Entwicklung und Validierung eines Tiermodells zur Quantifizierung von Parametern

der cochleiren Mikrozirkulation und der Horschwelle in vivo

vorgelegt von
Catalina Sofia Meflmer

2012



Aus dem
Walter-Brendel-Zentrum fiir Experimentelle Medizin
Ludwig-Maximilans-Universitit Miinchen

Vorstand: Prof. Dr. med. U. Pohl

Entwicklung und Validierung eines Tiermodells zur Quantifizierung von Parametern

der cochleiren Mikrozirkulation und der Horschwelle in vivo

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitit zu Miinchen

vorgelegt von
Catalina Sofia MefSmer
aus Heidelberg
2012



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

Berichterstatter:

Mitberichterstatter.

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

der Universitiat Miinchen

Priv. Doz. Dr. med. M. Canis

Prof. Dr. Andreas Riederer
Prof. Dr. Michael Strupp

Priv. Doz. Dr. med. S. Strieth

Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR

19.01.2012



Fiir meine Eltern



,,» Nicht sehen kénnen trennt von den Dingen,

‘

nicht horen konnen von den Menschen.

( Immanuel Kant)
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1 Einleitung

Eine Horbeeintrachtigung kann die Sprachwahrnehmuog Personen in lauter
Umgebung stark beeinflussen, da sie das Richtungshdas Sprachverstehen im
Storgerausch sowie den Musikgenuss herabsetzt.uPamsultierende sekundare
Symptome kdnnen Kommunikationsstorungen mit Spratebieklungsverzégerung
(bei Kindern), Angststoérungen, inadaquate Kranldhbetvaltigung, diverse
psychosomatische Beeintrachtigungen und letztlicine e Einschrénkung der
Lebensqualitdt durch sozialen Rickzug, Isolationns&mnkeit sowie eventuell
Schlafstérungen und Depressionen sein.

Weltweit leiden etwa 250 Mio. Menschen an einer tehit bis hochgradigen
Schwerhoérigkeit was die grofRe klinische und sozim@knisches Bedeutung von
Innenohrerkrankungen verdeutlicht. HérstérungenEirwachsenenalter stehen damit
auf Platz 15 der Liste der haufigsten Ursachen Kimnkheit, Behinderung und
Risikofaktoren des Projekts Global Burden of diseas(GBD) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) und auf Platze? kiaufigsten Ursachen der
Liste Years lived with disability (YLD). In Deutstdnd leiden laut WHO insgesamt
etwa 14 Mio. Menschen und damit fast 20% der Bexiiikg an HOrstbrungen.

1.1 Anatomie des Innenohres

Cortiorgan

Das Innenohr liegt in der Pars petrosa (Felsenliia)Schlafenbeins und besteht aus
mehreren zusammenhangenden Gangen, die insgesanitabirinth bezeichnet
werden. Das hautige Labyrinth wird in das vestil&abyrinth und die Cochlea

unterteilt, die gemeinsam in das knécherene Lablyemgebettet sind (Abbildung 1).
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Abb. 1: Anatomische Lage der Cochlea (Gray's Anatomy efHhiman Body, 20th U.S. Edition)

Die Cochlea besteht aus drei schneckenférmig geanerdKanalen, welche als Scala
vestibuli, Scala media und Scala tympani bezeichmgtien. Die Scala vestibuli und
die Scala tympani werden hierbei durch die Stafiggaite am ovalen Fenster und
durch eine Membran am runden Fenster abgeschlossen.

Alle Skalen sind mit Flussigkeit gefullt: die Scateedia mit Endolymphe, die beiden
anderen mit Perilymphe. Die Perilymphe ist ein &fitrat des Blutplasmas, sodass
sie in der Zusammensetzung extrazellularen Flusgmk ahnelt und
dementsprechend eine hohe Natriumkonzentration ¢ha®l/l) und eine geringe
Kaliumionenkonzentration (5 mmol/l) enthélt. DierlBenphe der Scala vestibuli und
Scala tympani stehen an der Schneckenspitze, deagenaonten Helikotrema,
miteinander in Verbindung. Die Endolymphe wird vdar Stria vascularis, einem
stoffwechselaktiven Gewebe der lateralen Schneckrdw sezerniert. Die
Endolymphe enthélt etwa 145 mmol/l Kalium- und i mmol/l Natriumionen,
sodass sie intrazellularen Flussigkeiten &hnelt.

Die laterale Wand der Cochlea wird durch das Peuosl das Ligamentum spirale
gebildet. Unter dem Ligamentum spirale liegt dieriégStvascularis, ein sehr
stoffwechselaktives Gewebe, welches fir die Hons®est und ionale
Zusammesetzung der Endolymphe von wesentlicher WBedg ist. Durch

Adenosintriphosphat (ATP) abhangige lonentranspoi®me der Stria vascularis
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werden Kaliumionen in den Endolymphraum sezerniemtd bilden somit ein
gegeniber dem Perilymphraum um 80 mV positivesriate Der Endolymphraum
wird gegen die Scala vestibuli durch die Reil3neridean begrenzt die somit Peri-
und Endolymphe voneinander trennt. Der sensoriggiparat, das sogenannte Corti-
Organ, befindet sich in der Scala media und liegtBhsilarmembran auf (Abbildung
2).

Relssner-Membran

Stria
vascularis

Scala media Endolyinphe
Tektorialmembran

Mervus vestibulocochlsars
{Ramus cochlearis)

Scala tympani  Perilvinphe

Abb. 2: Schnitt durch die Horschnecke, Aufbau des Cortj@Ds (veréndert nach Academic
dictionaries and encyclopedias)

Umgeben von Stitzzellen, finden sich dort zwei Arten Rezeptorzellen, eine Reihe
innere und drei Reihen aul3ere Haarzellen. BeidenAvon Haarzellen besitzen an
ihrer Oberflache sogenannte Stereovilli, die umereder Querverbindungen (,tip
links*) aufweisen und der L&nge nach in Reihen bexal zueinander angeordnet
sind. Die ,tip-links* sind mit lonenkanélen verbwerd welche sich durch
Abscherbewegungen in Folge von Schallreizen 6ffoad schlieRen. AuRere und
innere Haarzellen unterscheiden sich in ihrer Fgknzahl, Anordnung und in ihrem
Genexpressionsmuster (1). Die 3000 inneren Haarzsihd kolbenartig geformt und
als einzelne Reihe angeordnet und von Stutzzellegeben. Jede innere Haarzelle

(Abbildung 3) wird von mehreren Fasern des Neri$ ¢ochlearis innerviert.



Abb. 3. Mikroskopische Aufnahme der inneren Haarzellemb#lenschen (Foto: Lennart Nilsson,
Lennart Nilsson Photography AB)

Die 12000 aul3eren Haarzellen sind zylindrisch gefamd sind in drei Reihen lateral
der inneren Haarzellen angeordnet. Das Corti- Ovgash von der Tektorialmembran,

einem gallertartigen, azellularen, aus amorpherstamz und Fibrillen bestehendem
Gewebe, nach apikal begrenzt. Die apikalen Enden Stereovilli der &uf3eren

Haarzellen sind im Gegensatz zu den inneren Haanzeiit der Tektorialmembran

verbunden. Die &ul3eren Haarzellen sind primér efterinnerviert wodurch

wahrscheinlich Anderungen ihrer Funktion aktiv infleisst werden kénnen.

Stria vascularis

Im Gegensatz zum Corti- Organ sind das Ligamerdgpimale und die Stria vascularis
stark vaskularisiert. Die Stria vascularis ist @r@hnlich aufgebaut. Es lassen sich
neben den Kapillaren drei Zelltypen unterscheidelie Marginalzellen, die
Intermediarzellen (auch chromophobe oder helleefefjenannt) und die Basalzellen
(Abbildung 4).
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Abb. 4: Lage und Aufbau der Stria vascularis (verdnderthnaAcademic dictionaries and
encyclopedias).

Die BlutgefaRe verlaufen ausschliel3lich innerhadls dEpithels an der Oberflache
zwischen den Marginal- und Intermediarzellen. DienzEndolymphraum gelegenen
Marginalzellen weisen Mikrovilli an ihrer Oberflaehsowie enge Zellkontakte
untereinander auf. Intrazellular finden sich Vebikand Vakuolen. Eine
Sekretionstatigkeit der Marginalzellen konnte bisladlerdings nicht zweifelsfrei
bewiesen werden. Die hellen Zellen sind wesentkiginer als die Marginalzellen.
Ihre Zellfortséatze stehen mit denen der Marginadd Basalzellen in Kontakt. Sie
besitzen einen gelappten Zellkern, groRe Mitochiendr glattes und rauhes
endoplasmatisches Retikulum und einen prominentelgi®@pparat. Der Nachweis
des Zytoskelettproteins Vimentin in den Intermediéitd Basalzellen deutet auf eine
mesenchymale Herkunft dieser Zellen hin.

Die Regulation der Kalium Konzentration wird in meten Schichten der Stria
vascularis durch verschiedene Arten von Kaliumkamalnd -transportern bestimmt.
Zwei sehr gut untersuchte Kandle sind die-K&ATPase und der N&K*-2ClI-
Cotransporter, die an der Membran der Marginalmdidéalisiert sind (19). Aus der
Perilymphe wird Kalium in die Fibrozyten des Ligam&m spirale aufgenommen und
kann durch Diffusion die Basal- und Intermediarzelter Stria vascularis passieren.
In ,tight junctions” zwischen den inneren und &awdPerEpithelschichten wird das
Kalium Uber die basolaterale Membran der Margirneiiber die N&K*-ATPase
und den N&K*-2Cl-Cotransporter aufgenommen und dann (ber die apikal
Membran an die Endolymphe sezerniert. Hiermit zusanhangende Prozesse
fordern viel Energie (19), so dass auch kurze $tggn der cochlearen Blutzufuhr und
der damit verbundenen Verminderung der Sauerstsibvgung zu einer schnellen
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Reduktion des endocochlearen Potentials fuhren. h&b die Reduktion des
elektrischen Potentials von +80 mV auf —40 mV esebwerwiegende Stdrung der
Haarzellen und der Horfunktion zur Folge (19;22-2Dje grof3e Anzahl von
Mitochondrien der Stria vascularis (4) und dehe Sauerstoffverbrauch (5) sprechen
ebenso fiir eine hohe Stoffwechselrate wie die st¥dskularisation.

1.2 Blutversorgung der Cochlea

Die Blutversorgung des Innenohres erfolgt aus dabytintharterie (Arteria (A.)
labyrinthi oder A. auditiva interna), welche direbder indirekt aus der A. basilaris
abzweigt und sich im Verlauf in die A. cochlear@munis und die A. vestibularis
anterior teilt (Abbildung 5). Aus der A. cochleakemmunis gehen innerhalb des
Modiolus die A. vestibulocochlearis und die A. gfis modioli hervor. Die A.
vestibulocochlearis zweigt sich dann in zwei Engl@stf, den R. cochlearis und den R.

vestibularis, von denen letzterer auch als A. bestris posterior bezeichnet wird.

A labyrinthi

A basilans

A cerebelli inferi or anterior
& cochlearis communis

A westibulan s anterior

A westibulocochlearis

1
2
3
4
5
&
7 A spiralis modioli
& Famus cochlearis
& Eamus wvestibularis
10 A wvertebralis

Abb. 5: Schematische Darstellung des arteriellen SysteansCdchlea des Menschen (nach Axelsson
(32)). RF=rundes Fenster, OF= ovales Fenster,IN:W.acusticus).

Der R. vestibularis versorgt das untere Drittel Basalwindung und zieht dann weiter
zum Vestibulum. Das mittlere Drittel der Basalwinduerhalt Aufzweigungen des R.
cochlearis, welcher nach apikal zieht. Der R. ceah$ und dessen Fortsetzung, die A.
spiralis modioli, verlaufen dann weiter zur Schreedpitze. Die von der A. spiralis

modioli abgehenden Arteriolen bilden ein in allenndingen gleiches GefalRmuster



(Abbildung 6). Hierbei schlagen die Arteriolen dreiauptverlaufsrichtungen in

jeweils nicht miteinander kommunizierende Versogggebiete ein:

1 Die Arteriolae radiatae superiores verlaufen im Dder Scala vestibuli, teilen
sich in mehrere Aste und versorgen die GefaRnegzeialReren Schneckenwand
(30,33,34).

2 Die Arteriolae radiatae mediales versorgen die Gefder Basilarmembran.

3 Die Arteriolae radiatae inferiores versorgen digiargebiete der Modioluswand,

des Ganglion spirale und des N. acusticus.

|
ot 1 =

S bi‘ s;bp

v sbr sbp vsp Spg

Abb. 6: Schematische Darstellung des Gefal3systems deintluvyy der Meerschweinchencochlea, cv
Sammelvenole, p br primarer Ast der Labyrinthaeteri (A. spiralis modioli), s br sekundéarer AAt (
radiata modioli nach Ritter), ra Arteriola radiatmteriores, s bp inneres Spiralgefall, s pg
Spiralganglion, v sp V. spiralis posterior, 1. Kgven im oberen Lig. Spirale, 2. Netzwerk der &tri
vascularis, 3. arteriovendse Arkaden, 4. Kapildge Prominentia spiralis, 5. Kapillaren im unteteég.
Spirale (modifiziert nach Smith (37)).

Die Arteriolae radiatae superiores und medialed simfangs gewunden und werden
auch als ,korkenzieherartig“ bezeichnet. Sie tretedie Stria vascularis unterhalb des
Ansatzes der Reissnerschen Membran ein und tagéndsrt in zahlreiche, vielfach
sehr dicht miteinander kommunizierende Aste demlstr Netzwerkes auf. Die
Kapillaren dieses Netzes (Abbildung 7) zeigervivo (38,39) und post mortem (40)
einen grolReren Durchmesser als die Ubrigen laterdktzwerke, dafiir haben sie
keine perivaskularen Raume; das darin befindlicle lBat eine hohere Viskositat und
flieBt mit langsamerer Stromungsgeschwindigkeif).(88s Volumen des cochlearen

Blutflusses ist sehr klein. Es wird ungefahr auf ¢ des Herzschlagvolumens bei



Nagetieren wie dem Meerschweinchen und auf I%dés Herzschlagvolumens beim
Menschen geschatzt (40).

Abb. 7: A: Benzidinpraparat der lateralen Wand der Meersghehencochlea zur Darstellung der
kapillaren Endaufzweigungen (nach Maas (28)); Bktebonenmikroskopische Darstellung der
cochleéren Blutgefafe (nach Lawrence (29)).

1.3 Physiologie des Innenohres

Schalliibertragung

Wie ein Trichter fangt die Ohrmuschel den Schafl and leitet die Schwingungen
Uber den &aufRReren Gehodrgang an das Trommelfell.einPdukenhdhle liegen die
Gehoérkndchelchen Hammer, Amboss und Steigbigell¢blak, Incus und Stapes),
welche gelenkig miteinander verbunden sind und Semall Gber die Ful3platte des
Steigbtgels zum flussigkeitsgefullten Innenohr tiagen (Abbildung 8). Die

Mechanik des Mittelohres gleicht Impedanzuntersidiezwischen Luft und

Perilymphe aus.
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Abb. 8: Der Schalliibertragungsweg vom aulieren Gehdérgandrmanohr (modifiziert nach Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde, Herausgeber: Probst, Grelverg;hieme Verlag, 3. Auflage,2008).

Wanderwelle und Tonotopie

Die vom Stapes auf die Endolymphe Ubertragenen Bgowgen fihren zu einer
wellenférmigen Bewegung der Basilarmembranen (Bgk®anderwelle). Diese
Welle hat ein Frequenzspezifisches Maximum zwiscHaiapesful3platte und
Helikotrema. Grundlage hierfur ist die nach apikal abnehmende Steifigkeit der
Basilarmembran. Hohe Frequenzen werden in der €achhsal, niedrige apikal
abgebildet. Das Phanomen, dass jeder Frequenz estimbonter Ort auf der

Basilarmembran zugeordnet wird, bezeichnet mam@topie.

Endocochleéares Potential

Das endocochleare Potential wurde in der Literatstmals von de Békésy 1951 (17)
beschrieben. Wie schon erwahnt weist die Perilynigiich anderen extrazelluléaren
Flissigkeiten eine hohe Natriumionen- (130-150 nilnound eine niedrige
Kaliumionenkonzentration (4-5 mmol/l) (18) auf. Diendolymphe hingegen zeigt
eine hohe Kaliumionen- (140-160 mval/l) und egeringe Natriumkonzentration
(12-16 mval/l). Hieraus resultiert ein positivestétdial, das als endochochleares
Potential bezeichnet wird und einen Betrag von +#180 gegenuber der Perilymphe
besitzt. Die Haarzellen besitzen ein physiologischiembranpotential von etwa —70

mV, dadurch entsteht zwischen dem mit +80 mV pogeladenen Endolymphraum
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und dem Zytoplasma der Haarzellen eine Potentiatéiiz von etwa 150 mV
(Abbildung 9).

Abb. 9: Intracochleéare lonenverteilung und endocochledotsral (verandert nach Speckmann et al.
2008)

Elektro-mechanische Transduktion

Die Wellenbewegungen der Basilarmembran fihren essibdere am Ort der
Maximalauslenkung zu einer Scherbewegung der Ti@ktoembran. Hierdurch
werden die Stereovilli der aul3eren Haarzellen desge Bei einer
Aufwartsbewegung der Basilarmembran werden dadulieh tip links" gedehnt,
worauf sich lonenkanéle in der Plasmamembran 0Offserdass Kaliumionen entlang
des positiven Potentialgefalles in die Zelle eiisten. Bei Abwéartsbewegungen
werden diese Kanéle wieder geschlossen, so daZeligerepolarisiert, da sich nun in
den lateralen Zellmembranen gelegene spannungsgigk&taliumkanale 6ffnen und
Kaliumionen entlang des Konzentrationsgradienten olie kaliumarmen
Extrazullularraume flieBen. Hierbei fiihren der Hios von Kaliumionen und die
Depolarisation der Zelle zu spannungsabhangigerfdforationsanderungen und zur
Verkirzung eines Motorproteins (Prestin) der ldegra&Plasmamebranen. Der hierbei
entstehende axiale Kraftvektor wird auf das Zyttetkeder Zelle Ubertragen. Diese

spannungsabhéngigen Langenanderungen (elektro-mischa Transduktion)

10



verstarken die Wanderwelle im Bereich des Maximuwuasatzlich um 50 dB und

fuhren zu der hohen Frequenzspezifitdt des memrdemiOhres (Abbildung 10).
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Abb. 10: Transduktionsprozess im Innenohr (modifiziert nathals-Nasen-Ohrenheilkunde,
Herausgeber: Probst, Grevers, Iro; Thieme Verlagudlage,2008).

Mechano-elektrische Transduktion

Die verstarkte Wanderwelle fuhrt zur Auslenkung desktorialmembran, welche

wiederum die inneren Haarzellen stimuliert. Durad werstarkte Schwingungsenergie
werden nun auch die Stereovilli der inneren Hasemedusgelenkt. Auch hierdurch
werden lonenkanale gedffnet, so dass KaliumionendZaellinnere einstromen und
eine Depolarisation der inneren Haarzellen henferruDie Depolarisation fihrt Uber
einen Calcium- Einstrom zu einer Ausschittung desmdmitters Glutamat und somit

zur Auslésung eines Aktionspotentials am erstenrdledes Hornerven.

1.4 Regulation des Blutflusses der Cochlea

Um das endocochleare Potential und die FunktionGdbehlea zu erhalten, muss der
cochleére Blutfluss eng an die metabolischen Bedig® angepasst werden (41,45).
Eine Beeintrachtigung der cochledren Mikrozirkdatifiihrt zu Anderungen des
Blutflusses, was dementsprechend die VersorgungSauerstoff und metabolischen
Substraten, die fur eine physiologische Funktion @echlea nétig sind, beeinflusst.

Eine Stérung des cochledren Blutflusses wird imadusenhang mit zahlreichen
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pathophysiologischen Prozessen und otologischektibasstorungen wie z.B. dem
larminduzierten Horverlust, der Altersschwerhdrigkend dem HOorsturz  diskutiert
(46-48). Trotz zahlreicher klinischer und tierexpenteller Studien ist die Regulation
des cochlearen Blutflusses nach wie vor nur unzbesid aufgeklart. Dennoch
konnten einige Untersuchungen darstellen, dasdHdigptregulation des cochlearen
Blutflusses in der A. spiralis modioli (49,50) uddn Arteriolen stattfindet. Neben der
Blutzufuhr besteht eine wesentliche Aufgabe der spiralis modioli in einer
Druckminderung und einem Schutz des Kapillarbetis $tria vascularis vor dem
systemischen Druck in der Labyrintharterie (51).

Histologische Studien konnten zeigen, dass dier&ktien Proteine Tropomyosin
und Myosin auch in den Arteriolen des Ligamentunirase exprimiert werden
(52,53), was auch eine lokale Regulation des Rissiés erklaren konnte (54,55).
Tierexperimentelle Studien konnten dartber hinause eAutoregulation des
cochleéren Blutflusses darstellen (56,57). Yamametoal. (58) konnten am
Meerschweinchen in einem Versuchsaufbau bei welciden Innenohr- und
Hirnstammblutfluss durch Norepinephrin oder Exsamgion beeinflusst wurde, eine
Autoregulierung darstellen. Diese zeigte sich inhiBestarker ausgepragt als in der
Cochlea. Zu der gleichen Feststellung kamen auchaleki et al. (59) in ihrer
Studie am Meerschweinchen, die den Effekt von ddmihLiquordruck auf den
cochlearen und cerebellaren Blutfluss beim Meersoteihen untersuchten. Hierbei
wurde der Liquordruck direkt auf das Innenohr Uloen cochledrerAquadukt
Ubertragen. Sie beschrieben, dass der cochlearetdrisék durch die
Liquordruckerh6hung gleichsinnig, aber nicht salkstaie der cerebellare Blutfluss
gesenkt wurde. Bei der Untersuchung der Wirkung wasodilatierenden Substanzen
auf den cochleédren Blutfluss kamen Ohlsen et &) @ dem Ergebnis, dass die
systemische Zufuhr von potenten vasodilatatoriscBebstanzen zu einer geringen
bzw. keiner Erh6hung des cochlearen Blutflussestdilidieraus wurde geschlossen,
dass durch autoregulatorische Mechanismen der e@ehl Blutfluss bei
unterschiedlichen Perfusionsdriicken konstant bheikann. Insgesamt kann die
Regulierung des cochlearen Blutflusses durch mestia® elektrische oder
chemische Reize geschehen.

Unter den vaskuldren Regulationsmechanismen, isadieenerge Signalweg der am
besten untersuchte (61,62). Der Gefal3tonus der pkalis modioli wird durch

Nervenfasern der zervikalen sympathischen Ganglienauch durch Nervenfasern
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um die Arteria anterior inferior cerebelli und diasilararterien kontrolliert. Die
Stimulation der sympathischen Nervenfasern fihriner neurogenen und myogenen
Vasokonstriktion (50). Der Mechanismus dieser Kaktion beinhaltet verschiedene
Signalwege, welche alle zu einem intrazellularefciGm- Anstieg fuhren (80-83).
Daneben gibt es eine Calcium unabhéangige Kaskade, ebenfalls zu einer
Kontraktion der glatten Muskelzellen fiihrt. Bei lstenter Calciumionenkonzentration
kann hierbei die Muskelkontraktionskraft durch eif@hdhung der Calcium
Sensitivitat der Kontraktionspartner erhéht werd®8,84). Wird das Innenohr zum
Beispiel durch laute akustische Stimulation staglrsprucht induziert die exzessive
Aktivitat dieser Mechanismen eine Vasokonstriktiomas zu einer lokalen
Gewebeischamie und einem sensorischen Horveilheri kann.

Weiterhin wird der cochleére Blutfluss durch diesedilatierenden Effekte von
Stickstoffmonoxid (NO) reguliert. NO wird in der témalen Wand der Cochlea
gebildet (62-64) und fuhrt zu einer Relaxation dgatten Muskelzellen in den
zufihrenden Arteriolen (65). Um die Gefal3e vor pkbischen Veranderungen wie
zum Beispiel einer Erhéhung des Blutdrucks zu ssmi{67,68), wird der endogene
Vasodilatator NO durch die endotheliale Isoform d&ickstoffsynthase (eNOS)
synthetisiert (66). Die Stickstoffsynthase, welclhe der Stria vacularis, im
Ligamentum spirale, in den Haarzellen und in denvBigfasern des Ganglion spirale
vorkommt (62,64), spaltet die Aminosaure L- Arginm NO und L- Citrullin. NO
diffundiert daraufhin in Muskelzellen und fuhrt @bseitere Aktivierungsschritte zu
einer Modulation der Myosinleichtkettenkinase undhee Relaxation glatter
Muskelzellen (65,70-75). Zudem gibt es Ubergreieeiechanismen der Relaxation.
Die potente vasodilatative Aktivitdt der cyclisch&uanosinmonophosphat(GMP) -
abhangigen Proteinkinase (cGK) fuhrt zu einer Albmafder Calcium Sensitivitat des
glatten Muskels Uber eine Stimulation der Myosinchtketten Phosphatase (MLCP)
(85). Uber weitere Zwischenschritte kann dann &omesequente Inhibition induzierter
Calcium Sensitivierung zusatzlich zu der vasoditainden Aktivitat des NO beitragen
(Abbildung 11).
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Abb. 11: Relaxation der glatten Muskelzellen der GefalRwéandech Stickstoffmonoxid. NO:
Stickstoffmonoxid, eNOS: Stickstoffsynthase, HSPBi@tzeschockprotein 90, L-Arg: L- Arginin, L-
Cit: L- Citrullin, GC: Guanylatzyklase, GTP: Guainsiphosphat, cGMP: zyklisches
Guanosinmonophosphat, PKG: Proteinkinase G, MLCKisiyleichtkettenkinase, Ik: Kaliumkanéle
(modifiziert nach 79).

1.5Pathologien

151

152

HOrsturz

Der Horsturz ist eine ohne erkennbare Ursache gadiosch) plétzlich auftretende,
meist einseitige Schallempfindungsstorung. Er ittsichtlich Frequenzbereich und
Schweregrad in 5 unterschiedlichen Formen auf: Hwechnenohrschwerhorigkeit,
Tieftoninnenohrschwerhdrigkeit, Mitteltoninnenohmerhorigkeit, pancochleare

Schwerhdérigkeit und Taubheit.

Pathophysiologie des HoOrsturzes

Nur selten kann die Ursache eines Horsturzes ddiectin der Klinik zur Verfiigung
stehenden diagnostischen Mittel (Computertomogemiagnetresosanztomographie,
Sonographie, Rontgen, etc.) dargestellt werdermdadalnnenohr nur etwa 3 bis 4 mm
gro3 und in den soliden Knochen des Felsenbeingekéitet ist. Experimentelle

Untersuchungen, epidemiologische Erhebungen urtphysiologische Erwéagungen
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legen die Vermutung nahe, dass der Horsturz einifakibrielles Geschehen ist (87-
90).

1. Stérungen der Durchblutung

Der Krankheitsverlauf und die Begleitumstande désstlirzes fuhrten schon friih zur
Vermutung einer vaskularen Ursache. So bezeichRelétzer bereits 1887 den
Horsturz als angioneurotische Oktavuskrise (96)orusigen der cochlearen
Durchblutung stehen heute im Zentrum der Forschudghlreiche Klinisch-
wissenschatftliche Arbeiten sprechen fir eine regjmPerfusionsstérung der Cochlea.
Es wird angenommen, dass Veranderungen der coehl@éikrozirkulation die lokale
Durchblutung des Innenohres unter einen fir diekion des Organs notwendigen
Grenzwert senken, wodurch eine optimale Versorgung Sauerstoff und
Energietragern sowie eine Entsorgung von Stoffwelghgdukten nicht mehr
gewahrleistet werden kann. Eine  Durchblutungsswrunkann  durch
GefalRdysregulation (z.B. Vasospasmus), eine Epithelellung, eine rheologische
Stérung (Mikrosludge-Phanomen), aber auch durcle dihrombose oder Embolie
bedingt sein. Hierzu konnte in tierexperimentelletudien bereits gezeigt werden,
dass die cochleare Mikrozirkulation sehr storargfaist und dass bereits geringe
Veradnderungen des regionalen Blutflusses sofortFmanktionsveranderungen des
Corti-Organs fuhren (97). Beispielsweise scheinemtle Cholesterin- und
Fibrinogenspiegel einen negativen Effekt auf dieelmohrfunktion zu haben. Erhéhte
LDL (low-density-lipoprotein) und erniedrigte HDIhigh-density-lipoprotein)-Werte
gelten allgemein als vaskulare Risikofaktoren un@hrien auch die cochleéare
Mikrozirkulation durch eine reduzierte Ausschittungles Vasodilatators
Stickstoffmonoxid (NO) aus den Endothelzellen dife&einflussen (98,99). Lin et al.
(100) fanden beispielsweise in einer Kohorte vo#23. Hoérsturzpatienten ein im
Vergleich zur Kontrollgruppe 1,64-fach héheres Risiin den nachsten funf Jahren
einen Schlaganfall zu erleiden. Auch konnte naclegen werden, dass
kardiovaskulére Risikofaktoren wie Hypercholest@nme und Diabetes mellitus nicht
nur zu Durchblutungsstérungen im Gefal3bett von Hbliere, Augen und Gehirn
fuhren, sondern auch im Kollektiv der Innenohrpaga gehauft vorkommen. Auch
Rudack et al. (102) untersuchten in ihrer Studi® disammenhang zwischen
verschiedenen kardiovaskuldren Risikofaktoren umarelnnenohrschwerhdorigkeit

und zeigten, dass Rauchen und HyperfribinogenaisieReikofaktoren anzusehen

15



sind. Das pro-inflammatorische Zytokin Tumornekfakeor o (TNFo) kommt als
zentraler Akteur im Sinne einer gemeinsamen Enclstren der Pathogenese des
Horsturzes ebenfalls in Frage. Eine aktuelle Studigte, dass Inflammation Uber
einen Signalweg mit einer TNNFabhangigen Aktivierung von Sphingosin-1-Phosphat
(S1P) den cochlearen Blutfluss reduzieren kansadumengefasst lassen diese Daten
darauf schlieRen, dass TdlFeinen prokonstriktiven Effekt auf allen Ebenen der
cochleéren Mikrozirkulation durch eine Aktivierunigs S1P Signalweges induziert;
daher konnte jede Pathologie, die an eine Freisgtzunn TNF geknipft ist
(Infektion, Autoimmunkrankheiten, systemisch- inflaatorische Antwort etc.), einen

vaskular bedingten Horsturz verursachen (101).

2. autoimmunologische Prozesse

Verschiedene immunologische Funktionsstorungen teinbei der Enstehung eines
Horsturzes beteiligt sein. Diese beinhalten ein tegei Spektrum an immun-
vermittelten Storungen wie der Bildung von Immunidexen, der Produktion von
Autoantikorpern gegen Innenohrproteine sowie za@tkil Immundefekte. So wird
vermutetet, dass zirkulierende Antikdrper mit Inolerantigenen oder aktivierten T-
Zellen kreuzreagieren und so das Innenohr schéadi§émge Innenohrantigene
werden als Ziel solcher Antikérper gesehen, wie K@8lagen 2, Beta-Aktin, Cochlin
und Beta- Tectorin. Unter den zahlreichen Antiges&meint insbesondere das Cholin-
Transporter-like-Protein 2 (CTL2) eine Rolle beindrbturz zu spielen. Es konnte
dargestellt werden, dass intracochledr eingebradntigkorper gegen CTL2 beim
Meerschweinchen einen Horverlust auslésten (102,103

3. endolymphatischer Hydrops

Auch der endolymphatischen Hydrops wird als Ursaéie Horstlirze gesehen.

Hierbei kommt es zu einer gesteigerten Menge arolntbhe mit Erweiterung des

Ductus cochlearis und dadurch zu einer VerlagememgReissner- Membran gegen
die Scala vestibuli. Dies kann durch eine Uberpktidn oder durch eine mangelnde
Resorption der Endolymphe im Saccus endolymphatcdtseten. Der Hydrops fuhrt

zu einer Verlagerung der Basilarmembran mit unggest mechanischen

Voraussetzungen fir die Haarzellen; dies kann zwoereiSchallempfindungs-

Schwerhdérigkeit fihren. In ausgepragten Fallen kesau einer Ruptur der Reissner-
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Membran kommen und hierdurch zu einer DurchmischuamgPeri- und Endolymphe

mit Kaliumintoxikation im perilymphatischen Rauml).

4. virale Infektion

Die virale Innenohrinfektion bleibt weiterhin eit@ufig angefiihrte Theorie fir den
Horsturz. Virale Infektionen die mit HorsturzenWerbindung gebracht werden sind
unter anderem durch das Herpes simplex Virus, Maddumps, Roételn, Influenza-
Viren, das Varizelle Zoster Virus oder auch dago@wegalie-Virus bedingt. Drei
Mechanismen wurden vorgeschlagen um zu erklarem,ewie virale Infektion einen
Horsturz hervorrufen kénnte (104). Der erste bdiehaeine virale Invasion der
Cochlea (Cochleitis) oder des Nervus cochlearisufls). Das Virus kdnnte das
Innenohr entweder Uber den Blutweg, aus dem Liquaonr oder Uber das Mittelohr
erreichen. Der zweite Mechanismus geht davon aass dlas Virus im Innenohr
inaktiv ist und aus irgendeinem Grund zu einem gsgn Zeitpunkt reaktiviert wird
und einen Horsturz hervorruft. Der dritte Mechanisnbeinhaltet eine systemische
Infektion. Diese Infektion soll eine Antikdrperaraw triggern, die zu einer
Kreuzreaktion mit Innenohrantigenen fiihrt und epaghologische Aktivierung von
zellularen Stresssignalwegen in der Cochlea harftorDie virale Hypothese wird
unterstutzt durch die Tatsache, dass Lasionendcihdérer einer viralen Cochleitis bei
Horsturzpatienten im Felsenbein gefunden wurderb)(1Bine direkte Kultur von
Innenohrflissigkeit ist flr einen Virusnachweisguhd der negativen Folge fir das
Gehor nicht mdglich, sodass eine morphologisch tlfiglerung einer viralen
Infektion nur post mortem mdoglich ist. Jedoch kenmmittels hochsensitiver
serologischer Techniken, wie der Polymeraseketédaicmn und durch die
Bestimmung von Immunglobulin-Titern, die Anwesenhgn infektiosen Agentien
bei Horsturzpatienten dargestellt werden (106).

SchlieB3lich fuhren die unterschiedlichen pathoptiggiischen Mechanismen in der
Folge zu einer gleichférmig ablaufenden Schadigutes Innenohres Uber eine
vermehrte Ausschittung des Transmitters Glutam@t)(in die Synapse zwischen
inneren Haarzellen und dem ersten Neuron der Harbdbieser Vorgang endet in
einer Stbrung der mechano-elektrischen Transduktifie Folge ist eine
Horminderung, die prinzipiell reversibel ist, iesondere wenn der schéadigende

Mechanismus, zum Beispiel eine regionale Perfusingng, beseitigt wird.
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1.5.3

Andererseits kann eine anhaltende Stérung zu é\peptose der Haarzellen und

letztlich zu einer nicht reversiblen Schadigung afiésrenten Neurons (102) fuhren.

Therapien des Horsturzes

Das grundsatzliche Problem der Horsturztherapgt ltarin, dass im Einzelfall die
Atiologie ungeklart bleibt und keine Behandlungsmoelen mit Evidenzgrad la
existieren; daher orientieren sich die etablieridrerapieformen an der vermuteten
Pathophysiologie und sind lediglich empirisch albgest (107). Auch ist zu
beachten, dass in den ersten Tagen nach dem BErergd0-60 % der Falle eine
Spontanremission auftreten kann.

Ein therapeutischer Ansatzpunkt ist die VermeiddagHaarzellapoptose. Zum einen
werden Substanzen verabreicht, die als Inhibitodsr Radikalfanger wirken und so
den durch Sauerstoffradikale entstehenden Schademieren kdnnen. Hierzu zahlen
unter anderem Magnesium, Glutathion, Vitamine (Ader E), Allopurinol oder auch
Melatonin. Das zellpermeable Peptid AM-111 kannctueine selektive Inhibition
von Enzymen die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) Sigaskade und die dadurch
ausgeldste Apoptose von Haar- und Nervenzellel©dehlea blockieren (111).
Neuere Therapien, wie die intratympanale Injektrom Methylprednisolon, Insulin-
like Growth Faktor 1 oder Glutamat Inhibitoren (z.Baurine) sollen eine
Degeneration der Neuronen bei Horsturz verhindermese Therapieoptionen befinden
sich jedoch noch in praklinischen oder frihen klahien Untersuchungsphasen (112).
Corticosteroide stellen ein sehr haufig verwendé&tberapieverfahren dar, da sie
durch ihre antiapoptotische als auch antiinflammstbe und anti6dematdse Wirkung
an verschiedenen Punkten der vermuteten Pathopbysi@nsetzen konnen (113).
Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt bei Inheadkrankungen besteht in der
Verbesserung des cochlearen Blutflusses. Das ibiten des Blutes ist abhangig
von der Plasmaviskositat, der Erythrozytenrigidéétvie dem Perfusionsdruck, der
Angioarchitektur und funktionellen Parametern deikrgkzirkulation (funktionelle
GefalRdichte, Gefalldurchmesser). Diese verschied@nsatzpunkte fuhrten dazu,

dass bisher verschiedene Therapieformen evaluieden:
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1. Plasmaexpander, die das Volumen des zirkulierenBaries erhdéhen und
gleichzeitig den relativen Anteil der zellulareruBlestandteile reduzieren. Hierzu
zahlt niedermolekulares Dextran (z.B. Dextran 40as uberdies zu einer
Hemmung von Erythrozyten- und Thrombozytenaggregatifiihrt oder
Hydroxyethylstarke (HAES). Probst et al. (114) kemmin einer prospektiven,
randomisierten, klinischen Studie bei der Behamgllges Horsturzes und des
akustischen Traumas allerdings keinen Wirksamkadisweis bezuglich des
relativen Horgewinns gegenuber Kochsalzinfusionaohweisen. Im Gegensatz
zu Deutschland und Osterreich ist im angloameréchén sowie im
skandinavischen Raum die rheologische Infusionagher beim HOrsturz auf
Grund des fehlenden signifikanten Wirkungsnachveeisgiblich.

2. Pentoxifyllin wird allgemein zur Therapie peripherBurchblutungsstérungen
eingesetzt und zeigt einen, nicht primér vasodiatiden, Effekt durch
Erniedrigung der Blutviskositat, Verbesserung dejtlitozytenfluiditat und einer
Thrombozytenaggregationshemmung. In der bereiesrtaih Studie von Probst et
al. konnte aber auch fur diesen Wirkstoff kein giganter Wirksamkeitsnachweis
bei Innenohrerkrankungen erbracht werden.

3. Prinzipiell istder Einsatz der bei kardiovaskularen ErkrankungerRahmen der
Akuttherapie und der Pravention eingesetzten Thoaytienaggregationshemmer
(z.B. Acetylsalicylsaure) auch bei der Therapie a&aten Innenohrerkrankungen
unter dem Verdacht einer vaskuldren Ursache denRbainaug et al. (115)
fanden in ihrer Studie bei der Therapie von 34 Hirpatienten keinen Vorteil
bezuglich des Horgewinns im Vergleich zu friherengebnissen des
Spontanverlaufs.

4. Ein innovativer Ansatz zur Verbesserung der Flig&eschaft des Blutes besteht
in der Senkung der Plasmaviskositat durch  Herabsetz der
Fibrinogenkonzentration mittels Heparin iniduziertextrakorporaler LDL-
Prazipitation(H.E.L.P.) Apharese (112). Die Fibrinogenabsenkundiutplasma
senkt die Plasmaviskositat und reduziert die Naygmar Aggregation zellularer
Blutbestandteile. Im Gegensatz zur hypervolamisdd@modilution mit Dextran
oder HAES bleiben der Hamatokrit und damit die $stoéftransportkapazitat des
Blutes konstant, es wird allerdings die Flieleigha$t des Blutes in den

Kapillaren verbessert. Das Absenken der Konzepftraton LDL und Cholesterin
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im Blut fuohrt dariber hinaus zusatzlich zu einer rb&sserung der
Endothelzellfunktion.

. Das Spektrum der bei Horsturztherapie eingesetzasnaktiven Stoffe ist breit.
So werden Patienten auch mit Calcium- Kanal- Blockéz.B. Verapamil),
Prostaglandinen, Piracetam, Betahistidin, Gingklmblai oder auch mit einer

hyperbare Sauerstofftherapie behandelt.
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2 Ziel der Studie

Der Horsturz gehort mit einer Inzidenz von 200 Nkrenkungen/ 100.000
Einwohnern pro Jahr zu einer der haufigsten Erknagkn des Ohres. Angesichts der
grof3en Anzahl von 14-15 Millionen hdrgeschadigtati¢hten in Deutschland und der
Uberragenden Bedeutung des Gehdrsinnes fur daales@zisammenleben sind neue
Erkenntnisse auf diesem Gebiet von grol3er Klinisched soziodkonomischer
Bedeutung. Bei Innenohrpathologien scheinen Andgnn der cochleéren
Mikroperfusion eine wesentliche Rolle in der Pa#gse zu spielen. Radiologisch
konnen diese Verdnderungen nicht dignostiziert eerdla das Gefal3gebiet der
Cochlea durch seine Lage im Felsenbein selbst mdchduflosenden
Bildgebungsverfahren nur unzureichend dargestaiden kann. Untersuchungen zur
Pathogenese sind daher auf tierexperimentelle &tudangewiesen. In der
Vergangenheit wurden verschiedene Ansatze zur &ansty und Quantifizierung des
cochleéren Blutflusses am Tiermodell etabliert ¢128). Die hierbei eingesetzten
Verfahren wie die Laser-Doppler-Flussmessung kommenrelative Anderungen der
Innenohrdurchblutung darstellen oder sind wie diessing mit Mikrosphéren nicht
dynamisch. Aus diesem Grunde wurde im Rahmen dikdezit einin vivo Modell
zur Analyse der cochlearen Mikrozirkulation mittelsr Intravitalmikroskopie (IVM)
in Kombination mit der Analyse der Hérschwelle eicteelt und validiert. Mit diesem
neuartigen Modell sollten dann Veranderungen deikrdirkulation und die
Unabhangigkeit der Horschwelle von makrozirkulatonen Parametern wie dem
systemischen mittleren arteriellen Blutdruck uniehd werden. Um die Methode mit
bereits vorhandenen Daten der Literatur vergleickzen kénnen und somit die
Reproduzierbarkeit der Messungen zu untersuchen dardustellen, wurden die
cochleére Mikrozirkulation und der systemische &lutk mittels des Vasodilatators
Natriumnitroprussid beeinflusst.
Als wesentliche Zielsetzungen der vorliegenden Arbgaben sich somit:
1.) Etablierung eines Tiermodells zur Analyse der ce&hdn Mikrozirkulation und
der Horschwellen vivo
2.) Validierung des Messsystems zur Quantifizierung vdnterschieden des
cochlearen Blutflusses
3.) Darstellung der Unabhangigkeit der Horschwellen- ssfeethode von

makrozirkulatorischen Parametern wie dem mittlengariellen Blutdruck.

21



3 Material und Methoden

Alle beschriebenen Untersuchungen und die erfaotenh Voruntersuchungen
wurden in der Zeit vom 05.11.2006 bis 25.04.2008 der Genehmigung der
zustandigen Behoérde der Regierung von OberbayeWatter-Brendel-Zentrum flr

experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-Unrggtat Minchen durchgefihrt.

3.1 Etablierung eines Modells

3.1.1 Versuchstiere

Fur die Aufbauoptimierung, Voruntersuchungen urelModelletablierung wurden 34
weibliche Meerschweinchen (Albino Hartley Meerschneben, Firma Charles River
Wiga, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht v@50-418 g verwendet. Zur
Validierung des Systems mit den im Folgenden bésiobnen Versuchen wurden
weitere 6 weibliche Meerschweinchen (Albino Hartl®leerschweinchen, Firma
Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland) mit einéewicht von 250-418 ¢
verwendet.

Die Tiere wurden bei konstanter Raumtemperatur 28rfC, einer Luftfeuchtigkeit
von 50-60 % und einem Hell-Dunkel-Zyklus von 14 @ Stunden gehalten. Sie
erhielten standardisiertes Futter (Altromin C108Mtromin, Lage) und Wasser ad
libitum.

3.1.2 Narkose

Die Narkoseeinleitung erfolgte bei den spontan attea Meerschweinchen in einem
Kunststoffkasten durch ein Gasgemisch aus 0,7 |/Bauerstoff (@, 0,5 I/min
Lachgas (MNO) und 2 Volumenprozent Halothan. Die Narkose wuirdeweiteren
Verlauf durch die Gabe von Ketamin i.p. 85mg/kg pe@ngewicht (KG) und Xylazine
8,5mg/kg KG abgeldst. Ein chirurgisches Anasthegesu wurde aufrechterhalten
indem die Meerschweinchen (alle 30 min) eine h&lbsis Ketamin (42,5 mg/kg KG)
und Xylazine (4,25 mg/kg KG) erhielten.

Mit der Kombination von Ketamin und Xylazine |assth eine Vollnarkose mit guter
Analgesie und Muskelrelaxation erreichen. Diesentater Narkose hat dartber
hinaus nur geringe Auswirkungen auf die Vitalparmnewie Herzfrequenz,
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Blutdruck, Atemfrequenz und Temperatur (129-131)us&zlich mindert die
sympathomimetische Wirkung des Ketamins die durclazn verursachte
Bradykardie und AV-Bldcke. Ketamin und Xylazine wwan ausgewahlt, da sie schon
friher bei der Anasthesie von anderen Labortietersiaher beschrieben wurden und
ihre pharmakologischen Wirkungen durch langjahAg&endung bekannt sind (131).
Diese gewahlte Anasthesieform ermoglicht somit miggische und konstante
Versuchsbedingungen.

Zusatzlich zu der i.p. Narkose wurden fortdauerpd I0min G und 0,5 I/min NO
Uber die Atemluft appliziert. Wahrend der gesamensuchsdauer wurde Flissigkeit
i.v. zugefuhrt (NaCl 0,9 % (Braun, Melsungen, Dehtand), 8ul/100g KG/min) um
den renalen Blutfluss konstant zu halten und deneraiy bedingten

Flissigkeitsverlust zu kompensieren.

3.1.3 Lagerung und makrohdmodynamisches Monitoring

Nach Induktion der Narkose wurden die Tiere zumvadung einer Hypothermie auf
einer temperaturregulierten Heizplatte in Rickealaglagert, so dass eine rektal
gemessene Temperatur von 37,5 °C — 38,5 °C auédwiten wurde.

Der Kopf des Tieres wurde mit einem speziell anggfen Kopfhalter fixiert, sodass
die Atembewegungen des Tieres keinen Einflussi@uBildqualitat ausubten.

Fur die kontinuierliche Aufzeichnung des mittler@meriellen Blutdrucks (MAP) und
zur Applikation von Fluoreszeinisothiozyanat (FIT@)d Natriumnitroprussid (SNP)
wurden die linke Arteria femoralis sowie die reckiEna jugularis interna durch einen
Hautschnitt freigelegt und mit PolyethenkathetdPor{ex Polythene Tubing, innerer
Durchmesser: 0,28 mm, &ufRerer Durchmesser: 0,619mths Medical International
Ltd, London, England) kanduliert. Die Platzierung Hatheter in den Gefal3en erfolgte
unter Zuhilfenahme eines Leica Operationsmikroskbpga, WILD Heerburg M650,
Schweiz).

Der mittlere arterielle Blutdruck wurde in der Aenfioralis Uber einen AD-Wandler
gekoppelten Druckabnehmer (Statham Pressure Tre@msdilugo Sachs, March,
Deutschland) unter zu Hilfenahme der Software DASY (National Instruments,

Austin, USA) kontinuierlich aufgezeichnet.
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Auf eine Katheterisierung der A. carotis wurde @en Versuchen bewusst verzichtet,
um mogliche Interferenzen mit den Ableitungen deinrngtammpotentiale
auszuschlief3en.

Uber ein am rechten Vorderlauf angebrachtes Puiseigr (NONIN Sp@ HF
Messung, mediquip  Medizintechnik, Kirchzarten, [Bebtand) wurden
Sauerstoffsattigung und Herzfrequenz  kontinuierlichber den gesamten
Versuchszeitraum beobachtet und aufgezeichnet.

3.1.4 Chirurgische Technik

Nach Umlagerung in Bauchlage und erfolgte der eetr@ulare Schnitt am rechten
Ohr. Anschliel3end wurden die Muskeln durch stungbiasfe Praparation nach dorsal
und kranial verlagert und der temporale Knochen ded knorpelige Gehérgang
dargestellt. Unter Zuhilfenahme des Leica Operatmiroskops konnte nun die Bulla
mechanisch im dorsalen Teil Gber einen ventroleerdugang ertffnet werden. Bei
Nagetieren ist die das Mittelohr umgebende Bullaggnica immer pneumatisiert, so
dass sich Nagetiere besonders fiir eine Darstelldeg Cochlea eignen. Das
Trommelfell und die Sehne des M. tensor tympani dsar durchtrennt. Alle

Gehorknochelchen wurden dargestellt und im weitérenauf entfernt, um einen

besseren Zugang zur Cochlea zu ermdglichen. AnatbmiOrientierungspunkte wie
der Nervus facialis und die Bogengénge wurden ifigiett. Die anschliel3ende

Erweiterung des Zugangs erlaubte eine freie Sichdi@ Cochlea (Abbildung 12).

Abb. 12: Rechtes Ohr eines Meerschweinchens: PostaurikulZuigangsweg mit Darstellung der
Cochlea.
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Zur Darstellung und Beobachtung des cochlearerflBdsies im Kapillarbett der Stria
vascularis wurde ein rechteckiges Fenster (Gro3®,2ax 0,3 mm) im Bereich der
zweiten bis dritten Windung der Cochlea angelegt.

Hierzu wurde mit einem Skalpell (Feather disposabtalpel No.11, FEATHER
SAFETY RAZER CO., LTD, Osaka, Japan) ein Rechteckpariert. Der hierdurch
entstehende Knochendeckel wurde mit einer dinneneRe abgehoben. Abbildung
13 zeigt eine schematische Darstellung des Cod@histdrs.

Abb. 13: Schematische Darstellung der Cochlea mit dem Bgeuobenen Knochendeckel (aus Ren et
al. (133)).

3.1.5 Intravitalmikroskopie (IVM)

Die Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht eine Quarigfung von Parametern der
cochledren Mikrozirkulation wie der Erythrozyteefligeschwindigkeit, des
Kapillardurchmessers, der funktionellen GefaRdicine des Blutvolumenstromes.
Lebende biologische Gewebe haben (blicherweise runégnem hellen
Lichtfeldmikroskop wenig Kontrast, so dass Malnahnmir Verbesserung des
Kontrastes bei ungefarbten Geweben notwendig sbese basieren oft auf
Techniken, welche sich polarisiertes Licht zu Nutzachen. Dies ist bei der intakten
Cochlea jedoch nicht moglich, weshalb Fluoreszert&ken ein wichtiger
Bestandteil zur Quantifizierung von Parameternabehledaren Mikrozirkulation sind,
da die Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen den Kontlestcochlearen Kapillarbetts bei

invivo Aufnahmen des Innenohres verbessert (Abbildung 14)
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Abb. 14: Diese Abbildung zeigt eine mikroskopische Sicht@echlea im operativen Situs und das mit

FITC-Dextran markierte GefalRbett der Stria vasésikanter dem Intravitalmikroskop.

3.1.5.1 Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)

Die Visualisierung der cochledren Mikrozirkulati@nfolgte bei diesen Versuchen
durch die intravendse Gabe von 0,05 - 0,1 ml 5%prélsreinisothiozyanat (FITC)-
markiertem Dextran (MW 150,000; Sigma, Aldrich, 8snhofen, Deutschland, 5 g/dI,
geldst in 9% Kochsalzlésung) Uber einen Zeitraum omin vor der IVM. FITC-
Dextran fungierte hierbei als Plasmamarker.

Dextrane sind stabile, nicht toxische Polymere, dne einer grof3en Breite
verschiedener Molekulargewichte zur Verfigung stehon de Belder und Granath
(134) wurde eine Methode zur Bindung von Fluoresgezyanat an Dextranmolekiile
entwickelt, sodass die Visualisierung und Analysigy des Blutflusses bei
Kreislaufversuchen deutlich verbessert werden le(b85). FITC Substituenten sind
bei normalen pH Wert und bei Raumtemperatur statml verteilen sich gleichmafiig
Uber die Dextranmolekile. Die Fluoreszeinpartikeerden durch eine stabile
Thiocarbamyl-Bindung an das Dextran gebunden, atass eine Depolymerisierung
des Dextrans wahrend des Markierungsvorgangedirsiatt Hierbei bleiben die
Permeabilitdtseigenschaften des FITC markierten tBeg im Wesentlichen
unverandert, sind in vivo stabil und weisen eirt& ggite Biovertraglichkeit auf (136).
FITC-Dextran wurde dem Meerschweinchen intravergialweicht. Bei der in diesen
Versuchen verwendeten Molekilgro3e besteht nur gemenge Extravasation des

Plasmas, da nur Molekule bis zu einer Grof3e vokD@durch die GefalRwand treten
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kénnen und die ausgeschiedene Fraktion durch dezeNisehr gering ist. Seine
Halbwertszeit hangt von der AmylasekonzentrationBlat der Tierspezies ab. Erst
wenn die Dextrane von der Amylase auf eine GroReiner 70 kDa gespalten
wurden, kommt es zur einer Diffusion nach extrayadies tritt erst nach mehreren
Stunden ein. Somit kommt es bei der vorliegendens#sdauer nicht zu einer
Extravasation (137).

Das gegebene Volumen betragt weniger als 1% bisi@¥Blutvolumens eines 350 g
Meerschweinchens und hat somit keine AuswirkungdaufVersuch.

Unter dem Intravitalmikroskop erscheint das Bluspta in den Lumina der Gefal3e
hell und die einzelnen Erythrozyten dunkel, so dasse Messung der
Erythrozytengeschwindigkeit moglich wird (136,137).

3.1.5.2 Technischer Aufbau

Fur die videofluoreszenzmikroskopischen Aufnahmeamden die Tiere auf einem
Prazisions X-Y-Tisch (Merzhauser, Wetzlar, Deutand) platziert.

Die selektive Beobachtung von FITC- Dextran matkier Plasma erfolgte in
Epiillumminationstechnik mit einem modifizierten iZs Mikroskop (Axiotech Vario,
Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland), einer FluoAichtquelle (Leitz, Wetzlar,
Deutschland) und einer 100 W Quecksilberlampe (HBQsram, Muinchen,
Deutschland).

Das Licht wurde durch an einen spezifischen Filtatb geleitet (Anregung: 450-490
nm, Emission: >=515 nm), sodass unter Verwenduegedi Fluorochroms und des
angegebenen Emissionsspektrums die cochledre Ntikutetion im Gefal3system

visualisiert werden konnte (Abbildung 16).
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Abb. 16: Aufbau des Intravitalmikroskops.

Wir verwendeten ein 2,5x Plan Neofluar Objektiv i&&¢ mit einem Arbeitsabstand
von 9,3 mm und einer numerischen Apertur (NA) vadiv8 NA (Zeiss Plan-Neofluar
2,5 x/0,075 Pol 1113-1130/-, Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) fur eine
orientierende Einstellung des Aufnahmefeldes soeie 20x Olympus SLMPI
Objektiv (Olympus, Hamburg, Deutschland) mit ein@mbeitsabstand von 21 mm
und einer numerischen Apertur (NA) von 0,35 NA ¢@pus SLMPLN 20x/0,3%o/-
/26,5) fur die Aufnahmeeinstellungen. Die Mikrozitation wurde mittels einer
Videokamera (C2400-08; Hamamatsu, Herrsching, [Rbailaad) auf einem
Bildschirm (Sony, Tokyo, Japan, Diagonale 48 cnrydatellt und mit einem digitalen
Videorekorder (Sony DV Digital Videocasette recor@SR-45D DV Cam, Sony,
Tokyo, Japan) auf S-VHS Videokasetten (Sony, Tokaman) aufgenommen. Datum
und Uhrzeit wurden Uber einen in das Videosignageblendeten Videozeitgenerator
(For A Video Timer VTG-33, For A Company limitedpRyo, Japan) aufgezeichnet,
um spater die aufgenommene cochledre Mikrozirkutatund die ermittelten
Horschwellen zeitlich zu korrelieren (Abbildung 17)
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Abb. 17: Zeigt den Versuchsaufbau. Intravitalefluoreszekroskopie (IVM) kombiniert mit der
Horschwellenmessung (GSI- Audera, PC GSI- Audera).

Spater wurden die Aufnahmen off-line mit einem Bildlyseprogramm (CAP
IMAGE, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) anabssi Dieses System wurde von
Zeintl et al. und Klyscz et al. (138-141) bescheiebund erlaubt Messungen
mikrozirkulatorischer Parameter wie der funktioaell Gefal3dichte, der
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit und der Gefal3doresser (141). Die Auswertung
der erhobenen Daten der ErythrozytenflieRgeschgkaili erfolgte mittels der Line-
Shift-Diagramm-Methode, da sie reliable und objektiMessergebnisse liefert.
Hierbei wird eine gerade oder beliebig gekrimmtessliaie entlang des zu
messenden BlutgefalRes gelegt. Danach kdnnen Bildeegn mit einer Dauer von bis
Zu einer Minute ausgewertet werden. Wahrend desiMeswerden fir jedes Halbbild
die Grauwertdaten entlang der Messlinie geleseninreinem Bildspeicher mit den
aneinandergereihten Messlinien angezeigt. WennzsBhwahrend der Messsequenz
eine dunkle Plasmaliicke entlang der Messlinie &vtgt, wird diese Fortbewegung
im Diagramm der nebeneinander gezeichneten Graliment als dunkle, schrag
verlaufende Linie sichtbar, da die dunkle Plasmadiauf der Messlinie von Halbbild
zu Halbbild je nach Flussrichtung etwas nach ufian. nach oben wandert (Line-
Shift-Diagramm). Durch Markierung dieser schragamdn im Line-Shift-Diagramm
(Abbildung 18) wird automatisch deren Steigung &etti und daraus die

Geschwindigkeit berechnet. Es besteht die Madoglithkenehrere Messlinien
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gleichzeitig zu zeichnen und somit in einem Durahlaan mehreren Stellen

gleichzeitig die Erythrozytengeschwindigkeit zu s@s

N

71N

1. 2.3 4. 5. Halbhid

dS[mm
VoS =

cit

Abb. 18: Schematische Darstellung der Line- Shift- Diagrarivathode (nach Klysc et al.).

3.1.5.3 Mikrozirkulatorische Parameter

Mit Hilfe der Auflichtvideofluoreszenzmikroskopie urden die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit und der GefalRdarebser der Kapillaren der Stria

vascularis der Cochlea quantifiziert.
3.1.5.3.1 Erythrozytenflie3geschwindigkeit

Die Bestimmung der Erythrozytenflie3geschwindigkeifolgte an mindestens vier
sich in der Fokusebene befindenden Kapillaren dashligafensters. Nach Abschluss
des Experimentes wurde die FlieBRgeschwindigkeit Iriife des Programms Cap

Image bestimmt.

3.1.5.3.2 GefaRdurchmesser

Analog zu der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit wemddie GefalRdurchmesser zu
den festgelegten Messzeitpunkten in drei der visiealen Gefal3e mit Hilfe des
Programms Cap Image in Mikrometern gemessen. Beipz ®nage- System wird die

Vergrofierung, nach vorheriger Einstellung der inmd&ersuch verwendeten
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ObjektvergroRerungen, Uber die gesamte Abbildurigskén horizontaler und
vertikaler Richtung gemessen. Die dabei gemesseeeeXung wird bei allen
geometrischen Berechnungen bertcksichtigt, sodass dnanuelle Markierung der
GefalRrander, bei automatischer Berechnung der 8emen zum Gefaldverlauf, der
GefalRdurchmesser gemessen werden kann. Messungeankéowohl am Standbild

als auch am laufenden Bild durchgefihrt werden.

3.1.6 Horschwellenbestimmung mittels akustiscteearter Potentiale

3.1.6.1 Akustisch evozierte Potentiale (AEP)

Der physiologische Vorgang des Hoérens hat eine zdldl von bioelektrischen
Potentialanderungen in der Cochlea, im Hornerv undZNS zur Folge. Diese
Potentialanderungen kdnnen zu einer objektiven &amgprifung des Gehors
verwendet werden, da die Hirnstammpotentiale aoctschlaf, in Narkose und bei
Versuchstieren nachgewiesen werden kénnen. Dietcristth evozierten Potentiale
(AEP) werden an der Schadeloberflache mit Hilfe vadadel- oder
Oberflachenelektroden abgeleitet. Durch konsekutMeplikation gleichformiger
Reize und Mittelung der Reizantworten wird auch Awfzeichnung sehr kleiner
Potentialanderungen mdoglich. Ein wiederholter akoker Reiz bewirkt innerhalb
eines Zeitabschnitts gleichférmige Potentiale,rdieimmer gleicher Latenz auftreten
und somit durch Addition dargestellt werden konnddie Addition bewirkt
gleichzeitig eine erwinschte Verkleinerung der niochit dem Reiz korrelierten
Hintergrundpotentiale (Storpotentiale), da ihreivikét zeitlich zufallig erfolgt.

Frihe akustisch evozierte Potentiale (FAEP), aucBRA(auditory brainstem
response), BERA (brainstem evoked response audigmet oder
Hirnstammaudiometrie genannt, sind eine Untergrupee akustisch evozierten
Potentiale. Sie entstammen verschiedenen Kerngebigh Hirnstamm (Oliva
superior, Lemniscus lateralis, Colliculus inferiamd bestehen aus Wellen, die nach
den Erstbeschreibern Jewett und Williston (1971pabat wurden. Diese Wellen
weisen sechs typische Potentiale auf, die mit demschen Ziffern I-VI beschrieben
werden (142). Klinisch ordnet man den Ursprung fjiedelle einem Kerngebiet im
Hirnstamm zu (Abbildung 19).
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Abb. 19: Die Kurve nach Jewett und Williston zeigt die tyie Form der auditorisch evozierten
Hirnstammpotentiale, die aus 5-6 Wellen (I-VI) keddt Die Potentiale sind Ausdruck der akustisch
induzierten Aktivitdt des Hornervs und der Horbadumonen. Die Wellen  entstehen durch
Dipolbildungen in den angegebenen anatomischenktBten. (modifiziert nach Hals-Nasen-

Ohrenheilkunde, Herausgeber: Probst, Grevers, tiefiie Verlag, 3. Auflage,2008.)

3.1.6.2 Vorbereitungen zur Messung der akustisoziexten Potentiale

Zur Generierung der akustischen Stimuli und Messw®ey HoOrschwelle am
kontralateralen Ohr wurde fir die Versuche ein &ystzur Bestimmung akustisch
evozierter Potentiale (GSI Audera, VIASYS Neuro €afnc., Madison, USA)
verwendet (siehe Abbildung 20).
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Abb. 20: Versuchsaufbau zur Messung der Hirnstammpotentiale.

Zur Messung der akustisch evozierten Potentialel@muden Tieren vor der Eréffnung
des Cochleafensters Messelektroden angelegt. DgatNelektrode wurde subdermal
am linken Procesus mastoideus plaziert, die Pesd#fitrode tber dem Vertex. Die
Referenzelektrode wurde ebenfalls subdermal im ilz&en Muskel unter der

Nackenhaut positioniert und alle Elektroden wurden das Messgerat Uber einen

Vorverstarker angeschlossen (Abbildung 21).
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Abb. 21: Elektrodenplatzierung zur Messung der Hirnstammpuke unter dem IVM.

Bei allen Tieren wurde vor Beginn der Messungernrfaiodt, ob ein positiver Preyer
Reflex vorlag, der Gehodrgang frei von Detritus udas Trommelfell regelrecht
konfiguriert war. Die Impedanz wurde ebenfalls Vdersuchsbeginn durch die
Impedanz Testfunktion des GSI Audera Systems bisirrem Mindestwiderstand von
5 kQ getestet. Alle Messungen wurden in einem extradiégsen Versuchsaufbau
angefertigten Faradayschen Kafig durchgefihrt, udglimhen Interferenzen und

damit gegebenen Messungenauigkeiten vorzubeugen.

3.1.6.3 Messung und Auswertung der akustisch exeni€’otentiale

Die Elektroden wurden Uber einen Vorverstarker as &SI Audera Messsystem
angeschlossen. Zur cochlearen Stimulation wurdediesien Versuchen ein Sinuston
mit einer Frequenz von 8 kHz und einer Dauer vans@aMillisekunden verwendet.
Die Steuerung der Stimulusparameter erfolgte didgiib@r den Steuerungsrechner des
Systems. Fir eine Ableitung der BAEP mussen dim8ti1000-2000 mal wiederholt
und die nachfolgende Antwort gemittelt werden. Dvechtigsten Messwerte der
BAEP sind die zeitlichen Abstédnde zwischen den &elind die Nachweisschwelle
des Potentials V. Das Potential V kann bereits et@adB tber der Horschwelle
registriert werden (143) (Abbildung 22).
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Abb. 22: BERA mit Normalbefund.

Die Horschwelle wurde durch schrittweise Reduktitar Lautstarke ausgehend von
75 dB SPL und Mittelung der elektrischen Signalengweils 1200 aufgezeichneten
Reizantworten ermittelt. Wahrend Potentiale, diet viiber der Horschwelle lagen,
ausgehend von 75 dB in 10 dB Schritten aufgezetctimoeden, wurden Potentiale
nahe der Horschwelle in 5 dB Schritten dargestéith. die Reliabilitat der erhobenen
Werte zu ermitteln, wurde jede Messstufe der Havetlenmessungen mindestens
zweimal durchlaufen. Bei diesem Messverfahren gar von einer Messgenauigkeit
von + 10 dB aus.

Die initiale Horfunktion des linken Ohres wurde vdem Zeitpunkt der ersten
Natriumnitroprussidgabe am Punkt O min gemesseritevéeHorschwellenmessungen
fanden jeweils nach der Blutdrucksenkung durch iN@nitroprussid und

Blutdruckerholung bis zum Versuchsende nach 120staitt.
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3.2 Der Einfluss vasodilatierender Stoffe auf digndzirkulation und die HArschwellen

Vivo

3.2.1 Natriumnitroprussid

Die Substanz Natriumnitroprussid wurde auf Grumen Eigenschaften zur direkten
Vasodilatation der cochledren Blutgefal3e in di€Stidie verwendet. Die Wirkung
wird Uber die lokale Freisetzung von Stickstoffmmico (NO) in der cochleéaren

Mikrozirkulation vermittelt. NO stimuliert die Aktitat der Guanylatcyclase; dadurch
kommt es zu einem intrazellularen Anstieg von cGM®Iches die Konzentration von
freien Kalziumionen im Zytoplasma, das heil3t das Bindung mit Calmodulin

verfigbare Kalzium, durch eine Verschiebung in dasloplasmatische Retikulum
reduziert. Die Erh6hung der cGMP Konzentration fi#wr einer Dephosphorylierung
der Myosinleichtketten und damit zu einer Relaxatiter glatten Muskulatur. Somit
kommt es zu einer starken Vasodilatation der Agternd in geringem Ausmalf auch
der Venen. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit vorriNennitroprussid von weniger

als zehn Minuten ist eine kontinuierliche intravea&erabreichung erforderlich (97).

3.2.2 Versuchsgruppe

Zur Modellvalidierung wurde eine Gruppe mit insgasé Meerschweinchen

untersucht.

3.2.3 Versuchsprotokoll

Die Tiere wurden wie zuvor beschrieben mit einenerallen und einem vendsen
Katheter versorgt. Nachfolgend erfolgten die Prafan des Cochleafensters fir die
Intravitalmikroskopie und die Positionierung derbdarmalen Elektroden zur
Bestimmung der Horschwelle. Die Dauer der chirwtgen Praparation betrug ca. 1 h.
Direkt im Anschluss an die Praparation erfolgte dig. Applikation des

Plasmamarkers Fluoreszeinisothiozyanat zur inebmikrokopischen Untersuchung
der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit. Daraufhin wder der Erythrozytenfluss
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visualisiert und aufgezeichnet. Zeitgleich wurdem AIEP s bestimmt. Der Ablauf der

Untersuchung ist schematisch in Abbildung 23 wigdgeben.

Mezsung der Parameter: WM, BR,  Messung der Parameter: Wi, RR,
Harzchweale Hirzchw ells

MNitr iLmnitroprus sic ‘ Natriumntropru s id| MNatriumntroprus sid

=20 0 40 8o 120 Zet

Bazelinetnaram eter
stabil ther 20 min

Abb. 23: Experimentelles Protokoll im Rahmen der Modellé&bng. Einzelheiten vgl. Text.

Natriumnitroprussid (Nitroprugs, Nitroprussidnatrium, Schwarz Pharma, Monheim,
Deutschland, 1 Ampulle Trockensubstanz mit 52,75img0 ml Glucose 5%) wurde
in einer Verdinnung von 1:10 Uber den ventsen Kathenit Hilfe einer
Infusionspumpe verabreicht. In einem ersten Schwitide eine Bolusgabe (0,5 mg/kg
KG, 0,3-0,5 ml) appliziert. Anschliel3end erfolgtée ckontinuierliche Gabe von
Natriumnitroprussid (0,0125mg/ml, 0,05 ml/min, eheet aus der Produktangabe 0,2
pg/kg/min) durch eine Infusionspumpe (Sp100i syeipgmp WPI, UK). Der mittlere
arterielle Blutdruck (MAP), cochleare Blutfluss (EB und die AEP’s wurden
kontinuierlich registriert nachdem stabile Basideefiber einen Zeitraum von
mindestens 10 min aufgezeichnet worden waren. M&etkung des Blutdrucks Uber
einen Zeitraum von 10-20 min, wurde die Infusiomape ausgeschaltet und eine
komplette Remission des Effekts abgewartet. Um Herfluss auf den mittleren
arteriellen Blutdruck, den cochlearen Blutfluss whe Horschwelle erneut zu testen,
wurde dieser Vorgang zweimal pro Tier, so wie zuveschrieben, wiederholt. Daten
wurden wahrend eines Zeitraumes von 120 min naclerdéen Applikation erhoben.
Die Nitroprussid- Versuche wurden max. 120 min n&#ginn der intravitalen
Videofluoreszenzmikroskopie durch i.v. Gabe eindbetdiosis des Narkotikums

(Ketamin und Xylazine) terminiert.
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4 Statistik

Alle statistische Analysen wurden unter Verwenduwgs Software SPSS
(Version12.0) durchgefihrt.

Pearson’s Korrelationsanalysen wurden benutzt, iemBéziehung zwischen dem
mittleren arteriellen Blutdruck, dem cochlearen tBuss und der Hoérschwelle zu
verschiedenen Zeitpunkten zu ermitteln. Die Grunteve der cochleéren
Blutflussgeschwindigkeit und des mittleren artéeiel Blutdrucks wurden mittels t —
Test mit den Werten nach Nitroprussidgabe verghcHgie Korrelationen wurden
nach der Bonferroni Methode (145,146) korrigierntéischiede wurden bei einem

p<0,05 als signifikant gewertet.

Samtliche Werte werden als Mittelwerte (MW) mit i&tardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Die Mittelwerte der jeweiligendPaeter rekrutieren sich aus den
Mittelwerten der sechs (n=6) Versuchstiere.
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5 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuché)(dargestellt. Zunachst wird
auf die Vitalparameter der Versuchstiere eingegangenschlieRend werden die
analysierten mikrodynamischen Parameter der coahie®likrozirkulation und der

Horschwelle sowie die Veréanderungen des mittler&ariallen Blutflusses dargestellt.
Die chirurgische Praparation zur Versuchsvorbengituwurde von allen

Meerschweinchen gut toleriert. In der Kontrollphase Versuchsbeginn wurden alle
Parameter mindestens 20 min beobachtet und aubhemti bevor der Versuch

gestartet wurde.

5.1. Korpertemperatur

Die rektale Temperatur wurde wahrend des gesamegsu¢hsablaufs konstant bei
38,0 £ 1 °C gehalten (n=6).

5.2. Sauerstoffsattigung und Herzfrequenz

Die Sauerstoffsattigung lag durch fortlaufende $sto&égabe von 0,7 I/min zwischen
99 und 100%.

Die Herzfrequenz aller Tiere (n=6) betrug wéhreed dersuche zwischen 150 und
210 Schlage pro Minute.

5.3 Mikrozirkulation

5.3.1 Durchmesser der Gefal3e der Stria vascularis

Die intravitalmikroskopisch beobachteten Gefal3e $lgla vascularis der einzelnen
Versuchstiere variierten in ihrem Durchmesser zinesc6,1um und 14,9um. Die
GefalRe zeigten Uber den Versuchszeitraum einecheren Mittelwert von 9,4 2,7
pm. Diese Messung erfolgte bei jedem Tier in jewsiksr intravitalmikroskopisch
sichtbaren GefaRen (n=6). Es konnten keine sigmfén Anderungen der

GefalRdurchmesser in dem beobachteten Versuchsueittargestellt werden.
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5.3.2 Cochleérer Blutfluss (CBF)

Nach der intravitalmikroskopischen Darstellung 8@pillarbetts der Stria vascularis
wurden entsprechend des Versuchsprotokolls Videealfnungen des cochleéren
Blutflusses vorgenommen.

Der cochleare Blutfluss wurde bei jedem Versuchgtie6) in mindestens vier der
sichtbaren Kapillaren mit Hilfe des Programms CAfRage offline gemessen.

Die mittlere Erythrozytenfliegeschwindigkeit voreMuchsbeginn bewegte sich
zwischen 53t 6 pm/s in GefalRen mit kleinem Durchmesser und 283%6 pm/s in
gréReren zufihrenden Gefalien.

Um Anderungen des cochledren Blutflusses uber dimgere Versuchszeit
darzustellen, wurde die Natriumnitroprussidgabeedmbchen und eine komplette
Remission des Effekts abgewartet.

Die mittlere FlieRgeschwindigkeit aller beobachteBefalRe lag bei 108919 pum/s.
Nach Gabe von Natriumnitroprussid kam es zu einigmifé&kanten (p<0,01) Anstieg
der Erythrozytenflie3gschwindigkeit bis zu einemxitaum von 161+ 26 um/s (52t

7 um/s Abweichung von dem Ausgangswert) nach 16 mie. \Zeranderungen der
cochledren Mikrozirkulation wurden im Versuchsablamit zwei weiteren
Messperioden erneut getestet. Nach Beendigung Mer Gabe, reduzierte sich die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit auf 12317 um/s 40 min nachdem die Aufnahmen
begonnen wurden. Nach der zweiten Gabe von Natitoopnussid (30 min), stieg die
FlieBgeschwindigkeit erneut signifikant (p<0,01)f @in Maximum von 160+ 31
pum/s (51+ 12 um/s Unterschied zum Ausgangswert). Die zweite cécbeBlutfluss-
Restitution (125t 14 um/s; 16+ 5 um/s vom Ausgangswert) wurde 80 min nachdem
die Aufnahmen begonnen wurden erreicht. Wahrendzdesten Re-tests, stieg der
cochleare Blutfluss signifikant (p<0,01) auf einxitaum von 157+ 25um/s (48+ 6
pm/s vom Grundwert). Es wurde also parallel zum @iutkabfall ein Anstieg des
cochlearen Blutflusses von 39% wahrend des erS&¥, wahrend des zweiten und
61% wahrend des dritten Zyklus beobachtet. Die-rigstst Korrelation fur die
cochleéaren Blutflussmessungen an funf ZeitpunkinMhtriumnitroprussidgabe lag
in einer Spanne (Pearson’s r) von 0,78-0,82 (p90,@lies zeigt eine gute
Reproduzierbarkeit.
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5.4 Akustisch evozierte Potentiale

Die Messung der akustisch evozierten Potentialdimken Ohr der Versuchstiere
erfolgte zunachst ausgehend von 75 dB in 10 dB itBamr Horschwellennahe
Potentiale, in diesem Versuch war das ab 20 dBFdér wurden in 5 dB Schritten
gemessen. Es erfolgten bei allen Versuchen Mesaubigezu einer unteren Grenze
von 5 dB.

Die mittlere Hérschwelle aller 6 Tiere lag in deonvuns gemessenen Grenzen bei 19
+ 6 dB bei einer Frequenz von 8 kHz.

Abbildung 24 zeigt exemplarisch das Ergebnis dessvag der akustisch evozierten

Potentiale bei einem Meerschweinchen wahrend &resuches.

5pv
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Abb. 24: Abbildung 24 zeigt exemplarisch die Messung dePAEam linken Ohr eines Versuchstieres
einer Frequenz von 8 kHz. Die Welle 5 nach Jewisst sich deutlich bis 15 dB identifizieren. Bei
diesem Tier lag die Horschwelle bei 15 dB.

Die Horschwelle veranderte sich nach Natriumnitnggidgabe nicht signifikant. Die
Korrelation zwischen dem mittleren arteriellen Bluick und den erhobenen akustisch
evozierten Potenzialen zeigt Abbildung 13.

Der Korrelationskoeffizient betragt r = 0,01 undgtedass bei dem durchgefiihrten
Versuch keine Korrelation zwischen der Horschweltel dem mittleren arteriellen
Blutdruck besteht (Abbildung 25).
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Abb. 25: Abbildung 25 zeigt die Korrelation zwischen der ABHGrschwelle und dem mittleren
arteriellen Blutdruck aller Versuchstiere. Der Kaationskoeffizient betragt r = 0,01 (p > 0,05). Es
besteht somit keine Korrelation.

5. 5 Mittlerer arterieller Blutdruck

Die Basalwerte des mittleren arteriellen Blutdrueksr Versuchstiere lagen bei %4
15 mmHg.

Nach 24 min nach der Applikation von Natriumnitnogsid fiel der Blutdruck
signifikant (p<0,01) auf ein Minimum von 36 13 mmHg. Dies entspricht einer
Reduktion von bis zu 54% des Ausgangswertes. Digokéynsion wurde uber einen
Zeitraum von 30 min aufrechterhalten.

Um die Reproduzierbarkeit und Stabilitat der ermame Daten Uber eine langere
Versuchszeit zu zeigen, wurde die Gabe von Natrittoprussid unterbrochen und
eine komplette Remission des Effekts abgewarte¢ eranderung des mittleren
arteriellen Blutdrucks unter Gabe von Natriumnittggsid wurde mit zwei erneuten
SNP Gabezyklen und Messungen wiederholt. Die @idige Erholung des MAP trat

35 min nach dem Ende der Natriumnitroprussidgabe ei
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Bei der zweiten SNP- Applikation (30 min), sank d&AP signifikant (p<0,01) auf
ein Minimum von 32+ 11 mmHg. Das entspricht einem Blutdruckabfall \os zu
56%. Diese Hypotension wurde fir 30 min durch diau&infusion von SNP
aufrechterhalten. Die zweite Erholung des Blutdsuekirde 75 min nach Beginn der
Behandlung erreicht.

Wahrend des zweiten Re-tests (30 min) (d.h. detedriSNP Gabe), sank der MAP
signifikant (p<0,01) auf ein Minimum von 27 12 mmHg. Der dritte Zyklus brachte
damit eine Blutdrucksenkung von bis zu 60%, der MA&&rde bis zum Ende des
Experiments 110 min nach erstmaliger SNP- Gabeéngt gehalten.

Der gesamte Versuchsverlauf mit Messung der Paemmetnes Tieres ist

exemplarisch in Abbildung 26 dargestellt.
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Abb. 26: Zeigt den Versuchsverlauf bei einem Tier mit repriiativen Messergebnissen des mittleren
arteriellen Blutdruckes (MAP), des cochledren Blgges und der Horschwelle.

Eine Zusammenfassende Darstellung des Verhaltehsashledren Blutflusses, der
Horschwelle und des mittleren arteriellen Blutdmsickaller Versuchstiere

veranschaulicht Abbildung 27. Die Abbildung 28 zeigas Verhalten der
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Versuchsparameter von allen sechs Tieren wahrendr dersten

Natriumnitroprussidgabe.
Wahrend der Perioden des erniedrigten Blutdruclkes ks zu keinem Abfall der
Sauerstoffsattigung, allerdings aber zu einem deter Anstieg der Herzfrequenz

von 10— 30 Prozent im Vergleich zum Ausgangswert.
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Abb. 27: Dargestellt sind die Anderungen des cochlearetflBéses (CBF), der Horschwelle und des
mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) Uber einklesszeitraum von 120 min. Die Werte sind als

Mittelwerte £ einer Standardabweichung angegeben. * P< 0,0B<®,01.
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Abb. 28: Mittelwerte von cochledrem Blutfluss (CBF), Hors@il® und mittlerem arteriellem
Blutdruck (MAP) aller 6 Versuchstiere in Abhangigkeder Zeit nach der ersten
Natriumnitroprussidgabe. Die Werte sind als Mittette = Standardabweichung angegeben. * P< 0,05,
** P<0,01.
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6 Diskussion

6.1 Wissenschatftlicher Hintergrund und Zielsetzunge

Eine Veradnderung des cochlearen Blutflusses wedealer der Hauptfaktoren in der
Pathophysiologie verschiedener Innenohrerkrankunwgendem Horsturz  diskutiert
(147-150). Dennoch konnten bisher nur wenige Beaviis diese Hypothese erbracht
werden. Diese Tatsache kdnnte darauf beruhen, elassdirekte Beobachtung von
BlutgefalRen in der Cochlea aufgrund der anatomis&@itiation im Felsenbein beim
Menschen schwierig ist. Hinzu kommt, dass die Geghiicht grol3 genug fur eine
Darstellung mit bildgebenden Verfahren wie der Avggaphie oder der
Kernspintomographie ist. Aus diesem Grund war dasder vorliegenden Arbeit ein
Tiermodell zu etablieren, welches eine Darstellund Quantifizierung der cochleéren
Mikrozirkulation mit Hilfe der Intravitalmikroskogi in Kombination mit der
Horschwellenbestimmung mittels akustisch evozieRetentiale (AEP) ermdglicht
(149).

6.2 Diskussion des Modells

6.2.1 Einsatz des Meerschweinchens als Versuchstier

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untetsingen wurden an Albino
Meerschweinchen durchgefihrt.

Fur experimentelle Studien am Gehdr wurden in dergengenheit verschiedene
Tierarten z. B. Mause (151,152)Ustenrennmause (153,158 atten (151,155-157)
Kaninchen (158-161) und Chinchillas (162,163) beniFur die Darstellung der
cochleéren Mikrozirkulation stellt das Meerschwéieic das gangigste Modell dar
(151,163,164-173).

Daher wurde auch fir diese Versuche das Meerschivem aufgrund der guten
Zuganglichkeit der Cochlea, der Sensitivitat flirrhdm Hochtonbereich (174) und
der hinreichend bekannten Physiologie fur diesali8tals Versuchstier ausgewahlt.
Im Unterschied zum Menschen, ist die Cochlea beersishweinchen nicht in den
Knochen des Felsenbeines eingebettet und raginfiden Hohlraum des Mittelohres
hervor. Sie ist durch einen posterioren Zugangrzeiahen. Das Fehlen des Ramus
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6.2.2

stapedius der Arteriae stylomastoideae, die b&gg@mnNagern die basale Windung der
Cochlea kreuzt, stellt einen weiteren Vorteil dbrg). Das ausreichende Blutvolumen
der Meerschweinchen erlaubt zudem die Gabe vométeiMengen intravenoser
Flissigkeiten und Probenentnahmen fir Blutgasaealysohne merkliche
Auswirkungen auf den Kreislauf.

Albino Meerschweinchen, werden im Gegensatz zu eigrarten Meerschweinchen
gewahlt, da die mikrovaskularen Gefal3e (Kapillararteriolen, Venolen) mit der
IVM bei nicht pigmentierten Tieren deutlicher sight sind. Vasoaktive Substanzen
haben keine unterschiedlichen Effekte in Albinod ppigmentierten Tieren gezeigt.

Es steht allerdings fest, dass Melanin in der Gelalls vasoaktives Agens fungieren
kann. Dies sollte dann bertcksichtigt werden, wBfutflussergebnisse absolut und
nicht wie in unseren Versuchen relativ betrachtetden sollen (176), da die Werte

bei pigmentierten Meerschweinchen dadurch verfélseinden kénnten.

Mikrochirurgische Technik

Fur die IVM der Cochlea folgten wir den Beschreigen von Nuttal et al. (177). Fur

eine bessere Darstellung der Cochlea mussten damnielfell, die Sehne des M.

tensor tympani und alle Gehdrkndchelchen entfeertien.

Fur die Messung des cochelaren Blutflusses istces assentieller Bedeutung die
Fensterung der Lamina spiralia ossea atraumatissruéiihren. Dies ist ein kritischer
Schritt, welcher mit hochster Prazision und Vorsidrchgefthrt werden sollte. Die

GefalRe der Stria vascularis werden hierbei in daegiten bis dritten Windung der

Meerschweinchencochlea dargestellt und quantifizidrer ist die otogene Kapsel

dinn, sodass ein Fenster angelegt werden kann,datssedie Kapillaren der lateralen
Wand beeinflusst werden. GrolRere Perilymphfistetmnien mit dieser Technik

ebenfalls vermieden und dartber hinaus scharfeeBilber ein groReres Gesichtsfeld
erhalten werden.

Um ein optimales Bildergebnis zu erhalten wurde dashledre Fenster mit dem
Skalpell in der zweiten bis dritten Windung erottnBie erste Windung hat einen
hoheren Biegungsgrad wodurch es schwieriger isgchéedene Gefalitypen im Bild
scharf darstellen zu kdnnen. Vorausgehende phygsae Arbeiten haben auch
gezeigt, dass es schwierig ist ein Fenster in dsalen Windung zu erdffnen ohne
einen lokalisierten Verlust der cochlearen Funktzonriskieren. Die vierte Windung
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6.2.3

ist sehr zerbrechlich und das zirkulatorische Bstdreduziert auf wenige vaskulare
Kreislaufe im Vergleich zu der ersten, zweiten adi#iten cochlearen Windung (178);
die Wahrscheinlichkeit mehrere Gefal3e in dem begeen Ausschnitt durch das
Cochleafenster beobachten zu kénnen ist damit ggrirAus diesen Griinden wurde
die zweite bis dritte Windung bevorzugt.

Wahrend der Praparation wurden Blutungen vermiedarhereits kleinste Blutungen
wahrend der Intravitalmikroskopie zu einer behiteleiund unscharfen Aufnahme der
striatalen Gefalie fuhren.

In friheren Untersuchungen konnte dargestellt werdass diese Praparationstechnik

keinen Einfluss auf den cochlearen Blutfluss h&bj1

Einsatz der intravitalen Videofluoreszenzmikroskpie

Das GefalRsystem der Cochlea ist durch seine amstbeniLage bedingt allgemein
schlecht zuganglich. In der Literatur wurden zabhe Verfahren angewendet um
dieses komplexe cochleére Blutflusssystem und theeBse, die mit der Pathologie
der Blutversorgung in Verbindung stehen, zu anafgsi.

Ein Grol3teil der Grundlagen lber das cochleareflBagsystem wurde durch Studien
gewonnen, die in Temporalknochen humaner Kadavechdefiihrt wurden (179-
183). Diese Studien beinhalteten eine histologigalf@arbeitung und Betrachtung des
cochledren GefalRsystems. Schwierigkeiten diesereMotlegen jedoch darin, dass
sie einen einzelnen statischen und terminalen Gsgionkt des Gefal3bettes liefern.
Weiterhin sind strukturelle Veranderungen oft samng mit funktionellen
Veranderungen zu korrelieren (180). Trotz aller &then entstanden aus diesen
Beobachtungen jedoch schon frihzeitig Hypotheseamsidtitich der Rolle des
Blutflusses der Stria vascularis bei HoOrsturzen, ibensiver Larmexposition (181-
188), bei der Alterschwerhdorigkeit (189), beim MasbMeniere (190,191) und sowie
bei bestimmten kongenitalen Anomalien (z.B. bei d&waardenburg- Sydrom)
(169,192).

Heute werden im Wesentlichen vier verschiedene fligeh fur die Quantifizierung
des cochlearen Blutflusses verwendet. Zu dieselezih

* Messung der Sauerstoffspannung mittels Mikroelelano
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* Messungen mit Indikatoren, die eine direkte Bewegtdes cochlearen Blutflusses
erlauben, in dem sie markierte oder nicht-markiéralchen (Mikrospharen)
verwenden. Diese konnen im weiteren Verlauf quatiitbestimmt werden.

* indirekte Messungen, die auf sekundaren Funktiahes cochledren Blutflusses
beruhen, wie z.B. die Laser Doppler Flussmessud-jL

» Techniken, die darauf basieren den cochleéren IB&stfdirekt zu visualisieren,
wie z.B. die intravitale VideofluoreszenzmikroskegivMm).

Die verschiedenen Systeme unterscheiden sich ingdemessenen Flussparametern

und besitzen Vorteile, aber auch Nachteile.

6.2.3.1 Messung der Sauerstoffspannung mittels ddikktroden

Mittels dieser Methode konnen indirekte Parametess dStoffwechsels, der
Stoffwechselprodukte und des Sauerstoffgehaltestizéert werden, die in Relation
zum cochlearen Blutfluss stehen (184,199).

Die gemessenen Werte stehen allerdings nur indingktlem cochlearen Blutfluss in

Relation, da sie auf Sauerstoffverbrauch und Staférsrsorgung basieren.

6.2.3.2 Messung des cochlearen Blutflusses mit ddigharen

Bei dieser Methode liefern markierte und unmarkidréilchen quantitative cochleare
Blutflussmessungen in absoluten Werten. Die Mikndspn Technik wurde schon
lange zur Quantifizierung des Blutflusses in Orgamae der Leber und der Niere
verwendet. Bis zur Etablierung der Mikrosphéareneke in der Innenohrforschung
fehlten jedoch quantitative Daten des cochlearentflBsses (196). Seit der
Anpassung der Teilchenmethode an den Innenohndstitiurch Angelborg et al. war
es nun madglich, hiermit eine quantitative AussageriParameter des cochlearen
Blutflusses zu machen (176,196-202).

Obwonhl die Mikrospharentechnik in den meisten Késgstemen fir den absoluten
Blutfluss als Standardmethode gilt, kdnnte die tienie Anzahl von Mikrosphéren die
in der Cochlea erfasst werden, ungenaue Blutflussomgen liefern. Auch
Anderungen in der GefaRstruktur (z.B. GefaRversshl&lussumverteilung) konnten
geschehen, ohne erfasst zu werden. Aus statistigghinden ist es erforderlich, dass

eine ausreichende Teilchenanzahl in das beobacl@etan eingelagert wird
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(Buckberg et al.) (197). Diese Zahl stellt die wet€renze der zu injizierenden
Teilchen dar. Die obere Grenze entsteht durch dteathe, dass zu viele Teilchen die
GefalRe embolisieren und in physiologische Funktles Ohres eingreifen wirden.
Ein weiterer Nachteil dieser Methode bei Messundes cochlearen Blutflusses ist,
dass die Teilchen selbst einen Gefal3stillstand dawhit eine Umverteilung des
cochlearen Blutflusses auslosen kdnnen. Aus techems Grinden ist zudem keine
kontinuierliche Aufzeichnung der Messparameters clitgirer Blutfluss und
GefalRdurchmesser) moglich, da dies nur zu einetmpesen Zeitpunkt (d.h. zu dem
Zeitpunkt der Teilcheninjektion) wahrend des Expemts erfolgen kann, so dass

keine dynamischen Messungen vorgenommen werderekonn

6.2.3.3 Laser Doppler Flussmessung (LDF)

Mittels LDF kann eine kontinuierliche Messung degionalen cochleéren Blutflusses
durchgefuhrt werden. Hierfir werden die zu messen@efalle mit Laserlicht
bestrahlt, das durch die sich bewegenden Erytheozygestreut und gleichzeitig
reflektiert wird. Das reflektierte Laserlicht kardaraufhin analysiert werden. Die
flieBenden Erythrozyten rufen einen Doppler-Efféldrvor, der gemessen werden
kann. Die reflektierten Signale sind proportional Anzahl und Geschwindigkeit der
sich bewegenden Teilchen. Die LDF Iliefert gute infationen der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit. Diese Informatitann allerdings nicht in einer
physikalischen Einheit erfasst werden, da die fgtien Werte lediglich ein relativer
Indikator und proportional zum Blutvolumenstromdsitm Vergleich zur IVM ist das
Probenentnahmefeld des LDF wesentlich gro3er uadtdr daher keine Messungen
auf der Basis einzelner Kapillaren.

Weiterhin kann die LDF durch Bewegungen und getiggfe Temperaturdnderungen
des Versuchstieres verfalscht werden. Die LDFedog¢h eine oft verwendete, einfach
zu handhabende und nicht invasive Methode, dieekelfinfluss auf den cochlearen
Blutfluss hat. Sie erlaubt wiederholte Messunges aehlearen Blutflusses in einem
intakten System und ist daher eine gute Technikpfidportionale Messungen des
cochleéren Blutflusses (140,141,201-214).
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6.2.3.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM)

Als Methode zur direkten und kontinuierlichen Viksigrung der cochlearen
Mikrozirkulation wurde in der vorliegenden Arbeit ied intravitale
Videofluoreszenzmikroskopie (IVM) verwendet. Andeeds die beschriebenen
Verfahren erlaubt die IVM eine direkte Visualisiegy der cochleéren
Mikrozirkulation und gleichzeitig eine quantitatiBeurteilung des mikrovaskularen
Blutflusses. Dartber hinaus kann eine Quantifizigrvon Parametern der cochlearen
Mikrozirkulation in absoluten Werten erfolgen (2085,204,205). Es kdnnen
dynamische  Messungen der ErythrozytenflieRgeschgked und der
GefalRdurchmesser in einzelnen Kapillaren (184) Ilgefg so dass auch
mikrozirkulatorische Veranderungen bestimmt werkénnen. Bei dieser Technik ist
es weiterhin moglich, exakte Beobachtungsgebieteestimmen, die Uber den ganzen
Versuchszeitraum aufgenommen werden kénnen. Sdaimitdn auch morphologische
und physiologische Veranderungen in einzelnen Gef&gforscht werden.

Die Studie von La Rouere et al. 1989 (165) zeigissddie IVM eine sensitivere
Messung der mikrovaskuldren Durchblutung erlaubtdd LDF. Es konnte gezeigt
werden, dass der Wert bei elektrischer Stimulaibndem sich Veranderungen der
cochleéren Blutflussantwort feststellen lasserdeeilVM viermal niedriger ist als bei
der LDF.

Die IVM erfordert allerdings das Entfernen des Kimems Gber dem membrandsen
Labyrinth. Es ware denkbar, dass dies die cochl@dngsiologie stbren und einen
Einfluss auf den cochlearen Blutfluss haben konitentrollierende Experimente
mittels LDF Messung zeigten aber, das mit der dlemeMikropraparationstechnik
keine Veranderungen des cochledren Blutflussesedtaiff werden kdnnen, auch
wenn kleine beobachtbare Effekte wie zum Beispadégentliche Kapillarverschlisse
in den cochlearen GefalRen beobachtet wurden.

6.2.4 Horschwellenbestimmung mittels akustisch mroar Potentiale

Eine Frequenz von 8 kHz wurde gewahlt, da hier aeyzierbare und gut
zuzuordnende Hirnstammpotentiale darstellbar wafear Grund dafur ist die
Empfindlichkeit des Gehotrs der Meerschweinchen Hachfrequente Tone. Nach

Untersuchungen von Thorne und Nuttall (163,166)gtlielas Maximum der
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Horschwellenanderung bei  Meerschweinchen zwischeand 8 kHz. Wéhrend
unserer Vorversuche wurde die Horschwelle bei veesiene Frequenzen bestimmt
und bei 8 kHz die beste Wellenkurve erhalten, sssdhe Wellen V nach Jewett gut
zuzuordnen war.

Die Messungen der akustisch evozierten Potentiatievuin dieser Studie im linken
Ohr des Meerschweinchens durchgefuhrt. Die Bas#dwer der
Horschwellenmessungen ergaben einen berechnetésivivditt von 19t 6 dB. Dieser
Wert ist vergleichbar mit friheren Ergebnissen #shida und Chertoff (207,208).

Bei den beschriebenen Versuchen kénnen nur obglkkidrschwellenmessverfahren
zum Einsatz kommen, da es sich um Messungen benTleandelt. Zudem muss ein
Messverfahren verwendet werden bei dem es untetolarzu keiner Beeinflussung
der Messungen kommt. Die akustisch evozierten Baten(AEP’s) wie auch die
otoakustiche Emissionen (OAE’s) zahlen zu den obmk Verfahren der
Horschwellenbestimmung.

Die klinische Bedeutung der OAE’s liegt in der (sé&fung der Funktion des
.cochledren Verstarkers®. Sie sind Ausdruck eineehmoder weniger intakten
Funktion der Cochlea. Insbesondere die duf3erenzelsar sind fir die Entstehung
wichtig. Allerdings wird ausschlief3lich die Funktia@es peripheren Hororgans und
nicht der neuralen Strukturen geprift. Im Gegendata kann man mit den akustisch
evozierten Potentialen auch die Funktion der nearedorbahn im Hirnstamm messen
(Abbildung 29).
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Abb. 29: Horbahn und Horfunktionsprufungen (verandert n@plinger Images, Springer Verlag, Zurich).

Da einem Horsturz eine cochleare Dysfunktion zu n@eu liegt haben wir ein

Messverfahren gewahlt mit dem die cochleare Funkiiberpruft werden kann. Mit der
Messung akustisch evozierter Potentiale kann imeG&ffz zu den otoakustischen
Emissionen auch die Funktion der inneren Haarzelisnzum Horcortex untersucht
werden.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Mikrozirkulation der Cochlea

Die Intravitalmikroskopie wurde seit vielen Jahr@m verschiedensten Organen wie
Gehirn (209), Lunge (210), Leber (211-213), Parkré214-217), Skelettmuskel
(218;219), Darm (220) und anderen als Methode awmnttativen Analyse der

Mikrozirkulation eingesetzt (221).

Durch die intravitale Videofluoreszenzmikroskopiet ies madglich kapillare

GefalRnetzwerke in der lateralen Wand der Cochleakdizu visualisieren. Die
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ErythrozytenflieRgeschwindigkeit und der GefaRdarebkser wurden in 4 Gefal3en
pro untersuchtem Ohr beobachtet. Es wurden stAbdgangswerte fir mindestens 15
min aufgezeichnet, um zu verifizieren, dass dieddagen nicht durch die verwendete
Anasthesie beeinflusst wurden. Alle Verdnderungesr dhikrozirkulatorischen
Parameter wurden in den jeweiligen GefalRen wahdasdBeobachtungszeitraumes
wiederholt gemessen. Die GefalRdurchmesser lagesclzen 6,1um in kleinen
GefalRen und 14,Am in groReren zufiuhrenden Gefal3en. Diese Unteideligmmen
mit einer vorherigen Studie von Nuttall et al. ey in der groRere striatale
Kapillaren und Kapillaren des Ligamentum (Lig.)rape kategorisiert wurden (126).
Nuttall et al. folgerten in ihrer Studie daraussslaie striatalen Kapillaren durch den
groReren Durchmesser eine geringere Flie3geschyweitli erlauben als die
Kapillaren des Lig. spirale. In unserer Studie latr Durchschnitt der
GefalRdurchmesser aller beobachteten GefaRe beiu®,4+ 2,7 um. Dies ist
vergleichbar mit dem Wert 9,8m fur Kapillaren des Lig. spirale und 12,2 fur
striatale Kapillaren wie zuvor beschrieben (126)lerlings konnte bei unseren
Versuchen keine eindeutige Grenze zwischen derebédiefall3typen gezogen werden.
Die mittlere Erythrozytenfliesgeschwindigkeit lagigchen 53t 6 um/s in Gefal3en
mit kleinem GefalRdurchmesser und 28356 um/s in Gefallen mit grofiem
GefalRdurchmesser. Die mittlere Flie3geschwindigakér beobachteten Gefal3e lag
bei 109+ 9 um/s. Diese Werte stehen im Einklang mit der vonrlRen und Kimura
(39) gemessenen mittleren Blutflussgeschwindigkeit 112um/s und liegen im von
Nuttall et al. gemessenen Bereich der mittlerenc®esdigkeit der Erythrozyten in
den Kapillaren des Lig. spirale (12060 um/s) (126).

6.3.2 Akustisch evozierte Potentiale

Fur die Horschwelle ist es schwierig die Mittelveertnit anderen Studien zu
vergleichen, da die Art der Stimulierung (z.B. Klieiz oder Sinuston), die Frequenz
der Stimuli (4, 6 oder 8 kHz) und die TierarterB(zMause, Ratten und Chinchillas)
in jeder Studie verschieden sind.

Die Horschwelle vor Versuchsbeginn lag in den voa gemessenen Grenzen beitt19
6 dB bei einer Frequenz von 8 kHz. Diese Werte serdleichbar mit den von Nadar
et al. (222) bei einer Studie am Meerschweinchen emer Frequenz von 8 kHz
gemessenen und Anhand der Welle V nach Jewettnimagtin akustisch evozierten
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6.3.3

Potentiale. In der Studie von Nadar et al. lagM#telwert der Hérschwelle bei 16,5
dB (Horschwellenwerte in einem Bereich zwischeua@ 20 dB).

Die Anderung des cochlearen Blutflusses, die dwetie Senkung des mittleren
arteriellen Blutdruckes hervorgerufen wurde, h&iae Anderung der Horschwelle
zur Folge, da ein Anstieg des cochleéaren Blutflsgsee bereits normale Hoérschwelle
nicht zu verbessern mag.

Mit dem Versuch konnte aber gezeigt werden, dass Eiessung der Horschwellen
mittels Hirnstammaudiometrie in dem dargestellteregbenzspektrum und den
gemessenen Grenzen von mikrozirkulatorischen Paeamenabhangig ist. Damit
kann gezeigt werden, dass Anderungen der mittelstiskh evozierter Potentiale
gemessenen Horschwelle keine Artefakte in Bezug derf gesenkten mittleren
arteriellen Blutdruck und Hirnstammischamie sind9,223,224). Hiermit versuchten
wir die Bestandigkeit der Hérschwelle und Unabhgkeit von mikrozirkulatorischen

Parameter darzustellen, welche sich zum Beispiehrevil Langzeitandsthesie

verandern kdénnten.

Effekte von Natriumnitroprussid auf die cadlrte Mikrozirkulation und die

Horschwelle

Unter zu Hilfenahme des etablierten Modells soflie Messgenauigkeit dargestellt
werden, mit der Anderungen der cochlearen Mikradakion quantifiziert werden
kénnen. Zu diesem Zweck wurde Natriumnitroprusderi30 Min appliziert und
somit ein direkter vasodilatativer Effekt auf dieakapillaren Widerstandsgefall3e
erreicht. Diese Substanz agiert direkt lokal in daechledren Mikrozirkulation durch
die Freisetzung von Stickoxid (NO). NO stimulierg¢ d\ktivitat der Guanylatzyklase;
dies fuhrt zu einem Anstieg des intrazellularen d&M (zyklisches
Guanosinmonophosphat). Auf den cGMP Anstieg hin rkbmes zu einer
Dephosphorylierung des Myosins der glatten Muskielzeder GefalRe und einer
gleichméafigen Relaxation der glatten Muskulaturder Wand der Arterien und
Venen.

Die Erythrozytenflie3geschwindigkeit wurde bei jedelier kontinuierlich und in
mehreren Kapillaren des Lig. spirale und der Stascularis gemessen. Insgesamt lag
die cochleare Bultflussgeschwindigkeit zu Beginn dersuche zwischen 53m/s in

kleinen GefalBen und 283um/s in grolBeren zufihrenden GefalRen. Der
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GefalRdurchmesser lag zwischen @uh und 14,9um. Diese Daten entsprechen
friheren Beobachtungen von Ren et al. (127) beiemdleaine Geschwindigkeit
zwischen 30um und 180um und GefalRdurchmesser von G bis 14,5um
gemessen worden waren. Als Antwort auf die dreigealGabe von 0,5 mg/kg
Natriumnitroprussid wurde eine Abnahme des mittleesteriellen Blutrucks von
54%, 56% und 60% vom Basiswert beobachtet; zwisdeenZyklen kam es zu einer
kompletten Erholung des mittleren arteriellen Biuttks. Die Hérschwelle blieb trotz
der Anderungen des mittleren arteriellen Blutdruckibil. Die gemessenen
Anderungen der Kapillardurchmesser waren sehr gerita Kapillaren keine
Muskelzellen besitzen und somit keine eigene Réigulahaben. Die Regulation
findet in den vorgeschalteten Arteriolen statt. Beler Messung der
Kapillardurchmesseranderungen lag eine gro3e Stgeuvwor, so dass keine
signifikanten Anderungen messbar waren.

Zeitgleich zum mittleren arteriellen Blutdruckalbfagrfolgte ein Anstieg des
cochleéaren Blutflusses als direkter Effekt auf Ni@riumnitroprussidgabe von 39%
wahrend dem ersten, 56% wahrend dem zweiten und w&%end dem dritten
Zyklus. Diese Werte stimmen mit denen aus der 8Stwdin Ohlsen et al. (128)
Uberein, die den cochleéren Blutfluss als Antwart Blatriumnitroprussid mittels
Laser Doppler Messungen quantifizierten. Diese Partdbeobachteten einen Abfall
des Blutdruckes von bis zu 34% nach 0,5 mg/kg Niawnitroprussidgabe. Daraufhin
kam es zu einem Anstieg des cochlearen Blutflugeasbis zu 13%. Der cochleare
Blutflussanstieg resultiert durch eine direkte Wing des Natriumnitroprussids auf
die cochledren Gefalie. Die hoheren Werte in ddregenden Studie sind wohl das
Ergebnis einer héheren Natirumnitroprussid- DosBalusgabe (0,5 mg/kg KG; 0,3-
0,5 ml) in Kombination mit einer kontinuierlicheraBe des Natriumnitroprussids tber
30 min (0,0125 mg/ml;0,05 mi/min). Ohlsen et alsd@ieben auch eine Abnahme des
mittleren arteriellen Blutdrucks von 34%. Dies deslch mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie. Hier sank der MAP signifikggt0,01) auf ein Minimum von 36
+ 11 mmHg (-37%) nach SNP Gabe. Auch die StudieMdler et al. (149) bestatigt
den bei den vorliegenden Versuchen beobachtetdmnegven Blutflussanstieg durch
eine direkte Wirkung des Natriumnitroprussids.

Zur Darstellung der Reproduzierbarkeit und Statdiliter erhobenen Daten Uber einen
langeren Zeitraum wurde die NatriumnitroprussidpBation nach 30 min gestoppt

und eine Erholung der Werte abgewartet. Daraufhirden zwei erneute Messzyklen
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durchgefuhrt. Dies geschah insgesamt Uber einetradei von 120 min. Nach
Beendigung der SNP Gabe erholte sich der cochBatéduss auf ein Minimum von
123 £ 17 um/s. Im Rahmen des zweiten SNP Gabe Zyklus stiggcdehleare
Blutfluss wieder signifikant (p< 0,01) auf ein Maxim von 160+ 31 pm/s. Die
zweite Regenerierung des cochlearen Blutflussedenvioei den Werten 12514 um/s
erreicht. Im zweiten Re-Test stieg der cochleargflBiss signifikant (p<0,01) auf ein
Maximum von 157+ 25 um/s. Die Test-retest Korrelation der cochleédren
Blutflussmessungen lag in einer Spanne von 0,782 (#<0,01). Dies zeigt eine gute
Reproduzierbarkeit der Messungen.

Das etablierte Modell erlaubt somit den cochle&@arifluss und die Effekte auf die
Horschwellein vivo zu analysieren. Weiterhin ist das Modell geeigrféekEe, Kinetik
und Effizienz vorhandener Therapien, die auf dreehohrmikrozirluation abzielen, zu
evaluieren.

In zukinftigen Versuchen kénnen mit diesem Modehenohrpathologien wie der
Horsturz weiter untersucht und pathophysiologsicEesammenhange unter

Umstanden erklart werden.
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7 Zusammenfassung

Die Inzidenz des Hoérsturzes in entwickelten Landemd heute auf 20 pro 100.000
Einwohner pro Jahr geschatzt. Neuere Erhebungeautschland weisen sogar auf
eine Inzidenz von bis zu 300/100.000/Jahr hin. LAldltgesundheitsorganisation
(WHO) leiden allein in Deutschland 14 Millionen Meanen und weltweit etwa 250
Millionen Menschen unter mittel- bis hochgradi@ahwerhorigkeit.

Eine der Ursachen wird in einer Stérung der Mikrazliation des Innenohrs gesehen.
Die heute angewandeten Therapiemodalitaten zur @&dsdsung der
Cochleadurchblutung konnten bislang nicht validieerden, da klinisch anwendbare
Methoden zur Quantifizierung der Innenohr- bzw. K&eadurchblutung nicht
bestehen. Ziel der vorliegenden Untersuchung warEdablierung und Validierung
eines Tiermodels zur Darstellung der cochlearenrdzikkulation und Messung der
Horschwellein vivo, da die cochleare Mikrozirkulation auf Grund ihsmplexitat
und der Lokalisation im Temporalknochen beim Me®eschicht gemessen werden
kann und bisher auch experimentelle Modelle fehlee|che eine gleichzeitige
Messung der Cochleadurchblutung und der Horschwalkssen wirden.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde &lodell entwickelt und
etabliert, das mit Hilfe der Intravitalvideofluomsnhzmikroskopie die Bestimmung der
striatalen kapillaren Durchblutung bei gleichzeastigAbleitung akustisch evozierter
Potentiale unter physiologischen und pathophysistdgen Bedingungen zulasst.
Hierzu wurde am narkotisierten Meerschweinchen adkirurgisch ein
Cochleafenster angelegt, welches Zugang zum démt&apillarbett erlaubt.
Gleichzeitig wurden am kontralateralen Ohr die &kok evozierten Potentiale zur
Bestimmung der Horschwelle mittels HirnstammaudioiegBERA) abgeleitet. Zur
Etablierung dieses neuen Tiermodells waren 34 EHduederlich.

Nachdem die Stabilitdt der Préparation fur eineftraiem von 120 min und die
Reproduzierbarkeit der hamodynamischen Daten @rettl arterieller Blutdruck,
Herzfrequenz, cochlearer Blutfluss) nachgewiesen ardolgte im zweiten Abschnitt
der Arbeit die Validierung des Modells durch Andegudes cochlearen Blutflusses
mittels Dilatation der Arteriolen durch Natriummprussid und die Darstellung der
Unabhangigkeit der Horschwellen- Messmethode vonkrozarkulatorischen
Parametern wie dem mittleren arteriellen Blutdruck.diesem Zweck wurde in einer

Studie an 6 Meerschweinchen der arterielle Blutdidierch intravendse Infusion von
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Natriumnitroprussid gesenkt. Zu Beginn der Messanglag die mittlere
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit an jeweils 4 quiezierten Kapillaren pro Tier
zwischen 53t 6 pm/s in GefalRen mit kleinem Durchmesser und 2836 pm/s in
groReren zufihrenden Gefal3en und der arterielléeMitick bei 54+ 15 mmHg.
Nach Gabe des Vasodilatators Natriumnitroprussich ks zu einem signifikanten
(p<0,01) Anstieg der Erythrozytenflie3gschwindigkkis zu einem Maximum von
161 £ 26 pum/s. Der arterielle Mitteldruck reduzierte sich aih Minimum von
36 £ 13 mmHg. Nach Restitution physiologischer Werterdeuin zwei Retest
Experimenten eine Test-Retest Korrelation fur diehtedren Blutflussmessungen von
r=0,78-0,82 (Pearson; p<0,01) errechnet. Diest zige gute Reproduzierbarkeit der
Messungen. Die gleichzeitige Messung der Horsclenedhgab keine Veranderungen
des Auditus.

Mit unserem neuen Tiermodell konnte nachgewieserdeve dass die Messung der
Horschwelle mittels Hirnstammpotentiale nicht voktugllen Anderungen des
arteriellen Blutdrucks abhéngig ist und somit inkimftigen Experimenten
Horschwellendnderungen nicht darauf zurickzufursed. Auf Grund der guten
Reproduzierbarkeit unseres Modells am Meerschwemeangibt sich die Moéglichkeit
Therapiekonzepte, die auf eine Verbesserung deseHubgens durch rheologische
Mallnahmen abzielen, auf Effektivitdt und Reprodizekeit zu untersuchen. Das
Modell kann somit als Grundlage fur experiment&keidien zur Verbesserung der
Innenohrmikrozirkulation und des Horvermogens eseget werden. Damit wurde ein
essentieller Beitrag zur Verbesserung der gegeigvaminbefriedigenden

Therapieoptionen bei akuten Horproblemen (Horstlirmitus) geleistet.
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10 Abkurzungen

AEP:
ATP:
BAEP:
BERA:

CBF:
cGMP:
EP:
FITC:
Lp.:
LV.:
la.
IVM:
KG:
LDF:
MAP:

NO:
ROI:
SNP:

Arteria
Akustischozierte Potentiale
Adenosintrgsphat
Hirnstammpuaiale
brainstem ked response audiometry;
Hirnstanaudiometrie
cochlearéutBuss
cyclischesaBasinmonophosphat
endocegéines Potential
Fluoreszeothiozyanat
intrapeneal
intrav@s
intraamel|
intravitaluoreszenzmikroskopie
Korpergewic
Laser Dopplussmessung
Mittlerer arteller Blutdruck
Nervus
Stickoxid
Region ofarest

Natriumaojtrussid
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