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1 Einleitung

1.1 Kurzer historischer Uberblick

Analysen von Innenohrflissigkeiten scheiterten lange am Problem der Ent-
nahme. Haifische erschienen zunachst als die geeigneten Objekte (Kaieda,
1930). Bei Saugetieren erfolgte die erste in-vivo-Enthahme von Innenohrflis-
sigkeiten (Aldred et al., 1940). Die Perilymphe der Scala tympani wird durch
Punktion der Membrana secundaria, die das runde Fenster zum Mittelohrraum
verschlie3t, gewonnen. Zusatzlich erreicht man die cochleare Endolymphe
durch Punktion der nachfolgenden Membran, der Lamina basilaris, die die Sca-

la media zur Scala tympani abtrennt.

Unter Anwendung der beschriebenen Operationstechnik konnten beim Meer-
schweinchen in der Perilymphe hohe Natrium- (150,3 mmol/l) und niedrige
Kaliumkonzentrationen (4,8 mmol/l), in der Endolymphe dagegen umgekehrte
Verhéltnisse festgestellt werden (Smith et al., 1954). Allerdings variierten die
angegebenen Werte erheblich, und aufgrund geringerer Verwerfungen liel3 sich
die Endolymphe utriculi (Natrium 14,2-17,4 mmol/l, Kalium 140,4-148.4 mmol/l)

besser verwerten als die der Cochlea.

Nachfolgende Autoren bestatigten das Ergebnis und mit leichter Modifikation
der Technik wurden bessere Werte in der Endolymphe erzielt. lonenspezifische
Mikroelektroden mafen in der Scala media des Meerschweinchens Natrium-
werte zwischen 1,4 und 2,5 mmol/l und Kaliumwerte zwischen 133 und 160
mmol/l (Johnstone et al., 1963). Mittels Entnahme minimaler Fllssigkeitsproben
(kleiner gleich 0,1 pl) erreichte man bei der Ratte, basierend auf dem Mittelwert
von 0,91 mmol/l fir Natrium und 154 mmol/l fir Kalium, Na/K- Quotienten von
0,0059 (Bosher und Warren, 1968) und 0,0088 bei der Katze, entsprechend
dem Mittelwert von 1,65 mmol/l fir Natrium und 188 mmol/l fir Kalium (Peter-
son et al., 1978).

Trotz dieser relativ dicht beieinander liegenden Werte und der Tatsache, dass

0,1 ul for eine Analyse verschiedener Parameter nicht ausreichend ist, bleibt die



Entnahme von Innenohrflissigkeiten ein nicht einfaches Unterfangen, was die
Kontamination mit Blut, benachbarter Lymphe und zellularen Bestandteilen an-
belangt. Die zum Teil zu anderer Literatur kontrovers stehenden Werte von
Meerschweinchenendolymphe im 95%-Vertrauensbereich von 52-112 mmol/l
fur Natrium und 106-154 mmol/l fir Kalium zeigen ungeachtet dessen die gro-

3e Bandbreite an gewonnenen Proben auf (Rodgers und Chou, 1966).

Als Reinheitskriterium fur entnommene Proben wird das Verhaltnis von Natri-
um- zu Kaliumkonzentration empfohlen (Johnstone und Sellick, 1972). Die
Analyse des Gesamtproteingehalts erweist sich als zusatzliches Merkmal (Ma-
kimoto et al., 1978). Die Druckentlastung durch vorherige Liquorentnahme ist
notwendig, um Verunreinigungen durch nachflieRenden Liquor Uber den A-
quaeductus cochlea zu eliminieren (Scheibe et al., 1975).

Wider den Erkenntnissen bleibt die Fragestellung um die Innenohrflissigkeits-
gewinnung ein standiger Begleiter des Untersuchers. Der hohe Anteil nicht
verwertbarer Proben gibt Anlass, sichere Entnahmetechniken zu entwickeln
(Giebel, 1981). Die an die Entnahme gestellte Forderung ist die saubere Extrak-
tion winziger Mengen, ca. 3 ul Perilymphe und 1 pl Endolymphe, aus
aneinander angrenzenden Kompartimenten, die durch dinne von Blutgefa3en

durchzogene Membranen getrennt sind.

Selbst die zur Vermeidung von Verunreinigungen entwickelte Gefrierpraparation
von Innenohrflissigkeiten nach Rauch (1964) ist nicht frei von Artefakten. Folg-
lich stellt sie keinen ausnahmslosen Ersatz zur in-vivo-Entnahme dar. Die
Physiologie wird am genauesten durch eine Gewinnung am lebenden Tier wie-
dergegeben. Bei postmortal gewonnenen Proben lasst sich ein Elektrolytaus-
gleich (Silverstein, 1966) sowie ein Abfall der Glucosekonzentration (Silverstein
und Griffin, 1970, Mittmeyer und Giebel, 1990) nachweisen.

Auf dem Gebiet der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde wird die Stereotaktik in der
Mikrochirurgie mit Erfolg eingesetzt (Lehner et al., 1998). Auch auf experimen-
teller Ebene, speziell in der Hirnforschung, kommt dieses Verfahren zur

Anwendung (Percheron et al., 1986). Durch die steigende Zuverlassigkeit der



Messungen verringert sich mit jeder Verbesserung der Entnahmetechnik auch
die Anzahl der bendétigten Versuchstiere. Zudem erwdhnenswert bei diesem

Verfahren sind die bisher als Fixationsstellen fungierenden Ohren.

1.2 Motivation zur Arbeit

Im Biochemischen Labor Dr. Giebel der Universitatsklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde Tibingen erfolgten bisweilen die Entnahmen am Tier, insbe-
sondere am Meerschweinchen, frei Hand (Giebel, 1981, Holzner, 1982, Reutter,
1992). Aufgrund zwischenzeitlich erbrachter Ergebnisse Uber das Vor-
handensein von elektronenoptisch nachgewiesenen Gefalien, die hinter dem
runden Fenster frei durch die Scala tympani ziehen (Galic und Giebel, 1987),
wurde der Zugangsweg lediglich modifiziert. Die Entnahme der Innenohrflissig-
keiten fand nicht langer an dem jeweiligen Fenster statt (Holzner, 1982),
sondern durch eigens gesetzte Bohrl6cher in der Cochlea in angemessenem
Abstand von 1-2 mm zu den Fenstermembranen (Reutter, 1992).

Das in dieser Arbeit verwendete stereotaktische Gerat fand auch zuvor Anwen-
dung, exemplarisch ist die Messung der Innenohrpotentiale und Durchflihrung
der ferromagnetischen Thrombosierung am Meerschweinchen zu nennen
(Strémer, 1991), jedoch entsprang bis dato keine daraufhin durchdachte Aufga-

benstellung.

Die vorliegende Untersuchung hatte sich zum Ziel gesetzt, Innenohrflissigkei-
ten stereotaktisch aus der Cochlea des Meerschweinchens und des
Goldhamsters zu gewinnen. Als eine Abwandlung der Entnahmetechnik mit

freier Hand stand sie diesem Vorhaben gegeniiber.



Die Erwartung an die Etablierung dieser Methode war:

Eine umfassende Anleitung zur stereotaktischen Innenohrflissigkeits-

entnahme mit dem Ziel der Vereinfachung

Folgende Gesichtspunkte wurden im Einzelnen subsummiert:

1.

2.

Erklarung zur Handhabung des stereotaktischen Geréates

Zugiges Zurechtfinden mit der Methode

Verkirzung der Einarbeitungszeit

Durch Vorgabe von Einstellungen kein Beginn a priori

Stabilitdt der Entnahmeweise

Standardisierung

Reproduzierbarkeit

Sicherung eines ansonsten verlorenen Anteils verwertbarer Proben

Durchfuhrbarkeit der Innenohrfliissigkeitsentnahme an sehr kleinen Tie-

ren wie dem Goldhamster



2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Versuchstiere

Die Etablierung der Methode wurde an ohrgesunden pigmentierten Meer-
schweinchen mit einem Gewicht von 300—-650 g und Goldhamstern mit einem
Gewicht von 100-200 g durchgeflihrt. Als Bezugsquelle diente die Charles Ri-
ver Deutschland GmbH in Sulzfeld.

2.1.2 Medikamente

Ketanest 50 (Ketamin), Parke-Davis, Berlin
Rompun 2% (Xylazin), Bayer, Leverkusen

T61 (Embutramid), Hoechst Veterinar, Unterschleil3heim

2.1.3 Geréte und Kleinmaterialien

Operationsmikroskop OP MI Ul, Carl Zeiss, Oberkochen

Stereotaktisches Gerat fur die Arbeit mit Meerschweinchen, Heinz Albrecht In-
strumente GmbH & Co., Minchen

OP-Bohrer (fur Innenohrchirurgie), K. Storz, Tuttlingen

Elektrische Hundehaarschneidemaschine, Moser, West Germany
Laserpointer ,Twist“, Conrad Electronic GmbH, Hirschau

Mikroliterspitzen, 1 ul, Hamilton Micromeasure, The Hague, Niederlande
2.2 Methoden

2.2.1 Das stereotaktische Geréat

Das stereotaktische Gerat besteht aus einem Grundrahmen und zwei Mikroma-
nipulatoren. Der in der HOohe verstellbare Grundrahmen ist tUber ein dreh- und
schwenkbares Grundrahmengelenk an einer Vertikalsaule angeordnet. Die
Rahmenschenkel haben einen Achsabstand von 17,8 cm, sind 30,4 cm lang,
und sind von einem Nullpunkt, Zentrum der Ohrenstiftbefestigung, mit einer
Graduierung von 100 mm versehen. Die Mikromanipulatoren werden mit einer

Manipulatorklemme auf den Grundrahmen gesteckt. Einzustellen ist der Mikro-



manipulator in drei Achsen, mit 40 mm Lauf in lateraler Richtung, 25 mm in an-
terior-posterior-Richtung und einem Hub von 38 mm. Fir die vertikale Richtung
gibt es zusatzlich eine Feineinstellung mit einem Hub von 7 mm. Im unteren Teil
ist er zu drehen und zu kippen, nochmals acht Mal 45° drehbar ist der Manipu-

latorkopf im oberen Teil.

Statt der Ohrenstifte wird als Kopfbefestigung ein an den Orbitardndern greifen-
der Halter benutzt, um ein ungehindertes Arbeiten an den Ohren zu gewahr-
leisten. Dieser Kopfhalter wird an einer mittig stehenden Stange befestigt, so
dass der Kopf zwischen den Schenkelrahmen, oberhalb bzw. unterhalb dieser
Ebene, zu liegen kommt. Extra zu den Schwenk- und Drehbewegungen durch

das Grundrahmengelenk kann man den Kopfhalter drehen und schwenken.

Abbildung 1: Das stereotaktische Gerat
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2.2.2 Narkose und Totung der Tiere

Beim Meerschweinchen bestand die intramuskular applizierte Narkose aus ei-
ner Mischspritze, aufgezogen mit 15 mg Ketanest pro kg Kérpergewicht und 6
mg Rompun pro kg Korpergewicht. Die bezogenen Praparate wiesen eine
Wirkstoffkonzentrierung von 50 mg/ml bei Ketanest und 20 mg/ml bei Rompun
auf, so dass zur Erlangung der Bedarfsmedikation in mg/kg Korpergewicht ein

Volumenverhaltnis von 1:1 vorlag.

Die Narkose des Goldhamsters setzte sich zusammen aus 150 mg Ketanest
pro kg Korpergewicht und 10 mg Rompun pro kg Kérpergewicht, die als Mixtur
subkutan verabreicht wurde. Das Volumenverhdltnis Ketanest zu Rompun be-
trug hierbei 6:1.

Die Totung erfolgte in der Narkose durch intrapulmonale Injektion von T61.

2.2.3 Operationsschritte bis zur eigentlichen stereotaktischen Entnahme der
Innenohrflissigkeiten

2.2.3.1 Anlegen des Kopfhalters

Eine Hundehaarschneidemaschine eignete sich zur grof3ziigigen Haarentfer-
nung im Bereich beider Unterkiefer und zwischen den Augen. Zur stabilen
Fixierung des Kopfhalters am Orbitaknochen wurde ein Hautzuschnitt langs
zum Scheitel gelegt und die Schadeldecke bis zu beiden Orbitardndern prapa-

riert.

2.2.3.2 Operationsweg zur Bulla

Sofern die Unterscheidung zwischen Meerschweinchen und Goldhamster nicht
ausdrucklich getroffen wird, gelten die gemachten Aussagen fiur beide Klein-

tiere.

Bereits zur Praparation der Bulla wurden die Tiere auf dem Riicken liegend im
stereotaktischen Gerat fixiert. Dies erlaubte eine gute Handhabe der Tiere, was

sich besonders bei den deutlich kleineren Goldhamstern als nitzlich erwies.
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Medial des Unterkieferwinkels konnte man in der Tiefe die Bulla tasten. Darliber
erfolgte ein parallel zur Mandibula gelegter Hautschnitt. Nach Préaparieren des
Wundgebietes, was auch das Koagulieren von GefalRen mit einschloss, stellten
sich der Musculus sternocleidomastoideus, der Musculus styloglossus, Proces-
sus styloideus und unterhalb des Musculus styloglossus liegend, die gesuchte
Bulla dar. Ein zwischen Unterkiefer und paravertebraler Muskulatur angesetzter
Wundspreizer hielt das Operationsfeld offen. Nachfolgend wurde neben dem
Absetzen des Musculus styloglossus der Processus styloideus entfernt und die

Bulla von der sie bedeckenden Faszie freiprapariert.

Abbildung 2: Freilegung der Cochlea beim Meerschweinchen
BU- Bulla, MS- Musculus styloideus, PS- Processus styloideus

Die Bulla wurde mit einer Skalpellspitze durchbohrt und mit einer kleinen Zange
weitraumig aufgebrochen. Der Anulus tympanicus osseus, den man beim Gold-
hamster durch die dinnwandige Bulla unldngst erahnen konnte, blieb dabei
unversehrt. Die Cochlea war mit ihren vier Windungen nunmehr einsehbar. Im
Gegensatz zur ausgepragten Meerschweinchencochlea zeigte sich die Hor-
schnecke des Goldhamsters als leichte Erhabenheit. Zusatzlich verlief die
Arteria stapedidis in einem Knochenkanal schrag Uber den unteren Teil der ba-
salen Windung zum Steigblgel. Im Bereich der basalen Windung wurden zur
Vermeidung von Kontamination der Perilymphe Kkleinste GeféalRe und die

Schleimhaut mit einem spitz zugeschnittenen Tupfer abgestrichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Befestigung der Instrumente am stereotaktischen Geréat

Abbildung 3:
Befestigung des Laserpointers

3.1.1 Laserpointer

Ein Messingzylinder von 2,8 cm Lénge
und 1,5 cm Durchmesser bewerkstelligte
als Verbindungsstick die Anbringung
des Pointers am Mikromanipulator. Zu-
dem wurden senkrecht zur Zylinderhéhe
parallel zwei Locher im jeweiligem
Durchmesser des Pointers und der zur
Fuhrungsschiene passenden Stange
von 28 cm Lange gefrast. Zwei Schrau-
ben, deren Schraubwindungen in Zylin-
derboden bzw. -decke vorgebohrt wur-
den, fixierten zusatzlich Pointer und
Metallstange. Der Pointer wurde bis kurz
vor seinen Druckknopf in das Verbin-

dungsstuck vorgeschoben. Die Stange

ragte mit ihrem kurzen Ende um 5 mm auf derselben Zylinderseite heraus, aus

der der Laserkopf austrat.

Anschalten liel3 sich der Laserpointer durch sein weiteres Vorschieben in die

Messinghalterung. Das bewirkte die gewiinschte Senkung des Druckknopfes

uber Kontaktierung mit dem Messinggehause.
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3.1.2 Bohrer

Das AnschlieRen des Bohrers am Mikromanipulator beinhaltete eine 21 cm lan-
ge Metallstange mit aufgeschweif3tem Messingquader (15 mm x 15 mm x 24
mm), in den senkrecht zur Stange ein Loch ausgebohrt wurde, und einem im
Durchmesser 23 mm grofRen Messingring mit angeloteter Stange. Der Messing-
ring wurde uUber den Bohrer bis auf Hohe des Winkelstlicks geschoben und mit
einer Schraube am Ring festgezogen. Dabei stand die Ebene, die sich zwi-
schen Bohrkopf und Bohrgehause ausspannte, senkrecht zum ange-
schweil3tem Stab. Der Bohrkopf zeigte nach unten. Nach Fixierung der
Ringstange in der Messing6ffnung durch Anziehen einer Schraube konnte die
Metallstange am Mikromanipulator verankert werden. Die Position des Bohrers

zur Metallstange wurde bei der Einstellung des Bohrers mit einbezogen.

Abbildung 4: Fixierung des Bohrers

3.1.3 Rasierklingensplitter

Die Metallstange, auf deren vorderem Ende der von Hand zugeschliffene Ra-
sierklingensplitter festgesteckt worden war, reichte in ihrer Lange nicht aus. Die
Extension bestand aus einer weiteren Stange und einem im Mikromanipulator-
set vorhandenen Verbindungsstick, das den Lanzettenhalter auf insgesamt
28,5 cm mit einer parallelen Verschiebung von 1,5 cm verlangerte. Diese Stufe
wurde bei der Angabe zur Einstellung des Rasierklingensplitters mit beriicksich-
tigt.

14



Fur die Herstellung des Splitters wurde ein winziges Sttick, ca. 10 mm x 3 mm,
aus einer handelsublichen Rasierklinge an ihrer scharf geschliffenen Seite he-
rausgebrochen und von Hand mit Hilfe des Diamantbohrers die abgebrochene
stumpfe Seite spitz zugeschliffen.

Abbildung 5: Rasierklingensplitter

3.1.4 Glaskapillare

Zur Fixierung der Glaskapillare diente eine gelbe Mikroliterspitze als Halterung.
Dazu wurde die Spitze einige Millimeter gekappt und eine weitere Offnung im
Plastikkegel mit einer spitz zulaufenden Skalpellklinge geschaffen. Durch beide
Offnungen lieR sich ein diinner Plastikschlauch ziehen, der sowohl auf die
Glaskapillare passte als auch eine Verbindung zum Entnahmeschlauchsystem

fand. Diese praparierte Mikroliterspitze kam mehrmals zur Anwendung.

Nach Einfiihren der Glaskapillare in das an der Spitze endende Schlauchsttick
passte sich dieselbe durch Zug am Schlauch in der verbreiterten Offnung samt
Plastik ein. Die Befestigung an der Fuhrungsschiene erfolgte durch eine 22,5

cm lange Eisenstange, auf welche die Mikroliterspitze festgesteckt wurde.

Abbildung 6: Einfassung der Glaskapillare

15



3.2 Einstellung des Operationsfeldes im stereotaktischen Gerat

Das Vorgehen war bei Meerschweinchen und Goldhamster dasselbe.

Fur die Praparation der rechten Cochlea kam der rechts des Grundrahmen-
gelenks angebrachte Mikromanipulator zur Anwendung. Links verhielt es sich

analog.

Nach Einspannen des Tieres in Rickenlage im stereotaktischen Gerat wurde
durch Schwenken und Drehen des Kopfhalters die bestmdgliche Kopfposition
gewahlt, die es erlaubte, mit allen am Mikromanipulator befestigten Instrumen-
ten an die jeweilige zu operierende Cochlea vorzudringen. Zur Festhaltung und
Reproduzierbarkeit der Kopfposition am selben bzw. folgenden Tier gleicher
Spezies diente der Laserpointer. Am Mikromanipulator befestigt, lie3 er sich mit
Richtung des Strahls auf die Cochlea einstellen. Mit einer Schieblehre konnte
der Abstand zwischen den festgelegten Parametern Cochleaspitze beim Meer-
schweinchen und Mitte des Trommelfellrands beim Goldhamster und dem

vorderen Messinghalterrand des Pointers abgelesen werden.

Die exakten Angaben zur Positionierung des Laserpointers sind unter 3.4 an-

gegeben.

3.3 Silikonfolie und deren Fixierung

Silikonfolie zeigte im Gegensatz zu vielen anderen Kunststoffmaterialien die Ei-
genschaft, nach Perforation mit einer fein ausgezogenen Glaskapillare
gegenuber Flussigkeitsaustritt dicht zu bleiben und auch einem geringen Druck

standzuhalten.

Getestet wurde die Silikonfolie dadurch, dass sie mit Acrylkleber auf die Off-
nung einer mit Wasser gefullten Spritze geklebt wurde, eine Glaskapillare diese
durchbohrte und steckenblieb. Aufgrund der Kapillarwirkung stieg das Wasser

in die Glaskapillare auf. Durch leichtes Runterdriicken des Spritzenstempels
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stieg das Wasser weiter in der Kapillarsaule an, trat aber nicht neben der Kapil-

lare aus.

Zur Abdeckung der gebohrten Exkavation wurde die Silikonfolie durch den sich
noch im Mikromanipulator befindlichen Bohrer fest in die Aushdhlung gedrickt.
Die endgultige Fixierung der Folie am Cochleaknochen erfolgte durch flissigen
Acrylkleber, der mit Hilfe des Schlauchsystems durch Ausblasen Uber eine Ka-

pillare unter den Rand der Folie gebracht wurde.

Abbildung 7: Fixierung der Silikonfolie mit Acrylkleber
am Meerschweinchen
BO- Bohrer, GK- Glaskapillare, SF- Silikonfolie

3.4 Einstellungen der Instrumente am stereotaktischen Geréat

Die folgenden Angaben bezogen sich auf die Grobeinstellung des Mikro-
manipulators. Diese Voreinstellungen ermdglichten es, die Punktionsstellen fur
die Scala vestibuli und Scala tympani Gber die Millimeterschraube in der X-, Y-,
Z-Achse gezielt anzugehen. Es werden jeweils drei Werte angezeigt. Der erste
(a) gibt an, an welcher Graduierungsmarke der Mikromanipulator am Schenkel-
rahmen befestigt wird. Der zweite (b) bezieht sich auf die Drehbewegung und
der dritte (c) auf die Schwenkrichtung.

Fur die erstmalige Erhebung der Instrumenteneinstellungen und die Position
des Laserpointers wurde eine Neutralstellung des Mikromanipulators gewahlt.
Die Definition lautete: In der vertikalen Richtung wurde der Mikromanipulator bis
zum kranialen Anschlag eingestellt. In lateraler Richtung schloss der dazuge-

17



horige obere Anteil der Filhrungsschiene mit dem unteren Anteil seitlich genau
ab. In anterior-posterior-Richtung kamen die hinteren kurzen Seiten der Fih-

rungsschiene tbereinander zum Liegen.

Hinweis: + bedeutet rechts, — links der Nullmarkierung.

18



3.4.1 Meerschweinchen — rechte Seite

€)) (b) | (c) |Zusatzangaben

Einstellung +50 mm | —-42°| +7° | Der Mikromanipulator wurde in Neut-

des Pointers ralstellung gebracht. Der Pointer wurde
links parallel zur Stange eingestellt.
Die Stange schaute 13 cm hinter ihrer
Halterung hervor. Die Entfernung zwi-
schen Cochleaspitze und vorderer
Seite der Pointerhalterung betrug 12,1
cm.

Einstellung +50 mm | -51° | +18° | Das Bohrgehéause befand sich links

des Handboh- vom Mikromanipulator auf Hohe der

rers bei einer Befestigungsstange. Die Stange stand

Schaftlange 3 cm hinter der Halterung heraus.

von 70 mm

Einstellung +50 mm | -29° | +7° | Die Punktionsklinge wurde rechts pa-

des Rasier- rallel zu ihrer Verlangerungsstange auf

klingensplit- gleicher Hohe eingestellt. Die Stange

ters ragte 5 cm aus der Mikromanipulator-
halterung hervor.

Einstellung +50 mm | -38°| +6° | Abhangig von der Kapillarlange tber-

der Glaskapil- ragte die 22,5 cm lange Stange die

laren zum Fuhrungsschiene am Ende um 10-12

Vordringen in cm. Diese Abschatzung erfolgte nach

beide Scalae Augenmall.
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3.4.2 Meerschweinchen — linke Seite

€)) (b) | (c) |Zusatzangaben
Einstellung +70 mm | =53° | +13° | Der Mikromanipulator wurde in Neut-
des Pointers ralstellung gebracht. Der Pointer wurde
links parallel zur Stange eingestellt.
Die Stange schaute 13 cm hinter ihrer
Halterung hervor. Die Entfernung zwi-
schen Cochleaspitze und vorderer
Seite der Pointerhalterung betrug 12,3
cm.
Einstellung +70 mm | -53° | +34° | Das Bohrgeh&ause befand sich links
des Bohrers vom Mikromanipulator auf Hohe der
mit 70 mm Befestigungsstange. Die Stange stand
Schaftlange 3 cm hinter der Halterung heraus.
Einstellung +70 mm | -54° | +13° | Die Punktionsklinge wurde links paral-
des Rasier- lel zu ihrer Verlangerungsstange auf
klingensplit- gleicher HOhe eingestellt. Die Stange
ters ragte 5 cm aus der Mikromanipulator-
halterung hervor.
Einstellung +70 mm | —-48° | +17° | Abhangig von der Kapillarlange tber-
der Glaskapil- ragte die 22,5 cm lange Stange die
laren Flhrungsschiene am Ende um 10-12
cm. Diese Abschatzung erfolgte nach
Augenmall.
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3.4.3 Goldhamster — rechte Seite

€)) (b) | (c) Zusatzangaben
Positionierung | +35 mm | —48° | +8° |Der Mikromanipulator wurde in Neut-
des Pointers ralstellung gebracht. Der Pointer wurde
links parallel zur Stange eingestellt.
Die Stange schaute 13 cm hinter ihrer
Halterung hervor. Die Entfernung zwi-
schen Cochleaspitze und vorderer
Seite der Pointerhalterung betrug 13,5
cm.
Positionierung | +35 mm | -58° | +17° | Das Bohrgehause befand sich links
des Bohrers vom Mikromanipulator auf Hohe der
mit 70 mm Befestigungsstange. Die Stange stand
Schaftlange 3 cm hinter der Halterung heraus.
Positionierung | +35 mm | -39° | +9° |Die Punktionsklinge wurde rechts pa-
des Rasier- rallel zu ihrer Verlangerungsstange auf
klingensplit- gleicher HOhe eingestellt. Die Stange
ters ragte 4,5 cm aus der Mikromanipula-
torhalterung hervor.
Positionierung | +35 mm | —47° | +10° | Abhangig von der Kapillarlange tber-

der Glaskapil-
laren zur
Punktierung
der Scala
vestibuli und

tympani

ragte die 22,5 cm lange Stange die
Fuhrungsschiene am Ende um 10-12
cm. Diese Abschatzung erfolgte nach

Augenmal3.
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3.4.4 Goldhamster — linke Seite

€)) (b) | (c) Zusatzangaben

Positionierung | +60 mm | -55° | +7° | Der Mikromanipulator wurde in Neut-

des Pointers ralstellung gebracht. Der Pointer wurde
links parallel zur Stange eingestellt.
Die Stange schaute 13 cm hinter ihrer
Halterung hervor. Die Entfernung zwi-
schen Cochleaspitze und vorderer
Seite der Pointerhalterung betrug 12,3
cm.

Positionierung | +60 mm | —61° | +20° | Das Bohrgehause befand sich links

des Handboh- vom Mikromanipulator auf Hohe der

rers mit 70 Befestigungsstange. Die Stange stand

mm Schaft- 3 cm hinter der Halterung heraus.

lange

Positionierung | +60 mm | -58° | +7° |Die Punktionsklinge wurde links paral-

des Rasier- lel zu ihrer Verlangerungsstange auf

klingensplit- gleicher Hohe eingestellt. Die Stange

ters ragte 4,5 cm aus der Mikromanipula-
torhalterung hervor.

Positionierung | +60 mm | —46° | +8° | Abhangig von der Kapillarlange tber-

der Glaskapil-

laren

ragte die 22,5 cm lange Stange die
Fuhrungsschiene am Ende um 10-12
cm. Diese Abschatzung erfolgte nach

Augenmall.
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3.5 Stereotaktische Perilymphentnahme in der Durchfiihrung

Abbildung 8: Aufsicht auf die Cochlea des Meerschweinchens (links) und des Goldhamsters
AT- Anulus tympanicus, AS- Arteria stapedidis, CS- Cochleaspitze, Stria- Stria vascularis, ST-
Scala tympani, SV- Scala vestibuli, TF- Trommelfell

Mit Darstellung der Cochlea begann die eigentliche stereotaktische Entnahme.
Dazu wurde der Pointer nach den obigen Angaben eingestellt und angeschaltet.
Der Tierkopf wurde so positioniert, dass sich der Laserstrahl auf die Cochlea
richtete. Mit Hilfe einer Schieblehre wurde der einzuhaltende Abstand zur Mes-

singhalterung geprift und entsprechend angepasst.

Unter dem Operationsmikroskop bei zehn- bis vierzigfacher Vergréf3erung er-
folgten die Entnahmeschritte zur Perilymphgewinnung. Diese wurde im
Folgenden exemplarisch beim Meerschweinchen zuerst an der Scala tympani
und beim Goldhamster anfanglich an der Scala vestibuli durchgefiihrt. Die Rei-

henfolge des Entnahmeablaufs ist aus technischer Sicht nicht von Bedeutung.
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Abbildung 9: Anlegen des Bohrers an die Scala tympani des Meerschweinchens (links) bzw.
die Scala vestibuli des Goldhamsters

AT- Anulus tympanicus, BO- Bohrer, CS- Cochleaspitze, Stria- Stria vascularis, ST- Scala tym-
pani, SV- Scala vestibuli

Nach den in 3.4 genannten Angaben wurde der Bohrer justiert und tber die drei
Achsen der Feineinstellung auf die jeweilige Scala gerichtet. Zum Anbohren
diente lediglich eine Achse als Vorstof3richtung. Der Bohrer wurde wenige Mil-
limeter zurlckgezogen, angeschaltet und unter Sicht kontrolliert vor- und
zurlickgetrieben. Dadurch liel3 sich im Bereich der Scala tympani bzw. Scala

vestibuli eine Exkavation bis auf eine diinne Knochenlamelle bearbeiten.

Abbildung 10: Ausdiinnung der Cochlea bei Meerschweinchen (links) bzw. Goldhamster
AT- Anulus tympanicus, AS- Arteria stapedidis, CS- Cochleaspitze, EK- Exkavation, Stria- Stria
vascularis, ST- Scala tympani, SV- Scala vestibuli

Im Folgenden wurde ein 1 mm?2 kleines Stuck Silikonfolie mit einer Pinzette auf
die ausgebohrte Exkavation gelegt. Ein Abgleiten der Folie liel3 sich vermeiden,
indem der sich noch im Mikromanipulator befindliche Bohrer sie fest in die Aus-

hohlung drickte. Die endgultige Fixierung der Folie am Cochleaknochen
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erfolgte durch flissigen Histoacrylkleber. Mit Hilfe des Schlauchsystems wurde

er durch Ausblasen uber eine Glaskapillare unter den Rand der Folie gebracht.

Nach Aushéarten des Klebers konnte der Bohrer zuriickgenommen werden.

Abbildung 11: Folienfixierung mit Acrylkleber bei Meerschweinchen (links) und Goldhamster
AT- Anulus tympanicus, EK- Exkavation, SF- Silikonfolie, Stria- Stria vascularis, SV- Scala
vestibuli

Im nachsten Schritt wurde der Rasierklingensplitter eingespannt. Seine Aufgabe
bestand darin, mit seiner von Hand zugeschliffenen Spitze die Silikonfolie und
die stehen gebliebene Knochenlamelle zu perforieren. Somit bestand muhelos
Zugang zum Perilymphraum, der durch das dichte Aneinanderlegen der Silikon-

schnittflachen aber nach aufRen hin verschlossen blieb.

Abbildung 12: Perforation der Knochenlamelle samt Folie bei Meerschweinchen (links) und
Goldhamster

AT- Anulus tympanicus, RK- Rasierklingensplitter, SF- Silikonfolie, Stria- Stria vascularis, SV-
Scala vestibuli

Zur Perilymphentnahme kamen fein Uber dem Bunsenbrenner ausgezogene
Glaskapillaren zur Anwendung. Diese wurden samt des Entnahmeschlauch-
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systems mit der unter 3.1.4 beschriebenen Technik an der Fihrungsschiene
verankert und positioniert. Nach Perforation der Silikonfolie stieg die Perilymphe
durch die Kapillarsogwirkung leicht in der Glaskapillare auf. Die Menge an ge-
wonnener Perilymphe konnte durch vorsichtiges Ansaugen am Mundende

vergroRert werden.

Abbildung 13: Gewinnung der Perilymphe mit Glaskapillare bei Meerschweinchen (links) und
Goldhamster
AT- Anulus tympanicus, GK- Glaskapillare, SF- Silikonfolie

Nach derselben Vorgehensweise folgte die Perilymphentnahme aus der gegen-
Uberliegenden Scala.

Als Besonderheit beim Goldhamster lauft die Arteria stapedidis schrag Uber die
basale Cochleawindung. Diese Arterie diente zur Orientierungshilfe als Leit-

schiene, zu der parallel dartiber die Locher gesetzt wurden.

Abbildung 14: Lochbohrungen parallel zur
Arteria stapedidis beim Goldhamster

AS- Arteria stapedidis, Stria- Stria vascularis,
ST- Scala tympani, SV- Scala vestibuli
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Bedeutung der eigenen Ergebnisse

4.1.1 Uberlegungen zur Einstellung der Cochlea und der Instrumente

Stereotaktische Einstellungen in Vorversuchen am Meerschweinchen miss-
gluckten, da sich die Ergebnisse der an einem Tier exemplarisch positionierten
Instrumente nicht auf das nachste Ubertragen liel3en. Aufgrund unterschiedli-
cher Kopfgrdl3en stellte sich die Cochlea trotz gleicher Kopfposition nicht in der
gewilnschten Lage dar, so dass die Reichweite der Instrumente Uber die Fein-

modulation des Mikromanipulators nicht ausreichte.

Beim Goldhamster ware es durchaus denkbar gewesen, die Abweichungen an-
gesichts des kleineren Kopfes Uber die Feineinstellung kompensieren zu
konnen. Jedoch war Ziel der Arbeit, sowohl fiir den Goldhamster als auch fur

das Meerschweinchen ein Verfahren zu etablieren, das anwendbar ist.

Daraufhin gemachte Uberlegungen, die Kopfe zu vermessen, um das Tier ent-
sprechend seiner Kopfmalle einzustellen, wurden wegen der aufwendigen
Durchfiihrung verlassen. AulRerdem bestand bei der Befestigung des Kopfhal-
ters am stereotaktischen Gerét keine Skalierung, so dass Angaben zur repro-

duktiven Einstellung ohne zusétzliche Kontrolle Fehlerquellen enthielten.

Abgeleitet aus der Radiologie, bei der ein Lichtfeld das zu réntgende Areal an-
zeigt, lag der Gedanke nahe, ebenfalls ein Hilfsmittel zu verwenden, das,
ungeachtet der KopfgréRe oder anderer Parameter, die Lage der Cochlea vor-

gab, die von allen eingesetzten Instrumenten erreicht werden konnte.

Der Laserpointer erwies sich als das gesuchte Utensil. Dabei erfolgte beispiel-
haft an einem Meerschweinchen sowie einem Goldhamster zunachst die
Festlegung der geeigneten Kopfposition, auf die der Laserpointer sich einstellen
liel3. Neben der Richtung durch den Laserstrahl wurde die Hohe der Schnittstel-
le Cochlea/Laser durch einen einzuhaltenden Abstand festgelegt. Der Kopf
nachfolgender Tiere brauchte nur noch in die entsprechende Position gebracht

werden.
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Diese Methode hatte auch den Vorteil, vom Tierkopfhalter unabhéngig zu sein.
Im Hinblick auf weiterfihrende Arbeiten auf dem Gebiet der experimentellen
Padaudiologie war es im Nachhinein maoglich, einen zierlichen Kopfhalter anzu-
fertigen, ohne dass dadurch die erhobenen Werte Uberarbeitet werden
mussten. Gegenstand der Untersuchungen sind Goldhamster unterschiedlichen
Alters. Deren Innenohr als eines der primitivsten Ohranlagen braucht zum Aus-
reifen 16 Tage post partum, das circa dem zweiten Monat des menschlichen
Embryos entspricht. Nach Aussetzung der Neugeborenen einer Noxe, zum Bei-
spiel einer Hypoxie, kdnnen ihre Innenohrflissigkeiten, neben der Histologie

und Elektrophysiologie, biochemisch auf Veréanderung analysiert werden.

Bei den Angaben zur Instrumentenpositionierung handelte es sich um eine Vor-
einstellung. Von dort erfolgten die vom Operateur selbst durchgefihrten
zielgerechten Bewegungen durch Bedienung des Mikromanipulators. Man héatte
nicht im Sinne des Operateurs gehandelt, wenn sich die Angaben bis auf die
letzte Einstellung bezogen hatten. Fur die Erhebung dieser Einstellungsmalie
war es wichtig, dass sich der Mikromanipulator in Neutralstellung befand. An-
sonsten hatte man sich im Nachhinein die Feinmodulation in den drei

Freiheitsgraden nicht durchgangig zunutze machen kénnen.

4.1.2 Betrachtungen zur Perilymphentnahme

Die auf den ersten Blick scheinbar aufwendige Entnahmetechnik entstand aus

den folgenden Uberlegungen zu einer Perilymphentnahme nach Lochbohrung:

1. Bereits das Eroffnen der Cochlea fiihrt zu einem Druckabfall im empfindli-
chen Perilymphsystem. Die Konsequenz ist ein NachflieBen des Liquors
Uber den Ductus cochleae in den Perilymphraum mit der unweigerlichen

Folge der Kontamination (Scheibe et al., 1975).

2. Ferner resultiert bei den winzigen Mengen ein nicht unbedeutsamer Peri-
lymphverlust, der sich zusammensetzen kann aus:
a) den Bohrerkopf benetzende Perilymphe

b) dem AbflieRen der Perilymphe Uber die Cochleaoberflache
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c) ungewolltem Aufsaugen von Perilymphe durch Reinigung des Operati-
onsfeldes mit Tupfern zur Entfernung von bei der Bohrung ent-
standenem Knochenmehl

d) dem Verdunsten der Perilymphe, zuséatzlich verstarkt durch die Warme-

entwicklung unter dem Operationsmikroskop.

3. Die Perilymphe ist nicht geschitzt vor Kontamination. Allein das Losen von
kleinsten Substanzen in der Perilymphe aus dem umliegenden Operati-
onsfeld kann zu Verfalschungen ihrer biochemischen Zusammensetzung
fuhren. Davon abgesehen zieht ein Bluten in das Operationsgebiet unwei-

gerlich das Verwerfen der Probe nach sich.

Unter Berucksichtigung dieser Gesichtspunkte wurde die Entnahmetechnik
maoglichst schonend gestaltet. Im Einzelnen beinhaltete das ein Vorgehen in
Teilschritten im Gegensatz zu der Direktgewinnung der Perilymphe Uber ein

gebohrtes Loch.

Mit dem Bohrer erfolgte die gezielte Ausdinnung des Cochleaknochens Uber
der betreffenden Scala. Dies gewahrleistete den Einsatz der weiteren, bis zu
einem gewissen Grade widerstandsfahigen Instrumente. Unter der Vorstellung,
den Perilymphraum nach auf3en hin abzudichten, wurde die Exkavation mit Sili-
konfolie abgeklebt. Im nachsten Schritt perforierte der Rasierklingensplitter die
Folie samt stehen gebliebener Knochenlamelle. Durch das regelrechte Anei-
nanderlegen der gegenuberliegenden Schnittflachen der Silikonfolie blieb das
Perilymphsystem weiterhin verschlossen. Es bestand aber zugleich kein Hin-

dernis, die Perilymphe mit einer Glaskapillare zu entnehmen.

Zusammenfassend formuliert, vermied das vorangehende Versiegeln des Peri-
lymphraumes die angefuhrten Punkte 2, 3 und eingeschrankt auch Punkt 1.
Zumindest wurde er solange umgangen, bis die Perilymphe mit der Glaskapil-
lare entnommen wurde. Dabei kam es fraglos zum Druckverlust. Die Liquor-
entnahme vor der Perilymphgewinnung zur Druckentlastung bleibt somit immer
noch Standard (Scheibe et al., 1975).
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4.1.3 Darlegungen zur Stereotaktik

Diese Vorgehensweise der Perilymphgewinnung wurde wesentlich durch die
Anwendung der Stereotaktik vereinfacht, weshalb an dieser Stelle gesondert

darauf eingegangen werden soll.

Durch die feste Verankerung des Handbohrers im Mikromanipulator und die re-
sultierende Mdglichkeit, den Handbohrer Uber die drei Achsen der Feinein-
stellung sicher zu bewegen, konnte der Cochleaknochen an gewiinschter Posi-
tion exakt ausgediinnt werden. Der Bohrer lie3 sich in einer Achsrichtung
wiederholt vor- und zurlcktreiben. Das hatte den Zweck, die Tiefe der Aushoéh-
lung unter dem Operationsmikroskop zu kontrollieren, um nicht das Endost am

Ende zu durchbrechen.

Der noch justierte Bohrer erleichterte auch die Anbringung der Silikonfolie. An-
statt die Folie mit einer Pinzette an die Exkavation zu halten, womit eine Hand
blockiert gewesen ware, fugte der Bohrer die Folie passgenau in die Einbuch-
tung ein, und beide Hande blieben weiterhin frei. So konnte eine Glaskapillare
mihelos mit Histoacrylkleber gefillt und der Kleber unter den Rand der Folie
gebracht werden. Das Benutzen des Bohrers als voriibergehenden Fixateur
brachte zudem den Vorteil, lediglich den Folienrand mit Kleber zu versehen,
wohingegen die Mitte frei blieb.

Zur Perforation der Folie und der Knochenlamelle erwies sich die Befestigung
des Rasierklingensplitters am Mikromanipulator gleichsam als giinstig. Dadurch
waren die Richtungen des Rasierklingensplitters und der Glaskapillare aufein-
ander abgestimmt, und ein Abbrechen der Kapillarspitze aufgrund stark
differierender Eintrittswinkel wurde vermieden. Aus dem Grund war der Mehr-
aufwand, das Einspannen des Splitters in der Fuhrungsschiene sowie das

Positionieren, im Gegensatz zur Perforation frei Hand zu vernachlassigen.

Insbesondere beim letzten Schritt, der eigentlichen Perilymphentnahme, war die
Stereotaktik ein Gewinn. Nach Befestigung der Glaskapillare Uber die zum Ver-

bindungsstiick abgewandelte Mikroliterspitze am Mikromanipulator konnte die
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Perilymphe vorsichtig gewonnen werden, ohne dass durch eine unachtsame

Handbewegung die Kapillare zerbrochen waére.

Darlber hinaus hatte diese Entnahmetechnik einen weiteren Vorteil. Sie liel3
sich in der Dauer reduzieren. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit erfolgten die
Entnahmen aus der Scala vestibuli und tympani jeweils nacheinander. Da die
Zwischenschritte aber in sich geschlossen waren, waren sie auch parallel
durchfuhrbar. Die wiederholte Einstellung der Instrumente zur Perilymphent-

nahme aus der Scala vestibuli bzw. tympani entfiel damit.

In der Durchflihrung bearbeitete der positionierte Bohrer die Exkavationen Uber
der Scala vestibuli und tympani hintereinander weg, fixierte zunachst die Sili-
konfolie Uber der einen Aushoéhlung bis zur Kleberaushartung und dann die
Folie Uber der anderen. Der Rasierklingensplitter perforierte beide Folien samt
ausgedunntem Cochleaknochen. Zur Vermeidung einer Kontamination wurde
der Splitter zwischen den Perforationen gereinigt. Die Entnahme der Innenohr-
flissigkeiten erfolgte mit zwei Glaskapillaren, die nacheinander in die Halterung
gesteckt wurden.

4.2 Diskussion der Fehlermdglichkeiten

Die Richtung des Laserstrahls und die Entfernung zwischen zwei gewéhlten
Bezugspunkten an Cochlea und Pointerbefestigung definierten die Lage der

Cochlea im stereotaktischen Gerat.

Bei genauer Betrachtung liel3 diese Definition noch Spielraum fir die Einstel-
lung zu. Abweichungen bestanden beziglich des Laserquerschnitts und des
stellvertretenden Punktes der Cochlea, der Cochleaspitze. Der Laserquerschnitt
war relativ zur Cochlea zu grof3 und leuchtete beim Goldhamster mehr als beim
Meerschweinchen die Cochlea Uber die knécherne Begrenzung die Bulla aus.
Dadurch existierte eine Anzahl an Moglichkeiten, die Cochlea nach Augenmal3

mittig in den Laserstrahl zu positionieren.
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Durch die Reduzierung der Cochleaebene auf einen Punkt zur vereinfachenden
Abstandsuberpriufung konnten im Nachhinein bei unverdnderter Lénge ver-
schiedene Schnittebenen eingenommen werden. Die Entfernung wurde auf 0,1

cm gerundet angegeben.

Insgesamt waren die Abweichungen aber tolerabel, da sie sich innerhalb der
Rangierweite der Feineinstellung befanden und demnach zu kompensieren wa-

ren.
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5 Zusammenfassung

Gegenstand der Dissertation war die Etablierung einer um die Stereotaktik er-
weiterten Extraktionstechnik, die stereotaktische Entnahme von Innenohrflis-
sigkeiten am Tier. Die Untersuchungen erfolgten an in der Narkose getoteten

Meerschweinchen und Goldhamstern.

Vor allem anderen wurden zur Befestigung der bendétigten Instrumente am ste-
reotaktischen Gerat bzw. am Mikromanipulator geeignete Verbindungssticke
angefertigt.

Fur die stereotaktische Entnahme war von mal3geblicher Bedeutung die dem
Operationsfeld entsprechende Lage der Cochlea, die von allen Instrumenten

per Mikromanipulation gut erreicht werden musste.

Zur Einstellung der Cochlea bewahrte sich der Laserpointer. Dazu wurde bei
einem Meerschweinchen und einem Goldhamster die Cochlea jeweils exempla-
risch fur die stereotaktische Entnahme eingestellt. Diese Lage lie3 sich durch
die Position des Laserpointers, dessen Strahl sich auf die Cochlea richtete, und
den Abstand zwischen den Bezugspunkten an der Cochlea einerseits und an
der Pointerhalterung andererseits festhalten.

Insgesamt bezogen sich die gemachten Angaben zur Einstellung der Instru-
mente am stereotaktischen Geréat auf die Voreinstellung. Von dieser Ausgangs-
lage nahm der Operateur Uber die Feinmodulation am Mikromanipulator die

letztliche Instrumentenpositionierung vor.

Von der Stereotaktik ganzlich unabhéngig, wurde die eigentliche Perilymphent-
nahme gesondert betrachtet und insofern tGberarbeitet, als nicht nur ein Loch in
die Cochlea gebohrt und die Perilymphe entnommen wurde, sondern Uber da-
zwischen geschaltete Schritte eine denkbare Kontamination der Perilymphe

vermieden wurde.
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Im Einzelnen verlief die Extraktion wie folgt: Nach Praparation der Cochlea liel3
sich mit dem positionierten Bohrer in der Cochleaoberflache tber der jeweiligen
Scala eine Exkavation bis auf eine dinne Knochenlamelle bearbeiten. Diese
Aushohlung bekam eine Abdeckung aus Silikonfolie, die sich nach separater
Prufung auf Materialeigenschaft als geeignet erwiesen hatte, aufgesetzt. Ein
von Hand zugeschliffener Rasierklingensplitter perforierte die Silikonfolie und
die stehen gebliebene Knochenlamelle. In der Folge konnte die Perilymphe mit
einer am Entnahmeschlauchsystem angeschlossenen Glaskapillare tUber An-

saugen am Mundende gewonnen werden.
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