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1 Einleitung

UbermaRige Schallbelastung ist ein globaler Umwelteinfluss, der zu
schallinduziertem Horverlust fuhren und so die Lebensqualitat der Betroffenen
erheblich beeintrachtigen kann. Eine solche Schwerhorigkeit fuhrt oft in Folge eines
Mobilitatsverlustes und einer gestorten Kommunikationsfahigkeit zu erheblicher
sozialer Isolation, Depression und vielen weiteren Sekundarerkrankungen (Nelson,
Nelson et al. 2005, Mathers, Fat et al. 2008, Mosges, Koberlein et al. 2008). Tinnitus
tritt haufig zusammen mit einem Horverlust auf und stellt fir Betroffene eine
zusatzliche schwere Belastung dar (Eggermont und Roberts 2004). Schwerhdrigkeit
ist heute eine der weltweit haufigsten Ursachen von Behinderung, etwa 16% aller
erwachsenen Europaer sind nach der ,World Health Organization (WHO)“-Definition
betroffen (Mathers, Fat et al. 2008). Allein in Deutschland betrugen im Jahr 2006 die
vor allem durch verminderte Arbeitsproduktivitat und medizinische Versorgung
entstandenen soziookonomischen Kosten der Schwerhorigkeit jahrlich etwa 30
Milliarden Euro (Shield 2006). Schatzungen zu Folge wird die Anzahl der Menschen
mit einem Horschaden bis zum Jahr 2050 auf etwa 900 Millionen ansteigen (Vio und
Holme 2005).

Der chronische (,sensorische®) Horverlust geht hauptsachlich mit einer Schadigung
der sogenannten Haarzellen im Sinnesepithel des Innenohres, dem Corti-Organ,
einher (Nadol 1993). Schon fruh wurde erkannt, dass die Haarsinneszellen der
Sauger wahrend des ersten Trimesters der Embryonalentwicklung angelegt,
wahrend des gesamten Lebens erhalten und nach einer Schadigung
beziehungsweise ihrer Degeneration nicht regeneriert werden konnen (Ruben
1967). Hierbei ist die Gesamtanzahl der inneren und auf3eren Haarzellen im Corti-
Organ mit nur etwa 12000 Zellen ziemlich gering (Pujol 1989). So besteht bei der
Schadigung von Haarzellen kaum eine Redundanz und der Verlust weniger
Haarzellen kann bereits zu einem Horverlust bei bestimmten Frequenzen fuhren
(Ehret und Frankenreiter 1977, Raphael 2002). In Anbetracht dieser Tatsache und
der mit dem demographischen Wandel einhergehenden Erhdohung der



Lebenserwartung des Menschen, steigt auch die erforderliche Lebenszeit dieser
Haarsinneszellen (Roberts, Eggermont et al. 2010).

Die regenerative Medizin bietet bisher die einzige biologisch kausale Moglichkeit der
Therapie einer chronischen (sensorischen) Schwerhorigkeit mit Haarzellverlust
(Lowenheim, Waldhaus et al. 2008), wird jedoch weder kurz- noch mittelfristig als
umsetzbare Behandlung fur den einzelnen Betroffen zur Verfugung stehen kdnnen
(Knipper 2007). Umso wichtiger erscheint aus klinischer Sicht die Protektion der
vulnerablen Haarsinneszellen des Corti-Organs. So kommt insbesondere der
Pravention eines Horverlustes eine wesentliche Bedeutung zu. Die einfachste und
womaglich auch effektivste Form der Protektion ist die Vermeidung von zu starker
Schallexposition. Da diese Form der Protektion oft nicht konsequent eingehalten
werden kann, ist die Erforschung von Therapien, die eine dauerhafte Schadigung
der Haarsinneszellen nach einer traumatischen Schallexposition im Rahmen einer
schadensbegrenzenden Therapie oder Pravention verhindern, von grof3er klinischer
Relevanz.

In vielen Bereichen der Hals-Nasen-Ohren (HNO)-Heilkunde wurden in den letzten
Jahren zunehmend haufiger synthetische Glukokortikoide eingesetzt. So wird in den
S1-Leitlinen der Deutschen Gesellschaft fur HNO-Heilkunde beispielsweise zur
Behandlung eines Horsturzes eine dreitagige Steroid-Hochdosistherapie empfohlen
(Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften.
S1-Leitlinie: Horsturz. Stand: 01/2014). Wahrend die Verwendung von
Glukokortikoiden gegen entzundliche Prozesse in vielen anderen Disziplinen der
Medizin wie beispielsweise in der Pulmologie seit Jahrzehnten hoch evidenzbasiert
erfolgt (O'Byrne und Pedersen 1998), ist die heute fast schon ubiquitare Anwendung
von Glukokortikoiden in der HNO-Heilkunde oft nur empirisch belegt (Conlin und
Parnes 2007, Cope und Bova 2008, Wei, Stathopoulos et al. 2013). Der
Stellenwert der systemischen Glukokortikoidtherapie in der Behandlung von
Erkrankungen des auditorischen Systems wird nach dem aktuellem Stand als noch

unklar eingeschatzt, wie zuletzt eine Metaanalyse der Cochrane-Collaboration



bestatigen konnte (Wei, Mubiru et al. 2006, Conlin und Parnes 2007, Piccirillo 2011,
Wei, Stathopoulos et al. 2013).

Gerade aus diesen Grunden ist ein besseres Verstandnis bezuglich der Wirkung von
Glukokortikoiden in Abhangigkeit ihrer verschiedenen Steroidrezeptor-Subtypen des
Organismus auf Basis des auditorischen Systems beziehungsweise der
Haarsinneszellen von besonderer Wichtigkeit.

1.1 Physiologische Funktion von Stress im gesunden Organismus

Schon im Jahr 1915 beschaftigte sich der Physiologe Walter B. Cannon mit der
sogenannten ,Stressreaktion“ und pragte in seinen Werken als Erstbeschreiber den
Begriff ,fight-or-flight-response®. Er beobachtete hierbei interindividuell verschieden
auftretende, doch in Grundzugen ahnliche korperliche und emotionale Reaktionen
von Versuchstieren auf Schmerz, Hunger, Angst und Rage (Cannon 1920, Cannon
1929). Nur wenig spater entwickelte Cannon das ,Konzept der Homdostase” als das
Aufrechterhalten  beziehungsweise Wiederherstellen der Werte diverser
physiologischer Paramater in fur den jeweiligen Organismus akzeptablen Grenzen.
Eine Bedrohung dieser Homoostase konne seiner Theorie nach Uber physiologische
Sensoren wahrgenommen und anschlie3end Uber eine korperliche und emotionale
Reaktion abgewehrt werden. Demnach sei ,Stress” ein Reiz, der das innere
Gleichgewicht des Organismus verletze und zu einer bestimmten biologischen
Reaktion fuhre (Cannon 1932). 1936 beschrieb Hans Selye eine generalisierte
Reaktion des Korpers auf verschiedenste Schadigungen des Organismus. Er
beobachtete in Tierversuchen wiederkehrende stereotype physiologische
Veranderungen als Reaktion auf vollkommen unterschiedliche aversive Reize
(Selye 1936).

Heutige Definitionen von Stress gehen hauptsachlich auf diese Konzepte zurtck.
Sowohl endo- als auch exogene aversive Faktoren, die eine Bedrohung
der Homoostase darstellen, werden ,Stressoren“ genannt. Sie kdnnen physischer



Natur sein, wie zum Beispiel hohe korperliche Anstrengung, Verletzungen oder
auch Larm, aber auch psychogener Art wie beispielsweise eine fordernde
Situation (Chrousos 2009).

1.2 Aufbau der HPA-Achse

Nach aktuellem Wissensstand sind die zwei bedeutenden Stresssysteme des
Korpers die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (englisch
hypothalamic-pituitary-adrenal ~ axis, ¥ HPA-Achse) und das Sympatho-
Adrenomedullare System (SAM-System). Von diesen beiden Systemen ist die HPA-
Achse durch den Ablauf einer komplexen neuroendokrinen Kaskade mit dem Ziel
der Glukokortikoid-Synthese wesentlich langsamer in ihrer Wirkung, doch auch
zugleich persistenter (De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998). Die vorliegende Arbeit
untersucht vor allem den Einfluss von Glukokortikoiden auf das auditorische System,
sodass an dieser Stelle die HPA-Achse im Vordergrund stehen wird.

Wesentlicher Bestandteil der physiologischen Stressantwort sind spezifische
Neurone im Kerngebiet des Nucleus paraventricularis (PVN) im Hypothalamus. In
ihnen werden hauptsachlich die Peptidhormone Oxytocin, Vasopressin und das
Corticotropin-Releasing Hormon (CRH) synthetisiert. Oxytocin und Vasopressin
werden Uber axonalen Transport in den Hypophysenhinterlappen (auch
Neurohypophyse genannt) transportiert, wo sie bei Bedarf in die Blutbahn
abgegeben werden konnen. Das CRH wird in der Eminentia mediana in den
hypophysaren Pfortaderkreislauf abgegeben und gelangt Uber die Blutbahn zum
Hypophysenvorderlappen, auch Adenohypophyse genannt. Im
Hypophysenvorderlappen stimulieren CRH und Vasopressin die Produktion und
Sekretion von Proopiomelanokortin (POMC), das zu dem Adrenokortikotropen
Hormon (ACTH), korpereigenen Opioidpeptiden und Melanotropinen prozessiert
wird. ACTH gelangt anschlief3end Uber den Blutkreislauf zur Nebenniere, wo es in

der Nebennierenrinde Uber spezifische Rezeptoren die Synthese und Freisetzung



von Glukokortikoiden in die Blutbahn anregt. Bei Menschen und Affen wird dabei
Kortisol und bei Nagern Kortikosteron (KORT) produziert .
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse).
Im Rahmen der physiologischen Stressantwort wird aus spezifischen Neuronen des Nucleus paraventricularis (PVN)
im Hypothalamus das Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH) freigesetzt. Im Hypophysenvorderlappen stimuliert
das CRH die Produktion und Sekretion des Adrenokortikotropen Hormons (ACTH). ACTH gelangt anschlieRend
Uber den Blutkreislauf zur Nebenniere, wo es in der Nebennierenrinde die Synthese und Freisetzung von
Glukokortikoiden anregt. Uber die die Blutbahn gelangen diese an ihr Zielgewebe, zum Beispiel iber Glukokortikoid-
und Mineralokortikoidrezeptoren (GR und MR). Bei Menschen und Affen wird dabei Kortisol und bei Nagern
Kortikosteron (KORT) produziert.

1
Da die Daten flr diese Arbeit in Tierversuchen mit Ratten erhoben wurden, wird im Folgenden zur Vereinfachung nur
Kortikosteron genannt. Es ist anzunehmen, dass selbiger Kontext jeweils auch fiir Kortisol gilt.



In Nagern steigt bereits wenige Minuten nach Einwirken des Stressors die KORT-
Konzentration im Blut an, erreicht nach etwa 15-30 Minuten ihr Maximum und sinkt
60-90 Minuten nach Abklingen des Stressors auf ihren basalen Wert ab (Zarrow,
Haltmeyer et al. 1966, Chintamaneni, Bruder et al. 2014). Die Aktivierung der PVN-
Neurone erfolgt dabei Uber diverse afferente Bahnen. Hierzu zahlt man das
limbische System, das wiederum selbst durch psychogene Stressreize aktiviert
werden kann, aber auch aufsteigende Hirnstammbahnen, die periphere viszerale
und sensorische Stimuli vermitteln (de Kloet, Joels et al. 2005). Beendet wird eine
Stressantwort durch die Wirkung der Glukokortikoide selbstim Sinne einer negativen
Ruckkopplung: hohe Konzentrationen von KORT im Blut nach einer Aktivierung der
HPA-Achse bewirken im Hypophysenvorderlappen, im Hypothalamus, im
Hippocampus und im prafrontalen Kortex eine Suppression der HPA-Achse
(Abbildung 1). Dieser reaktive Mechanismus erfolgt synergistisch mit dem Einfluss
von ACTH, das auf die verschiedenen Ebenen der HPA-Achse ebenfalls
supprimierend wirken kann (De Kloet und Reul 1987, Jacobson und Sapolsky 1991).

Neben der exogenen Aktivierung weil3t die HPA-Achse einen eigenen zirkadianen
Rhythmus mit charakteristischem Tagesprofil auf. Innerhalb eines Tages treten
mehrere zirkadiane KORT-Sekretionsschube auf. Ein solcher Sekretionsschub
dauert etwa 20 Minuten, die Phasen dazwischen etwa 60-120 Minuten (Young,
Abelson et al. 2004, de Kloet, Joels et al. 2005). In der Nacht werden im Blut die
niedrigsten KORT-Konzentrationen gemessen. Zum Morgen hin steigen diese
jedoch langsam an und erreichen ihr Maximum zum Zeitpunkt des Aufwachens.
Uber den Tag sinkt die KORT-Konzentration wieder kontinuierlich ab und erreicht in
der Nacht erneut ihr Minimum (Fries, Dettenborn et al. 2009).



1.3 Glukokortikoide und ihre Signalkaskade
Philip Hench, Edward Kendall und Tadeus Richtenstein erhielten im Jahr 1950 den

Nobelpreis fur Medizin oder Physiologie fur ihre Entdeckung der Hormone der
Nebennierenrinde, ihrer Struktur und ihrer biologischen Wirkungen.

Kortikosteroide wirken auf eine beeindruckende Anzahl physiologischer Funktionen
und haben so einen erheblichen Einfluss auf nahezu alle Organe und Parameter des
Korpers. Der Groldteil der Effekte dient der Protektion des Korpers gegen Stress,
hier am ehesten im Sinne einer Anpassung an aullere Gegebenheiten und einer
Wiederherstellung des zuvor bestehenden Gleichgewichtes. Dies erfolgt
beispielsweise durch die Beeinflussung des Glukosemetabolismus, des Blutdrucks
und der neuronalen Funktionen. Einfluss und Sensitivitat auf die jeweiligen
Organsysteme hangen dabei wesentlich von der Verfugbarkeit ihrer
Stressrezeptoren und Liganden ab.

Glukokortikoide sind kleine lipophile Verbindungen, die in der Nebennierenrinde aus
Cholesterol als Ausgangssubstanz synthetisiert werden und damit zur Gruppe der
Steroidhormone gehoren (Aron, Findling et al. 2004). Aufgrund ihrer hydrophoben
Struktur werden sie im Blut an das Corticosteroid-binding Globulin (CBG) gebunden
und zu ihren jeweiligen Zielorten transportiert. Das CGB ist dabei nicht nur fur den
Transport von KORT zustandig, sondern reguliert ebenfalls die Diffusion durch die
Zellmembran und somit die zytoplasmatische Verfugbarkeit der Hormone (McEwen,
Biron et al. 1997, Henley und Lightman 2011). Uber den Blutkreislauf erreichen die
Glukokortikoide jedes Organsystem des Korpers. Dies ermdglicht ihnen die
Koordination von allen Hirn- und Korperfunktionen, die im Zuge der Stressreaktion,
-erholung und -adaptation benotigt werden.

Glukokortikoide modulieren  hauptsachlich auf genomischer Ebene die
Transkriptionsaktivitat von Genen (Chrousos und Kino 2005) uber die Aktivierung
ihrer Rezeptoren, den Glukokortikoid (GR)- und Mineralokortikoidrezeptoren (MR).

Dies ist ein Prozess, der mehrere Stunden bendtigt und von dauerhafter Natur sein



kann (Joéls, Pasricha et al. 2013). Sowohl GR als auch MR gehoéren zur Gruppe der
nuklearen Rezeptoren, die als hormonabhangige Transkriptionsfaktoren agieren
konnen (Kino und Chrousos 2004). Im Zytoplasma liegen die
Kortikosteroidrezeptoren zunachst durch Anlagerung verschiedener
Hitzeschockproteine (zum Beispiel hsp90 und hsp70) in inaktiver Form vor (Smith
und Toft 1993). Erst durch die anschlieRende Rezeptor-Liganden-Bindung
Zellinneren I6sen sie sich von den inaktivierend wirkenden Proteinen, dimerisieren
und werden dann in den Zellkern transportiert. Im Zellkern bindet der Rezeptor-
Liganden-Komplex an ein sogenanntes Glucocorticoid Response Element (GRE)
und greift so in die Regulation der Genexpression ein (Abbildung 2). Auf diese Weise
konnen Glukokortikoide die Transkription eines Genes fordern oder hemmen (Beato,
Herrlich et al. 1995, De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Kortikosteroid-Signalkaskade. Im Zytoplasma liegen die
Kortikosteroidrezeptoren (Gluko- und Mineralokortikoidrezeptoren, GR und MR) durch Anlagerung von
Hitzeschockproteinen (HSp) in inaktiver Form vor. Die Bindung von Glukokortikoiden an die GR/MR fiihrt zur
Ablésung der HSp, zur Dimerisierung und zum zum Transport in den Zellkern. Im Zellkern bindet der dimerisierte
Rezeptor-Liganden-Komplex an ein sogenanntes Glucocorticoid Response Element (GRE) und greift Gber diesen
Mechanismus in die Regulation der Genexpression ein. Glukokortikoide konnen somit die Transkription eines Gens
férdern beziehungsweise hemmen.




Zusatzlich wird zunehmend haufiger beobachtet, dass Kortikosteroide auch schnelle
und kurzfristig Effekte auf neuronale Zellfunktionen im Sinne nicht-genomischer
Prozesse ausuben konnen (Tasker, Di et al. 2006, Joels und Baram 2009). So kann
KORT innerhalb weniger Minuten an seinen Rezeptor binden und die Aktivitat
spannungs- und ligandenabhangiger lonenkanale modulieren. Auf diese Weise
haben Glukokortikoide beispielsweise Einfluss auf das postsynaptische
Membranpotenzial zentraler Neurone (Joels und Baram 2009, Joéls, Pasricha et al.
2013). Weitere Arbeiten diskutieren ahnliche schnelle Effekte von Glukokortikoiden
auf die synaptische Signalubertragung an hippocampalen Neuronen, wie zum
Beispiel durch Aktivierung membranstandiger Rezeptoren und Foérderung der
prasynaptischen Glutamatausschittung (Karst, Berger et al. 2005). Uber einen
solchen Mechanismus konnten Glukokortikoide akute Effekte auf neuronale Kurz-
und Langzeitplastizitat einschliellich der Gedachtnis- und Lernprozesse besitzen
(Liston, Cichon et al. 2013).

1.4 ZNS-Aktivitat der Kortikosteroidrezeptoren

Im zentralen Nervensystem (ZNS) sind die zwei hauptsachliche Rezeptorsubtypen
fur KORT die Glukokortikoid (GR)- und Mineralokortikoidrezeptoren (MR). Dabei
sind autoradiografischen und immunhistochemischen Analysen zufolge GR im
gesamten Gehirn ubiquitar in Neuronen und Gliazellen mit besonders hoher Dichte
im Hippocampus und der Hypophyse zu finden, wahrend MR Uberwiegend in
Strukturen des limbischen Systems, wie zum Beispiel im Hippocampus und der
Amygdala, beobachtet wurden (Reul und de Kloet 1986, Cintra, Zoli et al. 1994).
Eine Ausnahme bildet die CA3-Region des Hippocampus, in der sich nur MR und
keine GR befinden (De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998).

MR und GR sind aus biochemischer Sicht zwar eng verwandte Rezeptorsubtypen,
unterscheiden sich jedoch in vielen Eigenschaften erheblich voneinander. Zum
einen besitzen MR eine 10-fach hohere Affinitat zu KORT im Vergleich



zu GR (Reul und de Kloet 1985, Arriza, Simerly et al. 1988). Gleichzeitig sind MR in
allen peripheren Organen (zum Beispiel in Nieren oder Schweildrisen)
hochspezifisch fur Aldosteron, ein Mineralokortikoid, und so nahezu nicht verfugbar
fur  Glukokortikoide. Dies ist vor allem auf die Oxidase 11p3-
Hydroxysteroiddehydrogenase (11B-HSD) zurlckfihren, welche Glukokortikoide
noch vor der Bindung an den fur sie hochaffinen MR in eine inaktive Form Gberfuhrt.
Eine wichtige Funktion dieses Enzymes ist demnach die Kontrolle uber die
Verfugbarkeit von Glukokortikoiden an den niederaffinen GR durch ein Verhindern
der Bindung an den hochaffinen MR. Im Gehirn ist das Vorkommen von 113-HSD
auf hypothalamische Regionen begrenzt, die fur die Steuerung des Salz- und
Volumenhaushaltes notig sind (Gomez-Sanchez 1997, Ma, Itharat et al. 1997).
Damit ist die Spezifitat der MR fur Mineralokortikoide in allen anderen Hirnregionen
aufgehoben und Glukokortikoide konnen aufgrund der 10-fach hoheren Affinitat
verstarkt an die MR binden. Die mit Abstand hochste Expression von MR im Gehirn
findet man - abgesehen vom Hypothalamus - im Hippocampus. Durch den Verlust
der Aldosteronspezifitat und der extrem hohen Affinitat zu Glukokortikoiden werden
im ZNS bei einem Anstieg der KORT-Konzentration im Blut somit vor allem die MR
im Hippocampus aktiviert (Veldhuis, Van Koppen et al. 1982).

Die Affinitat der MR zu KORT ist hoch genug, um in zentralen Strukturen eine
konstante Rezeptoraktivitat zu ermoglichen - trotz der niedrigen KORT-
Konzentration in den Intervallen (Dauer: eine Stunde) zwischen den einzelnen
KORT-Sekretionsschiben (Dauer: 20 Minuten). Im Gegensatz dazu werden die
niederaffinen GR im Basalzustand nur wahrend den KORT-Spitzen im zirkadianen
Rhythmus aktiviert (Kitchener, Di Blasi et al. 2004, Young, Abelson et al. 2004).
Vereinfacht ausgedruckt: eine niedrige basale KORT-Konzentration im Blut besetzt
zentral vorwiegend MR. GR werden nur dann zusatzlich dazu aktiviert, wenn die
KORT-Konzentration stark ansteigt. Beispielsweise durch einen zirkadianen
Glukokortikoid-Sekretionsschub oder durch die getriggerte Aktivierung der HPA-
Achse bei Stress (De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998). Quantitativ, im Rattentiermodel
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beschrieben, bedeutet das: MR sind in den Intervallen zwischen den zirkadianen
KORT-Minima zu ca. 90% besetzt, GR hochstens zu 10%. Im Intervall eines KORT-
Maximums und gleichzeitigem psychosozial induziertem Stress (zum Beispiel durch
Immobilisation) sind MR nahezu vollstandig besetzt, wohingegen nur 67-75% der
GR aktiviert werden (Reul und de Kloet 1985).

In diesem Rahmen wurde nachgewiesen, dass die Aufrechterhaltung der basalen
Aktivitat der HPA-Achse als Stress-System des Korpers uber die konstante
Aktivierung der MR im Hippocampus im Sinne eines positiven Feedbacks vermittelt
wird, wahrend eine zusatzliche Aktivierung der GR bei hoheren KORT-Spiegeln
(zum Beispiel nach Aktivierung der HPA-Achse bei akutem Stress) mit einer
Suppression der HPA-Achse einhergeht und so fur den negativen Feedback-
Mechanismus und fur die Wiederherstellung des basalen Zustandes
(,Wiederherstellung der Homooaste®) verantwortlich ist (De Kloet, Vreugdenhil et al.
1998).

1.5 Stress und das auditorische System

Verschiedenste Beobachtungen der letzten Jahre sprechen fur einen moglichen
Einfluss von Stress auf das auditorische System. So wurde beispielsweise erst
kurzlich bei Patienten mit einer chronischen Stresserkrankung ein negativer Einfluss
auf die Horscharfe beobachtet (Felmingham, Rennie et al. 2012). In weiteren
Tierexperimenten wurde gezeigt, dass chronischer Stress mit der Atrophie von
Dendriten im Colliculus inferoris (IC) und dem Corpus geniculatum mediale (MGB)
einhergeht (Dagnino-Subiabre, Munoz-Llancao et al. 2009). AuRerdem konnte nach
chronischer Stressbelastung eine Abnahme der GABAergen synaptischen Effizienz
im primaren auditorischen Kortex A1 gezeigt werden, womit eine essentielle Region
fur die Horaufmerksamkeit betroffen ist (Perez, Perez-Valenzuela et al. 2013).
Neben den negativen Einflissen von Stress auf das auditorische System wurden

auch positive Effekte beschrieben. Beispielsweise kann eine Gerauschanreicherung
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uber die Projektionsbahnen des MGB oder uber eine mit Reizen angereicherte
Umgebung die Frequenzdiskrimination und Antwortlatenz im auditorischen Kortex
(Weinberger 2003) als auch die Sensitivitat gegenuber sehr leisen Tonen
verbessern (Engineer, Percaccio et al. 2004, Centanni, Engineer et al. 2013).
Gerauschanreicherung nach einem akustisch traumatischen Ereignis kann sogar
protektiv auf die kortikale Reorganisation der Frequenzkarte im auditorischen Kortex
wirken und verringert so den Horverlust (Norena und Eggermont 2005).

Singer et al. konnten im Jahr 2013 zeigen, dass unterschiedliche KORT-
Konzentrationen in Ratten, induziert durch ein psychosoziales Stressmodell,
erhebliche Auswirkungen auf die Integritat der Haarzellsynapse (der ersten
afferenten Synapse der Horbahn), auf die Amplituden der
hirnstammaudiometrischen Messungen und auf die Expression aktivitats-regulierter
Zytoskelett-Proteine (wie zum Beispiel das activity regulated cytoskeletal-associated
protein, Arc) besitzen (Singer, Zuccotti et al. 2013). Da die Expression von GR und
MR in ausgereiften Haarsinneszellen und Spiralganglion-Neuronen des Innenohres
erst kurzlich bestatigt wurde (Yao und Rarey 1996, Terakado, Kumagami et al.
2011), sollten direkte Effekte von KORT in Abhangigkeit dieser Rezeptorsubtypen
auf die Vulnerabilitat der ersten afferenten Synapse der Horbahn in Betracht

gezogen und untersucht werden.

1.6 Zentrale Fragestellung der Arbeit

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Untersuchung des differentiellen Einflusses
von Stress auf das auditorische System und seine Abhangigkeit von

unterschiedlichen Stressrezeptor-Aktivierungsmustern.

Auf experimenteller Ebene waren folgende Fragestellungen fur die durchgefuhrten

Versuche und fur den Versuchsaufbau entscheidend:

12



Hat pharmakologisch induzierter Stress durch Kortikosteron-Behandlung
einen Einfluss auf die unmittelbare Horfunktion nach einer Schallexposition
und damit auf die Schallvulnerabilitat der Versuchstiere?

N |st dieser Einfluss von der Aktivitat verschiedener Kortikosteroidrezeptor-
Subtypen (Glukokortikoid- und Mineralokortikoidrezeptor, MR und GR)
abhangig?

Hat pharmakologisch induzierter Stress durch Kortikosteron-Behandlung
einen Einfluss auf die Remissionsfahigkeit der Horfunktion nach einer
Schallexposition sowie auf die Integritat afferenter synaptischer Strukturen
der Inneren Haarsinneszellen?

N |st dieser Einfluss von der Aktivitat verschiedener Kortikosteroidrezeptor-
Subtypen (MR und GR) abhangig?

Sollte die ubiquitare Anwendung von Kortikosteroiden in der klinischen
Audiologie aufgrund der auch in der vorliegenden Arbeit beobachteten,
komplexen Kortikoid-vermittelten Effekte auf die Horfunktion reevaluiert

werden?
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere

Eine Gesamtzahl von 29 weiblichen Wistar Ratten wurde in dieser Arbeit verwendet.
Die Versuchstiere wurden von Charles River Laboratories bezogen (Research
Models and Services, Germany GmbH, Sulzfeld) und waren zu Beginn der
Experimente durchschnittlich 8.5 Wochen alt. Die Wistar Ratten wurden gemaf der
Richtlinie 2010/63/EU des Europaischen Parlaments und Rates und der
Tierschutzkommission in Tubingen (Regierungsprasidium des Landes Baden-
Wiurttemberg) sowie unter Kontrolle des tierarztlichen Dienstes der Universitat
Tuabingen in einem 12-stindlich wechselnden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.
Wahrend der Haltungsphase sowie den Versuchspausen erhielten die Ratten
Wasser und Futter ad libitum. Die Habituationsphase zwischen Eintreffen der Ratten
in der Tierhaltung des Universitatsklinikums und Beginn der Versuche betrug zwei
Wochen. Zu den Versuchstagen wurden die Ratten am Morgen aus ihren
Haltungskafigen in Transportkafige umgesetzt und in die Versuchsraume uberfuhrt,
wo sie maximal neun Stunden verbrachten. Der Rucktransport in die Tierhaltung und
die Umsetzung in die Haltungskafige erfolgte am selben Abend (vor 19.00 Uhr). Die
Ratten zeigten keine Verhaltensauffalligkeiten, die auf Stress wahrend der
Umsetzung beziehungsweise des Transports oder sonstige Beeintrachtigungen

hindeuten konnten.

2.2 Experimentaldesign und injizierte Substanzen

Die Versuchstiere wurden randomisiert in sechs Versuchsgruppen aufgeteilt.
Finf Versuchsgruppen wurden einer Schallexposition (Englisch: acoustic
trauma, AT) ausgesetzt. Von diesen exponierten Versuchstieren wurden
vier Versuchsgruppen 90 Minuten vor der Schallexposition mit verschiedenen GR-
und MR-potenten Substanzen wie unten beschrieben vorbehandelt
(Versuchsgruppe 3: Kortikosteron + Vehikel-Substanz, Versuchsgruppe 4:
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Kortikosteron + Mifepriston, Versuchsgruppe 5: Kortikosteron + Spironolacton und
Versuchsgruppe 6: Kortikosteron + Metyrapon). Eine der schallexponierten
Versuchsgruppen erhielt nur die Vehikel-Substanz (Versuchsgruppe 2). Funf Ratten
dienten als nicht schallexponierte Kontroligruppe (Versuchsgruppe 1: kein AT +
Vehikel-Substanz).

Es ergaben sich folgende Versuchsgruppen:

1) Kein AT  Vehikel-Substanz (n=5)
2) AT Vehikel-Substanz (n=5)
3) AT Kortikosteron + Vehikel-Substanz (n=5)
4) AT Kortikosteron + Mifepriston (GR-Antagonist) (n=5)
5) AT Kortikosteron + Spironolacton (MR-Antagonist) (n=5)
6) AT Kortikosteron + Metyrapon (Kortikosteron-Syntheseblocker)  (nh=4)

Nach der Injektion wurden die Versuchstiere bis zur Schallexposition
beziehungsweise Kontrollbehandlung wieder in ihre Heimkafige gesetzt, wo sie
freien Zugriff auf Wasser und Nahrung hatten. Die Gabe der Wirkstoffe erfolgte bei
allen Tieren zum jeweils gleichen Zeitpunkt der zirkadianen Rhythmik, um den
tageszeitlichen Einfluss in Bezug auf Kortikosteron so gering wie moglich zu halten.

Kortikosteron

Es wurde bereits mehrfach bestatigt, dass der Kortikosteronspiegel im Blut und Urin
weiblicher Versuchstiere sowohl durch soziale Stressinduktion als auch durch eine
Kortikosteron-Injektion signifikant ansteigt (Thorpe, Rajabi et al. 2012, Singer,
Zuccotti et al. 2013, Tass, Adamchic et al. 2013). Kortikosteron wurde jeweils allein
und parallel zu GR- und MR-inhibierenden Substanzen als ,pharmakologisch
erzeugte Stresskomponente® injiziert. Hierzu wurde Kortikosteron (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) in einer LOosungsmittelmischung aus Polyethylenglycol (PEG,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und Ethanol (1:10 Verhaltnis) gelOst
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(1 mg Kortikosteron in 0,33 ml Losung) und mit einer Dosis von 3 mg/kg
Korpergewicht intraperitoneal injiziert (Tass, Adamchic et al. 2013).

Metyrapon

Metyrapon (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde in einer Losungsmittelmischung
aus Polyethylenglycol (PEG, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und Ethanol (1:10
Verhaltnis) gelost (1 mg Metyrapon in 0,1 ml LOsung) und intraperitoneal mit einer
Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht injiziert (Tahera, Meltser et al. 2006). Metyrapon
ist ein 11B-Hydroxylase-Inhibitor, welcher in der Nebenniere die Umwandlung von
Desoxykortikosteron und Kortikosteron katalysiert (Daynes, Araneo et al. 1990,
Zhou, Zhu et al. 2011). Dabei hat Metyrapon keinen akuten Effekt auf den basalen
Kortikosteronspiegel, sondern verhindert vor allem eine stressinduzierte Produktion
und Sekretion von Kortikosteron in den Blutkreislauf (Cox und Shield 1999, Yang
und Shield 2000). Metyrapon erreicht seine maximale Serumkonzentration etwa
eine Stunde nach Gabe und seine Konzentration sinkt nach vier Stunden schon auf
ein Achtel. Daher erfolgte die Gabe 90 min vor Beginn der akustischen
Uberstimulation (Tahera, Meltser et al. 2006).

Spironolacton

Die MR-Antagonisten-Gruppe wurde mit je 100 mg/kg Korpergewicht Spironolacton
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) behandelt. Spironolacton wurde hierzu in einer
Losungsmittelmischung aus Polyethylenglycol (PEG, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
und Ethanol (1:10 Verhaltnis) geldst (1 mg Spironolacton in 0,03 ml Losung) und 90
Minuten vor Beginn der akustischen Uberstimulation intraperitoneal injiziert (Tahera,
Meltser et al. 2006).

Mifepriston

Mifepriston (RU-486) wird im klinischen Alltag der Gynakologie seit bereits Uber 30
Jahren routinemaRig fur induzierte Aborte eingesetzt (Bygdeman und Van Look
1988). RU-486 ist ein spezifischer Antagonist des GR, ohne starke Affinitat zum MR
zu besitzen. Dabei kann bereits eine in-vivo Dosis von 0.25 mg/kg Korpergewicht
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den GR effektiv inhibieren (Daynes, Araneo et al. 1990, Pierson, Wang et al. 2000,
Zhao, Chua et al. 2001, Trune und Kempton 2009). RU-486 erreicht seine maximale
Serumkonzentration nach 1,5 - 2 Stunden und seine Wirksamkeit kann bis zu 90
Stunden anhalten kann (Foldesi, Falkay et al. 1996, Tahera, Meltser et al. 2006).
Die Versuchsgruppe erhielt je eine Dosis von 100 mg/kg Koérpergewicht RU-486
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die hier gewahlte Dosierung ist somit 400-fach so
hoch wie die nachgewiesene effektive Dosis. Mifepriston wurde in einer
Losungsmittelmischung aus Polyethylenglycol (PEG, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
und Ethanol (1:10 Verhaltnis) gelost (1 mg Mifepriston in 0,03 ml Losung). Die
intraperitoneale Injektion erfolgte 90 Minuten vor Beginn der akustischen
Uberstimulation (Tahera, Meltser et al. 2006).

Vehikel-Substanz

Die Vehikel-Substanz bestand parallel zur Losung der oben genannten Wirkstoffe
aus Polyethylenglycol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und Ethanol (1:10
Verdunnung). Die intraperitoneale Injektion der Substanz erfolgte mit je 2 ml/kg
Korpergewicht.

Schallexposition oder Sham
(Kontrolle)

ABR ABR ABR ABR
l / Immunhistochemisghe
90 M t * Auswertungen'
inuten
g } H ---------- LI + -----------------
Vortest T Tag 3 Tag 7 Tag 1%- 16

Substanz- Praparation der
behandlung Cochlea

Abbildung 3. Schematische Darstellung der zeitlichen Abfolge des Experimentes. 90 Minuten vor der
Schallexposition wurde Kortikosteron (KORT) zeitgleich mit einer Vehikel-Substanz (Ethanol/PEG 1:10)
beziehungsweise einem  Mineralokortikoid/Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten  (MR-/GR-) intraperitoneal
verabreicht. Die Horfunktion der Versuchstiere wurde (ber einen Zeitraum von 14 - 16 Tagen kontrolliert. Vortests
erfolgten 7 Tage vor der Schall- bzw. Scheinexposition. Das Cochlea-Gewebe wurde nach Beendigung des
elektrophysiologischen Abschnittes prapariert. Es folgte anschlieRend die immunhistochemische Auswertung des
gewonnen Gewebes.
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Die Horfunktion der Versuchstiere wurde uber einen Zeitraum von 14-16 Tagen
kontrolliert (wie unter 2.5. beschrieben). Die Vormessungen erfolgten sieben Tage
vor der Schall- beziehungsweise Scheinexposition (Abbildung 3). Das Cochlea-
Gewebe fur die immunhistochemischen Auswertungen wurde nach Beendigung des
elektrophysiologischen Abschnittes der Experimente (und somit 14 - 16 Tage nach
der Substanzbehandlung und Schallexposition) gewonnen und prapariert (siehe 2.7
und 2.8. bezuglich des methodischen Vorgehens).

Zur quantitativen Analyse der KORT- und Kreatinin-Konzentrationen wurde von
narkotisierten Versuchstieren Urin wahrend der akustischen Uberstimulation, der
Scheinexposition sowie im Rahmen der ersten audiometrischen Verlaufskontrolle
am dritten Tag gesammelt. Um den Einfluss des zirkadianen Rhythmus auf die
endogene KORT-Konzentration zu minimieren, wurden alle Urinentnahmen
zwischen 9.00 Uhr und 14.00 Uhr durchgefuhrt.

Die Quantifizierung der KORT- und Kreatinin-Konzentrationen in den Urinproben
sowie die Berechnung der KORT-Kreatinin-Quotienten erfolgte mithilfe eines
standardisierten Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) durch das externe
Labor ,IDEXX Laboratories in Ludwigsburg® (Singer, Kasini et al. 2018).

2.3 Anasthesie

Die Narkotisierung der Tiere erfolgte mittels intraperitonealer Kombinationsnarkose
(1 ml/kg Korpergewicht) aus Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg Korpergewicht;
Ketavet®, Pfizer Pharmacia GmbH, Karlsruhe) und Xylazinhydrochlorid (5 mg/kg
Korpergewicht; Rompun® 2%, Bayer Health Care, Leverkusen). Zur Beurteilung der
Narkosetiefe wurde 15 Minuten nach Injektion des Narkotikums die Auslosbarkeit
des Zwischenzehenreflexes der Ratten Uberprift und bei Bedarf bis zu einem Drrittel
der Initialdosis nachinjiziert.
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Wahrend und bis vier Stunden nach der Narkose wurde die Korperkerntemperatur
der Tiere mithilfe eines digitalen Thermometers regelmallig dberpruft und
gegebenenfalls durch Kiahl- und Warmemethoden (Kuhlpads bzw. Infrarotlicht und
beheizbaren Unterlagen) konstant zwischen 35,5°C und 37,0°C gehalten.

Um die Augen der Versuchstiere vor dem Austrocknen zu schutzen, wurde in
regelmaligen Abstanden Polyacrylsaure-Augengel (Vidisic®, Bausch&Lomb
GmbH, Dr. Mann Pharma, Berlin) aufgetragen.

2.4 Akustische Uberstimulation und Scheinexposition

Im Rahmen der akustischen Uberstimulation wurden die Versuchstiere 60 Minuten
lang akustischen Stimuli (Frequenz von 10 kHz, bei einem Schalldruck von 116 dB
SPL rms) ausgesetzt.

Hierzu wurde eine Beschallungsbox aus MDF-Platten eingesetzt. Die Box war mit
sechs seitlich montierten Lautsprechern (Soundcraft piezo, Conrad Electronic,
Hirschau, Deutschland) und einem grof3en Lautsprecher im Dach der Box (DR45N,
8 Q, Visaton, Haan, Deutschland) ausgestattet. Die Kalibrierung erfolgte tuber ein
Mikrofon (Briel & Kjaer, Typ 2670, 1/4", 5SmV/Pa; Naerum, Danemark). Die Signale
wurden computergesteuert generiert und der gewulnschte Schalldruck Uber einen
speziell angefertigten Verstarker/Abschwacher (Wulf Elektronik, Frankfurt,
Deutschland) reguliert.

Die Versuchstiere wurden narkotisiert und in die vorgewarmte Beschallungskammer
auf einen Drehteller gelegt. Nach der Halfte der Beschallungszeit (30 Minuten)
wurde die Liegeposition der Versuchstiere von vorwarts nach ruckwarts der
Rotationsrichtung geandert. Auf diese Weise konnte eine moglichst gleichmallige
Schallexposition beider Ohren erreicht werden.
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Die Scheinexposition (Englisch: Sham) fur die nicht exponierten Versuchsgruppen
erfolgte ebenso in einer zweiten Beschallungsbox bei ausgeschaltetem Ton
beziehungsweise Lautsprecher.

Die Vitalparameter sowie die Narkosetiefe wurden 15 Minuten vor und mindestens
zwei Mal wahrend der Exposition kontrolliert und nach Bedarf Narkotikum appliziert.
15 — 20 Minuten nach Ende der Exposition folgten die Postmessungen (ABR und
Messung der DPOAE).

Die Ratten wurden nach den Messungen bis zum Aufwachen aus der Narkose
einzeln in Aufwachkafigen gehalten und beobachtet. Die Korpertemperatur wurde
mithilfe von feinen Temperatursonden kontinuierlich registriert und bei Bedarf
Warme zugefuhrt oder zu hohe Korpertemperaturen mit Kuhlkissen reguliert. Der
Rucktransport in die Tierhaltung und die Umsetzung in die Haltungskafige erfolgte
am selben Abend (vor 19.00 Uhr).

2.5 Hirnstammaudiometrische Messungen

Akustische Stimuli generieren im Innenohr Nervenimpulse, die durch den Nervus
cochlearis Uber das Stammhirn zum auditorischen Kortex geleitet werden. Diese
resultierenden elektrischen Potentialanderungen im auditorischen System werden

bei der Hirnstammaudiometrie (Auditory Brainstem Response, ABR) aufgezeichnet.

Die ABR ist eine haufig angewandte Methode zur objektiven Untersuchung der
Horfahigkeit von Menschen und Versuchstieren und beruht primar auf der
neuronalen Ableitung von fruhen akustisch evozierten Potentialen (AEP) im
auditorischen System. Den Versuchstieren wurden breitbandige Klickgerausche
(,click-ABR") oder Tone einer spezifischen Frequenz Uber Lautsprecher prasentiert
und die Antwortpotentiale auf Hirnstammebene im Rahmen eines
Elektroenzephalogramms (EEG) Uber subkutane Elektroden fur die ersten 10 ms

nach Stimulation aufgezeichnet und aufsummiert.
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Auf diese Weise kann man zum einen objektiv die Horschwelle der Tiere bestimmen
(derjenige Schalldruckpegel, ab dem eine reizkorrelierte Hirnstammantwort
registriert wird) und zum anderen das frequenzabhangige Horvermogen der Tiere
differenziert analysieren.

Vor Beginn der Hérmessungen wurden die Versuchstiere wie unter 2.3 Anasthesie
beschrieben  narkotisiert. Die  Ableitung der  akustisch  evozierten
Hirnstammpotentiale erfolgte in einer schalldichten Messkabine (IAC 400-A,
Industrial Acoustics Company GmbH, Niederkrichten, Germany). Um dabei die
Auskuhlung der Versuchstiere wahrend der Messung zu vermeiden, wurde eine
beheizbare Unterlage verwendet. Aullerdem wurden Vitalparameter (Puls und
Atmung) akustisch und visuell durch einen an die Elektroden angeschlossenen
Audiomonitor und Oszillographen auf3erhalb der Messkammer Uberwacht.

Die Generierung der Stimuli und die Aufzeichnung der ABRs erfolgte
computergesteuert (Computerprogramm CAP/ABR, AG Knipper, HNO-
Universitatsklinik Tubingen; IBM) mithilfe von Multifunktions I/O-Karten (PCI-6032E
und PCI-MIO-16E1, National Instruments, Austin, Texas, USA).

Der Schalldruckpegel der erzeugten Stimuli wurde durch einen Verstarker und
Potentiometer automatisch gesteuert (Wulff Elektronik, Frankfurt, Deutschland). Die
generierten Stimuli wurden den Versuchstieren schlief3lich Uber einen Lautsprecher
(Beyerdynamic DT-911, Heilbronn, Deutschland) prasentiert (Abbildung 4). Dabei
wurde das zu messende Ohr in drei Zentimeter Entfernung zur Mitte des
Lautsprechers platziert. Zur Erfassung der Hirnstammpotenziale wurden mithilfe
einer Kanule subkutan drei Silberelektroden gesetzt (Durchmesser 0,25 mm;
Goodfellow, Cambridge, UK): eine Elektrode auf dem Vertex, etwa funf Millimeter
kranial der Augen (Referenzelektrode), eine weitere ventrolateral des zu messenden
Ohres (aktive Elektrode) und eine dritte am Rucken des Tieres (Masseelektrode).
Zur Ermittlung der tatsachlichen Stimuluslautstarke wurde zusatzlich ein
1/4“ Prazisionsmikrofon mit Vorverstarker (Bruel&Kjaer, Typ 2670, 3,5mV/Pa;
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Naerum, Danemark) uber dem messenden Ohr der Versuchsratte platziert. Dieses
Mikrofon wurde zuvor akustisch kalibriert (AcousticCalibrator, Typ 4231; 94 dB SPL
bei 1kHz).

Computer

Reizgenerierung )))
W\A/Signalaufzeichnung fv
A A i
Signalfilter & Mikrofonlverstérker i
Signalverstarker ~ \4
A i Reizverstarker &
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' Vorverstirker E
= : Mikrofon
Flekiroden b Lautsprecher
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Abbildung 4. Schematischer Aufbau der Hirnstammaudiometrie (ABR). Der Reiz wurde computergesteuert
generiert und Uber einen Verstarker und Potentiometer liber einen Lautsprecher ausgegeben (rot). Das ABR-Signal
wurde Uber drei Messelektroden (hellgriin), einem Signalverstarker und dem Signalfilter abgeleitet (dunkelgriin) und
mithilfe des Computers aufgezeichnet.
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Nicht-frequenzspezifische Horschwellenbestimmung (click-ABR)

Im Zuge der nicht-frequenzspezifischen Hormessungen (click-ABR) zur Beurteilung
der Horschwelle der Versuchstiere wurden breitbandige Klickgerausche (100 us
lang) verschiedener Polaritat verwendet. Diese begannen bei einem
Schalldruckpegel von 0 dB SPL und stiegen in 5 dB-Stufen auf bis zu 105 dB SPL
an. Dabei wurden die Klickgerausche fur jeden Schalldruckpegel 64-256 Mal
wiederholt (in Abhangigkeit von dem Signal/Rausch-Verhaltnis).
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Abbildung 5. Beispiel einer click-ABR einer normalhérenden Ratte. Die Spannungsanderung der ABR-Funktion
wurde im Zeitverlauf (10 ms) in aufsteigender Lautstarke (Attenuation (dB)) aufgetragen. Die Horschwelle dieser
Ratte liegt bei 90 dB attenuation (blaue Linie).
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Das ausgegebene Signal ergab sich aus einer Mittelung der Messwerte aller
Wiederholungen je prasentiertem Schalldruckpegel und wurde bei einer Frequenz
von 10 kHz aufgezeichnet (Abbildung 5). Die Horschwelle ergab sich aus dem
niedrigsten Schalldruckpegel, bei dem eindeutig sichtbare akustisch evozierte
Potentiale abgeleitet werden konnten.

Frequenzspezifische Horschwellenbestimmung (f-ABR)

Fir die Analyse des frequenzabhangigen Horvermogens (f-ABR) und damit fur die
Bestimmung der frequenzspezifischen Horschwellen wurden Reintdne verwendet
(3 ms lang; 1 ms ein- und 1 ms ausgeblendet), von 10-110 dB SPL in 5 dB-Schritten
ansteigend mit 32 — 128 Wiederholungen.
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Abbildung 6. Beispiel der f-ABR einer normalhérenden Ratte. Die Spannungsédnderung der ABR-Funktion wurde
im Zeitverlauf (10 ms) in aufsteigender Lautstarke (SPL (dB)) bei 2.00 - 45.25 kHz aufgetragen. Die Horschwelle bei
der jeweiligen Frequenz ist durch blaue Linien markiert.
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Dies erfolgte fur Frequenzen zwischen 1.0 kHz und 45.25 kHz, mit einer Aufldsung
von zwei Schritten pro Oktave (Abbildung 6). Auf diese Weise konnte der
Frequenzbereich der Horfahigkeit von Ratten (0.25 kHz - 80 kHz), bis auf die nur
sehr schwierig messbaren Randbereiche untersucht werden (Lobarinas, Salvi et al.
2013, Rucker und Antes 2013). Die Signale wurden mit einer Wiederholungsrate von
etwa 40 Hz fur 10 ms aufgezeichnet, 50000-fach amplifiziert (Neuron1; Wulf
Elektronik), gefiltert (F1; Wulf Elektronik) und ebenfalls gemittelt. Die Software liel3
Signale, die nach Verstarkung eine Amplitude von Uber circa 1.5 V aufwiesen,
automatisch unberucksichtigt und konnte so Artefakte von Herzschlag,
Atemgerauschen (und weiteren nicht auditorisch neuronalen Aktivitaten)
ausschlieRen. Auch hier ergab sich die Horschwelle fur jede der untersuchten
Frequenzen aus dem niedrigsten Schalldruckpegel, bei dem sich ein
Potentialverlauf noch deutlich vom Hintergrundrauschen unterscheiden liel3.

2.6 Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen

Die Messung distorsiv produzierter otoakustischer Emissionen (DPOAE) dient der
spezifischen Untersuchung der Funktion duRerer Haarzellen (AHZ). Die AHZ sind
ein Teil eines nichtlinearen Verstarkungssystems, welches bei Anregung mit zwei
reinen Tonen einen dritten erzeugt, das Distorsionsprodukt. Distorsionsprodukte
entstehen somit durch aktive Bewegung der AHZ.

FuUr die Messungen der DPOAE wurden die Versuchstiere wie unter 2.3 Anasthesie
beschrieben narkotisiert. Die AHZ-Funktion wurde anhand des Wachstumsverlaufs
(I/O-Funktion) und der maximalen Antwort des kubischen Distorsionsproduktes der
otoakustischen Emissionen im DP-Gramm (L1 = 50 dB SPL) bei der jeweiligen
Distorsionsfrequenz 2f1-f2 ermittelt (Knipper, Bandtlow et al. 1998). So wurden
zunachst Frequenzpaare von Tonen (Verhaltnis f2/f1 = 1.25, fur Schalldruck L1 bei
f1 gilt: L1 = L2 + 10 dB SPL) zwischen f2 = 4 kHz und f2 = 32 kHz prasentiert und

das entstehende Distorsionsprodukt aufgezeichnet. Die Schwelle der
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I/O-Funktion des  Distorsionsproduktes 2f1-f2 wurde als derjenige
Schalldruck L1 definiert, der ein eindeutig Uber dem Rauschen liegendes
Distorsionsprodukt (> 5 dB) erzeugte.

2.7 Praparation der Versuchstiere und der Cochlea

Nach Beendigung des elektrophysiologischen Teils der Experimente wurden die
Versuchstiere gemall ethischer Leitlinien der Universitat Tubingen und des
Tierschutzgesetzes (BGBI. | S. 1206, §4) durch Inhalation von Kohlenstoffdioxid-
Gas getotet und dekapitiert.

AnschlieRend  wurden die  Schadelhalften  aller  Versuchstiere  fur
die immunhistologische Auswertung in RNAlater (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific GmbH, Germany, Ulm) dberfuhrt und die Cochleae unverzuglich isoliert
und prapariert.

Die Fixierung der Cochleae erfolgte in einer 2% Paraformaldehyd- und 125mM
Saccharaose in 100 mM phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, phosphate buffered
saline; pH 7,4) fur 2 Stunden. Nach der Fixierung wurden die Cochleae dekalzifiziert.
Hierzu wurden die Praparate zunachst 90 Minuten in Rapid Bone Decalcifier
(Eurobio, Les Ulis Cedex, France) und darauffolgend Uber Nacht in 25% Succrose
in Hanks’ buffered saline inkubiert (Maller 1991).

Letztlich wurden aus den praparierten, fixierten und dekalzifizierten Cochleae
Kryostatschnitte mit einer Dicke von 10 ym angefertigt und auf SuperFrost Plus
Objekttrager (Thermo Fisher Scientific GmbH, Germany, Ulm) aufgezogen. Bis zur
weiteren Auswertung beziehungsweise bis zur immunhistochemischen Farbung

wurden die Schnitte bei einer Temperatur von -20°C aufbewahrt (Maller 1991).

Die Colliculi inferiores (IC), auditorischen Cortices (AC) und Hippocampi (HC)
wurden fur die PCR-Auswertung gemal des Atlasses fur Ratten
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(Yang und Shield 2001) identifiziert, mit einer feinen Pinzette abgegriffen und sofort
in flussigem Stickstoff schockgefroren.

2.8 Immunhistochemische Untersuchung

Zur immunhistochemischen Auswertung wurden die Schnitte aufgetaut und nach
standardisiertem  Protokoll bearbeitet. Hierbei erfolgte zunachst eine
Permeabilisierung des Gewebes mit 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) in PBS fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Um unspezifische Bindungen des
Primarantikorpers zu minimieren, war vor seiner Zugabe das Blockieren aller
unspezifischen Epitope des Gewebes und damit die Absattigung
dieser notig. Als Blockierungslosung wurde 4% Normalserum aus der
Ziege (,normal goat serum®, NGS) in PBS fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in

einer Feuchtekammer verwendet.

AnschlieRend erfolgte Uber Nacht die Inkubation des behandelten Gewebes mit zwei
spezifischen  Primarantikorpern.  Diese  wurden mit  unterschiedlichen
Konzentrationen in 2% NaCl, 0,1% Triton X-100 in PBS und 1% NGS verdiunnt,
beide zeitgleich auf die Objekttrager gegeben (jeweils 100 pl) und Uber Nacht in
einer Feuchtekammer bei 4°C inkubiert.

Tabelle 1. Verwendete Primarantikorper zur immunhistochemischen Untersuchung der Cochlea-Schnitte.

Bezeichnung Verdiinnung Bezugsquelle

mouse monoclonal 150 BD Transduction Laboratories, CA,
anti-CtBP2/RIBEYE ' USA

rabbit polyclonal 1-8000 Generiert fur die AG Knipper
anti-otoferlin1 ' (Schug, Braig et al. 2006)

Als Primarantikorper wurden monoklonale Maus Antikorper gegen CtBP2 (,anti-
CtBP2/RIBEYE" - 1:50 verdunnt; BD Transduction Laboratories, CA, USA) und
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polyklonale Kaninchen Antikorper gegen Otoferlin1 (1:8000 verdunnt; generiert fur
die AG Knipper (Peden, McGee et al. 2002, Schug, Braig et al. 2006)) verwendet
(Tabelle 1).

Diese Primarantikorper wurden mit Cyanin 3-konjugierten Ziegen anti-Kaninchen
lgG (1:1500 verdunnt; Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA) und Alexa
Fluor 488-konjugierten Ziegen anti-Maus (1:500 verdunnt Molecular Probes, USA)
IgG detektiert und dargestellt. Hierfur wurden die Kryostatschnitte am nachsten Tag
zunachst drei Mal mit PBS jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.
AnschlieRend wurden die Antikorper in 2% NaCl, 0,1% Triton X-100 in PBS und 1%
NGS verdunnt, beide zeitgleich auf die Objekttrager gegeben (jeweils 100 pl) und
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Im nachsten Schritt wurden die behandelten Schnitte wieder drei Mal mit PBS (fur
30 Minuten, bei Raumtemperatur) gewaschen und mit Vectashield Mounting
Medium (Molecular Probes, USA) mit 4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
eingedeckelt.

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte mit einem Olympus BX61
Mikroskop, ausgestattet mit einem 100x Objektiv (NA=1,35), einer motorisierten z-
Achse und Epifluoreszenzbeleuchtung. Aufnahmen der inneren Haarsinneszellen
(IHZ) wurden mit einer CCD Kamera (XM10, Olympus) und der Software cellSens
Dimension (Olympus Soft Imaging Solutions OSIS GmbH, Munster, Deutschland)
erstellt.

Far die Auswertung wurden von den IHZ in den Cochleae-Schnitten sogenannte ,z-
Stacks® erstellt. Z-Stacks sind Bildserien entlang der z-Achse des Mikroskops und
damit eine mehrschichtige Aufnahme uber wenige Mikrometer in die Tiefe der
Cochleae-Kryostatschnitte. Dazu wurden in unterschiedlichen Fokusebenen der
Schnittpraparate Aufnahmen erstellt und spater die maximale Intensitatsprojektion
der Stapel ausgewertet (Abbildung 7).
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Ein z-Stack bestand dabei aus 18 - 20 einzelnen Bildebenen mit einer Dicke von
0,49 pm (in z-Richtung). Damit konnten die IHZ auf den Kryostatschnitten in axialer
Richtung Uber eine Distanz von mindestens 8,0 ym abgebildet und so die
kompletten IHZ (einschlie3lich der Zellkerne und synaptischen Regionen) uber ihre

gesamte Breite und Lange erfasst werden.

Achsen des
Mikroskops y
(Olympus BX61)

v

Bunjyory-z ur awyeujnejadelspig

P
Nl

Abbildung 7. Schematische Darstellung eines z-Stacks. Es wurden in unterschiedlichen Fokusebenen der
Schnittpraparate Aufnahmen gesichert (zur Vereinfachung sind in dieser Abbildung nur vier Bildebenen dargestellt)
und in maximaler Intensitatsprojektion ausgewertet.

Diese z-Stacks wurden anschlielfend mithilfe der Software cellSens Dimension
durch den ,Nearest Neighbour“-Algorithmus (OSIS GmbH, Munster, Deutschland).
dreidimensional dekonvolutiert und in maximaler Intensitatsprojektion dargestellt.

In der 3D-Dekonvolution wurde gleichzeitig das storende Streulicht zum
ursprunglichen Ort unter- und oberhalb der Fokusebene berucksichtigt und so die
ursprungliche Form der Objekte in der Bildebene rekonstruiert. Durch diese
Werkzeuge wirkten die Aufnahmen weniger verzerrt und das dargestellte Bild
erschien in erhohter Scharfe und Auflosung (Biggs 2010).
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2.9 Statistische Tests

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Statistikprogramm Prism Version 6
(Graph Pad Software, Inc.; La Jolla, USA) verwendet. Werte in dieser Arbeit sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt, wenn nicht explizit anders
angegeben.

Absolute Horschwellen fur nicht-frequenzspezifische Hormessungen (Click-ABR)
und maximale Antworten der Distorsionsprodukte wurden mit der 1-Way ANOVA
(Alpha-Niveau von 0,05) auf statistisch relevante Unterschiede Uberpruft. Im Fall von
Signifikanz wurden mit dem Sidak Post-Test Paarvergleiche durchgefihrt.
Frequenzspezifische Horschwellen (f-ABR), frequenzspezifische
Distorsionsproduktschwellen sowie die Anzahl der Ribbon-Synapsen der Inneren
Haarsinneszellen wurden mit der 2-Way ANOVA (Alpha-Niveau von 0,05) auf
signifikante Unterschiede bezuglich der Behandlung uberpruft und diese mit dem
Post-Test nach Holm-Sidak auf Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
verglichen.

Waren die Bedingungen fur die Anwendbarkeit statistischer Verfahren bei
Nichterfullung der Mindestanzahl oder Streuungsungleichheit nicht erfullt, wurden
fur die jeweiligen Versuchsgruppen Mittelwerte mit Standardabweichung (wenn nicht
explizit anders angegeben) deskriptiv dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress auf die Horfunktion in
Abhangigkeit von der Aktivitat der Kortikosteroidrezeptor-Subtypen

Der Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress durch Kortikosteron (KORT)-
Behandlung auf die Horfunktion nach einer Schallexposition (Englisch: acoustic
trauma, AT) bzw. Scheinexposition (Kontrolle, Sham) wurde in Abhangigkeit von der

Aktivitat verschiedener Kortikosteroidrezeptor-Subtypen in einem Rattentiermodell

untersucht.
Schallexposition oder Sham
(AT) (Kontrolle)
ABR ABR ABR ABR

l &QL\Q l l l
90 Minuten
Q : H—I " onom | ..... |
Vortest Tag3 Tag7 Tag 14

Erwartete Erwartete
Kortikosteronlevel Aktivierung der
Substanz- im Blut »Stressrezeptoren”
| behandlung ‘(%\ induziert via endogener GR MR
Substanz- Anstieg
behandlung

+ - —
Vehikel
Kortikosteron - + - -

 E—— (KORT)

Kortikosteron - + —>

+ Metyrapon

Kortikosteron - + - - 4

+ Spironolacton

Kortikosteron - + - - X

+ Mifepriston

Abbildung 8. Experimentaldesign. 90 Minuten vor der Schallexposition wurde Kortikosteron (KORT) zeitgleich mit
einer Vehikel-Substanz (Ethanol/PEG 1:10) beziehungsweise eines Mineralokortikoid/Glukokortikoidrezeptor-
Antagonisten (MR-/GR-) intraperitoneal verabreicht. Die Horfunktion der Versuchstiere wurde (iber einen Zeitraum
von 14 Tagen kontrolliert. Vortests erfolgten 7 Tage vor der Schall- bzw. Scheinexposition.
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Hierzu wurde 90 Minuten vor einer akustischen Uberstimulation (116 dB SPL, 10
kHz, 60 Minuten) Kortikosteron (3 mg/kg Korpergewicht) zeitgleich mit einer Vehikel-
Substanz (Ethanol/PEG 1:10, 2 ml/kg Korpergewicht) beziehungsweise eines
Mineralokortikoid/Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten (MR-/GR-) intraperitoneal
verabreicht. Die Horfunktion der Versuchstiere wurde Uber einen Zeitraum von 14-
16 Tagen kontrolliert. Die Vormessungen erfolgten 7 Tage vor der Schall-
beziehungsweise Scheinexposition (Abbildung 8).

3.1.1 Kortikosteron-Behandlung ohne zusatzliche Rezeptorantagonisierung

Der Frage nachgehend, ob Kortikosteron (KORT) alleine einen ototoxischen oder
sogar otoprotektiven Effekt auf die Horfunktion nach einer Schallexposition besitzt,
wurde vor der Schallexposition KORT intraperitoneal (3 mg/kg Korpergewicht)
appliziert.

Im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach Trauma, verzeichnete sowohl
die Vehikel als auch KORT behandelte Versuchsgruppe eine statistisch signifikante
Horschwellenabwanderung, welche sich in click- als auch in frequenzspezifischen
ABR-Messungen zeigte (Abbildung 9A, Vehikel+AT: Vortest 6.3 dB SPL + 2.98 dB,
post AT 51.5 dB SPL + 20.40 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001, KORT+AT: Vortest 6.1
dB SPL + 2.56 d, post AT 75.80 dB SPL t+ 18.33 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001;
Abbildung 9B/Abbildung 9C, Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001,
KORT+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001). In der Kontrollgruppe kam es
durch die Scheinexposition zu keiner Veranderung der gemessenen Horfunktion
(Abbildung 9A, Kontrolle: Vortest 5.3 dB SPL + 2.04 dB, post Sham 6.3 dB SPL +
2.1 dB).

In Vormessungen konnte kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
Kontrolle, Vehikel+AT und KORT+AT bezlglich der Horfunktionen festgestellt
werden (Abbildung 9A Vortest und Abbildung 9B). Es wurde ein KORT vermittelter
ototoxischer Effekt durch click- und frequenzspezifische ABR-Messungen direkt
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nach der Schallexposition beobachtet. In den KORT behandelten Versuchstieren
kam es unmittelbar nach der Schallexposition zu einer statistisch signifikant
starkeren Schwellenabwanderung im Vergleich zu den Vehikel behandelten
Versuchstieren (Abbildung 9A post AT, Vehikel+AT: 51.50 dB SPL + 20.40 dB,
KORT+AT: 75.80 dB SPL + 18.33 dB, t-test: p<0.05; Abbildung 9C, 2way-ANOVA:
p<0.0001). Sieben und vierzehn Tage nach der Schallexposition konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen gemessen werden
(Abbildung 9A Tag 7 Vehikel+AT 23.00 dB SPL + 8.80 dB, KORT+AT 25.30 dB SPL
+11.73 dB, t-test: p=0.6192; Tag 14 Vehikel+AT 20.70 dB SPL + 6.80 dB, KORT+AT
21.8 dB SPL = 7.7 dB, t-test: p=0.754; Abbildung 9E, 2way-ANOVA: p=0.1890;
Abbildung 9F, 2way-ANOVA: p=0.2918).

Eine nahezu vollstandige Remission der Horschwelle zeigten die Ergebnisse der
ABR-Messungen im Verlauf von 14 Tagen sowohl fur Vehikel als auch fur KORT
behandelte Versuchstiere in tiefen und mittleren Frequenzen relativ zu den
Vormessungen (Abbildung 9B/Abbildung 9F 1-4 kHz, Vehikel+AT Vortest/Tag 14,
2way-ANOVA: p=0.0925, KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p=0.1347),
wahrend - wie zu erwarten analog zum verwendeten Frequenzbereich der
Schallexposition (116 dB SPL bei 10 kHz, 60 Minuten) - in beiden Gruppen bei
hoheren Frequenzen weiterhin eine starke Schwellenabwanderung existierte
(Englisch: permanent threshold shift, PTS; Abbildung 9B/Abbildung 9F 8-45 kHz,
Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001, KORT+AT Vortest/Tag 14,
2way-ANOVA: p<0.0001).

DPOAE-Messungen zeigten im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach
Trauma, eine statistisch signifikante Reduktion der DPOAE Amplituden (Abbildung
10A, Vehikel+AT: Vortest 19.40 dB SPL + 6.26 dB, post AT -4.50 dB SPL + 8.33 dB,
2way-ANOVA: p<0.001, KORT+AT: Vortest 18.60 dB SPL + 7.00 dB, post AT -5.10
dB SPL £ 4.36 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001, Kontrolle: Vortest 16.10 dB SPL + 4.28
dB, post Sham 16.4 dB SPL + 4.26 dB) und DPOAE Schwellen (Abbildung
10B/Abbildung 10C, Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001,
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KORT+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001). Selbst nach drei, sieben und
14 Tagen war diese Reduktion noch deutlich zu sehen (Abbildung 10D-F,
Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001, KORT+AT Vortest/Tag 14,
2way-ANOVA: p<0.0001). Verglich man jedoch zwischen diesen beiden beschallten
Versuchsgruppen, konnte wahrend des gesamten Messzeitraumes kein statistisch
signifikanter Unterschied der DPOAE Amplituden und Schwellen beobachtet werden
(Abbildung 10A post AT-Tag 14 und Abbildung 10C-F).

Zusammenfassend fuhrte die pharmakologische Induktion von Stress durch
Kortikosteron-Injektion (3 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) ohne zusatzliche
Rezeptorantagonisierung 90 Minuten vor der Schallexposition initial zu einer
signifikant starkeren Horschwellenabwanderung im Vergleich zur Vehikel-
Behandlung und stellte sich mit einem deutlicheren Temporaren Threshold Shift
(TTS) dar. Die Kortikosteron-Injektion erhohte die kurzfristige Vulnerabilitat der
Horfunktion. Im Verlauf von zwei Wochen zeigte sich jedoch das initiale deutliche
Defizit im Vergleich zur Vehikel-Gruppe nicht mehr, sodass verglichen kein
signifikant starkerer Permanent Threshold Shift (PTS) zu sehen war. Die
Kortikosteron-Injektion hatte keinen Einfluss auf das ABR/DPOAE-Profil in
Hormessungen 14 Tage nach der Schallexposition im Vergleich zur Vehikel-
Behandlung.
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Abbildung 9. Audiometrische Untersuchungen des Effektes von KORT auf die Horschwellenremission nach
Schallexposition. (A) Click-ABR-Horschwellen fiir Kontrollen (weiler Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer Balken,
n=5) und KORT + AT (schwarzer Balken, n=5) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf von vor der Schallexposition
(Vortest) bis zwei Wochen nach Schallexposition (Tag 3, 7 und 14). Im Detail sind die frequenzspezifischen ABR-
Schwellen fiir Vehikel + AT (Rauten), KORT + AT (Kreise) und Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den Zeitpunkten (B)
Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag 14 nach Schallexposition dargestellt. Der
Hauptfrequenzbereich der zur Vertdubung verwendeten Schallexposition ist in (B-D) als grauer Balken abgebildet.
Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanzen sind
mit Sternchen (*,**,***) aufgefiihrt. Rauten und Kreise > 110 markieren Einzelohren in der jeweiligen
Versuchsgruppe, fiir die keine Hérschwelle bestimmbar war (da Hérschwelle > 110 dB SPL).
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Abbildung 10. Untersuchungen des Effektes von KORT auf die DPOAE nach Schallexposition. (A) DPOAE Maximum-
Amplituden flr Kontrollen (weil3er Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer Balken, n=5) und KORT + AT (schwarzer Balken,
n=5) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf. Im Detail sind die frequenzspezifischen DPOAE-Schwellen fiir Vehikel +
AT (Rauten), KORT + AT (Kreise) und Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach
Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag 14 nach Exposition dargestellt. Alle Daten sind als Mittelwerte mit
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3.1.2 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Hemmung der endogenen
Kortikosteron-Produktion

Nachdem ein initialer ototoxischer Effekt von pharmakologisch induziertem Stress
durch KORT-Gabe auf die Horfunktion nach einer akustischen Uberstimulation
festgestellt wurde, erfolgte im nachsten Schritt zusatzlich zur pharmakologischen
Stressinduktion die Hemmung der endogenen KORT-Produktion in der
Nebennierenrinde durch Metyrapon-Behandlung (10 mg/kg Korpergewicht,
i.p.). Metyrapon hat als Wirkstoff keinen Einfluss auf die basale KORT-
Serumkonzentration, inhibiert jedoch einen akuten endogenen Anstieg der KORT-
Serumkonzentration als Antwort auf akuten exogen erfahrenen Stress (Cox und
Shield 1999, Yang und Shield 2000).

Im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach Trauma, zeigte sich in Vehikel
und Metyrapon/KORT behandelten Versuchstieren eine statistisch signifikante
Horschwellenabwanderung (Abbildung 11A, Vehikel+AT: Vortest 6.3 dB SPL + 2.98
dB, post AT 515 dB SPL + 2040 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001,
Metyrapon/KORT+AT: Vortest 6.2 dB SPL + 2.54 dB, post AT 64.9 dB SPL £ 30.14
dB, 2way-ANOVA: p<0.0001; Abbildung 11B/Abbildung 11C, Vehikel+AT
Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001, Metyrapon/KORT+AT Vortest/post AT,
2way-ANOVA: p<0.0001). In der Kontrollgruppe kam es durch die Scheinexposition
zu keiner Veranderung der gemessenen Horfunktion (Abbildung 9A, Kontrolle:
Vortest 5.3 dB SPL + 2.04 dB, post Sham 6.3 dB SPL + 2.1 dB).

In Vormessungen konnte kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
Kontrolle, Vehikel+AT und Metyrapon/KORT+AT bezuglich der Horfunktionen
beobachtet werden (Abbildung 11A Vortest und Abbildung 11B). Es wurde in den
Metyrapon/KORT behandelten Versuchstiere direkt nach der Schallexposition ein
ahnlich starker Horverlust wie in Vehikel behandelten Tieren verzeichnet. So konnte
keine  statistisch  signifikant  verschiedene  Schwellenabwanderung im
Vergleich zu den Vehikel behandelten Versuchstieren festgestellt
werden (Abbildung 11A post AT, Vehikel+AT: 51.5 dB SPL + 20.40 dB,

37



Metyrapon/KORT+AT: 64.9 dB SPL £ 30.14 dB, t-test: p=0.2783; Abbildung 11C,
2way-ANOVA: p=0.0961). Nach sieben und vierzehn Tagen war kein statistisch
signifikanter Unterschied der Horfunktion Metyrapon/KORT und Vehikel behandelter
Versuchstiere zu beobachten (Abbildung 11A Tag 7 Vehikel+AT 23.00 dB SPL +
8.80 dB, Metyrapon/KORT+AT 24.80 dB SPL + 10.53 dB, t-test: p=0.6859; Tag 14
Vehikel+AT 20.70 dB SPL + 6.80 dB, Metyrapon/KORT+AT 21.7 dB SPL + 9.39 dB,
t-test: p=0.8082; Abbildung 10E, 2way-ANOVA: p=0.2965; Abbildung 11F, 2way-
ANOVA: p=0.3832).

Eine Remission der Horschwelle wurde in Vehikel und Metyrapon/KORT
behandelten Tieren zwei Wochen nach der Schallexposition in tiefen und mittleren
Frequenzen relativ zu den Vormessungen festgestellt (Abbildung 11B/Abbildung
11F 1-4 kHz, Vehikel+tAT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p=0.0925,
Metyrapon/KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p=0.1053), wohingegen im
Frequenzbereich von Uber 8 kHz weiterhin eine starke Schwellenabwanderung
verzeichnet wurde (Abbildung 11B/Abbildung 11F 8-45 kHz, Vehikel+AT
Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001, Metyrapon/KORT+AT Vortest/Tag 14,
2way-ANOVA: p<0.0001).

Ein vergleichbares Bild stelle sich fiir die DPOAE-Messungen zur Priifung der AHZ-
Funktion dar. Es konnte im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach
Trauma, eine statistisch signifikante Verminderung der DPOAE Amplitude
(Abbildung 12A, Vehikel+AT: Vortest 19.4 dB SPL £ 6.26 dB, post AT -4.5 dB SPL
+ 8.33 dB, 2way-ANOVA: p<0.001, Metyrapon/KORT+AT: Vortest 13.70 dB SPL +
6.08 dB, post AT -5.30 dB SPL + 4.49 dB, 2way-ANOVA: p<0.001) und DPOAE
Schwelle (Abbildung 12B/Abbildung 12C, Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-
ANOVA: p<0.0001, Metyrapon/KORT+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA:
p<0.0001) beobachtet werden. Diese Reduktion der DPOAE Amplitude und
Schwelle war bis zu vierzehn Tage nach der Schallexposition noch vorhanden
(Abbildung 12F, Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001,
Metyrapon/KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001). Demgegenuber
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konnte im Gruppenvergleich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von zwei
Wochen kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Vehikel und
Metyrapon/KORT behandelten Tieren festgestellt werden (Abbildung 12A Tag 3-Tag
14 und Abbildung 12C-F). Die Vulnerabilitit der AHZ-Funktion wurde durch
pharmakologische Stressinduktion bei zeitgleicher Inhibition der endogenen KORT-

Synthese nicht beeinflusst.

Zusammenfassend hatte die pharmakologische Induktion von Stress durch
Kortikosteron-Injektion (3 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) bei zeitgleicher
Hemmung der endogenen Kortikosteron-Synthese durch Metyrapon-Behandlung
(10 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) 90 Minuten vor einer akustischen
Uberstimulation keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Schallvulnerabilitat
beziehungsweise das ABR/DPOAE-Profil im Vergleich zur Vehikel- und isolierten
Kortikosteron-Behandlung. Die Remission der Horfunktion blieb ebenfalls Uber den
gemessenen Zeitraum von 14 Tagen parallel zur reinen Kortikosteron-Behandlung

unbeeinflusst.
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Abbildung 11. Audiometrische Untersuchungen des Effektes von Metyrapon/KORT auf die Hérschwellenremission
nach Schallexposition. (A) Click-ABR-Horschwellen fir Kontrollen (weiler Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer
Balken, n=5) und Metyrapon/KORT + AT (schwarzer Balken, n=4) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf von vor
der Schallexposition (Vortest) bis zwei Wochen nach Schallexposition. Im Detail sind die frequenzspezifischen ABR-
Schwellen fiir Vehikel + AT (Rauten), Metyrapon/KORT + AT (Kreise) und Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den
Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag 14 nach Schallexposition
dargestellt. Der Hauptfrequenzbereich der zur Vertdubung verwendeten Schallexposition ist in (B-D) als grauer
Balken abgebildet. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische
Signifikanzen sind mit Sternchen (*,**,***) aufgeflihrt. Rauten und Kreise > 110 markieren Einzelohren in der
jeweiligen Versuchsgruppe, fiir die keine Horschwelle bestimmbar war (da Horschwelle > 110 dB SPL).
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Abbildung 12. Untersuchungen des Effektes von Metyrapon/KORT auf die DPOAE nach Schallexposition. (A)
DPOAE Maximum-Amplituden fiir Kontrollen (weier Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer Balken, n=5) und
Metyrapon/KORT + AT (schwarzer Balken, n=4) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf. Im Detail sind die
frequenzspezifischen DPOAE-Schwellen fiir Vehikel + AT (Rauten), Metyrapon/KORT + AT (Kreise) und Kontrolle
(hellgraue Kurve) zu den Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag 14 nach
Schallexposition dargestellt. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt.
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3.1.3 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten

Um der Frage nachzugehen, uber welchen Rezeptor pharmakologisch induzierter
Stress durch KORT-Gabe die beobachteten Effekte auf die Horfunktion nach einer
Schallexposition vermittelte, wurden die Versuchstiere im Folgenden zusatzlich zu
KORT mit dem MR-Antagonisten Spironolacton behandelt. Auf diese Weise
konnten vor allem Effekte untersucht werden, die durch Aktivierung dieser
Rezeptorsubtypen Uber KORT vermittelt wurden.

Im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach Trauma, zeigte sich sowohl in
Vehikel als auch Spironolacton/KORT behandelten Versuchstieren ein statistisch
signifikanter Horverlust (Abbildung 13A, Vehikel+AT: Vortest 6.3 dB SPL + 2.98 dB,
post AT 515 dB SPL + 2040 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001,
Spironolacton/KORT+AT: Vortest 5.0 dB SPL + 1.15 dB, post AT 65.5 dB SPL +
26.87 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001; Abbildung 13B/Abbildung 13C, Vehikel+AT
Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001, KORT+AT Vortest/post AT, 2way-
ANOVA: p<0.0001).

In Vormessungen konnte kein Unterschied bezuglich der Horfunktionen zwischen
den Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und Spironolacton/KORT+AT
festgestellt werden (Abbildung 13A Vortest und Abbildung 13B). In den
Spironolacton/KORT und Vehikel behandelten Versuchstieren wurde direkt nach der
Schallexposition eine ahnlich groRe Schwellenabwanderung beobachtet (Abbildung
13A post AT, Vehikel+AT: 51.5 dB SPL + 20.40 dB, Spironolacton/KORT+AT: 65.5
dB SPL + 26.87 dB, t-test: p=0.2059; Abbildung 13C, 2way-ANOVA: p=0.1669). In
Messungen drei, sieben und 14 Tage nach der Schallexposition erholte sich die
Horfunktion der beiden Versuchsgruppen gleichermallen, sodass in
Spironolacton/KORT behandelten Tieren an Tag 14 weiterhin ein ahnlich starker
Horverlust wie in den Vehikel behandelten Tiere verzeichnet wurde. Somit waren
keine statistisch signifikanten Unterschiede der Horschwelle Uber den kompletten
gemessenen Zeitraum von 14 Tagen in click- und frequenzspezifischer ABR zu

42



beobachten (Abbildung 13A Tag 7 Vehikel+AT 23.00 dB SPL + 8.80 dB,
Spironolacton/KORT+AT 28.60 dB SPL * 12.68 dB, t-test: p=0.2666; Tag 14
Vehikel+AT 20.70 dB SPL £ 6.80 dB, Spironolacton/KORT+AT 24.40 dB SPL +
10.92 dB, t-test: p=0.8082; Abbildung 12E, 2way-ANOVA: p=0.3165; Abbildung
13F, 2way-ANOVA: p=0.3633).

Eine Remission der Horschwelle zeigten die Ergebnisse der ABR-Messungen im
Verlauf von zwei Wochen sowohl fur Vehikel als auch fur Spironolacton/KORT
behandelte Versuchstiere in tiefen und mittleren Frequenzen relativ zu den
Vormessungen (Abbildung 13B/Abbildung 13F 1-4 kHz, Vehikel+AT Vortest/Tag 14,
2way-ANOVA: p=0.0925, Spironolacton/KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA:
p=0.0736), wohingegen in hoheren Frequenzbereichen weiterhin eine starke
Schwellenabwanderung verzeichnet wurde (Abbildung 13B/Abbildung 13F
8-45 kHz, Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-
ANOVA: p<0.0001, Spironolacton/KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA:
p<0.0001).

DPOAE-Messungen zeigten im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach
Trauma, eine statistisch signifikante Reduktion der DPOAE Amplitude (Abbildung
14A, Vehikel+AT: Vortest 19.4 dB SPL + 6.26 dB, post AT -4.5 dB SPL £ 8.33 dB,
2way-ANOVA: p<0.001, Spironolacton/KORT+AT: Vortest 14.50 dB SPL + 3.80 dB,
post AT -3.90 dB SPL + 2.71 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001) und DPOAE Schwelle
(Abbildung 14B/Abbildung 14C, Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA:
p<0.0001, Spironolacton/KORT+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001).
Diese Reduktion der DPOAE Amplitude beziehungsweise Schwelle blieb Uuber den
weiteren gemessen Zeitraum von 14 Tagen weiterhin erhalten (Abbildung 14C-F,
Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001, Spironolacton/KORT+AT
Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001).  Wurden die DPOAE
Amplituden und Schwellen Vehikel und Spironolacton/KORT
behandelter Ratten verglichen, konnte zu den Zeitpunkten ,post AT”, ,Tag 3" und
.1ag 7% kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 14A
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post AT-Tag 7, Vehikel+AT Tag 7: 4.1 dB SPL £ 8.76 dB, Spironolacton/KORT+AT
Tag 7: 0.2 dB SPL £ 4.28 dB, t-test: p=0.3978 und Abbildung 14F, Tag 14, 2way-
ANOVA: p=0.2416).

14 Tage nach der akustischen Uberstimulation zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied der DPOAE-Amplitude zwischen diesen beiden Versuchsgruppen, bei
der sich die Reduktion der maximalen Amplitude in Spironolacton/KORT
behandelten Versuchstiere starker ausgepragt darstellte (Abbildung 14A Tag 14,
Vehikel+AT: 7.9 dB SPL  5.23 dB, Spironolacton/KORT+AT: -0.9 dB SPL + 5.31
dB, t-test: p<0.05). In den Messungen der DPOAE Schwelle 14 Tage nach
Schallexposition hingegen war kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Vehikel und Spironolacton/KORT behandelten Versuchstieren zu erkennen
(Abbildung 14F, 2way-ANOVA: p=0.0774).

Zusammenfassend fuhrte die pharmakologische Induktion von Stress durch
Kortikosteron-Injektion (3 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) bei zeitgleicher
Inhibition der Mineralokortikoidrezeptoren durch Spironolacton-Behandlung (100
mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) 90 Minuten vor einer akustischen
Uberstimulation zu keiner statistisch signifikant starkeren
Horschwellenabwanderung im hochfrequenten Bereich im Vergleich zur Vehikel-
Behandlung. Damit hatte die Stressinduktion bei zeitgleicher Hemmung der
Mineralokortikoidrezeptoren keinen wesentlichen Einfluss auf den akuten und
permanenten Trauma-induzierten Horschwellenverlust im Vergleich zu anderen
Versuchsgruppen. Die Vulnerabilitdt und Erholung der Horfunktion nach der
Schallexposition hing nicht von der Aktivierung der Mineralokortikoidrezeptoren ab.
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Abbildung 13. Audiometrische Untersuchungen des Effekts von Spironolacton/KORT auf die
Horschwellenremission nach Schallexposition. (A) Click-ABR-H6érschwellen fir Kontrollen (weilRer Balken, n=5),
Vehikel + AT (grauer Balken, n=5) und Spironolacton/KORT + AT (schwarzer Balken, n=5) behandelte Ratten im
zeitlichen Verlauf von vor der Schallexposition (Vortest) bis zwei Wochen nach Schallexposition (Tag 3, 7 und 14).
Im Detail sind die frequenzspezifischen ABR-Schwellen fiir Vehikel + AT (Rauten), Spironolacton/KORT + AT
(Vierecke) und Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E)
Tag 7 und (F) Tag 14 nach Schallexposition dargestellt. Der Hauptfrequenzbereich der zur Vertaubung verwendeten
Schallexposition ist in (B-D) als grauer Balken abgebildet. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) dargestellt. Rauten und Vierecke > 110 markieren Einzelohren in der jeweiligen Versuchsgruppe, fiir
die keine Horschwelle bestimmbar war (da Hérschwelle > 110 dB SPL).
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Abbildung 14. Untersuchungen des Effekts von Spironolacton/KORT auf die Horschwelle nach Schallexposition.
(A) DPOAE Maximum-Amplituden fiir Kontrollen (weiBer Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer Balken, n=5) und
Spironolacton/KORT + AT (schwarzer Balken, n=5) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf. Im Detail sind die
frequenzspezifischen DPOAE-Schwellen fiir Vehikel + AT (Rauten), Spironolacton/KORT + AT (Quadrate) und
Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag
14 nach Schallexposition dargestellt. Alle Daten als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt.
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3.1.4 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten

Die Inhibition der MR bei zeitgleicher pharmakologischer Stressinduktion zeigte im
Gegensatz zur reinen KORT-Behandlung keine negativen Effekte auf die
Schallvulnerabilitat der Versuchstiere. Weiterhin der Frage nachgehend, Uber
welche Kortikosteroidrezeptor-Subtypen pharmakologisch induzierter Stress die
Horfunktion der Versuchstiere modulieren konnte, wurde in einem letzten Schritt der
Einfluss von Glukokortikoidrezeptoren (GR) auf die Horfunktion nach einer
Schallexposition untersucht. Hierzu wurden die Versuchstiere gleichzeitig zu KORT
mit dem GR-Antagonisten Mifepriston 90 Minuten vor Beginn der akustischen
Uberstimulation behandelt.

Im gruppeninternen Vergleich, Vortest zu direkt nach Trauma, verzeichneten beide
Gruppen eine statistisch signifikante Horschwellenabwanderung (Abbildung 15A,
Vehikel+AT: Vortest 6.3 dB SPL £ 2.98 dB, post AT 51.5 dB SPL + 20.40 dB, 2way-
ANOVA: p<0.0001, Mifepriston/KORT+AT: Vortest 6.4 dB SPL + 3.90 dB, post AT
87.7 dB SPL % 7.67 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001; Abbildung 15B/Abbildung 15C,
Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001, Mifepriston/KORT+AT
Vortest/post AT, 2way-ANOVA: p<0.0001).

In Vormessungen konnten innerhalb der Versuchsgruppen ,Kontrolle®, ,Vehikel+AT*
und ,Mifepriston/KORT+AT" keine Unterschiede bezlglich der Horfunktionen
festgestellt werden (Abbildung 15A Vortest und Abbildung 15B). Eine statistisch
signifikant starkere Schwellenabwanderung wurde in den Mifepriston/KORT
behandelten Versuchstieren im Vergleich zur Vehikel-Behandlung direkt nach der
Schallexposition beobachtet (Abbildung 15A post AT, Vehikel+ AT: 51.5 dB
SPL + 20.40 dB, Mifepriston/KORT+AT: 87.7 dB SPL % 7.67 dB, t-test: p<0.0001;
Abbildung 15C, 2way-ANOVA: p<0.0001).

Drei, sieben und auch 14 Tage nach der Schallexposition bestand zwischen den
Mifepriston/KORT und Vehikel behandelten Versuchstieren weiterhin ein statistisch
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signifikanter Unterschied der HoOrschwelle im Bereich hoherer Frequenzen
(Abbildung 15A, Tag 3 Vehikel+AT 27.90 dB SPL * 9.88 dB, Mifepriston/KORT+AT
43.00 dB SPL * 8.41 dB, t-test: p=0.0017; Tag 7 Vehikel+AT 23.00 dB SPL + 8.80
dB, Mifepriston/KORT+AT 29.50 dB SPL + 4.07 dB, t-test: p=0.0401; Tag 14
Vehikel+AT 20.70 dB SPL * 6.80 dB, Mifepriston/KORT+AT 29.60 dB SPL + 4.52
dB, t-test: p=0.0030; Abbildung 15D-F, 2way-ANOVA: p<0.0001).

DPOAE-Messungen zeigten im gruppeninternen Vergleich direkt nach der
Schallexposition eine statistisch signifikante Reduktion der DPOAE Amplituden
(Abbildung 16A, Vehikel+AT: Vortest 19.4 dB SPL £ 6.26 dB, post AT -4.5 dB SPL
+ 8.33 dB, 2way-ANOVA: p<0.001, Mifepriston/KORT+AT: Vortest 14.90 dB SPL +
3.34 dB, post AT -6.60 dB SPL + 1.21 dB, 2way-ANOVA: p<0.0001) und DPOAE
Schwellen (Abbildung 16B/Abbildung 16C, Vehikel+AT Vortest/post AT, 2way-
ANOVA: p<0.0001, Mifepriston/KORT+AT Vortest/post AT, 2way-ANOVA:
p<0.0001). Diese Reduktion der DPOAE Amplitude beziehungsweis Schwelle blieb
uber den weiteren gemessen Zeitraum von 14 Tagen weiterhin erhalten (Abbildung
16B/Abbildung 16F, Vehikel+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001,
Mifepriston/KORT+AT Vortest/Tag 14, 2way-ANOVA: p<0.0001).

In den DPOAE-Messungen wurde im Gruppenvergleich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Vehikel und Mifepriston/KORT behandelten Versuchstieren
direkt und bis zu sieben Tage nach der Schallexposition bezuglich der Amplituden
und Schwellen verzeichnet (Abbildung 16A post AT Vehikel+AT -4.5 dB SPL + 8.33
dB, Mifepriston/KORT+AT -6.60 dB SPL + 1.21 dB, t-test: p=0.5977; Tag 3
Vehikel+AT -0.40 dB SPL * 8.35 dB, Mifepriston/KORT+AT 3.60 dB SPL + 5.67 dB,
t-test: p=0.4019; Tag 7 Vehikel+AT 4.10 dB SPL * 8.76 dB, Mifepriston/KORT+AT
2.20 dB SPL + 8.07 dB, t-test: p=0.7308; Abbildung 16D, 2way-ANOVA: p=0.1987;
Abbildung 16E, 2way-ANOVA: p=0.2229).
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Abbildung 15. Audiometrische Untersuchungen des Effektes von Mifepriston/KORT auf die Horschwellenremission
nach Schallexposition. (A) Click-ABR-Horschwellen fiir Kontrollen (weier Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer
Balken, n=5) und Mifepriston/KORT + AT (schwarzer Balken, n=5) behandelte Ratten im zeitlichen Verlauf von vor
der Schallexposition (Vortest) bis zwei Wochen nach Schallexposition. Im Detail sind die frequenzspezifischen ABR-
Schwellen fir Vehikel + AT (Rauten), Mifepriston/KORT + AT (Dreiecke) und Kontrolle (hellgraue Kurve) zu den
Zeitpunkten (B) Vortest, (C) direkt nach Trauma, (D) Tag 3, (E) Tag 7 und (F) Tag 14 nach Schallexposition
dargestellt. Der Hauptfrequenzbereich der Schallexposition ist in (B-D) als grauer Balken abgebildet. Alle Daten sind
als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanzen sind mit Sternchen
(*,**,***) aufgefuihrt. Rauten und Dreiecke > 110 markieren Einzelohren in der jeweiligen Versuchsgruppe, fir die
keine Horschwelle bestimmbar war (da Horschwelle > 110 dB SPL).
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14 Tage nach der akustischen Schallexposition wurde durch Mifepriston/KORT-
Behandlung relativ zur Vehikel-Behandlung eine statistisch signifikante Erhohung
der DPOAE Schwelle und eine allerdings statistisch nicht signifikante Reduktion
DPOAE Amplitude verzeichnet (Abbildung 16A Tag 14 Vehikel+AT 7.00 dB SPL +
5.23 dB, Mifepriston/KORT+AT -7.40 dB SPL £ 4.60 dB, t-test: p=0.1726; Abbildung
16F, 2way-ANOVA: p=0.0201).

Da DPOAE-Signale Auskunft Uber die Funktionalitdit der AHZ geben, ist die
Beteiligung der AHZ an dem zuvor beschriebenen signifikant starkeren Horverlust
der mit Mifepriston behandelten Versuchstiere naheliegend.

Vergleicht man die click- und frequenzabhangigen ABR-Schwellen der
Versuchsgruppen KORT + AT (reine pharmaklogische Stressinduktion) und
Mifepriston/KORT + AT (zusatzliche GR-Inhibition), zeigt sich unmittelbar nach der
Schallexposition eine  nicht  signifikante, dennoch deutlich  starkere
Schwellenabwanderung in GR-inhibierten Versuchstieren (Abbildung 17A post AT,
KORT+AT: 75.38 dB SPL + 18.33 dB, Mifepriston/KORT+AT: 87.70 dB SPL + 7.67
dB SPL, t-test: p=0,0745; Abbildung 17B, KORT+AT/Mifepriston/KORT+AT 2way-
ANOVA: p=0,0846). Dieser horfunktionell gemessene durch GR-Rezeptorinhibition
vermittelte Schaden zeigt sich Uber den gesamten Verlauf der 14 Tage starker als
bei isolierter KORT-Behandlung (Abbildung 17C Vehikel+AT/Mifepriston/KORT+
AT, 2way-ANOVA: p=0.0747).

Zusammenfassend verstarkte die pharmakologische Induktion von Stress (3 mg/kg
Korpergewicht, intraperitoneal) bei zeitgleicher Inhibition der
Glukokortikoidrezeptoren durch Mifepriston-Behandlung (100 mg/kg Korpergewicht,
intraperitoneal) 90 Minuten vor der Schallexposition deutlich die
Schwellenabwanderung im hochfrequenten Bereich im Vergleich zur Vehikel- und
isolierten Kortikosteron-Behandlung. Es zeigte sich eine erhdhte Vulnerabilitat der
Horfunktion. Auch der Remissionsverlauf verzeichnete im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen ein deutliches Defizit. Die Vulnerabilitat und Erholung der
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Horfunktion nach einer akustischen Uberstimulation wurde somit wesentlich von der

Aktivierung der Glukokortikoidrezeptoren beeinflusst.
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Abbildung 17. Untersuchungen der Versuchstiere bei Stressinduktion durch KORT-Behandlung und zeitgleicher GR-
Inhibition im direkten Vergleich. (A) Click-ABR-Horschwellen fiir Kontrollen (weiler Balken, n=5), Vehikel + AT (grauer
Balken, n=5), KORT + AT (schwarzer Balken, n=5) und Mifepriston/KORT + AT (brauner Balken, n=5) behandelte
Ratten im zeitlichen Verlauf von vor der Schallexposition (Vortest) bis zwei Wochen nach Schallexposition (Tag 14).
Im Detail sind die frequenzspezifischen ABR-Schwellen fiir gemittelte Vortests (graue gestrichelte Linie), Vehikel +
AT (graue durchgezogene Linie), KORT + AT (Kreise) und Mifepriston/KORT + AT (Dreiecke) zu den Zeitpunkten (B)
direkt nach Trauma und (C) Tag 14 nach Schallexposition dargestellt.
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3.2 Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress auf die Integritat der
afferenten synaptischen Strukturen

Als Mal} fur die Integritat der synaptischen SignalUubertragung an der IHZ kann die
Anzahl der Ribbon-Synapsen verwendet werden (Kujawa and Liberman 2009).

Um den Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress auf den Phanotyp Innerer
Haarsinneszellen (IHZ) in Abhangigkeit verschiedener Kortikosteroidrezeptor-
Subtypen zu uberprufen, wurde Versuchstieren 90 Minuten vor akustischer
Uberstimulation (116 dB, 10 kHz, 60 Minuten) Kortikosteron (KORT; 3mg/kg
Korpergewicht) zeitgleich mit einer Vehikel-Substanz (Ethanol/PEG 1:10, 2 ml/kg
Korpergewicht) beziehungsweise einem  Mineralokortikoid oder  Gluko-
kortikoidrezeptor-Antagonisten (Spironolacton, 100 mg/kg Korpergewicht, oder
Mifepriston, 100 mg/kg Korpergewicht) intraperitoneal verabreicht.

Dazu wurden  afferente  synaptische  Strukturen der [IHZ  mittels
immunhistochemischer Methoden untersucht. Als Primarantikbrper wurden
monoklonale Maus Antikorper gegen CtBP2 (anti-CtBP2/RIBEYE) und polyklonale
Kaninchen Antikdrper gegen Otoferlin1 verwendet (Tabelle 1). Es erfolgte die
Bestimmung der Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven Strukturen in einer
reprasentativen Menge aktiver Zonen verschiedener Cochlea-Windungen (apikal:
2—7 kHz, medial: 8-16 kHz, midbasal: 17-24 kHz und basal:>25 kHz (Muller 1991))
anhand von mikroskopisch erstellten Z-Stacks (Abbildung 18). Das Cochlea-
Gewebe fur diese Analyse wurde 14 Tage nach der Substanzbehandlung und
Schallexposition gewonnen und prapariert.
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Abbildung 18. Immunhistochemische Analyse der Ribbon-Synapsen. (A) Schematische Darstellung und (B)
immunhistochemische Aufnahmen. Mithilfe von Z-Stapeln wurde die Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven
Strukturen in einer reprasentativen Menge aktiver Zonen verschiedener Cochlea-Windungen ermittelt. Rote
Zellen: IHZ, griine Punkte am basalen Zellpol: CtBP2/RIBEYE-positive Ribbon-Synapsen.
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3.2.1 Kortikosteron-Behandlung ohne zusatzliche Rezeptorantagonisierung

Aktive Zonen wurden in apikaler, medialer, midbasaler und basaler Windung in

Kontrolle, Vehikel und KORT behandelten Tieren nach Schallexposition gezahilt.
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Abbildung 19. Immunhistochemische Untersuchung des Effektes von KORT auf den IHZ Phanotyp nach
Schallexposition. (A) zeigt exemplarisch Farbungen im basalen Abschnitt der Cochlea fiir Tiere der
Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und KORT+AT. CtBP2/RIBEYE-positive Ribbon-Synapsen (griine Punkte)
sind durch weilRe Pfeile beispielhaft hervorgehoben. Mafistab: 5 pm. (B) Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven
Ribbon-Synapsen pro IHZ von Kontrolle (weil’e Balken), Vehikel+AT (graue Balken) und KORT+AT (schwarze
Balken) in der apikalen, medialen, midbasalen und basalen Windung der Cochlea. Alle Daten sind als Mittelwerte
mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanz (t-test) ist mit Sternchen (*,**,***)
aufgefiihrt.
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Abbildung 19A zeigt eine reprasentative CtBP2-immunhistochemische Aufnahme
von IHZ im basalen Teil der Cochlea von Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT
und KORT+AT.

Es kam in allen ausgewerteten Windungen zu einer signifikanten Reduktion der
Anzahl von CtBP2-immunpositiven Ribbon-Synapsen an den IHZ von Vehikel und
KORT behandelten Versuchstieren nach der Schallexposition im Vergleich zu den
Kontrolltieren (Tabelle 2 und Abbildung 19B, Vehikel + AT/Kontrolle, t-test, apikal:
p<0.01, medial: p<0.0001, midbasal: p<0.0001, basal: p<0.0001,
KORT+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.05, medial: p<0.05, midbasal: p<0.0001,
basal: p<0.0001). Zwischen den Vehikel und KORT behandelten Versuchstieren
konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied bezuglich des Verlustes der
Ribbon-Synapsen festgestellt werden (Tabelle 2 wund Abbildung 19B,
Vehikel+AT/KORT+AT, t-test, apikal: p=0.9509, medial: p=0.0561, midbasal:
p=0.0543, basal: p=0.2944).

Tabelle 2. Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ (Mittelwert + SD)

apikal medial midbasal basal
Kontrolle 19.25+2.55n=5 | 19.64+3.20,n=5 | 19.72+2.19,n=5 | 19.62 + 2.27, n=5
Vehikel
. 15.91+2.21,n=5 | 15.09+2.13,n=5 | 15.48 + 1.63, n=5 | 15.28 + 2.42, n=5

15.83+3.43,n=5 17.23+2.53,n=5 | 16.81+£2.27,n=5 | 14.64 £2.82, n=5

Abbildung 19B zeigt die zugehorige graphische Darstellung.

Zusammenfassend wurde die Integritat der synaptischen Strukturen an den
IHZ durch eine pharmakologische Stressinduktion (Kortikosteron, 3 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) vor einer  akustischen Uberstimulation  nicht

signifikant beeinflusst. So konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
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bezuglich des Verlustes der Ribbon-Synapsen an den IHZ zwischen Vehikel+AT-
und KORT+AT-Behandlung festgestellt werden.

3.2.2 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Hemmung der endogenen

Kortikosteron-Produktion

Nachdem durch pharmakologische Stressinduktion Uber reine KORT-Gabe kein
Effekt auf den IHZ Phanotyp festgestellt werden konnte, wurde in einem nachsten
Schritt die Anzahl der Ribbon-Synapsen nach pharmakologisch induziertem Stress
und zeitgleicher Hemmung der endogenen KORT-Produktion analysiert. Hierfur
wurden die Versuchstiere 90 Minuten vor der akustischen Uberstimulation zeitgleich
mit Metyrapon und KORT behandelt.

Abbildung 20A zeigt reprasentative CtBP2-immunhistochemische Aufnahmen des
basalen IHZ-Pols im basalen Teil der Cochlea eines Kontrolle, Vehikel und
KORT/Metyrapon behandelten Tieres nach Schallexposition.

Die immunhistochemische Auswertung bestatigte eine signifikante Reduktion der
Anzahl CtBP2-immunpositiver Ribbon-Synapsen in allen untersuchten Cochlea-
Windungen der Vehikel+AT und Metyrapon/KORT+AT behandelten Versuchstiere
im Vergleich zu den Kontrolltieren (Tabelle 3 wund Abbildung 20B,
Vehikel+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.01, medial: p<0.0001, midbasal: p<0.0001,
basal: p<0.0001, Metyrapon/KORT+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.05, medial:
p<0.01, midbasal: p<0.001, basal: p<0.0001).

Zwischen Vehikel und Metyrapon/KORT behandelten Versuchstieren konnte kein
Unterschied in der apikalen, medialen und midbasalen Windung bezuglich der
Anzahl der Ribbon-Synapsen festgestellt werden (Tabelle 3 und Abbildung 20B,
Vehikel+AT/Metyrapon/KORT+AT, t-test, apikal: p=0.4312, medial: p=0.0599,
midbasal: p=0.2899).
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Im Gegensatz dazu wurde in den IHZ aus basalen Windungen von Metyrapon/KORT
behandelten Versuchstieren im Vergleich zur Vehikel-Gabe eine starkere, statistisch
signifikante, Reduktion der Anzahl von Ribbon-Synapsen verzeichnet (Tabelle 3 und
Abbildung 20B, Vehikel+AT/Metyrapon/KORT+ AT, t-test, basal: p<0.05).
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Abbildung 20. Immunhistochemische Untersuchung des Effektes von Metyrapon/KORT auf den IHZ Phanotyp nach
Schallexposition. (A) zeigt exemplarisch Farbungen im basalen Abschnitt der Cochlea fiir Tiere der
Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und Metyrapon/KORT+AT. CtBP2/RIBEYE-positive Ribbon-Synapsen
(griine Punkte) sind durch weilte Pfeile beispielhaft hervorgehoben. MaRstab: 5 um. (B) Anzahl der CtBP2/RIBEYE-
positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ von Kontrolle (weilRe Balken), Vehikel+AT (graue Balken) und
Metyrapon/KORT+AT (schwarze Balken) in der apikalen, medialen, midbasalen und basalen Windung der Cochlea.
Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanz (t-test)
ist mit Sternchen (*,**,***) aufgefiihrt.
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Die basale Region der Ratten-Cochlea reprasentiert nach Frequenzkarte vor allem
den Perzeptionsbereich fur hohere Frequenzen ab 25 kHz (Muller 1991) und
entsprach demnach - analog zur Schallexposition mit einer Zentrumsfrequenz von

10 kHz — dem Bereich mit einem grolRem zu erwartenden Schaden.

Tabelle 3. Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ (Mittelwert + SD)

apikal medial midbasal basal

Kontrolle 19.25 +2.55, n=5 19.64 + 3.20, n=5 19.72 £ 2.19, n=5 19.62 + 2.27, n=5

Vehikel

+ AT 15.91 + 2.21, n=5 15.09 + 2.13, n=5 15.48 + 1.63,n=5 | 15.28 +2.42, n=5

Metyrapon/

KORT 14.75 + 3.09 n=5 16.66 + 2.82, n=5 16.36 + 3.53, n=5 | 13.53 £3.90, n=5
+ AT

Abbildung 20B zeigt die zugehorige graphische Darstellung.

Zusammenfassend wurde die Integritat der synaptischen Strukturen an den IHZ in
Cochlea-Regionen hoher Frequenzen im Vergleich zur Vehikel-Behandlung
statistisch signifikant starker bei pharmakologischer Stressinduktion durch KORT-
Gabe (3 mg/kg Korpergewicht, i.p.) und zeitgleicher Hemmung der endogenen
KORT-Synthese (Metyrapon, 10 mg/kg Korpergewicht, i.p.) beeinflusst. Die
endogene KORT-Synthese konnte in diesem Zusammenhang einen bedeutenden
Einfluss auf die Integritdt der Ribbon-Synapsen hochfrequenter IHZ und den

Remissionsverlauf dieser nach einer Schallexposition besitzen.
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3.2.3 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten

Um den Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress in Abhangigkeit von
verschiedenen Kortikosteroidrezeptor-Subtypen zu Uberpriufen, wurden die
Versuchstiere vor der Schallexposition zusatzlich zu KORT mit dem
Mineralokortikoidrezeptor (MR)-Antagonisten Spironolacton behandelt und deren
Cochleae bzw. IHZ Phanotyp 14 Tage darauf mittels immunhistochemischer
Farbungen analysiert.

Eine reprasentative CtBP2/RIBEYE-Farbung basaler IHZ der einzelnen
Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und Spironolacton/KORT+AT ist in
Abbildung 21A dargestellt.

Die Untersuchung der Ribbon-Synapsen zeigte eine statistisch signifikante
Reduktion der Anzahl der Ribbon-Synapsen in allen Windungen der Vehikel und
Spironolacton/KORT behandelten und beschallten (AT) Versuchstiere im Vergleich
zu Kontrolltieren (Tabelle 4 und Abbildung 21B, Vehikel+AT/Kontrolle, t-test, apikal:
p<0.01, medial: p<0.0001, midbasal: p<0.0001, basal: p<0.0001,
Spironolacton/KORT+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.01, medial: p<0.0001,
midbasal: p<0.0001, basal: p<0.0001).

Tabelle 4. Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ (Mittelwert + SD).

apikal medial midbasal basal
Kontrolle 19.25+2.55,n=5 | 19.64 + 3.20,n=5 | 19.72+£2.19, n=5 | 19.62 + 2.27, n=5
Vehikel
£ AT 15.91£2.21,n=5 | 15.09 + 2.13,n=5 | 15.48 £ 1.63, n=5 | 15.28 + 2.42, n=5

Spironolacton/

KORT 13.67 +4.27n=4 | 1456 +3.13, n=4 | 14.54 + 3.58, n=4 11.58 + 3.20, n=4
+ AT

Abbildung 21B zeigt die zugehorige graphische Darstellung.
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Abbildung 21. Immunhistochemische Untersuchung des Effektes von Spironolacton/KORT auf den IHZ Phanotyp
nach Schallexposition. (A) zeigt exemplarisch Farbungen im basalen Abschnitt der Cochlea fir Tiere der
Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und Spironolacton/KORT+AT. CtBP2/RIBEYE-positive Ribbon-Synapsen
(griine Punkte) sind durch weil3e Pfeile beispielhaft hervorgehoben. Mafistab: 5um. (B) Anzahl der CtBP2/RIBEYE-
positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ von Kontrolle (weilRe Balken), Vehikel+AT (graue Balken) und
Spironolacton/KORT+AT (schwarze Balken) in der apikalen, medialen, midbasalen und basalen Windung der
Cochlea. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanz
(t-test) ist mit Sternchen (*,**,***) aufgefiihrt.

Dagegen wurde zwischen den behandelten Versuchsgruppen Vehikel+AT und
Spironolacton/KORT+AT kein statistisch signifikanter Unterschied bezuglich des
Ribbon-Verlustes verzeichnet (Tabelle 4 und Abbildung 21B,
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Vehikel+AT/Spironolacton/KORT+AT, t-test, apikal: p=0.1690, medial: p=0.3059,
midbasal: p=0.2394, basal: p=0.5237).

Zusammenfassend wurde die Vulnerabilitat synaptischer Strukturen an den IHZ
durch pharmakologische Stressinduktion mit KORT-Injektion (3 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) bei zeitgleicher Inhibition der MR (Spironolacton, 100 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) im Vergleich zur Vehikel-Behandlung nicht signifikant verandert.
Es konnte zwischen Vehikel und Spironolacton/KORT behandelten und
schallexponierten Versuchstieren an den IHZ kein Unterschied bezuglich des
Verlustes von Ribbon-Synapsen festgestellt werden. Somit war die Integritat der
afferenten synaptischen Strukturen der IHZ nach Schallexposition in der hier
vorgestellten Versuchsdurchfuhrung nicht von der Aktivierung der MR abhangig.

3.2.4 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten

Nachdem in Versuchstieren die Inhibition der Glukokortikoidrezeptoren (GR) bei
zeitgleicher KORT-Gabe vor der Schallexposition die Vulnerabilitat der Horfunktion
im Vergleich zur Vehikel- und reinen KORT-Behandlung deutlich erhohte (siehe
unter 3.1.4) und auch der Remissionsverlauf ein Defizit aufwies, wurden die
Cochleae dieser Versuchstiere im Folgenden mittels immunhistochemischer
Farbungen untersucht.

Abbildung 22A zeigt reprasentative CtBP2-immunhistochemische Aufnahmen
basaler IHC der einzelnen Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und
Mifepriston/KORT+AT.

Eine statistisch signifikante Reduktion der Anzahl von CtBP2-immunpositiven
Ribbon-Synapsen zeigte die immunhistochemische Auswertungen der Windungen
Vehikel und Mifepriston/KORT behandelter Versuchstiere nach der Schallexposition

im Vergleich zu den Kontrolltieren (Tabelle 5 und Abbildung 22B,
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Vehikel+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.01, medial: p<0.0001, midbasal: p<0.0001,
basal: p<0.0001, Mifepriston/KORT+AT/Kontrolle, t-test, apikal: p<0.01, medial:
p<0.0001, midbasal: p<0.0001, basal: p<0.0001).
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Abbildung 22. Immunhistochemische Untersuchung des Effektes von Mifepriston/KORT auf den IHZ Phéanotyp
nach Schallexposition. (A zeigt exemplarisch Farbungen im basalen Abschnitt der Cochlea fiir Tiere der
Versuchsgruppen Kontrolle, Vehikel+AT und Mifepriston/KORT+AT. CtBP2/RIBEYE-positive Ribbon-Synapsen
(griine Punkte) sind durch weilte Pfeile beispielhaft hervorgehoben. MaRstab: 5 um. (B) Anzahl der CtBP2/RIBEYE-
positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ von Kontrolle (weilRe Balken), Vehikel+AT (graue Balken) und
Mifepriston/KORT+AT (schwarze Balken) in der apikalen, medialen, midbasalen und basalen Windung der Cochlea.
Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. Statistische Signifikanz (t-test)
ist mit Sternchen (*,**,***) aufgefiihrt.
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Wiahrend medial und midbasal keine signifikant verschiedene Anderung der Anzahl
CtBP2-immunpositiver Ribbon-Synapsen in Mifepriston/KORT behandelten
Tieren im Vergleich zur Vehikel-Behandlung beobachtet werden konnte,
zeigten die apikalen und viel erheblicher die basalen IHZ der
Mifepriston/KORT+AT-Tiere einen statistisch signifikant starkeren Verlust
von Ribbon-Synapsen im Vergleich zur Vehikel-Behandlung (Tabelle 5 und
Abbildung 22B, Vehikel+AT/Mifepriston/KORT+AT, t-test, apikal: p<0.05, medial:
p=0.7030, midbasal: p=0.9716, basal: p<0.0001).

Tabelle 5. Anzahl der CtBP2/RIBEYE-positiven Ribbon-Synapsen pro IHZ (Mittelwert + SD).

apikal medial midbasal basal

Kontrolle 19.25+2.55,n=5 | 19.64 + 3.20, n=5 19.72 £ 2.19, n=5 19.62 + 2.27, n=5

Vehikel

+ AT 15.91+2.21,n=5 | 15.09+£2.13,n=5 | 1548 +1.63,n=5 | 15.28 £ 2.42, n=5

Mifepriston/

KORT 11.00 £+ 3.60,n=5  15.63+£3.19,n=5 15.05+2.72,n=5 | 10.48 £2.94, n=5
+ AT

Abbildung 22 zeigt die zugehdrige graphische Darstellung.

Die basale Region der Cochlea reprasentiert den Verarbeitungsbereich flr hohe
Frequenzen ab 25 kHz (Mdller 1991) und entspricht somit der Cochlea-Region, in
der durch eine Schallexposition mit einer Zentrumsfrequenz von 10 kHz ein groRer
zu erwartender Schaden entsteht. So war der signifikante Unterschied zwischen der
Anzahl von CtBP2-immunpositiven Ribbon-Synapsen der Vehikel und KORT-
behandelten Tiere im wesentlichen auf eine erhebliche Erhdhung der Vulnerabilitat
von hochfrequenten beziehungsweise basalen afferenten synaptischen Strukturen

zurlckzufuhren.

Im Rahmen der immunhistochemischen Auswertungen stellte sich aus technischer

Sicht die Untersuchung der apikalen Windung, in erster Linie in der
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Mifepriston/KORT+AT-Gruppe, besonders erschwert dar. Aus diesem Grund war die
Menge der ausgewerteten apikalen IHZ nur gering und die Qualitat bzw.
Aussagekraft der Daten nicht ausreichend. Die statistisch signifikante Reduktion der
apikalen Ribbon-Synapsen ist daher nicht robust genug fur eine abschliel3ende
Bewertung. Die Daten sind im Zuge der Vollstandigkeit dennoch mit aufgefuhrt.

Zusammenfassend wurde die Integritat der synaptischen Strukturen an den IHZ
durch pharmakologische Stressinduktion mit Kortikosteron-Injektion (3 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) bei zeitgleicher Inhibition der GR (Mifepriston, 100 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) im Vergleich zur Vehikel-Behandlung in Cochlea-Regionen
hoher Frequenzen statistisch signifikant starker beeinflusst. Die Inhibition der GR
fuhrte zu einer maflgeblich erhdhten Schallvulnerabilitat, die sich vor allem mit einer
erheblichen Vulnerabilitat der hirnstammaudiometrisch bestimmten Horfunktion und

IHZ-Synapse korrelieren liel3.
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3.3 Quantifizierung der Stress-Level durch Messung von Kortikosteron-

Urinkonzentrationen

Um den Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress in Abhangigkeit von der
Aktivitat verschiedener Kortikosteroidrezeptor-Subtypen auf die Horfunktion nach
einer akustischen Uberstimulation (AT) zu prifen, wurde 90 Minuten vor der
Schallexposition Kortikosteron (KORT; 3mg/kg Korpergewicht) zeitgleich mit einer
Vehikel-Substanz (Ethanol/PEG 1:10, 2 ml/kg Kdorpergewicht) beziehungsweise
einem Mineralokortikoid/Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten (MR-/GR-)
intraperitoneal verabreicht. Von Versuchstieren wurde dabei wahrend und drei Tage
nach der Schallexposition beziehungsweise der Scheinexposition im Rahmen der

Hormessungen Urin gesammelt.

Die Quantifizierung der KORT- und Kreatinin-Konzentrationen in den Urinproben
erfolgte mithilfe eines standardisierten Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay
(ELISA) durch ein externes Labor (IDEXX Laboratories, Ludwigsburg). Nach
Berechnung des KORT/Kreatinin-Quotienten konnte eine quantitative Aussage uber
die Stress-Level der Tiere zum Zeitpunkt der Urinentnahme getroffen werden
(Singer, Kasini et al. 2018). Um den Einfluss des zirkadianen Rhythmus auf die
endogene KORT-Konzentration zu minimieren, wurden alle Urinentnahmen
zwischen 9.00 Uhr und 14.00 Uhr durchgefuhrt.

Die Auswertung der Urinproben zum Zeitpunkt der Schallexposition zeigte in rein mit
KORT behandelten Versuchstieren eine leichte statistisch nicht signifikante
Erhohung des KORT-Kreatinin-Quotienten (KKrQ) im Vergleich zu Vehikel
behandelten Versuchstieren und Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu verzeichneten
Spironolacton/KORT und Mifepriston/KORT behandelte Versuchstiere einen
groleren statistisch jedoch ebenfalls knapp nicht signifikanten Anstieg des KKrQ
(Abbildung 23A, Vehikel+AT/Spironolacton/KORT+AT, t-test: p=0.063; Vehikel+AT
/Mifepriston/KORT+AT, t-test: p=0.068). Das Stress-Niveau der Versuchstiere
schien durch die medikamentose Applikation von KORT und MR-/GR-Antagonisten

erheblich beeinflusst zu werden.
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Abbildung 23. Urin-Kortikosteronanalyse. Es wird der Kortikosteron/Kreatinin-Quotient zu den Zeitpunkten (A)
direkt und (B) Tag 3 nach Schallexposition dargestellt. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) dargestellt.

Drei Tage nach der Schallexposition war zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen bezlglich der KKrQ kein Unterschied messbar. Der zuvor
beobachtete Einfluss der applizierten Substanzen auf die Kortikosteron-

Konzentration im Urin war nicht mehr zu beobachten.

Die Versuchstiere befanden sich drei Tage nach der Behandlung und der
Schallexposition bezuglich der Stress-Level bzw. ihrer Kortisonausscheidung

(abhangig von der Kortisonserumkonzentration) auf einem ahnlichen Niveau.
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3.4 Zusammenfassendes Ergebnis

Pharmakologisch induzierter Stress (Kortikosteron, 3 mg/kg Korpergewicht,
intraperitoneal) vor einer Schallexposition besald einen akuten kurzfristigen
ototoxischen Einfluss auf die Horfunktion und steigerte die Schallvulnerabilitat
deutlich. Die Integritat der Ribbon-Synapsen an den IHZ wurde nicht beeinflusst.

Stress
(KORT i.p.)
Aktivierung Aktivierung
GR MR

el

1) Akute Schallvulnerabilitdt erhéht

2) Remissionsfahigkeit unbeeinflusst

Stress
(KORT i.p.)

Stress
(KORT i.p.)

+ Mifepristof (i. + Spironolacton (i.p)
lnhlbmon Aktlwerung Aktlwerung Inhibition
GR MR

++

1) Akute Schallvulnerabilitat 1) Akute Schallvulnerabilitét

stark erhdht unbeeinflusst
2) Remissionsfahigkeit 2) Remissionsfahigkeit
negativ beeinflusst unbeeinflusst

Abbildung 24. Schematische zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse nach injiziertem Kortikosteron und
bei zeitgleicher Inhibition der Glukokortikoidrezeptoren (GR) durch Mifepriston- bzw. der Mineralokortikoid-
rezeptoren (MR) durch Spironolacton vor einer akustischen Uberstimulation. Alle Aussagen sind im Vergleich zur
Vehikel-Gruppe zu deuten.

Bei zeitgleicher Inhibition der Mineralokortikoidrezeptoren (Spironolacton, 100

mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) zeigte sich kein starkerer Einfluss auf den
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akuten und permanenten Trauma-induzierten Horschwellenverlust im Vergleich zur
Vehikel-Behandlung. Auch die Integritat synaptischer Strukturen an den IHZ wurde
im Vergleich zur Vehikel-Behandlung nicht starker beeinflusst. Die Vulnerabilitat und
Erholung der Horfunktion und untersuchter cochlearer Strukturen nach der
Schallexposition hing unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht von der

Aktivierung der Mineralokortikoidrezeptoren ab.

Die zeitgleiche Inhibition der Glukokortikoidrezeptoren durch Mifepriston-
Behandlung (100 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) fuhrte zu einer deutlich
starkeren Schwellenabwanderung im Vergleich zur Vehikel- und isolierten KORT-
Behandlung. Auch der Remissionsverlauf verzeichnete ein deutliches Defizit. Die
Integritat der basalen Ribbon-Synapsen wurde ebenso negativ beeinflusst. Die
Vulnerabilitat und Erholung der Hérfunktion nach einer akustischen Uberstimulation
hing wesentlich von der Aktivierung der Glukokortikoidrezeptoren ab (Abbildung 24).
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4 Diskussion

Schwerhorigkeit ist heute eine der weltweit haufigsten Ursachen von Behinderung.
Etwa 16% aller erwachsenen Europaer sind nach der ,World Health Organization
(WHO)“-Definition betroffen (Mathers, Fat et al. 2008). Bis dato ist kein
evidenzbasiertes Vorgehen bekannt, welches dauerhafte Horschaden verhindern
oder therapieren kann. Die regenerative Medizin bietet bisher die einzige biologisch
kausale Moglichkeit der Behandlung einer chronischen Schwerhorigkeit als Folge
von einem Haarzellverlust (Lowenheim, Waldhaus et al. 2008), wird jedoch nicht in
naher Zukunft fur einzelne Betroffene zur Verfugung stehen konnen (Knipper 2007).
Umso hoher erscheint aus klinischer Sicht der Bedarf an Protektions- und

Praventionsstragien.

Der Einfluss von exogen induziertem Stress (beispielsweise psychosozial oder
durch Larm erzeugt) auf die Horfunktion von Versuchstieren und Menschen konnte
bereits in zahlreichen Studien demonstriert und bestatigt werden (Canlon, Borg et
al. 1988, Harding, Bohne et al. 2002, Ohlemiller 2008). Dabei wurde gezeigt, dass
die bei einer Stressantwort ablaufenden Prozesse uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) sowohl eine schadliche
ototoxische (Singer, Zuccotti et al. 2013), als auch protektive Wirkung auf die
Horfunktion und definierte cochleare Strukturen besitzen konnen (Takahashi,
Kusakari et al. 1996, Wang und Liberman 2002, Takemura, Komeda et al. 2004,
Tahera, Meltser et al. 2006).

Da die Expression von GR und MR in ausgereiften Haarsinneszellen und
Spiralganglion-Neuronen des Innenohres bereits mehrfach bestatigt wurde (Yao und
Rarey 1996, Terakado, Kumagami et al. 2011), sollten direkte Effekte von KORT in
Abhangigkeit dieser Rezeptorsubtypen auf die Vulnerabilitat der ersten afferente
Synapse der Horbahn in Betracht gezogen und untersucht werden.

Der differentielle Einfluss von Stress auf das auditorische System und seine
Abhangigkeit von unterschiedlichen Stressrezeptor-Aktivierungsmustern soll im
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Folgenden in Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit und bereits vorhandener
Studien diskutiert werden.

4.1 Kortikosteron-Behandlung ohne zusatzliche Rezeptorantagonisierung
4.1.1 Einfluss auf die hirnstammaudiometrisch gemessene Horfunktion

Durch diese Arbeit konnte ein akuter durch Kortikosteron (KORT)-Injektion
vermittelter ototoxischer Effekt auf die Horfunktion unmittelbar nach der
Schallexposition demonstriert werden. Pharmakologisch induzierter Stress vor einer
Schallexposition fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Schallvulnerabilitat im
Vergleich zur Vehikel-Behandlung. Die Remissionsfahigkeit der Horfunktion wurde
durch den induzierten Stress allerdings nicht beeinflusst. Die mit KORT behandelten
Versuchstiere waren in der Lage sich - trotz des initial starkeren horfunktionellen
Schadens - im Vergleich zu den Vehikel behandelten Tieren gleichermal3en von der
akustischen Uberstimulation zu erholen. Die initial starkere Abwanderung der
Horschwelle in den mit KORT behandelten Versuchstieren konnte im Verlauf

hirnstammaudiometrisch nicht mehr nachgewiesen werden.

Eine intraperitoneale KORT-Injektion mit 3 mg kg/Korpergewicht bewirkte in bereits
vorhandenen Studien eine signifikante Steigerung der KORT-Blutkonzentration der
Versuchstiere (MacDougall und Howland 2013). Als zentrales agonistisch wirkendes
Hormon der HPA-Achse fuhrt diese KORT-Konzentrationssteigerung zu einer
verstarkten Aktivierung der verschiedenen Steroidrezeptoren (De Kloet, Vreugdenhil
et al. 1998). Auch in dieser Arbeit konnte eine tendenzielle (nicht signifikante)
Steigerung des KORT-Kreatinin-Quotienten (KKrQ) im Anschluss an die
Behandlung der Ratten mit KORT (3 mg/kg Korpergewicht, i.p.) festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen auf einen ersten Blick den in vorausgehenden
Studien beschriebenen protektiven Effekt von Stresshormonen auf die Horfunktion
nach einer akustischen Uberstiumlation nicht direkt bestatigen. Der Frage

nachgehend wie diese unterschiedlichen Beobachtungen zustande kommen
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konnen, sollte man insbesondere die Art der Stressinduktion genauer

unterscheiden:

1) So zeigen Wang und Liberman im Jahr 2002 einen sehr deutlichen protektiven
Einfluss von Stress auf die Horfunktion, indem sie psychoziale Stressmodelle
verwenden, in welchen sie die Versuchstiere vor einer Schallexposition
unterschiedlich lang andauernden Perioden von Raum- und
Bewegungseinschrankung (Restraint Stress, RS) aussetzten. In diesen Modellen
kommt es je nach Lange und Haufigkeit der Wiederholung des RS zu verschieden
starker Stressinduktion und dementsprechend verschieden starker Erhohung der
KORT-Blutkonzentration (Wang and Liberman 2002). Eine solche Erhdhung liegt
vergleichsweise deutlich unter KORT-Konzentrationen, die durch eine
intraperitoneale KORT-Injektion mit 3 mg/kg Korpergewicht erzielt werden konnen.
Dies sollte zu einer schwacheren Aktivierungen der HPA-Achse beziehungsweise
der KORT-Rezeptoren fuhren, als in dieser Arbeit vorliegend (Wang und Liberman
2002, MacDougall und Howland 2013) und ware eine mogliche Ursache fur die
Dissonanz zwischen den bisherigen Beobachtungen und der vorliegenden
Ergebnisse. Es bleibt dabei ungeklart, ob ein KORT-Konzentrationseffekt eine
weiterfuhrende Rolle spielen kdnnte.

2) Tahera et al. verwendeten im Jahr 2006 zur Stressinduktion ein synthetisch
hergestelltes Glukokortikoid (Dexamethason), das ebenso 90 Minuten vor einer
akustischen Schallexposition intraperitoneal injiziert wurde. Hierdurch sollte die
HPA-Achse verstarkt aktiviert und somit eine pharmakologisch induzierte
Stressreaktion ausgelost werden. Allerdings besitzt Dexamethason im Vergleich zu
dem physiologischen Stresshormon KORT eine wesentlich hohere Affinitat und
Spezifitat zu Glukokortikoid- als zu Mineralokortikoid-Rezeptoren (Luttge, Davda et
al. 1989, Siegel und Agranoff 1999) und sollte aus diesem Grund nicht als
gleichwertig zur ,pharmakologischen Stressinduktion® durch KORT-Injekton
betrachtet werden. Die Ergebnisse der vorangehenden Studien lassen sich bei
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Berucksichtigung der zwei oben diskutierten Punkte mit den Beobachtungen dieser
Arbeit durchaus in Einklang bringen.

Stress
(KORT i.p.)

Aktivierung Aktivierung
GR MR

el

1) Akute Schallvulnerabilitat
stark erhoht

2) Remissionsfahigkeit
unbeeinflusst

1) Negativer Effekt auf
Schallvulnerabilitat

2) Kein Effekt auf
Remissionsfahigkeit

Abbildung 25. Schematische Darstellung der Wirkung von injiziertem Kortikosteron an seinen Rezeptoren im
Gehirn. Pharmakologisch induzierter Stress vor einer Schallexposition besitzt einen akuten ototoxischen Einfluss
auf die Horfunktion und steigert die Schallvulnerabilitat deutlich. MR besitzen eine 10-fach héhere Affinitat zu KORT
und binden das injizierte KORT somit wesentlich starker (hervorgehobene Umrandung der MR). Hierdurch wird ein
wesentlicher Einfluss der MR auf die Vulnerabilitit und Remission der Hoérfunktion nach einer akustischen
Uberstimulation diskutiert.

MR besitzen eine 10-fach hohere Affinitat zu KORT im Vergleich zu GR (Reul und
de Kloet 1985, Arriza, Simerly et al. 1988). In peripheren Organen sind MR durch
die Aktivitat der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase (11B3-HSD) hochspezifisch fur
Mineralokortikoide und so nahezu nicht verfugbar fur Glukokortikoide wie
Kortikosteron. Im zentralen Nervensystem ist das Vorkommen von 11B8-HSD auf

73



hypothalamische Regionen begrenzt, die fur die Steuerung des Salz- und
Volumenhaushaltes notig sind (Gomez-Sanchez 1997, Ma, Itharat et al. 1997).
Damit ist die Spezifitat der MR fur Mineralokortikoide in allen anderen Hirnregionen
aufgehoben und Glukokortikoide konnen aufgrund der 10-fach hoheren Affinitat
verstarkt an die MR binden (wie unter 1.4 ZNS-Aktivitat der
Kortikosteroidrezeptoren® bereits beschrieben). Aus diesem Grund ist zu vermuten,
dass durch die KORT-Injektion eine starkere zentrale MR als GR-Aktivierung
stattgefunden hat und die MR einen wesentlichen Einfluss auf die Vulnerabilitat und
Erholung der Horfunktion besitzen.

4.1.2 Einfluss auf die Integritat der afferenten synaptischen Strukturen

In dieser Arbeit konnte zwischen den Vehikel und KORT behandelten
Versuchstieren kein statistisch signifikanter Unterschied bezlglich des Verlustes der
Ribbon-Synapsen (,Ribbon-Loss®) festgestellt werden. Auch die Amplituden der
ABR-Welle | (gemessen bei einer Frequenz von 16 kHz) der Versuchsgruppen
KORT+AT und Vehikel+AT unterschieden sich nicht.

Betrachtet man dieses Ergebnis in Hinblick auf Studien aus dem Jahr 2009 (Kujawa
und Liberman 2009), durfte man folgend postulieren: die Integritat der synaptischen
Strukturen an den IHZ wird durch pharmakologische Stressinduktion vor der
akustischen Uberstimulation nicht beeinflusst.

Kujawa und Liberman (Kujawa und Liberman 2009) haben dabei bestatigt, dass sich
in Versuchstieren die hirnstammaudiometrisch gemessenen Horschwellen trotz
eines akuten initialen Horschadens nach einer akustischen Uberstimulation acht
Wochen Wochen nach dem Ereignis erholen und wieder beinahe normalisieren
konnen (Temporary Threshold Shift (TTS) ohne Permanent Threshold Shift (PTS)).
Untersuchten sie allerdings in den selben Tieren die Amplitude der ABR-Welle | im
Bereich des grofdten initialen horfunktionellen Schadens (in diesem Fall im
hochfrequenten Bereich von 32 kHz), zeigte sich selbst acht Wochen nach der
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Schallexposition noch eine signifikante Reduktion der Amplitude von bis zu 60 % im
Vergleich zum Ausgangszustand - bei normalisierten ABR-Horschwellen. Parallel zu
diesen Beobachtungen stellten sie mithilfe immunhistochemischer Methoden einen
signifikanten Verlust von Ribbon-Synapsen an den IHZ in hochfrequenten basalen
Region der Cochlea fest (Bereich des groften initialen horfunktionellen ABR-
Schadens mit 32 kHz). Diese Beobachtungen bestatigten eine Korrelation zwischen
der Reduktion der Amplitude der Welle | und dem Verlust der Ribbon-Synapsen an
den IHZ. Somit sind sowohl der sogenannte Ribbon-Loss als auch Veranderungen
der Welle | in ABR-Messungen ein Indikator fur die Integritat der afferenten

synaptischen Strukturen an den IHZ.

Differentieller Einfluss von Stress in Abhangigkeit von verschiedenen KORT-
Konzentrationen?

Singer et al. haben 2013 in einem psychosozialen Stressmodell bestatigt, dass
Stress vor einer akustischer Uberstimulation je nach Hohe der KORT-
Blutkonzentration bzw. des KORT/Kreatinin-Urin-Quotienten (KKrQ) differentielle
Effekte auf die hirnstammaudiometrisch gemessene Horfunktion und die Anzahl der
Ribbon-Synapsen besitzt. In Versuchstieren mit einem KKrQ bis 9-10 (,moderate
Stresslevel®) zeigten sich positive, protektive Einflusse auf die Horfunktion und die
Integritat der IHZ nach einer akustischer Uberstimulation — je niedriger der KKrQ
hierbei lag, umso starker waren die Einflisse zu beobachten. Wohingegen bei KKrQ
>10 (,hohe Stresslevel®) vor allem schadliche, ototoxische Effekte auf die
Horfunktion und ein signifikanter Verlust der basalen Ribbon-Synapsen der IHZ
beschrieben wurden. Hierbei galt: je hoher der KKrQ >10 lag, umso starker waren
die negativen Effekte (Singer, Zuccotti et al. 2013).

Der von Singer et al. berichtete differentielle Einfluss von Stress konnte in der in
dieser Arbeit beschriebenen Versuchsgruppe nicht bestatigt werden. Betrachtet man
die 2013 vorgeschlagenen Richtwerte, muss man in dieser Arbeit bei den isoliert mit
KORT behandelten Versuchstieren von einem ,hohen Stresslevel” ausgehen. Der
KORT-Kreatinin-Quotienten (KKrQ) war bei den isoliert mit KORT behandelten
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Ratten ohne zusatzliche Rezeptorantagonisierung direkt nach der akustischen
Uberstimulation durchschnittlich 10.15 + 2.68 hoch. Damit zeigten die KORT-
injizierten Tiere eine tendenzielle (jedoch statistisch nicht signifikante) Erhohung des
KKrQ im Vergleich zu Kontroll- und Vehikel behandelten Tieren. Allerdings lagen sie
zugleich deutlich unter den KKrQ-Levels der Steroidrezeptor-inhibierten
Versuchsgruppen, sodass man im direkten Gruppenvergleich mehr zur
Eingruppierung in ,moderate Stresslevel” tendieren sollte.

4.2 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten

4.2.1 Einfluss auf die hirnstammaudiometrisch gemessene Horfunktion

Wurden zeitgleich zur pharmakologischen Stressinduktion die MR-Rezeptoren
durch Spironolacton-Injektion inhibiert, konnte der bei reiner KORT-Gabe akute
ototoxische Effekt nicht mehr beobachtet werden. Die Inhibition der MR durch
Spironolacton-Behandlung bei zeitgleicher Stressinduktion erhdhte in dieser Arbeit
nicht die akute Schallvulnerabilitat des Corti-Organs.

Bei einer reinen KORT-Behandlung wird auf Grund der hohen Affinitat eine
verstarkte zentrale Aktivierung der MR im Vergleich zu den GR angenommen
(Abbildung 25). In Anbetracht der deutlichen akuten ototoxischen Effekte bei reiner
KORT-Behandlung und der ausbleibenden Effekte bei zeitgleicher MR-Inhibition
durch Spironolacton-Behandlung, konnte ein potentiell protektiver Einfluss der
Inhibition der MR gefolgert werden (Abbildung 26, Schlussfolgerung).

Andersherum betrachtet konnte somit eine Aktivierung der MR, wie sie bei reiner
KORT-Gabe nach vorliegendem Experimentalmodell verstarkt stattfindet, einen
potentiellen nicht zu minder zu bewertenden negativen Einfluss auf die
Schallvulnerabilitat bei einer Schallexposition besitzen (Abbildung 26, These 1).
Zudem findet bei einer KORT-Behandlung und zeitgleicher Inhibition der sonst
hochaffinen MR eine verstarkte Aktivierung der GR statt. Die ausbleibenden
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negativen Effekte auf die Schallvulnerabilitat bei zeitgleicher Spironolacton-
Behandlung kdnnten hiermit ebenso auf einen protektiven Einfluss der verstarkten
GR-Aktivierung zuruckzufuhren sein (Abbildung 26, These 2).

Gerade die letztere These bezuglich des protektiven Einflusses einer GR-
Aktivierung wird durch Studien bestarkt, in denen ein protektiver Effekt eines
synthetischen Glukokortikoids mit hoher Affinitat zu GR (Dexamethason) auf die
Horfunktion beobachtet wurde. Hierbei wurde Dexamethason 90 Minuten vor einer
akustischen  Schallexposition intraperitoneal injiziert und anschliellend
hirnstammaudiometrisch eine signifikant schwachere Schwellenabwanderung im
Vergleich zur Vehikel-Behandlung festgestellt (Tahera, Meltser et al. 2006, Canlon,
Meltser et al. 2007, Meltser und Canlon 2011).

Die vorliegenden Ergebnisse und Thesen werden durch Beobachtungen des
Karolinska-Instituts aus dem Jahr 2006 bestarkt. Dabei wurden Versuchstiere 90
Minuten vor einer Schallexposition (AT) ebenso mit Spironolacton (in derselben
Konzentration wie in dieser Arbeit verwendet, 100 mg/kg Korpergewicht) behandelt.
Um die Spezifitat von Spironolacton fur MR zu untermauern, wurde in einer weiteren
Versuchsgruppe ein zweiter MR-Inhibitor (RU28318) eingesetzt. Im Unterschied zur
vorliegenden Arbeit erfolgte in der schwedischen Studie keine zeitgleiche Injektion
von KORT. Anschlielend konnte hirnstammaudiometrisch keine signifikante
starkere ototoxische Wirkung der MR-Inhibition im Vergleich zur reinen Vehikel-
Behandlung festgestellt werden. Alle drei Versuchsgruppen ,Spironolacton + AT",
,RU28318 + AT“ und ,Vehikel + AT“ zeigten in ABR-Messungen nach der
Schallexposition ahnliche hohe Schwellenabwanderungen (Tahera, Meltser et al.
2006).
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Abbildung 26. Schematische Darstellung der Wirkung von injiziertem Kortikosteron an seinen Rezeptoren im
Gehirn bei gleichzeitiger Inhibition der Mineralokortikoidrezeptoren (MR) durch Spironolacton-Behandlung vor einer
akustischen Uberstimulation. Resultat, Schlussfolgerung und These sind im Vergleich zur reinen KORT-Behandlung
zu deuten. In Anbetracht der deutlichen akuten ototoxischen Effekte bei reiner KORT-Behandlung und der
ausbleibenden Effekte bei zeitgleicher Spironolacton-Behandlung lasst sich eine potentielle Protektion der
Horfunktion durch die Inhibition der MR vermuten (,Schlussfolgerung®). Umgekehrt konnte eine Aktivierung der MR
einen negativen Effekt auf die Schallvulnerabilitat und Remissionsfahigkeit der Horfunktion nach einer akustischen
Uberstimulation besitzen (These 1). Die ausbleibenden negativen Effekte auf die Schallvulnerabilitit bei zeitgleicher
Spironolacton-Behandlung kénnten auf einen protektiven Einfluss der verstarkten GR-Aktivierung zurlickzufiihren
sein (These 2).

Allerdings postulieren Tahera et al. 2006 in einer ihrer Kernaussagen, dass MR
keinen Einfluss auf die Schallvulnerabilitat besitzen. Diese Aussage kann durch die
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Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestatigt werden. In Anbetracht der ausbleibenden
schadlichen Effekte von reiner KORT-Injektion bei einer zeitgleichen MR-Inhibition,
muss eine zentrale (womoglich ungunstige) Rolle der MR in ablaufenden Prozessen
nach einer akustischen Uberstimulation weiterhin diskutiert werden (Abbildung 26,
Schlussfolgerung, These 1 und These 2).

4.2.2 Einfluss auf die Integritat der afferenten synaptischen Strukturen

Die Vulnerabilitat synaptischer Strukturen an den IHZ wurde durch
pharmakologische Stressinduktion mit KORT-Injektion (3 mg/kg Korpergewicht, i.p.)
bei zeitgleicher Inhibition der MR (Spironolacton, 100 mg/kg Korpergewicht, i.p.) im
Vergleich zur Vehikel-Behandlung nicht starker beeinflusst. Die Integritat der
afferenten synaptischen Strukturen der IHZ nach Schallexposition war nicht von der
Aktivierung der MR abhangig.

Kritische Betrachtung der Kortikosteron-Kreatinin-Quotienten im Urin

Betrachtet man den durchschnittlichen Kortikosteron-Kreatinin-Quotienten (KKrQ)
der Versuchsgruppe ,Spironolacton/KORT + AT, fallt insbesondere die statistische
signifikante Erhohung im Vergleich zu isoliert mit KORT behandelten Versuchstieren
auf. Diese Beobachtung wirkt auf den ersten Blick verwunderlich, da in allen
behandelten Gruppen durchweg eine KORT-Behandlung mit 3 mg/kg Korpergewicht
— unabhangig von zeitgleicher Rezeptorinhibition — stattgefunden hat. Wie kdnnen
solch groRe Unterschied in Messungen des KORT-Kreatinin-Quotienten bei
gleichbleibender KORT-Dosierung vorkommen? Man muss an dieser Stelle vor
allem bedenken, dass durch die Erhdhung der KORT-Konzentration nach Injektion
von 3 mg/kg Korpergewicht nicht nur zentrale, sondern auch periphere MR und GR
aktiviert werden — so auch an Strukturen des Organismus zur Regulierung des
Wasserhaushaltes. Spironolacton kann dabei an den Nieren zu einer
erniedrigten  Glomerularen Filtrationsrate  (GFR)  fuhren, die  sich
insbesondere auch durch eine verminderte Kreatinin-Clearance merklich
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macht (Rossing, Schjoedt et al. 2005, Saklayen, Gyebi et al. 2008). Dies wiederum
bedeutet, dass unter Umstanden weniger Kreatinin uber die Niere gefiltert wird und
somit bei gleichbleibendem beziehungsweise teils sogar steigendem Urinvolumen
der KKrQ unvorhersehbar beeinflusst wird (Walker und Cumming 1964,
Bauersachs, Fraccarollo et al. 2000). Dies erschwerte die Vergleichbarkeit der
einzelnen KKrQ-Level. Inwieweit hierbei tatsachlich eine verminderte oder erhohte
Diurese bzw. eine veranderte Ausscheidung von Kreatinin bei verschiedenartiger
Osmolaritat des Urins stattgefunden hat, ist abschlieBend nicht zu klaren, da
Urinvolumina nach Behandlung der Versuchstiere in dieser Arbeit nicht kontrolliert
wurden. Eine solche Uberpriifung sollte in weiterfilhrenden Studien unbedingt in
Betracht gezogen werden.

4.3 Kortikosteron-Behandlung und zeitgleiche Gabe eines
Glukokortikoidrezeptor-Antagonisten

4.3.1 Einfluss auf die hirnstammaudiometrisch gemessene Horfunktion

Die pharmakologische Stressinduktion durch KORT-Injektion bei zeitgleicher
Inhibition der GR durch Mifepriston-Behandlung 90 Minuten vor der Schallexposition
verstarkte deutlich die Schwellenabwanderung im hochfrequenten Bereich
verglichen zur Vehikel-Behandlung. Die zeitgleiche GR-Inhibition erhohte die
Vulnerabilitat der Horfunktion. Auch der Remissionsverlauf verzeichnete im
Vergleich zur isolierten KORT- und Vehikel-Behandlung ein deutliches Defizit — so
beobachtete man 14 Tage nach der Schallexposition in dieser Versuchsgruppe den
noch starksten verbleibenden horfunktionellen Schaden (Permanent Threshold
Shift, PTS).

In Anbetracht der deutlich starkeren negativen ototoxischen Effekte bei KORT- und
zeitgleicher Mifepriston-Behandlung im Vergleich zur isolierten KORT-Gabe darf ein
potentiell schadlicher Einfluss der GR-Inhibition auf die Horfunktion nach einer
akustischen Uberstimulation ~ angenommen  werden  (Abbildung 27,
Schlussfolgerung).
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Umgekehrt betrachtet kann man auch einen potentiell protektiven Effekt auf die
Schallvulnerabilitat bzw. die ablaufenden Prozesse nach einer Schallexposition
durch eine GR-Aktivierung diskutieren (Abbildung 27, These 3). Zudem konnte es
im Rahmen der Mifepriston-Behandlung und der damit einhergehenden GR-
Inhibition zu einer Uberwiegenden Aktivierung der MR durch KORT gekommen sein.
Aus diesem Grund sollte ein schadlicher Einfluss der MR-Aktivierung bezulglich
ablaufender Prozesse nach einer Schallexposition in Betracht gezogen werden
(Abbildung 27, These 4).

Schadlicher Einfluss der GR-Inhibition

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen bisherige Studien bezuglich des Einflusses
der GR-Subtypen auf ablaufende Prozesse nach einer akustischen Uberstimulation.
Tahera et al. berichteten beispielsweise von hoheren Schwellenabwanderungen
nach einer Schallexposition in Versuchstieren, wenn diese zuvor mit der
Kombination eines GR-Inhibitors (RU486, Mifepriston) und eines endogenen KORT-
Synthesehemmers behandelt wurden (Tahera, Meltser et al. 2006). Auch Mori et al.
haben einen schadlichen Einfluss einer Mifepriston-Injektion vor einer akustischen
Uberstimulation auf die Horfunktion beobachtet (Mori, Fujimura et al. 2004). Beide
demonstrierten somit ebenfalls einen ototoxischen Effekt der GR-Inhibition auf
auditorische Prozesse nach einer Schallexposition. Desweiteren wurden, wie zuvor
schon beschrieben, bereits in zahlreichen Studien ein protektiver Einfluss von
psychosozial induziertem  Stress (beispielsweise durch Raum- und
Bewegungseinschrankung, Restraint Stress) vor einer akustischen Uberstimulation
beschrieben. Hierbei konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der protektiv wirkende
induzierte Stress mit einer Erhohung der KORT-Blutkonzentration einherging
(Tahera, Meltser et al. 2006, Tahera, Meltser et al. 2006, Canlon, Meltser et al. 2007,
Meltser und Canlon 2011). Wurde den Versuchstieren zusatzlich zum Restraint
Stress der GR-Inhibitor Mifepriston vor einer Schallexposition appliziert, konnte der
zuvor protektive Einfuss von Stress nicht mehr demonstiert werden (Meltser und
Canlon 2011).
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Abbildung 27. Schematische Darstellung der Wirkung von injiziertem Kortikosteron bei gleichzeitiger Inhibition
der Glukokortikoidrezeptoren (GR) durch Mifepriston-Behandlung vor einer akustischen Uberstimulation.
Resultat, Schlussfolgerung und Thesen sind im Vergleich zur reinen KORT-Behandlung zu deuten. Die
Vulnerabilitat und Erholung der Hérfunktion nach einer akustischen Uberstimulation wurden wesentlich von der
Inhibition der GR negativ beeinflusst. Die zeitgleiche GR-Inhibition erhéhte die Vulnerabilitat der Hérfunktion.
Auch der Remissionsverlauf verzeichnete im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen ein deutliches Defizit
(,Schlussfolgerung®). Umgekehrt konnte eine Aktivierung der GR einen protektiven Effekt auf die
Schallvulnerabilitat und Remissionsfahigkeit der Hérfunktion nach einer akustischen Uberstimulation besitzen
(These 3). Die verstarkt negativen Effekte auf die Schallvulnerabilitét bei zeitgleicher Mifepriston-Behandlung
kénnten auf eine verstarkte GR-Aktivierung zuriickzufiihren sein (These 4).
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Insbesondere diese Beobachtung bestarkt die Ergebnisse und Thesen der
vorliegenden Arbeit: die Aktivierung der GR-Rezeptoren spielt im Zuge einer
Protektion der Horfunktion nach einer akustischen Schallexposition eine zentrale
Rolle (Abbildung 27, These 23).

4.3.2 Einfluss auf die Integritat der afferenten synaptischen Strukturen

Die Integritat der synaptischen Strukturen an den IHZ wurde durch
pharmakologische  Stressinduktion mit  Kortikosteron-Injektion (3  mg/kg
Korpergewicht, i.p.) bei zeitgleicher Inhibition der GR (Mifepriston, 100 mg/kg
Korpergewicht, i.p.) im Vergleich zur Vehikel-Behandlung in Cochlea-Regionen
hoher Frequenzen statistisch signifikant starker beeinflusst. Mit Mifepriston/KORT
behandelte Tieren zeigten im Vergleich zur Vehikel-Behandlung einen statistisch
signifikant starkeren Verlust von basalen Ribbon-Synapsen.

Kritische Betrachtung der Kortikosteron-Kreatinin-Quotienten im Urin

Auch nach einer GR-Inhibition durch Mifepriston-Injektion fallt zunachst eine
signifikante Erhdhung des Kortikosteron-Kreatinin-Quotienten (KKrQ) im Vergleich
zu isoliert mit KORT behandelten Versuchstieren auf. Ebenso an dieser Stelle stellt
sich die Frage: Wie kdnnen solch grolde Unterschiede in Messungen des KORT-
Kreatinin-Quotienten bei gleichbleibender KORT-Dosierung von 3 mg/kg
Korpergewicht vorkommen? Es gibt — im Vergleich zum MR-Inhibitor Spironolacton
— keine evidenten Hinweise des Einflusses von Mifepriston auf den Wasserhaushalt
beziehungsweise auf die renale Funktion und insbesondere die Kreatinin-Clearance.
Es konnte allerdings in vielen Studien gezeigt werden, dass die Blutkonzentration
und damit auch die renale Ausscheidung von Kortikosteron nach Mifepriston-Gabe
bei inhibierten GR signifikant ansteigt (Jobin, de Jonge et al. 1996). Hierbei sollte
man vor allem die Auswirkungen der pharmakologischen Behandlung auf die
negative Feedbackschleife ~der HPA-Achse genauer betrachten. Die
Aufrechterhaltung der basalen Aktivitat der HPA-Achse als Stress-System des
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Korpers wird Uber die konstante Aktivierung der MR im Hippocampus im Sinne eines
positiven Feedbacks vermittelt, wahrend eine zusatzliche Aktivierung der GR bei
hoheren KORT-Spiegeln mit einer Suppression der HPA-Achse einhergeht und so
fur den negativen Feedback und fur die Wiederherstellung des basalen Zustandes
verantwortlich ist (De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998). Durch die Inhibition der GR
nach Mifepriston-Gabe kommt es womodglich zu einer Entkoppelung dieser
negativen Feedback-Schleife, was sich letztendlich Uber eine erhohte renale
Ausscheidung beziehungsweise einem erhohten KKrQ ausdruckt. Diese Tatsache
erschwert weiterhin einen direkten Vergleich der KKrQ verschiedener Versuchstiere
und muss in nachfolgenden Studien unbedingt durch eine direkte KORT-

Blutkonzentrationskontrolle untersucht werden.
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4.4 Fazit und Ausblick

Zusammenfassende Hypothesendarstellung

Pharmakologisch induzierter Stress vor einer Schallexposition besitzt einen akuten
ototoxischen Einfluss auf die Horfunktion und steigert die Schallvulnerabilitat
deutlich.

Bei zeitgleicher Inhibition der der Mineralokortikoidrezeptoren (MR) zeigte sich keine
erhohte akute Schallvulnerabilitat des Corti-Organs. Es lasst sich eine potentielle
Protektion der Horfunktion durch die Inhibition der MR schlussfolgern (Abbildung 28,
~ochlussfolgerung®). Umgekehrt kdonnte eine Aktivierung der MR einen negativen
Einfluss auf die Schallvulnerabilitdt und Remissionsfahigkeit der Horfunktion nach
einer akustischen Uberstimulation besitzen (These 1). Ebenso bleibt ein mdglicher
protektiver Einfluss einer GR-Aktivierung zu diskutieren (These 2).

Bei zeitgleicher Glukokortikoidrezeptor-Inhibition zeigte sich eine erhdhte
Vulnerabilitat der Horfunktion. Auch der Remissionsverlauf verzeichnete ein
deutliches Defizit (Abbildung 28, ,Schlussfolgerung®).

Eine Aktivierung der GR konnte einen protektiven Effekt auf die Schallvulnerabilitat
der Horfunktion nach einer akustischen Uberstimulation besitzen (These 3). Die
verstarkt negativen Effekte auf die Schallvulnerabilitat bei zeitgleicher Mifepriston-
Behandlung konnten ebenso auf eine verstarkte MR-Aktivierung zuruckzufiuhren
sein (These 4).

Ausblick und ausstehende Untersuchungen

Zur Verfizierung der Ergebnisse und Thesen dieser Arbeit ist zunachst aus
statistischer Sicht eine Wiederholung der Versuche mit erhohter Anzahl der
Versuchstiere notig. Hierbei wird die Schwierigkeit insbesondere darin liegen, in
nachsten Versuchsblocken eine ahnlich ,stressfreie® Umgebung fur die Ratten zu
schaffen um eine Vergleichbarkeit des sehr anfalligen Parameters ,Stress”
(beziehungsweise Kortikosteron-Blutkonzentration) zu erlauben.
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Abbildung 28. Schematische zusammenfassende Darstellung der Wirkung von injiziertem Kortikosteron an seinen
Rezeptor-Subtypen bei gleichzeitiger Inhibition der Glukokortikoidrezeptoren (GR) durch Mifepriston- bzw. der
Mineralokortikoidrezeptoren (MR) durch Spironolacton vor einer akustischen Uberstimulation. Resultate,
Schlussfolgerungen und Thesen sind im Vergleich zur reinen KORT-Behandlung zu deuten.
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Um weitergehene Aussagen Uber basale Veranderung der Horfunktion und die
Integritat der syaptischen Strukturen nach Akitiverung oder Inhibition der
Rezeptorsubtypen durch KORT + Spironolacton/Mifepriston zu ermoglichen, sollten
Untersuchungen auch ohne eine folgende akustische Uberstimulation erfolgen.
AbschlieRend muss in Folgeprojekten der Einfluss einer isolierten Inhibition der MR
und GR ohne zeitgleiche KORT-Gabe analysiert werden. Diese Experimente sind
teilweise schon in Folgeprojekten durchgefuhrt worden, welche noch in Auswertung
sind und die Ergebnisse dieser Studie voraussichtlich bestatigen werden (Singer W.,
Kasini K., Armbruster P. et al. 2018, in Vorbereitung).

Desweiteren muss ein Dosiswirkungsspektrum fur KORT und seine Rezeptor-
Inhibitoren in Betracht gezogen und genauer analysiert werden. Um die einzelnen
.otress-Level” der Versuchstiere in diesen Experimenten verlasslicher und von
exogenen Faktoren unabhangiger quantifizieren zu kdnnen, sollten in nachsten
Studien hierfur nicht mehr ausschlie3lich die KORT-Kreatinin-Quotienten sondern
auch Urinvolumina, die Kreatinin-Clearance und wenn moglich auch direkte KORT-

Blutkonzentrationen bestimmt werden.
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5 Zusammenfassung

UbermaRige Schallbelastung ist ein globaler Umwelteinfluss, der bei Betroffenen zu
schallinduziertem Horverlust und Altersschwerhdrigkeit fuhren kann. Beide
Erkrankungen sind oft mit einer sozialen Isolation und in Folge eines
Mobilitatsverlustes mit vielen weiteren Sekundarerkrankungen vergesellschaftet -
bis heute existiert keine spezifische klinische Therapie. Der Einfluss von exogen
induziertem Stress (beispielsweise psychosozial oder durch Larm erzeugt) auf die
Horfunktion von Versuchstieren und Menschen konnte bereits in zahlreichen
Studien bestatigt werden. Dabei wurde gezeigt, dass die bei einer Stressantwort
ablaufenden Prozesse sowohl eine schadliche ototoxische als auch protektive
Wirkung auf die Horfunktion und definierte cochleare Strukturen besitzen kdnnen.

Um die beschriebenen Beobachtungen besser zu verstehen, wurde der Einfluss von
pharmakologisch induziertem Stress durch Kortikosteron (KORT)-Behandlung auf
die Horfunktion nach einer Schallexposition (acoustic trauma, AT) bzw.
Scheinexposition in  Abhangigkeit von der Aktivitat  verschiedener
Kortikosteroidrezeptor-Subtypen in einem Rattentiermodell untersucht.

Hierzu wurde 90 Minuten vor einer akustischen Uberstimulation (116 dB SPL, 10
kHz, 60 Minuten) KORT (3 mg/kg) zeitgleich mit einer Vehikel-Substanz
(Ethanol/PEG 1:10, 2 ml/kg) bzw. eines Mineralokortikoid/Glukokortikoidrezeptor
(MR-/GR-) -Antagonisten intraperitoneal verabreicht. Die Remission der Horfunktion
wurde uber einen Zeitraum von 14 - 16 Tagen durch auditorisch evozierte Potenziale
(Click- und Frequency auditory brainstem response, ABR) und Distorsionsprodukte
(DPOAE) kontrolliert. Der Einfluss von pharmakologisch induziertem Stress auf den
Phanotyp Innerer Haarsinneszellen (IHZ) wurde mittels immunhistochemischer
Methoden untersucht.

Eine isolierte Kortikosteron-Injektion vor einer Schallexposition hatte einen akuten
ototoxischen Einfluss auf die Horfunktion und steigerte die Schallvulnerabilitat der
Versuchstiere. Im Verlauf von zwei Wochen zeigte sich jedoch das initiale deutliche

Defizit im Vergleich zur Vehikel-Gruppe nicht mehr. Bei zeitgleicher Inhibition der
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GR stellte sich eine deutlich starkere Schwellenabwanderung im Vergleich zur
Vehikel- und isolierten KORT-Behandlung dar. Auch der Remissionsverlauf der
Horfunktion verzeichnete bei diesen Tieren ein deutliches Defizit. Die Vulnerabilitat
und Erholung der Horfunktion nach einer akustischen Uberstimulation wurde somit
wesentlich von der Aktivierung der GR beeinflusst. Diese Effekte konnten bei

zeitgleicher Inhibition der MR nicht beobachtet werden.

In immunhistochemischen Untersuchungen wurden die afferenten synaptischen
Strukturen an der IHZ untersucht. Die afferenten synaptischen Strukturen waren
durch isolierte KORT-Behandlung nicht beeinflusst. Anders kam es durch eine
zeitgleiche Hemmung der GR zu einem destruktiven Effekt auf die afferenten
synaptischen cochlearen Strukturen.

Die Integritat und Erholung der Afferenzen bzw. der Horfunktion nach einer
akustischen Uberstimulation hing somit wesentlich von der Aktivierung der GR ab.

In Zusammenschau der Ergebnisse und der haufigen Verwendung von Steroiden in
der HNO-Heilkunde ist ein besseres Verstandnis bezuglich der Wirkung von
Glukokortikoiden auf das auditorische System einschliel3lich der Haarsinneszellen
von besonderer Wichtigkeit. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass der
bisherige ubiquitare Einsatz von Steroiden differentiell betrachtet werden muss und
erbringen Hinweise auf mogliche Wirkungsmechanismen im auditorischen System.
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