivni, 5 dnt po hluku uz nema ucinek)

GSH snizuje ototoxicky ucinek cisplatiny a aminoglykosidovych antibiotik.

- Exogenni antioxidanty —

* GSH/glutathione monoethyl ester (GSHE), rasveratrol, allopurinol, superoxide
dismutase-polyethylene glycol, U74389F, vitaminy C, A a E, salicylat a dalsi.



Ostatni zpusoby prevence

Vasodilatace (ROS zpusobuji vasokonstrikci)

- vasodilatacni latky: betahistidin, HES (hydroxyethyl starch) + prednisolon,
horcik,

Aplikace neurotrofnich faktort (BDNF, FGF, NT3) - reguluji Ca

homeostazu a ovliviauji kaskadu procesu pri bunééné smrti

Glukokortikoidy - reguluji ca homeostazu

... a dalsi latky zasahujici do apoptozy



Latky s protektivnim ucinkem proti sluchové ztraté testované u potkanu

Class

Compound

Effective dose

Comments

Antioxidants
GSH predrug

Allopurinol
ALCAR
Edavarone
lipoic acid
Resveratrol
R-PIA
u-tocopherol
Methionine
Monoethylester
NAC

oTC

50-100 ma/ky
100 mg/kg

17 mm
50-200 mg/kg
430 png/kg

50 mM

10-50 mg/kg
200 ma/kg
50-150 mM
325 mg/kg
735 mg/kg

TTS reduction

PTS reduction; limited study

PTS reduction

TTS and PTS reduction

TTS and PTS reduction; limited study; extensive pretreatment
PTS reduction; limited study

TTS and PTS reduction

PTS reduction

TTS and PTS reduction

TTS and PTS reduction; Ph-Ill NIHL completed
Limited PTS protection

Antioxidant enzymes
GPx

SOD

Ebselen/SPI-1005

SOD-PEG

4-30 mg/kg

2000 pg

TTS and PTS reduction; acute stroke studies halted;
MIHL Ph I/1l upcoming

Limited study; TTS reduction; potential for SOD paradox

[35,64]

Calcineurin inhibitors

Cyclosporin A
FK506

10 pug/ml
1-10 ug/ml

TTS and PTS reduction; limited study
TTS and PTS reduction; limited study

[73]
(73]

Diuretics

Mannitol

15 mg/kg

Limited study; PTS reduction

[74]

Glucocorticoids

Dexamethasone

100 ng/ml

Limited study; PTS reduction is U- shaped

[75]

Growth factors

aFGF
GDNF

1000 ng/ml
100 ng/ml

PTS reduction; limited study
PTS reduction; higher dose was ototoxic

[76]
[77,74]

Iron chelators

Deferoxamine

100 mg/kg s.C.

Limited study; PTS reduction; clinically observed ototoxicity

[74]

JNK Inhibitors

CEP-1347
D-JNKI-1

1 mag/kg 5.C.
1-100 M local

PTS reduction, limited study; Parkinson’s Disease studies halted
TTS and PTS reduction

[39]
[40]

Magnesium

Mg

4ginhumans p.o.

TTS and PTS reduction; efficacy correlates with Mg deficiency
versus treatment

[14,61,62]

NMDA antagonists

Carbamathione
Caroverine
MEK-801

PD 174494

5.6 ma/kg i.p.
1.6-12.8ma/ml  local
1 myg/ky ip.
10 mg/kg i.p.

PTS reduction; limited study

PTS reduction; transient block of sound transduction
PTS reduction; limited study

Limited PTS protection

[65]
(78]
[32,79]
(32]

NOS inhibitors

L-NAME

1 mg/kg i.p.

Lirnited study; some ototoxicity seen at higher frequencies

[32]

Abbreviations: ROA, route of administration; i.p., intraperitoneal; p.o., oral; i.m., intramuscular; s.c., subcutaneous.




Atorvastatin zpomaluje vznik sluchové ztraty u mysi

30

N
0

N
o

DPOAE ampl. (dB)
= T

0

Otoacoustic emissions - distortion products

O Atorv.tr.

O Control

fill

*

* *

%

i

Qéé%@\“\"‘@“@ﬁ}{}@@@@
b&Qb‘/\@@‘b%(o vQQ@%QQ

P RO T 0T b o

F2, frequency (Hz)

Syka et al., 2007



Zhorsovani sluchu béhem starnuti u potkana

Long Evans (LE) — outbredni kmen potkana,
pigmentovany, minimalni zhorseni sluchového
prahu az do 3 let véku. (Rybalko et al., 1998).

Fischer 344 (F344) — inbredni kmen potkana, ¢asto
pouzivany pro vyzkum nadort. Rychle starnouci
kmen, po 1. roce se sluch rychle zhorsuje, doziva
se 2 let.
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DPOAE ampl. (dB SPL)
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Primérny cytokochleogram 30-mési¢nich LE a 22-mési¢nich F344
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Kochley starych Long Evans (A,C) a F344 (B,D)

U starych F344 potkanu byl poSkozen Cortiho organ a stria vascularis, coz
naznacuje, ze vlaskové buriky nebyly funkéni, prestoze byly fyzicky pritomné.

Buckiova et al., 2006



Princip registrace ulekovée reakce a jeji prepulsni inhibice

Prepulsni inhibice
ulekové reakce

Schéma meéfrici aparatury Ulekova reakce

100 200 300 400 500

P

prepulsni ton
60 dB SPL

Controller puls 110 dB SPL

puls 110 dB SPL

« pokusny subjekt se nachazi v malé kleci, umistené na platformé
akcelerometru, ktery registruje zmeénu tlaku na platformu

« akusticke podnéty jsou prezentovany reproduktorem

« stimulace a sbér dat je fizena PC pomoci specializovaného softwaru



Detekce tinnitu u potkana po expozici hluku

- potkan po expozici hluku
normaini potkan (BS, 120 dB SPL, 1 hod)
normaini potkan potkan po expozici hluku
(SS, 115 dB SPL, 1 hod)

Sirokopasmovy Sirokopasmovy
Sum Sum

Sum sSum
4 kHz 4 kHz
uzkopasmovy uzkopasmovy
10 kHz 10kHz

Sirokopasmovy sum
Sirokopasmovy Sum
+ pauza
uzkopasmovy 4 kHz
+ pauza
uzkopasmovy 10 kHz
+ pauza
Sirokopasmovy Sum
Sirokopasmovy Sum
+ pauza
Uzkopasmovy 4 kHz
+ pauza
uzkopasmovy 10 kHz

- amplituda ulekoveé reakce u normalniho kontrolniho potkana byla vyrazne
potlacena pauzou ve vSech typech sumu

- amplituda ulekové reakce u potkana po expozici hluku byla potlaCena jen pri
pouziti pauzy v Sirokopasmovém a uzkopasmovem sumu 4 kHz, ale byla
mnohem meéne potlacena pri pouziti pauzy v uzkopasmovém sumu 10 kHz.

vysokofrekvencni tinnitus u potkana



D¢kuji za pozornost



