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« Niemals

Wonach du sehnlich ausgeschaut,
Es wurde dir beschieden,

Du triumphierst und jubelst laut:
Jetzt hab ich endlich Frieden!

Ach, Freundchen, rede nicht so wild,
Bezahme deine Zunge!

Ein jeder Wunsch, wenn er erfillt,
Kriegt augenblicklich Junge. »

Wilhelm Busch (1832 - 1908)
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1 Einleitung

Das Innenohr als peripherer Sitz des Hor- und Gleichgewichtssinns ist ein Uber die
evolutiondre Entwicklung besonders gegen externe Einfliisse geschitztes Organ des
Menschen. Die Lage im Felsenbein als hértester Knochen des Schédels der Sdugetiere und
des Menschen unterstreicht dies. Anders als beispielsweise das Auge als Organ des Sehens ist
das Innenohr kaum von externer Verletzung betroffen und wenn doch, dann meistens nur bei
erheblich ausgeprdgten Traumata des Schédels. Trotz dieses naturlichen Schutzes gegen
auBere Einflisse sind Erkrankungen des Innenohres relativ hdufig. Mit ungefédhr 1,3
Milliarden Betroffenen gehdren Horeinschrankungen zu den Erkrankungen mit der groRten

Prévalenz in der Weltbevdlkerung. (1)

1.1 Epidemiologie der Innenohrerkrankungen

Erkrankungen des Innenohres zeigen sich primar als Beeintrachtigung des Horempfindens.
Haufige Symptome sind eine Einschrankung des Horens in bestimmten oder allen
Horfrequenzen, des Richtungshérens und des Sprachverstandnisses. Weitere Zeichen von
Innenohrerkrankungen sind  Ohrgerdusche  (,, Tinnitus*) und Einschrankungen des
Gleichgewichtssinns wie Schwindel. Folgen dieser Symptome liegen vor allem in der sozialen
Interaktion und in einer gestérten Kommunikationsfahigkeit, im Kindesalter oft auch mit
einem gestorten Spracherwerb verbunden. In der Folge kommt es hdufig zu einer deutlichen
Einschrankung der Lebensqualitat, sozialer Isolation und psychiatrisch-psychosomatischen

Krankheitsbildern wie Schlafstérungen und Depression. (2-4)

Laut den Zahlen der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) aus dem Jahr 2004 leiden weltweit
mehr als 275 Millionen Menschen an einer mittel- bis hochgradigen Horeinschrankung sowie
mehr als 360 Millionen Menschen an einer milden Schwerhdrigkeit. Zusammen mit der
Eisenmangel-Andamie und Migrane gehort die Schwerhorigkeit zu den drei Krankheiten mit
der hochsten Prévalenz. Der Horverlust im Erwachsenenalter ist auflerdem weltweit die
h&ufigste Ursache flr eine Behinderung. (5) Der im Erwachsenenalter erworbene Horverlust
in Landern mit hohem Einkommen ist eine der wichtigsten Ursachen flr die mit einer
Behinderung gelebten Jahre (YLD). (6, 7) Bei den behinderungsbereinigten Lebensjahren
(DALY), in die die mit einer Behinderung gelebten Jahre maRgeblich einflieRen, ist insgesamt
bis zum Jahr 2030 gegenuber 2004 eine deutliche Zunahme und auch eine bedeutsame
Steigerung beim Anteil an den behinderungsbereinigten Lebensjahren prognostiziert. (5, 8, 9)

Diese Prognose wurde aufgrund der Alterung der Gesellschaft fiir die mit einer Behinderung




gelebten Jahre von den 2010 gewonnenen Daten fir die neueste Global Burden of Disease
Studie ausgehend erneuert. (1, 10) In Deutschland leben schétzungsweise 13 bis 14 Millionen
Menschen mit einer behandlungsbedurftigen Schwerhdérigkeit. (11)

1.2 Anatomie

Die Anatomie des Ohres gliedert sich in das dulRere Ohr, das Mittel- und das Innenohr.
(Abbildung 1) Zum &uReren Ohr wird neben der Ohrmuschel und dem Ohrlappchen (Auricula
auris und Lobulus auriculae) der duBere Gehdrgang (Meatus acusticus externus) gezahlt. Das
Trommelfell (Membrana tympani) ist die Begrenzung zwischen Auf3en- und Mittelohr. Das
Mittelohr besteht aus der Paukenhdhle (Cavum tympani) und beherbergt die
Gehorknochelchenkette (Ossicula auditiva), die vom Trommelfell zum ovalen Fenster
(Fenestra  vestibularis) des Innenohres reicht. Beim Menschen besteht die
Gehorkndchelchenkette aus Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbigel (Stapes), bei

anderen S&ugetieren wie dem Meerschweinchen sind Hammer und Amboss zu einem

Knochen verschmolzen. Das Innenohr teilt sich in die Horschnecke (Cochlea) und das
Gleichgewichtsorgan (Vestibulares Labyrinth). (12, 13)

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Anatomie des Ohres: Einteilung der Abschnitte in duReres Ohr, Mittelohr und
Innenohr mit den Leitstrukturen, ibernommen von Frings et al. (14)




1.2.1Innenohr

Das Innenohr ist in das Felsenbein (Pars petrosa) als Teil des Schlafenbeins (Os temporale)
eingebettet. (Abbildung 2) Das Felsenbein bildet das kndcherne Labyrinth, das einen
Hohlraum fir das h&utige Labyrinth darstellt. Das Labyrinth ist insgesamt ein
zusammenhéangendes Gangsystem, das unterschiedliche Kompartimente fiir die verschiedenen
Innenohrflissigkeiten (Endo- und Perilymphe) ausbildet. Wahrend sich die priméren
Sinneszellen des Gleichgewichtssinnes in den Ampullen der Bogengédnge und den

Makulaorganen befinden, liegen die priméren Sinneszellen des Horsinnes in der Cochlea. (12)

Abbildung 2 Lage der Cochlea und Bogengange innerhalb des Felsenbeins: Ansicht von kranial, farbliche Darstellung
der drei Abschnitte eines rechten Ohres: AuReres Ohr in gelb, Mittelohr in tiirkis und Innenohr in hellgriin, modifiziert nach
Kirsch (12)

1.2.1.1 Cochlea

Die Cochlea besteht aus drei Ubereinander liegenden Kanélen, die sich gemeinsam
schneckenhausartig in zweieinhalb Drehungen aufwinden und als Scala tympani, Scala media
(auch Ductus cochlearis) und Scala vestibuli bezeichnet werden. (Abbildung 3) Die Scala
tympani sowie die Scala vestibuli sind mit Perilymphe und die zwischen den beiden anderen
Kanélen liegende Scala media ist mit Endolymphe gefillt. Die Scala tympani und Scala

vestibuli kommunizieren aulRerdem in der Schneckenspitze (Helicotrema). (15)




Die extrazellularen Innenohrflissigkeiten unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung
deutlich. Wahrend die Perilymphe mit einem hohen Natrium-lonen-Gehalt (140 mmol/l) und
einem niedrigen Kalium-lonen-Gehalt (4-5 mmol/l) groRe Ahnlichkeit mit anderen
extrazellularen Flissigkeiten wie dem Liquor cerebrospinalis oder dem Blutplasma hat, weist
die Endolymphe einen hohen Gehalt an Kalium-lonen (130-150 mmol/l) und einen niedrigen
Gehalt an Natrium-lonen (12-16 mmol/l) auf. (16, 17) Damit dhnelt die Endolymphe eher der
intrazelluldren Fllssigkeit. Auflerdem enthélt die Endolymphe gegeniber der Perilymphe
deutlich weniger freie Calcium-lonen, Chlorid- und Bicarbonat-lonen. Die Homoostase der
Endolymphe wird durch die Stria vascularis reguliert, ein gut vaskularisiertes Epithel, das in
der duBeren Wand der Scala media liegt. (14, 15)

Abbildung 3 Aufbau der Cochlea im L&ngsschnitt: Meerschweinchen-Cochlea in Goldner-Farbung, modifiziert nach
Welsch et al. (15); 1 kndcherne Cochlea, 2 Modiolus, 3 Ganglion spirale, 4 N. acusticus, 5 Scala vestibuli, 6 Scala media, 7
Scala tympani

1.2.1.2 Corti-Organ

Die Hor-Sinneszellen befinden sich im Corti-Organ, das sich in der Scala media befindet. Das
Epithel des Corti-Organs bildet ein eigenes Tunnelsystem aus. Dieses besteht aus einem
inneren Tunnel zwischen inneren und dulReren Haarzellen, auch Corti-Tunnel genannt, sowie

dem Nuél-Raum medial und dem auf3eren Tunnel lateral der &uBeren Haarzellen. (15)

Die inneren Haarzellen sind die Sensorzellen des Horens. Sie bilden eine einreihige Zellreihe
aus ca. 3500 Zellen, die sich am &uReren Rand der Lamina spiralis ossea der
Schneckenspindel (Modiolus) mit dieser von der Cochlea-Basis zum Helicotrema hochwindet.
(Abbildung 4) An der apikalen Zelloberflache tragen die Zellen C-férmige Reihen von
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abkippbaren, mit Tip-Links und Seitenfdden verbundenen Stereozilien, die als sehr
empfindliche Mechanosensoren dienen und insbesondere von den durch die Cochlea
wandernden Schallwellen ausgelenkt werden kdnnen. (15, 18)

Die ca. 15000 auBeren Haarzellen winden sich in drei bis finf nebeneinander liegenden
Reihen im Corti-Organ lateral der inneren Haarzellen. (Abbildung 4) Auch sie besitzen
miteinander verbundene Reihen von Stereozilien auf der apikalen Zelloberflache, die
allerdings eher M-foérmig angeordnet sind. Anders als die inneren Haarzellen beruhren die

duReren Haarzellen mit ihren Stereozilien die Tektorialmembran und besitzen auflierdem Uber

das Motorprotein Prestin vermittelte kontraktile Eigenschaften. (15, 19-21)

Abbildung 4 Elektronenmikroskopische Darstellung der Haarzellen: AHZ Drei Reihen duBerer Haarzellen, IHZ eine
Reihe innerer Haarzellen, jeweils mit * Stereozilien; modifiziert nach Otolaryngology Imaging Core, Stanford School of
Medicine (22)

Die Haarzellen kénnen nach der Geburt nicht mehr nachgebildet werden. Sie werden sowohl
afferent als auch efferent innerviert, wobei die inneren Haarzellen hauptséchlich afferent
innerviert werden und die &ulReren Haarzellen eine deutlichere efferente Innervation

aufweisen.




1.2.1.3 Innervation

Innerviert werden die inneren Haarzellen von Zellausldufern der Nervenzellen aus dem
Ganglion spirale, das spiralig im Modiolus der Cochlea liegt. (Abbildung 5) Die Axone dieser
bipolaren Ganglienzellen vereinigen sich zum N. cochlearis. Im inneren Gehorgang, der einen
knochernen Kanal im Felsenbein darstellt, vereinigen sich die Nervenfasern mit den vom
Ganglion vestibulare ausgehenden Fasern des N. vestibularis zum N. vestibulocochlearis, dem
VIII. Hirnnerv. Dieser tritt zusammen mit dem N. intermediofacialis, der als VII. Hirnnerv
neben den Gesichtsmuskeln auch den M. stapedius versorgt, durch den Porus acusticus
internus in die hintere Schadelgrube und im Kleinhirnbriickenwinkel in den Hirnstamm ein, in

dem die Nuclei cochleares ventrales et dorsales liegen. (23-26)

Abbildung 5 Aufbau einer cochledren Windung im L&ngsschnitt: Meerschweinchen-Cochlea in Goldner-Féarbung,
modifiziert nach Welsch et al. (15); 1 Scala vestibuli, 2 Scala media, 3 Scala vestibuli, 4 Ganglion spirale, 5 Limbus spiralis
mit den Interdentalzellen, 6 Ligamentum spirale, Pfeilspitze Reiner-Membran, Pfeil Stria vascularis, * Corti-Organ auf
Basilar-Membran

1.2.1.4 Stria vascularis

In der lateralen Wand der Scala media liegt ein besonders kapillarreiches Epithel, die Stria
vascularis. Das Epithel ist dreigeschichtet, wobei sich Marginalzellen, Intermediarzellen und
Basalzellen unterscheiden lassen. Die Kapillaren des Epithels verlaufen lediglich zwischen

den Schichten der Marginal- und Intermediarzellen.

Die Marginalzellen liegen zum Endolymphraum der Scala media gelegen und bilden durch
eine Vielzahl von Zell-Zell-Kontakten eine geschlossene Epithelschicht. Sie besitzen auf ihrer
Oberflache Mikrovilli, welche die Oberflache zur Endolymphe vergroRern. Aullerdem




besitzen die Marginalzellen in ihrem Zytosol eine grélRere Zahl an Vakuolen und Vesikeln.
Trotzdem konnten diesen Zellen erst kirzlich auch sekretorische Féhigkeiten nachgewiesen
werden. (27, 28)

Die Intermediérzellen sind gegeniiber den Marginalzellen deutlich kleiner und chromophob,
da sie sich histologisch deutlich weniger anfarben. Sie stehen Uber Zellfortsatze mit den
benachbarten Schichten der Marginal- und Basalzellen in Verbindung. Die Intermediérzellen
stellen spezialisierte Melanozyten dar. Die Basalzellen vermitteln den Kontakt des Epithels
zum fibrozytédren Bindegewebe der AuBenwand der Scalen. In den Intermedidr- und
Basalzellen lasst sich Vimentin nachweisen, was gegenuber der epithelialen Herkunft der

Marginalzellen auf einen mesenchymalen Ursprung dieser Zellen hinweist.

Der Stria vascularis ist die Produktion der Endolymphe und damit vor allem das dauerhafte
Halten des hohen Kalium-Gehalts in dieser Fliissigkeit zugeordnet. Da der hohe Kaliumgehalt
als entscheidend fur das Aufrechterhalten des endocochledren Potenzials angesehen wird, gilt
die Stria vascularis als wesentlicher Faktor in der Endolymph-/Perilymph-Homdostase im
Innenohr. (29) (Abbildung 6)

Na’

Perilymphe m

ReiBner-Membran |Stria vascularis
Interdentale

Endofymphe
ATPA1/ATPE 1L
MCA1
Zellen
. HZ
'\g\ﬁﬁ e | N

— . » Ligamentum
spirale
]

GJB2, GJB3, GJP6

. —» Fibrozyten

Wurzel-
zellen

Abbildung 6 lonen-Bewegungen im Bereich der Scala media: Betonung des hauptséchlich durch die Stria vascularis
betriebenen Kalium-Kreislaufs (rote Pfeile) und die fiir die lonen-Homdoostase bekannten Kanalproteine (schwarze Kasten
mit weiBer Schrift), modifiziert nach Lang et al. 2007 (30); AHZ AuRere Haarzellen, ASZ AuBere Sulkuszellen, CZ
Claudius-Zellen, DZ Deiter-Zellen, HZ Hensen-Zellen, IHZ Innere Haarzellen, 1-V spezialisierte Fibrozyten

Die Kalium-Konzentration der Endolymphe wird durch mehrere Kalium leitende Kanéle und

Transporter reguliert. (Abbildung 6) Kalium wird aus der Endolymphe von den duf3eren
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Haarzellen aufgenommen und kann dann Uber die aufReren Phalangenzellen, die lateralen
Epithelzellen im Sulcus spiralis externus, spezielle Fibrozyten im Ligamentum spirale und
dann Uber die &ulReren beiden Epithelschichten zu den Marginalzellen weitgehend passiv zu
den Marginalzellen rezirkulieren. Von den Marginalzellen kénnen die Kalium-lonen uber
Kaliumkandle wiederum in die Endolymphe sezerniert werden. An der basolateralen
Zelloberflache der Marginalzellen finden sich die Na-K-ATPase und der Na-K-2Cl-
Cotransporter, die besonders eingehend untersucht sind. (15, 18, 31) Aullerdem spielen diese
Kandle eine Rolle bei der Ototoxizitdt von Medikamenten wie zum Beispiel den
Schleifendiuretika. (32)

Diese Kalium-Homd@ostase erfordert insgesamt sehr viel Energie. (29) Surrogatparameter
dieses hohen Energie-Aufwandes sind die hohe Mitochondrien-Dichte und die hohe
Kapillardichte der Stria vascularis, die fur eine regelhafte Funktion eine konstante Blut- und

Né&hrstoffversorgung voraussetzen. (33, 34)

1.2.2Blutversorgung

Der Anteil der cochledren Durchblutung am Herzminutenvolumen (HMV) ist trotz der hohen
erforderlichen Energie absolut gesehen relativ klein. Bei Nagetieren wie dem
Meerschweinchen macht er ungeféhr 0,1 %0 des HMV aus und beim Menschen wird er sogar
nur auf 0,001 %0 des HMV geschatzt. (35)

1.2.2.1 Gefalle

Die Blutversorgung des Innenohres geht von der Labyrintharterie (A. labyrinthi) aus. Diese
geht direkt oder indirekt Gber die A. cerebelli inferior anterior aus der A. basilaris hervor, die
aus den Aa. vertebrales gespeist und Teil des Circulus arteriosus Willisi ist, welcher das
Gehirn versorgt. In ihrem Verlauf teilt sich die A. labyrinthi in die A. cochlearis communis
und die A. vestibularis anterior. Im Modiulus der Cochlea zweigt sich die A. cochlearis
communis in die A. spiralis modioli und die A. vestibulocochlearis, die sich danach in zwei
Endaste aufteilt, den R. cochlearis und den R. vestibularis (auch A. vestibularis posterior).
(Abbildung 7 A)

Bevor der R. vestibularis zum Vestibularorgan zieht und dieses teilweise versorgt, versorgt er
im unteren Drittel die basale Windung der Cochlea. Das mittlere Drittel der basalen Windung
und die weiteren Windungen bis zum Helicotrema werden vom R. cochlearis und dessen
Endast, der A. spiralis modioli, versorgt. (Abbildung 7 A) Der ventse Abfluss richtet sich

nach den anatomischen Strukturen und geschieht hauptséchlich tber die mit dem cochleéren
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Aquédukt verlaufende Vene und gegebenenfalls zusatzlich eine den N. cochlearis begleitende
Vene. (Abbildung 7 B)

Abbildung 7 GefaRversorgung der Cochlea: A Arterielle GefdRRe in Bezug auf die cochledre Anatomie B Vendse GeféRe in
Bezug auf die cochledre Anatomie, beide modifiziert nach Axelsson et al. (36); 1 Aa. Vertebrales, 2 A. basilaris, 3 A.
cerebellaris anterior inferior, 4 A. labyrinthi, 5 A. cochlearis communis, 6 A. spiralis modioli, 7 R. cochlearis, 8 R.
vestibularis, 9 A. vestibulocochlearis, 10 A. vestibularis anterior, 11 V. scalae tympani, 12 V. communis modioli, 13 V.
scalae vestibuli, 14 Vene des cochledren Aquadukts, 15 Vene des runden Fensters, 16 V. vestibulocochlearis, 17 V.
vestibularis posterior, 18 V. vestibularis anterior, N. VIII N. vestibulocochlearis, OF ovales Fenster, RF rundes Fenster

Abbildung 8 Cochledre GefaRe: A Multiphotonenmikroskopische Aufnahme der MikrogefalRe einer explantierten Cochlea
mit Arteriola radiata (*) und Kapillaren der Stria vascularis (Pfeilspitze), modifiziert nach Ihler (37); B Benzidinpréparat der
Cochlea, modifiziert nach Hawkins (38)
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Die Arteriolen, die von der A. spiralis modioli ausgehen, bilden in allen Windungen ein
gleichartiges GefaRmuster aus, das von Arteriolae radiatae superiores, mediales und inferiores
aufgebaut wird, die jeweils unterschiedliche Bereiche innerhalb der Cochlea versorgen. Die
Arteriolae radiatae superiores durchziehen das Dach der Scala vestibuli, bevor sie sich
verasteln und die Kapillarnetze der lateralen Wand der Cochlea versorgen. (39-41) Dem
gegeniber versorgen die Arteriolae radiatae mediales die Basilarmembran und die Arteriolae
radiatae inferiores die Modioluswand, das Ganglion spirale sowie den angrenzenden Teil des
N. cochlearis. (Abbildungen 8 und 9) (37, 42)

Abbildung 9 Darstellung der GefaRe der lateralen Cochlea-Wand: A Dreidimensionales Schema, modifiziert nach
Sampaio (43); B Zweidimensionales Schema, modifiziert nach Axelsson (36); C Aussschnitt der Gefalle einer cochlearen
Windung in einem Benzidin-Préparat, modifiziert nach Hawkins (38); AR Arteriolae radiatae, ASM A. spiralis modioli,
AVA Arteriovendse Anastomosen, BM Basilarmembran, GRM GefaR der Reiner-Membran, GSP Gefal} der spiralen
Prominenz, KSV Kapillaren der Scala vestibuli, RM Reiner-Membran, SM Scala media, St Stria vascularis, ST Scala
tympani, VC Sammelvenolen (Venulae collectores)

Die Stria vascularis wird als Teil der lateralen Wand von den korkenzieherartig geformten

Arteriolae radiatae superiores und mediales versorgt. Diese GeféalRe ziehen unterhalb des
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Ansatzes der Reiner-Membran an der lateralen Wand der Cochlea in die Stria vascularis und
verzweigen sich dort in ein dichtes, vielfach kommunizierendes Kapillarnetz. (Abbildungen 8
A und 9) (37, 42) Eine Besonderheit der Kapillaren der Stria vascularis ist, dass diese
gegenuber den Kapillaren des lateral befindlichen Bindegewebes einen hoheren
GefalRdurchmesser aufweisen und keine perivaskuldren Raume zeigen, sodass das Blut durch

diese Kapillaren langsamer und mit grof3erer Viskositat flieRt. (35, 44)

1.2.2.2 Regulation

Die Regulation des cochledren Blutflusses ist bedeutsam, da sich die Versorgung mit
Substraten und der Abtransport von Stoffwechsel-Endprodukten konstant dem aktuellen
Umsatz des Hororgans und speziell der Aufrechterhaltung des endocochledren Potenzials
durch die Stria vascularis anpassen mdissen. (45, 46) Eine Einschrankung der cochleéren
Durchblutung flhrt zu Funktionseinschrankungen des Gehors und wird deshalb mit vielen
Pathologien des Innenohres in Verbindung gebracht. Beispiele hierfiir sind der Horsturz,
akute und chronische larminduzierte sowie die altersbedingte Schwerhdrigkeit. (47) Es ist
allerdings weiterhin nicht komplett aufgeklart, in welchen GeféalRabschnitten und Uber welche
Mechanismen der cochleédre Blutfluss reguliert wird und wie diese mit den verschiedenen

Pathophysiologien zusammenhéngen.

Gut untersucht ist die Rolle der A. spiralis modioli. In dieser Arterie und den
nachgeschalteten Arteriolen wird der bis in der A. labyrinthi herrschende systemische
Blutdruck gemindert und der pulsierende Fluss in den Arterien hin zu einem konstanten Fluss
in den Kapillaren reguliert. (48, 49) Da histologisch gezeigt werden konnte, dass auch die
Arteriolen im Ligamentum spirale kontraktile Elemente aufweisen, wird auch ihnen eine
regulatorische Wirkung zugesprochen. (50, 51) Im Kapillarbett finden sich wiederum
Perizyten, fur die bereits in der zerebralen Mikrozirkulation eine regulatorische Wirkung

gezeigt werden konnte, die auch fur den cochleéren Blutfluss diskutiert wird. (52, 53)

Dartiber hinaus wurde vielfach versucht, den cochledren Blutfluss zu beeinflussen. (Tabelle 1)
Bei diesen Untersuchungen wurden auch mehrfach Hinweise auf eine Autoregulation des

cochleéren Blutflusses gefunden.
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Tabelle 1 Auswirkungen ausgewéhlter Interventionen auf die Regulation des cochledren Blutflusses

Intervention Auswirkungen Quellen

Adrenerge Stimulation, Norepinephrin | Vasokonstriktion; Autoregulations- (54-56)
mechanismus des cochledren Blutflusses
durch die GefaRe des Innenohres

Exsanguation Autoregulationsmechanismus des (55)
cochledren Blutflusses durch die GefaRe
des Innenohres

Erhohter Liquordruck, erhohter Autoregulationsmechanismus des (57, 58)
systemischer Blutdruck cochleéren Blutflusses durch die GefaRe
des Innenohres

Vasodilatation, NO Vasodilatation der zufiihrenden Gefalle, | (59)
Autoregulationsmechanismus des
cochleéren Blutflusses durch die GefaRe
des Innenohres

Laktat Zunahme des cochledren Blutflusses (60)

Knalltrauma Zunahme des cochlearen Blutflusses; (61, 62)
erhdhte Gefalipermeabilitat

Entziindung Vasokonstriktion der zufiihrenden Gefalie | (63, 64)

1.3 Physiologie des Horens

Bis Horeindricke im Gehirn interpretiert werden kdnnen, ist eine umfangreiche Kodierung
der Schallwellen aus der Luft in ein Gber den N. cochlearis ableitbares Signal notwendig.
Zuerst muss die Uber die Luft geleitete Schallwelle zur Wanderwelle in den Scalen der
Cochlea umgewandelt werden. Im Corti-Organ muss diese physikalische Welle dann zu
einem elektrischen Signal kodiert werden, das ber den VIII. Hirnnerv in den Hirnstamm und

die Horbahn des zentralen Nervensystems geleitet werden kann.

1.3.1Schalllibertragung

Der Schall gelangt per Luftleitung tber die Ohrmuschel in den dufReren Gehorgang. Hierbei
helfen sowohl der Winkel, in dem die Ohrmuscheln physiologisch vom Schédel abstehen, als
auch deren Trichterform. Am Ende des &uReren Gehorgangs treffen die Schallwellen auf das

Trommelfell. Das Trommelfell ist direkt mit dem Hammer verbunden, der den Schall tber die
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nachgeschalteten  Gehorknochelchen  Amboss und  Steigblgel  weiterleitet.  Die
Steigbugelfulplatte ist mit der ovalen Fenstermembran verbunden und stellt damit die

Verbindung zum h&utigen Labyrinth des Innenohres her. (12-14, 18)

Alternativ kann der Schall auch tber den Knochen zum Innenohr geleitet werden, wobei die
Knochenleitung beim physiologischen Horvorgang eine untergeordnete Rolle spielt. Das
Mittelohr dient der Impedanzanpassung, die notwendig ist, da bei der direkten Ubertragung
von Schallwellen von Luft auf Wasser aufgrund der Unterschiede des
Schallwellenwiderstands in beiden Medien der Uberwiegende Teil des Schalls, statt
aufgenommen zu werden, reflektiert wiirde. Somit wirken die oben genannten Strukturen des
Mittelohres als mechanischer Verstarker. Uber Mechanismen wie den Stapediusreflex dient
das Mittelohr dartiber hinaus dem Schutz des Innenohres. (14, 18, 65)

1.3.2Schallumwandlung

Nach Erreichen des Innenohres muss die Schallwelle als mechanische Welle nun in ein fur
das Gehirn interpretierbares, elektrisches Signal umgewandelt werden. Aullerdem muss fiir
eine ordnungsgemaélie Unterscheidung von Tonen die Frequenz-spezifische Aufschlisselung
des auditorischen Inputs bereits im Innenohr und nicht erst im zentralen Nervensystem

stattfinden.

1.3.2.1 Wanderwelle

Die von der Stapes-Ful3platte auf die Endolymphe tbertragenen Schallwellen setzen sich nun
im flussigen Medium als wellenformige Auslenkung der Basilarmembran im longitudinalen
Verlauf der Cochlea-Windungen fort, die nach ihrem Entdecker Békésy-Wanderwelle
benannt wurde. (14, 66-69) Dadurch, dass die Steife der Basilarmembran zum Helicotrema
hin kontinuierlich abnimmt, ergeben sich fiir jeden Abschnitt der Basilarmembran andere
physikalische Eigenschaften. Dies sorgt dafiir, dass die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Wanderwelle und die Eigenfrequenzen von der Cochlea-Basis zur Spitze hin abnehmen,
wéhrend die Amplitude zunimmt. Die Amplitude erreicht an der Stelle der Basilarmembran
ein Maximum, an der Anregungsfrequenz und Eigenfrequenz der Membran Ubereinstimmen,
sodass es somit fur jede Frequenz des Horspektrums einen individuellen Ort im Verlauf der

Basilarmembran gibt. Dieses Phdanomen wird als Tonotopie der Cochlea bezeichnet. (14, 18)

Grundsatzlich findet dieser Vorgang passiv statt. Er ist allein aber nicht in der Lage, die
natlrlich beobachtete Trennschérfe von Tonfrequenzen in der Cochlea zu erreichen. Hieraus

erschliel3t sich die Existenz eines weiteren, aktiven Verstarkungsmechanismus. (18)
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1.3.2.2 Endocochleéares Potenzial

Das elektrische Potenzial des Innenohres bildet sich malRgeblich durch die konstanten, bereits
weiter oben genannten Konzentrationsunterschiede von positiv geladenen lonen in den beiden
Innenohrflissigkeiten aus. (Abbildung 10) Physikochemisch sind zwei Flissigkeiten bestrebt,
ihre lonenkonzentrationen anzugleichen, wenn sie tber eine lonen-durchléssige Membran
verbunden sind. Da allerdings die luminal gelegenen Membranen der Zellen, die die Scala
media auskleiden, unter physiologischen Bedingungen einen Kaliumstrom aus der
Endolymphe verhindern, bildet sich an der Membran fur Kalium ein etwa 85 mV messendes,
positives Potenzial zwischen Endolymphe und Perilymphe aus, das als endocochleéres
Potenzial bezeichnet wird. Aufgrund des daneben bestehenden Membranpotenzials der

Haarzellen von etwa -70 mV, ergibt sich zwischen Endolymphe und Zytosol der Haarzellen

sogar ein elektrisches Potenzial von ca. 155 mV. (14, 70-72)

Abbildung 10 Schematische Darstellung des Corti-Organs innerhalb einer cochledren Windung und des
endocochledren Potenzials: Unterschiedliche elektrische Potenziale innerhalo der unterschiedlichen Innenohr-
Kompartimente, ibernommen von Frings et al. (14)

Durchblutungsstérungen in der Cochlea fihren sehr schnell zu einem Zusammenbruch des
endocochledren Potenzials. Es konnte gezeigt werden, dass derartige Reduktionen des
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endocochledren Potenzials zu schwerwiegenden Funktionsstorungen der Haarzellen und des
Hdorens flhren. (73-75)

1.3.3Elektro-mechanische und mechano-elektrische Transduktion

Die Wanderwelle erregt in der Cochlea zuerst hauptséchlich duRere Haarzellen, die dann Gber
ihre kontraktilen Eigenschaften die Bewegung der Basilarmembran lokal nochmals verstarken
koénnen und dann auch zu einer vermehrten Anregung der inneren Haarzellen fuhren, die diese

uber Transmitter an den Hornerv weitergeben kénnen. (Abbildung 10)

1.3.3.1 Elektro-mechanische Transduktion

Im Corti-Organ sorgt die Wanderwelle fiir Scherbewegungen der Tektorialmembran, die im
Bereich des frequenzspezifischen Maximums der Wanderwelle ebenfalls maximal sind.
Durch die Scherbewegung der Tektorialmembran werden die Stereozilien der &uf3eren
Haarzellen ausgelenkt. (Abbildung 11) Aufgrund ihrer Querverbindungen werden in der
Folge auch die weiteren Stereozilien gleichartig bewegt. Eine besondere Rolle kommt den Tip
links zu, die mit Kalium leitenden Kanélen verbunden sind. Bei nach aul’en gerichtetem
Abscheren der Tektorialmembran entsteht Zug auf die Tip links und damit kommt es zu einer
vermehrten Offnung der Kanale. Aufgrund des Kalium-Gradienten erfolgt ein Einstrom von
Kalium aus der Endolymphe in die Haarzellen, der zu einer Depolarisation der Zellmembran
fuhrt. Gegenl&ufiges Abscheren fihrt zum vermehrten Schluss der Kandle und zu einer
Repolarisation der Zelle. (14, 18)

Die periodische Verénderung des Membranpotenzials sorgt in den dulReren Haarzellen zu
Konfigurationsanderungen des Motorproteins Prestin. Hierdurch beginnen die &uReren
Haarzellen in ihrer Lange zu oszillieren und verstarken lokal im Bereich des Maximums der
Wanderwelle die  Schwingung von Basilar- und  Tektorialmembran.  Diese
spannungsabhangige Langenanderung der dufleren Haarzellen wird als elektro-mechanische
Transduktion bezeichnet und verstdrkt das mechanische Signal der Wanderwelle um
zusétzliche 50 dB. AuBerdem wird durch die ortlich sehr begrenzte Verstarkung der

Schwingung die Frequenzselektivitat erhoht. (14, 18)
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Abbildung 11 Schematische Darstellung des Transduktionsmechanismus: Uber die Erregung der auBeren Haarzellen
durch die Wanderwelle kommt es zu (iber Prestin vermittelten L&ngen&nderungen und Oszillationen der dufReren Haarzellen.
Hieraus folgt die lokale Verstirkung der Wanderwelle und die Ubertragung an die inneren Haarzellen, die Aktionspotenziale
an den afferenten Neuronen auslésen kdnnen; ibernommen von Klinke (18)

1.3.3.2 Mechano-elektrische Transduktion

Die von den duBeren Haarzellen verstarkte Wanderwelle fuhrt zu Endolymphbewegungen, die
nun auch die Stereozilien der inneren Haarzellen auslenken. Es kommt nun ebenso wie an den
auBeren Haarzellen zu Kalium vermittelten Depolarisationen und Repolarisationen der
Membran der inneren Haarzellen. (Abbildung 12 a) Anders als in den &ufReren Haarzellen
kommt es allerdings nicht zu Langendnderungen der Zellen, sondern in Folge der
Depolarisation Uber einen nachgeschalteten Calcium-Einstrom an der basalen Zellmembran
zur Transmitterausschittung. (Abbildung 12 b und c) Das hierbei freigesetzte Glutamat erregt
nun die Auslaufer der Nervenzellen des Ganglion spirale und erzeugt dort ein
Aktionspotenzial. Dieser Vorgang wird als mechano-elektrische Transduktion bezeichnet und
kennzeichnet die Umformung der mechanischen Wanderwelle zum elektrischen Nervensignal,

das im Verlauf der Horbahn im zentralen Nervensystem verarbeitet werden kann. (13, 14, 18)
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Abbildung 12 Aktivierung der inneren Haarzellen und Aktionspotenzial des afferenten Neurons: a Die Auslenkung der
Stereozilien ermdglicht den Einstrom von Kalium in die Zelle. b Dies fiihrt zum Calcium-Einstrom in die Zelle tber eine
Membrandepolarisation ¢ zur Transmittersekretion und zur Verdnderung des Aktionspotenzials des afferenten Neurons;
tibernommen von Frings et al. (14)

1.4 Klinik und Pathophysiologie des Horsturzes

Der Horsturz ist eine in der Uberwiegenden Zahl der Félle einseitige, akut auftretende
Erkrankung der Schallempfindung. Die mit einem Hoérsturz einhergehende
Schallempfindungsstérung  kann  hierbei  sehr  unterschiedlich  ausgeprégt sein.
Klassischerweise wird die Schwerhdrigkeit abhangig von der Frequenz in eine Hochton-,
Mittelton-, Tiefton- oder pancochledre Schwerhorigkeit eingeteilt. Eine besonders

schwerwiegende Einschrankung der Schwerhérigkeit wird als Taubheit bezeichnet.

Der Schweregrad der Schwerhorigkeit wird Ublicherweise nach der WHO-Graduierung
eingeteilt. (Tabelle 2) Diese teilt die Schwerhorigkeit in funf Grade, jeweils flr jedes Ohr
gemessen anhand des Mittelwerts der Einschrdnkung bei den fir den menschlichen
Sprachbereich typischen Frequenzen 0,5 kHz, 1 kHz, 2 kHz und 4 kHz und der klinischen
Symptomatik. (11)

Alternativ wird der Schweregrad der Schwerhdrigkeit in Anlehnung an den Vorschlag der
europaischen Expertengruppe (EU Concerted Action on Genetics of Hearing Impairements)
eingeteilt, ebenfalls jeweils gemessen als Mittelwert der Einschrdnkung bei den flr den
menschlichen Sprachbereich typischen Frequenzen 0,5 kHz, 1 kHz, 2 kHz und 4 kHz. Hier
teilt sich dieser in eine milde Form mit einem Horverlust von 20 — 40 Dezibel (dB), eine
mittelgradige Form mit 40 — 70 dB Horverlust und eine schwere Form mit einem Horverlust
von 70 — 95 dB auf. Von Taubheit spricht man ab einem Horverlust von 95 dB. (76)
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Tabelle 2 Einteilung der Schwerhdrigkeit nach dem Schweregrad (WHO) und allgemeine klinische Empfehlungen

(11)
Grad der Mittlerer Klinischer Befund | Empfehlung
Schwerhorigkeit | HOorverlust im

Reinton-

Audiogramm

0 —normalhorig | bis 25 dB keine oder nur Beratung, Verlaufskontrolle, bei
leichte Probleme Schallleitungsschwerhdrigkeit
bei der OP-Indikation prufen
Kommunikation,

Patient kann
Flustersprache
horen

1 — geringgradige | 26-40 dB Umgangssprache Beratung, Horgerat

Schwerhdrigkeit wird 1 m vor dem | gegebenenfalls empfehlenswert,
Ohr verstanden bei Schallleitungsschwerhdrigkeit

oder kombinierter
Schwerhdrigkeit gegebenenfalls
operative Versorgung

2 — mittelgradige | 41-60 dB lautes Sprechen Horgerét ist zu empfehlen, bei

Schwerhdrigkeit wird 1 m vor dem Schallleitungsschwerhdrigkeit
Ohr verstanden oder kombinierter

Schwerhdrigkeit gegebenenfalls
operative Versorgung

3 —hochgradige | 61-80 dB einige Worte Horgeréat notig. Falls kein

Schwerhdrigkeit werden bei sehr Horgerat moglich, prifen, ob
lautem Sprechen andere Horsysteme in Frage
auf dem besseren kommen (implantierbares
Ohr verstanden Horgeréat, Cochlea-Implantat);

Lippenlesen und Zeichensprache
unterstutzend

4 — Horreste oder | 81 dB oder keinerlei Horgeréatetrageversuch, bei

Taubheit mehr Sprachverstdndnis | Scheitern in der Regel heute

bei maximaler
Lautstarke

Indikation zur Cochlea-
Implantation, gegebenenfalls auch
Hirnstammimplantat-Versorgung;
erganzend gegebenenfalls
Lippenlesen/Zeichensprache

1.4.1Diagnostik

Aufgrund der besonders geschiitzten anatomischen Lage der Cochlea im Inneren des

Felsenbeins ist es anders als beispielsweise bei der Funduskopie der Retina nicht moglich, die

cochledre Durchblutung zu beobachten. (77) Zu den gangigen Diagnostika des Horsturzes
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gehoren deshalb nicht-invasive Verfahren wie die klinische Anamnese und HNO-&rztliche
Untersuchung, subjektive und objektive Audiometrie (Abbildung 13) und bildgebende
Verfahren wie zum Beispiel CT, MRT und Angiographie sowie seltener Blutuntersuchungen,
die einzeln oder zusammen der Abgrenzung anderer Erkrankungen mit akutem Horverlust
dienen. (78) (Tabelle 3)
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Abbildung 13 Befund eines Patienten mit Horsturz: Ton-Audiogramm mit einseitiger, im Tieftonbereich betonter,
mittelgradiger Schallempfindungsstérung am rechten Ohr und ein altersentsprechender Befund am linken Ohr; aus der
Audiologie der Klinik fiir HNO-Heilkunde am Klinikum der Universitat Miinchen

Wahrend sich die klinische Anamnese und Untersuchung sowie die Audiometrie vor allem
der Innenohrfunktion néhern, geben die bildgebenden Verfahren unter Umstanden Hinweise
auf morphologisch fassbare Krankheitskorrelate. Die Kklinische Untersuchung kann
gegebenenfalls im Gehérgang und Mittelohr gelegene Ursachen akuter Horverluste aufdecken.
Ebenso dienen die bildgebenden Verfahren dem Ausschluss retrocochleédrer Ursachen wie
intrakraniellen Tumoren und Hirninfarkten, wahrend die lokale Auflésung fiir eine

Begutachtung der cochledren Mikrostrukturen nicht ausreicht. (78)

Zumeist tritt ein HoOrsturz ohne klar identifizierbare Ursache auf. In einer kleinen Zahl der
Félle kann eine klare Ursache des Horsturzes definiert werden. Allerdings werden auch bei
unbekannter Ursache hdufig bestimmte Pathomechanismen vermutet. Neben diesen
spezifischen Pathomechanismen weisen einige Studien auch auf eine multifaktorielle Genese
hin. (3, 65, 79, 80)
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Tabelle 3 Diagnostik bei Horsturz-Patienten: Methoden, notwendig (*) und im Einzelfall nlitzlich (**) (81, 82)

Diagnostische Methode | Art der Untersuchung

Anamnese und klinische | Eingehende allgemeine und Fachanamnese (*), HNO-Status
Untersuchung (*), Blutdruckmessung (*), Ohrmikroskopie (*),
orientierende Vestibularisprifung (*), funktionelle
Untersuchung der HWS (*%*)

Audiometrie

- subjektive Tests Stimmgabel (*), Ton-Audiometrie (*), Sprachaudiogramm
(**), Glyceroltest (**)

- objektive Tests Tympanometrie (*), OAE (**), BERA (**), Stapediusreflex-

Messung (**), ECochG (**), CERA (**), ASSR (**)

Bildgebende Verfahren | MRT (Ausschluss eines Tumors), CT (Schadel, Felsenbein,

(**) HWS), Duplexsonographie
Laboruntersuchungen Blutzucker, CRP, Préacalcitonin, kleines Blutbild,
(**) Differenzial-Blutbild, Kreatinin, Fibrinogen, Serologie

(Borreliose, Lues, HSV-1, VZV, CMV, HIV)

Sonstiges (**) Elektronystagmographie/Video-Okulographie,
Tympanoskopie (ggf. therapeutisch bei Perilymphfistel),
interdisziplinare Untersuchungen (z.B. Neurologie, Innere
Medizin, Orthopéadie, Humangenetik)

1.4.2Vaskulare Genese

Die Klinik des Horsturzes sorgte bereits im 19. Jahrhundert dafiir, dass eine vaskuldre
Ursache vermutet wurde. Seitdem fokussierte sich die Forschung auf Durchblutungsstérungen
in der Cochlea und Stérungen der cochledren Mikrozirkulation. Géngige Mechanismen fir
diese Hypothese sind hier thrombotische beziehungsweise embolische Ereignisse,

rheologische Stérungen und Dysregulationen der GefaRRe wie VVasospasmen. (47, 83, 84)

Es wird angenommen, dass Einschrankungen der lokalen Durchblutung zu einer
ungeniigenden Versorgung mit Nahrstoffen und Entsorgung von Stoffwechselprodukten
fihren, sobald ein fir die Aufrechterhaltung der Funktion notwendiger Grenzwert der
Durchblutung unterschritten wird. In tierexperimentellen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass bereits ein geringer Abfall des cochledren Blutflusses zu

Funktionseinschrankungen fuhrt. (85)
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Darlber hinaus gelten bestimmte Faktoren als den cochledren Blutfluss einschrédnkend. So
scheinen hohe Blutfett- und Fibrinogen-Werte sowie pro-inflammatorische Mediatoren

negative Effekte auf das Innenohr zu haben. (86)

Fr ein unglnstiges Blutfett-Profil mit erhéhten LDL- und erniedrigten HDL-Werten konnte
uber eine verminderte NO-Produktion des GefaRendothels eine negative Wirkung auf die
cochledre  Durchblutung gezeigt werden. AuBerdem konnten epidemiologische
Zusammenhdange zwischen GefaR-assoziierten Erkrankungen wie dem Schlaganfall, deren
Risikofaktoren wie beispielsweise ein Diabetes mellitus, Rauchen, Parodontitis sowie eine
Hyperfibrinogenamie und dem Horsturz sowie weiteren Innenohr-Pathologien gezeigt werden.
(87-91)

Auch Entziindungsreaktionen scheinen negativen Einfluss auf die cochledre Durchblutung zu
haben. Als zentraler Entzindungsmediator zeigte Tumornekrosefaktor (ehemals
Tumornekrosefaktor alpha, TNF) lber eine Aktivierung des Sphingosin-1-Phosphat (S1P)-
Signalwegs vasokonstriktorische Effekte am Innenohr und eine Reduktion des cochledren
Blutflusses. Fur verschiedene inflammatorische Pathologien wie Autoimmunerkrankungen,
Infektionen und andere systemische Entziindungszustande konnte eine TNF-Freisetzung
gezeigt werden. Es ist denkbar, dass TNF uber diesen Signalweg eine pathophysiologische

Endstrecke zu einem Horsturz mit vaskuldrer Pathologie bildet. (63, 64)

1.4.3Virale Genese

Neben der Theorie, dass vaskuldre Ursachen zum Horsturz fihren, werden auch auf das
Innenohr Ubergreifende virale Infektionen verantwortlich gemacht. Zu den Viren, die mit dem
Horsturz assoziiert werden, z&hlen verschiedene Herpes-Viren (HSV-1, VZV, CMV),
Masern-, Mumps-, Roteln- und Influenzaviren. Die tatséchliche Assoziation von vielen Viren
bleibt aber kontrovers, da in vielen kleinen Horsturz-Studienpopulationen kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zu akuten viralen Infektionen hergestellt werden konnte. (92,
93)

Der Nachweis, dass virale Infektionen zum Hdorsturz fiihren, ist schwer zu erbringen. Dies
liegt vor allem daran, dass es kaum mdglich ist, einen direkten Virus-Nachweis Uber
beispielsweise eine PCR aus Proben des Innenohrgewebes beziehungsweise der
Innenohrflissigkeiten zu erbringen. Morphologische Korrelate maoglicher abgelaufener

Infektionen konnten allerdings schon im Felsenbein Verstorbener gefunden werden. (94)
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Es wurden in der Literatur Hypothesen flr drei Mechanismen beschrieben, welche die
Entstehung eines Horsturzes in Folge einer viralen Infektion erklaren konnten. Einer der
Mechanismen beschreibt ein Ubertreten der Virus-Infektion auf die Innenohrstrukturen, im
Sinne einer viralen Cochleitis bzw. Neuritis (vestibulo-)cochlearis. Dabei konnten die Viren
von benachbarten Rdumen wie dem Mittelohr oder dem Liquorraum oder auch hamatogen ins
Innenohr gelangen. Da viele der genannten Viren eher mit dem Auftreten im Kindesalter
assoziiert werden, gilt als weiterer Pathomechanismus eine Virus-Persistenz im Innenohr bzw.
Hornerven und eine spater auftretende Reaktivierung &hnlich der Girtelrose der Haut, die
zum Horsturz fihrt. Ein dritter Pathomechanismus vermutet eine Immun-Kreuzreaktion mit
Innenohr-Antigenen bei systemischen Virus-Infektionen, bei denen sich die spezifische

Virusabwehr falschlicherweise zusatzlich gegen die kdrpereigenen Strukturen richtet. (95, 96)

Die Endstrecke vieler viraler Pathologien beim Horsturz scheint in einer vermehrten
Glutamat-Ausschittung der inneren Haarzellen und einer damit verbundenen Blockade der
mechano-elektrischen Transduktion im HOrprozess zu liegen. Die HOrminderung kann
anfangs reversibel sein, was insbesondere dann gilt, wenn der ursdchliche schadigende
Mechanismus unterbrochen werden kann. Bei einer Persistenz der Stérung kommt es letztlich

zu einem Untergang der Haarzellen und zu einer Atrophie des Hornerven. (64, 97)

1.4.4 Autoimmunologische Genese

Da das Innenohr einige spezifische Molekilstrukturen enthalt, die fur die Innenohrfunktion
von Bedeutung sind, kdnnen Immunreaktionen, die sich gegen diese speziellen Innenohr-
Antigene richten, die Horfunktion einschranken und zu einer Horsturz-Symptomatik fihren.
(98-102)

Verschiedene Autoimmun-Reaktionen konnen das Innenohr hierbei schadigen. So kénnten
gegen Innenohr-Antigene gerichtete Auto-Antikorper oder T-Zellen mit einer direkten
Schédigung genauso fur eine Stérung der Horfunktion sorgen wie die Ablagerung von
Immunkomplexen auf indirekte Weise mit einer Storung der Mikrozirkulation. (103-106) Es
konnten mehrere Innenohrantigene identifiziert werden, von denen in Studien beispielsweise

Cochlin und das PO-Antigen mit dem Horsturz assoziiert wurden. (107, 108)

1.4.5Endolymphatische Hydrops-Genese

Fir einen Teil der Horstirze wird die Meniére-Krankheit verantwortlich gemacht. Ursachlich
fur den akuten Horverlust ist in diesen Féllen die Ruptur der Reissner-Membran nach einem
vorigen Endolymphstau, der als endolymphatischer Hydrops bezeichnet wird. Hierbei kann
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dem endolymphatischen Hydrops entweder eine nicht balancierte Zunahme der Endolymph-

Produktion oder Abnahme der Endolymph-Resorption zugrunde liegen. (109, 110)

Durch die Zunahme der Endolymphe kann es bereits durch die mechanische Verlagerung der
Basilarmembran zu Einschrankungen der Horfunktion kommen. Beim Meniére-Anfall kommt
es Uber die Ruptur der diinnen Reissner-Membran zu einer akuten Entlastung des erhéhten
endolymphatischen Drucks. Dies fiuihrt zu einer Durchmischung von Endolymphe und
Perilymphe mit einem potentiellen Zusammenbruch des endocochledren Potenzials und einer

Kalium-Intoxikation des perilymphatischen Gewebes. (111, 112)

1.5 Therapie des Horsturzes

Gerade mit Blick auf evidenzbasierte Konzepte existieren fir diese Erkrankung keine
Therapien, die durch groRe verblindete Studien oder Meta-Analysen solcher Studien mit
entsprechend hoher Evidenz belegt waren. Eine grofie Schwierigkeit liegt bereits darin, echte
Therapie-Erfolge von den mit 40-60 Prozent sehr hé&ufigen Spontanremissionen zu
unterscheiden. Dies erschwert die Erfassung effektiver Therapiemoglichkeiten durch

klinische Studien zusatzlich.

Deshalb wurde und wird in der Therapie des Horsturzes haufig auf empirische Konzepte
zurlickgegriffen. Hierbei wird aufgrund der individuell vermuteten Ursache der Erkrankung
mit dem jeweiligen Patienten die Therapie erarbeitet. Das Spektrum der Horsturztherapien
reicht dabei von abwartenden Ansdtzen und dem Vermeiden von hoher Lautstarke und
Anspannung sowie Anpassungen des Lebensstils zu einer Vielzahl medikamentoser
Verfahren. Die aktuelle Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) empfiehlt fir die medikamentése Behandlung
lediglich den Einsatz von Glucocorticoiden, die entweder systemisch mittels oraler
beziehungsweise parenteraler Gabe oder lokal mittels Instillation in das Mittelohr verabreicht
werden kodnnen. Supportive BehandlungsmalRnahmen sind in der akuten Therapie und im
Verlauf hdufig anzuraten und kénnen beispielsweise auch Tinnitus-Beratungen und
Verhaltenstherapien einschlieRen. (65, 80, 82, 113)

Grundsatzliche Ziele der angewandten, teils obsoleten Horsturz-Therapien kdnnen zum Einen
in einer positiven Beeinflussung der cochledren Durchblutung liegen, die durch eine
Verbesserung der FlieReigenschaften des Blutes oder durch eine geféaBregulatorische
Verbesserung des Blutflusses erreicht werden kann. Zum Anderen gibt es

antiinflammatorische beziehungsweise antiapoptotischen Anséatze.
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1.5.1Verbesserung der FlieReigenschaften des Blutes

Zu den Therapieverfahren, die eine Verbesserung der FlieRBeigenschaften des Blutes zum Ziel
haben, gehdren neben verschiedenen Plasma-Expandern, die (ber ihre molekularen
Eigenschaften Flissigkeit osmotisch innerhalb des GefélRes halten sollen, die Mdglichkeit der
Plasma-Apharese und Medikamente, die zusatzlich anti-inflammatorisch wirken.

In der Horsturztherapie erprobte Plasma-Expander sind HES- und niedermolekulare Dextran-
Infusionen. Sie sollten das Blutvolumen insgesamt und damit die Gewebeperfusion erhéhen
und gleichzeitig den zelluldren Blutanteil (H&matokrit) und somit die Blutviskositat senken.
In klinischen Studien konnte kein Wirksamkeitsnachweis erbracht werden. Die aktuelle
AWMPF-Leitlinie empfiehlt den Einsatz von HES-haltigen Ldsungen deshalb explizit nicht
mehr. (82, 84, 114)

Ein weiterer Ansatz liegt in der selektiven Plasma-Apharese, bei der kurz nach einem
Horsturzereignis selektiv die Fibrinogen- und LDL-Spiegel im Blutplasma verringert werden.
Durch die Erniedrigung der beiden Plasma-Bestandteile sollen bei gleichbleibendem
Hamatokrit und somit erhaltener Sauerstofftransportkapazitat des Blutes die Blutviskositat
und die Blutgerinnungsneigung erniedrigt sowie die Funktion des Endothels zur NO-
Produktion verbessert werden, sodass es zu einer verbesserten Gewebsperfusion kommt. Es
zeigten sich zwar vielversprechende Studienergebnisse, die besonders fir ein
Patientenkollektiv mit hohen Ausgangswerten fur die Fibrinogen- und LDL-Spiegel galten,
aber gegenuber konventionellen Infusionstherapien keine statistisch signifikanten Vorteile
zeigten. (115, 116)

Auch das Antidementivum Piracetam wurde in der Therapie des Horsturzes untersucht, da
neben der Forderung der Durchblutung ebenfalls eine bessere Sauerstoff- und

Zuckerverwertung im minderversorgten Innenohr angenommen wurde. (117, 118)

Daneben werden Thrombozyten-Aggregationshemmer wie ASS und Pentoxifyllin eingesetzt.
Auch sie sollen die Blutviskositat erniedrigen und auflerdem eine Gerinnung des Blutes
verhindern und anti-inflammatorisch wirken. ASS ist vor allem in der Akuttherapie und
Pravention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen erprobt. Allerdings konnte fur ASS in einer
kleinen Studienpopulation von Horsturz-Patienten kein zusatzlicher Nutzen gegeniiber einer
spontanen Remission festgestellt werden. Aulerdem ist fir ASS, insbesondere bei
Intoxikationen, sogar eine ototoxische Wirkung beschrieben. (116, 119, 120) Das Xanthin-

Derivat Pentoxifyllin ist bei einer Vielzahl von Durchblutungsstérungen wie der peripheren
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arteriellen Verschlusskrankheit, degenerativen GeféalRerkrankungen des Auges, Gehirns und
Innenohres indiziert. Auch fur dieses Medikament fehlt ein Wirksamkeitsnachweis in der
Therapie des Horsturzes. (91, 121, 122) Auch fir Ginkgo biloba-Extrakte, die in der Therapie
des Horsturzes und von Ohrgerduschen eingesetzt werden, sind ein &hnlicher

Wirkungsmechanismus und eine umstrittene Wirksamkeit beschrieben. (123, 124)

Allen genannten Wirkstoffen dieses Abschnitts fehlt letztlich eine Therapie-Empfehlung laut
AWMPF-Leitlinie zum Horsturz. Therapien wie die Infusion HES-haltiger Lésungen sind

sogar kontraindiziert. (82)

1.5.2GefalRregulatorische Verbesserung des Blutflusses

Ein weiterer genereller Ansatz in der Horsturztherapie liegt darin, in die GefaBregulation
einzugreifen, um beispielsweise den Gefalquerschnitt in zufiihrenden GeféalRen zu erweitern
und damit den Blutfluss zu verbessern. In diesem Zusammenhang wurde eine Vielzahl von
Wirkstoffen erprobt, wobei die tatsdchliche Wirksamkeit weiterhin umstritten ist. Einige der
Medikamente wie Calcium-Kanal-Antagonisten (beispielsweise Nifedipin und Nimodipin)
stehen besonders in der Kritik, da sie auch die gesunden Gefédlle erweitern und die
Durchblutung in minder-perfundiertem Gewebe sogar erniedrigen konnten. Dies wird als
Steal-Phdnomen bezeichnet. (125-128) Auch die Prostaglandine E1 und 12 wurden als
vasoaktive und Gerinnungs-hemmende Substanzen in der Hoérsturztherapie untersucht. (129,
130)

Der hyperbaren Sauerstofftherapie werden von einigen Autoren im akuten Stadium des
Horsturzes Therapie-Erfolge in bis zu 50 % der Falle zugeschrieben. Bei diesem Therapie-
Verfahren halten sich die Patienten mehrfach fiir einige Stunden in einer Uberdruckkammer
auf und erhalten als Atemluft hoch angereicherten Sauerstoff. Eine weitere Studie konnte
zwar mit der Infusionstherapie vergleichbare Erfolge erzielen, jedoch bleibt die tatsachliche

klinische Bedeutung der Ergebnisse unklar. (131)

Betahistin findet seine Anwendung hauptséchlich in der Therapie und Anfallsprophylaxe des
Morbus Meniére. Bei dieser Erkrankung soll es die Zahl der Schwindelzustande und
Horsturzereignisse verringern. In der Therapie sonstiger Horsturze ist es in der Wirksamkeit
nicht belegt. (132-134)
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1.5.3 Anti-inflammatorische/anti-apoptotische Therapie

Neben der Beeinflussung der cochledren Durchblutung ist ein vielfach versuchter Ansatz der
Horsturztherapie gegen eine Entziindungsreaktion des Innenohrgewebes und den Untergang
der Haarzellen gerichtet. In kleinen Studienpopulationen wurden mehrere Substanzen erprobt,
die gegen pro-inflammatorische Radikale wirken sollen, die im geschadigten Gewebe
vermehrt vorhanden sein sollen. Unter diesen Substanzen finden sich unter anderem
Glutathion, Melatonin, Allopurinol, Magnesium, Selen und die Vitamine A, C und E. Fir
Vitamin C konnte zuletzt eine frihe klinische Studie signifikante Verbesserungen gegenuber
einer Placebo-Therapie zeigen, deren Ergebnisse in gro3er angelegten Studien noch bestatigt
werden mussen. (135-138) Fir die Substanz AM-111, ein Ligand der c-Jun N-terminalen
Kinase aus der Klasse der so genannten Stress-Kinasen, konnte transtympanal injiziert
ebenfalls in kleinen Studienpopulationen eine signifikante Wirkung bei schweren Féllen von

akustischen Traumata und Horsturzen gezeigt werden. (139-142)

Substanzen, deren Effekte nach transtympanaler Injektion ebenfalls untersucht wurden, sind
Taurine, Insulin-like Growth Factor 1 und vor allem Glucocorticoide wie Methylprednisolon.
Glucocorticoide werden seit langem in der Therapie des Horsturzes eingesetzt, obwohl der
Nutzen der Behandlung teilweise weiterhin bezweifelt wird. Trotzdem sind Glucocorticoide
die derzeit einzige von der AWMF-Leitlinie empfohlene, primére medikamentdse Therapie
des Horsturzes. Nach Abwagung der Nebenwirkungen ist eine systemische hochdosierte oder
nach Absprache mit den Patienten auch primér eine lokale, intratympanale Glucocorticoid-
Therapie empfohlen. Beide Applikationswege gelten in der priméren Therapie als
gleichwertig. Bei ungenugendem Erfolg einer systemischen Erstbehandlung kann den
Patienten auch noch ein intratympanaler Therapie-Versuch angeboten werden. (82, 116, 143-
149)

Zuletzt wurde auch vermehrt die Wirkung von anti-inflammatorischen Medikamenten, die der
Therapie rheumatischer und Autoimmun-Erkrankungen entlehnt sind, in der Behandlung von
Innenohrerkrankungen getestet. Im Fokus der Forschung sind vor allem Tumornekrosefaktor-
Inhibitoren aus der Medikamentenfamilie der Biologika. Bevorzugte Indikation haben diese
Medikamente bei Innenohrerkrankungen, in denen eine autoimmunologische oder

entzlindliche Ursache vermutet wird. (150-156)
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1.6 Tumornekrosefaktor,  Sphingosin-1-Phosphat und  spezifische
Inhibitoren

Auch in aktuellen Meta-Analysen wird der Anteil des Auftretens eines HOorsturzes ohne
bekannte Ursache noch mit tiber 70% eingestuft. Daneben gelten vor allem virale Infektionen,
Entziindungen und Autoimmunerkrankungen sowie Durchblutungsstérungen des Innenohres
als weitere etablierte Ursachen. (116) AuRerdem konnten klinische Untersuchungen
Korrelationen zwischen dem Horsturz und kardiovaskuldren Erkrankungen sowie einigen
derer Risikofaktoren feststellen. (89, 157)

1.6.1 Tumornekrosefaktor

Eine Gemeinsamkeit der Ursachen ist neben dem Einfluss auf die Durchblutung eine
begleitende inflammatorische Antwort, die letztlich auch zur weiteren Schéadigung des
betroffenen Gewebes beitragt. (158) Ein zentraler Akteur im Geschehen des Horsturzes
konnte deshalb TNF sein, da es sowohl die entziindliche Reaktion vermittelt als auch
Auswirkungen auf die Mikrozirkulation haben kann. So ist TNF ein Zytokin, das als
wesentlicher Faktor in der Pathophysiologie verschiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen
gilt. (159, 160)

TNF ist stark pro-inflammatorisch und spielt eine wichtige Rolle in der Immunmodulation,
Entziindung, Tumorabwehr und Kachexie, Hamatopoese, beim septischen Schock und der
viralen Replikation. (159, 161-163) Es wird vor allem von aktivierten Makrophagen als
Antwort auf Immunstimulationen hergestellt. Seine zytotoxische Wirkung entfaltet sich vor
allem bei transformierten Zellen, wohingegen es in normalen, diploiden Zellen beispielsweise
eine Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten, eine Differenzierung von myeloiden
Vorléauferzellen oder eine Proliferation von Fibroblasten auslésen kann. Daneben ist TNF
auch fur seine vasokonstriktorischen Effekte bekannt. (64, 164, 165) In der Zirkulation liegt
es als Homotrimer vor. (166) TNF (ehemals TNF-a) und das struktur-verwandte
Lymphotoxin-a. (ehemals TNF-B) binden beide an die TNF-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2,
(167)

Fir TNF konnte bereits eine Beteiligung an der Pathogenese von Innenohrfunktionsstérungen
nachgewiesen werden. (168) AuBerdem sind zellulére Quellen von TNF im Innenohr bekannt,

sodass ein direkter Einfluss auf die cochledre Mikrozirkulation denkbar erscheint. (169)
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1.6.2Etanercept

Der TNF-Inhibitor Etanercept gehort in die Gruppe der biotechnologisch hergestellten
Medikamente (Biologika). Das Fusionsprotein besteht aus der Liganden-Bindungsdomane des
Tumornekrosefaktor-Rezeptors 2 und der Fc-Untereinheit des humanen 1gG1-Antikorpers.
Aufgrund der Liganden-Bindungsdoméne des TNF-Rezeptors 2 ist Etanercept in der Lage
TNF und Lymphotoxin-o zu binden. (170)

Etanercept ist von der amerikanischen Medikamenten-Zulassungsstelle FDA (Food and Drug
Administration) fur die Behandlung der mittelschweren bis schweren Rheumatoiden Arthritis,
juvenile idiopathische Arthritis und Plaque-Psoriasis sowie Psoriasis-Arthritis und
ankylosierender Spondylitis zugelassen und in der Behandlung dieser Krankheiten eingesetzt.
(171-173) Unter der Therapie von TNF-Inhibitoren ist das Wieder-Auftreten einer latenten
Tuberkulose-Infektion vermehrt. (174, 175)

1.6.3Sphingosin-1-Phosphat und JTE-013

Die Wirkungsvermittlung von TNF konnte im Innenohr Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
ubernehmen. TNF ist einer der starksten Aktivatoren der Sphingosin-Kinase 1, die das pro-
konstriktive Phospholipid S1P bildet. (176)

Sphingosin-1-Phosphat ist ein bioaktives Lipid, das in vielen Bereichen der Zellbiologie aktiv
ist. Beispiele sind die Proliferation, das Zell-Uberleben und -Migration, die Zytoskelett-
Organisation und die Morphogenese. Es kann an fiinf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(S1P/EDG-1, S1P,/EDG-5, S1P3/EDG-3, S1P4/EDG-6 oder S1Ps/EDG-8) binden und auf
diese Weise seine Wirkung vermitteln. (177-179) S1P kann den Tonus glatter Muskelzellen
erhdhen und damit den Blutfluss senken. (180)

JTE-013 ist ein selektiver Rezeptorantagonist am S1P,/EDG-5-Rezeptor. Es konnte gezeigt
werden, dass JTE-013 die von S1P inhibierte Wanderung von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen sowie B16 Melanom-Zellen ermdglicht. (181-183) Aullerdem verhindert JTE-
013 die Akkumulation von cAMP in glatten Muskelzellen der Koronargeféle und deren durch
S1P ausgeloste Kontraktion sowie die S1P-induzierte Steigerung des Portalvenendrucks der
Leber. (184-186) Fur das SK1/S1P-System wurde bereits eine Rolle in der Regulation der

cochledren Mikrozirkulation nachgewiesen. (63, 187)
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2 Fragestellung und wissenschaftliche Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Rolle von TNF in der Pathogenese des Horsturzes
untersucht werden. Im Verlauf des Projekts soll des Weiteren der Einfluss von spezifischen
Inhibitoren auf die Wirkung von TNF getestet werden, um mogliche Ziele fur die Therapie

des Horsturzes zu identifizieren.

Als Indikator fur die Innenohrfunktion dient der im Tierexperiment beobachtete Blutfluss in
MikrogefdRen der Stria vascularis. Hierflir steht ein etabliertes Innenohrmodell am
Meerschweinchen zur Verfligung, das in der Arbeitsgruppe weiter modifiziert und fur die

Horsturzforschung angepasst wurde. (188, 189)

Hieraus ergeben sich die folgenden Fragestellungen, die in diesem Projekt evaluiert werden

sollen:
1. Besitzt TNF dosisabhangige Wirkungen auf die cochleare Mikrozirkulation?

2. Kann der TNF-Inhibitor Etanercept eine spéater erfolgende Wirkung von TNF auf die

cochledre Mikrozirkulation verhindern?

3. Konnen der TNF-Inhibitor Etanercept und der S1IPR2-Antagonist JTE-013 die Wirkung
von TNF auf die cochledare Mikrozirkulation nachtraglich umkehren?
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3 Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sowie die notwendigen Vorversuche
fanden im Zeitraum zwischen Oktober 2010 und Juni 2013 im Walter-Brendel-Zentrum
fur Experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-Universitat statt. Wahrend des
Erlernens und der Etablierungsphase wurden die Versuche nach dem Tierschutzgesetz
(insbesondere Tierschutzgesetz Artikel 8 und Artikel 7a Satz 1 Nummer 7, 1 und 2) mit
der Genehmigung der Regierung von Oberbayern unter dem Geschéftszeichen 55.2-1-
54-2531.3-9-10 und fir die weiteren Versuche dann unter dem Geschaftszeichen 55.2-
1-54-2531-123-10 durchgefiihrt.

3.1 Versuchstiere

Fir das Erlernen und Modifizieren der Methode, VVorversuche zur Superfusion und den
kombinierten Einsatz von Intravitalmikroskopie und audiologischen Verfahren sowie
die in dieser Arbeit dargestellten Versuchsreihen wurden insgesamt 130 weibliche
Albino Hartley Meerschweinchen der Firma Charles River Wiga (97633 Sulzfeld)

verwendet.

Die Tierhaltung erfolgte bei einer konstanten Temperatur von 23 °C, einer
Luftfeuchtigkeit von 50-60% sowie einem Hell-Dunkel-Zyklus im Verhéltnis 14 zu 10
Stunden in der Tierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums der Ludwig-Maximilians-
Universitat (Marchioninistr. 27, 81377 Munchen). Neben einer standardisierten
Futtermischung fur die Meerschweinchenhaltung und Einstreu der Firma Altromin
(32791 Lage) stand den Tieren Wasser ad libitum zur Verfligung. Es waren jeweils bis
zu zehn Tiere in einem Gehege mit Freilauf untergebracht. Nach der Anlieferung durch
die Firma Charles River Wiga wurde eine Ruhezeit von mindestens 2 Tagen eingehalten,

bevor Tiere in die Versuche eingeschlossen werden konnten.

3.2 Narkose und Monitoring

Zur Narkoseeinleitung wurden die wachen, spontan atmenden Tiere in eine luftdichte
Kunststoffkammer gesetzt, in die fir zehn Minuten eine kurzwirksame
Narkosegasmischung eingeleitet wurde. Diese volatile Narkosemischung bestand aus
1,0 I/min Sauerstoff (O), 0,5 I/min Lachgas (N,O) und 2,5 Volumenprozent Isofluran
(Forene 100% (V/V), Abbott, 65205 Wiesbaden). Im direkten Anschluss an die volatile
Narkose erfolgte die Umstellung auf eine langer wirksame, Gewichts-adaptierte

Intraperitoneal-Narkose und das kontinuierliche Monitoring von Herzfrequenz und
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peripherer Sauerstoffsattigung mit einem Pulsoxymeter (NONIN SpO,, HF Messung,
mediquip Medizintechnik, 79199 Kirchzarten) am rechten Hinterlauf. Die
Narkosel6sung bestand aus 85 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin (Ketavet 100 mg
Injektionslosung, Pharmacia, 10785 Berlin), 8,5 mg/kg KG Xylazin (Rompun 2%
Injektionsldsung, Bayer Vital, 51373 Leverkusen) und 0,25 ml/kg KG physiologische
Kochsalzlésung. Zur Erhaltung der Narkose wurde halbstiindlich eine intraperitoneale
Injektion der Losung in halber Dosis (42,5 mg/kg KG Ketamin, 4,25 mg/kg KG Xylazin
und 0,125 ml/kg KG physiologische Kochsalzlésung) verwendet. Mit diesem Verfahren

wurde ein chirurgisches Allgemeinanasthesie-Niveau erreicht. (190-192)

Die Narkosemischung aus Ketamin und Xylazin bietet eine gute Kombination aus
Analgesie und Muskelrelaxation. Die sympathomimetischen Wirkungen des Ketamins
dampfen aullerdem die Xylazin-induzierte Bradykardie und AV-Bldécke. Dies ist einer
der Grinde fur die relativ geringen Einflisse dieser Narkose auf die Vitalparameter
Herzfrequenz, Blutdruck, Temperatur und Atemfrequenz. Zusatzlich sind beide
Medikamente in der Durchfihrung von Laborversuchen in verschiedenen Tier-
Modellen seit langem erprobt und deren pharmakologische Wirkungen bekannt. (193-
197)

Zusétzlich zur intraperitonealen Narkose wurde die Atemluft der Tiere mit einer Maske
kontinuierlich mit ca. 2-3 I/min Sauerstoff und 0,5 I/min Lachgas angereichert. Um
Flussigkeitsverluste auszugleichen und einen unverdnderten renalen Blutfluss zu
gewahrleisten wurde den Tieren intravenés kristalloide Losung zugefihrt (NaCl 0,9%
(Braun, 34212 Melsungen), ca. 80 pl/kg KG/min). Um die Augen der Tiere wéhrend
den Versuchen vor Austrocknung zu schitzen, wurde eine Dexpanthenol-haltige
Augensalbe appliziert (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, 51373
Leverkusen; 50 mg Dexpanthenol/g).

Das Hautareal um das duRere Ohr und am linken Hals wurde zusétzlich mit ca. 0,2 ml
bzw. 0,1 ml Prilocainhydrochlorid-Losung (Xylonest 1%, AstraZeneca, 22880 Wedel,
10 mg Prilocainhydrochlorid/ml Injektionslosung) lokal ané&sthesiert, um die
besonderen Schmerzreize bei der Hautinzision besser zu kontrollieren und den

Verbrauch der Allgemeinandsthesie zu vermindern.

Die gewahlte Kombination von verschiedenen Andsthesieformen und supportiven

MaRnahmen hat eine sehr gute Anésthesietiefe und Schmerzfreiheit bei mdglichst
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geringer Beeintrachtigung der Vitalfunktionen der Tiere im kompletten Versuchsverlauf
gewahrleistet. (198)

Nach Abschluss der Messungen beziehungsweise beim Eintritt von Abbruchkriterien
wie einem plétzlichen andauernden Abfall der Herzfrequenz oder der
Sauerstoffsattigung wurde die Euthanasie der narkotisierten Tiere durch eine
intraperitoneale, korpergewichtsadaptierte Injektion von Pentobarbital (3 ml/kg KG,
Narcoren, 16 g/ 100 ml, Merial, 85399 Hallbergmoos) induziert. (199-201)

3.3 Lagerung

Fur die Lagerung der Tiere wurden eine eigens fiir den Zweck hergestellte VVorrichtung
mit Dreipunkt-Kopfhalterung sowie eine Heizplatte verwendet. So konnte die
Kopfposition wahrend der Prdparation und den Messungen fixiert und die
Korpertemperatur wahrend der Narkose konstant bei 37,5-38,5° Celsius rektaler
Temperatur gehalten werden. Zur Durchfiihrung der Préparationen am &uReren Ohr,
dem Mittelohr und der Fensterung der Cochlea sowie der Messungen unter dem
Intravitalmikroskop wurden die Tiere auf dem Bauch gelagert, der Kopf zur linken Seite
gedreht und in der Halterung fixiert. Dies ermdglicht die Sicht in die rechte Bulla, die
groRe pneumatisierte Mittelohrhohle der Tiere, auf die rechte Cochlea durch das
Operations- und Intravital-Mikroskop. Die Bulla tympanica, die die Mittelohrhohle
darstellt, ist bei Nagetieren immer pneumatisiert, sodass diese sich besonders als

Versuchsmodelle fir die Darstellung der Cochlea eignen. (202)

Um den zentralen Venenkatheter in die linke Vena jugularis zu platzieren, wurden die
Tiere in einer rechts-seitigen Ruckenlage gelagert. Auferdem wurde das linke
Vorderbein mit einem Streifen Leukoplast aus dem Sichtfeld des Operationsmikroskops
geschwenkt und fixiert.

3.4 Chirurgische Technik

Nach der Umstellung der volatilen auf die intraperitoneale Narkose, dem Beginn des
pulsoxymetrischen Monitorings und der Applikation der Augensalbe wurden die
Hautareale der Operationsgebiete mit einem Langhaarschneider (Elektra Il GH 204,
Aesculap, 78532 Tuttlingen) rasiert. Danach wurden die Tiere in der Kopfhalterung
fixiert und auf der Heizplatte in Bauchlage platziert. Alle folgenden Operationsschritte
wurden unter einem Leica Operationsmikroskops (Leica, Wild Heerbrugg M650, 35578
Wetzlar) durchgefiihrt.
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3.4.1Préaparation des auferen Ohrs und des Mittelohrs

Nach der Einwirkzeit der lokalen Ané&sthesie erfolgte die kreisférmige Hautinzision mit
einem Einmalskalpell (Feather disposable No. 11, Feather Safety Razor Co, Ltd., Osaka,
Japan) um das rechte dulRere Ohr. Anschlieend wurde in der Faszienschicht das &ul3ere
Ohr in Richtung des aulReren Gehdrgangs knapp aullerhalb dessen Austritts aus dem
Schadel prapariert. SchlielRlich wurde der Gehoérgang an dieser Stelle durchtrennt und
das duBere Ohr entfernt. Nun erfolgte die gezielte Blutstillung der die Ohrmuschel
versorgenden Gefalle mit bipolarem Strom (Erbotom T 400 C, Erbe Elektromedizin,
72072 Tibingen). Nach der Durchtrennung des M. temporalis erfolgte die stumpfe
Freilegung des die Bulla bedeckenden Knochens am Ubergang zum temporalem

Hirnschadel und schlieflich die mechanische Eréffnung der Bulla ber einen Zugang

am dorsalen Rand des Gehérgangs.

Abbildung 14 Préparation des Auflen- und Mittelohres: Nach der Entfernung der AuRenohr- und
Mittelohrstrukturen liegt die Cochlea gut sichtbar in der Bulla des Felsenbeins (AusschnittsvergréRerung).

Im Verlauf werden nun Teile des Gehdrgangs, das Trommelfell, die

Gehorkndchelchenkette und Teile des M. tensor tympani entfernt und der Zugang so

weit erweitert, dass sich die Cochlea innerhalb der Bulla gut dargestellt. (Abbildung 14)
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3.4.2Praparation des zentralen Venenkatheters

Nach der Umlagerung in die rechts-seitliche Ruckenlage und lokalen Anésthesie der
lateralen Halshaut, erfolgte die Hautinzision. Die linke Vena jugularis interna wurde
unter dem Leica Operationsmikroskop im Folgenden frei prapariert (Abbildung 15 A),
mit einer Mikroschere (Mikro-Federschere 11cm, Aesculap, 78532 Tuttlingen) erdffnet
und einem an eine Einwegspritze angeschlossenen Polyethen-Schlauch (Portex
Polythene Tubing, innerer Durchmesser: 0,28 mm, duBerer Durchmesser: 0,61 mm,
Smiths Medical International Ltd., London, England; BD Microlance 3, 30G Y2, Becton
Dickinson, 69126 Heidelberg; BD Plastipak 1 ml Spritze Luer (PP), Becton Dickinson,
69126 Heidelberg) katheterisiert. (Abbildung 15 B) Vor der Katheterisierung wurde das
Spritzen-Schlauch-System mit physiologischer NaCl-Ldsung luftfrei aufgezogen. Der
Katheter wurde mit Ligaturfaden (4/0 Sutupak, Ethicon Perma-Hand Seide,
Johnson&Johnson Intl., 41470 Neuss) fixiert und konnte nun auf seine Funktionalitét

uberpriift werden. SchlieBlich wurden die Hautrdnder mit Leukoplast-Streifen adaptiert.
(Abbildung 15 C)

Abbildung 15 Katheterisierung der linken V. jugularis: A Vorbereitung des GefdlRes, B Katheter in situ, C
Katheter fixiert und Hautinzision versorgt

3.4.3Cochleéare Fensterung

Als letzter operativer Schritt wurde nach Umlagerung in die Bauchlage ein kleines
rechteckiges Fenster in der lateralen Wand der zweiten bis dritten cochledren Windung
angelegt. (Abbildung 16 A) Mit einem spitzen Skalpell (Feather disposable No. 11,
Feather Safety Razor Co, Ltd., Osaka, Japan) wurde die Wand der Cochlea zuerst
angeritzt und ausgediinnt, um den entstehenden Knochendeckel mdglichst schonend

herausldsen zu kdnnen.
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3.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Floureszenzmikroskopie (Intravitalmikroskopie; VM) dient der
Darstellung von MikrogefaBen und der Erfassung von unterschiedlichen
Mikrozirkulationsparametern. (Abbildung 16) Generell ist es mdglich, GefalRe und
Durchblutung des Gewebes durch die Bestimmung von Parametern wie der
Kapillardichte. GefaRdurchmessern und Flussgeschwindigkeiten zu erfassen sowie auch
funktionelle Blutzellen wie zum Beispiel durch das Endothel wandernde Leukozyten zu
quantifizieren. Zur Bestimmung des cochledren Blutflusses ist insbesondere die
Erfassung der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit und des Kapillardurchmessers
notwendig. (203, 204)

In der Bildgebung von lebendem Gewebe ist es hdufig nétig, den Kontrast in den zu
beobachtenden Bereichen zu verbessern. Oft wird die selektive Fluoreszenz markierter
Strukturen ausgenutzt. Hierfir konnen zur besseren Darstellung des Kapillarbettes

Fluoreszenzfarbstoffe verabreicht werden. (Abbildung 16 B)

3.5.1Fluoreszeinisothiozyanat

Den Tieren wurde zur Darstellung der cochledren MikrogefaRe 0,1 - 0,2 ml 5%
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-Dextran (FITC-Dextran, MW 500.000, 5 g/dl gel6st in
0,9% NaCl-Losung; Sigma Aldrich, 82024 Taufkirchen bei Miunchen) Uber den
zentralen Venenkatheter zugefuhrt. Das Volumen des Kontrastmittels macht deutlich
weniger als funf Prozent des Blutvolumens eines 300 g schweren Tieres aus und hat

keinen Einfluss auf die Himodynamik.

FITC-Dextran dient als Plasma-Marker, sodass das Blutplasma in den GefaRen wahrend
den IVM-Aufnahmen hell und die Erythrozyten dunkel erscheinen. (Abbildung 16 B)
Dieser Kontrast ermdglicht die Messung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit. (205,
206)

Dextrane sind nicht-toxische Polymere, die sich durch chemische Stabilitat auszeichnen
und in verschiedenen Molekulgewichten verfiigbar sind. FITC-Substituenten sind bei
Raumtemperatur und neutralen pH-Werten stabil und verteilen sich sehr gleichmaRig
Uber die Dextranmolekile. FITC wird Uber Thiocarbamyl-Bindungen an das Dextran
gebunden, ohne dabei die Dextranmolekile zu depolymerisieren. Das FITC-markierte

Dextran  zeigt im  Vergleich zu unmarkiertem Dextran  unveranderte
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Permeabilitatseigenschaften, ist in vitro und in vivo gleichbleibend stabil und sehr gut
biovertréaglich. (205)

Aufgrund des verwendeten, hohen Molekiilgewichts verbleibt das FITC-Dextran lange
im Geféalllumen, da erst bei einer MolekilgroRe unter 70 kDa mit einer Extravasation
uber eine Diffusion durch das Endothel zu rechnen ist. AuBerdem ist auch die
Ausscheidung tber die Nieren bei dieser Molekilgrofie sehr gering. Die Halbwertszeit
héngt direkt vom Abbau (ber die Amylase im Blut des Tieres ab, die Dextrane spaltet.
Bis es vermehrt zu kleinen Spaltprodukten des FITC-Dextrans kommt, vergehen einige
Stunden. Da die Versuche ab der Injektion der FITC-Dextran-Losung kirzer als eine
Stunde sind, ist eine relevante Extravasation wéhrend der Messungen nicht zu
beflrchten. (206-208)

Abbildung 16 Cochlea-Fenster: A Schematische Darstellung des chirurgisch etablierten Fensters in der lateralen
Cochlea-Wand, modifiziert von Ren et al. (188); B Cochlea-Fenster in der Intravitalmikroskopie mit FITC-Dextran-
markierten GeféRen der Stria vascularis

3.5.2Technischer Aufbau

Direkt nach der Fensterung der lateralen Cochlea-Wand und der anschlielenden
Injektion von FITC-Dextran wurden die Tiere auf einem Prazisions-X-Y-Tisch
(Mérzh&user, 35579 Wetzlar) unter dem Mikroskop platziert. (Abbildung 17) Bei dem
Mikroskop handelt es sich um ein modifiziertes Zeiss-Mikroskop (Axiotech Vario, Carl
Zeiss, 37081 Gottingen), das sein Licht von einer 100 W Quecksilberlampe (HBO,
Osram, 80807 Miinchen) und einer FluoArc Lichtquelle (Leitz, 35578 Wetzlar) erhalt

36



und mit dem die mit FITC-Dextran als Plasma-Marker kontrastierten Gefél3e innerhalb
des Cochlea-Fensters in Epiilluminationstechnik beobachtet werden kdnnen. Hierbei
wird das erzeugte Licht durch einen Filterblock geleitet (Anregung: 450-490 nm;

Emission: >515 nm), der ein zum Fluorochrom FITC passendes Spektrum emittiert.

und X-Y-Tlsch unter
Intravutalmlkroskop

f) Vldeorékarder
g) Fernseher mlt

Abbildung 17 Versuchsaufbau wéhrend der Intravitalmikroskopie

Aufgrund des kleinen Zugangs und der mehrere Millimeter messenden Distanz zur
Cochlea wurde fur die Versuche ein 20x Plan-Fernobjektiv mit einem Arbeitsabstand
von 21 mm und einer numerischen Apertur (Ay) von 0,25 verwendet (Olympus
SLMPLN20x; 20x, Ay 0,25, /-, FN 26,5; Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Die
Aufnahmen auf Videokassette (S-VHS Videokassetten; Sony, Tokyo, Japan) wurden
mit einer Videokamera (C2400-08; Hamamatsu, Hamamatsu, Japan) und einem
digitalen Videorekorder (Sony DV Digital Videocasette recorder DSR-45D DV Cam;
Sony, Tokyo, Japan) gemacht. Als Hilfe fur die spatere Auswertung wurde mit einem in
das Videosignal eingeblendeten Videozeitgenerator (For A Video Timer VTG-33; For
A Company limited, Tokyo, Japan) das aktuelle Datum und Uhrzeit mit aufgezeichnet
und auBerdem zur Kontrolle der Bildqualitat das Aufnahmebild auf einen separaten

Bildschirm (Sony Fernseher 48 cm Bilddiagonale; Sony, Tokyo, Japan) tbertragen.
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3.5.3Superfusion

Nach der basalen Messung der Mikrozirkulationsparameter begann das
Superfusionsprotokoll entsprechend der Versuchsprotokolle. Es schlieBen sich drei
Zyklen aus jeweils Superfusion mit 0,2 - 0,3 ml der entsprechenden Lsung zum
Auffillen der Bulla, dem Absaugen der Bulla-Flussigkeit nach der Einwirkzeit und
Video-Aufnahme der Mikrozirkulation im Cochlea-Fenster an. Die Verum- und
Vehikel-Losungen wurden vor den Versuchen verblindet. Die Verblindung wurde erst

nach der Auswertung aufgehoben.

3.5.4Parameter der cochlearen Mikrozirkulation

Nach Abschluss aller Aufnahmen fur eine Versuchsreihe wurden die Video-Sequenzen
mit der Bildanalyse-Software Cap Image (Cap Image; Dr. Zeintl, 69115 Heidelberg)
ausgewertet.  Mit  diesem  Programm  ist es  mdglich,  verschiedene
Mikrozirkulationsparameter auszuwerten. (Abbildung 18) Neben der fir diese Versuche

ausgewerteten Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit und GefalRdurchmesser konnen

beispielsweise die GeféalRdichte und Extravasation bestimmt werden. (203, 204, 209,
210)

Abbildung 18 Offline-Auswertung: Zwei Gefdle (atb) sind zur Auswertung der Erythrozyten-
Flussgeschwindigkeit und ein GeféR in drei Bereichen (1-3) zur Bestimmung des Gefaldurchmessers markiert.

Die verwendete Software Cap Image war vor der Auswertung mit einer normierten

Schablone fiir die Mikroskop- und Aufnahme-Einstellungen kalibriert worden.
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3.5.4.1 Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit

Zur Bestimmung der Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit wurde die Line-Shift-
Diagramm-Methode benutzt. Hierbei wurde der GeféaRverlauf manuell innerhalb des
Lumens nachgefahren und eine Messlinie gezogen. (Abbildung 18 a und b) Diese
Messlinie wurde dann im zeitlichen Verlauf (X-Achse) Uber ca. 10 Sekunden parallel
zur Y-Achse des Diagramms abgebildet. (Abbildung 19) Die auf der Messlinie Uber die
Zeit gewonnenen Grauwertdaten wurden nun als Muster abgebildet. Der Kontrast von
Plasma und Blutzellen stellte sich so als diagonale Linien dar, wobei das angefarbte
Plasma helle und die Blutzellen dunkle Linien erzeugten. (Abbildung 19) Uber
Mittelwerte der Steigung dieser diagonal verlaufenden Linien, die dem Weg pro Zeit
entsprachen, ergaben sich objektive und reliable Werte fir die Flussgeschwindigkeit.
Pro Gefal und Messzeitpunkt wurden mindestens drei der ermittelten

Geschwindigkeitswerte zu einem Mittelwert zusammengefasst.

Weg

5 10
Zeit [s]
Abbildung 19 Bestimmung der Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit mit der Line-Shift-Methode: Die
Wanderung des FITC-Dextran-markierten Blutplasmas wird (ber den GeféaRverlauf fir 10 Sekunden verfolgt.

Anhand der definierten Strecke und der jeweils bendtigten Zeit der Plasmawanderung kann die Geschwindigkeit
jeweils errechnet und ein Mittelwert fiir das jeweilige GefaR gebildet werden.

Die Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit wurde wie oben beschrieben an mindestens vier
Kapillaren des aufgenommenen GefalRbetts mit der Cap Image-Software ausgewertet
und bestimmt. Es wurden bei dem individuellen Tier an allen vier Messzeitpunkten

dieselben GeféalRe ausgewertet.

3.5.4.2 GefalRdurchmesser

Die GefaRdurchmesser wurden analog an den bereits fir die Erythrozyten-
Flussgeschwindigkeit ausgewerteten GefalRen bestimmt. Hierzu wurden an den
genannten Gefalen, fur die vier Messzeitpunkte je Gefal im jeweils selben
Gefalabschnitt, der Mittelwert aus drei Gefaldurchmessern in pm bestimmt.
(Abbildung 18 1-3)
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Die Durchmesser wurden durch manuelle Markierung der GefalBwande in einer

Senkrechten zur Gefalitangentiale im Standbild bestimmt.

3.5.4.3 Cochlearer Blutfluss

Um aus den gewonnenen Werten den cochledren Blutfluss zu errechnen, wurde eine
Formel nach Baker und Wayland fur den GefaRfluss in MikrogefaRen benutzt. Hierbei
errechnete sich der cochledre Blutfluss q aus der gemittelten Erythrozyten-

Flussgeschwindigkeit v und dem gemittelten GefalRdurchmesser d eines Gefales zum
jeweiligen Messzeitpunkt nach der Formel g = (116) X (%)2 x 1. (211) Die Konstante

1,6 in der Formel geht auf die Beobachtung zuriick, dass die gemessenen Werte fiir den
Fluss abhdngig vom Durchmesser der Kapillaren sind und deswegen einen

Anpassungsfaktor benétigen. (212)

3.6 Bei der Superfusion verwendete Losungen

Die gekihlt gelagerten Superfusionslosungen wurden einige Minuten vor ihrer
Verwendung auf Raumtemperatur erwarmt, um bei den Versuchen Einflisse aufgrund

der Temperatur der Losungen zu verhindern.

3.6.1 Tumornekrosefaktor

TNF wurde fir die Versuche von der Firma Sigma-Aldrich (82024 Taufkirchen bei
Minchen) bezogen und entsprechend dem Versuchsprotokoll mit physiologischer

Kochsalzlésung (Braun, 34212 Melsungen) verdunnt.

3.6.2Etanercept

Etanercept ist als Pulver zur Zubereitung fur die subkutane Injektion oder als fertige
subkutane Injektionsspritze verfugbar. Die subkutane Injektion ist notig, da bei oraler
Bereitstellung die enzymatische, enterale Abbau und der First-Pass-Effekt der Leber

den Wirkstoff unwirksam machen wirden. (170)

Bei den Versuchen wurde auf Basis der fertigen Injektionslésung (Enbrel 25 mg, Pfizer,
10785 Berlin) eine Superfusionslésung durch Verdinnung mit physiologischer
Kochsalzlésung hergestellt. Als Vehikel-Kontrolle diente entsprechend physiologische

Kochsalzlésung.
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3.6.3JTE-013

JTE-013 ist in wassriger Losung nur schwer léslich. Um trotzdem eine maximale
Loslichkeit in waéssriger Losung zu erreichen, wurde JTE-013 (Biomol, 22769
Hamburg) zuerst in reinem Ethanol gel6st und dann mit PBS mit einem pH von 7,2
(Phosphate Buffered Saline pH 7,2, Apotheke Klinikum der Universitdt Minchen,
81377 Miinchen) verdinnt, sodass sich flr die Losung ein 1:3-Verhéltnis aus Ethanol
und PBS ergab. Aufgrund dieser Mallnahme wurde eine zusatzliche, JTE-013-
spezifische Vehikel-Gruppe zu den vorher geplanten drei Gruppen in der Versuchsreihe
etabliert, die nur Ethanol und PBS im oben beschriebenen Verhaltnis erhielt.

Aufgrund der kurzen empfohlenen Lagerungszeit von einem Tag wurden die Versuche
einer Gruppe der dritten Versuchsreihe jeweils binnen 24 Stunden durchgefihrt. Hierftr
wurde die Superfusionslosung verblindet hergestellt und dann fir die Operationsreihe
bereitgestellt.

Ee— |

Abbildung 20 Kompletter apparativer Aufbau: a Narkose und Ventilation; b Lagerung, Monitoring, Préparation
mit OP-Mikroskop und bipolarer Koagulation; c Intravitalmikroskopie und Videoaufnahme

3.7 Versuchsprotokolle

Im Zuge der OP-Vorbereitung wurden die Tiere zuerst gewogen und dann wie weiter
oben beschrieben narkotisiert, rasiert, gelagert und das Monitoring angeschlossen.
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Daraufhin erfolgten die oben beschriebene Préparation und Injektion des Plasma-
Markers sowie die Dbasale Aufnahme der Mikrozirkulation unter dem
Intravitalmikroskop. (Abbildungen 20 und 21) Hierauf folgte das der jeweiligen
Versuchsreihe zugehorige Protokoll aus Superfusionen und weiteren 1IVM-Aufnahmen.
(Abbildung 21-24)

OP-Vorbereitung

Praparation

Aullen- und Injektion
Mittelohr Cochlea-Fenster | ¢ /=" iran }

Intravitalmikroskopie und Superfusion

AEE Aufnahme Aufnahme Aufnahme
Basalwente

Abbildung 21 Allgemeines Versuchsprotokoll: Abschnitt OP-Vorbereitung (blau), Abschnitt Praparation (violett),
Abschnitt Intravitalmikroskopie und Superfusionen (griin)

Die folgenden Versuchsreihen wurden einzeln und in der unten dargestellten
Reihenfolge chronologisch durchgefihrt. In allen Versuchsreihen wurde bei stabilen
Vitalparametern zu vier Zeitpunkten wie oben beschrieben der cochledre Blutfluss
bestimmt und Uber die Zeit aufgetragen. Tiere, bei denen Stérungen der
Makrozirkulation auffielen oder weniger als drei kapillare GefaRe bei allen vier
Messungen ausgewertet werden konnten, wurden in der Datenauswertung nicht

bericksichtigt.

3.7.1Dosisfindung Tumornekrosefaktor

Nach der basalen Aufnahme folgten drei Zyklen aus jeweils zehn Minuten Superfusion
und nachfolgender Aufnahme. Die Tiere in 3 Gruppen erhielten bei der Superfusion
TNF-Losung (entweder 5,0 ng/ml, 0,5 ng/ml oder 0,05 ng/ml) und in der Vehikel-
Gruppe physiologische NaCl-Ldsung. (Abbildung 22)
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NURElS Aufnahme Aufnahme Aufnahme
Basalwerte

Abbildung 22 Angepasstes Versuchsprotokoll: Auf die Basalwerteaufnahmen folgen wiederholt Superfusionen mit
TNF in jeweils einer der drei angegebenen Konzentrationen oder das Vehikel und weitere Aufnahmen der
Intravitalmikroskopie.

3.7.2Evaluation protektiver Effekte durch Etanercept

Nach der basalen Aufnahme folgten drei Zyklen aus jeweils zehn Minuten Superfusion
und nachfolgender Aufnahme. Die Tiere in der Verum-Gruppe erhielten bei der ersten
Superfusion Etanercept (1,0 pg/ml), die Tiere in der Vehikel-Gruppe physiologische
NaCl-Losung. Bei der zweiten und dritten Superfusion erhielten alle Tiere der
Versuchsreihe TNF-LAsung in der Konzentration 5,0 ng/ml. (Abbildung 23)

Aufnah[ﬂe Aufnahme Aufnahme Aufnahme
Basalwerte

Abbildung 23 Angepasstes Versuchsprotokoll: Auf die Basalwerte-Aufnahmen folgen eine Superfusion mit
Etanercept oder dem Vehikel und wiederholt Superfusionen mit TNF in der angegebenen Konzentration. Auf jede der
Superfusionen folgt eine weitere Aufnahme der intravitalmikroskopischen Bilder.

3.7.3Evaluation therapeutischer Effekte durch Etanercept und JTE-013

Nach der basalen Aufnahme wurden die Cochlea bei allen Tieren der Versuchsreihe
finf Minuten lang mit TNF-Lésung in der Konzentration 5,0 ng/ml superfundiert.
Danach folgten zwei Zyklen aus jeweils zehn Minuten Superfusion und nachfolgender
Aufnahme. Die Tiere in der Etanercept-Verum-Gruppe erhielten bei diesen
Superfusionen Etanercept (1,0 pg/ml), die Tiere in der zugehorigen Vehikel-Gruppe
physiologische NaCl-Losung. Die Tiere in der JTE-013-Verum-Gruppe erhielten bei
jenen Superfusionen JTE-013 (10 umol/l), die Tiere in der zugehoérigen Vehikel-Gruppe
Ethanol-PBS-Puffer (1:3-Losung Ethanol:PBS pH 7,2). (Abbildung 24)
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AUENS Aufnahme Aufnahme Aufnahme
Basalwernte

Abbildung 24 Angepasstes Versuchsprotokoll: Auf die Basalwerte-Aufnahmen folgen eine Superfusion mit TNF
in der angegebenen Konzentration und danach wiederholt Superfusionen mit Etanercept, JTE-013 oder dem
zugehdrigen Vehikel. Auf jede der Superfusionen folgt eine weitere Aufnahme der intravitalmikroskopischen Bilder.

3.8 Statistische Auswertung

Die in der Datenauswertung gewonnenen absoluten Werte des cochledren Blutflusses
variieren zwischen den Tieren stark. Bei der basalen Messung in der NaCl-Gruppe der
Versuchsreihe zur Dosisfindung von Tumornekrosefaktor betrugen diese beispielsweise
zwischen 0,72 pl/s und 6,18 pl/s. Aufgrund der groRen Bandbreite der absoluten Werte
fiir den cochledren Blutfluss wurden die Werte vor der statistischen Auswertung deshalb
normiert. Als Indexwert 1 gilt der Wert aus den basalen Aufnahmen vor den
Superfusionen. Alle weiteren Werte sind Relativwerte, die sich auf diesen Indexwert

beziehen.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software SigmaPlot in den
Versionen 9.01 und 12.0 (Systat Software, Erkrath, Deutschland). Alle Werte sind als
Mittelwerte (MW) mit dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Bei der
statistischnen  Auswertung aller hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden
Unterschiede mit p < 0.05 bei der Berechnung des a-Fehlers als statistisch signifikant
betrachtet.

Aufgrund des Versuchsdesigns aller Versuchsreihen wurde geplant, die statistische
Auswertung mit einer Two Way Repeated Measures ANOVA (2-way RM ANOVA)
durchzufuhren, da es sich um wiederholte Messungen im selben Tier handelte und mit
dem Zeitpunkt und der Gruppenzugehorigkeit zwei Faktoren zur Analyse beinhaltete.
(213) Falls die Werte die Voraussetzungen im Hinblick auf die Normalverteilung und

die Varianz nicht erflllen konnten, wurde auf eine ANOVA on Ranks zurlickgegriffen.

Wahrend bei der Versuchsreihe zur Evaluation therapeutischer Effekte durch Etanercept
und JTE-013 eine 2-way RM-ANOVA genutzt werden konnte, wurden bei den
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Versuchsreihen zur Dosisfindung von Tumornekrosefaktor und zur Evaluation
protektiver Effekte durch Etanercept ANOVA on Ranks eingesetzt. Als Post-hoc-Test

im balancierten Fall wurde jeweils die Student-Newman-Keuls-Methode fir das
multiple Testen paarweiser Vergleiche verwendet.
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4 Ergebnisse

Das Gewicht der ausgewerteten Tiere lag in der Versuchsreihe zur Dosisfindung von
Tumornekrosefaktor zwischen 213 g und 517 g (Mittelwert und Standardabweichung:
335,9 g + 87,1 g). Die Pulsfrequenz lag wahrend der Versuche im Mittel bei 222,3 =
26,1 pro Minute.

In der Versuchsreihe zur Evaluation protektiver Effekte durch Etanercept lag das
Gewicht der ausgewerteten Tiere zwischen 270 g und 397 g (Mittelwert und
Standardabweichung: 321,7 g + 45,3 g). Die Pulsfrequenz lag wahrend der Versuche im
Mittel bei 213,7 + 17,5 pro Minute.

Das Gewicht der Tiere lag in der Versuchsreihe zur Evaluation therapeutischer Effekte
durch Etanercept und JTE-013 zwischen 268 g und 451 g (Mittelwert und
Standardabweichung: 346,4 g + 48,3 g). Die Pulsfrequenz lag wéhrend der Versuche im
Mittel bei 218,9 + 14,3 pro Minute.

Bei allen ausgewerteten Tieren lag die periphere Sauerstoffsattigung insbesondere auch
wahrend der Messungen dauerhaft bei mindestens 99%. Es zeigten sich sowohl bei dem
Gewicht als auch bei der Sauerstoffsattigung keine relevanten Unterschiede zwischen

den Gruppen der einzelnen Versuchsreihe.

4.1 Dosisfindung Tumornekrosefaktor

Die erste Versuchsreihe zur Dosisfindung der TNF-Wirkung auf den cochledren
Blutfluss umfasste vier Gruppen mit jeweils sechs ausgewerteten Tieren. Fir das
Anésthesie- und Versuchsprotokoll wurden das Gewicht sowie die Pulsfrequenz und

Sauerstoffsattigung erhoben.

Der cochleare Blutfluss blieb in der mit physiologischer NaCl-Lésung superfundierten
Vehikel-Gruppe mit 0,993 + 0,079 bei einer Spanne von 0,773 bis 1,141 gegentiber dem
Indexwert 1 stabil. Bei der statistischen Testung in der ANOVA on ranks ergab sich mit
p = 0,766 kein statistisch signifikanter Unterschied. (Abbildungen 25-27; jeweils

schwarze Kurve)

Auch in den Gruppen, in denen TNF in Konzentrationen von 0,5 und 0,05 ng/ml
superfundiert wurde, ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.
(Abbildungen 25 und 26; rote Kurven) Fir die 0,5 ng/ml TNF-Gruppe war in der
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ANOVA on ranks p = 0,529 bei einem Gruppenmittelwert von 1,191 + 0,202 und einer
Spanne von 0,986 bis 1,567. (Abbildung 26) Fir die 0,05 ng/ml TNF-Gruppe ergab die
ANOVA on ranks p = 0,270 bei einem Gruppenmittelwert von 0,875 + 0,350 und einer
Spanne von 0,627 bis 1,525. (Abbildung 25)

Die erste Superfusion mit 5,0 ng/ml TNF verringerte den cochledren Blutfluss auf 0,759
+ 0,164 bei einer Spanne von 0,610 bis 0,905. (Abbildung 27; rote Kurve nach 15
Minuten) Nach den weiteren Superfusionen in derselben Konzentration blieb der
cochleére Blutfluss mit 0,746 £ 0,164 bei einer Spanne von 0,571 bis 0,986 und 0,771 +
0,155 bei einer Spanne von 0,627 bis 0,995 vermindert. (Abbildung 27; rote Kurve nach
30 und 45 Minuten) Im Vergleich zur basalen Messung bestand fir alle folgenden
Messungen ein statistisch signifikanter Unterschied von p < 0,01 in der ANOVA on
ranks. (Abbildung 27)
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Abbildung 25 Superfusionen mit TNF oder Vehikel-Kontrolle nach Baseline-Messung: Zwischen den mit TNF
in einer Konzentration von 0,05 ng/ml behandelten Tieren und der Vehikel-Kontrolle mit physiologischer
Kochsalzlésung ergeben sich bei allen drei Messungen keine statistisch signifikanten Unterschiede (ANOVA on
Ranks). Angegeben sind die Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.
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Abbildung 26 Superfusionen mit TNF oder Vehikel-Kontrolle nach Baseline-Messung: Zwischen den mit TNF
in einer Konzentration von 0,5 ng/ml behandelten Tieren und der Vehikel-Kontrolle mit physiologischer
Kochsalzlésung ergeben sich bei allen drei Messungen keine statistisch signifikanten Unterschiede (ANOVA on
Ranks). Angegeben sind die Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.
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Abbildung 27 Superfusionen mit TNF oder Vehikel-Kontrolle nach Baseline-Messung: Zwischen den mit TNF
in einer Konzentration von 5,0 ng/ml behandelten Tieren und der Vehikel-Kontrolle mit physiologischer
Kochsalzlosung ergeben sich bei allen drei Messungen statistisch signifikante Unterschiede (* p < 0,01; ANOVA on
Ranks). Angegeben sind die Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.

4.2 Evaluation protektiver Effekte durch Etanercept

Aufgrund der Erkenntnisse der ersten Versuchsreihe zur Dosisfindung wurden die
weiteren Versuche mit TNF in der Konzentration 5,0 ng/ml durchgefiihrt, da diese als
einzige der vormals getesteten Konzentration zu einer effektiven, statistisch
signifikanten Senkung des cochleédren Blutflusses flhrte. In dieser Versuchsreihe gab es

zwei Gruppen mit sechs ausgewerteten Tieren pro Gruppe.

Eine Superfusion mit 1 pg/ml Etanercept bewirkte keine statistisch signifikante
Anderung des cochledren Blutflusses. (Abbildung 28; nach 15 Minuten) Der Mittelwert
1,093 £ 0,192 bei einer Spanne von 0,942 bis 1,375 unterschied sich mit p = 0,167 und
p = 0,423 in der ANOVA on ranks weder signifikant von den Basalwerten der Gruppe
noch von den Werten der Vehikel-Gruppe nach Superfusion mit physiologischer NaCl-
Losung, deren Mittelwert 1,015 £ 0,125 bei einer Spanne von 0,901 bis 1,258 war.

Die Superfusion mit 5,0 ng/ml TNF sorgte in der Vehikel-Gruppe fir eine statistisch
signifikante Senkung des cochledren Blutflusses auf 0,828 + 0,078 bei einer Spanne von
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0,712 bis 0,921 beziehungsweise nach der wiederholten Superfusion mit 5,0 ng/ml TNF
auf 0,768 + 0,085 bei einer Spanne von 0,667 bis 0,861 (p < 0,01; ANOVA on ranks).
(Abbildung 28; schwarze Kurve) In der Etanercept-Gruppe fuhrte weder die erste noch
die zweite Superfusion mit 5,0 ng/ml TNF zu einer statistisch signifikanten Anderung
des cochledren Blutflusses (p = 0,327 und p = 0,389; ANOVA on ranks). (Abbildung
28; gelbe Kurve) Der Vergleich beider Gruppen nach beiden TNF-Superfusionen war
wiederum mit p < 0,01 in der ANOVA on ranks statistisch signifikant. (Abbildung 28;
nach 30 und 45 Minuten)
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Abbildung 28 Wirkung von TNF-Superfusionen nach Baseline-Messungen und Vor-Inkubation des
GefaRbetts mit Etanercept oder Vehikel-Kontrolle: Die Vorinkubation mit Etanercept verursacht in der direkt
folgenden Messung keine statistisch signifikanten Unterschiede zur Vehikel-Kontrollgruppe mit physiologischer
Kochsalzlésung. Die Superfusion von TNF (5,0 ng/ml) deckt in den folgenden Messungen Unterschiede zwischen
den Gruppen auf. Wéhrend die Werte der Etanercept-Gruppe sich nicht signifikant von den Baseline-Werten
unterscheiden, sinkt der cochledre Blutfluss in der Vehikel-Kontrollgruppe signifikant ab. Auch die Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen sind bei diesen beiden Messungen signifikant unterschiedlich. (* und T p < 0,01;
ANOVA on Ranks) Angegeben sind die Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.

4.3 Evaluation therapeutischer Effekte durch Etanercept und JTE-
013

Aufgrund der Ergebnisse der vorangegangenen Versuchsreihen wurde in dieser

Versuchsreihe wiederum TNF in der Konzentration 5,0 ng/ml zur Senkung des
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cochledren Blutflusses benutzt. AuRerdem wurden neben Etanercept auch der S1IPR2-
Antagonist JTE-013 sowie dessen Pufferlosung als Kontrollgruppe verwendet. In dieser

Versuchsreihe wurden vier Gruppen mit jeweils sieben Tieren ausgewertet.

Die Superfusion mit 5,0 ng/ml TNF fuhrte in allen Gruppen zu seiner Senkung des
cochleédren Blutflusses im Vergleich zu den Basalwerten. (Abbildungen 29 und 30; nach
10 Minuten) In der Etanercept-Gruppe lag der Mittelwert bei 0,766 = 0,067 bei einer
Spanne von 0,656 bis 0,844. In der NaCl-Gruppe lag der Mittelwert bei 0,806 £ 0,050
bei einer Spanne von 0,712 bis 0,858. In der JTE-013-Gruppe lag der Mittelwert bei
0,776 + 0,022 bei einer Spanne von 0,749 bis 0,800. In der JTE-013-Gruppe lag der
Mittelwert bei 0,791 + 0,036 bei einer Spanne von 0,739 bis 0,848. Diese Unterschiede
waren mit p < 0,001 in der 2-way RM ANOVA jeweils statistisch signifikant. Zwischen
den Gruppen bestanden hingegen keine Unterschiede (p > 0,564; 2-way RM ANOVA).

In der NaCl-Gruppe blieb der cochledre Blutfluss nach dem nach TNF-Superfusion
erhobenen Wert 0,806 mit 0,801 + 0,058 (Spanne: 0,707 — 0,890) nach der ersten
Superfusion und 0,796 + 0,065 (Spanne: 0,703 — 0,868) nach der zweiten Superfusion
mit physiologischer NaCl-Ldsung stabil. (Abbildung 29; schwarze Kurve) Es fanden
sich hierbei auch keine Unterschiede zwischen den Werten nach der TNF-Superfusion
und den NaCl-Superfusionen (p = 0,811 und p = 0,909; 2-way RM ANOVA).

In der Etanercept-Gruppe erholte sich der cochledre Blutfluss von dem nach TNF-
Superfusion erhobenen Wert 0,766 auf 0,958 + 0,126 (Spanne: 0,713 — 1,119) nach der
ersten Superfusion mit 1,0 pug/ml Etanercept und blieb dann tendenziell stabil bei 0,991
+ 0,123 (Spanne: 0,840 — 1,243). Die Unterschiede zwischen den Werten nach der TNF-
Superfusion und den Etanercept-Superfusionen waren statistisch signifikant (p < 0,001;
2-way RM ANOVA). (Abbildung 29; gelbe Kurve) Dies gilt gleichermaRen flr den
Vergleich zwischen NaCl-Gruppe und Etanercept-Gruppe (Differenz der Mittelwerte:
0,158 und 0,195; p < 0,001; 2-way RM ANOVA). (Abbildung 29; nach 25 und 40
Minuten) Der Unterschied nach beiden Etanercept-Superfusionen war mit 0,033 gering
und nicht statistisch signifikant (p = 0,168; 2-way RM ANOVA). (Abbildung 29; gelbe
Kurve nach 25 und 40 Minuten)
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Abbildung 29 Wirkung von Etanercept-Superfusionen oder Vehikel-Kontrolle nach Baseline-Messungen und
Vor-Inkubation des GefaRbetts mit TNF: Die Superfusion mit TNF (5,0 ng/ml) sorgt in beiden Gruppen fiir eine
signifikante Senkung des cochleédren Blutflusses. Der Wiederanstieg des cochledren Blutflusses in der Etanercept-
Gruppe ist ebenso statistisch signifikant wie die Unterschiede zwischen der Etanercept- und der Vehikel-
Kontrollgruppe bei den beiden letzten Messungen. (* und t p < 0,001; 2-way RM ANOVA) Angegeben sind die
Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=7 pro Gruppe.

In der Puffer-Gruppe blieb der cochledre Blutfluss mit 0,791 nach der TNF-
Superfusion, 0,799 £ 0,046 (Spanne: 0,727 — 0,867) nach der ersten Superfusion und
0,798 + 0,045 (Spanne: 0,761 - 0,893) nach der zweiten Superfusion mit der
Pufferlésung (im Verhaltnis 1:3 gemischte Ethanol-PBS-L6sung) stabil. (Abbildung 30;
schwarze Kurve) Es fanden sich hierbei auch keine Unterschiede zwischen den Werten
nach der TNF-Superfusion und den Puffer-Superfusionen (p = 0,950 und p = 0,792; 2-
way RM ANOVA).

In der JTE-013-Gruppe erholte sich der cochledre Blutfluss von dem nach TNF-
Superfusion erhobenen Wert 0,776 auf 0,986 + 0,026 (Spanne: 0,946 — 1,019) nach der
ersten Superfusion mit 10 pmol/l JTE-013 und blieb dann stabil bei 0,985 + 0,024
(Spanne: 0,949 — 1,017). Die Unterschiede zwischen den Werten nach der TNF-
Superfusion und den JTE-013-Superfusionen waren mit p < 0,001 in der 2-way RM
ANOVA statistisch signifikant. (Abbildung 30; griine Kurve) Dies gilt gleichermafen
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fur den Vergleich zwischen Puffer-Gruppe und JTE-013-Gruppe (Differenz der
Mittelwerte: 0,188 und 0,188; p < 0,001; 2-way RM ANOVA). (Abbildung 30; nach 25
und 40 Minuten) Die Werte nach der zweiten JTE-013-Superfusion zeigten keine
weitere relevante Veranderung gegentiber den Werten nach der ersten JTE-013-
Superfusion (Differenz der Mittelwerte: 0,001; p = 0,960; 2-way RM ANOVA).
(Abbildung 30; griine Kurve nach 25 und 40 Minuten)
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Abbildung 30 Wirkung von JTE-013-Superfusionen oder Vehikel-Kontrolle nach Baseline-Messungen und
Vor-Inkubation des GefaRbetts mit TNF: Die Superfusion mit TNF (5,0 ng/ml) sorgt in beiden Gruppen fiir eine
signifikante Senkung des cochledren Blutflusses. Der Wiederanstieg des cochledren Blutflusses in der JTE-013-
Gruppe ist ebenso statistisch signifikant wie die Unterschiede zwischen der JTE-013- und der Vehikel-
Kontrollgruppe bei den beiden letzten Messungen. (* und t p < 0,001; 2-way RM ANOVA) Angegeben sind die
Gruppenmittelwerte + Standardabweichung, n=7 pro Gruppe.

Hierauf folgte der Vergleich beider Vehikel-Gruppen, der keine relevanten,
signifikanten Unterschiede zeigte. Die Differenzen der Mittelwerte zwischen der NaCl-
Gruppe und der Puffer-Gruppe waren mit 0,015 nach der TNF-Superfusion und 0,002
und 0,001 nach den beiden Superfusionen mit der jeweiligen Vehikel-Lésung nicht
statistisch signifikant unterschiedlich (p = 0,631; p = 0,948 und p = 0,969; 2-way RM
ANOVA).
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Daraufhin erfolgte der Vergleich beider Verum-Gruppen, der ebenfalls keine relevanten
Unterschiede zeigte. Die Differenzen der Mittelwerte zwischen der Etanercept-Gruppe
und der JTE-013-Gruppe waren 0,009 nach der TNF-Superfusion (p = 0,761; 2-way
RM ANOVA) sowie 0,028 und 0,006 nach den beiden Superfusionen mit dem
jeweiligen Verum (p = 0,363 und p = 0,850; 2-way RM ANOVA).
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5 Diskussion

5.1 Wissenschaftlicher Hintergrund

Der Horsturz ist mit einer Inzidenz von bis zu 300 Erkrankten pro 100.000 Personen pro
Jahr in Deutschland eine der héufigsten Erkrankungen des Innenohres. (214)
(Abbildung 31) Das abrupte Auftreten ohne charakteristische Krankheits-Prodromi und
ein unklares Risiko bleibender Schaden der Innenohrfunktion verleihen der Forschung
an der Pathophysiologie eine sehr grolie Bedeutung. (215) Daruber hinaus ist es wichtig,
dass flr den Horsturz neue Therapiekonzepte entwickelt und evaluiert werden, um ein

Therapieschema mit hoher Evidenz zu finden. (216)

AuBeres Ohr Mittelohr Innenohr Retrocochlear

AuReres Ohr:

Vestibularorgan - Cerumen
obturans
- Fremdkorper
- Trauma
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Abbildung 31 Haufige Ursachen akuter Horverschlechterung in Bezug auf die Anatomie des Gehdrsinns: Der
Horsturz als Ausschlussdiagnose vieler Differentialdiagnosen, modifiziert nach Schiemenz (217)

Die Storung der cochlearen Mikrozirkulation und die cochledre Entziindung werden in

der Entstehung vieler Innenohrpathologien diskutiert und gehdren zu den géngigsten
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Theorien in der Pathophysiologie des Horsturzes. (218, 219) Ein groRes Problem bei der
Identifikation des vorliegenden Pathomechanismus bei dem individuellen Horsturz-
Patienten besteht in der Diagnosestellung. Einen bedeutenden Teil der Diagnostik macht
zuerst der Ausschluss anderer Erkrankungen mit akuter Horverschlechterung aus.
(Abbildung 31)

Die etablierte Diagnostik ist im Akutstadium nur in wenigen Fallen in der Lage, die
definitive Ursache eines Horsturzes zu klaren. (Tabellen 3 und 4) Deswegen ist eine aus
einem Therapieerfolg riickschlieBende Bewertung ein weiterer Ansatz, auf die
auslésende Ursache zu schlieRen. So kénnen beispielsweise Erfolge rheologischer oder
anti-entziindlicher Therapien auf schlechte Blut-FlieBeigenschaften beziehungsweise
entzlindliche VVorgange im Innenohr hinweisen. (81)

Tabelle 4 Horsturz-Atiologien: Systematische Ubersicht fiir die vermutete Atiologie des Horsturzes in Erwachsenen
(220)

Anteil an Horstirzen Ursache

71,0 % Idiopathisch

12,8 % Infektiose Erkrankungen

4,7 % Otologische Erkrankungen
4,2 % Trauma

2,8% Vaskular oder hamatologisch
2,3% Neoplastisch

2,2 % Sonstige

Dies erschwert die Wahl einer passenden Therapie. Wenn empirische Therapien
eingesetzt werden, kann deren Wirksamkeit oft nur schwerlich nachgewiesen werden,
da zum Einen fir die Erkrankung ein hoher Anteil an Spontanremissionen bekannt ist
und es zum Anderen denkbar ist, dass es mehrere Wege der Horsturzentstehung gibt,
die Uber die géngige Diagnostik bisher nicht diskriminiert werden und bestimmte
Therapien nur bei einem bestimmten Teil der Horsturz-Pathogenesen helfen und bei
anderen nicht. (221)

56




Fur die Evaluation einer Hypothese zu einem HOorsturz-Pathomechanismus sowie einer
Horsturz-Therapie ist die Erhebung mdoglichst direkter Parameter aus dem Innenohr
notwendig. Da dies im Akutstadium des Horsturzes und der Zeit, in der sich nach dem
Ereignis Heilungs- und Adaptationsvorgdnge im Innenohr abspielen, unter ethisch
vertretbaren Umstanden am Menschen nicht moéglich ist, mussten fur dieses Projekt

tierexperimentelle Untersuchungen durchgefihrt werden.

5.2 Versuchsmodell

Fir das Projekt wurde ein Modell der Intravitalmikroskopie eines Cochlea-

Knochenfensters an Meerschweinchen gewahlt.

5.2.1Versuchstier

Zur Auswahl von Meerschweinchen in der vorliegenden Arbeit fuhrte die gute
Etablierung dieses Tieres in der Horforschung. Fir die tierexperimentelle Forschung
eignen sich vor allem genetische Zuchtlinien und die Benutzung nur eines Geschlechts,
um die Zahl von Storfaktoren kleinzuhalten, die Therapie-Effekte kinstlich mindern
oder zu groR erscheinen lassen konnten. (222) Fir die Versuche in dieser Arbeit wurden
deshalb ausschlieBlich weibliche Albino Hartley Meerschweinchen verwendet.

Des Weiteren wurden viele weitere Nagetier-Arten in der Horforschung eingesetzt,
darunter verschiedene Mé&use (223-227) und Rennmdause (228-230), Chinchillas (231-
233), Ratten (234, 235) und Hamster (236, 237). In der Forschung zu Cochlea-
Implantaten haben Katzen eine groRe Verbreitung. (238-240) Im Bereich der cochledren
Mikrozirkulationsforschung ist das Meerschweinchen derzeitig noch am Besten
etabliert (86, 241-245), wobei vor kurzem ein vielversprechendes Mausmodell zur
akuten und chronischen Begutachtung der cochledren Mikrozirkulation vorgestellt
werden konnte, das in seiner Préparation und Mikroskop-Technik der in diesem Projekt

verwendeten Technik sehr &hnlich ist. (246)

Weitere Vorteile bei der Auswahl von Meerschweinchen liegen in der gut erforschten
Horphysiologie und dem Menschen ahnelnden Spektrum an Horfrequenzen. (247)
Anders als die menschliche Cochlea ist die Meerschweinchen-Cochlea nur von diinnem
Knochen umgeben und liegt ansonsten frei im pneumatisierten Mittelohr. Diese Bulla
ist nach auBen nur mit einer diinnen Knochenlamelle geschitzt und damit Gber einen

lateralen Zugang im Bereich des aulieren Ohres leicht darzustellen. (248)
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Ein weiterer Vorteil gegeniiber kleineren Nagetieren liegt in dem geniigend grofRRen
zirkulatorischen ~ Volumen der Meerschweinchen, das die Injektion von
Fluoreszenzfarbstoff, kristalloider Losung zum Nachspulen und Andsthesielésung

erlaubt, ohne maRgebliche Einwirkung auf die Makrozirkulation auszutiben. (249)

Aufgrund des Bildgebungsverfahrens der Intravitalmikroskopie werden Albino-
Meerschweinchen verwendet, da bei pigmentierten Tieren im Bereich der Stria
vascularis Melanin eingelagert ist, das die Visualisierung der GefdRe unter dem
Mikroskop erschwert. In der Beeinflussung der cochlearen Mikrozirkulation konnten
keine Unterschiede zwischen pigmentierten und apigmentierten Tieren gefunden
werden. Es ist jedoch bekannt, dass Melanin ebenfalls als vasoaktive Substanz
fungieren kann, sodass der Vergleich absoluter Werte des cochledren Blutflusses

zwischen den unterschiedlichen Meerschweinchen-Arten erschwert ist. (250-252)

5.2.2Mikrochirurgische Technik

Die mikrochirurgische Praparation des Ohres basiert auf der Arbeit von Nuttall et al.,
die von Canis et al. modifiziert und in der vorliegenden Arbeit angepasst wurde. (189,
248) Um die laterale Wand der Cochlea fur die Intravitalmikroskopie bestmdglich
darzustellen, wurden die Ohrmuschel, das Trommelfell und Teile des &uBeren

Gehdrgangs sowie die Gehorknéchelchen entfernt.

Fur die Darstellung der cochledren MikrogeféaRRe ist auRerdem eine Fenestrierung der
lateralen Cochlea-Wand notwendig. Dieses Fenster wurde im Bereich der zweiten oder
dritten cochledren Windung angelegt. Die apikale Windung eignet sich aufgrund der
hohen Zerbrechlichkeit bei der Préparation und der geringen Anzahl an Geféalien in
einer Mikroskopier-Ebene nicht flr die Fenestrierung. Ein fir die Mikroskopie
ungltcklicher Winkel und die wahrscheinlichere Beeinflussung der cochledren Funktion

senken zudem die Eignung der basalen Windung. (253)

Insgesamt ist bei der Préparation auf ein vorsichtiges und schonendes Vorgehen zu
achten, da die laterale Wand der Cochlea fragil ist und groRe Traumen sowie
Gefallabrisse und Blutungen die Intravitalmikroskopie sehr schnell unmdglich machen
konnen. Bei korrekter Technik wird der cochleére Blutfluss nicht beeinflusst. (202)
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5.2.3Visualisierung und Messung der cochlearen Mikrozirkulation

In der Horsturzforschung ist die Visualisierung der cochledren Mikrozirkulation lange
etabliert. Die ersten Untersuchungen nutzten histologisch aufbereitete Préparate der
Cochlea von Menschen, die zu Lebzeiten einen Horsturz erlitten hatten, und verglichen
diese mit gesunden Kontrollen. Aus dieser Forschung stammen bereits viele
Hypothesen zur Rolle der Stria vascularis in Innenohrerkrankungen. (254, 255) Um die
cochledre Mikrozirkulation in einem einheitlichen Protokoll zu beeinflussen und an
mehreren Zeitpunkten quantitativ zu erfassen, wurden in den letzten Jahrzehnten

verschiedene Methoden etabliert.

5.2.3.1 Intravitale Fluoreszenz-Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde die intravitale Fluoreszenz-Mikroskopie gewahlt. Die
intravitale Fluoreszenz-Mikroskopie des lateralen Cochlea-Fensters erlaubt die direkte

Sicht auf das Kapillarnetz der Stria vascularis. (Abbildung 32)
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Abbildung 32 Schema-Zeichnung eines Intravitalmikroskops: Technischer Aufbau und Lichtweg; aus Ren et al.
(188)

Aulerdem ist eine kontinuierliche Aufnahme des mit FITC-Dextran markierten
Blutflusses in einzelnen MikrogefaRen maoglich, sodass eine spatere Offline-Analyse der
Bilder vorgenommen werden kann. Neben direkten, absoluten Messungen der

GeféalRdurchmesser und Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit derselben GefalRe an
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mehreren Zeitpunkten ist auch eine Beobachtung der Gefalimorphologie und vaskularer
Effekte wie GeféaRverschliisse moglich. (188, 253, 256)

Der verwendete Plasmamarker FITC-Dextran dient zur besseren Sichtbarkeit der
KapillargefaRe und als Kontrast fiir die Bestimmung der Flussgeschwindigkeiten in der
Mikroskopie. FITC-Dextran hat in der verwendeten Menge und Konzentration keine
nachweislichen Auswirkungen auf die Makro- und Mikrozirkulation und zeigt zudem
bei der verwendeten MolekulgroBe im Versuchszeitraum keine Anzeichen flr eine
Extravasation. (257)

Ein wichtiger Kritikpunkt an der intravitalen Fluoreszenz-Mikroskopie ist das Trauma
der Cochlea bei der Fenestrierung der lateralen Wand. Mit der verwendeten,
schonenden Technik konnte in Kontrollmessungen mit der Laser-Doppler-Flowmetrie
keine Veranderungen an den Mikrozirkulations-Parametern festgestellt werden.
Allerdings zeigte die intravitale Fluoreszenz-Mikroskopie gegeniber der Laser-
Doppler-Flowmetrie eine Uberlegenheit in der Sensitivitat bei der Detektion von

Unterschieden in der cochledren Durchblutung nach elektrischer Stimulation. (202)

5.2.3.2 Sonstige Methoden

Eine frihe Methode =zur Quantifizierung des cochledren Blutflusses ist die
Mikrospharen-Technik, bei der markierte und unmarkierte Teilchen injiziert und der
Blutfluss dann einmalig erfasst werden. (258, 259) Ein Problem dieser Methode ist, die
korrekte Zahl der Teilchen zu finden, da zum Einen eine Mindestanzahl nétig ist, aber
zum Anderen eine zu grof’e Anzahl zur Beeinflussung der Durchblutung bis hin zum
GefaBverschluss fuhren kann. (260) Es ist aulerdem nicht moglich, langere Aufnahmen

der Mikrozirkulation anzufertigen.

Eine kontinuierliche Messung des cochledren Blutflusses ist mit der Laser-Doppler-
Flowmetrie moglich. Die Methode nutzt den Doppler-Effekt aus, der bei den mit Laser
bestrahlten, flieBenden Erythrozyten in den cochledren GefaRen erzeugt wird. Die
Detektion der Signale erlaubt Riickschliisse auf die Zahl der flieBenden Zellen und ihre
Geschwindigkeit, die proportional zum Volumenstrom sind und somit relative Werte
fur den Blutfluss liefern. (261) Vorteile der Laser-Doppler-Flowmetrie sind die einfache
Handhabung und die Mdglichkeit wiederholter Messungen. Aufierdem ist das VVorgehen
in Bezug auf die Cochlea nicht invasiv. Nachteile der Methode sind dagegen die
schlechte ortliche Auflosung sowie die Anfalligkeit bei Bewegungen des Messobjektes
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und Temperaturveranderungen. (202, 262) Ein weiterer Nachteil der Methode im
Vergleich zu der intravitalen Fluoreszenz-Mikroskopie ist, dass die Laser-Doppler-
Flowmetrie zwar einen sehr guten Schatzwert fiir den cochleéren Blutfluss liefert, dieser
allerdings nicht nur auf den Kapillaren der Stria vascularis, sondern unspezifisch auch
auf anderen Gefallen wie die der knochernen Kapsel der Cochlea basiert, die der
Durchblutung des Mittelohres zugehdrig sind. (202, 263, 264)

Zu den vielversprechenden Methoden der Visualisierung und Messung der cochleéren
Durchblutung gehoért die Multiphotonen-Mikroskopie. Die Anregung mit mehreren
Photonen einer hoheren Wellenldnge bzw. niedrigeren Energie sorgt fur die Emission
eines detektierbaren Photons. (265)

Zu den Vorteilen dieser Technik gehort die hohe Eindringtiefe in das Gewebe, sodass
die Cochlea fur die Mikroskopie intakt bleiben kann. Auerdem erreicht die Methode
eine hohe Auflosung der Strukturen, teilweise bis auf zellulares und subzellulares
Niveau. (266, 267) Nachteile sind der derzeit grof3e chirurgische Zugang zur Cochlea
und Probleme bei der Stabilitit wéhrend langerer Aufnahmen, wie sie bei der
dynamischen Erfassung von Veranderungen in der Durchblutung angedacht wéren. (37)
Im Zuge des Superfusionsprotokolls war es in diesen Versuchsreihen nicht mdglich,

diese Technik zu verwenden.

5.2.4Weitere Methoden zur Erfassung der cochledren Funktion

Andere Verfahren nutzen die Korrelation von lokalem Metabolismus und cochledrer
Durchblutung aus. Zu diesen Methoden gehdért die Erfassung der Sauerstoffspannung
und anderer Metaboliten mit Mikroelektroden. Aus diesen Parametern kann dann die
cochledre Durchblutung abgeschéatzt werden. (266, 268-270)

Dartiiber hinaus ist ein weiterer Aspekt die cochledre Funktion, die sich im Tierversuch
mit objektiven Methoden der Audiometrie messen l&sst. Das Fehlen einer solchen
Methodik gehort zu den Limitationen dieser Arbeit. Zu den an Meerschweinchen
erprobten Methoden gehdren unter anderem die Messung evozierter Potenziale (z.B.
BERA und ECochG; Elektrocochleographie). (247, 271, 272)

Bei diesen audiometrischen Methoden werden wiederholt Uber Ableitungen gewonnene
und durch Einzel- oder Mischtone ausgeltste elektrophysiologische Signale gemessen
und gemittelt. Die gewonnenen Kurven ergeben physiologisch charakteristische Muster,

da bestimmte Potenziale der Kurven mit anatomisch-morphologischen Strukturen
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korrelieren. Verringerungen in der Amplitude und Erhéhung der Latenz der elektrischen
Antworten kénnen aus diesen Kurven abgelesen werden und stehen in Zusammenhang
mit Funktionseinschrénkungen der Horphysiologie. (273, 274) Da in Vorversuchen
insbesondere die ECochG durch den piezoelektrischen Effekt eines Knochenleitungs-
Sensors beeintréchtigt wurde, wéren ein Stimulus Gber Luftleitung und somit auch ein
intaktes Mittelohr notig gewesen, um diese Methode zu nutzen. Dies war in

Kombination mit dem chirurgischen Zugang fir die Mikroskopie nicht zu vereinbaren.

5.3 Ergebnisse und klinische Implikation

Es ist bekannt, dass Innenohrgewebe zu einer schnellen und starken Immunantwort in
der Lage sind. (107) Gerade auch die Immunantwort wird pathogenetisch fiir eine
Schadigung des Innenohres bei unterschiedlichen Erkrankungen wie auch dem Horsturz

mitverantwortlich gemacht. (275)

Ein Teil dieser Immunantwort ist die lokale, massenhafte Ausschittung von Zytokinen,
beispielswiese unterschiedliche Interleukine und TNF. TNF st ein zentraler
Entzindungsmediator, der von aktivierten Makrophagen, Monozyten, T- und B-
Lymphozyten sowie Fibroblasten sekretiert wird. (276) Neben der Rekrutierung
weiterer Immunzellen und somit der Verstarkung der Entzlindungsreaktion hat TNF
eine modulierende Wirkung auf den GefalBwiderstand und die Gewebsdurchblutung.
(160, 168, 277)

5.3.1Dosisfindung Tumornekrosefaktor

In der Horsturzforschung wurden die Hypothesen einer inflammatorischen und einer
Gefal3-assoziierten Pathogenese traditionell separat diskutiert. Erst jlngere
Untersuchungen konnten beide Hypothesen vereinen, indem ein TNF-Signalweg mit
der Gefalpathologie in der Cochlea beim Hoérsturz verbunden wurde. (64) So hatten
diese Studien gezeigt, dass TNF in der cochledren Mikrozirkulation in vivo und in vitro
gefalverengend wirkt. Dies verursachte einen schnellen Abfall des Blutflusses, der auch
mit verkleinerten Kapillar-Durchmessern einherging. Weitere Arbeiten konnten zeigen,
dass TNF die Ototoxizitat von Cisplatin vermittelt. (278, 279)

Die Konzentrationen der TNF-L6sungen wurden in der vorliegenden Arbeit zwischen
0,05 ng/ml und 5,0 ng/ml gewéhlt, da die friheren Ergebnisse mit &hnlicher Methode ab
0,5-1,0 ng/ml eine auf den GefaRtonus wirksame Konzentration fanden. (64) Die

vorliegenden Ergebnisse zeigen nur bei der hdchsten Konzentration mit 5,0 ng/ml eine
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Wirkung auf die cochledre Mikrozirkulation. Dartiber hinaus zeigen die Ergebnisse
allerdings auch, dass TNF nicht nur den GefaBwiderstand, sondern auch den cochleéren
Blutfluss beeinflusst. Da die wiederholten Superfusionen mit TNF keine weitere
Verringerung des cochleédren Blutflusses nach sich zogen, ist hier ein Saturationseffekt
denkbar.

Es bleibt unklar, in welchem GeféalRabschnitt TNF wirkt und welcher molekulare
Mechanismus speziell in der Cochlea ablauft. In den Untersuchungen von Scherer et al.
hatte TNF eine Wirkung auf den Gefalwiderstand sowohl in der A. spiralis modioli,
einem Ast der A. labyrinthi, als auch in den Kapillaren der Stria vascularis. Daruber
hinaus wurde hierbei eine Beteiligung von Sphingosin-1-Phosphat gezeigt. (64) Da den
Kapillaren der Stria vascularis angelagerte, glatte Muskelzellen fehlen, die eine
Kontraktion der Kapillaren vermitteln kénnten, ware es maglich, dass Perizyten und
Fibrozyten den Effekt erklaren konnten. (51, 60, 244) Es konnte kirzlich bereits fiir
zerebrale Kapillaren gezeigt werden, wie Perizyten den zerebralen Blutfluss regulieren.
(53) Es bleibt Gegenstand weiterer Forschung, mit welchem Mechanismus TNF den

kapillaren Blutfluss beeinflussen kdnnte.

5.3.2 Effekte durch Etanercept und JTE-013 und Ausblick

Etanercept enthélt den extrazellularen Anteil des p75 TNF-Rezeptors, der TNF binden
kann und mit dem Antigen-unspezifischen Fc-Fragment eines IgG1-Molekiils
verbunden wurde, das an Komplementproteine oder zelluldre Fc-Rezeptoren binden
kann. (Tabelle 5) Auf diese Weise kann TNF durch Etanercept aus dem entzlindlichen
Geschehen eliminiert werden. (276, 280)

In einer weiteren Versuchsreihe dieser Arbeit wurde Etanercept superfundiert und
verhinderte gegentber der Vehikel-Gruppe, dass TNF in nachfolgenden Superfusionen
den cochledren Blutfluss senken konnte. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass
Etanercept die Mikrogefdle in der Cochlea nicht nur U(ber eine unspezifisch-
antiinflammatorische Wirkweise, sondern spezifisch gegen die TNF-Wirkung schutzt.

Derzeit ist Etanercept in Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises wie der
Rheumatoiden Arthritis als Medikament zugelassen. (173, 280) Hier gehort es zur
Klasse der Biologika, biotechnologisch hergestellten Medikamenten. Die TNF-

Inhibitoren dieser Medikamentenklasse (Tabelle 5) gehen mit einem erhohten Risiko
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vor allem fir chronische Infektionen wie eine latente Tuberkulose und Hepatitis B
einher. (175, 276)

Tabelle 5 Gegen TNF gerichtete Biologika: Applikationsweg und zugelassene Indikationen (276, 280)

Name Handelsname | Typ Applikation | Indikationen
(Rhythmus in
der Therapie-
Erhaltung)
Adalimumab | Humira® humaner subkutan Rheumatoide Arthritis,
Antikorper (alle 2 Psoriasis-Arthritis, ank.
Wochen) Spondylitis, Morbus
Crohn, Colitis ulcerosa,
Plaque-Psoriasis, juv.
idiop. Arthritis
Certolizumab | Cimzia® humanisierter | subkutan Rheumatoide Arthritis,
Antikorper (alle 2 Morbus Crohn
Wochen)
Etanercept Enbrel® Fusions- subkutan (1-2 | Rheumatoide Arthritis,
Protein mal/Woche) | juv. idiop. Arthritis,
Psoriasis-Arthritis, ank.
Spondylitis, Plaque-
Psoriasis
Golimumab | Simponi® humaner subkutan Rheumatoide Arthritis,
Antikorper (monatlich) ank. Spondylitis,
Psoriasis-Arthritis,
Colitis ulcerosa
Infliximab Remicade® | chiméarer intravends Rheumatoide Arthritis,
Antikorper (meist alle 8 | Morbus Crohn, Colitis
Wochen) ulcerosa, ank.

Spondylitis, Psoriasis-
Acrthritis, Plaque-
Psoriasis

Es gab im Bereich der klinischen Forschung bereits kleine Studien, in denen die in

Tabelle 5 genannten

Biologika auler

Certolizumab

in der

Therapie von

Schallempfindungsstérungen autoimmuner Genese eingesetzt wurden. Meist waren die

Patienten dieser Studien zusétzlich an anderen Autoimmunerkrankungen erkrankt, fir
welche die einzelnen Wirkstoffe zugelassen sind. (152, 154, 281-283)
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In der Horsturztherapie wurde Etanercept in einer kleinen Studienpopulation von 12
Patienten verabreicht, die unter einer systemischen Glucocorticoid-Therapie nicht die
erwinschte Erholung der Symptome erreicht hatten. (64) Da Etanercept zumindest
teilweise zu einer HoOrverbesserung fihrte, konnte in jenen Patienten das

Horsturzgeschehen durch TNF vermittelt worden sein.

Als einer der Effektor-Signalwege von TNF gilt der Sphingosin-1-Phosphat-Signalweg.
So konnte in der vorgenannten Studie ebenfalls gezeigt werden, dass durch eine
Inhibition des S1P-Rezeptors 2 mit JTE-013 eine nachfolgende Senkung des cochledren
Blutflusses durch TNF verhindern konnte. (64) AulRerdem konnte erst kirzlich die
wichtige Rolle des S1P-Rezeptors 2 bei der akuten vaskuldren Entziindung gezeigt
werden. (284)

Etanercept und JTE-013 zeigten in der vorliegenden Arbeit nach einer durch TNF
ausgeldsten Senkung des cochledren Blutflusses unabhéngig voneinander und in einem
ahnlichen Mal? die Fahigkeit, den cochledren Blutfluss zu normalisieren. Es erscheint
deshalb naheliegend, dass die TNF-Effekte in der Cochlea malgeblich durch den S1P-
Signalweg vermittelt werden. Es erscheint wahrscheinlich, dass sich ein Teil der

Horstlrze Gber einen TNF-vermittelten Pathomechanismus auswirkt.

Welcher Anteil der Horstirze TNF-vermittelt auftritt und welche Untergruppe der
Patienten gegebenenfalls von einer gegen TNF gerichteten Therapie profitieren konnte,
ist eine Herausforderung fiir weitere Forschung der priméren Diagnostik. Kdrzlich
wurde in einer Population mit akutem, autoimmunem Horverlust der diagnostische
Nutzen einer Laboruntersuchung auf TNF im peripheren Blut bei Glucocorticoid-
Nonrespondern getestet. Es zeigte sich, dass bei diesen Patienten mit geringem oder
fehlendem Ansprechen hohere TNF-Werte gegenuber denen von Patienten mit einem
Ansprechen auf Glucocorticoide gemessen werden konnten. (285) Es erscheint moglich,
dass auch Horsturzpatienten nicht-autoimmuner Genese von einer diagnostischen TNF-
Messung im peripheren Blut profitieren kdnnten, um gegebenenfalls eine wenig Erfolg-
versprechende und Nebenwirkungs-reiche Therapie mit Glucocorticoiden frihzeitig zu

beenden.

Ob gegen TNF gerichtete Therapien wie die oben genannten Biologika in solchen
Féllen hilfreich sind, ware dann eine Frage fir weiterfiihrende Studien. Fir Golimumab

konnte tierexperimentell bereits die Permeabilitit durch das Trommelfell nach
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intratympanaler Instillation gezeigt werden. (151) Diese Methode kdnnte das Auftreten
der teilweise ernsten Nebenwirkungen der systemischen Gabe gegen TNF gerichteter

Therapien seltener machen, &hnlich wie bei der derzeitig durch die AWMF-Leitlinie

empfohlenen Glucocorticoid-Therapie. (82, 148, 175, 276)
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6 Zusammenfassung

Der Horsturz ist mit bis zu 300 Neuerkrankungen jéahrlich pro 100.000 Personen eine der
haufigsten Erkrankungen des Innenohres in Deutschland. Derzeit fehlt ein Therapieschema
mit hoher Evidenz. Die genaue Atiologie des Horsturzes ist weitgehend unbekannt und
kontrovers diskutiert. Infektionen, Entziindungen und Autoimmunerkrankungen sowie
Durchblutungsstérungen des Innenohres gelten als ausldsend. Gemeinsamkeiten dieser
Ursachen sind ein Einfluss auf die Durchblutung und eine inflammatorische Antwort. Ein
zentraler Akteur im Geschehen des Horsturzes konnte das pro-inflammatorische Zytokin
Tumornekrosefaktor (TNF) sein, das entzundliche Reaktionen vermitteln und die

Mikrozirkulation beeinflussen kann.

Es konnten fir TNF sowohl eine Beteiligung an der Pathogenese von
Innenohrfunktionsstérungen als auch zelluldre Quellen im Innenohr nachgewiesen werden.
TNF ist ein Aktivator der Sphingosin-Kinase 1 (SK1), die das pro-konstriktive Phospholipid
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) bildet. Fir TNF gibt es mit Etanercept und fiir den S1P-
Rezeptor 2 mit JTE-013 spezifische Inhibitoren. In Voruntersuchungen konnte JTE-013 den
Blutfluss-senkenden Effekt von TNF in der Cochlea verhindern, wenn jenes vor der

Inkubation mit TNF verabreicht wurde.

Das Projekt hatte als Ziele, eine wirksame Konzentration von TNF auf den cochledren
Blutfluss als Indikator der Innenohrfunktion zu finden und sowohl den protektiven Effekt von
Etanercept vor der Inkubation von TNF als auch den therapeutischen Effekt von Etanercept

und JTE-013 nach der Inkubation von TNF zu evaluieren.

In dieser Arbeit wurde ein modifiziertes Modell am Meerschweinchen eingesetzt. Hierflr
wurde mikrochirurgisch ein kleines Fenster in der lateralen kndochernen Wand der Cochlea
etabliert. Die Kapillaren der Stria vascularis wurden intravitalmikroskopisch erfasst, um den

cochledren Blutfluss unter dem Einfluss verschiedener Superfusionslosungen zu bestimmen.

TNF senkte als Superfusionsldsung in einer Konzentration von 5,0 ng/ml den cochledren
Blutfluss signifikant (p<0,01; ANOVA on Ranks). Wiederholte Gaben von TNF senkten den
cochledren Blutfluss nicht weiter. Kleinere TNF-Konzentrationen (0,5 ng/ml und 0,05 ng/ml)

verénderten den cochledren Blutfluss nicht signifikant.

Etanercept in einer Konzentration von 1 pg/ml konnte den Blutfluss-senkenden Effekt von 5,0

ng/ml TNF in der Cochlea verhindern, wenn jenes vor der Superfusion mit TNF verabreicht
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wurde. (p<0,01; ANOVA on Ranks) Sowohl Etanercept (1 pg/ml) als auch JTE-013 (10
pmol/l) konnten gegentiber ihren Vehikeln jeweils den cochledren Blutfluss, der durch 5,0
ng/ml TNF signifikant (p<0,001; 2-way RM ANOVA) gesenkt wurde, wieder normalisieren
(p<0,001; 2-way RM ANOVA).

Dies geschah bei beiden Wirkstoffen in einem vergleichbaren Mal3 und kénnte somit die
Wirkungsvermittlung von TNF durch den SK1/S1P-Signalweg bestétigen. Die Wiederholung
der Superfusion sowohl von TNF in den ersten Versuchen als auch von Etanercept und JTE-
013 in den spéteren Versuchen sorgte fir keine zusatzliche signifikante Veranderung, sodass

ein Sattigungs-Effekt denkbar ist.

Es ist aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass TNF und der SK1/S1P-Signalweg Uber
spezifische Inhibitoren wie Etanercept therapeutische Zielstrukturen sein kénnen, wenn ein
Horsturz pathogenetisch durch TNF vermittelt wird. Fir die Evaluation von solchen

Inhibitoren im klinischen Bereich sind weitere Studien notwendig.

68



7 Abkurzungsverzeichnis

A, Aa. Arteria (Arterie), Arteriae (Arterien)
o-Fehler Fehler erster Art
Ay Numerische Apertur
ANOVA Varianzanalyse (Analysis Of Variance)
ASS Acetylsalicylsaure
ATP Adenosintriphosphat
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
AWMF Fachgesellschaften
BERA Hirnstammaudiometrie (Brainstem Evoked Response Audiometry)
CBF Cochleérer Blutfluss
CMV Cytomegalie-Virus
CT Computer-Tomographie
DALY Behinderungsbereinigtes Lebensjahr (Disability-Adjusted Life Year)
dB Dezibel
ECochG Elektrocochleographie
FITC Fluoreszeinisothiozyanat
FN Feldnummer
HDL Lipoprotein hoher Dichte (High Density Lipoprotein)
HES Hydroxyethylstarke
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HMV Herzminutenvolumen
HSV-1 Herpes simplex Virus Typ 1
HWS Hals-Wirbelsaule
i.p. intraperitoneal
V. intravends
IVM Intravitale (Fluoreszenz-)Mikroskopie
JTE-013 S1P,-Rezeptorantagonist
KG Kdrpergewicht
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LDL Lipoprotein niederer Dichte (Low Density Lipoprotein)

M. Musculus

MRT Magnet-Resonanz-Tomographie

MW Mittelwert (mean)

N. Nervus

NaCl Natrium-Chlorid

NO Stickstoffmonoxid

PBS (Isotonische) phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

R. Ramus

S1P Sphingosin-1-Phosphat

SEM Standardfehler des Mittelwerts (Standard Error of the Mean)
SSNHL Sudden Sensorineural Hearing Loss

TNF Tumornekrosefaktor (ehemals Tumornekrosefaktor alpha)

V. Vena

\/AY) Varizella Zoster Virus

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)

YLD Mit Behinderung gelebte Lebensjahre (Years Lived with Disability)
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