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Einleitung

Tinnitus

Als Tinnitus bezeichnet man Hoérempfindungen unterschiedlicher Art, die
nicht von einer Schallquelle aulierhalb des menschlichen Koérpers erzeugt
werden (Chan, 2009; Landgrebe et al., 2010).

Laut einer Studie der Deutschen Tinnitus-Liga e.V. von 1999 leiden etwa
4% der Bevolkerung der Bundesrepublik Deutschland alter als 10 Jahre
(2,9 Millionen Burger) an Tinnitus (im Vergleich: Diabetes mellitus 4-5%,
arterielle Hypertonie 15%). Jahrlich kommen ca. 0,33% (250.000 Burger)
als chronische Tinnituspatienten hinzu (Pilgramm et al., 1999).

Diese Zahlen belegen die Bedeutung des Themas Tinnitus.

Fir die Betroffenen ist Tinnitus oft sehr qualend. Neben permanenter
Gerauschbelastigung kann er von Konzentrations- und Schlafstérungen
Uber soziale Isolation, Angst oder Depression bis hin zum Suizid fihren.

Bis heute existiert keine kausale Therapie.

Wir unterscheiden objektiven und subjektiven Tinnitus.

Beim (sehr seltenen) objektiven Tinnitus kann das ,Gerdusch® von auf3en
wahrgenommen (z.B. mit einem Stethoskop) oder zumindest gemessen
werden, d.h. es existiert eine kérpereigene Schallquelle wie z.B. abnorme
Stromungen in den BlutgefalRen oder Muskelkontraktionen (Feldmann,
1998).

Der weit haufigere subjektive Tinnitus ist definiert als ein nur vom
Betroffenen wahrgenommenes Gerausch (Brummen, Pfeifen, Zischen oder
Rauschen), fir welches es keine messbare Schallquelle gibt.

Diese Arbeit befasst sich im weiteren Verlauf mit dem subjektiven Tinnitus.

Tinnitus ist ein Begleitsymptom, das sowohl bei unterschiedlichen
Erkrankungen des Horsystems (Mittelohr- und Innenohrerkrankungen,

Erkrankungen des Hoérnerven und des auditorischen Cortex) als auch
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aulerhalb des Horsystems entstehen kann (z.B. bei neurologischen
Krankheitsbildern wie dem zerebralen Insult).

Da bis heute kein objektiver Nachweis des Tinnitus gelungen ist und der
mogliche Entstehungsort sowie der Pathomechanismus unklar sind, gibt es
bisher nur sehr eingeschrankte therapeutische Méglichkeiten.

Zum besseren Verstandnis des Phanomens Tinnitus und der aktuellen
Hypothesen wird zunachst die Anatomie und Physiologie des Hoérsystems

vorgestellt.

Das Ohr

Das auBere Ohr und das Mittelohr

(Abbildung 1.1)
Schall wird von der Ohrmuschel wie von einem Trichter aufgenommen und
die Schwingungen werden an das Trommelfell, als Grenze zum Mittelohr,

weitergeleitet.

Das Mittelohr

Hinter dem Trommelfell liegt die Paukenhohle, ein mit Luft gefllliter Raum
mit den Gehdrkndchelchen Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und
Steigbligel (Stapes), die gelenkig miteinander verbunden sind und den
Schall vom Trommelfell an das Innenohr weiterleiten. Die Ful3platte des
Stapes sitzt beweglich im ovalen Fenster, welches eine Offnung zum
flissigkeitsgeflllten  Innenohr  bildet. Der  Schallwellenwiderstand
(Impedanz) ist in der Luft geringer als in den Innenohrflissigkeiten. Aus
diesem Grund musste der groRte Teil der Schallenergie im Innenohr
eigentlich durch Reflexion verloren gehen, was zu einem schlechteren
Horvermoégen  fiuhren  wirde. Doch  durch  den  Trommelfell-
Gehdrknéchelchen-Apparat erfolgt eine Impedanzanpassung, die zu einer
Reduktion der Reflexionsverluste und somit zu einer Verbesserung unseres
Horvermogens fuhrt (Klinke, 2005).
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Abb. 1.1: Schema von Mittelohr und Innenohr (Klinke, 2005, S.661)

Das innere Ohr

(Abbildungen 1.2 und 1.3)

Drei schneckenférmig gewundene Kanale (Scala vestibuli, Scala media
und Scala tympani) bilden das Innenohr (Cochlea). Diese Kanéle sind mit
verschiedenen Flussigkeiten geflllt. Scala vestibuli und Scala tympani
enthalten Perilymphe, deren Zusammensetzung mit vielen Natrium- und
wenigen Kalium-lonen der Extrazellularflissigkeit entspricht, wahrend die
Scala media mit Endolymphe geflillt ist, die mit einem Gehalt von wenigen
Natrium- und vielen Kalium-lonen der Intrazellularflissigkeit &hnelt. Die
Grenze zwischen Endolymphraum und Scala vestibuli bildet die Reil3ner-
Membran. Zwischen Endolymphraum und Scala tympani liegt die

Basilarmembran, die den sensorischen Apparat, das Corti-Organ, tragt.
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Abb. 1.2: Querschnitt durch die Cochlea (Klinke, 2005, S.662)
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Abb. 1.3: Querschnitt durch das Corti-Organ (Klinke, 2005, S.663)

Das Corti-Organ ist das cochledre Rezeptororgan. Es umfasst zwei Typen
von insgesamt etwa 15.000 Rezeptorzellen. Die inneren Haarzellen (IHCs,
ca. 3.000) sind einreihig angeordnet, wahrend die aulleren Haarzellen
(OHCs, ca. 12.000) drei Reihen bilden (Pujol, 1990, 2010). Zusatzlich
befindet sich hier auch der Stitzapparat bestehend aus Pfeiler-, Deiters-,
Claudius- und Phalangealzellen. Er gewahrleistet die Stabilitdt des Corti-
Organs bei mechanischen Belastungen.

Uber den Haarzellen liegt die Tektorialmembran. An der zu ihr hin
gerichteten Seite jeder Haarzelle befinden sich die Stereovilli, feine

Harchen unterschiedlicher Lange, die bei den OHCs in der
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Tektorialmembran verankert sind. Bei den IHCs liegt die Tektorialmembran
den Stereovilli nur auf.

Schallwellen (via Trommelfell und Gehoérkndchelchen auf die Perilymphe
Ubertragen) setzen die Basilarmembran wellenférmig in Schwingung
(Wanderwelle) und fihren zu einer Bewegung gegen die feste
Tektorialmembran. Durch die Abscherbewegung werden die Stereovilli der
OHCs abgebogen. Gleichzeitig wirken die OHCs als sogenannte
Lverstarker” bzw. ,Dampfer der Bewegung der Basilarmembran, indem sie
aktiv ihre Lange verandern. Diese Aktivitat wird durch das Molekiil Prestin
(Abbildung 1.4) ermdoglicht (Oliver et al., 2001; Zheng et al., 2000). Prestin

sitzt in der basolateralen Membran der OHCs.

- Prestin

Depolarisation

Hyper-
polarisation

Abb. 1.4: Elektromotilitdt der OHCs durch Konformationsdnderungen des Membranproteins
Prestin (Oliver und Fakler, 2008, S.132)

Fir jede Frequenz gibt es einen bestimmten Ort auf der Basilarmembran,
an dem die Wanderwelle ihre maximale Amplitude hat und die Haarzellen
reizt. Dieser Ort befindet sich fir hohe Frequenzen am basalen Ende, fir
mittlere in der Schneckenmitte und fir tiefe Frequenzen am apikalen Ende.
Die Zuordnung fir jede Frequenz nennt man auch Tonotopie oder
Frequenz-Orts-Abbildung.

Tonotopie besteht auch im weiteren Verlauf des auditorischen Systems wie
z.B. im Colliculus inferior (IC) und dem auditorischen Cortex (AC) (Webster,
1992).

Die Abscherbewegung bewirkt einen Flussigkeitsstrom unterhalb der

Tektorialmembran und bewegt so die Stereovilli der IHCs (Abbildung 1.5).

11



Dieser Vorgang fuhrt zur Freisetzung von lonen (Kalium und Calcium), der
Neurotransmitter Glutamat wird ausgeschuttet und der Schallreiz in ein

Rezeptorpotenzial umgewandelt (Transduktion) (Klinke, 2005).

Tektorialmembran

auBere
innere -
Haarze!ler/ -

Basilarmembran

afferente I
Hérnervfasern

Abscherung der
Stereovilli

Auslenkung

Abb. 1.5: Bewegungen der Stereovilli beim Schwingen von Basilar- und Tektorialmembran
(Klinke, 2005, S.664)

Die Haarzellen sind mit afferenten und efferenten Nervenfasern verbunden.
Ca. 95% der afferenten Nervenfasern innervieren die IHCs und nur die
restlichen 5% die OHCs.

Die Neurone, die mit den IHCs verbunden sind, sind als Typ-I-Neurone
groRer als die Typ-lI-Neurone und ab dem Ganglion spirale myelinisiert.
Jedes Neuron ist mit nur einer Sinneszelle verbunden, jedoch bildet jede
IHC Synapsen mit ca. 10-15 Typ-I-Neuronen, d.h. es gibt etwa 30.000
Typ-I-Neurone fir ca. 3.000 Sinneszellen.

Die Neurone ziehen von den IHCs Uber das Ganglion spirale zum Nucleus
cochlearis. Dort werden sie auf das zweite Neuron umgeschaltet und ins
zentrale Nervensystem (ZNS) weitergeleitet.

Der restliche Teil der afferenten Fasern sind Typ-lI-Neurone. Sie

verzweigen sich und ziehen zu den OHCs. Jedes Neuron innerviert

12



2.3

mehrere OHCs einer Reihe. lhre Funktion ist bis heute weitgehend
unbekannt (Eybalin, 1993).

Die efferenten Nervenfasern gehen von zwei verschiedenen Urspriingen
aus, der lateralen und medialen oberen Olive. Uber das efferente System

wird auf die Funktion des Corti-Organs Einfluss genommen:

Ca. 60% der efferenten Fasern sind Teile des lateralen Anteils des
olivocochledren Faserbiindels (LOC), welches hauptsachlich auf die
ipsilaterale Seite projiziert. Hier bilden die Fasern Synapsen mit den
Dendriten der afferenten Typ-I-Neurone der IHCs. So kdnnen sie direkten
Einfluss auf deren Aktivitdt nehmen.

Die restlichen fast 40% der efferenten Fasern sind Teile des medialen
Anteils des olivocochlearen Faserblindels (MOC). Dieses projiziert in beide
Cochleae. Die Synapsen enden direkt an den OHCs und mittels dieser

Fasern wird die Empfindlichkeitskontrolle geregelt (Warr, 1992).

Die Horbahn

(Abbildung 1.6)

Die Aktionspotenziale werden vom Nervus vestibulocochlearis
(VII. Hirnnerv) an den Nucleus cochlearis (NC) im Hirnstamm mit seinen
drei Unterkernen (dorsaler (DCN), posteroventraler und anteroventraler
Nucleus cochlearis) weitergeleitet.

Von hier ziehen die Neurone zur oberen Olive. Im Lemniscus lateralis (LL)
— einem wichtigen auditorischen Fasertrakt — kreuzt dann der Grofteil der
Hornervenfasern vom NC und einem Teil der oberen Olive auf die
kontralaterale Seite zum IC. Ein kleinerer Teil verlauft Gber die obere Olive
im LL in den ipsilateralen IC.

Vom IC wiederum ziehen die Fasern in das Corpus geniculatum mediale
(MGB) im Thalamus und dann weiter in den AC (Oliver und Fakler, 2008).

13



2.4
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Abb. 1.6: Aufbau der Hérbahn (Oliver und Fakler, 2008, S.134)

Colliculus inferior

Der IC ist als hinterer Kern der Vierhugelplatte Teil des Mittelhirns. Hier ist
er das wichtigste auditorische Gebiet als Hauptumschaltstelle zwischen
auditorischem Hirnstamm und Thalamus (Oliver und Huerta, 1992; Trepel,
2008). Man kann ihn anatomisch in drei Untereinheiten aufteilen, den
zentralen IC, den dorsalen Cortex und den externen Cortex des IC
(Budinger et al., 2000).

Der zentrale IC zeigt eine tonotope Ordnung. Die
Haupteingangsinformation stammt aus den auditorischen
Hirnstammkernen. Die Neurone des IC sind an der Analyse von zeitlichen

oder raumlichen Mustern beteiligt (Oliver und Huerta, 1992).
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2.5 Auditorischer Cortex

Der AC gehdrt zum Neocortex und besteht aus verschiedenen Feldern
(Abbildung 1.7). Den gréf3ten Raum nimmt das priméare auditorische Feld
Al ein, rostral hierzu liegt das anteriore auditorische Feld AAF. Beide sind
tonotop aufgebaut, spiegelbildlich zueinander. Weitere Bereiche sind das
posteriore Feld, welches sich in einen dorsalen und einen ventralen Teil
untergliedern lasst, sowie das dorsale, ventrale und anteroventrale Feld
(Thomas et al., 1993; Scheich et al., 1993).

Der AC ist an der primaren Verarbeitung auditorischer Stimuli beteiligt.

dorsal
T—» caudal

> > > 05kHz
[ S |
IIII4

e & & @ 10

x xx x 25-30
* k% % wb

dorso-ventrale Ausdehnung

v
3
3

Abstand von Lamda

Abb. 1.7: Unterteilung des AC in die verschiedenen Felder mit tonotoper Anordnung
(Thomas et al., 1993, S.893), elektrophysiologische Karte

3. Hypothesen zur Entstehung von Tinnitus

In der Klinik kann Tinnitus bei einer Vielzahl von Erkrankungen, vor allem
des Horsystems, oder als Nebenwirkung von Medikamenten auftreten. In
der Regel ist er Begleitsymptom bei cochledaren Stérungen, wie z.B. beim
Horsturz, chronischen Larmschaden, akuten Knalltraumata, Presbyakusis,
ototoxischen Schaden (Cisplatin, Aminoglykoside) und hereditaren
Hoérminderungen. Er kann jedoch auch ohne erkennbare cochleare

Ursache auftreten. So ist Tinnitus ein mogliches Symptom bei
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Erkrankungen der zentralen Hérbahn (Akustikusneurinom), aber auch bei
neurologischen (zerebrale Durchblutungsstorungen und
Degenerationsvorgange, Schadel-Hirn-Traumata, Multiple Sklerose) sowie
orthopadischen Krankheitsbildern (Funktionsstérungen der Halswirbelsaule

und des Kiefergelenkes).

Aus der Auflistung wird ersichtlich, dass als Entstehungsort jeglicher
Abschnitt der Hérbahn mdéglich ist und dass die ausldsenden Erkrankungen
durchaus unterschiedlich sein kénnen. Der Entstehungsort (Ort der
Generierung) ist also variabel und das neurophysiologische Korrelat von
Tinnitus bis heute nicht eindeutig geklart, da es kein objektives

Nachweisverfahren gibt.

Als  zugrunde liegende pathophysiologische Vorgdnge werden
unterschiedliche Méglichkeiten diskutiert:

Haufig gilt eine Stérung der Haarzellfunktion im Innenohr als Ursache fir
die Entstehung von Tinnitus.

Zenner und Ernst berichteten 1993 von Funktionsstérungen der IHCs oder
OHCs bei Meerschweinchen, wobei es durch lonenkanalstérungen zu einer
Hyperpolarisation des HoOrnerven komme. Dies kdnne eine
Entstehungsmaglichkeit fur ein Tinnituskorrelat sein.

Pujol et al. beschrieben 1993, dass An- und Hypoxie sowie Larm zu
exzessiver Glutamatausschuttung an den IHCs von Meerschweinchen
fuhren. Dies lose ein Anschwellen der Dendriten der afferenten
Typ-I-Neurone, einen Funktionsverlust der Nervenfasern und nach starken
oder repetitiven Zustanden schliellich den Zelltod aus (Exzitotoxizitat siehe
Einleitung Punkt 4.2). Die durch die Exzitotoxizitdt bedingte
Hypererregbarkeit des Hoérnerven koénnte auch beim Menschen
Ausgangspunkt fir posttraumatischen Tinnitus sein.

Guitton et al. konnten 2003 experimentell zeigen, dass durch Salicylatgabe
bei ihren Versuchstieren (Ratten) die cochledaren N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren aktiviert wurden. Dies wirde zur Entstehung von
»Tinnitusverhalten bei den Tieren beitragen. Als Ursache komme eine
erhéhte Offnungswahrscheinlichkeit der NMDA-Rezeptoren infrage als
mogliche Folge der erhdhten Arachidonsaure-Konzentration. Salicylat flhrt

durch Hemmung der Cyclooxygenase (COX) zu vermehrter Bildung von
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Arachidonsadure. NMDA-Antagonisten verhinderten in dieser Studie
tinnitustypisches Verhalten.

Ruel et al. bestatigten 2008 diese Befunde und zeigten ebenfalls die
Aktivierung der cochledren NMDA-Rezeptoren an den IHCs durch

Glutamat — ausgeldst durch Salicylat.

Eggermont diskutierte im Jahr 2000 die Tinnitusgenerierung - ausgeltst
durch Larm - durch eine erhdhte intrazelluldare Calciumkonzentration der
Haarzellen, die eine vermehrte Ausschuttung von Neurotransmittern an den
IHCs nach sich ziehe. Die Folge sei eine erhéhte spontane Aktivitat in den
afferenten Nerven und folglich Tinnitus.

Kaltenbach et al. vermuteten im Jahr 2002 die Ursache der
Tinnitusentstehung in einem Anstieg der Aktivitdt im DCN aufgrund des
Verlustes der Funktion der OHCs. Die Studie stltzt sich auf Ergebnisse aus
Tierversuchen mit dem Zytostatikum Cisplatin, welches zu einem
cochlearen Haarzellschaden und zu Tinnitus beim Menschen fuhren kann.
Fir den Aktivititsanstieg im DCN diskutierten die Autoren eine
Veranderung in der Balance der afferenten Typ-I- und -lI-Neurone. Diese
Veranderung flihre zu einer Verschiebung des exzitatorischen und
inhibitorischen Gleichgewichts der DCN-Neurone und werde im Cortex als

Tinnitus wahrgenommen.

Um welche Funktionsstdérung im Innenohr es sich auch exakt handelt, die
Tinnitus auslost, als neurophysiologisches Korrelat wird haufig eine
veranderte Spontanrate des Hornerven angesehen:

Schon 1970 diskutierten Kiang et al., ob das Auftreten unterschiedlicher
Aktivitatsverteilung in tonotopisch benachbarten Gebieten des Hornerven
oder ob eine unterdriickte Aktivitdt in diesem (nach der Gabe von
ototoxischen Medikamenten) zu Tinnitus bzw. Korrelaten, die einem
Tinnitus beim Tier entsprechen kénnten, fihre. Sie sahen pathologische
Antwortmuster ausschlie3lich in Gebieten des Hornerven von Katzen, der
Orten in der Cochlea mit nur teilweisem Verlust der Haarzellen entsprach.
Evans und Borerwe fanden im Gegensatz dazu im Jahr 1982 eine erhdhte
Aktivitdt im Hornerv der Katze (vor allem in den hohen Frequenzen)
ausgeldst durch Salicylat. Stypulkowski 1990 und Kumagai et al. 1991

bestatigten diese erhdhte Spontanrate experimentell am Meerschweinchen.
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Stypulkowski berichtete Uber eine Aktivitatssteigerung bei 200 mg/kg KG
Salicylat, Kumagai et al. beschrieben die Steigerung erst bei hohen Dosen
Salicylat (400 mg/kg KG).

Muller et al. (2003) hingegen konnten eine erhéhte Spontanrate im Hérnerv

nach Salicylatgabe am Gerbil nicht zeigen.

Eggermont berichtete 1990 Uber eine pathologische Synchronisation von
spontaner Aktivitat der einzelnen Fasern des Hoérnerven ausgeldst durch
verstarkte Transmitterausschittung an den Haarzellsynapsen nach
unvermitteltem Kationenfluss (Kalium und/oder Calcium).

Lenarz et al. (1993) sowie Lenarz (1998) beschrieben keine Anderung der
Spontanrate des HoOrnerven (diese koénne sich erhéhen oder auch
erniedrigen), sondern vielmehr ein abnormes Muster der Spontanaktivitat
der einzelnen Neurone der verschiedenen Nervenfasern oder von deren
Zusammenspiel. Diese geanderte Spontanaktivitat der Neurone imitiere die
Qualitaten eines physiologischen Tons und resultiere somit in Tinnitus bzw.
Korrelaten, die einem Tinnitus beim Tier entsprechen kénnten.
Wahrscheinliche Ursache sei die Synchronisation der Aktivitat der
verschiedenen Synapsen nach spontanem loneneinstrom (Kalium oder
Calcium — Leckstréme), der zu dauerhafter Haarzelldepolarisation fihre
und einen konstanten Transmitter-Ausstol} an den Synapsen verursache
(Aktionspotenziale). Ebenso kénnten unkontrollierte Kontraktionen der
OHCs die IHCs stimulieren und Aktionspotenziale auslosen, die

weitergeleitet wurden.

Die meisten Autoren stimmen darin Uberein, dass beim Tinnitus auf jeden
Fall eine Veranderung im auditorischen Cortex vorliegen muss, denn
Tinnitus persistiert auch nach Durchtrennung des Hoérnerven (Wigand et al.,
1982; Pulec, 1984; Andersson et al., 1997).

Uberzeugendere Daten stammen von Studien mit
Positronenemissionstomografie (PET) oder funktioneller
Magnetresonanztomografie (MRT) beim Menschen. In mehreren Studien
konnten Aktivitatssteigerungen in unterschiedlichen Arealen des ZNS und
insbesondere im AC nachgewiesen werden (Arnold et al., 1996; Lockwood
et al., 1998; Cacace, 2003; Muhlau et al., 2006). Arnold et al. machten
1996 erstmalig die erhdhte Aktivitat im AC beim Menschen sichtbar.
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Lockwood et al. zeigten 1998, dass ein weitverzweigtes neuronales
Netzwerk zwischen emotionalem (limbischem), Erinnerungs- und
auditorischem System beim Tinnituspatienten vorliege. Sie folgerten, dies
beweise kortikale Plastizitat, welche fir Tinnitus verantwortlich sein kénne.
Nach Meinung von Cacace im Jahr 2003 ist zur Auslésung und
Aufrechterhaltung von Tinnitus aufgrund der verschiedensten Ausléser ein
breites, vielverzweigtes Netzwerk von Neuronen notwendig. Er
demonstrierte dies an Menschen, die ihren Tinnitus ,verandern® bzw. sogar
.Steuern konnten (durch z.B. Starren, festes Zahnezusammenbeillen,

Hautstimulation an der Hand etc.).

Muihlau et al. postulierten 2006, dass es nach einer Horstérung zu einer
Neuorganisation im MGB komme mit Aufrechterhalten von abnormaler
neuronaler Aktivitat (Tinnitusgenerator?). Diese werde unter anderem zum
limbischen System weitergeleitet, wo sie aufgrund von Schaden (durch
z.B. Stress, Erregung oder Alter) nicht mehr herausgefiltert, sondern an

den AC weitergeleitet werde.

Zhang et al. filhrten 2003 'C-2-Deoxyglukose ("*C-2-DG)-Versuche an
Hamstern aus, bei denen durch Larmtrauma ,tinnitusahnliche® neuronale
Veranderungen im Horsystem ausgelost werden sollten. Sie fanden
signifikante Erhéhungen der Aktivitat im ipsilateralen LL, zentralen IC und
MGB; im kontralateralen zentralen IC hingegen konnten sie keine

Aktivitatserh6hung feststellen.

Wallhausser-Franke et al. (1996) sowie Wallhausser-Franke und Langner
(2001) stellten die Hypothese auf, dass durch einen Hoérschaden die
Spontanaktivitat in den Haarzellen und im Hoérnerv abgeschwacht werde.
Dies wurde auch von anderen Autoren diskutiert (Kiang et al., 1970; Lenarz
et al., 1993; Muiller et al., 2003).

Wallhausser-Franke et al. postulierten, die verringerte Spontanaktivitat
fuhre z.B. zum Wegfall der Hemmung ,normaler Gerausche im IC
(verminderte Aktivitat), wodurch es zur Weiterleitung eines abnormen
Signals an Cortex und Thalamus komme. Sie fanden in Tierexperimenten
am Gerbil nach Gabe von Salicylat mittels der "C-2-DG-Methode im AC
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einen signifikanten Aktivitatsanstieg. Aufgrund von kortikaler Rickkopplung
mit emotionalen und Aufmerksamkeits-Zentren werde diese Aktivitat im AC
dominant.

Zu dem gleichen Ergebnis kamen c-fos-Studien von Wallhdusser-Franke et
al. (2003). Sie zeigten am Gerbil nach Salicylatgabe eine vermehrte
Bildung dieses ,immediate early“-Gens im AC, welche durch exzitatorische
Stimulation induziert werde.

Auch Panford-Walsh et al. sahen 2008 eine wesentliche Beteiligung des
AC bei Tinnitus bzw. einem Korrelat, das Tinnitus beim Tier entsprechen
konnte. Sie belegten dies in ihrer Studie an Ratten mit einer verminderten
Ausbildung von Arg3.1 sowohl nach durch Salicylat als auch durch Larm
ausgeldstem cochledren Schaden. Das Protein Arg3.1 kontrolliert die
synaptische Homoostase, sodass der AC bei verminderter Bildung dieses
Proteins aus der Peripherie stammende Signale nicht mehr richtig
verarbeiten kann.

Brozoski et al. demonstrierten 2002 bei Chinchillas nach Larmtrauma eine
erhohte spontane Aktivitat in den fusiformen Zellen des DCN. Diese werde
in hohere Stationen des auditorischen Systems weitergeleitet und
moglicherweise als ,Tinnituskorrelat® wahrgenommen. 2005 kamen
Brozoski und Bauer nach weiteren Studien an Ratten zu der Vermutung,
dass die Generierung von ,Tinnituskorrelaten® unter Einbeziehung des
DCN und anderer Strukturen des Horsystems zentral geschehe.

Eggermont und Roberts beschrieben 2004, dass es womdglich durch
verminderte Hemmung in zentralen auditorischen Gebieten zu einer
Hypererregbarkeit des AC und vor allem zu erhéhtem ,burst-firing®
(= Auftreten einer schnellen Folge von Aktionspotenzialen als Antwort auf
einen Stimulus oder auch spontan) und erhéhter neuronaler
Synchronisierung komme.

Viele Autoren sehen inzwischen auch eine Beteiligung des limbischen
Systems (Lockwood et al., 1998; Mgller, 2003; Mahlke und Wallhdusser-
Franke, 2004; Muhlau et al., 2006; Haab et al., 2009; Mazurek et al., 2010;
Rauschecker et al., 2010).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass aufgrund der
bisherigen Daten eine veranderte neuronale Aktivitat im Horsystem mit
erhdhter Aktivitdt im AC als gemeinsames Korrelat fur Tinnitus angesehen

wird

Salicylatmodell

Aufgrund seiner bekannten tinnitusauslésenden Wirkung beim Menschen
(Sée, 1877; McFadden und Plattsmier, 1983, 1984; Boettcher und Salvi,
1991; Janssen et al.,, 2000) und seiner somit wichtigen Stellung in der
Tinnitusforschung wird im Folgenden ein Uberblick tber die Wirkung von

Salicylat auf das Horsystem gegeben:

3.1.a Salicylat

Acetylsalicylsdure — als Bestandteil von Weidenrinde - wurde schon
400 v. Chr. von Hippokrates als Mittel gegen Schmerzen benutzt und
gegen 1860 n. Chr. von Hoffmann zum ersten Mal synthetisch hergestellt
(Cazals, 2000).

Es gehdrt zur Gruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika und inaktiviert
irreversibel die COX, ein Enzym, das fir die Umwandlung von
Arachidonsaure in die zyklischen Endoperoxide (Prostaglandine,
Prostacyclin und Thromboxan) verantwortlich ist. Die COX existiert in
mindestens zwei Isoformen, COX 1 und COX 2, die beide von
Acetylsalicylsdure  gehemmt  werden (Vane et al., 1998;
Lullmann et al., 2010).

Salicylate haben eine Reihe von Nebenwirkungen. In hohen Dosen
verabreicht verursachen sie unter anderem ein Syndrom, das aus Tinnitus,
Schwindel, Hérverlust und manchmal Ubelkeit und Erbrechen besteht.
Zahlreiche Untersuchungen konnten beweisen, dass Salicylat in hohen
Dosen beim Menschen (6-8 g/d) (Sée, 1877; McFadden und Plattsmier,
1983, 1984; Boettcher und Salvi, 1991) reversibel Tinnitus auslést und
insbesondere die OHCs reversibel blockiert (Jansen et al., 2000).

Auch bei Tieren (wahrscheinlich ab einer Dosis von minimal 200 mg/kg KG)

scheint es tinnitusartiges Verhalten auszulésen, wie Verhaltensexperimente
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wiederholt zeigen konnten (Brennan und Jastreboff, 1991; Bauer et al.,
1999; Guitton et al.,, 2003; Rdittiger et al., 2003). Daher ist das
Salicylatmodell das gangige Modell fur experimentelle Untersuchungen

zum Thema Tinnitus.

Der Wirkmechanismus, der zu diesen Symptomen fuhrt, wurde vielschichtig
untersucht, ist aber bis heute nicht vollstandig geklart. Sicher ist, dass
Salicylat die Horschwelle vor allem im hochfrequenten Bereich erhéht.

Dies geschieht durch Blockierung der OHCs, die sich in der Herabsetzung
der Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAEs) beim
Menschen zeigt (Jansen et al., 2000). Weiterhin hemmt Acetylsalicylsaure
kompetitiv das Molekil Prestin, welches sich in der basolateralen Membran
der OHCs befindet und deren Beweglichkeit bewirkt (Zheng et al., 2000;
Oliver et al., 2001) (siehe Einleitung Punkt 2.2).

In einigen Studien wurden eine Reduktion der Kontraktilitat der OHCs, die
zum Ausfall der Verstarkung im Innenohr fihrt (Tunstall et al., 1995), oder
eine Veranderung der Membranleitfahigkeit der OHCs (Stypulkowski, 1990)

festgestellt.

Guitton et al. fanden durch Experimente an Ratten 2003 heraus, dass die
COX-Hemmung eine Aktivierung von cochlearen NMDA-Rezeptoren sowie
eine Abschwachung der DPOAEs zur Folge hat.

Ruel et al. zeigten 2008 ebenfalls durch Verhaltensversuche an Tieren,
dass die Blockade von COX durch Salicylat zu einem Anstieg von
intrazellularer Arachidonsaure fihrt, die wiederum die Aktivitat von NMDA-

Rezeptoren an der IHC erhoht.

Die neurophysiologischen Effekte nach Salicylat wurden schon angefiihrt
(siehe Hypothesen zur Entstehung von Tinnitus) und sollen hier nur kurz
erwahnt werden:

Eggermont und Kenmochi sprachen 1998 von einer Erhéhung der
spontanen Entladungsrate im sekundaren AC.

Andere Autoren fanden Veranderungen in den OHCs, die Erhéhung der
Schwelle der Summenaktionspotenziale sowie eine dosisabhangige

Reduktion der Spontanaktivitat in Hoérnervenfasern (Mdller et al., 2003).
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Lenarz et al. postulierten 1993, dass Salicylat aufgrund des Anstiegs der
Horschwelle die Aktivitat des auditorischen Nerven (durch Reduktion der
Spontanaktivitdit oder Verminderung der Weiterleitung ,normaler®
Gerausche (z.B. von Gefalien etc.)) vermindere.

Dieser veranderte periphere Input sei als plétzlich zeitlich geordnete
(= synchronisierte) Spontanaktivitat — die normale Aktivitat des Hornerven
ist unregelmafig — wund/oder als von der Norm abweichende
Entladungsmuster einzelner Hérnervenfasern zu messen. Hierdurch kénne
die oszillatorische Aktivitdt einiger Frequenzkandle des ZNS induziert,
verstarkt und/oder aufrechterhalten werden, was das ZNS als Ton
(Tinnitus) interpretiere.

Wang et al. Uberlegten 2006 nach Studien an mit Salicylat behandelten
Ratten, ob die Wirkung sowohl auf zentrale (Salicylat kann die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden) als auch periphere Strukturen — z.B. postsynaptisch
durch Veranderung der hemmenden y-Aminobuttersdure (GABA)-Effekte,
bzw. prasynaptisch Uber das Einwirken auf die GABA-Freisetzung —
zurlckzufuhren sei.

Mahlke und Wallhausser-Franke (2004) sowie Wallhdusser-Franke et al.
(2003, 2006) beschrieben, dass Salicylat die Bildung des c-fos-Proteins,
welches der Plastizitat zugeordnet werden kann, im AC und in den

Amygdalae fordere.

3.1.b  Salicylat-Tinnitusmodell

1988 zeigten Jastreboff et al., dass bei Ratten durch Salicylat
»Tinnitusverhalten“ ausgeldst werden kann.

Hierzu konditionierten sie Ratten, bei Stille ihr Trinkverhalten zu
unterdriicken. Die Tiere wurden dauerhaft mit einem weilRen Rauschen
beschallt. Wahrend Unterbrechungen des Gerausches bekamen sie bei
Trinkversuchen jedes Mal einen leichten FuRschock, sodass sie lernten,
bei Stille eine Unterdriickung der Trinkrate zu zeigen.

Ratten, die mit Salicylat behandelt worden waren, zeigten in Stille seltener
eine Unterdrickung der Trinkrate als die Kontrolltiere, die nur
Natriumchlorid (NaCl)-Losung bekommen hatten.

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass die mit Salicylat
behandelten Tiere Gerausche wahrnehmen, d.h. dass bei ihnen durch

Salicylat ein , Tinnituskorrelat ausgeldst wurde.
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3.2

Auch die anderen Tiermodelle (Bauer et al., 1999; Rdttiger et al., 2003;
Lobarinas et al., 2004) basieren auf pawlowscher Konditionierung. Als
cochleare Ausloser von Ohrgerauschen wurden unterschiedliche Traumata
verwandt (Larm, ototoxische Medikamente, Salicylate etc.). In allen Studien
zeigte sich ,Tinnitusverhalten® bei den behandelten Tieren.

Es sollte allerdings zurickhaltend interpretiert werden, ob die in
neurophysiologischen Studien gezeigten  Veranderungen nach
systemischer oder lokaler Gabe von Salicylat wirklich dem neuronalen
Korrelat von Tinnitus entsprechen.

Bei Versuchsanordnungen gibt es zusatzlich begleitende transiente oder
bleibende Horschaden, deren Einfluss auf die neuronale Aktivitdt bedacht

sein will.

Die '“C-2-DG-Methode

Um einen Energiemetabolismus zu gewahrleisten, bendtigt das Gehirn
Glukose. Glukose ist im neuronalen Gewebe fiir jede Art der ,Zellleistung®
notwendig, so z.B. auch fir die Generierung des Aktionspotenzials beim
Horvorgang.

Die autoradiografische "C-2-DG-Methode wurde 1977 von Sokoloff et al.
entwickelt. Sie ist fur die quantitative Messung der Glukoseaufnahmeraten
in allen Strukturen des Gehirns geeignet und ermdglicht fir einzelne
Hirnstrukturen eine gesonderte Auswertung. Mit diesem Verfahren kann
auch die neuronale Aktivitat wahrend des Horvorgangs gemessen werden.
Da der neuronale Energiestoffwechsel alleinig auf Glukose beruht, erlaubt
die 'C-2-DG-Methode mittels der quantitativen Erfassung der
Glukoseaufnahme im Gewebe die quantitative Messung der neuronalen
Aktivitat.

Der Unterschied von "*C-2-DG zu normaler Glukose liegt im Austausch der
Hydroxylgruppe durch ein Wasserstoffatom am zweiten Kohlenstoffarm.
4C-2-DG wird genau wie Glukose (iber die Blut-Hirn-Schranke transportiert
und konkurriert im Gehirn mit Glukose sowohl um den Ricktransport ins
Blut als auch um die Hexokinase, ein Enzym, welches '“C-2-DG in
C-2-DG-6-Phosphat (2-DG-6-P) und Glukose in Glukose-6-Phosphat

(Glukose-6-P) umwandelt.
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Mithilfe der Phosphohexoisomerase wird Glukose-6-P dann zu Fruktose-6-
Phosphat konvertiert und folgt weiter der Glykolyse. 2-DG-6-P dagegen
kann nicht isomerisiert werden und der Stoffwechsel halt hier an.

Aufgrund einer geringen Affinitat von "C-2-DG zur Phosphohexoisomerase
muss mit niedrigen Konzentrationen gearbeitet werden. Sonst kann es zu
einer Hemmung der gesamten Glykolyse kommen mit der Folge von
Symptomen wie z.B. bei Hypoglykamie.

Glukose-6-P kann zu freier Glukose zurlickhydrolysiert werden. Da aber
das Enzym Glukose-6-Phosphatase fast nur in der Leber und der
Nierenrinde vorkommt, die Konzentration im Saugergehirn hingegen sehr
niedrig ist (De Duve und Hers, 1957) und die Hexokinasereaktion
irreversibel ist, sammelt sich 2-DG-6-P im Hirngewebe an.

Voraussetzung hierfir ist eine fir diesen Zeitraum gleichmafige
Transportrate von Glukose und '*C-2-DG zwischen Blut und Gewebe, ein
gleichmaRiger Blutfluss und ein konstanter glykolytischer Metabolismus.
Der Glukoseverbrauch des Gehirns ist von der elektrischen Aktivitat
abhangig, d.h. aufgrund des oben beschriebenen Aufnahme- und
Umsetzungsmechanismus von C-2-DG nimmt man an, dass sich nach
“C-2-DG-Applikation in stark aktiven Hirnbezirken besonders viel
radioaktiv markiertes 2-DG-6-P anreichert.

Die quantitative Autoradiografie ist ein Verfahren, mit dem man eine
chemische Komponente mithilfe radioaktiver Isotope und anschlieRendem
Exponieren auf einem Film durch Schwarzen desselben sichtbar machen
kann. Es unterscheidet nicht zwischen *C-2-DG und 2-DG-6-P, sondern
misst die totale '*C-Konzentration im Gewebe. Deshalb muss nach der
“C-2-DG-Applikation eine gewisse Zeit fiir die Umwandlung von '*C-2-DG
in 2-DG-6-P vergehen. Bei Sokoloff et al. (1977) betrug die Zeit fir die
Ratte 45 Minuten nach intravenéser (i.v.) Injektion von etwa 50 pCi
“C-2-DG.

Fur die in unseren Versuchen verwendete Mongolische Wistenrennmaus
nimmt man an, dass diese Bedingungen bei einer Dosis von 17 uCi
“C-2-DG intraperitoneal (i.p.) nach etwa 45-60 Minuten erreicht sind
(Scheich et al., 1993).
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4.1

Fokus unserer Versuche: der Glutamat-Rezeptor

Physiologie Glutamat-Rezeptoren

Glutamat, eine Aminosaure, ist der wichtigste exzitatorische
Neurotransmitter im Gehirn. Ca. 50% aller exzitatorischen Synapsen sind
glutamaterg, so auch die cochlearen IHCs, die afferenten Neurone der
Cochlea und der AC (Eybalin, 1993; Puel, 1995).

Die Freisetzung von Glutamat in den synaptischen Spalt erfolgt nach
prasynaptischem Einstrom von Calcium-lonen via Exocytose, die
Beendigung der synaptischen Prozesse durch Wiederaufnahme des

Transmitters entweder in die Prasynapse oder in Gliazellen.
Es gibt verschiedene Arten von Glutamat-Rezeptoren:

1. lonotrope Rezeptoren: Sie sind mit einem lonenkanal assoziiert.
Zu ihnen gehoren die a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionsaure (AMPA), Kainat- und NMDA-Rezeptoren.

2. Metabotrope Rezeptoren: Diese sind an ein G-Protein gebunden.

AMPA- und NMDA-Rezeptoren finden sich in den afferenten Neuronen der
IHCs von Saugetieren sowie im weiteren Verlauf der Hérbahn (Ehrenberger
und Felix, 1991; Puel, 1995).

Der AMPA-Rezeptor ist unter physiologischen Bedingungen der wichtigste
Rezeptor im auditorischen System. Unter pathologischen Bedingungen wie
beispielsweise Tinnitus oder Auftreten von starken Stimuli hingegen ist der
NMDA-Rezeptor involviert (Puel, 1995; Guitton et al., 2003).

Der NMDA-Rezeptor ist unter den Bedingungen des
Ruhemembranpotenzials von etwa -70 mV durch Magnesium-lonen
blockiert (Abbildung 1.8), sodass das Neuron vor Exzitotoxizitat (=
irreversible Zellschadigung durch exzessive Reizung) geschitzt wird
(eingehende Beschreibung in der Einleitung Punkt 4.2).

Kommt es nun zu einer Transmitterausschittung und gleichzeitiger
Verminderung des Membranpotenzials durch exzitatorische Synapsen

anderen Typs, z.B. AMPA-Rezeptoren, diffundiert das Magnesium-lon vom
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lonenkanal weg, Natrium-lonen konnen in die Zelle eindringen und eine

Depolarisation wird ausgelost (Klinke, 2005; Abbildung 1.9).

4 Aktions- Sy,
I} potenzial

Ruhepotenzial
offener Kanal

durch Mg”* blockiert:

kein lonenstrom

postsynaptische Zelle

Abb. 1.8: AMPA- und NMDA-Rezeptor (Ruhepotenzial)
(Klinke, 2005, S.94)

: Aktions-
potenzial

freigabe

—> Vordepolaris

NMDA-Kanal offen:
lonenstrom

R
ation

Abb. 1.9: AMPA- und NMDA-Rezeptor (nach Vordepolarisation)
(Klinke, 2005, S.94)
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4.2 Exzitotoxizitat

Als Exzitotoxizitat bezeichnet man die UbermaRige Ausschittung oder die
inkomplette Wiederaufnahme von Glutamat und die daraufhin folgende
Schadigung der postsynaptischen afferenten Typ-I-Dendriten.

In der Cochlea gibt es verschiedene pathologische Konditionen, unter
denen Exzitotoxizitat auftreten kann, beispielsweise beim Larmtrauma, der
Hyp- oder Anoxie.

Wie Pujol und Puel 1999 schrieben, fihrt die Ubermaflige Ausschittung

von Glutamat zur Schadigung der Strukturen der Cochlea:

1. Eine hohe Konzentration von Glutamat fuhrt zu einem
Ungleichgewicht des osmotischen Systems, d.h. es kommt
zum Eintritt von Wasser und lonen in die postsynaptischen
Strukturen (afferente Typ-I-Dendriten, die mit den IHCs
verbunden sind). Dies kann zu deren Schwellung und einem
eventuellen Auseinanderrei’en fiihren (wahrscheinlich via

non-NMDA-Rezeptoren).

2. Zusatzlich kann es (nach starken oder repetitiven
pathologischen Zustanden) zu einem Calcium-lonen-
Einstrom kommen, der die Produktion von z.B. freien
Radikalen und/oder die Aktivierung von Proteasen und
Endonukleasen triggert und zum Zelltod (im Spiralganglion)

fihren kann (wahrscheinlich via NMDA-Rezeptoren).

Wenn die Traumata nicht zu haufig erfolgen, ist erneutes Aussprossen der
Afferenzen und Efferenzen moglich.

Wahrend des Reinnervationsprozesses werden vermehrt NMDA-
Rezeptoren gebildet (erhéhte Bildung von messenger RNA, die fur die
NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors kodiert). Dies impliziert, dass
NMDA-Rezeptoren an der Regeneration von Nervenzellen sowie an der
Neubildung von Synapsen beteiligt sind. lhre Blockade flhrt zur
Verlangsamung dieses Prozesses sowie zur Verlangsamung der Bildung

neuer Synapsen und der Wiederherstellung des Horens.
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5.1

Eine vermehrte Bildung von NMDA-Rezeptoren nach Exzitotoxizitat konnte
zu vermehrter Ausschittung von Glutamat flhren (,epileptic-like
firing“/,burst-firing“) und zur Entstehung von Tinnitus beitragen, indem es

vom ZNS als Tinnitus interpretiert wird.

Gleichzeitig findet man vermehrt aussprossende efferente Nervenfasern
des LOC nach Exzitotoxizitat, die direkt an den IHCs ansetzen.
Moglicherweise fordert dies die Ausschittung von Glutamat und dadurch
die Regeneration und Neubildung von Synapsen und/oder das vermehrte
Auftreten von Aktionspotenzialen, wodurch Tinnitus geférdert oder
aufrechterhalten wird (d’Aldin et al., 1997; Puel et al., 2002; Mazurek et al.,
2007).

Fragestellung

NMDA-Antagonisten - eine therapeutische Option bei Tinnitus?

Glutamat qilt als wichtigster exzitatorischer Transmitter im ZNS von
Saugetieren, insbesondere der Hérbahn (Eybalin, 1993).

Mehrfach wurde diskutiert, dass die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren fiir
die Generierung von Tinnitus verantwortlich sei (siehe Einleitung Punkt 3
und 3.1). Da die gesamte Hoérbahn Glutamat als Transmitter benutzt,
konnte auch die veranderte Aktivitdt im AC bei Tinnitus durch NMDA-
Rezeptoren hervorgerufen werden.

Diese Hypothese kdénnte therapeutische Bedeutung haben und die
Blockierung der NMDA-Rezeptor-Aktivierung kénnte beim Tinnitus sinnvoll
sein (Oestreicher et al., 1998, 1999; Nordang et al., 2000).

Wahrend auf pharmakologischer Basis ausschlieRlich in der akuten Phase
des Tinnitus versucht wird, die auslésende Erkrankung (z.B. Hoérsturz,
Larmtrauma) mit Rheologika oder Steroiden zu behandeln, gibt es fir den
chronischen Tinnitus bisher keine pharmakologische Therapie.

Im chronischen Stadium geht es in erster Linie darum, dem Patienten dabei
zu helfen, sein Ohrgerausch zu akzeptieren, gegebenenfalls mit
medikamentdser Unterstlitzung (Benzodiazepine, Antidepressiva). Hilfe

kénnen i.v. applizierte Lokalanasthetika (vor allem Lidocain) bieten
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5.2

5.3

(allerdings nur temporar) oder bei Erfolglosigkeit die Tinnitus-Retraining-
Therapie, die sozusagen einer Desensibilisierung gegen den Tinnitus
entspricht (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften, 2010).

Moglichkeiten der Unterdrickung der Tinnitus-Aktivitat am

NMDA-Rezeptor durch Glutamat-Rezeptor-Antagonisten

Da der NMDA-Rezeptor unter pathologischen Bedingungen der wichtigste
Glutamat-Rezeptor zu sein scheint, kann man mit Glutamat-Rezeptor-
Antagonisten die durch Glutamat ausgel6ste Aktivitat supprimieren bzw. die
Aktivitatssteigerung verhindern. Diese Medikamente kénnen verschiedene
Bindungsstellen des NMDA-Rezeptors besetzen (die Glycin-, Glutamat-
oder Magnesium-Bindungsstelle).

Es gibt kompetitive und nichtkompetitive Antagonisten, die an der
afferenten postsynaptischen Membran wirken. Die Blocker kdnnen selektiv
und nichtselektiv sein, wie bereits 1999 Oestreicher et al. zeigen konnten.
Memantin ist ein fur NMDA-Rezeptoren selektiver Antagonist, zu den
nichtselektiven zahlt z.B. Caroverine. Es wirkt sowohl auf AMPA- als auch
auf NMDA-Rezeptoren (Oestreicher et al., 2002).

Memantin

Memantin ist ein nichtkompetitiver, selektiver NMDA-Rezeptor-Antagonist,
der seit Jahren in der Behandlung von Patienten mit Parkinson und
Demenz Anwendung findet und nur wenige Nebenwirkungen bei
Langzeitbehandlung zeigt. Unerwinschte Wirkungen sind vorwiegend
Agitiertheit/Erregung, Schlaflosigkeit, gesteigerte motorische Aktivitat und
Bewegungsunruhe (sogenannte ,Restlessness®). Diese Nebenwirkungen
bilden sich meist im Verlauf der Therapie zurtick (Ditzler, 1991).

Memantin blockiert — wie Magnesium - den assoziierten Calcium-
lonenkanal, im Gegensatz zu Magnesium allerdings auch bei chronisch
erhohten Glutamatkonzentrationen oder Eintreffen von pathologischer
Aktivitat, und gibt ihn wieder frei, wenn ein physiologisches Signal eintrifft.
Es schitzt somit das postsynaptische Neuron vor Glutamat-vermitteltem

Calcium-lonen-Einstrom. Dadurch vermindert sich das intrazellulare
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Calcium und das ,Grundrauschen® (synaptische Rauschen) bleibt gering
(© Merz Pharmaceuticals, 2010).

Oestreicher et al. berichteten 1998, 1999 und 2002 zuerst Uber die Wirkung
von Memantin auf die Transmitterausschittung an den IHCs. Sie fanden
eine potente und reversible Hemmung der Spontanrate und des durch
Glutamat induzierten Abfeuerns der Neurone und schlugen Memantin als
potenziellen Wirkstoff in der Behandlung von Innenohrerkrankungen und
vor allem des Tinnitus vor.

Guitton et al. fanden 2003 heraus, dass NMDA-Rezeptor-Antagonisten
gute Medikamente in der Tinnitusbehandlung sein kénnten. Sie belegten

dies mit Tierversuchen an Ratten.
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Material und Methoden

Versuchstiere

Fur die Versuche verwendeten wir 45 Mongolische Wistenrennmause
(Meriones unguiculatus; auch Gerbil genannt) beiden Geschlechts im Alter
zwischen drei und zehn Monaten mit einem Gewicht zwischen 60 und 100
g. Diese Tiere eignen sich besonders gut fur Untersuchungen am
auditorischen System, da es eine weitgehende Ubereinstimmung ihres
Audiogramms mit dem des Menschen gibt (Ryan, 1976; Abbildungen 2.1
und 2.2).

- GERBIL -

N A O O
o O o o

Horschwelle (dB SPL)
o

1 L L L L L L L L ]
0-1 0-305 1 2 5 10 20 30 60
Frequenz (kHz)

Abb. 2.1: Hoérkurve des Gerbils (Ryan, 1976, S.1224)
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Abb. 2.2: Horkurve des Menschen (Owren et al., 1988, S.104)

Somit ist eine Ubertragung der Untersuchungsergebnisse auf den
Menschen eher mdglich als bei Verwendung anderer Nager wie Ratten
oder Mause, deren bestes Horen im hochfrequenten und Ultraschallbereich
liegt. Zudem sind Gerbils widerstandsfahig, genigsam und wenig anfallig
fur Infektionen.

Die Versuchstiere entstammten alle aus der Zucht des Fachbereichs
Biologie, Institut flir Zoologie, Abteilung fir Neuroakustik (Prof. Dr. Gerald
Langner) der Technischen Universitat Darmstadt. Sie bekamen Futter und
Wasser ad libitum und wurden in Gruppen zu maximal drei Tieren in
Standardrattenkafigen gehalten. Sie erhielten Material zum Nagen und
Spielen in Form von Holzstiickchen und Pappréhren. Der Tag-Nacht-

Rhythmus wurde kinstlich generiert und betrug 12:12 Stunden.

Substanzen und Applikationsweisen

Zur Auslosung von Tinnitus wurde den Tieren vier Tage lang einmal taglich
350 mg/kg KG Salicylat i.p. (also systemisch) appliziert, wie in der Studie
von Wallhausser-Franke et al. (1996) beschrieben.

Zudem sollte die Frage beantwortet werden, ob auch eine lokale Gabe von
Salicylat in die Cochlea tinnitusauslésende Wirkung habe.

Hierzu wurden 100 pul Salicylat bzw. NaCl lokal in die Cochlea appliziert.

Memantin wurde ebenfalls i.p. verabreicht.
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Dosierungen innerhalb der Experimentalgruppen:

1. Salicylat (Natrium-Salicylat von Sigma):

- Systemisch: 350 mg/kg KG (vier Tage hintereinander einmal taglich
oder einmalig)

- Lokal: 100 pl einer Stammldsung von 140 mg/ml

2. Memantin (®Akatinol von Merz):

- Systemisch: 1 mg/kg KG bzw. 10 mg/ml (einmalig oder vier Tage

hintereinander einmal taglich)

Systemische Applikation:

Die Tiere erhielten die systemisch applizierten Substanzen mittels einer

i.p. Injektion.

a)

b)

Salicylat bzw. NaCl systemisch:

vier Tage lang einmal taglich Salicylat bzw. NaCl i.p.
Am vierten Tag folgte sofort nach der letzten Injektion der
'4C-2-DG-Versuch.

Therapiegruppe (Memantin/NaCl i.p. nach Tinnitusausldsung durch

Salicylat):
Vier Tage lang einmal taglich Salicylat i.p.
Am vierten Tag folgte eine Stunde nach der letzten Salicylatgabe die

Injektion von Memantin/NaCl und sofort danach der *C-2-DG-Versuch.

Prophylaxegruppe (Vorbehandlung mit Memantin systemisch):

Vier Tage lang einmal taglich Memantin i.p.

Am vierten Tag folgte eineinhalb Stunden nach der letzten
Memantingabe die Injektion von Salicylat/NaCl, weitere zwei Stunden
spater der "*C-2-DG-Versuch.

Die Opferung aller Tiere erfolgte eine Stunde nach Wirkzeit der
'4C-2-DG-Injektion.
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Lokale Applikation:

Die Operationen fanden unter semisterilen Bedingungen statt und wurden
auf einer speziellen Heizdecke zur Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur
durchgefihrt.

Den Tieren wurde unter Fluorethan-Inhalationsnarkose die Haut hinter dem
Ohr bzw. den Ohren rasiert und ein Schnitt Gber der Bulla/den Bullae
gesetzt. Diese wurde/n mit einer spitzen Pinzette erdffnet, ein Stick
Gelfoam auf das/die runde/n Fenster gelegt und mit Salicylat getrankt. Die
Wunde/n wurde/n mit Histoacryl verschlossen. Die Tiere erwachten im
Durchschnitt zehn Minuten nach Abschalten der Atemnarkose. Wahrend
der Aufwachzeit lagen sie unter einem Warmestrahler. Im Durchschnitt
vergingen nicht mehr als 30 Minuten bis zur "C-2-DG-Injektion, nach deren

Wirkzeit von einer Stunde das Tier geopfert wurde.

4C-2-DG-Methode und Bildbearbeitung

Die Experimente und die damit verbundenen Behandlungen der Tiere
sowie die digitalen Aufnahmen der Autoradiogramme wurden im
Fachbereich Biologie, Institut fir Zoologie, Abteilung fur Neuroakustik
(Prof. Dr. Gerald Langner) der Technischen Universitat Darmstadt unter
Anleitung von Dr. rer. nat. Susanne Braun durchgefuhrt.

Es wurde "*C-2-Fluoro-2-deoxy-D-Glukose (Biotrend) verwendet.

Den Tieren wurden 17 pCi "C-2-DG in 0,2 ml physiologischer
Kochsalzlésung i.p. injiziert. Danach wurden sie sofort in ein Aquarium mit
Teppichboden (als Schallddmmung) gesetzt und verblieben eine Stunde
lang im Dunkeln in einer schallisolierten Kammer.

Nach dieser Zeit wurden sie mit einem Gemisch aus Ketanest/Rompun
(2+1) tief anasthetisiert und dekapitiert. Das Gehirn wurde schnell
herausprapariert, bei -40 °C tiefgefroren und am Kryostat (Leica)
geschnitten; der Hirnstamm frontal von caudal nach rostral in einer Dicke
von 20 um, das Vorderhirn horizontal von dorsal nach ventral in einer Dicke
von 40 um.

Sowohl die Schnittdicke als auch die Zeit zwischen dem Aufnehmen auf die

Objekttrager und dem Trocknen auf der Warmeplatte beeinflussen die
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raumliche Auflésung der Methode. Daraus schloss man, dass die
Schnittdicke 20-50 um betragen sollte (Scheich et al., 1993).

Die gefrorenen Schnitte wurden auf einen zimmerwarmen Objekttrager
gebracht, an den sie sich mdglichst faltenlos anhefteten. Danach wurden
sie auf einer Warmebank bei 60 °C getrocknet, auf Rontgenfiim (Kodak
NMB, 18x24) in einer bleiummantelten Filmkassette (Kodak X-Omatik)
aufgelegt und zwei Wochen lang exponiert, d.h. der Film wurde der
Strahlung zwei Wochen lang ausgesetzt. Diese Expositionszeit
gewabhrleistet in Bezug zur Injektionsdosis eine optimale Abbildung auf dem
Roéntgenfilm (Scheich et al., 1993).

AnschlielRend wurden die Roéntgenfiime entwickelt (Entwickler: Kodak D19;
Fixierer: Kodak Rapidfix) und die Gehirnautoradiogramme mit einer
hochauflédsenden Videokamera (Basler) aufgenommen. Parallel wurde der
Leerfilm, der eine Eigenfarbe hat, abfotografiert und sein Grauwert dem
jeweiligen Autoradiogramm zugeordnet.

Diese Aufnahmen wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe
Photoshop 5.2 zu Grauwertabbildungen konvertiert, und die Grauwerte
wurden nach dem Abziehen des Hintergrundbildes mit dem Programm
Scion Image am Computer quantitativ berechnet. Hierzu wurden die
Umrisse der zu untersuchenden Hirnstrukturen auf jedem einzelnen Bild
mit der Maus umfahren (siehe Anhang Abbildungen 6.1 und 6.2) und
markiert und der Grauwert wurde von dem Programm selbststandig
gemessen (siehe Anhang Tabelle 6.1). Zur Auswertung kamen etwa 8.900
Strukturen.

Da es individuelle Unterschiede bei der Filmentwicklung, bei der Injektion
und der 'C-2-DG-Aufnahme gibt, die zu einer Variation der
Autoradiogramme flihren kénnen, mussten Verhaltnisse bezogen auf eine
Referenzstruktur gebildet werden. Hierzu dienen Strukturen mit geringer
optischer Dichte, die nicht durch die experimentelle Stimulation beeinflusst
sein durfen. In unserem Fall waren die Referenzstrukturen fir den Cortex
(Al und AAF) das Corpus callosum - bestehend aus quer Uber die
Seitenventrikel verlaufenden Fasermassen - und fir den IC die Pedunkel —

sie entsprechen den Kleinhirnstielen (Trepel, 2008).
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Die Auswertung der Statistik erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut
fir Medizinische Biometrie und Epidemiologie der Universitdt Hamburg
unter Verwendung des Programms SPSS.

Es wurde ein gemischtes lineares Modell gerechnet. Die vorliegenden
Messwiederholungen der Outcomevariable (Grauwert) fur die einzelnen
Gerbils, innerhalb eines bzw. Uber mehrere Versuche, wurden als zufallig
modelliert. Zusatzliche Einflussfaktoren (Versuch, Salicylatanwendung,
Behandlungsart, Applikationsweise, Applikationsart, Feld und Seite) und
Wechselwirkungen wurden betrachtet, um eventuelle Einflisse dieser
Variablen auf die Auspragung der Outcomevariable zu analysieren und
gegebenenfalls daflir zu adjustieren.

Es wurde eine getrennte Analyse der Versuche Salicylat systemisch versus
(vs.) NaCl systemisch, Salicylat lokal einseitig links vs. NaCl lokal einseitig
links, Salicylat lokal beiderseits vs. NaCl lokal beiderseits und Memantin
prophylaktisch vorgenommen. Aufgrund eines andersartigen Aufbaus
wurde die Untersuchung Memantin therapeutisch unabhangig von den
eben beschriebenen Versuchen analysiert.

Es ergaben sich die im Ergebnisteil beschriebenen Endergebnisse durch
Variablenselektion, d.h. Variablen ohne Einfluss auf die Outcomevariable
wurden nach Backwardselection aus dem Modell genommen.

Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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Experimentalgruppen

Es wurden verschiedene Gruppen gebildet, um die Wirkung des NMDA-
Antagonisten Memantin im Salicylatmodell auf die Aktivitat im IC und AC zu
studieren (die Gabe von Memantin erfolgte vor (,Prophylaxe®) oder nach
(,Therapie®) dem Auslésen von Tinnitus bzw. Korrelaten, die einem Tinnitus
beim Tier entsprechen koénnten). Als Kontrolle dienten jeweils die
Behandlungen mit NaCl.

Weitere Versuchsgruppen sollten die Wirkung von Salicylat systemisch
bzw. lokal (in die Cochlea appliziert) untersuchen. Auch hier dienten

Behandlungen mit NaCl als Kontrolle.

1. Pharmakologische Wirkungen von Salicylat
a) Salicylat systemisch (n = 7) vs. NaCl systemisch (n = 8)
b) Salicylat lokal einseitig links (n=3) vs. NaCl lokal einseitig links (n=3)
c) Salicylat lokal beiderseits (n = 3) vs. NaCl lokal beiderseits (n = 3)

2. Memantin-Applikation nach Salicylatgabe (, Therapiegruppe®):
Nach viertagiger Vorbehandlung mit Salicylat systemisch wurde eine
Stunde nach der letzten Salicylatinjektion und direkt vor dem
'4C-2-DG-Versuch
Memantin systemisch (n = 7) vs. NaCl systemisch (n = 7)

appliziert.

3. Vorbehandlung mit Memantin (,Prophylaxegruppe®):
Nach viertagiger Vorbehandlung mit Memantin systemisch wurde
eineinhalb Stunden nach der letzten Injektion und zwei Stunden vor
dem "C-2-DG-Versuch
einmalig Salicylat systemisch (n=2) vs. einmalig NaCl systemisch (n=2)

gegeben.
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lll. Ergebnisse

1. Salicylat

1.1  Salicylat systemisch versus NaCl systemisch

Die Grauwerte der ICs ergaben bei den Gerbils, die Salicylat systemisch
(n =7) erhalten haben, einen deutlich niedrigeren Wert als bei den Tieren,
die NaCl systemisch (n = 8) erhalten haben.

Die Aktivitat im IC war in diesem Fall bei den mit Salicylat behandelten

Tieren signifikant geringer als bei den mit NaCl behandelten Tieren.

Versuch: Sali syst vs HaCl syst, Feld: IC

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

MNaCl Sali
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Abb. 3.1: Salicylat systemisch (griin) vs. NaCl systemisch (blau):
Gegenlberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld IC.

Die Grauwerte von Al und AAF dieser Tiere ergaben ebenfalls niedrigere

Werte fur die Salicylat-Tiere, waren jedoch nicht signifikant.
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Versuch: Sali syst vs NaCl syst, Feld: Al

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NaCl Sali
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Abb. 3.2: Salicylat systemisch (griin) vs. NaCl systemisch (blau):
Gegentberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld Al.

Versuch: Sali syst vs NaCl syst, Feld: AAF

Versuchs- vs. Kontrollgruppe
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Abb. 3.3: Salicylat systemisch (grtin) vs. NaCl systemisch (blau):
Gegentberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld AAF.
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Mittelwert

Quotient

IC Al AAF AlllC AAF/IC
Salicylat systemisch 1,603 1,413 1,523 0,88 0,95
SD +/- 0,19 +/- 0,19 +/- 0,19
NaCl systemisch 2,001 1,583 1,666 0,79 0,83
SD +/-0,18 +/-0,18 +/-0,18
p * n.s. n.s.
(0,004) 0,193 0,267
* = signifikant ** = hochsignifikant n.s. = nicht signifikant
(p=10,05-0,01) (p =<0,01)

Tabelle 3.1:

Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische

Signifikanz.

Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.
Vergleich Versuchs- (Salicylat systemisch) und Kontrollgruppe (NaCl systemisch).
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1.2

Salicylat lokal (cochlear) einseitig links versus NaCl lokal

(cochlear) einseitig links

Beim Vergleich von Gerbils, die Salicylat lokal einseitig links (n = 3) und als
Kontrollsubstanz NaCl lokal einseitig links (n =3) bekamen, wiesen die
Salicylat-Tiere im IC auf beiden Seiten deutlich verminderte Grauwerte auf.

Diese Verminderung war statistisch hochsignifikant.

Versuch: Sali einseitig vs HaCl einseitig, Feld: IC

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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Abb. 3.4: Salicylat lokal einseitig links (griin) vs. NaCl lokal einseitig links (blau):
Gegenlberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld IC.

Im Al und AAF beider Seiten war die neuronale Aktivitat der Salicylat-Tiere

leicht erhodht, jedoch nicht signifikant.
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Versuch: Sali einseitig vs HaCl einseitig, Feld: Al

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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Salicylat lokal einseitig links (griin) vs. NaCl lokal einseitig links (blau):

Gegentiberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld Al.

Versuch: Sali einseitig vs HaCl einseitig, Feld: AAF

Versuchs- vs. Kontrollgruppe
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Abb. 3.6: Salicylat lokal einseitig links (griin) vs. NaCl lokal einseitig links (blau):

Gegeniiberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld AAF.
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n Mittelwert Quotient
IC Al AAF AlllC AAF/IC
Salicylat lokal 3 1,519 1,674 1,736 1,1 1,14
einseitig links
SD +/- 0,29 +/- 0,29 +/- 0,29
NaCl lokal 3 2,419 1,540 1,647 0,64 0,68
einseitig links
SD +/- 0,29 +/- 0,29 +/- 0,29
p > n.s. n.s.
0,000 0,508 0,658
* = signifikant ** = hochsignifikant n.s. = nicht signifikant
(p=0,05-0,01) (p=<0,01)
Tabelle 3.2:

Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische
Signifikanz.
Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.

Vergleich Versuchs- (Salicylat lokal einseitig links) und Kontrollgruppe (NaCl lokal einseitig
links).
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Auch im intraindividuellen Vergleich der Grauwerte innerhalb der Gruppe

von Gerbils, die Salicylat lokal einseitig links erhielten (n = 3), ergaben sich

beim Links-Rechts-Vergleich im IC hochsignifikante Unterschiede.

Die Werte im Al und AAF waren nicht unterschiedlich.

Mittelwert Quotient
Salicylat lokal
einseitig links
IC Al AAF AlllC AAF/IC
links 1,622 1,262 1,279 0,78 0,79
SD +/- 0,59 +/- 0,32 +/- 0,38
rechts 1,363 1,248 1,284 0,92 0,94
SD +/- 0,59 +/- 0,32 +/- 0,38
p > n.s. n.s.
0,000 0,491 0,695
* = signifikant ** = hochsignifikant n.s. = nicht signifikant
(p=0,05-0,01) (p =<0,01)

Tabelle 3.3:

Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische

Signifikanz.

Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.
Salicylat lokal einseitig links: Vergleich rechts vs. links
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1.3 Salicylat lokal (cochledr) beiderseits versus NaCl Ilokal

(cochlear) beiderseits

Auch in diesem Fall zeigte die Gruppe, die Salicylat lokal beiderseits
erhalten hatte (n=3), fuir die ICs beider Seiten deutlich niedrigere
Grauwerte als die Gruppe der mit NaCl lokal beiderseits (n=3)

behandelten Tiere. Auch hier fand sich ein hochsignifikanter Unterschied.

Versuch: Sali beidseitig vs HaCl beidseitig, Feld: IC

Versuchs- vs. Kontrollgruppe
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3,07 3,0
2,57 2,5
2,07 -2,0
E 7]
2
o
E 1,57 s E
g o
U] =+
1,0 -0
57 -5
0 -0
T T T T 1 T T T T
40,0 300 20,0 100 0 10,0 200 30,0 40,0
Haufigkeit Haufigkeit

Abb. 3.7: Salicylat lokal beiderseits (griin) vs. NaCl lokal beiderseits (blau):
Gegenlberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld IC.

Im Vergleich der Messungen vom AAF und Al waren die Grauwerte beider

Versuchsgruppen nicht unterschiedlich.
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Versuch: Sali beidseitig vs HaCl beidseitig, Feld: Al

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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Abb. 3.8: Salicylat lokal beiderseits (griin) vs. NaCl lokal beiderseits (blau):
Gegenuberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld Al.
Versuch: Sali beidseitig vs NHaCl beidseitig, Feld: AAF
Versuchs- vs. Kontrollgruppe
NaCl Sali
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Abb. 3.9: Salicylat lokal beiderseits (griin) vs. NaCl lokal beiderseits (blau):

Gegenuberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld AAF.
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Mittelwert

Quotient

IC Al AAF AlllIC AAF/IC
Salicylat lokal 1,105 1,543 1,400 1,4 1,27
beiderseits
SD +/- 0,29 +/- 0,29 +/- 0,29
NaCl lokal 2,093 1,535 1,589 0,73 0,76
beiderseits
SD +/- 0,29 +/- 0,29 +/- 0,29
p > n.s. n.s.
0,000 0,968 0,615
* = signifikant ** = hochsignifikant n.s. = nicht signifikant
(p=0,05-0,01) (p =<0,01)
Tabelle 3.4:

Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische

Signifikanz.

Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.
Vergleich Versuchs- (Salicylat lokal beiderseits) und Kontrollgruppe (NaCl beiderseits).
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Therapeutische Vergleiche (= Nachbehandlung mit
dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin)

Salicylat systemisch + Memantin systemisch versus Salicylat

systemisch + NaCl systemisch

Es zeigte sich in den ICs der Versuchsgruppe der mit Memantin systemisch
behandelten Tiere (n=7) im Vergleich zu den mit NaCl systemisch
behandelten Gerbils (n=7) ein hochsignifikanter Unterschied in den

Grauwerten. Die Werte der Memantin-Tiere sind deutlich hoher.

Versuch: Mema therap, Feld: IC

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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2
o
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Abb. 3.10: Salicylat systemisch + Memantin therapeutisch (griin) vs. Salicylat systemisch +
NaCl therapeutisch (blau):
Gegenlberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld IC.

Al und AAF zeigten im Vergleich beider Gruppen keine signifikanten

Unterschiede.
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Versuch: Mema therap, Feld: Al

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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Abb. 3.11: Salicylat systemisch + Memantin therapeutisch (griin) vs. Salicylat systemisch +
NaCl therapeutisch (blau):
Gegenliiberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld Al.

Versuch: Mema therap, Feld: AAF

Versuchs- vs. Kontrollgruppe
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Abb. 3.12: Salicylat systemisch + Memantin therapeutisch (griin) vs. Salicylat systemisch +
NaCl therapeutisch (blau):
Gegenuberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld AAF.
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Salicylat systemisch

Mittelwert

Quotient

Memantin
systemisch
SD

NaCl systemisch
SD

1,925

+/- 0,11

1,492
+/- 0,12

*%

0,000

Al AAF
1,479 1,564
+/- 0,11 +/- 0,11
1,409 1,500
+/- 0,12 +/- 0,12
n.s. n.s.
0,384 0,422

AllIC AAF/IC

0,77 0,81

0,94 1,01

* = signifikant
(p=0,05-0,01)

** = hochsignifikant

(p=<0,01)

n.s. = nicht signifikant

Tabelle 3.5:

Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische

Signifikanz.

Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.
Vergleich Versuchs- (Salicylat systemisch + Memantin therapeutisch) und Kontrollgruppe
(Salicylat systemisch + NaCl therapeutisch).
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3. Prophylaktische Vergleiche (NMDA-Rezeptor-

Antagonist Memantin vor Salicylatapplikation)

NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin systemisch vorher

appliziert

Bei der Versuchsanordnung von prophylaktisch verabreichtem Memantin
systemisch fand sich kein Unterschied in den Grauwerten im IC zwischen

den Gruppen Salicylat systemisch (n = 2) und NaCl systemisch (n = 2).

Versuch: Mema prophyl, Feld: IC

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali

Grauwert
Hamnelsy

T T T T T T
250 200 150 100 50 | 50 100 150 200 250

Haufigkeit Haufigkeit

Abb. 3.13: Memantin prophylaktisch + Salicylat systemisch (griin) vs. Memantin
prophylaktisch + NaCl systemisch (blau):
Gegeniiberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld IC.

Auch die Messwerte im Al und AAF waren fir beide Gruppen nah beieinander

liegend und ohne statistische Aussagekraft.
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Versuch: Mema prophyl, Feld: Al

Versuchs- vs. Kontrollgruppe

NacCl Sali
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Abb. 3.14: Memantin prophylaktisch + Salicylat systemisch (griin) vs. Memantin
prophylaktisch + NaCl systemisch (blau):
Gegentiberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld Al.

Versuch: Mema prophyl, Feld: AAF

Versuchs- vs. Kontrollgruppe
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Abb. 3.15: Memantin prophylaktisch + Salicylat systemisch (griin) vs. Memantin
prophylaktisch + NaCl systemisch (blau):

Gegenuberstellung der Grauwerte und deren Haufigkeit im Feld AAF.
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n Mittelwert Quotient
Memantin
prophylaktisch
IC Al AAF AlllC AAF/IC
Salicylat systemisch 2 1,497 1,171 1,214 0,78 0,81
SD +/- 0,36 +/- 0,36 +/- 0,36
NaCl systemisch 2 1,368 1,133 1,162 0,83 0,85
SD +/- 0,36 +/- 0,36 +/- 0,36
p n.s n.s n.s
0,602 0,877 0,833
* = signifikant ** = hochsignifikant n.s. = nicht signifikant
(p=0,05-0,01) (p =<0,01)
Tabelle 3.6:
Ubersicht der mittleren Grauwerte und deren Standardabweichung sowie die statistische
Signifikanz.

Ubersicht der Aktivitatsunterschiede (Quotient) vom IC zu Al bzw. AAF.

Memantin prophylaktisch: Vergleich Versuchs- (Salicylat systemisch) und Kontrollgruppe
(NaCl systemisch).
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IV. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, zu erforschen, wie der NMDA-Rezeptor-Antagonist
Memantin auf verschiedene Teile der Hoérbahn (IC und AC) der
Mongolischen Wdistenrennmaus (Gerbil) wirkt und ob Memantin ein
geeignetes Medikament (therapeutisch und/oder prophylaktisch) bei durch
Salicylat ausgel6ster veranderter neuronaler Aktivitat ist. Beides wurde
mittels der *C-2-DG-Methode untersucht.

Ein Problem bei der Auswertung unserer Versuchsergebnisse liegt darin,
dass ein neuronales Aktivitdtsmuster sichtbar gemacht wurde, ohne dass
Kenntnis besteht, ob diesem alleinig Tinnitus bzw. ein Korrelat, das einem
Tinnitus bei Tieren entsprechen kdnnte, zugrunde liegt.

Die in der Einleitung dargestellten Verhaltensexperimente belegen die
Auslésung eines ,Tinnitusverhaltens® bei Tieren mit den in unseren
Versuchen benutzten Salicylatdosen. Auf neuronaler Ebene kann jedoch
nicht zwischen Hoérverlust, der bei Salicylatgabe auch stets ausgeldst wird,
und Tinnitus als Ursache firr veranderte neuronale Aktivitat unterschieden
werden. Daher werden die durch unsere Versuche ausgeldsten
Veranderungen im Weiteren konsequenterweise als veranderte neuronale

Aktivitat beschrieben.

Bei der Frage, ob ein NMDA-Rezeptor-Antagonist in der Therapie von
Tinnitus sinnvoll eingesetzt werden koénnte, verwendeten wir das
Salicylatmodell mit den oben genannten Einschrankungen und detektierten
die neuronale Aktivitat von Teilen der Horbahn.

Die Untersuchungen basieren auf den Befunden von Wallhdusser-Franke
et al. (1996), die zeigen konnten, dass der Wirkung von Salicylat eine
Unterdriickung der neuronalen Aktivitat im IC und eine erhdhte neuronale

Aktivitat im AC zugrunde liegt.
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4Cc-2-DG Befunde nach Salicylat

Aus unseren Ergebnissen wird ersichtlich, dass systemisch appliziertes
Salicylat im Vergleich zu systemisch verabreichtem NaCl die neuronale
Aktivitat im IC signifikant unterdrlickt, die neuronale Aktivitdt im AC bleibt
dagegen unverandert (siehe Ergebnisse Abbildungen 3.1, 3.2, 3.3 sowie
Tabelle 3.1).

Diese Resultate bestatigen nur zum Teil die Studie von Wallhdausser-
Franke et al. (1996). Wahrend in den Versuchen von Wallhdusser-Franke
et al. im IC ebenfalls eine Unterdriickung der Aktivitat auftrat, fand sich im
AC (begrenzt auf die tonotope Gegend zwischen 0,5 und 8 kHz) eine
Aktivitatserhéhung.

Es gibt eine Vielzahl mdglicher Ursachen dafir, weshalb in unseren
Experimenten die Erhéhung der neuronalen Aktivitdt im AC - im
begrenzten Bereich zwischen 0,5 und 8 kHz — nicht zu sehen war. Dies soll

im Folgenden diskutiert werden:

Wallhausser-Franke et al. untersuchten die Schnitte subjektiv vergleichend
ohne objektive Auswertmethode und haben des Weiteren selektive
Regionen des AC betrachtet.

Unsere Methode der optischen Dichtemessung beruht auf einer Mittelung
der neuronalen Aktivitdt im Bereich des gesamten Cortex und
unterscheidet lediglich zwischen den Regionen Al und AAF. Die
unterschiedlichen tonotopen Regionen wurden nicht separiert. Diese
Methode ist aufgrund der optischen Dichtemessung (Programm Scion
Image) objektiv.

Dennoch kann diese Vorgehensweise eine mogliche Fehlerquelle
aufweisen, die in der subjektiven Definition der Grenzen der untersuchten
Areale (IC, Al und AAF) auszumachen ist (siehe Anhang Abbildungen 6.1
und 6.2).

Es ist also vorstellbar, dass sich die Aktivitat im AC in unseren Versuchen
deshalb nicht signifikant erhéht zeigte, da sie nur in einzelnen Bereichen
(Wallhausser-Franke et al., 1996), nicht aber im ganzen AC vermehrt

auftrat.
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Wahrscheinlich aktiviert Tinnitus — bzw. ein Korrelat, das Tinnitus bei
Tieren entsprechen kdonnte — nicht den gesamten AC, sondern nur schmale
Bereiche (gemafy der tonotopen Organisation). Tinnitus wird von den
Betroffenen zumeist als ein schmalbandiges Pfeifen empfunden.

Ausgehend von dieser Annahme lasst sich mit unserer Methode die
Aktivierung einer nur kleinen Population von ,Tinnitus-Neuronen® in der

Gesamtheit des auditorischen Cortex nicht darstellen.

Die von uns durchgefiihrten Versuche zeigten im AC keinen signifikanten
Unterschied der Aktivitdt nach Gabe von Salicylat bzw. NaCl. Im IC
hingegen war die Aktivitdt nach Salicylatgabe signifikant reduziert, d.h. die
Aktivitatsunterschiede zwischen AC und IC (Quotient Al/IC bzw. AAF/IC)
waren in der Salicylatgruppe groRer (siehe Ergebnisse Tabelle 3.1).
Hieraus darf gefolgert werden, dass in der Gruppe der Salicylat-Tiere eine
starkere relative Aktivitatssteigerung auf dem Weg vom IC zum AC auftrat
als in der Kontrollgruppe.

Ursache der vergleichsweise hoheren Aktivitatssteigerung nach
Salicylatapplikation kénnte ein Ungleichgewicht zwischen hemmenden und
aktivierenden Eingangen und Ausgangen im IC aufgrund des Horschadens
sein. Durch eine verminderte Hemmung ,normaler‘ oder ,unwichtiger*
Gerausche konnte ein kompensatorisch gesteigertes Signal an Cortex und
Thalamus weitergeleitet werden. Dieses wirde moglicherweise durch
Ruckkopplung mit emotionalen Zentren (z.B. Amygdala oder Locus
coeruleus) dominant und entsprache damit einem Korrelat von Tinnitus.
Diese Hypothese bestatigen die Studien von Wallhausser-Franke et al. von
1996 sowie von 2001.

Im Gegensatz zu unserem Versuchsaufbau setzten Noreia und Eggermont
im Jahr 2003 ihre Tiere zwar einem akustischen Trauma aus, diese Studie
zeigt jedoch ebenso einen Anstieg der Spontanrate im AC. Sie stimmt mit
den Resultaten der vorliegenden Arbeit Uberein, da auch in unseren
Untersuchungen bei erniedrigten Aktivitatswerten im IC eine vergleichbar
hohe neuronale Aktivitdt im AC gefunden wurde. Somit besteht eine
relative Aktivitatssteigerung nach Salicylatgabe. Norefia und Eggermont
erklarten ihr Ergebnis ebenfalls mit einer verminderten Hemmung nach
peripherer Verletzung, die wiederum zu gesteigerter Spontanrate im AC
fuhrt.
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Ob diese erhohte Aktivitat der zentralen Neurone das Korrelat fur Tinnitus

darstellt, muss — wie bereits erwahnt — indes offenbleiben.

Es sind verschiedene Ursachen fur die Aktivitdtsunterdrickung im IC
denkbar:

Die verminderte Aktivitat kdnnte aus dem durch Salicylat ausgeldsten
Horschaden resultieren. Ein solcher HoOrschaden fuhrt zu einer
verminderten Spontanaktivitat der Hoérnervenfasern, wie Miuller et al. im
Jahr 2003 nach Salicylatapplikation bei Gerbils diskutierten.

Auch Lenarz et al. zeigten 1993 eine geringere Aktivitat des Hérnerven von
Katzen nach Salicylatgabe vor allem im Frequenzbereich zwischen 0,8 und
1-2 kHz auf. Sie flhrten dies auf eine Verminderung der Spontanaktivitat
und/oder eine Reduzierung der Fortleitung von Umgebungsgerauschen
(z.B. Blutstrdomung) zurtick.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Resultaten von Chen und
Jastreboff. Sie untersuchten im Jahr 1995 anasthetisierte Ratten und
fanden eine Zunahme der spontanen Aktivitdtsrate im externen Nucleus
des IC. Der Unterschied zu unseren Aussagen konnte in der Unterteilung
des ICs durch eben genannte Autoren liegen. In unseren Versuchen wurde
der IC als Ganzes gemessen. Zudem standen die Ratten von Chen und
Jastreboff wahrend der Messungen unter Narkose. Gaese und Ostwald
zeigten 2001, dass Narkotika moglicherweise das Horen der Versuchstiere
beeinflussen oder die Antworteigenschaften der zentralen auditorischen

Neurone verandern.

2003 bestatigten Wallhausser-Franke et al. ihre Ergebnisse aus den Jahren
1996 und 2001 mittels einer Untersuchung zur Bildung des c-fos-Proteins
in Gerbilgehirnen. Das c-fos-Gen gehort zur Gruppe der ,immediate early“-
Gene. Es ist ein sehr guter Marker fir plastische Veranderungen in
Neuronen, da es bei Anderungen des Zellstoffwechsels als Erstes
exprimiert wird.

Sie zeigten in dieser Studie, dass Salicylat, in hohen Dosen verwendet, die
Bildung des c-fos-Proteins im IC unterdrickt, im AC jedoch erhéht.

Auch Ma et al. beschrieben 2006 nach Versuchen an Mausen die

Unterdriickung der Aktivitat im IC nach Salicylatapplikation.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass unsere Versuche
frGhere Studien hinsichtlich der These, dass Salicylat zu erniedrigter
neuronaler Aktivitdt im IC und (relativ) erhdhter neuronaler Aktivitat im AC

fuhrt, bestatigen.

In einer zweiten Versuchsreihe versuchten wir herauszufinden, ob lokal in
die Cochlea appliziertes Salicylat die gleichen Befunde zeigt wie Salicylat,
das auf systemischem Wege verabreicht wurde.

Lokal appliziertes Salicylat erniedrigte — wie auch bei der systemischen
Gabe beobachtet — die neuronale Aktivitat im IC signifikant im Vergleich zu
lokal appliziertem NaCl (siehe Ergebnisse Abbildung 3.4 sowie Tabelle
3.2). Im AC fanden sich nichtsignifikant erhéhte Werte gegeniber der
Kontrollgruppe (siehe Ergebnisse Abbildungen 3.5, 3.6 sowie Tabelle 3.2).

Die Resultate, die den neuronalen Mustern aus den Versuchen mit
systemisch appliziertem Salicylat vor allem im IC ahnlich sind, zeigen, dass
moglicherweise auch lokal appliziertes Salicylat ,Tinnituskorrelate®
auslésen kann. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass Tinnitus durch
Salicylat beim Menschen peripher generiert wird.

Salicylat hemmt bekannterweise die COX, das Enzym, welches fur die
Umwandlung von Arachidonsaure in die Prostaglandine, Prostacyclin und
Thromboxan verantwortlich ist, und es kommt so zu einer Akkumulation
von Arachidonsaure.

Zudem hemmt Salicylat in der Cochlea das Molekdl Prestin in der Membran
der OHCs und mindert deren Verstarker-/Modulatorfunktion (Oliver et al.,
2001; Zheng et al., 2000).

Guitton et al. (2003) sowie Ruel et al. (2008) fanden in Tierversuchen
heraus, dass es wahrscheinlich durch vermehrte Arachidonsaure zu einer
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren durch Glutamat kommt bzw. dass
deren Offnungswahrscheinlichkeit erhdht wird. Sie postulierten, dies trage
zur Tinnitusgenerierung bzw. zur Generierung eines Tinnitus bei Tieren
entsprechenden Korrelates bei.

Panford-Walsh et al. belegten 2008 durch Versuche an Ratten, dass eine
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren nach Salicylatapplikation zu vermehrter
Bildung des brain-derived neurotrophic factor (BDNF) fuhrt. BDNF ist ein
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Neurotrophin, das eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Nerven
spielt und auch bei der Entstehung von Tinnitus beteiligt ist. Wahrscheinlich
durch die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren komme es zu einem
gesteigerten Auftreten von Calcium-lonen, sowie zusatzlich zu einer
Hemmung von hemmenden GABAx-Rezeptoren. Die vermehrte Ausbildung
von BDNF in der Cochlea nach Salicylatgabe zeige die veranderte
neuronale Aktivitat, welche mit einem ,Tinnituskorrelat‘ einhergehe.

In der aktuellen Literatur gibt es nur die erwahnte Studie von Panford-
Walsh et al. (2008), welche die lokale Wirkung von Salicylat auf die
»Tinnitusauslésung® (von diesen Autoren gemessen an der Ausbildung von
BDNF) untersucht hat. Panford-Walsh et al. fanden - wie auch wir - keinen

Unterschied zwischen lokaler und systemischer Salicylatgabe.

In unseren Versuchen fallt auf, dass jeweils die kontralateralen ICs nach
lokal einseitig appliziertem Salicylat in ihrer Aktivitat signifikant vermindert
sind (siehe Ergebnisse Tabelle 3.3). Da die Horfasern zum Groliteil auf die
andere Seite kreuzen, bedeutet diese Verminderung die Unterdriickung der
Aktivitat auf diesem Weg zum IC.

Die Aktivitat im AC hingegen ist auf beiden Seiten ahnlich hoch. Dies zeigt,
dass es eine verstarkte Aktivititserh6hung auf der kontralateralen Seite
gibt. Der Aktivitatsunterschied jeweils ipsi- und kontralateral zwischen IC
und AC ist auf der kontralateralen Seite grofer (Quotient Al/IC bzw.
AAF/IC, siehe Ergebnisse Tabelle 3.3). Moglicherweise ist diese
Aktivitatssteigerung zum AC hin als , Tinnituskorrelat zu interpretieren.

Imig und Durham beschrieben 2005 eine Dichteveranderung im
kontralateralen IC nach einseitigem Larmtrauma. Sie beobachteten mittels
des '"C-2-DG-Versuches an Ratten eine geringere optische Dichte der
hohen Frequenzen im kontralateralen IC und fiihrten das auf die
verminderte Spontanaktivitat in dieser Struktur zurick.

Dies bestatigt die in unserer Arbeit gefundenen Seitenunterschiede.

Bei dem Versuchsaufbau mit beiderseitiger Applikation waren die
Grauwerte im IC nach Salicylatgabe im Vergleich zu NaCl ebenfalls

signifikant vermindert, im AC allerdings fand sich kein wesentlicher
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Aktivitatsunterschied (siehe Ergebnisse Abbildungen 3.7, 3.8, 3.9 sowie
Tabelle 3.4).

Wie bei der einseitig lokalen Gabe &hnelt das Ergebnis dem der
systemischen Gabe. Die Aktivitdt im IC zeigte bei den Salicylat-Tieren
deutlich geringere Werte als in der Vergleichsgruppe, die Werte im AC
hingegen wichen nur gering voneinander ab. Diese relativ erhohte
neuronale Aktivitdt im AC bei den Tieren nach lokaler Salicylatapplikation
(Quotient Al/IC bzw. AAF/IC, siehe Ergebnisse Tabelle 3.4) konnte auf ein

,rinnituskorrelat” hinweisen.

Die in der vorliegenden Arbeit erwahnten unterschiedlichen
Forschungsergebnisse haben ihre Ursache mdglicherweise darin, dass in
manchen Arbeiten mit anderen Tinnitusausldsern als Salicylat geforscht
wurde — wie zum Beispiel mit einem Knalltrauma — und dass das
»Tinnituskorrelat’, das jeweils entsteht, unterschiedlich generiert wird bzw.
an verschiedenen Orten und auf andere Art und Weise ,passiert” (Ochi et
al., 2003; Ma et al., 2006; Mgller, 2007; Guitton und Dudai, 2007).

So berichteten Ma et al. 2006 Uber eine signifikant erhéhte Spontanrate im
IC von Mausen nach Knalltrauma und eine signifikante Verminderung nach
Salicylatgabe.

Guitton und Dudai bemerkten 2007 verschiedenes Verhalten ihrer
Versuchstiere nach Anwendung von Salicylat oder Larmtraumata. Zudem
stellten sie die Moglichkeit einer Behandlung von akut durch Larmtrauma
ausgelostem , Tinnitusverhalten mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten fest, die
es bei chronisch gewordenem ,Tinnitusverhalten® nicht mehr gab. Der
NMDA-Rezeptor-Antagonist Ifenprodil verhinderte ,Tinnitusverhalten“ bei
den Tieren nur, wenn er innerhalb der ersten vier Tage nach dem

ausloésenden Ereignis verabreicht wurde.

Ein Zusammenspiel von AC und emotionalen Zentren wie der Amygdala
(Teil des limbischen Systems), welche die Sinnesfunktionen bewertet und
adaquate Reaktionen hierauf steuert, oder dem Locus coeruleus, welcher
die generelle Aufmerksamkeit und den Wachheitszustand reguliert, ist bei

Tinnitusentstehung bzw. -aufrechterhaltung ebenfalls sehr wahrscheinlich.
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In diversen Arbeiten wird dieser Zusammenhang diskutiert bzw. gezeigt
(Chen und Jastreboff, 1995; Wallhdusser-Franke und Langner, 2001;
Eggermont und Roberts, 2004; Mahlau et al., 2006).

Beachtenswert sind einige Gemeinsamkeiten zwischen Tinnitus und
Schmerz (im Besonderen dem Phantomschmerz), die zu einem besseren
Verstandnis von Tinnitus fihren kénnten:

Schmerz und Tinnitus sind beide primar subjektiv wahrnehmbar. Oftmals
ausgeldst durch eine periphere Verletzung, flihren sie zu plastischen
Veranderungen in zentralen Teilen des ZNS (die Gebiete, die den
Schmerz/Tinnitus im Cortex reprasentieren, kénnen sich raumlich
vergroRern). Schmerz kommt ebenso wie Tinnitus in verschiedenen
Variationen bezlglich Art, Intensitdt und Leidensdruck vor, und es ist
unwahrscheinlich, dass allen Varianten die gleiche Pathologie zugrunde
liegt. Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten konnten die Veranderungen, die
bei Schmerz im ZNS zu finden sind, mit denen von Tinnitus vergleichbar
sein (Lockwood et al., 1999; Mgller, 2000, 2001, 2003, 2007).

Da die Forschung uber Schmerz schon viel weiter fortgeschritten ist als die
Uber Tinnitus, sollte man diese Erkenntnisse nutzen, um auch die
Pathophysiologie von Tinnitus besser zu verstehen und mdgliche

Therapien zu finden.

Der Entstehungsort von Tinnitus bleibt weiter ungeklart.

Sehr wahrscheinlich wird Tinnitus an einem anderen ,Ort“ generiert als an
der Lokalisation, der seine Pathologie zugeordnet wird (Cacace, 2003).
Unterstutzt wird diese These durch die Beobachtung von Menschen, die
ihren Tinnitus ,steuern® oder gar ,verandern“ kénnen mithilfe anderer
sensorischer, sensomotorischer oder visueller Systeme (z.B. durch Starren,
festes Zahnezusammenbeiflen, Hautstimulation an der Hand etc.).
Es scheint bei diesen Personen zur Bildung anomaler
neuronaler Verbindungen zwischen beispielsweise visuellen und
auditorischen Bereichen im Gehirn gekommen zu sein
(Lockwood et al., 1998).
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In Anbetracht der Schwierigkeit, alle Tinnitusarten zu verallgemeinern, ist
zu bedenken, dass das in unserer Arbeit verwendete Versuchsmodell auf
einem akuten Trauma basiert. Dieses kann Auswirkungen auf die
Interpretation der Daten haben.

Es ist vorstellbar, dass bei chronischem Tinnitus, der in der Realitdt meist
durch Larmbeldstigung ausgeldst wird, bereits Plastizitatsveranderungen
auf cochlearer Ebene und im ZNS stattgefunden haben. Somit ware
chronischer Tinnitus anders zu therapieren als akut aufgetretener Tinnitus,
bei dem diese Modifikationen vermutlich noch nicht zum Tragen gekommen
sind. Unter Umstanden kénnten die plastischen Umwandlungen sogar
medikamentods verhindert werden, sodass ein akuter Tinnitus nicht in die
chronische Form Ubergeht (Figueiredo et al., 2008).

Wie bereits erwahnt, bemerkten Guitton und Dudai 2007, dass der NMDA-
Rezeptor-Antagonist Ifenprodil nur innerhalb der ersten vier Tage nach
einem Larmtrauma in der Lage war, das , Tinnitusverhalten® zu verhindern.
Auch bei Phantomschmerz beispielsweise konnte die Gabe des NMDA-
Rezeptor-Antagonisten Ketamin direkt nach der Operation bzw. der
Amputation helfen, das Auftreten von Phantomschmerz zu inhibieren bzw.

die Schwere zu vermindern (Stubhaug et al., 1997; Dertwinkel et al., 2002).

Therapeutische Studien

Wie im ersten Teil der Diskussion bereits erwahnt, konnten NMDA-
Rezeptor-Antagonisten eine mdgliche Option in der Therapie von Tinnitus
darstellen.

Ziel dieses Teils unserer Versuche war herauszufinden, ob der NMDA-
Rezeptor-Antagonist Memantin therapeutisch verabreicht bei Gerbils ein
durch Salicylat ausgelOostes verandertes neuronales Muster beeinflussen

kann.

Memantin

Die vom Menschen tolerierte Dosis Memantin liegt bei 20-30 mg/d, wie sich
bei der Behandlung von Patienten mit Demenz, Alzheimer und
Entzugssymptomatik nach Morphin-Abhangigkeit gezeigt hat. Die unter

Memantin auftretenden Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen,
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2.2

Ruhelosigkeit (innere oder auch motorische) und Schlafstérungen werden
toleriert und sind vermutlich auf die zu schnelle Aufsattigung des
Medikamentes zurtckzufuhren. Die unerwlnschten Wirkungen sind im
weiteren Verlauf der Einnahme meist ricklaufig (Ditzler, 1991; Bisaga et
al., 2001). In unseren Versuchen wurden Dosierungen von 1 mg/kg KG

angewandt, eine vergleichsweise sehr hohe Menge.

Memantin nach Salicylatintoxikation

Unsere Ergebnisse zeigen, dass im Salicylatmodell bei der Mongolischen
Wistenrennmaus therapeutisch systemisch verabreichtes Memantin im
Vergleich zu NaCl eine signifikante Erhéhung der Aktivitat im IC, in Al und
AAF jedoch keine Veranderungen hervorrufen kann (siehe Ergebnisse
Abbildungen 3.10, 3.11, 3.12 sowie Tabelle 3.5).

Die im IC aufgetretene signifikante Aktivitatsunterdriickung nach Salicylat
kann somit durch systemisch appliziertes Memantin aufgehoben werden.
Da die Aktivitat im AC jedoch unverandert bleibt, wird folglich der
Aktivitatsunterschied zwischen AC und IC unter Memantin deutlich geringer
(Quotient Al/IC bzw. AAF/IC, siehe Ergebnisse Tabelle 3.5). Dies koénnte
als eine erfolgreiche Manipulation der neuronalen Aktivitdtsmuster nach

Salicylatgabe interpretiert werden.

Guitton et al. fanden 2003 durch Versuche an Ratten heraus, dass die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren ein Mechanismus ist, durch den nach
Salicylatgabe »1innitusverhalten® ausgeldst werden kann.
Dementsprechend postulierten sie, NMDA-Rezeptor-Antagonisten missten
zu einer Unterdrickung des ,Tinnitusverhaltens fiihren. Eine weitere
Forschergruppe um Guitton bestatigte diese Theorie 2005 fir die lokale
Applikation in Verhaltensversuchen mit Ratten, bei denen das
»Tinnitusverhalten® zusatzlich durch Angst verstarkt wurde. Auf gleiche
Weise verfuhren Guitton und Dudai 2007 mit einem weiteren, lokal an die
Cochlea applizierten NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei noch frischem
Larmtrauma.

Ahnlich interpretieren wir unsere Befunde fiir die systemische Gabe von

Memantin.
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Oestreicher et al. stellten nach Versuchen an Meerschweinchen 1998 eine
starke und reversible Hemmung der Spontanrate und des ,burst-firing“ an
den IHCs sowie die Unterdrickung der durch Glutamat ausgel6sten
Aktivitdt nach Memantingabe fest. Sie folgerten daraus, dass Memantin ein
geeignetes Medikament gegen Tinnitus beim Menschen sein kdnnte, indem

es die Spontanaktivitat der afferenten Neurone unterdrticke.

In einer Arbeit von Lobarinas et al. von 2006 fand sich nach der
systemischen Gabe von Memantin zwar keine komplette Unterdriickung
des salicylatinduzierten ,Tinnitusverhaltens®, einige Ratten zeigten aber
nach Memantin eine leichte Erhéhung der Trinkrate bei Stille. Dies kdnnte
bedeuten, dass ein kleiner Teil der Tiere Stille empfand, also
maoglicherweise kein ,Tinnituskorrelat® mehr hatte. Bei einem gréReren Teil
der Ratten veranderte sich das Verhalten jedoch nicht. Die von Lobarinas
et al. verwendeten Dosen waren hoher als die unserer Studie
(1,5-3 mg/kg KG). Zu demselben Ergebnis kam 2008 auch eine weitere
Forschergruppe um Lobarinas.

Es legte die Vermutung nahe, dass Memantin unter Umstanden besser bei
Tinnitus helfen konnte, der durch exzessive exzitatorische Stimulation

ausgeldst wurde.

Da es, wie schon erwahnt, Ahnlichkeiten zwischen Tinnitus und
Phantomschmerz gibt, ist es legitim, unsere Ergebnisse mit Studien Uber
Phantomschmerz zu vergleichen.

Wiech et al. untersuchten 2004 die Wirkung von systemischem Memantin
auf chronischen Phantomschmerz und fanden keine klinische Besserung.
Auch die im ZNS aufgetretenen Veranderungen (kortikale Plastizitat)
blieben erhalten. Zu demselben Ergebnis kamen Maier et al., 2003. Es
scheint jedoch bei akutem und chronischem neuropathischen Schmerz
Unterschiede in der Behandlung zu geben. Memantin hilft nicht bei
chronisch gewordenem neuropathischen Schmerz, kénnte aber, laut
Aussage der Forscher, bei akutem Schmerz als Therapeutikum infrage

kommen.
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Es ist keineswegs sicher, ob der Mechanismus der Tinnitusgenerierung
stets derselbe ist. Es konnten z.B. bei chronischem Tinnitus
Veranderungen im Horsystem stattgefunden haben
(Plastizitatsanderungen), die moglicherweise bei fruhzeitiger Therapie zu
verhindern gewesen waren. Dieses diskutieren Figueiredo et al. 2008 in
einer Arbeit, in der sie 60 Patienten mit Tinnitus untersuchten. Sie fanden in
der Gruppe von Patienten, die mit Memantin oral (in ansteigender
Dosierung bis zu 20 mg) Uber zwolf Wochen behandelt worden waren,
keine Besserung der Symptome. Sie gaben allerdings zu bedenken, dass
alle Patienten an chronischem Tinnitus litten.

Méglich ware demnach, dass flr unterschiedliche Arten von Tinnitus
(chronisch/akut, verschiedene Ausloser) unterschiedliche
Therapieschemata und -optionen benétigt werden.

Das in unseren Versuchen ausgeléste Modell zeigt ein akutes Trauma. Wir
fanden Unterschiede in der Aktivitat und der Aktivitatssteigerung im
Vergleich von salicylatausgeldsten neuronalen Mustern mit oder ohne
therapeutische Gabe von Memantin. Maoglicherweise ist demnach
systemisch verabreichtes Memantin in der von uns verwendeten Dosierung
in der Lage, ein akutes durch Salicylat ausgeldstes neuronales Muster zu

verhindern.

Zusammengefasst legen unsere Versuche nahe, dass systemisch
appliziertes Memantin eine therapeutische Option bei der Behandlung von

Tinnitus sein kann.

Prophylaktische Vergleiche (Memantin systemisch vor
Auslosung von Tinnitus durch Salicylat)

Wir untersuchten zusatzlich die Wirkung einer prophylaktischen Gabe von

Memantin auf einen durch systemisches Salicylat ausgeldsten Tinnitus.

Salicylat systemisch versus NaCl systemisch

Alle Ergebnisse fallen negativ aus. Es zeigen sich weder im IC noch im AC
Unterschiede in der Aktivitat zwischen Gerbils, die nach der

prophylaktischen Gabe von Memantin Salicylat bzw. NaCl systemisch
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appliziert bekamen (siehe Ergebnisse Abbildungen 3.13, 3.14, 3.15 sowie
Tabelle 3.6).

Es ist jedoch zu beachten, dass die Unterdriickung der Aktivitat im IC nach
Salicylat ohne vorherige Applikation von Memantin signifikant war. Dies war
nach prophylaktischer Gabe von Memantin nicht mehr festzustellen.

Diese Aufhebung des Unterschiedes ist allerdings nicht durch eine
Anhebung der Aktivitat im IC der Salicylat-Tiere, sondern vielmehr durch
eine Unterdriickung der Aktivitat im IC in der NaCl-Gruppe zu erklaren. Es
liegt hier die Vermutung nahe, dass prophylaktisch verabreichtes Memantin
die Ausbildung eines abnormen neuronalen Musters nicht verhindern kann.
Memantin ist nicht in der Lage, die Aktivitatsunterdriickung im IC durch
Salicylat aufzuheben.

Aufgrund der niedrigen Anzahl der verwendeten Tiere (n=2) ist die

Aussagekraft dieses Teils unserer Versuche jedoch eingeschrankt.

Im Gegensatz dazu steht eine Studie von Guitton und Dudai aus dem Jahr
2007, die von einer prophylaktischen Wirkung von NMDA-Rezeptor-
Antagonisten spricht. Die Autoren fanden bei ihren Ratten, die Ifenprodil
(einen NMDA-Rezeptor-Antagonisten) direkt vor einem Larmtrauma lokal in
die Cochlea appliziert bekommen hatten, im Verhaltensmodell keine
Anzeichen von Korrelaten, die einem Tinnitus beim Tier entsprechen
konnten.

Dieser Effekt war mit unserer Methode fiir systemisch prophylaktisch

verabreichtes Memantin nicht zu beobachten.
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V.

Zusammenfassung

Tinnitus ist ein weitverbreitetes, die Patienten oft stark beeintrachtigendes
Symptom. Weder der Ort noch der Mechanismus seiner Generierung sind

bisher vollstandig geklart.

Diese Arbeit untersuchte die therapeutische und prophylaktische Wirkung
des NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin auf die neuronale Aktivitat
von Teilen des Horsystems (IC und AC) der Mongolischen
Wistenrennmaus (Gerbil/Meriones unguiculatus) nach Gabe von Salicylat
i.p. Zusatzlich wurde die Wirkung von Salicylat (lokal und systemisch
verabreicht) auf die neuronale Aktivitdt im Horsystem des Gerbils
analysiert.

Die Hoérkurve der Mongolischen Wistenrennmaus ist der des Menschen
sehr ahnlich, deshalb eignet sie sich besonders gut fir Untersuchungen am

auditorischen System.

Die Versuche wurden mit der “C-2-DG-Methode durchgefiihrt, welche die
quantitative Messung der Glukoseaufnahmeraten in allen Strukturen des
Gehirns ermdglicht. Der Glukoseverbrauch des Gehirns ist von der
elektrischen Aktivitat abhangig. Man nimmt daher an, dass sich nach
“C-2-DG-Applikation in stark elektrisch aktiven Hirnbezirken (wie es auch
bei Tinnitus vermutet wird) besonders viel radioaktiv markierte Glukose
anreichert. Die neuronale Aktivitdt wurde mittels quantitativer
Autoradiografie mithilfe des Programmes Scion Image in IC, Al und AAF
beiderseits gemessen. Als Referenzstrukturen dienten das Corpus
callosum und das Pedunkel. Beides sind Faserstrukturen im ZNS, die
aufgrund ihrer geringen optischen Dichte nicht durch die experimentelle

Stimulation beeinflusst werden.

Im Einzelvergleich von Salicylat und NaCl (systemisch sowie lokal ein- und
beiderseits appliziert) kam es zu einer statistisch relevanten Unterdriickung
der Aktivitat im IC nach Salicylatgabe. Dies kann mit einer durch den

Hoérschaden - aufgrund von Salicylat - verursachten niedrigeren
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Spontanrate im Hoérnerv erklart werden. Im AC zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied, d.h. auf dem Weg vom IC zum AC fand sich eine
starkere Aktivitatssteigerung der Salicylat-Tiere. Dies werten wir als
neuronales Korrelat, das einem Tinnitus entsprechen konnte.

Im therapeutischen Versuch konnte gezeigt werden, dass systemisch
verabreichtes Memantin die erniedrigte Aktivitdt eines durch Salicylat
ausgeldsten neuronalen Musters im IC in der hier verwendeten Dosierung
aufheben kann und dass die Aktivitatssteigerung vom IC zum AC somit
geringer wird.

Weiterhin ergaben unsere Versuche bei prophylaktisch verabreichtem
Memantin — systemisch appliziert — keine Suppression der durch Salicylat

ausgeldsten veranderten neuronalen Aktivitat.
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VI. Anhang

Versuch | Treat.1 | Treat.2 | Applik. 1 | Applik. 2 Feld Seite Maus | Wiederh. | Grauwert

2 0 0 1 0 2 1 21 27 1.501
0 1 2 21 28 1.503
0 1 2 21 29 1.476
0 1 2 21 30 1.456
0 1 2 21 31 1.480
0 1 2 21 32 1.496
0 1 2 21 33 1.491
0 1 2 21 34 1.532
0 1 2 21 35 1.527
0 1 2 21 36 1.490
0 1 2 21 S 1.483
0 1 2

21 38 1.483

2 0 0 1
2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

2 0 0 1

3 0 0 0 1

3 0 0 () p)

3 0 0 0 3

3 0 0 0 4

3 0 0 0 5

3 0 0 0 6

3 0 0 0 7

3 0 0 0 8

3 0 0 0 9

3 0 0 0 22 10 1.5

3 1 0 2 0 0 1 22 1 1.523
3 1 0 2 0 0 1 22 2 1.404
3 1 0 2 0 0 1 29 3 1.485
3 1 0 2 0 0 1 22 4 1.454
3 1 0 2 0 0 1 22 5 1.475
3 1 0 2 0 0 1 29 6 1.489
3 1 0 2 0 0 1 22 7 1.485
3 1 0 2 0 0 1 22 8 1.454
3 1 0 2 0 0 1 22 9 1.475
3 1 0 2 0 0 1 22 10 1.489
e 1 0 2 0 1 0 22 1 1.516
3 1 0 2 0 1 0 22 2 1.450
2 1 0 2 0 1 0 32 3 1.469
3 1 0 2 0 1 0 29 4 1.449

Tabelle 6.1:

Aufbau der statistischen Berechnungen an einem Beispiel:

dunkel unterlegt ist der Versuch 3 (Salicylat lokal beiderseits vs. NaCl lokal beiderseits) an
Maus 22 (Salicylat lokal beiderseits) im Feld IC links mit den durch das Programm Scion
Image errechneten Grauwerten. Die helleren Felder zeigen die vorherigen bzw. folgenden
Messungen im Verlauf.

Versuch 2 = Salicylat lokal einseitig links Applik. 2 keine
vs. NaCl lokal einseitig links Feld 0=1IC
3 = Salicylat lokal beiderseits 1=AI
vs. NaCl lokal beiderseits 2 = AAF
Treat. 1 0 =NaCl Seite 0 = links
1 = Salicylat 1 = rechts
Treat. 2 0 = kein Memantin Maus Nummer/ID der Maus
Applik. 1 1 = lokal einseitig Wiederh. Nummer der Messung
2 = |okal beiderseits Grauwert  gemessener Wert
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lateral

ventral

Abb. 6.1: Beispiel eines Originalschnittes durch das Gerbilgehirn mit dem IC, wie er zur
Messung der Grauwerte verwendet wurde. Mit der Maus wurde der IC umfahren
und der Grauwert vom Programm Scion Image errechnet.
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rostral oder anterior

lateral

AC =

Audito-
rischer
Cortex

zum Stammhirn
(caudal oder posterior)

Abb. 6.2: Beispiel eines Originalschnittes durch das Gerbilgehirn mit dem AC und dessen
Unterteilung in Al und AAF, wie er zur Messung der Grauwerte verwendet wurde.
Mit der Maus wurden jeweils Al und AAF umfahren und die Grauwerte vom
Programm Scion Image errechnet.
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